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基金项目：甘肃省兰州市人才创新创业科技计划项目犤 ２０１４ － ＲＣ － ６４ 犦。
第一作者：秦龙，男，硕士研究生，助理研究员，研究方向为天然产物的研发，（电子信箱）ｑｉｎｌ０４＠ １６３． ｃｏｍ。

△通信作者：李平，男，博士研究生，硕士研究生导师，主任药师，研究方向为智能给药系统，（电子信箱）ｇｓｌｉｐｉｎｇ＠ １６３． ｃｏｍ。
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宝肾方胶囊是由大黄Ｒｈｅｕｍ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｌ．、黄芪
Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｕｎｇｅ和藏红花Ｃｒｏ
ｃｕｓｓａｔｉｖｕｓ组方的医院中药复方制剂，具有改善肾功能、
调节脂代谢、降低尿蛋白、延缓慢性肾病进展的作用 犤 １ 犦。
大黄中的大黄素能调节肾脏固有细胞生长，减轻肾脏炎
症与免疫反应，调节细胞外基质的合成与降解犤 ２ 犦。藏红
花中的西红花苷可调节免疫和保护肾脏犤 ３ 犦。黄芪中的黄
芪多糖具有免疫调节、抗氧化、保肝护肾和抗肿瘤等作
用 犤 ４ 犦。为了保证宝肾方胶囊临床疗效的稳定性和连续
性，本研究中在保留其传统中药汤剂特点的基础上，以
浸膏得率、大黄素含量和黄芪多糖含量为考察指标，对
水煎提取制备工艺进行了考察和优选。现报道如下。
１ 仪器与试药

仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ １２００型高效液相色谱仪（美国安捷伦
公司）；ＨＰ８４５３型分光光度计（美国惠普公司）；ＭＥ２１５Ｓ
型电子天平（德国赛多利斯仪器有限公司）；２０２Ａ － ００
型干燥箱（上海新正机械仪器设备厂）；ＲＥ － ５２ＡＡ型旋
转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；ＫＱ － ５００Ｅ型超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

试药：大黄（批号为２０１３０３１４），黄芪（批号为
２０１４０５０１），均购自定西市天信药业有限责任公司；藏红
花（Ｂａｄｉｅｅ Ｓａｆｆｒｏｎ，批号为２０１２１０）。以上３味中药材均
经甘肃省药品检验研究院宋平顺主任药师鉴定为正品。
大黄素对照品（批号为１１０７５６ － ２００１１０），葡萄糖对照

品（批号为１１０８３３ － ２００９０４），均由中国食品药品检定
研究院提供；甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 大黄素含量测定
２． １． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ×４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：甲醇－ ０． １％磷酸溶液（８５ ∶ １５）；检测波
长：２４５ ｎｍ犤５ 犦；柱温：３０ ℃；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：
５． ０ μＬ。理论板数按大黄素峰计应不低于３ ０００，大黄素
与相邻峰之间分离度均大于１． ５。色谱图见图１。
２． １． ２ 溶液制备

称取大黄素对照品 ４． ３ ｍｇ，精密称定，置１０ ｍＬ棕
色容量瓶中，加甲醇使溶解，并稀释至刻度定容，摇匀；
精密量取１． ０ ｍＬ，置１０ ｍＬ棕色容量瓶中，加甲醇稀释
至刻度定容，摇匀，配制成每１ ｍＬ含４３ μｇ大黄素的溶
液，即得对照品溶液。分别称取９份正交试验项下浸膏
样品 牗各０． ２ ｇ 牘，精密称定，置１００ ｍＬ圆底烧瓶中，加
３０ ｍＬ硫酸溶液（２． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ）超声处理５ ｍｉｎ，再加入
３０ ｍＬ氯仿，回流１． ５ ｈ，冷却至室温，转移至分液漏斗
中，萃取，分取氯仿层，水相再加３０ ｍＬ氯仿萃取３次，
分取氯仿层，合并４次氯仿萃取液，水浴回收氯仿，置
旋转蒸发仪上旋蒸至干，残渣加甲醇２． ０ ｍＬ使溶解，转
移至５０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，精密量
取１． ０ ｍＬ置５ ｍＬ棕色容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，

