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摘 要 目的：优化复方五指毛桃颗粒的提取工艺。方法：以复方五指毛桃颗粒提取液中补骨脂素、苦杏仁苷的转移率及出膏率

为指标，采用U12（6×4×3）均匀设计表安排试验，考察加水倍量、提取时间、提取次数3个因素对提取工艺的影响，并通过3次放大试

验对优化工艺进行验证。结果：优化工艺为加10倍量水、提取3次、每次60 min。在此条件下，提取液中补骨脂素、苦杏仁苷的转

移率及出膏率分别为82.51％（RSD＝1.45％，n＝3）、93.69％（RSD＝0.85％，n＝3）、18.89％（RSD＝0.74％，n＝3），工艺验证结果均

置于预测值的95％置信区间内。结论：优化的提取工艺稳定、可行，为该制剂的后续开发提供了科学依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of Compound radix fici hirta granule. METHODS：Using the

transfer rate of psoralen and amygdalin in extraction liquid of Compound radix fici hirta granule and extraction rate as indexes，

U12（6×4×3）uniform design was used for the test，the effects of amount of adding water，extraction time，extraction times on the
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复方五指毛桃颗粒由五指毛桃、茯苓、燀苦杏仁、炒

紫苏子等 6味药组成，常用于肺脾气虚型稳定期慢性阻

塞性肺疾病的治疗，临床疗效显著[1]。原方以煎剂内服

用于临床，但煎煮、携带、使用均不方便。由于本方日服

剂量较大、出膏多，根据处方的特点，现拟将这一临床验

方开发成颗粒，方便用药。本文旨在以五指毛桃中补骨

脂素及燀苦杏仁中苦杏仁苷的转移率和出膏率为指标，

采用均匀设计安排试验，对复方五指毛桃颗粒的提取工

艺进行优化，为后续制剂开发提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AT 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

