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摘要： 目的　 优化加味苓桂术甘汤中挥发性成分 β⁃环糊精包合工艺。 方法 　 以芳香水与 β⁃环糊精比例、 包合温度、
包合时间为影响因素， 桂皮醛包合率、 包合物得率为评价指标， 正交试验优化包合工艺。 结果　 最佳条件为芳香水与

β⁃环糊精比例 １０ ∶ １， 包合温度 ４０ ℃， 包合时间 １ ｈ， 桂皮醛包合率 ７２􀆰 ０６％ ， 包合物得率 ８３􀆰 ７３％ 。 结论　 该方法合

理可行， 可用于 β⁃环糊精包合加味苓桂术甘汤中挥发性成分。
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　 　 苓桂术甘汤处方源自 《金匮要略》， 是温阳利

水代表方之一， 能显著减轻非酒精性脂肪肝的症

状［１］。 上海中医药大学季光教授在该方基础上加

入五味子， 得到加味苓桂术甘汤， 而且五味子有收

涩、 益气等功效， 可抑制脂肪过氧化， 进而保护肝

脏［２］， 共奏全方健脾利水、 温阳化饮之功效， 方

中温阳药桂枝的有效成分有桂皮醛、 肉桂酸、 香豆

素、 原儿茶酸等［３］， 其中桂皮醛有明显抗氧化、
抗炎［４］、 抗病毒活性［５］， 以及镇痛、 镇静作用，
同时具有不稳定、 易挥发的特性［６⁃７］， 按古方提取

工艺煎煮药材后所得药液中其转移率约为 １０％ ，
但现代制剂中均有浓缩与干燥工艺测得浓缩液与浸

膏粉中不含该成分。 因此， 为了提高桂皮醛的稳定

性， 尽可能还原古方提取效果， 保证加味苓桂术甘

汤疗效， 本实验对该方包合工艺进行研究。
采用挥发油收集装置收集挥发油时， 易产生不

溶于水和油的白色絮状物， 油水分离困难， 只能收

集到芳香水而得不到挥发油。 因此， 本实验收集芳

香水来代替挥发油， 并优化 β⁃环糊精包合工艺，
以期为加味苓桂术甘汤相关新药上市奠定理论依

据， 同时为含有挥发性成分中药的包合方法提供新

思路。
１　 材料

Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ ｓｅｒｉｅｓ 高效液相色谱仪 ［安捷伦科

技 （中国） 有限公司］； Ｗｅｌｃｈｒｏｍ Ｃ１８色谱柱 ［月
旭科技 （上海） 股份有限公司］； ＤＦ 型集热式磁

力搅拌器 （上海予申仪器有限公司）； ＪＡ３１００２ 型

电子精密天平 （上海精天电子仪器有限公司）；
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ＤＺＦ⁃６０５０ 型真空干燥箱 （上海博讯实业有限公司

医疗设备厂）； ＫＨ⁃４００ＫＤＢ 型台式高功率数控超声

波清洗器 （昆山禾创超声仪器有限公司）； ＢＳ１２４Ｓ
型电子分析天平 ［赛多利斯科学仪器 （北京） 有

限公司］； ＸＳ１０５ 型电子分析天平 ［梅特勒⁃托利多

仪器 （上海） 有限公司］。
五味子 （批号 １６０４２６）、 桂枝 （批号 １５１２３１、

１６０５０５）、 茯 苓 （ 批 号 １６０２２０ ）、 白 术 （ 批 号

１６０１０４）、 甘草 （批号 １６０１１４） 购自上海康桥中药

饮片有限公司， 经上海中医药大学高级实验师李俊

松鉴定为正品。 桂皮醛 （批号 １１０７１０⁃２０１４１８） 购

自中国食品药品检定研究院； β⁃环糊精 （批号

２０１６０１０８） 购自国药集团化学试剂有限公司； 乙

腈、 甲醇为色谱纯， 购自安徽时联特种溶剂股份有

限公司； 其余试剂均为分析纯， 购自国药集团化学

试剂有限公司。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 芳香水提取　 称取 １２ 倍处方量饮片， ８ 倍量

