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黄芪六一汤抗糖尿病肾病的药效组分筛选研究
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摘 要：目的  对黄芪六一汤中黄芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄芪多糖及甘草酸、甘草总黄酮、甘草多糖分别进行提取、分

离，并筛选具有防治糖尿病肾病作用的药效组分。方法  单因素法筛选树脂型号、上样浓度和体积、洗脱溶剂及用量建立大

孔吸附树脂法对黄芪总皂苷、总黄酮进行富集分离；运用碱液萃取法对甘草酸、甘草总黄酮进行分离，采用水提醇沉法对

黄芪多糖、甘草多糖进行纯化。12 周 龄 雄 性 db/m 小鼠 8只作为对照组，将 12 周 龄 雄 性 db/db 小鼠随机分为模型组、黄

芪六一汤和各组分的高、低剂量（临床等效剂量的 4、1倍）组，小鼠一般情况及血生化指标以盐酸罗格列酮片（RSG）为阳性对

照；尿白蛋白（U-Alb）水平以缬沙坦分散片（API）为阳性对照，每组 8只。各组小鼠分别在 ig给药 12周前、后，称质量。禁

食 12 h，自由饮水，收集 24 h尿液，马斯亮蓝法检测 24 h U-Alb浓度；尾静脉采血测空腹血糖（FBG）；摘取眼球取血，采用全自

动生化分析仪检测血清血肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）、三酰甘油（TG）、总胆固醇（TC）含量。对照组、模型组及黄芪六一汤高、

低剂量组小鼠肾组织经固定、石蜡包埋切片，Masson染色后，光学显微镜下观察。结果  制得的黄芪总黄酮、黄芪总皂苷、黄芪

多糖、甘草酸、甘草总黄酮、甘草多糖质量分数分别为（70.58±2.16）% 、（72.97±1.06）% 、（67.12±2.60）% 、（81.02±

1.04）%、（53.56±1.63）%、（64.62±1.27）%。与模型组比较，给予黄芪六一汤治疗后的各组小鼠肾纤维化程度较轻；与给药前

比较 ，模型组小鼠体质量显著减轻（P＜0.05），甘草总黄酮高、低剂量和甘草多糖低剂量组体质量显著降低（P＜0.05、

0.01），其他给药组无显著差异；与模型组比较，黄芪六一汤、黄芪总皂苷、黄芪多糖、黄芪总黄酮、甘草酸FBG、24 h U-Alb显著

降低（P＜0.05、0.01），黄芪总皂苷、黄芪六一汤、黄芪总黄酮、甘草酸组Scr显著降低（P＜0.05、0.01），黄芪六一汤、黄芪多糖、甘

草酸、黄芪总黄酮组BUN显著降低（P＜0.05、0.01），黄芪六一汤、黄芪总皂苷、甘草酸、黄芪多糖高剂量组TG显著降低（P＜

0.05、0.01），黄芪六一汤、黄芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄芪多糖组TC显著降低（P＜0.05、0.01）。结论  各组分确定的制备工艺稳

定、科学、可行；黄芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄芪多糖、甘草酸可能是黄芪六一汤防治糖尿病肾病的药效物质基础。
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Pharmacodynamic screening of active constituents of Huangqi Liuyi Decoction 
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Abstract: Objective The total astragaloside (TA), total flavonoids of astragalus (TFA), astragalus polysaccharide (AP), glycyrrhizic 

acid (GA), total flavonoids of glycyrrhiza (TFG) and glycyrrhiza polysaccharide (GP) in Huangqi Liuyi Decoction (HLD) were 

extracted and separated respectively, and the effective components with the effect of preventing and treating diabetes nephropathy 

were screened. Methods Single factor method was used to screen resin type, sample concentration and volume, elution solvent and 

dosage. A macroporous adsorption resin method was established to enrich and separate TA and TFA. Using alkaline extraction 

method to separate GA and TFG, purifying AP and GP using water extraction and alcohol precipitation. Eight 12 weeks old male db/
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m mice were used as control group. The 12 weeks old male db/db mice were randomly divided into model group, and high-dose and 

low-dose groups of HLD and each component (4 or 1 times the clinical equivalent dose), the general situation and blood biochemical 

indicators of mice were compared with rosiglitazone hydrochloride tablets (RSG) as positive controls, urinary albumin (U-Alb) 

levels were measured using valsartan dispersible tablets (API) as a positive control, with eight mice in each group. Each group of 

mice was weighed before and after 12 weeks of ig administration. Fasting for 12 hours, drinking water freely, collecting urine for 24 

hours, and detecting the concentration of U-Alb for 24 hours using the Maas Brilliant Blue method. Tail vein blood collection for 

FBG measurement. Eye extraction and blood collection were performed, and serum creatinine (Scr), urea nitrogen (BUN), 

triglycerides (TG), and total cholesterol (TC) levels were detected using a fully automated biochemical analyzer. The renal tissues of 

mice in the control group, model group, and high-dose and low-dose groups of HLD were fixed, paraffin embedded, and sectioned. 

After Masson staining, they were observed under an optical microscope. Results The mass fraction of TA, TFA, AP, GA, TFG, and 

GP were (70.58 ± 2.16)%, (72.97 ± 1.06)%, (67.12 ± 2.60)%, (81.02 ± 1.04)%, (53.56 ± 1.63)%, and (64.62 ± 1.27)%. Compared 

with model group, the degree of renal fibrosis in each group of mice treated with HLD was milder. Compared with before 

administration, the body weight of the model group mice decreased significantly (P < 0.05), while the body weight of the high and 

low doses of TFG and low doses of GP decreased significantly (P < 0.05, 0.01), and there was no significant difference in the other 

administration groups. Compared with the model group, FBG and 24-hour U-Alb in HLD, TA, AP, TFA, GA group were 

significantly reduced (P < 0.05, 0.01), while the Scr of TA, HLD, TFA, and GA groups was significantly reduced (P < 0.05, 0.01), 

the BUN of HLD, AP, GA, and TFA groups was significantly reduced (P < 0.05, 0.01), the TG  level of HLD, TA, GA, and AP 

groups also showed a significant decrease (P < 0.05, 0.01). TG significantly decreased (P < 0.05, 0.01), while TC significantly 

decreased (P < 0.05, 0.01) in the HLD, TA, TFA, and AP groups. Conclusion The TA, TFA, GA and AP are the main ingredients in 

HLD against diabetic nephropathy.

