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三色散凝胶贴膏原料药提取工艺的优化 Δ
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摘 要 目的 对三色散凝胶贴膏原料药的提取工艺进行优化。方法 将SD大鼠分为空白组、模型组、传统工艺组、水提组和醇提

组，每组5只，采用前交叉韧带横断术建立膝骨关节炎模型，考察不同提取方式所得凝胶贴膏对膝骨关节炎大鼠的药效学影响。

分别以冷、热痛阈值与疼痛介质降钙素基因相关肽（CGRP）、环氧合酶2（COX-2）、P 物质（SP）、前列腺素 E2（PGE2）含量为指标进

行镇痛实验；对大鼠滑膜组织进行 HE 染色，观察大鼠滑膜细胞增殖、炎症细胞浸润、血管入侵程度，并以白细胞介素1β（IL-1β）、

肿瘤坏死因子α（TNF-α）、IL-6蛋白与mRNA表达水平为指标进行抗炎实验，对比各组大鼠的抗炎镇痛效果差异。以加醇倍数、提

取时间、提取次数作为正交试验考察因素，以蔓荆子黄素、士的宁和马钱子碱含量为评价指标并计算综合评分，优选出三色散凝胶

贴膏原料药的提取工艺并进行验证实验。结果 与模型组比较，各给药组大鼠的冷痛阈值和热痛阈值（除传统工艺组外）均显著升

高（P＜0.05），疼痛介质 CGRP、COX-2、SP、PGE2含量均显著下降（P＜0.05）；滑膜组织炎症细胞浸润减少、纤维化程度减轻，胶原

沉积减少，可见少量毛细血管增生；滑膜组织中 IL-1β、IL-6、TNF-α 蛋白与 mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05）。与传统工艺组

比较，醇提组大鼠的大部分检测指标显著降低（P＜0.05），而水提组大鼠仅热痛阈值和滑膜组织中 IL-6 mRNA 表达水平显著降低

（P＜0.05）。三色散凝胶贴膏原料药的最佳提取工艺为取适量三色散细粉，加8倍量55% 乙醇，加热回流提取90 min，提取2次；3

次验证实验结果显示，蔓荆子黄素、士的宁与马钱子碱含量平均值分别为0.007%、0.092%、0.214%，RSD均小于5%。结论 优化的

三色散凝胶贴膏原料药提取工艺稳定、可行，有利于提高该制剂药效。
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Optimization of the extraction technology for the raw drugs of Sanse powder gel paste

FENG　Mingqing1， 2，YANG　Nan1， 2，FANG　Yuan1， 2，LIAO　Taiyang1， 2，WANG　Peimin1， 2，LIU　Zixiu1， 2（1. Dept. of 

Orthopedics and Traumatology， the Affiliated Hospital of Nanjing University of Chinese Medicine， Nanjing 

210029， China；2. Dept. of Orthopedics and Traumatology， Jiangsu Provincial Hospital of Chinese Medicine， 

Nanjing 210029， China）

ABSTRACT OBJECTIVE To optimize the extraction technology for the raw drugs of Sanse powder gel paste. METHODS SD 

rats were divided into blank group， model group， traditional technology group， water extraction group and ethanol extraction 

group， with 5 rats in each group. Anterior cruciate ligament transection was used to construct knee osteoarthritis model， and the 

pharmacodynamic effects of different extraction methods on arthritic rats were investigated. Analgesic experiments were conducted 

using cold and hot pain thresholds and pain mediators calcitonin gene-related peptide （CGRP）， cyclooxygenase-2 （COX-2）， 

substance P （SP）， and prostaglandin E2 （PGE2） contents as indicators. HE staining was performed on the synovial membrane of 

rats to observe the degree of synovial cell proliferation， inflammatory infiltration and vascular invasion， and anti-inflammatory 

experiments were conducted using protein and mRNA expressions of interleukin-1β （IL-1β）， tumor necrosis factor-α （TNF-α） and 

