
中国药房 2021年第32卷第21期 China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 21

Δ基金项目：吉林省科技发展计划项目（No.20200404021YY）

＊硕士研究生。研究方向：中药品质评价与资源开发。E-mail：

2483567069@qq.com

# 通信作者：教授，硕士生导师。研究方向：中药品质评价与资源

开发。E-mail：735110462@qq.com

赤芍为毛茛科植物芍药Paeonia lactiflora Pall. 或川

赤芍Paeonia veitchii Lynch.的干燥根，味苦，微寒，归肝

经[1]。赤芍的主要活性成分为芍药苷、芍药内酯苷、氧化

芍药苷、苯甲酸等，具有抗肿瘤、抗凝、抗血栓、降血脂、

抗动脉粥样硬化等药理作用 [2]。赤芍的炮制方法有清

炒、麸炒、酒制、醋制等，现代临床较为常用的有赤芍生

品和酒制品 [3]。酒制后可增强赤芍活血化瘀的功效 [4]。

虽然2020年版《中国药典》（一部）和多地的炮制规范均

对酒赤芍有所记载[1，5]，但并未对其炮制工艺参数进行量

化。目前有关酒赤芍炮制工艺的研究还较少，已有的与

赤芍相关的炮制工艺研究中考察指标也较为单一，大多

局限于芍药苷的含量，且缺乏相关药效学实验验证，不

能全面反映该饮片的质量内涵[6]。鉴于此，本研究拟以

氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸和水溶性浸出

物含量的综合评分为考察指标，基于层次分析法

（AHP）、指标相关性的指标权重确定方法（CRITIC）以及

酒赤芍炮制工艺优化及其体外抗凝血作用考察Δ
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摘 要 目的：优化酒赤芍炮制工艺，并考察其体外抗凝血效果。方法：以氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸和水溶性浸出

物的含量为考察指标，通过层次分析法（AHP）、指标相关性的指标权重确定方法（CRITIC）以及两者的混合加权法确定各指标的

权重系数并计算综合评分，然后采用Box-Behnken响应面法优化酒赤芍的闷润时间、炒制时间和炒制温度等参数，再采用体外抗

凝血实验对按最优炮制工艺所制备的酒赤芍进行初步药效学考察。结果：采用AHP-CRITIC混合加权法确定芍药内酯苷、氧化芍

药苷、芍药苷、苯甲酸、水溶性浸出物的权重系数分别为0.233 9、0.131 7、0.183 3、0.078 9、0.372 3。酒赤芍的最优炮制工艺为闷润

时间35 min、炒制时间20 min、炒制温度120 ℃。体外抗凝血实验结果显示，生赤芍和酒赤芍均能显著延长小鼠血浆的凝血酶时

间、凝血酶原时间、活化部分凝血活酶时间，且酒赤芍的作用显著优于生赤芍（P＜0.05）。结论：优化所得酒赤芍的炮制工艺稳定、

可行；按此工艺所制酒赤芍的体外抗凝血作用较生品更好。
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Optimization of Processing Technology of Paeonia lactiflora Stir-baked with Wine and Investigation of Its

Anticoagulant Effect
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the processing technology of Paeonia lactiflora stir-baked with wine，and to investigate

its in vitro anticoagulant effect. METHODS：The weight coefficient of each index was determined and the comprehensive score was

calculated with analytic hierarchy process（AHP），Criteria Importance Though Intercrieria Correlation（CRITIC）and AHP-CRITIC

weighting method，using the contents of oxypaeoniflorin，albiflorin，paeoniflorin，benzoic acid and water-soluble extract as index.