Key words: Huangqi Liuyi Decoction; macroporous adsorptive resin; alkaline extraction; diabetic nephropathy; total astragaloside;  

total flavonoids of astragalus; astragalus polysaccharide; glycyrrhizic acid

糖尿病肾病是糖尿病常见的微血管并发症，临

床表现为持续性水肿、蛋白尿、高血压、肾功能下降

等症状，最终导致末期肾衰竭。早期诊断和治疗糖

尿病肾病具有十分重大的意义［1-4］。中药应用于糖

尿病肾病的治疗越来越广泛，在改善糖尿病肾病客

观指标及远期疗效方面都显示了其独特优势［5-6］。

黄芪六一汤始载于《太平惠民和剂局方》，具有大补

肺气、滋益肾水、调和脾胃的功效，由黄芪 60 g、甘草

10 g组成。黄芪能抑制肾间质纤维化形成，降低糖

尿病肾病大鼠血清中细胞生长因子、转化生长因子-

β1（TGF-β1）、血管内皮生长因子（VEGF）、肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）水平，具有减缓糖尿病肾病发展进

程的功效［ 7］；而甘草可通过降糖、调脂及抗肾

脏氧化应激等作用，起到防治糖尿病肾病的功

效［ 8］。研究表明，黄芪六一汤能抑制肾小管上

皮细胞葡萄糖重吸收，具有降低糖尿病小鼠空

腹血糖（FBG）和糖化血红蛋白、抑制肾纤维化

病变的作用［ 9-10］。

中药在临床上多以饮片入药，饮片及其制剂质

量不易控制；且中药多成分、多靶点的优势难以体

现，严重阻碍了中药复方的深入研究及新药开发。

根据复方的功能主治筛选出每一味中药发挥复方

药效的有效组分或部位，进一步将有效组分制备成

一定程度上能代替中药复方的简化系统，并探讨组

分配伍替代饮片配伍的可行性，可有效解决这一问

题［11］。研究表明［12-15］，黄芪、甘草中主要包括皂苷、

黄酮和多糖类成分，本课题基于“组分中药”理念，

结合相关分离技术对黄芪六一汤中各组分分别进

行提取、分离，并运用 2型糖尿病肾病小鼠模型，筛

选黄芪六一汤中抗糖尿病肾病的药效组分，对经方

黄芪六一汤进行二次开发与研究，可为中药传统经

方的深层次开发与运用提供有益的思路和理论

依据。

1　材料

1.1　主要仪器

201-2AB电热鼓风干燥器（天津市泰斯特仪器

有限公司）；THZ-82水浴恒温振荡器（常州市中贝仪

器有限公司）；DRHH-S4数据恒温水浴锅（上海市双

捷实验设备有限公司）；KQ-300DE数控超声波清洗

仪（昆山市超声仪器有限公司）；Lc-2040C3D高效液

相色谱仪、UV-2700 紫外可见分光光度计［岛津仪

器（苏州）有限公司］；ELSD 800 蒸发光散射检测

器（杭州瑞析科技有限公司）；cobacc501罗氏全自动

生化分析仪（Roche公司）；三诺血糖仪（长沙三诺生

物传感技术有限公司）；Allegra X-30 R低温高速离

心机（美国贝克曼公司）。
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1.2　药物及主要试剂

黄芪（批号 170805、170823、170901）、甘草（批

号 170805、170823、170901），四川盛世锦荣药业有

限公司。黄芪、甘草经贵州中医药大学谢军丽讲师

鉴 定 分 别 为 豆 科 植 物 膜 荚 黄 芪 Astragalus 

membranaceus （Fisch.） Bge.的干燥根、豆科植物甘

草Glycyrrhiza uralensis Fisch.干燥根和根茎。

盐酸罗格列酮片（RSG，批号 210623，贵州圣济

堂制药有限公司）；缬沙坦分散片（API，批号

220201，山东益健药业有限公司）。

尿 白 蛋 白（U-Alb）检 测 试 剂 盒（ 批 号

20180416）、血 肌 酐（Scr）检 测 试 剂 盒（ 批 号

20180108）、尿 素 氮（BUN）检 测 试 剂 盒（批 号

20171215）、总 胆 固 醇（TC）检 测 试 剂 盒（批 号

20181005）、三酰甘油（TG）检测试剂盒（批号

20171203），均购自南京建成生物工程研究所。黄

芪甲苷（批号 201610，质量分数≥97%）、甘草酸（批

号 201619，质量分数≥98%）、毛蕊异黄酮葡萄糖

苷（批号 101606，质量分数≥97%）、芒柄花苷（批号

201608，质量分数 ≥98%）、毛蕊异黄酮（批号

201618，质量分数≥98%）、芒柄花素（批号 201504，

质量分数≥98%）、甘草苷（批号 201607，质量分

数≥98%）、无水-D 葡萄糖（批号 201506）均购于中

国食品药品检定院。双氧水（成都金山化学试剂有

限公司）；乙腈、甲醇（色谱级），其余试剂均为分

析纯。

1.3　实验动物

共计 144只小鼠，其中 136只 10周龄雄性 db/db

小鼠，体质量（49.39±9.82）g；8只同周龄db/m小鼠，

体质量（28.44±1.67）g，购自南京大学模式动物研

究所，实验动物生产许可证号 SCXK（苏）2018-

0008，饲养于通风良好、室温 18～25 ℃、相对湿度

50%～70%、按常规定期消毒的动物房，按每笼 4只

分装，由专人饲养管理。小鼠人性化饲养，自由饮

水及饲料。喂养 2周，以 12周龄的db/db小鼠作为模

型组，同周龄db/m小鼠作为对照组。动物实验经贵

州医科大学实验动物伦理委员会许可，动物伦理号

NO.1902092，实验操作和处理严格遵循国际准则。

2　方法与结果

2.1　对照品溶液的制备

分别精密称取毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花

苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素、黄芪甲苷、甘草酸、甘草

苷对照品，甲醇定容至 10 mL 量瓶中，质量浓度

分别为 0.505、0.507、0.519、0.523、0.522、0.503、

0.506 mg·mL−1 ，备用。

多糖以无水葡萄糖作为对照品，超纯水溶解，

定容质量浓度为0.987 0 mg·mL−1 ，备用。

2.2　检测方法