IL-6 as indicators. The analgesic and anti-inflammatory effects were compared among those groups. In the orthogonal test， ethanol 

dosage， extraction time and extraction times were used as evaluation factors， and the contents of casticin， strychnine and toxiferine 

were taken as evaluation indicators； comprehensive score was calculated. The validation experiments were carried out after 

optimizing the extraction technology of the raw drugs of Sanse powder gel paste. RESULTS Compared with the model group， the 

cold and heat pain thresholds of drug administration groups 

（except for the traditional technology group） were all 

increased significantly （P＜0.05）， while the contents of pain 

mediators CGRP， COX-2， SP and PGE2 were all decreased 

significantly （P＜0.05）. HE staining showed that inflammatory 

cell infiltration， fibrosis and collagen deposition were 

decreased in the administration groups； a small amount of 
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capillary proliferation could be found； the protein and mRNA expressions of inflammatory factors such as IL-1β， IL-6 and TNF-α 

were decreased significantly in synovial tissue of rats in administration groups （P＜0.05）. Compared with the traditional technology 

group， most indicators of the ethanol extraction group were significantly reduced （P＜0.05）， and only heat pain threshold and 

mRNA expression of IL-6 in rats were decreased significantly in the water extraction group （P＜0.05）. The optimal extraction 

technology of the raw drugs of Sanse powder gel paste included suitable dose of Sanse powder， 8-fold 55% ethanol， heating reflux 

extraction for 90 minutes， extracting twice. The results of 3 times of verification experiments showed that the average contents of 

casticin， strychnine and toxiferine were 0.007%， 0.092%， and 0.214%， respectively； RSD were all less than 5%. 
CONCLUSIONS The optimized extraction technology for the raw drugs of Sanse powder gel paste is stable and feasible， which 

can improve the efficacy of the preparation.

KEYWORDS Sanse powder； gel paste； extraction technology； pharmacokinetics； content determination

