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抗疏健骨颗粒由淫羊藿、杜仲、牛膝、白术、丹

参等药味组成，具有补肾健脾、活血壮骨的功效，主

要用于脾肾两虚、气血瘀阻导致的骨质疏松症。 淫

羊藿、杜仲为方中的主要药味，现代药理研究表明，

两味药中的成分具有抗骨质疏松作用

[1-4]

。 结合文献

报道及预实验结果，本实验拟在单因素实验筛选的

基础上，以淫羊藿苷、总黄酮含量及醇浸出物得率

的加和作为综合评价指标，采用星点设计响应面分

析法对乙醇回流提取工艺进行考察，为抗疏健骨颗

粒剂的进一步研究提供参考依据。

1

实验材料

1.1

材料 淫羊藿 （批号：

130401

）、 杜仲 （批号：

130501

），购于西安盛兴中药饮片有限责任公司；淫

羊藿苷对照品 （供含量测定用 ， 批号 ：

110737-

200415

），出自中国食品药品检定研究院；乙腈、甲

醇为色谱纯（

Honeywell

）；水为过滤后的娃哈哈纯净

水。

1.2

仪 器 安 捷 伦

1260

型 高 效 液 相 色 谱 仪

（

G1311C

型四元泵 ，

G1329B

型进样器 ，

G4212B

型

二极管阵列检测器 ，

ChemStation for LC 3D sys鄄

tems

），

UV-2550

紫外可见分光光度计 （日本岛津），

Sartorius MC

电子天平 （十万分之一 ），

METTLER

TOLEDO

（

AL204

）电子天平（万分之一 ），

RE-52AA

旋转蒸发器，

SHB-Ⅲ

型循环水式多用真空泵，

D101

型电热鼓风干燥箱，

SAITEXIANGYI 530

离心机。

2

方法与结果

2.1

淫羊藿苷含量测定

2.1.1

色谱条件 色谱柱：

Thermo ODS C

18

（

250mm×

4.6mm

，

5μm

）； 流动相： 乙腈

-

水 （

30∶70

）； 流速：

1.0mL/min

；检测波长为

270nm

；柱温：

20℃

。

2.1.2

对照品溶液的制备 精密称取淫羊藿苷对

照品适量， 加甲醇制成每

1mL

含

0.1mg

的溶液，即

得。

2.1.3

供试品溶液的制备 精密移取各样品液

1mL

，置

10mL

量瓶中，加入

70%

乙醇稀释至刻度，

摇匀，

0.45μm

微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.1.4

线性关系考察 分别精密吸取淫羊藿苷对

照品溶液 （浓度

0.1mg/mL

）

1

、

2

、

4

、

6

、

8

、

10

、

12μL

，按

2.1.1

项下色谱条件，测定峰面积。 以峰面积

A

对淫

羊藿苷含量

C

（

μg

）进行线性回归，计算回归方程为：

y=730.19x+3.1022

，相关系数

R

2

=0.9999

，淫羊藿苷在

0.1～1.2μg

之间线性关系良好。

2.1.5

样品测定 精密吸取供试品溶液与对照品

溶液各

10μL

，注入液相色谱仪，依据

2.1.1

项下色谱

条件，记录峰面积，采用外标一点法计算淫羊藿苷

的含量。

2.2

醇浸出物得率的测定 精密吸取各浓缩定容

至

100mL

的提取液

10mL

， 置已干燥至恒重的蒸发

皿中，水浴蒸干，于

105℃

烘箱内干燥至恒重，置干

燥器中冷却

30min

，迅速精密称定重量。 按公式计算

摘 要 目的：优化抗疏健骨颗粒醇提工艺条件，为抗疏健骨颗粒的进一步研究奠定基础。 方法：在单因素试验的基

础上，采用星点设计

-

效应面法优化醇提工艺条件。 以乙醇浓度、溶剂用量、提取时间为自变量，淫羊藿苷、总黄酮含量及

醇浸出物得率的加和为因变量，进行多元线性回归及二项式拟合，用效应面法优选最佳工艺条件，并进行预测分析。 结

果：最佳提取工艺条件为，

8

倍量

70%

乙醇，回流提取

2

次，每次

120min

。 结论：通过星点设计

-

效应面法优选得到的乙醇

回流提取工艺条件合理，稳定可行。
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醇浸出率：醇浸出物得率（