Box-Behnken response surface methodology was used to optimize the parameters of P. lactiflora stir-baked with wine，such as

moistening time， frying time and frying temperature. Then in vitro anticoagulant experiment was used to investigate the

pharmacodynamics of P. lactiflora stir-baked with wine prepared according to the optimal processing technology. RESULTS：The

weight coefficients of albiflorin，oxypaeoniflorin，paeoniflorin，benzoic acid and water-soluble extract determined by AHP-CRITIC

weighting method were 0.233 9，0.131 7，0.183 3，0.078 9，0.372 3，respectively；the optimal processing technology of P.

lactiflora stir-baked with wine included moistening time of 35 min，frying time of 20 min and frying temperature of 120 ℃ . The

results of in vitro anticoagulant test showed that P. lactiflora and P. lactiflora stir-baked with wine could significantly prolong the

time of thrombin time，prothrombin time，activated partial thrombin time of plasma；the effects of P. lactiflora stir-baked with

wine were significantly better than those of P. lactiflora（P＜0.05）. CONCLUSIONS：The optimized processing technology of P.

lactiflora stir-baked with wine is stable and feasible. The in vitro anticoagulant effect of P. lactiflora stir-baked with wine prepared

by this tehcnology is better than that of raw products.

KEYWORDS Paeonia lactiflora；Paeonia lactiflora stir-baked with wine；Anticoagulation；Technology optimization；Box-Behnken

response surface methodology
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两者的混合加权法计算出各指标的权重系数，然后结合

Box-Behnken响应面法优化酒赤芍的炮制工艺，并通过

体外抗凝血实验初步考察按最优炮制工艺所制备的酒

赤芍的药效，为赤芍饮片的炮制和临床应用提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用的主要仪器包括 Prominence-ILC-2030

型高效液相色谱（HPLC）仪（日本 Shimadzu 公司）、

MTN-Ⅱ型半自动凝血分析仪（长春市曼特诺医疗器械

有限公司）、JA2603B型千分之一电子天平（上海天美天

平仪器有限公司）、FA1004B型万分之一电子天平（上海

佑科仪器仪表有限公司）、DHG-9053A型电热鼓风干燥

箱（上海一恒科学仪器有限公司）、FST-Ⅲ-20s型普力菲

尔超纯水机（上海富诗特仪器设备有限公司）、KQ3200E

型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）、MS-5型

炒药机（常州市金坛迈斯机械有限公司）、HT-866迷你型

红外测温仪（广州市宏诚集业电子科技有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

赤芍饮片（批号HML20190722-03）购自吉林国安药

业有限公司，经长春中医药大学药学院中药鉴定教研室

翁丽丽教授鉴定为毛茛科植物芍药 P. lactiflora Pall.的

干燥根。氧化芍药苷对照品（批号P12N9S74762，纯度≥

98％）、芍药内酯苷对照品（批号Y21A9H59553，纯度≥

91.4％）、芍药苷对照品（批号 L07M9Q60533，纯度≥

98％）、苯甲酸对照品（批号Z18S7H21155，纯度≥98％）

均购自上海源叶生物技术有限公司；活化部分凝血活酶

时间（APTT）检测试剂盒（批号B202005B）、凝血酶时间

（TT）检测试剂盒（批号D202005A）、凝血酶原时间（PT）

检测试剂盒（批号A202008A）均购自赛奥生物科技（青

岛）有限公司；磷酸、甲醇为色谱纯，其余试剂为分析纯，

水为超纯水。

1.3 动物

本研究所用动物为SPF级健康 ICR小鼠，共 18只，

雄性，4～6周龄，体质量18～22 g，购自长春市亿斯实验

动物技术有限责任公司，实验动物生产许可证号为

SCXK（吉）2020-0002。小鼠饲养于温度为（24±2）℃、

12 h光照/12 h黑暗的动物房内，予以常规饲料饲养，自

由饮水、进食。小鼠适应性饲养1周后用于实验。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 混合对照品溶液 精密称取氧化芍药苷、芍药内

