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摘　要：目的：优选元胡止痛方的乙醇提取工艺，为元胡止痛方的醇提工艺及工业化生产提供实验依据。
方法：以乙醇浓度、溶剂体积、提取时间及提取次数为考察因素，按正交表Ｌ９（３４）进行正交设计实验；通
过 ＨＰＬＣ法同时测定其指标成分延胡索乙素、欧前胡素的含量，以加权法进行评判，优选其最佳醇提工
艺。结果：各因素对元胡止痛方乙醇提取效果的影响由大到小的顺序依次为：Ｂ＞Ｃ＞Ａ＞Ｄ；Ｂ、Ｃ及 Ａ
起主要作用，其中提取溶剂（Ｂ）、提取时间（Ｃ）均有极显著性差异（Ｐ＜０．０１）；乙醇浓度（Ａ）有显著性差
异（Ｐ＜０．０５）；而提取次数（Ｄ）无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：优选出的元胡止痛方的乙醇提取最佳工
艺条件为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２，即以１０倍量８０％乙醇回流提取２次，每次３ｈ为最佳。验证结果表明该工艺稳定、
可行，可为元胡止痛方的工业化生产提供参考。
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下总蒽醌含量测定的波长２５４ｎｍ，作为本方法的检测波长。
《本草新编》记载大黄性甚速，走而不守，善荡涤积滞、调

中化食、通利水谷、推陈致新、导瘀血、破症结、散坚聚、止疼
痛、败痈疽热毒、消肿胀，俱各如神。《日华子本草》提及大黄
可“调血脉，利关节，泄塑滞”，外敷用于各类疮疖痈毒。历代
医家以及《神农本草经》《纲目》《药性论》等对大黄的应用均有
详细阐述：①积滞便秘；②血热吐衄，目赤咽肿：本品性味苦寒
能降，可下泄上炎之火，具清热泻火、凉血止血之功；③跌扑损
伤、热毒疮疡及水火烫伤；④瘀血证：下瘀血，清瘀热，能活血
逐瘀通经，为临床骨伤科常用药物；⑤湿热证、淋证。文献报
道大黄蒽醌类成分有较强的抑制ＰＧＥ２及抑制 ＭＡＰＫ级联
系统的作用，表明大黄可通过抑制ＰＧＥ２生成而产生抗炎作
用［６］。另有报道，大黄外用具有显著的消炎、镇痛、抗菌等作
用。本试验采用 ＨＰＬＣ法对制剂中大黄酚成分开展了方法
学考察，建立了适宜的色谱方法，通过三批中试样品进一步验
证了大黄酚含量测定的稳定性。本试验样品２００５０１－２００５０３
批次因使用的是同一批中间体生产，本品大黄酚含量为
１．６２ｍｇ／ｇ，考虑到转移率等问题，建议将含量初定为
１．５０ｍｇ／ｇ。后期跟进积累３～５批大黄原料所生产成品大黄

酚含量，再确定具体值。同时对大黄原料及中间体分别建立
内控标准，以确保产品质量的稳定性。
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　　元胡止痛方由延胡索加白芷组成，在临床上用于治疗气
滞血瘀引起的多种疼痛，包括胃痛、肋痛及头痛等证。目前，
研究报道中关于元胡止痛方的醇提取方法主要有超声提取

法，如甲醇超声提取［１］、浓氨－甲醇超声提取［２］，回流提取法，
如甲醇、乙醇回流提取［３－７］，但多集中在元胡止痛软胶囊、元胡
止痛滴丸、元胡止痛片［８－９］等制剂的提取研究，而对元胡止痛
方的提取报道较少。此外，２０１５版《中华人民共和国药典》中
收录的元胡止痛方制剂如元胡止痛滴丸、元胡止痛软胶囊、
元胡止痛口服液等制剂中采用的乙醇浓度各不相同，且均无
明确的提取溶剂量。在查阅、分析元胡止痛方醇提取相关文
献后，结合２０１５版《中华人民共和国药典》中元胡止痛方类制
剂的提取工艺，并在前期元胡止痛方正交设计水提取工艺研
究的基础上，本实验以乙醇浓度、加入溶剂体积、提取时间以
及提取次数为考察因素，以正交设计对延胡止痛方进行乙醇
提取工艺优选，通过建立 ＨＰＬＣ法，采用梯度洗脱的同时测
定方中药效成分延胡索乙素、欧前胡素２个指标的含量，通
过加权法评判其最佳提取工艺条件，可为元胡止痛方的提取
工艺及其工业化生产提供借鉴。

