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摘要： 目的　 优化昆葵保肾颗粒提取工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以加水量、 提取时间、 浸泡时间为影响因

素， 莫诺苷、 马钱苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 芒柄花

苷、 毛蕊异黄酮、 芒柄花黄素含量及干膏率的综合评分为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 结果　 最

佳条件为加水量 １０倍， 提取时间 ４０ ｍｉｎ， 浸泡时间 ２０ ｍｉｎ， 综合评分为 １􀆰 ４５２分。 结论　 该方法稳定可靠， 可为昆葵

保肾颗粒后期开发和应用提供依据， 也能为其他医疗机构中药制剂研究提供思路。
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　 　 糖尿病肾病是糖尿病导致终末期肾脏病、 心血管死亡

的主要原因之一［１⁃２］ ， 本病发病初期较隐匿， 至中后期出现

大量蛋白尿、 肾功能衰竭等［３⁃４］ 。 昆葵保肾方为江苏省名中

医余江毅教授临床经验方， 由黄蜀葵花、 火把花根、 黄芪、
酒萸肉组成， 具有减轻蛋白尿、 保护肾功能、 逆转糖尿病

肾病等作用， 但本方还停留在临床应用阶段， 无法大规模

生产， 故将其开发成医疗机构制剂。
目前， 中药提取工艺研究以选择指标成分含量较高的

工艺参数为主， 并未与临床汤剂进行比较， 后者经多年临

床应用证实了其安全性、 有效性， 但一味地追求某一含量

较高的工艺参数则忽略了中药多成分之间的协同作用， 并

且往往采用砂锅、 陶罐进行煎煮， 其工艺参数无法直接应

用于多功能提取罐等工业化生产设备， 故实现现代提取工

艺与传统制法的质量一致性是中药制剂开发的关键［５⁃８］ 。 本

实验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化昆葵保肾颗粒提取工

艺， 以期为该制剂研发提供参考依据、 技术支持。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００高效液相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）； ＢＰ⁃２１１Ｄ 电子分析天平 （德国赛多利斯公司）；
ＳＫ６２００Ｈ超声仪 （上海科导超声仪器有限公司）； ＨＨ⁃６ 数

显恒温水浴锅 （常州国华仪器制造有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 所有对照品均购于南京聚康医药化工有

限公司， 纯度均≥９８％ ， 其中金丝桃苷批号 ２２０５２２， 异槲

皮苷 批 号 ２２０３１７， 棉 花 皮 素⁃８⁃Ｏ⁃葡 萄 糖 醛 酸 苷 批 号

２２０４２１， 表儿茶素批号 ２２０４２１， 毛蕊异黄酮批号 ２２０４０５，
毛蕊异黄酮葡萄糖苷批号 ２２０５０９， 芒柄花苷批号 ２２０３１４，
芒柄花黄素批号 ２２０３１４， 莫诺苷批号 ２２０５１０， 马钱苷批号

