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量稳定、可控，可为小儿哮喘巴布剂的制备提供参考。
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正交试验优选通癃颗粒提取工艺
陈 淼 1，李曙光 2，杨淡梅 3

（1. 中国人民解放军空军第九八六医院第二门诊点，陕西 西安 710054； 2. 广东省深圳市中医院深圳市医院

中药制剂研究重点实验室，广东 深圳 518033； 3. 广东省深圳市药品检验研究院，广东 深圳 518057）
摘要：目的 优选通癃颗粒的提取工艺。方法 以加水量、提取时间、提取次数为考察因素，以毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷含量及干

膏得率为评价指标，采用 L9（34）正交试验优选通癃颗粒的提取工艺。结果 最佳提取工艺为加 8倍量水，提取 3次，每次 1. 0 h。在此工

艺下制备的样品中，毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷的平均含量分别为 24. 78 µg / mL和 53. 92 µg / mL，平均干膏得率为 17. 21%（n = 3）。

结论 该提取工艺稳定、可行，可为通癃颗粒的工业化生产提供参考。
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Optimization of Extraction Process of Tonglong Granules by the Orthogonal Test
CHEN Miao1，LI Shuguang2，YANG Danmei3
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ditional Chinese Medicine Hospital，Shenzhen，Guangdong，China 518033； 3. Shenzhen Institute for Drug Control，Shenzhen，Guangdong，China 518057）

AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction process of Tonglong Granules. Methods The extraction process of Tonglong
Granules was optimized by the L9（34） orthogonal test with the amount of water addition，extraction time and extraction times as the
investigation factors，with the contents of verbascoside，loganin and morroniside and the dry extract yield rate as the evaluation
indexes. Results The optimal extraction process was to add eight times the amount of water and exact for three times with 1. 0 h
every time. The average contents of verbascoside，loganin and morroniside in the samples prepared through this process were
24. 78 µg / mL and 53. 92 µg / mL，and the average dry extract yield rate was 17. 21%（n = 3）. Conclusion The extraction process
is stable and feasible，which can provide a reference for the industrial production of Tonglong Granules.
Key wordsKey words：：Tonglong Granules；L9（34） orthogonal test；verbascoside；loganin；morroniside；extraction process
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通癃颗粒为医院临床应用多年的经验方，由山茱

萸、熟地黄等 10味中药材组方，具有温肾通阳、清热通

淋等功效，用于治疗肾虚血瘀证，症见尿频、夜尿增多、

尿流变细、尿无力、尿余沥不尽、腰膝酸软等。临床多以

汤剂使用，但煎煮麻烦、携带不便、不易保存，难以保证

煎煮质量。颗粒剂使用和携带方便，稳定性好，生产参

数稳定，质量均一性较好。本研究中在原临床汤剂制

备工艺的基础上，以临床用药煎煮条件为基础，采用

L9（34）正交试验优化其提取工艺。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

LC - 20AT型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

KQ - 250E型超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公

司，功率为 250 W，频率为 40 kHz）；Sartoris BP 211D型

电子分析天平（德国 Sartoris公司，精度为 0. 01 mg）；

101 - 2 - BS - Ⅱ型电热恒温鼓风干燥箱（上海跃进医

疗器械有限公司）。

1. 2 试药

毛蕊花糖苷对照品（批号为 111530 - 201713，纯度

为 92. 5%），马钱苷对照品（批号为 111640 - 201707，纯
度为 99. 2%），莫诺苷对照品（批号为 11998 - 201703，
纯度为 97. 4%），均购自中国食品药品检定研究院；乙

腈（色谱纯，德国默克公司）；其他试剂均为分析纯；水

为超纯水；山茱萸、熟地黄、车前子等药材均由深圳市

宏盛昌药业有限公司提供，经广东省深圳市中医院药

检室简晓莉副主任中药师鉴定为正品。

2 方法与结果

2. 1 含量测定

2. 1. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent Zorbax SB - C18柱（250 mm × 4. 6 mm，
5 µm）；流动相：毛蕊花糖苷为乙腈 - 0. 1%醋酸溶液

