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过度的疲劳会损害机体的肌肉系统、心血管系统、神经系
统、内分泌系统等多个系统，导致人体食欲降低、体质量下降、

肌肉软弱、精神萎靡或出现过敏、睡眠障碍等症状。目前，临
床上抗疲劳药物的研究多从抗缺血、抗缺氧方面入手，西药主
要有钙通道阻滞剂、自由基清除剂和中枢系统抑制剂，这些药
物虽然效果明显，但过强的作用或者长期的缺氧应激会给机
体带来严重危害，最终可导致心、脑等重要脏器由于循环障碍
能量供应不足而受损。近年来，人们对中药有效成分和药理
作用进行了广泛的研究，发现许多单味中药及其提取物具有明
显的抗疲劳作用，且作用效果持久、稳定、毒副作用小[1-2]。枳苓
六妙口服液是我院多年使用的临床验方，由枳实、柴胡、茯苓、

白术、干姜等 6味中药组成，在临床上用于治疗各种疾病或免
疫力低下等引发的疲劳，如胸痛胸闷、少气懒言、四肢困倦、周
身乏力、入睡困难、失眠多梦等，效果显著。在此处方中，枳实为
君药，黄酮类成分为枳实的主要活性成分[3-4]。因此，本研究从活
性组分和临床用量的角度出发，对柚皮苷提取率进行分析，为
枳苓六妙口服液的进一步研究提供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

AB135-S型双量程电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）；

LC-2010C HT型高效液相色谱仪、UV-2401PC型紫外-可见分

光光度计（日本岛津公司）；AS10200ADT型超声波清洗器（天
津奥特赛恩斯仪器有限公司）；SHB-3型循环水多用真空泵
（郑州杜甫仪器厂）；DZTW型调温电热套（北京市永光明医疗
仪器厂）。

1.2 试剂

柚皮苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110704-200420）；甲 醇（郑 州 派 尼 化 学 试 剂 厂 ，批 号 ：

20120703，）；乙腈（天津市德恩化学试剂有限公司，批号：

20121107）。

1.3 药材

所有药材均购自安徽井泉集团中药饮片有限公司，经解
放军第155中心医院药械科石磊主任药师鉴定均符合2010年
版《中国药典》（一部）规定。

2 方法与结果
2.1 柚皮苷含量和提取率的测定

2.1.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Thermo-C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-水（20 ∶ 80，V/V）；检测波长：

283 nm；流速：1.0 ml/min；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。在此色
谱条件下，理论板数按柚皮苷色谱峰计算应不低于3 000；供试
品与对照品在相同保留时间下有相同的色谱峰出现，且阴性
对照无干扰。色谱见图1。

2.1.2 对照品溶液的制备 精密称取柚皮苷对照品 2.18 mg，

置 5 ml棕色量瓶中，加甲醇制得每 1 ml含 0.436 mg柚皮苷的
贮备液。精密吸取此贮备液 1 ml，加甲醇稀释至 10 ml，制成
0.043 mg/ml的对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 精密量取枳苓六妙口服液5 ml，置
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100 ml棕色量瓶中，加入甲醇适量，超声（功率：800 W，频率：

40 kHz）提取 15 min，放至室温，甲醇定容，摇匀，取上清液 5

ml，置250 ml棕色量瓶中，甲醇定容，取上清液1 ml至10 ml棕
色量瓶中，甲醇定容，摇匀，用 0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤
液，即得。

2.1.4 阴性对照溶液的制备 精密量取除枳实外的处方药材
适量，按“2.1.3”项下方法制备阴性对照溶液，即得。

2.1.5 标准曲线的制备 分别精密吸取0.017 mg/ml的对照品
溶液1、3、5、7、9、11、13 μl，按上述色谱条件进样测定。以柚皮
苷峰面积积分值为横坐标（x），柚皮苷进样量为纵坐标（y），进行线
性回归，得回归方程为y＝4.943 3×10－7x+4.102 1（r＝0.999 8）。

结果表明，柚皮苷进样量在 0.017～0.221 μg范围内与峰面积
积分值呈良好线性关系。

2.1.6 柚皮苷提取率的测定 取“2.1.3”项下供试品溶液适
量，按上述色谱条件测定柚皮苷质量，并按下式计算提取率：

提取率＝供试品中柚皮苷质量/药材中柚皮苷质量×100％。

2.2 药材最大吸水量试验
取单个处方量的药材（即 64 g），加入 1 000 ml 水浸泡 24

h，使其充分吸水溶胀，过滤溶液至药材不再滴水为止，称此时
药材质量，按下式计算最大吸水量：最大吸水量＝吸水后药材
质量－干燥药材质量。

2.3 混合均匀试验结合响应面法优选提取工艺
2.3.1 试验设计 根据预试验和笔者经验，选择对提取工艺
影响较显著的加水量（X1）、煎煮次数（X2）、提取时间（X3）为考
察因素。称取处方量药材适量，水浸泡 30 min后按照试验安
排进行提取，并按“2.1”项下方法测定柚皮苷提取率。因素与
水平见表1。

表1 因素与水平
Tab 1 Factors and levels
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2.3.2 混合均匀试验设计及响应面分析结果 由于各因素水

