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养肝增免合剂澄清工艺的优选 
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摘要：目的  优选养肝增免合剂的澄清工艺。方法  以澄清度和阿魏酸含量为指标，在单因素试验基础上，采用正交试

验考察壳聚糖加入量、pH、温度等因素对絮凝澄清工艺的影响；考察醇沉浓度、pH、醇沉时间等因素对醇沉工艺的影响。

比较 2 种工艺在最优条件下的澄清效果。结果  壳聚糖絮凝澄清法为最佳工艺，优化工艺为壳聚糖加入量 0.1%，体系 pH 

5.0，絮凝时体系温度为 45 ℃。结论  优选的工艺条件稳定、可行，缩短了生产周期，降低了成本，可作为养肝增免合

剂的澄清工艺。 
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Optimization of the Clarification Technology of Yanggan Zengmian Mixture 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize clarification technology conditions of Yanggan Zengmian mixture. METHODS  
With the indexes of content of ferulic acid and clarity, based on single factor test, orthogonal design was selected to optimize 
flocculation technology with chitosan dosage, pH, flocculation temperature as factors. To optimize alcohol precipitation process 
with alcohol concentration, pH, alcohol deposition time as factors. The clarification effect of the two processes was compared 
under the opitimized conditions. RESULTS  The best clarification technology was chitosan flocculation clarification method, 

the optimized condition was 0.10%, chitosan flocculating agent was added at pH 5.0 and 45 ℃. CONCLUSION  Flocculation 

clarification method is stable, reliable, short period and lowered production cost, the clarification process can be used for 
Yanggan Zengmian mixture. 
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养肝增免合剂是解放军第四六三医院院内制

剂，批准文号为“沈制字(2012)F15056”，主要由

西洋参、黄芪、当归、枸杞子等多味中药组成，

具有滋补肝肾、益气养阴、补血填精、拟助正气

的功效，用于肝肾不足型急慢性病毒性肝炎早期、

恢复期的免疫协调治疗，经临床应用多年，疗效

显著。为提升制剂质量，本研究对最佳条件下的 2

种澄清工艺的澄清效果进行比较，确定最佳工艺

及其条件，为提升制剂质量提供依据，确保患者

用药安全、有效。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器   

SSI 高效液相色谱仪(美国科学仪器中国有限

公司)；UV6000 紫外检测器(美国科学系统公司)；

ESJ120-4 电子分析天平(沈阳龙腾电子称量仪器有

限公司)；CSF-1B 超声提取器(上海医疗器械厂)；

HH·S 电热恒温水浴锅(江苏红旗医疗器械厂)；

ZF-C 型三用紫外分析仪(上海康禾光电仪器有限

公司)。 

1.2  试药   

养肝增免合剂(中国人民解放军第四六三医院

制剂室，规格为每袋 100 mL，批号为 20160129，

20160428，20160810)；阿魏酸对照品(中国药品生

物制品检定所，批号：110773-201313)；壳聚糖(青

岛海维康生物制品有限公司，批号：01106)；乙腈、

甲醇(天津市四友精细化学品有限公司，色谱纯)；

重蒸水(中国人民解放军第四六三医院自制)。 

2  方法与结果 

2.1  含量测定[1-2] 

2.1.1  色谱条件  Diamonsil ODS 色谱柱(250 mm× 
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4.6 mm，5 µm)；流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶液

(16∶84)；检测波长为 320 nm；流速为 1.0 mL·min1；

柱温为 30 ℃。 

2.1.2  溶液的制备  对照品溶液的制备：精密称

取阿魏酸对照品适量，加甲醇制成 0.537 mg·mL1

的阿魏酸对照品溶液。 

供试品溶液的制备：精密吸取养肝增免合剂

5.0 mL，置 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，

用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，取续滤液备用。 

阴性对照品溶液的制备：按处方量并以相同

工艺制备不含当归的阴性样品，按供试品溶液的

制备方法制得阴性对照品溶液。 

2.1.3  系统适应性试验  精密吸取“2.1.2”项下

对照品、供试品、阴性对照溶液各适量，按“2.1.1”

