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� � [摘要 ] � 目的 � 优选黄桂灌肠剂处方。方法 � 采用正交试验设计法进行处方中各成分的用量筛选, 以小鼠廓清指数提

高百分率和体外抑菌作用为考察指标,确定黄桂灌肠剂的最佳处方并进行验证试验。结果 � 优选的黄桂灌肠剂的最佳处方

为 1 000 m l中含黄连 60 g、黄柏 180 g、桂枝 120 g, 大黄 48 g,考察指标中, 小鼠廓清指数提高百分率 > 20% , 抑菌圈直径 > 35

mm, 结果达到要求。结论 � 优选的黄桂灌肠剂处方合理,为临床应用提供了实验依据。
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Orthogona l design of formula optim ization for Huanggui enema
DENG L i�qin, ZHANG Yan (W ux iM aterna l and Child H ea lth H ospita,l Wux i 214002, Ch ina)

[ Abstract] � Objective� To choose the best form ula fo rH uanggui enem a. Methods� The orthogona l test was used to optim ize

form ula, and the c learance index in m ice and antibacter ia l action in vitro we re observation index. The best form ula w as designed ac�

cording to the result o f th is study. Resu lts� The fo rmu la is: Rh izom a Coptids 60 g, Cortex phe llodendn 180 g, Ram ulus C innam on i

120 g, Radix et Rhizoma Rhei 48 g per 1 000m .l The clearance index in m ice is g reate r20% , d iam eter o f inhibition zone is g reate r35

mm. Conclu sion� The optim ized form ula is reasonab le and prov ided an exper imenta l basis for clin ica l application.

[ Key words] � H uanggu i enem a; orthogona l design; form ula optim ization; an im al exper im ents; anti�bacte rial test

� � 我们根据盆腔炎的发病机制以及临床表现并
结合多年的临床治疗经验, 以黄连、黄柏、桂枝、大

黄等中药为主要成分, 研制了妇科用制剂黄桂灌

肠剂,临床主要用于治疗急慢性盆腔炎。为了选

择最佳处方, 达到治疗效果恒定、不良反应小的目

的, 本研究采用正交试验设计法并以对小鼠碳粒

廓清的影响和体外抑菌试验, 对黄桂灌肠剂的处

方进行优选试验。

1� 材料

比色仪、700生化分析仪 (美国 Beckman公司 ) ;

黄桂灌肠剂 (本院制剂室 ) ;昆明种小鼠 (  , 体质量
18~ 22g,江南大学实验动物中心 ); 金黄色葡萄球菌

(本院检验科 ) , 培养基 (中国药品生物制品检定

所 )。

2� 方法与结果

2. 1� 因素及水平 � 根据预试验,处方由黄连、黄柏、

桂枝、大黄、尼泊金乙酯和纯化水组成, 试验时对起

治疗作用的黄连、黄柏、桂枝、大黄 4个因素安排 4

个水平,具体数据见表 1。

表 1� 黄桂灌肠剂处方因素水平表
( 1000 m l灌肠剂中药物的克数 )

水平
因素

黄连 ( A) 黄柏 ( B ) 桂枝 ( C) 大黄 ( D)

1 40 140 80 32

2 50 160 100 40

3 60 180 120 48

4 70 200 140 56

为了减少试验误差, 对以上 4个因素的水平进

行随机化处理,见表 2。

表 2� 随机化后的黄桂灌肠剂处方因素水平表

水平
因素

A B C D

1 40 140 140 32

2 70 160 100 56

3 50 200 120 40

4 60 180 80 48

2. 2� 对小鼠碳粒廓清的影响 [ 1, 2] � 取健康昆明种

小鼠 160只随机分成 16组,每组 10只,分笼存放并

编号,其中 5只作为每组的空白对照,用纯化水灌肠
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10 m l/kg, qd,连用 7 d,另 5只按表 3试验号中对应

