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摘 要 目的：优化止得咳颗粒的提取工艺。方法：采用小鼠氨水引咳实验和二甲苯致耳肿胀实验初步筛选止得咳颗粒的提取方

法（水提、醇提、水提醇沉法）。基于该方的制备路线，首先以吸水量为指标，考察含挥发油药材的浸泡时间；再并以挥发油得率为

指标，采用单因素试验考察加水量和提取时间，筛选含挥发油药材的最优提取工艺。以次野鸢尾黄素和总黄酮含量为指标，在单

因素考察的基础上，采取正交试验考察加水量、提取时间、提取次数等3个因素的影响，优化止得咳颗粒的水提工艺并验证。结

果：药效学实验结果显示，水提物低、高剂量组（6.34、12.68 g/kg，以生药量计）和水提醇沉提取物高剂量组（12.68 g/kg，以生药量

计）小鼠的咳嗽潜伏期均较模型组显著延长，2 min内咳嗽次数显著减少（P＜0.05或P＜0.01）；水提物低、高剂量组（6.34、12.68 g/kg，

以生药量计），醇提物高剂量组（12.68 g生药/kg，以生药量计）和水提醇沉提取物高剂量组（12.68 g/kg，以生药量计）小鼠的耳肿胀

度均较模型组显著降低（P＜0.05或 P＜0.01），水提物、醇提物和水提醇沉提取物低、高剂量组的肿胀抑制率分别为 42.26％、

55.08％、33.49％、51.56％、39.57％、44.36％，表明以水提法所得提取物的止咳、抗炎效果更优。含挥发油药材的最优提取工艺为

加入5倍量水，浸泡30 min，提取3 h。最佳水提工艺为加入12倍量水，浸泡50 min后提取3次，每次1.0 h；3次验证试验结果显示，

最优工艺所得提取物中次野鸢尾黄素的平均含量为 76.47 μg/g（RSD＝2.15％，n＝3），总黄酮的平均含量为 92.45 mg/g（RSD＝

0.48％，n＝3）。结论：优化的止得咳颗粒提取工艺稳定、可行。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of Zhideke granules. METHODS：The extraction technology

（water extraction，alcohol extraction，water extraction and ethanol precipitation） of Zhideke granules was initially screened by

ammonia-induced cough experiment and xylene-induced ear swelling experiment in mice. Based on its preparation route，the

immersion time of medicinal materials containing volatile oil was investigated with water absorption as index firstly. The single

factor test was adopted to investigate the amount of water added and the extraction time taking the volatile oil yield as index to

optimize the extraction technology of medicinal materials containing volatile oil. Taking the contents of irisflorentin and total

flavonoids as indicators，on the basis of single factor investigation，orthogonal test was adopted to examine the influence of three

factors including the amount of water added，extraction time and extraction frequency，so as to optimize the water extraction

technology of Zhideke granules and the validation tests were conducted. RESULTS：The results of pharmacodynamics experiment

showed that the cough latency of mice in water extract low-dose and high-dose groups（6.34，12.68 g/kg，by crude drug）and

water-extraction alcohol-precipitation extract high-dose group（12.68 g/kg，by crude drug）were significantly longer than those in

