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酒精性肝损伤（Alcoholic liver disease，ALD）是指酒

精性脂肪肝、酒精性肝纤维化、酒精性肝炎以及包括酒

精性肝硬化在内的因长期大量饮酒等导致的肝中毒性

损伤[1]。目前ALD的发病机制尚未阐明，其治疗方法主

要包括对症用药和引导患者戒酒等[2]。中医认为，ALD

的治疗可从病位和病性两方面入手，其病位在肝，与胆、

脾、胃密切相关，湿毒、火热为其主要病性证素[3]。由此

可见，ALD的治疗应注意化湿热、利小便，以达到消热散

结、酒邪内解等目的[4]。祁培宏等医家根据临床经验的

自拟方剂、现有上市的中成药及单味药等对ALD均具

有一定的治疗效果[5-6]。

石斛药材来源于兰科植物金钗石斛（Dendrobium

nobile Lindl.）、鼓槌石斛（Dendrobium chrysotoxum Lindl.）

或流苏石斛（Dendrobium fimbriatum Hook.）的栽培品及
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摘 要 目的：优化双斛胶囊总生物碱的醇提取工艺。方法：以石斛碱为对照品，采用酸性染料比色法测定双斛胶囊中主药金钗

石斛和铁皮石斛的总生物碱含量。以干膏得率和总生物碱含量计算的综合评分作为评价指标，采用单因素试验考察浸泡时间、乙

醇体积分数、提取时间、料液比和提取次数对提取效果的影响；根据单因素试验结果采用L9（34）正交试验进一步对乙醇体积分数、

提取时间、料液比和提取次数进行优化，并对优化工艺进行验证试验。结果：石斛碱质量浓度在4.16～14.56 µg/mL范围内与吸光

度呈良好的线性关系（r＝0.999 2）；重复性试验、精密度试验的 RSD 均小于 5％；平均加样回收率为 93.01％（RSD＝1.97％，n＝

6）。优化后的醇提取工艺为浸泡12 h后，按乙醇体积分数为70％、料液比为1 ∶ 12（g/mL）提取28 min，共提取3次；验证试验结果

显示，优化工艺所得干膏的平均得率为12.80％（RSD＝4.39％，n＝3），平均生物碱含量为0.359 0 mg/g（RSD＝0.66％，n＝3）。结

论：所建立的酸性染料比色法操作简便，精密度和准确度均良好，可用于总生物碱的含量测定；优化的醇提取工艺稳定、可行，可用

于双斛胶囊中总生物碱的提取。
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solid-liquid ratio and extraction times were investigated with single factor tests. L9（34）orthogonal test was used to optimize ethanol

volume fraction，extraction time，solid-liquid ratio and extraction times according to the results of single factor test. The optimized

technology was validated. RESULTS：The linear range of dendrobine were 4.16-14.56 µg/mL（r＝0.999 2）. RSDs of repeatability

and precision tests were all lower than 5％ . Average recovery tests were 93.01％（RSD＝1.97％，n＝6）. The optimal ethanol
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其同属植物近似种的新鲜或干燥茎；铁皮石斛药材来源

