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补肾活血胶囊是由淫羊藿、丹参等多味中药组成的复方

制剂，有补肝肾、强筋骨、活血止痛的功效，临床上用于治疗激

素性股骨头坏死。该处方来源于医院临床验方，以汤剂入

药，但携带不便、口感不佳，且熬制过程繁复等。因此，笔者通

过中药制剂工艺试验研究将其剂型改为稳定性较高、服用携

带便利的胶囊剂。本试验采用星点设计-响应面法[1-2]优化补

肾活血胶囊的提取工艺，为其后续研究提供参考依据。

1 材料
1.1 仪器

CP2250分析天平（奥豪斯国际贸易有限公司）；876-Ⅰ真

空干燥箱（南通科学仪器厂）；RE-52A旋转蒸发器（上海亚荣

生化仪器厂）；SK5200H超声波清洗器（上海五久自动化设备

有限公司）；MA45C-000230V1水分测定器（德国 Sartorius 公

司）；电热恒温水浴锅（北京市永光明医疗仪器有限公司）；

1260高效液相色谱仪（美国Agilent公司）。

1.2 药材、药品与试剂

中药淫羊藿（批号：1206605191）、杜仲（批号：120624）、丹

参（批号：130109）、白芍（批号：1301605231）、牛膝（批号：

21120621）、鹿角胶（批号：20121008）、茯苓（批号：121112）、香

附（批号：20120427）、甘草（批号：1210105201）等均源于山东

中医药大学附属医院，经该院张学顺主任药师鉴定为道地药

材，均符合2015年版《中国药典》（一部）有关规定；淫羊藿苷对

照品（批号：110737-200415，纯度：＞98％）、丹酚酸 B 对照品

（批号：111562-201212，纯度：＞98％）均来源于中国食品药品

检定研究院；甲醇、乙腈均为色谱纯（美国Tedia公司），水为高

纯水。

2 方法与结果
2.1 处方

处方：淫羊藿、丹参各 3 g，白芍、杜仲各 1.5 g，茯苓、牛膝

各1.2 g，甘草、香附各0.9 g，出膏4.2 g。

2.2 淫羊藿苷的含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱为 ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6

mm，5 μm），流动相为乙腈-水（30 ∶ 70）等度洗脱，流速为 1.0

ml/min，柱温为25 ℃，检测波长为270 nm，进样量为20 μl。理

论板数按淫羊藿苷峰计应不低于1 500。

2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取于 105 ℃干燥至恒质量

的淫羊藿苷对照品 10.92 mg，置于 20 ml量瓶中，加入甲醇适

量，超声使溶解，放冷并稀释至刻度，得质量浓度为 546 μg/ml

的淫羊藿苷对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取干浸膏粉末适量（相当于 0.1 g

的淫羊藿药材），精密称定，移至 50 ml锥形瓶中，精密加入稀

乙醇（50％）溶液 10 ml，密塞，摇匀，称质量，超声处理（功率

250 W，频率 40 kHz）30 min；取出，放冷，称质量，用稀乙醇溶

液补足失质量，摇匀；离心（2 500 r/min，离心半径 9.5 cm）3
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min，取上清液，0.22 μm微孔滤膜滤过，备用。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 取缺淫羊藿的阴性对照样品，

