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［摘　 要］ 　 为了优化复方抗病毒口服液的提取工艺，通过单因素试验和正交试验优化提取时间、提

取次数、料液比三个因素，以连翘苷含量、绿原酸含量和干膏得率为考察指标，采用加权评分法进行

综合评分。 结果表明，提取温度控制在 ８０ ℃，提取时间为 １ ｈ，提取 ２ 次，料液比为 １∶ ８ 时，综合评分

最高。 复方抗病毒口服液的提取工艺优化，为大生产提供一定的理论参考。
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　 　 近年来，随着抗生素禁令的逐步实施，人们对

兽用抗生素滥用的危害也愈加警觉，在此背景下，
中兽药制剂逐渐成为研究热点。 复方抗病毒口服

液，由连翘、金银花、黄芩、栀子、桔梗、甘草六味中

药制成。 六味药根据中医中药的遣药组方原则，按
照君、臣、佐、使进行配伍，具有清热解毒的功效，主
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治外感发热，在临床上可用于畜禽多种病毒病的防

治。 胡克杰等［１］通过实验表明，连翘脂苷对合胞病

毒有抑制作用，有效抑制浓度为 ０． ３９ ｍｇ ／ ｍＬ。 段

林建等［２］研究表明，连翘苷抗病毒作用是通过抑制

甲型流感病毒核蛋白转染后的表达来实现的。 Ｌｉ
等［３］研究表明连翘酯苷 Ａ 对鸡传染性支气管炎病

毒具有体外抑制作用。 马元元等［４］ 研究表明，连翘

苷对圆环病毒的抑制呈浓度依赖性。 金银花与连

翘同为君药，其中的有机酸对病毒具有一定的抑制

作用［５ － ７］。
研究采用正交法优化复方抗病毒口服液的提

取工艺，通过 ＨＰＬＣ 法测定复方抗病毒口服液中连

翘苷和绿原酸的含量，优选出复方抗病毒口服液的

最佳提取工艺，为临床生产提供一定的理论依据。
１　 仪器与材料

１． １ 　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ － １２６０ ＩＩ 高效液相色谱仪、
ＡＬ －２０４ 电子天平、０． ２２ μｍ 滤器。
１． ２　 材料　 连翘 ３００ ｇ、金银花 １５０ ｇ、黄芩 １５０ ｇ、
栀子 １００ ｇ、桔梗 ５０ ｇ、甘草 ５０ ｇ，购自河北全泰药

业有限公司（批号：２０２００５１３）。
连翘苷（批号：１１０８２１ － ２０１１１２），购自中国食

品药 品 检 定 研 究 院， 绿 原 酸 （ 批 号： １１０７５３ －
２０２０１８），购自中国食品药品检定研究院。
２　 方　 法

２． １　 单因素试验

２． １． １ 　 提取时间的考察　 称取药材 ５ 份粉碎，加
入 １０ 倍量的水量浸泡 １ ｈ，提取温度控制在 ８０ ℃，
提取 ２ 次，每次提取时间为 ０． ５、１、１． ５、２、２． ５ ｈ，
合并两次滤液，放置在 ６０ ℃减压干燥箱中浓缩成

相对密度为 １． ０５ 的浸膏，以连翘苷、绿原酸含量和

干膏得率为考察指标，考察提取时间对提取工艺的

影响。
２． １． ２ 　 提取次数的考察　 称取药材 ５ 份粉碎，加
入 １０ 倍的水量浸泡 １ ｈ，提取温度控制在 ８０ ℃，每
次提取 １ ｈ，提取次数为 １、２、３、４、５ 次，合并滤液，
放置在 ６０ ℃减压干燥箱中浓缩成相对密度为 １． ０５
的浸膏，以连翘苷、绿原酸含量和干膏得率为考察

