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类风湿关节炎（ＲＡ）属中医痹证范畴。《黄帝内经·
素问·痹论》曰：“风寒湿三气杂至，合而为痹也。”风、

寒、湿、热等外邪侵袭人体，邪留关节，经脉气血闭阻不

通，不通则痛。ＲＡ患者疼痛、水肿、四肢麻木等体征大都

表露于体肤，针对寒湿痹阻症患者，以中药外用，如熏

洗、外敷、蜡疗、艾灸等犤１－４犦，直接作用于皮肤或黏膜，吸

收更快，直达病所，发挥舒筋活血、通络止痛、驱邪外出

的作用犤５犦。抗风止痛宁酊剂是我校附属医院治疗寒湿痹

正交试验优选抗风止痛宁提取工艺

晏 菲，王景媛，曾永成，高佳蓉，强选萍，史亚军△

（陕西中医药大学药学院·陕西省中药基础与新药研究重点实验室，陕西 咸阳 ７１２０４６）
摘要：目的 优选抗风止痛宁的最佳提取工艺。方法 以丹参酮ⅡＡ、羟基红花黄色素 Ａ和总固体含量为综合评价指标，以乙醇体积分
数、乙醇用量、浸渍时间、提取次数为考察因素，采用 Ｌ９（３４）正交试验法优选抗风止痛宁的最佳提取工艺，并验证。结果 抗风止痛宁的

最佳提取条件为加 １５倍量 ７０％乙醇，浸渍 ３次，每次 ３ｄ；在此条件下，丹参酮ⅡＡ、羟基红花黄色素 Ａ和总固体的平均含量分别为
０．０１６２ｍｇ／ｍＬ（ＲＳＤ为１．２３％）、０．４８５５ｍｇ／ｍＬ（ＲＳＤ为１．３８％）和１８．８１％牗ＲＳＤ为２．０６％）。结论 该研究为抗风止痛宁制剂的规

范化生产奠定了一定基础。

关键词：抗风止痛宁；提取工艺；多指标综合评分法；丹参酮ⅡＡ；羟基红花黄色素Ａ；正交试验
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１．丹参酮ⅡＡ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图１ 丹参酮ⅡＡ高效液相色谱图

１．ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ
Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔａｎｓｈｉｎｏｎｅⅡＡ

阻型ＲＡ的临床经验方，由丹参、红花、三七、全蝎、生川
乌、伸筋草等药材组方，原工艺采用传统制备方法，将上

述药材用白酒（规定浓度）浸泡地藏１～３个月而得，此
法生产周期较长，提取工艺缺乏科学的评价手段和方

法。为进一步规范制剂的制备工艺，本研究中采用正交

试验法，以乙醇为提取溶剂，丹参酮ⅡＡ、羟基红花黄色
素 Ａ和总固体含量为综合评价指标，优化抗风止痛宁
的提取工艺，为其现代制剂开发提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｕ－３０００型高效液相色谱仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；ＢＴ－２５Ｓ型电子天平（赛多利斯＜上海＞贸易有
限公司，精度为十万分之一）；ＤＨＧ－９１４０型电热恒温
鼓风干燥箱（上海一恒科技有限公司）。

１．２ 试药

丹参酮ⅡＡ对照品（批号为 １１０７６６－２０１７２１，含量
≥９９．５％），羟基红花黄色素Ａ对照品（批号为１１１６３７－
２０１８１０，含量≥９３．１％），均购自中国食品药品检定研究
院；乙醇为分析纯，甲醇、乙醇、乙腈均为色谱纯，水为娃哈

哈纯净水。丹参、红花、三七、全蝎、生川乌、伸筋草饮片（陕

西兴盛德饮片有限公司，批号分别为 ２０１８０１０７，
２０１８０８２５，２０１８０９２１，２０１８０９１０，２０１８０９１０，２０１８００９２７）。
２ 方法与结果

２．１ 丹参酮ⅡＡ含量测定
２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇－水（７５∶２５，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长：２７０ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。
２．１．２ 溶液制备

