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摘要　目的：优选复方石斛最佳提取工艺。方法：以粗多糖、总黄酮、石斛碱的含量及干膏率为指标，采用正交试验法，利
用多指标综合评价的方法及对权重系数的设置，优先最佳提取工艺。结果：复方石斛最佳提取工艺：１０倍量的７０％乙醇
和水各回流１２０ｍｉｎ。结论：该优化工艺客观可行，稳定可靠，可为复方石斛的工业生产提供实验依据。
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　　复方石斛是本课题组正在研发的治疗高血脂的
中药新药，其能有效调节大鼠血脂代谢水平，且能提

高机体的抗氧化能力和改善肝组织脂肪变性，具有

良好的发展前景。故本实验以粗多糖、总黄酮、石斛

碱和得膏率为指标，选择乙醇浓度、提取时间及溶剂

用量为考察因素，通过正交设计试验优选复方石斛

的提取工艺，为该制剂工业生产提供实验依据。

１　材料
１１　受试药物　金钗石斛购于贵州省赤水市信天
中药产业开发有限公司，山楂、决明子等药材均购自

四川新荷花中药饮片股份有限公司，经遵义医学院

药剂教研室王森副教授鉴定均符合《中国药典》２０１０
年版相关要求；Ｄ无水葡萄糖对照品：上海君创生物
科技有限公司，批号：７４４３Ｃ；石斛碱对照品：中国食
品药品检定研究院，批号：１１１８７６２０１１０２；芦丁对照
品：国药集团化学试剂公司，批号：Ｆ２０１１０４０６；甲醇
为色谱纯，其余试剂为分析纯。

１２　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ型气相色谱仪：安捷伦科
技有限公司；ＴＵ１９０１双光束紫外可见光分光光度
计：北京普系统用仪器有限责任有限公司；ＴＤＬ８０
２Ｂ型低速台式离心机：上海安亭科学仪器厂；

ＭＥ２０４Ｅ电子天平：梅特勒托利多仪器上海有限公
司。

２　方法
２１　粗多糖含量测定
２１１　葡萄糖对照品溶液的制备　精密称取 Ｄ无
水葡萄糖对照品１５ｍｇ，加水定容至１００ｍＬ。
２１２　供试品溶液的制备　按处方量称取药材２０
ｇ提取，精密量取提取液３ｍＬ，加无水乙醇１５ｍＬ摇
匀，４℃放置１２ｈ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀用
２０ｍＬ无水乙醇洗涤、离心，沉淀物加水定容至 ５０
ｍＬ容量瓶中，过０４５μｍ滤膜，待测。
２１３　测定方法　在１０ｍＬ的具塞比色管中加入
４００μＬ的葡萄糖对照品溶液，并用蒸馏水补至８００
μＬ，加入８００μＬ的５％苯酚溶液，再加入２ｍＬ的浓
硫酸，混匀，室温放置５ｍｉｎ，沸水中煮１５ｍｉｎ，取出，
置冰浴中冷却５ｍｉｎ，同法以蒸馏水为空白对照，于
４００～７００ｎｍ波长范围内扫描得到紫外吸收光谱。
在最大吸收波长４９０ｎｍ处测定吸光度为Ａ。
２１４　标准曲线的绘制　精密移取葡萄糖对照品
溶液 １６０，２４０，３２０，４００，４８０，５６０，６４０μＬ，按照
“２１３”项下方法测定吸光度值，并根据 Ａ和浓度
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（ｃ：ｍｇ／ｍＬ）绘制标准曲线，线性回归方程 Ａ＝
２９２２９ｃ０００３，相关系数 ｒ＝０９９９５，线性范围
００３０～０１３５ｍｇ／ｍＬ。
２２　总黄酮含量测定
２２１　芦丁对照品溶液的配制　精密称取芦丁对
照品１０ｍｇ，用无水乙醇定容至５０ｍＬ量瓶中。
２２２　供试品溶液的制备　取“２１２”中的上清液
及洗涤液用无水乙醇定容至５０ｍＬ量瓶中，过０４５
μｍ滤膜，待测。
２２３　测定方法　在１０ｍＬ的具塞比色管中加入
１０ｍＬ芦丁对照品溶液，并用蒸馏水补至２４ｍＬ，
加入５％亚硝酸钠溶液０４ｍＬ，混匀，放置６ｍｉｎ，再
移取１０％硝酸铝溶液０４ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ，再
取氢氧化钠试液４ｍＬ，再加水至刻度线，摇匀，放置
１５ｍｉｎ，同法以蒸馏水为空白对照，于４００～７００ｎｍ
波长范围内扫描得到紫外吸收光谱。在最大吸收波