宝肾方胶囊制备工艺优化

秦 龙 １，李 平 １，２△，马克君 １，王俭勤 １

（１． 兰州大学第二医院，甘肃兰州７３００３０； ２． 甘肃省消化系肿瘤重点实验室，甘肃兰州７３００３０）
摘要：目的优化宝肾方胶囊的水煎提取制备工艺。方法以浸膏得率、大黄素含量和黄芪多糖含量为指标，采用Ｌ９（３４）正交试验优选宝
肾方胶囊最佳水煎提取制备工艺。结果水煎提取制备工艺影响因素的影响强度依次为提取次数（Ｃ）＞提取时间（Ｂ）＞加水倍数（Ａ），
最佳制备工艺条件为加１６倍量的纯化水，水煎提取４次，每次２ ｈ。结论优选的制备工艺操作简单，合理可行。
关键词：宝肾方胶囊；制备工艺；大黄素；黄芪多糖；正交试验
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ａｄｄｅｄ ｗａｔｅｒ ｖｏｌｕｍｅ（Ａ）． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｄｄｉｎｇ １６ ｔｉｍｅｓ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｂｏｉｌｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ４ ｔｉｍｅｓ ｗｉｔｈ ２ ｈ ｅａｃｈ
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即得供试品溶液。按１ ／ ２处方量配制缺大黄的阴性样
品，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。
２． １． ３ 方法学考察

标准曲线绘制：精密量取大黄素对照品溶液０． １，
０． ２，０． ４，０． ８，１． ６，２． ４ ｍＬ，分别置１０ ｍＬ棕色容量瓶
中，加甲醇稀释至刻度定容，摇匀，配制成系列溶液，用
０． ２２ μｍ微孔滤膜滤过，移至进样小瓶中，精密量取
５． ０ μＬ，自动进样，记录色谱图（图１），以峰面积（Ｙ）为
纵坐标、质量浓度（Ｘ）为横坐标绘制标准曲线，得线性
回归方程Ｙ ＝ ６２． ０６０ ４Ｘ － ８． ６８１ ３，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝ ６）。
结果表明，大黄素质量浓度在０． ４３ ～ １０． ３２ μｇ ／ ｍＬ范
围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：在拟订色谱条件下，精密量取大黄素
对照品溶液，重复进样６次，测定峰面积。结果的ＲＳＤ
为０． １６％（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：在拟订色谱条件下，精密量取同一供
试品溶液，分别于０，１，２，４，６，８，１０ ｈ时进样，测定峰面
积。结果的ＲＳＤ为０． ４８％（ｎ ＝ ７），表明供试品溶液在
１０ ｈ内稳定性良好。

重复性试验：按１ ／ ２处方量称取样品内容物，依法
制备供试品溶液，在拟订色谱条件下进样，测定峰面积
并计算含量。结果大黄素平均含量为３． １２６ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ
为１． ２１％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性较好。

加样回收试验：称取已知含量的同一批浸膏样品各

０． ２ ｇ，精密称定，依法制备供试品溶液，精密量取２． ０ ｍＬ，
置５ ｍＬ容量瓶中，再按已知含量的８０％，１００％，１２０％
（低、中、高）３个体积分数，分别精密加入稀释１０倍后
的对照品溶液（４． ３ μｇ ／ ｍＬ）１． ０，１． ２，１． ４ ｍＬ，加甲醇定
容，摇匀，在拟订色谱条件下进样测定峰面积，计算加样
回收率。结果见表１。
２． ２ 黄芪多糖含量测定 犤 ６ 犦

２． ２． １ 溶液制备
称取葡萄糖对照品 ２５０ ｍｇ，精密称定，置５０ ｍＬ容

量瓶中，加３０ ｍＬ纯化水溶解，稀释至刻度定容，摇匀；
精密量取１． ０ ｍＬ，置５０ ｍＬ容量瓶中，加纯化水稀释至
刻度，摇匀，配制成每１ ｍＬ含葡萄糖０． １ ｍｇ的溶液，
即得对照品溶液。分别称取９份正交试验项下浸膏样
品 牗各０． ２ ｇ 牘，精密称定，置５０ ｍＬ三角瓶中，加３０ｍＬ纯
化水超声处理３０ ｍｉｎ，滤过，滤液转移至１００ ｍＬ容量瓶
中，加纯化水稀释至刻度，摇匀，精密量取２０ ｍＬ，置５０ ｍＬ
容量瓶中，加纯化水稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
精密量取２． ０ ｍＬ纯化水，置１０ ｍＬ干燥试管中，依次分
别加入５％苯酚溶液１． ６ ｍＬ，浓硫酸６． ０ ｍＬ，摇匀，放
置３０ ｍｉｎ，作为空白溶液。
２． ２． ２ 方法学考察