膝骨关节炎（knee osteoarthritis，KOA）是涉及到软

骨、软骨下骨、韧带、关节囊、滑膜以及周边肌肉等结构

改变的一种退行性疾病［1］。近年来由于人们生活习惯的

改变，KOA 已成为一种常见的疾病，对患者个人和卫生

保健系统都造成很大的影响［2］。目前，针对 KOA 的主要

治疗手段有口服非甾体抗炎药、对乙酰氨基酚［3］，关节腔

内注射皮质类固醇、玻璃酸钠等［4］。然而非甾体抗炎药

虽然具有一定疗效，但易引起心血管疾病，对乙酰氨基

酚则会引起过敏及胃肠道不良反应；关节腔内注射则易

引起感染，且可能对软骨造成不良影响［5］。

江苏省中医院自主研发改进的“三色散”方可有效

改善膝关节肿胀、疼痛，以及膝关节功能障碍等临床症

状［6］，对软组织急慢性损伤及足跟疼痛也有显著治疗效

果［7］。本课题组在前期研究中使用三色散药材粉碎后的

药粉颗粒制备凝胶贴膏，以综合感官、初黏力、持黏力、

剥离强度为评价指标筛选基质处方，得到传统工艺凝胶

贴膏的最佳配比［8］，然而也发现药粉颗粒作为原料药制

备所得的凝胶贴膏内含杂质较多，手感较为粗糙；但若

只进行粉碎过筛，所得产物中含有大量不含药理活性的

成分，在目前固定投药量的制备方法下有效成分的含量

低于溶剂提取方法，且存在不便于贮存及较难制定质量

评价标准的缺点。故本研究通过比较三色散凝胶贴膏

原料药在不同提取方式下制备所得的凝胶贴膏的抗炎

镇痛药效与方中主要成分的含量，来优化其提取方式。

1　材料

1.1　主要仪器

Alliance 2695e 型高效液相色谱仪购自沃特世科技

（上海）有限公司；7500型实时定量 PCR 仪购自美国 Ap‐

plied Biosystems 公司；35150型冷热板购自意大利 Ugo 

Basile 公司；Enspire 型酶标仪购自珀金埃尔默企业管理

（上海）有限公司；BioPhotometer 型核酸蛋白测试仪购自

德国 Eppendorf 公司；Mini-protein Tetra 型电泳及转膜仪

购自美国 Bio-Rad 公司；LAS4000型超灵敏化学发光成

像系统购自美国 GE 公司；MS105DU 型电子天平购自梅

特勒托利多科技（中国）有限公司。

1.2　主要药品与试剂

三色散（由蔓荆子、紫荆皮、当归、木瓜、丹参、赤芍、

白芷、片姜黄、独活、羌活、天花粉、川牛膝、威灵仙、防

己、防风、马钱子、秦艽、连翘、川芎、甘草按16∶16∶4∶4∶4∶

4∶4∶4∶4∶4∶4∶4∶4∶4∶4∶4∶2∶2∶2∶1的质量比混合而成，

批号 Z04000566）购自江苏省中医院中药房；蔓荆子黄素

对照品（批号 111554-201705，纯度 98.30%）购自中国食

品药品检定研究院；马钱子碱、士的宁对照品（批号分别

为 RP200721、RP190320，纯度分别为 99.58%、98.84%）

均购自成都麦德生科技有限公司；RNA extraction kit（批

号 RN001）购自上海奕杉生物科技有限公司；BCA 蛋白

检测试剂盒、RIPA 强裂解液、5×蛋白上样缓冲液（批号

分别为 P0012、P0013B、P0015）均购自上海碧云天生物

技 术 有 限 公 司；小 鼠 肿 瘤 坏 死 因 子 α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）、白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）、IL-

1β 单 克 隆 抗 体（批 号 分 别 为 sc-52746、sc-57315、sc-

12742）均购自美国 Santa Cruz 公司；小鼠 β-actin 单克隆

抗体（批号 66009-1-Ig）购自武汉三鹰生物科技有限公

司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG（H+L）多克

隆二抗（批号 bs-0296G-HRP）购自北京博奥森生物技术

有限公司；胰酶（批号 BL512A）购自南京顺捷生物科技

有限公司；降钙素基因相关肽（calcitonin gene-related 

peptide，CGRP）、前列腺素 E2（prostaglandin E2，PGE2）、

P 物质（substance P，SP）及环氧合酶 2（cyclooxygenase-

2，COX-2）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（批号分别

为 ml003082、ml00303、ml003119、ml058808）均购自上

海酶联生物科技有限公司。其余试剂均为分析纯。

1.3　动物

SPF 级雄性 SD 大鼠25只，3月龄，体重250～280 g，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，生产许可证

号为 SCXK（京）2021-0011。大鼠饲养于南京中医药大

学实验动物中心。实验经过南京中医药大学实验动物

伦理委员会审批（伦理批号 A211207）。
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2　方法与结果

