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摘要：目的  确定镇癫开窍颗粒的最佳提取工艺。方法  应用 HPLC 同时测定龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷的含量，并以

含量测定的综合评分为考察指标，采用正交试验法 L9(3
4)优选提取工艺条件。结果  对提取工艺的影响因素从大到小依

次为提取次数、提取时间、乙醇浓度、加入溶媒量，最适工艺条件为 8 倍量的 80%乙醇，浸泡 30 min，提取 3 次，每次

60 min。结论  该工艺稳定、可行。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimum the extraction procedure of Zhendian Kaiqiao granules. METHODS  Gentiopicrin, 
paeoniflorin and baicalin were determined by HPLC, the extraction ratio of the content of gentiopicrin, paeoniflorin and baicalin were 
used as index. The optimum condition of the extraction were study by the orthogonal L9(3

4). RESULTS  The influencing effects of 
factors were as follows: D>B>A>C (A: alcohol concentration; B: bextraction time; C: the amount of vehicle; D: extraction times). The 
optimize extraction condition were as follows: 8 times of 80% alcohol, soaking 30 min, reflux 60 min, extract 3 times. CONCLUSION  
The optimum extraction procedure is stable and practical.  
KEY WORDS: Zhendian Kaiqiao granules; gentiopicrin; paeoniflorin; baicalin; extract technology; HPLC 

 

                              

基金项目：中央高校基本科研业务费专项项目(31920150095) 

作者简介：张瑞堂，男，硕士，主管药师    Tel: 13609339828    E-mail: bnm1258@163.com  

镇癫开窍颗粒处方来源于甘肃省第二人民医

院(甘肃省精神卫生中心)中医科，系由龙胆、芍药、

黄芩、石膏、生地、大黄、酸枣仁、龙骨、牡蛎、

珍珠母、石决明、琥珀、细辛、茯苓、甘草 15 味

中药组成，是治疗癫狂症的经验方。方中龙胆为

君药，芍药、黄芩为臣药。据相关文献报道，龙

胆苦苷、芍药苷、黄芩苷分别为龙胆草、芍药、

黄芩中主要有效成分[1-3]，具有治疗痛-抑郁综合

症、抗炎、保肝利胆、清热燥湿、泻火解毒、神

经保护等功能[3-8]。为了方便患者挈带，服用方便，

本实验对其进行提取工艺优选，拟将汤剂开发为

颗粒剂。笔者将处方中的龙胆、芍药、黄芩、石

膏等全部处方药材以处方量混合后，以不同浓度

的乙醇为溶媒，以龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷测

定的含量综合评分为考察指标，通过正交试验优

选镇癫开窍颗粒的提取工艺，为批量生产提供科

学依据，为研制出使用方便、价格低廉、疗效确

切的医院制剂打好基础。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

LC-20AT 高效液相色谱仪(岛津)；SPD-M20A

型二极管阵列检测器(DAD)；TU-1221 型紫外可见

分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司)；

ALC-210.4 型万分之一电子天平(德国赛多利斯公

司)；JY2002 型百分之一电子分析天平(上海精密

科学仪器有限公司)；RE52CS 型旋转蒸发仪(上海

亚荣生化仪器厂)；SHZ-D(Ⅲ)型循环水式真空泵

(天津华鑫仪器厂)。 

1.2  试药 

龙胆、芍药、黄芩等处方饮片均购于兰州安
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泰堂中药饮片有限公司，经甘肃省第二人民医院

药剂科陈煜娟主任中药师鉴定：龙胆(产地：云南)

为龙胆科植物条叶龙胆 Gentiana manshurica Kitag.

