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多指标正交试验法优选清气解毒合剂浓煎剂提取工艺

钱海燕，曹 杨△

（南京中医药大学第二附属医院·江苏省第二中医院，江苏 南京 ２１００１７）
摘要：目的 优选清气解毒合剂浓煎剂的提取工艺。方法 以加水量、煎煮时间、煎煮次数为考察因素，以干膏得率及柴胡皂苷 ａ、连翘
苷、连翘酯苷 Ａ含量为评价指标，采用 Ｌ９（３４）正交试验法优选清气解毒合剂浓煎剂的提取工艺。结果 最佳提取工艺为加 １２倍量水
每次煎煮２ｈ，煎煮３次。干膏得率大于２６％，柴胡皂苷 ａ、连翘苷、连翘酯苷 Ａ含量分别大于１．９，３．８，２．１ｍｇ／ｇ。结论 该优选的工艺

适合清气解毒合剂浓煎剂制备的生产，可操作性强，为未来的大生产提供了参考。

关键词：清气解毒合剂浓煎剂；提取工艺；正交试验；干膏得率
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清气解毒合剂为江苏省第二中医院国家中医药管

理局重点专科肺病专科学科带头人王灿晖教授结合温

病理论指导自拟的临床经验方，由醋柴胡、蒲公英、金银

花、蝉蜕、连翘、板蓝根、忍冬藤、鸭趾草、半枝莲组方。方

中，醋柴胡、蝉蜕透邪泄热、达邪外泄，半枝莲、蒲公英、

金银花、连翘、板蓝根、忍冬藤清热解毒，各种药材配伍，

清中有透而不滞，虽不以发汗为目的，但服药后有汗出

而解的效果。清气解毒合剂具有透邪泄热、清气解毒功

效，临床主要用于治疗病毒感染所致高热不退，对风热

流感所产生的内毒素具有解毒清热功效，且起效时间

快，可迅速缓解临床症状。方中主药柴胡味辛、苦，性微

寒，归肝、胆、肺经，疏肝解郁，和解表里，升阳举陷，退热

截疟，主治感冒发热、胸胁胀痛、月经不调、子宫脱垂、脱

肛、寒热往来。其指标性成分为柴胡皂苷ａ和柴胡皂苷ｄ，
具有抗炎犤１犦、中枢神经抑制犤２犦、镇痛犤３犦、镇咳犤４犦、抗菌、抗

病毒作用犤５犦，以及对幽门结扎型、应激型、醋酸型、组织

胺型溃疡也有较好防治效果犤６犦。刘得华犤７犦的动物实验从

细胞水平反映了清气解毒合剂对流感病毒内毒素拮抗

的影响，表明其解热效果良好。黄宝驹等犤８犦证实清气解

毒合剂与奥司他韦胶囊治疗风热感冒（流感病毒性感

冒）效果类似，都具有解毒清热功效，且起效更快，临床

症状缓解更迅速。本研究中优化了我院院内制剂清气解

毒合剂浓煎剂的制备工艺。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

双波长扫描高液相色谱系统牗日本岛津公司牘，包括
全自动在线脱气系统，ＳＩＬ－２０Ａ型全自动进样系统，
ＳＰＤ－２０Ａ型紫外检测器，ＣＴＤ－２０ＡＣ型自动温控柱温
箱；ＫＨ－５００Ｅ型超声波清洗器（昆山禾创超声仪器有
限公司，功率为 ８００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；ＤＫ－９８－ⅡＡ
电热恒温水浴锅，９８－１－Ｃ型数字控温电热套，均购于
天津市泰斯特仪器有限公司；ＭＬ１０４／０２型电子分析天
平（精度为万分之一），ＸＳＲ１０５型电子分析天平（精度为
十万分之一），ＰＬ６０２－Ｌ型台秤，均购于瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司；调温电热器（南通市通州申通电热器厂）；
Ｒ－１０１０型旋转蒸发仪（郑州长城科工贸有限公司）；

