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复方黄精膏提取工艺优化及其免疫调节活性评价 

廖  贤 1, 于肇麒 1, 王春明 2, 于静文 1, 李  猛 3, 于纯淼 1* 
(1. 黑龙江中医药大学药学院, 哈尔滨  150040; 2. 哈尔滨誉研堂中医门诊集团股份有限公司, 哈尔滨  150040;  

3. 黑龙江省绿色食品科学研究院, 哈尔滨  150040) 

摘  要: 目的  优化复方黄精膏功效成分的提取工艺, 并评价其免疫调节活性。方法  以粗多糖、总皂苷、

虫草素含量和干膏率为评价指标 , 通过层次分析法 (analytic hierarchy process, AHP)-客观赋权法 (criteria 

importance through intercriteria correlation, CRITIC)混合加权法和 Box-Behnken 设计-响应面法对提取工艺参数

进行优化; 采用碳廓清实验、迟发型变态反应实验和血清血溶素实验以评价其免疫调节活性。结果  复方黄精

膏功效成分的最佳提取工艺为提取时间 117 min, 提取次数 3 次, 提取温度 94 ℃, 料液比 1:14 (g:mL)。复方黄精

膏能增强小鼠迟发型变态反应能力, 提高单核-巨噬细胞的吞噬能力和血清溶血素的含量。结论  该工艺合理可

行, 最佳工艺下提取的复方黄精膏具有良好的免疫调节活性, 为复方黄精膏的进一步开发与应用提供了参考。 
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Optimization of extraction process and evaluation of immune regulating 
activity of compound Polygonati rhizoma ointment 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the extraction process of the functional components of compound Polygonati 
rhizoma ointment and evaluate its immune regulating activity. Methods  Using crude polysaccharides, total 
saponins, cordycepin content and dry extract rate as evaluation indicators, the extraction process parameters were 
optimized through analytic hierarchy process (AHP)-criteria importance through intercriteria correlation (CRITIC) 
mixed weighting method and Box-Behnken design response surface methodology. Carbon clearance test, delayed 
type hypersensitivity test and serum hemolysin test were used to evaluate its immune regulating activity. Results  
The optimal extraction process for the functional components of compound Polygonati rhizoma ointment was 117 
min of extraction time, 3 times of extraction, extraction temperature of 94 ℃ and a solid-liquid ratio of 1:14 (g:mL). 
Compound Polygonati rhizoma ointment could enhance the delayed type hypersensitivity ability of mice, improve the 
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phagocytic ability of monocytes macrophages and increase the content of serum hemolysin. Conclusion  The 
process is reasonable and feasible, and the compound Polygonati rhizoma ointment extracted under the optimal 
process has good immune regulatory activity, providing a reference for the further development and application of 
compound Polygonati rhizoma ointment. 
KEY WORDS: compound Polygonati rhizoma ointment; extraction process optimization; mice; immune regulating activity 
 

 

0  引  言 

社会现代化进程加快, 人们生活与工作压力增大, 伴
随作息、饮食不规律等问题, 导致机体免疫力普遍下降。

人体感染病毒之后是否发病及病情轻重, 取决于病原体与

机体免疫力的相互作用, 而病原体的最终清除依赖于免疫

系统[1]。因此, 增强免疫功能对维护机体健康至关重要。

在此背景下, 通过膳食调节免疫成为食品科学研究热点, 
其中药食同源类中药因其作用温和, 能够逐渐增强或调节

免疫功能而备受关注[2]。复方黄精膏由人参、黄精、枸杞、

蛹虫草组成 , 其中人参大补元气 , 复脉固脱 , 补脾益肺 , 
生津安神, 是治疗虚劳补益第一要药[3]。黄精补气养阴、

健脾益肾, 能使五藏调和, 肌肉充盛, 骨髓强坚[4]。枸杞性

平味润, 入肝肾经, 能补益精气、滋肝补肾, 对于腰膝酸痛、

内热消渴以及血虚萎黄等虚劳精亏类疾病有显著效果[5]。蛹

虫草入肺肾经, 能补肺阴、补肾阳, 调节阴阳平衡, 起扶正

固本之功效。诸药合用, 共奏健脾益气、补肾填精之功, 达
到增强免疫力之保健功效[6]。本研究旨在明确复方黄精膏

的药效物质基础, 建立质量控制标准, 并开展动物实验揭

示其作用机制, 在前人对于黄精单味药研究充分的基础上, 
进一步探究本四味复方的药效成分与质量控制, 推动传统

药食复方从经验应用走向标准化、现代化开发。 
在目前允许申请的 24 种保健食品功能中, “有助于增

强免疫力”功能声称产品数量位居各功能声称之首, 且每

年批准的该功能声称产品在所有批准产品中占 30%左右, 
其市场潜力巨大[7]。兰韬等[8]对 4620 种保健产品的有效成

分数量进行分析, 发现“有助于增强免疫力”类产品对应的

功效成分多达 46 种, 其中粗多糖、总皂苷以及虫草素均在

其列。现有研究多集中于单一成分或常规复方的功效验证, 
针对由人参、黄精、枸杞、蛹虫草组成的复方黄精膏, 其
功效成分提取、定量分析及免疫调节作用研究仍较为缺乏。 

基于此, 本研究以复方黄精膏为对象, 对其主要功效

成分进行提取与分析, 提取工艺以粗多糖、总皂苷、虫草

素含量和干膏率得率作为考察指标 , 采用层次分析法

(analytic hierarchy process, AHP)- 客 观 赋 权 法 (criteria 
importance through intercriteria correlation, CRITIC)法结合

