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［摘　 要］ 　 为了优化藿乌粉的提取工艺， 研究以乙醇浓度、固液比、提取时间、提取次数为影响因

素，以 ２， ３， ５， ４′ －四羟基二苯乙烯 － ２ － Ｏ － β － Ｄ －葡萄糖苷、淫羊藿苷、朝藿定 Ａ、朝藿定 Ｂ 含量

以及干膏得率为评价指标，采用层次分析法（ＡＨＰ）、基于指标相关性的权重确定方法（ＣＲＩＴＩＣ）、
ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 混合加权法确定各评价指标的权重系数， 根据单因素和正交试验结果优化提取工艺

参数。 结果表明 ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 混合加权法确定出的权重系数更为科学、合理， 优选出的最佳提取

工艺为 １２ 倍量 ６０％ 乙醇提取 ２ 次， 每次 １． ５ ｈ。 ３ 次验证试验综合评分均值为 ８９． ６９， ＲＳＤ 值为

０􀆰 ６３％ 。 优选出的藿乌粉提取工艺经验证稳定可行， 重复性好， 可用于藿乌粉的制备。
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　 　 我国是畜禽养殖与消费大国， 鸡蛋产量位居

世界首位， 但我国“小规模、大群体”的产业特征依

然存在， 万只以下的中小规模养殖仍然是蛋鸡养

殖的主体。 由于生产设施简陋、饲养管理不到位、
从业人员专业知识匮乏、疾病、应激等因素的影响，
导致蛋鸡养殖过程中疾病频发、高峰产蛋率降低、
蛋品质下降。 在实际养殖过程中， 经营者为了追

