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摘要# 目的!比较不同评价指标对芍药甘草汤提取工艺优化的影响( 方法!分别以指标成分 "芍药内酯苷) 芍药苷)
甘草苷) 甘草酸铵# 含有量综合评分) 指纹图谱共有峰峰面积之和) 提取指纹图谱共有峰主成分所得综合评分为评价
指标’ 药材粒度) 提取次数) 乙醇体积分数) 提取时间为影响因素’ 优化提取工艺( 结果!不同评价指标对提取工艺
优化的影响较大’ 其中将提取指纹图谱共有峰主成分所得综合评分与指标成分含有量综合评分或指纹图谱共有峰峰面
积之和结合时’ 优化效果更理想( 结论!指纹图谱结合主成分分析可用于优化芍药甘草汤提取工艺’ 不仅更客观全
面’ 还能兼顾大多数成分种类与含有量的变化情况(
关键词! 芍药甘草汤$ 提取$ 指纹图谱$ 主成分分析
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!!芍药甘草汤出自 *伤寒论+’ 具有抗炎) 镇
痛) 解痉等功效’ 有关其提取工艺的研究较多’ 但
均以少数含有量较高药效成分的综合评分为依据’
难以代表各工艺参数对其他成分的影响( 指纹图谱
的引入能监控大部分化学成分含有量与种类的变化
情况’ 故本实验在单因素试验基础上确定最佳提取
方法为超声提取’ 乙醇用量为 * 倍量’ 对影响较大
的其他因素水平进行正交设计’ 比较指标成分
"芍药内酯苷) 芍药苷) 甘草苷) 甘草酸铵# 含有
量综合评分) 指纹图谱共有峰峰面积之和) 提取指
纹图谱共有峰主成分所得综合评分对芍药甘草汤提
取工艺优化的影响%"+$& (
MN材料
"D"!仪器!B?510>6"#-( 型高效液相色谱仪’ 配置
L"$""O输液泵) L"$#.Q自动进样器) L"$"-B柱温
箱) L"$")I紫外检测器) B?510>6"#-( 色谱工作站$

B2#)(型电子天平 "十万分之一’ 梅特勒+托利多仪
器上海有限公司#$ BY\##( 型电子天平 "万分之
一’ 日本岛津公司#$ GT*#"([K型台式超声波清洗
器 "上海科导超声仪器有限公司#$ [[+) 型数显恒
温水浴锅 "常州澳华仪器有限公司#$ [QW+"(. 型
超微粉碎机 "瑞安市瀚博机电有限公司#(
"D#!试药!芍药内酯苷对照品 "批号 LZ]]+
(-.(’ 含有量 k.*!# 由贵州迪大科技责任有限
公司提供$ 芍药苷 "批号 ""(,$-+#("-)(#) 甘草
苷 "批 号 """-"(+#("-(, #) 甘 草 酸 铵 "批 号
""(,$"+#(")(*# 对照品均由中国食品药品检定研
究院提供( 乙腈) 甲醇为色谱纯 "天津市科密欧
化学试剂有限公司#$ 其他试剂均为分析纯$ 水为
娃哈哈纯净水 "贵阳娃哈哈饮料有限公司#( 白
芍) 甘草经贵阳中医学院周汉华教授鉴定为正品’
具体见表 "(
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表 MN样品信息
A70(MN-.3+8;71,+.+357;<:25

白芍 批号 产地 来源 甘草 批号 产地 来源
G" "-(,(" 河北 贵州同济堂 G" "-(,(" 内蒙古 贵州同济堂
G# "-(*(" 河北 贵州同济堂 G# "-(*(" 内蒙古 贵州同济堂
G$ "-(.(" 河北 贵州同济堂 G$ "-(.(" 内蒙古 贵州同济堂
G) "-("(" 四川 贵州一品药业 G) "-(,(" 新疆 贵州一品药业
G’ "-(,(" 安徽 贵州一品药业 G’ "-(,(# 甘肃 贵州一品药业
G- "’(-(" 安徽 贵州一品药业 G- "-("(" 新疆 贵州一品药业
G, "-(-(" 四川 贵州同仁堂 G, "-($(" 甘肃 贵州同仁堂
G* "-(*(" 四川 贵州同仁堂 G* "-(-(" 甘肃 贵州同仁堂
G. "-(’(" 安徽 贵州宏信大药房 G. "-(,(" 甘肃 贵州宏信大药房
G"( "-(#(" 四川 贵州同德大药房 G"( "’(-(" 新疆 贵州同德大药房

