
贞子方中的有效组分，在查阅相关文献发现，大多数应用的是灵

芝、香菇、根霉菌等，而本研究用的真菌未发现应用于中药材固体

发酵的研究，因此，通过本研究不仅有利于本真菌在中药资源发

酵中的应用，而且为大品种二次开发及中药有效组分富集提供一

种新的思路。
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白芷纳米乳鼻喷雾剂提取工艺的正交试验优选
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摘要: 目的 正交试验优选白芷纳米乳鼻喷雾剂的提取工艺。方法 以欧前胡素提取量、香豆素提取量总量和浸膏得率的

综合评分为评价指标，在单因素试验基础上，采用正交试验优选白芷醇提工艺的溶剂体积、乙醇浓度、提取时间。结果

优选得到白芷纳米乳鼻喷雾剂最佳醇提工艺为: 以 85%乙醇为提取溶剂，第 1 次 6 倍量 1． 5h，第 2 次 5 倍量 1h，共提取 2
次。结论 在单因素试验基础上，通过正交试验优选的提取工艺经验证稳定、简便易行，预测性好，为白芷纳米乳鼻喷雾

剂的工艺研究提供了依据。
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Optimization of extraction technology of Baizhi nanoscale spray for nose by orthogonal
design
CHEN Ling-long1，LI Yue-hui2*

( 1． Affiliated Hosptol of Hunan Academy of Tradtional Chinese Medicine，Changsha，Hunan 410006，China; 2．
Hunan Academy of Traditional Chinese Medicine，Changsha，Hunan 410006，China)
Abstract: Objective To optimize extraction process of Baizhi nanoscale spray for nose by orthogonal design． Methods On the
basis of single factor tests，orthogonal design was employed to investigate effects of the extraction time，the alcohol addition and the
alcohol concentration． Ｒesults The optimization processing parameters was as follows: added 6 times volume of 85 % of ethanol
and 5 times volume of 85 % of ethanol separately，extracted for twice，the first 1． 5 hours then 1 hour． Conclusion This opti-
mized extraction experience proved to be stable，simple，good predictability by orthogonal design，it provides the basis for tech-
nology research of Baizhi nanoscale spray for nose．
Key words: Baizhi nanoscale spray for nose; Orthogonal design; Imperatorin; Coumarin; Yield of extract