2.2.1　黄芪黄酮部位的检测方法［16］ HPLC检测方

法：C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm，Waters），检

测波长为 260 nm，柱温 40 ℃，体积流量1 mL·min−1，

流动相：乙腈（A）-0.05%磷酸水（B），梯度洗脱：0～

20 min，6%→40% A；20～30 min，40% A；30～35 min，

40%→80% A；35～46 min，80%→6% A。

UV检测方法：精密移取适量待测样品溶液，以

毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品溶液为参比溶液，在

260 nm波长下测定吸光度（A）值。

2.2.2　黄芪皂苷部位的检测方法 HPLC 检测方

法 ：C18 色谱柱（Waters，150 mm×4.6 mm，5 μm，

Ireland，WAT04509），流动相：乙腈（A）-水（B）为 32∶

68，蒸发光散射检测器，漂移管温度50 ℃，氮气3.0 

Bar，柱温40 ℃，进样量10 μL，体积流量为1 mL·min−1。

UV检测方法：精密移取适量待测样品溶液，以

黄芪甲苷对照品溶液为参比溶液，在 535 nm波长下

测定其A值，重复3次。

2.2.3　甘草酸 及 甘 草 黄 酮 部 位 的 检 测 方 法 

HPLC 检测方法：色谱柱 ：C18 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm，Waters）；流动相：乙腈（A）-0.05%磷酸

水（B），检测波长为237 nm，柱温40 ℃，进样量 10 μL，

体积流量为1 mL·min−1，梯度洗脱：0～15 min，20%→
40% A；15～21 min，40%→90% A；21～35 min，

90%→20% A。

UV 检测方法：精密移取 1 mL 待测样品溶液，

以甘草苷对照品溶液为参比溶液，分别加入 1 mL的

10% KOH溶液，70%乙醇加至刻度线，反应 20 min，

在 200～800 nm 波长扫描，得到最大吸收波长为

337 nm。

2.2.4　多糖的检测方法 分别取供试样品和无

水葡萄糖对照品溶液各 1 mg，加入 5% 苯酚溶液

1 mL ，立刻加入 5 mL 的硫酸溶液 ，水浴加热

20 min ，取出迅速冷却至室温，在 490 nm 波长

下检测其 A 值。

2.3　各组分的制备工艺

运用大孔吸附树脂对黄芪总皂苷、总黄酮进行

富集分离；运用碱液萃取法对甘草酸、甘草总黄酮

进行分离；采用水提醇沉法对黄芪多糖及甘草多糖

进行精制，制备工艺流程见图1。

2.3.1　黄芪醇提取方法的确定 影响黄芪皂苷及
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黄酮提取的因素主要有提取溶剂种类、提取溶剂的

用量、提取时间、次数等。故采用正交实验设计［17］，

采用“2.2项”下方法，测定黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡

萄糖苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素的质量

分数 作 为 评 价 指 标 ；对 乙 醇 体 积 分 数（40%、

60%、80%）、固液比（1∶6、1∶8、1∶10）、提取时间（1、

2、3 h）、次数（1、2、3次）等因素进行考察，所确定的

黄芪醇提方法为：8倍量 80% 乙醇，提取 3次，每次

提取 2 h。根据优选出来的最佳提取工艺，平行操作

3次，实验结果见表1。

2.3.2　甘草醇提取方法的确定 采用氨水碱化的

乙醇溶液对甘草有效成分进行提取。采用正交实

验设计［18］，以甘草酸、甘草苷为评价指标；对溶剂种

类（40%、60%、80%）、固液比（1∶6、1∶8、1∶10）、提取

时间（1、2、3 h）、氨水浓度（0.1%、0.3%、0.5%）进行

考察。所确定的甘草提方法为：加入 6倍量 80%乙

醇，0.3% 的氨水，提取 3 次，提取 3 h。平行操作 3

次，实验结果见表2。

表1　黄芪醇提工艺验证结果

Table 1　Results of ethanol extraction process of Radix Astragali

试验号

1

2

3

均值

RSD/%

称样量/g

10.062 5

10.093 2

10.058 1

/

/

出膏率/%

26.57

25.98

27.08

26.54

  2.07

黄芪甲苷/

（mg·g−1）

8.47

8.35

8.45

8.43

0.78

毛蕊异黄酮葡萄糖苷/

（mg·g−1）

1.99

1.98

1.91

1.96

2.10

芒柄花苷/

（mg·g−1）

0.76

0.75

0.76

0.76

0.78

毛蕊异黄酮/

（mg·g−1）

0.47

0.51

0.48

0.48

3.71

芒柄花素/

（mg·g−1）

0.24

0.26

0.24

0.25

4.28

表2　甘草醇提工艺验证结果

Table 2　Results of ethanol extraction process of Glycyrrhiza uralensis

试验号

1

2

3

均值

RSD/%

称样量/g

10.05

10.03

10.06

/

/

出膏率/%

27.86

27.61

26.95

27.47

  1.71

甘草酸/mg

312.78

320.98

328.64

320.80

   2.47

甘草酸/（mg·g−1）

31.11

31.99

32.66

31.92

/

甘草苷/mg

85.51

82.86

84.02

84.13

  1.58

甘草苷/（mg·g−1）

8.50

8.26

8.35

8.37

/

图1　各组分的制备工艺

Fig. 1　Preparation technology of each component
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2.4　黄芪总黄酮的分离精制