于兰科植物铁皮石斛（Dendrobium officinale Kimura Mi-

go）的干燥茎[7]。据 2015年版《中国药典》（一部）记载，

金钗石斛和铁皮石斛均具有益胃生津、滋阴清热之效，

可用于治疗热病津伤、口干烦渴、胃阴不足和阴虚火旺

等症[7]。金钗石斛含有生物碱、联苄等成分，主要有效成

分为生物碱；铁皮石斛主要含有多糖、氨基酸等成分，其

中多糖为其指标性成分[8-9]。现有研究表明，石斛生物碱

可缓解高脂血症模型大鼠肝脏脂肪变性等症状，而石斛

多糖在改善酒精导致的肝功能损伤和脂质代谢紊乱等

方面具有一定作用[10-11]，由此推测石斛中的这两类成分

有可能发挥协同功效。本课题组在石斛的中医传统治

疗应用的经验基础上，结合现代药理学研究成果，优选

金钗石斛和铁皮石斛，以两种石斛的优势成分群（即总

生物碱和总多糖）作为活性成分，通过现代提取和制剂

技术，研制出对亚急性ALD具有缓解和改善作用的双

斛胶囊，该制剂根据 2015年版《中国药典》（一部）中成

人日服量规定 [7]，将金钗石斛和铁皮石斛的用量均设为

4 g（即两种药材质量比为 1 ∶ 1）。该制剂的提取工艺主

要分为两个步骤：首先对金钗石斛和铁皮石斛的混合物

进行醇提以获得总生物碱部分，将醇提后的药渣再进行

水提以获得总多糖部分。笔者在本文中以干膏得率和

总生物碱含量为指标，采用正交设计优化双斛胶囊总生

物碱的提取工艺，旨在为后期总多糖的提取及双斛胶囊

的深入开发奠定工艺基础。

1 材料

1.1 仪器

BT125D型十万分之一电子分析天平[赛多利斯（中

国）科学仪器有限公司]；FA2004N 型电子天平（上海菁

海仪器有限公司）；TU-1900型紫外分光光度计（北京普

析通用仪器有限公司）；AXTGL16M型高速冷冻离心机

（盐城市安信试验仪器有限公司）；HH-6型数显恒温水

浴锅（上海上登实验设备有限公司）；FW135型中药材粉

碎机（天津泰斯特仪器有限公司）；XH-B型旋涡涡旋仪

（姜堰市康健医疗器具有限公司）。

1.2 药品与试剂

石斛碱对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

111876-201503，纯度：100.0％）；无水乙醇、邻苯二甲酸

氢钾（成都金山化学试剂有限公司）；三氯甲烷、浓盐酸

（重庆川东化工有限公司）；氨水（重庆茂业化学试剂有

限公司）；氢氧化钠（国药集团化学试剂公司）；溴甲酚绿

（天津市大茂化学试剂有限公司）；其余试剂均为分析

纯，水为超纯水。

1.3 药材

金钗石斛（批号：20170324）、铁皮石斛（批号：

20170324）由重庆市渝和堂药业有限公司提供并进行鉴

定及检测，均产自云南，均符合2015年版《中国药典》（一

部、四部）“中药材与饮片”项下石斛和铁皮石斛的性状、

鉴别及含量测定有关规定，以及“中药其他方法”项下浸

出物测定、杂质检查、灰分测定、二氧化硫残留量测定的

有关规定。

2 双斛胶囊中总生物碱的含量测定
2.1 溶液的制备

2.1.1 对照品溶液 取石斛碱对照品适量，精密称定，

加三氯甲烷制成 20.80 µg/mL的对照品母液；后续试验

取该母液，以三氯甲烷稀释成相应溶液，即得。

2.1.2 供试品溶液 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉（按

质量比1 ∶ 1混匀，过30目筛，下同）混合物8 g，置于圆底

烧瓶中，以一定量、一定体积分数的乙醇浸泡后，加热回

流提取数次（具体参数见后续正交试验优选工艺）；合并

醇提液，放冷，3 500 r/min 离心 15 min，取上清液，加

70％乙醇定容至 500 mL，摇匀，于 5 ℃下以 3 500 r/min

离心 15 min；取上清液 100 mL，水浴蒸干，残渣用 5％稀

盐酸 70 mL溶解，摇匀，3 500 r/min离心 10 min；取上清

液，加浓氨水调节pH至10，精密吸取5 mL，用等体积三

氯甲烷萃取 3次，合并下层，以三氯甲烷稀释定容至 25

mL，摇匀，即得。

2.2 检测波长选择

取按“2.1.1”和“2.1.2”项下方法制备的对照品溶液

（4.16 μg/mL）和供试品溶液，采用酸性染料比色法[12]进

行显色反应：向对照品溶液或供试品溶液中加入pH 4.5

的邻苯二甲酸氢钾缓冲液 5.0 mL和 0.04％溴甲酚绿溶

液 2.0 mL，涡旋 3 min萃取，静置 30 min待分层；取下层

萃取液 5 mL，加入 0.01 mol/L氢氧化钠乙醇溶液 1 mL，

充分摇匀。采用紫外分光光度计在400～800 nm波长范

围内进行光谱扫描，详见图 1。结果，两种溶液均在 620

nm波长处有最大吸收峰，故选择620 nm作为检测波长。

2.3 方法学考察

2.3.1 显色稳定性考察 称取金钗石斛和铁皮石斛粗

粉混合物8 g，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，平行

操作3次。按“2.2”项下酸性染料比色法“加入pH 4.5的

邻苯二甲酸氢钾缓冲液……充分摇匀”步骤处理完毕后

第0、5、10、15、20 min时测定吸光度。结果显示，显色反

图1 紫外扫描图

Fig 1 UV scanning spectra
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应完毕 5 min后吸光度值较不稳定，因此供试品溶液需

