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摘要： 目的　 优化芳香类中药复方 （苍术、 藿香、 豆蔻、 砂仁） 挥发油提取工艺， 并考察其成分组成、 抗氧化活性。
方法　 在单因素试验基础上， 以粉碎粒度、 提取时间、 浸泡时间为影响因素， 挥发油转移率为评价指标， 正交试验优

化提取工艺。 采用 ＧＣ⁃ＭＳ 法分析挥发油成分组成， 测定挥发油对 ＤＰＰＨ 自由基、 ＡＢＴＳ 自由基的清除率。 结果　 最佳

条件为粉碎粒度粒径 ２～４ ｍｍ， 提取时间 ６ ｈ， 浸泡时间 ２ ｈ， 挥发油转移率为 ７６ ２％ 。 共鉴定出 ２２ 种成分， 其中主要

化合物左旋⁃β⁃蒎烯、 桉油精、 左旋乙酸冰片酯、 百秋李醇相对含量为分别为 ５ ２４％ 、 ４１ ７３％ 、 １５ ９０％ 、 １２ ３１％ 。
挥发油质量浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ 时， 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率为 ９４ １７％ ； 为 １００ μｇ ／ ｍＬ 时， 对 ＡＢＴＳ 自由基的清除率为

５６ ５１％ 。 结论　 该方法稳定可行， 灵敏稳定， 可用于提取抗氧化活性较强的芳香类中药复方挥发油。
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　 　 芳香类中药防治疾病的主要机制是抗菌、 杀菌、 抗病

毒、 促进人体新陈代谢、 提高机体免疫力［１⁃３］ 。 挥发油作为

该类中药的特色成分， 具有较强的功效， 如解表、 化湿、
行气、 开窍等， 可作用于局部或全身以防治疾病［４⁃５］ 。

氧化应激是机体或细胞内氧化 ／抗氧化平衡失调的病理

状态， 在多种疾病发生发展中起着重要作用［６］ ， 目前关于

中药挥发油的抗氧化活性已有大量文献报道［７⁃９］ ， 但鲜有涉

及中药复方总挥发油。 前期报道， 藿香、 苍术等芳香类中

药具有芳香化湿的作用［１０］ ， 挥发油为其主要物质基础， 在

抗炎、 抗氧化、 抗病毒等方面具有较好的药理活性［１１⁃１２］ ；
白豆蔻挥发油在低剂量下效果与抗坏血酸 （ＶＣ）、 二丁基

羟基甲苯 （ＢＨＴ） 相当， 而剂量升高时更优［１３］ ； 砂仁主要

成分左旋乙酸冰片酯具有广谱抑菌、 抗氧化等活性［１４⁃１５］ ，
故本实验优化上述 ４ 种芳香类中药复方挥发油提取工艺，
并考察其成分组成、 抗氧化活性， 以期为今后相关开发提

供参考。
１　 材料

Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０⁃５９７７Ａ 型气相色谱⁃单四级杆质谱联用仪

（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。 １， １⁃二苯基⁃２⁃苦基肼 （ＤＰＰＨ）、 ２，
２′⁃联苯⁃双 （ ３⁃乙基苯并噻唑⁃６⁃磺酸） 二胺盐 （ ＡＢＴＳ）
（上海源叶生物科技有限公司）； 抗坏血酸 （ＶＣ， 上海展云

化工有限公司）。 生苍术、 广藿香、 豆蔻、 砂仁均购自浙江

中医药大学饮片有限公司， 经浙江中医药大学石森林教授

鉴定为正品。 水为纯水。
２　 方法与结果

２ １　 提取工艺优化

２ １ １　 单因素试验　 称取处方量药材饮片， 以挥发油转移

率为指标， 依次对粉碎粒度 （未粉碎、 只粉碎果皮、 粒径

２～４ ｍｍ、 粒径 １～２ ｍｍ， 其中粒径 ２～ ４ ｍｍ 是药材过 ５ 目

筛而不过 １０ 目筛， 粒径 １ ～ ２ ｍｍ 是药材过 １０ 目筛而不过

１８ 目筛）、 提取时间 （ ３、 ４、 ５、 ６ ｈ）、 料液比 （ １ ∶ ６、
１ ∶ ８、 １ ∶ １０、 １ ∶ １２）、 浸泡时间 （０、 １、 ２、 ３ ｈ） 进行考