MU4100P 实验室超纯水系统（上海淼康实业公司）；

HDM-1000数显控温电热套（金坛市荣华仪器公司）；

HH-6A数显恒温水浴锅（常州澳华仪器有限公司）。

1.2 药材、对照品与试剂

五指毛桃、茯苓、燀苦杏仁、炒紫苏子、太子参及白

术药材饮片（均购自广州市药材公司中药饮片，批号分别

为：YPA4A0001、YPA4D0001、YPA5D0001、YPA2F0001、

YPA3A0001、YPA3C0001），经广州中医药大学王振华副

教授鉴定及检验：五指毛桃符合《广西壮族自治区壮药

质量标准（第二卷）》项下相应规定，其他药材均符合

2015年版《中国药典》（一部）项下相应规定；补骨脂素

对照品（批号：110739-201416，纯度：99.9％）、苦杏仁苷

对照品（批号：110820-201506，纯度：93.4％）均来源于中

国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈为色谱纯，水为超

纯水。

2 方法与结果
2.1 提取液中苦杏仁苷的含量测定

2.1.1 对照品溶液制备 取苦杏仁苷对照品适量，精

密称定，加甲醇制成质量浓度为 75.39 μg/mL 的对照品

溶液。

2.1.2 供试品溶液制备 按处方比例称取五指毛桃、茯

苓、燀苦杏仁、炒紫苏子等6味药材共97 g，加8倍量水，

加热提取 2次，每次 1 h，合并滤液。精密量取水提液 5

mL，置于10 mL量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀、过滤，

作为供试品溶液。

2.1.3 缺燀苦杏仁阴性样品溶液制备 按处方比例称

取五指毛桃、茯苓、紫苏子等 5味药材（缺燀苦杏仁）87

g，同“2.1.2”项下方法提取、制备成缺燀苦杏仁阴性样品

溶液。

2.1.4 色谱条件 参考文献[2-3]确定色谱条件。色谱

柱：YMC-Pack Pro C18 RS（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动

相：甲醇-水溶液（20 ∶ 80，V/V）；流速：1.0 mL/min；柱温：

30 ℃；检测波长：207 nm；进样量：10 μL。理论板数以苦

杏仁苷峰计应不低于6 000。

2.1.5 方法学考察 取上述3种溶液进样测定，结果阴

性样品无干扰，专属性良好，色谱图见图1。

精密称取苦杏仁苷对照品适量，加甲醇制备成质量

浓度为 9.42、18.85、37.70、75.39、113.09、150.78、188.48

μg/mL的对照品溶液，进样测定。以苦杏仁苷的质量浓

度为横坐标（x）、峰面积为纵坐标（y），绘制标准曲线，得

回归方程为 y＝10 219x+2 370.2（r＝0.999 9），表明苦杏

仁苷的检测质量浓度线性范围为 9.42～188.48 μg/mL。

按照相关要求进行方法学考察，结果，在精密度试验中，

对照品溶液峰面积的RSD为0.12％（n＝6）；重复性试验

中供试品溶液峰面积的RSD为0.46％（n＝6）；稳定性试

验中，供试品溶液放置16 h内含量的RSD为0.13％（n＝

6）；准确度试验中平均加样回收率为 102.15％（RSD＝

1.43％，n＝6）。

2.2 提取液中补骨脂素的含量测定

2.2.1 对照品溶液制备 取补骨脂素对照品适量，精密

称定，加甲醇制备成质量浓度为 5.02 μg/mL 的对照品

溶液。

2.2.2 供试品溶液制备 同“2.1.2”项下。

extraction technology were investigated，and optimized technology was verified by three pilot scale tests. RESULTS：The optimal

technology was as follow as 10-fold water，extracting for 3 times，60 min each time. Under the conditions，transfer rate of pso-

ralen and amygdalin and extraction rate were 82.51％（RSD＝1.45％，n＝3），93.69％（RSD＝0.85％，n＝3），18.89％（RSD＝

0.74％，n＝3），respectively. The validated results were in the 95％ confidence interval of predictive value. CONCLUSIONS：The

optimized extraction technology is stable and feasible，and provides the scientific basis for the follow-up development of the prepa-

ration.

KEYWORDS Compound radix fici hirta granule；Uniform design；Extraction technology；Psoralen；Amygdalin

图1 苦杏仁苷高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of amygdalin
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2.2.3 阴性对照溶液制备 按处方比例称取茯苓、燀苦

杏仁、紫苏子等5味药材（缺五指毛桃）共67 g，同“2.1.2”