要在显色反应后5 min之内测定。

2.3.2 线性关系考察 精密量取“2.1.1”项下对照品母

液2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0 mL，分别置于刻度试管中，以

三氯甲烷稀释至 10 mL，制成石斛碱质量浓度分别为

4.16、6.24、8.32、10.40、12.48、14.56 μg/mL的系列对照品

溶液，按“2.2”项下酸性染料比色法进行显色反应。以三

氯甲烷为空白溶剂对照，采用紫外分光光度计于620 nm

波长处测定各样品溶液的吸光度。以石斛碱质量浓度

（x，μg/mL）为横坐标、吸光度（y）为纵坐标，得回归方程

为y＝0.051 4x+0.077（r＝0.999 2）。结果表明，石斛碱质

量浓度在 4.16～14.56 µg/mL范围内与吸光度呈良好的

线性关系。

2.3.3 精密度试验 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉混

合物8 g，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，平行操作

3次。供试品溶液在4 ℃下保存，并分别于3个不同工作

日和每个工作日第 0、4、8、12、24 h时，按“2.2”项下酸性

染料比色法处理后测定，以外标法计算总生物碱含量，

分别考察日间与日内精密度。结果，3个工作日间总生

物碱含量的RSD为 3.93％（n＝3）；不同工作日当天 5个

时间点总生物碱含量的 RSD 分别为 4.52％、2.94％、

3.84％（n＝5），表明该方法精密度良好。

2.3.4 重复性试验 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉混

合物8 g，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，平行操作

6次。按“2.2”项下酸性染料比色法处理后测定，以外标

法计算总生物碱含量。结果，总生物碱含量的 RSD 为

0.97％（n＝6），表明该方法的重复性良好。

2.3.5 加样回收率试验 称取金钗石斛和铁皮石斛粗

粉混合物 4 g，分别加入 1.452 6 mg/mL的石斛碱对照品

浓溶液（按“2.1.1”项下对照品母液配制方法新配）1 mL

后，按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，平行操作 6次。

按“2.2”项下酸性染料比色法处理后测定，并以外标法计

算总生物碱含量及加样回收率。结果，样品中总生物碱

的平均加样回收率为 93.01％，RSD为 1.97％（n＝6），表

明该方法准确度良好，详见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

称样量，
g

4.009 3

4.011 4

4.007 8

4.012 2

4.013 1

4.013 1

样品中总生物碱含量，
mg

1.433 3

1.434 1

1.432 8

1.434 4

1.434 7

1.434 7

对照品加入量，
mg

1.452 6

1.452 6

1.452 6

1.452 6

1.452 6

1.452 6

总生物碱测得量，
mg

2.741 9

2.809 9

2.778 2

2.800 9

2.809 9

2.769 1

回收率，
％

90.08

94.72

92.62

94.07

94.68

91.86

平均回收率，
％

93.01

RSD，
％

1.97

3 双斛胶囊中总生物碱提取工艺的优化
3.1 提取工艺的单因素考察

本研究以综合评分法（以干膏得率和总生物碱含量

计算）进行单因素考察。取按“2.1.2”项下方法多次加热

回流提取后合并的醇提液的上清液，倒入已在105 ℃下

达到恒定质量的蒸发皿中，90 ℃水浴蒸干，105 ℃烘箱

放置3 h，再转移到干燥器中放冷30 min，称定质量并计

算干膏得率。设定总生物碱权重为7分、干膏得率权重

为 3分，合计 10分，按公式计算综合评分：综合评分＝

（总生物碱含量/总生物碱含量最大值）×7+（干膏得率/干

膏得率最大值）×3。

3.1.1 浸泡时间 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉混合

物8 g，固定乙醇体积分数为80％、料液比为1 ∶8、提取时

间为1 h、提取次数为1次，分别在不浸泡（0 h）和浸泡1、

2、12、24 h后加热回流提取。平行操作3次，依法测定干

膏得率和总生物碱含量，并计算综合评分，结果见图

2A。由图 2A可知，在浸泡时间 0～12 h内，随着浸泡时

间的增加，综合评分不断提高；当浸泡时间为 12～24 h

时，综合评分有所下降；其中以浸泡 12 h时所得综合评

分最高。因此，本研究选择浸泡时间为12 h。

3.1.2 乙醇体积分数 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉

