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本研究中采用了多种神经网络进一步对正交试验

所得最优提取参数进行优化，并最后选择GA - BP神经

网络对制剂中的提取参数进行优化和设计，通过模仿大

脑的神经网络行为特点对数据进行处理，其利用实测数

据对试验过程进行模拟，减少人为因素造成的分析偏

差，可弥补正交试验的一些缺陷。通过该方法的预测和

验证，可减少制剂的开发成本，尤其是节省工艺验证成

本。但神经网络算法的应用与选择有待进一步研究。
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正交试验优选吴茱萸汤提取工艺*

安中原，陈育煌△，余 巧，申 茹，毛一中

（惠州卫生职业技术学院·广东省惠州市药用植物研究与开发重点实验室，广东 惠州 516025）
摘要：目的 优选吴茱萸汤的提取工艺。方法 以乙醇体积分数、料液比、提取时间、提取次数为考察因素，吴茱萸碱、吴茱萸次碱含量

的综合评分为评价指标，采用 L9（34）正交试验法优选最佳提取工艺，并验证。结果 最佳提取工艺为加 70%乙醇，料液比为 1∶20（m / V），

提取 2次，每次 0. 5 h。结论 该提取工艺稳定、可行，可为吴茱萸汤的开发提供参考。

关键词：吴茱萸汤；吴茱萸碱；吴茱萸次碱；正交试验；提取工艺

Optimization of Extraction Process of Wuzhuyu Decoction by Orthogonal Test
AN Zhongyuan，CHEN Yuhuang，YU Qiao，SHEN Ru，MAO Yizhong

（Huizhou Health Sciences Polytechnic · Huizhou Key Laboratory of Medicinal Plant Research and Development，Huizhou，Guangdong，China 516025）

AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction process of Wuzhuyu Decoction. Methods The extraction process was optimized by
the L9（34） orthogonal test with ethanol volume fraction，solid - liquid ratio，extraction time and extraction times as the investigation
factors，and with the comprehensive score of evodiamine and rutecarpine contents as the evaluation index，and the verification test
was conducted. Results The optimal extraction processes were as follows：adding 70% ethanol，the solid - liquid ratio was 1∶20（m / V），
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and extracting twice，each time for 0. 5 h. Conclusion The extraction process is stable and feasible，which can provide a reference
for the development of Wuzhuyu Decoction.
Key wordsKey words：：Wuzhuyu Decoction；evodiamine；rutecarpine；orthogonal test；extraction process

吴茱萸汤出自东汉张仲景的《伤寒论》，由吴茱萸、

生姜、人参和大枣组方，具有暖肝温胃、降逆止呕功

效［1］。该方可改善机体脾胃虚寒或肝经寒气上逆，具有

止呕、抗消化道溃疡、镇痛、镇静等作用［2 - 5］，临床广泛

用于胃炎、胃痛、胃食管反流、呕吐等消化系统疾病的

治疗［6 - 9］。将吴茱萸汤开发成胃内漂浮片，可避免煎剂

使用不便、不易携带和储存等缺点，还能延长药物在胃

内停留和释放的时间，提高其生物利用度。吴茱萸碱和

吴茱萸次碱是吴茱萸汤的活性成分［10］，可作为其质量

控制指标。为使处方药材中活性成分提取最大化，本研

究中采用正交试验法，以乙醇体积分数、料液比、提取

时间和提取次数为考察因素，以吴茱萸碱和吴茱萸次

碱含量的综合得分为评价指标，优化吴茱萸汤的提取

工艺，为其胃内漂浮片的制备提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent 1260型高效液相色谱仪（美国 Agilent公
司）；FA2004N型电子天平（上海菁海仪器有限公司，精

度为 0. 1 mg）；JA3003型电子天平（上海舜宇恒平科学

仪器有限公司，精度为 1 mg）；KQ - 500VSM型双频静

音型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；B -
220型恒温水浴锅（上海亚荣生化仪器厂）；Direct -
PureRO 10型纯水仪（上海乐枫生物科技有限公司）。