2.4.1　树脂型号的筛选 黄芪醇提取液（浓缩

至 0.5 g·mL−1），用 4倍量醋酸乙酯萃取 4次，合并萃

取液，除去醋酸乙酯，配制成质量浓度为 2.17 mg·mL−1

的上样溶液。以 1 mL·min−1 体积流量上样 ，采

用“2.2.1 项”下方法，测定流出液中各指标成分含

量，以分别考察树脂 D101、DA-201、AB-8、DM130、

聚酰胺对黄芪总黄酮的吸附率、解吸率的影响。结

果得知，AB-8对指标成分吸附率最优，且解吸率最

佳，故选择AB-8作为本实验的分离纯化树脂，实验

结果见图2。

2.4.2　上样体积的考察 称取AB-8树脂6 g（以干树

脂计），加入质量浓度为 2.17 mg·mL−1的上样溶液，以

1 mL·min−1体积流量上样，每个床容积（BV）10 mL为1

份流出液，共计15份。采用“2.2.1项”下方法，测定流出

液中各指标成分含量。结果得知，样品上样6BV时开始

漏出，15BV时基本饱和。为减少样品的泄露，选择上样

体积为60 mL，即为6 BV，结果见图3。

2.4.3　上样质量浓度的考察 称取AB-8树脂 6 g，

样品分别以0.45、0.61、1.18、2.17、4.17 mg·mL−1 等不

同质量浓度、1 mL·min−1体积流量上样，收集流出

液，平行操作 3次，采用“2.2.1项”下方法，测定流出

液中各指标成分含量。结果得知，随着上样液质量

浓度的增加，黄芪总黄酮的吸附量及吸附率呈现先

增加后降低趋势，质量浓度 2.17 mg·mL−1 时吸附率

最高，而后降低，为避免药物泄露和浪费树脂，选取

上样质量浓度为2.17 mg·mL−1。结果见图4。

2.4.4　洗脱溶剂的考察 称取AB-8树脂 6 g，样品

以 2.17 mg·mL−1 质量浓度上样，上样体积为 60 mL，

体积流量 1 mL·min−1，分别以 10%、30%、50%、70%、

90% 的乙醇及水作为洗脱剂，以 1 mL·min−1体积流

量进行洗脱，按每份 25 mL收集泄漏液，每个浓度洗

脱液 4份，测定泄漏液中各指标成分的含量，绘制泄

漏曲线。结果得知，总黄酮、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

毛蕊异黄酮主要分布在 30%的乙醇洗脱液中；芒柄

花苷主要分布在30%～50%的乙醇洗脱液中。水洗

图2　不同大孔树脂对各指标成分分离纯化效率的影响 （
-x±s，n=3）

Fig. 2　Effect of different macroporous resins on separation efficiency of each component (
-x±s, n=3)

图3　AB-8树脂动态吸附泄露曲线

Fig. 3　Dynamic adsorption curve of AB-8 resin

图4　样品浓度对AB-8树脂吸附效率的影响（
-x±s，n=3）

Fig. 4　Effect of sample concentration on adsorption effi‐

ciency of AB-8 resin (
-x±s, n=3)

