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多指标正交试验优选葆肾合剂最佳提取工艺

冯子芳，袁晓航，陈晓伟，费倩倩，费逸明△

（南京中医药大学附属无锡市中医医院，江苏 无锡 ２１４０００）
摘要：目的 优选葆肾合剂的最佳提取工艺。方法 选择浸泡时间、加水量、煎煮时间、煎煮次数为影响因素进行正交试验设计，以葆肾

合剂有效成分含量和浸膏得率为评价指标，采用多指标综合评分确定最佳提取工艺。结果 最佳提取工艺为加１０倍量水，浸泡３０ｍｉｎ，
煎煮３次，每次２．０ｈ。结论 该提取工艺稳定、可行，重复性好，可用于葆肾合剂的生产。

关键词：葆肾合剂；正交试验；多指标综合评分；提取工艺
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药材

芡实

黄芪

米仁根

金樱子

覆盆子

炒僵蚕

厂家

江苏苏轩堂药业有限公司

南京海源中药饮片有限公司

江苏东方慧医华康中药饮片有限公司

江苏苏轩堂药业有限公司

苏州春晖堂药业有限公司

江苏东方慧医华康中药饮片有限公司
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１．绿原酸 ２．鞣花酸 ３．毛蕊异黄酮葡萄糖苷

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．缺黄芪阴性对照品溶液 Ｄ．缺覆盆子阴性对照品溶液 Ｅ．缺石韦阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

表１ 中药饮片产品信息

葆肾合剂是治疗早中期慢性肾脏病的经验方，由芡

实、黄芪、石韦、金樱子、覆盆子等组方，补肾兼顾健脾，

以补后天而实先天，固摄之时不忘清利，摄而不滞，利而

不伤。中药制剂通过多成分、多靶点协同发挥整体药效，

因此，多指标综合评分是优化提取工艺的重要方法犤１－２犦。芡

实益肾固摄犤３－４犦，黄芪益气固摄，米仁根清利湿热，但相

关研究少，故不选择其作为含量测定的成分。黄芪中毛

蕊异黄酮葡萄糖苷为其有效成分，相关检测手段成熟，

分离度好犤５－７犦。覆盆子中的鞣花酸、石韦中的绿原酸均

为药材主要有效成分，理化性质稳定。故选择毛蕊异黄

酮葡萄糖苷、鞣花酸、绿原酸作为含量测定指标成分。本

试验中以有效成分含量和浸膏得率为考察指标，采用多

指标综合评分方法犤８犦优选最佳提取工艺，明确葆肾合剂

的物质基础。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型高效液相色谱仪，包括 ＤＡＤ二极管

阵列检测器牗美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ型电子
天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，精度为十万分之一）；ＫＱ－１００型
超声波清洗机（昆山市超声仪器有限公司，功率为１００Ｗ，
频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品（批号为 １１１９２０－
２０１６０６），鞣花酸对照品（批号为 １１１９５９－２０１６０２），绿
原酸对照品（批号为 １１０７５３－２０１８１７），均购自中国食
品药品检定研究院；中药饮片（产品信息见表１）经无锡
市中医医院副主任中药师胡敏敏鉴定为合格品；葆肾合

剂（医院制剂，批号分别为１９１２０１，１９１２０２，１９１２０３）；乙

腈为色谱纯，水为超纯水，其余试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 含量测定
２．１．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
柱温：３０℃；流动相：乙腈（Ａ）－０．２％磷酸溶液（Ｂ），梯
度洗脱，０～１０ｍｉｎ时 ９２％Ｂ，１０～１２ｍｉｎ时 ９２％Ｂ→
８９％Ｂ，１２～５０ｍｉｎ时 ８９％Ｂ；检测波长：３２６ｎｍ（绿原
酸），２５４ｎｍ（鞣花酸和毛蕊异黄酮葡萄糖苷），采用双波
长检测；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ。在此色谱条
件下，毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰、鞣花酸峰和绿原酸峰与

其他峰达基线分离。色谱图见图１。
２．１．２ 溶液制备

取毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿原酸对照品适

量，精密称定，加甲醇溶解，配制成含毛蕊异黄酮葡萄糖

苷 ３２μｇ／ｍＬ、鞣花酸 １５７．８μｇ／ｍＬ、绿原酸 ５３μｇ／ｍＬ
的混合对照品溶液。精密量取 ３批样品（批号分别为
１９１２０１，１９１２０２，１９１２０３）１．５ｍＬ，置 ５ｍＬ容量瓶中，加
甲醇稀释至刻度，超声（功率为 １００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）
１０ｍｉｎ，放冷，加甲醇定容，摇匀，用 ０．２２μｍ微孔滤膜