水浸泡 ３０ ｍｉｎ 后水煎提取 ５ ｈ， 即得， 芳香水收集

装置收集。
２􀆰 ２　 包合物制备　 称取 β⁃环糊精， 加入相应量芳

香水中， 在规定时间内恒温搅拌后溶液冷却至室

温， ４ ℃下冷藏 ２４ ｈ 后取出， 滤过， 弃去滤液， 滤

渣置于在 ４０ ℃烘箱中干燥 ４ ｈ， 得到白色固体， 对

其进行研磨， 即得， 计算包合物得率 （芳香水中

挥发油量以桂枝中挥发油含有量计）， 公式为得

率＝ ［Ｗ包合物 ／ （Ｗβ⁃环糊精＋Ｗ芳香水中挥发油）］×１００％ 。
２􀆰 ３　 包合率测定 　 精密量取 “２􀆰 １” 项下芳香水

提液 ０􀆰 ５ ｍＬ， ５０％ 甲醇定容至 ５ ｍＬ， 微孔滤膜过

滤， ＨＰＬＣ 法测定桂皮醛含有量； 精密称取 “２􀆰 ２”
项下包合物 ０􀆰 １ ｇ， 置于 ５０ ｍＬ 锥形瓶中， 精密量

取 ２５ ｍＬ ７０％ 甲醇， 加入锥形瓶中， 超声 （功率

２５０ Ｗ、 频率 ４０ ｋＨｚ） ３０ ｍｉｎ， 过微孔滤膜， ＨＰＬＣ
法测定桂皮醛含有量， 计算包合率， 公式为包合

率＝ （Ｗ包合物中桂皮醛 ／Ｗ芳香水中桂皮醛） ×１００％ 。
２􀆰 ４　 桂皮醛含有量测定

２􀆰 ４􀆰 １ 　 色 谱 条 件［８］ 　 Ｗｅｌｃｈｒｏｍ Ｃ１８ 色 谱 柱

（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ０５％ 磷酸⁃乙
腈 （ ３８ ∶ ６２ ）； 检 测 波 长 ２９０ ｎｍ； 体 积 流 量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取桂皮醛对照品

４５２􀆰 ３１ ｍｇ， 乙腈定容于 １０ ｍＬ 量瓶中， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 取 “２􀆰 ２” 项下包合物

０􀆰 １ ｇ， ７０％ 甲醇超声 ３０ ｍｉｎ 后定容至 ２５ ｍＬ，

即得。
２􀆰 ４􀆰 ４　 阴性样品溶液制备　 按处方称取不含桂枝

的药材， 按 “２􀆰 １” 项下方法提取， “２􀆰 ２” 项下方

法包合， “２􀆰 ４􀆰 ３” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ５　 线性关系考察 　 精密移取对照品溶液，
７０％ 甲 醇 稀 释 至 ４􀆰 ４９６、 ８３􀆰 ９９、 ２２􀆰 ４８、 ８９􀆰 ９２、
２２４􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定。 以溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵

坐标 （ Ｙ） 进行回归， 得方程为 Ｙ ＝ １０４􀆰 ８６Ｘ ＋
３６􀆰 ６０ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 在 ４􀆰 ４９６ ～ ２２４􀆰 ８ μｇ 范围内

呈现良好的线性关系。
２􀆰 ４􀆰 ６　 专属性考察　 吸取对照品、 供试品、 阴性

样品溶液各 １０ μＬ， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定， 结果见图 １， 可知阴性无干扰， 方法专属

性良好。

１． 桂皮醛

１． ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ

图 １　 桂皮醛 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ

２􀆰 ５　 正交试验

２􀆰 ５􀆰 １　 包合温度筛选　 称取 β⁃环糊精适量， ８０ ℃
水浴溶解， 制成饱和溶液， 降温至指定温度 （３０、
５０、 ７０ ℃）。 精密量取芳香水 １００ ｍＬ， 缓慢加到 β⁃
环糊精饱和溶液中， 在相应温度下恒温 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅

拌 １ ｈ， 冷却至室温， ４ ℃下冷藏 ２４ ｈ 后取出， 滤

０４０２
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过， 弃去滤液， 滤渣置于 ４０ ℃烘箱中干燥 ４ ｈ， 得