酯苷、芍药苷、苯甲酸对照品各适量，置于同一量瓶中，

加甲醇溶解并制成上述成分质量浓度分别为 0.108 6、

0.194 0、0.134 8、0.124 7 mg/mL 的混合对照品溶液，

备用。

2.1.2 供试品溶液 取酒赤芍样品粗粉（过二号筛，下

同）0.5 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，精密加入 80％

甲醇 25 mL，称定质量，超声（功率 250 W，频率 40 kHz）

处理30 min，放冷；再次称定质量，用80％甲醇补足减失

的质量，摇匀，过0.22 μm微孔滤膜，取续滤液，即得。

2.1.3 阴性对照溶液 以80％甲醇作为阴性对照溶液。

2.2 酒赤芍的制备方法

取赤芍饮片 200 g，加黄酒 28 g，拌匀，闷润一定时

间，然后置于炒药机内，在一定温度下炒制一定时间，取

出，放凉，即得。

2.3 酒赤芍中4种指标成分含量测定方法的建立

2.3.1 色谱条件与系统适用性试验 以Agilent Eclipse

XDB-C18（250 mm ×4.6 mm，5 μm）为色谱柱，以甲醇

（A）-0.1％磷酸溶液（B）为流动相进行梯度洗脱（0～20

min，6％A→18％A；20～35 min，18％A→20％A；35～

70 min，20％ A；70～75 min，20％ A→95％ A；75～85

min，95％A；85～90 min，95％A→5％A；90～100 min，

5％A）；流速为 1.0 mL/min；柱温为 28 ℃；检测波长为

230 nm；进样量为10 μL。取“2.1”项下各溶液（其中酒赤

芍样品是按“2.5”项下响应面实验中 8号方案制备，下

同），分别按此色谱条件进样测定，记录色谱图（图 1）。

结果显示，各待测成分均达到基线分离，各待测成分色

谱峰与相邻色谱峰的分离度均大于 1.5，理论板数均大

于 10 000，且阴性对照溶液对测定无干扰，表明本方法

的适用性较好。

图1 系统适用性试验的HPLC图

Fig 1 HPLC chromatograms of system suitability test
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2.3.2 线性关系考察 取氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍

药苷、苯甲酸对照品各适量，分别按“2.1.1”项下方法制

成氧化芍药苷质量浓度分别为0.014 5、0.029 0、0.057 9、

0.108 6、0.362 0、0.736 0、1.104 0 mg/mL，芍药内酯苷质

量浓度分别为0.025 9、0.051 7、0.103 5、0.194 0、0.323 3、

0.646 7、1.293 3 mg/mL，芍药苷质量浓度分别为0.018 0、

0.035 9、0.071 9、0.134 8、0.337 0、0.674 0、1.138 7 mg/mL，

苯甲酸质量浓度分别为0.016 6、0.033 3、0.066 5、0.124 7、

0.247 0、0.332 5、0.623 5 mg/mL的系列线性工作液。取

上述系列线性工作液适量，分别按“2.3.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。以待测成分质量浓度（x，mg/mL）

为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归。结果显

示，各待测成分在其质量浓度范围内与对应峰面积的线

性关系均良好（r均大于0.999 0），详见表1。

表1 4种待测成分的回归方程和线性范围

Tab 1 Regression equation and linear range of four

components

待测成分
氧化芍药苷
芍药内酯苷
芍药苷
苯甲酸

回归方程
y ＝3 659 708x－25 332

y ＝5 110 082x－31 508

y ＝13 017 706x－96 487

y ＝34 998 228x－94 843

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 8

线性范围，mg/mL

0.014 5～1.104 0

0.025 9～1.293 3

0.018 0～1.138 7

0.016 6～0.623 5

2.3.3 精密度试验 精密吸取“2.1.1”项下混合对照品

溶液适量，按“2.3.1”项下色谱条件连续进样6次，记录峰

面积。结果，氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸

峰面积的 RSD 分别为 0.58％、1.79％、1.89％、1.69％

（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.4 稳定性试验 取酒赤芍粗粉，按“2.1.2”项下方法

制备供试品溶液，于室温下密闭放置 0、2、4、8、12、24、

48 h时按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。

结果，氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸峰面积

的RSD分别为 1.67％、0.89％、0.66％、1.30％（n＝7），表

明该供试品溶液在室温下密闭放置 48 h 内的稳定性

较好。

2.3.5 重复性试验 取酒赤芍粗粉 0.5 g，共 6份，分别

按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，然后按“2.3.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积，采用外标法计算各成

