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糖肾宁方系我院糖尿病专家高彦彬教授的临床

有效验方，由黄芪、葛根、黄蜀葵花、大黄等 7味

中药组成，具有益气固肾、化瘀降浊的功效，可有

效降低糖尿病肾病患者尿蛋白，改善肾功能。原方

以汤剂形式应用于临床，疗效确切，但汤剂需要临

用煎煮且服用不便。为使糖肾宁方更好的服务患者，

课题组拟将其改良开发成颗粒剂。

有效成分结合药效学研究是筛选中药制剂提取

工艺路线的发展方向，本文根据文献研究和前期预

实验，按照糖肾宁方中的药材有效成分性质设计了

三条工艺路线，以药效学为指标初步筛选工艺路线，

在此基础上，采用正交试验设计对水提部分进行了
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糖肾宁颗粒水提取部分工艺的研究
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摘要：目的 筛选糖肾宁颗粒的提取工艺路线并优选水提部分工艺。方法 以 KK-Ay小鼠制备糖尿病肾病模

型，采用酶联免疫法测定 24 h尿微量白蛋白含量，通过比较不同提取物给药前后微量白蛋白含量变化确定提

取工艺路线；水提部分以加水倍数、提取时间、提取次数为主要影响因素，大黄酸转移率为评价指标，采用正

交试验设计优化提取工艺条件。结果 路线 2降低尿微量白蛋白含量效果最好；优选的糖肾宁方水提部分最佳

提取工艺为加 10倍水提取 3次，每次 1.5 h。结论 药效学试验确定了适宜的提取路线，优选的水提工艺条件

稳定可行。
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Optimization of Water Extraction Process Technology for Tangshenning Granules
SHANG Yawen， LI Jing， ZOU Dawei， GONG Muxin， ZHAI Yongsong， GAO Yanbin（School of Traditional

Chinese Medicine，Capital Medical University， Beijing 100069，China）

Abstract：Objective To screen the extraction routine and to optimize the water extraction process for Tangshenning
granules. Methods The 24-hour microamount urinary albumin of KK-Ay mice diabetic nephropathy（DN）model was

detected by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）and was compared before and after administration of the

extracts extracted by different technology routine. With the volume of water added， extraction time and extraction

frequency as the main influencing factor， and with the rhein extraction rate as the evaluation index， the water

extraction process for Tangshenning granules was optimized. Results The No 2 extraction routine showed better effect

on reducing microamount urinary albumin than the other two. The optimal water extraction process of No 2 extraction

method was reflux with 10-fold water for 3 times，extraction for 1.5 h per time. Conclusion Pharmaceutical screening

can be applied to establish the appropriate extract process of Tangshenning granules， and the optimized water

extraction process is stable and feasible.

Keywords：Tangshenning granules；Pharmaceutical screening；Extraction routine；Orthogonal test；Water extraction
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提取工艺优选。

