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柏薏灌肠液处方由黄柏、薏苡仁、蒲公英、紫花地丁、三
棱、莪术、桃仁、红花、路路通、益母草、车前子、牛膝等 12味药
材组成，具有清热利湿、消炎止痛之功效，治疗湿热蕴结型盆
腔炎疗效显著。该方剂在唐山市妇幼保健院临床应用已有十
余年，疗效确切。但以往一直凭医师、药师经验对处方中药材
进行煎煮提取，缺乏系统性。为对提取工艺进行系统研究，笔
者采用星点设计-响应面分析法[1-3]，优化了柏薏灌肠液的提取
工艺。

1 材料
1.1 仪器

高效液相色谱仪，配置LC-20AT泵、SPD-20A紫外可见光
检测器、SL-20A自动进样器、岛津LC Solution色谱工作站（日
本岛津公司）；BP211D型电子分析天平（北京赛多利斯仪器有
限公司）；HH-S型恒温水浴锅（江苏省金坛市医疗仪器厂）。

1.2 药品、试剂与药材
盐酸小糪碱对照品（批号：110713-201212，纯度：96.7％）、

阿魏酸对照品（批号：110773-201313，纯度：99.6％）均购自中
国食品药品检定研究院；乙腈为色谱纯，甲醇、三氯甲烷、磷
酸、盐酸、乙醚为分析纯，均购自天津四友公司；黄柏（批号：

20140201）、薏 苡 仁（批 号 ：20140401）、蒲 公 英（批 号 ：

20140101）、紫 花 地 丁（批 号 ：20140101）、三 棱（批 号 ：

20140301）、莪术（批号：20140301）、桃仁（批号：20140201）、红
花（批号：20140401）、路路通（批号：20140401）、益母草（批号：

20140301）、车前子（批号：20140201）、牛膝（批号：20140401）

均购自石家庄柏林药材加工厂，经我院药材鉴别师鉴定均符

合2010年版《中国药典》（一部）各项下规定。

2 方法与结果
2.1 提取液的制备

按照处方比例称取药材，加水煎煮得第1次提取液，滤过、

浓缩、备用；第1次煎煮所得滤渣加水煎煮得第2次提取液，滤
过、浓缩、备用。

2.2 盐酸小檗碱含量的测定[4]

2.2.1 色谱条件 色谱柱：ZORBAX SB-C18（250 mm × 4.6

mm，5 μm）；流动相：乙腈-0.1％磷酸溶液（40 ∶ 60，V/V）；检测波
长：265 nm；流速：1.0 ml/min；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。

2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取盐酸小檗碱对照品
12.10 mg于 100 ml量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，

即得对照品贮备液；精密量取对照品贮备液 0.5、1.0、2.0、3.0、

4.0、5.0 ml，置于10 ml量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得
系列对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 分别精密量取“2.1”项下制备的第
1次、第2次提取液各20 ml，加浓氨溶液5 ml，用三氯甲烷振摇
提取 3次，每次 20 ml；合并三氯甲烷提取液，过滤，蒸干滤液，

残渣加甲醇溶解至 10 ml 量瓶中，稀释至刻度，摇匀，用 0.45

μm针式滤器过滤，取续滤液作为供试品溶液。

2.2.4 方法学考察 根据相应方法进行试验。结果盐酸小檗
碱的回归方程为 y＝1.435×104x－2.324×104（r＝0.999 8），线性
范围为 6.05～60.5 μg/ml；精密度试验中峰面积 RSD＝0.7％
（n＝9）；重复性试验中盐酸小檗碱含量RSD＝1.3％（n＝6）；平
均加样回收率为 98.3％，RSD＝1.5％（n＝6）；检测限（信噪比
为3时）为0.101 μg/ml，定量限（信噪比为10时）为0.336 μg/ml；

盐酸小檗碱与相邻杂质峰的分离度为2.01，表明该方法可用于
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of Baiyi rectal solution. METHODS：The effects of water
amount and extraction time on extraction technology were investigated by central composite design-response surface method using
OD value of berberine hydrochloride and ferulic acid and the extract yield as index. Validation test was also conducted. RESULTS：

