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摘要： 目的　 优化知柏清凉颗粒成型工艺， 并建立其质量标准。 方法　 以药辅比、 乙醇体积分数、 乙醇用量为影响因

素， 颗粒得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化成型工艺， 再进行中试试验。 ＴＬＣ 法定性鉴别知母、 黄芪、 白

花蛇舌草， ＨＰＬＣ 法测定盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱、 异阿魏酸含量。 结果　 最佳条件为药辅比 １ ∶ １􀆰 １， 乙醇体积分数

６５％ ， 乙醇用量 ３２􀆰 ２％ ， 颗粒得率为 ９４􀆰 １４％ ， ３ 批中试样品成品率分别为 ８２􀆰 ３％ 、 ８３􀆰 ６％ 、 ８４􀆰 ７％ 。 ＴＬＣ 斑点专属性

强， 阴性无干扰。 ３ 种成分在各自范围线性关系良好 （ ｒ＝ １）， 平均加样回收率分别为 １００􀆰 ８％ 、 ９７􀆰 ０％ 、 ９９􀆰 ０％ ， ＲＳＤ
分别为 １􀆰 ２１％ 、 １􀆰 ５１％ 、 ２􀆰 ２８％ ， ３ 批中试样品中其平均每袋含量分别为 ３􀆰 ４０、 １２􀆰 ９９、 ３􀆰 ８６ ｍｇ。 结论　 该方法稳定

可行， 可为知柏清凉颗粒后续开发与质量控制提供坚实基础。
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　 　 慢性肾小球肾炎是由多种病因和不同病理类型

构成、 原发于肾小球的疾病［１］， 也是导致慢性肾

功能不全的首要因素［２］， 包括膜性肾病、 ＩｇＡ 肾病

等， 近年来膜性肾病发病率增长最快， 与全球代谢

性疾病发生率上升有关［３］。 目前， 我国慢性肾病

发病率为 ８􀆰 ２％ ， 尿蛋白检出率为 ６􀆰 ７％ ［４］， 两者

发生发展、 预后关系密切， 故在疾病早期减少和控

制尿蛋白是预防慢性肾病进展的关键。
知柏清凉颗粒中知母、 黄柏清热燥湿， 为君

药； 黄芪、 山药、 黑豆补益肺脾肾， 为臣药， 具有

清热利湿、 益气扶正功效， 用于治疗湿热潴留、 正

气衰败所致的慢性肾小球肾炎 （病理分型为膜性

肾病）。 研究表明， 知母⁃黄柏药对通过调控炎症反

应、 氧化应激等通路来发挥肾脏保护作用［５］， 黄

芪中黄芪甲苷Ⅳ、 黄芪多糖通过激活自噬及保护线

粒体功能来减轻肾损伤［６⁃８］， 山药中的熊果苷及黑

豆中的大豆苷元、 染料木苷通过抗细胞凋亡和抗炎

来发挥肾脏保护作用［９⁃１１］。 课题组前期针对 ８２ 例

慢性肾小球肾炎患者的临床观察显示［１２］， 知柏清

凉方联合氯沙坦钾可显著降低尿蛋白定量、 Ｃｙｓ⁃Ｃ、
血 ｓＦｌｔ⁃１ 水平， 改善肾功能。

基于中医药理论及临床经验， 知柏清凉颗粒符

合 １􀆰 １ 类中药创新药研发路径［１３］。 课题组前期确定

知柏清凉颗粒提取、 浓缩、 干燥等工艺参数， 本实

验进一步优化该制剂成型工艺， 并建立质量标准，
以期为其后续稳定性、 临床疗效研究提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 ＨＬＳＨ２⁃６Ａ 湿法混合制粒机 （北京航

空制造工程研究所）； ＹＫ⁃１０ 摇摆制粒机 （上海美

阳机械发展有限公司）； ＧＲＸ６ 鼓风干燥箱 （上海

精宏实验设备有限公司）； ３ ０００ Ｌ 直筒提取罐、
１ ５００ ｋｇ ／ ｈ 单效外循环浓缩器、 １ ０００ Ｌ 球形浓缩

罐 （上海瑞派机械有限公司）； ＦＺＧ⁃１５ 过热水加热

型真空干燥箱 （温州市金榜轻工机械有限公司）；
３０Ｂ 万能粉碎机、 ＣＴ⁃Ｃ⁃Ｉ 型热风循环烘箱、 ＳＹＨ
三维运动混合机 （常州范群鼎力化工设备有限公

司）； ＪＨＺ⁃４００ 高效湿法制粒机 （温州市健牌药业

机械制造有限公司）； ＹＫ⁃１６０ 型摇摆颗粒机 （江
苏宇通干燥工程有限公司）； ＰＣＫ⁃２４０⁃２ 平封自动

包装机 （上海众和包装机械有限公司）； ＸＳＥ２０５
电子分析天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＶＯＳ⁃