求蛋鸡的生产性能和抗疾病能力， 往往会在饲料

中添加抗生素。 长期不规范使用抗生素， 不仅会

引起蛋鸡免疫能力下降、肠道菌群平衡破坏等一系

列问题， 同时还会危害到人类的健康。 中草药富含

多种生物活性物质和营养成分， 具有纯天然、耐药性

弱、有害残留少、毒副作用小等优势， 在替代抗生素

方面有着巨大的潜力。 ２０２０ 版《中国兽药典》二部中

收录的具有改善蛋鸡产蛋性能、提升蛋品质的中兽

药仅有降脂增蛋散、蛋鸡宝、激蛋散三种［１］。 且三种

中兽药均为传统散剂， 存在组方药味多、制剂工艺粗

糙、质量难以控制、药物利用率低、疗效不稳定等缺

点。 蛋鸡养殖行业迫切需要能够安全、有效延长蛋

鸡产蛋周期， 提升蛋品质的新型中兽药。
淫羊藿和制何首乌为传统补益中药。 淫羊藿

为助阳药， 性温， 味辛、甘， 归肝经、肾经， 具有温

肾助阳、强筋壮骨、益精补气的功效。 现代药理研

究表明其主要有促进性腺功能、防治骨质疏松、促进

造血功能、抗肿瘤、抗炎等作用［２ － ３］。 制何首乌为滋

阴药， 性微温， 味苦、甘、涩， 归肝、心、肾经， 具有滋

补肝肾、填精益血、强筋健骨的功效。 现代药理研究

表明其主要有延缓机体衰老、增强机体免疫力、改善

心脑血管功能、预防动脉粥样硬化等作用［４ － ５］。 课

题组前期针对蛋鸡产蛋时期的生理特点， 以肝肾阴

阳双补立法， 精选淫羊藿、制何首乌两味药材进行组

方， 经粉碎混合制备成传统散剂“藿乌散”， 研究发

现其具有提高蛋鸡产蛋性能和改善蛋品质的效果。
为了更好的推广应用， 课题组拟将传统散剂“藿乌

散”开发成一款新型中兽药“藿乌粉”。
本研究将在前期研究的基础上， 应用现代中兽药

制剂技术，进行 “藿乌粉”的提取工艺研究， 为将其开

发为微量、安全、高效、质量可控、使用方便的新型中兽

药和在蛋鸡养殖过程中的推广应用奠定基础。
１　 材　 料

１． １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ 高效液相色谱

仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；Ｂ － ４９１ 旋转蒸发仪（瑞士

ＢＵ ＣＨＩ 公司）；ＳＢ２５ － １２Ｄ 超声波清洗机（宁波新

芝生物科技股份有限公司）；ＴＢ －２１５Ｄ 电子分析天

平（德国赛多利斯天平有限公司）；ＨＨ － ５６ 数显恒

温水浴锅（江苏金坛市金城国胜实验仪器厂）。
１． ２　 试药 　 对照品 ２， ３， ５， ４′ － 四羟基二苯乙

烯 －２ － Ｏ － β － Ｄ －葡萄糖苷（简称二苯乙烯苷、批
号 ８２３７３ － ９４ － ２， 含量 ９８％ ）、淫羊藿苷 （批号

４８９ － ３２ － ７， 含量 ９８％ ）、朝藿定 Ａ（批号 １１０６２３ －
７２ － ８， 含量 ９８％ ）、朝藿定 Ｂ（批号 １１０６２３ － ７３ －
９， 含量 ９８％ ）， 购于江西佰草源生物科技有限公

司；液相部分所用甲醇、乙腈、乙醇均为色谱纯（美
国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； 淫羊藿、制何首乌药材， 购于河北

省安国市祁源中药材有限公司。
２　 方　 法

２． １　 含量测定

２． １． １　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ５ ＴＣ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ） 色谱柱；柱温 ３０ ℃ ， 流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
进样量 １０ μＬ； 二苯乙烯苷含量检测：以 Ｖ（乙

腈） ∶ Ｖ （ 水） ＝ ２５ ∶ ７５ 为流动相；检测波长为

３２０ ｎｍ； 淫羊藿苷、朝藿定 Ａ、朝藿定 Ｂ 含量检

测：以 Ｖ（乙腈） ∶ Ｖ（水） ＝ ３０ ∶ ７０ 为流动相；检测

波长为 ２７０ ｎｍ。
２． １． ２　 对照品溶液的制备　 精密称定二苯乙烯苷

对照品适量， 加 ５０％乙醇定容至刻度， 制成 ０􀆰 ３９２０
ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品储备液。 精密称定淫羊藿苷、朝藿

定 Ａ、朝藿定 Ｂ 对照品适量， 加 ５０％乙醇定容至刻

度， 制 成 含 淫 羊 藿 苷 ０． ３４６３ ｍｇ ／ ｍＬ、 朝 藿 定

Ａ ０． ２３３４ ｍｇ ／ ｍＬ、朝藿定 Ｂ ０． ２６０７ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合对

照品储备液。
２． １． ３　 供试品溶液的制备　 精密称取藿乌提取物

０． １ ｇ， 置具塞锥形瓶中， 加入 ５０％乙醇 ２０ ｍＬ， 称

定重量， 超声处理 １５ ｍｉｎ， 用 ５０％乙醇补足减失的

重量， 摇匀， 滤过， 取续滤液， 即得。
２． １． ４　 阴性供试品溶液的制备　 分别称取缺制何
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首乌、淫羊藿的阴性处方量药材 ２ 份， 按最佳工艺

制得缺何首乌和缺淫羊藿阴性样品。 精密称取阴

性样品 ０． １ ｇ， 同“２． １． ３”项下的处理方法， 制得阴

性供试品溶液。
２． １． ５　 方法学考察

２． １． ５． １　 系统适应性　 取对照品、供试品、阴性对

照溶液适量， 分别进样， 得到相应的液相图谱。 二

苯乙烯苷色谱图见图 １， 淫羊藿苷、朝藿定 Ａ、朝藿

定 Ｂ 三种成分的色谱图见图 ２。

Ａ － 对照品； Ｂ － 供试品； Ｃ － 缺制何首乌阴性供试品；

１ － 二苯乙烯苷

图 １　 二苯乙烯苷 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｓｔｉｌｂｅｎｅ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ

Ａ － 对照品； Ｂ － 供试品； Ｃ － 缺淫羊藿阴性供试品；

１ － 朝藿定 Ａ； ２ － 朝藿定 Ｂ； ３ － 淫羊藿苷

图 ２　 淫羊藿三种黄酮成分的 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇ ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

ｉｎ Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ

２． １． ５． ２　 线性关系考察　 精密吸取上述对照品溶

液、混合对照品溶液适量， 对照品溶液依次稀释 ２、
４、８、１６、３２ 倍。 混合对照品溶液依次稀释 ２、４、８、
１６、３２、６４ 倍。 按相应的色谱条件进样测定， 记录

峰面积。 以峰面积为纵坐标（Ｙ）， 质量浓度为横坐

标（Ｘ）绘制标准曲线， 进行回归分析， 线性关系考

察结果见表 １。

表 １　 线性关系考察

Ｔａｂ １　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
成分 回归方程 Ｒ２ 线性范围 μｇ ／ ｍＬ