分的含量。结果显示，氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、

苯甲酸的平均含量分别为 0.193％、1.622％、4.184％、

0.520％，RSD分别为 1.90％、0.85％、0.24％、1.01％（n＝

6），表明本方法的重复性较好。

2.3.6 加样回收试验 取已知含量的酒赤芍粗粉 9份，

每份约 0.25 g，精密称定，分别按已知成分含量的 50％、

100％、150％加入相应对照品溶液，每个浓度水平各平

行3份；然后分别按“2.1.2”项下方法制备供试品溶液后，

再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算

各成分的加样回收率。结果显示，氧化芍药苷、芍药内

酯苷、芍药苷、苯甲酸的平均加样回收率分别为100.21％、

99.81％、100.79％、100.77％，RSD分别为1.34％、0.21％、

1.42％、1.69％（n＝9），表明本方法的准确度较好。加样

回收试验结果见表2。

表2 加样回收试验结果（n＝9）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝9）

待测成分
氧化芍药苷

芍药内酯苷

芍药苷

苯甲酸

已知含量，mg

0.480 4

0.480 2

0.480 8

0.480 6

0.480 6

0.480 2

0.480 4

0.480 8

0.480 2

4.073 4

4.071 7

4.076 8

4.075 1

4.075 1

4.071 7

4.073 4

4.076 8

4.071 7

10.463 7

10.459 4

10.472 4

10.468 1

10.468 1

10.459 4

10.463 7

10.472 4

10.459 4

1.303 6

1.303 0

1.304 7

1.304 1

1.304 1

1.303 0

1.303 6

1.304 7

1.303 0

加入量，mg

0.246 5

0.246 5

0.246 5

0.532 4

0.532 4

0.532 4

0.765 9

0.765 9

0.765 9

2.074 7

2.074 7

2.074 7

4.089 3

4.089 3

4.089 3

6.138 5

6.138 5

6.138 5

5.349 7

5.349 7

5.349 7

11.623 9

11.623 9

11.623 9

15.724 9

15.724 9

15.724 9

0.665 1

0.665 1

0.665 1

1.311 4

1.311 4

1.311 4

1.969 0

1.969 0

1.969 0

测得量，mg

0.729 9

0.733 7

0.722 8

1.010 5

1.011 7

1.017 7

1.251 3

1.235 8

1.247 2

6.135 9

6.144 1

6.152 1

8.161 5

8.159 1

8.156 5

10.180 6

10.218 4

10.193 6

15.791 5

15.799 4

15.909 9

22.072 2

22.057 1

22.533 1

26.083 3

26.481 9

26.420 1

1.985 9

1.966 8

2.002 7

2.612 8

2.614 1

2.618 9

3.270 4

3.273 3

3.265 5

加样回收率，％
101.22

102.84

98.17

99.53

99.76

100.96

100.65

98.58

100.14

99.41

99.89

100.03

99.93

99.87

99.89

99.49

100.05

99.73

99.59

99.82

101.64

99.83

99.70

103.87

99.33

101.81

101.50

102.59

99.80

104.95

99.79

99.89

100.34

99.89

99.98

99.67

平均加样回收率，％
100.21

99.81

100.79

100.77

RSD，％
1.34

0.21

1.42

1.69

2.4 水溶性浸出物含量测定

取酒赤芍粗粉适量，按照 2020年版《中国药典》（四

部）通则“2201热浸法”测定酒赤芍中水溶性浸出物的含

量[7]。

2.5 酒赤芍炮制工艺的优化

查阅文献[8－10]可知，炒制温度、炒制时间、闷润时

间对酒赤芍饮片的质量有显著影响。因此，本研究结合

前期预实验结果，以闷润时间（A）、炒制时间（B）、炒制温

度（C）为考察因素，以氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、

苯甲酸和水溶性浸出物含量的综合评分为评价指标，优

化酒赤芍的炮制工艺。综合评分的计算公式如下：综合

评分=（氧化芍药苷含量/氧化芍药苷含量最大值×氧化

芍药苷权重系数+芍药内酯苷含量/芍药内酯苷含量最

大值×芍药内酯苷权重系数+芍药苷含量/芍药苷含量最

大值×芍药苷权重系数+苯甲酸含量/苯甲酸含量最大
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值×苯甲酸权重系数+水溶性浸出物含量/水溶性浸出物

