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[摘要] 目的：优化枳陈胃力片中总黄酮醇提取工艺。方法：以总黄酮含量、药效为指标确定提取溶剂，采用正交实验设计，考察乙醇用量、乙醇浓度、提取时间和提取次数，优化枳陈胃力片中总黄酮的醇提取工艺条件。结果：优化的醇提取条件为用乙醇回流提取3次，第1次用7倍量60%乙醇回流提取2小时，第2、3次用6倍量70%乙醇回流提取2小时。结论：该提取工艺合理，方法简便，可作为枳陈胃力片总黄酮醇提取生产工艺的参考。
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[Abstract] Objective: To optimize the the trifoliate Chen stomach force film flavonols extraction process. Methods: A total flavonoid content as an indicator, the orthogonal experimental design to study the dosage of ethanol, the ethanol concentration, extraction time and extraction times, optimize the trifoliate Chen stomach forces film of total flavonoids alcohol extraction conditions. Results: The optimized conditions for the alcohol extract reflux extraction with 60% ethanol three times, 1st 7 times the amount of 60% ethanol reflux extraction of two hours, two or three times with 2 hours six times the amount of 70% ethanol reflux extraction. Conclusion: The extraction process is reasonable and simple method can be used as a reference of the production process trifoliate Chen stomach force piece of total flavonols extraction. 
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功能性消化不良（fuctional dyspepsia，FD），系指不能以器质性疾病解释而有持续性或反复发作性上腹部疼痛和食后饱胀、腹部胀气、嗳气、早饱、恶心等上腹部不适症状的一组症候群[1]。中医药以辨证论治为切入点，从整体调控入手，治疗FD取得了良好的临床治疗效果。源于《普济方》中的陈皮散由陈皮、枳壳组成，功能为行气导滞，和胃化湿。用于湿阻气机所致食积停滞，脘腹胀满，嗳腐吞酸，不欲饮食。陈皮、枳壳均为江西特色和道地药材，资源丰富，采用现代中药制药技术，将其开发成高效中药新药，既可满足临床FD患者用药需求，又合理利用天然药物资源 [2-3] 。古方陈皮散以汤剂入药，研制成新药后可适用的主要剂型有口服液、胶囊、颗粒剂、片剂等。处方中两味药采用乙醇提取，而乙醇提取物不适宜制成口服液或颗粒剂。由于片剂服用顺应性强，薄膜衣片稳定性好，因此，我们将其制成片剂，命名为枳陈胃力片。本文将对枳陈胃力片中黄酮类成分的提取工艺进行优选。
1、仪器与试药

Waters 高效液相色谱仪(Waters 1525 Binary HPLC Pump， Waters 2487 Bual λAbsorbance Detector)， MDRP5型离心喷雾干燥机（江苏锡山市现代喷雾干燥机厂），Simplicity TM超纯水系统（Millipore公司），CQ-250超声波清洗仪（上海船舶设备电子研究所），101-1型干燥箱（上海市实验仪器厂），D260-0722电热恒温真空干燥箱（上海医疗器械七厂）。
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陈皮药材经江西中医学院诸小兰教授鉴定为芸香科植物橘Citrus reticulata Blanco及其栽培变种的干燥成熟果皮；枳壳为芸香科植物酸橙Citrus aurantium L.及其栽培变种的干燥未成熟果实。柚皮苷对照品、橙皮苷对照品（含量测定用，购自中国药品生物制品检定所），新橙皮苷对照品（含量测定用，含量98.68%，由中国药科大学提供）乙腈、甲醇为色谱纯，其它试剂为分析纯。

2、方法与结果
2.1黄酮类成分的含量测定

中国药典陈皮项下测定了橙皮苷含量，枳壳项下测定了柚皮苷含量[4-5]。枳壳中还含少量橙皮苷[6] ，因此，我们还增加了对新橙皮苷的含量测定。文献报道HPLC法测定橙皮苷大都采用乙腈一水为流动相[7-11]；我们以乙腈–0。1%磷酸（24:76）分离柚皮苷和新橙皮苷，对照品、供试品色谱峰均在约20min内出完全出峰，但柚皮苷和橙皮苷分离效果不是很好。据报道[12-13]，柱温对分离有一定的影响，因此，我们设定柱温为40℃。

