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摘 要 目的：建立测定何首乌中二苯乙烯苷、大黄素、大黄素甲醚和总多糖含量的方法，并优化何首乌传统九蒸九晒的炮制工

艺。方法：采用高效液相色谱法检测二苯乙烯苷、大黄素、大黄素甲醚的含量；采用紫外分光光度法检测总多糖的含量。以蒸制时

间、烘制时间、烘制温度为自变量，二苯乙烯苷、大黄素、大黄素甲醚和总多糖含量为指标，结合加权综合评分法和星点设计-效应

面法优化何首乌九蒸九晒的炮制工艺并验证。结果：二苯乙烯苷、大黄素、大黄素甲醚检测进样量的线性范围分别为0.27～2.7 µg

（r＝0.997 1）、0.063～0.63 µg（r＝0.999 9）、0.038～0.38 µg（r＝0.990 9），总多糖检测质量浓度的线性范围为 2.07～12.42 µg/mL

（r＝0.999 6）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小于 2％；加样回收率分别为 99.43％～101.06％（RSD＝0.63％，n＝6）、

98.74％～120.33％（RSD＝1.34％，n＝6）、98.39％～102.44％（RSD＝1.49％，n＝6）、99.51％～101.98％（RSD＝0.87％，n＝6）。最

优炮制工艺为蒸制时间4.5 h、烘制时间9 h、烘制温度66 ℃，反复炮制9次。3次验证试验结果显示，最优炮制工艺的平均综合评

分为35.69分，与预测值（36.90分）的相对误差为3.30％。结论：所建含量测定方法操作简便、重复性好；优化所得炮制工艺预测性

良好且稳定、可行。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish methods for the content determination of stilbene glycoside，emodin，emodin methyl

ether and total polysaccharide in P. multiflorum，and to optimize the processing technology of traditional nine-time repeat steaming

and sun-drying process of P. multiflorum. METHODS：HPLC method was adopted to determine the contents of stilbene glycoside，

emodin，and emodin methyl ether. The content of total polysaccharide was determined by UV spectrometry. With steaming time，

drying time and drying temperature as independent variables，the contents of stilbene glycoside，emodin，emodin methyl ether and

total polysaccharide as indexes，the processing technology of nine-time repeat steaming and sun-drying process of P. multiflorum

was optimized by weighted comprehensive score method and central composite design-response surface method，and the validation

tests were conducted. RESULTS：The linear range of sample size of stilbene glycoside，emodin and emodin methyl ether were

0.27-2.7 µg（r＝0.997 1），0.063-0.63 µg（r＝0.999 9），0.038-0.38 µg（r＝0.990 9），respectively. The linear range of mass

concentration of total polysaccharide was 2.07-12.42 µg/mL（r＝0.999 6）， respectively. RSDs of precision， stability and

reproducibility tests were all lower than 2％ . The recoveries were 99.43％ -101.06％（RSD＝0.63％，n＝6），98.74％ -120.33％

（RSD＝1.34％ ，n＝6），98.39％ -102.44％（RSD＝1.49％ ，n＝6），99.51％ -101.98％（RSD＝0.87％ ，n＝6），respectively. The

optimal processing technology was steaming time for 4.5 h，drying time for 9 h，drying temperatrue for 66 ℃ and repeat

processing for 9 times. Results of 3 times of validation tests showed that the comprehensive score of optimal technology was 35.69，

relative error of which to predicted value（36.90）was 3.30％ . CONCLUSIONS：Established method is simple and reproducible，

and the optimal processing technology is predicive，stable feasible.
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何首乌为蓼科植物何首乌 Polygonum multiflorum

