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·药剂与工艺· 

基于层次分析-熵权法的经典名方黄连解毒汤提取工艺优化及其抗炎活性
研究  
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摘  要：目的  应用正交试验设计，结合层次分析法（analytic hierarchy process，AHP）-熵权法，优化经典名方黄连解毒汤

（Huanglian Jiedu Decoction，HJD）的提取工艺，并通过细胞实验验证其抗炎效果，为 HJD的合理化提取提供参考依据。

方法  以 HJD 中代表成分小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原酸的含量以及上清液和自沉淀干膏率为考察指标；以加水量、提

取时间和提取次数为关键工艺参数；采用正交试验结合 AHP-熵权法确定各指标的权重系数，计算综合评分。通过脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）诱导的小鼠小胶质 BV2细胞炎症模型，探讨 HJD提取工艺综合评分与其抗炎活性的相关性，并

验证优选的提取工艺的抗炎稳定性。结果  HJD优化提取工艺为 10倍水量、提取 30 min、提取 3次。取综合评分为 7.67、

9.82和 12.05的提取工艺制备 HJD，分别命名为 H1、H2、H3，进行药效学验证。结果显示，与对照组相比，LPS诱导 BV2

细胞分泌 NO、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）；与 LPS 组相比，

H1、H2、H3 均能降低各组的炎症因子水平，且相关性分析表明，评分较高的提取工艺制备的 HJD 可能具有更好的抗炎潜

力。进一步对 H3进行抗炎活性验证，结果显示 H3在 100、200、400 μg/mL剂量下均能降低 LPS诱导的炎症因子水平，并

呈现良好的剂量效应关系。结论  正交试验结合 AHP-熵权法筛选的 HJD 提取工艺准确可靠，且稳定可行，研究结果可为

HJD后续开发和应用提供科学依据。 
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Abstract: Objective  To optimize the extraction process of the classical herbal formula Huanglian Jiedu Decoction (HJD, 

黄连解毒汤) by orthogonal experimental design combined with analytic hierarchy process (AHP) and entropy weight method (EWM), 
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and validate its anti-inflammatory effects through cellular assays, so as to provide a reference for the rational extraction of HJD. 

Methods  The contents of representative components in HJD, including berberine, baicalin, geniposide, and chlorogenic acid, as well 

as the mass of the supernatant and precipitated dry extract rate, were used as indicators. Key extraction parameters, such as the amount 

of water added, extraction time, and number of extractions, were selected. An orthogonal experiment combined with AHP-EWM was 

used to determine the comprehensive weight coefficients for each indicator, and a total score was calculated. The correlation between 

the comprehensive score of the extraction process of HJD and its anti-inflammatory activity was explored using the LPS-induced BV2 

microglial cell inflammation model, and the anti-inflammatory stability of the optimized extraction process was verified. Results  The 

optimized extraction process for HJD was determined to be 10 times the amount of water, with an extraction time of 30 min and three 

extractions. Extraction processes with comprehensive scores of 7.67, 9.82, and 12.05 were used to prepare HJD, named H1, H2, and 

H3, respectively, for pharmacological validation. The results showed that, compared to the blank control group, LPS-induced BV2 

cells secreted NO, tumor necrosis factor-α (TNF-α), and interleukin-6 (IL-6). Compared to the LPS group, H1, H2, and H3 all reduced 

the levels of inflammatory cytokines. Furthermore, correlation analysis revealed that HJD with higher extraction process scores 

exhibited stronger anti-inflammatory effects. Anti-inflammatory activity was further validated for H3, and the results demonstrated that 

H3, at three doses (100, 200, 400 μg/mL), significantly reduced LPS-induced inflammatory cytokine levels, demonstrating a good 

dose-response relationship. Conclusion  The extraction process of HJD optimized by the orthogonal experiment combined with AHP-

EWM is accurate, reliable, stable, and feasible. The research results can provide reference for subsequent studies on development and 

application of HJD. 

Key words: Huanglian Jiedu Decoction; process optimization; classic recipe; AHP-EWM; orthogonal experiment; anti-inflammation; 

berberine; baicalin; geniposide; chlorogenic acid; autoprecipitation; dry paste rate 

 

