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摘 要 目的：研究三黄益肾方的纯化工艺。方法：以纯化后澄清液中总多糖、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷保留率和除杂率为

指标，分别考察水提醇沉法（50％、60％、70％乙醇）和澄清剂法（101果汁澄清剂、ZTC天然澄清剂、壳聚糖澄清剂）的纯化效果，以

筛选三黄益肾方纯化方法；设计正交试验对最优纯化方法的工艺参数（药液质量浓度、澄清剂用量和药液pH）进行优化，并进行验

证试验。结果：纯化方法中以壳聚糖为澄清剂时纯化效果较优，综合评分为98.62；优化后工艺参数为药液质量浓度1 g/mL、1％壳

聚糖溶液用量 2 mL/g、pH 5.1；验证试验中总多糖、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷保留率和除杂率平均值分别为 79.56％、

78.11％、79.46％、32.18％（RSD分别为1.24％、0.97％、1.03％、1.16％，n＝3）。结论：采用壳聚糖为澄清剂对三黄益肾方纯化效果

较好，且操作简单，优化后工艺稳定、可行。

关键词 三黄益肾方；纯化工艺；正交试验；黄芪甲苷；总多糖；毛蕊异黄酮葡萄糖苷；壳聚糖；澄清剂
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the purification technology of Sanhuang yishen formula. METHODS：Using retention rate

and impurity rate of purified total polysaccharide，astragaloside and calycosin glucoside as index，the purification effects of water

extraction and alcohol precipitation method（50％，60％，70％ ethanol）and clarifying agent method（101 juice clarifying agent，

ZTC natural clarifying agent，chitosan clarifying agent）were respectively detected to screen the purification method；orthogonal

test was used to optimize the technology parameters（mass concentration of liquid，amount of clarifying agent and pH of liquid）by

the optimized purification method，and the verification test was conducted. RESULTS：The purification was better when using chito-

san as clarifying agent with comprehensive score of 98.62；the purified technology parameters were mass concentration of liquid 1

g/mL，1％ chitosan solution amount of 2 mL/g，pH 5.1；the average value of retention rate and impurity rate of purified total poly-

saccharide，astragaloside and calycosin glucoside in verification test were 79.56％ （RSD＝1.24％ ，n＝3），78.11％ （RSD＝

0.97％，n＝3），79.46％（RSD＝1.03％，n＝3）and 32.18％（RSD＝1.16％，n＝3），respectively. CONCLUSIONS：Using chito-

san as clarifying agent shows good purification effect for Sanhuang yishen formula，which is simple. The optimized technology is

stable and feasible.

KEYWORDS Sanhuang yishen formula；Purification technology；Orthogonal test；Astragaloside；Total polysaccharide；Calyco-
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三黄益肾方是广东省第二中医院临床用方剂，由熟

地黄、黄芪、大黄、茯苓等药材组成，具有补益气血、活血

化瘀、泻下祛浊等功效，主要用于慢性肾病的早期治疗，

原剂型是煎剂，现计划开发成服用方便的颗粒剂。方中

主要活性成分为多糖，如黄芪多糖、熟地黄多糖和茯苓

多糖等。现代中药药理研究表明，中药多糖具有补益气
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血、增强免疫的作用 [1]，能改善肾病所致气血亏虚等症