混合物8 g，固定浸泡时间为12 h、料液比为1 ∶ 8、提取时

间为 1 h、提取次数为 1次，分别以体积分数为 60％、

65％、70％、75％、80％、85％的乙醇进行回流提取。平

行操作3次，依法测定干膏得率和总生物碱含量，并计算

综合评分，结果见图2B。由图2B可知，当乙醇体积分数

在 60％～70％时，综合评分较高；其中以乙醇体积分数

为 65％时，所得综合评分最高。因此，本研究选择乙醇

体积分数60％～70％进行后续正交试验。

图2 单因素试验结果

Fig 2 Results of single factor tests

10.5

10.0

9.5

9.0

8.5

8.0

综
合

评
分

，分

0 1 2 12 24

浸泡时间，h

A.浸泡时间的影响

10.5

10.0

9.5

9.0

8.5

8.0

综
合

评
分

，分

1 ∶11 1 ∶12 1 ∶13 1 ∶14 1 ∶15
料液比，g/mL

C.料液比的影响

15

10

5

0

综
合

评
分

，分

0 28 36 44 52

提取时间，min

D.提取时间的影响

11

10

9

8

7

综
合

评
分

，分

60 65 70 75 80 85

乙醇体积分数，％

B.乙醇体积分数的影响

11

10

9

8

7

综
合

评
分

，分

1 2 3 4

提取次数，次

E.提取次数的影响

··1911



China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 14 中国药房 2019年第30卷第14期

3.1.3 料液比 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉混合物

8 g，固定浸泡时间为12 h、乙醇体积分数为65％、提取时

间为 1 h、提取次数为 1次，分别以料液比 1 ∶ 11、1 ∶ 12、
1 ∶ 13、1 ∶ 14、1 ∶ 15（g/mL）回流提取。平行操作3次，依法

测定干膏得率和总生物碱含量，并计算综合评分，结果

见图 2C。由图 2C可知，当料液比为 1 ∶ 12～1 ∶ 13时，综

合评分呈迅速增长的趋势；当料液比降至1 ∶ 13之下时，

综合评分有下降的趋势。虽然在料液比低于1 ∶ 14后综

合评分又有上升趋势，但考虑溶剂量增加会给后续浓缩

操作带来诸多不便，且会造成试剂浪费等，因此综合以

上因素，本研究选择料液比为 1 ∶ 12～1 ∶ 14进行后续正

交试验。

3.1.4 提取时间 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉混合

物 8 g，固定浸泡时间为 12 h、乙醇体积分数为 65％、料

液比为 1 ∶ 13、提取次数为 1次，分别以不提取（0 min）和

提取 28、36、44、52 min 进行回流提取。平行操作 3次，

依法测定干膏得率和总生物碱含量，并计算综合评分，

结果见图 2D。由图 2D可知，当提取时间为 28 min时，

所得综合评分已达最高值。考虑 28 min已经是较短时

间，在后期放大研究中可能提取罐还未加热就已经到达

考察的时间，所以没有继续对更短的提取时间进行比

较，加之提取 36、44 min时与提取 28 min时所得结果很

接近，因此综合考虑，本研究选择提取时间为 28～44

min进行后续正交试验。

3.1.5 提取次数 称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉混合

物 8 g，固定浸泡时间为 12 h、乙醇体积分数为 65％、料

液比为1 ∶13、提取时间为28 min，分别回流提取1、2、3、4

次。平行操作3次，依法测定干膏得率和总生物碱含量，

并计算综合评分，结果见图2E。由图2E可知，随着提取

次数的增加（1～3次），综合评分也相应升高；当提取第4

次时，综合评分下降，推测可能是长时间蒸发溶剂导致

总生物碱成分受到破坏。因此，本研究选择提取次数为

1～3次进行正交试验考察。

3.2 正交试验优化提取工艺

3.2.1 正交试验考察 根据单因素试验结果，以乙醇体

积分数（A）、料液比（B）、提取时间（C）、提取次数（D）为

影响因素，以干膏得率和总生物碱含量的综合评分为评

价指标，进行醇提取工艺的L9（34）正交试验，平行操作3

次。因素和水平见表 2，正交试验设计和结果见表 3，方

差分析结果见表4。

表2 因素和水平

Tab 2 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，％

60

65

70

B，g/mL

1：12

1：13

1：14

C，min

28

36

44

D，次
1

2

3

由表 3可知，各因素对综合评分的影响大小依次为

D＞B＞C＞A，最优方案为A3B3C1D3。由表 4可知，除D

因素对工艺的影响有统计学意义外，其余因素的影响均