黄连解毒汤（（Huanglian Jiedu Decoction，HJD）

是中医清热泻火解毒的经典名方，首载于晋·葛洪

（ 肘后方》卷二。现代临床应用中的 HJD由黄连、

黄芩、黄柏、栀子 4 味中药以 3∶2∶2∶3 的比例

配伍组成，其功效为泻火解毒，主治三焦火毒热盛

证[1]。现代化学成分研究显示，HJD 含有多种有效

成分，包括生物碱类、黄酮类、环烯醚萜类和苯丙

素类等化合物[2-3]，具有抗炎、抗氧化、抗细胞凋亡、

调节肠道菌群、保护心血管、降血糖、免疫调节和

抗动脉粥样硬化等作用，可广泛应用于临床，如关

节炎、阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）、

糖尿病、肛周脓肿等各科疾病的治疗[4-14]。 

HJD 在提取过程中会产生絮状物或自沉淀现

象[15]，其原因可能为在热力作用下，活性成分、脂

质、蛋白和多糖等代谢产物析出，且受到物理作用

和化学反应的影响，上述成分相互作用、相互组装

所形成的超分子聚集体[16]。前期研究表明 HJD 自

沉淀中黄芩苷和小檗碱的含量高于上清液，说明自

沉淀含有有效成分[3,17]，且其具有较好的神经保护

活性[18]。此外，陈桂荣等[19]的研究显示，HJD水煎

提取物及采用大孔树脂经水-50%乙醇系统洗脱的

HJD上清液和自沉淀均具有抗炎效果，并发现 HJD

中生物碱和黄酮类成分相互作用，协同环烯醚萜类

成分后具有增效减毒的作用。 

复方中药的稳定疗效源于其提取工艺的优化

与稳定性。临床中药多混煎，加水量、提取时间、

提取次数以及过滤时的温度等因素均可能影响药

物的疗效。HJD成分复杂，各成分之间易相互作用，

难以阐明其有效成分。目前药理实验或临床研究暂

无从 HJD产生自沉淀的角度优化其提取工艺[20-22]。

故本研究以 HJD生物碱类、黄酮类、环烯醚萜类和

苯丙素类 4类代表成分以及上清和自沉淀干膏得率

为考察指标，采用单因素分析和正交试验方法，以

小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原酸的含量和上清液、

自沉淀干膏率为考察指标，结合层次分析法

（（analytic hierarchy process，AHP）-熵权法对上述指

标赋权，确定不同工艺的综合评分，优选 HJD的提

取工艺。AHP-熵权法将主观和客观相结合，通过数

学运算量化，并结合 HJD的抗炎活性对优化工艺进

行验证，确保提取工艺稳定可靠，为 HJD的后续研

究开发提供参考依据。 

1  仪器与材料 

安捷伦 1260 型高效液相色谱仪，美国安捷伦

公司；HX1002T型电子天平，慈溪市天东衡器厂；

98-1-C型数字控温电热套，天津市泰斯特仪器有限

公司；RE-5210A型旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器

厂；80-2型离心自沉淀器，金坛市医疗器械厂。 

黄芩（（批号 2111090）、黄柏（（批号 2110118）、

栀子（批号 2103050）饮片均购自于四川新荷花中

药饮片股份有限公司，黄连（批号 22030）饮片购
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自于四川洪雅县瓦屋山药业有限公司，所有药材均

经成都中医药大学附属医院药剂科王玲主管药师

鉴定，符合（ 中国药典》2020年版相关要求，黄芩

为唇形科黄芩属植物黄芩 Scutellaria baicalensis 

Georgi的干燥根，黄柏为芸香科黄檗属植物黄皮树

Phellodendron chinense Schneid.的干燥树皮，栀子为

茜草科栀子属植物栀子 Gardenia jasminoides Ellis

的干燥成熟果实，黄连为毛茛科黄连属植物黄连

Coptis chinensis Franch.的干燥根茎。 

对照品小檗碱（批号 wkq20183001）、黄芩苷

（（批号 wkq20183001）、栀子苷（（批号 wkq20183001）、

绿原酸（（批号 wkq20140904）均购自四川省维克奇

生物科技有限公司，质量分数均≥98%；乙腈、甲

醇，色谱纯，美国 Fisher公司；冰醋酸，分析纯，

成都市科龙化工试剂厂；水，饮用纯净水，杭州娃

哈哈集团有限公司；小鼠小胶质 BV2 细胞，货号

CTCC-003-0003，购自浙江美森细胞科技有限公司；

CDDO甲酯（（CDDO methyl ester，CDDO-ME）（（货

号 S8078，批号 S807806）购自MCE公司；一氧化

氮（NO）检测试剂盒（编号 S0021S）购自碧云天

生物技术有限公司；TNF-α试剂盒（（货号 ER0183，

批号 FN20240418R）、IL-6试剂盒（（货号 ER01121，

批号 FN20240418R）均购自武汉菲恩生物科技有限

公司；DMEM培养基（（批号 6124560）购自赛默飞

世尔科技（（中国）有限公司；二甲基亚砜（（DMSO，

细胞培养级，批号 3230821002）购自北京索莱宝科

技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  指标成分的定量测定 

2.1.1  供试品溶液的制备  取处方量 HJD：黄连 9 

g、黄芩 6 g、黄柏 6 g和栀子 9 g。取上述饮片，加

水浸泡 30 min，加热回流提取，趁热滤过，合并提

取的滤液，加热浓缩后定容至 100 mL，吸取 1 mL，

甲醇定容至 25 mL，得 HJD供试品溶液。 

剩余 HJD提取浓缩液存于 4 ℃冰箱中，备用。 

2.1.2  单一对照品溶液的制备  分别精密称取对

照品小檗碱 2.64 mg、黄芩苷 5.28 mg、栀子苷 4.32 

mg、绿原酸 4.00 mg置于 10 mL量瓶中，加甲醇使

溶解，分别稀释成质量浓度为 26.40、52.80、86.40、

40.00 μg/mL的对照品溶液，备用。 

2.1.3  混合对照品溶液的制备  精密吸取“2.1.2”