状；同时黄芪中的皂苷类成分也具有改善肾功能作用[2]，

黄芪中的黄酮类成分（指标性成分为毛蕊异黄酮葡萄糖

苷等）具有调节机体免疫力及改善肾相关功能等作用[3]；

大黄中蒽醌类等成分具有泻下通便作用，还可防治慢性

肾病的并发症[4]。

本方现采用水提工艺，得膏率约为35.42％，日服生

药量较大；同时提取液中鞣质类（大黄含有鞣质）、蛋白

质、果胶等成分较多，会影响后续制剂的稳定性，故需要

对提取液进行纯化研究。本课题组考察了传统的水提

醇沉工艺与澄清剂絮凝澄清工艺的纯化效果[5]，并设定

醇沉工艺中乙醇体积分数分别为50％、60％、70％，絮凝

澄清工艺中澄清剂分别为 101果汁澄清剂、ZTC天然澄

清剂、壳聚糖澄清剂，以方中总多糖、黄芪甲苷、毛蕊异

黄酮葡萄糖苷的保留率和除杂率为评价指标，筛选纯化

工艺，为后续制剂工艺的建立提供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

DC-NSG-30多功能提取浓缩机组（上海达程实验设

备有限公司）；1200高效液相色谱仪（HPLC）（美国安捷

伦公司）；电子天平（上海贵虎实业发展有限公司）；

XS205DU 分析天平（瑞士梅特勒-托利多公司）；UV-

2550 紫外分光光度计（日本岛津公司）。

1.2 药材、药品、对照品与试剂

黄芪（批号：140101）、熟地黄（批号：150201）、大黄

（批号：150101）、茯苓（批号：150301）等药材均购自广州

中芝源中药饮片有限公司，经广东省第二中医院中药信

息研究室刘法锦主任中药师鉴定，均符合现行2015年版

《中国药典》（一部）各药材项下规定，测得黄芪中毛蕊异

黄酮葡萄糖苷含量为0.021 5 g/g、黄芪甲苷含量为0.042 1

g/g[6]；葡 萄 糖 对 照 品（批 号 ：110833-201205，纯 度 ：

99.5％）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品（批号：11920-

201303，纯度：96.7％）、黄芪甲苷对照品（批号：110781-

201314，纯度：95.6％）均来源于中国食品药品检定研究

院；壳聚糖（北京正天成澄清技术有限公司，批号：

150729）；101果汁澄清剂（主要成分为变性淀粉，上海沃

逊生物工程有限公司，批号：150216）；ZTC1+1Ⅱ型天然

澄清剂（北京正天成澄清技术有限公司，批号：150629）；

液相色谱分析用水为蒸馏水，乙腈为色谱纯，其余试剂均

为分析纯。

2 方法与结果
2.1 三黄益肾颗粒浓缩液的制备

按处方比例称取药材 4 kg，加 8倍量水，煎煮 2次，

每次2.5 h，滤过，合并滤液，浓缩至药液与药材质量比约

为1 ∶1，即药液质量浓度以生药量计为1 g/mL，备用。

2.2 多糖含量的测定

采用苯酚-硫酸法[7]测定。

2.2.1 葡萄糖对照品溶液的制备 精密称取 105 ℃干

燥至恒质量的葡萄糖对照品10.20 mg，置于100 mL量瓶

中，加水溶解稀释至刻度，摇匀，即得 0.102 mg/mL的葡

萄糖对照品溶液。

2.2.2 葡萄糖标准曲线的绘制及方法学考察 分别量

