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  [摘要]  目的: 优选皮肤辐射防护膏药材中醇溶性成分的提取工艺。方法:设计 L9 ( 34 )正交试验,采用 HPLC测定大叶茜

草素的含量作为质控指标,考察乙醇用量( A) 、乙醇浓度( B)、提取时间( C)、和提取次数 ( D) 4个因素对皮肤辐射防护膏药材

中醇溶性成分提取的影响,优化提取工艺。结果: 最佳提取条件为:加入 12倍药材量 95% 乙醇,提取 3 次, 每次 1. 5 h。结论:

该提取工艺稳定性和重现性良好, 简便,快速,可行。
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Protecting Skin Against Radiation by Orthogonal Design
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[ Abstract]  Objective: To study the optimum extraction process of alcohol-soluble components in cream with

protecting skin against radiation. Method: By use of orthogonal experimental design L9 ( 3
4
) , four factors that may

effect the extraction had been studied, including volume and concentration of alcohol, extracting time and times. And

the content of mollugin was determined by HPLC to screen out the best method of extraction conditions. Result: The

best extracting technical conditions were as follows: 12 times of 95% EtOH, extracting with reflux for 1. 5 hours and

3 times. Conclusion: The optimized process was simple, fast and feasible with its stability and repeatability.
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  皮肤辐射防护膏 ( RPA 软膏) 作为辐射防护剂

用于预防和治疗皮肤辐射损伤,保护正常皮肤组织,

疗效明显
[ 1-2 ]
。在 RPA 软膏原提取工艺 [ 3 ]

中, 除芦

荟外,其他药材均采用回流法分别提取药材中主要

成分后混合加入基质制备成中药软膏。本方除芦荟

外,其他药材主要成分为醇溶性,笔者为了简化提取

工艺,采用混合药材回流提取,并选取处方中君药茜

草的主要成分大叶茜草素作为质量指标,筛选该软

膏中主要成分为醇溶性药材的最佳提取工艺。

1 仪器与试药

Agilent 1100 series 液相色谱系统 ( 包括 G1311A

四元梯度泵, G1316A 柱温箱, G1314A 紫外检测器,

Agilent Chemstation色谱工作站) ;大叶茜草素对照品

( 中国药品生物制品检定所,批号 110884-200604) ;药

材茜草、白芷、川芎、姜黄及苦参购自佛山市德林医药

有限公司,经鉴定为正品;其他检测试剂均为色谱纯,

乙醇为化学纯试剂。

2 方法与结果

2.1 样品含量测定

2.1.1 色谱条件 色谱柱 Kromasil ODS-1 4. 6 mm ×
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200 mm; 流动相甲醇-水 ( 90∶10) ; 流速 1. 0 mL·