１　仪器与材料
１．１　仪器
高效液相色谱仪（型号为ＬＣ－２０ＡＴ，购于日本岛津）、二

极管阵列检测器（ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ－型，购于日本岛津）；十万分之
一天平（型号为 ＭＥ１５５ＤＵ，购于瑞士梅特勒－托利多仪器有
限公司）。

１．２　饮片
延胡索饮片购自聚药堂药业有限公司（河北省安国市，

批号为１９０７００４）；白芷饮片来源于同一公司，批号为
１９０７００２；符合２０１５版《中华人民共和国药典：一部》延胡索、
白芷饮片项下规定。将延胡索、白芷饮片以２∶１的量（延胡索
∶白芷＝２∶１）进行混合、粉碎，得其粗粉用于实验。

１．３　对照品
延胡索乙素对照品来源于曼思特生物科技有限公司（四川

省成都市，批号为 ＭＵＳＴ－２００３２０１１，其纯度为９９．８６％）；欧前胡

素来源于同一公司（批号为ＭＵＳＴ－２００３１８１０，其纯度９８．２７％）。

１．４　试剂
甲醇为色谱纯，娃哈哈矿泉水，其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２．１　因素及水平确定
在元胡止痛方的粉碎度、浸泡时间、过滤等条件相同的

前提下，参考２０１５版《中华人民共和国药典》元胡止痛方类
制剂的提取工艺以及相关研究报道，选择醇提浓度为６０％、
７０％、８０％；提取溶剂为药物的６倍量、８倍量、１０倍量；提
取时间为１．５ｈ、２．０ｈ、３．０ｈ；提取次数分别为１次、２次、３
次［１０］，正交设计见表１。

表１　Ｌ９（３４）正交设计因素、水平

因素
乙醇浓度

（Ａ）（％）
溶剂体积（Ｂ）
（倍数）

提取时间

（ｈ）
提取次数

（Ｄ）（次）
水平１　 ６０　 ６　 １．５　 １
水平２　 ７０　 ８　 ２．０　 ２
水平３　 ８０　 １０　 ３．０　 ３

２．２　延胡索乙素及欧前胡素含量测定［１，１１］

２．２．１　 色谱条件 　Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ－２ 型 （４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱；流动相：甲醇（Ａ）、０．１％磷酸水溶液
（Ｂ），通过梯度洗脱：（０～７ｍｉｎ，４５％～５５％Ａ；７～９ｍｉｎ，
５５％～６３％Ａ；９～１２ｍｉｎ，６３％～６４％Ａ；１２～２０ｍｉｎ，６４％～
７８％Ａ）。进样量：１０μＬ；检测波长为２３５ｎｍ，柱温为３５℃，
流速为０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１。结果：延胡索乙素及欧前胡素二个
色谱峰可完全分离，峰型良好，见图１－图４。

注：１．延胡索乙素；２．欧前胡素。

图１　混合对照品（延胡索乙素、欧前胡素）的ＨＰＬＣ色谱
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注：１．延胡索乙素。

图２　对照品（延胡索乙素）ＨＰＬＣ色谱

注：２．欧前胡素。

图３　对照品（欧前胡素）ＨＰＬＣ色谱

注：１．延胡索乙素；２．欧前胡素。

图４　供试品 ＨＰＬＣ色谱
２．２．２　供试品溶液的制备　取“１．２”项中的元胡止痛方
粗粉，精密称定，得９个试验号，置于５００ｍＬ圆底烧瓶中，按
表１中正交设计方案操作。分别加入不同体积、不同浓度
的乙醇进行回流提取。将各次提取液以纱布过滤，滤液合
并，定容，精密量取一定量滤液于蒸发皿中，以水浴浓缩，蒸
干得浸膏。所得浸膏以甲醇溶解于５ｍＬ量瓶中，定容至刻
度，再以０．２２μｍ的滤膜进行过滤，得９个供试品溶液。

２．２．３　对照品溶液的制备　分别精密称取７．２８ｍｇ延胡
索乙素、５．４２ｍｇ欧前胡素置于１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶
解，定容至刻度，制备得延胡索乙素、欧前胡素对照品储备
液。分别精密吸取延胡索乙素、欧前胡素对照品储备液适
量，置于同一１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释，定容至刻度，即
配制得混合对照品溶液（质量浓度：每１ｍＬ含延胡索乙素
２９１．２μｇ、含欧前胡素１６２．６μｇ）。

２．２．４　线性关系考察　分别精密吸取延胡索乙素、欧前
胡素混合对照品溶液２μＬ、５μＬ、８μＬ、１０μＬ、４０μＬ注入高效
液相色谱仪，按“２．２．１”项色谱条件测定。以各对照品的进
样量为横坐标（μｇ）、峰面积为纵坐标（ｍＡＵ），分别绘制标准
曲线，得延胡索乙素回归方程：Ｙ１＝２．０×１０６　Ｘ ＋７　７４６，Ｒ２