2.1　筛选三色散凝胶贴膏原料药的提取方式

2.1.1　药物分组及制备

（1）传统工艺组：按相关专利［9］所述方法制备凝胶贴

膏。将乙二胺四乙酸、甘羟铝、聚丙烯酸钠加入甘油中，

在反应釜内搅拌 7 min，作为 A 相；将聚丙烯酸酯、聚丙

烯酸水溶液、薄荷脑、樟脑、防腐剂和 150 g 三色散粉

（过 800目筛）加入纯水中，搅拌 10 min，作为 B 相；将酒

石酸加入纯水中，超声使其充分溶解，作为 C 相；将共计

1 000 g 的 A、B、C 按约 12∶23∶5比例相混合，真空搅拌

15 min，涂布在背衬层，盖上防黏膜，即得15% 载药量的

凝胶贴膏。

（2）水提组：将过 800目筛的三色散粉加水浸泡 0.5 

h 后加入10倍纯水加热回流提取1 h，过滤后取滤渣按相

同条件重复提取1次，过滤后合并2次滤液，减压浓缩后

按传统工艺组方法制备15% 载药量的水提物凝胶贴膏。

（3）醇提组：将过 800目筛的三色散粉加水浸泡 0.5 

h 后加入 10倍 75% 乙醇加热回流提取 1 h，过滤后取滤

渣按相同条件重复提取1次，过滤后合并2次滤液，减压

浓缩后按传统工艺组方法制备 15% 载药量的醇提物凝

胶贴膏。

2.1.2　动物 KOA 模型的建立、分组及给药

取 20只大鼠，采用前交叉韧带横断术建立 KOA 模

型[10]，使用3% 戊巴比妥钠溶液按2 mL/kg 剂量将大鼠麻

醉，脱毛备皮并消毒。切开关节囊，打开关节腔后将髌

骨内外侧脱位，屈曲膝关节显露前交叉韧带，直视下用

手术刀切断，并行抽屉实验确定前交叉韧带是否断裂。

止血、髌骨复位并缝合，连续 3 d 肌注青霉素钠以防

感染。

造模成功后，将大鼠分为模型组、醇提组、传统工艺

组、水提组，每组 5只。另取 5只大鼠，不做任何处理作

为空白组。除了空白组与模型组外，醇提组、传统工艺

组与水提组于大鼠造模成功后 14 d，参照临床组方按

0.08 g/cm2剂量分别给药[11]，每日1次，连续给药28 d。

2.1.3　冷热板致痛实验

给药 28 d 后，将 5 组大鼠分别放于（55±0.5）℃与

（0±3）℃冷热板仪上，以舔后足作为痛反应指标，记录

其疼痛阈值。采用 SPSS 26.0 软件对数据进行统计分

析，使用 Graphpad Prism v8.0.2.263软件绘图。实验数据

以 x±s 表示，多组间比较采用单向或双向方差分析，组

间比较采用 Tukey 检验。检验水准α＝0.05。

热板法和冷板法的大鼠疼痛阈值变化见图1。与空

白组比较，模型组大鼠的冷痛阈值与热痛阈值均显著下

降（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组大鼠的冷痛阈值

和热痛阈值（除传统工艺组外）均显著升高（P＜0.05），

表明三色散凝胶贴膏提取工艺改进后对 KOA 大鼠冷、

热痛具有良好的缓解作用，可提高疼痛耐受能力；与传

统工艺组比较，醇提组与水提组的大鼠热痛阈值均显著

升高（P＜0.05），表明醇提组与水提组提取物制备的凝

胶贴膏对 KOA 大鼠热痛的缓解作用较传统工艺组凝胶

贴膏有改善，而冷痛阈值无显著差异。

2.1.4　大鼠取材

在冷热板致痛实验结束后，使用 3% 戊巴比妥钠溶

液按 2 mL/kg 剂量麻醉大鼠并进行腹主动脉取血，于

4 ℃下按 3 000 r/min 离心 15 min 后，取上层血清，于     

－80 ℃冻存备用。消毒大鼠膝关节后两侧横向下刀，打

开关节腔，取滑膜组织于冻存管，置于液氮中，于－80 ℃

冻存备用。

2.1.5　大鼠血清中疼痛介质 CGRP、COX-2、SP、PGE2

含量的检测

取“2.1.4”项下血清样品，严格按照 ELISA 试剂盒说

明书进行操作检测 CGRP、COX-2、SP、PGE2的含量，于

450 nm 波长处检测 OD 值。统计学方法同“2.1.3”项下。

结果（图2）显示，与空白组比较，模型组大鼠血清中

CGRP、COX-2、SP、PGE2含量均显著升高（P＜0.05）；与

模型组比较，各给药组大鼠血清中 CGRP、COX-2、SP、

PGE2含量均显著下降（P＜0.05）；与传统工艺组比较，

醇 提 组 大 鼠 血 清 中 PGE2、COX-2 含 量 均 显 著 下 降

（P＜0.05）。
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2.1.6　大鼠滑膜细胞增殖、炎症细胞浸润、血管入侵程