项下对照品溶液小檗碱 1.6 mL、黄芩苷 2.2 mL、栀

子苷 0.8 mL、绿原酸 1.5 mL置于 10 mL量瓶中，

甲醇定容至刻度，即得混合对照品溶液，备用。 

2.1.4  色谱条件  色谱柱为 UItimate C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）柱；流动相为乙腈-0.1%冰醋酸水溶

液，0～20.0 min，4.0%～15.0%乙腈；20.0～35.0 min，

15.0%～20.0%乙腈；35.0～43.0 min，20.0%～22.7%

乙腈；43.0～48.8 min，22.7%～25.2%乙腈；48.8～

59.0 min，25.2%～29.0%乙腈；59.0～90.0 min，

29.0%～45.0%乙腈；90.0～120.0 min，45.0%～

58.0%乙腈；120.0～120.1 min，58.0%～4.0%乙腈；

120.1～135.0 min，4.0%乙腈；体积流量 0.8 mL/min；

进样量 6 μL；柱温 35 ℃；检测波长 254 nm。典型

色谱图见图 1。 

 

1-绿原酸；2-栀子苷；3-小檗碱；4-黄芩苷。 

1-chlorogenic acid; 2-geniposide; 3-berberine; 4-baicalin. 

图 1  混合对照品 (A) 及 HJD 样品 (B) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of mixed reference substances (A) and HJD 

sample (B) 

2.1.5  线性关系考察  小檗碱对照品溶液，用甲醇

稀释定容至 26.40、21.12、15.84、10.56、5.28 μg/mL；

黄芩苷对照品溶液，用甲醇稀释定容至 52.80、

42.24、31.68、21.12、10.56 μg/mL；栀子苷对照品

溶液，用甲醇稀释定容至 86.40、72.00、57.60、43.20、

28.80 μg/mL；绿原酸对照品溶液，用甲醇稀释定容

至 40.00、31.00、22.00、13.00、4.00 μg/mL。 

精密吸取适量上述对照品溶液，0.45 μm 微孔

滤膜滤过，取续滤液至样品瓶中，在“2.1.4”项色

谱条件下进样测定，以峰面积对质量浓度进行线性

回归并得到线性范围，结果分别为小檗碱 Y＝

286.770 X－12.965，R2＝1.000，线性范围 5.28～

26.40 μg/mL；黄芩苷 Y＝130.770 X－78.212，R2＝

1.000，线性范围 10.56～52.80 μg/mL；栀子苷 Y＝

25.093 X－0.504，R2＝1.000，线性范围 28.80～86.40 

μg/mL；绿原酸 Y＝12.696 X＋1.630，R2＝1.000，线
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性范围 4.00～40.00 μg/mL。 

2.1.6  精密度考察  取“2.1.3”项下制备的混合对

照品溶液，按照“2.1.4”项下色谱条件，分别在 0、

4、8、12、16、24 h时进样测定，计算小檗碱、黄

芩苷、栀子苷和绿原酸 4 种成分峰面积的 RSD 分

别为 2.24%、1.54%、1.81%、1.46%，表明该仪器精

密度良好。 

2.1.7  稳定性考察  取 1份 HJD供试品溶液，按照

（“2.1.4”项色谱条件下，分别在制备后 0、4、8、12、

16、24 h进样测定，小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿

原酸 4种成分峰面积的 RSD分别为 0.72%、0.67%、

1.74%、1.41%，结果表明供试品溶液在 24 h内稳定

性良好。 

2.1.8  重复性考察  取 6份处方量的 HJD饮片，按

照“2.1.1”项下方法平行制备 6 份 HJD 供试品溶

液，在“2.1.4”项下色谱条件进样检测，小檗碱、

黄芩苷、栀子苷和绿原酸 4种成分质量分数的 RSD

分别为 0.93%、1.41%、1.04%、1.24%，表明该方法

重复性良好。 

2.1.9  加样回收率试验  取处方量的 HJD饮片，浸

泡 30 min，加 10倍水，煎煮 30 min，煎煮 2次，

合并滤液，并测定其指标成分的含量。取上述已测

知 4种成分含量的 HJD提取液 6份，每份与（“2.1.2”

项中相应成分对照品均以含量为 1∶1的比例加入，

制备供试品溶液。按照（“2.1.4”项下色谱条件进样

测定，小檗碱、黄芩苷、栀子苷、绿原酸的平均加样

回收率分别为 100.78%、100.25%、95.64%、94.77%，

RSD分别为 1.45%、2.49%、2.54%、2.67%。 

2.1.10  样品测定  按“2.1.1”“2.1.2”和“2.1.3”