＝０．９９９　９；欧前胡素回归方程：Ｙ２＝４．０×１０６　Ｘ＋５　４７８，Ｒ２

＝０．９９９　８。结果：延胡索乙素在０．５８２　４～１１．６４８μｇ，欧前
胡素在０．３２５　２～６．５０４μｇ，对照品的进样量与峰面积有良
好的线性关系。

２．２．５　精密度试验　精密吸取第２实验号样品供试品溶
液（加８倍量６０％的乙醇，提取２次，每次提取２ｈ）１０μＬ，按
“２．２．１”项色谱条件连续进样６次，结果测得延胡索乙素的
峰面积ＲＳＤ为０．４３％，欧前胡素的峰面积ＲＳＤ为０．５２％，
仪器精密度良好。

２．２．６　供试品溶液测定　分别精密吸取９个供试品溶
液，按“２．２．１”项分别进样，测定样品中延胡索乙素及欧前
胡素的含量。见表２。

２．２．７　稳定性实验　取第２实验号样品供试品溶液，放
置０ｈ，１ｈ，２ｈ，４ｈ，１２ｈ、２４ｈ，按“２．２．１”项测得延胡索乙素峰
面积的ＲＳＤ为０．９９％，欧前胡素峰面积的ＲＳＤ为１．０２％，
表明供试品溶液在测定的２４ｈ内稳定。

２．２．８　重复性试验　按第２实验号方案，取“１．２”项同量
的元胡止痛方粗粉６份，按“２．２．２”项中方法制备得供试品
溶液，按“２．２．１”项条件，依法测得延胡索乙素峰面积的
ＲＳＤ为１．１２％，欧前胡素峰面积的ＲＳＤ为１．３３％，表明方
法重复性良好。

２．２．９　回收率实验　取“１．２项”相同量的元胡止痛方粗
粉，精密称定９份，置２５０ｍＬ圆底烧瓶中，按“２．１”项正交设
计表中第１实验号方案，分别精密加入对照品适量，制备
低、中、高质量浓度样品，按“２．２．１”项色谱条件，依法测定
延胡索乙素、欧前胡素含量并计算回收率。结果延胡索乙
素平均加样回收率为９８．８１％，ＲＳＤ为１．３９％；欧前胡素平
均加样回收率为９９．４１％，ＲＳＤ为１．８４％。

２．３　结果
２．３．１　直观分析与方差分析　结果表明，４因素中Ａ、Ｂ、
Ｃ三因素均具有统计学意义，其中Ａ（乙醇浓度）对提取效果
有显著性影响（Ｐ＜０．０５），故 Ａ选 Ａ３；而Ｂ（提取溶剂体
积）、Ｃ（提取时间）对提取效果均有极显著性影响（Ｐ＜
０．０１）；故Ｂ选Ｂ３；Ｃ选Ｃ３；而Ｄ（提取次数）无显著性差异，
其水平可以任取，结合Ｒ值及生产实际，Ｄ选Ｄ２。各因素对
实验结果的影响由大到小依次为：Ｂ＞Ｃ＞Ａ＞Ｄ；Ｂ、Ｃ及Ａ
起主要作用，而Ｄ影响较小。确定元胡止痛方醇提取的最
佳方案为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２，即加１０倍量的８０％乙醇，回流提取２
次，每次提取３ｈ。见表２、表３。

２．３．２　工艺验证实验　按“１．２”项称取处方比例量元胡
止痛方粗粉，共３份，按优选出的Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２工艺条件重复实
验，按“２．２．１”项分别测定延胡索乙素及欧前胡素的含量，
经加权评判，测定得其 平 均 含 量 分 别 为 ０．６８２　１％、
０．６８２　３％、０．６８１　６％，高于正交设计表中其他实验号的平
均含量，说明优选出的最佳乙醇提取工艺条件稳定、可行。
见表４。

３　讨论
２０１５年版《中华人民共和国药典》中收录的元胡止痛口
服液、元胡止痛颗粒的提取工艺以６０％乙醇浸泡２４ｈ再回
流提取２次（第１次３ｈ，第２次２ｈ），以延胡索乙素含量为其
质控指标。元胡止痛片、元胡止痛滴丸的提取工艺与其相
同，但在质控指标中增加了欧前胡素含量。而元胡止痛软
胶囊的提取工艺则以８０％乙醇浸泡１２ｈ，再分别回流提
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表２　Ｌ９（３４）正交设计及延胡索乙素、欧前胡素含量加权评判结果

