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牛膝盐炙工艺研究

张世豪，那叶馨，东娇娇，胡建华，薛金浩，高诗雯，杨柳*

（黑龙江中医药大学，北药基础与应用研究省部共建教育部重点实验室，黑龙江省中药及天然药物

药效物质基础研究重点实验室，黑龙江 哈尔滨 150040）

【摘要】目的：探究牛膝最佳盐炙工艺。方法：采用超高效液相色谱串联质谱技术，以牛膝补肾壮骨的

5种有效成分——β－蜕皮甾酮、25R－牛膝甾酮、25S－牛膝甾酮、人参皂苷 R0及竹节参皂苷Ⅳa为评价

指标，采用单因素和 Box－Behnken 设计方法，选择加盐量、炒制温度和炒制时间为考察因素，优化牛膝

的盐炙工艺。结果：牛膝盐炙最佳工艺为 2% 加盐量，炒制温度 100 ℃，炒制时间 20 min。结论：所得牛

膝盐炙工艺稳定可靠，有利于提高牛膝盐炙品的质量均一性。
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牛膝（Achyranthis Bidentatae Radix）为苋科植物牛

膝（Achyranthes bidentata Bl.）的干燥根，味苦、甘、酸，

性平，归肝、肾经，具有填精补髓、益阴活血的功效，是

传统滋补肝肾、强健筋骨的中药。临床主要用于治疗

腰膝骨痛、四肢拘挛、筋骨无力以及痿痹等症［1-2］。研

究表明，牛膝具有多种药理作用，包括免疫系统调节、

抗生育、抗肿瘤、镇痛、抗炎、抗衰老、抗骨质疏松和对

心血管和神经系统作用等［3-7］。

炮制可以改变药性，提升疗效，降低毒性。根据古

籍记载，牛膝生用可散瘀血、消肿痛、引血下行，盐炙后

能引药入肾，增强其补肝肾、强筋骨的作用。牛膝经不

同炮制工艺炮制后，化学成分发生较大的变化，导致药

理作用改变。现代牛膝常用的炮制方法为盐炙、酒炙、

炒炭等，如炮制后酒牛膝可增强活血通络作用；盐牛膝

能引药下行入肾，发挥补肾养精作用；牛膝炭主要发挥

止血之功。2020 版《中华人民共和国药典》中对于盐

炙药材的描述均是加入定量食盐（药材 100 g，盐 2 g），

文火加热，炒干。但牛膝盐炙工艺的参数还不完善，加

盐量没有针对性，炒制温度和时间也不统一，使盐炙品

的内在质量难以得到有效控制，影响其临床用药的准

确性，很难将药理实验结果和其物质含量差异进行联

系，也不能为解读药效学差异提供帮助。

道地药材质量与炮制方法密切相关，牛膝作为我

国临床常用的大宗药材之一，建立统一的、质量可控

的、数字化炮制标准势在必行。因此，以课题组前期确

定的牛膝补肾壮骨的有效成分——β－蜕皮甾酮、

25R－牛膝甾酮、25S－牛膝甾酮、人参皂苷 R0及竹节

参皂苷Ⅳa为评价指标［8-9］，选取加盐量、炒制温度和炒

制时间为考察因素，用单因素和Box－Behnken设计方

法优化牛膝的盐炙工艺。以期能够得到最佳的炮制工

艺，保证牛膝的临床疗效，并为牛膝的规范化盐炙提供

参考依据。
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1　材料与仪器

标准品：β－蜕皮甾酮、人参皂苷 R0、竹节参皂苷

Ⅳa（批号：5289－74－7、34367－04－9、51415－02－
2，天津西玛科技有限公司）；甘草素（IS）（批号：578－
86－9，中国成都亚德生物科技有限公司）；25R－牛膝