取葡萄糖对照品溶液 1、2、3、4、5 mL 置于 10 mL 量瓶

中，以水定容。各取2 mL置于具塞玻璃瓶中，分别加入

5％苯酚溶液 1 mL，摇匀，再缓缓加入浓硫酸 5.0 mL，避

光放置 20 min，在 95 ℃水浴中保温 20 min，取出后冷却

至室温；以水为空白对照。在 490 nm 波长处测定吸光

度，以质量浓度（x）为横坐标、吸光度（y）为纵坐标绘制标

准曲线，得回归方程为 y＝1.772 9x+0.005 6（r＝0.999 3）。

得葡萄糖检测质量浓度线性范围为2.550～12.750 μg/mL。

按要求进行精密度与回收率试验，结果精密度试验中吸

光度的 RSD 值为 1.57％（n＝6）；低、中、高水平（50％、

100％、150％）回收率平均值为101.58％（RSD＝2.05％，

n＝3）。上述结果表明方法学考察结果符合要求。

2.3 固形物质量的测定

精密吸取浓缩液 50 mL，置于 105 ℃干燥至恒质量

的蒸发皿中，水浴蒸干，按2015年版《中国药典》（四部）

0831通则中干燥失重测定法[8]测定，计算固形物质量和

除杂率（H）[H＝（纯化前固形物质量－纯化后上清液固

形物质量）/纯化前固形物质量×100％]。

2.4 毛蕊异黄酮葡萄糖苷、黄芪甲苷含量的测定

2.4.1 对照品溶液的制备 取毛蕊异黄酮葡萄糖苷、黄

芪甲苷对照品适量，分别加甲醇制成 0.150 9、0.504 9

mg/mL的对照品溶液。

2.4.2 供试品溶液的制备 （1）测黄芪甲苷的供试品溶

液。精密量取浓缩液/澄清液18 mL，用水饱和的正丁醇

振摇提取 4次，每次 30 mL，合并正丁醇，用 40％氨水洗

涤 2次，每次 30 mL；洗涤后将正丁醇层水浴蒸干，残渣

加 6 mL水溶解，过D101大孔树脂（内径为 1.5 cm、柱高

为14 cm），以水50 mL洗脱；弃洗脱液，以30 mL 40％乙

醇洗脱，弃去洗脱液；以80 mL 70％乙醇洗脱，收集洗脱

液，95 ℃水浴蒸干，残渣加甲醇溶解，定容至 5 mL，过

0.45 μm微孔滤膜滤过，即得[6]。（2）测毛蕊异黄酮葡萄糖

苷的供试品溶液。精密量取浓缩液/澄清液1.5 mL，置于

10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，超声 15 min（频率为 40

kHz、功率为 250 W），过滤，取续滤液过 0.45 μm微孔滤

膜，即得。

2.4.3 阴性样品溶液的制备 按处方比例称取除黄芪

以外的药材 200 g，加 8倍水，煎煮 2次，每次 2.5 h，合并

滤液并浓缩至100 mL，分别按“2.4.2”项下方法制备毛蕊

异酮葡萄糖苷和黄芪甲苷的阴性样品溶液。

2.4.4 色谱条件 （1）毛蕊异黄酮葡萄糖苷。色谱柱为

Kromasil-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相为乙腈-

0.1％甲酸（16 ∶ 84）；流速为 1.0 mL/min；检测波长为 260
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nm；柱温为 35 ℃；进样量为 10 μL。理论板数以毛蕊异