项下方法提取、制备成缺五指毛桃阴性样品。

2.2.4 色谱条件 参考文献[4]确定色谱条件。色谱柱：

YMC-Pack ODS-AM（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：

乙腈-水（30 ∶ 70，V/V）；流速：1.0 mL/min；柱温：30 ℃；检

测波长：245 nm；进样量：10 μL。理论板数以补骨脂素

峰计应不低于8 000。

2.2.5 方法学考察 取上述3种溶液进样测定，结果阴

性样品未见干扰，专属性良好，色谱图见图2。

精密称取补骨脂素对照品适量，加甲醇制备成质量

浓度为0.50、1.00、2.01、5.02、8.02、12.04、15.04 μg/mL 的

对照品溶液，进样测定。以补骨脂素质量浓度为横坐标

（x）、峰面积为纵坐标（y）绘制标准曲线，得回归方程为

y＝77 006.9x+566.9（r＝0.999 9），表明补骨脂素的检测

质量浓度线性范围为 0.50～15.04 μg/mL。按照相关要

求进行方法学考察，结果，在精密度试验中，对照品溶液

峰面积的RSD为0.13％（n＝6）；重复性试验中供试品溶

液峰面积的RSD为0.31％（n＝6）；稳定性试验中供试品

溶液放置16 h内含量的RSD为0.16％（n＝6）；准确度试

验中平均加样回收率为101.13％（RSD＝1.43％，n＝6）。

2.3 出膏率测定

精密量取后文均匀试验中的提取液 50 mL，置于恒

质量的蒸发皿中，水浴蒸干，于105 ℃干燥至恒质量，计

算出膏率[（m1－m2）×V1/（V2×m）×100％，其中 m 为药材

量，m1为蒸发皿恒质量与干膏质量之和，m2为蒸发皿恒

质量，V1为提取液总体积，V2为量取的提取液体积]。

2.4 提取工艺均匀试验

2.4.1 因素与水平选择 通常对中药材提取影响比较

大的因素有提取时间、提取次数、溶剂量等，参考文献

[5-7]及预试验结果，以提取液中补骨脂素、苦杏仁苷的

转移率[转移率＝（ma/mb）×100％，ma为提取液中指标成

分含量，mb为处方对应药材中指标成分含量（五指毛桃

中补骨脂素含量为 0.069％、燀苦杏仁中苦杏仁苷含量

为 2.99％）]及出膏率为指标对以上述 3个因素进行考

察，各因素的水平选取见表1。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

4

5

6

因素
加水量，倍

5

6

7

8

9

10

提取时间，min

30

60

90

120

提取次数，次
1

2

3

由于试验考察的因素水平较多，故采用均匀设计安

排试验。根据均匀设计方法[8]，按U12（6×4×3）设计安排

试验。

2.4.2 均匀试验设计与结果 按处方比例称取五指毛

桃、茯苓、燀苦杏仁、炒紫苏子等6味药材共97 g，根据表

1设计试验，加水提取、过滤、合并滤液。按“2.1”“2.2”项

下方法测定提取液中苦杏仁苷和补骨脂素的含量并计

算转移率，按“2.3”项下方法测定出膏率，试验设计与结

果见表2。

表2 均匀试验设计与结果

Tab 2 Design and results of uniform test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

加水量，
倍

5

5

6

6

7

7

8

8

9

9

10

10

提取时
间，min

30

60

90

120

30

60

90

120

30

60

90

120

提取次
数，次

3

2

1

3

2

1

3

2

1

3

2

1

补骨脂素
转移率，％

56.05

56.26

33.06

72.64

63.89

37.99

80.38

76.20

39.65

82.74

74.94

50.06

苦杏仁苷转
移率，％

79.73

75.06

53.19

80.72

76.53

57.86

88.79

73.32

60.93

94.26

87.99

58.52

出膏率，
％

18.09

17.50

13.69

21.16

15.72

13.06

20.33

19.43

10.84

19.55

19.28

16.05

2.4.3 数据处理 以补骨脂素转移率（Y1）、苦杏仁苷转

移率（Y2）、出膏率（Y3），对加水倍量（X1）、提取时间（X2）、

提取次数（X3）及 X1
2、X2

2、X3
2采用 SPSS 20.0软件进行线

性逐步多元回归分析 [9-10]（P＜0.05进入，P＞0.1剔除）。

结果如下：Y1＝17.272X1－0.882X1
2+0.09X2+65.172X3－

11.692X3
2－99.558（R＝0.999 7，S＝1.97，F＝171.51，P＜

0.01）；Y2＝0.182X1
2 + 0.332X2 － 0.003X2

2 + 41.028X3 －

6.384X3
2 + 3.096（R＝0.999 7，S＝1.34，F＝223.50，P＜

0.01）；Y3＝0.044X2+8.731X3－1.386X3
2+2.802（R＝0.989 0，

S＝0.55，F＝121.38，P＜0.01）

根据上述方程可知，X1、X3与Y1成二次函数关系，从

提高补骨脂素转移率角度考虑，当X1＝10、X3＝3时Y1有

较优解；X2、X3与Y2也成二次函数关系，从提高苦杏仁苷

图2 补骨脂素高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of psoralen
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转移率角度考虑，当X2＝60、X3＝3时Y2有较优解。综合