%N方法与结果
#D"!溶液制备
#D"D"!对照品溶液!精密称取芍药内酯苷) 芍药
苷) 甘草苷) 甘草酸铵对照品适量’ 加甲醇分别制
成 (D’(() (D’#,) (D)"$) (D-#( 3?&3E贮备液’
再将 其 分 别 稀 释 成 ,’D(() "*)D)’) "#$D.()
"#)D(( $?&3E’ 即得(
#D"D#!供试品溶液!精密称取同批白芍) 甘草粉
末 "过 ) 号筛# 各约 (D" ?’ 置于具塞锥形瓶中’
精密加入 #( 3E,(!乙醇称定质量’ 超声 )’ 35>’
取出放冷’ ,(!乙醇补足减失的质量’ 摇匀’
(D)’ $3微孔滤膜滤过’ 即得( 同法制备阴性供试
品溶液(
#D"D$!样品溶液!按表 # 因素水平称取不同粒度
白芍) 甘草粉末各 ’ ?’ 共 . 份’ 置于具塞锥形瓶
中’ 用 * 倍量对应体积分数乙醇超声提取’ 取出放
冷’ 过滤’ 滤液加乙醇至 #)( 3E’ 摇匀’ 取 " 3E
提取液’ 乙醇稀释至 "( 3E’ (D)’ $3微孔滤膜滤
过’ 即得(

表 %N因素水平
A70(%NS741+857.*:262:5

试验号 筛号&号 提取次数&次 乙醇&! 提取时间&@
" . " )( (D’(
# . # -( (D,’
$ . $ *( "D((
) ) " -( "D((
’ ) # *( (D’(
- ) $ )( (D,’
, " " *( (D,’
* " # )( "D((
. " $ -( (D’(

#D# ! 色 谱 条 件#)$ ! ]543:>M51O"*"## 色 谱 柱
"#’( 33i)D- 33’ ’ $3#$ 流动相乙腈+(D#!磷
酸’ 梯度洗脱 "( f’ 35>’ -!乙腈$ ’ f"( 35>’
-!f"#!乙腈$ "( f"’ 35>’ "#! f"$!乙腈$

"’ f## 35>’ "$! f")! 乙腈$ ## f$( 35>’
")!f"-!乙腈$ $( f$’ 35>’ "-! f"*!乙腈$
$’ f$. 35>’ "*! f#(!乙腈$ $. f)# 35>’ #(!
乙腈$ )# f)’ 35>’ #(!f#*!乙腈$ )’ f’( 35>’
#*!f$’!乙腈$ ’( f’’ 35>’ $’! f-(!乙腈$
’’ f’* 35>’ -(!乙腈$ ’* f-( 35>’ -(! f-!乙
腈$ -( f-’ 35>’ -!乙腈#$ 体积流量 "D( 3E&35>$
检测波长 #$( >3$ 柱温 $’ e$ 进样量 "( $E( 色
谱图见图 "(
#D$!方法学考察
#D$D"!线性关系考察!取 .#D"D"/ 项下对照品
溶液’ 甲醇稀释成不同质量浓度’ 在 .#D#/ 项色
谱条件下进样测定( 以质量浓度为横坐标 "Q#’
峰面积为纵坐标 "V# 进行回归’ 结果见表 $’ 可
知各成分在各自范围内线性关系良好(

表 ON各成分线性关系
A70(ONI,.27882:71,+.5/,<5+3678,+>54+.51,1>2.15

成分 回归方程 *
线性范围&

"$?,3Eh"#
芍药内酯苷 Vg*D*#- )Qq(D’)# ’ (D... ’ ,D’(( f.(D(((
芍药苷 Vg"-D$",Qh".D)*) (D... , "*D))’ f##"D$)
甘草苷 Vg#(D$$*Qq$*D##’ (D... ) "#D$.( f")*D-*(
甘草酸铵 Vg$D),. -Qq"D$’$ " (D... . "#D)(( f")*D*((