model group，and the number of cough within 2 minutes was

significantly reduced （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with

model group， the ear swelling of mice in water extract

low-dose and high-dose groups （6.34，12.68 g/kg，by crude

drug），ethanol extract high-dose group（12.68 g/kg，by crude

drug） and water-extraction alcohol-precipitation extract high-

dose group （12.68 g/kg， by crude drug） were decreased

significantly （P＜0.05 or P＜0.01）. The swelling inhibition

rates were 42.26％，55.08％，33.49％，51.56％，39.57％ and

44.36％ in low-dose and high-dose groups of water extract，

alcohol extract， water-extraction and alcohol-precipitation

··832



中国药房 2021年第32卷第7期 China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 7

止得咳方为广西中医药大学附属瑞康医院的临床

经验方，由龙脷叶、射干、黄芩、桔梗、白前、青天葵、枇杷

叶、柴胡、薄荷、荆芥共10味药材配伍而成。该方具有疏

风清热、止咳利咽的功效，可用于治疗急慢性支气管炎、

上呼吸道感染、肺炎、急性咽炎等风热犯肺者[1－3]。方中

龙脷叶性平，味甘、淡，入肺经，具有清热化痰、止咳平喘

之功效；射干味苦，性寒，具有清热解毒、消痰、利咽之功

效，亦归肺经；二者共为君药[3]。研究表明，与单用氨茶

碱相比，止得咳方在改善支气管哮喘急性发作期患者临

床症状、提高其生活质量方面有一定的优势，且安全性

好、毒副作用少；此外，该方治疗风热犯肺型咳嗽变异性

哮喘合并支原体感染患者的临床疗效显著，具有一定的

临床价值[1，4]。止得咳方以汤剂形式应用于临床，但该剂

型存在煎煮麻烦、口感差、不易携带和保存等不足，影响

了患者的用药顺应性，故本研究拟将该方制成适合于

工业化生产且便于患者使用的中药复方颗粒剂；同时，

为保证制剂的质量和疗效，本研究拟对止得咳颗粒剂

的提取工艺进行考察。目前，复方制剂的提取工艺多

以指标性成分含量为依据进行筛选，容易忽略最根本

的药效学指标。基于此，本研究参考文献[5－10]，初步

设计了3种止得咳颗粒的提取方法，并对各工艺所制样

品进行止咳和抗炎的药效学研究，确定出最优提取工

艺方案；再在单因素考察的基础上，以次野鸢尾黄素（君

药射干的主要活性成分[11]）和总黄酮（止得咳颗粒的药

效活性组分[12－21]）含量为指标，采用正交试验优化止得

咳颗粒的提取工艺，为该颗粒剂提取工艺的优化提供

合理依据。

1 材料
1.1 主要仪器

实验用主要仪器包括Agilent 1100型高效液相色谱

仪（美国Agilent公司）、WH-2000超声波雾化器（广东粤

华医疗器械厂有限公司）、UV-2600型紫外-可见分光光

度计[岛津仪器（苏州）有限公司]、TGL-16G型高速台式

离心机（上海安亭科学仪器厂）、UPC-Ⅱ-10T型实验室

超纯水器（四川优普超纯科技有限公司）、XS104型分析

天平[梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司]、HH-S6型恒

温水浴锅（巩义市予华仪器有限责任公司）、KH-500B型

超声波清洗器（昆山禾创超声仪器有限公司）、挥发油提

取器（安徽美星实验设备有限公司）、8 mm打孔器（张家

港市双银医疗器械有限公司）等。

1.2 主要药品和试剂

龙脷叶、射干、黄芩、薄荷、白前、柴胡、桔梗、荆芥、

青天葵、枇杷叶等10味药材均购自广西仙茱中药科技有

限公司（批号分别为 20181001、20171101、20180601、

20171101、20170201、20180501、20180501、20180601、

20170901、20171001），经广西中医药大学药学院滕建北

教授鉴定均为真品，且符合2015版《中国药典》（一部）和

《广西壮族自治区壮药质量标准（第 2卷）》项下相关规

定[11，22]。

次野鸢尾黄素对照品（批号111557-200602，供含量

测定用）、芦丁对照品（批号100080-201409，供含量测定

用）均购自中国食品药品检定研究院；实验用药品和试

剂还包括磷酸可待因片（青海制药厂有限公司，批号

20180433，规格30 mg）、醋酸氢化可的松片（上海上药信

谊药厂有限公司，批号2019180401，规格20 mg）、苯酚红

（成都金山化学试剂有限公司，批号20180706，分析纯）、

氨水（国药集团化学试剂有限公司，批号20160322，分析

纯）、二甲苯（天津市富宇精细化工有限公司，批号

2018022，分析纯）等；其余试剂亦为分析纯或实验室常

用规格，水为蒸馏水。

1.3 动物

实验用SPF级昆明种小鼠雌雄兼有，体质量18～22

g，1.5～2月龄，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，实验动物生产许可证号为SCXK（湘）2016-0002。

2 方法与结果
2.1 止得咳颗粒提取方法的初步筛选

2.1.1 止得咳颗粒提取方法的设计与提取物的制备

根据文献[5－10]，该方药材的提取方法主要包括水

煎煮法和乙醇回流提取法。在此基础上，本研究初步筛

选设计了3种提取方法。（1）水提法：按处方量（龙脷叶、

射干、黄芩、桔梗、白前、青天葵、枇杷叶、柴胡、荆芥、薄

荷质量比为 3 ∶ 3 ∶ 2 ∶ 3 ∶ 3 ∶ 2 ∶ 3 ∶ 3 ∶ 2 ∶ 2，下同）取全方各药

材适量，加 12倍量（mL/g，下同）水，煎煮提取 3次，每次

1 h，滤过，合并滤液，浓缩成稠膏（得膏率为 34.58％）。

（2）水提醇沉法：按处方量称取全方各药材适量，按上述

水提法提取，合并滤液，浓缩；加乙醇至上述浓缩液中，

使乙醇体积分数为70％，静置过夜，滤过，收集滤液并浓

缩成稠膏（得膏率为 16.75％）。（3）醇提法：按处方量称

取全方各药材适量，加 12倍量 95％乙醇回流提取 3次，

每次 1 h，滤过，合并滤液，浓缩成稠膏（得膏率为

extract respectively，indicating that the water extract had better antitussive and anti-inflammatory effects. The optimal extraction

technology of volatile oil was adding 5-fold water，soaking for 30 minutes，and extracting for 3 hours. The optimal water extraction

technology was adding 12-fold water，extracting for 3 times after soaked for 50 min，lasting for 1 h each time. Results of 3 times

of validation tests showed that average content of irisflorentin in the extract obtained by optimal technology was 76.47 μg/g（RSD＝