考虑，拟定的提取工艺条件为加10倍量水，提取3次，每

次 60 min。此时，Y1、Y2、Y3预测值分别为：Y1预＝80.65±

3.86，Y2预＝96.06±2.63，Y3预＝19.16±1.08；Y 预测＝Y 方程±

Uα×S[Uα（0.01）＝2.576，Uα（0.05）＝1.960]。

2.4.4 结果验证 按处方比例称取五指毛桃、茯苓、燀

苦杏仁、紫苏子等 6味药材共 485 g，各 3份，加 10倍量

水，加热提取 3次，每次 60 min，合并滤液，同“2.1”“2.2”

“2.3”项下方法测定提取液中苦杏仁苷、补骨脂素含量并

计算转移率及出膏率，结果见表3。

表3 提取工艺验证结果

Tab 3 Verification results of extraction technology

试验号
1

2

3

均值
预测结果范围

补骨脂素转移率，％
83.58

81.22

82.74

82.51

80.65±3.86

苦杏仁苷转移率，％
92.93

93.63

94.52

93.69

96.06±2.63

出膏率，％
18.76

19.04

18.88

18.89

19.16±1.08

工艺验证结果表明，在优化工艺条件下，补骨脂素、

苦杏仁苷的平均转移率及出膏率分别为 82.51％

（RSD＝1.45％，n＝3）、93.69％（RSD＝0.85％，n＝3）、

18.89％（RSD＝0.74％，n＝3），实测值置于预测结果的

95％置信区间内，提示优化后的工艺稳定、可行。

3 讨论
3.1 考察指标的选择

提取液化学成分中补骨脂素常被用作评价方中君

药五指毛桃质量优劣的指标[4，11-12]，苦杏仁苷为苦杏仁药

材中止咳平喘的有效成分[13]。因此，从质量控制、药理

等方面分析，以二者的转移率作为考察指标均具有一定

的意义；且二者极性差异大，能较全面地反映药材被提

取的程度。出膏率作为辅助性指标，为剂型的选择提供

了依据。

提取液中苦杏仁苷既为药效成分，也属于内源性毒

性成分，含量过高时易导致氢氰酸中毒[14]。因本研究主

要针对提取工艺，注重的是药材被提取利用的程度，对

于制剂中苦杏仁苷可能造成的毒性效应，后期笔者将通

过开展制剂的系统毒理学和药理学研究，合理设计药物

临床使用剂量，保证临床用药的安全性和有效性。

3.2 数据分析变量的引入

在进行线性回归预分析时，笔者曾选择以Y1、Y2、Y3

对 2组分析变量[（X1、X2、X3、X1
2、X2

2、X3
2）、（X1、X2、X3、X1

2、

X2
2、X3

2、X1X2、X2X3、X1X3、X1X2X3）]进行了逐步回归分析，结

果前者拟合出的方程线性关系更好，引入方程的变量均

具有统计学意义（P＜0.01），因此在数据分析时，选择了

前者。

结合表 2实测值及数据分析结果可知，加水量及提

取次数2个因素对补骨脂素提取率有显著影响，提取时

间及提取次数 2个因素对苦杏仁苷提取率有显著影响，

提取次数为二者共同的显著性因素，故确定药材提取 3

次。加水量为10倍量时补骨脂素提取效果最优，提取时

间为 60 min时苦杏仁苷提取效果最优。因此综合各指

标考虑，确定工艺条件为药材加10倍量水，提取3次，每

次60 min。

本研究采用均匀设计安排试验，使各试验在试验点

范围内充分地均匀分散，并结合生产实际，选取对提取

效率影响较大的溶剂倍量、提取时间及提取次数为因

素，合理安排各因素水平，对试验结果进行线性回归分

析，预测出最优工艺条件参数。通过进行 3次放大验证

工艺预测，得出补骨脂素、苦杏仁苷的平均转移率及出

膏率与均匀设计预测结果一致，优化出了经济、简便、稳

定、可行的提取工艺，可为复方五指毛桃颗粒的后续开

发奠定基础。
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