二苯乙烯苷 Ｙ ＝ ２７． ３５６Ｘ ＋ １０． ７２２ ０． ９９９９ １２． ２５ ～ ３９２． ００

淫羊藿苷 Ｙ ＝ ２３． ６０１Ｘ ＋ ７３． ６９３ ０． ９９９９ ５． ４２ ～ ３４６． ９２

朝藿定 Ａ Ｙ ＝ １９． １３８Ｘ ＋ ２８． ２７ ０． ９９９９ ３． ４９ ～ ２２３． ４４

朝藿定 Ｂ Ｙ ＝ １９． １４１Ｘ ＋ ３２． ８９５ ０． ９９９９ ４． ０７ ～ ２６０． ６８

２． １． ５． ３ 　 精密度试验　 取对照品溶液、混合对照

品溶液各一份， 按相应的色谱条件重复进样 ６ 次，
测得二苯乙烯苷、淫羊藿苷、朝藿定 Ａ、朝藿定 Ｂ 峰

面积的 ＲＳＤ 值分别为 ０． ５５％ 、０． ６６％ 、０． ６７％ 、
０􀆰 ７５％ ， 表明仪器精密度良好。
２． １． ５． ４ 　 稳定性试验　 取对照品溶液、混合对照

品溶液各一份， 按相应的色谱条件分别在 ０， ２， ４，
８， １２， ２４ ｈ 时进样， 测得二苯乙烯苷、淫羊藿苷、
朝藿定 Ａ、 朝藿定 Ｂ 峰面积的 ＲＳＤ 值分别为

０􀆰 ６２％ 、０． ４２％ 、０． ４７％ 、０． ４９％ ， 表明对照品溶液

和混合对照品溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２． １． ５． ５ 　 重复性试验 　 取同一份供试品， 根据

“２． １． ３”项下的供试品制备方法， 平行制备 ６ 份供

试品溶液， 并按照相应的色谱条件测定各成分的

含量， 测得二苯乙烯苷、淫羊藿苷、朝藿定 Ａ、朝藿

定 Ｂ 的平均质量分数分别为 ３５． ２３、１９． ７０、７． １２、
１１． ２０ ｍｇ ／ ｇ， ＲＳＤ 分别为 １． ５５％ 、０． ４８％ 、０􀆰 ７８％ 、
０． ７７％ 。
２． １． ５． ６　 加样回收率试验　 精密称取已知含量的

样品（二苯乙烯苷 ３５． ７８ ｍｇ ／ ｇ、淫羊藿苷 １９． ７８
ｍｇ ／ ｇ、朝藿定 Ａ ７． １０ ｍｇ ／ ｇ、朝藿定 Ｂ １１． ３９ ｍｇ ／ ｇ）
０． ０２５ ｇ， 共 ６ 份， 分别置于 ５０ ｍＬ 锥形瓶中， 加入

１ ｍＬ 混合对照品溶液（二苯乙烯苷 ０． ８９３１ ｍｇ ／ ｍＬ、

·６２·
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淫羊藿苷 １． ６４８ ｍｇ ／ ｍＬ、朝藿定 Ａ ０． ６２５ ｍｇ ／ ｍＬ、朝
藿定 Ｂ １． ０６０ ｍｇ ／ ｍＬ， ５０％ 乙醇制）， ５０％ 乙醇定

容至 ２０ ｍＬ。 按“２． １． ３”项下供试品的处理方法进

行处理， 之后按相应的色谱条件测定， 测得二苯乙

烯苷、淫羊藿苷、朝藿定 Ａ、朝藿定 Ｂ 的平均加样回

收 率 分 别 为 １０２． ０５％ 、 ９９． ４０％ 、 １０１． ０４％ 、
９９． １４％ ， ＲＳＤ 值分别为 １． ８０％ 、０． ４３％ 、０． ４１％ 、
０． ４０％ ， 结果表明该方法回收率良好。
２． ２　 干膏得率测定 　 将藿乌粉提取液减压浓缩，
得生药质量浓度 ０． ５ ｇ ／ ｍＬ 的浓缩液。 精密吸取浓