照“2.2.3”项下方法制备阴性对照溶液。

2.2.5 专属性试验 精密吸取对照品、供试品、阴性对照溶液

各20 μl测定。结果，供试品中的其他成分对淫羊藿苷测定无

干扰，色谱图见图1。

2.2.6 线性关系考察 按相关方法操作，以淫羊藿苷对照品

峰面积（y）为纵坐标、质量浓度（x）为横坐标，进行线性回归，得

到回归方程：y＝45 041 055.08x－84 734.89（r＝1.000 0）。结果

表明，淫羊藿苷检测质量浓度线性范围为21.84～152.9 μg/ml，

定量限为7.21 ng。

2.2.7 精密度、重复性、回收率试验 按相关方法操作，精密

度、重复性试验的RSD分别为0.32％、2.06％（n＝6），平均回收

率为98.11％（RSD＝2.22％，n＝6），表明该方法符合要求。

2.2.8 稳定性试验 按相关方法操作，供试品溶液放置 10 h

时淫羊藿苷峰面积RSD为 2.04％（n＝6），表明供试品溶液在

10 h内稳定。

2.3 丹酚酸B的含量测定

2.3.1 色谱条件 色谱柱为 ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6

mm，5 μm），流动相为乙腈-0.1％甲酸水溶液（25 ∶ 75）等度洗

脱，流速为1 ml/min，柱温为25 ℃，检测波长为286 nm，进样量

为20 μl。理论板数按丹酚酸B峰计应不低于2 000。

2.3.2 对照品溶液的制备 精密称取于 105 ℃干燥至恒质量

的丹酚酸B对照品 12.68 mg，置于 50 ml量瓶中，加入 75％甲

醇适量，超声使溶解，放冷并稀释至刻度，得质量浓度为 634

μg/ml的丹酚酸B对照品溶液。

2.3.3 供试品溶液的制备 取干浸膏粉末适量（相当于10 g的

丹参药材），移至50 ml锥形瓶中，其余操作同“2.2.3”项下方法。

2.3.4 阴性对照溶液的制备 取缺丹参的阴性对照样品，照

“2.3.3”项下方法制备阴性对照溶液。

2.3.5 专属性试验 精密吸取对照品、供试品、阴性对照溶液

各 20 μl测定，结果供试品中的其他成分对丹酚酸B测定无干

扰，色谱图见图1。

2.3.6 线性关系考察 按相关方法操作，以丹酚酸B对照品峰

面积（y）为纵坐标、质量浓度（x）为横坐标，进行线性回归，得到

回归方程：y＝3 877.1x+5.518 7（r＝0.999 9）。结果表明，丹酚

酸B检测质量浓度线性范围为 12.68～380.4 μg/ml，定量限为

4.18 ng。

2.3.7 精密度、重复性、回收率试验 按相关方法操作，精密

度、重复性试验的RSD分别为0.70％、2.28％（n＝6），平均回收

率为97.99％（RSD＝2.32％，n＝6），表明该方法符合要求。

2.3.8 稳定性试验 按相关方法操作，供试品溶液放置 10 h

时丹酚酸 B 峰面积 RSD 为 1.08％（n＝6），表明供试品溶液在

10 h内稳定。

2.4 干浸膏得率的测定

精密吸取供试品溶液50 ml，置于已干燥至恒质量的蒸发

皿中，在水浴上蒸干；于105 ℃干燥3 h以上，移至干燥器中，冷

却30 min，迅速称质量，直至样品恒质量。计算干浸膏得率＝

（干膏质量/药材质量）×100％。

2.5 星点设计-响应面法试验

2.5.1 因素与水平的确定 根据传统汤剂的煎煮方法以及预

试验的结果，确定水提取法提取药材。影响水提工艺的因素

主要有提取次数、提取时间、提取溶剂水的用量。因提取次数

为非连续变量[3-4]，所以结合传统汤剂实际煎煮次数及预试验

结果，固定提取次数为 2次，对加水倍量（X1）8～16倍、提取时

间（X2）60～150 min进行筛选。分别按照星点设计的因素安排

试验，选择淫羊藿苷、丹酚酸B含量以及干浸膏得率为考察指

标（淫羊藿苷、丹酚酸B换算成此提取方法下在每1 g单味药材

中提取的含量进行比较）。因素与水平见表1。

表1 因素与水平表

Tab 1 Factors and levels

因素

X1（加水倍量）

X2（提取时间，min）

水平
-1.414

8

60

-1

9.2

73.2

0

12

105

+1

14.8

136.8

+1.414

16

150

2.5.2 归一值的计算 响应面法的数据处理办法为归一化

法，每个指标标准化为0～1之间的归一值D；各指标归一值求

算几何平均数，得总评归一值OD。其中归一值的计算为对取

值越小越好的干浸膏得率计算Dmin＝（Ymax－Yi）/（Ymax－Ymin），对

取值越大越好的淫羊藿苷和丹酚酸 B 含量计算 Dmax＝（Yi－

Ymin）/（Ymax－Ymin），OD＝（D1D2…Dn）1/n，n 为指标数 [5]，D1、D2、D3

分别为干浸膏得率和淫羊藿苷、丹酚酸B含量的归一值。在该

系统评价中，因几个指标取值或大或小较好，故将其归一为一

个总OD值再代入Design-expert软件进行筛选。

2.5.3 星点设计试验结果 测得每个样品的淫羊藿苷、丹酚

酸B含量及干膏率，计算其D值及OD值，结果见表 2，方差分

析见表3。

由表 2、表 3可见，应用Design-expert软件以OD值[5]进行

多元非线性拟合，二次多项式拟合总评 OD＝0.4+0.058 X1+

0.053X2－0.17X1X2－0.16X1
2－0.054X2

2－0.12X1
2X2+0.014X1X2

2。

该模型P＜0.000 1，有显著性差异，失拟项P＝0.324 1＞0.05，

说明所得方程与实际拟合中非正常误差所占比例小，OD值与

X1、X2回归方程关系良好。通过Design-expert软件绘制响应面

三维图[6]，见图2，从而在响应面最优区域上选取OD值来作为

试验条件。

图1 高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品（正交试验3号样）；C.阴性对照；1. 淫羊藿苷；2. 丹

酚酸B

Fig 1 HPLC chromatograms
A. substance control；B. sample（No. 3 sample of orthogonal test）；C.