项下方法制备供试品溶液、单一对照品溶液及混合

对照品溶液，用 0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液

至样品瓶中，采用高效液相色谱法在（“2.1.4”项色

谱条件下分别测定各指标成分含量。 

2.2  干膏率的测定 

将（“2.1.1”项下备用的 HJD提取液，置于 4 ℃

冰箱中，静置 24 h，3 500 r/min离心（相对离心力

2 325×g）15 min，分别将上清液和自沉淀置已干燥

恒定质量的蒸发皿中，水浴浓缩成浸膏后，将其置

于 100 ℃烘箱中烘干 5 h，再取出置于干燥器中冷

却 30 min，迅速取出称定质量，记录质量，分别计

算干膏率（Y）。 

Y＝m/M 

m为 HJD上清液或自沉淀干膏粉的质量，M为全方饮片质量 

2.3  单因素考察 HJD 提取工艺 

2.3.1  加水量考察  取处方量的 HJD饮片，加水浸

泡 30 min，按照“2.1.1”项下方法，分别加入 6、

8、10、12倍处方量的去离子水进行提取，提取 30 

min，提取 2次。结果（（表 1）显示，随着加水量的

增加，小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原酸提取量呈

先上升后下降趋势，超过 10 倍量水时各指标成分

提取量下降。 

表 1  加水量对 HJD 中小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原酸

提取量的影响 (n = 3) 

Table 1  Effects of water addition on content of berberine, 

baicalin, geniposide, and chlorogenic acid in HJD (n = 3) 

加水量/ 

倍 

提取量/(mg∙g−1) 

小檗碱 黄芩苷 栀子苷 绿原酸 

6 0.929 1.858 3.161 0.786 

8 0.953 2.095 3.598 0.853 

10 1.099 2.310 3.898 1.196 

12 0.881 2.167 3.834 0.885 
 

2.3.2  提取时间考察  取处方量的 HJD饮片，加水

浸泡 30 min，按照（“2.1.1”项下方法，加入 10倍处

方量的去离子水进行提取，分别提取 15、30、45、

60 min，提取 2次。结果（（表 2）显示，随着提取时

间的增加，小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原酸提取

量呈上升趋势，超过 30 min后，除绿原酸外各指标

成分提取量下降。 

表 2  提取时间对 HJD 中小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原

酸提取量的影响 (n = 3) 

Table 2  Effects of extraction time on content of berberine, 

baicalin, geniposide, and chlorogenic acid in HJD (n = 3) 

提取时间/ 

min 

提取量/(mg∙g−1) 

小檗碱 黄芩苷 栀子苷 绿原酸 

15 0.991 2.357 4.101 0.776 

30 1.144 2.613 4.167 1.102 

45 1.024 2.201 3.931 1.112 

60 1.082 2.471 4.142 0.942 
 

2.3.3  提取次数考察  取处方量的 HJD饮片，加水

浸泡 30 min，按照（“2.1.1”项下方法，加入 10倍处

方量的去离子水进行提取，提取 30 min，分别提取

1、2、3、4次。结果（（表 3）显示，随着提取次数

的增加，小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原酸提取量

呈先上升后下降趋势，超过 2次后，除小檗碱、栀

子苷外其余指标成分提取量下降。 

2.4  正交试验优化 HJD 提取工艺 

结合单因素实验结果，以 10倍加水量、30 min 
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表 3  提取次数对 HJD 中小檗碱、黄芩苷、栀子苷和绿原

酸提取量的影响 (n = 3) 

Table 3  Effects of extraction times on extraction quantity of 

berberine, baicalin, geniposide, and chlorogenic acid in 

HJD (n = 3) 

提取次数/ 

次 

提取量/(mg∙g−1) 

小檗碱 黄芩苷 栀子苷 绿原酸 

1 0.108 2.698 4.494 1.335 

2 0.151 3.322 5.304 1.735 

3 0.160 3.051 5.610 1.730 

4 0.140 3.038 5.744 1.615 

提取时间、提取 2次为 3个因素的中等水平，设计

正交试验方案，结果见表 4。正交试验采用 3因素

3 水平进行 9 组试验，选用 L9(34)正交设计表，以

HJD全方中小檗碱、黄芩苷、栀子苷、绿原酸的提

取量和上清液、自沉淀干膏率（Y1、Y2）为考察指

标，考察加水量（A）、提取时间（B）和提取次数

（（C）对 HJD提取量的影响，同时设置空白列（（D），

因素水平和试验设计见表 4。 

取处方量的 HJD饮片，加水浸泡 30 min，依次

按照正交试验设计表进行提取。综合权重（（G）的计 

表 4  HJD 提取工艺 L9(34)正交试验设计与结果 (n = 3) 

Table 4  Analysis of L9(34) orthogonal test results of decocting process of HJD (n = 3) 