1. 2 试药

吴茱萸碱对照品（批号分别为BWB50890和210818）、
吴茱萸次碱对照品（批号分别为BWB50892和211017），

均购自北京世纪奥科生物技术有限公司，含量均大于

98%；乙腈、甲醇均为色谱纯，磷酸、乙醇均为分析纯，水

为超纯水。吴茱萸（批号为 201101）、人参（批号为

20210405）、大枣（批号为 210301）分别产于广西、辽宁、

新疆，均购自惠州市百姓大药房医药连锁有限公司，生

姜（沃尔玛 < 广东 > 商业零售有限公司港惠新天地

店 < 惠州 > ，批号为 202108），经惠州卫生职业技术学

院毛一中教授鉴定均为正品。

2 方法与结果

2. 1 吴茱萸碱与吴茱萸次碱含量测定

2. 1. 1 色谱条件

色谱柱：ThermoODS-2Hypersil柱（250mm×4. 6mm，
5 μm）；流动相：乙腈 - 甲醇 - 0. 1%磷酸水溶液（30∶
32∶38，V / V / V）；流速：1 mL / min；检测波长：225 nm；
柱温：25 ℃；进样量：10 μL。

2. 1. 2 溶液制备

混合对照品溶液：分别取吴茱萸碱、吴茱萸次碱对

照品 0. 009 9，0. 011 2 g，精密称定，置 25 mL容量瓶中，

加甲醇定容，摇匀，即得混合对照品贮备液，精密吸取

2 mL，置10 mL容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，经0. 45 μm
微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

供试品溶液：按吴茱萸汤处方及工艺取药材饮片

样品（吴茱萸 9 g、生姜 18 g、人参 9 g、大枣 12枚），精密

称定。吴茱萸和人参药材饮片样品粉碎，过 2号筛；生姜

和大枣（去核）切碎，加入 70%乙醇（1∶20、m / V，下同）

回流提取 2次，每次 0. 5 h，合并滤液，置 3 000 mL容量

瓶中，加 70%乙醇定容，经 0. 45 μm微孔滤膜滤过，取

续滤液，即得。

阴性对照品溶液：按吴茱萸汤处方及工艺制备缺

吴茱萸的阴性样品，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种溶液各适量，按

2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果供试

品溶液色谱在与混合对照品溶液色谱相同保留时间处

有相应色谱峰且分离度高，阴性对照无干扰。详见图1。
线性关系考察：分别精密吸取吴茱萸碱及吴茱萸

次碱对照品溶液各适量，用甲醇稀释成质量浓度分别

为 7. 9，9. 9，19. 8，39. 6，79. 2，198 μg / mL 和 3. 58，
4. 48，11. 2，22. 4，44. 8，89. 6 μg / mL的系列对照品溶

液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，以峰

面积（Y）为纵坐标、待测成分质量浓度（X，μg / mL）为横

坐 标 进 行 线 性 回 归 ，得 吴 茱 萸 碱 回 归 方 程 Y1 =
69. 835X1 - 0. 828 7（R2 = 0. 999 9，n = 6）和吴茱萸次碱

回归方程 Y2 = 60. 406X2+ 59. 497（R2 = 0. 999 9，n = 6）。

结果表明，吴茱萸碱、吴茱萸次碱质量浓度分别在

7. 9～198 μg / mL和 3. 58～89. 6 μg / mL范围内与峰面

积线性关系良好。

精密度试验：分别精密吸取 2. 1. 2项下混合对照品

溶液 10 μL，按 2. 1. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，

记录峰面积。结果吴茱萸碱和吴茱萸次碱峰面积的RSD
分别为0. 57%和0. 86%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批供试品溶液，分别于室温放

置 0，2，4，8，12，24 h时按 2. 1. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。结果吴茱萸碱和吴茱萸次碱峰面积的

RSD分别为 1. 13%和 1. 45%（n = 6），表明供试品溶液
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图1 高效液相色谱图
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Fig. 1 HPLC chromatograms
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室温下放置24 h内稳定。