平数不相同，故采用混合均匀试验设计结合响应面法。经过

DPS7.05数据处理软件对均匀试验设计进行中心化偏差分析

（CD＝0.363 4），采用优化后的混合均匀设计表进行提取工艺

分析（CD＝0.178 6），优化过程主要是降低各因素水平间的相

关 性 ，以 降 低 数 据 分 析 误 差 [5-6]。 数 据 采 用 DPS7.05 和

SPSS18.0软件进行统计、分析，建立数据模型，优化参数，并绘

制三维效应面图和二维等高线图。混合均匀试验结果见表2；

数据模型因素的相关性分析见表3；三维效应面图见图2；二维

等高线图见图3。

表2 混合均匀试验结果

Tab 2 Results of mixed homogeneous design
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柚皮苷提取率，％
观测值（Y）

62.45

75.00

51.78

66.86

82.35

79.23

预测值
62.06

75.19

51.93

67.08

82.61

78.80

拟合误差
0.39

－0.19

－0.16

－0.22

－0.25

0.43

表3 数据模型因素的相关性分析

Tab 3 Relationship analysis of data model factors

相关因素
r（Y，X3）＝

r（Y，X1X2）＝

r（Y，X1X3）＝

r（Y，X2X3）＝

偏相关系数
0.987 7

0.998 6

-0.970 8

-0.983 2

检验值
6.307 6

18.646 2

4.048 2

5.384 7

P

0.024 2

0.002 9

0.055 9

0.032 8

采用 DPS7.05数据处理系统对试验数据进行高阶拟合。

采用二项式拟合时，数据的相关系数显示模型为线性关系，故

采用带交互作用的线性逐步回归进行拟合分析，数据模型拟合结

果为Y＝386.775 7+192.630 7X3+15.952 5X1X2－5.069 0X1X3－

34.854 7X2X3（r＝0.999 6），说明方程线性较好，可以用于数据

模型的拟合；P＝0.042＜0.05，说明方程具有统计学意义，可用

于数据模型的预测分析。

由表 3、图 2、图 3可知，各因素对评价指标的影响程度为

X1X2＞X3＞X2X3＞X1X3，提取时间和各因素间的交互作用对指

标有显著性影响（P＜0.05）。通过对拟合方程求极值可得出，

当X1＝18、X2＝3、X3＝1时，方程有最大值，此时由方程预测出

提取率最大值为 90.77％。结合实际生产条件，笔者选择提取

工艺为药材加18倍量水，提取3次，每次1 h。

2.4 工艺验证试验

取处方量药材，共 3份，每份各加 18倍量水浸泡 30 min

后，按上述优选工艺提取，并测定柚皮苷质量浓度和提取率。

结果，柚皮苷质量浓度分别为7.15、7.22、7.14 mg/ml，平均质量

浓度为 7.17 mg/ml；柚皮苷提取率分别为 88.39％、87.86％、

89.64％，平均提取率为88.63％。柚皮苷提取率均高于混合均

匀试验最高值，表明所选工艺合理、可行。

3 讨论
采用紫外-可见分光光度计对柚皮苷对照品溶液、供试品

溶液与阴性对照溶液在 200～400 nm 范围内进行光谱扫描。

结果显示，柚皮苷对照品在283 nm波长处有最大吸收，且阴性

对照无干扰，供试品在此波长处吸收明显，故确定检测波长为

283 nm。
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笔者曾分别采用超声提取法和索氏回流提取法提取样

品。结果，两种方法下柚皮苷含量没有显著性差异，结合实际

情况，本试验采用超声提取法处理样品。

流动相采用甲醇-水梯度洗脱时，柚皮苷的系统适用性考

察不理想，改为乙腈-水后，色谱参数得到较好的改善，故采用

乙腈-水（20 ∶80，V/V）作为流动相。

按照 2010年版《中国药典》（一部）枳实药材项下规定，辛

弗林为含量测定指标。但是，本处方已在临床上用于治疗疲

劳相关疾病多年，疗效确切。且枳实为方中君药，前期试验表

明，供试品中柚皮苷的含量远远大于橙皮苷，而黄酮类成分具

有体外抗氧化及与抗疲劳相关的药理作用[7]，因此本试验采用

柚皮苷作为控制枳苓六妙口服液质量标准的指标成分。

本试验采用混合均匀设计结合效应面法对各影响因素及

其交互作用进行考察[8]，发现提取时间对柚皮苷的提取有显著

性影响；加水量和提取次数的交互作用明显，而其主效应没有

显著性差异。结合实际生产工艺条件，最终选择加 18倍量水

提取3次，每次1 h，以此作为枳苓六妙口服液中药材最佳提取

工艺条件。
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图2 三维效应面图

A.加水量与提取次数对柚皮苷提取率的影响；B.提取时间与加水量对

柚皮苷提取率的影响

Fig 2 Three-dimensional response surface

A. effects of amount of water and extraction times on the extraction rate

of naringin；B. effects of amount of water and the extraction time on ex-

traction rate of naringin

柚
皮

苷
提

取
率

，％

3.2
3.0
2.8
2.6
2.4
2.2
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8

提
取

次
数

，次

0 1 2 3 4 5 6 7
加水量，倍

A
3.2

3.0

2.8

2.6

2.4

2.2

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8
提

取
时

间
，h

0 1 2 3 4 5 6 7
加水量，倍

B
图3 二维等高线图

A.加水量与提取次数对柚皮苷提取率的影响；B.提取时间与加水量对

柚皮苷提取率的影响

Fig 3 Two-dimensional contour map
A. effects of amount of water and extraction times on the extraction

rate of naringin；B. effects of amount of water and extraction time on the

extraction rate of naringin
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