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口疮穴位贴处方为联勤保障部队第九○四医院中
医科验方“口疳散”，由生大黄、吴茱萸、细辛、肉桂、川黄

连５味中药组方，将 ５味中药研粉以醋调匀，搓制成直
径约为 １ｃｍ的药球，敷贴于双足底涌泉穴处，固定，夜
敷昼去。方中生大黄、黄连味苦性寒，清热泻火，用于上

焦中焦实火上炎；吴茱萸、细辛、肉桂为温里药，用于浮

越之火引火归原，导热下行犤１－２犦。方中吴茱萸、细辛、肉

桂、川黄连４味中药的主要成分有挥发油类、生物碱类、
黄酮类等，其中挥发油类和生物碱类是其发挥药理作用

的主要物质基础犤３－７犦。为了提升中药有效成分的利用

率，最大限度发挥中药验方的功效，将口疮穴位贴处方

中吴茱萸、细辛、肉桂、川黄连４味中药，用乙醇提取浓
缩成稠膏后，再加入生大黄细粉及适量醋调制成贴剂。

本研究中采用正交试验，以吴茱萸碱含量及浸膏量为综

合评价指标，优选提取工艺，为口疮穴位贴的研制和生

产提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓ系列高效液相色谱仪，ＷａｔｅｒｓＣａｐＬＣ２４８７型

双λ吸光度检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ２数据处理系统（美国Ｗａ
ｔｅｒｓ公司）；ＦＡ１００４型电子分析天平（上海精密科学仪
器有限公司·天平仪器厂，精度为万分之一）；ＡＥ２４０Ｓ
型电子分析天平（梅特勒 －拖利多仪器有限公司，精度

为十万分之一）；Ｒ２０１型旋转蒸发仪，ＳＨＢ－３型循环水
式多用真空泵（上海申胜生物技术有限公司）；ＨＨＳ型
恒温水浴锅（上海医疗器械五厂）；ＹＢ－ⅠＡ型真空恒温
干燥箱（天津市金洲科学仪器有限公司）。

１．２ 试药
吴茱萸（浙江产，批号为１８１１１８），细辛（辽宁产，批

号为 １８１１１８），肉桂（广东产，批号为 １８０８０７），川黄连
（四川产，批号为１８１２２１），均购自江苏华洪药业科技有
限公司，经联勤保障部队第九○四医院瞿发林主任药师
鉴定为芸香科植物吴莱英 Ｅｕｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ．）
Ｂｅｎｔｈ．的干燥近成熟果实，马觉铃科植物北细辛
Ａｓａｒｕｍ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｏｉｄｅｓＦｒ．Ｓｃｈｍｉｄｔｖａｒ．的干燥根和根
茎，樟科植物肉桂 ＣｉｎｎａｍｏｍｕｍｃａｓｓｉａＰｒｅｓｌ．的干燥树
皮，毛莫科植物黄连 ＣｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ．的干燥根
茎；吴茱萸碱（南京世洲生物科技有限公司，批号为

２０１９０１ＷＺＹＪ，规格为２０ｍｇ，含量按９８％计）；甲醇及乙
腈为色谱纯，乙醇为分析纯，水为纯化水。

２ 方法与结果

２．１ 吴茱萸碱含量测定犤８犦

２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈－水牗５０∶５０牘；柱温：３０℃；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：２２５ｎｍ；进样量：２０μＬ。

正交试验法优选口疮穴位贴提取工艺
周秋娟 １，瞿发林 ２，董文 ２△

（１．江苏省常州市武进区中西结合医院，江苏 常州 ２１３００３； ２．中国人民解放军联勤保障部队第九○四医院，江苏 常州 ２１３００３）
摘要：目的 优选口疮穴位贴处方药材的提取工艺。方法 以吴茱萸碱含量和浸膏量为评价指标，采用 Ｌ９（３４）正交试验法，考察乙醇浓
度、乙醇用量、提取时间及提取次数４个因素对提取工艺的影响，并进行验证试验。结果 最佳提取工艺为１２倍量７０％乙醇，回流提取
３次，每次１．５ｈ。结论 优选的提取工艺合理、可行、稳定。
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样品含量（ｍｇ）

１．１５２１
１．１５２１
１．１５２１
１．１５２１
１．１５２１
１．１５２１

加入量（ｍｇ）

０．１９４
０．１９４
０．４８５
０．４８５
０．９７０
０．９７０

测得量（ｍｇ）

１．３４７６
１．３４９４
１．６２７９
１．６３８７
２．１１６６
２．１３１６

回收率（％）

１００．７７
１０１．７０
９８．１０
１００．３３
９９．４３
１００．９８

Ｘ（％）

１００．２２

ＲＳＤ（％）

１．２８

Ａ Ｂ Ｃ

２５０

２００

１５０

１００

５０

０

０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４ ２８
ｔ／ｍｉｎ

２５０

２００

１５０

１００

５０

０

０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４ ２８
ｔ／ｍｉｎ

２５０

２００

１５０

１００

５０

０

０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４ ２８
ｔ／ｍｉｎ

１

１

１．吴茱萸碱

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表２ 正交试验因素水平表

水平

１
２
３

因素 Ａ（％）

７０
８０
９０

因素 Ｂ（倍）

８
１０
１２

因素Ｃ（ｈ）

１．０
１．５
２．０

因素Ｄ（次）

１
２
３

２．１．２ 溶液制备

称取６０℃干燥至恒重的吴茱萸碱对照品９．７ｍｇ，
精密称定，置１００ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解并稀释至
刻度，即得对照品溶液，摇匀，备用。精密量取每个煎煮

