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正交试验优选扶阳软坚清脉方的提取工艺
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摘要　目的：优化软坚清脉方的最佳提取工艺。方法：以奇壬醇、肉桂酸及得膏率为指标，采用正交试验，利用多指标综合评价
的方法及对权重系数的设置，优选最佳提取工艺。结果：处方药材最佳提取工艺为加８倍量的水，浸泡０５ｈ，提取３次，２ｈ／
次。结论：该提取工艺科学、稳定、可行。
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　　扶阳软坚清脉方应用奚九一教授“因痰致瘀”观
点的经验方［１］，由制附子、肉桂、莶草、垂盆草、干姜

等９味药物组成，主治肢体动脉硬化闭塞，是益气温
阳、健脾化饮的代表方。肢体动脉硬化闭塞症（ＡＳＯ）
是一种肢体慢性或急性缺血的疾病［２］。随着社会老龄

化，我国ＡＳＯ患者在逐年增加，其死亡率和病残率均
较高，位居周围血管病的首位［３］。本方以附子、肉桂回

阳救逆［４］为君药，以昆布、莶草祛风软坚为臣药，以

垂盆草、煅牡蛎、蒲黄化痰祛瘀为佐药，以干姜、炙甘草

温中调和为使药，临床用于治疗多种心血管疾病，对肢

体动脉硬化闭塞症有显著疗效，能有效改善肢体动脉

硬化闭塞症的临床缺血症状和体征，有改善肢体动脉

供血的作用［５］。本实验根据每味药君臣佐使的药效关

系和主要药效成分，以奇壬醇、肉桂酸含量［６］及干膏得

率为考察指标，通过正交试验优选提取工艺，为制剂规

范化加工提供技术参数。

１　仪器与材料
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪；电子分析
天平（ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＰＡ２２５Ｄ）；旋转蒸发仪（ＢＵＣＨＩＢ４９）；

Ｌ－１２００４２超声清洗仪（１００ｗ，５０Ｈｚ，江苏昆山力波超
声设备有限公司）。

１２　试药　奇壬醇对照品：购于中国药品生物制品检
定所（批号：１１１７２６－２００６０１）；肉桂酸对照品：购于中
国药品生物制品检定所（批号：１１０７８６－２００５０３）；制附
子、肉桂、莶草、垂盆草、干姜、炙甘草、生蒲黄、昆布、

煅牡蛎购于上海康桥中药饮片有限公司（经鉴定符合

《中华人民共和国药典》２０１０年版规定）。
１３　试剂　ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）：大连依利特分析仪器有限司；甲醇为色谱纯，国
药集团化学试剂有限公司（批号：４００６４２９２）；乙腈为色
谱纯：上海豪申化学试剂有限公司（批号：４００６４１９３）；
磷酸为色谱纯：上海豪申化学试剂有限公司（批号：

２０１００３１５）；水为纯化水；其他试剂均为分析纯。
２　方法与结果
２１　奇壬醇和肉桂酸含量测定
２１１　对照品溶液的制备　分别取奇壬醇和肉桂酸
对照品适量，精密称定，加７０％甲醇溶液制成１ｍＬ含
２２６８μｇ和１６４８μｇ的对照品溶液，即得。

·５９·世界中医药　２０１４年１月第９卷第１期



２１２　供试品溶液的制备　按处方比例称取药材，根
据正交试验表提取得水提液９组，均浓缩至２００ｍＬ以
下，定容与２５０ｍＬ的容量瓶中，分别精密移取２０ｍＬ
放入真空干燥箱中，７０℃干燥至恒重，各移取所得浸
膏粉于 ５０ｍＬ容量瓶中，加 ７０％甲醇稀释，超声 ３０
ｍｉｎ，放冷，加７０％甲醇至刻度，摇匀，用０４５μｍ微孔
滤膜滤过，取续滤液，即得。