标准曲线绘制：精密量取２． ２． １项下对照品溶液
０． ６，０． ７，０． ８，０． ９，１． ０，１． １ ｍＬ，分别置１０ ｍＬ干燥试管
中，均加纯化水补足２． ０ ｍＬ，分别加入５％苯酚溶液

１． 大黄素
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图
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样品含量（μｇ） 加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）
表１ 大黄素加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）
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８６． ４
８６． ７
８６． ９

Ａ
１０１． ４０
１０１． ８６
１０２． ５６
１００． ７８
１０１． １６
１００． ５８
９９． １７
９９． ５０
９９． ００

Ｂ
１０１． ３３
１００． ６７
１０１． ６７
９８． ７５
９８． ７５
９８． ５０
１００． ６０
１０１． ２０
１０１． ６０

Ａ

１００． ６７

Ｂ

１００． ２３

Ａ

１． ２３

Ｂ

１． ２２

注：Ａ为大黄素，Ｂ为黄芪多糖。

·研究·
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表２ 因素水平表

注：因素Ａ为加水倍数，因素Ｂ为提取时间，因素Ｃ为提取
次数。表４同。

水平
１
２
３

因素Ａ（倍）
１２
１４
１６

因素Ｂ（ｈ）
２． ０
２． ５
３． ０

因素Ｃ（次）
２
３
４

Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

２８２． ２１
２８５． ４９
２８８． ９９
２． ２６

２８５． ７３
２８６． ８７
２８４． ０９
０． ９４

２７３． １４
２８８． １３
２９５． ４２
７． ４３

２８３． ４５
２８６． ３０
２８６． ９４
１． １６

因素序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

表３ Ｌ９（３４）正交试验结果

注：浸膏得率（ｙ１）＝浸膏得率／最大浸膏得率× ２０，大黄素含
量（ｙ２）＝含量／最大含量× ４０，黄芪多糖含量（ｙ３）＝含量／最大含
量× ４０；综合指标＝ ｙ１ ＋ ｙ２ ＋ ｙ３；Ｄ为干扰项。

浸膏得率
（％）
３９． ６９
４４． ０６
４５． ３１
４４． ３１
４５． ５６
４０． ８１
４５． ３８
４４． １３
４３． ９４

大黄素含
量（ｍｇ ／ ｇ）
２． ５２９ ４
２． ８６９ ８
２． ９２２ ２
２． ８５５ ７
２． ９８４ ６
２． ５８３ ８
３． ０６３ ２
２． ６３０ １
２． ８２９ ５

黄芪多糖含
量（ｍｇ ／ ｇ）
４３． ８２
４３． ７７
４４． ３２
４４． ９０
４４． ２４
４４． １５
４５． １４
４４． ４３
４４． ８６

综合
指标
８９． ２８
９５． ６１
９７． ３３
９６． ５３
９８． １８
９０． ７８
９９． ９２
９３． ０８
９５． ９９

表５ 最佳工艺验证试验结果（ｎ ＝ ３）
批号

２０１６０７２０
２０１６０７２１
２０１６０７２２

浸膏得率（％）
４５． ５６
４５． ０１
４４． ８６

大黄素含量（ｍｇ ／ ｇ）
３． １２６
３． １０９
３． １１４

黄芪多糖含量（ｍｇ ／ ｇ）
４５． １９
４５． ２４

４５． ２６

１． ６ ｍＬ和浓硫酸６． ０ ｍＬ，摇匀，室温避光放置３０ ｍｉｎ，
以空白溶液为参比溶液，按分光光度法于４９０ ｎｍ波长
处测定吸光度。以吸光度（Ａ）为纵坐标、对照品溶液
质量浓度（Ｃ）为横坐标绘制标准曲线，得回归方程
Ａ ＝ １６． ７２６ ４ Ｃ － ０． １１１ ４，ｒ ＝ ０． ９９９ ５（ｎ ＝ ６）。结果表明，
葡萄糖质量浓度在０． ０３ ～ ０． ０５５ ｍｇ ／ ｍＬ范围内与峰面
积线性关系良好。