The optimal extraction technology was as 11-fold water，decocting 70 min for the first time；5-fold water，decocting 30 min for
the second time. In validation test，OD value of first extraction was 0.940 0，and the bias between observed and predicted values
was －2.07％；that of second extraction was 0.851 8，and the bias was －2.41％. CONCLUSIONS：The extraction technology of
Baiyi rectal solution is reasonable，feasible and suitable for industrial production.
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柏薏灌肠液中盐酸小檗碱的含量测定。

2.3 阿魏酸含量的测定[5-6]

2.3.1 色谱条件 色谱柱：ZORBAX SB-C18（250 mm ×4.6

mm，5 μm）；流动相：乙腈-0.1％磷酸溶液（30 ∶ 70，V/V）；检测波
长：322 nm；流速：1.0 ml/min；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。

2.3.2 对照品溶液的制备 精密称取阿魏酸对照品 10.40 mg

于 100 ml量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，得对照品
贮备液；精密量取对照品贮备液 0.2、0.4、0.8、1.5、2.0 ml，置于
10 ml量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得系列对照品溶液。

2.3.3 供试品溶液的制备 精密量取“2.1”项下制备的提取液
50 ml，加浓盐酸（37.5％）2.5 ml，用乙醚振摇提取3次，每次50

ml；合并乙醚提取液，过滤，蒸干，残渣加甲醇溶解（第1次提取
液至10 ml量瓶中，第2次提取液至5 ml量瓶中）稀释至刻度，

摇匀，用0.45 μm针式滤器过滤，取续滤液作为供试品溶液。

2.3.4 方法学考察结果 根据相应方法进行试验。结果阿魏
酸的回归方程为 y＝1.682×104x－2.632×104（r＝0.999 4），线性
范围为 6.05～60.5 μg/ml；精密度试验中峰面积 RSD＝0.9％
（n＝9）；重复性试验中阿魏酸含量RSD＝1.7％（n＝6）；平均加
样回收率为 98.6％，RSD＝1.8％（n＝6）；检测限（信噪比为 3

时）为 0.125 μg/ml，定量限（信噪比为 10时）为 0.416 μg/ml；阿
魏酸与相邻杂质峰的分离度为 3.20，表明该方法可用于柏薏
灌肠液中阿魏酸的含量测定。

2.4 干膏率的测定
精密量取“2.1”项下制备的提取液20 ml，置于干燥至恒质

量的蒸发皿中，水浴蒸干，105 ℃干燥至恒质量，计算干膏率
（％）＝干膏质量/复方药材质量×100％。

2.5 提取工艺优化
2.5.1 因素及水平考察 根据处方中药材特性，结合实际生
产经验，采用水煎提取法，影响提取工艺的主要因素有加水倍
量（A）、提取时间（B）和提取次数。其中提取次数为非连续变
量，不适合回归处理，故预先对提取次数进行单因素考察，结
果以 2次为佳。根据预试验结果，确定第 1次和第 2次提取的
加水倍量和提取时间的水平，因素与水平见表1、表2。

表1 第1次提取的因素与水平
Tab 1 Factors and levels of the first extraction

因素

加水倍量（A），倍
提取时间（B），min

水平
-1.414

6.00

30.00

-1

6.88

43.18

0

9.00

75.00

1

11.12

106.82

1.414

12.00

120.00

表2 第2次提取的因素与水平
Tab 2 Factors and levels of the second extraction

因素

加水倍量（A），倍
提取时间（B），min

水平
-1.414

2.01

20.00

-1

2.59

25.86

0

4.00

40.00

1

5.41

54.14

1.414

6.00

60.00

2.5.2 试验设计 根据星点设计法则设计试验，按处方比例
称取药材饮片（黄柏 30 g、薏苡仁 60 g、蒲公英 60 g、紫花地丁
60 g、三棱20 g、莪术20 g、桃仁20 g、红花20 g、路路通20 g、益
母草24 g、车前子24 g、牛膝20 g，相当于1 000 ml制剂量），按
照不同的加水倍量和提取时间进行提取。第 1次提取液浓缩
至 1 000 ml，滤过，进样测定；第 2次提取液浓缩至 500 ml，滤
过，进样测定。将盐酸小檗碱和阿魏酸的含量及干膏得率的
总评归一值（OD）作为评价指标。将盐酸小檗碱含量、阿魏酸
含量、干膏得率3个指标用Hansan法进行归一化，每个指标均
标准化为 0～1之间的归一值，公式为：di＝（Yi－Ymin）/（Ymax－