２２０４１２。 黄蜀葵花 （批号 ２２０８０５， 产地安徽）、 酒萸肉

（批号 ２２０８０１， 产地河南） 均购于马鞍山井泉中药饮片有

限公司， 火把花根 （批号 ２０２２０９０１⁃０１， 产地云南）、 黄芪

（批号 ２０２２０８０１⁃０１， 产地甘肃） 均购于贵州同德药业股份

有限公司， 经南京中医药大学附属医院主任中药师刘志辉

鉴定为正品， 符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 及地方标准要

求。 乙腈为色谱纯 （美国 Ｔｅｄｉａ公司）； 其余试剂均为分析

纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 临床汤剂制备 　 依据 《医疗机构中药煎药室管理规

范》 ［９］及江苏省中医院草药煎服须知， 按处方比例称取黄

蜀葵花 ３０ ｇ、 火把花根 １５ ｇ、 黄芪 ３０ ｇ、 酒萸肉 １０ ｇ， 第一

煎加水超过液面 ３～５ ｃｍ， 浸泡 ３０ ｍｉｎ， 煮沸后小火煎煮 ３０
ｍｉｎ； 第二煎加水至药面， 煮沸后小火煎煮 ２０ ｍｉｎ， 纱布趁

热过滤， 合并 ２次煎液， 混匀， 即得。
２􀆰 ２　 指标成分含量测定　 采用 ＨＰＬＣ法。
２􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８色谱柱 （２５０
ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ４ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 磷酸 （Ｂ），
梯度洗脱 （０～５ ｍｉｎ， ７％ Ａ； ５～ ２２ ｍｉｎ， ７％ ～ １７％ Ａ； ２２～
４０ ｍｉｎ， １７％ Ａ； ４０ ～ ５５ ｍｉｎ， １７％ ～ ６０％ Ａ； ５５ ～ ６０ ｍｉｎ，
６０％ ～８０％ Ａ； ６０～７０ ｍｉｎ， ８０％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２４０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 精密称取各对照品适量， 置于

２５ ｍＬ量瓶中， 甲醇定容， 得到金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉

花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮、 毛蕊

异黄酮葡萄糖苷、 芒柄花苷、 芒柄花黄素、 莫诺苷、 马钱

苷对照品质量浓度分别为 ０􀆰 ４０４、 ０􀆰 ４００、 ０􀆰 ３５０、 ０􀆰 ３９６、
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０􀆰 ４１１、 ０􀆰 ３５４、 ０􀆰 ４０６、 ０􀆰 ４０７、 ０􀆰 ４００、 ０􀆰 ４０５ ｍｇ ／ ｍＬ 的贮

备液， 分别精密吸取适量， 置于同一 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇

定容， 即得 （各成分质量浓度分别为 ２７􀆰 ７４２、 １５􀆰 ５２０、
３４􀆰 ６４５、 ６􀆰 １７８、 ０􀆰 １２２、 ２􀆰 １９５、 ０􀆰 ８１１、 ０􀆰 ０７０、 １５􀆰 １８５、
８􀆰 ３４７ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取临床汤剂、 各试验号样品各 １
ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇溶解定容至刻度， 过 ０􀆰 ２２
μｍ微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ４　 系统适用性试验　 取供试品、 对照品溶液适量， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果见图 １。 由此可知，
对照品、 供试品溶液在同一保留时间内有对应成分色谱峰，
并且与相邻峰之间的分离度较好 （均大于 １􀆰 ５）， 表明该方

法系统适用性良好。

注： Ａ为供试品， Ｂ为对照品。
１． 莫诺苷　 ２． 马钱苷　 ３． 表儿茶素　 ４． 毛蕊异黄酮葡萄糖苷　
５． 金丝桃苷　 ６． 异槲皮苷　 ７． 棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷

８． 芒柄花苷　 ９． 毛蕊异黄酮　 １０． 芒柄花黄素

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ２􀆰 ５　 线性关系考察　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下对照品溶液适量，
甲醇依次稀释成 ６个质量浓度， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵

坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表 １， 可知各成分在各自范围

内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

成分 回归方程 Ｒ２
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
莫诺苷 Ｙ＝１２􀆰 ８３７Ｘ－７􀆰 ９７３ １ ０􀆰 ９９９ ９ ２􀆰 ４９８～７９􀆰 ９２０
马钱苷 Ｙ＝１１􀆰 ７４４Ｘ－２􀆰 ４７０ １ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ６３３～２０􀆰 ２６０

表儿茶素 Ｙ＝６􀆰 ４１６９Ｘ－１􀆰 ６５６ ２ ０􀆰 ９９９ ４ ０􀆰 ６１９～１９􀆰 ８００
毛蕊异黄酮葡萄糖苷 Ｙ＝２４􀆰 ０３９Ｘ－１􀆰 ６７２ １ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ５１４～１６􀆰 ４４８

金丝桃苷 Ｙ＝１５􀆰 ９３４Ｘ－５􀆰 ９７７ ６ ０􀆰 ９９９ ９ １􀆰 ２６４～４０􀆰 ４４０
异槲皮苷 Ｙ＝１７􀆰 ９９３Ｘ－６􀆰 ３０７ ５ ０􀆰 ９９９ ９ １􀆰 ２５０～４０􀆰 ０００

棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷 Ｙ＝１５􀆰 １９９Ｘ－６􀆰 ９３０ ３ ０􀆰 ９９９ ９ ２􀆰 １８５～６９􀆰 ９２０
芒柄花苷 Ｙ＝２８􀆰 ５６６Ｘ－０􀆰 ６８４ ６ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 １２７～４􀆰 ０５６

