
为筛选异黑成熟颗粒中甘草!地锦草!铁线蕨和香青兰最佳的醇提取工艺"采用单因素试验"以甘草酸含量和醇浸出物量为指

标"对影响提取效果的乙醇浓度 !!提取时间 "!乙醇用量 # 和提取次数 $进行考查"确定提取次数为 ! 次"选择乙醇浓度为 ""#!

$"#!%"#"乙醇用量为 &’!&!!&( 倍量"提取时间为 &)*!&)"!!)*+#进一步采用 %,-.(/正交试验设计优选甘草!地锦草!铁线蕨和香青
兰醇提取条件"对实验各关键因素变化范围内均衡抽样"使每次试验都具有较强的代表性$结果表明"乙醇浓度对提取效果有显著影

响"而提取时间%乙醇用量对提取效果无显著性影响"最佳提取工艺为 !!"!#.$ 鉴于乙醇用量和提取时间对提取效果无显著性影响"

为降低成本!节省工时"将 "!改为 "&"将 #.改为 #&"由此得提取工艺为 !!"&#&$确定药材醇提取条件&$"#乙醇 &*倍量"提取 !次"
每次 &+$由此"经过正交试验法优选的提取工艺设计合理"结果稳定可行"符合大工业生产要求$上述实验结果可为异黑成熟颗粒制
备工艺的确定提供实验依据$

异黑成熟颗粒’单因素’正交试验
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异黑成熟颗粒由牛舌草!破布木果!大枣!小茴香!甘草!

香青兰!地锦草!铁线蕨等 !" 味药组成"其主要药味均为维
吾尔药"为抗肿瘤辅助药# 本品原方以汤剂在临床上使用多
年"疗效确切"对由异常黑胆质所导致的各种肿瘤有良好的
预防和治疗作用 #!$%&$ 由于原生产工艺落后"不便携带"不易储
存"不符合中药现代化发展的要求 "现将其制备成便于患者
使用%携带和储存的颗粒剂"并且固体制剂的稳定性也优于
液体制剂$ 为保证制剂质量稳定"本文对异黑成熟颗粒中甘
草!地锦草!铁线蕨和香青兰醇提取工艺进行了研究"筛选出
合理可行的提取工艺$

! 材料与方法
!"! 材料和主要仪器
材料为甘草酸铵对照品&批号’!!"’(!$%"")!*"中国生

物制品检定所 ("色谱纯甲醇&美国 +,-./0 1*2%$*("醋酸胺
&上海试四赫维化工有限公司 "2"(%(("冰醋酸&天津市福晨
化学试剂厂 %"")"3%"(#
主要仪器有 45$!"6174 型高效液相色谱仪 &日本岛津

公司("86!!"!6 电子天平&北京赛得利斯天平有限公司("9$
%"!" 型旋转蒸发器&巩义市予华仪器有限责任公司("!"!1$%
型数显电热鼓风干燥箱&上海锦屏仪器仪表有限公司通州分
公司(":;$!""5<型数控超声波清洗器 &昆山市超声仪器有
限公司(":5=型调温电热套&山东省鄄城永兴仪器厂(#
!"# 方法
!"#"! 甘草酸含量测定
按照高效液相色谱法 &)中国药典*%""2 年版一部附录

7>5(#(&测定$

!( 色谱条件与系统适用性试验 #*&$ 色谱柱’:0?@A-,B C!D

&*E)@@!%""@@(+检测波长为 %2"F@+流动相’甲醇$"G%@?BHI
醋酸铵$冰醋酸&2(J*)J!G((+流速’!G"@IH@,F+柱温’*""+理论
塔板数按甘草酸峰计算应不低于 %"""$