（15∶85，V / V）［1］125，［2］，马钱苷和莫诺苷为乙腈（A）-
0. 3%磷酸溶液（B）、梯度洗脱（0～20 min时 7%A，21～
50 min时 7%A → 20%A）［1］27，［3］；流速：1. 0 mL / min；检
测波长：334 nm（毛蕊花糖苷）和 240 nm（马钱苷和莫诺

苷）；柱温：35 ℃；进样量：10 µL。
2. 1. 2 溶液制备

对照品溶液：取毛蕊花糖苷、马钱苷、莫诺苷对照

品各适量，精密称定，加甲醇分别制成质量浓度为

200. 910，222. 100，209. 520 µg / mL的对照品贮备液。

取上述毛蕊花糖苷对照品贮备液适量，配制成质量浓

度 分 别 为 4. 018 2，10. 045 5，20. 091 0，40. 182 0，
100. 455 0 µg / mL的系列毛蕊花糖苷对照品溶液；取马

钱苷、莫诺苷对照品贮备液适量，配制成马钱苷和莫诺

苷 质 量 浓 度 分 别 为 4. 442，8. 884，22. 210，44. 420，
111. 050 µg / mL 和 4. 190，8. 381，20. 952，41. 904，

104. 760 µg / mL的系列马钱苷和莫诺苷对照品溶液。

供试品溶液：按处方比例称取各中药饮片（2倍处

方量），共9份，每份320 g，按拟订工艺煎煮，滤过，合并滤

液，浓缩至约 200 mL，放冷至室温，加水定容至 250 mL，
分别编号为 1～9号，备用，即得供试品贮备液。精密吸

取供试品贮备液2 mL，置10 mL容量瓶中，加甲醇适量，

超声处理（功率为 250 W，频率为 40 kHz）30 min，取出，

放冷，用甲醇定容，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

阴性对照品溶液：按处方比例称取中药饮片 2份
（分别不含熟地黄、山茱萸），按供试品贮备液制备方法

分别制备缺熟地黄和山茱萸的阴性样品贮备液，按供

试品溶液制备方法分别制备缺熟地黄和缺山茱萸的阴

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 5种溶液，按 2. 1. 1项下

色谱条件分别进样测定，记录色谱图。结果毛蕊花糖

苷、马钱苷、莫诺苷的分离度均大于 2. 0，在供试品溶液

与对照品溶液色谱中均有相应色谱峰，阴性对照无干

扰，表明方法专属性良好。色谱图见图1。

A B
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2 35. 31
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C D
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1 36. 69
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2 35. 48
3 47. 59

E F
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t / min
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1. 毛蕊花糖苷 2. 马钱苷 3. 莫诺苷

A - B. 对照品溶液 C - D. 供试品溶液 E - F. 阴性对照品

溶液（分别缺熟地黄和山茱萸）

图1 高效液相色谱图

1. Verbascoside 2. Loganin 3. Morroniside
A - B. Reference solution C - D. Test solution E - F. Negative refe‐
rence solution（lack of Rehmanniae Radix Praeparata and Corni Fruc‐

tus，respectively）
Fig. 1 HPLC chromatograms

线性关系考察：分别精密吸取 2. 1. 2项下系列毛蕊

花糖苷对照品溶液、马钱苷和莫诺苷对照品溶液各

10 µL，分别按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，以质量浓

度（X，µg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性

回归，得回归方程 Y毛 = 12. 386 1X毛 - 29. 395 8（r =
0. 999 1，n = 5），Y马 = 27 986. 76X马 + 14 731. 16（r =
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0. 999 9，n = 5），Y莫 = 43 126. 99X莫 + 21 171. 56（r =
0. 999 9，n = 5）。结果表明，毛蕊花糖苷、马钱苷、莫诺苷

