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九味益胃合剂为武汉市中西医结合医院国家级重点专科

脾胃病科的临床处方，是在四君子汤合左金丸基础上化裁而

来，主要功能为益气和胃、活血止痛，用于脾胃虚弱、血瘀胃

痛、体倦神疲、嗳腐吞酸、缠绵反复。临床上使用后可提高溃

疡愈合质量，与三联疗法合用可提高幽门螺杆菌根除率[1]。该

方主要由丹参、太子参、赤芍、姜黄连、大黄等9味中药组成，故

命名为九味益胃合剂。为了优选其提取工艺，以最节省的成

本来达到最优提取效果，使其更好地发挥临床疗效，笔者以方

中君药丹参中水溶性成分丹酚酸B的含量、赤芍中芍药苷的含

量和干膏提取率进行加权评分作为综合考察指标，设计L9（34）

正交试验，确定九味益胃合剂的最优提取因素水平。试验方

法与结果报道如下。

1 材料
1.1 仪器

LC-10A 系列高效液相色谱仪（日本 Shimadzu 公司）；

e2695系列高效液相色谱仪（美国Waters公司）；ME215S电子

天平（瑞士Sartorius公司，实际分度值d＝0.01 mg）。

1.2 药品、药材与试剂

丹酚酸B对照品（批号：110715-201016，纯度：95.4％）、芍

药苷对照品（批号：110736-201037，纯度：95.4％）均购于中国

食品药品检定研究院；丹参、太子参、赤芍、当归、姜黄连、仙鹤

草、红花、茯苓、炙甘草（湖北天济中药饮片有限公司，批号：

20130402）；甲醇、乙腈为色谱纯，水为双重蒸馏水，其他试剂

均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 丹酚酸B的含量测定[2]

2.1.1 色谱条件 色谱柱：ODS Hypersil-C18（200 mm ×4.6

mm，5 μm）；流动相：乙腈-甲醇-水-甲酸（7 ∶25 ∶67 ∶1，V/V/V/V），

流速：1.0 ml/min；紫外检测器检测波长：286 nm；柱温：30 ℃；

进样量：10 µl。

2.1.2 溶液制备 （1）丹酚酸B对照品溶液。精密称取丹酚酸

B对照品 13.94 mg，置于 50 ml量瓶中，加 75％甲醇，制成每 1

ml含0.278 8 mg的溶液即得。（2）供试品溶液。按比例称取九

味益胃合剂处方药材，用 10倍量的水浸泡 1 h，水回流提取 2

次，每次提取 1 h，收集所得药液，浓缩至 200 ml，摇匀；精密量

取 2 ml，置于 50 ml量瓶中，加 75％甲醇稀释至刻度，摇匀，过

滤，取续滤液即得。（3）丹参阴性溶液。称取不含丹参的其余

药材，按“（2）”项下供试品溶液制备方法制备即得。

2.1.3 方法专属性试验 吸取上述 3种溶液各 10 µl，进样检

测。结果，丹酚酸B对照品和供试品溶液均在 18 min左右出

现丹酚酸B色谱峰；供试品溶液色谱图中丹酚酸B色谱峰峰形

尖锐、对称性好，与前后其他峰分离度均大于 1.5；按丹酚酸B

计，理论板数大于2 000，且阴性对照无干扰。色谱见图1。
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2.1.4 线性关系考察 取丹酚酸B对照品溶液，精密取 2、3、

4、5、10 ml 分别至 20 ml 量瓶中，加 75％甲醇稀释至刻度，摇

匀，即得。取上述稀释后溶液及母液分别进样10 μl，测定峰面

积（y），以 y与对照品质量浓度（x）进行线性回归，得回归方程

为y＝11 143x－23 229（r＝0.999 9）。结果表明，丹酚酸B检测

质量浓度线性范围为27.88～278.80 μg/ml。

2.1.5 精密度试验 精密取丹酚酸B对照品溶液 10 ml置于

20 ml量瓶中，加75％甲醇稀释至刻度，摇匀；连续进样6次，计

算峰面积的RSD＝1.02％（n＝6），表明仪器的精密度良好。

2.1.6 稳定性试验 取供试品溶液分别于制备后0、1、2、4、8、

12 h进样测定峰面积，得峰面积的RSD＝0.49％（n＝6），表明

供试品溶液在12 h内稳定。

2.1.7 重复性试验 取同一批样品，按供试品溶液的制备方

法平行制备6份，测定丹酚酸B的含量。结果平均含量为1.966

4 mg/ml（RSD＝0.83％，n＝6），表明本法重复性良好。

2.1.8 加样回收率试验 取已知含量的样品6份，制备成供试

品溶液后精密量取 1 ml，分别置于 50 ml量瓶中，各精密加入

适量的丹酚酸B对照品，加 75％的甲醇稀释至刻度，摇匀，过

滤，取续滤液分别进样、测定并计算回收率。结果平均回收率

为97.54％（RSD＝1.85％，n＝6）。

2.2 芍药苷的含量测定[2]

