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抗小儿腹泻中药复方宝泻宁提取工艺的优化研究
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摘　要：为优化并建立抗小儿腹泻中药复方宝泻宁 （ＢＸＮ）的提取工艺，采用回流提取法，以吴茱萸碱、吴茱
萸次碱、丁香酚、桂皮醛的转移率为考察指标，选择不同浓度乙醇为提取溶媒，选定溶媒含醇量、料液比、提

取时间、提取次数为考察因素，采用Ｌ９ （３
４）正交表进行ＢＸＮ的提取工艺的优化。综合考虑各指标成分转移率

及工业应用的方便、经济，经工艺验证，选定采用１０倍量的φ＝９５％乙醇回流提取２次，每次提取２ｈ为优选工
艺，该方法可有效提取ＢＸＮ中的有效成分，４个指标成分的转移率均在８０％以上，并具有稳定、经济、便捷的
优点。
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　　腹泻是多种疾病的常见症状，是由各种疾病或
食物、重金属盐中毒所引起的，其主要表现为排便

次数增多、粪便稀薄、含水量增加，且常伴有未经

消化的食物，甚至脓血，严重者可引起脱水和电解

质紊乱［１－２］。据世界卫生组织２０１３年的统计报道，
全球每年约有１７亿次的腹泻发生，每年约有７６万
５岁以下儿童死于腹泻病。腹泻是婴幼儿时期的常
见病，是我国儿童重点防治的四病之一，对小儿健
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康影响极大，目前仍是导致婴幼儿死亡的重要原

因，必须引起高度重视［３－４］。

宝泻宁 （ＢＸＮ）是根据中医理论在中国药典
所收载的小儿腹泻外敷散 （吴茱萸、丁香、白胡

椒、肉桂）的基础上进行药味化裁，选择温里散

寒、燥湿健脾、止痛止泻的吴茱萸、丁香、肉桂三

味中药组成的抗小儿腹泻中药复方。含有中药吴茱

萸、丁香或肉桂的中药复方，通过敷脐疗法在治疗

小儿腹泻方面有很好的临床效果［５－７］，但由于给药

方式简单、粗放，给小儿治疗带来了很多的不便。

为了方便小儿用药，同时对中药经皮给药制剂进行

新的探索，本课题组采用凝胶膏剂 （也称巴布剂）

这一国际上新兴的经皮给药制剂剂型［８－９］，对

ＢＸＮ的凝胶膏剂进行了研制。本文研究旨在对
ＢＸＮ提取工艺进行优化筛选，采用四因素三水平
的正交试验，以提取溶媒含醇量、料液比、提取时

间、提取次数为主要考察因素，以吴茱萸碱、吴茱

萸次碱、丁香酚、桂皮醛的转移率为考察指标，利

用ＨＰＬＣ法测定提取物中各指标成分含量并计算转
移率，筛选建立了ＢＸＮ的优选提取工艺。

１　材　料
１１　仪器

ＡＧ－２８５电子天平 （ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＭａｘ８１
ｇ／２１０ｇ，ｄ＝００１ｍｇ／０１ｍｇ，瑞士梅特勒托利多
公司）；ＳＢ２５－１２０超声清洗机 （功率３５０Ｗ，频率
３５ｋＨｚ，宁波新芝生物科技股份有限公司），ＬＣ－
２０Ａ高效液相色谱仪 （ＬＣ－２０ＡＢ二元高压泵，ＩＬ－
２０Ａ自动进样器，ＳＰＤＭ２０Ａ检测器，ＣＴＯ－２０Ａ柱
温箱，色谱软件 ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ，日本岛津公司），
ＴＲＡＣＥＤＳＱ热电气相质谱联用仪 （热电公司）

１２　药材
吴茱萸为芸香科吴茱萸属植物吴茱萸 （Ｅｕｏｄｉａ

ｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ．）Ｂｅｎｔｈ）的干燥近成熟果实 （批

号：２０１２０７０４），丁香为桃金娘科植物丁香 （Ｅｕｇｅ
ｎｉａｃａｒｙｏｐｈｙｌｌａｔａＴｈｕｎｂ）的 干 燥 花 蕾 （批 号：

２０１２０７０４），肉桂为樟科植物肉桂 （Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｃａｓｓｉａＰｒｅｓｌ）的干燥树皮 （批号：２０１２０７０４），上
述药材均购自广州市药材公司中药饮片厂，经中山

