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正交试验结合特征图谱法优选蛇蚁喷雾剂渗漉工艺
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摘要：目的 优选蛇蚁喷雾剂乙醇渗漉工艺。方法 以芍药苷、丹酚酸 Ｂ与延胡索乙素的综合保留率为评价指标，以乙醇体积分数、粉碎
粒度、渗漉流速、溶剂用量为考察因素，采用 Ｌ９（３４）正交试验筛选渗漉工艺参数，并建立特征图谱，以相似度验证优选工艺的合理性。
结果 渗漉工艺影响因素大小依次为乙醇体积分数＞溶剂用量＞渗漉流速 ＞粉碎粒度。渗漉最佳工艺条件为，赤芍、丹参、延胡索等１８
味药材粉碎成粗粉，加２倍量７０％乙醇浸渍２４ｈ，加１０倍量７０％乙醇进行渗漉，渗漉流速为９ｍＬ／（ｍｉｎ·ｋｇ）。与传统工艺相比，９个
正交渗漉工艺１２个共有峰的相似度均大于０．９０。结论 优选的工艺稳定、合理，可为蛇蚁喷雾剂的规模化生产提供理论依据。
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我院临床经方“蚁蛇方”是借鉴孙思邈《千金方》中

治疗痹症的经典药酒方剂，通过加减药味形成的独特配

方，以祛风散寒、通络止痛为治则，主治风寒湿三气杂至

所致各种痹证，以酒剂形式长期应用于临床，疗效确切，

安全可靠。但由于“蚁蛇方”药酒浸泡、携带、使用不方便

的缺陷，本研究中按《医疗机构制剂注册管理办法》项下

医疗机构制剂注册申报资料要求第二项第五条规定，

“根据中医药理论组方，利用传统工艺配制”，即制剂配

制过程未使原组方中治疗疾病的物质基础发生变化，在

遵循“蚁蛇方”药酒制备工艺路线的基础上，采用乙醇溶剂

进行渗漉提取，并采用正交试验法，以芍药苷、丹酚酸Ｂ
和延胡索乙素的综合保留率为评价指标。目前，特征图谱

或指纹图谱已普遍用于提取工艺优化犤１－７犦，特征强，信息

量大，整体性强，能更全面地评价药品质量。在产业模式

下成方制剂存在长时间浓缩过程，与传统药酒相比，特

征图谱、指标成分量可能存在差异犤８犦。本研究中结合特

征图谱法对“蚁蛇方”的渗漉工艺进行评价，进一步验证

优选的蛇蚁喷雾剂的渗漉工艺参数，为提高基于临床传

统工艺配制制剂而研制的成药制剂的质量与临床疗效

提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＡＵＷ２２０Ｄ型电子天平（日本岛津公司，精度为万
分之一）；Ｗａｔｅｒｅ２６９５型高效液相色谱仪（美国沃特世
科技公司），配有２９９８检测器。
１．２ 试药

延胡索乙素对照品（批号为 １１０７２６－２０１５１５），芍
药苷对照品（批号为 １１０７３６－２０１５３９），丹酚酸 Ｂ对照
品（批号为 １１１５６２－２０１５１４），纯度均为 ９９．９９％，均购
于中国食品药品检定研究院；黑蚂蚁（批号为 １５０１２４，

·药学论著·
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广东盏玉制药有限公司）；丹参（批号为１５１２０１－１），红
花（批号为１６０３０１－１），黄藤（批号为１６０３０１），辣椒（批
号为 １６０７０２），木瓜（批号为 １５０５０１），牛大力（批号为
１６０４０１），桑寄生（批号为 １５１２０１－１），乌梢蛇（批号为
１６０４０２），均购于广西容县亿生中药饮片厂；当归（批号
为 １６０３０１），丁香（批号为 １５０６０１），均购于广州市集芝
宝中药有限公司；赤芍（批号为 １６０３０１），醋延胡索（批
号为 １６０５０１），独活（批号为 １５１２０１－１），羌活（批号为
１６０４０２），均购于广西京联中药饮片有限责任公司；威灵
仙（批号为１５０５０１，贵港市百草坊中药饮片有限公司）；
乙醇（批号为２０１７０９０１，广东省广宁县顺宁葡萄糖药业有
限公司）；甲醇（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司）；水为自制超纯水。
２ 方法与结果