Thunb.的干燥块根，其生品具有解毒、消痈、截疟、润肠

通便的功效，炮制品则具有补肝肾、益精血、乌须发、强

筋骨、化浊、降脂等作用[1]，临床应用广泛。近年来，有关

何首乌肝毒性的不良反应报道日益增多[2-4]，使其用药安

全受到质疑，因此何首乌的炮制方法受到学者普遍关

注。九蒸九晒是何首乌的传统炮制方法[5]，该炮制方法

较2015年版《中国药典》（一部）收载的制何首乌蒸法（清

蒸或黑豆汁拌匀后蒸至内外均为棕褐色）[1]更加细致、复

杂。本课题组前期研究以及相关文献均初步证实，经九

蒸九晒后，何首乌的肝毒性较生品降低[6-7]，但这一炮制

工艺尚无统一标准，炮制流程有待规范。何首乌成分较

复杂，主要含有蒽醌类、黄酮类、甾体类、二苯乙烯苷等

成分[8]。现代研究表明，二苯乙烯苷、游离蒽醌类及多糖

类成分均具有抗衰老、抗氧化等药理作用[8]，且多糖类成

分还具有调剂免疫的作用[9]，故其炮制工艺研究多以二

苯乙烯苷、游离蒽醌或多糖为评价指标[10-11]，但鲜有将3

者同时作为炮制工艺考察指标的报道。

星点设计-效应面法因具有精密度好、可信度高、试

验次数少、应用方便等特点而被广泛应用于中药炮制工

艺的筛选研究[12-14]。基于此，本研究采用高效液相色谱

法（HPLC）测定二苯乙烯苷、大黄素、大黄素甲醚的含

量，采用紫外分光光度法（UV）测定总多糖的含量；以蒸

制时间、烘制时间、烘制温度为自变量，二苯乙烯苷、大

黄素、大黄素甲醚和总多糖含量为指标，同时结合加权

综合评分法和星点设计-效应面法对何首乌九蒸九晒的

炮制工艺进行优化，旨在为该炮制工艺的科学化与规范

化提供参考。

1 材料

1.1 仪器

1260 Infinity Ⅱ型 HPLC 仪，包括二极管阵列检测

器、LC1260色谱工作站（美国 Agilent 公司）；UV-9000S

型UV计（上海元析仪器有限公司）；XMTB-8000型干燥

箱（余姚市金宏仪器厂）；AR2140型万分之一电子分析

天平（上海海鸿仪器有限公司）；SK5200H型超声波清洗

器（上海科导超声仪器有限公司，功率：200 W，频率：53

kHz）；TG16-WS型台式高速离心机（湖南湘仪实验仪器

开发有限公司）；DMD-J-24型经济型节能蒸柜（广州市

多美多厨房设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

何首乌药材（湖南南国药都中药饮片有限公司，批

号：20180285）、黑豆饮片（湖南三湘中药饮片有限公司，

批号：20180613）经湖南中医药大学第一附属医院药学

部张志国教授鉴定分别为何首乌 P. multiflorum Thunb.

的干燥块根、黑豆 Glycine max（L.）Merr.的干燥成熟种

子；二苯乙烯苷对照品（批号：110844-201915，纯度：≥

98％）、大黄素对照品（批号：110756-201913，纯度：≥

98％）、D-无水葡萄糖对照品（批号：110833- 201908，纯

度：≥98％）均购自中国食品药品检定研究院；大黄素甲

醚对照品（批号：110758-201817，纯度：≥98％）购自成

都曼思特生物科技有限公司；乙腈、甲醇、乙醇均为色谱

纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 何首乌九蒸九晒样品的制备

参考前期试验方法[6]，取何首乌药材 10 kg，加入黑

豆汁 2.5 kg（取黑豆 1 kg，加水 5 kg，置于节能蒸柜中煎

煮所得）搅拌均匀，待黑豆汁全部吸收，平均分成20份，

分别按后续星点设计-响应面法设计相应试验条件重复

蒸制9次，即得样品20批（编号：S1～S20）。

2.2 二苯乙烯苷的含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Agilent ZORBAX Eclipse

XDB-C 1 8（250 mm×4 .6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-水

（25 ∶ 75，V/V）；流速：1 mL/min；检测波长：320 nm；柱

温：30 ℃；进样量：10 μL。

2.2.2 对照品溶液的制备 取二苯乙烯苷对照品 2.7

mg，精密称定，置于10 mL量瓶中，加入50％乙醇溶解并

定容，制成质量浓度为0.27 mg/mL的对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取“2.1”项下何首乌九蒸九