察， 平行 ３ 次， 计算平均值， 结果见图 １。 由此可知， 粉碎

粒度为 ２～４ ｍｍ， 提取时间为 ６ ｈ， 料液比为 １ ∶ ８， 浸泡时

间为 １ ｈ 时挥发油转移率最高。
２ １ ２　 正交试验 　 在单因素试验基础上， 选择粉碎粒度

（Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 浸泡时间 （Ｃ） 作为影响因素， 每

个因素取 ３ 个水平， 采用 Ｌ９ （３４） 正交表， 因素水平见表

１， 结果见表 ２， 方差分析见表 ３。 由此可知， 各因素影响

程度依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ， 最优工艺为 Ａ２Ｂ３Ｃ３， 即粉碎粒度粒径

２～４ ｍｍ， 提取时间 ６ ｈ， 浸泡时间 ２ ｈ。
表 １　 因素水平

水平 Ａ 粉碎粒度 Ｂ 提取时间 ／ ｈ Ｃ 浸泡时间 ／ ｈ
１ 只粉碎果皮 ４ ０
２ 粒径 ２～４ ｍｍ ５ １
３ 粒径 １～２ ｍｍ ６ ２

　 　 平行称取 ３ 份粒径 ２～４ ｍｍ 的药材， 每份 ５０ ｇ， 加入 ８
倍量纯水浸泡 ２ ｈ， 在恒温电热套上加热提取 ６ ｈ， 采用移

液器将挥发油与水分离， 称定质量， 计算转移率， 结果见

表 ４， 可知该工艺稳定可行。
２ ２　 成分组成研究　 采用 ＧＣ⁃ＭＳ 法。
２ ２ １ 　 分析条件 　 ＤＢ⁃５ 弹性石英毛 细管柱 （ ５０ ｍ ×
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图 １　 粉碎粒度 （Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 料液比 （Ｃ）、
浸泡时间 （Ｄ） 对挥发油转移率的影响

０ ２５ ｍｍ×０ ２５ μｍ）， 初始温度 ５０ ℃， 停留 ２ ｍｉｎ， 程序升

温 （４ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 １３０ ℃， 保持 １ ｍｉｎ， ８ ℃ ／ ｍｉｎ 升至

２８０ ℃， 保持 １ ｍｉｎ）； 气化室温度 ２８０ ℃； 进样量 １ μＬ；
分流比 ３０ ∶ １； 进样口温度 ２８０ ℃； 电离离子源 （ＥＩ） 检

测； 离子源电压 ７０ ｅＶ， 电子倍增器电压 １ ５５３ ｋＶ； 离子源

　 　 　 　 表 ２　 试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白）
挥发油转

移率 ／ ％
１ １ １ １ １ ５２ ６
２ １ ２ ２ ２ ５９ ４
３ １ ３ ３ ３ ６５ ０
４ ２ １ ２ ３ ６２ ４
５ ２ ２ ３ １ ６６ ５
６ ２ ３ １ ２ ７４ ２
７ ３ １ ３ ２ ４１ ３
８ ３ ２ １ ３ ４８ ７
９ ３ ３ ２ １ ４６ ７
Ｋ１ ５９ ０００ ５２ １００ ５８ ５００ ５５ ２６７ —
Ｋ２ ６７ ７００ ５８ ２００ ５６ １６７ ５８ ３００ —
Ｋ３ ４５ ５６７ ６１ ９６７ ５７ ６００ ５８ ７００ —
Ｒ ２２ １３３ ９ ８６７ ２ ３３３ ３ ４３３ —