2.15％，n＝3）and the average content of total flavonoids was 92.45 mg/g（RSD＝0.48％，n＝3）. CONCLUSIONS：The optimal

extraction technology of Zhideke granules is stable and feasible.

KEYWORDS Zhideke granules；Pharmacodynamics；Orthogonal test；Extraction technology
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26.06％）。

2.1.2 止得咳颗粒不同提取物的止咳作用比较

采用小鼠氨水引咳实验进行比较[23－25]。将昆明种

小鼠分为模型组、磷酸可待因组（阳性对照，0.011 g/kg）、

水提物低剂量组（2.19 g/kg，相当于生药6.34 g/kg）、水提

物高剂量组（4.38 g/kg，相当于生药 12.68 g/kg）、醇提物

低剂量组（1.65 g/kg，相当于生药6.34 g/kg）、醇提物高剂

量组（3.30 g/kg，相当于生药 12.68 g/kg）、水提醇沉提取

物低剂量组（1.06 g/kg，相当于生药6.34 g/kg）、水提醇沉

提取物高剂量组（2.12 g/kg，相当于生药 12.68 g/kg），每

组10只，雌雄各半。磷酸可待因组给药剂量根据临床用

量按体表面积换算成小鼠等效剂量；各提取物组给药剂

量均参照本课题组前期预实验结果并根据该方临床用

量按体表面积换算为小鼠等效剂量，其中高、低剂量分

别相当于成人用量的1/5、1/10。上述药物均以水为溶剂

配成相应药液。模型组小鼠灌胃等体积水，各药物组小

鼠灌胃相应药液，灌胃体积均为0.02 mL/g，每天1次，连

续给药 7天。末次给药前禁食不禁水 12 h，末次给药后

1 h，将小鼠放入烧杯中并罩住烧杯口，用超声波雾化器

向烧杯中通入浓氨水喷雾，20 s后停止。取出小鼠，观察

并记录2 min内其咳嗽次数（小鼠腹部收缩或缩胸，同时

张大嘴、头向前倾，有时带有咳嗽声等为小鼠咳嗽1次）

和潜伏期（从诱咳至发生第 1次咳嗽的时间）。采用

SPSS 19.0软件对数据进行统计分析；计量资料均以x±s

表示，组间比较采用单因素方差（One-way ANOVA）分

析；P＜0.05表示差异有统计学意义。

结果，与模型组比较，水提物低、高剂量组，水提醇

沉提取物高剂量组和磷酸可待因组小鼠的咳嗽潜伏期

均显著延长，2 min内咳嗽次数均显著减少（P＜0.05或

P＜0.01），详见表 1。可见，与其他方法相比，以水提法

所制提取物的止咳效果相对最佳。

表1 止得咳颗粒不同方法提取物对氨水致小鼠咳嗽的

影响（x±±s，n＝10）

Tab 1 Effects of extracts by different extraction tech-

nology of Zhideke granules on ammonia-in-

duced cough in mice（x±±s，n＝10）

组别
模型组
水提物低剂量组
水提物高剂量组
醇提物低剂量组
醇提物高剂量组
水提醇沉提取物低剂量组
水提醇沉提取物高剂量组
醋酸氢化可的松组

咳嗽潜伏期，s

22.78±5.67

50.56±5.79＊＊

60.11±7.25＊＊

27.22±3.67

28.78±2.44

26.56±2.92

36.11±4.65＊

70.78±3.80＊＊

2 min内咳嗽次数，次
15.56±2.60

9.00±1.87＊＊

5.44±1.13＊＊

13.33±2.06

12.11±2.62

13.11±2.85

10.89±1.09＊＊

3.56±1.51＊＊

注：与模型组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. model group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