晒样品，粉碎后取粉末0.2 g，精密称定，置于具塞锥形瓶

中，加入 50％乙醇 25 mL，密塞，称定质量，加热回流提

取30 min，放冷，再次称定质量，用50％乙醇补足减失的

质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.2.4 空白对照溶液 以50％乙醇为空白对照溶液。

2.2.5 系统适用性试验 取上述空白对照溶液、对照品

溶液、供试品溶液各适量，按“2.2.1”项下色谱条件进样

测定，记录色谱图，详见图 1。由图 1可知，二苯乙烯苷

对应色谱峰的分离度为 4.71，理论板数为 8 366，与其余

成分均基线分离，且空白对照对测定无干扰。

2.2.6 线性关系考察 取“2.2.2”项下对照品溶液 1、2、

4、8、10 mL，分别置于10 mL量瓶中，加入50％乙醇稀释

并定容，制得不同质量浓度的标准溶液，按“2.2.1”项下

色谱条件进样，记录色谱图。以二苯乙烯苷进样量（X，

µg）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归。结

果，二苯乙烯苷的回归方程 Y＝256.45X+1 364.9（r＝

0.997 1），表明二苯乙烯苷检测进样量的线性范围为

0.27～2.7 µg。

2.2.7 精密度试验 精密吸取“2.2.2”项下对照品溶液

适量，按“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰

面积。结果，二苯乙烯苷峰面积的 RSD 为 0.98％（n＝

6），表明仪器精密度良好。

2.2.8 重复性试验 精密称取“2.1”项下何首乌九蒸九
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晒样品（编号：S5，星点设计序号：5）粉末 0.2 g，共 6份，

按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲线法计算样品

含量。结果，二苯乙烯苷含量的RSD为 0.99％（n＝6），

表明方法重复性良好。

2.2.9 稳定性试验 取“2.2.3”项下供试品溶液（编号：

S5，星点设计序号：5）适量，分别于室温下放置0、2、4、6、

8、10、12、24 h时按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积。结果，二苯乙烯苷峰面积的RSD为1.08％（n＝

8），表明供试品溶液于室温下放置24 h内稳定性良好。

2.2.10 加样回收率试验 精密称取已知含量的“2.1”项

下何首乌九蒸九晒样品（编号：S5，星点设计序号：5）粉

末 0.2 g，共 6份，加入二苯乙烯苷对照品 2.230 mg，按

“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见

表1。

2.2.11 样品含量测定 取 20批“2.1”项下九蒸九晒样

品粉末适量，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲

线法计算样品含量。

2.3 游离蒽醌的含量测定

2.3.1 色谱条件 色谱柱：Agilent ZORBAX Eclipse

XDB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.1％

磷酸水溶液（80 ∶ 20，V/V）；流速：1 mL/min；检测波长：

254 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

表1 二苯乙烯苷的加样回收率试验测定结果（n＝6）

Tab 1 Rresults of recovery tests of stilbene glycoside

（n＝6）

已知含量，mg

2.251 3

2.250 9

2.255 1

2.252 9

2.253 1

2.248 9

加入量，mg

2.230

2.230

2.230

2.230

2.230

2.230

测得量，mg

4.504 9

4.482 1

4.473 9

4.496 8

4.486 9

4.466 3

加样回收率，％
101.06

100.05

99.50

100.62

100.17

99.43

平均加样回收率，％

100.14

RSD，％

0.63

2.3.2 混合对照品溶液的制备 取大黄素、大黄素甲醚

对照品适量，精密称定，加入甲醇溶解并定容，制成大黄

素、大黄素甲醚质量浓度分别为63.0、38.4 µg/mL的混合

对照品溶液。

2.3.3 供试品溶液的制备 取“2.1”项下何首乌九蒸九

晒样品粉末 1 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，加入甲

醇50 mL，密塞，称定质量，加热回流提取1 h，放冷，再次

称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤

液，即得。

2.3.4 阴性对照溶液 以甲醇为阴性对照溶液。

2.3.5 系统适用性试验 取上述阴性对照溶液、混合对

照品溶液、供试品溶液各适量，按“2.3.1”项下色谱条件

进样测定，记录色谱图，详见图 2。由图 2可知，大黄素

对应色谱峰的分离度为2.32，理论板数为13 513；大黄素

甲醚对应色谱峰的分离度为 20.33，理论板数为 16 212；

与其余成分均基线分离，且阴性对照对测定无干扰。

2.3.6 线性关系考察 取“2.3.2”项下混合对照品溶液

1、2、4、8、10 mL，分别置于10 mL量瓶中，加入甲醇稀释

并定容，制得不同质量浓度的标准溶液，按“2.3.1”项下

色谱条件进样测定，记录色谱图。以各待测成分进样量

（X，µg）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归。

结果，大黄素、大黄素甲醚的回归方程分别为 Y＝

202.04X－0.652 2（r＝0.999 9），Y＝56.176X+0.311 9（r＝

0.990 9），表明大黄素、大黄素甲醚检测进样量的线性范

围分别为0.063～0.63、0.038～0.38 µg。

2.3.7 精密度试验 精密吸取“2.3.2”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测定6次，记