黄酮葡萄糖苷峰计应不低于3 000。（2）黄芪甲苷。色谱

柱为 AichromBond-SB C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流

动相为乙腈-水（32 ∶68）；流速为1.0 mL/min；检测波长为

260 nm；柱温为30 ℃；进样量为20 μL；蒸发光散射检测

器检测，氮气流速为1.5 L/min；漂移管温度为45 ℃。理

论板数以黄芪甲苷计应不低于4 000。

2.4.5 方法学考察 按照文献[9]方法测定。以峰面积

为纵坐标（y）、进样量为横坐标（x）进行线性回归，得毛

蕊异黄酮葡萄糖苷、黄芪甲苷的回归方程分别为 y＝

3.251 7x+30.147 2（r＝0.999 6）、lny＝1.427 7lnx+4.941

（r＝0.999 8），线性范围分别为0.150 9～2.414 4、0.504 9～

10.090 μg；精密度试验中 RSD 分别为 1.04％（n＝3）、

1.17％（n＝3）；重复性试验中 RSD 分别为 1.31％（n＝

3）、0.97％（n＝3）；稳定性试验（室温放置 16 h）中 RSD

分别为1.42％（n＝3）、1.25％（n＝3）；加样回收率试验中

回收率平均值分别为 99.43％（RSD＝1.36％，n＝3）、

101.02％（RSD＝1.15％，n＝3）。

2.4.6 专属性试验 分别吸取对照品溶液、供试品溶

液、阴性样品溶液适量，按“2.4.4”项下条件进样测定。

结果，2个主成分峰与邻峰分离度均符合要求，阴性样

品溶液在2个主成分峰相应位置处无色谱峰出现，详见

图1。

2.5 纯化样品的制备与测定

按文献[10]方法制备与测定。

2.5.1 101果汁澄清剂溶液的制备 取101果汁澄清剂

适量，加入蒸馏水，匀速搅拌，溶胀36 h，制备成5％粘胶

液，即得。

2.5.2 ZTC澄清剂A、B组分溶液的制备 分别取适量

ZTC1+1Ⅱ型天然澄清剂A、B组分，置于2个烧杯中，分

别加入蒸馏水和 1％乙酸溶液，匀速搅拌，溶胀 36 h，分

别制备成2种1％粘胶液，即得。

2.5.3 壳聚糖溶液的制备 取壳聚糖适量，加入 1％乙

酸适量，匀速搅拌，溶胀36 h，制备成1％粘胶液，即得。

2.5.4 纯化样品的制备 （1）水提醇沉法除杂样品。取

“2.1”项相当于 250 g 生药质量的浓缩液 3份，分别加

95％乙醇至药液含醇量为 50％、60％、70％，匀速搅拌，

放置24 h；离心（2 500 r/min，离心半径为130 mm，下同）

15 min，收集上清液，上清液加热浓缩并定容至200 mL，

备用。（2）澄清剂法中 101果汁澄清剂或壳聚糖纯化样

品。取“2.1”项相当于250 g生药质量的浓缩液，每1 g生

药加入0.05 mL 101果汁澄清剂溶液或1.5 mL壳聚糖溶

液。（3）澄清剂法中ZTC澄清剂纯化样品。取“2.1”项相

当于 250 g 生药质量的浓缩液，按每 1 g 生药加入 0.04

mL ZTC 澄清剂 B 组分溶液；再按每 1 g 生药加入 0.02

mL ZTC澄清剂A组分溶液。上述“（2）、（3）”项下 3种

混合溶液均匀速搅拌 0.5 h，放置 24 h，离心，收集上清

液，并于90 ℃水浴浓缩定容至200 mL，即得。

2.5.5 2种纯化方法纯化效果比较 取上述 6种样品，

分别测定其中总多糖、黄芪甲苷和毛蕊异黄酮葡萄糖苷

的含量，计算保留率（纯化后含量/纯化前含量×100％）、

除杂率及综合得分[总多糖、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷的保留率（E、F、G）和H各指标与其最大值之比的

加和，各指标的权重分别为 0.4、0.2、0.2、0.2]，结果见

表 1。

表1 6种纯化后样品各指标比较

Tab 1 Comparison of each index in 6 purified samples

纯化方法
醇沉法

澄清剂法

纯化试剂
50％乙醇
60％乙醇
70％乙醇
101果汁
ZTC

壳聚糖

E，％
75.81

75.64

67.15

79.42

80.16

80.37

F，％
71.54

73.18

69.87

79.56

82.14

77.42

G，％
69.86

72.15

70.46

69.87

65.17

75.61

H，％
18.42

20.43

14.86

14.08

16.47

22.18

综合得分
90.03

92.76

82.27

91.65

91.99

98.62

由表 1可见，澄清剂法对有效成分总多糖和黄芪甲

苷的保留效果优于水提醇沉法，前者中尤以壳聚糖为澄

清剂时综合评分最高。故选择壳聚糖为澄清剂，采用正

交试验法进一步优化其纯化工艺参数。

2.6 壳聚糖纯化工艺的优化

壳聚糖的纯化效果与药液质量浓度和壳聚糖用量

有关，纯化药液pH以4～6为宜[11]，故以E、F、G和H为指

标，对药液质量浓度（g/mL，以生药计）、1％壳聚糖溶液

用量（每1 g生药所需壳聚糖溶液体积，mL/g）及药液pH

（分别采用稀盐酸与 20％氢氧化钠溶液调节）进行优

化。参考文献[12-13]并在预试验的基础上设计3因素3

水平正交试验表，并对数据结果进行方差分析，结果见

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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表2、表3、表4。

