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成的。按星点设计表安排试验后，对试验结果借助计算机统

计软件SPSS、SAS、Statistic等进行多元回归和非线性估计，以

建立拟合度好、相关性高的回归模型，并结合效应面法描

绘三维效应面或二因素的等高线图，从中获得最佳工艺参

数范围[7-8]。

星点设计-效应面法能反映出连续自变量的改变对考察指

标的影响，精确度更高，现已广泛用于药学研究领域。曲面的

变化趋势反映了自变量对考察指标的影响程度，曲面越陡峭

影响越显著，反之越平滑影响越小。本试验的自变量均为连

续变量，可选择星点设计-效应面法设计试验，对于非连续变量

可分别考察。

对多糖质量的测定多以 d-无水葡萄糖为对照品，采用苯

酚-硫酸法或蒽酮-硫酸法等。苯酚易氧化，且毒性较大[9]，故本

试验采用蒽酮-硫酸法测定。测定波长文献报道不一，黄精

多糖的含量测定，有文献报道采用蒽酮-硫酸法，测定波长为

625 nm[10]；2010年版《中国药典》中，黄精饮片中多糖的测定

波长为 582 nm[6]。本方为复方，成分之间的相互影响导致其最

大吸收波长发生变化，故在测定样品的吸光度之前要进行全

波长扫描以确定最大吸收波长。本试验以d-无水葡萄糖作为

对照品，与水提样品溶液均采用蒽酮-硫酸法处理，在 400～

700 nm波长范围内扫描，最终确定最大吸收波长为582 nm。
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摘 要 目的：优选正骨洗剂中丹皮酚的提取工艺条件。方法：以丹皮酚含量为评价指标，加水量、煎煮时间、煎煮次数为考察因

素，通过正交试验对正骨洗剂中丹皮酚的提取工艺进行优选。结果：优选的最佳工艺条件为加12倍的水煎煮提取2次，每次2 h。

结论：优选的提取工艺稳定可行、操作方便，为正骨洗剂的制备提供了试验依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of Paeonol in Bonesetting lotion. METHODS：The extraction

technology of Paeonol in Bonesetting lotion was optimized by orthogonal test with paeonol content as the index，using the amount

of added water，decocting time and decocting times as factors. RESULTS：The optimal extraction technology was as follows：

12-fold water，decocting for 2 times，2h every time. CONCLUSIONS：The optimal extraction technology is feasible and easy in op-

eration，and can provide reference for the preparation of Bonesetting lotion.
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正骨洗剂是桂林医学院附属医院骨外科集多年临床经验

的中药验方，由牡丹皮、红花、川芎、防风等11味中药提取精制

而成，用于治疗跌打损伤、风湿骨痛等症。二十多年的临床应

用效果证实，该洗剂具有舒筋活络、消肿止痛、活血祛瘀的功

效，用于各种原因造成的跌打扭伤、骨折、关节肿痛、脱臼、软

组织损伤、瘀血等效果良好；并对风湿骨痛具有较好的防治效

果，尤其对劳力过度所致的痹症，能缓解各种疲劳、肌肉酸痛、

痉挛，四肢麻木，且应用过程中无明显副作用。由于正骨洗剂

为中药煎煮而成，原药液在临床应用时才煎煮，使用极为不

便，既不利于及时控制伤情、病情，也不便于携带、存放。为了

克服以上缺点，本课题组对本洗剂进行深入研究，开发成制

剂。为了进一步控制本品质量并确保其临床疗效，笔者对其

制备工艺进行了研究。根据本方传统用法为水煎煮外用，结

合方中药材所含的活性成分多为水溶性物质，并参考相关文

献[1-6]，采用水提精制的工艺路线，并对水提工艺参数进行了优

化研究，以处方中所含主要有效成分之一的丹皮酚含量作为

评价指标，并与实际生产相结合，优选出最佳提取工艺条件。

1 材料

1.1 仪器

AEL2-200型电子天平、LC-20AT型高效液相色谱仪（日本

岛津公司）；威玛龙通用多媒体色谱数据工作站（北京北方威

玛龙科技有限公司）。

1.2 药材

牡丹皮、红花、川芎、防风等 11味药材均购于桂林三山医

药公司，经笔者鉴定为真品。

1.3 试剂

丹皮酚对照品（中国食品药品检定研究院，批号：110708-

200506）；试验所用试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 丹皮酚的含量测定[7-9]