%( 对照品溶液制备$ 精密称取甘草酸单铵盐对照品

!"@K"置 2"@I量瓶"用流动相溶解并稀释至刻度"摇匀"即得$
(( 供试品溶液制备 $ 取提取液上清液用微孔滤膜

&"G*2!@(过滤"弃去初滤液"取续滤液作为供试品溶液$
分别精密吸取对照品溶液与供试品溶液各 !"!I" 注入

液相色谱仪测定"即得$

!"#"# 醇浸出物量测定
精密量取提取液 !""@I" 置干燥至恒重的蒸发皿中"水

浴蒸干"!"2"烘箱干燥 (." 取出" 迅速置干燥器中冷却"称
重"重复 (次"计算$
!"#"$ 考查指标和方法
对甘草酸含量和醇浸出物量进行综合评价&权重系数为

"GD!"G%("以综合评分筛选最佳提取条件$
综合评分L&甘草酸含量H最大甘草酸含量(!D"M

&醇浸出物量H最大醇浸出物量(!%"

# 结果与分析
#"! 单因素试验
按处方比例甘草 !"K!地锦草 ’K!香青兰 ’K 和铁线蕨 ’K

称取药材"对乙醇浓度 !&22N!)2N!’2N!D2N(!提取时间 "
&"E2!!E"!!E2!%E".(!乙醇用量 #&D!!"!!%!!* 倍(!提取次数 $
&!!%!(!* 次(进行考查"滤液定容至 !"""@I"测定甘草酸提
取率和醇浸出物量"结果见表 !O表 *$

从表 ! 可知"随乙醇浓度的增大"综合评分呈现先增加
后降低的趋势$ 当乙醇浓度为 )2N时"综合评分最高"22N时
次之" 因而选择 22N!)2N!’2N这 ( 个浓度水平进一步安排

表 # 提取时间单因素分析
%&’() # *)+),-./&+.0/ 01 +2) )3+,&4+.0/ 1,)56)/47

’7 68./9 8./9():1&4+0, +)8+

表 ! 乙醇浓度单因素分析
%&’() ! *)+),-./&+.0/ 01 +2) &(4020( 40/4)/+,&+.0/

’7 68./9 8./9():1&4+0, +)8+

乙醇浓度HN 甘草酸提取率HN 醇浸出物量HN 综合评分
22
)2
’2
D2

’’E2(
’3E2(
’DE%2
2)ED(

%*E%3
%*E%%
%%E)2
%"ED*

3’E33
33E3*
3’E()
’*E(%

表 ; 提取次数单因素分析
%&’() ; *)+),-./&+.0/ 01 +2) )3+,&4+.<) +.-)

’7 68./9 8./9():1&4+0, +)8+

提取次数 甘草酸提取率HN 醇浸出物量HN 综合评分
!
%
(
*

’)E*D
’DE’2
’3E22
D"E"D

%*E"!
%*ED2
%2E23
%2E2"

32E!)
3DE"3
33E*’
33E3(

表 $ 乙醇用量单因素分析
%&’() $ *)+),-./&+.0/ 01 +2) &(4020( &-06/+

’7 68./9 8./9():1&4+0, +)8+

乙醇用量H倍数 甘草酸提取率HN 醇浸出物量HN 综合评分
D
!"
!%
!*

’’E)(
’’ED)
’3E"3
’3E!*

%(E(’
%*E!!
%*E%(
%2E2’

3)E’2
3’E2)
3DE3"
!""E""

提取时间H. 甘草酸提取率HN 醇浸出物量HN 综合评分
"E2
!E"
!E2
%E"

’’E’"
D"E3(
D!E"’
D"E3’

%*E"!
%*E!3
%*E!D
%*E%%

3)E2"
33ED*
33E3’
33E3"
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注! ! 检验临界值"!!"!#$%& %’()*"!#

+,-./ ! -.0- 123-3145 6457.& !!"!#8%& %9()*"!"