录峰面积。结果，大黄素、大黄素甲醚峰面积的RSD分

别为1.19％、0.99％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.8 重复性试验 取“2.1”项下何首乌九蒸九晒样品

（编号：S5，星点设计序号：5）粉末 1 g，共 6份，按“2.3.3”

项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积并按标准曲线法计算样品含量。结

果，大黄素、大黄素甲醚含量的 RSD 分别为 1.62％、

1.31％（n＝6），表明方法重复性良好。

注：1.二苯乙烯苷

Note：1. stilbene glycoside

图1 二苯乙烯苷含量测定的高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of content determina-

tion of stilbene glycoside
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2.3.9 稳定性试验 取“2.3.3”项下供试品溶液（编号：

S5，星点设计序号：5）适量，分别于室温下放置0、2、4、6、

8、10、12、24 h时按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积。结果，大黄素、大黄素甲醚峰面积的RSD分别

为1.51％、1.27％（n＝8），表明供试品溶液于室温下放置

24 h内稳定性良好。

2.3.10 加样回收率试验 精密称取已知含量的“2.1”项

下何首乌九蒸九晒样品（编号：S5，星点设计序号：5）粉

末1 g，共6份，加入大黄素对照品1.290 mg、大黄素甲醚

对照品 0.890 mg，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，

再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算

加样回收率，结果见表2。

2.3.11 样品含量测定 取 20批“2.1”项下何首乌九蒸

九晒样品粉末适量，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

按标准曲线法计算样品含量。

2.4 总多糖的含量测定

2.4.1 对照品溶液的制备 取干燥至恒定质量的D-无

水葡萄糖对照品适量，精密称定，加水稀释，制成质量浓

度为0.207 mg/mL的对照品溶液。

2.4.2 供试品溶液的制备 取“2.1”项下何首乌九蒸九

晒样品粉末 1 g，精密称定，置于具塞锥形瓶中，加入

95％乙醇20 mL，加热回流2 h，滤过，滤渣经95％乙醇洗

涤3次并挥干，加水25 mL，于70 ℃超声提取50 min，放

冷，以2 000 r/min离心5 min，取上清液，重复超声提取2

次，合并上清液，取 1 mL，加水定容至 100 mL 量瓶中，

即得。

2.4.3 阴性对照溶液 取 6％苯酚溶液 1 mL、硫酸 5

mL，置于10 mL具塞比色管中，加水至刻度，混匀，即得。

2.4.4 检测波长的确定 精密吸取上述对照品溶液0.5

mL、供试品溶液1.0 mL，分别置于10 mL具塞比色管中，

精密加入 6％苯酚溶液 1 mL，混匀；加入硫酸 5 mL，混

匀；加水至刻度，混匀。另取阴性对照溶液10 mL。将上

述溶液分别置于水浴中显色 15 min后，于 300～700 nm

全波长范围内进行扫描。结果，对照品与供试品在 490

nm波长处有最大吸收，阴性对照无干扰，故选择检测波

长为490 nm，详见图3。

2.4.5 线性关系考察 分别精密吸取“2.4.1”项下对照

品溶液 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mL，按“2.4.4”项下方法

显色后，于 490 nm波长处测定吸光度。以D-无水葡萄

糖质量浓度（X，µg/mL）为横坐标、吸光度（Y）为纵坐标

进行线性回归。结果，D-无水葡萄糖的回归方程为Y＝

1.225 3X+0.074（r＝0.999 6），表明D-无水葡萄糖检测质

量浓度的线性范围为2.07～12.42 µg/mL。

2.4.6 精密度试验 取“2.4.1”项下对照品溶液0.5 mL，

按“2.4.4”项下方法显色后，于490 nm波长处连续测定6

次吸光度。结果，D-无水葡萄糖吸光度的RSD为1.34％

（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.4.7 重复性试验 精密称取“2.1”项下何首乌九蒸九

晒样品（编号：S5，星点设计序号：5）粉末 1 g，共 6份，按

“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.4.4”项下方法

注：1.大黄素；2.大黄素甲醚

Note：1. emodin；2. emodin methyl ether

图2 大黄素、大黄素甲醚含量测定的高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of content determina-

tion of emodin and emodin methyl ether
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表 2 大黄素、大黄素甲醚的加样回收率试验测定结果