实验号 A/倍 B/min C/次 
D 

(误差) 

质量分数/(mg∙g−1) 
Y1/% Y2/% G 

小檗碱 黄芩苷 栀子苷 绿原酸 

1 8 (1) 15 (1) 1 (1) (1) 0.882 2.293 3.764 0.815 4.287 0.929 7.672 

2 8 (1) 30 (2) 2 (2) (2) 1.390 2.368 4.825 2.000 5.288 2.472 10.372 

3 8 (1) 45 (3) 3 (3) (3) 1.896 3.444 6.223 1.618 4.746 4.082 10.991 

4 10 (2) 15 (1) 2 (2) (3) 1.249 2.327 4.606 1.107 4.978 2.432 9.822 

5 10 (2) 30 (2) 3 (3) (1) 1.820 3.677 5.237 1.812 6.059 2.901 12.051 

6 10 (2) 45 (3) 1 (1) (2) 1.241 2.416 4.652 1.143 4.803 1.481 8.939 

7 12 (3) 15 (1) 3 (3) (2) 1.830 3.447 5.777 1.917 5.095 2.941 10.691 

8 12 (3) 30 (2) 1 (1) (3) 1.200 2.854 4.059 1.375 4.047 1.980 8.195 

9 12 (3) 45 (3) 2 (2) (1) 1.898 3.347 5.745 1.640 4.695 3.569 10.512 

K1 29.035 28.185 24.806 30.235        

K2 30.812 30.618 30.706 30.002        

K3 29.398 30.442 33.733 29.008        

R 1.777 2.433 8.927 1.227        
 

算方法为 Gi＝Hji×(绿原酸 i＋栀子苷 i＋小檗碱 i＋

黄芩苷 i＋Y1i＋Y2i)（Hj为AHP-EWM综合权重系数，

i为正交试验序号），正交试验结果见表 4。 

2.5  评价指标综合赋权 

2.5.1  AHP 法主观分析  按照 HJD 中提取的成分

提取量对 6个考察指标（（小檗碱、黄芩苷、栀子苷、

绿原酸的含量和上清液、自沉淀干膏率为考察指

标）进行评分，并构建各指标成对比较的判断优先

矩阵，进行 AHP权重计算，结果见表 5。 

最大特征根（λmax）＝6.228，之后对判断优先

矩阵进行一致性检验，得出 CI＝0.046，本实验指标

成分有 6个，随机一致性指标（（RI）为 1.26，最终

得出一致性比例（CR）＝0.036＜0.1，通过一致性

检验。HJD全方中小檗碱、黄芩苷、栀子苷、绿原

酸及 Y1、Y2的 AHP权重系数分别为 0.085、0.083、

0.092、0.047、0.453、0.240。 

2.5.2  熵权法客观分析  熵权法通过将数据标准化， 

表 5  HJD 指标成分成对比较的判断优先矩阵评分情况 

Table 5  Scoring of judgment priority matrix for 

comparative analysis of indicator components in HJD 

成分 绿原酸 栀子苷 小檗碱 黄芩苷 Y1 Y2 

绿原酸 1.000 0.333 0.500 0.500 0.167 0.222 

栀子苷 3.000 1.000 1.000 1.000 0.200 0.250 

小檗碱 2.000 1.000 1.000 1.000 0.200 0.333 

黄芩苷 2.000 1.000 1.000 1.000 0.200 0.250 

Y1 6.000 5.000 5.000 5.000 1.000 4.000 

Y2 4.500 4.000 3.000 4.000 0.250 1.000 

 

计算其信息熵，通过信息熵计算权重。HJD全方中

小檗碱、黄芩苷、栀子苷、绿原酸及 Y1、Y2的熵权

法权重系数分别为 0.136、0.292、0.155、0.132、0.151、

0.133。 

2.5.3  AHP-熵权法计算复合评分  按下列公式，计

算 AHP-熵权法综合权重系数（Hj），其中 wj、rj为

熵权法、层次分析法所得权重系数。 
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Hj＝wjrj/
1