６０１ＳＤ 真空干燥箱 （日本 Ｒｉｋａｋｉｋａｉ 公司）； Ｒ⁃１００
旋转蒸发仪 （瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司）； Ｈｅｒａｅｕｓ Ｆｒｅｓｃｏ ２１
冷冻微量台式离心机 （美国赛默飞世尔科技公

司）； ＢＬ１０⁃３００Ｃ 超声波清洗仪 （功率 ２００ Ｗ， 频

率 ４０ ｋＨｚ， 上海比朗仪器有限公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０
ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ、 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ １２００ Ｓｅｒｉｅｓ 高效液

相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药材 　 黄芪甲苷、 知母皂苷 ＢⅡ、 去

乙酰车叶草酸甲酯、 盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱、 异

阿魏 酸 对 照 品 （ 批 号 １１０７８１⁃２０２２１９、 １１１８３９⁃
２０２１０７、 １１１７８６⁃２０２３０３、 １１１８９５⁃２０１８０５、 １１０７１３⁃
２０２３１６、 １１１６９８⁃２０１９０４）， 知母、 黄芪 （蒙古黄

芪）、 白花蛇舌草对照药材 （批号 １２１０７０⁃２０１８０６、
１２０９７４⁃２０１８１３、 １２１１８３⁃２０１６０５） 均购自中国食品

药品检定研究院。 可溶性淀粉 （批号 ２４０５０６） 购

自安徽山河药用辅料股份有限公司； 无水乙醇

（批号 Ｐ２９１１８７７） 购自上海泰坦科技股份有限公

司； 聚 酯 ／铝 ／聚 乙 烯 药 用 复 合 膜 袋 （ 批 号

２１０９０７４） 购自无锡市羊尖华强塑料彩印有限公

司。 知母、 黄柏、 车前草、 白花蛇舌草 （批号

２３１１０３、 ２３１００７、 ２３０８２３、 ２３１１２７） 均购自上海康

桥药业有限公司； 黄芪、 山药、 黑豆、 六月雪、 鹿

衔草、 玉米须、 薏苡根、 鸭跖草、 黄连、 积雪草、
蚕茧壳、 升麻 （批号 ２３１２２９、 ２３１１０７、 ２３１０１４、
２２１００７、 ２３１１０７、 ２３１１１０、 ２３０６２６、 ２４０１１８、
２３１１１０、 ２３１００７、 ２３０７１５、 ２３１１１５） 均购自苏州市

春晖堂药业有限公司， 经专家鉴定为正品。 乙腈为

色谱纯； 其他试剂均为分析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 成型工艺优化

２􀆰 １􀆰 １　 提取物制备　 按前期优化工艺， 取处方药

材适量， 加水煎煮 ２ 次， 第 １ 次加 １２ 倍量水， 第 ２
次加 １０ 倍量水， 每次 １ ｈ， 过滤， 合并滤液， 减压

浓缩至相对密度为 １􀆰 １０ ～ １􀆰 ２０ （６０ ℃）， 减压干

燥， 粉碎， 过 ８０ 目筛， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ 响应面法 　 前期通过单因素

试验确定以可溶性淀粉为辅料， 乙醇为黏合剂。 本

实验在此基础上， 以药辅比 （Ａ）、 乙醇体积分数

（Ｂ）、 乙醇用量 （Ｃ） 为影响因素， 颗粒得率 （Ｙ）
为评价指标， 设计三因素三水平［１４⁃１５］ 优化成型工

艺， 因素水平见表 １。
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表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

Ｔａｂ􀆰 １ 　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

Ａ 药辅比 Ｂ 乙醇体积分数 ／ ％ Ｃ 乙醇用量 ／ ％
１ ∶ １􀆰 ０ ６０ ２５􀆰 ０
１ ∶ １􀆰 ４ ６５ ２９􀆰 ２
１ ∶ １􀆰 ８ ７０ ３３􀆰 ３

　 　 将各因素水平输入 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件中，
得到 １５ 组试验， 按相应药辅比称取物料， 置于高剪