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Shim-pack VP-ODS（150 mm ×4.6

mm，5 μm）；流动相：甲醇-水（60 ∶ 40，V/V）；检测波长：274 nm；

柱温：室温；进样量：10 μl。理论板数按丹皮酚峰计算，应不低

于2 000。

2.1.2 对照品溶液的制备 精密称取丹皮酚对照品适量，加

80％甲醇溶液制备成每1 ml含20 μg的丹皮酚对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 精密量取正骨洗剂10 ml，置50 ml

量瓶中，加甲醇适量，超声处理（功率：250 W，频率：33 kHz）

15 min，放冷，加甲醇定容，摇匀，取上清液，滤过，取续滤液，

即得。

2.1.4 阴性干扰试验 取缺牡丹皮的阴性对照样品适量，按

“2.1.3”项下制备方法制备阴性对照品溶液，按“2.1.1”项下色

谱条件进样测定。结果，阴性对照品在丹皮酚出峰位置无吸

收峰，表明处方中其他成分无干扰。

2.1.5 标准曲线的制备 精密称取丹皮酚对照品10.70 mg，置

250 ml量瓶中，加 80％甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对

照品贮备溶液。精密量取1、2、3、5、10 ml对照品贮备溶液，分

别置10 ml量瓶中，加80％甲醇定容，摇匀，分别作为对照品溶

液（质量浓度分别为4.28、8.56、12.84、21.40、42.80 mg/ml）。按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定。以丹皮酚对照品进样量（x，

mg）为横坐标，峰面积积分值为纵坐标（y），进行线性回归，得

回归方程为 y＝4148 720x－6 013.25（r＝0.999 9）。结果表明，

丹皮酚对照品进样量在0.043～0.428 mg范围内与其峰面积积

分值呈良好线性关系。

2.1.6 精密度试验 取“2.1.2”项下对照品溶液适量，按

“2.1.1”项下色谱条件进样连续测定 6次。结果，峰面积的

RSD＝0.67％（n＝6），表明本方法精密度良好。

2.1.7 重复性试验 取“2.1.3”项下供试品溶液适量，按

“2.1.1”项下色谱条件进样连续测定6次。结果，丹皮酚平均质

量浓度为 10.46 μg/ml，RSD＝0.61％（n＝6），表明本方法重复

性良好。

2.1.8 稳定性试验 于 0、1、2、4、6、8、12 h 分别精密吸取

“2.1.3”项下供试品溶液 10 μl，按“2.1.1”项下色谱条件进样测

定。结果，峰面积的RSD＝0.92％（n＝7），表明在 12 h内供试

品溶液稳定。

2.1.9 加样回收率试验 精密称取丹皮酚对照品 5.36 mg，置

100 ml量瓶中，加甲醇定容，摇匀，作为回收对照品溶液（质量

浓度为 53.6 mg/ml）。精密量取已知丹皮酚质量浓度为 10.46

mg/100 ml的供试品5 ml，置50 ml量瓶中，平行取样6份，分别

精密加入 5 ml水和 10 ml上述回收对照品溶液，加甲醇适量，

超声处理（功率：250 W，频率：33 kHz）15 min，放冷，加甲醇定

容，摇匀，取上清液，滤过，取续滤液，进样测定，计算回收率。

结果，平均加样回收率为 99.22％，RSD＝0.70％（n＝6），表明

本方法符合定量分析的要求。

2.2 正交试验设计

2.2.1 因素与水平 选用L9（34）正交试验表设计，选取加水量

（A）、煎煮时间（B）和煎煮次数（C）作为考察因素，以提取液中

丹皮酚含量（mg/100 ml）为考察指标，每个因素选定不同的水

平进行试验。因素与水平见表1。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，倍

8

10

12

B，h

1

2

3

C，次
1

2

3

2.2.2 正交试验结果 取同批次药材，适度粗碎，按处方比例

准确称取9份，每份为2倍处方量，在平行操作条件下，按不同

工艺条件组合进行提取，提取液合并，滤过，浓缩，加入适量水

定溶至 2 000 ml，搅拌均匀，静置 24 h，滤过，滤液作为供试品

溶液，进样测定丹皮酚含量。正交试验结果见表2。

2.2.3 方差分析结果 根据均方的大小可知，因素的主次关

系是 A＞C＞B，其中 A 和 C 因素具有显著性，最佳条件为
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A3B2C2。方差分析结果见表3。