取丹参酮ⅡＡ 对照品 ６．１３ｍｇ，精密称定，置
５０ｍＬ容量瓶中，以甲醇溶解并定容，即得质量浓度为
１２２．６μｇ／ｍＬ的丹参酮ⅡＡ对照品溶液。采用浸渍法提取，
将浸出液滤过，浓缩至每１００ｍＬ相当于原饮片１０ｇ（总处
方量），即得样品溶液；精密量取样品溶液２５ｍＬ，减压回收
溶剂，残渣加甲醇溶解并定容至２５ｍＬ，即得供试品溶液。
２．１．３ 方法学考察

系统适用性试验：取２．１．２项下丹参酮ⅡＡ对照品溶
液和供试品溶液各适量，按２．１．１项下色谱条件进样测
定，记录色谱图。结果理论板数按丹参酮ⅡＡ计应不低于
３０００，分离度大于１．５，基线分离良好。详见图１。

线性关系考察：精密量取丹参酮ⅡＡ对照品溶液
０，０．５，１．０，１．５，２．０，２．５，３．０ｍＬ，分别置１０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇定容，按２．１．１项下色谱条件进样测定，记录
峰面积。以丹参酮ⅡＡ质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、
峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝

１３４．１９Ｘ＋２８．９１１（ｒ＝０．９９９７，ｎ＝７）。结果表明，丹参
酮ⅡＡ质量浓度在 ６．１３～３６．７８μｇ／ｍＬ范围内与峰面
积线性关系良好。

检测限确定：精密量取 ２．１．２项下丹参酮ⅡＡ对照
品溶液适量，倍比稀释，并按 ２．１．１项下色谱条件进样
测定，以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘为３∶１时计算检测限。结果丹参
酮ⅡＡ的检测限为０．０１μｇ／ｍＬ。

精密度、稳定性、重复性、加样回收试验：按规定方

法进行试验。结果精密度试验的 ＲＳＤ为 ０．７１％，表明
仪器精密度良好；稳定性试验的 ＲＳＤ为 １．９１％，表明
室温下供试品溶液在 １２ｈ内稳定；重复性试验的 ＲＳＤ
为 １．２５％，表明方法重复性良好；平均加样回收率为
９９．０３％，ＲＳＤ为０．９６％（ｎ＝６），表明方法准确度良好。
２．２ 羟基红花黄色素Ａ含量测定
２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＢＤＨｙｐｅｒｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇 －乙腈 －０．７％磷酸水溶液（２６∶２∶７２，
Ｖ／Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：４０３ｎｍ；柱温：
３０℃；进样量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

取羟基红花黄色素 Ａ对照品 ３．０７ｍｇ，精密称
定，置 ５０ｍＬ容量瓶中，以甲醇溶解并定容；取 １ｍＬ
置 ５０ｍＬ容量瓶中，以甲醇定容，即得质量浓度为
１２．２８μｇ／ｍＬ的羟基红花黄色素 Ａ对照品溶液。精密
量取２．１．２项下样品溶液１ｍＬ，减压回收溶剂，残渣加
甲醇溶解并定容至１００ｍＬ，即得供试品溶液。
２．２．３ 方法学考察

系统适用性试验：取２．２．２项下羟基红花黄色素Ａ

·药学论著·
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水平

１
２
３

因素 Ａ（％）

６０
７０
８０

因素 Ｂ（倍）

１５
２０
２５

因素Ｃ（ｄ）

２
３
４

因素 Ｄ（次）

１
２
３

ｍＡＵ

２．５ ５．０ ７．５ １０．０１２．５１５．０１７．５２０．０２２．５
ｔ／ｍｉｎ

Ａ
ｍＡＵ

２．５ ５．０ ７．５ １０．０１２．５１５．０１７．５２０．０２２．５
ｔ／ｍｉｎ

Ｂ

１
９．４７０

２５
２０
１５
１０
５
０

１
９．６４７

１．羟基红花黄色素 Ａ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液

图２ 羟基红花黄色素 Ａ高效液相色谱图
１．ｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｒｙｅｌｌｏｗＡ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｈｙｄｒｏｘｙｓａｆｆｌｏｒｙｅｌｌｏｗＡ