指标，考察提取次数对提取工艺的影响。

２． １． ３ 　 料液比的考察　 称取药材 ５ 份粉碎，分别

加入 ５ 倍、８ 倍、１０ 倍、１５ 倍、２０ 倍水量浸泡 １ ｈ，提
取温度控制在 ８０ ℃，提取 ２ 次，每次 １ ｈ，合并滤

液，放置在 ６０ ℃减压干燥箱中浓缩成相对密度为

１． ０５ 的浸膏，以连翘苷、绿原酸含量和干膏得率为

考察指标，考察加水量对提取工艺的影响。
２． ２　 正交试验设计　 根据单因素试验结果，选取

提取时间、提取次数、料液比三个因素，进行三因素

三水平 Ｌ９（３３）的正交试验，试验设计表见表 １。

表 １　 Ｌ９（３３）正交试验设计表

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平
因素

Ａ（提取时间 ／ ｈ） Ｂ（提取次数 ／ 次） Ｃ（料液比）

１ １ ２ １∶ ８

２ １． ５ ３ １∶ １０

３ ２ ４ １∶ １５

　 　 为了更加准确地评估药效，采用加权评分法将

各主要因素综合评分。 根据主次关系，人为的将连

翘苷含量权重系数设置为 ０． ４，绿原酸含量权重系

数设置为 ０． ４，干膏得率权重系数设置为 ０． ２。
综合评分 ＝ （连翘苷含量 ／ 最大连翘苷含

量） × １００ × ０． ４ ＋ （绿原酸含量 ／ 最大绿原酸含

量） × １００ × ０． ４ ＋ （干膏得率 ／ 最大干膏得率） ×
１００ × ０． ２。
２． ３　 含量检测

２． ３． １ 　 色谱条件 　 色谱柱：Ｗｏｎｄａ ＳｉＬＴＭ Ｃ１８ 柱

（５ μｍ，４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ）；流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样

量为 １０ μＬ，柱温为 ２５ ℃。 连翘苷含量检测：以乙

腈 －水（２５∶ ７５）为流动相，检测波长为 ２７８ ｎｍ；绿
原酸含量检测：以甲醇 － 水 － 冰醋酸（２０∶ ８０∶ １）为
流动相，检测波长为 ３２４ ｎｍ。
２． ３． ２　 溶液的制备

２． ３． ２． １　 对照品溶液　 精密称定连翘苷对照品适

量，加 ５０％甲醇制成 ６０ μｇ ／ ｍＬ 的连翘苷对照品溶

液；精 密 称 定 绿 原 酸 对 照 品 适 量， 加 水 制 成

４０ μｇ ／ ｍＬ的绿原酸对照品溶液。
２． ３． ２． ２　 供试品溶液　 精密量取本品 １ ｍＬ，加在
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中性氧化铝柱上，用 ７０％ 乙醇 ４０ ｍＬ 洗脱，收集洗

脱液，浓缩至干，残渣加 ５０％ 甲醇适量，温热使溶

解，转移至 １００ ｍＬ 量瓶中，并稀释至刻度，摇匀，即
得连翘供试品；精密量取本品 ２ ｍＬ，置 １００ ｍＬ 棕色

量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得金银花供试品。
２． ３． ３ 　 标准曲线　 将配制的连翘苷对照品溶液，
用 ５０％ 甲 醇 依 次 稀 释 成 １０、 ５、 ２． ５、 １． ２５、
０． ６２５ μｇ ／ ｍＬ的标准溶液；将配制的绿原酸对照品

溶液，用水依次稀释成 ２０、１０、５、２． ５、１． ２５ μｇ ／ ｍＬ
的标准溶液，按照上述色谱条件进行检测，以标准

液浓度为横坐标，以吸收峰面积为纵坐标，建立标

准曲线，得线性回归方程和相关系数。
２． ４　 统计分析　 运用 ＳＰＳＳ１７． ０ 软件对数据进行

正交统计分析。
３　 结果与分析

３． １　 单因素实验

３． １． １ 　 提取时间的考察　 由表 ２ 可见，随着提取

时间的增加，连翘苷含量、绿原酸含量和干膏得率

先增加后降低，所以确定正交试验的提取时间为

１、１． ５、２ ｈ。

表 ２　 提取时间的考察

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

提取时间 ／ ｈ ０． ５ １ １． ５ ２ ２． ５

连翘苷 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ０． ４９９７ ± ０． ００１２ ０． ６１７９ ± ０． ０００４ ０． ６２７８ ± ０． ００２３ ０． ６０４９ ± ０． ０００４ ０． ５２６４ ± ０． ０００７