的处方药物用量制备的黄桂灌肠剂进行灌肠, 用量

为 10m l/kg, qd,连用 7 d。末次给药 1h后, 每鼠尾

静脉注射印度墨汁 10 m l/kg, 于 1、5 m in后分别经

眼眶静脉取血 20 m ,l加 0. 1%碳酸氢钠, 摇匀, 于

680 nm下比色读取吸收度。最后将小鼠脱颈处死,

分别称取肝、脾质量。计算廓清指数以及廓清指数

提高百分率。为便于计算,结果均取 5只小鼠的平

均值。

2. 3� 体外抑菌作用
2. 3. 1� 菌液制备 [ 3] � 取经 35 ! 培养 24 h的金黄

色葡萄球菌的肉汤新鲜培养物 1 m ,l加入 9 m l

0�9%无菌氯化钠溶液中, 10倍系列稀释至使菌数

约为 100~ 200 cfu /m l的菌液。取此菌液 1 m l注入

直径为 9 cm的平皿中, 立即倾注营养琼脂培养基

25m l混匀并均匀摊布, 35 ! 培养 24 h观察,在整个

碟底可见到金黄色、圆形凸起、边缘整齐的菌落生

长。

2. 3. 2� 抑菌试验 � 分别取表 3试验号中对应的

处方量制备的黄桂灌肠剂 5 m l作供试液, 用直径

12 mm消毒滤纸片分别浸入上述供试液中, 取出

沥干后分别贴于菌碟中, 35 ! 恒温 24 h, 观察抑菌

圈情况,每一处方共 5只菌碟, 抑菌圈取 5只菌碟

平均数。

2. 4� 评价标准 � 对小鼠碳粒廓清的影响, 以小鼠

廓清指数提高百分率 (% ) = [ (给药小鼠平均廓清

指数 - 空白小鼠平均廓清指数 ) /空白小鼠平均廓

清指数 ] ∀ 100%为评价指标, 评价黄桂灌肠剂对

免疫功能的促进作用, 以 Q 1表示,优为 Q 1# 20%,

良为 20% > Q 1# 15% , 中为 15% > Q1 # 10% , 差

为 < 10%。体外抑菌作用以抑菌圈的直径为评价

指标,以 Q2表示, 优为 Q 2# 35 nm, 良为 35 mm >

Q 2# 25 mm, 中为 25 mm > Q 2# 15 mm, 差为 Q 2 <

15 mm。

2. 5� 正交试验结果与分析 � 黄桂灌肠剂的处方筛
选的正交试验结果见表 3,对实验结果进行方差分

析,结果见表 4。

由表 3直观分析结果可见, 各因素对小鼠廓清

指数影响大小顺序为 C> A > B> D, 其最佳水平组

合为 A4 B4C3D 2。各因素对体外抑菌效果影响大小

顺序为 A > B > C > D, 其最佳水平组合为

A 4B4 C3D4。两个指标的差异为 D因素,即大黄的用

量。由表 4方差分析结果可见,当以小鼠廓清指数

的提高百分率为评价指标时,因素 A和 C对结果有

极显著性差异 (P < 0. 01), 因素 B对结果有显著性

差异 (P < 0. 05) ; 因素 D对结果无显著差异 (P >

0�05) ;以体外抑菌效果为评价指标时, 仅因素 A对

结果有极显著性差异 (P < 0. 01), 而因素 B、C、D对

结果均无显著差异 (P > 0. 05)。综合直观分析和方

差分析,并依据临床用药经验,最佳因素水平组合为

A4 B4C3D4。

表 3� 黄桂灌肠剂处方正交试验结果

编号 A B C D Q 1 Q 2

1 1 1 1 1 12. 2 12. 5

2 1 2 2 2 8. 4 12. 9

3 1 3 3 3 20. 1 11. 4

4 1 4 4 4 6. 5 14. 5

5 2 1 2 3 10. 7 24. 5

6 2 2 1 4 12. 4 24. 9

7 2 3 4 1 5. 8 15. 9

8 2 4 3 2 21. 3 19. 8

9 3 1 3 4 13. 7 20. 5

10 3 2 4 3 2. 6 14. 4

11 3 3 1 2 13. 0 14. 3

12 3 4 2 1 8. 9 19. 0

13 4 1 4 2 8. 1 27. 4

14 4 2 3 1 19. 1 34. 7

15 4 3 2 4 13. 2 29. 7

16 4 4 1 3 17. 0 36. 3

 K 1 11. 8 11. 2 13. 7 11. 5 193. 0 332. 7

 K 2 12. 6 10. 6 10. 3 12. 7

 K 3 9. 6 13. 0 18. 6 12. 6

 K 4 14. 4 13. 4 5. 8 11. 5

R 4. 8 2. 8 12. 8 1. 2

 K 1 12. 8 21. 2 22. 0 20. 5

 K 2 21. 3 21. 7 21. 5 18. 6

 K 3 17. 1 17. 8 21. 6 21. 7