３５
３０
２５
２０
１５
１０
５
０

表１ Ｌ９牗３４牘正交试验因素水平表
Ｔａｂ．１ ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｔｈｅＬ９牗３４牘ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

对照品溶液和供试品溶液各适量，按２．２．１项下色谱条
件进样测定，记录色谱图。结果理论板数以羟基红花黄色

素 Ａ计应不低于 ３０００，分离度大于 １．５，基线分离良
好。详见图２。

线性关系考察：精密吸取羟基红花黄色素 Ａ对照
品溶液０，０．５，１．０，２．０，３．０，４．０，５．０ｍＬ，分别置１０ｍＬ
容量瓶中，加甲醇定容，按２．２．１项下色谱条件进样测
定，记录峰面积。以羟基红花黄色素 Ａ质量浓度
（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回
归，得回归方程 Ｙ＝２６．７６７Ｘ－１．３６４４（ｒ＝０．９９９８，
ｎ＝７）。结果表明，羟基红花黄色素 Ａ的质量浓度在
０．６１～６．１４μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

定量限与检测限确定：精密量取２．２．２项下羟基红
花黄色素 Ａ对照品溶液适量，倍比稀释，并按２．２．１项
下色谱条件进样测定，以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘分别为１０∶１和
３∶１时计算定量限和检测限。结果，羟基红花黄色素Ａ的定量
限和检测限分别为０．０１２μｇ／ｍＬ和０．００５μｇ／ｍＬ。

精密度、稳定性、重复性、加样回收试验：按规定方

法进行试验。结果精密度试验的 ＲＳＤ为 ０．８６％，表明
仪器精密度良好；稳定性试验的 ＲＳＤ为 １．７８％，表明
室温下供试品溶液在 １２ｈ内稳定；重复性试验的 ＲＳＤ
为 ２．３１％，表明方法重复性良好；平均加样回收率为
１０１．７５％，ＲＳＤ为１．１６％（ｎ＝６），表明方法准确度良好。
２．３ 总固体含量测定

参照２０２０年版《中国药典牗四部牘》通则“固体总量测
定法”，计算总固体含量（％）。精密量取样品溶液２５ｍＬ，置
已干燥至恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，于 １０５℃干燥

３ｈ，置干燥器中冷却 ３０ｍｉｎ，迅速精密称定质量，计算
供试品中总固体含量（％）。
２．４ 单因素考察

乙醇体积分数：取处方量药材粗粉５份，分别加１０
倍量５０％，６０％，７０％，８０％，９０％乙醇浸渍３ｄ，综合评
分显示，在乙醇体积分数为７０％时达到最大值。故选择
乙醇体积分数因素的三水平分别为６０％，７０％，８０％。

乙醇用量：取处方量药材粗粉 ５份，分别加入 ５，
１０，１５，２０，２５倍７０％乙醇浸渍３ｄ，综合评分显示，随着
乙醇用量的增加，综合评分逐渐升高，但当乙醇用量超

２０倍后增加不明显。故选择乙醇用量的三水平分别为
１５，２０，２５倍。

浸渍时间：取处方量药材粗粉 ５份，加入 １０倍量
７０％乙醇，分别浸渍１，２，３，４，５ｄ，综合评分显示，在提
取 １～３ｄ时逐渐升高，４ｄ以上时基本无变化。综合提
取次数的影响，从提高效率方面考虑，故选择浸渍时间

的三水平分别为２，３，４ｄ。
提取次数：取处方量药材粗粉５份，分别加入１０倍

量７０％乙醇，浸渍３ｄ为１次，分别考察提取１，２，３，４，
５次的情况。综合评分显示，在提取 １～３次时升高，提
取３次后基本无变化，说明 ３次时已基本提取完全。故
选择提取次数的三水平分别为１，２，３次。
２．５ 正交试验