无统计学意义。综合考虑提取效率和节约能源等因素，

结合单因素考察结果，最终将醇提取工艺的最优提取条

件确定为 A3B1C1D3，即浸泡 12 h 后，按乙醇体积分数

70％、料液比1 ∶12（g/mL）提取28 min，共提取3次。

3.2.2 验证试验 称取称取金钗石斛和铁皮石斛粗粉

混合物8 g，混匀，按“3.2.1”项下最优醇提取工艺条件进

行提取并计算干膏得率和总生物碱含量，平行操作 3

次。结果，干膏平均得率为 12.80％（RSD＝4.39％，n＝

3），总生物碱平均含量为 0.359 0 mg/g（RSD＝0.66％，

n＝3），表明优化工艺条件稳定、可行。

4 讨论
本研究采用经典的酸性染料比色法测定总生物碱

的含量，其原理为在适当的 pH条件下生物碱与氯离子

结合生成阴离子，而阴离子与酸性染料中的阳离子定量

结合成离子对，在一定波长处测定离子对的吸光度可用

于间接反映生物碱含量[13]。由此可见，缓冲液的pH值和

用量对试验结果至关重要[14]。本研究参考文献方法[15-17]，

采用溴甲酚绿为酸性染料，以 pH 4.5的邻苯二甲酸氢

钾缓冲液5 mL调节反应液pH值，然后在620 nm波长处

测定产物离子对的吸光度；同时对显色稳定性进行考

察，结果表明供试品溶液需要在显色反应后 5 min之内

测定，以保证结果的准确性。方法学考察结果显示，本

研究所建方法简便可行、灵敏度高，可用于双斛胶囊提

取物中总生物碱的含量测定。

生物碱是最早从石斛属中分离得到的化学成分，其

表3 正交试验设计和结果

Tab 3 Design and results of orthogonal tests

实验序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

7.320

7.103

7.407

0.304

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

7.027

7.193

7.610

0.583

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

7.537

7.097

7.197

0.440

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

5.597

8.090

8.143

2.546

综合评分
5.65

7.87

8.44

7.54

5.26

8.51

7.89

8.45

5.88

表4 方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis

因素
A

B

C

D

误差

偏差平方和
0.146

0.542

0.319

12.705

0.15

自由度
2

2

2

2

2

F比
1.000

3.712

2.185

87.021

F临界值
19.000

19.000

19.000

19.000

P

＞0.05

＞0.05

＞0.05

＜0.05
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中金钗石斛已被证实为含有生物碱的种类最多、含量

最高的品种，另外也有文献报道铁皮石斛中存在生物

碱[8-9]。大量研究报道已经证实，石斛生物碱类具有较强

的药理活性[18-21]。目前总生物碱的提取方法较多，主要

包括采用有机溶剂加热回流提取、酶法反应、超声提取、

微波萃取等 [22-24]。考虑到石斛药材价格较高需避免浪

费，而提取工艺越简单则越易药材损耗且成本较低，故

本研究采用有机溶剂加热回流提取，提取完成后可回收

溶剂从而减少试剂损耗。甲醇和乙醇作为生物碱提取

中最常见的有机溶剂，价廉易得，但甲醇毒性较大，故选

择乙醇作为总生物碱的提取溶剂[25]。

本课题组针对双斛胶囊醇提取工艺进行研究，通过

单因素试验，初步确定浸泡时间、乙醇体积分数、料液

比、提取时间、提取次数对干膏得率和总生物碱含量的

影响。前期实验过程中发现，外界环境如天气变化导致

的温湿度差异等对提取效果有一定干扰，因此为在较短

的时间内完成正交试验考察，将浸泡时间固定为 12 h，

以减少环境变化的干扰，使实验数据更准确可靠。在单

因素考察的基础上，以乙醇体积分数、料液比、提取时

间、提取次数为因素进一步进行正交试验筛选。结果显

示，各考察因素对综合评分的影响强弱顺序为提取次数

＞提取时间＞料液比＞乙醇体积分数；各因素中以提取

次数对综合评分的影响最大，且仅该因素的影响具有统

计学意义。

综合考虑因素显著性以及时间、成本等，最终确定

双斛胶囊总生物碱的最佳醇提取工艺条件为固定浸泡

12 h后，按乙醇体积分数为70％、料液比为1 ∶ 12（g/mL）

提取 28 min，共提取 3次；验证试验结果表明，该工艺稳

定、可行。本研究可为双斛胶囊的下一步开发奠定良好

的工艺基础。
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