2.1.3 止得咳颗粒不同提取物的抗炎作用比较

采用二甲苯致小鼠耳肿胀实验进行比较[23－24]。将

雄性小鼠分为模型组、醋酸氢化可的松组（阳性对照，

0.011 4 g/kg）和水提物、醇提物、水提醇沉提取物的低、

高剂量组（剂量同“2.1.2”项），每组10只。醋酸氢化可的

松组给药剂量根据临床用量按体表面积换算成小鼠等

效剂量；各提取物组给药剂量设置依据同“2.1.2”项。上

述药物均以水为溶剂配成相应药液。模型组小鼠灌胃

等体积水，各药物组小鼠灌胃相应药液，灌胃体积均为

0.02 mL/g，每天1次，连续给药7天。末次给药前禁食不

禁水12 h，末次给药后1 h，小鼠左耳均匀涂抹二甲苯40

μL，右耳（不作处理）作为对照，20 min 后处死，剪下两

耳，在相同位置打孔并称定两耳片的质量，计算肿胀度

和肿胀抑制率：肿胀度＝肿胀耳（左耳）质量－对照耳

（右耳）质量，肿胀抑制率（％）＝（模型组平均肿胀度－

给药组平均肿胀度）/模型组平均肿胀度×100％。按

“2.1.2”项下统计学方法对数据进行统计分析。

结果，与模型组比较，水提物低、高剂量组，醇提物

高剂量组，水提醇沉提取物高剂量组和醋酸氢化可的松

组小鼠的耳肿胀度均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），水

提物、醇提物、水提醇沉提取物的低、高剂量组以及醋酸

可的松组的肿胀抑制率分别为 42.29％、55.08％、

33.49％、51.56％、39.57％、44.36％、63.31％，详见表 2。

可见，与其他方法相比，以水提法所制提取物的抗炎效

果相对最佳。

表2 止得咳颗粒不同方法提取物对二甲苯致小鼠耳肿

胀的影响（x±±s，n＝10）

Tab 2 Effects of extracts by different extraction tech-

nology of Zhideke granules on xylene-induced

ear swelling in mice（x±±s，n＝10）

组别
模型组
水提物低剂量组
水提物高剂量组
醇提物低剂量组
醇提物高剂量组
水提醇沉提取物低剂量组
水提醇沉提取物高剂量组
醋酸氢化可的松组

左耳质量，mg

19.48±3.25

13.76±3.29

15.04±1.89

16.36±4.55

14.79±1.77

16.49±4.67

14.05±4.96

14.68±2.77

右耳质量mg

12.53±1.90

9.74±1.95

11.92±0.75

11.73±2.29

11.42±1.34

12.29±0.84

10.03±1.67

12.13±0.76

肿胀度，mg

6.95±2.12

4.01±2.28＊

3.12±1.94＊＊

4.62±2.89

3.37±1.18＊

4.20±4.22

3.87±4.20＊

2.55±2.38＊＊

肿胀抑制率，％

42.29

55.08

33.49

51.56

39.57

44.36

63.31

注：与模型组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. model group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

2.1.4 止得咳颗粒提取方法初筛结果

结合“2.1.2”“2.1.3”的药效学实验结果可知，以水为

溶剂所制止得咳颗粒提取物的药效相对最佳，故以水提

法为该方提取方法。

2.2 止得咳颗粒含挥发油药材提取工艺筛选

根据本课题组前期设计，止得咳颗粒的制备路线大

致如下：先将含挥发油药材（薄荷和荆芥）进行提取，所

得挥发油以倍他环糊精包合，备用；挥发油提取所得提

取液经滤过后备用；将挥发油提取后的药渣与其余8味

药材混合，进行水提，滤过，取滤液与上述含挥发油药材
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提取液合并，浓缩至浸膏，加入适量蔗糖和环糊精混匀，