·药学论著·
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Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照药材溶液
图１ 柴胡皂苷 ａ高效液相色谱图

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｉｋｏｓａｐｏｎｉｎａ

时间

０ｍｉｎ
５０ｍｉｎ
５５ｍｉｎ

流动相Ａ
２５
９０
９０

流动相Ｂ
７５
１０
１０

表１ 流动相梯度洗脱程序（％）
Ｔａｂ．１ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ（％）

ＦＬＢＰ－２５０型万能高速粉碎机（上海菲力博食品机械
有限公司）；ＹＪＸ４０－ｇ型微压循环中药煎药机（北京
东华原医疗设备有限责任公司，功率为 ３０００Ｗ）；
Ｒ２０型蒸汽夹层锅牗山东博兴县国龙厨房设备厂牘。
１．２ 试药

柴胡皂苷 ａ对照品（批号为１１０７７７－２０１３０９，纯度
为９１．１％）；连翘苷对照品（批号为１１０８２１－２００５０８，纯
度为 ９８．０％）；连翘酯苷 Ａ对照品（批号为 １１１８１０－
２０１７０７，纯度为 ９７．３％），均购于中国食品药品检定研
究院；半枝莲（批号为 １９０５１３７），醋北柴胡（批号为
１９０１０１０），蒲公英（批号为 １９２２０５３），金银花（批号为
１９０３１３３），蝉蜕（批号为 １９０１０７１），连翘（批号为
２００１００６），板蓝根（批号为 ２００２０１８），忍冬藤（批号为
１９１２０１５），鸭跖草（批号为１９０３２７３），均购于 州市中

药饮片厂，由本院杨燕主管中药师鉴定为正品；水为

超纯水，甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 煎煮液制备

称取半枝莲２０ｇ，醋北柴胡１０ｇ，蒲公英１５ｇ，金银
花１０ｇ，蝉蜕１０ｇ，连翘２０ｇ，板蓝根２０ｇ，忍冬藤３０ｇ，
鸭跖草３０ｇ，倒入中药煎药机中浸泡、煎煮，大火烧开，
保持微沸，开始计时，结束后过滤，滤渣加入中药煎药机

再按上述方法提取１次，合并提取药液，再将药渣充分压
榨，压榨出的药汁并入上述药液，置中转容器放置沉淀后

经２００目过滤筛滤过，将上述药汁置蒸汽夹层锅中加热
至沸，改用文火，不断搅拌，浓缩至８０～１２０ｍＬ，于４℃
存放备用。

２．２ 含量测定

２．２．１ 柴胡皂苷ａ
色谱条件与系统适用性试验：色谱柱为 ＹＭＣ－

ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ柱牗２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ牘；流动相为乙
腈牗Ａ牘－水牗Ｂ牘溶液，梯度洗脱牗程序见表 １牘；流速为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２１０ｎｍ；进样量为２０μＬ；柱温
为２５℃。理论板数按柴胡皂苷ａ峰计应不低于１００００。
在此色谱条件下，供试品溶液色谱图中，在与对照品溶

液色谱相应保留时间处有相同色谱峰出现，且阴性对照

无干扰。色谱图见图１。

溶液制备：取柴胡皂苷ａ对照品适量，精密称定，加
甲醇适量使溶解，即得质量浓度为 ０．４ｍｇ／ｍＬ的对照
品溶液。精密量取清气解毒方水煎液５ｍＬ，置２５ｍＬ具塞
锥形瓶中，精密加入含５％浓氨试液的甲醇溶液２０ｍＬ，
３０℃水温超声处理（功率为 ２００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）
３０ｍｉｎ，滤过，用甲醇２０ｍＬ分２次洗涤容器及药渣，合
并洗液与滤液，回收溶剂至干。残渣加甲醇溶解，转移至