#D$D#!精密度) 重复性) 稳定性) 加样回收率试
验!按照 #("’ 年版 *中国药典+ 方法进行考察(
精密度) 重复性) 稳定性试验中’ 芍药内酯苷) 芍
药苷) 甘草苷) 甘草酸铵峰面积 AG]均 V"D,.!’
图谱相似度均 k(D. " , g-#’ 表明仪器精密度)
方法重复性) 溶液 #) @ 内稳定性良好$ 加样回收
率试验中’ 四者平均加样回收率分别为 .,D,’!)
"((D.(!) "((D-(!) ..D-$!’ AG]均 V#D’#!
",g-#’ 表明该方法适用性良好(
#D)!共有峰归属!精密量取 .#D"D$/ 项下 . 份
样品溶液’ 每份 "( $E’ 在 .#D#/ 项色谱条件下
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-%芍药内酯苷!,%芍药苷!.%甘草苷!"-%甘草酸铵
-%41N5_1:;5>!,%R40:>5_1:;5>!.%15n75;565>!"-%433:>573?1=9=;;@5m+

5>460

图 MN各成分ETIB色谱图
S,W(MNETIB4/8+;71+W87;5+3678,+>54+.51,1>2.15

进样测定( 再通过中药色谱指纹图谱相似度评价软
件 "#(()B版# 发现 #( 个共有峰’ 与对照品) 阴
性药材) 全方色谱图进行比对并结合文献 %’+.&’
可知峰 " f$) ’ f,) "( 归属于白芍’ )) .) "" f
"$) "-) "* f#( 归属于甘草’ *) ") f"’) ", 由于
保留时间过于接近无法判断( 见图 "(
#D’!数据处理
#D’D"!正交试验%"(+""&!分别以指标成分含有量综
合评分 % "芍药内酯苷含有量 i(D# q芍药苷含有
量i(D$ q甘草苷含有量i(D# q甘草酸铵含有量i
(D$# i"((&) 指纹图谱共有峰峰面积之和为评价

指标’ 药材粒度) 提取次数) 乙醇体积分数) 提取
时间为影响因素’ 优化提取工艺( 结果见表 ) f’(

由表 ) 可知’ $ 号样品综合评分最高’ 方差分
析显示除药材粒度外其他因素对提取工艺无显著影
响 "!k(D(’#’ 影响程度依次为药材粒度 k乙醇
体积分数k提取时间 k提取次数’ 最优工艺为白
芍) 甘草粉末 "过 . 号筛# 以 * 倍量 *(!乙醇提
取 # 次’ 每次 " @( 由表 ’ 可知’ $ 号样品峰面积
之和最大’ 方差分析显示除药材粒度外其他因素对
提取工艺无显著影响 "!k(D(’#’ 影响程度依次
为药材粒度 k提取时间 k提取次数 k乙醇体积分
数’ 最优工艺为白芍) 甘草粉末 "过 . 号筛# 以 *
倍量 *(!乙醇提取 # 次’ 每次 " @(
#D’D#!主成分提取与回归方程建立!通过 GKGG
"-D( 软件对峰面积进行降维处理’ 结果见表 - f,(
由表 - 可知’ 前 $ 个主成分可有效表征原始色谱峰
峰面积的绝大多数信息 ".)D(##!#’ 贡献率分别
为 )$D.$$!) #’D.",!) #)D","!’ 以主成分 " 最
高( 由表 , 可知’ 主成分 " 中峰 )) , f.) "") "$)
"’ f#( 的载荷较高’ 并且大多归属于甘草’ 表明
提取工艺对甘草中成分含有量的影响大于白芍中’
这与前期单因素试验结果一致(
#D’D$!综合得分 ";# 计算%"#& !公式为 ;g
(D)-,;" q(D#,-;# q(D#’,;$’ 结果见表 *’ 可知 #
号样品综合得分最高(
#D’D)!方差分析!结果见表 .’ 可知;g#(.D)$)’
!g(D(’$ V(D"(’ 具有显著性差异( 各变量对回
归模型的贡献及意义见表 "(’ 可知回归方程为
Vgh-D-#- q(D)’,Q" q#D#(*Q# h(D#$(Q