（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests of emodin and emodin

methyl ether（n＝6）

待测成分
大黄素

大黄素甲醚

已知含量，mg

1.274 3

1.285 1

1.266 8

1.279 1

1.270 5

1.285 2

0.804 9

0.799 8

0.816 2

0.813 5

0.804 5

0.815 2

加入量，mg

1.290

1.290

1.290

1.290

1.290

1.290

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

测得量，mg

2.550 5

2.558 9

2.556 1

2.570 1

2.590 6

2.562 9

1.685 8

1.698 4

1.699 4

1.689 2

1.716 2

1.706 8

加样回收率，％
98.93

98.74

99.95

100.08

102.33

99.05

98.98

100.97

99.24

98.39

102.44

100.18

平均加样回收率，％
99.85

100.03

RSD，％
1.34

1.49

··2716



中国药房 2020年第31卷第22期 China Pharmacy 2020 Vol. 31 No. 22

显色后，于490 nm波长处测定吸光度并按标准曲线法计

算样品含量。结果，总多糖含量（以D-无水葡萄糖计）的

RSD为1.52％（n＝6），表明方法重复性良好。

2.4.8 稳定性试验 取“2.4.2”项下供试品溶液（编号：

S5，星点设计序号：5）适量，按“2.4.4”项下方法显色，分

别于室温下放置 0、2、4、6、8、10、12、24 h时于 490 nm波

长处测定吸光度。结果，D-无水葡萄糖吸光度的RSD为

0.82％（n＝8），表明供试品溶液于室温下放置 24 h内稳

定性良好。

2.4.9 加样回收率试验 精密称取已知含量的“2.1”项

下何首乌九蒸九晒样品（编号：S5，星点设计序号：5）粉

末 1 g，共 6份，按“2.4.2”项下方法制备供试品溶液；取 1

mL，置于具塞比色管中，加入D-无水葡萄糖对照品溶液

适量，按“2.4.4”项下方法显色后，于 490 nm波长处测定

吸光度并计算加样回收率，结果见表3。

表3 D-无水葡萄糖的加样回收率试验测定结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests of D-anhydrous glu-

cose（n＝6）

已知含量，mg

3.808 9

3.895 1

3.806 8

3.779 1

3.870 5

3.785 2

加入量，mg

3.690 0

3.690 0

3.690 0

3.690 0

3.690 0

3.690 0

测得量，mg

7.500 5

7.578 9

7.516 1

7.450 9

7.581 3

7.548 1

加样回收率，％
100.04

99.83

100.52

99.51

100.56

101.98

平均加样回收率，％

100.41

RSD，％

0.87

2.4.10 样品含量测定 取 20批“2.1”项下何首乌九蒸

九晒样品粉末适量，按“2.4.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.4.4”项下方法显色后，于 490 nm波长处测定

吸光度并按标准曲线法计算样品含量。

2.5 炮制工艺的优化

2.5.1 试验设计 根据星点设计原理[15-16]，并结合预试

验结果，以蒸制时间（A）、烘制时间（B）、烘制温度（C）为

自变量，二苯乙烯苷、游离蒽醌（大黄素、大黄素甲醚含

量合计值）、总多糖含量为指标；同时，结合加权评分法，

参考相关文献[6-7，9]及前期预试验结果进行权重处理，最

终确定综合评分计算公式为：Y＝Y1×30/Y（1max）+Y2×30/

Y（2max）－Y3×40/Y（3max）。式中，Y为综合评分，Y1为各样品检

测所得游离蒽醌含量，Y2为各样品检测所得多糖含量，Y3

为各样品检测所得二苯乙烯苷含量，Y（nmax）为检测所得相

应成分含量的最大值；综合评分越高表示主要药效成分

（游离蒽醌、总多糖）含量越高、毒性成分（二苯乙烯苷）

含量越低[8]。采用Design-Expert 7.0.1.0软件进行 3因素

5水平试验设计（α＝1.732），因素与水平见表 4，试验方

案与结果见表5。

表4 因素与水平

Tab 4 Factors and levels

水平

－1.732

－1

0

1

1.732

因素
A，h

3.

3.42

4.

4.58

5.

B，h

8.

8.85

10.

11.15

12.

C，℃
50.

54.23

60.

65.77

70.

表5 试验方案与结果

Tab 5 Test scheme and results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

因素
A，h

－1.

