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  [ 摘要]  目的: 优化柴芩清肝方的提取工艺。方法: 建立柴芩清肝方中黄芩苷、甘草苷和芍药苷 3 种成分同时测定的

HPLC方法。采用 L9( 34) 正交设计法,以黄芩苷、甘草苷、芍药苷 3种成分含量综合评分法进行数据分析, 对柴芩清肝方的提

取次数、提取时间和加水量 3 因素进行优化。结果: 3 因素中只有提取次数有显著影响, 最佳提取工艺为 A3B1C3。结论: 多成

分评价法优选柴芩清肝方提取工艺能较好地保证制剂的质量。
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Formular with Multiple Components Evaluation
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[ Abstract]  Objective: To optimize the extraction technology of Chaiqin Qinggan Formular. Method: A

HPLC method was established to simultaneously determine the contents of baicalin, paeoniflorin and glycyrrhizin in

the extractions of Chaiqin Qinggan Formular. Based on the orthogonal design of L9( 3
4
) and the weighted method,

three factors including the multiple water, decocting time, and extracting times were evaluated. Result: Significant

effect was observed in extracting times. The best extraction process is A3 B1 C3 . Conclusion: The extraction technol-

ogy optimized with multiple components evaluation is reasonably practicable.
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  柴芩清肝方由黄芩、柴胡、甘草、白芍等中药组

成,具有疏肝解郁,清热解毒的作用。临床上主要用

于治疗慢性肝炎、肝硬化、胆囊炎, 症见口苦、咽干、

目眩、寒热往来、胸胁苦满、胁肋胀痛等。为了制定

科学的提取工艺,同时保证其药品质量,更好地发挥

其药用功效,本实验以黄芩苷、甘草苷、芍药苷含量

为考察指标, 综合评分研究本方的提取工艺, 并建

立同时测定上述 3 种成分的 HPLC方法,为工业化

生产提供实验依据。本方中主要成分为苷类, 有较

高的水溶性,所以采用水煎煮提取的方法可以获得

满意的转移率。

1 仪器与药品

Waters 600E-2487 型高效液相色谱仪, Millenni-

um
3 2
色谱工作站数据处理系统, 均为美国产。分析

天平: 1 /10 万( 湘仪天平仪器厂) ;乙腈为色谱乙腈,

水为重蒸馏水, 其他均为分析纯; 黄芩苷标准品

( 110715-200212,中国药品生物制品检定所) ;

甘草苷对照品 ( 111610-200401, 中国药品生物

制品检定所) ; 芍药苷标准品 ( 110736-200423,中国

药品生物制品检定所) ,供含量测定用。

2 方法与结果

2.1 含量测定方法

2.1.1 色谱条件 色谱柱 Diamonsil C18柱( 4. 6 mm×

250 mm, 5 μm) ;流动相乙腈-磷酸( 0. 1% ) ( 比例见表

1) ;流速 1. 0 mL·min
- 1

;检测波长 278 nm( 黄芩苷,甘

草苷) , 230 nm(芍药苷) ;进样量 10 μL。
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表 1 流动相比例表

时间 /min 乙腈 / % 磷酸水 / %

0 ～5 2 98

5 ～23 14 ～21 86 ～79

23 ～40 21 ～28 79 ～72

40 ～50 28 ～32 72 ～68

2.1.2 对照品溶液的制备 取黄芩苷、甘草苷、芍

药苷对照品适量,加甲醇制成浓度分别为 108, 10,

1. 5 μg·mL
- 1
的混合溶液,作为对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备  精密吸取 1 至 9 号样

