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补骨脂有效成分的提取及治疗白癜风药效评价 Δ
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摘 要 目的 提取补骨脂的有效成分并评价其治疗白癜风的药效。方法 利用超高效液相色谱法测定补骨脂提取液中补骨脂

素、异补骨脂素、新补骨脂异黄酮、补骨脂异黄酮、补骨脂定、补骨脂乙素和补骨脂酚的浓度。在层次分析法和 Plackett-Burman 实

验设计基础上，以上述7种成分浓度为评价指标，药材粉碎度、乙醇体积分数、浸渍时间为考察因素，采用Box-Behnken响应面法优

化补骨脂的提取工艺并验证。将斑马鱼分为空白对照组、阳性对照组（8-甲氧基补骨脂素，10.8 μg/mL）和补骨脂提取液低、中、高

浓度组（500、1 000、2 000 μg/mL），每组6条，通过密度测定研究补骨脂提取液对斑马鱼黑色素生成的影响。结果 补骨脂提取的

最优工艺为药物粉碎度60目，用80% 乙醇浸渍72 h；3次验证实验综合评分的平均值为98.27，RSD 为1.36%，与拟合方程预测值

（97.28）的相对误差为 1.02%。与空白对照组比较，补骨脂提取液低、中、高浓度组斑马鱼的黑色素沉着均显著增加（P＜0.01）。

结论 优化所得的补骨脂提取工艺合理可行，所得补骨脂提取液能显著促进斑马鱼黑色素的生成。
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ABSTRACT OBJECTIVE To extract the effective components of Psoralea corylifolia and evaluate its efficacy in the treatment 

of vitiligo. METHODS The concentrations of psoralen， isopsoralen， neobavaisoflavone， corylin， psoralidin， corylifolinin， and 

bakuchiol in P. corylifolia extract were determined by ultra-performance liquid chromatography. Based on the analytic hierarchy 

process （AHP） and Plackett-Burman design， with the concentrations of the 7 components as evaluation indexes and the crushing 

degree， ethanol concentration， and soaking time as factors， the extraction process of P. corylifolia was optimized by Box-Behnken 

response surface methodology and the validation test was conducted. Zebrafish were divided into blank control group， positive 

control group （8-methoxypsoralen， 10.8 μg/mL）， and low- ， medium- ， and high-concentration groups of P. corylifolia extract 

（500， 1 000， 2 000 μg/mL）， with 6 fish in each group. The effects of P. corylifolia extract on the melanin production of zebrafish 

were studied by density analysis. RESULTS The best extraction process was P. corylifolia powder over 60 meshes and soaked in 

80% ethanol for 72 hours. The average comprehensive score of three validation experiments was 98.27， with an RSD of 1.36%， 

and the relative error was 1.02% compared with the predicted value of the fitting equation （97.28）. Compared with the blank 

control group， the melanin pigmentation of zebrafish in the low-， medium-， and high-concentration groups of P. corylifolia extract 

was significantly increased （P＜0.01）. CONCLUSIONS The optimized extraction process of P. corylifolia is reasonable and 

feasible， and the obtained P. corylifolia extract can significantly promote the production of melanin in zebrafish.
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补骨脂（Psoraleae Fructus）为豆科植物补骨脂 Pso‐

ralea corylifolia L. 的干燥成熟果实，性苦、辛、温，归肾、

脾经，外用有消风祛斑之效[1]。补骨脂中存在多种活性

物质，主要包括香豆素类、黄酮类、萜酚类等[2―3]。实验

研究和临床疗效观察都证明补骨脂酊或复方补骨脂酊

治疗白癜风效果较好[4―5]。

目前，临床治疗白癜风的医院制剂大多为酊剂，制

备工艺各不相同，且大多只以单一的香豆素类成分的含

量高低作为评价工艺优劣的指标，忽略了多组分之间的

抗白癜风协同或相互作用，因此，以多种化学成分的含

量 作 为 评 价 指 标 更 有 助 于 综 合 评 价 补 骨 脂 的 提 取

工艺[6]。

本实验利用超高效液相色谱法测定补骨脂提取液

中补骨脂素、异补骨脂素、新补骨脂异黄酮、补骨脂异黄

酮、补骨脂定、补骨脂乙素和补骨脂酚的含量；再应用层
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次 分 析（analytic hierarchy process，AHP）法 、Plackett-