··734



Drug Evaluation Research第47卷 第4期  2024年4月 Vol. 47 No. 4 April 2024

部分指标成分含量较少，但水洗可去除大量多糖、

蛋白质等极性较大的杂质，故先以 5BV水溶液洗脱

后，再用30%的乙醇洗脱指标成分，结果见图5。

2.4.5　洗脱剂用量的考察 称取AB-8树脂 6 g，样

品以 2.17 mg·mL−1 质量浓度上样后，先以 100 mL纯

水洗脱至无色后；用 30%乙醇 200 mL、1 mL·min−1进

行洗脱，收集漏出液，每份 10 mL，共 15份，测定各

指标成分含量。结果得知，总黄酮及毛蕊异黄酮葡

萄糖苷、芒柄花苷在第 12份洗脱剂（12BV）时洗脱

完毕；毛蕊异黄酮在第 14份洗脱剂（14BV）时洗脱

完毕；芒柄花素在第 9份洗脱剂（9BV）时洗脱完毕，

综合考虑，为避免溶剂浪费、提高洗脱效益，确定洗

脱剂的用量为120 mL，即12BV，结果见图6。

2.4.6　验证试验 黄芪总黄酮最佳分离纯化工

艺是：AB-8 树脂，洗脱溶剂为 12BV 的 30%乙醇，

上样量 6BV，上样质量浓度 2.17 mg·mL−1 ，洗脱速率

1 mL·min−1。3 批黄芪中试样品分离纯化得总黄酮

质量分数为（70.58±2.16）%。其中毛蕊异黄酮葡萄

糖苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素质量分数分

别 为（1.67±0.08）% 、（0.91±0.09）% 、（1.45±

0.10）%、（0.32±0.02）%。

2.5　黄芪总皂苷的分离精制

2.5.1　树脂型号的筛选 取上述“3.3.1”项下的黄

芪醋酸乙酯萃取液中的水层溶液，用 4倍水饱和的

正丁醇萃取 4 次，合并正丁醇层，回收正丁醇。取

30 mL黄芪总皂苷的萃取溶液（总皂苷质量浓度为

3.82 mg·mL−1）上样，采用“2.2.2项”下方法，测定流

出液中各指标成分含量，分别考察 D101、DA-201、

AB-8、DM130等树脂对黄芪总皂苷的吸附率、解析

率。结果见图 7，不同树脂对黄芪总皂苷的吸附、解

析效果顺序为：AB-8＞DM130＞D101＞DA201，不

同树脂对黄芪甲苷的吸附效果顺序为：AB-8＞

DM130＞DA201＞D101，解析效果顺序为：AB-8＞

D101＞DA201＞DM130。综合黄芪总皂苷、黄芪甲

苷的吸附和解析率 ，选择 AB-8 树脂作为纯化

树脂。

2.5.2　上样体积的考察 称取 AB-8 树脂 6 g，样

品（总皂苷质量浓度为 3.82 mg·mL−1）以 1 mL·min−1

的体积流量上样，按每份 10 mL 收集流出液，共计

15份。采用“2.2.2项”下方法，测定流出液中各指标

成分含量，绘制泄漏曲线，得到树脂动态吸附曲线。

结果见图 8，流出液中黄芪总皂苷、黄芪甲苷的含量

随着上样量的增加而增加，上样量在第 6份之前各

成分的吸附曲线上升缓慢，第 7份以后吸附曲线开

始上升，因此，为减少样品的泄露，更好的利用树

脂，则上样的体积选择50 mL，即为5BV。

2.5.3　上样质量浓度的考察 称取AB-8树脂 6 g，

不同质量浓度的样品（黄芪总皂苷质量浓度分别为

图5　不同洗脱剂对指标成分洗脱效率的影响

Fig. 5　Effect of different eluents on elution efficiency of index components

图6　洗脱剂用量对指标成分洗脱效率的影响

Fig. 6　Effect of eluent dosage on elution efficiency of index components
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0.96、2.73、3.82、5.23 mg·mL−1 ，相应的黄芪甲苷质

量浓度为0.024 9、0.089 8、0.125 4、0.171 7 mg·mL−1），

以 1 mL·min−1的体积流量上样，收集流出液，检测流

出液中指标成分的含量。结果见图 9，随着上样浓

度的增加，树脂对药物的吸附量逐渐增加，但浓

度越大，药物的泄露量就越多，吸附率反而下

降。当质量浓度为 3.82 mg·mL−1 时树脂的动态吸

附量趋近饱和，吸附率为 70.45%，因此，确定上样

质量浓度为 3.82 mg·mL−1。

2.5.4　洗脱溶剂的考察 称取AB-8树脂 6 g，样品

以 3.82 mg·mL−1 质量浓度（以总皂苷计）上样后，上

样体积50 mL，分别用水、10%、30%、50%、70%、90%

乙醇，各 100 mL进行洗脱，每 25毫升收集 1份，检测

流出液中指标成分的含量。结果见图 10，黄芪总皂

苷和黄芪甲苷主要存在于50%～70%的乙醇洗脱液

中，且 50%的洗脱液中含量最高，因此选 50%的乙

醇作为洗脱液。

 

 

 

 

黄芪总皂苷 黄芪甲苷 

吸
附
率

/%
 

150 

100 

50 

0 

 

 

 

0.96             2.73         3.82         5.23 

上样质量浓度/(mg·mL−1) 

图9　不同上样质量浓度对各成分吸附率的影响（
-x±s，n=3）

Fig. 9　Effect of different sample concentration on adsorp‐

tion rate of each component (
-x±s, n=3)

图7　不同树脂对各指标成分分离纯化效率的影响（
-x±s，n=3）

Fig. 7　Effect of different macroporous resins on separation efficiency of each component (
-x±s, n=3)

图8　AB-8树脂动态吸附泄露曲线

Fig. 8　Dynamic adsorption curve of AB-8 resin

图10　不同洗脱剂对指标成分洗脱效率的影响

Fig. 10　Effect of different eluents on elution efficiency of index components
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2.5.5　洗脱剂用量的考察 称取AB-8树脂 6 g，样