1 仪器与材料
1.1 仪器 Agilent-1200高效液相色谱仪，美国安捷

伦科技有限公司；CP224C型电子分析天平，上海奥

豪斯仪器有限公司；DV215CD 型电子分析天平，

OHAUS 公司；真空干燥箱，德国美墨尔特公司；

EYELA N-1100旋转蒸发仪，上海埃朗仪有限公司；

MR- 96A酶标仪，深圳迈瑞公司。

1.2 药物 黄芪甲苷对照品（批号：110781-200613）、

大黄酸对照品（批号：110757-200206），均购自中国

食品药品检定研究院，供含量测定用。乙腈、甲醇

为色谱纯，其他试剂均为分析纯。小鼠尿白蛋白酶

联免疫测定试剂盒，美国 ICL 公司，批号：25。所

用饮片购自安国国药乐仁堂饮片厂，经本校中药鉴

定教研室罗容老师鉴定，均符合 2010年版《中华人

民共和国药典》一部各项下有关规定。

1.3 动物 KK-Ay 小鼠，体质量（30±2）g，动物合

格证号：SCXK（京）2009-0004； C57BL/6J小鼠，体

质量（25±2）g，动物合格证号：SCXK（京）2009-0007；

均为 8周龄，雄性，SPF级，购自北京华阜康生物科

技股份有限公司。

2 方法与结果
2.1 提取方案的筛选 在进行文献调研的基础上，确

定了各药味治疗糖尿病肾病的有效成分分别为：黄

芪中的以黄芪甲苷为代表的黄芪皂苷类及多糖类；

大黄中以大黄酸为代表的大黄蒽醌类；葛根中以葛

根素为代表的异黄酮类；金樱子中的金樱子多糖等。

根据这些成分的理化性质，考虑工艺简便可行，拟

定了如下提取方案进行预试[1-3]。方案 1：以 70 %乙

醇提取黄芪等 6味药 +以水提取倒扣草，发现对黄

芪甲苷测定有影响，且放置后不稳定，见图 1。方案

2：以 70 %乙醇提取黄芪等 4味药 +以水提取大黄、

金樱子、倒扣草等 3味药，对黄芪甲苷测定基本无

影响，且放置一段时间后较稳定，见图 2。方案 3：

以 70 %乙醇提取黄芪等 4味药 +以 70 %乙醇提取大

黄、金樱子 + 以水提取倒扣草，合并，对黄芪甲苷

测定有影响，见图 3。为便于考察不同提取方法对黄

芪甲苷测定的影响，以黄芪单提作为对照，见图 4。

由上述预试验结果可以看出，黄芪与大黄、金

樱子共同或分别用 70 %乙醇提取，均会影响君药有

效成分黄芪甲苷的测定，应避免。据此在保证君药

黄芪中有效成分黄芪甲苷的含量及测定的基础上拟

定 3条路线进行药效学筛选。路线 1：全部饮片用水

提取，提取液浓缩并干燥得到提取物；路线 2：黄芪

等部分饮片用乙醇提取，大黄、金樱子、倒扣草用

水提取，提取液合并浓缩并干燥得到提取物；路

线 3：黄芪等部分饮片用乙醇提取后，药渣与大黄、

金樱子、倒扣草共用水提取，提取液合并浓缩并干

燥得到提取物。

2.2 提取路线的药效学筛选
2.2.1模型建立和分组 以 KK-Ay小鼠为糖尿病肾病

模型组，以 C57BL/6J小鼠为正常对照组。KK-Ay小

鼠予以高脂饲料，正常对照组予以普通饲料，喂养 4

周后 KK-Ay小鼠随机血糖≥16.7 mmol/L，认为造模

图 1 方案 1提取物黄芪甲苷 HPLC-ELSD图谱
Figure 1 HPLC results of astragaloside IV in the solution scheme 1
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图 2 方案 2提取物黄芪甲苷 HPLC-ELSD图谱
Figure 2 HPLC results of astragaloside IV in the solution scheme 2
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图 3 方案 3提取物黄芪甲苷 HPLC-ELSD图谱
Figure 3 HPLC results of astragaloside IV in the solution scheme 3
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图 4 黄芪饮片黄芪甲苷 HPLC-ELSD图谱
Figure 4 HPLC results of astragaloside IV in the solution scheme 4
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组别

正常对照组

模型组

提取物 1组

提取物 2组

提取物 3组

剂量

/g·kg-1·d-1

-

-

20

20

20

12周龄

31.54±17.65▲

303.16±76.39

308.85±82.12

301.74±84.89

303.29±87.66

16周龄

95.36±32.11▲

1417.92±271.32

1101.39±253.41▲

1072.97±259.83▲

1122.46±263.70▲

20周龄

142.09±45.91▲

2434.50±275.03

1780.10±344.44▲

1686.35±302.09▲

1884.33±354.70▲

24周龄

174.60±36.34▲

3535.95±529.19

2649.93±440.01▲

2528.66±498.14▲

2751.65±478.24▲

24 h尿白蛋白排泄率 /滋g

1. 芦荟大黄素；2. 大黄酸；3. 大黄素；4. 大黄酚；5. 大黄素甲醚

图 5 水提取浸膏中大黄酸的 HPLC-UV测定图谱
Figure 1 HPLC results of total anthraquinones in the water extract
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B. 样品