２．１ 芍药苷、丹酚酸Ｂ、延胡索乙素含量测定
２．１．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇－０．１％磷酸溶液，梯度洗脱（０～２０ｍｉｎ时
３０％Ａ～３７％Ａ，２０～２５ｍｉｎ时３７％Ａ～４５％Ａ，２５～３５ｍｉｎ
时４５％Ａ，３５～４０ｍｉｎ时４５％Ａ～６０％Ａ，４０～４５ｍｉｎ时
６０％Ａ～３０％Ａ，４５～５５ｍｉｎ时３０％Ａ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：２３０ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。在此色
谱条件下，供试品溶液色谱图中，在与对照品溶液色谱

相应位置上有相同保留时间的色谱峰，阴性对照无干

扰。色谱图见图１。

２．１．２ 溶液制备

取芍药苷对照品 １０．０８ｍｇ、丹酚酸 Ｂ１９．８７ｍｇ，精
密称定，分别置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解并定容，
摇匀，作为芍药苷对照品贮备液、丹酚酸Ｂ对照品贮备液。

取延胡索乙素对照品１６．３８ｍｇ，精密称定，置２００ｍＬ容
量瓶中，加甲醇使溶解并定容，摇匀，作为延胡索乙素对

照品贮备液。分别精密量取芍药苷对照品贮备液、丹酚

酸Ｂ对照品贮备液、延胡索乙素对照品贮备液各５ｍＬ，
置５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解并定容，摇匀，制得芍
药苷、延胡索乙素、丹酚酸 Ｂ质量浓度分别为 １．９８７，
１．００８，０．８１９ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。按处方比例称
取全方药材，粉碎，过２号筛，加２倍量７０％乙醇使润湿，
装柱，浸渍２４ｈ，加８倍量７０％乙醇，以３ｍＬ／（ｍｉｎ·ｋｇ）的
速率渗漉，收集渗漉液，加 ７０％乙醇稀释至 １０００ｍＬ，
即得供试品原液。精密量取上述溶液５ｍＬ，置１０ｍＬ容
量瓶中，加７０％乙醇稀释至刻度，摇匀，微孔滤膜滤过，
取续滤液，即得供试品溶液。按处方比例分别称取缺赤

芍、延胡索、丹参的全方药材，分别按供试品溶液制备方

法制备阴性对照药材溶液。

２．１．３ 方法学考察

线性关系考察：分别精密吸取２．１．２项下混合对照品
溶液２，４，８，１０，１２，１６，２０μＬ，注入色谱仪，按２．１．１项下
色谱条件测定，以峰面积积分值（Ｙ）为纵坐标、对照品进样
量（Ｘ，μｇ）为横坐标绘制标准曲线，得芍药苷、丹酚酸Ｂ、延
胡索乙素回归方程，分别为 Ｙ芍＝１０２８１５７．０６７４Ｘ芍＋
４８００．３２３９（ｒ＝０．９９９６，ｎ＝７），Ｙ丹＝１０９５７１３．６４６９Ｘ丹＋
４０７５．１８３１（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝７），Ｙ延＝１５８４９８８．５６４０Ｘ延－
２．４３６６（ｒ＝１．００００，ｎ＝７）。结果表明，芍药苷、延胡索
乙素、丹酚酸 Ｂ进样量分别在 ０．２０１６～２．０１６０μｇ、
０．０１６４～０．１６３８μｇ、０．３９７４～３．９７４０μｇ范围内与峰
面积积分值线性关系良好。

精密度试验：精密吸取同一混合对照品溶液１０μＬ，
按 ２．１．１项下色谱条件连续进样测定 ６次。结果芍药
苷、延胡索乙素、丹酚酸 Ｂ平均峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．２０％，０．３３％，０．２２％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取同一供试品溶液，分别于０，
２，４，８，１６，２４ｈ时按２．１．１项下色谱条件进样测定峰面
积积分值。结果芍药苷、延胡索乙素、丹酚酸 Ｂ平均峰
面积的 ＲＳＤ分别为１．８７％，１．９９％，１．２３％牗ｎ＝６牘，表
明供试品溶液在室温下２４ｈ内稳定。

重复性试验：取 ２．１．２项下混合对照品溶液，按
２．１．１项下色谱条件分别进样１０μＬ，重复操作６次。结
果芍药苷、延胡索乙素、丹酚酸 Ｂ含量的 ＲＳＤ分别为
０．５２％，０．４３％，０．２０％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密量取已知含量的同一供试品溶