%

）

=[

浸膏重量

×10/

药材

重量

]×100%

。

2.3

总黄酮含量测定

2.3.1

对照品溶液的制备 精密称取淫羊藿苷对

照品适量， 加甲醇制成每

1mL

含

0.1mg

的溶液，即

得。

2.3.2

供试品溶液的制备 精密移取样品液

1mL

至

10mL

量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

2.3.3

标准曲线的绘制 精密吸取淫羊藿苷对照

品溶液

0.5

、

1.0

、

1.5

、

2.0

、

2.5mL

置具塞容量瓶中，分

别加甲醇定容至

10mL

。 以甲醇为空白参比 ，在

270nm

波长处测定吸光度。 以吸光度

A

值对淫羊藿

苷浓度

C

进行线性回归。 结果表明：当淫羊藿苷的

浓度在

0.005～0.025mg/mL

范围

内， 浓度与吸光度有良好的线

性 关 系 ， 回 归 方 程 为 ：

A =

50.789C-0.0120

，

R

2

=0.9992

。

2.3.4

总黄酮含量测定 分别

取供试品溶液和对照品溶液，

以相应试剂甲醇为空白， 照紫

外

-

可见分光光度法，在

270nm

波长处测定吸光度值， 代入标

准曲线计算含量。

2.4

星点设计法优化提取工艺

2.4.1

试验设计及结果 根据

星点设计的原理， 选择影响醇

提工艺的三个因素： 乙醇浓度

（

X

1

）、 提取时间 （

X

2

）、 溶媒比

（

X

3

）进行考察，由于提取次数

为非连续性数据， 回归处理较

为困难，故以单因素进行考察，最终确定提取次数

为

2

次。 上述三个因素每个设三个水平，用代码值

-

1

、

0

、

1

来表示。 因素水平见表

1

，实验安排和结果见

表

2

。

[5-6]