精密度试验：精密量取２． ２． １项下对照品溶液６份，
各２． ０ ｍＬ，分别置１０ ｍＬ试管中，按标准曲线绘制项下
方法测定吸光度。结果的ＲＳＤ为０． ２１％（ｎ ＝ ６），表明
仪器精密度良好。

稳定性试验：分别精密量取２． ２． １项下对照品溶
液和供试品溶液各２． ０ ｍＬ，置１０ ｍＬ试管中，按标准
曲线绘制项下方法测定吸光度，前１ ｈ每隔１０ ｍｉｎ测
１次，后１ ｈ每隔２０ ｍｉｎ测１次。结果的ＲＳＤ对照品溶
液为１． ３９％（ｎ ＝ ９），供试品溶液为１． ５５％（ｎ ＝ ９），表
明待测溶液在２ ｈ内稳定。

重复性试验：按１ ／ ２处方量称取样品内容物，依法
制备供试品溶液，按标准曲线绘制项下方法测定吸光度
并计算含量。结果黄芪多糖平均含量为４５． １９ ｍｇ ／ ｇ，
ＲＳＤ为１． ２３％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性较好。
加样回收试验：精密称取已知含量的同一批浸膏样

品各０． ２ ｇ，依法制备供试品溶液，分别精密量取１． ０ ｍＬ，
置１０ ｍＬ试管中，再按８０％，１００％，１２０％（低、中、高）
３个体积分数分别加入葡萄糖对照品溶液０． ３，０． ４，
０． ５ ｍＬ，加纯化水补足至２． ０ ｍＬ，按标准曲线绘制项下
方法测定吸光度。结果见表１。
２． ３ 制备工艺正交试验

因素与水平：采用正交试验，以加水倍数（因素Ａ）、
提取时间（因素Ｂ）和提取次数（因素Ｃ）为考察指标，每
个指标选择３个水平，选用 Ｌ９（３４）正交表试验。各因素
及水平见表２。

正交试验结果：按１ ／ ２处方量称取大黄５． ０ ｇ，黄
芪１０． ０ ｇ，共９份，按Ｌ９（３４）正交表进行水煎提取试验，
水煎液过滤，合并滤液，浓缩，移至蒸发皿中，置烘箱中
６０ ℃烘至恒定质量，分别加入西红花１． ０ ｇ，研细，混
匀。依法测定浸膏得率、大黄素含量和黄芪多糖含量，计
算这３种指标的综合评分并进行方差分析。结果见表３
和表４。由表３可见，水煎提取工艺影响因素的影响强

度依次为Ｃ ＞ Ａ ＞ Ｂ，即提取次数（Ｃ）＞加水倍数（Ａ）＞
提取时间（Ｂ）。由表４可见，因素Ｃ的影响较大（Ｐ＜０． ０５），因
素Ａ和因素Ｂ的影响不大（Ｐ ＞ ０． ０５）。故选定水煎工艺
的最佳制备条件为Ａ３Ｂ１Ｃ３，即按处方量称取大黄和黄
芪，加１６倍量的纯化水，水煎提取４次，每次２ ｈ，水煎提
取液合并，滤过，滤液浓缩至相对密度为１． ２５ ～ １． ３０的
浸膏，置烘箱中６０℃烘至恒定质量，取出，粉碎，加入粉碎
的藏红花，混匀，制粒，过８０目筛，装入１号胶囊，即得。

２． ４ 最佳工艺验证
为了考察最佳工艺的稳定性，在最佳制备工艺条

件下分别对３批宝肾方胶囊样品进行验证，分别测定
浸膏得率、大黄素含量和黄芪多糖含量，结果见表５。
结果显示，优选制备工艺合理可行、稳定，可用于控制
制剂的质量。

３ 讨论
宝肾方是在现代研究的基础上，借鉴古代医家扶

表４ 正交试验方差分析表

注：Ｆ０． ０５（２，２）＝ １９． ００。

方差来源
加水倍数
提取时间
提取次数
误差

偏差平方和
７． ６４２
１． ２９２
８６． ０９３
２． ３１

自由度
２
２
２
２

Ｆ值
３． ３１４
０． ５６０
３７． ３３４

Ｆ临界值
１９． ０００
１９． ０００
１９． ０００

显著性
Ｐ ＞ ０． ０５
Ｐ ＞ ０． ０５
Ｐ ＜ ０． ０５
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