切制粒机中， 加入 １２􀆰 ５％ 无水乙醇润湿物料， 再加

入相应体积分数乙醇制软材， 置于摇摆制粒机中挤

出制粒， 在 ６０ ℃下干燥 ４５ ｍｉｎ， 整粒， 考察制软材

和制粒顺畅度， 计算颗粒得率， 结果见表 ２。
表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

试验号 Ａ 药辅比 Ｂ 乙醇体积分数 ／ ％ Ｃ 乙醇用量 ／ ％ 制软材和制粒顺畅度 Ｙ 颗粒得率 ／ ％
１ １ ∶ １􀆰 ０ ６０ ２９􀆰 ２ 软材较黏，少量无法通过筛网，可以制粒 ９０􀆰 ８９
２ １ ∶ １􀆰 ８ ６０ ２９􀆰 ２ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ８１􀆰 ８４
３ １ ∶ １􀆰 ０ ７０ ２９􀆰 ２ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ９４􀆰 ８３
４ １ ∶ １􀆰 ８ ７０ ２９􀆰 ２ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ７９􀆰 ８６
５ １ ∶ １􀆰 ０ ６５ ２５􀆰 ０ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ９１􀆰 ６６
６ １ ∶ １􀆰 ８ ６５ ２５􀆰 ０ 软材黏性不足，能完全通过筛网，易于制粒 ７１􀆰 ３８
７ １ ∶ １􀆰 ０ ６５ ３３􀆰 ３ 软材稍黏，能完全通过筛网，易于制粒 ９７􀆰 ８８
８ １ ∶ １􀆰 ８ ６５ ３３􀆰 ３ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ８２􀆰 ５８
９ １ ∶ １􀆰 ４ ６０ ２５􀆰 ０ 软材黏性稍不足，能完全通过筛网，易于制粒 ８５􀆰 ６５
１０ １ ∶ １􀆰 ４ ７０ ２５􀆰 ０ 软材黏性不足，能完全通过筛网，易于制粒 ８２􀆰 ０８
１１ １ ∶ １􀆰 ４ ６０ ３３􀆰 ３ 软材稍黏，能完全通过筛网，易于制粒 ９５􀆰 ２１
１２ １ ∶ １􀆰 ４ ７０ ３３􀆰 ３ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ９０􀆰 ３３
１３ １ ∶ １􀆰 ４ ６５ ２９􀆰 ２ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ９５􀆰 ６０
１４ １ ∶ １􀆰 ４ ６５ ２９􀆰 ２ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ９１􀆰 ２１
１５ １ ∶ １􀆰 ４ ６５ ２９􀆰 ２ 软材黏度适中，能完全通过筛网，易于制粒 ８８􀆰 ２９

　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件对表 ２ 结果进行多

元线性拟合分析， 得多元二次回归方程为 Ｙ ＝
９１􀆰 ７０－７􀆰 ４５Ａ－０􀆰 ８１１ ３Ｂ＋４􀆰 ４０Ｃ－１􀆰 ４８ＡＢ＋１􀆰 ２５ＡＣ－
０􀆰 ３２７ ５ＢＣ－３􀆰 ６４Ａ２－１􀆰 ２０Ｂ２－２􀆰 １８Ｃ２， 相关系数 Ｒ２

为 ０􀆰 ９２２ ７， 表明模型能解释 ９２􀆰 ２７％ 的响应值变

化， 预测值与实际值具有较好的相关性， 方差分析

见表 ３。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０５， 具有高度显著

性； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明未知因素对结果影响较

小； 因素 Ａ、 Ｃ 具有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂ、 ＡＢ、
ＡＣ、 ＢＣ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 各

因素影响程度依次为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ。
　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件进行响应面分析，
结果见图 １， 可知药辅比曲面坡度最大， 乙醇用量

次之， 乙醇体积分数最小， 表明药辅比对颗粒得率

的影响最大， 乙醇用量、 乙醇体积分数对其影响较

小， 与方差分析一致。 最终确定， 最优工艺为药辅

比 １ ∶ １􀆰 ０３， 乙醇体积分数 ６５􀆰 ６５％ ， 乙醇用量

３２􀆰 ２３％ ， 颗粒得率为 ９６􀆰 ７１％ ， 考虑到可操作性及

临床给药剂量， 将其修正为药辅比 １ ∶ １􀆰 １， 乙醇

体积分数 ６５％ ， 乙醇用量 ３２􀆰 ２％ 。
按上述优化工艺进行 ３ 批验证试验， 结果见表

４。 由此可知， 平均颗粒得率为 ９４􀆰 １４％ ， 与预测

　 　 　 表 ３　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ６８４􀆰 ５７ ９ ７６􀆰 ０６ ６􀆰 ６３ ０􀆰 ０２５ ４
Ａ ４４４􀆰 ０２ １ ４４４􀆰 ０２ ３８􀆰 ７１ ０􀆰 ００１ ６
Ｂ ５􀆰 ２７ １ ５􀆰 ２７ ０􀆰 ４５９ ０ ０􀆰 ５２８ １
Ｃ １５５􀆰 １４ １ １５５􀆰 １４ １３􀆰 ５３ ０􀆰 ０１４ ３
ＡＢ ８􀆰 ７６ １ ８􀆰 ７６ ０􀆰 ７６３ ９ ０􀆰 ４２２ １
ＡＣ ６􀆰 ２０ １ ６􀆰 ２０ ０􀆰 ５４０ ６ ０􀆰 ４９５２
ＢＣ ０􀆰 ４２９ ０ １ ０􀆰 ４２９ ０ ０􀆰 ０３７ ４ ０􀆰 ８５４ ３
Ａ２ ４９􀆰 ０２ １ ４９􀆰 ０２ ４􀆰 ２７ ０􀆰 ０９３ ５
Ｂ２ ５􀆰 ３３ １ ５􀆰 ３３ ０􀆰 ４６４ ５ ０􀆰 ５２５ ８
Ｃ２ １７􀆰 ５７ １ １７􀆰 ５７ １􀆰 ５３ ０􀆰 ２７０ ８