白芷的功效为散风除湿、通窍止痛、消肿排脓，常用于鼻塞、
鼻渊、牙痛、感冒头痛、疮疡肿痛等的治疗［1］，尤其在鼻炎疾病上

应用较多，但外用制剂一般以熏蒸为主，该方法需要专用的仪器

和专业人员的协助，携带和操作均不方便［2］。由于鼻黏膜的特

点为穿透性较高而酶相对较少，故对药物的降解作用比胃肠道黏

膜低，为了延长白芷在鼻黏膜滞留时间，提高其生物利用度［3］，

在保持中医药特色的基础上，采用药物制剂新技术，研制成既保

持疗效，又使用方便，操作简单的白芷纳米乳鼻喷雾剂。白芷主

要含香豆素类成分，是其抗炎的主要药效成分，呋喃香豆素抗炎

作用是通过抑制环氧合酶 － 2 ( COX － 2 ) ，从而调节花生四烯酸

的代谢途径实现的; 且香豆素的代表成分欧前胡素及异欧前胡素

均具有显著的镇痛作用，能明显抑制热板法所致的小鼠疼痛，欧

前胡素为 2015 年版《中国药典》( 第一部) 白芷药材质量控制指

标成分［4］，故本文以醇浸膏得率、香豆素提取总量和欧前胡素的

含量为综合考察指标，对其工艺进行优选。
1 仪器与试药

1． 1 仪器 岛津 LC － 20AT 高效液相色谱仪( SPD － 20A 检测器，

LC － 20A 泵，LC － 20B 泵) ，依利特色谱柱( Hypersil ODS2 5μm，

4． 6mm × 250mm) ，DK － 98 －Ⅱ电热恒温水浴锅( 天津市泰斯特

仪器有限公司) ，DZTW 型调温电热套( 北京永光医疗机械厂) ，

YP5102 电子天平 ( 上海光正医疗有限公司) ，AL204 分析天平

( 梅特勒托利多) ，电热鼓风干燥箱，( 上海康路仪器有限公司) ，

UV2450 紫外吸收分光光度计( 日本岛津公司) ，SB2200 超声清洗

器( 昆山市仪器有限公司) 。
1． 2 试药 白芷药材( 购自湖南省自然堂中药饮片有限公司) ，
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欧前胡素对照品( 中检院: 110826 － 200511) ，水为纯化水，色谱级

甲醇( 美国天地有限公司) ，其他试剂均为分析纯。
2 方法及结果

2． 1 提取次数的选择试验 取白芷饮片，粉碎成最粗粉，加 80%
乙醇提取 3 次，第 1 次加 6 倍量提取 1． 5 h，第 2 次加 5 倍量，提

取 1h ，第 3 次加 5 倍量，提取 1h，醇浸膏得率及香豆素提取量结

果见表 1。

表 1 白芷醇提次数的选择试验结果

提取次数 第 1、2 次 第 3 次 第 3 次所占比* /%
醇浸膏得率 13． 16% 1． 52% 10． 35

香豆素提取量 175． 5mg 16． 7mg 8． 69
* 指第 3 次醇提取占总醇浸膏量、香豆素总提取量的比例

试验结果表明，以醇浸膏得率和香豆素提取量为指标，第 3
次醇提所占比例分别为 10． 35%、8． 69% ; 说明白芷饮片两次已

基本提取完全，故采用醇提两次的工艺。
2． 2 正交试验优选提取工艺 取白芷药材，粉碎成最粗粉，称取

30g，采用 L9 ( 34 ) 正交表安排试验，乙醇提取液过滤，滤液合并回

收乙醇，定容至一定体积 V。
2． 2． 1 因素水平 以白芷醇提浸膏得率、香豆素提取总量及欧前

胡素含量为考查指标，采用正交试验对白芷醇提工艺进行优选。
见表 2。

表 2 因素水平

水平
A

溶剂浓度 /%
B

加乙醇量 /倍
C

提取时间 /h
1 85 8，7 2，1． 5
2 75 7，6 1． 5，1
3 65 6，5 1，1

2． 2． 2 醇浸膏得率的测定 精密吸取已定容的白芷醇提溶液

20ml，置干燥至恒重的蒸发皿中，蒸干，电热干燥箱 105℃ 干燥

3h，取出，干燥器中冷却 30min，迅速称重，并计算醇浸膏得率，余

液备用。结果见表 3。

醇浸膏得率( % ) = W × V
20M ×100%

式中: W( g) 为浸膏重; V( ml) 浓缩后定容的总体积; M( g) 药

材取样量。
2． 2． 3 白芷提取物中总香豆素的含量测定 照紫外分光光度法

( 《中国药典》2015 年版四部 附录 ) ［4］。
白芷提取物为混合物，且总香豆素成分复杂，导致样品溶液

的紫外吸收峰型很不规则。通过紫外分光光度法扫描得知欧前

胡素对照品溶液和白芷提取物溶液在 300 nm 附近均有较强吸

收，且峰型变化平缓，故本研究采用 300 nm 作为测定波长［5，6］。
2． 2． 3． 1 对照品溶液制备 精密称取欧前胡素对照品，加乙醇溶

解制成 36． 4μg /ml 的对照品溶液，即得。
2． 2． 3． 2 供试品溶液的制备 精密吸取定容后白芷醇提取液

1ml，置 50 ml 量瓶中，加乙醇稀释至刻度，摇匀，即得。
2． 2． 3． 3 标准曲线的绘制 精密量取上述取欧前胡素对照品溶

液各 1，2，3，4，5 ml 于 10 ml 量瓶，分别加乙醇至刻度，摇匀，在

300 nm 处分别测定吸光度。以吸光度为纵坐标，欧前胡素浓度

为横坐标，绘制标准曲线，Y = 0． 04445X + 0． 00965，r = 0． 999。
2． 2． 3． 4 测定法 取定容后醇提取液，置 50 ml 量瓶中，加乙醇