到白色固体， 对其进行研磨， 即得包合物， 分别按

“２􀆰 ２” “２􀆰 ３” 项下方法计算桂皮醛包合率、 包合

物得率， 结果见表 １。 由表可知， 温度越高， 包合

率越低， 推测可能是高温下分子运动过于剧烈， 导

致部分脱包合现象的发生， 降低包合效果； 温度越

低， 包合物得率也有所下降， 推测可能是低温下底

物反应与溶解不充分所致［９⁃１０］， 由于包合温度

５０ ℃时包合效果最佳， 故选择 ４０、 ５０、 ６０ ℃进行

考察。
表 １　 包合温度筛选结果 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ （ｘ±ｓ）

温度 ／ ℃ 桂皮醛包合率 ／ ％ 桂皮醛包合物得率 ／ ％

３０ ６３􀆰 １５±０􀆰 ８３ １６􀆰 ０１±０􀆰 ０９

５０ ５４􀆰 ９７±０􀆰 ５３ ７５􀆰 ２０±０􀆰 ８５

７０ ４９􀆰 ８４±０􀆰 ５９ ９２􀆰 ５９±０􀆰 ８１

２􀆰 ５􀆰 ２　 芳香水与 β⁃环糊精比例筛选　 按比例 （芳
香水 ∶ β⁃环糊精＝ ５ ∶ １、 １０ ∶ １、 ２０ ∶ １） 称取一定

量 β⁃环糊精， ８０ ℃水浴加热溶解， 制成饱和溶液，
缓慢降温至 ５０ ℃。 精密量取芳香水５０ ｍＬ， 缓慢

加入 β⁃环糊精饱和溶液中， 恒温 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌

１ ｈ， 结束后放至室温， 置于 ４ ℃冰箱中冷藏 ２４ ｈ，
取出， 滤过， 弃去滤液， 滤渣置于 ４０ ℃烘箱中干

燥 ４ ｈ， 得到白色固体， 对其进行研磨， 即得包合

物， 分别按 “２􀆰 ２” “２􀆰 ３” 项下方法计算桂皮醛包

合率、 包合物得率， 结果见表 ２。 由表可知， 两者

比例为 ５ ∶ １、 １０ ∶ １ 时包合效果差异不大， 而

２０ ∶ １时不理想， 故选择 ５ ∶ １、 １０ ∶ １、 １５ ∶ １ 进行

考察。
表 ２　 芳香水与 β⁃环糊精比例筛选结果 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｒｏｍａｔｉｃ ｗａｔｅｒ⁃ （β⁃ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ） ｒａｔｉｏ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ （ｘ±ｓ）

芳香水 ∶ β⁃环糊精 桂皮醛包合率 ／ ％ 桂皮醛包合物得率 ／ ％
５ ∶ １ ５５􀆰 ６０±０􀆰 １８ ８８􀆰 ２５±０􀆰 ９６
１０ ∶ １ ５５􀆰 ８８±０􀆰 １６ ７７􀆰 ８５±０􀆰 ７３
２０ ∶ １ ４９􀆰 ２４±０􀆰 ４５ ５８􀆰 ２１±０􀆰 ６９

２􀆰 ５􀆰 ３　 包合方法筛选［１１］

方法 １： 称取 β⁃环糊精 ５ ｇ， ８０ ℃水浴加热溶

解， 制成饱和溶液， 缓慢降温至 ５０ ℃。 精密量取

芳香 水 ５０ ｍＬ， 缓 慢 加 入 饱 和 溶 液 中， 恒 温

８００ ｒ ／ ｍｉｎ搅拌 １ ｈ 后冷却至室温， 置于 ４ ℃冰箱中

冷藏 ２４ ｈ， 取出， 滤过， 弃去滤液， 滤渣置于

４０ ℃烘箱中干燥 ４ ｈ， 得到白色固体， 对其进行研

磨， 即得包合物。

方法 ２： 称取 β⁃环糊精 ５ ｇ， 加入 ５０ ｍＬ 芳香

水中， ５０ ℃水浴恒温 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌 １ ｈ， 冷却至

室温， 置于 ４ ℃冰箱中冷藏 ２４ ｈ， 取出， 滤过， 弃

去滤液， 滤渣置于 ４０ ℃烘箱中干燥 ４ ｈ， 得到白色

固体， 对其进行研磨， 即得包合物。
分别按 “２􀆰 ２” “２􀆰 ３” 项下方法计算桂皮醛包

合率、 包合物得率， 结果见表 ３。 由表可知， 方法

２ 所得包合率、 包合物得率显著高于方法 １ （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 故选择该方法进行包合。

表 ３　 包合方法筛选结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

方法 桂皮醛包合率 ／ ％ 桂皮醛包合物得率 ／ ％
１ ５５􀆰 ８８±０􀆰 ０２ ７７􀆰 ８５±１􀆰 ９８
２ ７５􀆰 １２±０􀆰 ５４∗∗ ８５􀆰 ８９±０􀆰 ３８∗

