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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究医院制剂愈肠颗粒的最优提取工艺 。方法 　 以愈肠颗粒中的有效成分小檗碱 、白术内酯 Ⅰ的含量

和浸膏得率为评价指标 ，采用正交试验法优选愈肠颗粒的最佳提取工艺 。结果 　通过正交试验的直观分析 、方差分析及验证

性实验 ，优选出其最佳提取工艺条件为 ：处方量药材加 １０倍量水提取 ；提取 ２次 ，每次 １ h ；提取液的醇沉浓度为 ７０％ 。结论

　该工艺操作简单方便 、稳定可行 ，可用作愈肠颗粒的优化提取方法 。
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Extraction process optimization for Yuchang granules by orthogonal experiment
SHAO Xueqing１ ，２

，TANG Xiaomeng１ ，YANG Meng１ ，BIAN Jun２ ，LIU Jiyong１ （１ ．Department of Pharmacy ，Changhai Hos唱
pital Affiliated to Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China ；２ ．Drug and Equipment Section ，No ．４１１ Hos唱
pital of PLA ，Shanghai ２０００８１ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the extraction process of Yuchang granules ．Methods 　 The extraction process was
optimized by orthogonal experiment based on the content of berberine ，atractylodes lactone Ⅰ and the extraction yield ．Results
　 Through the visual analysis of orthogonal experiment ，the analysis of variance and the verification experiments ，the optimum
extraction process was obtained as follows ：extracting １ h for twice with １０ times water of medicinal herbs and the ７０％ ethanol
depositing concentration ．Conclusion 　 This process is consistent and feasible ．It is a simple and convenient method to extract
Yuchang granules ．
　 　 ［Key words］ 　 pharmacy preparation ；Yuchang granules ；orthogonal experiment ；extraction process

　 　愈肠颗粒为第二军医大学附属长海医院治疗慢

性结肠炎的特色制剂 ，该方系根据慢性结肠炎“脾气

虚弱 ，湿蕴化热 ，气血淤滞”的中医核心病机［１］
，选择

白术 、黄连 、防风 、乌梅等四味中药配伍组方 ，达到健

脾益气 、清热燥湿 、疏肝止泻之功效 。愈肠颗粒在临

床应用 ２０余年 ，治疗效果显著 ，安全性好 ，且价格低

廉 ，深受患者欢迎 。为了对愈肠颗粒进行规范化的

新药开发研究 ，本研究在保留愈肠颗粒原处方水提

醇沉工艺的基础上 ，提取采用正交试验设计法［２］
，以

愈肠颗粒中的有效成分白术内酯 Ⅰ 、小檗碱的含量

及浸膏得率为考察指标 ，对提取时间 、溶媒用量 、醇

沉浓度 、提取次数等因素进行考察［３］
，以优化提取工

艺参数 ，提高愈肠颗粒的提取效率 。

1 　仪器和试剂

　 　 LC唱２０１０AHT 高效液相色谱仪（日本岛津制作

所） ；Μ V唱２２０１紫外分光光度仪（日本岛津制作所） ；

TC唱１５套式恒温器（海宁市新华医疗器械厂） ；旋转

蒸发仪（巩义市英峪予华仪器厂） ；R２０１D 恒温水浴
锅（上海大研仪器有限公司） ；数显式电热恒温水浴

锅（上海跃进医疗器械厂） ；循环水式多用真空泵

SHB唱 Ⅲ A （上海豫康科教仪器设备有限公司 ） ；

１０１A唱２型干燥箱（上海实验仪器总厂） ；AG２８５ 十
万分之一电子分析天平 （瑞士 MettlerToledo 公
司） ；SB１００D超声波清洗器（宁波新芝生物科技股

份有限公司） ；TGL唱１６B台式离心机（上海安亭科学

仪器厂） 。

　 　小檗碱对照品 （纯度 ＞ ９９ ．８％ ，批号 ：１１０７１３唱

２０１２１２ ，中国食品药品检定研究院） ；白术内酯 Ⅰ对
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照品（纯度 ＞ ９９ ．９％ ，批号 ：１１１９７５唱２０１５０１ ，中国食