2.1.1对照品混合溶液的制备 精密称柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷对照品适量，加甲醇分别制成每1ml含24(g的柚皮苷、17(g的橙皮苷、28(g的新橙皮苷对照品混合溶液。
2.1.2供试品溶液的制备 取相当于含0.02g药材的溶液，摇匀，用微孔滤膜（0.45μm）滤过，即得。
2.1.3色谱条件　色谱柱： Diamonsil C18 ( 250 mm ×4.6 mm， 5μm) ； 流动相： 乙腈–0.1%磷酸（24:76）为流动相；检测波长为283nm；柱温：40 ℃；进样量：10μl；理论板数按柚皮苷峰计应不低于3000。
2.2提取溶剂的选择
   陈皮散尽管命名为散剂，但临床仍煎汤入药，《普济方》载：“陈皮二两、枳壳二两为散，每服三钱，以水一中盏，同煎至六分，去渣，温频服。” 现代化学分析表明，陈、枳壳中主要含有黄酮、挥发油及少量生物碱三大类成分，其中最主要为柚皮苷、新橙皮苷和橙皮苷等黄酮类成分，因此，分别选择水和70%乙醇提取，参照文献[14-15]测定二种提取溶剂提取柚皮苷、新橙皮苷、橙皮苷含量，并以药效实验共同确定最佳提取溶剂。
2.2.1 总黄酮比较
水煎煮提取：取陈皮与枳壳各100g，加8倍量水煎煮提取2次，每次2小时，滤过，合并滤液，浓缩至约150ml，转移至200ml容量瓶中，分别加水至刻度，摇匀，即得。
醇回流提取：取陈皮与枳壳各100g，加60%乙醇6倍量加热回流2次，每次2小时，滤过，合并滤液，浓缩至约150ml，转移至200ml容量瓶中，分别加水至刻度，摇匀，即得。

表1. 不同提取溶剂黄酮类成分含量测定结果

	样品
	柚皮苷（%）
	橙皮苷（%）
	新橙皮苷（%）

	陈皮、枳壳水提液
	0.92
	0.36
	0.71

	陈皮、枳壳醇提液
	1.69
	0.95
	1.46


表1结果显示，陈皮、枳壳醇提液中柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的含量均高于水提液中柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的含量，说明醇提液对柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的提取效果优于水提液。
2.2.2药理作用比较研究

2.2.2.1对多巴胺致肠功能低下小鼠的影响
小鼠80只，体重19～22g，随机分为8组：对照组、模型组、醇回流和水煎煮（25、50、100mg·kg-1）3个剂量组，每组10只，♀♂各半。各组小鼠禁食不禁水16小时，次日一次给药，对照组灌胃蒸馏水，其他组给予相应药物灌胃。各小鼠灌胃30分钟后除对照组外，其余小鼠给予1.7mg·kg-1盐酸多巴胺注射液皮下注射造模，20分钟后80只小鼠分别灌服2％的羧甲基纤维素钠碳末混悬液0.2ml·10g-1,20分钟后小鼠脱颈处死，立即取出胃肠，平铺，测定碳末前端至幽门的距离和小肠全长，以两者之比计算推进百分率。试验结果显示，皮下注射1.7mg·kg-1的多巴胺可明显抑制小鼠的肠推进，水提、醇提取物（25、50、100mg·kg-1）能提高由多巴胺抑制的小鼠肠推进活动，但醇提取作用强于水煎煮提取，见表2。

表2.  水提、醇提取物对多巴胺致小鼠肠推进的影响（ eq \o(\s\up 9(-),X)+s）

	组    别
	剂   量

（mg·kg-1）
	只数
	推进距离

（cm）
	小肠全长

（cm）
	推进百分率

（％）

	对照组
	—
	10
	34.3±5.36
	50.7±2.09
	67.7±11.0

	模型组
	—
	10
	27.5±6.28
	50.0±2.77
	54.8±11.2△

	称受试药2
	25
	10
	34.4±6.47
	52.2±4.23
	65.6±9.36*

	
	50
	10
	36.7±6.81
	50.8±4.79
	72.0±10.3**

	
	100
	10
	33.9±6.81
	51.5±2.33
	65.7±11.8*

	称受试药1
	25
	10
	33.7±6.81
	52.4±2.33
	64.3±10.80

	
	50
	10
	35.2±5.40
	51.0±2.51
	69.1±12.3*

	
	100
	10
	33.1±8.53
	52.4±4.89
	63.2±10.36


注：与对照组比较，△P＜0.05，与模型组比较， *P＜0.05，**P＜0.01
2.2.2.2对阿托品致肠功能低下小鼠的影响
小鼠80只，体重19～22g，随机分为8组：对照组、模型组、醇回流和水煎煮（25、50、100mg·kg-1）3个剂量组，每组10只，♀♂各半。各组小鼠禁食不禁水16小时，次日一次给药，对照组灌胃蒸馏水，其他组给予相应药物灌胃。各小鼠灌胃30分钟后除对照组外，其余小鼠给予2.5 mg·kg-1的阿托品皮下注射造模，20分钟后80只小鼠分别灌服2％的羧甲基纤维素钠碳末混悬液0.2ml·10g-1,20分钟后小鼠脱颈处死，立即取出胃肠，平铺，测定碳末前端至幽门的距离和小肠全长，以两者之比计算推进百分率。试验结果显示，皮下注射2.5mg·kg-1的阿托品可明显抑制小鼠的肠推进，水提、醇提取物（25、50、100mg·kg-1）能提高由阿托品抑制的小鼠肠推进活动，但醇提取作用强于水煎煮提取，见表3。
表3. 水提、醇提取物对阿托品致小鼠肠推进的影响（ eq \o(\s\up 9(-),X)+s）