５ｍＬ容量瓶中，加甲醇３ｍＬ溶解，摇匀，用０．４５μｍ微
孔滤膜滤过，取续滤液，即得柴胡皂苷ａ供试品溶液犤９－１０犦。

取除柴胡、连翘外的其余药材，按 １／２处方量称取，加
１２倍量水回流１．５ｈ，提取２次，过滤，按柴胡皂苷ａ供
试品溶液制备方法制备阴性对照药材溶液。

２．２．２ 连翘苷

色谱条件与系统适用性试验：色谱柱为 ＹＭＣ－
ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ柱牗２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ牘；流动相为乙
腈－水（２５∶７５，Ｖ／Ｖ）溶液；流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测
波长为 ２７７ｎｍ；柱温为 ３０℃；进样量为 １０μＬ。理论板
数按连翘苷峰计应不低于３０００。在此色谱条件下，供试
品溶液色谱图中，在与对照品溶液色谱相应保留时间处

有相同色谱峰出现，且阴性对照无干扰。色谱图见图２。
溶液制备：取连翘苷对照品适量，精密称定，加

５０％甲醇适量使其溶解，即得质量浓度为 ０．２ｍｇ／ｍＬ
的对照品溶液。精密量取清气解毒方水煎液５ｍＬ，置２５ｍＬ
具塞锥形瓶中，精密加入 ５０％甲醇２０ｍＬ，混匀，密塞，
称定质量，超声处理（功率为 ２５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）
２５ｍｉｎ，放冷，再次称定质量，用 ５０％甲醇补足减失质
量，摇匀，滤过，续取滤液（稀释３倍），用０．４５μｍ微孔
滤膜滤过，即得连翘苷供试品溶液。取除柴胡、连翘之外的

其余药材，按１／２处方量称取，加１２倍量水回流１．５ｈ，提

·药学论著·
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Ａ Ｂ Ｃ

ＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

１４．９７９

０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４ ２８

０．２０

０．１５

０．１０

０．０５

０

ＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

０．２０

０．１５

０．１０

０．０５

０

ＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

０．２０

０．１５

０．１０

０．０５

０

１５．０３９

０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４ ２８ ０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４ ２８

ＡＵ
０．１８
０．１４
０．１０
０．０６
０．０２
－０．０２

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５
ｔ／ｍｉｎ

２７．３５６

ＡＵ
０．１８
０．１４
０．１０
０．０６
０．０２
－０．０２

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５
ｔ／ｍｉｎ

２６．６８８

ＡＵ
０．１８
０．１４
０．１０
０．０６
０．０２
－０．０２

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５
ｔ／ｍｉｎ

Ａ Ｂ Ｃ

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照药材溶液
图３ 连翘酯苷Ａ高效液相色谱图

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．３ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照药材溶液
图２ 连翘苷高效液相色谱图

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｆｏｒｓｙｔｈｉｎ
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水平

１
２
３

因素Ａ（倍）

１０
１２
１４

因素Ｂ（ｍｉｎ）

９０
１２０
１５０

因素Ｃ（次）

１
２
３

因素（Ｄ）

０
０
０

表２ Ｌ９（３４）正交试验因素水平表
Ｔａｂ．２ ＦａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅＬ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

取２次，过滤，按连翘苷供试品溶液方法制备，即得阴性
对照药材溶液。

２．２．３ 连翘酯苷Ａ
色谱条件与系统适用性试验：色谱柱为 ＹＭＣ－

ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ柱牗２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ牘；流动相为乙
腈－０．４％冰醋酸溶液（１５∶８５，Ｖ／Ｖ）；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长为 ３３０ｎｍ；柱温为 ３０℃；进样量为 １０μＬ。理论
板数按连翘酯苷Ａ峰计应不低于５０００。在此色谱条件下，
供试品溶液色谱图中，在与对照品溶液色谱相应保留时间