品药品检定研究院） 。防风（批号 ：２０１６０８１２０７ ，上海

德华国药制品有限公司） ；黄连（批号 ：２０１６０８０９０１ ，

上海 华 鹰 药 业 有 限 公 司 ） ；制 乌 梅 （批 号 ：

２０１６１０３１０４ ，上海德华国药制品有限公司） ；白术（批

号 ：１７０２１３７ ，上海雷允上中药饮片） 。甲醇 、乙腈为

色谱纯（美国 Tedia公司） ；其他试剂均为分析纯 ；水

为双蒸水 。

2 　方法和结果

2 ．1 　提取工艺条件与考察方案
　 　以愈肠颗粒处方药材提取浸膏中白术内酯 Ⅰ 、

小檗碱的含量及浸膏得率作为指标 ，采用 L９ （３
４
）正

交试验设计表 ，考察溶媒用量 、提取时间 、提取次数 、

醇沉浓度等因素［４］
，优选出最佳的提取工艺 。因素

水平见表 １ 。

表 1 　正交试验因素水平表

水平
A 因素
（溶媒用
量 ，倍）

B因素
（提取时间 ，

t／h）
C 因素
（提取次
数 ，次）

D 因素
（醇沉浓
度 ，％ ）

１ _６  １ 行．０ １ 邋６０ 骀
２ _８  １ 行．５ ２ 邋７０ 骀
３ _１０  ２ 行．０ ３ 邋８０

2 ．2 　浸膏得率的测定
　 　按处方量平行称取 ９份处方药材 ，每份 ３６０ g ，
根据正交试验设计安排表（表 ２）进行试验 。提取液

经水提醇沉处理 ，滤液回收乙醇 ，得到相对密度为

１ ∶ （１ ．２５ ～ １ ．３０）（５０ ～ ６０ ℃ ）的稠膏 ，再把稠膏置

于烘箱中干燥至恒重 ，干燥温度为 ６０ ℃ ，得到提取

物干浸膏 。 按公式 ［干浸膏得率 ＝ （W１ ／W ） ×

１００％ ］计算干浸膏得率［５］
。其中 ，W１是提取液的干

浸膏质量 ；W是每份药材的质量 。

2 ．3 　浸膏中白术内酯 Ⅰ 、小檗碱的含量测定

2 ．3 ．1 　色谱条件
　 　 白术内酯 Ⅰ 色谱柱 ：Hypersil BDS C１８ 柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；流动相 ：乙腈唱０ ．３％ 三

乙胺溶液 （用磷酸调至 pH ＝ ３）（７５ ∶ ２５ ） ；流速 ：

１ ．０ ml／min ；柱温 ：２５ ℃ ；检测波长 ：２６５ nm ；进样

量 ：２０ μl［６］ 。
　 　小檗碱色谱柱 ：Hypersil BDS C１８柱（４ ．６ mm ×

２５０ mm ，５ μm） ；流动相 ：乙腈唱０ ．３％ 三乙胺溶液（用

磷酸调至 pH ＝ ３）（４０ ∶ ６０） ；流速 ：１ ．０ ml／min ；柱
温 ：２５ ℃ ；检测波长 ：２６５ nm ；进样量 ：２０ μl［７］ 。
2 ．3 ．2 　对照品溶液的制备

　 　精密称取白术内酯 Ⅰ对照品和小檗碱对照品各

５ ．０ mg ，均用甲醇稀释定容至 ５０ ml ，得到白术内酯
Ⅰ （１００ μg／ml ）和小檗碱 （１００ μg／ml ）对照品储
备液 。

2 ．3 ．3 　供试品溶液的制备
　 　 ①白术内酯 Ⅰ ：精密量取制备的浸膏 ４ ml置于
１０ ml容量瓶中 ，加入甲醇 ４ ml ，超声提取 ３０ min ，
加甲醇定容至刻度 ，摇匀 ，３ ５００ r／min离心 １０ min ，
用 ０ ．４５ μm 微孔滤膜滤过 ，即得 。 ② 小檗碱 ：精密

量取制备的浸膏 ０ ．２ ml置于 ２０ ml容量瓶中 ，加入

甲醇 １２ ml ，超声提取 ３０ min ，加甲醇定容至刻度 ，

摇匀 。移取 １ ml置 １０ ml容量瓶中 ，加甲醇定容至

刻度 ，摇匀 ，用 ０ ．４５ μm 微孔滤膜滤过 ，即得 。

2 ．3 ．4 　标准曲线与线性范围
　 　 取对照品储备液 ，制得系列浓度均为 ０ ．０２ 、

０畅０５ 、０ ．１ 、１ ．０ 、５ ．０ 、１０ ．０ 、２０ ．０ 、５０ ．０ 、１００ ．０ μg ／ml
的白术内酯 Ⅰ和小檗碱对照品溶液 。分别精密吸取

