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经国家批准，因而对肝酶产生作用的可能性不大。故最

终选择帕罗西汀药品作为本研究中的选择性抑制剂。
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正交试验设计法优选六高康颗粒水提工艺
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摘要：目的 优选六高康颗粒的水提工艺。方法 以高效液相色谱 －二极管阵列检测（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）法测定落新妇苷的含量；以落新妇苷
的含量及出膏率为评价指标，以煎煮时间、加水倍数、煎煮次数为考察因素，采用 Ｌ９（３４）正交试验法筛选六高康方的最佳提取工艺并进
行验证。结果 落新妇苷质量浓度在 ４．８４～１５４．７５μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９４）范围内与峰面积线性关系良好，平均回收率为 １０２．７３％，

ＲＳＤ为 １．９５％（ｎ＝９）；最佳提取工艺为煎煮 ３次，每次加 ８倍量水，每次煎煮 ４５ｍｉｎ；验证试验结果显示，落新妇苷平均含量为

６４．１７μｇ／ｍＬ，平均出膏率为 ２５．１２％。结论 优选的水提工艺重复性好、稳定可行。

关键词：六高康颗粒；落新妇苷；干膏率；正交试验；水提工艺
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１．落新妇苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．阴性对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图
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痛风患者常合并有其他疾病，如高血压、糖尿病、高

脂血症、肥胖等犤１犦。深圳市中医院张剑勇教授根据多年

风湿病临证经验，在代谢综合征（ＭＳ）的基础上提出“痛
风六高症”学说，临床表现为高尿酸血症（痛风）、高体质

量（肥胖）、高血压（高血压病）、高血糖（糖尿病）、高血脂

（高脂血症）等症。六高康方具有泄浊利湿、消积排毒、润

肺健脾、补益肝肾、标本兼治的功效，治疗痛风疗效明确

且可改善其他代谢指标犤２－３犦。但本方在使用前需先进行

煎煮，使用和携带都不方便。颗粒剂具有载药量大、吸收

快、稳定性好、服用和携带方便等优点犤４犦，可弥补汤剂的

不足，故本研究拟将其开发成颗粒剂。查阅文献犤５－６犦，
君药土茯苓中有效活性成分落新妇苷具有泄浊解毒、通

利关节功效，与六高康方的治疗功效相符。此外，干膏率

可反映其他成分的溶出程度犤７－８犦。故本研究中选择落新

妇苷含量及干膏率作为评价指标，采用正交试验法对该方

的水提过程中加水倍数、煎煮时间、煎煮次数等影响因素

进行考察，优选出六高康方的水提工艺，为该院内制剂的

提取工艺优化提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＬＣ－２０３０型高效液相色谱仪（日本岛津公司，ＳＩＬ－

２０Ａ自动进样器）；ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山
市超声仪器有限公司，２５０Ｗ，４０ｋＨｚ）；ＥＰ２２５ＳＭ－ＤＲ型
电子分析天平（瑞士 Ｐｒｉｃｉｓａ公司，精度为十万分之一）；
ＧＺＸ－９１４０ＭＢＥ型电热鼓风干燥箱牗上海博迅实业有限
公司牘；ＨＨＳ型电热恒温水浴锅（上海博迅实业有限公司）。
１．２ 试剂

土茯苓、百合、葛根、金钱草、玉米须、益母草、灵芝、

炒决明子、山楂、炒牛蒡子、山慈菇、钩藤、刺五加、郁金、

菊花、柴胡、天麻、山茱萸，均购自深圳市华辉药业有限

公司，批号分别为 １９０２１３，１９０１１７，１８０９１１，１９０１２０，

１９０２１０，１８１２１１，１８１２２５，１８１２０８，１９０１１２，１８１１２５，
１９０１１８，１８１２０３，１９０１１８，１９０２１５，１９０１１５，１８１２０９，
１８０２１１，经深圳市中医院张尚斌主任中药师鉴定为正
品。落新妇苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号为