残差 ５７􀆰 ３５ ５ １１􀆰 ４７ — —
失拟项 ３０􀆰 ２７ ３ １０􀆰 ０９ ０􀆰 ７４５ ２ ０􀆰 ６１６ ５
纯误差 ２７􀆰 ０８ ２ １３􀆰 ５４ — —
总离差 ７４１􀆰 ９１ １４ — — —

值 ９６􀆰 ７１％ 接近， 并且溶化时间、 水分均符合相关

质量要求， 表明该工艺稳定可行。
表 ４　 验证试验结果 （ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ （ｎ＝３）

试验号 颗粒得率 ／ ％ 溶化时间 ／ ｓ 水分 ／ ％
１ ９７􀆰 １８ ７０ ６􀆰 ４６
２ ９１􀆰 ５３ ７１ ５􀆰 ８１
３ ９３􀆰 ７１ ７４ ５􀆰 ２５

平均值 ９４􀆰 １４ ７２ ５􀆰 ８４
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注： Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｙ 分别为药辅比、 乙醇体积分数、 乙醇用

量、 颗粒得率。

图 １　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

２􀆰 ２　 中试试验 　 为了确认成型工艺的放大效果，
进行 ３ 批中试试验， 每批投料量 ２０ ｋｇ， 成品采用

聚酯 ／铝 ／聚乙烯复合膜包装， 每袋 ２０ ｇ， 结果见表

５。 由此可知， 该工艺具有良好的稳定性与可重复

性， 能满足规模化生产要求。
表 ５　 中试试验结果 （ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｐｉｌｏｔ ｔｅｓｔｓ （ｎ＝３）

生产数据
批号

２４０９１０１ ２４０９１０２ ２４０９１０３
提取物用量 ／ ｋｇ ８􀆰 ０８ ８􀆰 ５７ ９􀆰 ２０

可溶性淀粉用量 ／ ｋｇ １１􀆰 ９２ １１􀆰 ４３ １０􀆰 ８０
无水乙醇用量 ／ ｋｇ １􀆰 ９８ １􀆰 ９８ １􀆰 ９８
６５％ 乙醇用量 ／ ｋｇ ５􀆰 ４２ ５􀆰 ４３ ５􀆰 ４１

颗粒得量 ／ ｋｇ １７􀆰 ０１ １７􀆰 ２３ １７􀆰 ４４
收率 ／ ％ ８５􀆰 ０ ８６􀆰 ２ ８７􀆰 ２
袋数 ／ 袋 ８２３ ８３６ ８４７

成品率 ／ ％ ８２􀆰 ３ ８３􀆰 ６ ８４􀆰 ７

２􀆰 ３　 质量标准建立

２􀆰 ３􀆰 １　 ＴＬＣ 定性鉴别

２􀆰 ３􀆰 １􀆰 １　 知母　 取本品粉末 ３ ｇ， 加入 １０ ｍＬ 甲醇

超声处理 １５ ｍｉｎ， 过滤， 滤液蒸干， 加入 ２ ｍＬ 甲

醇溶解， 作为供试品溶液； 除去知母， 按处方制成

阴性样品， 同法制备阴性样品溶液； 取知母对照药

材 ０􀆰 ５ ｇ， 同法制备对照药材溶液； 取知母皂苷 ＢⅡ
对照品适量， 甲醇制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液。 参

照 ２０２５ 年版 《中国药典》 四部通则 ０５０２［１６］， 吸

取上述溶液各 ５ μＬ， 点于同一硅胶 Ｇ 薄层板上，
以氯仿⁃甲醇⁃甲酸⁃水 （８ ∶ ３ ∶ ０􀆰 ２ ∶ ０􀆰 ３） 为展开

剂， 展开， 取出， 晾干， 喷以含 ５％ 对二甲氨基苯

甲醛的 １０％ 硫酸溶液， ９０ ℃加热放置 １０ ｍｉｎ 至斑

点显色清晰， 在日光下检视， 结果见图 ２。 由此可

知， ３ 批中试样品在对照药材、 对照品相应位置上

显示相同的红色斑点， 阴性无干扰。

注： １～６ 分别为知母皂苷 ＢⅡ对照品、 知母对照药材、 供试品

（批号 ２４０９１０１、 ２４０９１０２、 ２４０９１０３）、 缺知母阴性样品。

图 ２　 知母 ＴＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｎｅｍａｒｒｈｅｎａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ

２􀆰 ３􀆰 １􀆰 ２　 黄芪　 取本品粉末 ６ ｇ， 加入 ２０ ｍＬ 甲醇

超声提取 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 滤液蒸干， 残渣加入 ３０
ｍＬ 水溶解， 水饱和正丁醇萃取 ２ 次， 每次 ２０ ｍＬ，
合并正丁醇液， 氨试液洗涤 ２ 次， 每次 ２０ ｍＬ， 静

置分层， 正丁醇液蒸干， 残渣加入 １ ｍＬ 甲醇溶解，
作为供试品溶液； 除去黄芪， 按处方制成阴性样

品， 同法制备阴性样品溶液； 取黄芪对照药材 １ ｇ，
同法制备对照药材溶液； 取黄芪甲苷对照品适量，
甲醇制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液。 参照 ２０２５ 年版