长５１０ｎｍ处测定吸光度为Ａ。
２２４　标准曲线的绘制　精密移取芦丁对照品溶
液０４，０６，０８，１０，１２，１４ｍＬ，按照“２２３”项
下方法测定吸光度值，并根据 Ａ和浓度（ｃ：ｍｇ／ｍＬ）
绘制标准曲线，线性回归方程为 Ａ＝３１２９１ｃ＋
００４６４，相关系数 ｒ＝０９９９７，线性范围 ００５８９～
０２０６３ｍｇ／ｍＬ。
２３　石斛碱含量测定
２３１　石斛碱对照品溶液的配制　精密称取石斛
碱对照品５ｍｇ，用无水甲醇定容至５０ｍＬ量瓶中。
２３２　供试品溶液的制备　精密量取提取液４ｍＬ
于２５ｍＬ量瓶中，加入００５％甲酸的甲醇溶液适量，
超声３０ｍｉｎ后，放冷，用００５％甲酸的甲醇溶液定
容，混匀，过０４５ｕｍ滤膜，待测。
２３３　阴性溶液的制备　称取处方量缺金钗石斛
的其他药材提取，按“２３２”项下方法制备阴性溶
液。

２３４　色谱条件与系统适应性实验　ＨＰ５毛细管
柱（５％甲基苯硅氧烷为固定相，柱长为３０ｍ，内径
为０３２ｍｍ，膜厚度为０２５μｍ），程序升温：初始温
度为８０℃，以１０℃／ｍｉｎ的速率升温至２５０℃，保持
５ｍｉｎ；进样口温度为２５０℃，检测器温度为２５０℃；
氢气：３０ｍＬ／ｍｉｎ，空气：４００ｍＬ／ｍｉｎ，尾吹：２５ｍＬ／
ｍｉｎ；进样方式：直接进样。按此色谱条件对供试品
溶液进行测定，石斛碱色谱峰分离良好，见图１～３。
２３５　标准曲线的绘制　精密移取石斛碱对照品
溶液０５，１，１５，２，２５，３ｍＬ，用甲醇定容与１０ｍＬ
容量瓶中，过滤后分别进样１μＬ，测峰面积。以石

斛碱的浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲

线，得出回归方程 Ｙ＝２２９８Ｘ５５２８，ｒ＝０９９９５，线
性范围０００５～００３０ｍｇ／ｍＬ。

图１　供试品溶液的气相色谱图

图２　石斛碱对照品的气相色谱图

图３　不含金钗石斛的阴性溶液的气相色谱图

２４　浸膏得率的测定［１］　精密量取样品液２５ｍＬ
至恒重的蒸发皿中，水浴蒸干后在１０５℃干燥箱中
干燥５ｈ，于干燥器内冷却至室温，待恒重时精密称
定，计算总固体得率。

２５　提取工艺研究
２５１　因素水平的确设定和正交试验结果　通过
查找文献［２５］及前期研究中的单因素试验结果，确定

了该复方采用先醇提后水提，并筛选出各因素中的

三个水平进行正交设计，选取醇浓度（Ａ）、提取时间
（Ｂ）、溶剂用量（Ｃ）为考察因素，以粗多糖、总黄酮、
石斛碱和干膏率的综合评分为指标，综合评分 ＝粗
多糖×２５＋总黄酮 ×３５＋石斛碱 ×２＋干膏率 ×
２。按照处方比例精密称取５味药材，共９份，每份
２０ｇ，选择Ｌ９（３

４）正交表进行试验，并按上述方法检

测各指标，结果见表１，方差分析见表２。
由直观分析可知，各因素对粗多糖、总黄酮、石

斛碱含量及干膏率的影响顺序为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ；以极值
最小的Ｄ因素为误差项进行方差分析，表明 Ａ和 Ｂ
因素对提取工艺具有显著性影响，Ｃ因素则无显著
性影响，结合生产成本考虑，确定最佳工艺组合为

１０倍量的７０％醇和水各回流１２０ｍｉｎ。
２５２　验证实验　按优选的提取工艺进行３次重
复试验，结果粗多糖、总黄酮、石斛碱及干膏率的平

均值分别为 ２０５０ｍｇ／ｇ、３４０３ｍｇ／ｇ、５５１７ｇ／ｇ、
３１５％，ＲＳＤ分别为３３９％、１７０％、２３９％、１２％，
表明该工艺稳定可行。
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表１　复方石斛提取工艺的实验安排与直观分析结果