重复性试验：取同一批药材样品，按2. 1. 2项下方法

制备供试品溶液，平行6份，按2. 1. 1项下色谱条件下进

样测定，记录峰面积，并计算含量。结果吴茱萸碱和吴茱

萸次碱的平均含量分别为8. 78 mg / g和4. 12 mg / g，RSD
分别为2. 32%和1. 83%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取同一批已知含量的处方量药材

适量，共 9份，每 3份为 1组，分别加入低、中、高质量浓

度的对照品溶液，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

加样回收率。结果见表1。
2. 1. 4 样品含量测定

取样品适量，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 3次，记录峰面积，并

计算含量。结果吴茱萸碱和吴茱萸次碱的平均含量分

别为8. 85 mg / g和4. 14 mg / g。
2. 2 吴茱萸汤提取工艺优选

2. 2. 1 提取方法考察

按处方量称取药材 6份，采用超声法、乙醇回流法

提取时均加入 70%乙醇（1∶20，m / V），水煮法提取时加

水；提取时间均为 1 h，均提取 1次，滤过，置 2 000 mL容
量瓶中，分别加 70%乙醇或水定容，按 2. 1. 1项下色谱

条件进样测定，记录峰面积，并计算含量。综合评分 =
吴茱萸碱含量 × 0. 65（权重）+吴茱萸次碱含量 × 0. 35
（权重）。结果3种方法综合评分分别为4. 69分、5. 04分、

2. 19分，故选择乙醇回流法提取。

2. 2. 2 正交试验

以乙醇体积分数（因素A）、料液比（因素 B）、提取

时间（因素 C）、提取次数（因素 D）为考察因素，以吴

茱萸碱、吴茱萸次碱含量的综合评分为评价指标，采

用 L9（34）正交试验法优选吴茱萸汤提取工艺。因素与

水平见表 2，试验设计与结果见表 3，方差分析结果

见表 4。
表2 因素与水平

Tab. 2 Factors and their levels

水平

1
2
3

因素A（%）

60
70
80

因素B（m / V）
1∶10
1∶15
1∶20

因素C（h）
0. 5
1. 0
1. 5

因素D（次）

1
2
3

可见，各因素对综合评分的影响大小依次为

A > D > B > C。由表 4可知，4个因素对结果均无显著影

响，从节能增效角度看，最后得吴茱萸汤的最佳提取工

艺为A2B3C1D2，即加 70%乙醇，料液比为 1∶20（m∶V），提

取时间为0. 5 h，提取2次。

2. 2. 3 验证试验

取 10倍吴茱萸汤处方量药材，平行 3份，按上述最

佳提取工艺参数进行验证试验。结果表明，该工艺稳定
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表1 加样回收试验结果（n = 9）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 9）

待测成分

吴茱萸碱

吴茱萸次碱

取样量（g）
0. 204 2
0. 202 1
0. 200 7
0. 201 4
0. 200 5
0. 204 1
0. 202 3
0. 204 8
0. 201 5
0. 204 2
0. 202 1
0. 200 7
0. 201 4
0. 200 5
0. 204 1
0. 202 3
0. 204 8
0. 201 5

样品含量（mg）
1. 807 1
1. 788 5
1. 776 2
1. 782 3
1. 774 4
1. 806 3
1. 790 3
1. 812 5
1. 783 3
0. 845 4
0. 836 7
0. 830 9
0. 833 7
0. 830 1
0. 844 9
0. 837 5
0. 847 8
0. 834 2

加入量（mg）
0. 86
0. 86
0. 86
1. 72
1. 72
1. 72
2. 58
2. 58
2. 58
0. 42
0. 42
0. 42
0. 84
0. 84
0. 84
1. 26
1. 26
1. 26

测得量（mg）
2. 638 7
2. 598 4
2. 622 8
3. 513 5
3. 462 5
3. 455 3
4. 211 2
4. 284 1
4. 332 1
1. 265 3
1. 242 5
1. 230 5
1. 684 3
1. 644 5
1. 670 4
2. 113 4
2. 084 6
2. 045 6

回收率（%）

96. 70
94. 17
98. 44
100. 65
98. 15
95. 87
93. 83
95. 80
98. 79
99. 98
96. 62
95. 14
101. 26
96. 95
98. 27
101. 26
98. 16
96. 14