绿原酸 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） １． ０３１７ ± ０． ０００６ １． ５６１３ ± ０． ０００４ １． ４６８６ ± ０． ０００１ １． ３６４５ ± ０． ０００２ １． １９６５ ± ０． ０００２

干膏得率 ／ ％ ３３． １５ ３３． ２３ ３３． ３２ ３４． ２７ ３４． ２４

３． １． ２ 　 提取次数的考察　 由表 ３ 可见，随着提取

时间的增加，连翘苷的含量、绿原酸的含量先增加

后降低，干膏得率先升高后趋于平稳，综合分析，确
定正交试验的提取次数为 ２ 次、３ 次、４ 次。

表 ３　 提取次数的考察

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓ

提取次数 ／ 次 １ ２ ３ ４ ５

连翘苷 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ０． ４６５３ ± ０． ００２５ ０． ６２９６ ± ０． ０００２ ０． ６０９６ ± ０． ０００２ ０． ５６８７ ± ０． ０００２ ０． ５４４９ ± ０． ００５９

绿原酸 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） １． １５７５ ± ０． ０００２ １． ５５８０ ± ０． ０００４ １． ５４２７ ± ０． ０００７ １． ３３３３ ± ０． ０００６ １． ０６７８ ± ０． ０００４

干膏得率 ／ ％ ２６． ７３ ３４． ３６ ３４． ２５ ３４． ３３ ３４． ５６

３． １． ３　 料液比的考察　 由表 ４ 可见，连翘苷含量、
绿原酸含量和干膏得率在料液比为 １∶ ８、１∶ １０、１∶ １５

时都比较高， 确定正交试验的料液比为 １ ∶ ８、
１∶ １０、１∶ １５。

表 ４　 料液比的考察

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ － ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ

料液比 ／ （ｇ·ｍＬ － １） １∶ ５ １∶ ８ １∶ １０ １∶ １５ １∶ ２０

连翘苷（ｍｇ ／ ｍＬ） ０． ５１３８ ± ０． ０００４ ０． ６２３５ ± ０． ０００６ ０． ６０５２ ± ０． ０００３ ０． ６１３９ ± ０． ０００５ ０． ５３３３ ± ０． ０００３

绿原酸 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） １． １８３８ ± ０． ０００７ １． ３６８２ ± ０． ０００４ １． ３４３８ ± ０． ００１９ １． ３０６２ ± ０． ０００５ １． ３０２７ ± ０． ０００４

干膏得率 ／ ％ ３３． １４ ３３． ３７ ３３． ３９ ３３． ４１ ３４． １２

３． ２　 正交试验　 由表 ５ 可见，三种因素对提取工

艺的影响顺序为 Ｂ（提取次数） ＞ Ｃ（料液比） ＞ Ａ
（提取时间），表 ６ 方差分析看出，三个因素均无显

著性差异，综合方差分析与极差分析，确定最佳工

艺为 Ａ１Ｂ１Ｃ１，即提取时间为 １ ｈ，提取次数为 ２ 次，
料液比为 １∶ ８。

·１５·
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表 ５　 正交试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