含量最大值×水溶性浸出物权重系数）×100。酒赤芍炮

制工艺优化Box-Behnken响应面设计的因素与水平见表

3，实验安排与结果见表4。

表3 酒赤芍炮制工艺优化Box-Behnken响应面设计的

因素与水平

Tab 3 Factors and levels of Box-Behnken response

surface design for the optimization of proces-

sing tehcnology of P. lactiflora stir-baked with

wine

水平
－1

0

1

A（闷润时间），min

30

60

90

B（炒制时间），min

20

30

40

C（炒制温度），℃
100

120

140

表4 酒赤芍炮制工艺优化Box-Behnken响应面设计的

实验安排与结果

Tab 4 Experimental design and results of Box-Behn-

ken response surface design for P. lactiflora

stir-baked with wine

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

因素
A，min

30

90

30

90

30

90

30

90

60

60

60

60

60

60

60

60

60

B，min

20

20

40

40

30

30

30

30

20

40

20

40

30

30

30

30

30

C，℃
120

120

120

120

100

100

140

140

100

100

140

140

120

120

120

120

120

含量指标，％
氧化芍药苷

0.190

0.215

0.168

0.229

0.160

0.163

0.114

0.192

0.223

0.091

0.190

0.251

0.182

0.140

0.153

0.119

0.316

芍药内酯苷
0.871

1.533

1.033

1.526

1.073

1.123

0.809

1.628

1.195

0.559

0.979

1.101

0.955

1.151

0.923

0.730

1.006

芍药苷
3.837

4.014

3.018

4.110

3.631

3.575

2.246

4.182

4.015

1.732

3.914

3.995

3.777

3.591

3.288

2.230

4.083

苯甲酸
0.516

0.520

0.593

0.495

0.606

0.579

0.811

0.521

0.479

0.858

0.533

0.507

0.578

0.552

0.615

0.750

0.542

水溶性浸出物
27.599

27.701

26.404

29.300

24.898

25.652

20.153

29.546

28.100

22.751

28.849

29.649

28.596

28.448

26.049

21.712

27.103

2.6 各成分含量指标权重系数的确定

2.6.1 AHP法确定权重系数 中药具有整体性的特点，

其药效一般是许多化学成分的综合作用[11]。因此，本研

究根据各成分的含量及其药理作用[3]，将上述指标分成3

个层次并确定优先顺序为水溶性浸出物＞芍药苷＞氧

化芍药苷≈苯甲酸≈芍药内酯苷。据此顺序，采用

yaahp v7.5软件构建各指标成对比较的优先判断矩阵

（表 5），并对矩阵进行归一化处理，计算出水溶性浸出

物、芍药苷、芍药内酯苷、氧化芍药苷、苯甲酸的权重系

数分别为0.381 6、0.261 4、0.170 0、0.109 0、0.078 0，一致