《中国药典》 四部通则 ０５０２［１６］， 吸取对照品溶液 ５
μＬ， 对照药材、 供试品、 阴性样品溶液各 １０ μＬ，
点于同一硅胶 Ｇ 薄层板上， 以三氯甲烷⁃甲醇⁃水
（１３ ∶ ７ ∶ ２） 下层溶液为展开剂， 展开， 取出， 晾

干， 喷以 １０％ 硫酸乙醇溶液， １０５ ℃加热至斑点显

色清晰［１７］， 在日光下检视， 结果见图 ３。 由此可

知， ３ 批中试样品在对照药材、 对照品相应位置上

显示相同颜色的斑点， 阴性无干扰。
２􀆰 ３􀆰 １􀆰 ３　 白花蛇舌草 　 取本品粉末 １０ ｇ， 加入
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注： １～６ 分别为黄芪甲苷对照品、 黄芪对照药材、 供试

品 （批号 ２４０９１０１、 ２４０９１０２、 ２４０９１０３）、 缺黄芪阴性

样品。

图 ３　 黄芪薄层色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｉ Ｒａｄｉｘ

２０ ｍＬ 甲醇超声处理 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 滤液蒸干， 残

渣加入 １０ ｍＬ 水溶解， 水饱和正丁醇振摇提取 ２
次， 每次 １０ ｍＬ， 合并正丁醇液， 蒸干， 残渣加入

１ ｍＬ 甲醇溶解， 作为供试品溶液； 除去白花蛇舌

草， 按处方制成阴性样品， 同法制备阴性样品溶

液； 取白花蛇舌草对照药材 ２ ｇ， 同法制备对照药

材溶液； 取去乙酰车叶草酸甲酯对照品适量， 乙醇

制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液。 参照 ２０２５ 年版 《中国

药典》 四部通则 ０５０２［１６］， 吸取对照品、 对照药材

溶液各 ５ μＬ， 供试品、 阴性样品溶液各 ２５ μＬ， 点

于同一硅胶 Ｇ 薄层板上， 以三氯甲烷⁃乙醇⁃浓氨试

液 （７􀆰 ５ ∶ ７􀆰 ５ ∶ １） 为展开剂， 置于氨蒸气预饱和

１５ ｍｉｎ 的展开缸中展开， 取出， 晾干， 喷以 １０％
硫酸乙醇溶液， １０５ ℃ 加热至斑点显色清晰［１８］，
在日光下检视， 结果见图 ４。 由此可知， ３ 批中试

样品在对照药材、 对照品相应位置上显示相同的蓝

绿色斑点， 阴性无干扰。

注： １～６ 分别为去乙酰车叶草酸甲酯对照品、 白花蛇舌草对照

药材、 供试品 （批号 ２４０９１０１、 ２４０９１０２、 ２４０９１０３）、 缺白花

蛇舌草阴性样品。

图 ４　 白花蛇舌草 ＴＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ｄｉｆｆｕｓａ Ｗｉｌｌｄ．

２􀆰 ３􀆰 ２　 质量检查 　 参照 ２０２５ 年版 《中国药典》
四部制剂通则 ０１０４［１６］， 对 ３ 批中试样品水分、 粒

度、 溶化性、 装量差异进行检查； 参照 ２０２５ 年版

《中国药典》 四部通则 １１０５、 １１０６［１６］， 对其微生

物限度进行检查， 结果见表 ６， 可知均符合规定。
表 ６　 质量检查结果

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ
批号 水分 ／ ％ 粒度 ／ ％ 溶化性 装量差异 需氧菌总数 ／ （ｃｆｕ·ｇ－１） 霉菌和酵母菌总数 ／ （ｃｆｕ·ｇ－１） 大肠埃希菌

２４０９１０１ ２􀆰 ３２ ８􀆰 ９６ 符合规定 符合规定 １０ ２０ 未检出

２４０９１０２ ３􀆰 ３３ ５􀆰 ６１ 符合规定 符合规定 １５ ＜１０ 未检出

２４０９１０３ ３􀆰 ３５ ６􀆰 ３７ 符合规定 符合规定 ５ ５ 未检出

２􀆰 ３􀆰 ３　 含量测定

２􀆰 ３􀆰 ３􀆰 １　 盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱　 采用 ＨＰＬＣ 法。
色谱条件： Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＶＰ⁃ＯＤＳ 色谱柱 （ ２５０

ｍｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ×５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ２％ 醋酸 （每１ ０００
ｍＬ 含 １ ｇ 十二烷基磺酸钠） （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯

度洗脱， 程序见表 ７； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

３５ ℃； 检测波长 ２８４ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
　 　 对照品溶液制备： 取盐酸黄柏碱对照品约 ２０
ｍｇ， 精密称定， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加入甲醇超

声溶解， 放冷， 甲醇稀释至刻度， 摇匀， 作为储备

液Ⅰ； 取盐酸小檗碱对照品约 ２５ ｍｇ， 精密称定，
置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加入甲醇超声溶解， 放冷， 甲