1.

－1.

1.

－1.

1.

－1.

1.

－1.732

1.732

0.

0.

0.

0.

0.

0.

0.

0.

0.

0.

B，h

－1.

－1.

1.

1.

－1.

－1.

1.

1.

0.

0.

－1.732

1.732

0.

0.

0.

0.

0.

0.

0.

0.

C，℃
－1.

－1.

－1.

－1.

1.

1.

1.

1.

0.

0.

0.

0.

－1.732

1.732

0.

0.

0.

0.

0.

0.

二苯乙烯苷，
％

1.90

1.44

1.58

0.98

1.66

0.95

1.50

0.96

2.46

1.60

2.60

2.20

2.88

1.94

2.50

2.50

2.50

2.50

2.50

2.50

游离蒽醌，
％

0.21

0.20

0.22

0.21

0.21

0.20

0.21

0.20

0.20

0.20

0.20

0.21

0.20

0.18

0.21

0.21

0.21

0.21

0.21

0.21

总多糖，
％

26.17

28.22

30.78

35.85

32.19

40.29

37.25

40.69

42.33

44.86

44.58

48.55

45.15

44.75

46.28

46.28

46.28

46.28

46.28

46.28

综合评分，
分

18.55

24.56

32.92

28.41

26.15

38.97

30.96

39.89

19.66

32.62

18.84

28.89

15.16

25.23

21.68

21.68

21.68

21.68

21.68

21.68

2.5.2 模型拟合 根据表 5结果，以综合评分（Y）为因

变量，采用Design-Expert 7.0.1.0软件进行多元非线性回

归拟合，得二次多项式方程为 Y＝21.68+3.26A+2.95B+

3.50C －1.80AB + 2.53AC －1.56BC + 2.75A2 + 2.00B2 +

注：1. 供试品溶液（编号：S5）；2. 阴性对照溶液；3. 对照品溶液

Note：1. test sample（No. S5）；2. negative control；3. substance

control

图3 总多糖含量测定的紫外吸收光谱图

Fig 3 UV absorption spectra of content determina-

tion of total polysaccharide
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0.77C2。该模型的拟合决定系数（R2）为 0.811 6，模型的