性比率（CR）＝0.028 1＜0.10，表明该指标成对比较的优

先判断矩阵具有满意的一致性，求得的权重系数有

效[12]。

2.6.2 CRITIC法确定权重系数 将表 4中各成分的含

量进行无量纲化处理以消除单位量纲。无量纲数据的

计算公式为：无量纲数据＝（某指标检测值－该指标最

小值）/（该指标最大值－该指标最小值）。然后将无量纲

数据代入以下公式计算各指标的权重系数（Wj）：Cj＝

σj∑
i＝1

n

（1－rij），Wj＝Cj /∑
j＝1

m

Cj。式中，Cj表示第 j个（j＝1，2，

3，……，n）指标所包含的信息量，σj为无量纲化处理后列

向量的标准差，rij表示指标 i（i＝1，2，3，……，n）和指标 j

之间的相关系数，Wj表示第 j 个指标的权重系数 [13－14]。

结果显示，氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸、水

溶性浸出物的权重系数分别为0.229 1、0.261 0、0.133 0、

0.192 0、0.185 0。

2.6.3 AHP-CRITIC 混合加权法确定权重系数 由于

AHP-CRITIC混合加权法得到的权重系数在理论上更加

全面、合理且符合实际，故笔者将上述2种方法结合后计

算各指标的复合权重系数（ωAHP-CRITICij）：ωAHP-CRITICij＝ωAHPij×

ωCRITICij/∑（ωAHPij×ωCRITICij）。式中，ωAHPij表示通过AHP法计

算得到的权重系数，ωCRITICij表示通过CRITIC法计算得到

的权重系数，i、j分别表示指标 i和指标 j（加权法算的是

一种指标相对于另一种指标的权重，故记为 i和 j）。结

果显示，氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸、水溶

性浸出物的权重系数分别为 0.131 7、0.233 9、0.183 3、

0.078 9、0.372 3。

2.6.4 3种权重分析法计算的综合评分结果比较 分别

采用上述3种权重分析法所得的权重系数对响应面实验

结果进行评分，结果见表6。采用SPSS 21.0软件对基于

3种权重分析法所得的综合评分结果进行相关系数分

析。结果显示，基于 AHP 法与 AHP-CRITIC 混合加权

法、CRITIC 法与 AHP-CRITIC 混合加权法、AHP 法与

CRITIC 法所得综合评分的相关系数分别为 0.726、

0.887、0.909，三者间的相关性均显著（P＜0.01），说明 3

种方法得到的综合评分结果具有一致性。采用 SPSS

21.0软件对 3种方法所得权重系数的相关性进行分析。

结果显示，CRITIC法与AHP法所得权重系数之间的相

关系数为0.046，相关性不显著（P＞0.05），说明二者所反

映的信息不具有叠加性。因 AHP-CRITIC 混合加权法

是从主、客观两个方面进行考虑，所载含的信息更为科

学、合理，故本研究最终选择 AHP-CRITIC 混合加权法

确定的权重系数计算各指标的综合评分：综合评分＝（芍

药苷含量/芍药苷含量最大值×0.183 3+水溶性浸出物含

表5 酒赤芍评价指标成对比较的优先判断矩阵

Tab 5 Priority judgment matrix for pairwise compari-

son of indicators of P. lactiflora stir-baked with

wine

权重指标
水溶性浸出物
芍药苷
芍药内酯苷
氧化芍药苷
苯甲酸

水溶性浸出物
1

1/2

1/3

1/3

1/3

芍药苷
2

1

1/2

1/3

1/3

芍药内酯苷
3

2

1

1/2

1/3

氧化芍药苷
3

3

2

1

1/2

苯甲酸
3

3

3

2

1
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量/水溶性浸出物含量最大值×0.372 3+芍药内酯苷含量/