X（%）

96. 93

98. 20

RSD（%）

2. 33

2. 26
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可行。详见表5。
3 讨论

3. 1 处方药材量选取

吴茱萸汤处方用量，《伤寒杂病论》中记载为“吴茱

萸一升（洗，辛热），人参三两（甘温），生姜六两（切，辛

温），大枣十二枚（擘，甘温）。上四味，以水七升，煮取二

升，去滓”；《方剂学》［11］中记载为“吴茱萸 9 g、人参 9 g、
生姜 18 g、大枣 12枚”。根据相关临床资料，本研究中选

择后一剂量。大枣在处方中无严格定量，且由于市场中

红枣大小不一，可能影响料液比，参考文献［12］按单枚

红枣（去核）质量3 g，折算本方中大枣质量为36 g。

3. 2 色谱条件选择

吴茱萸为方中君药，具有散寒止痛、降逆止呕、助

阳止泻之功，吴茱萸碱和吴茱萸次碱是其活性成分。

本研究中对吴茱萸碱和吴茱萸次碱进行全波长扫描，

结果发现，吴茱萸碱的最大吸收波长为 225 nm，吴茱

萸次碱的最大吸收波长为 330 nm，在 225 nm波长处也

有明显吸收，故选择 225 nm作为检测波长。采用高效

液相色谱法测定 2种有效成分含量，预试验中考察不

同系统和比例的流动相，如 0. 1%磷酸水溶液（含十二

烷基硫酸钠 0. 2%）- 甲醇 - 乙腈［13］、乙腈水溶液［14］

等，最后确定流动相采用乙腈 - 甲醇 - 0. 1%磷酸水

溶液（30∶32∶38，V / V / V）。在此条件下，吴茱萸碱和吴

茱萸次碱的保留时间短，分离度高，同时能避免其他

组分的干扰。

3. 3 提取工艺优选

本研究中考察了分别采用超声法、回流法、水煮法

对提取效果的影响，结果显示，乙醇回流法提取活性成

分含量更高，超声法次之，水煮法最低，与吴茱萸汤活

性成分醇溶性较高有关［15］；且方中生姜的主要成分为

挥发油性物质，人参和大枣的主要成分为水不溶性物

质［16］，水煮法不利于上述活性成分的溶出。故最终采用

乙醇回流法提取。

综上所述，本研究中优选的工艺操作简便，结果稳

定，可用于吴茱萸汤的提取。
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表3 L9（34）正交试验设计与结果

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

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
R

因素

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3

6. 293
6. 827
6. 743
0. 534

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3

6. 470
6. 640
6. 753
0. 283

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2

6. 710
6. 717
6. 437
0. 280

D
1
2
3
3
1
2
2
3
1

6. 370
6. 793
6. 700
0. 423

含量（mg / g）
吴茱萸碱

7. 393
8. 118
7. 847
8. 417
7. 838
8. 880
8. 013
8. 414
8. 216

吴茱萸次碱

3. 405
3. 726
3. 481
3. 944
3. 745
4. 125
3. 930
4. 184
3. 936

综合评分

6. 00
6. 58
6. 32
6. 85
6. 41
7. 22
6. 58
6. 93
6. 72

表4 方差分析结果

Tab. 4 Results of the ANOVA

方差来源

A
B
C
D
误差

离差平方和

0. 494
0. 122
0. 153
0. 297
1. 07

自由度

2
2
2
2
8

均方

0. 247
0. 061
0. 077
0. 149

F值

1. 854
0. 458
0. 574
1. 114

P

> 0. 05
> 0. 05
> 0. 05
> 0. 05

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

表5 验证试验结果（n = 3）
Tab. 5 Results of the verification test（n = 3）

序号

1
2
3
X ± s
RSD（%）

吴茱萸碱含量（mg / g）
8. 85
8. 90
8. 82

8. 86 ± 0. 04
0. 46

吴茱萸次碱含量（mg / g）
4. 20
4. 13
4. 10

4. 14 ± 0. 05
1. 20

综合评分

7. 22
7. 23
7. 17

7. 21 ± 0. 03
0. 47
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