毛蕊异黄酮 Ｙ＝４７􀆰 ３０８Ｘ－０􀆰 ４７４ １ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０３２～１􀆰 ０２８
芒柄花黄素 Ｙ＝５０􀆰 ６５１Ｘ－０􀆰 ３１８ ９ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０３２～１􀆰 ０１７

２􀆰 ２􀆰 ６　 精密度试验　 取 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下临床汤剂适量， 在

“２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得莫诺苷、 马钱

苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、 金丝桃苷、 异槲皮

苷、 棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 芒柄花苷、 毛蕊异黄

酮、 芒柄花黄素峰面积 ＲＳＤ分别为 １􀆰 ４０％ 、 ０􀆰 ３７％ 、 １􀆰 ９４％ 、
０􀆰 ９６％ 、 ０􀆰 ３６％ 、 ０􀆰 ３７％ 、 ０􀆰 ３０％ 、 １􀆰 １６％ 、 ２􀆰 ０２％ 、 ２􀆰 ３４％ ， 表

明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ７　 稳定性试验　 取 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下临床汤剂适量， 于

０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 测得莫诺苷、 马钱苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮葡萄糖

苷、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、
芒柄花苷、 毛蕊异黄酮、 芒柄花黄素峰面积 ＲＳＤ 分别为

２􀆰 １５％ 、 １􀆰 ０６％ 、 ２􀆰 ０３％ 、 ０􀆰 ６７％ 、 ０􀆰 ８４％ 、 １􀆰 ６５％ 、 １􀆰 ０９％ 、
１􀆰 ０２％ 、 ２􀆰 ８１％ 、 ２􀆰 ５２％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ８　 重复性试验　 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份

供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得

莫诺苷、 马钱苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、 金丝

桃苷、 异槲皮苷、 棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 芒柄花

苷、 毛蕊异黄酮、 芒柄花黄素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 １７％ 、
１􀆰 １３％ 、 １􀆰 ８３％ 、 １􀆰 ３３％ 、 ０􀆰 ９３％ 、 １􀆰 ７７％ 、 １􀆰 ５８％ 、 １􀆰 ２９％ 、
２􀆰 １１％ 、 ２􀆰 ３６％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ９　 加样回收率试验　 取临床汤剂 ０􀆰 ５ ｍＬ， 共 ６份， 按

１００％ 水平加入对照品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品

溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回收率。
结果， 莫诺苷、 马钱苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、
金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 芒柄

花苷、 毛蕊异黄酮、 芒柄花黄素平均加样回收率分别为

９６􀆰 ６９％ 、 ９６􀆰 １８％ 、 １００􀆰 ３３％ 、 ９９􀆰 ６３％ 、 １０４􀆰 ４６％ 、 １００􀆰 ７９％ 、
１０２􀆰 ９７％ 、 １００􀆰 ２３％ 、 １００􀆰 ９２％ 、 １００􀆰 １０％ ， ＲＳＤ分别为 ２􀆰 ４２％ 、
１􀆰 ３７％ 、 ２􀆰 １８％ 、 ２􀆰 ４２％ 、 １􀆰 ４９％ 、 １􀆰 ９２％ 、 ２􀆰 ０２％ 、 ２􀆰 ５１％ 、
２􀆰 ２９％ 、 ２􀆰 ２４％ 。
２􀆰 ３　 干膏率测定　 取适量提取液至蒸发皿中， 水浴蒸干，
置于 １０５ ℃烘箱中干燥 ３ ｈ至恒重， 再放到干燥器中冷却 ３０
ｍｉｎ， 精密称定质量， 计算干膏率， 公式为干膏率＝ ［ （浸膏

质量×样品总体积） ／ （饮片质量×取样量） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ４　 提取工艺优化

２􀆰 ４􀆰 １　 单因素试验 　 影响提取效果的主要因素包括加水

量、 浸泡时间、 提取时间、 提取次数［１０］ ， 其中提取次数为

非连续变量， 不宜作为 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化的考察

因素， 故根据实际生产情况固定为 ２次［１１］ 。 本实验以加水

量 （６、 ８、 １０、 １２ 倍）、 浸泡时间 （０、 ２０、 ４０、 ６０ ｍｉｎ）、
提取时间 （３０、 ４５、 ６０、 ７５ ｍｉｎ） 为影响因素进行单因素