水平的药材提取液适量（２％），减压浓缩至干，残渣加甲
醇超声溶解 ３次，每次 ８ｍＬ，并定溶至 ２５ｍＬ容量瓶
中，摇匀，以 ０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液作为供
试品溶液。取细辛、肉桂、川黄连 ３味药材同法回流提
取，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

２．１．３ 方法学考察

专属性试验：取 ２．１．２项下 ３种溶液适量，按拟订
色谱条件进样测定，记录色谱图，见图１。结果阴性对照
无干扰，表明方法专属性良好。

线性关系考察：精密吸取对照品贮备液，分别制

成质量浓度为 ９７．００，４８．５０，２４．２５，１９．４０，１２．１２，
９．７μｇ／ｍＬ的系列溶液，按拟订色谱条件进样测定，以
进样量（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标，以最小二乘
法进行直线回归，得回归方程 Ｙ＝３５５３２Ｘ＋１４０７４，ｒ＝
０．９９９９（ｎ＝６）。结果表明，吴茱萸碱进样量在 １．９４～
０．１９４μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取质量浓度为 ４８．５０μｇ／ｍＬ
的对照品溶液，按拟订色谱条件重复进样６次，记录峰
面积。结果吴茱萸碱峰面积的 ＲＳＤ为 ０．８７％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 ２．１．２项下同一份供试品溶液，分
别于０，２，４，８，１２，２４ｈ时按拟订色谱条件进样测定，记
录峰面积。结果吴茱萸碱峰面积的 ＲＳＤ为１．７８％（ｎ＝
６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：依法制备供试品溶液，按拟订色谱条

件进样测定６次，记录峰面积。结果吴茱萸碱峰面积的
ＲＳＤ为１．７６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：精密量取已知含量的口疮穴位贴提

取液 ５．０ｍＬ，分别按高、中、低质量浓度加入对照品贮
备液（吴茱碱 ９７．００μｇ／ｍＬ）２．０，５．０，１０．０ｍＬ，平行制
备６份，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测
定，记录峰面积，计算回收率。结果见表１。

２．２ 浸膏得率测定犤９犦

蒸发皿预处理：蒸发皿１０５℃烘 ５ｈ，取出，置干燥
器中冷却至室温，称定质量牗Ｗ１牘，继续烘 １ｈ，取出，置
干燥器中冷却至室温，称定质量牗Ｗ２牘，当│ Ｗ１－Ｗ２│≤
０．３ｍｇ时，置干燥器中存放，备用。

浸膏量测定犤８犦：剩余提取液于电热恒温水浴锅８０℃
减压浓缩至稠膏状，转移至蒸发皿中，水浴蒸干，１０５℃
烘 ５ｈ，取出，置干燥器中冷却至室温，称定质量牗Ｗ３牘，
继续烘 １ｈ，取出，置干燥器中冷却至室温，称定质量
牗Ｗ４牘，直到│ Ｗ３－Ｗ４│≤０．３ｍｇ。浸膏量 ＝（Ｗ４－
Ｗ２）／９８％，浸膏得率＝（浸膏量／药材量）×１００％。
２．３ 评分标准制订

以口疮穴位贴提取物浸膏量和吴茱萸碱含量作为

评价指标，以加权评分法计算综合评分，根据 ２个指标
的重要程度，将口疮穴位贴提取物浸膏量和吴茱萸碱含

量的权重系数分别定为０．３和０．７，二者综合评分计算
公式为：总分 ＝犤（浸膏质量 ／浸膏质量 ｍａｘ×０．３）＋（吴
茱萸碱含量／吴茱萸碱含量 ｍａｘ×０．７）犦。
２．４ 正交试验优选