P＜0.05，说明模型具有显著性；失拟项P＞0.05，说明模

型拟合良好。对响应值作用显著性顺序依次为C＞A＞

B；交互项 AB、AC、BC 及二次项 B2、C2的影响不显著

（P＞0.05），二次项 A2影响显著（P＜0.05），提示该模型

中各因素对综合评分的影响不是简单的线性关系。方

差分析结果见表6。

表6 方差分析结果

Tab 6 Results of variance analysis

变异来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
总和

离均差平方和
703.35

149.16

122.17

171.30

25.96

51.26

19.50

119.42

62.70

9.38

163.26

163.26

＜0.001

866.61

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

10

5

5

19

均方
78.15

149.16

122.17

171.30

25.96

51.26

19.50

119.42

62.70

9.38

16.33

32.65

＜0.001

F

4.79

9.14

7.48

10.49

1.59

3.14

1.19

7.31

3.84

0.57

3.35

P

0.011 2

0.012 8

0.021 0

0.008 9

0.236 0

0.106 8

0.300 1

0.022 1

0.078 5

0.465 8

0.063 8

2.5.3 响应面分析 采用Design-Expert 7.0.1.0.软件绘

制因变量随自变量变化的响应面图，详见图 4。由图 4

可知，随着蒸制时间、烘制时间的延长，综合评分呈现出

先降低后升高的趋势；随着烘制温度的升高，综合评分

逐渐升高，且3个因素间交互作用不显著。

2.5.4 最优炮制工艺的确定 采用 Design-Expert

7.0.1.0.软件求解二次多项式方程，得到最佳理论炮制工

艺为蒸制时间 4.58 h、烘制时间 8.85 h、烘制温度

65.77 ℃，炮制9次，理论预测综合评分为36.90分。为了

满足实际生产需求，得最优炮制工艺为蒸制时间 4.5 h、

烘制时间9 h、烘制温度66 ℃，炮制9次。

2.5.5 最优工艺验证 取何首乌药材10 kg按“2.5.4”项

下最优炮制工艺制备何首乌九蒸九晒样品，平行操作 3

次；分别按“2.2”“2.3”“2.4”项下方法检测二苯乙烯苷、大

黄素、大黄素甲醚、总多糖的含量，再按“2.5.1”项下方法

计算综合评分，结果见表 7。由表 7可见，3次验证试验

的平均综合评分为 35.69分，与预测值的相对误差为

3.30％，提示优化所得何首乌九蒸九晒炮制工艺稳定、

可行。

表7 验证试验结果（n＝3）

Tab 7 Results of verification test（n＝3）

试验号

1

2

3

平均值

二苯乙烯苷，
％

1.04

1.05

1.08

1.06

游离蒽醌，
％

0.20

0.20

0.20

0.20

总多糖，
％

36.69

37.38

37.66

37.24

综合评分
实测值，分

35.69

35.73

35.65

35.69

预测值，分

36.90

相对偏差，％
3.30

3.20

3.40

3.30

3 讨论

九蒸九晒是古代何首乌常用的炮制方法之一，首载

于《本草图经》，曰“采时乘湿以布帛拭去土，后用苦竹刀

切，米泔浸一宿，曝干，九蒸九曝，乃可服”[17]，其“九蒸九

曝”即九蒸九晒。古代九蒸九晒主要有两种，一种为蒸

晒各9次，另一种为蒸晒多次[18]。经文献分析得知，古人

炮制何首乌的蒸晒次数多为 7～12次，以炮制 9次居

多[19]，故本研究选择蒸晒9次。

本研究试验前期，二苯乙烯苷定量分析时对乙腈-

水、乙腈-0.1％甲酸溶液及游离蒽醌定量分析时的甲醇-

水、甲醇-0.1％磷酸水溶液不同流动相体系进行了比

较。结果，当流动相为乙腈-水或甲醇-0.1％磷酸水溶液

时，对应各组分峰型较好，且分离度达到所需要求，故选

择甲醇-0.1％磷酸水溶液为流动相。

本研究采用星点设计对影响何首乌炮制前后成分

含量变化的蒸制时间、烘制时间、烘制温度等3个因素进

行考察，获得了最优理论炮制工艺；采用响应面法建立

质控指标与关键工艺参数的数学模型，对最佳理论工艺

的结果进行预测，结果显示预测值与实际值的偏差在

5％以内，表明两者相关性良好。但是，模型所得理论最

优工艺中的蒸制时间（4.85 h）、烘制时间（8.85 h）以及烘

制温度（65.77 ℃）不适用于现代工业化生产，故最终确

定最优炮制工艺为蒸制时间4.5 h、烘制时间9 h、烘制温

度 66 ℃，炮制 9次。验证试验结果显示，二苯乙烯苷与

游离蒽醌含量均符合药典要求[1]，表明该工艺炮制所得

何首乌饮片含量合格。后续，本课题组用此最优工艺投

图4 各因素交互作用对综合评分影响的响应面图

Fig 4 Response surface diagrams of interaction of

various factors on comprehensive score
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产 3批（每批 15 kg），测得二苯乙烯苷含量为 1.04％～

1.09％，游离蒽醌含量为0.19％～0.21％，总多糖含量为

36.73％～37.89％，表明该炮制工艺稳定、可行。

有研究指出，何首乌中二苯乙烯苷与蒽醌类成分在

抗衰老、保护神经、促进骨形成等方面具有显著疗效，但

二苯乙烯苷则是何首乌致肝损伤发生的主要原因 [20]。

多糖类成分能调节免疫活性、提高机体免疫力[21]，这与

何首乌的补益功能相符。前期预试验发现，随着何首乌

炮制时间的延长，二苯乙烯苷含量整体呈下降趋势，偶

见含量上升，这可能与生何首乌中含有的反式二苯乙烯

苷稳定性差、不耐热，在炮制过程中受热转化为顺式二

苯乙烯苷并水解成相应苷元有关[22]。同时，本研究在试

验过程中发现，游离蒽醌和总多糖含量均有所增加，其

中游离蒽醌含量增加可能与结合蒽醌在高温蒸晒过程

中分解为游离蒽醌有关[23]，总多糖含量增加可能与炮制

过程中黑豆汁所含糖分渗入有关[24]。二苯乙烯苷、游离

蒽醌和总多糖的含量变化是否为何首乌九蒸九晒增效

减毒的主要物质基础还有待后续研究进一步证实。

综上所述，所建含量测定方法操作简便、重复性好；

优化所得炮制工艺预测性良好且稳定、可行。
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