质量浓度分别在 4. 018 2～100. 455 0 µg / mL、4. 442～
111. 050 µg / mL、4. 190～104. 760 µg / mL范围内与峰

面积线性关系良好。

检测限与定量限确定：取 2. 1. 2项下毛蕊花糖苷、

马钱苷和莫诺苷对照品溶液各适量，倍比稀释，按

2. 1. 1项下色谱条件分别进样测定，以信噪比（S / N）为10
时的进样量为定量限，以 S / N为 3时的进样量为检测

限。结果毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷的定量限分别为

6. 17，1. 59，1. 64 ng，检测限分别为1. 85，0. 48，0. 49 ng。
精密度试验：取 2. 1. 2项下毛蕊花糖苷对照品溶

液、马钱苷和莫诺苷对照品溶液各适量，分别按 2. 1. 1
项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果峰

面积的RSD分别为 0. 56%，0. 43%，0. 41%（n = 6），表明

仪器精密度良好。

稳定性试验：取 2. 1. 2项下 1号供试品贮备液，分

别于 0，2，4，8，12 h时按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，

记录峰面积。结果毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷峰面积

的RSD分别为 0. 67%，0. 83%，0. 88%（n = 5），表明供试

品溶液在12 h内稳定性良好。

重复性试验：取 2. 1. 2项下 1号供试品贮备液 6份，

按 2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1. 1项下色谱

条件进样测定，记录峰面积，并计算含量。结果毛蕊花

糖苷、马钱苷和莫诺苷的含量分别为 21. 03，20. 35，
32. 50 µg / mL，RSD分别为0. 84%，1. 11%，1. 07%（n = 6），
表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的供试品贮备液（毛蕊