2.2.1 色谱条件 色谱柱：ODS Hypersil-C18（200 mm ×4.6

mm，5 μm）；流动相：乙腈-0.1％磷酸溶液（14 ∶ 86，V/V），流速：

1.0 ml/min；检测波长：230 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。

2.2.2 溶液制备 （1）芍药苷对照品溶液。精密称取芍药苷

对照品适量，加稀乙醇使溶解，制成每1 ml含0.616 mg的溶液

即得。（2）供试品溶液[3]。按比例称取九味益胃合剂处方药材，

用10倍量的水浸泡1 h，水回流提取2次，每次提取1 h，收集所

得药液，浓缩至200 ml，摇匀；精密取3 ml，置于25 ml量瓶中，

加稀乙醇适量，超声处理（功率：240 W，频率：45 kHz）30 min

后取出，放冷，加稀乙醇至刻度，摇匀，滤过，取续滤液即得。

（3）赤芍阴性溶液。按处方比例称取缺赤芍药材，按“（2）”项

下供试品溶液制备方法制备即得。

2.2.3 方法专属性试验 精密吸取上述3种溶液各10 µl进样

检测。结果，芍药苷对照品溶液和供试品溶液均在9 min左右

出现芍药苷色谱峰；供试品溶液色谱图中芍药苷色谱峰峰形

尖锐、对称性好，与前后其他峰分离度均大于1.5；按芍药苷计，

理论板数大于2 000，且赤芍阴性溶液无干扰。色谱见图2。

2.2.4 线性关系考察 精密取已制备的各质量浓度的芍药苷

对照品溶液（24、36、48、60、180 μg/ml）分别进样 10 μl，测定峰

面积（y），以 y与对照品质量浓度（x）进行线性回归，得回归方程

为y＝24 014x+57 187（r＝0.999 3）。结果表明，芍药苷检测质

量浓度线性范围为24.64～172.48 μg/ml。

2.2.5 精密度试验 精密取对照品溶液 10 ml 至 20 ml 量瓶

中，加稀乙醇稀释至刻度，摇匀。连续进样6次，记算芍药苷峰

面积RSD＝1.21％（n＝6），表明仪器的精密度良好。

2.2.6 稳定性试验 取供试品溶液分别于制备后0、1、2、4、8、

12 h时进样10 μl，测定峰面积，计算得芍药苷峰面积的RSD＝

1.46％（n＝6），表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.2.7 重复性试验 取同一批样品，按供试品溶液的制备方

法平行制备 6份，测定芍药苷的含量。结果其平均含量为

0.310 mg/ml（RSD＝0.95％，n＝6），表明本法重复性良好。

2.2.8 加样回收率试验 取已知含量的样品6份，制备成供试

品溶液。精密量取 1 ml，分别置于 50 ml量瓶中，各精密加入

适量的丹酚酸B对照品，加 75％的甲醇稀释至刻度，摇匀，滤

过，取续滤液分别进样、测定并计算回收率。结果平均回收率

为100.27％（RSD＝1.04％，n＝6）。

2.3 正交试验

在参考文献[4-6]及预试验基础上，针对药材的加水倍量、提

取时间、浸泡时间、提取次数等 4个影响因素，以丹酚酸 B 含

量、芍药苷含量为主要评价指标，设计L9（34）正交试验；以干膏

得率（干膏总质量/药材总质量×100％）为次要指标，权重系数

按丹酚酸B含量、芍药苷含量、干膏得率分别为40、40、20来计

算综合评分，即综合评分＝（丹酚酸B含量/丹酚酸B含量最大

图1 丹酚酸B高效液相色谱图
A.丹酚酸B对照品溶液；B.供试品溶液；C.丹参阴性溶液；1.丹酚酸B

Fig 1 HPLC chromatograms of salvianoli acid B
A. control solution of salvianoli acid B；B. test solution；C. negative so-

lution of Salvia miltiorrhiza；1. salvianoli acid B
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图2 芍药苷高效液相色谱图
A.芍药苷对照品溶液；B.供试品溶液；C.赤芍阴性溶液；1.芍药苷