大学生药学与天然药物化学实验室杨得坡教授鉴定。

１３　药品与试剂
吴茱萸碱对照品 （１１０８０２－２００６０６），吴茱萸

次碱对照品 （１１０８０１—２０１００６），吴茱萸内酯 （又

名柠檬苦素，１１０８００－２００４０４），丁香酚对照品
（１１０７２５－２０１１１２），桂皮醛对照品 （１１０７１０－

２０１０１６），购自中国药品生物制品检定所。食用酒
精 （市售，φ＝９５％），ＨＰＬＣ用乙腈 （色谱纯，美

国ＴＥＤＩＡ），超纯水 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水系统），其
他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　原料药材中指标成分含量测定

参照中国药典 （２０１０版，一部）中吴茱萸、
丁香、肉桂药材含量测定项，采用高效液相色谱法

测定吴茱萸药材中吴茱萸碱、吴茱萸次碱、吴茱萸

内酯 （柠檬苦素），以及肉桂药材中桂皮醛的含

量；采用气相色谱法测定丁香中丁香酚含量。所得

药材中各指标成分含量如表１所示。根据中国药典
要求，吴茱萸药材中吴茱萸碱和吴茱萸次碱含量不

得少于０１５％，吴茱萸内酯不少于０９％；丁香药
材中丁香酚含量不得少于１１％；肉桂药材中桂皮
醛含量不得少于１５％，故本研究所用吴茱萸、丁
香、肉桂药材均符合中国药典的要求。

表１　吴茱萸、丁香、肉桂药材中各指标成分含量
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭａｋｅｒＣｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎＴｈｒｅｅ

ＫｉｎｄｓｏｆＣｒｕｄｅＭｅｄｉｃｉｎｅ

药材 指标成分
ｗ／％

样品１ 样品２ 样品３ 均值

吴茱萸 吴茱萸内酯 ２４６ ２３８ ２４２
吴茱萸 吴茱萸碱 ０７８ ０７３ ０７６
吴茱萸 吴茱萸次碱 ０３８ ０３６ ０３７
肉桂 桂皮醛 ２２２ ２３２ ２２７
丁香 丁香酚 １６４３ １７３１ １６７２ １６８２

２２　提取物中指标成分含量测定方法的建立
２２１　指标成分的选取　参考中国药典 （２０１０
版，一部）中吴茱萸、丁香、肉桂药材含量测定

项指标成分的选择，初步确定提取工艺考察的指标

成分为吴茱萸碱、吴茱萸次碱、吴茱萸内酯、丁香

酚、桂皮醛。关于吴茱萸药材抗腹泻活性成分研

究，戴媛媛等［１０］指出，吴茱萸碱能抑制醋酸诱导

的腹腔血管通透性增加，镇痛消炎，吴茱萸次碱具

有消炎的作用。龚慕辛等［１１］指出，吴茱萸碱能够

抑制雄性大鼠胃排空和胃转运，机制涉及 ＣＣＫ释
放和ＣＣＫ１受体激活，吴茱萸次碱可对兔和人肛门
括约肌产生松弛作用。杨志欣等报道［１２－１３］吴茱萸

内酯具有止泻、镇痛的作用，但在ＨＰＬＣ分析方法
的建立中，ＢＸＮ复方中共存的丁香、肉桂中的成
分对吴茱萸内酯的测定有干扰给其含量测定结果的

准确性带来影响，故在提取工艺考察中不对吴茱萸

２０１
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内酯转移率进行测定。最后确定提取工艺考察的指标

成分为：吴茱萸碱、吴茱萸次碱、丁香酚、桂皮醛。

２２２　色谱条件优化　色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ－Ｃ１８
（２）５μｍ，２５０ｍｍ×４６ｍｍ，Ｄｉｋｍａ公司；保护
柱：ＧｅｍｉｎｉＣ１８４ｍｍ×３０ｍｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公
司；检测波长：２９０ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
室温。分别用乙腈 －０２％醋酸 （φ）水系统、乙
腈－０４％醋酸 （φ）水系统在不同洗脱程序条件
下进行实验，以各指标成分的分离情况作为考察指