表2 正交试验结果

Tab 2 Results of orthogonal test

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

K1
2

K2
2

K3
3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

26.10

31.18

38.98

681.21

972.19

1 519.44

28.06

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

29.99

35.66

30.61

899.40

1 271.64

936.97

6.45

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

28.72

36.43

31.11

824.84

1 327.14

967.83

10.38

D

1

2

3

3

2

1

2

1

3

31.13

32.60

32.53

969.08

1 062.76

1 058.20

0.46

丹皮酚含量，mg/100 ml

6.56

11.51

8.03

11.29

10.94

8.95

12.14

13.21

13.63

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

方差来源
A

B

C

误差

离差平方和
28.06

6.45

10.38

0.46

自由度
2

2

2

2

均方
14.03

3.22

5.19

0.23

F

61.21

14.07

22.65

1.00

P

＜0.05

＞0.05

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00

note：F0.05（2，2）＝19.00

2.3 验证试验

取同批次药材，按 10倍处方比例称取各味药材，共 3份，

按上述优选的水煎煮提取最佳方案进行提取，滤过，浓缩，加

入适量水定容至10 000 ml，搅拌均匀，静置24 h，滤过，滤液作

为供试品溶液，测定丹皮酚含量。结果，3份提取液中丹皮酚

的质量浓度分别为 11.95、12.48、11.71 mg/100 ml，表明按优选

得到的提取工艺条件进行提取，其丹皮酚含量稳定在较优水

平，说明优选得到的提取工艺条件合理、可行，因此确定正骨

洗剂提取工艺的最佳条件为加12倍水煎煮提取2次，每次2 h。

3 讨论

正交试验及验证试验的结果表明，正骨洗剂的最佳提取

工艺为A3B2C2，即加12倍水煎煮提取2次，每次2 h。

提取液浓缩至相对密度约为 1.01（70 ℃）时，药液体积超

过处方体积总量，药液浓度低；浓缩至相对密度为1.08（70 ℃）

时，药液体积已远少于处方药液体积，且药液受热时间较长；

浓缩至相对密度为1.03～1.05（70 ℃）时，药液体积接近理论所

需体积，且节约能源，生产效率较高，能较好地控制药液受热

时间，故选择将药液浓缩至相对密度为 1.03～1.05（70 ℃），再

稀释至理论值。

本研究中，丹皮酚含量并不是考量的唯一标准[10]，还要综

合考虑到实际生产中的效益问题和保证药物稳定性等。
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国家卫生计生委副主任崔丽前往民主党派中央交流提案建议工作

本刊讯 2014年 5－6月，国家卫生计生委副主任崔丽率

队分别前往农工党中央、致公党中央和九三学社中央，与全国

人大常委会副委员长、农工党中央主席陈竺，致公党中央副主

席蒋作君，全国政协副秘书长、九三学社中央常务副主席邵

鸿，全国政协常委、九三学社中央副主席赖明等就卫生计生提

案建议工作进行座谈。

崔丽副主任首先感谢各民主党派中央长期以来对卫生计

生工作的重视和支持，提出了很多高质量的提案，对卫生计生

事业发展发挥了重要作用。崔丽副主任介绍了2014年国家卫

生计生委建议提案办理工作情况，报告了 2014年卫生计生重

点工作。崔丽副主任强调，希望与三个党派在多方面加强合

作：一是推动卫生立法，深化医药卫生体制改革；二是促进我

国社区卫生服务发展；三是加强医政医管工作，提高医疗服务

质量；四是大力发展社会办医，培育现代医疗服务业；五是大

力发展养老服务业，应对人口老龄化；六是完善分级诊疗制度

等。

三个党派的领导同志表示，希望继续加强与国家卫生计

生委的合作，积极发挥自身优势，做好参政议政工作。今后，

将致力于进一步推进医药卫生体制改革，围绕卫生立法、深化

基层医疗卫生机构综合改革、加快公立医院改革、鼓励社会办

医、促进人口长期均衡发展等方面开展调查研究并积极建言

献策。
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