响应面实验优化复方黄精膏功效成分提取工艺, 以小鼠碳

廓清实验、迟发型变态反应实验和血清血溶素实验评价复

方黄精膏免疫调节活性, 旨在明确该复方的免疫调节物质

基础, 为其质量评价、功效验证及后续开发提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与设备 

RE52-99 型旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂 ); 
SHZ-Ⅲ型循环水式多用真空泵(郑州长城科工贸易有限公

司); XMTA-608 型电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有

限公司); ME203E 分析天平(精度 0.001 g, 瑞士梅特勒-托
利多仪器有限公司); ZNHW 型数显控温电热套(上海力辰

邦西仪器科技有限公司); SC-3610 低速离心机(安徽中科中

佳科学仪器公司); SP-752 紫外-可见分光光度计(上海光谱

仪器有限公司); XMTD-204 数显式电热恒温水浴锅(上海

跃进医疗器械有限公司); Spectra Max M2 型多功能酶标仪

(美国 Molecular Devices 公司); TGL-16G 型飞鸽牌高速台式离

心机(上海安亭科学仪器厂); C18柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)、
Agilent 1260 Infinity 高效液相色谱仪(美国安捷伦科技公

司)。 

1.2  试剂与材料 

人参皂苷标准品(纯度≥98%)、虫草素标准品(纯度≥

98%)、葡萄糖标准品(纯度≥99%)、豚鼠血清补体、都氏

试剂、巴比妥钠(sodium azide, SA)缓冲液(分析纯)(上海源

叶生物科技有限公司); 香草醛、冰醋酸、高氯酸、甲醇、

正丁醇、Na2CO3(分析纯, 天津市富宇精细化工有限公司); 
苯酚、无水乙醇(分析纯, 西陇科学股份有限公司); 浓硫酸

(分析纯 , 天津市大茂有限公司); 绵羊红细胞(sheep red 
blood cell, SRBC)(广州鸿泉生物科技有限公司); 印度墨汁

(海标科技有限公司); 生理盐水(哈尔滨三联药业股份有限

公司); 注射用环磷酰胺(江苏恒瑞医药股份有限公司)。 
黄精、人参、枸杞(哈药集团世一堂中药饮片有限责

任公司); 蛹虫草(安徽美康源生物科技有限公司); 低聚异

麦芽糖粉、木糖醇(山东福田药业有限公司); 陈皮汁(西安

世泽源生物科技有限公司); 雄性 SPF 级 KM 小鼠, 体重

18~22 g, 由辽宁长生生物技术股份有限公司提供, 许可证

号 SCXK(辽)2020-0001。 

1.3  实验方法 

1.3.1  复方黄精膏的提取工艺研究 
按配方称取饮片: 黄精 15 g, 人参 3 g, 枸杞子 15 g, 

蛹虫草 5 g, 加入一定比例水浸泡后, 采用加热回流提取法

进行多次提取, 过滤药渣, 将提取液合并, 减压浓缩, 即
得复方黄精膏功效成分水提液。 



48 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

1.3.2  复方黄精膏中粗多糖、总皂苷、虫草素的含量测定 
(1)对照品溶液的制备 
取适量葡萄糖对照品, 精密称定后置于 10 mL 容量瓶

中, 加蒸馏水至刻度, 混匀, 即制成质量浓度为 0.1 mg/mL
的葡萄糖对照品储备液; 取适量人参皂苷 Re 标准样品, 置
于 25 mL 容量瓶中, 用甲醇溶解并定容至刻度, 混匀, 配
制成质量浓度为 0.2 mg/mL 的人参皂苷 Re 对照品储备液; 
取虫草素对照品适量, 置于 25 mL 容量瓶中, 用超纯水溶

解并定容至刻度, 混匀, 即配制成质量浓度为 0.1 mg/mL
的虫草素对照品储备溶液[9–11]。 

(2)供试品溶液的制备 
取复方黄精膏功效成分水提液 1 mL, 加入无水乙醇

10 mL, 静置 24 h, 以 3500 r/min 离心 20 min, 分离沉淀与

上清液, 分别按以下方法制备各供试品溶液: 取上述沉淀, 
烘干后置于 100 mL 容量瓶中, 加蒸馏水至刻度, 超声溶解

15 min, 精密移取 1 mL 于 10 mL 容量瓶中, 加蒸馏水定容

至刻度 , 摇匀 , 即得粗多糖供试品溶液; 取上述上清液 , 
挥干, 残渣加 5 mL 蒸馏水溶解, 转移至分液漏斗中, 加入

30 mL 水饱和正丁醇, 萃取 3 次(每次 1 h), 合并正丁醇层, 
于 60 ℃减压浓缩至干, 残渣用甲醇溶解并转移至 50 mL
容量瓶中 , 定容至刻度 , 摇匀 , 即得总皂苷供试品溶液; 
取上述上清液, 烘干, 残渣加超纯水溶解并转移至 5 mL 容

量瓶中, 定容至刻度, 摇匀, 经 0.45 μm 微孔滤膜滤过, 即
得虫草素供试品溶液。 

取不同体积葡萄糖对照品储备液, 分别加入蒸馏水

稀释成质量浓度为 10、20、30、40、50、60 μg/mL 的标准

系列溶液, 分别取 1 mL 于试管中, 每份加入 1 mL 5%苯酚

试液、5 mL 浓硫酸, 涡旋混匀 5 s, 90 ℃水浴 30 min 后, 冰
水浴冷却至室温, 于 490 nm 波长处测定吸光度值。 

取人参皂苷 Re 对照品储备液 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.7 mL 于 10 mL 具塞试管中, 置水浴中挥干溶剂, 依
次加入 0.2 mL 5%香草醛溶液、0.8 mL 高氯酸, 轻摇混匀