项下色谱条件测定。理论板数按阿魏酸峰计算≥

3 000，分离度>1.5。色谱图见图 1。 

2.1.4  线性关系考察  精密量取“2.1.2”项下对

照品溶液，稀释成 5 个浓度的对照品溶液，浓度

由低到高依次进样，按“2.1.1”项下色谱条件测

定峰面积值。以浓度为横坐标，峰面积为纵坐标

作线性回归，得到阿魏酸对照品回归方程

Y=59 925X8 751(r2=0.999 9)。结果表明，阿魏酸

浓度在 10.74~107.4 µg·mL1 内与峰面积呈良好的

线性关系。 

2.1.5  仪器精密度试验   吸取阿魏酸对照品溶

液，连续重复进样 6 次，每次进样 20 µL，测定峰

面积，RSD 为 0.13%(n=6)，结果表明仪器精密度

良好。 

2.1.6  重复性试验  制备同一批号供试品溶液 6

份，依次进样，每次进样 20 µL，结果显示，阿魏

酸的平均浓度为 0.134 mg·mL1，RSD 为 1.28%，

表明该方法重复性良好。 

2.1.7  稳定性试验  吸取同一供试品溶液于 0，4，

8，12，16，24 h 进样 20 µL，结果阿魏酸峰面积

RSD 为 1.44%。表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.1.8  加样回收率试验  精密量取养肝增免合剂

(阿魏酸 0.134 mg·mL1)6 份，每份 5 mL，分别精

密加入 1.0 mL 的对照品溶液，按“2.1.2”项下方

法制成供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进

样测定，结果阿魏酸的平均回收率为 97.05%，RSD

为 1.18%(n=6)，结果表明该方法的回收率良好。 

2.2  养肝增免合剂澄清度工艺的研究[3-7] 

2.2.1  溶液的配制  供试品溶液的配制：按养肝

增免合剂处方配比及提取工艺制备供试品溶液。 

壳聚糖澄清剂的配制：用 1%的醋酸在临用前

配成 1%的壳聚糖胶体溶液作为絮凝剂。 

2.2.2  壳聚糖澄清工艺正交试验  在前期单因素

试验基础上，选择对养肝增免合剂澄清度影响较

大的 3 个因素(絮凝时体系 pH、壳聚糖加入量、温

度)为考察因素，以药液的澄清度和阿魏酸含量为

考察指标，取供试品溶液 9 份，每份 50 mL，通过

正交试验优选壳聚糖澄清工艺参数，因素水平表

见表 1，试验安排及结果见表 2，方差分析见表 3。 

由方差分析结果可知，3 个因素对指标的影响

均有统计学意义，经直观分析，其影响大小顺序

为絮凝时体系 pH>壳聚糖的加入量>温度，综合分

析正交试验结果，最终确定澄清度优化条件为

A1B3C2，即壳聚糖的加入量为 0.1%，絮凝时体系 

pH 为 5.0，絮凝温度为 45 ℃。 

2.2.3  验证试验   取供试品药液 50 mL，置于

100 mL 锥形瓶中，用磷酸二氢钠和柠檬酸溶液调

节药液 pH 5.0，45 ℃水浴中搅拌下加入 0.1%的壳

聚糖，低速搅拌 10 min，静置 12 h。依此方法进

行 3 次验证试验，结果 3 份供试品溶液中阿魏酸

含量平均值为 70.2 μg·mL1，RSD 为 1.22%。表明

优选的澄清工艺稳定、可行。 

 
图 1  养肝增免合剂的高效液相色谱图 
A阿魏酸对照品；B供试品；C阴性对照。 

Fig. 1  HPLC chromatograms of Yanggan Zengmian mixture 
Acontrol sample; Btest sample; Cnegative control sample without of angelica. 
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表 1  因素与水平 

Tab. 1  Factors and levels 

水平 
A 

絮凝剂加入量/% 
B 

pH 

C 

温度/℃ 

1 0.10 4.0 40 

2 0.15 4.5 45 

3 0.20 5.0 50 

表 2  正交试验结果 

Tab. 2  Results of the orthogonal test 

No. A B C D 
阿魏酸/

μg·mL1

1 1 1 1 1 67.5 

2 1 2 2 2 71.2 

3 1 3 3 3 64.7 

4 2 1 2 3 56.9 

5 2 2 3 1 67.3 

6 2 3 1 2 55.7 

7 3 1 3 2 62.1 

8 3 2 1 3 66.9 

9 3 3 2 1 55.6 

K1 67.800 63.367 62.167 63.467  

K1 59.967 61.233 68.467 63.000  

K1 61.533 64.700 58.667 62.833  

R 7.833 9.800 3.467 0.634  

表 3  方差分析结果 

Tab. 3  Analysis result of variance 

方差来源 偏差平方和 F 比 显著性 

A 117.087 41.126 P<0.05 

B 209.180 73.474 P<0.05 

C 56.347 19.792 P<0.05 

误差 2.85   

注：F0.05(2, 2)=19.00。 

Note: F0.05(2, 2)=19.00. 