因素与水平：以乙醇浓度（因素Ａ）、乙醇用量（因素
Ｂ）、提取时间（因素Ｃ）、提取次数（因素Ｄ）为参考因素，
以口疮穴位贴提取物浸膏量和吴茱萸碱含量作为评价

指标，设４个因素３个水平。详见表２。
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

１
１
１
２
２
２
３
３
３
２．６８
２．３４
１．４６
１．２２

１
２
３
１
２
３
１
２
３
２．１６
２．１３
２．１９
０．０６

１
２
３
２
３
１
３
１
２
２．１１
２．１９
２．１７
０．０８

１
２
３
３
１
２
２
３
１
１．８２
２．２３
２．４３
０．６１

浸膏量

（ｇ）

６．４８
９．８９
１１．１７
８．９０
６．２２
８．００
４．７７
５．３７
３．２５

吴茱萸碱含量

（ｍｇ）

５６．１２
６１．８９
６６．４３
６０．７８
４６．８１
５５．２３
３６．５４
３８．５２
２９．２１

综合评分

（分）

０．７７
０．９２
１．００
０．８８
０．６６
０．８０
０．５１
０．５５
０．４０

方差来源

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

离差平方和

０．２６５７
０．０００７
０．００１２
０．０６４１

自由度

２
２
２
２

均方

０．１３２９
０．０００３
０．０００６
０．０３２１

Ｆ值

３９２．３１５３
１．００００
１．７２０６
９４．６５６４

Ｐ
＜０．０１

＞０．０５
＜０．０５

序号

１
２
３

提取物质量

（ｇ）

１１．４８
１１．０７
１１．１５

吴茱萸碱

含量（ｍｇ）

６６．７８
６５．４３
６５．０７

综合评分

（分）

１．０１
０．９９
０．９９

序号

４
５
Ｘ

提取物质量

（ｇ）

１１．１４
１１．０８
１１．１８

吴茱萸碱

含量（ｍｇ）

６６．４７
６５．９２
６５．９３

综合评分

（分）

１．００
０．９９
１．００

试验结果

因素 Ａ
（％）

因素 Ｂ
（倍）

因素 Ｃ
（ｈ）

因素 Ｄ
（次）

注：指总药材 ３５．５ｇ（吴茱萸 ２５ｇ，细辛 ５ｇ，肉桂 ２．５ｇ，川
黄连３ｇ牘。

表３ Ｌ９牗３４牘正交试验结果（ｎ＝９）

表４ 方差分析结果

注：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００，Ｆ０．０１（２，２）＝９９．００。

表５ 最佳提取工艺验证试验结果（ｎ＝６）正交试验设计：按处方配比分别称取吴茱萸、细辛、

肉桂、川黄连４味中药材置三颈圆底烧瓶中，按煎煮因
素水平回流提取（煎煮前先将药材浸泡 １ｈ），提取液用
８层纱布压榨滤过，合并提取液，搅匀，得口疮穴位贴的
药材提取液。依法行 Ｌ９（３４）正交试验，测定浸膏量和吴
茱萸含量。结果见表３。

结果分析：由表３可见，各因素影响程度为 Ａ＞Ｄ＞
Ｃ＞Ｂ。由表４可见，因素Ａ（Ｆ＝３９２．３１５３，Ｐ＜０．０１）对提
取工艺影响极显著，因素 Ｄ（Ｆ＝９４．６５６４，Ｐ＜０．０５）对
提取工艺影响显著。可见，最佳提取工艺应为Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即
１２倍量７０％乙醇，回流提取３次，每次１．５ｈ。

２．５ 最佳工艺验证
按优选的最佳提取工艺制备５批样品，测定浸膏量

和吴茱萸碱含量，进行综合评分。结果口疮穴位贴浸膏

平均量为１１．１８ｇ（ＲＳＤ＝１．５１％，ｎ＝５），吴茱萸碱含量
为６５．９３ｍｇ（ＲＳＤ＝１．０７％，ｎ＝５）。详见表５。
３ 讨论

穴位敷贴疗法是以中药经络学为理论依据，通过刺

激穴位，发挥药物及穴位的双重功效达到治病、防病的

目的一种疗法。涌泉穴是肾经井穴，古代采用药物敷贴涌

泉穴治疗脚气、厥证、狂证、口咽病、耳病、鼻病、目疾及难

产等多种常见症，现代采用药物敷贴涌泉穴治疗腹泻、便

秘、呕吐、哮喘、失眠、高血压、疼痛、口疮等病证犤１０－１３犦。

中药穴位贴组方多是古方或中医验方，是将中药碾

成细末后，以水、醋、酒等为基质，制成散剂、糊剂和膏剂等

剂型，直接贴于穴位患处，为无创伤性外治疗法的药物制

剂。中药穴位贴多为散剂、糊剂和膏剂的传统剂型，皮肤外

敷给药起效较慢，且人体所吸收的药量有限。为了提升中

药穴位贴有效成分的利用率，最大发药物功效，满足现代

人使用方便的需求，将口疮穴位贴处方中含有主要成分为

挥发油类、生物碱类、黄酮类等发挥主要药理作用的吴茱

萸、细辛、肉桂、川黄连４味中药进行制剂工艺优选。
本研究中采用高效液相色谱法，以提取物浸膏量和

吴茱萸碱含量为综合评价指标，通过正交试验法优选出

了口疮穴位贴的最佳提取工艺。经验证试验，该提取工

艺简单、可行、稳定，可为制剂的开发与使用提供参考。
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