缩液 １００ ｍＬ， 置已干燥恒重的蒸发皿内， ６０ ℃水浴

蒸干， 于 １０５ ℃干燥 ３ ｈ， 取出置干燥器冷却 ０． ５ ｈ，
精密称定重量， 计算干膏得率。 干膏得率 ＝ （ｍ１ －
ｍ０） ／ Ｍ ×１００％， ｍ０ 为蒸发皿质量， ｍ１ 为干浸膏与

蒸发皿总质量， Ｍ 为中药饮片的质量。
２． ３　 单因素试验　 取处方量药材 １４ 份， 分别以乙

醇浓度（Ａ）、固液比（Ｂ）、提取时间（Ｃ）和提取次数

（Ｄ）为自变量， 以二苯乙烯苷含量、三种黄酮之和

以及干膏得率的综合评分为因变量， 进行提取， 提

取液抽滤后照 ２． ２ 项下方法得到干浸膏， 并计算干

膏得率。 将干浸膏粉碎， 照 ２． １ 项下的方法测定三

种黄酮之和以及二苯乙烯苷的含量。
２． ４　 正交试验　 在前期单因素实验的基础上， 以

乙醇浓度（Ａ）、固液比（Ｂ）、提取时间（Ｃ）和提取次

数（Ｄ）为自变量， 以二苯乙烯苷、三种黄酮之和以

及干膏得率的综合评分为因变量， 采用 Ｌ９ （３４）正
交试验优化提取工艺， 正交试验设计表见表 ２。 综

合评分 Ｙ ＝ 二苯乙烯苷含量 ／最高含量 × 权重系

数 ＋三种黄酮之和 ／最高含量 × 权重系数 ＋ 干膏得

率 ／最高得率 ×权重系数。

表 ２　 正交因素水平 Ｌ９（３４） 表

Ｔａｂ ２　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｌ９（３４） ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平

因素

Ａ （乙醇
浓度 ／ ％ ）

Ｂ （加入溶
剂量 ／ 倍）

Ｃ （提取
时间 ／ ｈ）

Ｄ （提取
次数 ／ 次）

１ ６０ ８ ０． ５ １
２ ７０ １２ １ ２
３ ８０ １６ １． ５ ３

２． ５　 指标权重的确定

２． ５． １　 ＡＨＰ 法　 据藿乌粉中各指标对药理活性作

用的强弱， 采用１ ～ ９ 标度法［６］对二苯乙烯苷、三种

黄酮之和以及干膏得率三个权重指标进行量化， 各

指标优先顺序如下：二苯乙烯苷 ＞ 三种黄酮之和 ＞
干膏得率， 构建成对比较的优先判断矩阵， 见表 ３。
根据矩阵评分情况利用 ＳＰＳＳＡＵ 软件进行 ＡＨＰ 层次

分析， 分析得二苯乙烯苷、三种黄酮之和以及干膏得

率的权重系数分别为 ０． ５３９０、０． ２９７２、０． １６３８。 一致

性比例因子（ＣＲ） ＝ ０． ００８９ ＜ ０． １０，因此判断矩阵评

分具有良好的一致性， 求得的权重系数有效。

表 ３　 判断矩阵评分

Ｔａｂ ３　 Ｊｕｄｇｍｅｎｔ ｍａｔｒｉｘ ｓｃｏｒｉｎｇ
权重指标 二苯乙烯苷 三种黄酮之和 干膏得率

二苯乙烯苷 １ ２ ３
三种黄酮之和 １ ／ ２ １ ２

干膏得率 １ ／ ３ １ ／ ２ １

２． ５． ２ 　 ＣＲＩＴＩＣ 法　 ＣＲＩＴＩＣ 法是一种客观的权重

赋值方法， 它通过数据的标准差和相关系数来体

现评价指标之间的变异性和冲突性［７］。 首先将正

交中的数据进行归一化处理， 归一化的数据经

ＳＰＳＳＡＵ 软件分析， 得二苯乙烯苷、三种黄酮之和、
干膏得率的权重系数分别为 ０． ２９６９、 ０． ４４３９、
０． ２５９２。
２． ５． ３ 　 ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ　 综合加权法 ＡＨＰ 法主观

评价了各指标的权重系数， 体现了复方中药的配

伍规律及各成分对药效影响程度的大小。 ＣＲＩＴＩＣ
法客观评价了各指标的权重系数， 充分考虑了数

据自身客观属性对权重赋值的影响。 将 ２ 种方法

结合起来， 更能合理的计算综合权重（ωＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ）。

公式为 ωＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ ＝ ωＡＨＰωＣＲＩＴＩＣ ／ ∑ωＡＨＰω［８］
ＣＲＩＴＩＣ， 测得