 K 4 32. 0 22. 4 18. 1 22. 4

R 19. 2 4. 6 3. 9 3. 8

表 4� 方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 F P

免疫试验

A 47. 4 3 15. 8 12. 15 < 0. 01

B 22. 5 3 7. 5 5. 77 < 0. 05

C 350. 1 3 116. 7 89. 77 < 0. 01

D 5. 5 3 1. 8 1. 38 > 0. 05

误差 4. 0 3 1. 3

抑菌试验

A 815. 5 3 271. 8 42. 47 < 0. 01

B 49. 8 3 16. 6 2. 59 > 0. 05

C 40. 7 3 13. 6 2. 13 > 0. 05

D 32. 8 3 10. 9 1. 70 > 0. 05

误差 19. 1 3 6. 4

F 0. 05 ( 3, 5) = 5. 41, F 0. 01 ( 3, 5) = 12. 06

2. 6� 验证实验 � 按最佳处方制备 5批黄桂灌肠剂

进行验证实验, 结果小鼠廓清指数提高百分率为

21. 3% ~ 23. 6% , 体外抑菌圈直径为 37. 6 mm ~

39�2 mm,两项指标均超过了预定评价标准的要求。
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3� 讨论

由试验结果和相关分析来看, A、B两因素均以

第 4水平为最佳, C因素以第 3水平为最好,在免疫

试验中, D因素以 D2为最佳,在体外抑菌试验中以

D4为最好, 直观分析中,两种实验的 R值均最小,方

差分析中两种实验均无显著性差异 (P > 0. 05)。无

论取 D2还是取 D4都能满足试验要求, 因此结合临

床实验并经综合考虑, 最佳水平组合为: A 4B4 C3D4。

由试验结果和分析可知, 黄桂灌肠剂最佳处方为每

1 000m l中含黄连 60 g,黄柏 180 g,桂枝 120 g,大黄

48 g,各因素选出的最佳水平都处于试验方案的中

间,说明试验方案中各因素水平的确定是合适的。

盆腔炎是妇科常见病、难治病, 具有病程长、治

愈率低、复发率高的特点。盆腔炎发病除与病原体

感染有关外, 还与机体免疫功能低下或紊乱有关。

中医认为: ∃正气存内,邪不可干%, ∃邪之所凑, 其气

必虚% [ 4, 5 ]
,故机体的免疫状态对病原微生物引起的

炎症过程有着重大影响。本实验结果表明, 黄桂灌

肠剂能显著增加小鼠廓清指数的含量, 说明该药对

免疫功能有良好的促进作用,加之该药体外抑菌作

用较强,从而进一步降低盆腔炎病人炎症反应的症

状。

采用正交试验设计法优选黄桂灌肠剂的配方,

以小鼠廓清指数提高值和体外抑菌效果为评价指

标, 采用统计学方法分析计算,较好地筛选出黄桂灌

肠剂的最佳处方, 方法可行, 收效满意,为临床应用

提供了实验依据。
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� � 结果表明两者的回收率都在 95% ~ 105%之

间, RSD均小于 3% ,符合有关规定。

3� 样品测定

取 3批样品, 分别制备供试品溶液,测定盐酸麻

黄碱与盐酸伪麻黄碱的峰面积,用外标法进行计算,

结果见表 2。

表 2� 样品含量测定结果 ( n = 3)

批号 盐酸麻黄碱含量 (m g/m l) 盐酸伪麻黄碱含量 (m g /m l)

090501 0. 142 2 0. 126 8

090701 0. 145 1 0. 130 2

090901 0. 110 3 0. 101 4

4� 讨论

4. 1� 流动相的选择 � 笔者曾采用 0. 021 mo l/L磷

酸二氢钾 (磷酸调 pH = 2. 5) �甲醇 ( 94� 6 )
[ 2]
、

0�2%磷酸 �乙腈 ( 96� 4)为流动相进行试验, 前者

分离效果和理论塔板数都达不到要求; 后者由于

酸性太强对柱子损伤较大, 基线经常不稳。后来

采用了乙腈 �0. 02 m ol /L磷酸二氢钾 ( pH = 2. 7) ,

( 4� 100,含 0. 1%三乙胺 )作为流动相, 2种成分

的色谱峰都比较理想, 分离度也大于 2. 0, 且性质

较为稳定。

4. 2� 样品的前处理 � 曾用多种方法处理过样品, 如

乙醇溶解法
[ 3]
和乙醚萃取法

[ 4 ]
,经过测试后发现蒸

馏法提取效果最好,盐酸麻黄碱的含量最高,且干扰

的杂质峰少。
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