标。筛选得出优选流动相系统为乙腈 －０２％醋酸
（φ）水，优选洗脱程序条件见表２，ＢＸＮ提取物
及４个指标成分对照品在该条件下分析所得 ＨＰＬＣ
色谱图见图１。

图１　ＢＸＮ提取物和４个指标成分对照
品混合液的ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＴｈｅＢＸＮＥｘｔｒａｃｔａｎｄｔｈｅ
ＭｉｘｔｕｒｅｏｆＦｏｕｒＳｔａｎｄａｒｄＲｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

１：桂皮醛；２：丁香酚；３：吴茱萸碱；４：吴茱萸次碱

表２　优选的ＨＰＬＣ洗脱条件
Ｔａｂｌｅ２　ＯｐｔｉｍｉｚｅｄＥｌｕｔｉｏｎＲｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｏｆＨＰＬＣ

时间／ｍｉｎ φ（乙腈）／％ φ（０２％醋酸水）／％

００１ ３０ ７０
１０００ ４５ ５５
２０００ ５０ ５０
２５００ ５９ ４１
２６００ ９０ １０
３６００ ９０ １０

２２３　检测波长的确定　分别在２５４、２８０、２９０、
３２４ｎｍ波长下测定吴茱萸碱、吴茱萸次碱、丁香
酚、桂皮醛相对应色谱峰的峰面积，以质量浓度

（μｇ／ｍＬ）为横坐标，峰面积 （Ａ）为纵坐标，绘
制标准曲线，求回归方程。综合四个指标成分的情

况，在２９０ｎｍ下，各指标成分回归方程中 Ｒ平方

值均能达到０９９９９，说明在相应质量浓度范围内
线性关系良好，故采用２９０ｎｍ作为４个指标成分
定量分析的检测波长。

２２４　提取物供试品溶液的制备　精密称取提取
物３０ｍｇ，用甲醇溶解并定容于１０ｍＬ容量瓶中，
过滤，即得。平行操作两份。

２２５　对照品溶液的制备　精密称取对照品吴茱
萸碱、吴茱萸次碱、丁香酚、桂皮醛一定量，甲醇

溶解，制成吴茱萸碱、吴茱萸次碱、丁香酚、桂皮

醛的质量浓度分别为 ２９７μｇ／ｍＬ、１８７μｇ／ｍＬ、
４９ｍｇ／ｍＬ、２１９μｇ／ｍＬ的对照品母液。精密吸取
上述４种对照品母液各１ｍＬ，置于 ５ｍＬ容量瓶
中，用甲醇稀释并定容至刻度，即得４种对照品的
混合溶液 （吴茱萸碱 ５９４μｇ／ｍＬ，吴茱萸次碱
３７４μｇ／ｍＬ，丁香酚９８０μｇ／ｍＬ，桂皮醛４３６μｇ／
ｍＬ），并将其依次稀释２、４、１０、２０、４０倍，作为
绘制标准曲线用的系列质量浓度对照品溶液，备用。

２２６　标准曲线的绘制　将不同质量浓度混合标
准品溶液各进样１０μＬ，按２２４项下色谱条件测
定２９０ｎｍ波长下各指标成分相对应色谱峰的峰面
积，以峰面积 （Ａ）对各指标成分质量浓度 （μｇ／
ｍＬ）进行线性回归，得吴茱萸碱的回归方程为 Ｙ
＝１７３８０Ｘ－２４９８２，Ｒ２ ＝０９９９９，在 １４９～
５９４０μｇ／ｍＬ范围内呈良好线性关系；吴茱萸次碱
回归方程为 Ｙ＝２６８３７Ｘ－２１８４３，Ｒ２＝０９９９９，
在０９４～３７４０μｇ／ｍＬ范围内呈良好线性关系；
丁香酚回归方程为Ｙ＝５６３６８５０６Ｘ－２２５６９，Ｒ２

＝０９９９９，在２４５～９８０μｇ／ｍＬ范围内呈良好线
性关系；桂皮醛回归方程为Ｙ＝９９３１３Ｘ－６９０３５，
Ｒ２＝０９９９９，在１０９～４３６０μｇ／ｍＬ范围内呈良
好线性关系。