再以乙醇制粒，干燥；随后加入挥发油β-环糊精包合物，

混匀，即得。因此，参考上述制备路线，本研究先采用单

因素试验进行含挥发油药材提取工艺的筛选，再进行水

提工艺的优化。

2.2.1 浸泡时间考察

取荆芥、薄荷药材各 111 g，共 5份，加 6倍量水（即

质量倍数，下同），分别浸泡10、20、30、40、50 min，滤过，

称取药材吸水后的质量，计算吸水率：吸水率＝（药材吸

水后的质量－药材原质量）/药材原质量×100％。结果，

当浸泡时间≥30 min，药材的吸水率无明显变化（约

207％），提示药材吸水基本已达饱和，故确定药材的浸

泡时间为30 min，详见表3。

表3 止得咳颗粒含挥发油药材浸泡时间考察结果

Tab 3 Investigation result of immersion time of me-

dicinal material containing volatile oil of

Zhideke granules

序号
1

2

3

4

5

加水倍量，倍
6

6

6

6

6

浸泡时间，min

10

20

30

40

50

药材吸水后的质量，g

555.71

663.23

680.99

681.94

683.14

吸水率，％
150.32

198.75

206.75

207.18

207.72

2.2.2 加水量考察

取荆芥、薄荷药材各 111 g，共 3份，分别加入 4、5、6

倍量水，浸泡 30 min 后，加热至沸腾并保持微沸提取 3

h，计算挥发油得率：挥发油得率＝所得挥发油质量/药材

原质量×100％。结果，当加水量为 5倍量时，总挥发油

得率达到最高，故选择加水量为5倍，详见表4。

表4 止得咳颗粒含挥发油药材加水量考察结果

Tab 4 Investigation result of the amount of water add-

ed of medicinal material containing volatile oil

of Zhideke granules

序号
1

2

3

加水倍量，倍
4

5

6

挥发油得率，％
0.34

0.36

0.32

2.2.3 提取时间考察

取荆芥、薄荷药材各 111 g，共 3份，加入 5倍量水，

浸泡 30 min后，加热至沸腾并保持微沸提取 0.5、1、1.5、

2、2.5、3、4 h，分别按“2.2.2”项下公式计算提取不同时间

的挥发油得率，每个时间点平行测定3次。结果，当提取

时间达到3 h时，挥发油得率基本达到最高值；再延长提

取时间，挥发油得率无明显变化，因此确定提取时间为

3 h，详见表5。

2.2.4 验证试验

经过上述单因素考察，确定含挥发油药材的最优提

取工艺为加 5倍量水、浸泡 30 min后提取 3 h。取荆芥、

薄荷药材各 111 g，共 3份，按上述最优提取工艺提取并

按“2.2.2”项下公式计算挥发油得率。结果显示，在上述

工艺条件下，挥发油得率均为 0.36％，与单因素试验结

果一致。这表明单因素试验筛选的最优含挥发油药材

提取工艺稳定、可行。

2.3 止得咳颗粒水提工艺优化

2.3.1 次野鸢尾黄素的含量测定

采用高效液相色谱法测定止得咳颗粒水提物中次

野鸢尾黄素的含量。

（1）色谱条件：以Phenomenex Gemini C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以甲醇 -0.2％磷酸水溶液

（55 ∶ 45，V/V）为流动相，检测波长为 266 nm，流速为 0.8

mL/min，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。

（2）溶液的制备：精密称取次野鸢尾黄素对照品2.8

mg，置于10 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，制成质量浓

度为 0.28 mg/mL的次野鸢尾黄素对照品溶液。取止得

咳颗粒水提物约 1 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，精

密加水 15 mL，称定质量，超声（功率 200 W，频率 40

kHz）提取30 min，放冷，再次称定质量，用水补足减失的

质量，摇匀，滤过，即得供试品溶液。

（3）方法学考察：按 2015年版《中国药典》（四部）[26]

要求进行方法学考察。结果，以待测物质量浓度（X，

μg/mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标，求得回归方程为

Y＝65.676 2X－29.554 3（r＝0.999 6），表明次野鸢尾黄

素检测质量浓度的线性范围为2.800～42.00 μg/mL。精

密度试验的RSD为 0.95％（n＝6）；稳定性试验（24 h）的

RSD 为 2.49％（n＝7）；重复性试验结果显示，次野鸢尾

黄素的平均含量为 40.91 μg/g，RSD为 1.85％（n＝6）；平

均加样回收率为 99.42％，RSD 为 1.92％（n＝6）。这表

明方法的精密度、重复性、准确度均良好，供试品溶液在

24 h内稳定性良好。

（4）样品测定：精密称取水提物样品，按“2.3.1（2）”