醇稀释至刻度， 摇匀， 作为储备液Ⅱ， 分别精密吸

表 ７　 盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱梯度洗脱程序

Ｔａｂ􀆰 ７ 　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

时间 ／ ｍｉｎ
Ａ ０􀆰 ２％ 醋酸（每 １ ０００ ｍＬ 含 １ ｇ

十二烷基磺酸钠） ／ ％
Ｂ 乙腈 ／ ％

０～５ ８５ １５
５～４０ ８５～５０ １５～５０
４０～５０ ５０ ５０
５０～５１ ５０～８５ ５０～１５

取储备液Ⅰ１ ｍＬ、 储备液Ⅱ３ ｍＬ， 置于同一 ５０ ｍＬ
量瓶中， 甲醇稀释成每 １ ｍＬ 分别含盐酸黄柏碱

７􀆰 ２７ μｇ、 盐酸小檗碱 ２９􀆰 ８９ μｇ 的溶液， 即得。
供试品溶液制备： 取本品粉末约 ２􀆰 ０ ｇ， 精密

称定， 置于 ５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 精密加入 ５０ ｍＬ
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甲醇， 称定质量， 超声提取 ４５ ｍｉｎ， 放冷， 甲醇补

足减失的质量， 摇匀， 离心， 取上清液， 即得。
阴性样品溶液制备： 按处方分别制成缺黄柏、

缺黄连、 缺黄柏和黄连的阴性样品， 同供试品溶液

制备方法制备， 即得。

专属性试验： 取对照品、 供试品、 阴性样品溶

液适量， 在上述色谱条件下进样测定， 结果见图

５。 由此可知， 盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱保留时间

分别为 ３５􀆰 ０、 ４３􀆰 ０ ｍｉｎ， 供试品、 对照品溶液保留

时间一致， 阴性无干扰， 表明该方法专属性良好。

１． 盐酸黄柏碱　 ２． 盐酸小檗碱

１． ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　 ２． ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

图 ５　 盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

　 　 线性关系考察： 精密吸取储备液Ⅰ～Ⅱ适量，
甲醇稀释成盐酸黄柏碱质量浓度分别为 １􀆰 ４５、
２􀆰 ９１、 ７􀆰 ２７、 １４􀆰 ５４、 ３６􀆰 ３５ μｇ ／ ｍＬ， 盐酸小檗碱质

量浓度分别为 ５􀆰 ９８、 １１􀆰 ９６、 ２９􀆰 ８９、 ５９􀆰 ７８、 １４９􀆰 ４４
μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 在上述色谱条件下进样测定。 以对

照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ）
进行回归， 得盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱回归方程分

别为 Ｙ ＝ ７􀆰 ４２３ ５Ｘ－０􀆰 １２７ ９ （ ｒ ＝ １）、 Ｙ ＝ １８􀆰 ２７７Ｘ＋
１􀆰 ８３１ ２ （ｒ＝１）， 分别在 １􀆰 ４５～３６􀆰 ３５、 ５􀆰 ９８～１４９􀆰 ４４
μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。

精密度试验： 取供试品溶液适量， 在上述色谱

条件下进样测定， 测得盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱峰

面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 １７％ 、 ０􀆰 ３９％ ， 表明仪器精密

度良好。
重复性试验： 取本品粉末约 ２􀆰 ０ ｇ， 共 ６ 份，

精密称定， 制备供试品溶液， 在上述色谱条件下进

样测定， 测得盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱含量 ＲＳＤ
分别为 ０􀆰 ３１％ 、 ０􀆰 ３５％ ， 表明该方法重复性良好。

稳定性试验： 取供试品溶液适量， 于 ０、 ２、 ４、
６、 ８、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 在上述色谱条件下进样测定，
测得盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱峰面积 ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ９６％ 、 １􀆰 １９％ ， 表明溶液在 ４８ ｈ 内稳定性良好。

加样回收率试验： 取各成分含量已知的本品粉

末约 １􀆰 ０ ｇ， 共 ９ 份， 精密称定， 置于 ５０ ｍＬ 具塞

锥形瓶中， 每 ３ 份分别精密加入 ３６３􀆰 ４７ μｇ ／ ｍＬ 盐

酸黄柏碱储备液 ０􀆰 ３２、 ０􀆰 ４０、 ０􀆰 ４８ ｍＬ， 以及 ４９８􀆰 １３
μｇ ／ ｍＬ 盐酸小檗碱储备液 １􀆰 ２、 １􀆰 ５、 １􀆰 ８ ｍＬ， 制

备低、 中、 高水平供试品溶液， 在上述色谱条件下

进样测定， 计算回收率。 结果， 盐酸黄柏碱回收率

分别为 １００􀆰 ８％ 、 １００􀆰 ８％ 、 １００􀆰 ７％ ， ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ８６％ 、 １􀆰 ９８％ 、 １􀆰 ０７％ ， 平 均 加 样 回 收 率 为

