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咽炎为咽部的非特异性炎症，一般分脾气虚弱证、

脾肾阳虚证、痰凝血瘀证、外邪侵袭证、肺胃热盛证、肺

肾阴虚证。治疗以滋阴凉血，清热解血为主。复方玄黄

利咽口服液由玄参、连翘、麦冬、大青叶、黄芩、地黄、桔

梗组方，有效成分复杂且煎煮过程中不能充分浸出，易

受破坏，有效成分含量难以控制，且杂质含量较高。鉴

于此，本研究中拟采用正交试验法优选其水提工艺，以

保障其临床疗效稳定。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Waters 1525型高效液相色谱仪，含 1525型二元泵、

2487型双波长紫外检测器、717型自动进样器、Breeze
色谱工作站（美国Waters公司）；AR1140型电子天平

（瑞士Mettler Toledo公司，精度为 0. 01 mg）；CS202 - A
型 电 热 干 燥 箱（重 庆 银 河 试 验 仪 器 有 限 公 司）；

GB11240 - 89 型电热恒温水浴锅（北京市医疗设

备厂）。

1. 2 试药

哈巴俄苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号

为111730 - 202110，含量98%）；试验所用试剂均为分析

纯，水为纯化水。玄参药材饮片（产地四川，批号为

230401），连翘药材饮片（产地山西，批号为231000239），
麦冬药材饮片（产地四川，批号为Ｄ2310264），大青叶药

材饮片（产地甘肃，批号为23110101），黄芩药材饮片（产

地陕西，批号为231001），熟地黄药材饮片（产地河南，批

号为 2311002），桔梗药材饮片（产地安徽，批号为

221201），均购自重庆乾元医药有限公司。

2 方法与结果

2. 1 哈巴俄苷含量测定

2. 1. 1 色谱条件

色谱柱：Waters Symmetry C18柱（150 mm × 4. 6 mm，
5 µm）；流动相：乙腈 - 0. 1%磷酸溶液（55∶45，V / V）；

流速：1. 0 mL / min；检测波长：280 nm；柱温：30 ℃；进样

量：10 µL［1］。
** 基金项目：重庆市重点实验室开发课题项目［2020 - 2 - 7］。
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2. 1. 2 溶液制备

称取哈巴俄苷对照品19. 95 mg，精密称定，置50 mL
容量瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，即得质量浓度为

399. 00 µg / mL的对照品贮备液。精密量取 1 mL，置
10 mL容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，制得质量浓度为

39. 90 µg / mL的对照品溶液。取样品适量，以乙醇调至

处方中玄参处方量的 10倍体积量，精密量取 1 mL，置
10 mL容量瓶中，加 60%乙醇定容，摇匀，经 0. 45 µm微

孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按复方玄黄

利咽口服液处方比例及工艺制备不含玄参的阴性样

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

系统适用性试验与专属性试验：精密量取 2. 1. 2项
下 3种溶液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录色

谱。结果表明，供试品溶液色谱在与对照品溶液色谱相

同保留时间处有相应色谱峰，阴性对照无干扰。分离

度 > 1. 5，基线分离良好，理论板数以哈巴俄苷峰计应

大于10 000。详见图1。
线性关系考察：分别精密吸取哈巴俄苷对照品溶

液 0. 2，1. 0，2. 0，4. 0，6. 0，10. 0 mL，置 10. 0 mL容量瓶

中，加流动相定容，摇匀，即得系列对照品溶液，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、哈巴俄苷质量浓度（X，µg / mL）为横坐标

进行线性回归，得回归方程 Y = 176 530X - 248 024（r =
0. 999 8，n = 6）。结果表明，哈巴俄苷质量浓度在7. 98～
399. 00 µg / mL范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密量取哈巴俄苷对照品溶液适量，

按2. 1. 1项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积，

结果的RSD为0. 97%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：量取供试品溶液适量，分别于室温放

置 0，6，12，18，24 h时按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，

记录峰面积。结果的RSD为 0. 41%（n = 5），表明供试品

溶液室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取样品适量，按 2. 1. 2项下方法制备

供试品溶液 6份，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记

录峰面积，并计算样品含量。结果哈巴俄苷平均含量为

19. 87 µg / mL，RSD为0. 83%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：准确量取已知哈巴俄苷含量的供

试品溶液适量，共 6份，分别精密加入哈巴俄苷对照品

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，记录峰面积，并计算加样回收

率。结果见表1。
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（mg）
0. 198 7
0. 198 7
0. 198 7
0. 198 7
0. 198 7
0. 198 7
0. 198 7
0. 198 7
0. 198 7

加入量（mg）
0. 161 1
0. 161 1
0. 161 1
0. 201 3
0. 201 3
0. 201 3
0. 241 5
0. 241 5
0. 241 5

测得量（mg）
0. 359 4
0. 358 4
0. 357 1
0. 399 7
0. 401 7
0. 396 2
0. 438 9
0. 438 0
0. 435 7