	组    别
	剂   量（mg·kg-1）
	只数
	推进距离

（cm）
	小肠全长

（cm）
	推进百分率

（％）

	对照组
	—
	10
	33.0±4.70
	51.6±3.53
	64.2±10.2

	模型组
	—
	10
	25.2±9.13
	50.5±5.84
	49.7±15.8△

	称受试药2
	25
	10
	25.2±5.89
	49.2±4.62
	50.9±9.06

	
	50
	10
	32.0±6.90
	50.5±3.72
	63.3±12.7*

	
	100
	10
	28.7±6.74
	48.1±5.83
	59.6±11.0

	称受试药1
	25
	10
	26.0±5.77
	50.7±4.62
	51.2±9.22

	
	50
	10
	29.2±6.36
	49.9±4.68
	58.5±9.32

	
	100
	10
	27.9±5.96
	49.9±4.37
	55.9±8.22


注：与对照组比较，△P＜0.05;与模型组比较， *P＜0.05
结论：陈皮、枳壳水提液和醇提液对小鼠胃排空均有促进作用。但陈皮、枳壳醇提液效果明显强于陈皮、枳壳水提液。结合化学实验含量测定的结果，醇提液中有效成分柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的含量均明显高于水提液。因此，我们确定以一定浓度的乙醇作为提取溶剂。

2.3 提取工艺优化实验
通过上述实验确定陈皮、枳壳采用60%乙醇回流提取，但有效成分提取率的高低与乙醇浓度、乙醇用量、提取时间、提取次数有关。因此，我们将乙醇浓度、乙醇用量、提取时间、提取次数作为考察因素，用正交实验表L9（34）安排实验，表头设计见表4。
表4 表头设计

	因素样号
	A
	B
	C
	D

	
	乙醇浓度（%）
	乙醇用量（倍）
	提取时间（h）
	 提取次数

	1
	50
	4
	1
	1

	2
	60
	6
	1.5
	2

	3
	70
	8
	2
	3


2.3.1试验安排及结果

分别取陈皮和枳壳各 100 g，共9份，按L9（34）正交表中的实验安排进行回流提取，提取液滤过，定容至一定的体积，编号，再分别吸取各样号的提取液适量，加甲醇制成每毫升约含0.02g药材的溶液，测定柚皮苷，橙皮苷，新橙皮苷含量，其中橙皮苷的含量权重系数为0. 4，柚皮苷、新橙皮苷的含量权重系数均为0. 3。综合评分（%）=（100/2.75*En*0.3+100/2.40*Fn*0.4+100/2.18*Gn*0.3）*100% 根据综合评分，筛选枳陈胃力片中总黄酮提取的最佳工艺，结果见表5，方差分析结果见表6。