２１３　阴性对照溶液的制备　按处方比例除去莶
草和肉桂称取药材，再按“２１２”供试品溶液制备的方
法分别制得不含莶草和肉桂的阴性对照溶液。

２１４　色谱条件与系统适用性试验　根据 ２０１０版
《中华人民共和国药典》及有关文献文献［７－１０］确定奇

壬醇和肉桂酸含量测定的色谱条件：色谱柱为 Ｋｒｏｍａ
ｓｉｌＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相分别
为乙腈∶甲醇∶水（２３∶１８∶５９）和乙腈∶０１％磷酸
（３５∶６５）；流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２１５ｎｍ和
２８５ｎｍ；柱温：２５℃；理论板数按奇壬醇和肉桂酸分别
不得低于５０００和３０００。
２１５　专属性试验　分别精密吸取奇壬醇和肉桂酸
的对照品溶液、供试品溶液和阴性对照品溶液，进样量

分别为２０μＬ和１０μＬ，两者在上述色谱条件下，峰型
良好，阴性样品无干扰，见图１至图６。

图１　奇壬醇对照品的ＨＰＬＣ色谱图

图２　供试品溶液ＨＰＬＣ色谱图

图３　阴性样品的ＨＰＬＣ色谱图

２２　线性关系的考察　分别精密吸取奇壬醇和肉桂
酸的对照品溶液０５、１０、１５、２０、３０ｍＬ于１０ｍＬ
的容量瓶中，加７０％的甲醇定容，摇匀，分别得到浓度

梯度为１１３４～６８０４μｇ／ｍＬ和１６４－９８９μｇ／ｍＬ的
对照品溶液。按照上述色谱条件进行测定，分别以对

照品的浓度为横坐标（Ｘ），以各自峰面积积分值为纵
坐标（Ｙ），绘制标准曲线，拟合方程为：Ｙ＝１６３１２Ｘ－
６６８９，ｒ＝０９９９８和 Ｙ＝７２４７０Ｘ，ｒ＝０９９９８，在
１１３４ｍｇ／ｍＬ－６８０４μｇ／ｍＬ和 １６５μＬ／ｍＬ－９８９
μＬ／ｍＬ的范围内与峰面积呈良好线性关系。

图４　肉桂酸对照品的ＨＰＬＣ色谱图

图５　供试品的ＨＰＬＣ色谱图

图６　阴性样品的ＨＰＬＣ色谱图

２３　精密度试验　分别精密吸取同一浓度奇壬醇和
肉桂酸对照品溶液，按照上述色谱条件分别连续重复

进样６次，测定各自峰面积，结果该方法测得６次峰面
积的相对标准偏差（ＲｅｌａｔｉｖｅＳｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）
分别为：ＲＳＤ＝０１７％和０８６％，表明奇壬醇和肉桂酸
的含测方法精密度良好。

２４　重复性试验　取同一批号处方量药材 ６份，按
“２１２”供试品溶液制备方法制备，按上述色谱条件进
样，测定各自峰面积，ＲＳＤ分别为：１８３％和０３０％，表
明含测方法重复性良好。

２５　稳定性试验　取处方量取药材，按“２１２”供试
品溶液方法制备，精密吸取该供试品溶液，分别在０、
４、８、１０、１２、２４ｈ内不同的时间点进样，按上述色谱条
件测定峰面积，结果该方法测得供试品中奇壬醇和肉

桂酸峰面积 ＲＳＤ分别为：１４３％和０３６％，表明供试
品溶液中的奇壬醇和肉桂酸在２４ｈ内稳定。
２６　加样回收率试验　精密称定 ３个不同比例
（８０％、１００％、１２０％）已知含量的样品９份，分别加入
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一定量的奇壬醇和肉桂酸对照品溶液，按加样回收试