２２７　提取物中各指标成分含量测定　将各供试
品溶液分别进样１０μＬ，经高效液相色谱分析，通
过上述各种指标成分的线性回归方程计算提取物中

各指标成分的含量，并计算转移率。

转移率 ／％ ＝提取物中指标成分的得量
药材中原有指标成分的量

×１００％

表３　正交试验因素水平表１）

Ｔａｂｌｅ３　Ｔａｂｌｅｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌ

Ａ／％ Ｂ／倍 Ｃ／ｈ Ｄ／次

１ ５０ ８ １ １
２ ７０ １０ ２ ２
３ ９５ １２ ３ ３

１）Ａ：溶剂含醇量；Ｂ：料液比；Ｃ：提取时间；Ｄ：提取
次数

３０１
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表４　正交实验直观分析表
Ｔａｂｌｅ４　Ｉｎｔｕｉｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｔａｂｌｅｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验号
考察因素

含醇量 料液比 提取时间 提取次数

指标成分转移率／％
吴茱萸碱 吴茱萸次碱 丁香酚 桂皮醛

实验１ １ １ １ １ ４７３３ ４１７８ ３８６１ ２５０９
实验２ １ ２ ２ ２ ９１６３ ９０３３ ３３４９ １８９２
实验３ １ ３ ３ ３ ８５５７ ８２８７ ２３９４ １４１７
实验４ ２ １ ２ ３ ８８６３ ８４４９ ５２０４ ４１０７
实验５ ２ ２ ３ １ ８０１４ ７５１９ ７０１１ ６４９６
实验６ ２ ３ １ ２ ７４３９ ６９８２ ４９５５ ４１８３
实验７ ３ １ ３ ２ ９２１１ ８００１ ８９７３ ７６６６
实验８ ３ ２ １ ３ ９８７６ ９３１０ ９８０１ ８６９８
实验９ ３ ３ ２ １ ８９８２ ９３０９ １０１１４ １００７０

吴茱萸碱

均值１ ７４．８４ ７６．０２ ７３．４９ ７２．４３
均值２ ８１．０５ ９０．１８ ９０．０３ ８６．０４
均值３ ９３．５６ ８３．２６ ８５．９４ ９０．９９
极差 １８．７２ １４．１５ １６．５３ １８．５６

吴茱萸次碱

均值１ ７１．６６ ６８．７６ ６８．２３ ７０．０２
均值２ ７６．５０ ８６．２１ ８９．３０ ８０．０５
均值３ ８８．７３ ８１．９３ ７９．３６ ８６．８２
极差 １７．０７ １７．４５ ２１．０７ １６．８０

丁香酚

均值１ ３２．０１ ６０．１３ ６２．０６ ６９．９５
均值２ ５７．２３ ６７．２０ ６２．２２ ５７．５９
均值３ ９６．２９ ５８．２１ ６１．２６ ５７．６０
极差 ６４．２８ ８．９９ ０．９６ １２．３６

桂皮醛

均值１ １９．３９ ４７．６１ ５１．３０ ６３．５８
均值２ ４９．２９ ５６．９５ ５３．５６ ４５．８０
均值３ ８８．１１ ５２．２３ ５１．９３ ４７．４１
极差 ６８．７２ ９．３５ ２．２６ １７．７８

表５　各指标成分方差分析表
Ｔａｂｌｅ５　Ａｎｏｖａｔａｂｌｅｏｆｅａｃｈｍａｋｅｒｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

吴茱萸碱

含醇量 ５４５５０３ ２ １１８３ ４４６ －
溶媒用量 ３００５２６ ２ ０６５２ ４４６ －
提取时间 ４４４９７１ ２ ０９６５ ４４６ －
提取次数 ５５４１０９ ２ １２０１ ４４６ －
误差 １８４５１１０ ８ 　

吴茱萸次碱

含醇量 ４６４５７９ ２ ０９０４ ４４６ －
溶媒用量 ４９６０６６ ２ ０９６５ ４４６ －
提取时间 ６６６６１０ ２ １２９７ ４４６ －
提取次数 ４２８６９６ ２ ０８３４ ４４６ －
误差 ２０５５９５０ ８

丁香酚

含醇量 ６２９３６５０ ２ ３７４３ ４４６ －
溶媒用量 １３４６３３ ２ ００８０ ４４６ －
提取时间 １５９０ ２ ０００１ ４４６ －
提取次数 ２９５９７９ ２ ０１７６ ４４６ －
误差 ６７２５８５０ ８

