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3  讨论 

蚕沙叶绿素提取方法包括传统的有机溶剂萃

取-索式法、碱液法及新近发展的超临界 CO2 流体

萃取法、超声或微波辅助提取法。提取的一般工

艺流程为蚕沙除杂-软化-萃取-过滤-浓缩-提取-合

成叶绿素衍生物[10]。国内学者王章阳、潘慧娟等

对提取工艺进行研究发现蚕沙软化水用量、提取

溶剂丙酮含量对提取蚕沙中叶绿素及其制备脱镁

叶绿酸有较大影响[9,11]。溶剂浸取叶绿素的过程是

溶剂将蚕沙中叶绿素溶解出来的过程，为保证溶

剂能顺利进到蚕沙内部，需要先将蚕沙用水软化，

软化好的蚕沙用手轻捏就散，但挤不出水来。本

研究首先探讨了蚕沙软化时间对叶绿素提取率的

影响。随着软化时间延长，蚕沙的含水量逐渐提

高，叶绿素的提取率也随之增加。用本试验中最

佳软化条件，即软化 2 h 的蚕沙(含水量在 26%左

右)，进行叶绿素提取，考察提取溶剂丙酮含量对

提取叶绿素的影响，当丙酮︰乙醇=1︰1 时，叶绿

素提取率提高到 1.43%，比近年来报道的超声或微

波辅助等方法进一步提高[12-13]。 

在制备脱镁叶绿酸的过程中, 卟啉环中心的

Mg2+在强酸性条件下被 H+从叶绿素分子中取代而

游离在水溶液中，EDTA 是良好的 Mg2+络合剂，

用铬黑 T 作终点指示剂，配位滴定方法测定取代

的 Mg2+量可间接反映脱镁叶绿酸的产率。本研究

中发现随着浓盐酸脱镁时间的延长，脱镁叶绿酸

产率逐渐增加，故可通过适当延长脱镁时间提高

脱镁叶绿酸的产量。 
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摘要：目的  筛选暑热宁合剂水提醇沉最佳工艺条件。方法  采用高效液相色谱法测定水煎液和醇沉液中葛根素的含量；

以葛根素提取率和干膏率为评价指标，采用正交试验法考察加水量、煎煮时间、提取次数等因素对水提工艺的影响；同

时考察醇沉浓度对醇沉工艺的影响。结果  最佳水提工艺条件为加入 10 倍水，煎煮 3 次，每次 1.5 h；最佳醇沉工艺条

件为加入乙醇使含醇量达 65%。结论  优选的方法可为暑热宁合剂提取醇沉工艺提供实验依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the extraction and purification process of Shurening oral liquid by orthogonal design. 
METHODS  The content of puerarin of Shurening oral liquid in water decotion and alcohol deposit fluid were detected by 
HPLC. The content of puerarin and dry extract rate were used as index; the effects of water volume, boiling time, extraction 
times and alcohol concentration on process of precipitation were also evaluated by orthogonal design. RESULTS  The optimun 
water extraction process was as follows: water as extracting solvent, three times of extracting, 1.5 h for each time, 10 times volume 
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暑热宁合剂是笔者所在医院儿科主任总结多

年临床经验研制而成的医院制剂，临床上用于治

疗儿童急性上呼吸道感染暑湿兼寒证。由于该药

临床疗效好，笔者欲将其开发成新药，故对其工

艺进行研究。该方由葛根、豆豉等药味组成。根

据药材成分、药理作用、中药用药习惯和临床疗

效。本试验采用水提醇沉工艺提取，并以干膏收

得率及葛根素含量为评价指标，采用正交试验对

暑热宁合剂的水提醇沉工艺进行考察，优选出最

佳工艺条件。 

1  仪器与试药 

Waters 高效液相色谱仪：600E 泵，2998 二极

管阵列检测器，Waters In-Line 脱气机，Water Empor

色谱工作站(美国 Waters 公司)；TCQ-250 超声波清

洗器(北京医疗设备二厂)；A1104 型分析天平(上海

分析仪器厂)。 

色谱柱：XTerra C18 (250 mm×4.6 mm，5 µm)；

葛根素(中国药品生物制品检定所，供含量测定用，

批号：110752-200912)；暑热宁合剂(天津中医药

大学第一附属医院制剂室生产)；所用药材均购自

天津中药饮片厂，经天津中医药大学第一附属医

院制剂室陈涛主任药师鉴定；乙腈为色谱纯，其

它所用试剂均为分析纯。水为蒸馏水。 

2  方法与结果 

2.1  水提工艺[1] 

根据提取时间及加水量的单因素考察结果，

暑热宁合剂的水提工艺选用 L9(3
4)正交表，以干膏

率和葛根素的含量为考察指标，因素水平见表 1。 

表 1  水提取工艺因素水平表 

Tab 1  Factors-levels for water-extraction   

因  素 
水平

A(加水量)/倍 B(煮提时间)/h C(煮提次数)/次

1  8 1 1 

2 10   1.5 2 

3 12 2 3 

2.2  醇沉工艺试验 

根据对醇沉前药液浓度及醇沉时间的考察结

果，笔者只对醇沉浓度进行了筛选。取处方中药

材 6 倍量按优选工艺提取，浓缩至一定体积，放

凉，分成 6 份，其中 1 份按“2.3.2”项下方法提

取测定葛根素含量。另外 5 份加 95%乙醇，使其

含醇量分别达到 60%，65%，70%，75%，80%静

置过夜，分别取滤液按“2.3”项下方法测定葛根

素含量及干膏率。 

2.3  干膏收率及葛根素含量测定     

2.3.1  干膏收率  取处方量的药材按表 2 的试验

方案进行提取，9 份，分别浓缩至 445 mL。精密

吸取上述浓缩液 20 mL，置已干燥至恒重的蒸发皿

中，再水浴蒸干后，于 105℃干燥 3 h，移至干燥

器中冷却 30 min，迅速精密称定重量，以浸出物

与原生药量之比作为干膏收率。 

2.3.2  葛根素含量测定[2-3] 