２０ μl 上述对照品溶液注入高效液相色谱仪 ，按

“２ ．３ ．１”项下色谱条件测定 ，并以浓度对峰面积积分

值进行线性回归 ，得线性方程 Y白术内酯 Ⅰ ＝ ９３ ３９２ X
＋ １０ ６２３（r ＝ ０ ．９９９ ９ ，n ＝ ９） 。 Y小檗碱 ＝ ９２ １９８ X －

８ ４４０ ．６（ r ＝ ０ ．９９９ ９ ，n ＝ ９） 。 结果表明白术内酯

Ⅰ 、小檗碱均在 ０ ．０２ ～ １００ μg ／ml浓度范围内线性
关系良好 。

2 ．3 ．5 　精密度试验
　 　按色谱条件用低 、中 、高 ３种浓度（白术内酯 Ⅰ 、

小檗碱浓度均为 １ ．０ 、１０ 、５０ μg／ml）的对照品溶液
进行测定 ，每种溶液在同 １ d内测定 ６次 ，并连续测

定 ３ d ，记录峰面积 ，计算得白术内酯 Ⅰ 低 、中 、高浓

度的日内 RSD 分别为 ０ ．７０％ 、０ ．７６％ 和 １ ．７０％

（n＝ ６） ，日间 RSD分别为 ０ ．６３％ 、１ ．１４％ 和 １ ．４３％

（n＝ ６） ；盐酸小檗碱低 、中 、高浓度的日内 RSD分别
为 ０ ．４２％ 、０ ．７１％ 和 １ ．７５％ （n＝ ６） ，日间 RSD分别
为 ０ ．６２％ 、１ ．０９％ 和 １ ．４６％ （n＝ ６） 。

2 ．3 ．6 　稳定性试验
　 　取同一批样品溶液 ，按色谱条件分别于 ２ 、４ 、６ 、

８ 、１０ h 测定其峰面积 ，算得白术内酯 Ⅰ 的 RSD 为
２ ．８６％ ，小檗碱的 RSD 为 １ ．４７％ 。 表明处理后的

样品溶液在 １０ h内稳定 。

2 ．3 ．7 　重复性试验
　 　 取浓度为 １０ μg／ml 的白术内酯 Ⅰ 和浓度为

１０ μg／ml的小檗碱对照品溶液 ，按色谱条件连续进

样 ６次 ，记录峰面积 ，并计算 RSD 值 。白术内酯 Ⅰ

的 RSD值为 ２ ．８０％ ，小檗碱的 RSD 值为 １ ．４０％ ，

表明该方法的重复性良好 。
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2 ．3 ．8 　加样回收率试验
　 　 ①白术内酯 Ⅰ ：精密量取 １ ml白术内酯样品溶
液 ３份于 ５ ml EP 管中 ，并分别加入浓度为 １ 、５ 、

１０ μg／ml的白术内酯 Ⅰ 的对照品溶液 １ ml ，配成
低 、中 、高 ３种不同浓度的加样待测样品溶液 。 ②小

檗碱 ：精密量取 １ ml 小檗碱样品溶液 ３ 份于 ５ ml
EP管中 ，分别加入浓度为 ５ 、１０ 、２０ μg／ml的小檗碱
对照品溶液 １ ml ，配成低 、中 、高 ３种不同浓度的加