桂皮醛

含醇量 ７１２３５６０ ２ ３６３３ ４４６ －
溶媒用量 １３１０４５ ２ ００６７ ４４６ －
提取时间 ８１８７ ２ ０００４ ４４６ －
提取次数 ５８０３８４ ２ ０２９６ ４４６ －
误差 ７８４３１８０ ８

４０１
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２３　提取工艺的正交试验优化
根据各药材的性质、所选指标成分的性质及生

产的要求，选择不同体积分数的乙醇为提取溶媒，

选定溶剂含醇量、料液比 ［溶剂体积 （ｍＬ）相对
于药材质量 （ｇ）的倍数，Ｖ／ｍ］、提取时间、提
取次数为考察因素，以吴茱萸碱、吴茱萸次碱、丁

香酚、肉桂醛的转移率为考察指标，选用 Ｌ９ （３
４）

正交表进行实验。均取混合药粉１６０ｇ进行提取。

表６　不同指标下的优化提取方法
Ｔａｂｌｅ６　ＯｐｔｉｍｉｚｅｄＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＥｖａｌｕａｔｉｏｎＰａｒａｍｅｔｅｒｓ

指标 吴茱萸碱 吴茱萸次碱 丁香酚 桂皮醛

因素主次Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞ＢＣ＞Ｂ＞Ａ＞ＤＡ＞Ｄ＞Ｂ＞ＣＡ＞Ｄ＞Ｂ＞Ｃ
最优方法 Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ３ Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ３ Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ１ Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ１

根据方差分析知 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个因素均无显著
性差异。由表６知，除Ｄ因素外，４个指标成分在其
他３个因素上的最优水平一致，均为采用１０倍量的
φ＝９５％乙醇为提取溶媒，每次提取２ｈ。对于Ｄ因
素，吴茱萸碱和吴茱萸次碱采用３水平（即提取 ３
次）最佳，而丁香酚和桂皮醛采用１水平（即提取１
次）最佳。为了进一步确定提取次数对指标成分转

移率的影响，在进行工艺验证的同时，我们分别考察

了提取次数对提取率的影响。

２４　提取次数验证实验
采用所拟定工艺，按处方称取药材１６０ｇ，加入

１０倍体积的φ＝９５％乙醇，每次提取２ｈ，分别提取
１、２和３次。平行提取２次，得浸膏６份。

表７　工艺验证试验结果
Ｔａｂｌｅ７　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰｒｏｃｅｓｓＶａｌｉｄａｔｉｏｎＴｅｓｔ

提取次数
指标成分的转移率／％

１ ２ ３
桂皮醛 ８７２４ ８９３７ ９６０６
丁香酚 ９７２５ １００５１ １０５４７
吴茱萸碱 ６９３５ ８４５７ ９２４８
吴茱萸次碱 ６２４２ ８１８２ ９０４９

如表７所示，提取３次所得提取物中各指标成
分的转移率均为最高，提取２次所得提取物中桂皮
醛、丁香酚、吴茱萸碱、吴茱萸次碱的转移率分别为

提取 ３次所得提取物中相应成分转移率的
９３０４％、９５３０％、９１４５％、９０４２％。虽然提取 ３
次指标成分的转移率较高，但是提取２次各指标成
分的转移率已可达到３次提取相应指标成分转移率

的９０％以上，综合考虑生产成本与生产周期，我们
选定优化的提取次数为２次。

３　结　论
本研究为优选抗小儿腹泻中药复方 ＢＸＮ的提

取工艺，以吴茱萸、丁香、肉桂药材中活性相关指标

成分吴茱萸碱、吴茱萸次碱、丁香酚、桂皮醛的转移

率为考察指标，以溶剂含醇量、料液比、提取时间、提

取次数为主要考察因素，利用Ｌ９（３
４）正交表进行提

取工艺的优化实验。综合考虑提取物中各指标成分

的转移率及工业生产的便利、经济，最终优化得出抗

小儿腹泻中药复方 ＢＸＮ的提取工艺为：采用１０倍
量（Ｖ／ｍ）的φ＝９５％乙醇回流提取２次，每次提取２
ｈ。经工艺验证，在该优选提取工艺下各指标成分的
转移率均达到８０％以上，具有稳定、经济、快捷的优
点。
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