二苯乙烯苷、三种黄酮之和、干膏得率的权重分别

为 ０． ４７８５、０． ３９４５、０． １２７０。
２． ５． ４　 综合评价结果比较　 分别采用 ＡＨＰ、ＣＲＩＴ⁃
ＩＣ、ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 综合加权法对正交试验的数据进

行综合评价， 结果见表 ４。 使用 ＳＰＳＳ ２５ 软件对三

种方法的评分结果进行相关系数分析。 ＡＨＰ 法和

·７２·
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ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 法、ＣＲＩＴＩＣ 法和 ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 法、
ＡＨＰ 法 和 ＣＲＩＴＩＣ 法 评 分 的 相 关 系 数 分 别 为

０􀆰 ９８１７、０． ９２１２、０． ８８５４， 三者相关性显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 ＡＨＰ 和 ＣＲＩＴＩＣ 法各指标权重系数的相关

系数为 ０． ０２９１， 接近于 ０， 且 Ｐ ＞ ０． ０５， 说明 ＡＨＰ
和 ＣＲＩＴＩＣ 法确定的权重系数没有相关关系， 故选

用 ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 综合加权法来评价试验结果。

表 ４　 ３ 种赋权方法综合评分

Ｔａｂ ４　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｗｅｉｇｈｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ
序号 ＡＨＰ ＣＲＩＴＩＣ ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ

１ ６９． ５６ ７３． ３８ ７２． ０４

２ ８９． ６１ ８４． ７１ ８７． ５８

３ ８８． ２６ ８２． ４７ ８４． ４２

４ ８８． ２４ ８２． ２３ ８６． ２１

５ ８１． ０５ ８２． １４ ８２． ９０

６ ７７． ００ ８０． ４２ ７８． ８８

７ ８５． ３５ ７９． ８３ ８５． ０３

８ ７４． ６５ ７９． ４１ ７８． ０７

９ ６７． ８３ ７５． ６４ ７２． １７

２． ６　 提取工艺的验证　 精密称取粗粉过的混合药

材 ３ 份， 每份 １００ ｇ， 以筛选出的最优工艺条件进

行试验， 测定各项指标。
３　 结果与分析

３． １ 　 单因素试验 　 试验结果见表 ５（序号 １ ～ ５、
６ ～ １０、１１ ～ １４ 依次为乙醇浓度、固液比、提取时间

的单因素试验）。 由序号 １ ～ ５ 的结果可知， 随着

提取溶剂中乙醇浓度的增加， 评分先增加后减少，
并在浓度为 ６０％ 时评分最高， 因此将正交试验中

乙醇的浓度水平设置为 ６０％ 、７０％ 、８０％ ； 由序号

６ ～ １０ 的结果可知， 随着固液比的增加， 评分先增

加后减少， 并在固液比为 １∶ １２ 时达到最高， 因此

将正交试验中固液比的水平定为 １∶ ８、１∶ １２、１∶ １６；
由序号 １１ ～ １４ 的结果可知， 随着提取时间的增加，
评分先增加后减少， 并在 １． ５ ｈ 时达到最高， 因此