的根炮制品；芍药(产地：安徽)为毛茛科植物芍药

Paeonia lactiflora Pall.的根炮制品；黄芩(产地：甘

肃 ) 为唇形科植物黄芩 Scutellaria baicalensis 

Georgi.的根炮制品。试验所用饮片经药剂科药品

检验室检验均符合中国药典 2015 年版(一部)项下

相关规定。 
龙胆苦苷对照品(批号：110736-200731，供含

量测定用，含量以 97.9%计算)、芍药苷(批号：

110736-201438，供含量测定用)、黄芩苷(批号：

120955-201309，供含量测定用)均购自中国食品药

品检定研究院；乙腈为色谱纯；水为纯化水；乙

醇、磷酸为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  含量测定方法 

2.1.1  色谱条件 [9]  色谱柱：Phenomenex C18 

(250 mm×4.6 mm ， 5 μm) ；预柱： Shimadzu 

Shim-pack C18(10 mm×4.6 mm)；流动相：乙腈

(A)-0.1%磷酸(B)，梯度洗脱(0~14 min，30%→50% 

A；14~20 min，50%→60% A；20~25 min，60%→

70% A；25~40 min，70%→80% A)；流速：

1 mL·min；检测波长：230 nm(芍药苷)、270 nm(龙

胆苦苷)、280 nm(黄芩苷)；柱温为室温；进样量：

20 μL。 
2.1.2  对照品溶液的制备  分别精密称取龙胆苦

苷对照品(含量以 97.9%计算)5.11 mg、芍药苷

5.34 mg、黄芩苷 6.01 mg，用乙腈-0.1%磷酸(70∶

30)混合液溶解，定容于 10 mL 量瓶中，制得浓度

分别为 0.511，0.534，0.601 mg·mL的对照品溶液。 
2.1.3  供试品溶液的制备  精密称取粉碎过筛(一

号筛)后的龙胆、芍药、黄芩等处方饮片粉末，按

处方比列混匀，置 1 000 mL 圆底烧瓶中，加入提

取工艺下的一定浓度的乙醇量，浸泡 30 min，按

提取工艺提取次数提取，过滤，合并滤液，精密

量取续滤液 25 mL，水浴蒸干，10 mL 纯化水溶解

后转移至 25 mL 分液漏斗中，加入石油醚萃取 3

次，每次 5 mL，收集水层；水层加入乙酸乙酯萃

取 3 次，每次 5 mL，收集水层；水层用水饱和后

的正丁醇萃取 3 次，每次 5 mL，收集 3 次萃取液，

蒸干，残渣用乙腈-0.1%磷酸(70∶30)混合液溶解，

定容于 5 mL 量瓶，0.45 μm 滤膜过滤，滤液作为

供试品溶液。 

2.1.4  阴性对照溶液的制备  按处方精密称取分

别缺龙胆、芍药、黄芩的其他药材，并按“2.1.3”

项下方法，分别制得缺龙胆阴性对照溶液、缺芍

药阴性对照溶液、缺黄芩阴性对照溶液。 
2.2  方法学试验 

2.2.1  专属性试验  吸取对照品溶液、供试品溶

液以及阴性对照溶液各 20 μL，注入高效液相色

谱仪，按“2.1.1”项下色谱条件分析，记录色谱

图见图 1。结果表明处方中其他成分对被测成分

无干扰，方法专属性较好，各成分分离度均>2.0，

理论板数以龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷计算均≥

3 000。 

2.2.2  标准曲线的绘制  分别精密吸取对照品溶

液 200，400，500，600，700，800，900 µL，用

乙腈-0.1%磷酸(70∶30)混合液定容至 1 mL，依次

吸取上述对照品溶液和“2.1.2”项下对照品溶液

各 20 µL，注入高效液相色谱仪，以进样量(x，µg)

为横坐标，峰面积(y)为纵坐标绘制标准曲线，得

龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷回归方程见表 1，结果

表明在线性范围内具有良好线性。 

 

图 1  HPLC 图 
A对照品；B样品；C龙胆阴性对照；D芍药阴性对照；E黄芩阴性对照；1龙胆苦苷；2芍药苷；3黄芩苷。 

Fig. 1  HPLC chromatograms  
Areference substance; Bsample; Cnegative contral of Gentianae Radix et Rhizoma; Dnegative contral of Paeoniae Radix Alba; Enegative contral of 

Scutellariae Radix; 1gentiopicrin; 2paeoniflorin; 3baicalin. 
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表 1  线性关系考察表 