Burman（PB）实验设计和 Box-Behnken 响应面法优化补

骨脂有效成分的提取工艺；最后通过密度测定研究补骨

脂提取液对斑马鱼黑色素生成的影响，以此验证补骨脂

提取液治疗白癜风的药效作用，为医院制剂的研发、补

骨脂的工业化生产以及进一步的药理学研究奠定基础。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 Acquity 型超高效液相色

谱仪和 2996型紫外检测器（美国 Waters 公司）、225D 型

十万分之一电子天平（德国 Sartorius 公司）、SZ2-ILST 型

立体显微镜（日本 Olympus 公司）。

1.2　主要药品与试剂

补骨脂饮片（盐炙品，产地云南，批号 20210618-1）

购自上海万仕诚国药制品有限公司；补骨脂素对照品

（批号 1018444-F2290010，纯度＞98%）、异补骨脂素对

照品（批号1017007-HO150006，纯度＞98%）均购自上海

安谱实验科技有限公司；新补骨脂异黄酮对照品（批号

21102723，纯 度 ＞98%）、补 骨 脂 定 对 照 品（批 号

21102642，纯度＞98%）均购自上海同田生物技术股份

有限公司；补骨脂异黄酮对照品（批号 112021-201601，

纯度＞98%）购自中国食品药品检定研究院；补骨脂乙

素对照品（批号 MB7009，纯度＞98%）、补骨脂酚对照品

（批号 MB6546，纯度＞95%）均购自大连美仑生物技术

有限公司；8-甲氧基补骨脂素（批号 M861678，纯度＞

99.5%）购自上海麦克林生化科技有限公司；1-苯基-2-硫

脲、蛋白酶均购自美国 Sigma-Aldrich 公司；甲醇、乙腈均

为色谱纯；其他试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3　动物

野生型 AB 系斑马鱼来源于国家斑马鱼资源中心，

并根据上海交通大学动物护理机构委员会的标准协议

进 行 维 护、处 理 和 繁 殖，实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 为

SYXK（沪）2018-0028。收集斑马鱼胚胎，保存在28.5 ℃

的 E3 培 养 液（5 mmol/L NaCl、0.17 mmol/L KCl、0.33 

mmol/L CaCl2 和 0.33 mmol/L MgSO4）中，并 在 受 精 后

1～5 d（1～5 dpf）进行实验。

2　方法与结果

2.1　补骨脂有效成分含量测定

2.1.1　混合对照品溶液的配制

精密称取补骨脂素、异补骨脂素、新补骨脂异黄酮、

补骨脂异黄酮、补骨脂定、补骨脂乙素、补骨脂酚对照品

适量，加甲醇振荡至完全溶解，配制成质量浓度分别

为 105.67、62.55、100.16、50.08、111.67、50.08、1 105.10 

μg/mL 的混合对照品溶液。

2.1.2　供试品溶液的配制

取补骨脂饮片适量，粉碎，过 60目筛，称取 10.00 g

过筛粉末，加入 7倍量的 67.5% 乙醇，按浸渍法提取后，

搅拌过 200 目筛，收集滤液。取提取液适量，13 000 

r/min 离心10 min，取上清液用0.22 μm 有机相针式微孔

滤膜过滤，取续滤液用乙醇稀释 15 倍后作为供试品

溶液。

2.1.3　色谱条件

以 Halo C18（4.6 mm×100 mm，2.7 μm）为色谱柱；以

0.1% 甲酸溶液为流动相 A，以乙腈为流动相 B 进行梯度

洗脱（0～5 min，15%B；5～7.5 min，15%B→17%B；7.5～

9 min，17%B→35%B；9～17 min，35%B→42%B；17～

20 min，42%B→48%B；20～28 min，48%B→51%B；28～

40 min，51%B→75%B；40～43 min，75%B；43～47 min，

75%B→15%B）；流 速 为 0.6 mL/min；检 测 波 长 为 246 

nm；进样量为2 μL。该色谱条件下，供试品溶液和混合

对照品溶液的色谱图见图1。

2.1.4　线性关系考察

精密量取“2.1.1”项下混合对照品溶液，逐级稀释

后，按“2.1.3”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以

对照品质量浓度（x）为横坐标，以峰面积（y）为纵坐标，

采用最小加权二乘法，选择 1/x 作为权重拟合因子来拟

合标准曲线，结果见表1。结果表明，7种化合物在各自

的质量浓度范围内线性关系良好。
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1：补骨脂素；2：异补骨脂素；3：新补骨脂异黄酮；4：补骨脂异黄

酮；5：补骨脂定；6.补骨脂乙素；7：补骨脂酚。

图1　供试品和混合对照品溶液的色谱图
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2.1.5　精密度试验