品以 3.82 mg·mL−1 质量浓度（以总皂苷计）上样后，

上样体积 50 mL，先以 50 mL水将树脂洗脱至无色，

再用 50%乙醇以 2 mL·min−1进行洗脱，收集洗脱液，

每份 10 mL，共 15 份，检测流出液中指标成分的含

量。结果见图 11，黄芪总皂苷在第 12份基本被完全

洗脱，黄芪甲苷第 11份洗脱液中未被检出，故选取

120 mL作为洗脱液的体积（12BV）。

2.5.6　验证试验 黄芪总皂苷最佳分离精制工艺

是：上样量 5BV，上样质量浓度 3.82 mg·mL−1 ，先以

5BV水进行洗脱至无色，再用 12BV的 50%乙醇以

2 mL·min−1 进行洗脱。3批黄芪中试样品分离纯化

得黄芪总皂苷质量分数为（72.97±1.06）%，其中含

黄芪甲苷（2.72±0.1）%。

2.6　黄芪多糖的分离精制

取经醇提过的黄芪药渣，采用水提醇沉法得到

黄芪多糖粗品。取其粗品，用超纯水配制成质量浓

度 8.73 mg·mL−1 ，取 500 mL多糖粗品溶液，离心去

除沉淀，加入 sevag试剂（三氯甲烷∶正丁醇＝5∶1）

对其进行脱蛋白处理，离心除去蛋白和有机试剂

后，氨水调节 pH到 8.0，加入相当于溶液体积的 20%

的双氧水，置于 50 ℃的水浴中反应 60 min，反应结

束后取出，冷却至室温，离心除去沉淀后，溶液加入

乙醇进行醇沉，静置过夜，离心，取沉淀真空干燥，

即得黄芪多糖精制品。3批黄芪中试样品分离精制

得黄芪多糖质量分数为（67.12±2.60）%。

2.7　甘草酸、甘草总黄酮及多糖的分离精制

取“2.1.2”项下甘草醇提取液，回收乙醇，浓缩

至 0.5 g·mL−1（以生药量计），加入硫酸调节 pH 至

3～4 使其沉淀完全，滤过，分离得到沉淀，60 ℃干

燥。取适量干燥沉淀，加入适量盐酸酸化的 95%乙

醇（pH为 3～4）使其完全溶解，40 ℃恒温水浴振荡

提取后，冷却至室温，滴加氨水，使其完全沉淀，滤

过，得沉淀（甘草酸粗品）和上清液（甘草黄酮部

位），沉淀加入冰醋酸重结晶，抽滤即可甘草酸精制

品。上清液用醋酸乙酯萃取，收集上层溶液，用 5%

碳酸钠溶液萃取除杂，收集上层溶液，干燥，得到甘

草黄酮。甘草多糖分离纯化工艺按上述“2.6”项下

方法。3批甘草中试样品分离精制得甘草酸质量分

数 为（81.02±1.04）% ，甘 草 总 黄 酮 质 量 分 数

为（53.56±1.63）%，其中甘草苷质量分数为（0.11±

0.02）%，甘草多糖质量分数为（64.62±1.27）%。

2.8　各组分抗糖尿病肾病的药效实验

2.8.1　分组与给药 12 周 龄 雄 性 db/m 小鼠 8只

作为对照组，将 12 周 龄 雄 性 db/db 小鼠随机分

组，每组 8只。黄芪六一汤制备方法：黄芪、甘草

加 10 倍量水提取 3 次，每次 1 h，提取液浓缩成

干浸膏（黄芪总皂苷质量分数为 6.32%，黄芪总

黄酮质量分数为 1.58%，黄芪多糖质量分数为

13.09%，甘草酸质量分数为 2.28%）给药。黄芪

六一汤临床生药用量分别为黄芪 60 g·d−1、甘草

10 g·d−1 ，合用 70 g·d−1［10］，黄芪六一汤按上述用量

换算 db/db小鼠给药用量；小鼠一般情况及血生化

指标以 RSG为阳性对照；U-Alb指标以 API为阳性

对照；黄芪六一汤及各组分高、低剂量组分别为临

床等效剂量的 4、1倍，具体分组与给药剂量见表 3。

各组均连续 ig给药，每天 1次，共 12周，对照组给予

同体积蒸馏水。

2.8.2　标本收集 各组小鼠分别在给药 12 周前、

后，称质量。禁食 12 h，自由饮水，收集 24 h尿液，马

斯亮蓝法检测 24 h 尿蛋白（24 h U-Alb）浓度；尾静

脉采血测空腹血糖（FBG）；10%水合氯醛 ip麻醉，摘

取眼球取血，3 000 r·min−1 离心 10 min 分离血清，

−20 ℃保存备用，采用全自动生化分析仪检测血清

Scr、BUN、TG、TC含量。对照组、模型组及黄芪六

一汤高、低剂量组小鼠肾组织经固定、石蜡包埋切

片，Masson染色后，光学显微镜下观察。

2.8.3　数据统计分析 所有数据以
-x±s表示，统计

图11　洗脱剂用量对指标成分洗脱效率的影响

Fig. 11　Effect of eluent dosage on elution efficiency of index components
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分析采用 SPSS 23（美国）单因素方差分析（analysis 