　 　 注：与方法 １ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

２􀆰 ５􀆰 ４　 工艺优化　 在单因素试验基础上， 以芳香

水与 β⁃环糊精比例 （Ａ）、 包合温度 （Ｂ）、 包合时

间 （Ｃ） 为影响因素， 包合率、 包合物得率为评价

指标， 选用四因素三水平正交表设计试验。 因素水

平见表 ４， 结果见表 ５， 方差分析结果见表 ６。
表 ４　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

水平
因素

Ａ 芳香水 ∶ 环糊精 Ｂ 包合温度 ／ ℃ Ｃ 包合时间 ／ ｈ
１ ５ ∶ １ ４０ １
２ １０ ∶ １ ５０ ２
３ １５ ∶ １ ６０ ３

表 ５　 试验设计及结果

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
Ｄ

（误差）

指标

桂皮醛包

合率 ／ ％
桂皮醛包合

物得率 ／ ％
综合

评分

１ １ １ １ １ ７５􀆰 ４１ ９３􀆰 ４４ １００􀆰 ００

２ １ ２ ２ ２ ６８􀆰 ４０ ９１􀆰 ８８ ９３􀆰 ７５

３ １ ３ ３ ３ ６８􀆰 ３９ ９２􀆰 ７５ ９４􀆰 １２

４ ２ １ ２ ３ ７１􀆰 ４５ ８３􀆰 ６５ ９２􀆰 ６６

５ ２ ２ ３ １ ７１􀆰 ６４ ８４􀆰 ４５ ９３􀆰 １５

６ ２ ３ １ ２ ６２􀆰 ９２ ８５􀆰 ０３ ８６􀆰 ４６

７ ３ １ ３ ２ ７４􀆰 ５０ ７５􀆰 １４ ９１􀆰 ４４

８ ３ ２ １ ３ ７３􀆰 ０１ ７３􀆰 ５８ ８９􀆰 ５９

９ ３ ３ ２ １ ６７􀆰 ７０ ７１􀆰 ９５ ８４􀆰 ６６
ｋ１ ９５􀆰 ９５７ ９４􀆰 ７００ ９２􀆰 ０１７ ９２􀆰 ６０３ — — —
ｋ２ ９０􀆰 ７５７ ９２􀆰 １６３ ９０􀆰 ３５７ ９０􀆰 ５５０ — — —
ｋ３ ８８􀆰 ５６３ ８８􀆰 ４１３ ９２􀆰 ９０３ ９２􀆰 １２３ — — —

Ｒ ７􀆰 ３９４ ６􀆰 ２８７ ２􀆰 ５４６ ２􀆰 ０５３ — — —

　 　 注：综合评分＝桂皮醛包合率 ／ 最大值×０􀆰 ６×１００＋桂皮醛包合物

得率 ／ 最大值×０􀆰 ４×１００
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表 ６　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
来源 离均差平方和 自由度 Ｆ 比 Ｆ 临界值 Ｐ 值

Ａ ８６􀆰 ５１２ ２ １２􀆰 ４９８ １９􀆰 ０００ ＞０􀆰 ０５
Ｂ ６６０􀆰 ０１９ ２ ８􀆰 ６７１ １９􀆰 ０００ ＞０􀆰 ０５
Ｃ １０􀆰 ０２７ ２ １􀆰 ４４９ １９􀆰 ０００ ＞０􀆰 ０５
Ｄ ６􀆰 ９２０ ２ — — —

　 　 注：Ｆ０􀆰 ０５（２，２）＝ １９

　 　 由表 ５ 可知， 各因素影响程度依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ。
由表 ６ 可知， 各因素均无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 从

减少药物服用量角度出发， 选择 Ａ２； 根据表 ５ 结

果， 选择 Ｂ１； 考虑到节约能源， 选择 Ｃ１。 最终确

定， 最优工艺为 Ａ２Ｂ１Ｃ１， 即芳香水与 β⁃环糊精比

例 １０ ∶ １， 包合温度 ４０ ℃， 包合时间 １ ｈ。
２􀆰 ５􀆰 ５　 验证试验 　 按 “２􀆰 ５􀆰 ４” 项下优化工艺进

行包合， 平行 ３ 批， 测得桂皮醛包合率为 ７２􀆰 ０６％
（ＲＳＤ ＝ ２􀆰 １３％ ）， 包合物得率为 ８３􀆰 ７３％ （ＲＳＤ ＝
０􀆰 ８４％ ）， 可知工艺稳定， 重复性好， 具有可行性。
２􀆰 ６　 ＴＬＣ 检测［１２⁃１５］ 　 为了验证芳香水中挥发性成