花糖苷、马钱苷和莫诺苷质量浓度分别为 21. 03，
20. 35，32. 50 µg / mL）1 mL，共 9 份，按 50%，100%，

150%分别加入毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷适量，按

2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1. 1项下色谱条

件进样测定，记录峰面积，并计算回收率。结果见表 1。
2. 2 干膏得率测定

精密吸取各样品浓缩液 20 mL，置已恒重的蒸发皿

中，100 ℃水浴蒸干，于 105 ℃干燥 3 h，置干燥器中冷却

30 min，迅速称定质量，按 2015年版《中国药典（四部）》

0831项下干燥失重法测定，计算干膏得率。

干膏得率（%）=（W × V）/（20 × Wt）× 100%
式中，W为 20 mL浓缩液中干浸膏质量；V为定容体

积；Wt为饮片质量。

2. 3 L9（34）正交试验优选提取工艺

正交试验设计与结果：通癃颗粒为医院协定处方，

临床长期使用，日常的煎煮条件为中药饮片加水没过

药面 2 cm（约 10倍量水），煎煮 2次，每次 1. 5 h。本研究

中根据临床经验和预试验，并参考文献［4 - 5］，以加水

量（因素A）、提取时间（因素B）、提取次数（因素C）为考

察因素，以指标性成分毛蕊花糖苷含量、马钱苷和莫诺

苷含量及干膏得率为评价指标，采用 L9（34）正交试验优

选通癃颗粒的提取工艺。同时，按公式计算综合评分。

因素与水平见表2，L9（34）正交试验及结果见表3。
综合评分 =（40 / 最大干膏得率）× 干膏得率 +

（30 /最大毛蕊花糖苷含量）×毛蕊花糖苷含量 +（30 /
最大马钱苷和莫诺苷含量）×马钱苷和莫诺苷含量

表2 因素与水平

Tab. 2 Factors and levels

水平

1
2
3

因素A（倍）

8
10
12

因素B（h）
1. 0
1. 5
2. 0

因素C（次）

1
2
3

方差分析：采用 SPSS 20. 0统计学软件分析数据，

P < 0. 05为差异有统计学意义。方差分析结果见表4。由

表1 加样回收试验结果（n = 9）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 9）

样品含量（µg）
A

21. 03
21. 03
21. 03
21. 03
21. 03
21. 03
21. 03
21. 03
21. 03

B
20. 35
20. 35
20. 35
20. 35
20. 35
20. 35
20. 35
20. 35
20. 35

C
32. 50
32. 50
32. 50
32. 50
32. 50
32. 50
32. 50
32. 50
32. 50

加入量（µg）
A

10. 045 5
10. 045 5
10. 045 5
20. 091 0
20. 091 0
20. 091 0
30. 136 5
30. 136 5
30. 136 5

B
11. 105 0
11. 105 0
11. 105 0
22. 210 0
22. 210 0
22. 210 0
33. 315 0
33. 315 0
33. 315 0

C
16. 761 6
16. 761 6
16. 761 6
33. 523 2
33. 523 2
33. 523 2
50. 284 8
50. 284 8
50. 284 8

量测得（µg）
A

31. 070
31. 112
30. 956
40. 621
41. 093
40. 687
51. 545
51. 130
51. 071

B
31. 429
31. 314
31. 487
42. 482
42. 448
42. 122
53. 075
53. 685
53. 592

C
49. 256
49. 072
49. 434
65. 944
65. 316
66. 124
82. 036
82. 782
82. 664

回收率（%）

A
99. 95
100. 36
98. 81
97. 51
99. 86
97. 84
101. 26
99. 88
99. 68

B
99. 77
98. 73
100. 29
99. 65
99. 50
98. 03
98. 23
100. 06
99. 78

C
99. 97
98. 87
101. 03
99. 76
97. 89
100. 30
98. 51
99. 99
99. 76

X（%）

A

99. 46

B

99. 34

C

99. 56

A

1. 21

RSD（%）

B

0. 81

C

0. 97

注：A为毛蕊花糖苷，B为马钱苷，C为莫诺苷。表3同。

Note：A refers to verbascoside，B refers to loganin and C refers to morroniside（for Tab. 1 and Tab. 3）.
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表 3可知，各因素影响大小顺序为提取次数 > 提取时