2.2.4  醇沉澄清工艺正交试验  前期单因素试验

基础上，选择对养肝增免合剂澄清度影响较大的 3

个因素(醇沉浓度、系统 pH、醇沉时间)为考察因

素，以药液的澄清度和阿魏酸含量为考察指标，

取供试品溶液 9 份，每份 50 mL，通过正交试验优

选醇沉澄清工艺参数，因素水平表见表 4，试验安

排及结果见表 5，方差分析见表 6。 

表 4  因素与水平 

Tab. 4  Actors and levels 

水平 
A 

醇沉浓度/% 
B 

pH 

C 

时间/h 

1 55 5.0 18 

2 60 5.5 24 

3 65 6.0 30 

表 5  正交试验结果 

Tab. 5  Results of the orthogonal test 

No. A B C D 
阿魏酸/ 

μg·mL1 

1 1 1 1 1 42.2 

2 1 2 2 2 35.9 

3 1 3 3 3 28.8 

4 2 1 2 3 44.8 

5 2 2 3 1 33.9 

6 2 3 1 2 30.3 

7 3 1 3 2 41.4 

8 3 2 1 3 34.3 

9 3 3 2 1 31.8 

K1 55.633 62.800 55.600 55.967  

K1 56.333 54.700 57.500 55.867  

K1 55.833 50.300 54.700 55.967  

R 0.700 12.500 2.800 0.100  

表 6  方差分析结果 

Tab. 6  Analysis result of variance 

方差来源 偏差平方和 F 比 显著性 

A 0.780 39.000 P<0.05 

B 241.220 12061.000 P<0.05 

C 12.260 613.000 P<0.05 

误差 0.02   

注：F0.05(2, 2)=19.00。 

Note: F0.05(2, 2)=19.00. 

由方差分析结果可知，3 个因素对指标的影响

均有统计学意义，经直观分析，其影响大小顺序

为醇沉时体系 pH>醇沉时间>醇沉浓度，综合正交

试验结果，最终确定澄清度优化条件为 A2B1C2，

即醇沉浓度为 60%，醇沉时体系 pH 为 5.0，醇沉

时间为 24 h。 

2.2.5  验证试验  取供试品药液 50 mL，置于

100 mL 锥形瓶中，用磷酸二氢钠和柠檬酸溶液调

节药液 pH 5.0，搅拌下分别加入乙醇使得醇沉浓

度为 60%，静置 24 h，过滤，滤液蒸至无醇味，

加水定容到 50 mL。依此方法进行 3 次验证试验，

结果 3 份供试品溶液中阿魏酸含量平均值为

43.9 μg·mL1，RSD 为 1.32%。表明优选的澄清工

艺稳定、可行。 

3  讨论 

与醇沉澄清工艺相比，在取得相近澄清效果

的同时，壳聚糖澄清工艺大幅度减少了有效成分

阿魏酸的损失量，保证了制剂质量，而且较好地

体现了中药多成分、多组分的传统特色。就用药
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安全性而言，壳聚糖是天然高分子物质，具有良

好的生物相溶性，可生物降解，利用天然胶体保

护作用使制剂澄清，使用安全[8-9]。从生产成本上

考虑，与醇沉法相比，壳聚糖工艺制备方法简单，

不需任何特殊设备，显著减少了劳动量，大幅度

缩短了养肝增免合剂的生产周期，并且使用量极

少，生产成本更低[10]。 

对壳聚糖澄清工艺的研究发现，絮凝时体系

pH 对工艺影响最大，其原因是碱性的溶液体系中

负电荷与壳聚糖产生中和作用，减弱了壳聚糖的

絮凝作用，澄清效果差。酸性环境有利于壳聚糖

长链分子的伸展，充分发挥其吸附架桥作用和电

中和作用，但是过低的 pH 值也会使壳聚糖由链状

变成球状，黏度下降，同样影响澄清效果。阿魏

酸化学结构决定了它在碱性条件下不稳定，因此

要选择合理的 pH 范围来保证药品质量。综合絮凝

效果和有效成分损失量这 2 方面因素，最终选择

絮凝时体系 pH 值为 5.0。壳聚糖加入量对工艺影

响也较为显著，长链结构的壳聚糖随着加入量的

增加，吸附架桥作用逐渐增强，澄清效果逐步提

升；但是阿魏酸含量随着壳聚糖加入量的增加呈

下降的趋势，其原因可能是壳聚糖的加入导致药

液中某些成分与杂质同时被絮凝沉降出来。为确

保药品质量，最终选择壳聚糖的加入量为 0.1%。 
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