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（药液质量浓度），g/mL

0.25

0.5

1

B（1％壳聚糖溶液用量），mL/g

1

1.5

2

C（药液pH）

4

5

6

表3 正交试验设计与结果

Tab 3 Design and results of orthogonal test

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

251.67

242.08

253.72

11.64

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

241.58

250.53

255.35

13.78

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

248.48

252.51

246.48

6.03

D（空白）

1

2

3

3

1

2

2

3

1

247.36

250.00

250.11

2.75

E，％
67.78

79.45

73.84

80.48

73.97

63.81

67.24

61.10

65.76

F，％
82.78

81.28

80.88

76.94

66.44

72.63

78.45

75.51

65.84

G，％
82.02

79.30

67.66

76.47

80.33

62.46

77.29

51.42

61.14

H，％
18.80

19.00

23.37

21.47

17.87

32.70

21.03

40.60

31.03

综合得分
80.54

85.75

85.38

79.60

79.66

82.82

81.43

85.12

87.16

表4 方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis

变异来源
A

B

C

误差

离均差平方和
25.74

32.58

6.29

1.61

自由度
2

2

2

2

均方差
12.87

16.29

3.14

0.81

F

15.95

20.19

3.90

P

＜0.10

＜0.05

＞0.10

注：F0.10（2，2）＝9.00，F0.05（2，2）＝19.00

Note：F0.10（2，2）＝9.00，F0.05（2，2）＝19.00

由直观分析可知各因素主次影响为B＞A＞C；方差

分析结果表明，因素B对试验结果影响显著，因素A对

试验结果有一定的影响，而因素C对试验结果几乎无影

响。从可操作性考虑选择纯化工艺条件为A3B3C2，即药

液浓缩至质量浓度为 1 g/mL，1％壳聚糖溶液用量为 2

mL/g，pH为5.1（无需调节）。

2.7 验证试验

按正交试验优化的工艺条件进行 3次试验。取

“2.4”项下相当于250 g生药质量的浓缩液，每1 g生药加

入 2 mL 1％壳聚糖溶液，匀速搅拌 0.5 h，静置 24 h，离

心，收集上清液，并于 90 ℃水浴浓缩定容至 200 mL，测

定。分别计算E、F、G、H，结果分别为79.56％、78.11％、

79.46％、32.18％（RSD 分别为 1.24％、0.97％、1.03％、

1.16％，n＝3），表明该纯化工艺稳定、可行。

3 讨论
处方中各药材所含活性成分多为多糖类、黄酮类、

皂苷类和蒽醌类成分，在水中溶解度较大[14]，故澄清剂

法对总多糖和有效成分的保留，相对于水提醇沉法具有

明显优势；且前者还具有成本低、稳定性好等优点[15]，适

用于纯化药液。

本试验中原药液pH约为5.1，加入澄清剂后测得药

液pH约为5.0，故最终确定的优化工艺中无需调节pH。

由于中药复方制剂成分比较复杂，而本试验只考察

了壳聚糖澄清剂法对三黄益肾方中臣药黄芪的主要有

效成分黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷，以及黄芪、大

黄、熟地黄和茯苓等药材中含有的总多糖含量的影响，

而对其他有效成分如君药大黄中的蒽醌类成分、臣药熟

地黄中的毛蕊花糖苷类的保留效果，还需进一步研究。

另外，本次试验反应皆在常温下操作，反应后澄清液统

一水浴浓缩至200 mL，故纯化工艺中的反应温度还需进

一步考察，其他因素如静置时间、搅拌速率等也有待进

一步的研究和优化。
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