将提取时间的水平设置为 ０． ５ ｈ、１ ｈ、１． ５ ｈ； 前期

预试验结果表明提取次数也对提取效果有一定的

影响， 为此增加了提取次数因素， 并将水平设置为

１、２、３ 次。

表 ５　 单因素试验设计与结果

Ｔａｂ ５　 Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号
Ａ

乙醇浓度 ／ ％
Ｂ

固液比 ／ 倍
Ｃ

提取时间 ／ ｈ
Ｄ

提取次数 ／ 次
质量分数 ／ （ｍｇ·ｇ － １）

二苯乙烯苷 三种黄酮之和
干膏得率 ／ ％ 综合评分

１ ０ １０ １ １ １２． ４１ １３． ４７ １２． ６ ３６． ００

２ ２０ １０ １ １ ２２． ２１ ２５． １２ １３． １ ５８． ７４

３ ４０ １０ １ １ ２９． ９８ ３３． ５４ １４． ６４ ７６． ８９

４ ６０ １０ １ １ ２４． ８０ ４８． ２０ １２． ３８ ８０． ２８

５ ８０ １０ １ １ ２３． １２ ４８． ９３ １０． １４ ７７． １４

６ ６０ ８ １ １ ２４． ３１ ４４． ２０ １１． １０ ７５． ５２

７ ６０ １０ １ １ ２５． ２１ ４５． ６２ １１． ３２ ７８． ０１

８ ６０ １２ １ １ ２９． ５７ ４３． ００ １２． ２８ ８２． ３５

９ ６０ １４ １ １ ２８． ７３ ４２． ４８ １２． ４６ ８０． ９４

１０ ６０ １６ １ １ ３３． ２１ ４１． ６１ １２． ６２ ８６． ２８

１１ ６０ １２ ０． ５ １ ２３． ４１ ４４． ７６ １０． ７６ ７４． ５５

１２ ６０ １２ １ １ ２７． ８７ ４４． ３５ １１． ７２ ８０． ７９

１３ ６０ １２ １． ５ １ ２７． ２４ ４７． ５１ １１． ５ ８２． ３５

１４ ６０ １２ ２ １ ３０． ９９ ３７． ５９ １２． ９４ ８０． ３２
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３． ２　 正交试验 　 根据 ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 法确定的权

重系数对正交试验结果进行综合评分， 正交试验设

计与结果见表 ６， 方差分析见表 ７。 根据表 ６ 极值

（Ｒ）的大小， 可知各因素主次关系为 Ｃ ＞ Ｄ ＞ Ｂ ＞ Ａ。
由表 ７ 可知， 四个因素对提取效果均无显著性影响，

因此取各因素较高水平的组合， 得最佳工艺为

Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２。 考虑到乙醇浓度（Ａ 因素）Ｋ１ 和 Ｋ２ 的值

相差不大， 且对提取效果的影响最小， 故选用成本

更低的 Ａ１， 最终确定提取工艺为 Ａ１Ｂ２Ｃ３Ｄ２， 即 １２
倍量 ６０％的乙醇加热回流 ２ 次， 每次 １． ５ ｈ。

表 ６　 正交试验设计与结果

Ｔａｂ ６　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号
Ａ

乙醇浓度 ／ ％
Ｂ

固液比 ／ 倍
Ｃ

提取时间 ／ ｈ
Ｄ

提取次数 ／ 次
质量分数 ／ （ｍｇ·ｇ － １）

二苯乙烯苷 三种黄酮之和
干膏得率 ／ ％ 综合评分

１ ６０ ８ ０． ５ １ ２２． ３２ ４３． ４０ １１． ４７ ７２． ０４

２ ６０ １２ １ ２ ３５． ８０ ３６． ５４ １６． ００ ８７． ５８

３ ６０ １６ １． ５ ３ ３６． １０ ３０． ００ １８． ３９ ８４． ４２

４ ７０ ８ １ ３ ３６． ０４ ３５． ５０ １４． ７６ ８６． ２１

５ ７０ １２ １． ５ １ ２８． ３４ ４６． ２４ １２． ３７ ８２． ９０

６ ７０ １６ ０． ５ ２ ２５． ３４ ４５． ０９ １３． ６３ ７８． ８８

７ ８０ ８ １． ５ ２ ３４． ４９ ３９． ５０ １１． ４２ ８５． ０３

８ ８０ １２ ０． ５ ３ ２３． ４４ ４９． １２ １１． ４６ ７８． ０７

９ ８０ １６ １ １ １８． ８７ ４９． ５８ １１． １６ ７２． １７

Ｋ１ ８１． ３５ ８１． ０９ ７６． ３３ ７５． ７０

Ｋ２ ８２． ６６ ８２． ８５ ８１． ９９ ８３． ８３

Ｋ３ ７８． ４２ ７８． ４９ ８４． １２ ８２． ９０

Ｒ ２． ９２ ４． ３６ ７． ７９ ７． ２０

表 ７　 方差分析

Ｔａｂ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ ５６． ６１ ２ ２８． ３０５ ０． ４７１ ＞ ０． ０５
Ｂ ５７． ５９４ ２ ２８． ７９７ ０． ４７９ ＞ ０． ０５
Ｃ １９４． ２８７ ２ ９７． １４３ １． ６１７ ＞ ０． ０５
Ｄ ２３７． ６０４ ２ １１８． ８０２ １． ９７７ ＞ ０． ０５