样待测样品溶液 。按色谱条件进样测定 ，分别计算

白术内酯 Ⅰ和小檗碱的加样回收率 。结果见表 ２ 。

表 2 　加样回收率的测定结果（n＝ ３）

成分 浓度
样品
含量

（m／μg）
加入对
照品量
（ m／μg）

测定量
（m／μg）

加样回
收率
（％ ）

RSD
（％ ）

白术内酯 Ⅰ 低 ０ {．０３１ ５ ０ 邋．０１０ ０ -．０４１ ９８ 灋．７７ ０ 乙．１８

中 ０ {．０３１ ５ ０ 邋．０５０ ０ -．０８１ ９８ 灋．９５ ２ 乙．８６

高 ０ {．０３１ ５ ０ 邋．１００ ０ -．１３３ １０１ 灋．１１ ０ 乙．１９

小檗碱 低 ０ {．１３６ ０ ０ 邋．０５０ ０ -．１８８ １０４ 灋．６６ １ 乙．９５

中 ０ {．１３６ ０ ０ 邋．１００ ０ -．２３８ １０２ 灋．２８ １ 乙．４８

高 ０ {．１３６ ０ ０ 邋．２００ ０ -．３２７ ９５ 灋．４１ ０ 乙．６９

2 ．3 ．9 　样品含量测定
　 　取正交试验各组的供试品溶液 ，按色谱条件分

别测定 ，记录峰面积 ，计算各供试品溶液中白术内酯

Ⅰ和小檗碱的浓度 。

2 ．4 　正交试验分析
　 　依据所得的白术内酯 Ⅰ和小檗碱的浸膏得率和

含量 ，按公式［综合评分 ＝ （白术内酯 Ⅰ 含量／最高

白术内酯 Ⅰ 含量） × ４０％ ＋ （小檗碱含量／最高小

檗碱含量） × ４０％ ＋ （浸膏得膏率／最高浸膏得膏

率） × ２０％ ］ ，计算综合评分［８］
。使用正交设计软件

助手 Ⅱ v３ ．１ ，结果见表 ３ 。

　 　由表 ３可以得出 ，各因素对综合评分的影响依

次是 C ＞ A ＞ D ＞ B ，优化的提取工艺是 A３B１ C３D２ 。

由表 ４方差分析可知 ，各考察因素对综合评分无显

著影响（P＞ ０ ．０５） 。考虑到节约资源 、提高效率 、减

少成本 ，确定最优提取工艺是 A３B１ C２ D２ ，即采用药

材质量 １０倍量的水 ，提取 ２次 ，每次 １ h ，醇沉浓度
为 ７０％ 。

2 ．5 　验证试验
　 　按上述正交试验处方量称取药材 ３份 ，按照确

表 3 　正交试验分析表

试验号 因素 A 因素 B 因素 C 因素 D 小檗碱含量
（mg ／g）

白术内
酯 Ⅰ 含量
（μg ／g）

浸膏得率
（％ ）

综合评分

１ 　１ 崓１ y１ e１ Q１７ =．９２４ ３ 悙．４１４ ２７  ．６０ ０ ^．５７１

２ 　１ 崓２ y２ e２ Q２３ =．３３５ ３ 悙．６０４ ３４  ．６５ ０ ^．６９１

３ 　１ 崓３ y３ e３ Q２５ =．７０８ ４ 悙．８３２ ３０  ．４５ ０ ^．７６９

４ 　２ 崓１ y２ e３ Q２１ =．４０５ ５ 悙．４６２ ３５  ．０５ ０ ^．７６８

５ 　２ 崓２ y３ e１ Q２０ =．５１８ ５ 悙．２６６ ３２  ．０５ ０ ^．７３０

６ 　２ 崓３ y１ e２ Q１８ =．７７３ ４ 悙．０８６ ３２  ．９５ ０ ^．６４７

７ 　３ 崓１ y３ e２ Q２９ =．３２８ ７ 悙．３２６ ３７  ．７５ ０ ^．９９２

８ 　３ 崓２ y１ e３ Q２６ =．３７６ ４ 悙．９２０ ３１  ．１５ ０ ^．７８７

９ 　３ 崓３ y２ e１ Q２３ =．６６５ ３ 悙．０９９ ３９  ．３５ ０ ^．６９２

K１ ０ ;．６７７ ０ '．７７７ ０  ．６６８ ０ �．６６４ T ＝ ∑
n

i ＝ １

x i 　 　 CT ＝
T２ 膊
nK２ ０ ;．７１５ ０ '．７３６ ０  ．７１７ ０ �．７７７

K３ ０ ;．８２４ ０ '．７０３ ０  ．８３０ ０ �．７７５ S ＝
１ ＃
３

（K１
２ ＋ K２

２ ＋ K３