正交考查! 由表 % 可见" 醇提 )"!#)"##%"!: 甘草酸含量均较
高"结合醇浸出物量"所以选择 )"!#)"##%"!: ; 个时间水平进
一步安排正交考查! 从表 ;可知"随乙醇用量增大"综合评分
也逐步增大")< 倍与 )%倍提取率接近")!倍次之"= 倍最小"
经综合考虑"最终选择 )!#)%#)<倍量 ;个水平进一步安排正
交试验考查! 由表 <可见"提取 <次时提取率最高"但 % 次与
;#<次数值相差较小"从节约成本和工时考虑"故选择醇提取
%次!
!"! 正交试验
按处方比例称取各药材 "提取后"滤液定容至 )!!!>?"

分别测定甘草酸提取率和醇浸出物量!因素及水平见表 #"试
验安排见表 @"方差分析见表 A!

表 # 试验因素水平表
$%&’( # )(*(’+,%-./01 .%&’(

水平
因素

"BC #B: $B倍数
)
%
;

##
@#
A#

)"!
)"#
%"!

)!
)%
)<

表 2 !34567正交实验设计及结果
$%&’( 2 !34567 0(18’.1 /, /0.9/:/;%’ <(1=:;

实验号
各因素水平

% & $ ’
评价指标

甘草酸含量BC 醇浸出物量BC 综合评分

)
%
;
<
#
@
A
=
*

)
)
)
%
%
%
;
;
;

)
%
;
)
%
;
)
%
;

)
%
;
%
;
)
;
)
%

)
%
;
;
)
%
%
;
)

A!"!%
A<"<!
A;"A)
=!"*@
=<");
=;"!<
A#"@%
A@"%#
A#"*<

%<";)
%<"<%
%<";@
%<"%%
%<")%
%<")#
%%"#@
%%"@A
%%"<;

=@"#!
*!"A#
*!"!#
*@"=%
**"A#
*="A<
*!";*
*)"!A
*!"#=

()

(%

(;

极差

%@A"%*
%*#";%
%A%"!<
%="!%

%A;"A)
%=)"#A
%A*";A
A"=@

%A@";)
%A=")#
%=!")*
;"==

%A@"=;
%A*"=A
%AA"*<
;"!<

注!()$(%$(;分别表示各因素水平对应的综合评分#

+,-.0/ ()& (%& (; 3DE314-. -:. 5.6.5 ,F -:. F41-,20 1,22.0G,DE3DH -, 1,>G,03-. .64574-3,D"

处理因素
离均差平方和 自由度 均方 ! 检验

%
#
$
误差

总变异

)<*"*@@=
)!"*A);#
%"#!*<=#
)"#A@@A<
)@#"!%<;

%
%
%
%
=

A<"*=;<
#"<=#@A<
)"%#<A<%
!"A==;;A

*#"))#*)
@"*#=#;*
)"#*)@;%

方差来源
)

I!"!#

表 > 方差分析表
$%&’( > ?%0=%;-( %;%’@1=1

由直观分析可知" 影响提取效果的因素顺序是$%J#J$!
每个因素 ; 个水平之间从优到劣为 %%J%;J%)%#%J#;J#)%$;J
$%J$)"直观分析最佳提取工艺为 %%#%$;! 采用方差分析进一
步优化!

由方差分析知"乙醇浓度对提取效果有显著影响"而提
取时间#乙醇用量对提取效果无显著性影响"最佳提取工艺
为 %%#%$;! 鉴于乙醇用量和提取时间对提取效果无显著性影
响"为降低成本#节省工时"将 #%改为 #)"$; 改为 $)"由此得
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提取工艺 !!""#"! 确定药材醇提条件"#$%乙醇 "& 倍量#提取
!次$每次 "’%
进行验证试验$结果与正交试验结果一致 $表明此工艺

稳定可行!

! 讨论
"& 本处方复杂$各药味有效成分理化性质各异 ($)$应按照

各味药与功能主治相关的有效成分进行提取$故将铁线蕨 (#)’

地锦草 (*)’甘草 (+)和香青兰 (,)进行乙醇提取$对大枣’牛舌草’刺
糖和破布木果进行水提取! 这样可较好地提取有效成分并保
留药物的药理活性物质$从而保证药效的发挥!