of variance，ANOVA）。

2.9　药效实验结果

2.9.1　病理检查结果 对照、模型小鼠肾外形图见

图 12。结果显示，12周龄 db/db小鼠双肾较对照组

小鼠明显肿大，肾表面不光滑，形状不规则。

病理切片图胶原纤维、黏液、软骨呈蓝色，胞

浆、肌肉、纤维素、红细胞呈红色，胞核呈蓝黑色，主

要是用来观察样品内纤维化病变。结果显示，糖尿

病肾病模型小鼠肾小球基底膜及肾小管间质可见

大量胶原纤维（蓝色），并显著多于对照组，胶原纤

维沉积明显，肾小球内系膜基质增生，呈弥漫性或

团块状，肾小球毛细血管基底膜弥漫增厚，肾组织

病变明显。结合生化指标检测结果得知，12 周龄

db/db小鼠可作为糖尿病肾病小鼠模型。给予黄芪

六一汤治疗后的各组小鼠肾纤维化程度较轻，为下

一步药效组分的筛选奠定了基础。

2.9.2　小鼠一般情况 对照组小鼠精神状态好，饮

水、饮食与大小便正常，皮毛光泽，体质量逐渐增

加。与给药前比较，模型组小鼠体质量减轻显

著（P＜0.05），行动迟缓，呈明显的“三多一少”糖尿

病症状，多饮、多尿、多食、体质量下降；后期出现体

毛稀疏、暗淡、反应迟钝，精神萎靡等症状。与给药

前比较，甘草总黄酮高、低剂量和甘草多糖低剂量

组体质量显著降低（P＜0.05、0.01），其他给药组无

显著差异。结果见图13。

2.9.3　指标检测 各组小鼠 FBG结果见图 14。与

对照组比较，模型组 FBG 显著升高（P＜0.01）。与

模型组比较，黄芪六一汤、黄芪总皂苷、黄芪多糖、

甘草酸高、低剂量组及黄芪总黄酮高剂量组FBG显

著降低（P＜0.05、0.01）；黄芪总黄酮低剂量及甘草

总黄酮、甘草多糖高、低剂量组无显著性差异。与

阳性药RSG组比较，其余各给药组FBG均有显著性

差异（P＜0.05）。

各组小鼠 Scr结果见图 15。与对照组比较，模

型组 Scr显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，黄芪

总皂苷、黄芪六一汤、黄芪总黄酮、甘草酸高、低剂

量组 Scr显著降低（P＜0.05、0.01）；黄芪多糖、甘草

总黄酮、甘草多糖高、低剂量给药组无显著性差异。

与阳性药RSG组比较，黄芪六一汤及黄芪总黄酮高

剂量组Scr无显著差异。

各组小鼠 BUN 结果见图 16。与对照组比较，

模型组 BUN 显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，

黄芪六一汤、黄芪多糖、甘草酸低、高剂量组及黄芪

表3　各组给药剂量

Table 3　Oral dosage of each group

组别

黄芪六一汤

黄芪总皂苷

黄芪总黄酮

黄芪多糖

甘草酸

剂量/

（mg· kg−1）

4 246.67

1 061.67

233.32

58.33

90.27

22.57

566.75

141.69

64.73

16.18

组别

甘草总黄酮

甘草多糖

RSG

API

对照

模型

剂量/

（mg· kg−1）

105.64

26.41

102.65

25.66

0.61

12.13

/

/

图12　各组小鼠肾外形观察及肾组织超微结构图（Masson，×400）

Fig. 12　Appearance and pathological sectioning of kidney of mice in each group (Masson, ×400)

··738



Drug Evaluation Research第47卷 第4期  2024年4月 Vol. 47 No. 4 April 2024

与给药前比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
*P < 0.05  **P < 0.01 vs before administration.

图13　各组小鼠给药12周前、后的体质量（
-x±s，n=8）

Fig. 13　Weight of mice in each group before and after 12 weeks of administration (
-x±s, n=8)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图15　给药12周后各组小鼠Scr的检测结果（
-x±s，n=8）

Fig. 15　Results of Scr of each group after 12 weeks of administration (
-x±s, n=8)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图14　给药12周后各组小鼠FBG的检测结果（
-x±s，n=8）

Fig. 14　FBG of each group after 12 weeks of administration (
-x±s, n=8)
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总黄酮高剂量组BUN显著降低（P＜0.05、0.01），黄

芪总黄酮低剂量及黄芪总皂苷、甘草总黄酮、甘草

多糖高、低剂量给药组无显著性差异。与阳性药

RSG组比较，黄芪六一汤、黄芪多糖、甘草酸高剂量

给药组BUN无显著差异。

各组小鼠 TG结果见图 17。与对照组比较，模

型组TG显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，黄芪

六一汤，黄芪总皂苷，甘草酸高、低剂量组及黄芪多

糖高剂量组TG显著降低（P＜0.05、0.01）；黄芪多糖

低剂量及黄芪总黄酮、甘草总黄酮、甘草多糖高、低

剂量给药组无显著性差异。与阳性药RSG组比较，

其余各给药组TG均有显著性差异。

各组小鼠 TC 结果见图 18。与对照组比较，模

型组TC显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，黄芪

六一汤、黄芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄芪多糖高剂量

组 TC显著降低（P＜0.05、0.01）。与阳性药 RSG组

比较，其余各给药组TC均有显著性差异（P＜0.05）。

各组小鼠24 h U-Alb结果见图19。与对照组比

较，模型组 24 h U-Alb显著升高（P＜0.01）。与模型

组比较，黄芪六一汤，黄芪总皂苷，黄芪多糖，甘草

酸低、高剂量组及黄芪总黄酮高剂量组 24 h U-Alb

显著降低（P＜0.05、0.01）；黄芪总黄酮低剂量及甘

草总黄酮、甘草多糖组无显著性差异。与阳性药

API组比较，黄芪六一汤、黄芪总皂苷、黄芪多糖高

剂量组 24 hU-Alb 无显著差异。实验结果得知，黄

芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄芪多糖、甘草酸可能是黄

芪六一汤中防治糖尿病肾病的主要药效组分。

3　讨论

黄芪总黄酮、黄芪总皂苷主要的分离、纯化方

式为大孔吸附树脂富集法。大孔吸附树脂主要以

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图16　给药12周后各组小鼠BUN的检测结果（
-x±s，n=8）

Fig. 16　Results of BUN of each group after 12 weeks of administration (
-x±s, n=8)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图17　给药12周后各组小鼠TG的检测结果（
-x±s，n=8）

Fig. 17　Results of TG of each group after 12 weeks of administration (
-x±s, n=8)
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吸附性和分子筛的原理对物质进行分离纯化，具有

吸附性能好，吸附容量大，可重复利用等优点。影

响大孔吸附树脂分离效果的因素有树脂上样量、样

品浓度、洗脱速率等因素［19-21］。本研究根据黄芪总

黄酮和黄芪总皂苷极性的差异，先采用醋酸乙酯萃

取出黄酮类成分，再利用正丁醇萃取皂苷类成分，

最后用大孔树脂进一步对黄芪总黄酮、黄芪总皂苷

进行纯化富集［22］，通过对大孔吸附树脂类型、上样

量、样品浓度、洗脱速率等因素的优化，确定相应工

艺参数。甘草酸、甘草总黄酮在酸性冷水中难溶，

调节溶液的 pH 值，可制得甘草酸和甘草总黄酮粗

品，甘草酸采用冰醋酸重结晶法制备得精制产品，

甘草总黄酮粗品采用醋酸乙酯与碱性水溶液多次

萃取除杂得精制产品［23-24］。采用水提醇沉法初步得

到黄芪多糖、甘草多糖粗品，而水作为提取溶剂，大

量的极性物质也会一并被提取出来，如蛋白质、色

素、无机盐等。极大地影响了多糖的质量分数，进

一步去除杂质很重要。本实验选择除蛋白质的经

典方法 sevag法及能脱去色素的双氧水法［25-28］，对黄

芪多糖、甘草多糖粗品进行进一步的纯化。

db/db 小鼠是美国 Jackson 实验室从 C57BL/6J

小鼠中筛选的瘦素受体基因缺陷的突变系，具有自

发形成 2型糖尿病的特性，其发病过程与人类 2型

糖尿病非常相似。该小鼠 4周龄后逐渐出现肥胖、

高血脂、高血糖、糖尿等糖尿病症状，8～12周龄开

始出现糖尿病肾病并发症［29］。实验结果显示，12周

龄 db/db 小鼠较对照组小鼠 FBG、BUN、Scr、TC、

TG、24 hU-Alb显著升高，肾病理组织切片显示，12

周龄 db/db小鼠肾组织病变明显。故实验以 12周龄

db/db小鼠作为糖尿病肾病小鼠模型，同周龄 db/m

小鼠为对照组。

糖尿病是以高血糖为主要病理变化，伴有多种

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图18　给药12周后各组小鼠TC的检测结果（
-x±s，n=8）