negative control；1. icariin；2. salvianolic acid B
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采用 Design-expert 软件对最优结果进行预测，X1＝14.8，

X2＝73.2，OD值预测值为0.500 5。综合考虑各方面因素，最优

工艺确定为15倍量的水回流提取75 min，提取2次。

2.6 验证试验

根据上述工艺条件再提取 10倍量补肾活血胶囊样品 3

份，每份处方量为淫羊藿、丹参各 30 g，白芍、杜仲各 15 g，茯

苓、牛膝各12 g，甘草、香附各9 g。测得各指标结果见表4。

表4 验证试验结果

Tab 4 Results of validation test

批次
1

2

3

平均值
RSD，％

淫羊藿苷，mg

80.692 1

82.016 3

80.827 8

81.178 7

0.90

丹酚酸B，mg

1.122 37

1.150 21

1.121 75

1.098 11

1.44

干浸膏得率，％
28.1

27.9

28.4

28.1

0.89

实测OD值
0.496 1

0.508 2

0.498 7

0.501 0

1.27

预测OD 值
0.500 5

偏差，％
+0.000 3

结果表明，验证试验结果与预测值基本相符，偏差为

0.000 3％。

3 讨论
3.1 试验考察指标的选择

经文献[7-8]得知，本试验君药淫羊藿中的淫羊藿苷以及

丹参中的丹酚酸B为治疗股骨头坏死的有效成分，可对抗骨质

疏松，促进骨细胞分化增殖，故将二者含量作为考察指标。

3.2 试验优选方法的选择

本试验采用星点设计-响应面法对水提取工艺进行筛选。

该方法与正交设计法和均匀设计法相比，试验精度更高，预测

值也更接近真实值，且操作简便[9-12]。星点设计-响应面法通过

多元线性回归及多元非线性拟合，得出相应的数学方程及试

验模型，再根据该模型绘制响应面图，从而找出最优的区域。

3.3 试验因素的选择

在水提取试验中选取了提取次数、加水倍量以及提取时

间为试验因素。但由于提取次数为不连续因素，无法在星点

设计中体现，故而进行了预试验，确定了提取次数为 2次。所

以在星点设计试验中只体现了后2个因素的考察。
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表2 星点设计试验结果

Tab 2 Results of central composite design

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

X1

-1

+1

-1

1

0

0

+1.414

-1.414

0

0

0

0

0

X2

-1

-1

+1

1

+1.414

-1.414

0

0

0

0

0

0

0

干浸膏得
率，％

25.76

28.20

28.13

31.09

29.80

27.87

31.02

26.11

29.80

30.02

29.90

30.00

30.10

淫羊藿苷含
量，mg

6.015 45

8.039 34

7.070 00

11.589 20

8.523 10

6.776 41

9.257 74

6.251 75

8.654 96

8.852 23

8.693 72

8.786 21

8.742 32

丹酚酸B
含量，mg

0.087 251

0.091 896

0.075 477

0.104 264

0.087 606

0.077 035

0.090 906

0.072 917

0.092 345

0.091 045

0.092 564

0.092 784

0.093 981

D1

1

0.542 2

0.555 3

0

0.242 0

0.609 8

0.013 1

0.934 3

0.242 0

0.167 0

0.223 3

0.204 5

0.185 7

D2

0

0.365 5

0.189 2

1

0.449 9

0.136 5

0.581 7

0.424 0

0.473 6

0.509 0

0.480 5

0.497 1

0.489 2

D3

0.457 3

0.605 4

0.081 7

1

0.468 6

0.131 4

0.573 9

0

0.619 8

0.578 3

0.626 8

0.633 8

0.672 0

OD值

0

0.493 2

0.204 7

0

0.370 9

0.222 0

0.163 5

0

0.414 2

0.366 3

0.406 7

0.400 9

0.393 8

表3 拟合回归方程的方差分析结果

Tab 3 Variance analysis results of fitting regression equation

方差来源
模型
X1

X2

X1X2

X1
2

X2
2

X1
2X2

X1X2
2

残差
失拟项
总差

平方和
0.38

0.013

0.011

0.12

0.18

0.020

0.031

0.000 04

0.001 8

0.000 43

0.38

自由度
7

1

1

1

1

1

1

1

5

1

12

均方
0.054

0.013

0.011

0.12

0.18

0.020

0.031

0.000 04

0.001 8

0.000 43

F

150.42

37.47

31.07

341.32

505.28

56.07

87.27

1.15

1.26

P

＜0.000 1

0.001 7

0.002 6

＜0.000 1

＜0.000 1

0.000 7

0.000 2

0.332 7

0.324 1

显著性
显著
显著
显著
显著
显著
显著
显著

图2 X1、X2对OD值的效应面三维图

Fig 2 Three-dimensional graph of X1 and X2 to OD value
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