表 ３　 方差分析

来源 偏差平方和 自由度 Ｆ 比 Ｆ 临界值 Ｐ 值

Ａ ７４６ ０２９ ２ ３ ２２９ ３ １１０ ＜０ ０５
Ｂ １４８ ７４９ ２ ０ ６４４ ３ １１０ ＞０ ０５
Ｃ ８ ３０９ ２ ０ ０３６ ３ １１０ ＞０ ０５

误差 ９２４ ２４ ８ — — —

表 ４　 验证试验结果 （ｎ＝３）
试验号 挥发油转移率 ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ７４ ７
２ ７７ ５ ７６ ２ １ ８６
３ ７６ ４

温度 ２８０ ℃； 接口温度 ２８０ ℃； 四级杆温度 １５０ ℃； 扫描

范围 ｍ ／ ｚ ４０～５００； 扫描速度 ３ １２５ ｕ ／ ｓ， 总离子流图见图 ２。

图 ２　 挥发油 ＧＣ⁃ＭＳ 总离子流图

２ ２ ２　 结果分析　 表 ５ 显示， 共鉴定出 ２２ 种成分， 以左

旋⁃β⁃蒎烯、 桉油精、 樟脑、 左旋乙酸冰片酯、 百秋李醇等

为主， 其中左旋⁃β⁃蒎烯为苍术主要成分， 桉油精为豆蔻主

要成分， 左旋乙酸冰片酯为砂仁主要成分， 百秋李醇为藿

香主要成分。
２ ３　 抗氧化活性研究

２ ３ １　 ＤＰＰＨ 自由基清除率 　 称取 ＤＰＰＨ 固体粉末约

１０ ｍｇ， 乙醇溶解后定容至 ２５０ ｍＬ 棕色量瓶中， 避光保存。
吸取 ３ １２５、 ６ ２５、 １２ ５、 ２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ 挥发油各 ２ ｍＬ，
加入 ２ ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液， 摇匀， 在 ３７ ℃下避光反应 ３０ ｍｉｎ，
在 ５１７ ｎｍ 波长处检测吸光度， 以抗坏血酸为阳性对照， 平

行 ３ 次， 计算清除率， 公式为清除率＝［ （１－Ａ１－Ａ２） ／ Ａ３］ ×
１００％ ， 其中 Ａ１ 为样品吸光度， Ａ２ 为背景吸光度 （乙醇代
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　 　 　 　 表 ５　 挥发油成分及其相对含量

峰号 名称 ｔＲ ／ ｍｉｎ 相对含量 ／ ％
１ ３，６，６⁃三甲基⁃双环（３ １ １）庚⁃２⁃烯 ６ ８０ １ ７６
２ 莰烯 ７ ２３ １ ５３
３ 左旋⁃β⁃蒎烯 ８ １０ ５ ２４
４ 月桂烯 ８ ６１ ０ ７５
５ 对薄荷⁃１，３，８⁃三烯 ９ ７０ ０ ８３
６ 桉油精 ９ ９４ ４１ ７３
７ γ⁃松油烯 １０ ８６ ０ ４４
８ 茴香酮 １１ ８４ ０ ４５
９ 樟脑 １３ ８０ ６ ８３
１０ 左旋龙脑 １４ ５６ １ ０３
１１ （－）⁃４⁃萜品醇 １４ ９７ ０ ５３
１２ α⁃松油醇 １５ ４５ ２ １５
１３ 左旋乙酸冰片酯 １８ ７３ １５ ９０
１４ ［１Ｒ⁃（ １Ｒ∗， ４Ｚ， ９Ｓ∗ ）］⁃４， １１， １１⁃三甲

基⁃８⁃亚甲基⁃二环

２３ １１ ０ ６３

１５ ［１Ｓ⁃（ １α，４α，７α）］⁃１，２，３，４，５，６，７，８⁃
八 氢 化⁃１， ４⁃二 甲 基⁃７⁃（ １⁃甲 基 乙 烯
基）奥

２３ ７６ １ ３７

１６ 塞舌尔烯 ２３ ８１ ０ ９７
１７ α⁃广藿香烯 ２４ ２４ ０ ７２
１８ Α⁃布藜烯 ２５ ６４ １ ７８
１９ １，４⁃二甲基⁃７⁃丙⁃１⁃烯⁃２⁃基⁃１，２，３，３ａ，４，