以丹参酮ⅡＡ含量牗Ⅰ牘、羟基红花黄色素 Ａ含量
牗Ⅱ牘、总固体含量牗Ⅲ牘及综合评分牗Ⅳ牘为评价指标，采
用综合加权评分法犤６犦，根据影响提取工艺因素的大小、

权重系数分别记为０．４，０．４，０．２，综合评分＝丹参酮ⅡＡ
含量／丹参酮ⅡＡ含量 ｍａｘ×０．４×１００＋羟基红花黄色素Ａ
含量／羟基红花黄色素 Ａ含量 ｍａｘ×０．４×１００＋总固体
含量／总固体含量 ｍａｘ×０．２×１００。以乙醇体积分数（Ａ）、
乙醇用量（Ｂ）、浸渍时间（Ｃ）、提取次数（Ｄ）为考察因素，
设计 Ｌ９（３４）正交试验。结果见表１至表３。

由表２和表３可知，各因素对提取效果的影响强度
依次为乙醇体积分数 ＞提取次数 ＞浸渍时间 ＞乙醇用
量，最佳参数为 Ａ２Ｂ３Ｃ２Ｄ３；仅 Ａ因素对提取有显著影
响。从节约能源和提高效率的角度出发，选择最佳提取

工艺为 Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３，即加１５倍量７０％乙醇，浸渍３次，每
次 ３ｄ，将浸出液滤过、浓缩，调整至含醇量为 ７０％，且
每１００ｍＬ相当于原饮片（总处方量）１０ｇ。

·药学论著·
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１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

７６．１７４
８４．９７２
６６．１２６
１８．８４６

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

７４．４１８
７５．０４７
７７．８０６
３．３８８

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

７２．６９２
７８．００７
７６．５７３
５．３１５

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

７０．８０１
７７．０８４
７９．３８６
８．５８５

Ⅰ（ｍｇ／ｍＬ）

０．０１１７
０．０１２６
０．０１２９
０．０１６３
０．０１４７
０．０１５９
０．０１１５
０．０１０７
０．０１１２

Ⅱ（ｍｇ／ｍＬ）

０．３６５７
０．４５８４
０．４８４９
０．３５８２
０．３２１２
０．３２６８
０．２７８４
０．２７２３
０．２５９９

Ⅲ（％）

７．４６２３
９．６９３１
１０．３５６０
１８．７７５８
１６．５０７３
１８．１５７４
１４．８０６７
１６．２３２１
１５．５６０１

Ⅳ牗分牘

６６．８１３１
７９．０４０６
８２．６６８０
８９．５１２０
８０．１２１５
８５．２８２６
６６．９２９８
６５．９７９１
６５．４６８６

方差来源

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
误差

离差平方和

５３３．５５０
１９．４８８
４５．３７６
１１８．４８６
１９．４９０

自由度

２
２
２
２
２

均方

２６６．７７５
９．７４４
２２．６８８
５９．２４３
９．７４５

Ｆ值

２７．３７８
１．０００
２．３２８
６．０８０

Ｐ
＜０．０５

因素 评价指标序

号

表２ Ｌ９（３４）正交试验设计方案及结果
Ｔａｂ．２ ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＬ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

注：Ｆ０．０５牗２，２牘＝１９．００。
Ｎｏｔｅ：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００．

表３ 方差分析结果

Ｔａｂ．３ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＡＮＯＶＡ

２．６ 验证试验

按最佳提取工艺进行６次平行试验，并测定丹参酮ⅡＡ、
羟基红花黄色素Ａ及总固体含量。结果丹参酮ⅡＡ、羟基红
花黄色素Ａ和总固体的平均含量分别为０．０１６２ｍｇ／ｍＬ
（ＲＳＤ为 １．２３％）、０．４８５５ｍｇ／ｍＬ（ＲＳＤ为 １．３８％）和
１８．８１％（ＲＳＤ为２．０６％）。结果表明，该工艺合理可行。
３ 讨论