·实验研究·
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水平

１
２
３

因素 Ａ（ｈ）

１．０
１．５
２．０

因素 Ｂ（次）

１
２
３

因素 Ｃ（倍）

８
１０
１２

因素 Ｄ（ｍｉｎ）

３０
４５
６０

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

因素 Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

６５．０７
７４．７８
７６．０１
１０．９４

因素 Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

４３．９２
８２．０５
８９．８９
４５．９６

因素 Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

６９．８６
７２．０９
７３．９１
４．０５

因素 Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

７６．８２
６９．２９
６９．７５
７．５２

Ⅰ（％）

１１．３１
１４．５８
１６．５０
１２．３１
１６．７２
１７．３５
１３．０６
１６．５３
１８．３８

Ⅱ（ｍｇ／ｇ）

０．１９
０．５５
０．５３
０．２１
０．５９
０．６０
０．２２
０．４９
０．６７

Ⅲ（ｍｇ／ｇ）

０．２８
０．６２
０．７８
０．３９
０．８０
０．５９
０．３７
０．６７
０．７６

Ⅳ（ｍｇ／ｇ）

０．３４
０．５３
０．７６
０．３３
１．０６
１．０６
０．４０
０．９４
１．１９

Ⅴ牗分牘

３９．８１
７２．６４
８２．７６
４４．６８
９１．７０
８７．９６
４７．２８
８１．８２
９８．９４

表２ 线性关系考察结果

成分

毛蕊异黄酮葡萄糖苷

鞣花酸

绿原酸

回归方程

Ｙ＝２９．３７Ｘ－１．６２
Ｙ＝８５．０２Ｘ－２２０．９４
Ｙ＝１５．７６Ｘ－４．８７

线性范围（μｇ／ｍＬ）

１．６０～１９．２０
７．８９～９４．６８
２．６５～３１．８０

相关系数牗ｒ牘

０．９９９０
０．９９９９
０．９９９８

表３ 正交试验因素水平表滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按葆肾合剂制备工

艺，分别制备缺黄芪、缺覆盆子、缺石韦的阴性样品，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

线性关系考察：分别精密移取上述混合对照品溶液

适量，加甲醇溶解，稀释成不同质量浓度的混合对照品

溶液，０．２２μｍ微孔滤膜滤过，分别精密吸取 １０μＬ，注
入液相色谱仪，按拟订色谱条件进样测定，记录峰面积，

以各对照品质量浓度（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐
标绘制标准曲线。结果见表２。

精密度试验：取同一对照品溶液适量，连续进样６次，
记录毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿原酸的峰面积。

结果的 ＲＳＤ分别为０．４４％，０．２７％，０．３３％（ｎ＝６），表
明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为１９１２０２）适量，依法平
行制备 ６份供试品溶液。精密吸取 １０μＬ分别进样测
定。结果毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿原酸峰面积

的 ＲＳＤ分别为１．７２％，２．０９％，１．４２％（ｎ＝６），表明方
法重复性良好。

稳定性试验：取重复性试验项下同一供试品溶液，分

别于 ０，１，２，４，８，１６ｈ时按拟订色谱条件进样测定，每
次 １０μＬ。结果毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿原酸
峰面积的 ＲＳＤ分别为０．７９％，１．９８％，２．６３％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在１６ｈ内稳定。

加样回收试验：精密量取样品（批号为 １９１２０２）
０．７５ｍＬ，按１∶１（供试品溶液和混合对照品溶液中有效
成分质量比）精密加入混合对照品溶液０．５ｍＬ，依法平
行制备 ６份供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，记
录峰面积。结果毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿原酸

的平均加样回收率分别为９８．１５％，９７．０８％，９７．８２％，
ＲＳＤ分别为２．５１％，２．１９％，２．５２％（ｎ＝６）。
２．２ 正交试验设计

试验方案：按处方量称取全方药材，共７２．５ｇ，分别
取９份。以毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿原酸的量
为有效成分指标，采用正交设计试验 Ｌ９（３４），考察煎煮
时间（因素 Ａ）、煎煮次数（因素 Ｂ）、加水量（因素 Ｃ）和
浸泡时间（因素 Ｄ）对提取效果的影响，因素水平见
表 ３。按正交试验方案，过滤、合并提取液，滤液浓缩至
２００ｍＬ，得９个正交试验的样品溶液。

浸膏得率测定：精密量取样品溶液 ２５ｍＬ，置干燥

至恒定质量的蒸发皿中，水浴蒸干，于 １０５℃烘箱中干
燥至恒重。结果见表４。

有效成分含量测定：依法制备供试品溶液，按拟订

色谱条件，分别测定９份正交试验供试品溶液中毛蕊异
黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿原酸含量，各成分的质量分