度的检测

取“2.1.4”项下滑膜组织，经石蜡包埋、切片、常规

HE 染色后，在显微镜下进行观察和拍摄，对滑膜细胞增

殖、炎症细胞浸润、血管入侵程度等情况进行评价。HE

染色结果（图3）显示，空白组大鼠滑膜细胞排列整齐，几

乎无炎症细胞浸润；与空白组比较，模型组大鼠滑膜细

胞排列紊乱，炎症细胞浸润明显增加，滑膜纤维化加重，

胶原沉积增加，可见较多毛细血管增生；与模型组比较，

各给药组大鼠滑膜组织炎症细胞浸润减少，纤维化程度

减轻，胶原沉积减少，可见少量毛细血管增生；与传统工

艺组比较，醇提组与水提组的大鼠滑膜细胞炎症细胞浸

润、滑膜纤维化及胶原沉积进一步减轻；醇提组相较于

水提组，大鼠滑膜细胞外表无断裂痕迹，且血管增生与

炎症细胞浸润等较少。

2.1.7　大鼠滑膜组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6蛋白表达水

平的检测

取适量滑膜组织匀浆后加入适量的 RIPA 强裂解

液，按照 BCA 法测定蛋白浓度，加入 5×蛋白上样缓冲

液将蛋白煮沸变性，上样电泳，转至 PVDF 膜上；加入含

5% 脱脂奶粉的封闭液，摇床振荡1 h，封闭结束后，洗膜

3次；将膜放入含 IL-1β、TNF-α、IL-6、β-actin 一抗（稀释

比均为 1∶500）的平皿中，4 ℃摇床振荡孵育过夜后取

出，室温振荡30 min，吸弃一抗，洗膜3次；用5% 脱脂奶

粉封闭液稀释二抗（稀释比为 1∶5 000），室温摇床振荡

反应2 h；二抗反应结束后，回收二抗，洗膜3次。滴加适

量 ECL 工作液进行显色曝光。以目标蛋白与内参蛋白

（β-actin）的灰度值比值表示目标蛋白的表达水平。统计

学方法同“2.1.3”项下。

结果（图4）显示，与空白组比较，模型组大鼠滑膜组

织中 IL-1β、TNF-α、IL-6蛋白表达水平均显著增加（P＜

0.05）；与模型组比较，各给药组大鼠滑膜组织中 IL-1β、

TNF-α、IL-6蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）；与传

统工艺组比较，醇提组大鼠滑膜组织中 IL-1β 与 IL-6蛋

白表达水平均显著降低（P＜0.05）；水提组大鼠滑膜组

织中 IL-1β、TNF-α、IL-6蛋白表达水平与传统工艺组比

较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。

2.1.8　大鼠滑膜组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6 mRNA 表达

水平的检测

按照 Trizol 法提取滑膜组织总 RNA，将符合标准浓

度和纯度的 RNA 逆转录为 cDNA。以 cDNA 为模板，

β-actin 为内参，进行 PCR 扩增，采用2－ΔΔCt法以 ABI 7500 

v2.0.5软件计算各目标基因 mRNA 的相对表达量，目标

基因及内参基因序列见表 1。统计学方法同“2.1.3”

项下。

A. 空白组 B. 模型组

C. 醇提组 D. 传统工艺组

E. 水提组

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

100 μm

①：滑膜内衬层厚度；②：滑膜组织下炎症细胞浸润；③：毛细血管

增生。

图3　各组大鼠滑膜组织的HE染色图

IL-1β

TNF-α

IL-6

β-actin

空白组

31 kDa

17 kDa

21 kDa

42 kDa

模型组 醇提组 传统工艺组 水提组

A. 蛋白表达电泳图

2.0

1.5

1.0

0.5

0

蛋
白

相
对

表
达

量

空白组

模型组

醇提组

传统工艺组

水提组

IL-1β                             TNF-α                                IL-6

B. 蛋白表达量柱状图（x±s，n＝5）

a

b b b a

bc
b b

a

bc b b

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与传统工

艺组比较，P＜0.05。

图4　各组大鼠滑膜组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6蛋白表

达情况
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结果（图5）显示，与空白组比较，模型组大鼠滑膜组