该制剂处方药材的主要有效成分为丹参中丹参酮

类、红花中黄酮类、三七中皂苷类、川乌和伸筋草中生物

碱类等，为了确保有效成分提取率，参考文献犤７－８犦和原
工艺白酒浸泡地藏方法，本研究中采用乙醇浸渍提取。主

药丹参、红花为经典药对，为活血化瘀之要药。丹参中丹参

酮ⅡＡ具有抗血小板聚集、抗炎、抗氧化等作用犤９－１１犦，红

花中羟基红花黄色素 Ａ具有抗血小板聚集、抗炎、镇痛
及抑制软骨细胞凋亡的作用犤１２－１６犦，二者为主要指标性

成分，总固体含量测定在中药提取物质量和制剂有效成

分含量控制上具有重要意义，故选择丹参酮ⅡＡ、羟基红
花黄色素Ａ及总固体含量作为工艺优化的评价指标。

优化工艺中用 ７０％乙醇提取，有利于有效成分的
浸出，且乙醇无毒、价低易得，适合用于工业化大生产，

在确保有效成分含量的同时大大提高了制剂效率、制剂

质量和疗效。临床应用的大部分中药制剂以经验配制为

主，多数尚未完善提取工艺和质量标准，对其成分缺乏

科学监测，该类制剂提取工艺的考察能较好地解决这一

问题，也为今后制剂配制的规范化与工业化生产提供了

依据。
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方中丹参、红花提取工艺犤Ｊ犦．中国现代中药，２０１５，１７（１２）：
１３１７－１３２０．

犤８犦蓝晓庆，陆兰娟，黄 敏，等．基于层次分析法的正交试验优选
跌打酒的渗漉提取工艺犤Ｊ犦．中医药导报，２０２０，２６（１２）：３２－３５．

犤９犦徐筱跃．丹参酮ⅡＡ对免疫性血管炎、血小板及凝血活性的影
响犤Ｊ犦．中国老年学杂志，２０１３，３３（１７）：４２０１－４２０３．

犤１０犦ＴＡＮＧＪ，ＺＨＯＵＳＷ，ＺＨＯＵＦＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｔａｎｓｈｉ
ｎｏｎｅⅡＡｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓｔｈｒｏｕｇｈ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇβ－ａｒｒｅｓｔｉｎ２犤Ｊ犦．ＥｘｐＴｈｅｒＭｅｄ，２０１９，１７（５）：
３２９９－３３０６．

犤１１犦吴林芸，蔡周权，沈 驰．丹参酮ⅡＡ对超氧化物歧化酶活性
的影响犤Ｊ犦．中国药业，２０１９，２８（１４）：１７－１８．

犤１２犦徐 露，董 志 ．羟基红花黄色素 Ａ注射剂对家兔血小板
聚集、超微结构及血浆 ＧＭＰ－１４０含量的影响犤Ｊ犦．中药药
理与临床，２０１２，２８（４）：３５－３７．

犤１３犦刘金连，王海芳，马淑惠，等 ．羟基红花黄色素 Ａ通过抑制
动脉内皮细胞中 ＴＮＦＲ１／ＮＦ－κＢ信号通路而发挥抗炎作
用犤Ｊ犦．细胞与分子免疫学杂志，２０１５，３１（７）：９４５－９４８．

犤１４犦杨 宇，史昌乾，佟 杰．羟基红花黄色素 Ａ镇痛作用及机
制初步研究犤Ｊ犦．中南药学，２０１９，１７（１）：５３－５６．

犤１５犦张 宇，郑为超，李 冬，等 ．羟基红花黄素 Ａ调控退变软
骨终板细胞周期的作用研究犤Ｊ犦．中国药理学通报，２０１８，
３４（１０）：１４２５－１４２９．

犤１６犦卜祥伟，张红红，张建萍，等 ．类风湿关节炎的中医药研究
进展犤Ｊ犦．环球中医药，２０１９，１２（２）：２９７－３０３．

牗收稿日期：２０２０－１２－２６；修回日期：２０２１－０６－２２牘

·药学论著·
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