至残渣溶解, 置 60 ℃水浴中加热 15 min, 取出, 冰水浴冷

却至室温后, 加入 5.0 mL 冰乙酸, 摇匀, 以相应溶剂为空

白, 立即于 560 nm 波长处测定吸光度值。 
取不同体积的虫草素对照品储备液, 加超纯水稀释

成质量浓度为 20、40、60、80、100 μg/mL 的标准系列

溶液, 以甲醇-水(15:85, V:V)作为流动相; 色谱柱: C18 柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流速: 1 mL/min; 柱温: 30 ℃; 检
测波长: 260 nm; 进样量: 10 μL, 以上作为色谱条件进行

峰面积测定。 
1.3.3  干膏率的测定 

吸取功效成分提取液 20 mL, 转移至已称重的干燥蒸

发皿中, 于水浴锅上蒸至近干后, 放入 105 ℃真空干燥箱

中烘干至恒重, 冷却后精密称定其重量, 按公式(1)[12]计算

干膏率:  

干膏率/%=[(干膏重量/g×提取液总体积/mL)/(饮片总

重/g×取样量/mL)]×100%  (1) 
1.3.4  综合评分计算公式的确定 

根据配方组成及预实验结果, 设置粗多糖、总皂苷、

虫草素、干膏率的权重系数分别为 0.3、0.3、0.3、0.1, 在
单因素考察过程中的综合评分计算公式(2)如下:  

综合评分=[(粗多糖含量/最大粗多糖含量)×0.3+(总皂

苷含量/最大总皂苷含量)×0.3+(虫草素含量/最大虫草素含

量)×0.3+(干膏率/最大干膏率)×0.1]×100    (2) 
式中: 粗多糖、最大粗多糖、总皂苷、最大总皂苷、虫草

素、最大虫草素含量单位均为 mg/g; 干膏率、最大干膏率

单位为%。 
1.3.5  单因素考察 

按原料配方量准确称取中药饮片, 加水至饮片全部

浸没, 每隔 30 min 滤出吸水膨胀后的饮片, 并称量饮片的

总重量, 直至重量不再发生变化, 则表明饮片吸水量已达

饱和。按公式(3)计算各时间节点的吸水率:  
吸水率/%=[(饮片吸水后重量/g–饮片吸水前重量/g)/

饮片吸水前重量/g]×100%   (3) 
以浸泡时间为横坐标(X, min), 含水率为纵坐标(Y, %)

绘图, 考察饮片浸泡时间对综合评分的影响。 
按原料配方量分别称取饮片, 加水浸泡 120 min 后, 

根据文献[13]方法修改如下: 各因素固定水平为:提取温度

80 ℃, 提取次数 2 次, 提取时间 1.5 h, 料液比 1:12 (g:mL, 
下同), 考察的浸泡时间分别为 30、60、90、120、150 min; 
考察的提取温度分别为 60、70、80、90、100 ℃; 考察的

提取次数分别为 1、2、3 次; 考察的提取时间分别为 30、60、
90、120、150 min; 考察的料液比分别为 1:8、1:10、1:12、1:14、
1:16。加热回流提取, 测定功效成分粗多糖、总皂苷、虫草

素含量和干膏率, 考察各单因素指标对综合评分的影响。 
1.3.6  Box-Behnken 响应面实验设计 

在单因素实验基础上, 以功效成分粗多糖、总皂苷、

虫草素含量、干膏率为评价指标, 料液比(A)、提取时间

(B)、提取温度(C)、提取次数(D)为影响因素, 按–1、0、1
的水平进行 Box-Behnken 响应面实验设计, 因素水平表见

表 1。 
 

表 1  Box-Behnken 响应面法因素水平 
Table 1  Factors and levels for Box-Behnken response  

surface method 

因素 
水平 

–1 0 1 
A(料液比)(g:mL) 1:12 1:14 1:16 
B(提取时间)/min 90 120 150 
C(提取温度)/℃ 80 90 100 
D(提取次数)/次 1 2 3 

 
1.3.7  指标权重的确定 

本研究在指标成分重要性的选择上, 主要基于各药的



第 10 期 廖  贤, 等: 复方黄精膏提取工艺优化及其免疫调节活性评价 49 
 
 
 
 
 