液 ５．０ｍＬ，共 ９份，置 １０ｍＬ容量瓶中，分别精密加入
２．１．２项下芍药苷、延胡索乙素、丹酚酸 Ｂ质量浓度分
别为 １．９８７，１．００８，０．８１９ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶液

０．５４
０．５０
０．４６
０．４２
０．３８
０．３４
０．３０
０．２６
０．２２
０．１８
０．１４
０．１０
０．０６
０．０２
－０．０２

Ａ

Ｂ
Ｃ

Ｄ

Ｅ

０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４ ２８ ３２ ３６ ４０ ４４ ４８ ５２

１ ２ ３

ＡＵ

１．芍药苷 ２．延胡索乙素 ３．丹酚酸 Ｂ
Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ－Ｅ．阴性对照药材

溶液牗分别缺赤芍、延胡索、丹参牘
图１ 高效液相色谱图

１．ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ２．ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐａｌｍａｔｉｎｅ ３．ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＢ

Ａ．Ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ－Ｅ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ牗ｌａｃｋｉｎｇＰａｅｏｎｉａｅＲａｄｉｘＲｕｂｒａ，ＣｏｒｙｄａｌｉｓＲｈｉ

ｚｏｍａ，ａｎｄＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａｅＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａ牘

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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因素

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ牗误差列牘
合计

ＳＳ
１０７０．９６１
２１５．６８６
９．２２１
３２．４４４
３２．４４

ｄｆ
２
２
２
２
８

ＭＳ
３３．０１０
６．６４８
０．２８４
１．０００

Ｐ
＜０．０５
＞０．０５
＞０．０５
＞０．０５

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

６２．４４０
８１．７７３
８８．０８０
２５．６４０

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

７１．４８７
７７．３３０
８３．４７７
１１．９９０

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

７７．０２３
７８．８２３
７６．４４７
２．３７６

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

７５．６４３
７６．５９０
８０．０６０
４．４１７

芍药苷

７２．１０
７８．５０
８５．５８
８４．３８
８０．３９
８３．１３
７６．４０
８６．６８
８６．４９

延胡索乙素

３８．３７
４８．０９
５９．２６
７５．９５
７５．５９
８５．８１
７５．６３
９２．９７
９５．９２

丹酚酸Ｂ
５６．２３
６５．２２
６９．４７
８０．２２
８０．６３
８９．２１
８６．３０
９０．１１
９６．３２

综合

５４．３０
６２．８９
７０．１３
７９．８５
７８．９０
８６．５７
８０．３１
９０．２０
９３．７３

表３ 方差分析结果

Ｔａｂ．３ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＡＮＯＶＡ
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因素 保留率（％）
试验号

水平

１
２
３

因素Ａ（％）

３０
５０
７０

因素Ｂ（倍）

８
１０
１２

因素Ｃ
最粗粉

粗粉

中粉

因素 Ｄ犤ｍＬ／（ｍｉｎ·ｋｇ）犦

３
６
９

表２ Ｌ９（３４）正交试验结果
Ｔａｂ．２ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＬ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

表１ 正交试验因素水平表

Ｔａｂ．１ ＴｈｅｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅＬ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

０．５，１．０，１．５ｍＬ，按 ２．１．１项下色谱条件进样 １０μＬ，
测定峰面积，计算回收率。结果芍药苷、延胡索乙素、丹

酚酸 Ｂ的平均回收率分别为 １００．１６％，１００．３４％，
１００．１５％，ＲＳＤ分别为 ０．７５％，１．９７％，０．３８％牗ｎ＝９牘。
表明方法回收率良好，符合定量分析要求。

２．２ 工艺优选

优选渗漉工艺条件：临床采用酒浸渍的传统配制工

艺，故本研究中选取乙醇渗漉工艺。基于中药渗漉工艺

的关键因素分别为粉末粒度、溶剂组成、渗漉流速、溶剂

用量犤９犦及预试验结果。按处方比例称取全方药材９６ｇ，
含丹参 ８ｇ，赤芍 ６ｇ，延胡索 １０ｇ，考察乙醇体积分数
（因素 Ａ）、溶剂用量（因素 Ｂ）、粉碎粒度（因素 Ｃ）、渗漉
流速（因素 Ｄ）对指标成分保留率的影响。因素水平见
表１。按 Ｌ９（３４）正交试验进行设计牗见表２牘，其中加２倍
量相应浓度的溶剂，润湿药粉，浸渍 ２４ｈ进行渗漉。按
供试品溶液制备方法制备，测定并计算指标成分芍药苷、