min
- 1

;检测波长 282 nm;柱温 30 ℃;进样量 20 μL。

2.1.2 对照品溶液的制备  精密称取大叶茜草素

对照品0. 936 0 mg,置 50 mL量瓶中,加甲醇 30 mL,

超声 5 min,使之溶解并用甲醇稀释至刻度,摇匀,制

成浓度为0. 018 72 mg·mL
- 1
。

2.1.3 供试品溶液的制备 取药材乙醇提取液,滤

纸过滤,精密吸取续滤液 2 mL,置 20 mL量瓶中,加

甲醇 10 mL,超声 10 min,使之溶解并用甲醇稀释至

刻度,摇匀,用 0. 45 μm的滤膜滤过, 取续滤液作为

供试品溶液。

2.1.4 空白样品溶液的制备  取不含茜草的空白

样品,照供试品溶液的制备方法制备空白样品溶液。

分别取对照品溶液、供试品溶液与空白样品溶液

各 20 μL,注入液相色谱仪测定,按供 2.1.1项色谱条

件测定 HPLC色谱图,结果空白样品无干扰,见图 1。

图 1 大叶茜草素含量测定 HPLC

A. 大叶茜草素对照品溶液 ; B. 供试品溶液 ; C. 空白样品溶液

2.1.5 线性关系考察  精密吸取上述对照品溶液

1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0, 5. 0 mL,分别置于 50 mL量瓶中,

加甲醇依次稀释制成对照品溶液。分别进样 20

μL,以对照品峰面积为纵坐标,以溶液含量为横坐

标,进行线性回归, 得回归方程 Y = 4 935. 7·X -

2. 674, r = 0. 999 9,大叶茜草素进样量在0. 374 4 ～

1. 872 μg·mL - 1
呈良好的线性关系。

2.1.6 精密度考察  精密吸取高、中、低 3 个浓度

的大叶茜草素对照品溶液, 连续进样 5 次, 每次 20

μL,以大叶茜草素峰面积计算 RSD,分别为 1. 26% ,

1. 33% , 1. 12%。

2.1.7 稳定性试验 精密吸取供试品溶液,分别于

0, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72 h进样 20 μL,记录色谱图,

以大叶茜草素的峰面积计算 RSD,结果为 2. 32% ,

表明供试品在 72 h内稳定。

2.1.8 重复性试验 精密量取已知大叶茜草素含量

的供试品溶液 6 份,每份约 50 mL。照供试品制备项

下操作测定,结果该样品中大叶茜草素的平均质量分

数为 5. 38% , RSD为 2. 23% ,表明重复性良好。

2.1.9 加样回收率试验 精密量取已知大叶茜草素

含量的供试品溶液 6 份,每份约 50 mL。每份样品中

准确加入已知量的大叶茜草素对照品,按供试品溶液

的制备项下操作方法制备样品并测定,计算大叶茜草

素的平均回收率为 95. 3% , RSD为 2. 87%。

2.2 正交实验方案设计 本实验结合生产实际,以

大叶茜草素为质控指标, 以正交试验法优选乙醇回

流提取的工艺条件。根据预实验,对乙醇用量 ( A) 、

乙醇浓度 ( B) 、提取时间 ( C) 、和提取次数 ( D) 4 个

影响因素,分别在 3 个水平上进行正交优选。按 L9

( 34 ) 正交表进行试验,因素水平安排见表 1。称取

茜草、白芷、川芎、姜黄及苦参 ( 2∶2∶2∶1∶1) 160 g,按

表 2 加乙醇浸泡,回流提取,测定大叶茜草素含量。
表 1 L 9( 34) 正交试验设计

水平
A

乙醇用量 /倍
B

乙醇体积分数 / %
C

提取时间 / h
D

提取次数 /次

1 8 75 0. 5 1

2 10 85 1. 0 2

3 12 95 1. 5 3

2.3 正交试验结果分析 根据正交试验表,测定出

大叶茜草素含量,计算大叶茜草素提取量。大叶茜

草素提取量 =提取液中大叶茜草素的质量浓度 ×提

取液体积,结果见表 2。

  结果表明,皮肤辐射防护膏乙醇回流提取时,各

因素对测定结果的影响次数为: B > D > A > C。优选

最佳提取条件为 A3 B3 C3 D3 ,即 95%乙醇, 12 倍用量,

每次 1. 5 h,提取 3 次。

2.4 优选提取工艺的验证试验  为进一步考察上

述优选工艺的稳定性,按各种最佳条件进行重复提

取 3 份皮肤辐射防护膏中醇溶性成分的药材, 每份

160 g,加入药材量 12 倍量 95%乙醇浸泡 15 min,回

流提取 3 次,每次 1. 5 h,分别按 2.1. 3项下方法制

备供试品溶液,并检测分析大叶茜草素提取量,结果

表明:大叶茜草素平均提取量达 2. 163 mg, RSD为
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 表 2 正交试验结果分析

No A B C D
大叶茜草素

/ mg

1 1 1 1 1 0. 052 8

2 1 2 2 2 0. 558 3

3 1 3 3 3 2. 121 5

4 2 1 2 3 0. 512 1

5 2 2 3 1 0. 979 8

6 2 3 1 2 1. 395 7

7 3 1 3 2 0. 070 3

8 3 2 1 3 1. 437 6

9 3 3 2 1 1. 919 5

Ⅰ 0. 911 0. 212 0. 962 0. 984

Ⅱ 0. 963 0. 992 0. 997 0. 675

Ⅲ 1. 142 1. 812 1. 057 1. 357

R 0. 231 1. 600 0. 095 0. 682

1. 81% ,稳定性好。

3 讨论

放射性皮肤损伤的中医病因病机是热毒蕴发或

热毒伤阴、气血凝滞, 治当清热解毒、活血祛瘀为

主
[ 4]
。皮肤辐射防护膏由茜草、白芷、川芎、姜黄、苦

参、芦荟等药物组成,方中茜草活血祛瘀,白芷燥湿、

消肿,川芎活血祛瘀,姜黄解毒消肿,苦参清热燥湿,

芦荟清热解毒、祛腐生肌, 诸药合用具有清热解毒、

活血化瘀、祛腐生肌之功效。同时现代药理
[ 5-8]
研究

也证实茜草中大叶茜草素、白芷中香豆素、川芎中川

芎�、苦参中苦参碱、姜黄中姜黄素及芦荟多糖等对

辐射损伤有明显保护作用。

皮肤辐射防护膏原提取工艺
[ 3]
为处方中药材分

别采用不同溶剂提取其有效成分,但考虑其规模生

产的不便性,我们对其提取工艺进行改进,因川芎中

川芎�、白芷中香豆素、苦参中苦参碱、姜黄中姜黄

素及茜草中大叶茜草素等在乙醇中有较好溶解性,

则把其混合进行综合提取,并采用正交设计试验法

对其提取工艺优化。优选最佳提取条件为处方中药

材加入 12 倍用量 95% 乙醇,提取 3 次,每次 1. 5 h。

因考虑生产成本性,采用 8 倍量乙醇,提取 1. 0 h,大

叶茜草素的提取量也可达到 13. 25 μg·g
- 1
药材,与

优选的提取工艺进行验证时平均提取量 13. 52 μg·

g - 1
药材差距不明显。因此生产时提取工艺可考虑

采用 95%乙醇, 8 倍用量,每次 1. 0 h,提取 3 次。

在优选皮肤辐射防护膏提取工艺中,采用大叶

茜草素作为质控指标,我们也尝试采用香豆素、川芎

�、姜黄素、苦参碱等作为质控指标, 但参考文

献
[ 9 -14 ]
的分离条件,色谱图中难以分离出香豆素、川

芎�、姜黄素、苦参碱等单峰, 分离度 R值偏低 ( <

1) ,因此值得我们继续探索流动相条件分离,便于进

一步采用多指标综合分析。
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