#
# h

"D-#,Q#Q) q -D$’,Q) h #D$’(Q#) q (D(#-Q"Q#
"P" fP) 分别为药材粒度) 提取次数) 乙醇体积分
数) 提取时间’ \为综合评分#’ 各因素影响程度
依次为药材粒度 k提取次数 k提取时间’ 再应用
2c901#(($ 软件对回归方程进行规划求解’ 发现当
Q" g.) Q# g$) Q) g(D’ 时 V最大( 另外’ P$ 对
提取工艺影响较小’ 结合 .#D’D"/ 项下结果确定
为 *(!’ 故最优工艺为白芍) 甘草粉末 "过 . 号
筛# 以 * 倍量 *(!乙醇提取 $ 次’ 每次 (D’ @(
#D’D’!验证试验!不同提取工艺下取 $ 份白芍)
甘草粉末’ 每份 ’ ?’ 进行验证试验( 由于
.#D’D"/ 项下 # 个提取工艺参数一致’ 故设为(’
.#D’D)/ 项下提取工艺设为)’ 取 - 份药材即可’
结果见表 ""( 由表可知’ )下各项指标均优于(’
表明以提取指纹图谱共有峰主成分所得综合评分结
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表 ’N试验设计及结果 $$&
A70(’NG25,W.7.*825>:15+312515$$&

试验号 筛号&号
提取次数&
次

乙醇&!
提取时间&

@
芍药内酯苷&
"3?,?h"#

芍药苷&
"3?,?h"#

甘草苷&
"3?,?h"#

甘草酸铵&
"3?,?h"#

综合评分&
"3?,?h"#

" . " )( (D’( *D")’ #.D"-’ "*D*#- )#D.*# #,D($*
# . # -( (D,’ ,D.)$ $"D.,- "*D*## $*D#." #-D)$$
$ . $ *( "D(( "(D()( #*D’$. ##D,(. )#D*(* #,D.’)
) ) " -( "D(( -D,$" #’D’(* ")D)’# $#D-(’ #"D-,(
’ ) # *( (D’( ,D$$* #,D’.) ")D-,$ $$D($( ##D’.(
- ) $ )( (D,’ ,D)$" #,D-"- "’D### #.D-’. #"D,"$
, " " *( (D,’ ’D#** ".D,.- "#D#-# #-D-*) ",D)’)
* " # )( "D(( ’D.() ##D))" ""D-*’ #-D(*) "*D(,’
. " $ -( (D’( ’D"(. "*D*’’ .D(#* ".D’,. ")D$’*

均值 " #,D")# ##D(’) ##D#,’ #"D$#. - - - - -
均值 # #"D.." ##D$-- #(D*#( #"D*-, - - - - -
均值 $ "-D-#. #"D$)# ##D--- ##D’-- - - - - -
极差 "(D’"$ "D(#) "D*)- "D#$, - - - - -

表 ]N试验设计及结果 $%&
A70(]NG25,W.7.*825>:15+312515$%&

试验号 筛号&号 提取次数&次 乙醇&! 提取时间&@ 共有峰峰面积之和
" . " )( (D’( , )’*D’).
# . # -( (D,’ , .#.D,$*
$ . $ *( "D(( * ’-"D)-#
) ) " -( "D(( - #(-D-(#
’ ) # *( (D’( - )-(D#$#
- ) $ )( (D,’ - #$.D"-)
, " " *( (D,’ ) ).’D($"
* " # )( "D(( ) .-"D-")
. " $ -( (D’( ) ’($D..,