１１１７９８－２０１５０４，纯度９３．９％牘；水为纯化水，冰醋酸为
分析纯，甲醇为色谱纯（默克公司）。

２ 方法与结果

２．１ 落新妇苷含量测定
２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＳｅｐａｘＢｉｏ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相为甲醇（Ｂ）－０．１％冰醋酸（Ａ），梯度洗脱牗０～２０ｍｉｎ
时 ２８％Ｂ，２０．０１～２３ｍｉｎ时 ２８％→９０％Ｂ，２３．０１～
２４ｍｉｎ时９０％Ａ→２８％Ｂ，２４～３１ｍｉｎ时２８％Ｂ牘；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２９１ｎｍ；进样量：５μＬ；柱温：３５℃。
２．１．２ 溶液制备

样品溶液：取处方量饮片，每份２２１ｇ，按 Ｌ９（３４）正
交试验法进行提取，趁热滤过，浓缩，放冷至室温，加水

定容至５００ｍＬ，备用。
供试品溶液：精密量取样品溶液１ｍＬ，加甲醇定容

至２０ｍＬ，过０．４５μｍ微孔滤膜，取续滤液，即得。
对照品溶液：取落新妇苷１．０３ｍｇ，精密称定，加甲

醇溶液溶解并定容至５ｍＬ，摇匀，即得。
阴性对照品溶液：称取缺土茯苓的处方量，按样品

溶液提取方法制备样品溶液，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项下对照品溶液、供试品溶
液及阴性对照品溶液各 ５μＬ，按拟订色谱条件进样测
定。供试品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相同保留