误差 ５４０． ７２３ ９ ６０． ０８
　 　 查表 Ｆ ０． ０５（２，９） ＝ ４． ２６

３． ３　 提取工艺的验证 　 提取工艺的验证结果见

表 ８。 由表 ８ 可知， 各指标成分和综合评分的

ＲＳＤ 值均小于 ２％ ， 且平均综合评分大于之前所

有的单因素试验。 结果表明优选出的工艺稳定，
主要活性成分的提取率高， 可用于藿乌粉的

制备。

表 ８　 提取工艺的验证结果 ／ （ｍｇ·ｇ － １）

Ｔａｂ ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ／ （ｍｇ·ｇ － １）

序号 淫羊藿苷 朝藿定 Ａ 朝藿定 Ｂ 三种黄酮之和 二苯乙烯苷 浸膏得率 ／ ％ 综合评分

１ １９． １７ ６． ８８ １１． ０４ ３７． ０９ ３６． ２３ １６． ７９ ８９． １３

２ １９． ６６ ７． １１ １１． ２８ ３８． ０４ ３６． ６１ １６． ７６ ９０． ３７

３ １９． ３０ ６． ９５ １１． ０２ ３７． ２７ ３６． ５３ １６． ６６ ８９． ５８

平均值 １９． ３８ ６． ９８ １１． １１ ３７． ４７ ３６． ４６ １６． ７４ ８９． ６９

ＲＳＤ ／ ％ １． ３１％ １． ６９％ １． ３０％ １． ３５％ ０． ５５％ ０． ４１％ ０． ６３

·９２·
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４　 讨　 论

本研究在查阅淫羊藿、制何首乌提取工艺相关

文献后， 选择了二苯乙烯苷作为评价藿乌粉中制

何首乌提取效果的指标［９ － １０］， 淫羊藿苷、朝藿定

Ａ、朝藿定 Ｂ 三种黄酮成分作为评价淫羊藿提取效

果的指标［１１ － １２］。 二苯乙烯苷是制何首乌中的主要

活性成分， ＹＡＮＧ 等的研究表明二苯乙烯苷类成分

能增强 Ｄ － 半乳糖致衰老小鼠肝脏的抗氧化能力

从而延缓小鼠衰老［１３］。 淫羊藿苷、朝藿定 Ａ、朝藿

定 Ｂ 是淫羊藿总黄酮的评价指标。 淫羊藿总黄酮

是淫羊藿的主要活性成分， 具有促进蛋鸡生殖系

统发育的作用， ＧＵＯ 等的研究表明淫羊藿总黄酮

能显著提高蛋鸡颗粒细胞的增殖、分化， 并促进初

级卵泡向层前卵泡的转化［１４］。
在选择藿乌粉中二苯乙烯苷、淫羊藿苷、朝藿

定 Ａ、朝藿定 Ｂ 四种成分的含量测定方法时， 曾借

鉴了江勋等人的思路［１５］， 尝试建立一种一测多评

四种成分的 ＨＰＬＣ 方法。 但最终的效果并不理想，
为此选择了分开测定二苯乙烯苷和淫羊藿三种黄

酮成分的含量。 二苯乙烯苷含量的测定方法参照

了《中国药典》２０２０ 版一部何首乌项下的方法［１６］，
该方法重复性好， 且阴性无干扰， 故使用该方法作

为测定藿乌粉中二苯乙烯苷含量的方法。 淫羊藿

三种黄酮成分含量的测定方法主要参照了《中国药

典》２０２０ 版一部淫羊藿项下的方法［１６］， 但该方法

用时较长， 需要近 ３５ ｍｉｎ 才能完全出峰， 因此适

当提升了流动相中乙腈的比例， 将三种物质的出

峰时间压缩至 ２０ ｍｉｎ 内。
在选择多指标权重方法时， 本文提到的 ＡＨＰ

法虽能在一定程度上体现复方中药君臣佐使的配

伍规律， 但容易受主观判断的影响， 忽略数据本身

的客观属性。 ＣＲＩＴＩＣ 法虽能体现数据波动性和数

据间相关关系等客观属性， 但它没有考虑到指标

间的轻重关系。 ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 综合加权法则结合

了上述两种方法的优点， 在考虑各指标轻重关系

的同时又兼顾了数据本身的客观属性， 因此选用

ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 综合加权法对正交试验的结果进行

分析。

５　 结　 论

采用 ＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ 综合加权法结合正交试验

优选出的提取工艺经验证稳定、可行重复性好， 可

用于藿乌粉的制备。
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