试验， 测定各指标成分含量、 干膏率， 计算其综合评分，

公式为综合评分 ＝ １

１１ －∑ｐ

ｉ ＝ ａ

ｎｉ

Ｘｉ

， 其中
ｎｉ

Ｘｉ
为第 ｎ （ｎ＝

１， ２， ３， …， １７） 个试验样品的 ｉ 指标 （指标成分含量、
干膏率） 与 Ｘ 实验组 ｉ 指标的比值， 结果见图 ２。 由此可

知， 随着加水量增加综合评分呈升高趋势， １０ 倍后趋于平

缓， 故以 １０倍量水为中心点； 随着浸泡、 提取时间延长综

合评分呈升高⁃平缓⁃降低的趋势， 从实际生产中的节能省

时角度出发， 以 ２０ ｍｉｎ为浸泡时间中心点， ４５ ｍｉｎ 为提取

时间中心点。
２􀆰 ４􀆰 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法 　 在单因素试验基础上， 固

定提取次数 ２次， 以加水量 （Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 浸泡时

间 （Ｃ） 为影响因素， 综合评分 （Ｍ） 为评价指标， 采用
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图 ２　 加水量 （Ａ）、 浸泡时间 （Ｂ）、 提取时间 （Ｃ） 单因素试验结果

Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０软件建立三因素三水平试验［１２］ ， 因素水

平见表 ２， 结果见表 ３。
表 ２　 因素水平

水平 Ａ 加水量 ／倍 Ｂ 提取时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 浸泡时间 ／ ｍｉｎ
－１ ８ ３０ ０
０ １０ ４５ ２０
１ １２ ６０ ４０

　 　 将表 ３数据导入 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １２􀆰 ０软件进行多元二次回

归拟合， 得方程为 Ｍ＝１􀆰 ４３０ ０－０􀆰 ０４９ ９Ａ－０􀆰 １３９ ３Ｂ－０􀆰 ００８ ４Ｃ
－０􀆰 １０３ ７ＡＢ－０􀆰 ０５４ ０ＡＣ＋０􀆰 ２５５ ７ＢＣ－０􀆰 ５９８ ７Ａ２ －０􀆰 ３２３ ９Ｂ２ －
０􀆰 ５６３ ２Ｃ２ （Ｒ２ ＝０􀆰 ９８５ ６）， 方差分析见表 ４。 由此可知， 模

型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具有高度显著性； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明模型拟

合度较高， 误差较小， 可用于预测分析； 因素 Ｂ、 ＢＣ、 Ａ２、
Ｂ２、 Ｃ２ 有显著或极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 ３　 试验设计与结果

试验号
Ａ 加水

量 ／倍
Ｂ 提取

时间 ／ ｍｉｎ
Ｃ 浸泡

时间 ／ ｍｉｎ
含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

ａ ｂ ｃ ｄ ｅ ｆ ｇ ｈ ｊ ｋ
ｐ ／ ％

Ｍ 综合

评分 ／分
Ｘ － － － １􀆰 ４６７ ０􀆰 ８０５ ０􀆰 ５９７ ０􀆰 ２１１ ２􀆰 ６７６ １􀆰 ６８８ ３􀆰 ３４２ ０􀆰 ０８０ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ００７ ２４􀆰 １６８ —

１ １２ ４５ ４０ １􀆰 ３７０ １􀆰 ０３３ ０􀆰 ７８４ ０􀆰 １４６ ２􀆰 ６４０ １􀆰 ５３６ ２􀆰 ７４４ ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０８４ ０􀆰 ０１４ ３６􀆰 ４６６ ０􀆰 １３７

２ １０ ６０ ４０ １􀆰 ２８５ ０􀆰 ８１３ ０􀆰 ７７１ ０􀆰 １５４ ２􀆰 ４８５ １􀆰 ３６５ ２􀆰 ５９４ ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ００７ ２７􀆰 ９７１ ０􀆰 ２９１