稀释至刻度，摇匀，用紫外分光光度计在 300 nm 处测定吸光度。
通过标准曲线读出供试品溶液中含欧前胡素的质量( μg) ，计算

总香豆素的含量。结果见表 3。
2． 2． 4 HPLC 测定白芷提取物中欧前胡素的含量

2． 2． 4． 1 色谱条件与系统适应性 选用十八烷基合硅胶为填充

剂，流动相为甲醇 –水( 60∶ 40 ) ，检测波长 300nm，流速 1mL /
min，理论板数不低于 3000。
2． 2． 4． 2 对照品溶液的制备 精密称取欧前胡素对照品适量，加

甲醇制成 10 ug /ml 的溶液，即得。
2． 2． 4． 3 供试品溶液的制备 取白芷提取物适量，精密称定，置

50 ml 量瓶中，加甲醇 45 ml，超声处理( 功率 300 W，频率 40 kHz)
1h，取出，放冷，加甲醇至刻度线，摇均，0． 45um 有机膜滤过，取续

滤液，即得。
2． 2． 4． 4 测定法 对照品溶液 10 μl，供试品溶液 20 μl，分别注

入液相色谱仪测定。计算欧前胡素的含量。结果见表 3。

表 3 白芷醇提工艺正交试验及结果

试验号 A B C D 浸膏得率 /% 香豆素 /mg 欧前胡素 /mg
1 1 1 1 1 13． 25 139． 2 36． 2
2 1 2 2 2 12． 80 227． 3 54． 8
3 1 3 3 3 11． 64 173． 3 41． 8
4 2 1 2 3 12． 86 147． 8 36． 2
5 2 2 3 1 11． 59 116． 1 29． 6
6 2 3 1 2 12． 98 87． 8 35． 7
7 3 1 3 2 10． 59 132． 3 31． 9
8 3 2 1 3 12． 29 162． 1 39． 1
9 3 3 2 1 11． 76 225． 9 51． 0

醇浸 Ij 37． 68 36． 71 38． 52 36． 60
膏 IIj 37． 43 36． 68 37． 43 36． 37 G = ∑

9

i = 1
yi = 109． 76

得 IIIj 34． 65 36． 38 33． 82 36． 79 CT = G2 /9 = 1338． 67
率 Ｒ 3． 03 0． 33 4． 7 0． 42

香豆 Ij 539． 8 419． 3 389． 1 481． 2
素 IIj 351． 7 505． 5 601． 0 447． 4 G = ∑

9

i = 1
yi = 1411． 80

提 IIIj 520． 3 487． 0 421． 7 483． 2 CT = G2 /9 = 221464． 36
取 Ｒ 181． 1 86． 2 211． 9 35． 8

欧前 Ij = 132． 9 104． 3 111． 0 116． 8
胡 IIj 101． 5 123． 5 142． 0 122． 5 G = ∑

9

i = 1
yi = 356． 37

素 IIIj 122． 0 128． 5 103． 3 117． 1 CT = G2 /9 = 14111． 16
提 Ｒ 31． 4 24． 2 38． 7 5． 7
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2． 3 方差分析 结果见表 4 ～ 6。

表 4 白芷醇浸膏得率方差分析结果

方差来源 离差平均和 自由度 均方 F P
A 1． 8906 2 0． 9453 64． 44 ＜ 0． 05
B 0． 0221 2 0． 0111 0． 75 ＞ 0． 05
C 4． 0369 2 2． 0184 137． 59 ＜ 0． 01
D 0． 0293 2 0． 0742