2.3.2.1  色谱条件 XTerra C18(250 mm×4.6 mm，

5 µm)；乙腈-0.4%磷酸溶液(10∶90)为流动相；检

测波长为 250 nm。理论板数按葛根素峰计算应不

低于 3 000。 
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2.3.2.2  供试液的制备 取处方量的药材按表 2 的

试验方案进行提取，分别浓缩至 445 mL。精密量

取水提液 10 mL，置 25 mL 量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，摇匀，过滤，作为供试品溶液。按“2.3.2.1”

项下色谱条件方法进行测定。 

2.3.2.3  对照品溶液的制备  精密称取葛根素对

照品 5.6 mg，置 100 mL 棕色量瓶中，加甲醇制成

56 μg·mL1 的溶液。 

2.4  结果 

2.4.1  水提工艺结果  选用 L9(3)4 正交表安排试

验，以干膏率和葛根素含量以 2∶8 加权，分析结果

见表 2 和表 3，比较表中的 R 值，各因素的主次顺

序为 C>A>B，相应地选出各因素水平为 C3A2B2，

确定最佳工艺为加 10 倍水煎煮 3 次，每次 1.5 h。 

2.4.2  醇沉工艺结果  根据实验结果，最终选择

65%醇沉作为最佳醇沉工艺。结果见表 4。 

表 2  水提工艺试验方案及结果 

Tab 2  Orthogonal test of water-extraction 

因素 A B C 
D 

(空白) 

实验结果 

(干膏率)/ 

% 

实验结果

(葛根素)/

mg·mL1

综合

评分

实验 1 1 1 1 1 16.21 0.323 2.908

实验 2 1 2 2 2 23.56 0.691 5.992

实验 3 1 3 3 3 24.80 0.754 6.528

实验 4 2 1 2 3 22.53 0.748 6.436

实验 5 2 2 3 1 25.32 0.921 7.874

实验 6 2 3 1 2 18.42 0.456 4.016

实验 7 3 1 3 2 23.22 0.688 5.968

实验 8 3 2 1 3 17.76 0.443 3.899

实验 9 3 3 2 1 25.04 0.816 7.029

均值 1 5.145 5.104 3.608 5.937  

均值 2 6.109 5.924 6.488 5.328  

均值 3 5.632 5.858 6.790 5.621  

极差 0.964 0.820 3.182 0.609  

表 3  水提工艺方差分析 

Tab 3  Variance analysis of water-extraction 

因素 
偏差 

平方和 
自由度 F 比 F 临界值 显著性

加水量  1.393 2  2.501 19  

煮提时间  1.245 2  2.235 19  

煮提次数 18.515 2 33.241 19 P<0.05

误差 0.56 2    

注：F0.05(2,2)=19 

Note: F0.05(2,2)=19 

表 4  醇沉条件选择(n=3) 

Tab 4  Optimization of alcohol-precipitation(n=3) 

醇沉浓度 干膏率/% 葛根素含量/mg·mL1 转移率/% 

原液 21.6 0.89 82.51 

60% 14.6  0.725 70.55 

65% 14.5  0.810 75.09 

70% 14.6  0.781 72.41 

75% 13.2 0.70 64.90 

80% 12.0 0.71 65.82 

3  讨论 

处方中的葛根素为主要有效成分，故以葛根

素的含量为指标通过正交试验优选最佳提取工

艺。在水提取工艺筛选中，分别对加水量和提取

时间进行单因素考察，结果表明 6，8，10，12，

15 倍加水量时，葛根素含量分别为为 0.407，0.455，

0.625，0.637，0.642 mg·mL1，提取时间是 1.0，

1.5，2.0，2.5，3.0 h 时，葛根素含量分别为 0.498，

0.621，0.621，0.640，0.642 mg·mL1，因此得出加

水量为 10 倍和提取时间为 1.5 h 分别拐点，故以

加水量 8，10，12 倍和煎煮时间 1，1.5，2 h 作为

遴选水平。笔者根据葛根素含量和干膏率在工艺

中提取中的重要程度，确定相应的权重系数，对

每个实验进行综合评分。这样，多指标分析就化

为以实验得分为指标的单指标分析了。本正交表

中取干膏的权重系数为 2，葛根素权重系数为 8。 

在醇沉条件优选中，根据实践经验和单因素

考察，浓缩液在 1∶1比例时和醇沉 24 h 效果最好，

所以只考察了醇沉浓度的影响。根据实验结果，

联系生产，选择 65%做为最佳醇沉浓度。 

最佳工艺验证，按水提醇沉优选工艺进行了 3

次验证实验，干膏率分别为 14.5%，14.6%，14.5%，

葛根素含量分别为 0.82，0.80，0.80 mg·mL1。 
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