提取时间 Ａ ／ ｈ 提取次数 Ｂ ／ 次
料液比 Ｃ ／
（ｇ·ｍＬ － １）

连翘苷含量 ／
（ｍｇ·ｍＬ － １）

绿原酸含量 ／
（ｍｇ·ｍＬ － １）

干膏得率 ／ ％ 综合得分

１ ２ ４ １∶ ８ ０． ５９２１ １． ３３２４ ３３． ５６ ９１． ３０

２ １ ３ １∶ １５ ０． ６１３６ １． ４２６３ ３４． ２８ ９５． ４９

３ ２ ２ １∶ １５ ０． ６０８３ １． ３５６７ ３４． ２１ ９３． ３３

４ １ ４ １∶ １０ ０． ５６７２ １． ３３５９ ３３． ６３ ８９． ８５

５ １． ５ ４ １∶ １５ ０． ５７４３ １． ３０２７ ３３． ３７ ８９． ３０

６ ２ ３ １∶ １０ ０． ６０２９ １． ４５３１ ３３． ６１ ９５． １１

７ １． ５ ３ １∶ ８ ０． ６０３７ １． ４０５８ ３３． ５４ ９３． ９１

８ １． ５ ２ １∶ １０ ０． ６２９８ １． ４７５２ ３２． ７１ ９６． ８６

９ １ ２ １∶ ８ ０． ６１４５ １． ５６２１ ３３． ３４ ９８． ４８

Ｋ１ ２８３． ８３ ２８８． ６７ ２８３． ６９

Ｋ２ ２８０． ０７ ２８４． ５１ ２８１． ８２

Ｋ３ ２７９． ７５ ２７０． ４６ ２７８． １３

Ｒ ４． ０８ １８． ２１ ５． ５６

表 ６　 方差分析

Ｔａｂ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
因素（Ｆａｃｔｏｒ）偏方平方和（ＳＳ） 自由度（ｄｆ） 均方（ＭＳ） Ｆ Ｐ

Ａ ３． ４２４ ２ １． ７１２ ０． ３９９ －

Ｂ ６０． ７７３ ２ ３０． ３８７ ７． ０８０ －

Ｃ ５． ３５７ ２ ２． ６７８ ０． ６２４ －

误差 ８． ５８３ ２

３． ３　 标准曲线　 由表 ７ 可见，以对照品浓度为横

坐标，吸收峰面积为纵坐标建立的标准曲线，线性

回归方程、相关系数和线性范围。
表 ７　 对照品的线性方程、相关系数、线性范围

Ｔａｂ ７　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ、ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｎｄ

ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ
线性回归方程 相关系数 线性范围

连翘苷 ｙ ＝ ３７４３４ｘ － １５１０４ ０． ９９９２ ０． ０２５ － １０ μｇ ／ ｍＬ

绿原酸 ｙ ＝ １３６８２３ｘ － ３９８． ５ ０． ９９９５ ０． ５ － ２０ μｇ ／ ｍＬ

４　 讨论与结论

连翘、金银花为君药，连翘的主要生物活性成

分有连翘苷、连翘酯苷、挥发油等，连翘善走上焦以

泻心火，破血结，消痈肿。 金银花，既能清气分之

热，又能解血分之毒，两药合用，并走于上，升浮宣

散，清气凉血、清热解毒，可用于外感风热，疮痈肿

毒，咽喉肿痛。 通过单因素试验将对提取工艺有影

响的因素进行考察，由于连翘苷与绿原酸对温度都

比较敏感，温度过高会破坏连翘苷的结构，使其变

性［８］，升温可以破坏金银花的成分，使绿原酸更好

的溶出，绿原酸本身不稳定，过高的温度，会使其内

部基团发生反应，绿原酸浓度下降［９］，故将提取温

度固定在 ８０ ℃。 对提取时间的考察，结果显示随

着提取时间的增加连翘苷含量、绿原酸含量均为先

升高后降低，这可能是由于随着提取时间的增加，
有效成分逐渐溶出，当有效成分基本溶出完全时，
提取时间的增加会导致有效成分的降解。 对提取

次数的考察，随着提取次数的增加连翘苷含量、绿
原酸含量先增加后降低，可能是由于前几次的提

取已经将有效成分提出，过多的提取不会再有有

效成分的溶出［１０］ 。 对料液比的考察，随着料液比

的增加，会增大药物与溶剂的接触面积，利于有效

成分的溶出［１１］，但是过大的料液比会增加能源成

本。 根据单因素试验的结果设计正交试验，以连翘

苷含量、绿原酸含量和干膏得率为考察指标，采用

加权法对各因素进行综合评分，使结果更加客观、
准确。

研究表明，复方抗病毒口服液提取温度控制在

８０ ℃，提取时间为 １ ｈ，提取次数为 ２ 次，料液比为

１∶ ８ 时，综合评分最高，作为优选提取工艺。

·２５·
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