芍药内酯苷含量最大值×0.233 9+氧化芍药苷含量/氧化

芍药苷含量最大值×0.131 7+苯甲酸含量/苯甲酸含量最

大值×0.078 9）×100。

表 6 3种权重分析方法所得的酒赤芍炮制工艺综合

评分

Tab 6 Comprehensive evaluation of three weighting

methods of P. lactiflora stir-baked with wine

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

AHP法
86.58

88.76

92.41

77.88

85.67

74.52

59.66

83.11

91.64

74.74

87.80

59.74

60.34

80.86

59.66

76.89

91.83

CRITIC法
80.73

81.57

83.16

69.95

58.95

66.22

76.09

71.62

83.28

67.90

78.18

58.48

57.57

69.97

76.09

69.25

81.08

AHP-CRITIC混合加权法
72.64

80.03

84.37

69.98

54.68

66.65

75.35

73.11

82.21

67.34

76.24

59.50

54.88

73.63

75.35

68.81

82.22

2.7 模型拟合及验证实验

2.7.1 模型拟合 以综合评分为因变量，以因素A、B、C

为自变量，应用Design-Expert 8.0.6.1软件进行二次多元

回归拟合模型分析，得到回归方程为：综合评分＝4.45+

0.70A－0.82B－0.085C－0.26AB + 0.39AC + 0.94BC－

0.27A2+1.12B2－0.68C2（R2＝0.921，P＝0.007 3）。方差分

析结果显示，因素 B、C 对综合评分具有显著影响（P＜

0.05），详见表7。由R2和P值可知，该回归方程的拟合度

较好，实验误差较小，能够用来对酒赤芍炮制工艺进行

分析和预测。

表7 模型拟合的方差分析结果

Tab 7 Variance analysis results of model fitting

方差来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
总差

平方和
19.71

0.53

4.44

13.89

0.32

0.32

0.05

0.10

0.06

1.64×10－3

2.04

0.24

1.80

21.75

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方
2.19

0.53

4.44

13.89

0.32

0.32

0.05

0.10

0.06

1.64×10－3

0.29

0.08

0.45

F

7.51

1.83

15.22

47.62

1.10

1.11

0.16

0.34

0.19

5.61×10－3

0.18

P

0.007 3

0.218 5

0.005 9

0.000 2

0.328 4

0.328 0

0.698 4

0.579 1

0.672 3

0.942 4

0.906 6

为进一步考察各因素交互作用的影响，本研究采用

Design-Expert 8.0.6.1软件绘制了响应面图和等高线图，

详见图2。由图2可知，A与B的交互作用较强。以该软

件求解上述二元回归方程，得到酒赤芍的最优炮制工艺

为闷润时间35 min、炒制时间20 min、炒制温度120 min；

模型预测值为98.75。

2.7.2 最优炮制工艺的验证 取赤芍生品饮片，按

“2.7.1”项下最优炮制工艺进行 3次验证实验。结果显

示，3次验证实验中各指标综合评分的平均值为 95.98

（RSD为 2.12％，n＝3），与模型预测值（98.75）的偏差为

2.81％，说明该饮片酒制工艺的准确性与稳定性均良好。

2.8 酒赤芍的体外抗凝血活性考察

2.8.1 样品溶液的制备 取赤芍生品粗粉以及按最优

炮制工艺制备的酒赤芍粗粉各约1 g，精密称定，置于具

塞锥形瓶中，精密加入生理盐水50 mL，称定质量，超声

（功率 250 W，频率 40 kHz）处理 30 min，放冷；再次称定

质量，用生理盐水补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液。将续滤液蒸干，再次加入适量生理盐水溶解，然后

再以 3 000 r/min 离心 10 min，取上清液，得质量浓度均

为0.104 9 g/mL的样品溶液（以生药量计），备用。

2.8.2 分组与给药 将 18只小鼠按随机数字表法随机

分为空白组、生赤芍组和酒赤芍组，每组6只。将小鼠摘

眼球取血，将采集的血液置于含有 3.2％柠檬酸钠的抗

图2 各因素交互作用对综合评分影响的响应面图和等

高线图

Fig 2 Response surface and contour maps of the

effects of interaction of each factor on compre-

hensive score
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b. A-B交互作用（等高线图）
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d. A-C交互作用（等高线图）