１００􀆰 ８％ ， ＲＳＤ 为 １􀆰 ２１％ ； 盐酸小檗碱加样回收率

分别 为 ９７􀆰 ３％ 、 ９６􀆰 ８％ 、 ９６􀆰 ９％ ， ＲＳＤ 分 别 为

１􀆰 ３９％ 、 ２􀆰 ２５％ 、 １􀆰 ３６％ ， 平均回收率为 ９７􀆰 ０％ ，
ＲＳＤ 为 １􀆰 ５１％ 。

中试样品含量测定： 取 ３ 批中试样品， 制备供

试品溶液， 在上述色谱条件下进样测定， 计算含

量， 结果见表 ８。
２􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ２　 异阿魏酸　 采用 ＨＰＬＣ 法。

色谱条件： ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱

（２５０ ｍｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ × ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ０５％ 磷酸

（Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱， 程序见表 ９； 体积流

量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长 ３２０ ｎｍ； 进

样量 １０ μＬ。
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表 ８　 盐酸黄柏碱、 盐酸小檗碱含量测定结果

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

批号

盐酸黄柏碱 盐酸小檗碱

含量 ／
（ｍｇ·ｇ－１）

含量 ／
（ｍｇ·袋－１）

含量 ／
（ｍｇ·ｇ－１）

含量 ／
（ｍｇ·袋－１）

２４０９１０１ ０􀆰 １５ ３􀆰 ０９ ０􀆰 ５３ １０􀆰 ６３
２４０９１０２ ０􀆰 １７ ３􀆰 ３７ ０􀆰 ６８ １３􀆰 ６４
２４０９１０３ ０􀆰 １９ ３􀆰 ７５ ０􀆰 ７３ １４􀆰 ６９
平均值 ０􀆰 １７ ３􀆰 ４０ ０􀆰 ６５ １２􀆰 ９９

表 ９　 异阿魏酸梯度洗脱程序

Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ ｉｓｏｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ ０􀆰 ０５％ 磷酸 ／ ％ Ｂ 乙腈 ／ ％
０～２０ ８６􀆰 ３ １３􀆰 ７
２０～３０ ８６􀆰 ３～８０ １３􀆰 ７～２０
３０～３１ ８０～２０ ２０～８０
３１～３７ ２０ ８０
３７～３８ ２０～８６􀆰 ３ ８０～１３􀆰 ７

　 　 对照品溶液制备： 取异阿魏酸对照品约 １０ ｍｇ，
精密称定， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加入甲醇超声溶解，
放冷， 甲醇稀释至刻度， 摇匀， 作为储备液。 精密

吸取 ２ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， ６０％ 甲醇稀释成每

１ ｍＬ 含 ２１􀆰 ６９ μｇ 异阿魏酸的溶液， 即得。
供试品溶液制备： 取本品粉末约 ２􀆰 ０ ｇ， 精密

称定， 置于 ５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 精密加入 ２５ ｍＬ
６０％ 甲醇， 称定质量， 超声提取 ３０ ｍｉｎ， 放冷，
６０％ 甲醇补足减失的质量， 摇匀， 离心， 取上清

液， 即得。
阴性样品溶液制备： 按处方制备缺升麻的阴性

样品， 按供试品溶液制备方法制备， 即得。
专属性试验： 取对照品、 供试品、 阴性样品溶

液适量， 在上述色谱条件下进样测定， 结果见图

６。 由此可知， 异阿魏酸保留时间为 ２４􀆰 ７ ｍｉｎ， 供

试品、 对照品溶液保留时间一致， 阴性无干扰， 表

明该方法专属性良好。
线性关系考察： 精密吸取储备液适量， ６０％ 甲

醇稀释成异阿魏酸质量浓度分别为 ５􀆰 ４２、 １０􀆰 ８４、
２１􀆰 ６９、 ４３􀆰 ３７、 ８６􀆰 ７５ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 在上述色谱条

件下进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ），
峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得异阿魏酸方程

为 Ｙ ＝ ５０􀆰 ３３７Ｘ ＋ ２􀆰 ５９３ ８ （ ｒ ＝ １）， 在 ５􀆰 ４２ ～ ８６􀆰 ７５
μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。

精密度试验： 取供试品溶液适量， 在上述色谱

条件下进样测定 ６ 次， 测得异阿魏酸峰面积 ＲＳＤ
为 １􀆰 ８７％ ， 表明仪器精密度良好。

重复性试验： 取本品粉末约 ２􀆰 ０ ｇ， 精密称定，

１． 异阿魏酸

１． ｉｓｏｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ

图 ６　 异阿魏酸 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ． ６　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｉｓｏｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ

共 ６ 份， 制备供试品溶液， 在上述色谱条件下进样

测定， 测得异阿魏酸含量 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ２６％ ， 表明该

方法重复性良好。
稳定性试验： 取供试品溶液适量， 于 ０、 ２、

４、 ６、 ８、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 在上述色谱条件下进样测

定， 测得异阿魏酸峰面积 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ５９％ ， 表明溶

液在 ４８ ｈ 内稳定性良好。
加样回收率试验： 取异阿魏酸含量已知的本品

粉末约 １􀆰 ０ ｇ， 精密称定， 共 ９ 份， 置于 ５０ ｍＬ 具

塞锥形瓶中， 每 ３ 份分别精密加入 ２７１􀆰 ０９ μｇ ／ ｍＬ
储备液 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ， 制备低、 中、 高水平供