表 5 白芷醇提香豆素总量方差分析结果

方差来源 离差平均和 自由度 均方 F P
A 7131． 98 2 3565． 99 26． 44 ＜ 0． 05
B 1372． 89 2 686． 44 5． 09 ＞ 0． 05
C 8679． 21 2 4339． 6 32． 17 ＜ 0． 05
D 269． 79 2 134． 89

表 3 中极差 Ｒ 值大小显示: 以白芷醇浸膏得率为考查指标

时，各因素作用主次为 C ＞ A ＞ B，C 因素( P ＜ 0． 01) 、A 因素( P
＜ 0． 05 其影响均具有非常显著性意义，以 A1C1 为好，B 因素( P
＞ 0． 05) 其影响无显著性意义; 以白芷总香豆素含量和欧前胡素

含量为考查指标时，各因素作用主次为 C ＞ A ＞ B，A、C 两因素

均( P ＜ 0． 05) ，其影响具有显著性意义，B 因素( P ＞ 0． 05) 其影

响无显著性意义，均以 A1C2 组合为好。以醇浸膏得率与香豆素

提取量为考察指标，A、C 两因素均有显著性影响，考虑到香豆素

含量、欧前胡素含量这一因素较为重要，故 C 选择 C2，B 因素的

影响均无影响性意义，从大生产中节能考虑，选择 B3。综上，选

择 A1B3C2 组合为优选工艺。

表 6 白芷醇提欧前胡素含量方差分析结果

方差来源 离差平均和 自由度 均方 F P
A 169． 03 2 84． 51 25． 04 ＜ 0． 05
B 108． 83 2 54． 42 16． 12 ＞ 0． 05
C 280． 17 2 140． 08 41． 5 ＜ 0． 05
D 6． 75 2 3． 85

2． 4 验证试验 方案 A1B3C2 是正交表中没有的方案，尚需做实

验予以验证。取与正交试验同批白芷药材，按方案 A1B3C2 工艺

条件进行实验，测定白芷醇浸膏得率与香豆素提取量，结果醇浸

膏得率分别为 13． 35%、13． 08%、13． 29%，香豆素提取量分别为

231． 3mg、224． 7mg、228． 9mg，欧前胡素提取量分别为 53． 8mg、55．
12mg、54． 72mg。因此，确定最佳醇提取工艺为 A1B3C2，即白芷药

材加 85%乙醇回流提取两次，第 1 次加 6 倍量提取 1． 5h，第 2 次

加 5 倍量提取 1h。

3 讨论

白芷中主要成分为香豆素类、挥发油类成分。其中欧前胡

素、氧化前胡素、异欧前胡素等香豆素类成分为白芷镇痛的主要

活性成分［7］。《中国药典》( 2015 年版) 将欧前胡素作为白芷药

材质量的控制指标成分，为了全面评价醇提工艺，本文以浸膏得

率、香豆素含量和欧前胡素含量为综合评价指标。
白芷提取方法有乙醇回流提取、乙酸乙酯加热回流提取、渗

漉提取和超声提取［8］，考虑生产安全及环境友好，选用乙醇为提

取溶剂。正交设计注重科学合理的安排试验，为了寻找最佳因素

水平组合，可以同时考虑几种因素［9］，所以采用正交设计优选工

艺。考察溶剂浓度、溶剂用量、提取时间、提取次数这几个因素不

同水平对白芷醇提工艺的影响，以浸膏得率、香豆素含量和欧前

胡素为综合评价指标，优选出的最佳工艺为: 白芷药材加 85% 乙

醇回流提取两次，第 1 次加 6 倍量溶剂提取 1． 5 小时，第 2 次加 5
倍量溶剂提取 1 小时。经试验验证表明所选的醇提工艺条件稳

定且重现性良好。
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