实验号
Ａ浸泡时间
（ｍｉｎ）

Ｂ加水量
（倍）

Ｃ提取时间
（ｈ）

Ｄ提取次数
（次）

延胡索乙素

（Ａ）（％）
欧前胡素

（Ｂ）（％）
综合评判值

Ｙ＝０．６×Ａ＋０．４×Ｂ
１　 １　 １　 １　 １　 ０．５９２　１　 ０．１１８　７　 ０．４０２　７
２　 １　 ２　 ２　 ２　 ０．６３３　６　 ０．１２６　８　 ０．４３０　９
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ０．９９４　８　 ０．２０４　８　 ０．６７８　８
４　 ２　 １　 ２　 ３　 ０．７１６　３　 ０．１４３　７　 ０．４８７　３
５　 ２　 ２　 ３　 １　 ０．７７３　４　 ０．１５５　０　 ０．５２６　０
６　 ２　 ３　 １　 ２　 ０．８５３　８　 ０．１７０　８　 ０．５８０　６
７　 ３　 １　 ３　 ２　 ０．８８２　１　 ０．１７６　７　 ０．５９９　９
８　 ３　 ２　 １　 ３　 ０．６７２　６　 ０．１３４　８　 ０．４５７　５
９　 ３　 ３　 ２　 １　 ０．９８３　１　 ０．１９６　９　 ０．６６８　６
Ｋ１　 １．５１　 １．４９　 １．４４　 １．６０
Ｋ２　 １．５９　 １．４１　 １．５９　 １．６１
Ｋ３　 １．７３　 １．９３　 １．８０　 １．６２
Ｒ　 ０．０７　 ０．１７　 ０．１２　 ０．０１

表３　延胡索乙素、欧前胡素含量测定方差分析结果

方差来源 离差平均和 自由度 均（ＭＳ） Ｆ值 Ｐ值 显著性

浸泡时间Ａ　 ０．０１　 ２　 ０　 ６７．９２ ＜０．０５ ﹡

加水量Ｂ　 ０．０５　 ２　 ０．０１　 ４４９．４０ ＜０．０１ ﹡﹡

提取时间Ｃ　 ０．０２　 ２　 ０　 １９６．０５ ＜０．０１ ﹡﹡

提取次数Ｄ　 ０　 ２　 ０　 １．００ ＞０．０５
误差 ０ ０ ０
总误差 ０．０８　 ８　 ０

注：Ｆ临界值：Ｆ０．０１（２，２）＝９９；Ｆ０．０５（２，２）＝１９；Ｆ值＞Ｆ０．０１，Ｐ＜０．０１表示有极显著性差异；Ｆ值＞Ｆ０．０５，Ｐ＜０．０５表示有显著性差异。

表４　正交实验验证结果 （珚ｘ±ｓ）

编号
延胡索乙素平均

含量（％）
欧前胡素平均

含量（％）
加权评判平均

含量（％）

１　 ０．９９７　１±０．６３　 ０．２０９　６±０．３９　 ０．６８２　１
２　 ０．９９８　４±０．２７　 ０．２０８　２±０．４５　 ０．６８２　３
３　 ０．９９６　８±０．５２　 ０．２０８　９±０．７１　 ０．６８１　６

取２次（每次２ｈ），以延胡索乙素含量为其质控指标。可见，
元胡止痛方类制剂的提取工艺中采用的乙醇浓度各不相

同，且均无明确的提取溶剂量。目前的元胡止痛方研究报
道也以元胡止痛滴丸、元胡止痛软胶囊、元胡止痛片等制剂
的研究居多。
本实验以乙醇浓度、溶剂体积、提取时间及提取次数为

考察因素，以 ＨＰＬＣ法同时测定元胡止痛方中指标成分延
胡索乙素、欧前胡素的含量，以加权法进行评判，通过正交
设计优选出其最佳醇提工艺。考虑到元胡止痛方中延胡索
为君药，白芷为臣药，故将延胡索乙素含量加权系数定为０．
６，欧前胡素含量的加权系数定为０．４，通过综合评分公式Ｙ
＝（延胡索乙素含量×０．６）＋（欧前胡素含量×０．４）进行评
判，并对其评判结果进行显著性分析［１２］。这种采用多指标
评价提取工艺的方式较采用单一的延胡索乙素或欧前胡素

成分含量作为指标进行评价更科学、合理，也提高了质量控
制标准。结果优选出元胡止痛方的最佳乙醇提取工艺条件
为 Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２，即将元胡止痛方以１０倍量８０％乙醇回流提
取２次，每次３ｈ为最佳，三批工艺验证结果表明该工艺可
行，稳定性好，可为元胡止痛方的工业化生产提供参考。
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