表5. 正交实验结果
	因素

组号
	A
乙醇浓度
	B
乙醇用量
	C
提取时间
	D
提取次数
	柚皮苷E（%）
	橙皮苷F
（%）
	新橙皮苷G（%）
	综合评分

（%）

	1
	   1
	   1
	   1
	   1
	0.63
	0.38
	0.49
	19.95 

	2
	   1
	   2
	   2
	   2
	1.55
	1.05
	1.20
	50.92 

	3
	   1
	   3
	   3
	   3
	2.75
	2.40
	2.18
	100.00 

	4
	   2
	   1
	   2
	   3
	2.17
	1.45
	1.86
	73.44 

	5
	   2
	   2
	   3
	   1
	0.96
	0.63
	0.79
	31.84 

	6
	   2
	   3
	   1
	   2
	1.53
	1.24
	1.21
	54.01 

	7
	   3
	   1
	   3
	   2
	1.95
	1.21
	1.54
	62.63 

	8
	   3
	   2
	   1
	   3
	2.04
	1.53
	1.74
	71.70 

	9
	   3
	   3
	   2
	   1
	1.26
	0.95
	1.00
	43.34 

	K1
	170.87
	156.02
	145.66
	95.13
	Σyi=507.83
CT=28654.59

	K2
	159.29
	154.46
	167.7
	167.56
	

	K3
	177.67
	197.35
	194.47
	245.14
	

	R
	18.38
	42.89
	48.81
	150.01
	


2.3.3方差分析结果

表6 影响总黄酮提取率因素的方差分析
	误差来源
	SS
	F
	S
	F值
	显著性

	A（误差）
	57.57 
	2
	28.79 
	1.0
	

	B
	394.46 
	2
	197.23 
	6.85
	

	C
	398.31 
	2
	199.16 
	6.92
	

	D
	3751.97 
	2
	1875.99 
	65.16
	**


 注：F0。05（2，2）=19  F0。01（2，2）=99 “*”有显著性差异  “**”有极显著性差异
从柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷含量测定结果的方差分析中可见：因素A（溶剂浓度）、因素B（溶剂用量）和因素C（提取时间）对柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的含量无明显影响；因素D（提取次数）对柚皮苷、橙皮苷和新橙皮苷的含量有极显著性影响，换言之，影响柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷提取率的主要因素是提取次数，结合K值分析，应选择A3B3C3D3，即用8倍量70%乙醇，提取3次，每次提取2小时。

因素A乙醇含量从50%～70%对提取结果没有显著影响，从节省生产成本等角度综合考虑，应采用50%乙醇，实验中发现，用50%乙醇提取果胶提出量大，放冷后沉淀出大量果胶，而用60%乙醇第一次提取，放冷后只有少许果胶沉淀，由于陈皮、枳壳经第一次提取后药材溶胀与糊化，第二、三次再采用60%乙醇提取时果皮糊化，提取液放冷后有大量糊化果胶，而采用70%乙醇提取，提取液放冷后仅有少量果胶沉淀，因此，乙醇提取宜第一次用60%乙醇，第二、三次用70%乙醇；因此，提取方案初步定为A2B3C3D3，即药材第一次用60%乙醇回流提取2小时，第二、三次用70%乙醇回流提取2小时。
正交实验影响因素的方差分析结果还显示，因素B乙醇用量4倍、6倍、8倍均无显著影响，但从K值的直观分析，乙醇用8倍量更好，因此，验证性实验中，我们将对溶剂用量进行再考察。

2.3.3验证性实验

按上述正交实验得出的初步方案，按处方量分别取陈皮、枳壳药材各100g，共3份，分三组实验，1、2、3组第一次分别用4、6、8倍量60%乙醇回流提取2小时，第二、三次用4、6、8倍量70%乙醇回流提取2小时。各组提取液定容到一定体积后，再精密吸取提取液适量，加甲醇制成每1ml约含0.02g药材的溶液，测定柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的含量，结果见表7。

表7  柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的百分含量
	样品号
	样品1
	样品2
	样品3

	柚皮苷
	2.28%
	2.59%
	2.66%

	橙皮苷
	1.59%
	1.80%
	2.22%

	新橙皮苷
	2.20%
	2.40%
	2.55%


结论：从表7中的数据可以看出，测得柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的的含量与正交实验中最佳提取方案所测得的数据基本吻合，说明正交实验所确定的最佳提取工艺合理。进一步对溶剂用量考察的验证性实验还表明：用6倍量溶剂和用8倍量溶剂的提取效果较用4倍量溶剂好，且用6倍量溶剂和用8倍量溶剂的提取效果对柚皮苷、新橙皮苷无显著性差异，但对橙皮苷有明显差异。考虑到节约生产中的溶剂用量，我们选用提取溶剂为6倍量。由于第一次提取药材吸取较多溶剂，因此，最佳提取工艺确定为：第一次用7倍量60%乙醇回流提取2小时，第二、三次用6倍量70%乙醇回流提取2小时。

3讨论    

水煎是临床常用的剂型，它也是一种经典的制备工艺。千百年来这种水煎服药方式的临床使用的历史表明了其制备工艺的可行性。现代中药的工业化生产是根据其主要化学成分的化学属性不同而用不同的溶媒进行制备，以将其化学成分尽可能的提取完全。枳壳中主要含有黄酮、挥发油及少量生物碱三大类成分，陈皮中橙皮苷是一种黄烷酮类的糖苷，难溶于水。天然黄酮类化合物的提取通常采用甲醇或乙醇，工业生产一般使用乙醇，其中最能体现枳壳特征的成分是黄酮类成分，黄酮类成分中又以柚皮苷和新橙皮苷含量较高。通过对陈皮、枳壳醇提液和水提液中总黄酮含量比较，同时结合药理实验结果，醇提液中有效成分柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷的含量均明显高于水提液，我们确定以乙醇为提取溶剂回流提取。利用有效成分含量和药理实验的结合来指导提取工艺，将成为我们完善现代中药制药工艺的一种方式。
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