均值 " , .*$D#’( - (’$D$.) - #".D,,- - ")(D.#- -
均值 # - $("D... - )’(D’#* - #"$D))- - ##"D$"" -
均值 $ ) -’$D’), - )$)D*,) - ’(’D’,’ - ’,-D’’. -
极差 $ $#.D,($ $.,D"$) #.#D"#. )$’D-$$ -

表 &N主成分解释总方差
A70(&NDX<:7,.2*1+17:678,7.425+3;7,.4+;<+.2.15

主成分
初始特征值 提取平方和载入 旋转平方和载入

合计 方差&! 累积贡献率&! 合计 方差&! 累积贡献率&! 合计 方差&! 累积贡献率&!
" "-D)’* *#D#.# *#D#.# "-D)’* *#D#.# *#D#.# *D,*, )$D.$$ )$D.$$
# "D#.) -D)-. **D,-( "D#.) -D)-. **D,-( ’D"*$ #’D.", -.D*’(
$ "D(’# ’D#-" .)D(## "D(’# ’D#-" .)D(## )D*$) #)D"," .)D(##

合指标成分含有量综合评分或指纹图谱共有峰峰面
积之和时’ 能更精确合理地优化提取工艺(
ON讨论

课题组前期进行单因素试验’ 考察回流提取 $
次’ 每次 "D’ @’ 以及超声提取 $ 次’ 每次 " @ 的
提取效果’ 发现芍药甘草汤指标成分 "芍药内酯
苷) 芍药苷) 甘草苷) 甘草酸铵# 含有量综合评
分与指纹图谱共有峰峰面积之和差异较小’ 但以后
者为高’ 而且操作简单’ 故选择超声提取( 考察溶
剂倍数 "*) "() "# 倍# 时发现’ 该因素对两者影
响不显著’ 故选择 * 倍量( 考察乙醇体积分数

"( f.(!# 时发现’ 两者受其影响均较大’ 其中
以水为提取溶剂时’ 药材所含成分种类较少’ 含有
量较低’ 以甘草更显著$ 体积分数大于 $(!后’
两者随其提高而增加$ 但体积分数超过 *(!后’
两者反而急剧下降’ 故选择 )(!) -(!) *(!(

本实验首次考察超微粉碎技术对芍药甘草汤指
标成分含有量与指纹图谱的影响’ 发现白芍) 甘草
经超微粉碎后’ 指标成分含有量综合评分) 指纹图
谱共有峰峰面积之和分别为过 ) 号筛后的 "D#-)
"D$) 倍’ 过 " 号筛后的 "D.-) #D#" 倍’ 而且所含
成分种类变化不明显’ 可为其提取工艺提供一定参
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表 )N主成分因子载荷矩阵
A70()NS741+8:+7*,.W ;718,425+3;7,.4+;<+.2.15

因子
主成分

" # $
_" (D’#$ (D,") (D$#(
_# (D"-" (D#’$ (D.)"
_$ (D)*’ (D-’) (D’#.
_) (D,.’ (D)’) (D$$’
_’ (D)(- (D-*( (D)($
_- (D’)( (D)’, (D-."
_, (D,.* (D#)’ (D$.*
_* (D,-) (D$*# (D).*
_. (D-$. (D$*# (D-(*
_"( (D(*$ (D.)# (D"’(
_"" (D.$. (D#*. (D($,
_"# (D’-) (D)-( (D-,(
_"$ (D*"" (D$-( (D)$)
_") (D’*. (D-*# (D$.(
_"’ (D--- (D-,$ (D#-(
_"- (D-,* (D#)) (D-(.
_", (D-.( (D-$$ (D#.,
_"* (D*’* (D$,$ (D$$#
_". (D,,- (D#,- (D’)’
_#( (D,,* (D#"# (D’)"

考( 但值得注意的是’ 目前超微粉的大批量制备与
工业化生产仍存在技术瓶颈’ 如何使实验室结果在
工业化生产中重现是一个值得商榷的问题%"$& (

如今’ 中药复方提取工艺大多以指标成分含有
量综合评分为评价指标%")+"’& ’ 但其成分复杂’ 起
药效作用的原因往往是多种成分 .君臣佐使/ 配
伍所致’ 故少数指标成分并不能代表其他成分的变

表 YN试验设计及结果 $&&
A70(YNG25,W.7.*825>:15+312515$&&

试验号 筛号&号 提取次数&次 乙醇&!提取时间&@ 综合得分
" . " )( (D’( "D),’
# . # -( (D,’ #D)"*
$ . $ *( "D(( "D*’#
) ) " -( "D(( h(D$(#
’ ) # *( (D’( h(D(,’
- ) $ )( (D,’ h(D(,.
, " " *( (D,’ h"D.-*
* " # )( "D(( h"D**$
. " $ -( (D’( h"D)$.