验计算回收率，结果平均加样回收率分别为：９８１０％
和９８４７％，ＲＳＤ分别为：０９３％和 １０１％，说明本方
法具有良好的准确度，见表１和表２。

表１　奇壬醇回收率试验结果

已知量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

／％
平均回收率

／％
ＲＳＤ
／％

００８６６ ０１１３４ ０１９８３ ９８００
００８６６ ０１１３４ ０１９７６ ９７９０
００８６６ ０１１３４ ０２００５ １００３０
０１１６０ ０１１３４ ０２２７２ ９８００
０１１６０ ０１１３４ ０２２６７ ９７５０ ９８１０ ０９３
０１１６０ ０１１３４ ０２２６８ ９７７０
０１４６４ ０１１３４ ０２５７２ ９７７０
０１４６４ ０１１３４ ０２５７０ ９７５０
０１４６４ ０１１３４ ０２５７２ ９７６０

表２　肉桂酸回收率试验结果

已知量

／ｍｇ
加入量

／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

／％
平均回收率

／％
ＲＳＤ
／％

００１０７ ００１６５ ００２６１ ９８９０
００１０７ ００１６５ ００２７１ ９９７５
００１０７ ００１６５ ００２７２ １００００
００１４２ ００１６５ ００３０３ ９７８８
００１４２ ００１６５ ００３０３ ９７４５ ９８４７ １０１
００１４２ ００１６５ ００３０２ ９６９４
００１９９ ００１６５ ００３６１ ９８３３
００１９９ ００１６５ ００３６１ ９８５９
００１９９ ００１６５ ００３６１ ９８３４

２７　供试品中奇壬醇和肉桂酸的含量测定　取
“２１２”项下供试品溶液，按上述色谱条件进样，测定
其峰面积，并按标准曲线计算奇壬醇和肉桂酸的含量。

２８　得膏率的测定　取按 Ｌ９（３
４）正交试验表提取所

得水提液，浓缩至２００ｍＬ以下，定容与２５０ｍＬ的容量
瓶中，精密移取２０ｍＬ于干燥至恒重的蒸发皿中，放入
７０℃的真空干燥箱干燥至恒重，取出置干燥器中，冷
却３０ｍｉｎ后，精密称定，再在上述温度干燥１ｈ，冷却，
称定质量，至连续２次称质量的差异不超过 ３ｍｇ为
止，计算干膏得率。

２９　提取工艺研究
２９１　因素水平的确设定和正交试验结果　本方长
期用于治疗肢体动脉硬化闭塞，效果良好，临床用水煎

服，因此本实验提取溶剂为水。根据附子和煅牡蛎用

法［１１］，并参考相关文献［１２－１５］取日处方量制附子、煅牡

蛎加１０倍量水先煎２ｈ，收集煎液，残渣与处方量肉
桂、莶草、垂盆草、干姜等药材合并，以奇壬醇、肉桂

酸的含量及得膏率为综合评价指标，按 Ｌ９（３
４）正交试

验表进行试验，考察加水量（Ａ）、提取时间（Ｂ）、浸泡

时间（Ｃ）、提取次数（Ｄ）对提取结果的影响，优选的最
佳工艺，因素水平见表３。在根据王晖等对多指标综
合评价方法研究及权重系数如何选择和确立［１６］的基

础上，结合自身试验的特点和考察指标间的关系，合

理、科学地设置各指标的权重系数分别为，肉桂酸∶奇
壬醇∶得膏率（０４∶０３∶０３）（综合评分 ＝奇壬醇的含
量×０３＋肉桂酸的含量 ×０４＋得膏率 ×０３），结果
见表４。