2.4.2

模型拟合 采用

Design-Expert 8.0.6

软件，

对表

2

中数据以综合评分对自变量进行多元线性

回归和二项式拟合， 得多元线性回归 ：

r=0.6426

，

P＜0.0001

。 由

r

值可以看出，拟合度不佳，因此线性

模型不合适。 得二项式拟合：

r=0.9943

，简化后的二

项 式 方 程 为 ：

Y =94.89 -1.44X

1

+4.47X

2

+1.36X

3

+

0.079X

1

X

2

+0.17X

1

X

3

-0.16X

2

X

3

-4.51X

1

2

-1.70X

2

2

+

0.32X

3

2

，

r=0.9839

，相对于线性拟合模型有大幅度提

高，表明该方程有较大可信度。 拟合回归方程的方

差分析结果见表

3

。

2.4.3

工艺优化与预测 固定

3

个变量中的一个为

中值，再以拟合的目标函数为数学模型，绘制因变量

曲面图。结果见图

1～3

。在图上选取提取较佳的工艺

为———

X

1

：

68.96%

，

X

2

：

8.12

倍量，

X

3

：

117.58min

。考虑

到实验生产中的可操作性，选择乙醇浓度（

X

1

）

70%

，

溶剂用量（

X

2

）

8

倍量，提取时间（

X

3

）

120min

为最佳

工艺条件。

表

1

星点设计因素与水平

水平

X

1

0 70

1 80

乙醇浓度（

%

）

-1 60

X

2

X

3

890

120

10

乙醇用量（倍）提取时间（

min

）

60 6

表

2

星点试验设计与结果

86.246

综合评分

（

%

）

9.70344 13.957

总黄酮含量

（

mg/mL

）

醇浸出物得率

（

%

）

204.4

淫羊藿苷含量

（

μg/mL

）

-1 0

X

2

X

3

205.3 9.3943 12.22 82.001-1 0

1 0 232.9 11.0186 14.474 95.214

1 0 229.6 10.7536 13.157 91.282

0 -1 217.8 10.8097 13.603 90.470

0 -1 216.9 10.5696 13.000 88.464

0 1 223.4 10.8555 14.157 92.627

0 1 221.5 10.5883 13.983 91.282

-1 -1 233.0 10.1400 11.823 87.493

1 -1 244.1 11.5548 13.606 96.567

-1 1 235.0 10.1530 13.243 90.788

1 1 251.7 11.7583 14.049 99.215

0 0 245.3 11.1739 13.628 95.832

0 0 241.5 10.9733 13.651 94.762

0 0 240.3 11.0269 13.580 94.561

0 0 240.7 11.2299 13.603 95.190

0 0 237.4 10.9706 13.66 94.121

1 -1

实验号

X

1

2 1

3 -1

4 1

5 -1

6 1

7 -1

8 1

9 0

10 0

11 0

12 0

13 0

14 0

15 0

16 0

17 0

注：

13～17

号为重复实验

表

3

拟合回归方程的方差分析结果

Model

方差来源

**

显著性

47.53 ＜0.0001

F

值

P

值（

F＞Fα

）

32.54

均方

292.85 9

平方和 自由度

X

1

16.61 24.27 0.0017 *16.61 1

X

2

159.74 1 159.74 233.36 ＜0.0001 **

X

3

14.9 1 14.9 21.77 0.0023 *

X

1

X

2

0.025 1 0.025 0.036 0.8548

X

1

X

3

0.11 1 0.11 0.16 0.7016

X

2

X

3

0.1 1 0.1 0.15 0.7075

残差

4.79 7 0.68

失拟性

3.1 3 1.03 2.44 0.2044

纯误差

1.69 4 0.42

总差

297.65 16

X

1

2

85.49 1 85.49 124.89 ＜0.0001 **

X

2

2

12.19 1 12.19 17.8 0.0039 *

X

3

2

0.44 1 0.44 0.65 0.4483

注：

**P＜0.001

，极显著性差异；

*P＜0.05

，显著性差异。
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图

1

乙醇浓度与提取时间对提取效果的影响

图

2

乙醇浓度与溶剂倍量对提取效果的影响

图

3

溶剂倍量与提取时间对提取效果的影响

2.4.4

验证试验 按处方比例称取淫羊藿、杜仲药

材

3

份，每份

105g

，加

8

倍量

70%

乙醇，提取

2

次，

每次

120min

，测定淫羊藿苷含量、总黄酮含量及醇

浸出物得率。 结果表明：经优化后的工艺提取所得

实测值与理论值接近，偏差在

3%

以内，所选工艺条

件合理，稳定可行，见表

4

。

表

4

验证试验结果

1

次数

-1.14

平均偏差率

（

%

）

99.23 97.70

理论值 实测值

13.66

醇浸出物得率

（

%

）

255.72 11.23

淫羊藿苷含量

（

μg/mL

）

总黄酮含量

（

mg/mL

）

2 13.76 99.23 97.43255.10 11.08

3 261.91 11.12 14.03 99.23 99.17

3

结论与讨论

淫羊藿中黄酮类成分是其发挥抗骨质疏松药理

作用的主要有效成分，据统计，在治疗骨质疏松症的

常用中药中，淫羊藿的使用频率居首位

[7]

。 杜仲中含

有大量的活性物质，成分复杂，但是化合物结构和性

质相近，活性成分单体的提取分离较为困难

[8]

。 杜仲

能增强骨的力学性能，改善骨质量，从而能减少骨

质疏松症骨折并发症的发生， 同时也增加了骨量，

促进骨形成。 因此，在本方中结合淫羊藿、杜仲中所

含成分的理化性质及现代药理研究结果，选择淫羊

藿苷、总黄酮及醇浸出物作为综合评价指标，优选

醇提的最佳工艺条件， 其较单一指标更加科学合

理。

本试验建立了淫羊藿苷含量、 总黄酮含量及醇

浸出得率的测定方法。通过星点设计

-

效应面法优选

所得的最佳提取工艺为

8

倍量

70%

乙醇，提取

2

次，

每次

120min

， 提取预测值与理论值偏差为

-1.14%

，

二项式拟合复相关系数

r=0.9839

。 最佳条件下效应

的预测值和实测值偏差较小，结果较好。
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