间 > 加水量，综合评分最高工艺组合为A3B3C3。由表 4
可知，提取次数对综合评分结果有显著影响，而提取时

间和加水量无显著影响；提取次数对干膏得率有显著

影响；各因素对毛蕊花糖苷含量均无显著影响，对马钱

苷和莫诺苷含量均有显著影响。综合考虑，为了降低生

产成本、缩短生产周期等，选择A1B1C3为优选工艺，即

加8倍量水，提取3次，每次1. 0 h。
2. 4 验证试验

为确定该水煎煮工艺的优劣和稳定性，按处方比

例称取饮片 3份，每份 320 g，按正交试验优选工艺参数

进行验证试验，所得提取液加水定容至 250 mL。按
2. 1. 1项下色谱条件进样测定，并计算干膏得率，毛蕊

花糖苷、马钱苷和莫诺苷含量。结果见表 5，表明工艺合

理、可行。

3 讨论

通癃颗粒方中，熟地黄为君药，具有补血滋阴、益

精填髓功效，含有环烯醚萜、单萜和糖苷、氨基酸等化

学成分。熟地黄多糖能增强机体造血功能和免疫力，有

抗氧化、抗突变、中枢抑制作用。熟地黄水提取液能增

强记忆功能，具有抗焦虑、抗肿瘤及促进内皮细胞增殖

作用；其有效成分毛蕊花糖苷具有抗自由基损伤、抑制

细胞内钙超载、抗神经毒性等活性，具有降低血液黏

度、抗血小板聚集、保护神经等药理学作用［6］。山茱萸为

臣药，具有补益肝肾、收涩固脱功效，主要含有苷类（马

钱苷和莫诺苷等）、挥发性成分、多糖、有机酸类、鞣质

类等成分，具有保护肝脏和肾脏、抗糖尿病、抗氧化等

药理学作用［7 - 9］。2015年版《中国药典（一部）》中熟地

黄、山茱萸饮片分别以毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷作

为指标性成分［1 - 2］。故本研究中以君臣药中指标性成分

毛蕊花糖苷、马钱苷和莫诺苷的含量作为正交试验的

评价指标，综合评分权重均定为 30%。中药提取成分浓

缩为干膏，干膏得率对中药提取效果具有重要意义。故

设定干膏得率权重为40%。

本研究中最终确定的提取工艺为加 8倍量水，提取

3次，每次1 h。按此工艺进行验证试验，测得平均干膏得

表3 L9（34）正交试验及结果

Tab. 3 Design and results of the L9（34） orthogonal test

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K11
K12
K13
R1
K21
K22
K23
R2
K31
K32
K33
R3
K1
K2
K3
R

因素

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3
44. 65
46. 94
50. 74
2. 03
90. 12
76. 81
70. 64
6. 49

141. 75
144. 42
151. 28
3. 18

248. 30
244. 30
251. 80
7. 50

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3
46. 17
46. 38
49. 78
1. 20
73. 48
79. 27
84. 82
3. 78

141. 28
148. 36
147. 81
2. 36

238. 30
247. 30
258. 80
20. 50

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2
41. 22
48. 50
52. 61
3. 80
62. 82
83. 41
91. 34
9. 51

135. 87
143. 90
157. 68
7. 27

216. 10
252. 70
275. 60
59. 50

D
1
2
3
3
1
2
2
3
1
48. 06
47. 77
46. 50
0. 52
74. 24
77. 11
86. 22
3. 99

146. 05
145. 28
146. 12
0. 28

245. 70
246. 90
251. 80
6. 10

干膏得

率（%）

12. 59
14. 99
17. 07
15. 26
17. 22
14. 46
18. 32
14. 17
18. 25

含量（µg / mL）
A

21. 03
30. 78
38. 31
27. 45
28. 03
21. 33
25. 00
20. 46
25. 18

B + C
42. 50
47. 28
51. 97
46. 09
53. 02
45. 31
52. 69
48. 06
50. 53

综合评

分（分）

68. 00
83. 58
96. 68
80. 89
89. 55
73. 91
89. 39
74. 15
88. 16

表4 方差分析结果

Tab. 4 Results of ANOVA

指标

干膏得率

毛蕊花糖

苷含量

马钱苷和

莫诺苷

含量

综合评分

A
B
C
D（误差）

A
B
C
D（误差）

A
B
C
D（误差）

A
B
C
D（误差）

离差平方和

6. 31
2. 74
22. 18
0. 46
66. 08
21. 44
144. 47
26. 08
16. 11
10. 34
81. 12
0. 14
9. 39
70. 39
600. 47
6. 96

自由度

2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00

均方

3. 15
1. 37
11. 09
0. 23
33. 04
10. 72
72. 23
13. 04
8. 06
5. 17
40. 56
0. 07
4. 69
35. 19
300. 23
3. 48

F值

13. 74
5. 96
48. 33
1. 00
2. 53
0. 82
5. 54
1. 00

111. 25
71. 41
560. 11
1. 00
1. 35
10. 11
86. 25
1. 00

P

< 0. 05

< 0. 05
< 0. 05
< 0. 05

< 0. 05

注：F0. 05（2，2） = 19. 00。
Note：F0. 05（2，2） = 19. 00.

表5 验证试验结果

Tab. 5 Results of the verification test

项目

干膏得率（%）

毛蕊花糖苷含量（µg / mL）
马钱苷和莫诺苷含量（µg / mL）

1
17. 62
25. 03
53. 56

2
16. 97
24. 78
54. 23

3
17. 05
24. 52
53. 97

X

17. 21
24. 78
53. 92
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