项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1（1）”项下色谱条

件进样测定。每份样品重复测定2次，按外标法计算样

品中次野鸢尾黄素的含量，取平均值。

2.3.2 总黄酮的含量测定

采用紫外-可见分光光度法测定止得咳颗粒水提物

表5 止得咳颗粒含挥发油药材提取时间考察结果

Tab 5 Investigation result of extraction time of medi-

cinal material containing volatile oil of Zhide-

ke granules

序号

1

2

3

4

5

6

7

提取时间，h

0.5

1

1.5

2

2.5

3

4

挥发油得率，％
第1次
0.22

0.22

0.27

0.27

0.31

0.36

0.36

第2次
0.22

0.22

0.27

0.27

0.31

0.36

0.36

第3次
0.22

0.22

0.27

0.27

0.31

0.36

0.36

平均值
0.22

0.22

0.27

0.27

0.31

0.36

0.36
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中总黄酮的含量（以芦丁计）。

（1）溶液的制备：精密称取芦丁对照品 48.5 mg，置

于 50 mL量瓶中，加乙醇溶解并定容，制成质量浓度为

0.97 mg/mL的芦丁对照品溶液。取止得咳颗粒水提物

约 0.1 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入水 10

mL，称定质量，超声（功率 200 W，频率 40 kHz）提取 30

min，放冷，再称定质量，用水补足减失的质量，摇匀，滤

过，即得供试品溶液。

（2）测定波长的确定：取“2.3.2（1）”项下芦丁对照品

溶液，分别加 5％亚硝酸钠溶液 0.4 mL，摇匀，静置 6

min；加入 10％硝酸铝溶液 0.4 mL，摇匀，静置 6 min；加

入1 mol/L氢氧化钠溶液4 mL，再加乙醇定容至25 mL，

放置15 min。以相应试剂（即乙醇）作空白，使用紫外-可

见分光光度计在 400～800 nm波长范围内扫描。结果，

芦丁的最大吸收波长为509 nm，故将其作为测定波长。

（3）方法学考察：按 2015年版《中国药典》（四部）[26]

要求进行方法学考察。结果，以待测物质量浓度（X，

μg/mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标，求得回归方程为

Y＝1.099 1X+0.002 7（r＝0.999 8），表明芦丁检测质量浓

度的线性范围为 0.019 4～0.077 6 mg/mL。精密度试验

的 RSD 为 0.39％（n＝6）；稳定性（24 h）试验的 RSD 为

0.28％（n＝7）；重复性试验结果显示，总黄酮的平均含量

为52.61 mg/g，RSD为1.52％（n＝6）；平均加样回收率为

99.54％，RSD为 1.34％（n＝6）。这表明方法的精密度、

重复性、准确度均良好，供试品溶液在 24 h 内稳定性

良好。

（4）样品测定：精密称取水提物样品，按“2.3.2（1）”