时间处有相应色谱峰，而阴性对照无干扰。详见图１。
标准曲线绘制：精密量取落新妇苷对照品溶液适

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

１



７６

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年４月５日 第２９卷第７期

Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．７牞Ａｐｒｉｌ５牞２０２０

样品含量（μｇ）

５４．０６５２
５４．０６５２
５４．０６５２
５４．０６５２
５４．０６５２
５４．０６５２
５４．０６５２
５４．０６５２
５４．０６５２

加入量（μｇ）

２５
２５
２５
４９
４９
４９
７３
７３
７３

测得量（μｇ）

７９．７０３５
７８．９４２８
７８．９７０８
１０４．３３１３
１０４．６７８２
１０４．７７９７
１３０．４４２３
１３０．４２４０
１３０．１９８９

回收率（％）

１０２．５５
９９．５１
９９．６２
１０２．５８
１０３．２９
１０３．５０
１０４．６３
１０４．６０
１０４．２９

Ｘ（％）

１０２．７３

ＲＳＤ（％）

１．９５

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

２４５．９４
２５２．３３
２６０．６３
１４．６９

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

２００．１７
２７５．００
２８３．７３
８３．５６

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

２３６．５１
２５３．８８
２６８．５１
３２．００

Ｄ（误差）

１
２
３
３
１
２
２
３
１

２４８．６６
２５５．５６
２５４．６８
６．９０

干膏率

（％）

１０．１２
２２．８５
２５．２５
１２．４３
２４．１６
２３．７５
１４．５８
２２．２４
２６．３９

落新妇苷含量

（μｇ／ｍＬ）

４５．７０
６０．２７
６５．０８
５２．９８
６３．５５
５７．９７
５７．４２
６０．６４
６０．７４

综合评

分牗分牘

５７．４６
９０．２０
９８．２８
６７．６８
９５．２０
８９．４５
７５．０３
８９．６０
９６．００

方差来源

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

离差平方和

３６．１８
１４０６．３１
１７１．０８
９．４０

自由度

２
２
２
２

均方

１８．０９
７０３．１５
８５．５４
４．７０

Ｆ值

３．８５
１４９．５５
１８．１９
１．００

显著性

Ｐ＞０．０５
Ｐ＜０．０５
Ｐ＞０．０５

表１ 落新妇苷加样回收试验结果（ｎ＝９）

表２ 因素水平表

水平

１
２
３

因素 Ａ牗倍牘

８
１０
１２

因素 Ｂ牗次牘

１
２
３

因素Ｃ牗ｍｉｎ牘

４５
６０
９０

量，加甲醇溶液逐级稀释，分别制得质量浓度为 ４．８４，
９．６７，１９．３４，３８．６９，７７．３７，１５４．７５μｇ／ｍＬ的系列对照
品溶液，分别量取 ５ｍＬ，按拟订色谱条件进样测定，以
落新妇苷峰面积（Ｙ）为纵坐标、质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）
为横坐标绘制标准曲线，得回归方程 Ｙ＝６２８６．０１Ｘ－
１４５７２．７（ｒ＝０．９９９４，ｎ＝６）。结果表明，落新妇苷质量
浓度在 ４．８４～１５４．７５μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关
系良好。同时，以峰面积为噪音３倍（Ｓ／Ｎ＝３）和１０倍
（Ｓ／Ｎ＝１０）的进样质量浓度分别测得检测限为
０．１２μｇ／ｍＬ，定量限为０．３４μｇ／ｍＬ。

精密度试验：精密量取同一落新妇苷对照品溶液，

按拟订色谱条件连续进样６次，计算落新妇苷峰面积。
结果落新妇苷峰面积的 ＲＳＤ为０．８７％（ｎ＝６），表明仪
器精密度良好。

稳定性试验：精密量取样品溶液１ｍＬ，依法制备供
试品溶液，分别于０，２，４，８，１２，２４ｈ时按拟订色谱条件
进样分析，计算峰面积。结果落新妇苷峰面积的 ＲＳＤ为
１．０１％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：精密量取样品溶液 ６份，每份 １ｍＬ，
依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样分析，计算峰

面积。结果落新妇苷的平均质量浓度为５４．０６５２μｇ／ｍＬ，
ＲＳＤ为１．５５％（ｎ＝６），表明该方法重复性良好。
加样回收试验：精密量取质量浓度为５４．０６５２μｇ／ｍＬ

的样品溶液１ｍＬ，平行９份，分别加入低、中、高３组不
同含量的落新妇苷对照品，加入量与落新妇苷含量比例

分别为０．５∶１，１∶１，１．５∶１，每组３份，依法制备供试品
溶液，按拟订色谱条件进样分析，测定峰面积，并计算回

收率。结果见表１。

２．２ 干膏率测定
精密量取 ２．１．２项下水提溶液 ５０．００ｍＬ，置已干

燥至恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，于１０５℃干燥 ３ｈ，置
干燥器中冷却３０ｍｉｎ，精密称定质量，计算出膏率。出膏
率（％）＝犤（Ｗ×５００）／５０．００／２２１犦×１００％，其中常数
２２１为处方药材总质量，Ｗ为 ５０．００ｍＬ浓缩液中固形

物质量。

２．３ 正交试验设计
因素与水平：查阅相关文献及单因素试验结果犤７－８犦，采

用正交试验设计法，以样品溶液中落新妇苷含量和干膏率

为评价指标，对影响提取工艺的加水倍数（因素Ａ）、提取
次数（因素 Ｂ）、提取时间（因素 Ｃ）进行优选，各因素水
平表见表２。

正交试验结果：按 Ｌ９（３４）正交试验表设计试验，采
用加权评分法分析试验结果，设定落新妇苷的含量加权

系数为 ０．６、干膏率的加权系数为 ０．４，综合评分值 ＝
（干膏率／干膏率最大值×０．４＋落新妇苷含量／落新妇
苷含量最大值 ×０．６）×１００，结果见表 ３和表 ４。由表 ３
直观分析可得，综合各因素影响水平为 Ｂ＞Ｃ＞Ａ，提取
条件以 Ａ３Ｂ３Ｃ３为佳。为了验证直观分析结果，对试验数
据进行了方差分析，方差分析结果表明，提取次数对水