Ymin）（di为各指标的归一值，Yi为各指标的实测值，Ymin为各指标

中的最小值，Ymax为各指标中的最大值）。再以各指标归一值求
算几何平均数，公式为：OD＝（d1×d2…×dk）1/k（k为指标数）[7-8]。

试验安排与结果见表3、表4。

表3 第1次提取的试验安排与结果
Tab 3 Arrangement and results of the first extraction

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

加水量（A），倍
9.00

9.00

9.00

9.00

12.00

6.88

11.12

9.00

9.00

11.12

6.88

6.00

9.00

提取时间（B），min

75.00

75.00

120.00

30.00

75.00

43.18

106.82

75.00

75.00

43.18

106.82

75.00

75.00

盐酸小檗碱含量，μg/ml

18.60

18.10

14.57

17.30

19.47

13.33

16.80

18.66

17.67

20.46

9.92

14.26

16.49

阿魏酸含量，μg/ml

2.93

2.75

2.51

2.42

2.97

2.07

2.53

2.90

2.79

2.84

1.58

2.24

2.44

干膏率，％
12.69

13.07

12.25

11.54

12.82

10.63

12.45

13.38

13.12

13.00

9.87

10.81

11.58

OD值
0.862 9

0.841 3

0.584 9

0.586 1

0.913 2

0.291 2

0.689 6

0.923 4

0.840 0

0.931 5

0

0.374 1

0.572 8

表4 第2次提取的试验安排与结果
Tab 4 Arrangement and results of the second extraction

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

加水量（A），倍
4.00

4.00

4.00

4.00

4.00

2.01

5.41

2.59

5.99

2.59

4.00

5.41

4.00

提取时间（B），min

40.00

40.00

40.00

20.00

60.00

40.00

54.14

54.14

40.00

25.86

40.00

25.86

40.00

盐酸小檗碱含量，μg/ml

6.45

6.70

6.45

7.07

5.95

4.90

6.82

3.60

6.76

5.39

7.87

8.74

6.45

阿魏酸含量，μg/ml

0.84

0.81

0.81

0.77

0.75

0.64

0.84

0.48

0.81

0.70

0.88

0.92

0.77

干膏率，％
3.51

3.50

3.61

3.22

3.31

2.84

3.47

2.44

3.61

3.26

3.62

3.73

3.31

OD值
0.722 0

0.719 0

0.722 5

0.645 6

0.574 1

0.305 5

0.742 4

0

0.747 8

0.480 1

0.884 0

1.000 0

0.627 0

2.5.3 模型拟合及方差分析 以OD值为因变量，使用Desgin

Expert 8.0.6对2次提取的因素进行二次式拟合，Y1和Y2分别为第
1次和第2次提取的拟合方程的因变量。结果Y1＝－2.925 91+

0.575 60A + 0.017 797B + 1.827 05× 10 － 4AB－0.025 886A2－

1.436 18×10－4B2、Y2＝－0.580 52+0.487 45A+7.705 23×10－3B+

2.789 98×10－3AB－0.053 962A2－3.285 05×10－4B2。方差分析
结果见表5、表6。

表5 第1次提取的方差分析
Tab 5 Analysis of variance for the first extraction

方差来源
模型
A

B

AB

A2

B2

残差
失拟项
纯误差
总值

平方和
0.80

0.55

0.036

6.076×10-4

0.094

0.15

0.19

0.11

0.074

0.98

自由度
5

1

1

1

1

1

7

3

4

12

均方
0.16

0.55

0.036

6.076×10-4

0.094

0.15

0.027

0.038

0.018

F

5.99

20.53

1.34

0.023

3.53

5.52

2.04

P

0.018 1

0.002 7

0.284 8

0.884 3

0.102 3

0.051 2

0.251 1

由方差分析结果可知，第 1次和第 2次提取的回归方程，

模型项 P 均小于 0.05，失拟项 P 均大于 0.05，相关系数 r1＝

0.900 2，r2＝0.908 6，说明回归方程拟合度良好，模型准确度较
好，可以用该模型对实际情况进行预测。
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表6 第2次提取的方差分析
Tab 6 Analysis of variance for the second extraction