分是否包合于 β⁃环糊精内部， 采用 ＴＬＣ 法进行检

测。 芳香水中加入石油醚搅拌， 静置取上清液， 得

到供试品 ａ； 称取一定量包合物， 加入石油醚振

摇， 静置后取上清液， 得到供试品 ｂ； 称取一定量

包合物， ７０％ 甲醇超声进行脱包合， 得到供试品

ｃ； 称取一定量 β⁃环糊精加入石油醚振摇， 静置后

取上清液， 得到阴性供试品 ｄ； 取一定量芳香水、
β⁃环糊精， 搅拌混合均匀后加石油醚振摇， 静置后

取上清液， 得到供试品 ｅ， 按照 ２０１５ 版 《中国药

典》 薄层色谱法， 毛细管吸取上述 ５ 种供试品溶

液各 ２ μＬ， 点于同一硅胶 Ｇ 薄层板上， 以乙酸乙

酯 ∶ 石油醚 （６０ ～ ９０ ℃） （３ ∶ １７） 为展开剂， 展

开， 取出， 晾干， 喷以二硝基苯肼乙醇试液， 结果

见图 ２。 由图可知， ａ、 ｃ、 ｅ 在相同位置显示黄色

斑点， 为桂枝挥发性成分； ｂ、 ｄ 在相同位置无斑

点， 表明包合物表面无挥发性成分残留， 包合过程

中包合物性质未发生变化， 而且成分均进入 β⁃环
糊精分子。
３　 讨论

研究表明， 桂枝可促进脂肪代谢［１，１６］， 主要有

效物质为挥发油， 含有量约为 １％ ， 组成复杂， 以

桂皮醛为主［１７⁃１８］。 预实验研究表明， １２５ ｇ 桂枝提

取得到挥发油 ０􀆰 ２ ｍＬ， 查阅文献发现， 桂枝经过

水蒸气蒸馏法提取后挥发油得率约为 ０􀆰 ２５％ ， 而

且操作复杂［１９］； 采用挥发油提取器提取时， 挥发

油密度与水接近， 水油分离效果不佳［２０］， 同时在

注： ａ～ ｅ 分别为芳香水上清液、 包合物上清液、 脱包合溶

液、 环糊精上清液、 物理混合物上清液

图 ２　 样品 ＴＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

提取过程中易产生不溶于水和油的白色絮状物［２１］；
本实验采用芳香水提取器收集芳香水， 未发现明显

分层， 故以其代替挥发油。
芳香水在包合搅拌过程中， 应盖上保鲜膜密封

以减少挥发油损失， 加入环糊精饱和溶液时可再滴

加少量有机溶剂， 可使挥发油分散更加完全， 有利

于包合［２２］。 本实验比较了芳香水缓慢滴入环糊精

饱和溶液搅拌、 环糊精加入芳香水搅拌 ２ 种制备方

法， 发现后者所得包合物中桂皮醛包合率、 包合物

得率更高。 通过 ＴＬＣ 法可确定， 挥发性成分经 β⁃
环糊精包合后进入包合物内部， 可有效地减少其与

外界的接触， 从而提高制剂稳定性。
包合物得率不能全面代表挥发性成分包合情

况， 仅对制剂剂量和稳定性有一定影响［２３］， 该指

标过高将导致后续服用量大， 会对相关制剂上市和

患者顺应性产生影响。 本实验发现， 芳香水与 β⁃
环糊精比例、 包合温度、 包合时间均无明显影响，
从减少药物服用量角度考虑， 未选择评分最高的水

平， 而是采用第二水平 （芳香水 ∶ 环糊精 ＝ １０ ∶
１）， 此时桂皮醛包合率较高， 包合物得率较低，
能有效减少服用量； 以节约能源为出发点， 选择最

短的包合时间， 更符合相关制剂研发和上市的实际

需求。
同时， 所优化的加味苓桂术甘汤中挥发性成分

β⁃环糊精包合工艺有以下优点： （１） 对于油水分

离困难、 无法收集到挥发油的中药组分， 可直接提

取芳香水， 而无需通过繁复的纯化操作继续提纯挥

发油， 操作更便捷； （２） 包合工艺易于操作， 重
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复性高， 芳香水无需浓缩， β⁃环糊精直接加入， 耗

时更短， 包合温度更低， 环糊精用量更少； （３）
所得包合物中挥发性成分包合率、 包合物得率更

高； （４） 保留了处方中水溶性、 挥发性成分， 更

接近经典方剂临床服用的真实状态。
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