将供试品溶液连续进样测定6次，结果显示，补骨脂

素、异补骨脂素、新补骨脂异黄酮、补骨脂异黄酮、补骨

脂定、补骨脂乙素、补骨脂酚峰面积的 RSD 均不高于

1.053%（n＝6），表明方法的精密度良好。

2.1.6　稳定性试验

将供试品溶液于室温放置0、2、4、8、12、24 h 后进样

分析，结果显示，补骨脂素、异补骨脂素、新补骨脂异黄

酮、补骨脂异黄酮、补骨脂定、补骨脂乙素、补骨脂酚峰

面积的 RSD 均不高于 1.997%（n＝6），表明供试品溶液

在室温下放置24 h 内稳定性良好。

2.1.7　重复性试验

平行制备供试品溶液 6份，进样分析，结果显示，补

骨脂素、异补骨脂素、新补骨脂异黄酮、补骨脂异黄酮、

补骨脂定、补骨脂乙素、补骨脂酚含量均不高于 3.467%

（n＝6），表明方法的重复性良好。

2.1.8　加样回收率试验

取同一份已知含量的供试品溶液，精密量取6份，分

别加入与供试品溶液中7种成分含量相等的对照品，进

样分析并计算平均回收率，结果显示，补骨脂素、异补骨

脂素、新补骨脂异黄酮、补骨脂定、补骨脂异黄酮、补骨

脂 乙 素 、补 骨 脂 酚 的 平 均 回 收 率 分 别 为 105.94%、

104.62%、98.83%、99.14%、101.04%、102.25%、102.09%，

RSD 分别为 0.946%、0.568%、1.589%、1.801%、3.087%、

2.628%、0.805%（n＝6），表明方法的准确度良好。

2.2　浸渍法提取补骨脂的工艺优化

2.2.1　AHP 法确定指标权重

根据补骨脂饮片中各成分对于治疗白癜风的效用，

将上述7种指标性成分的含量归一化后的值作为权重指

标予以量化。AHP 评分标准为九级标度法[7]，构建优先

判断矩阵（表2）。用 AHP 法计算得到补骨脂素、异补骨

脂素、新补骨脂异黄酮、补骨脂异黄酮、补骨脂定、补骨

脂乙素、补骨脂酚的权重系数分别为 0.302 9、0.302 9、

0.062 3、0.062 3、0.062 3、0.062 3、0.144 9，一致性比例因

子小于 0.1。综合评分（Y）是指各成分含量乘以对应的

权重系数后再除以最大值，然后将所有结果相加得到的

总和。

2.2.2　PB 实验筛选显著性因素

通过前期预实验可知，影响补骨脂提取工艺的因素

主要有5种，即药材粉碎度（A）、固液比（B）、乙醇体积分

数（C）、浸渍时间（D）和温度（E），每个因素设置高、低两

个水平（表3）。采用 Design-Expert 12.0.3软件设计实验

方案，结果见表4。

采用 Design-Expert 12.0.3 软件对数据进行回归分

析和显著性检验。由于 B 和 E 对 Y 值无显著影响，为了

节约成本，将 B 和 E 分别定为7倍和常温。其余因素对 Y

值影响的显著性顺序依次为 C＞A＞D（表5）。

2.2.3　Box-Behnken 响应面法优化提取工艺

根据 PB 实验的结果，选择 A、C、D 为关键自变量，每

个因素设置高、中、低3个水平（表6），以 Y 为评价指标，

设计 3因素 3水平的 Box-Behnken 响应面实验优化补骨

脂有效成分的提取工艺，实验设计与结果见表7。

表2　指标成对比较的优先判断矩阵

权重指标
补骨脂素
异补骨脂素
新补骨脂异黄酮
补骨脂异黄酮
补骨脂定
补骨脂乙素
补骨脂酚

补骨脂素
1

1

1/4

1/4

1/4

1/4

1/4

异补骨脂素
1

1

1/4

1/4

1/4

1/4

1/4