!& 在单因素基础上又对提取工艺进行正交试验考查$充
分地考虑到各种因素之间的交互影响$最终确定了最佳提取
工艺条件$验证实验结果表明优选的提取工艺稳定可行!

" 结论
利用正交试验优化异黑成熟颗粒的最佳提取工艺是铁

线蕨’地锦草’甘草和香青兰用乙醇提取$条件为"#$%乙醇
"&倍量$提取 ! 次$每次 "’!
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R’@HC<C /C?@J@HC \HJAJ8D3C?@7 /DHID8@7 /C?@J@HC \?@:D5@78 SD75?.
R’@H7 9C?@J78 CHJAJ8D3C?@7 >DD] V:57?@:@DH78 9DHID8@7H 9C?@J@HCW (/).
M’7HI’7@0 M’7HI’7@ MJ@CH:@E@J ^ BCJ’H@J78 N4>8@<’C5<- ",,!0 "+!.

(#) 丁利君. 微波协同提取铁线蕨总黄酮及其抗氧化研究(U). 韩山师范学
院学报- !&&#- !*V#W0 O#X$!.
Y@HI Z@G4H. 4562.&’ 57 8&.+,&. 952:&’ #5’’$;$- !&&#- !*V#W0 O#X$!.

(*) 巴根那- 赵贤芳- 白玉傲- 等. 蒙药地锦草总黄酮提取工艺研究 (U). 时
珍国医国药- ",,,- "&VOW0 !$!X!$1.
S7 [CHH7- Q’7D M’4E7HI- S7@ ;47D- $% &’( )*+,*-,$. /$0*1*.$ &.0
/&%$2*& /$0*1& 3$+$&21,- ",,,- "&VOW0 !$!X!$1.

(+) 曾路- 张如意 - 王动 - 等 . 粗毛甘草化学成分的研究 (U). 植物学报 -
",,"- 11V!W0 "!O- "1$.
QCHI Z4- Q’7HI _4A@- ‘7HI YDHI- $% &’( !1%& "5%&.*1& <*.*1&- ",,"- 11
V!W0 "!O- "1$.

(,) 古海锋- 陈若芸- 孙玉华- 等. 香青兰化学成分的研究 (U). 中国中药杂
质- !&&O- !,V1W0 !1!X!1$.
[4 67@ECHI- R’CH _4A4H- M4H ;4’47- $% &’( 4562.&’ 57 =2&0*%*5.&’
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!学术动态!

!"#$%&’()*+,-./01234

中国微生物学会!中国土壤学会等将于 !"#" 年 $% 月 $&"!$ 日在长沙市举办#第十一届全国土壤微生物学术讨论会$%
会议以#技术创新与发展$为主题&交流近几年土壤’农业(微生物学研究和微生物肥料等产业发展的技术与应用成果&研讨下
一阶段土壤’农业(微生物学的发展方向与重点%
征文内容)土壤微生物和生物固氮研究的新进展*植物与微生物相互作用机理的研究*土壤生物与生物化学研究新进展*

微生物在土壤与环境治理方面的研究进展*微生物肥料产品与技术创新研究与成果*微生物肥料产业发展政策和质量标准体
系建设*微生物肥料研发!效果评价与关注热点*农业生物产业与农产品质量安全%
征文截止时间)!%$% 年 ’ 月 !%日%
联系方式 )北京市海淀区中关村南大街 $! 号 ’$%%%&$(*电话 ) %$%(&!$%)!%&*传真 )%$%(&!$%&*%!*电子信箱 )

+,-./01233-432520%
会议网址).6678992-:5;:5325209.6:,9<=/.=;6>0?@.;9!%%’$!!!9A$%5.6:,%

研究论文!*&+,(-$)"
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