Fig 2 HPLC chromatograms of paeoniflorin
A. control solution of paeoniflorin；B. test solution；C. negative solution

of Paeonia Radix Rubra；1. paeoniflorin
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值）×100×40％+（芍药苷含量/芍药苷含量最大值）×100×40％+

（干膏得率/干膏得率最大值）×100×20％。

称取处方比例的药材共 9份，每份 121.5 g，按表 1因素与

水平安排试验，药材加适量水浸泡、煎煮一定时间后合并提取

液，过滤浓缩至200 ml，得药液后检测各项指标。因素与水平

见表1；正交试验结果见表2；方差分析结果见表3。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（加水量），倍

6

8

10

B（提取时间），h

1

1.5

2

C（浸泡时间），h

0.5

1

1.5

D（提取次数）

1

2

3

表2 正交试验结果

Tab 2 Results of orthogonal test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

因素

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

79.503

76.903

82.398

5.495

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

81.912

77.506

79.386

4.406

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

70.196

89.929

78.679

19.733

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

68.247

83.556

87.002

18.755

指标
丹酚酸B含
量，mg/ml

1.264

2.068

1.816

2.044

1.401

1.994

2.152

1.981

1.712

芍药苷含
量，mg/ml

0.481

0.701

0.631

0.732

0.434

0.311

0.585

0.393

0.651

干膏得
率，％
23.650

31.345

36.771

39.747

26.794

36.033

33.085

41.950

28.863

综合
评分

61.054

91.689

85.766

96.942

62.531

71.237

87.741

78.297

81.156

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

方差来源
A

B

C

D

误差

离均差平方和
45.331

29.336

587.913

597.968

29.34

自由度
2

2

2

2

2

均方
22.666

14.668

293.957

298.984

14.67

F

1.545

1.000

20.041

20.383

P

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00

Note：F0.05（2，2）＝19.00

通过综合评分直观分析，4个因素对丹酚酸B含量、芍药

苷含量、干膏得率的影响程度不同，因素C＞D＞A＞B，最优

工艺为A3B1C2D3。根据方差分析结果可知，因素C、D对综合

评分均有显著性影响，但由于提取2次与3次对试验结果影响

不大，结合生产实际，从节约成本方面综合考虑后，最终确定

最优工艺为A2B1C2D2，即加8倍量药材水浸泡1 h，提取2次，每

次 1 h。根据最优工艺进行提取，3批样品验证试验结果表明

综合评分的RSD＜2％（n＝3），表明提取工艺稳定，详见表4。

3 讨论

表4 验证试验结果

Tab 4 Results of verification test

批号
1

2

3

丹酚酸B含量，mg/ml

2.151

2.150

2.156

芍药苷含量，mg/ml

0.726

0.723

0.724

干膏得率，％
40.144

41.125

41.075

综合评分
98.793

99.078

99.220

采用单一考察指标优选中药提取工艺并不全面，因单一

指标并不能完全代表中药制剂整体质量的优劣[7]。丹参所含

水溶性丹酚酸类成分在抗氧化、抗凝血、抗血栓形成、调血脂

和细胞保护方面作用显著[8-9]；而赤芍中的芍药苷为其主要有

效成分之一，具有活血化瘀、通脉、抗凝、抗炎、抗过敏药效作

用[10]，这与该处方的功能主治相一致。故以丹酚酸B与芍药苷

的含量作为丹参和赤芍提取效率的考察指标，比较符合中医

临床用药的习惯以及质量控制的要求。

本研究所建立的丹酚酸B和芍药苷的高效液相色谱含量

测定方法，经过全面的系统适用性试验和方法学考察，具有分

离度好、专属性强、稳定性好、结果准确的特点，为正交试验优

选丹酚酸B、芍药苷水回流提取工艺条件提供了可靠保障。本

试验所确定的九味益胃合剂的优选提取工艺，具有提取率较

高、操作简单、便于进行大生产的特点，且其批间质量稳定，故

可作为九味益胃合剂的提取工艺方法。
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