Tab. 1  Investigation of linear relationship 

成分 回归方程 线性范围/µg r 

龙胆苦苷 y=1.25×105x4.95×103 2.044~10.220 0.999 6

芍药苷 y=5.56×105x9.83×105 2.136~10.680 0.999 2

黄芩苷 y=7.69×105x1.64×105 2.404~12.020 0.999 8

2.2.3  仪器精密度试验  精密吸取“2.2.2”项下

制备的龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷浓度分别为

0.358，0.374，0.421 mg·mL的混合对照品溶液

20 µL，重复进样 5 次，测得龙胆苦苷、芍药苷、

黄芩苷浓度的 RSD 分别为 1.89%，2.03%，2.10%，

表明仪器精密度良好。 
2.2.4  稳定性试验  分别精密吸取 20 µL 供试品

溶液于 0，2，4，6，8，10，12，24，36 h 注入高

效液相色谱仪，依法测得浓度，计算龙胆苦苷、

芍药苷、黄芩苷浓度的 RSD分别为 2.56%，2.89%，

2.74%，表明供试品溶液在 36 h 内具有良好的稳

定性。 
2.2.5  重复性试验  按处方比列精密称取各味药

共 5 份，按“2.1.3”项下制备供试品溶液，依法

测得含量，计算龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷的 RSD

分别为 2.42%，2.50%，2.78%，表明方法重复性

良好。 
2.2.6  加样回收率试验  按处方量的 1/10 称取 6

份粉碎过筛(一号筛)的龙胆、芍药、黄芩等药材粉

末，混匀，分别加入用 70%乙醇重新配制的

0.223 mg·mL龙胆苦苷、0.118 mg·mL芍药苷、

0.911 mg·mL黄芩苷对照品溶液 1 mL，70%乙醇

补足固液比(1∶8)的量，按“2.1.3”项下方法制备

供试品溶液，并按“2.1.1”项下色谱条件进行测

定，结果见表 2。 

2.3  镇癫开窍颗粒提取工艺优化结果 

2.3.1  镇癫开窍颗粒提取工艺试验设计  根据单

因素试验结果，以影响提取工艺的主要因素乙醇

浓度、提取时间、加入溶媒量、提取次数为考察

因素，以测得的君药龙胆中的龙胆苦苷、臣药芍

药中的芍药苷以及臣药黄芩中的黄芩苷的含量为

评价指标，采用综合评分法优选提取工艺，按照

中药君臣佐使的原则设定龙胆苦苷的权重系数为

0.4，芍药苷和黄芩苷权重系数均为 0.3。每个因素

选择 3 个水平，按正交试验设计表，进行 L9(3
4)

正交试验优化提取工艺，正交试验因素水平见表

3(综合评分=龙胆苦苷含量×40%+芍药苷含量×

30%+黄芩苷含量×30%)，正交试验结果见表 4。 

表 2  加样回收率试验(n=6) 
Tab. 2  Results of recovery test(n=6) 

成分
样品含量/

mg 

加入量/

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

龙

胆

苦

苷

0.235 0.223 0.449  96.05 

 96.94 1.96

0.226 0.223 0.439  95.65 

0.216 0.223 0.438  99.60 

0.204 0.223 0.424  98.61 

0.232 0.223 0.449  97.17 

0.211 0.223 0.422  94.53 

芍

药

苷

0.129 0.118 0.249 101.78 

101.47 2.15

0.117 0.118 0.238 103.14 

0.111 0.118 0.231 102.20 

0.120 0.118 0.235  97.20 

0.119 0.118 0.241 102.97 

0.112 0.118 0.232 101.53 

黄

芩

苷

0.911 0.911 1.782  95.68 

 98.19 2.47

0.893 0.911 1.814 101.12 

0.930 0.911 1.829  98.70 

0.928 0.911 1.793  94.87 

0.904 0.911 1.813  99.84 

0.908 0.911 1.809  98.96 

表 3   因素水平表 
Tab. 3  Factors and levels 

水平

因素 

A B C D 

乙醇浓度/% 提取时间/min 加入溶媒量/倍 提取次数/次

1 70 30 6 1 

2 80 60 8 2 

3 90 90 10 3 

根据正交试验结果，分别计算龙胆苦苷、芍

药苷、黄芩苷的含量，依含量的综合评分进行分

析。从综合评分的极差 R 值可以看出各因素的影

响大小依次为 D(提取次数)、B(提取时间)、A(乙

醇浓度)、C(加入溶媒量)。综合各因素的 K 值，得

出理论 佳提取工艺条件为 A2B3C2D3 ，既 8 倍量

的 80%乙醇，浸泡 30 min，提取 3 次，每次 60 min。

根据表 5 方差分析结果表明，D(提取次数)具有极

显著性差异，B(提取时间)具有显著性差异，A(乙

醇浓度)与 C(加入溶媒量)无显著性差异。 



 

中国现代应用药学 2018 年 5 月第 35 卷第 5 期                          Chin J Mod Appl Pharm, 2018 May, Vol.35 No.5        ·663· 

表 4  正交试验结果(n=3) 