ＮＯ
Ａ
（％）

Ｂ
（ｍｉｎ）

Ｃ
（倍）

Ｄ
（空白）

粗多糖含量

（ｍｇ／ｇ）
总黄酮含量

（ｍｇ／ｇ）
石斛碱

（ｇ／ｇ）
得膏率

（％）
综合评分

１ ５０ ６０ １０ １ ３０５８ ４５１５ ３３３５ ２０７７ ３８５８
２ ５０ ９０ １３ ２ ２９１６ ４２３１ ３２５６ ２９６２ ３８７７
３ ５０ １２０ １６ ３ ５１５０ ４９３２ ７１４１ ３４７１ ６０２８
４ ７０ ６０ １３ ３ ３３９９ ５２０４ ５９２７ ３１６０ ５５３７
５ ７０ ９０ １６ １ ３１５０ ６０３８ ３３９８ ３２６０ ６７９３
６ ７０ １２０ １０ ２ ４２２１ ６２３２ ９６９６ ３３２８ ７７０８
７ ９０ ６０ １６ ２ ３１１４ ４７００ ６０５０ ４１０３ ５５６４
８ ９０ ９０ １０ ３ ３５４１ ４８３８ ６１１０ ２５８５ ５３４７
９ ９０ １２０ １３ １ ３８７３ ５０９５ ６２９０ ３１２３ ５６４６
Ｋ１ ４５８８ ４９８６ ５６３８ ５４３２
Ｋ２ ６６７９ ５３３９ ５０２０ ５７１６
Ｋ３ ５５１９ ６４６１ ６１２８ ５６３７
Ｒ ２０９２ １４７４ １１０８ ２８４

表２　正交设计方差分析

方差来源 离均差平方和 ｆ Ｆ值 显著性Ｐ

Ａ ６５８８８ ２ ５１１１ ＜００５
Ｂ ３５５６２ ２ ２７５８ ＜００５
Ｃ １８５０７ ２ １４３６ ＞００５

Ｄ（误差） １２８９ ２

　　注：Ｆ００５（２，２）＝１９。

３　讨论
在复方石斛中山楂和银杏叶为君药，其黄酮类

化合物可通过不同通道，不同位点阻止脂质沉积，到

达防治高血脂症状［６９］，故综合评分时其权重系数为

３５；考虑该复方后续将研制成颗粒剂，而金钗石斛、
丹参等中的多糖不仅具有降血脂和护肝作用，还能

起到较味功能［１０１１］，故权重系数为２５；金钗石斛是
珍稀名贵中药材，为便于控制其在制剂中的含量，防

止在生产过程中，贵重药材不投料或少投料的现象

发生［１２］，选取其石斛碱作为检测指标之一，且权重

系数为２；干膏率的大小与服用量的密切相关，因而
权重系数为２。此外，考虑以粗多糖、总黄酮、石斛
碱的含量为指标，同时兼顾到其均有较成熟、稳定的

定量方法［１３１４］。

中药提取是生产过程中的关键环节。本文的工

艺路线设计充分考虑到处方中各位药材的主要成

分，其即包含脂溶性成分又含有水溶性成分，故采用

醇提完再水提，使其有效成分得到有效保留，充分发

挥药效作用。预实验中对该复方还进行了单因素研

究，其中也包括对提取次数的研究，以乙醇和水为溶

媒进行分别提取为一次，共提取三次，得出当提取次

数增加时，其粗多糖、总黄酮、石斛碱的含量基本不

变，因而正交试验中不考虑提取次数这一因素。中

药药味较多，其中所含的活性成分复杂，采用多个有

效的指标考察其提取工艺，能够更合理、科学地考察

提取工艺。本文以总黄酮、粗多糖、石斛碱及干膏率

为评价指标，通过其权重的差异进行综合评分优选

提取工艺，并进行方差分析，结果显示优选的提取工

艺重复性好，可操作性强，该工艺适合工业大生产。
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（上接第１４６页）
　　表３、表５可以看出，醋白芍、炙甘草的药效组
分与复方药效组分总量变化规律趋势一致。表４、
表６可以看出，４种药效组分之间的比例也发生改
变，因此，配伍改变了药效组分在复方中的存在状

态。配伍后，醋白芍药效组分或炙甘草药效组分的

含量明显增加（Ｐ＜００５），原因可能为：甘草中的甘
草酸等药效组分与醋白芍中的芍药苷等药效组分相

互作用，增加了药效组分的溶解性，甘草经过炮制后

化学成分发生变化，增溶效果更明显。

以上研究可以得出结论：配伍使中药中多种药

效组分之间发生物理、化学作用，影响或改变了药效

组分的物理、化学性质，进而改变了药效组分的溶

出，最终改变了药效组分在复方汤剂中存在状态，从

而形成了具有不同疗效的复方。中药治疗作用的关

键在于药效组分，包括药效组分的组成及各药效组

分之间的比例。药效组分的组成不同，疗效也不同；

药效组分的组成相同，但比例不同，疗效也不一样。

不同组成的药效组分或不同比例的药效组分分别代

表不同的中药，具有不同的临床疗效，其根源在于药

效组分的不同，药效组分是中药治疗的根本，应加以

区分，临床用药应遵循中医传统理论，根据病情转变

调整用药比例。因此，对中药药效组分的研究与探

讨是解析中药配伍机制的关键。
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