新补骨脂异黄酮
4

4

1

1

1

1

3

补骨脂异黄酮
4

4

1

1

1

1

3

补骨脂定
4

4

1

1

1

1

3

补骨脂乙素
4

4

1

1

1

1

3

补骨脂酚
4

4

1/3

1/3

1/3

1/3

1

表3　PB实验设计因素与水平

水平
－1

　1

A（药材粉碎度）/目
20

60

B（固液比）/倍
4

10

C（乙醇体积分数）/%
40

95

D（浸渍时间）/h

24

72

E（温度）/℃

4

40

表4　PB实验设计与结果

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

A（药材粉碎度）/目
60

20

60

20

20

20

60

60

60

20

60

20

B（固液比）/倍
10

10

4

10

4

4

4

10

10

10

4

4

C（乙醇体积分数）/%
40

95

95

40

95

40

40

40

95

95

95

40

D（浸渍时间）/h

72

24

72

72

24

72

24

24

24

72

72

24

E（温度）/℃

40

40

4

40

40

4

40

4

4

4

40

4

Y

47.09

65.01

93.82

34.73

51.58

14.69

22.69

31.14

90.34

64.64

87.32

12.58

表5　PB实验设计方差分析结果

来源
A

B

C

D

E

残差
总离差

离差平方和
1 390.41

210.590

6 998.19

396.180

0.122 00

356.810

9 352.29

自由度
1

1

1

1

1

6

11

F

23.380

3.540 0

117.68

6.660 0

0.002 1

P

0.002 9

0.108 9

＜0.000 1

0.041 7

0.965 3

注：检验水准α＝0.05。

表6　Box-Behnken响应面实验因素与水平

水平
－1

　0

　1

A（药材粉碎度）/目
20

40

60

C（乙醇体积分数）/%
40

67.5

95

D（浸渍时间）/h

24

48

72

表1　7种化合物的线性关系

化合物名称
补骨脂素
异补骨脂素
新补骨脂异黄酮
补骨脂异黄酮
补骨脂定
补骨脂乙素
补骨脂酚

         标准曲线
y＝383.38x－10.71

y＝404.03x－2.64

y＝249.32x－3.08

y＝444.86x+86.76

y＝225.38x－17.18

y＝111.63x+65.61

y＝32.55x－27.30

线性范围/（μg/mL）

2.935 3～105.67

1.737 5～62.55

2.782 2～100.16

1.391 1～50.08

3.101 9～111.67

1.391 1～50.08

30.697 0～110 5.10

R 2

0.999 9

0.999 9

0.999 8

0.999 9

0.999 8

0.999 2

0.999 9



中国药房  2023年第34卷第14期 China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 14  · 1679 ·