n

j− wjrj 

HJD全方中小檗碱、黄芩苷、栀子苷、绿原酸

及Y1、Y2的AHP-熵权法综合权重系数分别为 0.074、

0.154、0.091、0.040、0.437、0.204。AHP-熵权法复

合评分法[23-24]和正交试验设计考察加水量、提取时

间和提取次数对 HJD 提取工艺的影响，结果见表

4、6。由表 4中 R值可知，3种考察因素对 HJD提

取工艺的影响作用为 C＞B＞A，这表明提取次数的

影响最大，提取时间次之，加水量最小。表 4中 K

值显示最佳提取条件为 A2B2C3，AHP-熵权法综合

评分显示，正交试验中 A2B2C3为最高评分 12.051。

结合表 6方差分析结果，综合单因素分析、正交试

验以及 AHP-熵权法综合评分结果，HJD 的最佳提

取工艺为 10倍量水、提取 30 min、提取 3次。 

2.6  HJD 提取工艺的验证试验 

依据正交试验结果，选择 HJD最优提取工艺进

行验证试验。取 3份处方量的 HJD饮片，按照最优

的提取工艺进行提取，按上述方法进行评估，综合

权重的 x s 为 12.055±0.012，表明优选的提取工

艺稳定可行，结果见表 7。 

表 6  HJD 提取工艺 L9(34)正交试验方差分析 

Table 6  Variance analysis table of L9(34) orthogonal test of 

decocting process of HJD 

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性 

A 0.587 7 2.000 0.293 8 2.075 8 0.325  

B 1.227 2 2.000 0.613 6 4.334 8 0.187  

C 13.740 5 2.000 6.870 2 48.536 6 0.020 P＜0.05 

D (空白) 0.283 1 2.000 0.141 5    

表 7  HJD 最佳提取工艺验证试验 

Table 7  Test results of optimal decocting process of HJD 

序号 
质量分数/(mg∙g−1) 

Y1/% Y2/% G 
绿原酸 栀子苷 小檗碱 黄芩苷 

1 1.805 5.230 1.819 3.679 20.200 9.670 12.051 

2 1.814 5.304 1.821 3.703 20.230 9.646 12.071 

3 1.835 5.211 1.820 3.676 20.183 9.668 12.043 

x s  1.818±0.012 5.249±0.040 1.820±0.001 3.686±0.012 20.204±0.019 9.661±0.011 12.055±0.012 
 

2.7  HJD 提取工艺的细胞水平抗炎活性验证 

2.7.1  药物的制备  为验证正交设计中不同提取

工艺的 HJD 抗炎活性是否与提取工艺综合评分的

分值高低相关，选择综合评分最低分 7.672、评分适

中 9.822 和最高分 12.051 对应的 HJD 提取工艺进

行药物制备，标号分别为 H1、H2、H3。上述 3组

HJD以DMSO和DMEM培养基配制为生药质量浓

度为 0.1 g/mL的药液，备用。 

2.7.2  细胞培养和分组给药  将 BV2 细胞以 2×

105个/孔接种于 24孔板中，待细胞过夜贴壁后，除

对照组外，每孔采用终质量浓度为 1.0 μg/mL的脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS）干预，建立 BV2细

胞炎症模型。给药组应于 LPS干预前 1 h分别加入

HJD和阳性药进行预处理。依据预实验结果，细胞

实验中 HJD 的干预药物终质量浓度 100～400 

μg/mL为安全给药范围，阳性药物 CDDO-ME（C）

的干预药物质量浓度为 0.25 μmol/L。 

探究不同提取工艺的 HJD 抗炎活性与综合评

分关系的细胞实验：分组为对照组、LPS组、LPS＋

H1-400 μg/mL组、LPS＋H2-400 μg/mL组、LPS＋

H3-400 μg/mL组和 LPS＋C组。为进一步探讨 HJD

提取工艺优化效果与抗炎活性的关联性，本研究以

7.672、9.822和 12.051的 HJD工艺评分，分别对各

评分下 NO、IL-6和 TNF-α的浓度进行线性回归，

并进行 Pearson相关性分析。 

探究最优提取工艺的 HJD 抗炎活性的细胞实

验：分组为对照组、LPS 组、LPS＋H3-100 μg/mL

组、LPS＋H3-200 μg/mL组、LPS＋H3-400 μg/mL

组和 LPS＋C组。 

2.7.3  ELISA法检测 BV2细胞上清中 IL-6和 TNF-

α含量变化 

（1）探究不同提取工艺的 HJD抗炎活性与综合

评分关系的细胞实验：与对照组比较，LPS组诱导

了 BV2细胞分泌炎症因子 NO、IL-6、TNF-α（P＜

0.001）；与 LPS组比较，LPS＋H1组、LPS＋H2组、

LPS＋H3 组和 LPS＋C 组均能降低炎症因子浓度

（P＜0.001），但 LPS＋H3组炎症因子浓度较 H1和

H2组低（P＜0.05、0.01、0.001），结果见表 8；以

HJD 提取工艺评分对各评分下炎症因子浓度进行

Pearson 相关性分析，结果显示，NO、IL-6、TNF-

α（Y）与 HJD 提取工艺评分（X）的 Pearson 相关

性回归方程分别为 Y＝−0.503 4 X＋8.804 0，r＝ 
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表 8  不同评分提取工艺的 HJD 对 LPS 诱导的 NO、TNF-α、IL-6 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 8  Comparison of anti-inflammatory activity of HJD with different scoring extraction processes ( x s , n = 3) 

样品 剂量/(μg∙mL−1) NO/(μmol∙L−1) TNF-α/(ng∙L−1) IL-6/(ng∙L−1) 