５，６，７⁃八氢天青
２８ ７２ ０ ９６

２０ 百秋李醇 ２８ ８２ １２ ３１
２１ 广藿香酮 ２９ ７８ ２ １１
２２ ４⁃联苯甲醛 ３０ ５９ ４ ２２

替 ＤＰＰＨ 溶液）， Ａ３为空白吸光度 （乙醇代替样品）， 结果

见图 ３。 由此可知， 挥发油质量浓度小于 １２ ５ μｇ ／ ｍＬ 时

ＤＰＰＨ 清除能力弱于抗坏血酸， 而大于 １２ ５ μｇ ／ ｍＬ 时强于

后者， 在 ５０ μｇ ／ ｍＬ 时清除率最高， 为 ９４ １７％ 。

图 ３　 挥发油对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率

２ ３ ２　 ＡＢＴＳ 清除率　 称取 ＡＢＴＳ、 过硫酸钾适量， 分别用

蒸馏水定容至 １０ ｍＬ， 将两者按 １ ∶ １ 比例混合， 避光贮存

１２ ｈ 后制得贮备液， 使用时用 ＰＢＳ 缓冲液稀释至 ７３４ ｎｍ 波

长处的吸光度为 ０ ７ ± ０ ０２。 吸取 ６ ２５、 １２ ５、 ２５、 ５０、
１００ μｇ ／ ｍＬ 挥发油各约 ０ ２ ｍＬ 至试管中， 加入 ３ ８ ｍＬ 贮

备液， 混合均匀后静置 ６ ｍｉｎ， 以蒸馏水为空白， 抗坏血酸

为阳性对照测定吸光度， 平行 ３ 次， 计算清除率， 公式为

清除率＝ ［ （１－Ａ１－Ａ２） ／ Ａ３］ ×１００％ ， 其中 Ａ１ 为样品吸光

度， Ａ２ 为背景吸光度 （蒸馏水代替贮备液）， Ａ３为空白吸

光度 （蒸馏水代替样品）， 结果见图 ４。 由此可知， 挥发油

质量浓度小于 ２５ μｇ ／ ｍＬ 时 ＡＢＴＳ 自由基清除能力强于抗坏

血酸， 而大于 ５０ μｇ ／ ｍＬ 时弱于后者； 在 １００ μｇ ／ ｍＬ 时清除

率最高， 为 ５６ ５１％ 。

图 ４　 挥发油对 ＡＢＴＳ 自由基的清除率

３　 讨论与结论

本实验采用单因素试验结合正交实验， 确定芳香类中

药复方挥发油最优提取工艺为粉碎粒度粒径 ２ ～ ４ ｍｍ， 提

取时间 ６ ｈ， 浸泡时间 ２ ｈ， 挥发油转移率为 ７６ ２％ ， 并且

该方法稳定可行。 然后， 采用 ＧＣ⁃ＭＳ 法鉴定出 ２２ 个化合

物， 其中桉油精相对含量为 ４１ ７３％ ， 具有良好的抑菌、 抗

炎、 抗病毒活性， 在治疗呼吸系统疾病方面具有良好疗

效［１６］ ； 百秋李醇相对含量为 １２ ３１％ ， 具有抗多种流感病

毒的作用［１７］ ， 但总挥发油中化学成分数量明显低于各中药

单独提取挥发油中， 可能是因为采用归一化法时主要成分

含量较高， 而其他成分含量较低， 无法完全分析鉴别。 最

后， 考察挥发油抗氧化活性， 发现该类成分在高质量浓度

下对 ＤＰＰＨ 自由基、 ＡＢＴＳ 自由基的清除率较高。
综上所述， 本实验优化芳香类中药复方挥发油提取工

艺， 并考察其成分组成、 抗氧化活性， 可为该类成分抗病

毒活性研究提供一定的理论基础。
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ＨＰＬＣ 法测定健肝灵胶囊中 ６ 种成分及五味子投料情况分析
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收稿日期： ２０２１⁃０９⁃２７
作者简介： 邓映明 （１９８７—）， 男， 硕士， 主管药师， 研究方向为药品、 化妆品检验技术。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｅｎｇｙｍ１３＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定健肝灵胶囊中丹参素、 丹酚酸 Ｂ、 五味子醇甲、 五味子酯甲、 五味子甲素、 五味