试品溶液， 在上述色谱条件下进样测定， 计算回收

率。 结 果， 异 阿 魏 酸 回 收 率 分 别 为 １００􀆰 ９％ 、
９８􀆰 ８％ 、 ９７􀆰 ３％ ， ＲＳＤ 分 别 为 ２􀆰 ９１％ 、 ０􀆰 ８６％ 、
１􀆰 １６％ ， 平均加样回收率为 ９９􀆰 ０％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ２８％ 。

中试样品含量测定： 取 ３ 批中试样品， 制备供

试品溶液， 在上述色谱条件下进样测定， 计算含

量， 结果见表 １０。
表 １０　 异阿魏酸含量测定结果

Ｔａｂ􀆰 １０　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ
批号 含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 含量 ／ （ｍｇ·袋－１）

２４０９１０１ ０􀆰 １７ ３􀆰 ４５
２４０９１０２ ０􀆰 １９ ３􀆰 ８９
２４０９１０３ ０􀆰 ２１ ４􀆰 ２３
平均值 ０􀆰 １９ ３􀆰 ８６
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３　 讨论
３􀆰 １　 成型工艺研究 　 预实验采用 ３０％ ～ ９５％ 乙醇
作为粘合剂时， 均出现物料迅速结块、 明显粘壁的
现象， 说明仅调整乙醇体积分数无法顺利制粒， 这
与物料疏水表面及多孔结构有关， 导致润湿不完
全， 形成三相界面缺陷［１９］。 因此， 本实验引入
“预润湿” 策略， 即先采用无水乙醇降低物料表面
张力， 再以中等体积分数乙醇进行制粒， 有效提高
了制粒顺畅度与颗粒得率。
３􀆰 ２　 ＴＬＣ 鉴别　 鉴别知母时， 首先采用正丁醇⁃冰
醋酸⁃水 （４ ∶ １ ∶ ５） 上层展开系统， 发现存在阴性
干扰； 改用氯仿⁃甲醇⁃甲酸⁃水 （８􀆰 ５ ∶ ３ ∶ ０􀆰 ２ ∶
０􀆰 ３） 后斑点清晰， 阴性无干扰。 鉴别黄芪时， 首
先将供试品溶液直接点样， 发现存在阴性干扰， 而
经水饱和正丁醇萃取、 氨试液洗涤纯化后分离效果
良好， 专属性符合要求。 鉴别白花蛇舌草时， 分别
考察了石油醚 （３０ ～ ６０ ℃） ⁃甲苯⁃乙酸乙酯⁃冰醋
酸 （２０ ∶ ４０ ∶ １４ ∶ １）、 乙酸乙酯⁃甲醇⁃水 （８ ∶ ２ ∶
１） 展开系统， 最终确定为先用水饱和正丁醇萃取
样品， 再以三氯甲烷⁃乙醇⁃浓氨 （７􀆰 ５ ∶ ７􀆰 ５ ∶ １）
展开， 此时斑点清晰， 阴性无干扰。
３􀆰 ３　 含量测定分析　 针对盐酸黄柏碱与盐酸小檗
碱在常规反相色谱中保留弱、 峰形拖尾的问题， 本
实验在流动相中加入离子对试剂十二烷基磺酸钠以
增强保留， 改善峰形。 然后， 分别考察了乙腈⁃
０􀆰 １％磷酸 （含 ０􀆰 １％ 十二烷基磺酸钠）、 乙腈⁃０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾 （含 ０􀆰 ４％ 十二烷基磺酸钠，
ｐＨ＝ ４􀆰 ０）、 乙腈⁃０􀆰 ２％ 醋酸 （含 ０􀆰 １％ 十二烷基磺
酸钠） 流动相， 最终确定为在梯度洗脱条件下采
用乙腈⁃０􀆰 ２％ 醋酸 （含 ０􀆰 １％ 十二烷基磺酸钠）， 此
时各成分色谱峰峰形对称， 分离效果理想。
４　 结论

知柏清凉颗粒最优成型工艺为药辅比 １ ∶ １􀆰 １，
乙醇体积分数 ６５％ ， 乙醇用量 ３２􀆰 ２％ 。 中试试验
显示， 上述优化工艺稳定， 可重复， 能满足规模化
生产要求。 另外， 知母、 黄芪、 白花蛇舌草 ＴＬＣ
鉴别方法专属性强， 重复性好， 结果稳定可靠； 盐
酸黄柏碱、 盐酸小檗碱、 异阿魏酸含量测定方法专
属性良好， 方法学考察结果均符合相关要求， 能有
效监控该制剂质量。 综上所述， 本实验为知柏清凉
颗粒质量评价提供了科学依据。
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