Tab. 4  Results of orthogonal experiment (n=3) 

试验号 A B C D 
含量/mg·g 综合 

评分 龙胆苦苷 芍药苷 黄芩苷 

1 1 1 1 1 13.628  5.107 71.237 28.354 

2 1 2 2 2 17.523 12.813 86.411 36.776 

3 1 3 3 3 20.798 13.628 92.399 40.127 

4 2 1 2 3 24.152 13.211 83.144 38.567 

5 2 2 3 1 22.357  9.738 63.825 31.012 

6 2 3 1 2 23.381 13.359 86.402 39.281 

7 3 1 3 2 21.838 12.391 78.356 35.959 

8 3 2 1 3 24.471 13.302 82.334 38.479 

9 3 3 2 1 20.194 10.481 70.415 32.346 

K1 105.258  102.881  106.114  91.712     

K2 108.860 106.267  107.690 112.016     

K3 106.785 111.754  107.098 117.173     

R   3.602   8.873   0.984  25.461      

  

表 5  方差分析表 
Tab. 5  Analysis of variance 

变异来源 SS df MS F P 

A 2.179 2 1.089 5.158 >0.10

B 13.368 2 6.684 31.648 <0.05

C(误差) 0.422 2 0.211 1.000  

D 120.792 2 60.396 285.965 <0.01

注：F0.1(2,2)=9.00；F0.05(2,2)=19.00；F0.01(2,2)=99.00。 

Note: F0.1(2,2)=9.00; F0.05(2,2)=19.00; F0.01(2,2)=99.00. 

2.3.2  提取工艺验证试验结果  按处方称取粉碎

过筛(一号筛)的龙胆、芍药、黄芩等药材粉末共 5

份，按正交试验确定的 优条件进行提取，按

“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，吸取供试品

溶液各 20 µL 注入高效液相色谱仪，按“2.1.1”项

下色谱条件测得龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷的含

量。验证结果表明该工艺可行，可用于工业生产。

结果见表 6。 

表 6  验证试验结果(n=5) 
Tab. 6  Results of verification test(n=5) 

成分 含量/mg·g 
均值/

mg·g
RSD/

% 

龙胆苦苷 24.532 23.982 24.385 24.435 24.286 24.524 1.104

芍药苷 13.238 13.482 13.647 13.171 13.240 13.356 1.508

黄芩苷 90.380 92.461 91.568 90.427 92.044 91.376 1.031

3  讨论 

3.1  单因素试验溶媒的选择 

在单因素筛选中比较了不同浓度的乙醇

(20%，40%，60%，80%，100%)、水为溶媒对龙

胆苦苷、芍药苷、黄芩苷提取率的影响，发现提

取率影响因素依次为 100%乙醇≈80%乙醇>60%乙

醇>40%乙醇>20%乙醇>水，随着乙醇浓度的升高，

各成分提取率依次升高，乙醇浓度达到 80%后，

提取率基本不变，故 终选择乙醇为溶媒，70%，

80%，90%乙醇为考察因素。 
3.2  大吸收波长的选择 

根据被测成分龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷

大吸收波长的不同，笔者运用紫外可见分光光度

计，分别对对照品溶液进行扫描，发现龙胆苦苷、

芍药苷、黄芩苷分别在 273，228，280 nm 有 大

吸收，结合参考文献[10-11]及中国药典 2015 版一部

龙胆、白芍、黄芩含量测定项下的 大吸收波长，

终选择检测波长龙胆苦苷 (270 nm)、芍药苷

(230 nm)、黄芩苷(280 nm)对供试品溶液进行测定。 

3.3  流动相考察 

在探索测定龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷含量

的高效液相色谱测定条件时，曾采用甲醇-磷酸[12]、

乙腈-磷酸[13-14]、乙腈-甲酸[15]为流动相，结果表明

用乙腈-0.1%磷酸为流动相时，采用梯度洗脱法可

使色谱柱易平衡、基线无波动、峰形对称、分离

度可达到理想的效果。 
3.4  正交试验考察 

处方中龙胆、芍药、黄芩为君药，选择这 3

味药的有效成分龙胆苦苷、芍药苷、黄芩苷的含

量为考察因素，采用正交试验进行多次重复实验，

经方差分析得 优条件：8 倍量的 80%乙醇，浸泡
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30 min，提取 3 次，每次 60 min。所得结果可靠可

行，该工艺可用于工业生产。 
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