功能主治以及药理作用强弱。根据各成分对复方黄精膏药

效的贴合度确定优先顺序为: 粗多糖含量>总皂苷含量>虫
草素含量>出膏率, 并由此确定权重系数。在水提法的基

础上, 将 AHP-CRITIC 混合加权法运用到复方黄精膏的提

取过程中, 使得确定权重系数的方案更加符合主客观相统

一的原则, 实验结果更科学、合理。AHP 法是一种常用来

解决多目标复杂问题的综合分析方法, 通过将定量分析和

定性分析相结合, 用研究者的经验判断各目标成分之间的

相对重要性, 构建判断矩阵, 使用特征根法或一致性指标

计算判断矩阵的权重向量, 并最终求解各指标权重, 选择

出最佳方案[14]。 
(1) AHP 法确定权重系数 
根据复方黄精膏中各原料的功能主治、有效成分含量

及药理作用强弱, 将虫草素含量、粗多糖含量、总皂苷含

量和干膏率作为权重指标予以量化, 即将 4 个指标分为 4
个层次, 并确定各指标的优先顺序为粗多糖含量>总皂苷

含量>虫草素含量>出膏率, 构建两两成对比较的优先判断

矩阵, 同时赋予各指标相对评分。 
(2) CRITIC 法确定权重系数 
CRITIC 法主要通过指标成分的对比强度和指标之间

的冲突性, 对指标进行客观赋权, 能减少指标之间信息的

重叠, 有利于得到合理可信的评价结果[15]。在水提法的基

础上, 本研究将 AHP-CRITIC 混合加权法运用到复方黄精

膏的提取过程中, 使得确定权重系数的方案更加符合主客

观相统一的原则, 实验结果更科学更合理[16]。与单一活性

成分的提取相比, 该方法的优势在于能够同时提取多种活

性成分, 并对活性成分作出科学合理的综合评价, 这不仅

能够大大提高中药复方成分的提取效率, 还能够充分利用

各活性成分之间的协同作用, 提高复方的药效, 为中药复

方制剂中多种功效成分的提取工艺研究提供一定参考。根

据公式(4)计算指标成分值, 将响应面实验结果中的数据进

行无量纲化处理, 并输入 SPSS 21.0 软件中, 得到 4×4 相关

系数矩阵。 
指标成分值=(实测值–最小值)/(最大值–最小值)  (4) 
(3) AHP-CRITIC 混合加权法 
根据公式(5)计算出干膏率、粗多糖、虫草素、总皂苷

的权重系数。 

AHP CRITIC AHP CRITIC/ ( )ij ij ij ijijω ω ω ω ω= × ×综合   (5) 

式中: ω 综合 ij 为计算得出的最终权重; ωAHPij 为通过

AHP 法计算得到的主观权重; ωCRITICij 为通过 CRITIC 法计

算得到的主观权重。 
1.3.8  复方黄精膏有助于增强免疫力功能实验研究 

(1)复方黄精膏的制备 
取原料配方量饮片, 浸泡 2 h, 分别加入 14 倍量水加

热回流提取 3 次, 合并提取液, 减压浓缩得相对密度不低

于 1.20 的清膏, 再按优化后的辅料量, 加入 15%的甜味剂

(木糖醇:低聚异麦芽糖=3:2, m:m)、10%的陈皮汁, 混合均

匀, 加热浓缩至相对密度约为 1.30 时, 冷却即得。 
(2)动物分组与灌胃 
正常适应性喂养小鼠一周, 温度条件为 20~26 ℃, 湿

度 40%~70%, 12 h 日光昼夜交替照明, 实验室定时通风排

气, 实验期间动物自由饮水进食。将小鼠分为碳廓清实验

组(A 组)、迟发型变态反应及血清血溶素组(B 组), 每组各

50 只, 再将 A 组、B 组小鼠分别按体重随机分为 5 组, 即
空白对照组、模型组、复方黄精膏低、中、高剂量组, 每
组各 10 只。空白对照组和模型组小鼠给予同体积蒸馏水, 
复方黄精膏低、中、高剂量组灌胃量分别为 6.50、16.25、
32.50 g/(kg·d)(相当于人体推荐用量的 2、5、10 倍)。每

日按 0.2 mL/10 g 的容量经口灌胃给予受试物, 每日 2 次, 
连续灌胃 30 d, 每周称重 1 次。 

(3)碳廓清实验 
A 组小鼠除空白组外其他各组小鼠从灌胃第 21 d 开始

造模, 连续 3 d 灌胃后腹腔注射环磷酰胺[40 mg/(kg·d)]。
最后一次灌胃结束后, 采用尾静脉注射法向小鼠体内注入 4
倍稀释印度墨汁(10 mL/kg)。注入墨汁后第 2 min (t1)、10 min 
(t2), 分别从内眦静脉丛取血20 μL, 并立即将其加入到2 mL 
0.1% Na2CO3 溶液中。以 0.1% Na2CO3 溶液作空白对照, 在
600 nm 波长处测定光密度值(OD), 2 min 时记录为 OD1、

10 min 时记录为 OD2。将小鼠处死, 取肝脏和脾脏, 用滤

纸吸干脏器表面血污, 分别称重。按下式计算吞噬指数

a。以吞噬指数 a 表示小鼠的碳廓清能力, k 代表碳阔清速

率常数。计算如公式(6)和(7)所示。 
 k＝(lgOD1－lgOD2)/(t2－t1)     (6) 

 a＝体重/(肝重+脾重)× 3 k      (7) 
(4)迟发型变态反应实验 
B 组小鼠除空白组外其他各组小鼠从灌胃第 21 d 开始

造模, 连续 3 d 灌胃后腹腔注射环磷酰胺[40 mg/(kg·d)]。
灌胃第 25 d, 除空白组外, 各组小鼠腹腔注射 0.2 mL 2% 
(V:V) SRBC 细胞悬液, 进行初次免疫。免疫 4 d 后, 测量左

后足跖部厚度, 然后在测量部位皮下注射 20% (V:V) SRBC
细胞悬液, 每只鼠 20 μL, 注射后于 24 h 测量左后足跖部

厚度, 同一部位测量 3 次, 取平均值。以两次攻击前后的

平均值差值代表小鼠足趾增厚的程度。 
(5)血清溶血素实验 
迟发性变态反应测量完成后, 各组小鼠眼球取血于离

心管中, 放置 1 h, 血清充分析出后, 2000 r/min 离心 10 min, 
收集上层血清。取 20 μL 血清, 用 SA 缓冲液按 1:200 (V:V)
比例稀释。将稀释后的血清 1 mL 置试管内, 依次加入 10% 
(V:V) SRBC 细胞悬液 0.5 mL、豚鼠血清补体[用 SA 缓冲液

按 1:8 (V:V)稀释]1 mL。另设不加血清的对照管(以 SA 缓冲

液替代)。置 37 ℃恒温水浴中保温 30 min 后, 冰浴终止反应, 
2000 r/min 离心 10 min, 取上清液 1 mL, 加都氏试剂 3 mL, 
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同时取 10% (V:V) SRBC 0.25 mL 加都氏试剂至 4 mL, 充分