成功。造模成功的 KK-Ay小鼠随机分为模型组、路

线 1组、路线 2组、路线 3组。

2.2.2 给药 造模成功的次日开始给药，各给药组分

别予以相应的提取物 20 g·kg-1·d-1灌胃，模型组给予

等体积蒸馏水，连续给药 12周。

2.2.3 指标检测 分别于 12，16，20 和 24 周龄时，

将各组小鼠置于代谢笼中收集 24 h尿液并记录尿量，

采用酶联免疫法测定 24 h尿微量白蛋白含量。结果

表明，3种提取物给药后小鼠尿白蛋白排泄率与模型

组比较均降低且有统计学差异，3者之间差异无统计

学意义，但路线 2 均值最低，小鼠的一般状态如精

神状态、毛色更接近正常对照组，同时路线 2 出膏

率在三者中最低，因此，针对其进行提取工艺条件

的优选，结果见表 1。

表 1 不同时间点各组小鼠尿白蛋白排泄率比较（x依 s，n＝10）

Table 1 comparison of urinary albumin excretion in different

groups at different time points

注：与模型组比较，▲P < 0.05。

2.3 水提取部分大黄酸含量测定
2.3.1 色谱条件 色谱柱：Kromasil 100-5 C18（250

mm×4.6 mm，5 滋m）；流动相：甲醇 -0.1 %磷酸

（75∶25）；流速：1.0 mL·min-1；检测波长：436 nm；

柱温：室温；进样量：10 滋L。

2.3.2 供试品溶液的制备 以原处方比例称取大黄、

金樱子、倒扣草，先用水浸泡饮片 1 h，按 L9（34）正

交表试验方案进行提取，滤过，浓缩，减压干燥得

干膏，粉碎过四号筛，至干燥器中保存备用。精密

称取约相当于 0.15 g大黄生药量的干膏置于具塞锥

形瓶中，参照 2010版《中华人民共和国药典》大黄含

量测定项下方法制备样品[4]。

2.3.3 对照品溶液的制备 精密称取大黄酸对照品，

加甲醇溶解并定容，配制成含大黄酸 18.84 滋g·mL-1

的对照品溶液。

2.3.4 线性关系考察 分别精密吸取一定量上述大黄

酸对照品溶液，稀释得到0.60，0.94，1.88，2.36，

9.42，18.84 滋g·mL-1 共 6 种不同浓度的溶液，各进

样 10 滋L，记录色谱峰面积。以大黄酸对照品含量为

横坐标 X，峰面积为纵坐标 Y 进行线性回归，得回

归方程 Y=1525.1X+11.236（r=0.9996），表明大黄酸在

0.006~0.19 滋g范围内线性关系良好。

2.3.5精密度考察 取已知浓度对照品溶液，重复进

样6 次，测定大黄酸的含量，RSD 为 0.38 %，符合

分析要求。

2.3.6 重复性考察 精密称取相当于 0.15 g大黄生药

量的干膏，平行操作 6份，按照 2.3.2项下方法制备

供试品溶液，测定大黄酸含量，计算 RSD，结果大

黄酸含量的 RSD 小于 3.51 ％，表明方法重现性良

好。

2.3.7 加样回收率试验 精密称取相当于 0.075 g 大

黄生药量的已知含量干膏共 6 份，精密称定，加入

与干膏中含量相同的大黄酸对照品溶液，按照 2.2.2

项下方法制备供试品溶液。HPLC法测定，计算回收

率，结果大黄酸平均回收率为 101.70 %，RSD 为

4.98 %，符合分析要求。

2.4 水提取工艺条件的优选
2.4.1正交试验 在参考文献[2，5-7]和预试验基础上，确

定了影响因素与水平范围，采用 L9（34）正交水平表进

行试验，以提取后有效成分大黄酸的转移率为指标，

考察加水倍数（A）、提取时间（B）、提取次数（C）3种

因素对提取结果的影响，因素水平见表 2。正交试验

重复 3次。
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表 2 正交试验因素水平表

Table 2 Factors and levels of water extration process

2.4.2 结果分析 按正交设计进行试验，测得各试验

组不同的大黄酸转移率，结果见表 3。方差分析结果

见表 4。

表 3 正交试验 L9（34）安排及考察结果（n=3）

Table 3 L9（34）orthogonal experimental design and results

表 4 大黄酸转移率影响因素方差分析结果