品溶液 5. 0 mL, 置 50 mL量瓶中, 用甲醇定容, 摇

匀。过 0. 45 μm微孔滤膜,即得。

2.1.4 线性关系考察  精密吸取混合对照品溶液

2, 4, 6, 8, 10 μL注入液相色谱仪,按上述色谱条件

测定峰面积。以峰面积 ( Y) 为纵坐标, 进样量 ( X,

μg) 为 横 坐 标, 计 算 回 归 方 程: 甘 草 苷 Y =

32 543 75X + 2 531. 9 , r = 0. 999 5。表明甘草苷在

0. 02 ～0. 1 μg的进样量线性关系良好;芍药苷 Y =

3 386 766 X - 6. 5, r = 0. 999 3。表明 芍 药 苷在

0. 015 ～0. 003 μg的进样量线性关系良好; 黄芩苷

Y = 2 645 728 X + 148 120. 4, r = 0. 999 1。表明芍药

苷在 0. 216 ～1. 08 μg的进样量线性关系良好。

2.1.5 稳定性试验  取供试品溶液 10 μL,分别在

0, 2, 4, 8, 16, 24 h进样测定黄芩苷、甘草苷、芍药苷

峰面积,计算 RSD分别为 1. 95% , 1. 97% , 1. 93%。

2.2 提取工艺优选

2.2.1 方法  取处方量的各药材,精密称定,按正

交试验表进行试验。药材用相应倍量的水浸泡 30

min,加热煎煮提取。提取液趁热过滤, 滤液适当浓

缩,置1 000 mL量瓶中,加蒸馏水定容至刻度,摇匀,

即得样品溶液。

2.2.2 正交试验设计 选用 L9 ( 34 ) 正交表进行试

验,影响因素有加水量、提取时间、提取次数,每个因

素设定 3 个水平,见表 2[ 1 -2 ]
。

2.2.3 最佳工艺确定 按黄芩苷、甘草苷和芍药苷

权重都为 0. 33 进行综合评分, 综合质量评分 Y =各

样品中甘草苷含量 ÷9 个样品中甘草苷最高含量 ×

33 +各样品中芍药苷含量 ÷9 个样品中芍药苷最高

含量×33 +各样品中黄芩苷含量 ÷9 个样品中黄芩

苷最高含量) ×33[ 3 -4 ]
。以综合评价值对实验结果进

行直观分析和方差分析,结果见表 3, 4。

表 2 因素水平表

水平
A

加水量 /倍

B

煎煮时间 / h

C

煎煮次数 /次

1 12 1 1

2 10 1. 5 2

3 8 2 3

表 3 柴芩清肝胶囊提取工艺正交实验方案与结果

No. A B C D

指标成分质量分数 /%

甘草苷

Y1

黄芩苷

Y2

芍药苷

Y3

综合

评分Y

1 1 1 1 1 0. 36 5. 69 0. 051 50.23

2 1 2 2 2 0. 50 8. 47 0. 081 74.48

3 1 3 3 3 0. 74 10. 40 0. 087 93.17

4 2 1 2 3 0. 57 8. 63 0. 078 77.51

5 2 2 3 1 0. 54 10. 07 0. 086 82.82

6 2 3 1 2 0. 45 6. 27 0. 055 57.23

7 3 1 3 2 0. 59 7. 49 0. 105 82.95

8 3 2 1 3 0. 34 5. 32 0. 054 49.02

9 3 3 2 1 0. 55 8. 41 0. 087 78.56

K1 217. 864 210. 679 156. 472 211. 602

K1 217. 564 206. 322 230. 553 214. 658

K3 210. 538 228. 965 258. 941 219. 706

R 2. 442 7. 548 34. 156 2. 701

表 4 柴芩清肝胶囊正交实验结果方差分析

方差来源 SS f MS F p

A 11. 457 2 5. 729 1. 026

B 96. 234 2 48. 117 8. 618

C 1 866. 048 2 933. 024 167. 119 < 0. 001

误差 ( D) 11. 166 2 5. 583

  注 : F0. 001( 2, 2) =99. 00, F0. 05( 2, 2) = 19. 00。

直观分析表明,以综合评分为标准,在所选因素

水平范围内,影响因素 C > B > A;方差分析表明只有

煎煮次数( C) 有极显著性影响,煎煮时间( B) 和加水

倍数( A) 均无显著影响。

为进一步确定最佳提取工艺,对极显著因素增

加 C3 和 C4 ( 煎煮 4 次 ) 的比较验证试验,试验结果

见表 5。
表 5 显著因素组比较

实验组 甘草苷 Y1 /% 黄芩苷 Y2 /% 芍药苷 Y3 / % 综合评分 Y

A3B1 C3 0. 59 7. 49 0. 105 82. 95

A3B1 C4 0. 55 7. 47 0. 106 81. 74

·11·

第 16卷第 7期
2010年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No.7
July,2010



  实验结果表明 A3B1 C4 与 A3 B1 C3 的综合评分相

差无几。为了节省时间和能源,综合考虑以上因素

确定最佳提取工艺为 A3 B1 C3 即加 8 倍水煎煮 3 次,

每次 1 h。

3 讨论

本方由多味中药组成,如果以单一指标成分进

行工艺优选,不能保证本方的整体质量。本实验研

究同时考察芍药苷、甘草苷和黄芩苷 3 种有效成分,

以加权综合评分作为筛选最佳工艺的依据,兼顾方

中多味药的有效成分含量,使结果更具代表性、合理

性、全面性和科学性。工艺简单合理,易于操作。

本实验首次建立了同时测定黄芩苷、甘草苷和

芍药苷 3 种有效成分的 HPLC方法, 提高了分析效

率。在流动相中加入适量的酸能有效抑制黄芩苷峰

的拖尾。双波长测定,方法准确性高, 重复性好,结

果精确、可靠。
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