方差来源
模型
A

B

AB

A2

B2

残差
失拟项
纯误差
总值

平方和
0.64

0.45

0.088

0.012

0.080

0.030

0.14

0.10

0.034

0.78

自由度
5

1

1

1

1

1

7

3

4

12

均方
0.13

0.45

0.088

0.012

0.080

0.030

0.019

0.034

8.612×10-3

F

6.63

22.91

4.52

0.64

4.12

1.54

3.94

P

0.013 8

0.002 0

0.071 0

0.451 2

0.082 0

0.254 1

0.109 4

2.5.4 提取工艺条件的确定 根据回归方程，绘制相应的响
应曲面图，详见图1、图2。通过Design Expert 8.0软件分析，得
到2次提取的OD值的最大值点。结果，第1次和第2次最佳的
加水倍量和提取时间分别为11.36倍、69.16 min，5.41倍、34.71

min。结合实际生产，确定 2次提取的工艺参数分别为 11倍、

70 min和5倍、30 min。

2.6 验证试验
依照最佳提取工艺参数对第1次和第2次提取工艺进行3

次验证试验，结果见表7。第1次提取实际OD值为0.940 0，与
预测值0.959 9偏差－2.07％；第2次提取实际OD值为0.851 8，

与预测值 0.872 8偏差－2.41％，表明本研究建立的数学模型
具有良好的预测性，可用于该制剂提取工艺的优化。

表7 工艺验证试验结果
Tab 7 Results of validation test

提取次数

第1次

第2次

验证
次数

1

2

3

1

2

3

加水量
A，倍

11

11

11

5

5

5

提取时间
B，min

70

70

70

30

30

30

盐酸小檗碱
含量，μg/ml

19.89

20.15

19.86

8.12

8.11

8.15

阿魏酸含
量，μg/ml

2.96

2.85

2.91

0.85

0.81

0.82

干膏率，
％

13.08

13.04

13.11

3.57

3.59

3.61

OD值

0.950 5

0.928 7

0.940 9

0.865 2

0.837 1

0.852 9

平均
OD值

0.940 0

0.851 8

RSD，
％

1.2

1.7

3 讨论
柏薏灌肠液以黄柏、薏苡仁解祛湿邪为君药：黄柏性寒、

味苦，为清热燥湿、泻火除蒸、解毒疗疮之主药，其有效成分主
要为小檗碱、黄柏碱、巴马汀等生物碱类成分[9]；薏苡仁具有利
水渗湿、健脾止泻、除痹排脓、解毒散结之功。蒲公英、紫花地
丁清热解毒为臣药：蒲公英主要有效成分为咖啡酸、绿原酸、

阿魏酸等酚酸类，具有抗菌、抗炎、抗病毒的作用[10]。三棱、莪
术、桃仁、红花、路路通、益母草、车前子活血祛瘀为佐药。牛

膝补益肝肾为使药。现代研究表明，药材中含有的生物碱类
和酚酸类成分均易溶于热水 [11-12]，故仍然采用传统水煎提取
工艺。

君药黄柏的有效成分为盐酸小檗碱，蒲公英、益母草、三
棱、牛膝中均含有阿魏酸有效成分，故本研究选择盐酸小檗碱
和阿魏酸作为评价指标，分别以生物碱类和有机酸类有效成
分的转移率来考察提取工艺。笔者在预实验中曾选择咖啡酸
作为评价指标，但咖啡酸在提取过程中不稳定、难以测准，故
最终选择测定方法较为成熟稳定的阿魏酸。薏苡仁虽为君
药，但因其活性成分含量较少、测定方法复杂，故未对其进行
定量测定。由于中药制剂成分复杂、有效成分较多，因此结合
干膏率共同作为评价指标。

星点设计-效应面法在试验设计和结果表达方面较正交设
计法和均匀设计法更适宜进行非线性模型拟合，能够提高优
化预测的精确性，更好地体现因素、指标与效应值的关系[13-14]。

本研究还通过归一化消除了不同评价指标的量纲不同带来的
影响，然后运用OD值对多个评价指标进行综合评分，再进行
模型拟合，从而预测最佳提取条件，适合于多成分中药制剂的
工艺优化。

本研究采用星点设计-效应面法优化了柏薏灌肠液的2次
提取工艺条件，建立的工艺合理可行、提取率高、重现性好，适
用于工业化生产。
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