延胡索乙素及丹酚酸 Ｂ的综合保留率。保留率（％）＝
提取液中指标成分的含量 ／药材中指标成分的含量 ×
１００％；综合保留率（％）＝芍药苷保留率 ×０．２５＋延胡
索乙素保留率×０．４２＋丹酚酸Ｂ保留率 ×０．３３。Ｌ９牗３４牘
正交试验结果见表２，方差分析结果见表３。

试验结果分析：由表 ２可见，各因素对综合保留率
影响的顺序由大至小依次为Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ，即乙醇体积

分数对综合保留率影响最大，７０％乙醇渗漉效果最佳；
溶剂用量对综合保留率影响次之，１２倍量 ７０％乙醇渗
漉效果最佳；粉碎粒度对综合保留率影响不大，粗粉渗

漉效果较佳；渗漉流速对综合保留率影响最小，渗漉流

速为９ｍＬ／（ｍｉｎ·ｋｇ）时渗漉效果较佳，且有利于缩短生
产时间，降低时间成本。渗漉工艺的最佳工艺为Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３，
即处方药材粉碎成粗粉，加２倍量７０％乙醇使润湿，浸
渍 ２４ｈ，用 １０倍量 ７０％乙醇以 ９ｍＬ／（ｍｉｎ·ｋｇ）的速
率进行渗漉。

工艺验证试验：按最佳渗漉工艺条件 Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３进
行重复试验，３批验证结果中，芍药苷平均保留率为
８８％，延胡索乙素平均保留率为９０％，丹酚酸Ｂ平均保
留率为 ９１％，与正交渗漉结果一致，表明该工艺合理、
稳定可行。

２．３ 特征图谱比较

利用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（２００４Ａ
版）软件，将正交渗漉工艺和传统工艺的供试品溶液高

效液相色谱特征图谱进行叠加，并对相似度进行分析。

结果见图２和表４。

由图２可知，９个正交渗漉工艺与传统工艺供试品
共标定了１２个共有峰，各特征峰出峰时间无差异，仅为
量的差异，Ｓ９最大，Ｓ１最小，提示不同提取工艺对有效
成分提取量大小有显著影响。相似度分析结果表明，以

Ｓ１０为对照特征图谱，Ｓ１－Ｓ９相似度均大于０．９０，提示
本组方乙醇渗漉工艺与传统药酒浸泡工艺的有效物质

图 ２ 正交渗漉工艺和传统工艺供试品溶液高效液相色谱特征

图谱叠加图

Ｆｉｇ．２ ＳｕｐｅｒｐｏｓｅｄＨＰＬＣｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐｅｒｃｏｌａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｐｒｏｃｅｓｓ

５６０．７０

４１８．８６

２７７．０２

１３５．１８

－６．６６
０ ７．９７ １５．９４ ２３．９２ ３１．８９ ３９．８６ ４７．８３ ５５．８１

Ｒ
Ｓ１０
Ｓ９
Ｓ８
Ｓ７
Ｓ６
Ｓ５
Ｓ４
Ｓ３
Ｓ２
Ｓ１

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ
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编号

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０

Ｓ１
１．０００
１．０００
０．９９２
０．９９０
０．９１４
０．９２１
０．９１１
０．９２０
０．９１１
０．９１１

Ｓ２
１．０００
１．０００
０．９９３
０．９９０
０．９０８
０．９１５
０．９０５
０．９１４
０．９０５
０．９０５

Ｓ３
０．９９２
０．９９３
１．０００
０．９９８
０．９１５
０．９２２
０．９１４
０．９２２
０．９１３
０．９１３

Ｓ４
０．９９０
０．９９０
０．９９８
１．０００
０．９１７
０．９２４
０．９１５
０．９２４
０．９１５
０．９１５

Ｓ５
０．９１４
０．９０８
０．９１５
０．９１７
１．０００
１．０００
１．０００
０．９９９
１．０００
０．９９９

Ｓ６
０．９２１
０．９１５
０．９２２
０．９２４
１．０００
１．０００
０．９９９
１．０００
０．９９９
０．９９９

Ｓ７
０．９１１
０．９０５
０．９１４
０．９１５
１．０００
０．９９９
１．０００
０．９９９
１．０００
１．０００

Ｓ８
０．９２０
０．９１４
０．９２２
０．９２４
０．９９９
１．０００
０．９９９
１．０００
０．９９９
０．９９９

Ｓ９
０．９１１
０．９０５
０．９１３
０．９１５
１．０００
０．９９９
１．０００
０．９９９
１．０００
１．０００

Ｓ１０
０．９１１
０．９０５
０．９１３
０．９１５
０．９９９
０．９９９
１．０００
０．９９９
１．０００
１．０００
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表４ 不同工艺相似度分析结果