数以各单味药材投料量计，如鞣花酸质量分数＝鞣花酸
提出量（ｍｇ）／覆盆子投料量（ｇ）。结果见表４。

综合评价及结果分析：以有效成分的质量分数和浸

膏得率进行综合评分，评分时以各指标的试验最大值为

参照，将数据进行归一化，再给以不同权重犤９犦，参考君臣

佐使分配权重，综合评分 ＝（样品浸膏得率 ／样品中最
大浸膏得率）×３０％×１００＋（样品毛蕊异黄酮葡萄糖苷
质量分数／样品中最高毛蕊异黄酮葡萄糖苷质量分数）×
３０％×１００＋（样品鞣花酸质量分数 ／样品中最高鞣花
酸质量分数）×２０％×１００＋（样品绿原酸质量分数 ／样
品中最高绿原酸质量分数）×２０％×１００，综合评分越
高，表明提取效果越好。以综合评分对试验结果进行直

观分析和方差分析犤１０犦，结果见表４和表５。由表４可见，
各因素影响顺序为煎煮次数 ＞煎煮时间 ＞浸泡时间 ＞
加水量；Ａ３＞Ａ２＞Ａ１，Ｂ３＞Ｂ２＞Ｂ１，Ｃ３＞Ｃ２＞Ｃ１，Ｄ１＞Ｄ３＞Ｄ２，优
选水平组合为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１。由表５可见，煎煮次数对提取影响
显著（Ｐ＜０．０５），而加水量、煎煮时间和浸泡时间均无显
著影响。故确定最佳工艺为加 １０倍量水，浸泡 ３０ｍｉｎ，
提取３次，每次２．０ｈ。

表４ 水提工艺正交试验结果

注：Ⅰ为浸膏得率，Ⅱ为毛蕊异黄酮葡萄糖苷，Ⅲ为鞣花酸，

Ⅳ为绿原酸，Ⅴ为综合评分。表６同。
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方差来源

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
误差

偏差平方和

２１５．５６
３６２７．８９
２４．６８
１０６．７０
２４．６８

自由度

２
２
２
２
２

Ｆ比

８．７３
１４６．９９
１．００
４．３２

Ｆ临界值

１９．００
１９．００
１９．００
１９．００

Ｐ
＞０．０５
＜０．０５
＞０．０５
＞０．０５

序号

１
２
３
Ｘ

毛蕊异黄酮葡萄糖（ｍｇ／ｇ）

１．０６
１．０６
１．０４
１．０５

鞣花酸（ｍｇ／ｇ）

１．１８
１．１７
１．１７
１．１７

绿原酸（ｍｇ／ｇ）

２．４５
２．３５
２．４０
２．４０

浸膏得率（％）

２１．０９
２１．２０
２０．６１
２０．９７

表５ 方差分析结果

注：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００，Ｆ０．０１（２，２）＝９９．００。

表６ 最佳工艺验证试验结果（ｎ＝３）
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２．３ 验证试验
为验证工艺的合理性和稳定性，需进行验证试

验犤１１犦。按处方比例称取 ３份药材 ７２．５ｇ，加 １０倍量水
浸泡３０ｍｉｎ，回流提取３次，每次２．０ｈ，合并滤液，浓缩至
２００ｍＬ。测得浸膏得率和毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸、
绿原酸含量见表 ６。毛蕊异黄酮葡萄糖苷、鞣花酸和绿
原酸含量的 ＲＳＤ分别为１．６６％，０．７９％，２．１０％（ｎ＝３），
表明工艺稳定可行、重复性好。

３ 讨论

多指标综合评价是优化中药复方提取工艺的重要

手段，设计正交试验优化提取工艺时，根据影响因素对

提取工艺的贡献大小分配不同的权重系数犤１２－１３犦。黄芪

为方中臣药，而毛蕊异黄酮葡萄糖苷为《中国药典》规定

的含量测定成分，给予其３０％的权重；覆盆子中鞣花酸
类化合物具有抗氧化、抗菌等作用犤１４犦，给予 ２０％的权
重；石韦中绿原酸有抗菌、降压等作用犤１５犦，给予 ２０％的
权重；同时，浸膏得率也是提取工艺考察的重要指标，故

将其权重设为３０％。这既保证了数据指标的全面性，又
根据各指标的影响程度给予了不同的侧重，保证分析结

果合理、科学犤１６犦。

通过查阅文献及多次预试验摸索，本试验中采用双

波长切换的方法，实现了同时测定葆肾合剂中３种有效
成分。通过对比不同流动相系统对分离效果的影响，选

择了乙腈 －水、乙腈 －０．２％磷酸溶液、乙腈 －０．２％甲
酸溶液等流动相。结果表明，选择乙腈－０．２％磷酸溶液
为流动相，梯度洗脱时，所测成分各峰与其他峰有良好

的分离度。利用 ３种不同品牌的色谱柱 ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅ
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）对 ３种成分进行了含量测
定，分离度较好。经方法学考察证实，该方法可达到有效

成分分离测定的要求，且准确、可靠。

在葆肾合剂提取工艺的试验研究中，充分考虑了君

臣佐使的配伍原则、主要成分的化学性质及规模化生产

的要求，采用多指标综合评分法，优选最佳提取工艺，并

进行了验证，避免了单一因素对中药复方提取影响的局

限性和片面性。
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