应用 Design-Expert 12.0.3 软件对数据进行回归分

析和显著性检验。以 Y 值为响应值，拟合的二次多项式

方程为 Y＝－138.085 6－0.542 0A－0.573 7D+6.069 6C+

0.000 8AD+0.011 2AC+0.000 8CD+0.000 7A2+0.005 2D2－

0.041 7C2（R2＝0.995 9，校正 R2＝0.990 7）。方差分析结

果见表8。

由表8可知，模型显著且失拟项无显著性，表明该模

型拟合度较好，可用于预测补骨脂最优提取工艺参数；A

和 C 对 Y 值的影响显著，D 对 Y 值的影响无显著性；各交

互项中的 AC、C2、D2对 Y 值的影响均显著，其他交互项对

Y 值的影响均无显著性，表明存在交互作用。

对回归模型进行优化分析得到补骨脂有效成分提

取的最优工艺为：药材粉碎度 59.816目，乙醇体积分数

80.491%，浸渍时间71.974 h。但考虑到实际操作的便利

性和可行性，将最优工艺调整为：药材粉碎度60目，乙醇

体积分数80%，浸渍时间72 h。

2.2.4　验证实验

按最优工艺平行提取3次，测定提取液中补骨脂素、

异补骨脂素、新补骨脂异黄酮、补骨脂异黄酮、补骨脂

定、补骨脂乙素、补骨脂酚的浓度，计算 Y 值。结果显

示，Y 的平均值为 98.27，RSD＝1.36%（n＝3），与拟合方

程预测值97.28的相对误差为1.02%，表明该模型的预测

性较好，优选的工艺稳定可行。

2.3　补骨脂提取液治疗白癜风的药效考察

2.3.1　补骨脂提取液的制备

按最优工艺提取补骨脂饮片的有效成分，将提取液

于 60 ℃水浴中浓缩至干，并用超纯水复溶得到补骨

脂原液，随后用 E3培养液将之稀释至 250、500、1 000、

2 000、5 000 μg/mL 系列质量浓度（以生药量计）。

2.3.2　药物质量浓度的确定

显微镜下选取 1 dpf 后正常发育的 AB 系斑马鱼胚

胎，将 50枚胚胎随机转移到含有 200 µmol/L 1-苯基-2-

硫脲培养液的 6孔板中，2 dpf 后用蛋白酶（1.5 mg/mL，

持续10 min）去除绒毛膜并更换为含不同质量浓度补骨

脂提取液的培养液，并以 E3培养液作为空白对照，在胚

胎发育到5 dpf 时观察并记录其死亡情况，其间每隔24 h

换一次培养液并将死亡胚胎及时移除。如图2所示，补

骨脂提取液质量浓度为 5 000 μg/mL 时，斑马鱼胚胎的

死亡率为 100%；质量浓度≤2 000 μg/mL 时，大部分斑

马鱼胚胎发育正常，死亡率≤8%。因此本研究最终选

择500、1 000、2 000 μg/mL 作为实验药物质量浓度。

2.3.3　补骨脂提取液对斑马鱼黑色素生成的影响

按照“2.3.2”项下方法进行实验，实验分为空白对照

组、阳性对照组（8-甲氧基补骨脂素，10.8 μg/mL[8]）和补

骨脂提取液低、中、高浓度组（500、1 000、2 000 μg/mL），

每组6条。在5 dpf 时使用立体显微镜采集斑马鱼图像，

用 Image J 软件对采集图像进行密度测定。数据以 x±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用 Dunnett 检验，检验水准 α＝0.05。结果显示，与空