对照 − 1.90±0.12 7.07±5.83 16.93±3.94 

LPS 1.0 9.46±0.43### 550.28±2.95### 153.74±4.96### 

LPS＋H1-400 1.0＋400  5.08±0.54***ΔΔΔ 454.24±1.43***ΔΔΔ 117.00±5.12***ΔΔΔ 

LPS＋H2-400 1.0＋400  3.59±0.05***Δ 365.70±2.40***ΔΔΔ 106.41±4.51***ΔΔ 

LPS＋H3-400 1.0＋400  2.87±0.09*** 313.65±4.74*** 94.25±4.66*** 

LPS＋C 1.0＋0.25 μmol∙L−1 1.86±0.11*** 212.15±5.59*** 37.71±4.94*** 

与对照组比较：###P＜0.001；与 LPS组比较：***P＜0.001；与 LPS＋H3组比较：ΔP＜0.05  ΔΔP＜0.01  ΔΔΔP＜0.001。 

###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs LPS group; ΔP < 0.05  ΔΔP < 0.01  ΔΔΔP < 0.001 vs LPS + H3 group. 

−0.941 4，P＜0.000 2；Y＝−5.195 X＋157.000，r＝

−0.921 8，P＜0.000 4；Y＝−32.040 X＋693.400，r＝

−0.986 4，P＜0.000 1。上述结果表明，HJD提取工

艺评分与 NO、IL-6和 TNF-α浓度之间存在显著的

负相关关系（P＜0.001、0.000 1），说明评分较高的

提取工艺制备的 HJD可能具有更好的抗炎潜力。 

（2）探究最优提取工艺的 HJD抗炎活性的细胞

实验：与 LPS组比较，LPS＋H3-100组、LPS＋H3-

200 组和 LPS＋H3-400 组均能降低炎症因子浓度 

（P＜0.01、0.001），但 LPS＋H3-400组炎症因子浓

度较LPS＋H3-100组、LPS＋H3-200组低（P＜0.05、

0.01、0.001），结果表明，在本研究的 HJD质量浓

度范围内，最优提取工艺制备的 HJD具有良好的抗

炎活性，且呈良好的量效关系，结果见表 9。 

表 9  最优提取工艺的 HJD 对 LPS 诱导的 NO、TNF-α、IL-6 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 9  Effects of optimal extraction process of HJD on inflammatory factors of NO,TNF-α and IL-6 ( x s , n = 3) 

样品 剂量/(μg∙mL−1) NO/(μmol∙L−1) TNF-α/(ng∙L−1) IL-6/(ng∙L−1) 

对照 − 1.77±0.08 7.69±3.69 17.37±1.36 

LPS 1.0 9.06±0.38## 557.35±13.85### 169.05±3.21### 

LPS＋H3-100 1.0＋100 5.59±0.22**ΔΔ 450.03±23.61***ΔΔΔ 121.55±8.01***ΔΔ 

LPS＋H3-200 1.0＋200 3.73±0.18**Δ 374.74±10.64***ΔΔΔ 115.43±3.79***Δ 

LPS＋H3-400 1.0＋400 2.82±0.11** 294.67±4.85*** 106.12±7.50*** 

LPS＋C 1.0＋0.25 μmol∙L−1 1.82±0.02** 173.54±19.54*** 40.51±3.46*** 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与 LPS组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与 LPS＋H3-400组比较：ΔP＜0.05  ΔΔP＜0.01  ΔΔΔP＜0.001。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs LPS group; ΔP < 0.05  ΔΔP < 0.01  ΔΔΔP < 0.001 vs LPS + H3-400 group. 

2.8  数据统计 

提取工艺研究，每组实验重复 3次，结果取平

均值；细胞抗炎活性研究，实验各组样本数量 n＝

3，使用 IBM SPSS Statistics 22.0软件对实验结果进

行统计分析，数据用 x s 描述，组间比较采用单因

素方差分析，符合正态性且方差齐时进行 LSD 检

验，若方差不齐则进行 Dunnett’s T3检验。以 Graph 

Pad Prism 9.5对统计结果进行分析，同时对炎症因

子浓度与 HJD 提取工艺的综合评分进行了相关性

分析。 

3  讨论 

由于 HJD是清热解毒复方，且易产生自沉淀，

为全面分析并确定其最佳提取工艺，本研究选择了

4 种代表成分小檗碱、黄芩苷、栀子苷、绿原酸以

及上清液、自沉淀的干膏率为指标，通过正交试验

与 AHP-熵权法对各提取工艺综合评分进行优选，

并通过细胞实验以抗炎活性对工艺优选的 HJD 进

行验证。 

本研究优选的提取工艺参数既完成预期设定

的目标，尽量达到药效成分的最大化提取效果，又

考虑了中药复方的完整性，保留自沉淀。本实验弥

补了目前 HJD提取工艺优化研究的不足[1,20]，为加

水量、提取时间和提取次数提供了可行的优化方

案，并通过工艺验证和药效学验证，为 HJD的药理

研究和临床应用提供了实验依据。 

3.1  评价指标的选择 

在 HJD水提取工艺中，优化其提取工艺参数需

要选择合适的评价指标。HJD的主要活性成分包括

生物碱类、黄酮类、环烯醚萜类和苯丙素类等，故

本研究选择其代表成分小檗碱、黄芩苷、栀子苷、
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绿原酸为代表性的测量指标[25-26]。 