织中 IL-1β、TNF-α、IL-6 mRNA 表达水平均显著增加

（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组大鼠滑膜组织中 IL-

1β、TNF- α、IL-6 mRNA 表 达 水 平 均 显 著 降 低（P＜

0.05）；与传统工艺组比较，醇提组大鼠滑膜组织中 IL-

1β、IL-6 mRNA 表达水平均显著降低（P ＜0.05），水提组

大 鼠 滑 膜 组 织 中 IL-6 mRNA 表 达 水 平 显 著 降 低

（P＜0.05）。

2.2　蔓荆子黄素、士的宁和马钱子碱含量测定方法的建立

2.2.1　色谱条件

色谱柱为 Kromasil-5-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm），

以0.1% 磷酸溶液为流动相 A，乙腈为流动相 B 进行梯度

洗 脱（0～15 min，90%A；15～25 min，90%A→55%A；

25～40 min，55%A；40～50 min，55%A→10%A；50～60 

min，10%A；60～61 min，10%A→90%A；61～75 min，

90%A）；流速为1.0 mL/min；检测波长为258 nm；进样体

积为10 μL；柱温为30 ℃。

2.2.2　混合对照品溶液的制备

精密称取士的宁对照品13.6 mg，置于10 mL 容量瓶

中，加甲醇溶解并定容摇匀，得 1.36 mg/mL 士的宁储备

液；精密称取马钱子碱对照品 12.8 mg，置于 20 mL 容量

瓶中，加甲醇溶解并定容摇匀，得 0.64 mg/mL 马钱子碱

储备液；精密称取蔓荆子黄素对照品 12.0 mg，置于 25 

mL 容量瓶中，加甲醇溶解并定容摇匀，得0.48 mg/mL 蔓

荆子黄素储备液。分别精密量取蔓荆子黄素、士的宁、

马钱子碱储备液各 2.5 mL，置于 50 mL 容量瓶中，加甲

醇定容摇匀得混合对照品储备液。精密量取混合对照

品储备液 1 mL，置于 10 mL 容量瓶中，加甲醇定容摇匀

即得混合对照品溶液。

2.2.3　供试品溶液的制备

取三色散凝胶贴膏，除去盖衬，剪成0.5 cm×0.5 cm

小块，称取 12 g，置于圆底烧瓶中，加入氢氧化钠溶液 3 

mL，静置30 min，加入三氯甲烷50 mL，加热回流4 h；过

滤后将滤液转移至 50 mL 容量瓶中，使用三氯甲烷定

容；精密吸取5 mL 上述溶液，转移至10 mL 容量瓶中，加

甲醇定容摇匀，过0.45 μm 微孔滤膜，取滤液，即得。

2.2.4　空白溶剂的制备

量取5 mL 三氯甲烷于10 mL 容量瓶中，用甲醇稀释

定容，即得空白溶剂。

2.2.5　方法学考察

参照 2020年版《中国药典》（四部）通则分析方法验

证指导原则进行方法学考察。取供试品溶液、混合对照

品溶液和空白溶剂，按“2.2.1”项下色谱条件进样检测，

结果显示，空白溶剂对士的宁、马钱子碱、蔓荆子黄素的

检测无干扰，供试品溶液（去蔓荆子）中其他成分对蔓荆

子的检测无干扰，供试品溶液（去马钱子）中其他成分对

士的宁、马钱子碱的检测无干扰（图略）。分别精密吸取

1、2、3、4、6 mL 混合对照品溶液于 20 mL 容量瓶中并定

容，摇匀后以0.45 μm 微孔滤膜滤过，按“2.2.1”项下色谱

条件进样检测，以各对照品的浓度（X）和峰面积（Y）进

行线性回归，计算得到蔓荆子黄素的线性方程为 Y＝

61 712X－1 516.5（相关系数为 0.996 6），士的宁的线性

方程为 Y＝227 306X－7 905.4（相关系数为 0.998 4），马

钱子碱的线性方程为 Y＝192 323X－2 230.4（相关系数

为 0.999 5），结果表明蔓荆子黄素在 0.12～0.72 μg/mL

范围内、士的宁在 0.34～2.04 μg/mL 范围内、马钱子碱

在 0.16～0.96 μg/mL 范围内均有良好的线性关系。蔓

荆子黄素、士的宁、马钱子碱的精密度、重复性、稳定性

（24 h）的 RSD 均小于 15%（n＝6）。蔓荆子黄素、士的

宁、马钱子碱平均加样回收率分别为 91.46%、96.28%、

104.16%，RSD 分别为6.1%、4.4%、3.8%（n＝6）。

2.3　三色散凝胶贴膏原料药提取工艺的优化

2.3.1　正交试验优化筛选

依据前期单因素实验结果，确定使用三色散细粉

（300目）和55% 乙醇进行正交试验。选取加醇倍数（A）、

提取时间（B）、提取次数（C）、空白（D）作为考察因素，以

主要成分蔓荆子黄素（X）、马钱子碱（Y）、士的宁（Z）的含

量作为评价指标，进行 L9（34）正交试验。因素水平见表

2。以综合评分进行统计学分析，综合评分＝蔓荆子黄

素+马钱子碱+士的宁总分的归一化处理值。正交试验