Table 4 Variance analysis results of water extration process

注：F0.01（2，20）=5.85，F0.05（2，20）=3.49。

由正交表和方差分析表可以看出，本方最佳提

取工艺为 A2B1C1，即用 10倍量的水提取 3次，每次

提取 1.5 h。

2.4.3 工艺验证 选择最佳提取方法进行 3次工艺验

证试验，测定大黄酸转移率均值为 84.96 %，RSD为

2.98 %，3次提取平均值高于正交试验中最高数值，

优化的提取工艺稳定可行。

3 讨论
预试验时发现黄芪甲苷的测定容易受到大黄、

金樱子醇提物的干扰，可能是皂苷类成分容易与后

两者中鞣质类的成分产生结合，导致沉淀产生或结

合物 [8-9]。因此，确定黄芪等药以乙醇提取，大黄、

金樱子和倒扣草以水提取。

研究表明[10]，大黄酸具有改善糖代谢异常，逆转

胰岛素抵抗的作用，可明显降低糖尿病大鼠血糖、

甘油三酯、总胆固醇、24 h蛋白尿水平。因此，选

取其为工艺优化时的指标。

大黄酸的测定采用了《药典》所载的大黄饮片成

分含量测定中供试品的前处理方法，但预试验发现

采用药典所载的色谱条件进行测定，由于复方中成

分复杂，且大黄中的 5个成分出峰时间较早（15 min

内全部出峰），大黄酸峰与芦荟大黄素峰、溶剂峰有

部分重叠，因此，分离效果较差。经过查阅文献[11-16]，

进行多种检测波长考察，发现在 436 nm下，样品杂

质峰少，基线较平稳，大黄酸与其他成分峰分离度

均大于 1.5，且理论塔板数按大黄酸峰计为 48000，

按大黄素峰计为 65000，因此，采用该波长检测。又

进行流动相中水相中磷酸浓度的考察，发现在《药

典》 0.1 %磷酸条件下略有拖尾现象，但换成文献记

载的 0.2 %磷酸无很大改善，因此，仍选用《药典》

的 0.1 %磷酸。在流动相比例的考察中发现，甲醇∶

0.1 %磷酸（75∶25）极性较大，可较好地分离各个成

分。为解决大黄素甲醚拖尾严重的问题，曾将流动

相改为梯度洗脱，发现亦无太大改善，同时基线不

易保持平稳状态，考虑到拖尾严重的组分为大黄素

甲醚，在水中转移率低，且不是本实验中测定的主要

有效成分，故未选用梯度洗脱。在选定条件下，阴性

对照所得谱图中除溶剂峰外无其他峰出现，可知该测

定条件适合水提部分大黄酸等 4种成分的测定。

同时发现 3次平行实验中大黄酸转移率比较稳

定，误差较小，而其他 4 种芦荟大黄素、大黄素、

大黄酚、大黄素甲醚的转移率很低且不稳定，重复

试验误差较大，其中原因可能是大黄酸较为稳定[17]，

且大量水长时间煎煮一些结合型的蒽醌转变为游离

型的蒽醌对其转移率增高有利[18]。因此，本实验中采

用治疗糖尿病肾病的有效成分大黄酸作为评价指标，

更稳定可控。

参考文献：
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较，大部分之间差别还是较大（相似度＜0.8），但未

加营养，短双歧杆菌和加营养，嗜酸乳杆菌，未加

营养，植物乳杆菌和未加营养，嗜酸乳杆菌，加营

养，短双歧杆菌和加营养，植物乳杆菌，未加营养，

植物乳杆菌和加营养，短双歧杆菌之间差别不大（相

似度＞0.9），表明不同益生菌及不同发酵条件对莱菔

子水提取液中化学成分的影响较大。

3 讨论
益生菌发酵在中药中的研究尚处于起步阶段，

目前，关于莱菔子水提取液的益生菌发酵研究未见

报道。本研究以有效成分结合 HPLC指纹图谱分析技

术研究不同发酵条件对中药提取液中有效成分的影

响，可为深入研究不同发酵条件对中药提取液化学

成分变化提供基础和依据 [6-8]。通过发酵前后芥子碱

硫氰酸盐和芥子酸含量测定结合 HPLC指纹图谱，可

以更全面地评价不同益生菌对莱菔子水提液的发酵

效果。

莱菔子为常用的化痰消食中药，还具有降血压

的作用，其中，水溶性生物碱为其降血压的有效部

位 [3，9]，芥子碱硫氰酸盐为其主要有效成分，目前，

关于该药的指纹图谱未见报道，在指纹图谱研究中，

分别采用了 225 nm，242 nm，280 nm 和 326 nm 作

为检测波长，发现在 225 nm波长下基线较平稳，且

色谱峰较多，分离度好，峰形较好，最终确定应用

225 nm作为指纹图谱的检测波长。
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