子乙素的含量， 并探讨五味子投料情况。 方法 　 该药物 ７０％ 甲醇提取液的分析采用 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ 色谱柱 （４ ６ ×
１５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇⁃乙腈⁃０ ２％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 检测波长 ２２０ ｎｍ。
结果　 ６ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ＞０ ９９９ ７）， 平均加样回收率 ９５ ４％ ～ １０５ ９％ ， ＲＳＤ ０ ５３％ ～ １ ９５％ 。
３ 个厂家 ４ 批样品投料为五味子， １ 个厂家 ３ 批样品投料为南五味子。 结论　 该方法简便准确， 可用于健肝灵胶囊质

量控制和五味子投料鉴别。
关键词： 健肝灵胶囊； 化学成分； 五味子； 南五味子； 投料； ＨＰＬＣ
中图分类号： Ｒ９２７ ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０４⁃１２６４⁃０４
ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８ ２０２３ ０４ ０３８

　 　 健肝灵胶囊由五味子种子浸出物、 灵芝浸膏、 丹参浸

膏组成， 具有益气健脾、 活血化瘀、 降低谷丙转氨酶的功

效， 临床上用于保肝、 治疗慢性肝炎等［１⁃３］ ， 方中丹参所含

丹参素、 丹酚酸 Ｂ 是重要活性成分， 具有抑制血栓形成、
抗炎、 慢性酒精性肝病保护等作用［４⁃５］ ， 并且五味子为规定

投料。 自 ２０００ 年版 《中国药典》 开始， 对五味子、 南五味

子分别收载， 两者在形态、 产地、 成分有所差异， 功能主

治各有侧重［６⁃７］ ， 而 ２０１５ 年版 《中国药典》 以五味子醇

甲、 五味子酯甲含量为指标对两者进行表征。 但健肝灵胶

囊现行质量标准只有五味子甲素的 ＴＬＣ 鉴别， 无其他成分

含量测定方法， 难以反映投料情况［８］ 。
研究表明， 五味子、 南五味子中木脂素成分五味子醇

甲、 五味子酯甲、 五味子甲素、 五味子乙素存在明显差

异［９⁃１０］ ， 考察其含量差异成为鉴定两者的重要手段［１１⁃１３］ 。
因此， 本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定健肝宁胶囊中丹参所

含丹参素， 丹酚酸 Ｂ， 五味子所含五味子醇甲、 五味子酯

甲、 五味子甲素、 五味子乙素的含量， 并通过计算五味子

酯甲、 五味子醇甲峰面积比值 （Ｒ１） 及五味子甲素、 五味

子乙素峰面积比值 （Ｒ２） 来判断五味子投料情况［１４］ ， 以期

更好地控制该制剂质量。
１　 材料

１ １　 仪器 　 Ｎｅｘｅｒａ Ｘ２ 色谱仪 （日本岛津公司）； ＰＭ４⁃
１３００ＴＤ 型超声波清洗器 ［３６０ Ｗ、 ４０ ｋＨｚ， 普律玛仪器

（上海） 有限公司］； ＸＳ２０５Ｄｕ 电子分析天平 （瑞士梅特

勒⁃托利多公司）； ＡＣＹ⁃２００１⁃Ｕ 超纯水机 （美国艾科浦国际

有限公司）。
１ ２　 试剂与药物 　 丹参素钠 （批号 １１０８５５⁃２０１９１５， 纯度

９７ ８％ ）、 丹酚酸 Ｂ （批号 １１１５６２⁃２０１９１７， 纯度 ９６ ６％ ）、
五味子醇甲 （批号 １１０８５７⁃２０１８１５， 纯度 ９９ ７％ ）、 五味子

酯甲 （批号 １１１５２９⁃２０１７０６， 纯度 ９５ ２％ ）、 五味子甲素
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