回收率（%）

99. 75
99. 13
98. 32
99. 85
100. 84
98. 11
99. 46
99. 09
98. 14

X（%）

99. 19

RSD（%）

0. 92

2. 2 药材吸水率测定

按处方量称取总量为 104. 5 g的药材 4组，每组平

行 3份，分别加入总量 4倍的水或 50%，60%，70%乙醇，

密封，静置 4 h，滤过，滤渣称定质量，计算每组药材平均

吸水率，结果较接近，分别为 2. 05，2. 08，2. 13，2. 18倍
体积药材量，为方便投料，拟订该处方吸水率为药材质

量2倍体积计。

2. 3 收膏率测定

准确量取样品 100 mL，置干燥恒重的蒸发皿中，将

盛有样品的蒸发皿置电热恒温水浴锅上水浴蒸干，然

后置电热干燥箱中 105 ℃干燥至恒重，取出，置干燥器

中冷却，称定质量，计算浸膏收膏率。

2. 4 正交试验优选水提工艺

以乙醇体积分数（因素A）、乙醇用量（因素 B）、回

1. 哈巴俄苷

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

1. Harpagoside
A. Reference solution B. Test solution C. Negative reference solution

Fig. 1 HPLC chromatograms
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流次数（因素 C）、回流时间（因素D）为考察因素，哈巴

俄苷含量和收膏率的综合评分为考察指标。采用 L9（34）
正交试验法优选提取工艺。因素与水平见表 2，试验设

计与结果见表 3（乙醇首次用量多加药材 2倍体积量，综

合评分 =哈巴俄苷质量分数 /最大值 × 0. 5 × 100 +浸膏

收率 /最大值 × 0. 5 × 100），方差分析结果见表4［2］。
表2 因素与水平

Tab. 2 Factors and levels of orthogonal test

水平

1
2
3

因素A（%）

50
60
70

因素B（倍）

6
8
10

因素C（次）

1
2
3

因素D（h）
1. 0
1. 5
2. 0

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
K′1
K′2
K′3
R

因素A
（%）

1
1
1
2
2
2
3
3
3

248. 64
274. 25
281. 21
82. 88
91. 42
93. 74
10. 85

因素B
（倍）

1
2
3
1
2
3
1
2
3

243. 94
279. 12
281. 05
81. 31
93. 04
93. 68
12. 37

因素C
（次）

1
2
3
2
3
1
3
1
2

241. 33
275. 44
287. 34
80. 44
91. 81
95. 78
15. 34

因素D
（h）
1
2
3
3
1
2
2
3
1

251. 24
275. 17
277. 70
83. 75
91. 72
92. 57
8. 82

哈巴俄苷含

量（µg / mL）
149. 32
206. 18
209. 67
208. 33
223. 65
221. 77
209. 17
215. 23
219. 15

收膏率

（%）

14. 31
24. 05
26. 53
22. 55
24. 38
21. 04
25. 34
23. 15
24. 38

综合

评分

60. 35
91. 42
96. 87
89. 07
95. 95
89. 23
94. 52
91. 75
94. 94

表4 方差分析结果

Tab. 4 Results of the analysis of variance

方差来源

A
B
C
D
误差

离差平方和

199. 17
370. 16
228. 95
121. 82
121. 82

n

2
2
2
2
2

均方

99. 58
185. 08
114. 48
60. 91
60. 91

F值

1. 63
3. 04
1. 88
1. 00

P

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

注：F0. 05（2，2） = 19. 00。
Note：F0. 05（2，2） = 19. 00.
由表 2、表 3可知，各影响因素影响强度依次为C >

B > A > D，各影响因素对结果均无显著影响（P >
0. 05）。最佳提取工艺为A3B3C3D3，考虑实际生产情况，

修订为A2B2C2D2，即选用 60%乙醇，8倍量（首次用 10倍

量）热回流提取2次，每次1. 5 h。
工艺验证：按复方玄黄利咽口服液处方比例称取

药材适量，3份，分别按修订的最佳工艺提取，测定哈巴

俄苷含量，并计算收膏率。结果见表5。
3 讨论

本研究中组方药材的主要有效成分以极性及半极

性成分为主，文献报道多以水或乙醇为提取溶剂［3 - 11］。
其中评价指标成分哈巴俄苷为环烯醚萜苷类化合物亲

脂性较强，能溶于乙醇，难溶于水［12］。而文献报道多以

乙醇为玄参有效成分的提取溶剂［13 - 14］。结合组方中其

他药材主要有效成分理化性质，选择以稀乙醇为溶剂

可利于提取出亲脂亲水混合性有效成分。加热提取时

间过长，温度过高可能会破坏组方中部分有效成分，如

黄芩苷。因此，设计提取时间分别为 1，1. 5，2 h。通过药

材吸水率测定，根据测定结果，在首次提取前，先加药

材 2倍量体积的稀乙醇浸润药材，然后再加入一定乙醇

量，既可起到润湿药材使其易溶出，又可节省乙醇的用

量，最终确保药材中有效成分尽可能被提取。试验结果

也证实了补充药材吸水量非常必要。正交试验和方差

分析结果表明，试验各因素均无显著差异，可能是由于

各药材质地均较疏松，块茎较大的药材经粉碎为粗颗

粒后，有效成分较易提取。评价指标权重的确定，复方

玄黄利咽口服液由多种药材组成，且为一起混合提取，

有效成分繁杂，取其方中主药所含有效成分哈巴俄苷

作为评价指标之一，仅作为该工艺稳定、可行的参考依

据，故设定两者评价权重系数为 1∶1，既保证了中药复

方制剂的质量，又体现了中医治病理论。

综上所述，本研究中优选出的复方玄黄利咽口服

液的最佳提取工艺稳定、可行，可用于复方玄黄利咽口

服液中有效成分的提取，且适宜于工业化大生产。
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表5 工艺验证试验结果（n = 3）
Tab. 5 Results of the verification test（n = 3）

指标

哈巴俄苷含量（µg / mL）
收膏率（%）

1
223. 18
24. 66

2
221. 94
24. 03

3
222. 45
23. 98

X

222. 52
24. 22
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