设计与正交试验直观分析见表 3，醇提工艺的影响因素

表1　引物序列

目标基因
β-actin

IL-1β

TNF-α

IL-6

引物序列（5′→3′）

上游：CACTTTCTACAATGAGCTGCG

下游：CTGGATGGCTACGTACATGG

上游：TGCAGGCTTCGAGATGAAC

下游：GGGATTTTGTCGTTGCTTGTC

上游：CTTCTCATTCCTGCTCGTGG

下游：TGATCTGAGTGTGAGGGTCTG

上游：AAGCCAGAGTCATTCAGAGC

下游：GTCCTTAGCCACTCCTTCTG

产物长度/bp

148

149

142

148

15

10

5

0

m
R

N
A

相
对

表
达

量

空白组

模型组

醇提组

传统工艺组

水提组

IL-1β                             TNF-α                                IL-6

a

b b b

a

bc

b
bc

a

bc
b b

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与传统工

艺组比较，P＜0.05。

图5　各组大鼠滑膜组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6 mRNA

表达结果（x±s，n＝5）
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为 C＞B＞A，且 A1＞A2＞A3，B3＞B1＞B2，C2＞C3＞

C1。方差分析表见表4，结果显示，A、B、C 三个因素对结

果并无显著性影响，根据直观分析表与方差分析表的综

合结果，最终选择 A1、B3、C2作为提取的最佳条件，即适

量三色散细粉加8倍量55% 乙醇，加热回流提取90 min，

提取2次。

2.3.2　优化工艺验证

按“2.3.1”项下最佳提取条件提取三色散并制备为

三色散凝胶贴膏，重复3次，测定得到三色散凝胶贴膏中

的蔓荆子黄素、士的宁和马钱子碱含量平均值分别为

0.007%、0.092%、0.214%，RSD 均小于5%，表明优化的三

色散提取工艺稳定、可行。

3　讨论

本课题前期研究建立了三色散凝胶贴膏指纹图谱，

为三色散凝胶贴膏的制剂开发提供了质量标准［12］。杨

楠等［8］使用三色散药材颗粒制备凝胶贴膏，对三色散凝

胶贴膏的辅料进行最佳配比的筛选，得到最佳方案后，

通过药理学实验发现凝胶贴膏抗炎镇痛的活性大于三

色散传统制法，证明了将三色散贴敷改进为凝胶贴膏剂

具有良好的可行性，凝胶贴膏可作为三色散的改进剂型

进行后续研究。由于组方中所含药材较多，对每个药材

的主要成分都进行测定工作量过大且繁琐，因此，本研

究选择君药蔓荆子的主要成分蔓荆子黄素作为组方的

标志性成分，相关研究表明其有调节炎症和氧化应激的

作用[13]，并能抑制活性氧介导的核因子 κB 信号通路减轻

实验性骨关节炎相关的软骨退变[14]；马钱子是方中唯一

的毒性药物，主要成分士的宁与马钱子碱在治疗 KOA

上已有广泛应用[15―16]。上述成分含量同时也是凝胶贴

膏后续毒理学实验质量标准需关注的部分。综上，最终

选择此 3 种成分作为本研究及制剂后续研究的考察

指标。

本实验通过加热回流提取的方式除去三色散药材

颗粒中的杂质，对比水提组、醇提组与传统工艺组大鼠

的镇痛行为学实验结果与疼痛介质 CGRP、COX-2、SP、

PGE2含量结果，确定乙醇提取所制三色散凝胶贴膏的

镇痛效果最佳；对比水提组、醇提组与传统工艺组大鼠

的滑膜细胞增殖、炎症细胞浸润、血管入侵程度与滑膜

组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6蛋白与 mRNA 表达水平检测

结果，确定乙醇提取所制三色散凝胶贴膏抗炎效果最

佳，故选择醇提为最佳提取方式。依据前期单因素实验

结果，确定使用三色散细粉（300目）和 55% 乙醇进行正

交试验，对加醇倍数、提取时间和提取次数进行考察。

正交试验结果显示，3个自变量对试验结果均无显著性

影响，推测主要是由于提取方式对成分含量的影响较

大，而提取条件更多的是为后续质控提供一个稳定的标

准。最后通过正交试验筛选得到三色散提取的最佳工

艺为适量三色散细粉加8倍量55% 乙醇，加热回流提取

90 min，提取2次。

综上所述，本研究优化的三色散原料药提取工艺稳

定、可行，解决了传统工艺药效差、原料药储存麻烦的缺

陷，筛选得到较佳方案并以此制备凝胶贴膏，为后续制

剂的稳定性及安全性评价研究奠定了基础。
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