处有相同色谱峰出现，且阴性对照无干扰。色谱图见图３。
溶液制备：取连翘酯苷 Ａ对照品适量，精密称定，

加５０％甲醇适量使溶解，即得质量浓度为 ０．２ｍｇ／ｍＬ
的对照品溶液。精密量取清气解毒方水煎液５ｍＬ，置２５ｍＬ
具塞锥形瓶中，精密加入５０％甲醇２０ｍＬ，混匀，密塞，
称定质量，超声处理（功率为 ２５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）
２５ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用 ５０％甲醇补足减失的质
量，摇匀，滤过，取续滤液（稀释３倍），用０．４５μｍ微孔
滤膜滤过，即得连翘酯苷 Ａ供试品溶液。取除柴胡、连
翘外的其余药材，按 １／２处方量称取，加 １２倍量水回
流１．５ｈ，提取２次，过滤，按连翘酯苷 Ａ供试品溶液制
备方法制备阴性对照药材溶液。

２．３ 正交试验

根据前期预试验的单因素考察结果，以清气解毒合剂

浓煎剂浸出物含量和柴胡皂苷 ａ、连翘苷、连翘酯苷 Ａ
３种活性成分为指标，其中３种活性成分权重系数分别
为 ２０，浸出物含量权重系数为 ４０，计算综合评分。综合
评分＝浸出物含量／浸出物含量 Ｍａｘ×４０＋连翘苷含量／

连翘苷含量 Ｍａｘ×２０＋柴胡皂苷 ａ含量 ／柴胡皂苷 ａ含
量 Ｍａｘ×２０＋连翘酯苷Ａ含量／连翘酯苷Ａ含量 Ｍａｘ×２０。
通过 Ｌ９（３４）正交试验对清气解毒合剂浓煎剂提取工艺进
行优选，因素和水平见表２。试验结果使用ＳＰＳＳ１７．０统计
学软件进行分析，结果见表３和表４。由表４可知，各因素
影响作用顺序为煎煮次数（Ｃ）＞煎煮时间（Ｂ）＞加水量
（Ａ）。方差分析结果表明，煎煮次数对有效成分的含量和
浸出物得率有影响。综合有效成分含量、浸出物得率的方

差分析结果，经直观分析，最终确定最优工艺条件为

Ａ２Ｂ２Ｃ３，即加１２倍量水，煎煮３次，每次２ｈ。

２．４ 干膏得率测定

取表 ３中 １－９号提取液，过滤，滤液浓缩为浸膏，
取 １０ｍＬ置已恒重的蒸发皿中（质量为 Ｍ１），水浴蒸干
溶剂，于１０５℃烘箱中干燥３ｈ后取出，移至干燥器中，
冷却至室温，称定质量，在相同条件下继续干燥 １ｈ，冷
却，称定质量，直至连续 ２次的质量差不超过 ５ｍｇ为
止，记录此时的质量（Ｍ２），计算干膏得率。

得率（％）＝犤（Ｍ２－Ｍ１）×（总浓缩液量／１０ｍＬ）／原
药材质量犦×１００％
２．５ 最佳提取工艺验证试验

根据试验结果优选出来的最优工艺参数，按原来清
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试验号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

因素 Ａ
（倍）

１
１
１
２
２
２
３
３
３

２０９．４６
２１７．８０
２１４．７９
２．７８

因素 Ｂ
（ｍｉｎ）

１
２
３
１
２
３
１
２
３

１９４．１１
２２４．００
２２２．９１
９．８５

因素 Ｃ
（次）

１
２
３
２
３
１
３
１
２

１４６．１１
２１７．１０
２７８．１４
４４．０１

因素 Ｄ

０
０
０
０
０
０
０
０
０

干膏得

率（％）

１４．３２
２１．０４
２４．５２
１９．９３
２５．６０
２０．７５
２２．３９
１７．０３
２０．５９

连翘苷

（ｍｇ／ｇ）

０．５６４９
１．５１５１
１．８８６７
１．２５５８
１．９９２８
０．６６２７
１．９６７６
０．７９３２
１．２８２０

连翘酯苷 Ａ
（ｍｇ／ｇ）

１．６８９８
２．９５３８
４．１１４３
３．３３２３
３．７０１２
１．７４８３
３．６３２２
１．８３５７
３．５３５２

柴胡皂苷 ａ
（ｍｇ／ｇ）

０．５３７５
１．２８５３
１．７１６６
０．６８６０
２．１１２９
０．６１１５
１．５０６８
０．８３５４
１．４６０６

综合

评分

４１．３５
７４．６１
９３．５０
６６．４４
９７．９９
５３．３６
８６．６５
５１．４０
７６．０５

表４ 正交试验方差分析结果

Ｔａｂ．４ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＡＮＯＶＡｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