项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.2（2）”项下条件测

定吸光度。每份样品重复测定3次，按外标法计算样品

中总黄酮的含量，取平均值。

2.3.3 止得咳颗粒水提工艺的单因素考察

本研究对药材浸泡时间、提取时间、提取次数等因

素进行单因素考察[25，27]。

（1）药材浸泡时间：按处方比例称取药材，共8份，每

份192.4 g（为原组方药材总质量的1/5，其中荆芥和薄荷

为提取挥发油后的药材残渣，下同），加入10倍量水分别

浸泡10、20、30、40、50、60、70、80 min，滤过，称取药材吸

水后的质量，按“2.2.1”项下方法计算其吸水率，以考察

不同浸泡时间的影响。结果表明，当浸泡时间≥50 min

时，药材的吸水率未见明显变化，说明药材吸水性已到

达饱和状态，此时的吸水率为178.61％，详见表6。从生

产实际出发，为确保药材得以充分浸泡，确定药材的浸

泡时间为50 min。

（2）提取时间：按处方比例称取药材，共 5份，每份

192.4 g，加入 10倍量水，浸泡 50 min 后，分别提取 30、

60、90、120、150 min，提取次数固定为1次。将提取液浓

缩，按“2.3.1”“2.3.2”项下方法测定次野鸢尾黄素和总黄

酮的含量，并计算次野鸢尾黄素的转移率（总黄酮无转

移率之说，故不作考察）：转移率＝水提取浸膏中次野鸢

尾黄素含量/药材中次野鸢尾黄素含量×100％，以考察

不同提取时间的影响。结果，随着提取时间的延长，次

野鸢尾黄素和总黄酮的含量也有所增加。当提取时间

达到90 min时，次野鸢尾黄素和总黄酮的含量分别达到

了 12.28 μg/g、40.25 mg/g，次野鸢尾黄素的转移率为

8.51％；当再增加提取时间后，次野鸢尾黄素的含量和转

移率均变化不大，而总黄酮的含量有所下降；此外，当提

取时间为 60、90 min时，该方君药指标性成分次野鸢尾

黄素的含量差异不明显，详见表 7。从减少耗能等生产

实际出发，选择提取时间为60 min。

表7 止得咳颗粒水提工艺提取时间考察结果

Tab 7 Investigation result of extraction time of Zhide-

ke granules in water extraction technology

序号

1

2

3

4

5

提取时间，min

30

60

90

120

150

次野鸢尾黄素
含量，μg/g

8.00

10.67

12.28

12.99

15.26

转移率，％
5.55

7.39

8.51

9.00

8.09

总黄酮含量，mg/g

32.32

30.58

40.25

37.29

24.06

（3）提取次数：按处方比例称取药材，共 4份，每份

192.4 g，加入 10倍量水，浸泡 50 min后，分别提取 1、2、

3、4次，每次均加入10倍量水、提取60 min。合并提取液

并浓缩后，按“2.3.1”“2.3.2”“2.3.3（2）”项下方法测定水

提物中次野鸢尾黄素、总黄酮的含量和次野鸢尾黄素的

转移率，以考察不同提取次数的影响。结果，随着提取

次数的不断增加，各指标含量均呈不同程度的上升趋

势；当提取次数达到3次时，次野鸢尾黄素和总黄酮的含

量分别为 49.57 μg/g、76.09 mg/g，次野鸢尾黄素的转移

率为 39.40％；而当提取次数为 4次时，各指标含量及次

野鸢尾黄素转移率的增幅均不大，详见表 8。从减少能

耗等生产实际出发，选择提取次数为3次。

2.3.4 正交试验优化止得咳颗粒的水提工艺

在单因素考察的基础上，以次野鸢尾黄素和总黄酮

的含量为评价指标（因次野鸢尾黄素转移率的变化趋势

与其含量基本一致，故未将转移率作为评价指标），选定

表6 止得咳颗粒水提工艺药材浸泡时间考察结果

Tab 6 Investigation result of immersion time of Zhide-

ke granules in water extraction technology

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

加水倍量，倍
10

10

10

10

10

10

10

10

浸泡时间，min

10

20

30

40

50

60

70

80

药材吸水后的质量，g

375.95

434.90

470.05

505.92

536.04

539.85

543.32

544.82

吸水率，％
95.40

126.04

144.31

162.95

178.61

180.59

182.39

183.17
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加水倍量（A）、提取时间（B）、提取次数（C）为考察因素，