表３　因素水平表

因素／水平 １ ２ ３

Ａ加水量／倍 ８ １０ １２
Ｂ提取时间／ｈ １５ ２０ ２５
Ｃ浸泡时间／ｍｉｎ ０ ３０ ６０
Ｄ提取次数／次 １ ２ ３

表４　正交试验设计与结果

试验

编号

Ａ加水
倍数

Ｂ提取
时间

Ｃ浸泡
时间

Ｄ提取
次数

肉桂酸

的含量

／（ｍｇ／ｇ）

奇壬醇

的含量

／（ｍｇ／ｇ）

得膏率

／％
综合

评分

１ １ １ １ １ ０７２２ ０９２１ ９８３４３００７
２ １ ２ ２ ２ ０９２４ １２７９ １７３１５２６８
３ １ ３ ３ ３ ０５２７ ０８０９ ２２８５６９００
４ ２ １ ２ ３ ０６２０ １２６１ ２０３７６１７４
５ ２ ２ ３ １ ０５６０ １２３６ １１９７３７２０
６ ２ ３ １ ２ ０７１８ １５３７ １４３５４３６０
７ ３ １ ３ ２ ０５７２ １１２８ １９８４６００９
８ ３ ２ １ ３ ０７２７ １６３５ ２３７５７２０３
９ ３ ３ ２ １ １０８４ １６３７ １３９５４２７７
Ｋ１ ５０５８ ５０６３ ４８５７ ３６６８
Ｋ２ ４７５１ ５３９７ ５２４０ ５２１２
Ｋ３ ５８３０ ５，１７９ ５５４３ ６４６２
Ｒ １０７９ ０３３４ ０６８６ ２７９４

２９２　正交试验结果的方差分析　对以上正交数据
进行方差分析，直观分析结果表明，影响水提工艺程度

的四个因素的次序为：Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ，最佳提取工艺为：
Ｄ３Ａ３Ｃ３Ｂ２。方差分析结果表明，Ｄ因素对水提工艺有
显著的影响，Ａ、Ｂ、Ｃ因素无显著性差异，但综合考虑
到节约成本、方便生产等各方面原因，扶阳软坚清脉方

的最佳提取工艺为：Ｄ３Ａ１Ｃ２Ｂ２，即加８倍的水，浸泡半
个小时，提取３次，每次提取２ｈ，结果见表５。

表５　方差分析结果表

误差来源 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

偏差平方和 １７９１ ０１７６ ０７０８ １４４８６
ｆ ２ ２ ２ ２
均值 ０８９５ ００８８ ０３５４ ４２３
Ｆ值 １０１７ １００ ７２４３ ８２３１
显著性 ＞００５ ＞００５ ＞００５ ＜００５

　　注：Ｆ００１＝９９，Ｆ００５＝１９。
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２９３　验证试验　为考察上述优选提取工艺的稳定
性，按该工艺条件进行重复性试验（ｎ＝３），分别测定
奇壬醇、肉桂酸的含量和得膏率。试验结果表明，该工

艺合理可行，重现性较好，试验结果见表６。

表６　验证试验

编号 １ ２ ３

肉桂酸的含量／（ｍｇ／ｇ） ０９４５ ０８４９ ０８２４
奇壬醇的含量／（ｍｇ／ｇ） １５３８ １６８７ １５４７

得膏率／％ １８６８ ２０７４ １９５４
ＲＳＤ／％ １２０

３　讨论
软坚清脉方处方中药味较多，并且所含药味活性

成分比较复杂，试验以多个有效成分和指标进行考察，

优选最出佳提取工艺，确保了新药的临床疗效。本试

验用多指标进行正交试验工艺优选时，首先要解决指

标结果间是否矛盾和两个指标成分含量和得膏率之间

量纲不一致的问题，为此，采用多指标综合评分法，设

置各个指标结果的权重系数，综合评分后再进行统计

分析，这样优选出的工艺条件更加合理。从肉桂中可

分离出肉桂醛和肉桂酸等药效成分，但由于肉桂醛在

提取过程中极易转化成肉桂酸，很不稳定，而肉桂酸稳

定可控，为此本试验选用肉桂酸做指标药效检测成分。

在检测奇壬醇的过程中，试验曾选用过的流动相还有

乙腈∶水（２５∶７５），乙腈∶甲醇∶水（１８∶１８∶６４），乙腈∶甲
醇∶水（２０∶１８∶６２）结果均不太理想，峰得不到较好的分
离，且拖尾比较严重，采用本试验方法成分分离效果

好，结果准确，灵敏度较高。
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