混匀, 放置 10 min 后, 以空白管作对照, 于 540 nm 处以对

照管作空白, 分别测定各管光密度值。按公式(8)计算半数

溶血值(50% hemolytic complement, HC50)。用 HC50 代表小

鼠体内血清溶血素含量。 
HC50＝(样品光密度值/半数溶血管的光密度值)×稀释

倍数     (8) 

1.4  数据处理 

对相关实验结果进行处理, 每组数据以平均值±标准

偏差描述, 运用 SPSS 21.0 软件对数据进行方差齐性和正

态分布检验, 满足上述条件后, 采用单因素方差分析比较

多组之间的差异性, 用 Origin 2019 软件作图, P<0.05 和

P<0.01 均代表差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  复方黄精膏提取工艺优化 

2.1.1  线性关系考察结果 
以质量浓度为横坐标(X, mg/mL 或 μg/mL), 吸光度或

峰面积为纵坐标(Y), 绘制标准曲线, 得出线性回归方程, 
粗 多 糖 的 回 归 方 程 为 Y1=0.01X1–0.0115, 决 定 系 数

r2=0.9992, 线性范围为 10~60 μg/mL; 总皂苷的回归方程

为 Y2=5.9375X2–0.034, 决定系数 r2=0.9989, 线性范围以

mg/mL 计; 虫草素的回归方程为 Y3=32.609X3–9.0328, 决
定系数 r2=9998, 线性范围为 20~100 μg/mL。 
2.1.2  单因素实验考察结果 

(1)饮片浸泡时间考察结果 
饮片浸泡可使药物成分能顺利溶解后析出到药液中, 

减少煎制的时间, 增加药效。由图 1(A)可知, 随着浸泡时

间 的 延 长 , 饮 片 吸 水 率 在 不 断 增 加 , 在 浸 泡 时 间

120~150 min 时 饮 片 吸 水 量 已 达 饱 和 ( 吸 水 率 为

121.2%~122.9%), 经单因素方差分析, 不同浸泡时间点的

吸水率差异具有统计学意义(P<0.05)。浸泡初期饮片内部

存在大量自由空间和孔隙, 因此吸水速率较快, 饮片内部

的孔隙逐渐被水分填充, 当继续延长浸泡时间, 饮片的吸

水量也不会显著增加, 即吸水量已达饱和。为节省时间成

本, 故将饮片浸泡时间定为 120 min。 
(2)料液比考察结果 
由图 1(B)可知, 综合评分在料液比为 1:14 (g:mL)时最

高, 经单因素方差分析, 不同料液比的综合评分差异具有

统计学意义(P<0.05)。当料液比较小时, 溶剂相对较少, 饮
片中的活性成分不能充分溶解出来, 当料液比进一步增大

到 1:14 (g:mL)时, 饮片与溶剂的比例达到平衡状态, 活性

成分提取效果最好, 综合评分达最大值。当料液比继续增

大时, 饮片中的活性成分可能已经达到溶解的饱和状态, 
额外的溶剂并不能有效提升提取效果, 反而可能导致有效

成分的稀释, 降低综合评分。综上所述, 在本研究条件下, 
最佳料液比为 1:14 (g:mL)。 

(3)提取时间考察结果 
由图 1(C)可知, 综合评分随着提取时间的延长呈上

升趋势, 经单因素方差分析, 不同提取时间下的综合评分

差异具有统计学意义(P<0.05)。当提取时间为 150 min 时, 
综合评分最高, 这可能是由于饮片内的活性成分的溶解度

随时间延长而提高, 或是由于随提取时间的延长, 溶剂能

够进一步渗入饮片的内部, 促进活性成分的溶解。随时间

的进一步延长, 评分增长的幅度逐渐减少。为减少时间成

本, 最佳提取时间定为 120 min。 
(4)提取次数考察结果 
由图 1(D)可知, 提取 2 次时的综合评分最高, 经单因

素方差分析, 不同提取次数下的综合评分差异具有统计学

意义(P<0.05)。综合评分呈现先升高后降低的趋势, 可能是

因为尽管第 1 次已经提取了一部分活性成分, 饮片中仍存

在一些未完全溶解的活性成分, 第 2 次提取进一步提取出

了这些成分, 而第 3 次提取时, 大部分活性成分已被前两

次提取获取, 而过多次数的提取可能导致某些活性成分结

构变化, 降低了综合评分。综上所述, 在本研究条件下, 最
佳提取次数为 2 次。 

(5)提取温度考察结果 
由图 1(E)可知, 在 60~100 ℃范围内, 综合评分随温

度的升高而升高, 且趋势显著, 经单因素方差分析, 不同

提取温度下的综合评分差异具有统计学意义(P<0.05)。分

析原因可能是温度提高了饮片活性成分的溶解度, 随着温

度升高, 分子运动速度加快, 这有利于活性成分从饮片中

向溶剂中扩散, 较高的温度也有可能会破坏饮片的细胞壁

和细胞膜, 使更多的活性成分暴露出来。综上所述, 在本

研究条件下, 最佳提取温度为 100 ℃。 
2.1.3  Box-Behnken 响应面实验结果 

按照–1、0、1 的水平设置料液比(A)、提取时间(B)、
提取温度(C)、提取次数(D), 得到 Box-Behnken 响应面因素

水平表(表 1), 以粗多糖、总皂苷、虫草素含量以及干膏率

作为评价指标进行 29 次平行实验, 实验设计与结果见表 2。 
2.1.4  指标权重的确定结果 

本研究在指标成分重要性的选择上, 主要基于各药

的功能主治以及药理作用强弱。根据各成分对复方黄精膏

药效的贴合度确定优先顺序为: 粗多糖含量>总皂苷含量>
虫草素含量>出膏率, 并由此确定权重系数。 

(1) AHP 法权重系数 
根据评分结果, 4 项指标粗多糖、总皂苷、虫草素、

干膏率经层次分析后得到的权重系数分别为 0.4673、
0.2772、0.1601、0.0954(表 3), 最大特征根(λ)为 4.0310, 一
致性比例因子(consistency ratio, CR)=0.0116<0.10, 即指标