表 ‘N方差分析
A70(‘N#.7:=5,5+3678,7.42

因素 离均差平方和 自由度 均方 ;值 !值
回归 #"D($( , $D(() #(.D)$) (D(’$
残差 (D(") " (D(") - -
总误差 #"D()’ * - - -

表 M_N各因素统计检验
A70(M_N@171,51,47:125153+8678,+>53741+85

模型
非标准化系数

回归系数 标准误差
标准化系数 L检验 !值

常数项 h-D-#- "D()( - h-D$,( (D(..
P" (D)’, (D()) (D.*, "(D)$" (D(-"
P# #D#(* (D)", "D",. ’D#." (D"".
P## h(D#$( (D(*’ h(D)., h#D,"* (D##)
P#P) h"D-#, (D$$. h(D*($ h)D*(# (D"$"
P) -D$’, #D#,( (D*). #D*(( (D#"*
P#) h#D$’( "D)’, h(%),$ h"D-"# (D$’$
P"P# (D(#- (D(## (D"$, "D"’* (D)’)

表 MMN验证试验结果
A70(MMN"25>:15+3628,3,471,+.12515

提取工艺
芍药内酯苷&
"3?,?h"#

芍药苷&
"3?,?h"#

甘草苷&
"3?,?h"#

甘草酸铵&
"3?,?h"#

综合评分&
"3?,?h"#

共有峰峰
面积之和

主成分综合
评分

( *D*,- #,D((, #$D.(. )"D#$( #,D(#* , .#.D,$* "D.(-
.D()( #*D()( #$D""" )"D((. #,D")’ * (-"D)-# "D*#"
.D)(’ #*D"() #$D*,. $.D(-- #-D*(* , *,.D*(. "D*(.

) "(D*., #*D).( #$D((" )$D($" #*D#$- * ).*D(.. #D$’-
"(D"#) #*D"., #$D.(, )#D--( #*D(-$ * $.(D((, #D##*
"(D’*" #.D,,) ##D.** ))D((" #*D*)- * )-,D.(* #D$$$

化情况( 指纹图谱的引入可使成分种类与含有量变
化更直观全面%"-& ’ 其共有峰峰面积之和能有效代
表其整体走向’ 但由于峰面积较大成分对其影响程
度大于峰面积较小者’ 易忽略各工艺参数对含有量
较低成分的影响’ 故仅以其为评价指标仍无法精确
优化提取工艺( 主成分分析可根据实际需要提取较
少的综合变量’ 以尽可能反映原有变量信息’ 是一
种科学有效的降维方法%",& ’ 可解决指纹图谱整体
性与模糊性导致成分权重系数难以确定的弊端’ 两

者结合时既可从整体上判断各工艺参数对药物成分
的影响’ 又可从局部兼顾含有量较低的药效成分(
目前’ 指纹图谱结合主成分分析大多用于药材来源
的鉴定与分类’ 鲜有结合回归分析用于提取工艺的
报道%"*& ’ 本实验发现’ 提取指纹图谱共有峰主成
分所得综合评分无论是结合指纹图谱共有峰峰面积
之和’ 还是指标成分含有量综合评分’ 均能更客观
全面地优化芍药甘草汤提取工艺( 在考虑成本的前
提下’ 以提取指纹图谱共有峰主成分所得综合评分
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结合指纹图谱共有峰峰面积之和为评价指标即可$
但若要考虑毒性成分或微量成分的变化情况’ 则应
以前者结合指标成分含有量综合评分为评价指标(
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