白对照组比较，补骨脂提取液低、中、高浓度组斑马鱼黑

色素沉着分别增加了 1.41、1.45、2.06倍，黑色素沉着比

例均显著增加（P＜0.01），结果见图3。

表8　Box-Behnken响应面实验方差分析结果

来源
模型
A

C

D

AC

AD

CD

A2

C2

D2

残差
失拟项
纯误差
总离差

离差平方和
9 869.21

302.950

5 212.21

0.556 50

151.040

0.555 00

1.230 00

0.357 20

4 186.19

37.420 0

40.330 0

26.530 0

13.800 0

9 909.53

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

F

190.35

52.590

904.77

0.096 6

26.220

0.096 3

0.213 9

0.062 0

726.67

6.500 0

2.560 0

P

＜0.000 1

　0.000 2

＜0.000 1

　0.765 0

　0.001 4

　0.765 3

　0.657 8

　0.810 5

＜0.000 1

　0.038 2

　0.192 7

注：检验水准α＝0.05。
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图2　补骨脂提取液对斑马鱼胚胎死亡率的影响

表7　Box-Behnken响应面实验设计与结果

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A（药材粉碎度）/目
20

60

20

60

20

60

20

60

40

40

40

40

40

40

40

40

40

C（乙醇体积分数）/%
67.5

67.5

67.5

67.5

40

40

95

95

40

40

95

95

67.5

67.5

67.5

67.5

67.5

D（浸渍时间）/h

24

24

72

72

48

48

48

48

24

72

24

72

48

48

48

48

48

Y

78.70

87.08

78.52

88.39

20.65

23.85

61.18

88.96

27.02

26.40

75.19

76.79

78.58

78.82

82.94

80.43

78.73
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3　讨论
补骨脂素和异补骨脂素在《中国药典》中是补骨脂

的定量标记物，具有抗氧化[9]和抗白癜风作用[10]等。有

研究表明，新补骨脂异黄酮能提高体外酪氨酸酶（黑色

素生成的限速酶）活性，补骨脂定对酪氨酸酶有激活作

用，二者都具有潜在的抗白癜风作用[11]。补骨脂异黄酮

和补骨脂乙素是影响补骨脂药材质量的主要成分[12]。

补骨脂酚在补骨脂药材中含量很高，且具有多种药理学

活性[13]，更重要的是，其对重要器官（如心脏、肝脏）具有

显著的保护作用[14]。因此，本研究选择这 7种成分的含

量作为提取工艺优化的评价指标。

指标权重系数的确定主要运用 AHP 法。该方法是

一种解决多目标的复杂问题的定性与定量相结合的权

重决策分析方法。这一过程虽然存在一定的主观性，但

是比起经验性权数法少了盲目性和随意性。因此，将

AHP 法应用于同一种药材中多种活性成分同时提取的

工艺研究更为科学合理[7]。PB 实验设计能用较少的实

验次数筛选出对结果影响最大的关键因素，而 Box-

Behnken 响应面实验能够通过建立多元二次回归方程来

拟合因素和响应值之间的函数关系，最终得到最大响应

值对应的各因素的最优组合。因此，本研究选用上述方

法对提取工艺进行优化。

本研究通过斑马鱼实验初步证明了补骨脂提取液

能促进其黑色素生成，接下来可进一步研究补骨脂提取

液对斑马鱼黑色素合成相关基因时空表达的影响以探

索其促进黑色素生成的机制。

综上所述，补骨脂提取的最优工艺为药材粉碎度60

目，用 80% 乙醇浸渍 72 h；所得补骨脂提取液能显著促

进斑马鱼黑色素的生成。
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A. 斑马鱼图

B. 密度测定结果（n＝6）

Ⅰ：空白对照组；Ⅱ：阳性对照组；Ⅲ：补骨脂提取液低浓度组；Ⅳ：

补骨脂提取液中浓度组；Ⅴ：补骨脂提取液高浓度组；a：与空白对照组

比较，P＜0.01。

图3　补骨脂提取液对斑马鱼黑色素沉着的影响