注：Ｆ０．０５牗２牞２牘＝１９．００牞Ｆ０．０１牗２牞２牘＝９９．００。
Ｎｏｔｅ牶Ｆ０．０５牗２牞２牘＝１９．００牞Ｆ０．０１牗２牞２牘＝９９．００．

方差来源

因素 Ａ
因素Ｂ
因素Ｃ

ＳＳ
１１．６１５
１８７．２８０
２９１０．８２０

ｄｆ
２
２
２

Ｆ比

０．０１５
０．２４１
３．７４０

Ｆ临界值

４．４６０
４．４６０
４．４６０

注：连翘苷、连翘酯苷Ａ为该成分占投入连翘的质量比；柴胡
皂苷 ａ为该成分占投入柴胡的质量比。

Ｎｏｔｅ：ＦｏｒｓｙｔｈｉｎａｎｄｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｉｄｅＡ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍａｓｓ

ｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｍｐｏｎｅｎｔｔｏ Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａ牞ａｎｄｓａｉｋｏｓ

ａｐｏｎｉｎａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｔｏＲａｄｉｘｂｕｐｌｅｕｒｉ．

表３ Ｌ９（３４）正交试验结果
Ｔａｂ．３ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＬ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

表５ 清气解毒合剂浓煎剂优选工艺验证试验结果

Ｔａｂ．５ Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｏｐｔｉｍａｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ

ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｆＱｉｎｇｑｉＪｉｅｄｕＭｉｘｔｕｒｅ

序号

１
２
３

干膏得率（％）

２６．７２
２７．１３
２８．０１

连翘苷含量（ｍｇ／ｇ）

１．９５８２
２．０１５１
１．９７０５

连翘酯苷 Ａ（ｍｇ／ｇ）

３．８５７４
３．９０１４
３．８９１２

柴胡皂苷 ａ（ｍｇ／ｇ）

２．２０７４
２．１２４５
２．１８２７
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气解毒合剂浓煎剂制备处方量的５倍，平行称取３份，
按 Ａ２Ｂ２Ｃ３最优清气解毒合剂制备工艺进行验证试验，
具体制备方法同前面，结果见表５。验证结果表明，正交
试验设计的最佳提取工艺适合清气解毒合剂浓煎剂制

备生产实践，方法具有可操作性。

３ 讨论

选择干膏得率及柴胡皂苷 ａ、连翘苷、连翘酯苷 Ａ
含量为清气解毒合剂浓煎剂的评价指标犤１１犦，柴胡皂苷ａ
为清气解毒合剂方中君药柴胡犤１２－１４犦的特征指标为产品的

控制指标，同时选取臣药连翘中的连翘苷和连翘酯苷Ａ

为工艺优化指标，可间接标志连翘药材的优劣犤１５－１６犦。

清气解毒合剂浓煎剂为我院院内制剂的临床经验

方。原设计了四因素的正交试验，即加水量、煎煮时间、

煎煮次数和浸泡时间。预试验中，发现加水量越多、煎煮

时间越长、煎煮次数越多、浸泡时间越长，提出物越多。

但煎煮时间过长，某些活性物质可能会因为长时间高温

煎煮而变性失活；煎煮次数和加水量越多，后期提取出

的物质可能就越少，会造成不必要的浪费。考虑到工厂

大生产的特点，以及实际生产所用时间和资源成本，故

选择煎煮时间、煎煮次数和浸泡时间 ３个因素进行考
察。由于长时间的提取，某些药物中的有效成分是否会

造成破坏而影响药物疗效、是否要进行更多的临床试验

来确定所做的提取工艺对药效有影响等，还需更多试验

研究来验证。
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