此外，HJD成分复杂，水煎煮提取过程中不仅

将水溶性有效成分提取出来，在皂苷、多糖、蛋白

等具有表面活性的助溶下，脂溶性成分也可以被提

取出来，这些成分相互作用，可以形成胶体或者自

沉淀，即自组装现象[27-29]。其形成原因较多，以复

方中酸碱性成分络合形成大分子复合物，溶解性降

低而自沉淀的假说为主[30-32]。研究表明，HJD自沉

淀中黄芩苷和小檗碱的含量高于上清液，说明自沉

淀含有有效成分[3,17]。因此对提取液中的化学成分

进行测定无法准确反应该工艺下的提取效果，必须

要考虑到自沉淀中成分的含量。同时多项研究结果

显示，中药汤剂中的自沉淀微粒具有增强药物疗

效、减少毒性和良好的神经保护作用[15,33-35]。基于

此，本研究将 HJD 全方分为上清液和自沉淀 2 部

分，分别测定干膏率并赋权评分，以便全面评估提

取工艺的提取效果。 

3.2  AHP-熵权法优选最佳提取工艺 

AHP法是主观赋权方法，可以对多种指标进行

系统化、层次化分析，适合中药中多成分多指标的

权重计算，但是 AHP 受评估者的主观经验影响较

重[36-37]。熵权法是一种客观赋权的方法，根据指标

变异性的大小来确定客观权重，对数据依赖大，但

是熵权法未考虑指标间的相关性，易出现权重分配

失衡，导致权重失真[38-39]。将 AHP和熵权法结合能

够考虑到 HJD 不同指标之间的相互影响和权重的

重要性，综合考虑中药质量评价中各指标的重要性

和优劣势，全面、客观地反映实验结果的真实性和

准确性[23,40-42]。 

提取工艺是中药制剂生产过程中的关键环节

之一，其优劣直接影响到制剂临床疗效。加水量是

影响中药煎煮过程中有效成分浸出的关键因素，提

取时间是影响有效成分提取率的重要因素，而提取

次数可以保证有效成分充分析出的同时，又能节省

能耗并提高工艺效率，故本研究选择加水量、提取

时间和提取次数为 HJD提取工艺的关键工艺参数。

本研究首先通过单因素实验直观地获得每个参数

的最优区间，即 10 倍量水，提取 30 min，提取 3

次，并以此为基础通过正交试验设计系统全面分析

多因素的共同作用。 

将正交试验设计与 AHP-熵权法评分结合优选

最佳工艺，能够在高效筛选、科学评价、全面优化

的基础上，兼顾多指标、多目标的平衡，显著提升

工艺优化的科学性和实际应用价值。 

3.3  工艺验证及细胞抗炎活性探究 

本研究优选的 HJD提取工艺是 10倍量水，提

取 30 min，提取 3次。工艺验证试验中小檗碱、黄

芩苷、栀子苷、绿原酸提取量和上清液、自沉淀的

干膏率波动范围不大，表明优化的工艺稳定可行。 

HJD是治疗 AD的有效方剂，且本团队的前期

研究表明，HJD对于神经炎性炎症具有较好的抑制

作用[43-45]，故本研究采用 LPS 诱导的小鼠小胶质

BV2 细胞炎症模型考察不同工艺以及最优工艺的

不同浓度的 HJD的抗炎活性。结果表明，优化提取

工艺的 HJD具有较好的抗炎活性，原因可能是优化

的 HJD有效成分的析出较多，细胞抗炎活性从疗效

上验证了优化的提取工艺的合理性。此外，本研究

考虑了 HJD自沉淀的产生，推测其可能是提取过程

中活性成分、脂质、蛋白质和多糖等代谢产物在热

力学作用下通过物理和化学反应而形成。有研究表

明中药自组装聚集体活性与疗效更优[17,46]，未来会

进一步探索 HJD 的自沉淀是否会进一步影响 HJD

的疗效。 

本实验基于正交试验结合 AHP-熵权法优化

HJD的提取工艺，量化了 HJD提取工艺的参数，并

进行药效实验验证，使研究更加准确、客观。未来

将在此研究基础上进一步探索 HJD 自沉淀的物质

基础及作用，阐明其化学成分构成、药理活性以及

药效，揭示中药复方水煎自沉淀是否可以作为新型

有效部分加以开发利用，进一步优化其提取工艺。

作为临床最广泛使用的传统中药剂型，中药汤剂具

有独特的优势，在传统煎药工艺的基础上，结合

HJD的现代化药理学和临床研究成果，本研究对其

提取工艺进行了深入探索，为后续研究、临床应用

和工业化生产提供参考。 
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