优先比较判断矩阵具有满意的一致性, 权重系数有效。 
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注: 不同小写字母表示有显著性差异(P<0.05)。 

图 1  单因素实验结果图 
Fig.1  Graph of the results of the single-factor experiment 

 
表 2  Box-Behnken 响应面法设计与结果 

Table 2  Design and results for Box-Behnken response surface method 

序号 A B C D 干膏率/% 粗多糖含量/(mg/g) 虫草素含量/(mg/g) 总皂苷含量/(mg/g)

1 0 –1 1 0 55.68 53.83 0.16 2.38 

2 0 0 0 0 53.90 51.46 0.26 2.14 

3 –1 0 –1 0 50.80 45.18 0.21 1.68 

4 0 –1 –1 0 46.98 37.26 0.18 2.22 

5 0 0 –1 1 54.68 40.22 0.19 1.82 

6 0 0 0 0 58.66 57.57 0.23 2.36 

7 0 1 –1 0 50.08 41.40 0.17 2.09 

8 0 0 –1 –1 47.54 36.26 0.21 2.11 

9 0 1 1 0 52.51 48.89 0.22 1.67 

10 –1 0 1 0 53.55 48.58 0.13 2.15 

11 0 0 0 0 54.03 55.82 0.23 2.48 

12 0 0 0 0 59.62 54.41 0.20 2.91 

13 1 0 0 –1 46.84 27.65 0.16 1.84 

14 0 –1 0 –1 47.98 29.99 0.21 1.76 

15 0 –1 0 1 50.55 36.56 0.22 2.42 

16 0 0 0 0 43.78 58.21 0.19 2.90 

17 0 1 0 –1 45.83 36.42 0.20 1.56 

18 0 0 1 1 55.26 53.95 0.23 2.43 

19 –1 0 0 1 51.67 34.50 0.17 2.52 

20 1 0 –1 0 48.96 29.30 0.16 1.93 

21 1 –1 0 0 47.92 39.34 0.18 2.05 
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表 2(续) 
序号 A B C D 干膏率/% 粗多糖含量/(mg/g) 虫草素含量/(mg/g) 总皂苷含量/(mg/g)

22 –1 –1 0 0 49.74 38.07 0.14 2.22 

23 0 0 1 –1 43.52 35.03 0.23 1.77 

24 1 1 0 0 57.75 41.93 0.14 2.01 

25 0 1 0 1 57.82 61.19 0.15 2.58 

26 –1 0 0 –1 49.40 35.30 0.23 1.80 

27 1 0 0 1 53.28 46.35 0.19 2.15 

28 –1 1 0 0 55.86 41.03 0.21 2.14 

29 1 0 1 0 42.78 39.84 0.24 2.21 
 

表 3  AHP 法指标成对比较的判断优先矩阵 
Table 3  Judgment priority matrix for pairwise comparison of 

AHP indicators 

权重指标 粗多糖 总皂苷 虫草素 干膏率 权重系数

粗多糖 1 2 3 4 0.4673 
总皂苷 1/2 1 2 3 0.2772 
虫草素 1/3 1/2 1 2 0.1601 
干膏率 1/4 1/3 1/2 1 0.0954 

 

(2) CRITIC 法权重系数 
将响应面实验结果中的数据进行无量纲化处理, 并

输入 SPSS 21.0 软件中, 得到 4×4 相关系数矩阵, 见表 4。
利用公式(4)、(9)~(11)计算指标间的标准差(σj)、相关系数

(rij)、冲突性 (Rj)初始权重系数 (Cj)、归一化权重系数

(ωjCRITIC), 得到干膏率、粗多糖、虫草素、总皂苷的权重

系数分别为 0.2501、0.1939、0.3324、0.2236(表 5)。 

 
( )1 1n

j ijiR r== −     (9) 

 
( )1 1n

j j ijiC rσ == −     (10) 

 
CRITIC /j

n
i jjC Cω =      (11) 

 

表 4  CRITIC 相关系数矩阵 
Table 4  Correlation coefficient matrices for CRITIC 

指标 干膏率 粗多糖含量 虫草素含量 总皂苷含量

干膏率 1.0000 0.5804 –0.1190 0.3406 

粗多糖含量 0.5804 1.0000 0.1268 0.6100 

虫草素含量 –0.1190 0.1268 1.0000 –0.0784 

总皂苷含量 0.3406 0.6100 –0.0784 1.0000 
 

表 5  CRITIC 法各指标数值 
Table 5  Index values of CRITIC method 

评价指标 干膏率 粗多糖 虫草素 总皂苷 

σj 0.2767 0.2801 0.2632 0.2555 
Rj 2.1980 1.6827 3.0705 2.1277 
Cj 0.6081 0.4713 0.8080 0.5436 

ωCRITICj 0.2501 0.1939 0.3324 0.2236 
 

(3) AHP-CRITIC 混合加权法权重系数 
根据公式(5)计算出干膏率、粗多糖、虫草素、总皂苷

的权重系数分别为 0.1039、0.3945、0.2317、0.2699。 

(4)响应面实验结果分析 
将 AHP-CRITIC 混合加权法得出的权重系数代入综

合评分公式=干膏率/最大干膏率×ω 干膏率＋粗多糖含量/
最大粗多糖含量×ω 粗多糖含量＋虫草素含量/最大虫草素

含量×ω 虫草素含量＋总皂苷含量/最大总皂苷含量×ω 总

皂苷含量中, 即得响应面实验结果的综合评分。用 Design 
Expert 13 软件对综合评分进行响应面分析, 得到关于综合

评 分 的 二 次 多 元 回 归 拟 合 方 程 如 下 : 
Y=88.61–1.67A+1.52B+3.91C+6.26D–2.03AB+3.85AC+4.41AD
–1.49BC+3.02BD+5.24CD–11.80A2–7.77B2–6.92C2–8.73D2。由