综合评分

8
7
6
5
4

2
3综

合
评

分

1.00
0.50

0
－0.50

－1.00 －1.00
－0.50

0
0.50

1.00

C，℃ B，min

1.00

0.50

0

－0.50

－1.00

C
，℃

－1.00 －0.50 0 0.05 1.00

B，min

f. B-C交互作用（等高线图）

综合评分

A，minC，℃

a. A-B交互作用（响应面图）

c. A-C交互作用（响应面图）

e. B-C交互作用（响应面图）
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凝采血管中，将各组6只小鼠的血液分别混匀后，以3 000

r/min离心 10 min，收集血浆。将血浆置于－20 ℃冰箱

中，备用。

2.8.3 血浆凝血三项的检测与分析 按照相应试剂盒

说明书方法操作，采用半自动凝血分析仪分别检测各组

小鼠血浆的 PT、TT、APTT。其中，检测 PT、APTT 时生

赤芍组均加入50 μL血浆和25 μL生赤芍样品溶液，酒赤

芍组均加入50 μL血浆和25 μL酒赤芍样品溶液，空白组

均加入50 μL血浆和25 μL生理盐水；检测TT时生赤芍

组加入100 μL血浆和50 μL生赤芍样品溶液，酒赤芍组

加入100 μL血浆和50 μL酒赤芍样品溶液，空白组加入

100 μL 血浆和 50 μL 生理盐水。实验重复 3次。采用

SPSS 21.0软件对数据进行统计分析。计量资料以 x±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用LSD检验。检验水准α＝0.05。结果显示，与空白

组比较，生赤芍组和酒赤芍组的PT、TT、APTT均显著延

长（P＜0.05），且酒赤芍组的 PT、TT、APTT 较生赤芍组

均显著延长（P＜0.05）。各组小鼠血浆的凝血三项指标

检测结果见表8。

表 8 各组小鼠血浆的凝血三项指标检测结果（x±±s，

n＝3，s）

Tab 8 Three blood coagulation indexes of plasma in

mice in each group（x±±s，n＝3，s）

组别
空白组
生赤芍组
酒赤芍组

PT

10.60±0.23

25.12±0.46＊

29.19±0.66＊#

TT

29.56±0.08

31.65±0.46＊

37.73±0.26＊#

APTT

26.48±0.40

49.54±0.19＊

57.43±0.82＊#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与生赤芍组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. P. lactiflora group，#P＜0.05

3 讨论
中药具有整体性的特点，其药效一般是许多化学成

分的综合作用。有报道指出，以浸出物含量与特定活性

成分含量组成的复合指标，可更好地控制饮片质量[2，15]。

笔者在前期研究中发现，不管是采用冷浸法还是热浸法

对酒赤芍中浸出物进行提取，均以水溶性浸出物的含量

较高。因此，本研究最终确定以赤芍中含量较高的几种

成分（氧化芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸）和水溶

性浸出物含量的综合评分为评价指标 [3]，采用 Box-

Behnken响应面法优化酒赤芍的炮制工艺。

笔者前期通过单因素实验考察了不同黄酒加入量

（20、24、28、30、32、36、40 g）对酒赤芍饮片质量的影响，

并确定了最佳的加酒量为28 g。此外，笔者还通过查阅

文献、对药厂进行调研及进行预实验等方式，确定了本

研究中的炒制温度、炒制时间、闷润时间的水平。本研

究采用 AHP-CRITIC 混合加权法确定各成分指标的权

重系数，既能够将炒制温度、炒制时间、闷润时间的重要

性量化，又能够通过CRITIC法体现出样本的客观数据

信息，消除人为设定量化指标的主观性 [8，12－14]。体外抗

凝血实验结果显示，生赤芍和按最优炮制工艺制备的酒

赤芍均能显著延长小鼠血浆的TT、PT、APTT，且酒赤芍

的作用较生赤芍更优。

综上所述，本研究运用AHP-CRITIC混合加权法和

Box-Behnken响应面法相结合的方式优化了酒赤芍的炮

制工艺，所制酒赤芍的体外抗凝血效果较生品更好。在

以往的赤芍炮制工艺相关研究中，更多的是关注药材指

标性成分——芍药苷的含量。而本研究以赤芍中氧化

芍药苷、芍药内酯苷、芍药苷、苯甲酸等4种成分作为考

察指标，并通过AHP-CRITIC混合加权法赋予各指标不

同权重系数，是中药现代化研究的一种探索。
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