２ ） － CT

R ０ ;．１４７ ０ '．０７４ ０  ．１６２ ０ �．１１３

表 4 　方差分析表

因素
偏差
平方和

自由度 F比 F临界值 P值

A ０ 行．０３５ ２ 技１ 圹．２８４ ４ `．４６ ＞ ０ �．０５

B ０ 行．００８ ２ 技０ 圹．２９４ ４ `．４６ ＞ ０ �．０５

C ０ 行．０４１ ２ 技１ 圹．５０５ ４ `．４６ ＞ ０ �．０５

D ０ 行．０２５ ２ 技０ 圹．９１７ ４ `．４６ ＞ ０ �．０５

误差 ０ 行．１１０ ８ 技

定的最优提取工艺 A３ B１ C２ D２进行验证试验 ，即加

入处方药材 １０倍量的水 ，提取 ２次 ，每次 １ h ，提取
液合并浓缩 ，加乙醇 ，醇沉浓度为 ７０％ ，４ ℃醇沉 ２４

h ，过滤 ，滤液回收乙醇 ，得浸膏 ，倒入干燥蒸发皿

中 ，再于烘箱（６０ ℃ ）中干燥 ，直至恒重 ，得干浸膏 。

按照“２ ．３”项下测定浸膏中白术内酯 Ⅰ 、小檗碱的含

量 ，结果见表 ５ 。从验证试验结果分析 ，该提取工艺

的提取效率相对较高 ，利于节省成本 。
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表 5 　验证试验结果

试验号
小檗碱含量
（mg ／g）

白术内
酯 Ⅰ 含量
（μg ／g）

干浸膏得率
（％ ）

１ 湝２４ _．３３０ ４ 破．９３ ４０ B．３０

２ 湝２３ _．７４６ ４ 破．８２ ３９ B．７０

３ 湝２４ _．２２９ ４ 破．８０ ３９ B．２０

RSD （％ ） １ _．２９０ １ 破．３７ １ B．３９

3 　讨论

　 　为了保持愈肠颗粒的临床疗效和适应医院制剂

规模化生产的要求 ，本研究保留了原水提醇沉工艺

对处方进行提取 ，但对提取时间 、醇沉浓度 、溶媒用

量 、提取次数等因素进行考察 ，以优化愈肠颗粒的提

取工艺参数 ，提高提取效率 。

　 　由正交试验结果直观分析 ，得出的提取工艺为

A３B１C３D２ ，即用处方药材量 ８ 倍量的水提取 ３ 次 ，

提取时间为每次 １ h ，醇沉浓度为 ７０％ 。 由方差分

析可知 ，各考察因素对综合评分无显著影响 （P ＞

０畅０５） ，考虑到节约资源 、提高效率 、减少成本 ，确定

最优提取工艺是 A３B１ C２D２ ，即用药材质量 １０倍的

水 ，提取 ２次 ，每次 １ h ，醇沉浓度为 ７０％ 。验证试

验结果表明 ，优化的提取工艺提取效率较高 。

　 　愈肠颗粒原质量控制标准采用的是薄层色谱法

定性鉴别 ，无定量质控标准 。方中以白术为君药 ，以

健脾益气 、除湿止泻 ，缓解本病脾气虚弱的根本病

机 ；伍用具有清热燥湿 、厚肠止利的黄连为臣药 ，以

清化肠中湿热 ，消除致使本病牵延难愈的主要病理

因素 ；伍用防风为佐药 ，一取其性味辛香 ，辛能散肝

郁 ，香能醒脾胃 ，二取其升散之性 ，使脾气升而浊阴

降 ，三取其“风能胜湿” ，具有燥湿止泄之功 。乌梅味

酸 、涩 ，性平 ，入肝 、脾 、肺 、大肠经 。为清凉收涩之

品 ，具有抗菌 、抗过敏 ，止泄止痢之效 ，用为使药 ，也

具有增强免疫的功能 。诸药合用 ，共奏健脾益气 、清

热燥湿 、疏肝止泻之功 。因此 ，本研究建立愈肠颗粒

中白术内酯 Ⅰ 、小檗碱等有效成分的 HPLC 含量测
定方法 ，把白术内酯 Ⅰ 、小檗碱含量作为考察指标 ；

考虑到颗粒剂的剂型特点 ，把浸膏得率也设为考察

指标 ，设定各指标的权重系数 。由于 ３ 个指标数值

相差大 ，单位也不同 ，需要换算成相同单位 ，所以采

用综合评分方式考察 。
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