进行L9（34）正交试验。各试验均在药材浸泡50 min后进

行。止得咳颗粒水提工艺正交试验的因素与水平见表

9，其试验设计与结果见表10，其方差分析结果见表11。

表9 止得咳颗粒水提工艺正交试验的因素与水平

Tab 9 Factors and levels of orthogonal test for water

extraction technology of Zhideke granules

水平
1

2

3

A（加水倍量），倍
8

10

12

B（提取时间），min

30

60

90

C（提取次数），次
1

2

3

表10 止得咳颗粒水提工艺正交试验设计与结果

Tab 10 Orthogonal experiment design and results of

water extraction technology of Zhideke gra-

nules

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

次野鸢尾黄素

总黄酮

均值1

均值2

均值3

极差
均值1

均值2

均值3

极差

A，倍

1

1

1

2

2

2

3

3

3

79.45

100.30

151.92

72.47

167.71

193.12

205.02

37.31

B，min

1

2

3

1

2

3

1

2

3

120.20

112.55

98.92

21.28

182.94

189.23

193.68

10.74

C，次

1

2

3

2

3

1

3

1

2

51.94

120.30

159.43

107.49

117.54

202.96

245.35

127.81

D（空白）

1

2

3

3

1

2

2

3

1

119.71

106.07

105.89

13.82

194.35

183.19

188.31

11.16

次野鸢尾黄素
含量，μg/g

13.21

28.90

37.34

38.34

53.44

8.52

68.65

30.21

53.06

总黄酮含量，
mg/g

32.23

59.08

76.40

67.16

85.40

40.56

83.55

44.75

76.72

由表10、表11可知，表中极差值的大小提示各因素

对次野鸢尾黄素和总黄酮含量的影响大小依次均为：提

取次数＞加水倍量＞提取时间，其中提取次数对上述成

分含量的影响均有统计学意义（P＜0.05），而加水倍量

和提取时间的影响则无统计学意义（P＞0.05）；直观分

析表明，以次野鸢尾黄素含量为评价指标的最优条件为

A3B1C3，以总黄酮含量为评价指标的最优条件为

A3B3C3。由于提取时间的影响较弱，综合考虑资源节约

等生产实际，最终确定最优水提工艺为A3B2C3，即用 12

倍量的水，浸泡50 min后提取3次，每次提取1 h。

表11 止得咳颗粒水提工艺正交试验的方差分析结果

Tab 11 Results of variance analysis of orthogonal test

for water extraction technology of Zhideke

granules

指标成分
次野鸢尾黄素

总黄酮

方差来源
A

B

C

D（误差）

A

B

C

D（误差）

偏差平方和
927.9

77.5

1 973.1

41.9

242.1

19.4

2 825.4

20.8

自由度
2

2

2

2

2

2

2

2

均方
464.0

38.8

986.6

21.0

121.1

9.7

1 412.7

10.4

F

22.1

1.8

47.0

11.6

0.9

135.8

P

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＞0.05

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＞0.05

2.3.5 验证试验

按处方比例称取药材，共 3 份，每份 962 g；先按

“2.2”项下方法提取荆芥和薄荷挥发油后，再将药材残渣

与其余8味药材混合，按上述最优水提工艺进行提取，最

后按“2.3.1”“2.3.2”项下方法检测提取物中次野鸢尾黄

素和总黄酮的含量。结果，3次验证试验所得提取物中

次野鸢尾黄素的含量分别为77.84、77.41、74.16 μg/g，平

均含量为 76.47 μg/g（RSD＝2.15％，n＝3）；总黄酮的含

量分别为 93.07、92.23、92.06 mg/g，平均含量为 92.45

mg/g（RSD＝0.48％，n＝3）。这提示该优化水提工艺稳

定、可行。

3 讨论
3.1 止得咳颗粒药效学模型的建立

诱发咳嗽常用的化学刺激法包括气雾吸入和直接

注入两种方法，其中气雾吸入法主要是将没有麻醉的实

验动物（如大鼠、小鼠）置于恒定容积的密闭容器内，放

入一定量的刺激性气体，诱发其咳嗽；直接注入法则是

给麻醉动物（如兔）插入气管套管，把规定剂量的刺激性

气体直接充入气管套管中，诱发其咳嗽[27]。但有研究指

出，后一种方法若操作不当或麻醉过深则有可能会抑制

咳嗽反射，影响实验结果[27]。通过比较两种方法，本研

究选择使用气雾吸入氨水法来诱发咳嗽，此法操作简便

且实验结果易观察。

本研究通过化学试剂二甲苯涂抹小鼠耳朵致肿胀

来建立急性炎症模型，二甲苯致炎机制与临床常见急性

炎症类似，且有操作简单、流程少、无需专用设备、效果

好、价格便宜等优点，被广泛应用于抗炎效果评价和抗

炎靶点化合物的筛选[28]。有研究指出，二甲苯可引起组

胺激肽和纤维蛋白等炎症介质的溶出释放，导致局部血

管扩张、毛细管通透性增加、炎症细胞浸润，诱发耳部急

性渗出性炎症水肿，从而建立急性炎症模型[29]。

3.2 止得咳颗粒工艺优化中评价指标的选择

通过处方分析，方中龙脷叶和射干作为君药，故选

择其中的有效成分作为指标性成分。在预试验中，笔者

发现龙脷叶的指标性成分山柰酚-3-O-龙胆二糖苷缺乏

特应性的色谱条件（即阴性对照有干扰），故暂未选择该

表8 止得咳颗粒水提工艺提取次数考察结果

Tab 8 Investigation result of extraction times of Zhide-

ke granules in water extraction technology

序号

1

2

3

4

提取次数，次

1

2

3

4

次野鸢尾黄素
含量，μg/g

9.77

40.01

49.57

51.28

转移率，％
7.76

31.80

39.40

40.77

总黄酮，mg/g

42.78

55.84

76.09

82.78
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成分作为止得咳颗粒剂的指标性成分；而射干的另一指

标性成分次野鸢尾黄素在上述相同条件下不受阴性对

照的干扰，因此选择将其作为止得咳颗粒剂的指标性成

分，并建立了测定其含量的高效液相色谱法[11]。此外，

笔者通过查阅相关文献发现，该方中黄芩、射干和青天

葵等多味药材均含有黄酮类成分[12－20]，且黄酮类化合物

在抗炎、镇咳、抗菌、抗病毒等方面均具有一定的药理活

性[21]，因此本研究选择总黄酮含量作为另一考察指标，

并建立了以芦丁为对照、经亚硝酸钠-亚硝酸铝-氢氧化

钠显色的紫外-可见分光光度法。

3.3 止得咳颗粒提取工艺的筛选和优化

为避免以化学成分为指标所导致的评价片面性和

局限性，本研究首先采用药效学实验初步筛选了该制剂

的提取方法，结果发现以水为溶剂所得提取物的药效优

于乙醇提取和水提醇沉所得提取物，故选择水提法。止

得咳方中荆芥和薄荷的主要成分是挥发油，故参考其颗

粒制备路线，本研究优化了荆芥、薄荷挥发油提取的水

蒸气蒸馏法：以挥发油得率为指标，考察浸泡时间、加水

量、提取时间等3个因素，优选出挥发油最优提取工艺，

即加 5倍量水，浸泡 30 min后提取 3 h。最后，本研究以

次野鸢尾黄素和总黄酮含量为指标，在单因素考察的基

础上，通过正交试验优化水提工艺，最终确定其最优水

提工艺为加 12倍量的水，浸泡 50 min后提取 3次，每次

1 h；3次验证试验所得提取物中次鸢尾黄素、总黄酮的

平均含量为76.47 μg/g、92.45 mg/g（RSD＜2.2％，n＝3）。

综上所述，本研究所优化的止得咳颗粒水提取工艺

稳定、可行，可为该制剂的后续研发提供参考。
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