３ ８ ３０ ２０ １􀆰 ２３９ ０􀆰 ８７１ ０􀆰 ８１５ ０􀆰 １８４ ２􀆰 ４３２ １􀆰 ４５７ ２􀆰 ７０７ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０６６ ０􀆰 ０１０ ３０􀆰 ３９５ ０􀆰 ２０２

４ １０ ４５ ２０ １􀆰 ３０２ ０􀆰 ６５７ ０􀆰 ６０９ ０􀆰 １６５ ２􀆰 ２６７ １􀆰 ３６７ ２􀆰 ５４１ ０􀆰 ０７４ ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ０１０ ２６􀆰 ０３５ ０􀆰 ４５８

５ １０ ３０ ０ １􀆰 ４１７ ０􀆰 ９５０ ０􀆰 ７３５ ０􀆰 ２６４ ２􀆰 ５１２ １􀆰 ６０６ ２􀆰 ９５３ ０􀆰 ０７７ ０􀆰 ０１６ ０􀆰 ０１０ ２７􀆰 ８４８ ０􀆰 ７４７

６ １２ ６０ ２０ １􀆰 １８３ ０􀆰 ８１５ ０􀆰 ７６０ ０􀆰 １５７ ２􀆰 ６１０ １􀆰 ５７６ ２􀆰 ７８５ ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ０９２ ０􀆰 ０１３ ３０􀆰 ４６３ ０􀆰 １３８

７ １０ ４５ ２０ １􀆰 ６７１ １􀆰 １２２ ０􀆰 ９４８ ０􀆰 １７４ ３􀆰 ３５１ １􀆰 ９２０ ３􀆰 ５９４ ０􀆰 ０６３ ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ０１３ ３１􀆰 ４３８ ０􀆰 ３１３

８ １０ ４５ ２０ １􀆰 ３４７ ０􀆰 ７０６ ０􀆰 ６９２ ０􀆰 ２１０ ２􀆰 ６９９ １􀆰 ５０８ ３􀆰 ０８９ ０􀆰 １４０ ０􀆰 ０１４ ０􀆰 ００９ ２９􀆰 ７１２ ０􀆰 ７６４

９ ８ ４５ ０ １􀆰 ４０８ ０􀆰 ６８８ ０􀆰 ７１２ ０􀆰 １７３ ２􀆰 ８６９ １􀆰 ６８７ ３􀆰 ２０７ ０􀆰 ０５９ ０􀆰 ０３８ ０􀆰 ０１１ ２８􀆰 ５９４ ０􀆰 ３７３

１０ １２ ３０ ２０ １􀆰 ２５５ ０􀆰 ８５１ ０􀆰 ７１１ ０􀆰 １６８ ２􀆰 ４８８ １􀆰 ４１５ ２􀆰 ６０９ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ００７ ２４􀆰 ６３７ １􀆰 ４６２

１１ １０ ６０ ０ １􀆰 ２８４ ０􀆰 ７０４ ０􀆰 ６３５ ０􀆰 １９４ ２􀆰 ３５２ １􀆰 ４０５ ３􀆰 １１８ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 ００９ ２５􀆰 ００６ ０􀆰 ６７１

１２ ８ ４５ ４０ １􀆰 ２０２ ０􀆰 ８８９ ０􀆰 ６０３ ０􀆰 １５９ ２􀆰 ３７０ １􀆰 ４９４ ２􀆰 ７５９ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ００７ ２４􀆰 ８４２ １􀆰 ３５９

１３ １２ ４５ ０ ０􀆰 ９３２ ０􀆰 ６１６ ０􀆰 ５３３ ０􀆰 １２０ １􀆰 ８２８ １􀆰 ０５５ １􀆰 ９２１ ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ００７ ２２􀆰 ２３２ ０􀆰 ３３１

１４ ８ ６０ ２０ １􀆰 ３１８ ０􀆰 ９０１ ０􀆰 ７３５ ０􀆰 １７２ ２􀆰 ４６７ １􀆰 ３７２ ３􀆰 ０８３ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０１９ ０􀆰 ０１０ ２５􀆰 ３３１ １􀆰 ４９９