方差分析表 6 可知, 本模型的 P<0.0001, 显著性极强, 失
拟项 P 为 0.1766>0.05, 不显著, 说明未知因素对模型的干扰 

 

表 6  方差分析 
Table 6  Analysis of varianceis 

来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 2415.94 14 172.57 24.49 <0.0001 *** 

A 33.60 1 33.60 4.77 0.0465 * 

B 27.63 1 27.63 3.92 0.0677 ns 

C 183.54 1 183.54 26.04 0.0002 ** 

D 470.25 1 470.25 66.73 <0.0001 *** 

AB 16.44 1 16.44 2.33 0.1489 ns 

AC 59.37 1 59.37 8.42 0.0116 * 

AD 77.97 1 77.97 11.06 0.0050 ** 

BC 8.94 1 8.94 1.27 0.2790 ns 

BD 36.48 1 36.48 5.18 0.0391 * 

CD 110.04 1 110.04 15.62 0.0014 ** 

A2 902.90 1 902.90 128.13 <0.0001 *** 

B2 391.80 1 391.80 55.60 <0.0001 *** 

C2 310.79 1 310.79 44.10 <0.0001 *** 

D2 493.86 1 493.86 70.08 <0.0001 *** 

残差 98.66 14 7.05    
失拟项 85.87 10 8.59 2.69 0.1766 ns 
误差 12.78 4 3.20    

总和 2514.60 28     

注: *表示差异显著(P<0.05); **表示差异极显著(P<0.01); ***表示

差异强极显著(P<0.001); ns 无显著性差异(P>0.05)。 
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较小 , 方 程 的 拟 合 程 度 好 。 回 归 方 程 的 决 定 系 数

R2=0.9608, 校正系数 R2
adj=0.9215, 表明该模型预测准确, 

可用于数据分析。其中因素 A、C、D 对综合评分的影响

均为显著(P<0.05、P<0.01 和 P<0.001), B 不显著(P>0.05); 
交互项 AC、BD、AD、CD 对综合评分的影响显著(P<0.05
和 P<0.01), AB、BC 不显著(P>0.05); 二次项 A2、B2、C2、

D2 对综合评分的影响极其显著(P<0.001)。通过对 F 大小

的比较, 可得出料液比、提取时间、提取温度、提取次数

这 4 个因素对综合评分的影响程度, 各因素的 F 分别为

4.77、3.92、26.04 以及 66.73。因此, 各因素对复方黄精

膏提取工艺的综合评分的影响依次是提取次数>提取温

度>料液比>提取时间。 
响应面分析结果见图 2。观察等高线图的形状和响应

面曲线的陡峭程度, 等高线的形状越椭圆, 三维曲面变化

越陡峭, 说明两因素之间的交互作用越强, 对综合评分的

影响越显著[17]。由图 2 可知, 料液比与提取次数、提取温度 
 

 
 

图 2  响应面分析结果图 
Fig.2  Graphs of response surface analysis result 
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图 2(续)  响应面分析结果图 
Fig.2  Graphs of response surface analysis result 

 
与提取次数两两之间的交互作用很强, 对综合评分的影响

达到了极显著的水平。料液比与提取温度、提取时间与提

取次数两两之间的交互作用较强, 对综合评分的影响达到

了较为显著的水平。料液比与提取时间、提取时间与提取

温度两两之间的交互作用不强 , 对综合评分的影响不显

著。该结果与方差分析的结果一致。 
(5)响应面方案优化及验证 
利用 Design-Expert 13 进行数据分析, 得到最优提

取工艺参数为: 料液比为 1:13.807 (g:mL)、提取时间为

117.416 min、提取温度为 94.337 ℃、提取次数为 2.647 次, 
综合评分值为 90.170。考虑到实际生产的可行性, 将复方

黄精膏功效成分提取工艺条件调整为: 料液比 1:14 (g:mL), 
提取时间 117 min, 提取温度 94 ℃, 提取次数 3 次。响应

面优化后的提取次数为 3 次, 与单因素考察中的提取次数

2 次存在差异, 可能是因为当其他因素未达到最优水平时, 
提取次数增加可能无法显著提升综合评分, 甚至因杂质溶
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出增多而拉低综合评分, 因此, 单因素实验中的最佳提取

次数 2 次是在其他因素设定下的局部最优解, 而非全局最

优解。根据上述条件, 进行 3 次平行验证实验, 得到综合

评分的平均值为 89.671, 与预测值接近。说明该模型预测

准确, 此工艺合理可行。 

2.2  动物实验结果 

2.2.1  复方黄精膏对小鼠碳廓清能力的影响 
由图 3 可知, 与空白组相比, 模型组的吞噬指数明显

更低(P<0.01)。3 个剂量组的吞噬指数相较于模型组均有上

升的趋势 , 其中高剂量组的吞噬指数上升较为显著

(P<0.05), 而低、中剂量组的吞噬指数虽保持升高的状态, 
但并无显著差异(P>0.05)。碳廓清实验常用于研究小鼠在

饮食紊乱或病理状态下的肝、脾重量变化, 以此来评价小

鼠脏器生理状态和健康状况[18]。通过测定间隔时间内血液

中碳颗粒被清除的速率, 根据相关公式计算吞噬指数, 吞
噬指数越高, 表明单核-巨噬细胞的免疫活性越强[19]。本研

究结果表明, 小鼠注射环磷酰胺后, 模型组吞噬指数下降

迅速。这说明体内单核-巨噬细胞受到损伤, 细胞吞噬能力

减弱[20], 而复方黄精膏剂量组能减轻这种损害, 对增强免

疫力有一定效果。 
 

 
 