Ｔａｂ．４ Ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

注：Ｓ１－Ｓ９为试验号１－９正交渗漉工艺，Ｓ１０为传统工艺。
Ｎｏｔｅ：Ｓ１－Ｓ９ｉｓｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐｅｒｃｏｌａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＴｅｓｔｓＮｏ．１－

９，ａｎｄＳ１０ｉｓｔｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｐｒｏｃｅｓｓ．

基础无本质区别，正交试验优化所得工艺参数基本遵循

临床用药经验，制剂配制过程没有使原组方中治疗疾病

的物质基础发生变化。可见，所优选的工艺稳定、合理，

可为蛇蚁喷雾剂的规模化生产提供参考。

３ 讨论

３．１ 指标性成分及综合评分选择

基于本组方为中药复方制剂，采用单一指标不能完

整、真实地反映全方的有效成分。臣药赤芍、丹参、延胡

索的主要成分均易溶于乙醇，２０１５年版《中国药典（一
部）》收载成方制剂多采用乙醇提取犤１０犦，故采用乙醇进

行提取。芍药苷具有镇痛作用犤１１犦，丹参活血化瘀功效的

潜在标志物为丹酚酸Ｂ犤１２犦，延胡索乙素是延胡索镇痛作
用最强的成分犤１３－１４犦，故选择芍药苷、延胡索乙素和丹酚

酸 Ｂ综合保留率为考察指标。根据臣药赤芍、丹参、延
胡索方中组成比例为６∶８∶１０牗ｍ／ｍ／ｍ），故设定综合
保留率的权重系数分别为０．２５，０．３３，０．４２。
３．２ 与传统工艺比较评价

“蚁蛇方”药酒的制备工艺为“粉碎，浸泡 １０ｄ以
上，滤过，即得”。基于遵循“蚁蛇方”药酒的制备工艺，本

研究中采用乙醇溶剂渗漉提取，优选蛇蚁喷雾剂的渗漉

工艺参数，但考虑到工艺参数的差异可能导致化学成分变

化，对原方临床疗效产生影响犤８犦。还采用中药色谱指纹图谱

相似度评价系统对不同提取工艺特征图谱进行分析，以传

统工艺为参考图谱，时间窗宽度设为０．１ｍｉｎ，采用多点校
正后自动匹配Ｓ１－Ｓ９及Ｓ１０的指纹图谱，建立高效液相
色谱特征图谱的共有模式，并计算特征图谱中１２个特
征峰的相对峰面积及相似度。结果表明，不同工艺所得

样品与临床传统工艺所得药酒在已有化学成分共有模

式下无本质区别。另外，后续研究还需比较药效学参数，

进一步验证所优化工艺的临床疗效犤１５－１６犦。

３．３ 色谱条件选择

采用二极管阵列检测器，于２００～４００ｎｍ波长范围
进行扫描，结果于 ２３０ｎｍ和 ３１６ｎｍ波长处色谱峰多，
且主要色谱峰具有较高的响应值及峰形，基线干扰小。

当检测波长为２３０ｎｍ时，基线稳定，各共有峰在同一波
长下均有较好吸收，干扰最少，结合主要色谱峰的 ３Ｄ
图谱，检测波长最终选用 ２３０ｎｍ。另外，比较了甲醇 －
水、乙腈－水、甲醇－０．１％磷酸溶液、乙腈－０．１％磷酸
溶液等多个流动相系统。结果显示，采用乙腈－０．１％磷
酸溶液、甲醇 －０．１％磷酸溶液时，所得峰形均对称，理
论板数均高，且分离度良好。出于有机试剂毒性与劳动

保护的考虑，选择毒性相对较低的甲醇 －０．１％磷酸溶
液作为流动相。
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