１５ １０ ４５ ２０ １􀆰 ４２３ ０􀆰 ７２２ ０􀆰 ７０２ ０􀆰 １６４ ２􀆰 ８３３ １􀆰 ６２４ ３􀆰 ０５１ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ０１０ ２８􀆰 ０７７ ０􀆰 ８５０

１６ １０ ４５ ２０ １􀆰 ２４７ ０􀆰 ８６６ ０􀆰 ６２２ ０􀆰 １５７ ２􀆰 ５０４ １􀆰 ４０１ ２􀆰 ５３６ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０１４ ０􀆰 ００８ ２４􀆰 ４９６ １􀆰 ４５９

１７ １０ ３０ ４０ １􀆰 ２３６ ０􀆰 ８４４ ０􀆰 ６９８ ０􀆰 １６３ ２􀆰 ４９９ １􀆰 ４５３ ２􀆰 ６２１ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ００８ ２５􀆰 ０１４ １􀆰 ３７２

　 　 注： ａ、 ｂ、 ｃ、 ｄ、 ｅ、 ｆ、 ｇ、 ｈ、 ｊ、 ｋ、 ｐ分别为莫诺苷、 马钱苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉花皮素⁃８⁃
Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 芒柄花苷、 毛蕊异黄酮、 芒柄花黄素含量及干膏率。

　 　 响应面分析见图 ３。 由此可知， 沿 Ｂ 轴的坡度与沿 Ａ
轴的相比较陡， 表明提取时间对综合评分的影响比加水量

大； 沿 Ａ轴的坡度略陡于沿 Ｃ 轴的， 表明与浸泡时间相比

加水量对综合评分的影响稍大； 沿 Ｂ 轴的坡度大于沿 Ｃ 轴

的， 表明提取时间对综合评分的影响大于浸泡时间， 与方

差分析结果一致。 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １２􀆰 ０ 软件， 得到最优

工艺为加水量 ９􀆰 ９６ 倍， 煎煮时间 ４１􀆰 ４６ ｍｉｎ， 浸泡时间

１８􀆰 ８０ ｍｉｎ， 结合实际生产需求， 将其修正为加水量 １０ 倍，
煎煮时间 ４０ ｍｉｎ， 浸泡时间 ２０ ｍｉｎ， 综合评分为 １􀆰 ４４７分。

２􀆰 ５　 验证试验 　 按 “２􀆰 ４” 项下优化工艺制备 ３ 批样品，
进行验证试验， 结果见表 ５。 由此可知， 平均综合评分为

１􀆰 ４５２分， 与预测值 （１􀆰 ４４７ 分）接近（相对误差＜１􀆰 ０％ ），
表明该工艺稳定可靠， 模型预测性良好。
３　 讨论

本实验通过前期文献调研及网络药理学研究， 明确了

昆葵保肾颗粒中 １０ 种与糖尿病肾病密切相关的指标成分，
其中黄蜀葵花中棉花皮素⁃８⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 金丝桃苷、
异槲皮苷可通过抑制 ＮＡＤＰＨ ／ ＲＯＳ ／ ＥＲＫ 信号通路来改善大
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表 ４　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ４􀆰 １３０ ０ ９ ０􀆰 ４５９ ３ ５３􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 ０１９ ９ １ ０􀆰 ０１９ ９ ２􀆰 ３０ ０􀆰 １７２ ９
Ｂ ０􀆰 １５５ ２ １ ０􀆰 １５５ ２ １７􀆰 ９３ ０􀆰 ００３ ９
Ｃ ０􀆰 ０００ ６ １ ０􀆰 ０００ ６ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ８０５ ８
ＡＢ ０􀆰 ０４３ ０ １ ０􀆰 ０４３ ０ ４􀆰 ９７ ０􀆰 ０６１ １
ＡＣ ０􀆰 ０１１ ７ １ ０􀆰 ０１１ ７ １􀆰 ３５ ０􀆰 ２８３ ８
ＢＣ ０􀆰 ２６１ ６ １ ０􀆰 ２６１ ６ ３０􀆰 ２２ ０􀆰 ０００ ９
Ａ２ １􀆰 ５１０ ０ １ １􀆰 ５１０ ０ １７４􀆰 ３２ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ０􀆰 ４４１ ８ １ ０􀆰 ４４１ ８ ５１􀆰 ０４ ０􀆰 ０００ ２
Ｃ２ １􀆰 ３４０ ０ １ １􀆰 ３４０ ０ １５４􀆰 ２８ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ０􀆰 ０６０ ６ ７ ０􀆰 ００８ ７ — —
失拟度 ０􀆰 ０４５ ６ ３ ０􀆰 ０１５ ２ ４􀆰 ０７ ０􀆰 １０４ ４
纯误差 ０􀆰 ０１５ ０ ４ ０􀆰 ００３ ７ — —
总误差 ４􀆰 １９０ ０ １６ — — —