注: 与模型组相比, *表示差异显著(P<0.05); 与空白组相比,  
##表示差异极显著(P<0.01), 下同。 

图 3  不同剂量对小鼠碳廓清能力的影响(n=10) 
Fig.3  Effects of different dosage groups on carbon clearance ability 

in mice (n=10) 
 

2.2.2  复方黄精膏对小鼠迟发型变态反应的影响 
由图 4 可知, 经 30 d 给药喂养后, 模型组小鼠的足跖

厚度差值明显低于空白组(P<0.01), 说明模型组小鼠发生

了迟发变态反应, 免疫抑制动物模型建立成功。相比于模

型组, 复方黄精膏各剂量组的足跖厚度差值均有所上升, 
其中的高剂量组差异极显著(P<0.01), 中剂量组差异显著

(P<0.05), 低剂量组差异并不明显(P>0.05)。迟发型变态反

应是已免疫的机体在再次接受相同抗原物质后产生的异常

免疫反应[21], 往往会产生过强的免疫应答, 体内的T淋巴细

胞会释放各种细胞因子, 破坏靶细胞, 造成局部肿胀[22]。

小鼠腹腔注射绵羊红细胞悬液能刺激体内形成致敏淋巴

细胞[23], 当以相同抗原再次进行免疫攻击时, 会导致局部

出现以细胞坏死为特征的炎性反应, 表现为局部肿胀, 肿
胀程度越高, 机体免疫能力越强[24]。可通过小鼠的足跖肿

胀程度表现来评价细胞免疫功能的作用[25]。迟发型变态反

应结果表明, 模型组小鼠较空白组足跖肿胀程度更低, 而
复方黄精膏高、中剂量组会明显促进足跖肿胀程度, 对免

疫抑制模型小鼠细胞免疫功能有一定增强作用。 
 

 
 

注: 与模型组相比, **表示差异极显著(P<0.01), 下同。 
图 4  迟发型变态反应实验结果 

Fig.4  Results of delayed type hypersensitivity test 
 

2.2.3  复方黄精膏对小鼠血清溶血素生成的影响 
由图 5 可知, 与空白组相比较, 模型组 HC50明显较低

(P<0.01), 复方黄精膏剂量组的 HC50 随给药浓度的增加而

升高, 高剂量组极显著地升高 HC50 (P<0.01), 中剂量组显

著升高 HC50 (P<0.05), 低剂量组虽能升高 HC50, 但无统计 
 

 
 

图 5  血清血溶素实验结果 
Fig.5  Results of the serum hemolysin test 
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学意义(P>0.05)。血清溶血素会刺激体内细胞产生抗体, 从
而消除抗原[26]。血清溶血素含量水平是判定体液免疫功能

强弱的重要指标之一[27], 其含量的高低能够反映出体液免

疫的强弱[28]。在机体受到外来刺激因子的干扰时, 会激活

B 细胞产生相应的抗体溶血素[29], 在补体的作用下, 两者

反应会发生溶血现象, 血液中的蛋白质被释放出来, 此时

对血红蛋白的含量进行测定, 即可判断出小鼠血清中溶血

素的含量[30]。本研究结果表明, 复方黄精膏能有效增加小

鼠体内血清溶血素的含量, 提高免疫抑制条件下抗体的含

量, 增强机体体液免疫防御能力。 

3  结  论 

本研究以复方黄精膏为研究对象, 系统优化其提取

工艺, 并考察其对小鼠免疫功能的增强作用。在工艺优化

方面, 采用 AHP-CRITIC 混合加权结合 Box-Behnken 设计-
响应面法优化复方黄精膏的最佳提取工艺为料液比 1:14 
(g:mL)、提取时间 117 min、提取温度 94 ℃、提取次数 3
次。相比于传统的水煎煮法[31], 该工艺的提取率更高, 能
耗更低, 可显著提高粗多糖、总皂苷、虫草素等关键功效

成分的溶出率, 干膏得率更高且成分保留更完整, 避免了

高温长时间煎煮导致的有效成分破坏, 工艺更稳定, 可控

性更强, 具有良好的工业放大潜力, 有助于提高复方黄精

膏实际生产量, 同时也为其成品质量控制研究奠定了基

础。动物实验结果表明, 最优提取工艺下制备的复方黄精

膏可以增强免疫抑制小鼠迟发型变态反应能力, 提高单核

-巨噬细胞吞噬能力, 提高血清溶血素的含量水平。进一步

分析提示, 其免疫增强作用具有明确的物质基础和靶向性: 
粗多糖主要介导巨噬细胞活化与固有免疫增强, 虫草素调

节 T 淋巴细胞增殖与细胞免疫应答, 总皂苷可提升抗体水

平, 增强体液免疫, 三者协同实现多靶点的免疫调节效应, 
较单一成分作用更全面, 更能体现复方整体功效。综上, 
本研究不仅建立了高效、稳定的复方黄精膏提取工艺, 且
通过动物实验验证了其免疫增强作用, 揭示出其具有开发

为增强免疫力保健食品的潜力, 后续可进一步开展体内外

机制研究, 深入解析各功效成分对免疫细胞分化、细胞因

子分泌及关键信号通路的调控机制, 为其精准应用提供更

充分的理论支撑。 
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