提工艺中干膏率和落新妇苷含量的影响有显著性差异。

称取处方量饮片，对 Ａ１Ｂ３Ｃ１和 Ａ３Ｂ３Ｃ３２个工艺进行比
较验证试验。由见表 ５可见，两者正交试验方差分析结

表３ 正交试验设计及试验结果

因素

表４ 方差分析结果

注：Ｆ０．０１（２，２）＝９９．００，Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００。
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序号

１
２
３
Ｘ

干膏率（％）

２５．３６
２４．９８
２５．０２
２５．１２

落新妇苷含量（μｇ／ｍＬ）

６４．２３
６３．５８
６４．６９
６４．１７

综合评分牗分牘

９７．６６
９６．４８
９７．５６
９７．２３

表５ 优选提取工艺比较验证试验结果

提取工艺

Ａ１Ｂ３Ｃ１
Ａ３Ｂ３Ｃ３

干膏率（％）

２５．２１
２５．３２

落新妇苷含量（μｇ／ｍＬ）

６４．３３
６４．４５

综合评分牗分牘

９７．５２
９７．８０

表６ 工艺验证试验结果（ｎ＝３）

果差异不大。故从节省溶剂及节省时间考虑，确定最佳

提取工艺为Ａ１Ｂ３Ｃ１，即煎煮３次，每次加８倍量水，每次
煎煮４５ｍｉｎ。
２．４ 验证试验

为验证所得组合工艺的可行性，进行了３批验证试
验。取处方量，按优选工艺进行提取，测定干膏率及落新

妇苷含量。结果见表６。可见，验证试验综合评分值的平
均值为 ９７．２３，表明正交试验优选的条件稳定可行，可
作为六高康颗粒的提取工艺。

３ 讨论

本方由 １８味中药材组方，根据前期药理研究表
明犤９－１４犦，方中主要药效活性成分为生物碱类、黄酮类及

多糖类，以水溶性成分为主，考虑到各成分溶解性能和

临床疗效，故选择以水为溶剂煎煮提取。

传统中药复方组分复杂，研究采用多指标成分考察

提取工艺犤７－８犦。臣药中天麻有效活性成分天麻素、对羟

基苯甲醇，臣药钩藤中有效活性成分钩藤碱、异钩藤碱，

佐药决明子中有效活性成分大黄酚、橙黄决明素，以上

３种饮片中的有效活性成分含量较低，难以检测。同时
对佐药葛根中有效活性成分葛根素进行测定，结果表

明，与方中其他成分互相干扰，通过改变流速、调整流动

相比例及更换不同流动相进行洗脱，结果在相同保留时

间内存在干扰，分离度低，均无显著效果，不能选择以上

４种饮片中的有效活性成分作为提取工艺的指标成
分 犤１５－１９犦。落新妇苷属黄酮苷类化合物，具有抗炎、免疫

抑制、抑制排异反应、保肝护肾、抗氧化、镇痛、抗水肿、

抗菌、抗糖尿病等多种药理活性，临床上可用于治疗痛

风，其效果显著，且不良反应少犤２０犦。试验发现，君药土茯

苓中落新妇苷分离度好，紫外吸收强，出峰位置无干扰，

保留时间相对适中，故最终选取落新妇苷含量作为水提

工艺的评价指标。

参考文献犤７－８犦与单因素试验结果可见，加水倍
数、提取时间、提取次数３个因素对该处方的提取效率
影响较大。因方中多为全草类、根茎类饮片，饮片吸水较

多，故设置加水倍数的参数较大。正交试验结果显示，优选

的３个影响因素均为极值，但只有提取次数具有显著性。
综上所述，该方法操作简便，优选出的提取工艺稳

定性好、可靠性强，可为六高康颗粒进一步开发成中药

制剂提供重要参考。
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