鼠肾小管间质纤维化［１３⁃１４］ ； 王丽娟等［１５］研究表明， 火把花

根片可升高 ＨＧＦ 水平， 下调 ＴＧＦ⁃β１ 水平； 黄芪中毛蕊异

黄酮可显著下调 ＤＫＤ 小鼠肾组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 表达；
芒柄花黄素可增加 Ｔ２ＤＭ 大鼠肾组织 ＳＩＲＴ１ 表达， 减轻肾

脏损害［１６⁃１７］ ； 沈红胜等［１８⁃１９］发现， 马钱苷、 莫诺苷可降低

ＲＡＧＥ 蛋白表达， 抑制 ＮＦ⁃κＢ 表达。 然后， 采用 ＤＡＤ检测

器进行 ２００～４００ ｎｍ全波长扫描， 考察各成分色谱峰数目、
峰形、 分离度等参数， 发现它们在 ２４０ ｎｍ左右均有较好吸

收， 并且峰形较好， 故选择 ２４０ ｎｍ作为检测波长。
Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法将体系的响应作为一个或多个因

素的函数， 通过图形技术显示函数关系， 可直观选择试验

设计中的最佳条件［２０⁃２１］ 。 目前， 采用响应面法考察中药复

方提取工艺时选取的指标较少， 难以反映中药多成分内在

本质。 本实验将各成分含量及干膏率共同纳入综合评分，
更能反映中药多成分相互协同发挥药效的内在本质。

图 ３　 各因素响应面图

表 ５　 验证试验结果 （ｎ＝３）

试验号
含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

ａ ｂ ｃ ｄ ｅ ｆ ｇ ｈ ｊ ｋ
ｐ ／ ％

Ｍ 综合

评分 ／分
１ １􀆰 ２６４ ０􀆰 ７３１ ０􀆰 ６２４ ０􀆰 １９８ ２􀆰 ０６４ １􀆰 ６０５ ２􀆰 ７６５ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ００９ ２４􀆰 ８８２ １􀆰 ４５３
２ １􀆰 ２３９ ０􀆰 ７１０ ０􀆰 ５８７ ０􀆰 ２０１ ２􀆰 １７４ １􀆰 ５６７ ２􀆰 ５０４ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０１０ ２４􀆰 ７３６ １􀆰 ４４９
３ １􀆰 ２９４ ０􀆰 ７７２ ０􀆰 ５７５ ０􀆰 １８５ ２􀆰 １５１ １􀆰 ５９０ ２􀆰 ５２１ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ００８ ２４􀆰 ９２４ １􀆰 ４５４

　 　 注： ａ、 ｂ、 ｃ、 ｄ、 ｅ、 ｆ、 ｇ、 ｈ、 ｊ、 ｋ、 ｐ分别为莫诺苷、 马钱苷、 表儿茶素、 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、 金丝桃苷、 异槲皮苷、 棉花皮素⁃８⁃
Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷、 芒柄花苷、 毛蕊异黄酮、 芒柄花黄素含量及干膏率。

４　 结论

目前， 对中药提取工艺的研究大多采用均匀设计、 正

交设计等方法， 对浸泡时间、 提取时间等参数进行多因素、
多水平分析， 从而优化指标成分较多的工艺， 虽然能增加

提取效率， 但难以保证临床汤剂与制剂质量的一致性及临

床使用的安全性、 有效性。 本实验优化昆葵保肾颗粒提取

工艺， 可最大程度地与临床汤剂昆葵保肾方保持一致， 并

且所用的 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法稳定可行， 重复性良好， 可
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为该制剂进一步研发提供参考依据、 技术支持， 也能为后

续其他医疗机构中药制剂提取工艺优化提供思路。
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