Fig. 18　Results of TC of each group after 12 weeks of administration (
-x±s, n=8)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

图19　给药12周后各组小鼠24 h U-Alb的检测结果（
-x±s，n=8）

Fig. 19　Results of 24 h U-Alb of each group after 12 weeks of administration (
-x±s, n=8)
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代谢异 常的临床综合征，如血脂代谢紊乱。糖尿病

肾病是糖尿病常见的并发症，表现为持续性蛋白

尿、水肿、肾功能下降等症状，尤其以持续性蛋白尿

最为突出，是疾病临床诊断的重要指标。在药效

中，需考察各给药组对小鼠血糖、代谢、肾功能的影

响作用，故以FBG、Scr、BUN、TG、TC、24 h U-Alb作

为药效指标。RSG属于噻唑烷二酮类的药物，其主

要作用是增加机体对胰岛素的敏感性，以降低血

糖。临床上主要用于 2型糖尿病的治疗，故本实验

以RSG作为阳性对照药，以考察各给药组对于血糖

及继发性肾病变的改善作用。但根据相关文

献［30-31］，考察药物对尿蛋白指标的影响，多以API作

为阳性对照药。临床上API能抑制去甲肾上腺素释

放，以促进激肽、前列腺素等合成，扩张周围血管以

改善肾脏血液灌流，也能扩张出球小动脉，从而改

善肾小球内高压及高滤过状态；减少蛋白尿，从而

减缓慢性肾脏病的进展，更为贴合临床用药实际，

故在考察各给药组对模型小鼠蛋白尿的改善作用

时，采用API作为阳性对照药。

糖尿病是以糖代谢失常为主的一种常见内分

泌性代谢疾病。中医将其归属为“消渴”范畴，认为

其基本病机为阴津亏耗，燥热偏盛，肾阴亏虚为本，

肺胃燥热为标，继而发病。而糖尿病肾病是糖尿病

常见的微血管并发症，易发展成末期肾衰竭，严重

威胁患者健康［32］。黄芪六一汤出自《太平惠民和剂

局方》，从古一直沿用至今，由临床上常用于治疗糖

尿病的中药黄芪、甘草所组成。该方上行化生津

液、大补肺气、滋益肾水；中焦调和脾胃、消解内蕴

积热；外固腠理，两药合用生津液、补元气、解百毒。

现代研究表明［33-35］，黄芪六一汤可能通过改善新陈

代谢通路从而对 2型糖尿病起到治疗作用，且能显

著降低糖尿病大鼠 FBG、糖化血红蛋白、升高胰岛

素水平，改善胰岛损害。本实验在黄芪六一汤的基

础上，采用现代提取、分离手段及药效实验，筛选黄

芪及甘草中的抗糖尿病肾病组分。从实验结果得

知，黄芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄芪多糖、甘草酸可

能是黄芪六一汤中防治糖尿病肾病的主要药效组

分。其中，黄芪总皂苷及甘草酸高、低剂量组对

FBG、Scr、BUN、TG、24 h U-Alb均有改善作用，疗效

呈剂量相关性。黄芪总黄酮对 Scr、TC改善效果较

好，疗效呈剂量相关性。黄芪多糖对FBG、BUN、U-

Alb均有改善作用，对于BUN的改善作用较其他组

分效果好。由此可知，黄芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄

芪多糖、甘草酸对不同的生化指标，药效趋势存在

一定差异。研究表明［36-38］，黄芪甲苷为黄芪总皂苷

主要活性成分，具有减少肾小管上皮细胞凋亡、肾

小球系膜细胞、保护足细胞等作用，可延缓糖尿病

肾病的肾纤维化进展。黄芪总黄酮主要涉及炎症

反应过程、氧化应激过程、凋亡与自噬等生物过程，

能通过调节AGE-RAGE、PI3K/Akt、VEGF、IL-17和

MAPK 等信号通路来发挥治疗肾病综合征的作

用［39-41］。黄芪多糖能增强肾组织对胰岛素的敏感

性，改善胰岛素信号通路障碍，能降低肾皮质 NF-

kappa B mRNA 水平，上调 IkappaB mRNA 表达，通

过调节游离脂肪酸引起的小鼠足细胞凋亡，减轻蛋

白尿［42］。甘草酸对糖尿病大鼠肾小球损伤具有一

定的保护作用，其机制可能是通过抑制糖尿病大鼠

肾小球 α-SMA 的表达，抑制肾小球系膜细胞的增

殖，降低系膜基质积聚，从而减轻糖尿病肾脏肾小

球病理损害［8］。不同的组分对于保护糖尿病肾病疗

效及机制各有不同。

黄芪总皂苷、黄芪总黄酮、黄芪多糖、甘草酸提

取及分离工艺稳定、可靠、重复性良好，可用于各组

分的制备。黄芪总皂苷等 4个组分能延缓肾损伤病

变发展进程，对肾脏具有保护作用，可能是黄芪六

一汤抗糖尿病肾病的主要有效物质基础，实验结果

可为中药抗糖尿病肾病的新药研发及临床运用奠

定坚实的基础。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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