甾酮、25S－牛膝甾酮（由本实验室从牛膝中分离纯化，

并经 NMR 和 MS谱等数据鉴定化学结构，标准品纯度

均 ≥ 98%）；牛膝药材（河南省，经检验符合《中华人民

共和国药典》相关规定）。

超高效液相串联质谱分析仪（美国Thermo公司）；

超声波清洗器（KQ－5000DB，昆山市超声仪器有限公

司）；送风定温干燥箱（WFO－410W，上海爱朗仪器有

限公司）；旋转蒸发仪（EYEL4 OSB－2100，东京爱朗仪

器有限公司）；高速粉碎机（800AD，永康市艾泽拉电器

有限公司）；分析天平（NewClassicMF，Mettler Toledo 
Switzertand 公司）；电热恒温水浴锅（HSS，上海博讯事

业 有 限 公 司 医 疗 设 备 厂）。 乙 腈（Thermo Fisher 
Scientific）、乙酸（Dikma）均为色谱纯，其他试剂为分

析纯。

2　方法与结果

2. 1　实验方法

2. 1. 1　色谱条件

色谱柱：Thermo Hypersil GOLD（100 mm × 2. 1 mm，

1. 9 μm）；柱温：40 ℃。流动相：乙腈（A%）和 0. 3% 乙

酸水（V/V，B%）。梯度洗脱条件见表 1，总离子流图

见图1。

2. 1. 2　质谱条件的选择

配备有电喷雾离子源的三重四级杆质谱仪，在

SRM 模式下进行负离子扫描。喷射电压：-3 000 V；

鞘气：30 Arb；辅助气：10 Arb；离子传输管温度：

表1　梯度洗脱条件

时间/
min

0
6
8

流速/
（mL/min）

0. 3
0. 3
0. 3

乙腈/
%
17
17
95

0. 3%乙酸水/
（V/V，%）

83
83
5

进样体积/
μL
2
2
2

注：A为甘草素（内标）；B1为β－蜕皮甾酮；B2为25R－牛膝甾酮；B3为25S－牛膝甾酮；C为竹节参皂苷Ⅳa；D为人参皂苷R0。

图1　总离子流图
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325 ℃；蒸发器温度：350 ℃；辅助器：2 L/min；全程通

入氮气。5 种有效成分及内标化合物的检测离子对

及其质谱参数见表 2；5 种有效成分的代表质谱图

见图 2。

注：A为甘草素（内标）；B为β－蜕皮甾酮；C为人参皂苷R0；D为竹节参皂苷Ⅳa。其中 25R－牛膝甾酮、25S－牛膝甾酮与β－蜕皮甾酮为同分异

构体，具有相同的母离子与子离子，所以用图B表示。

图2　有效成分的代表质谱图

表2　5种有效成分及内标的质谱条件

化合物名称

β－蜕皮甾酮

25S－牛膝甾酮

25R－牛膝甾酮

人参皂苷R0
竹节参皂苷Ⅳa
甘草素（IS）

保留时间/min
2. 85
3. 24
3. 52
8. 65
8. 75
8. 52

母离子/（m/z）
479. 519
479. 519
479. 519
955. 745
793. 678
255. 207

子离子/（m/z）
479. 519→319. 0
479. 519→319. 0
479. 519→319. 0
955. 745→793. 5
793. 678→631. 4
255. 207→119. 0

碰撞能/V
28. 54
28. 54
28. 54
55. 00
47. 04
25. 43
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2. 1. 3　对照品溶液的制备

精密称取5种有效成分适量，配置成混合对照品溶

液。各成分的浓度分别为：β－蜕皮甾酮0. 989 0 mg/mL、
25R－ 牛 膝 甾 酮 0. 981 0 mg/mL、25S－ 牛 膝 甾 酮

1. 102 0 mg/mL、人参皂苷 R0 0. 997 0 mg/mL 以及竹节

参皂苷Ⅳa 0. 976 0 mg/mL。
2. 1. 4　供试品溶液的制备

牛膝样品均粉碎并筛分（60目）。取0. 5 g样品于烧

瓶中，浸泡于50 mL 50%的甲醇溶剂中，然后在40 ℃水

浴中超声60 min，得供试品溶液，4 ℃保存待测。

2. 1. 5　标准曲线

以进样浓度为横坐标（x），以对照品和内标峰面积

比为纵坐标（y），绘制标准曲线，计算回归方程。相关

系数（R2）均大于 0. 999 3，这表明 5种有效成分均在其

线性范围内呈现了良好的线性关系。5种有效成分的

回归方程、相关系数及线性范围结果见表3。

2. 1. 6　系统适应性

精密度测试，精密吸取上述供试品溶液适量，24 h
内连续测 6次，连续测定 3 d，计算相对标准差（relative 
standard deviation，RSD）。结果表明各有效成分的精

密度RSD < 1. 32%，表明该方法精密度良好。

重复性测试，精密称取同一批样品，记录 5种有效

成分的色谱峰面积，并计算峰面积的 RSD 值，考察方

法的重现性。结果表明各有效成分的重复性 RSD < 
2. 60%，表明该方法重复性良好。

稳定性测试，取同一批次的供试品溶液适量，分别

于0、4、8、16、32、48 h进样分析，记录峰面积，考察供试

品溶液在48 h内的稳定性。结果表明各有效成分的稳

定性RSD < 2. 56%，表明该样品48 h内在4 ℃下稳定。

利用加样回收率试验对该方法的准确性进行评

价，样品中加入了已知的低、中、高 3个浓度的标准溶

液，每个浓度测定 3份。日内、日间精度、稳定性、重复

性和准确性的结果见表 4。该方法测定结果准确

可靠。

回收率（%）=（测定平均值-样品值）/加入量×
100%

2. 2　盐炙工艺的单因素实验

2. 2. 1　炒制时间的单因素考察

牛膝原药材切制成 7～8 mm小段，精密称取 6份，

每份 100 g，放于保鲜盒中，加入 2 g食盐配成的盐水焖

润，炒制温度为 100 ℃，炒制时间分别为 10、15、20、25、
30 min，牛膝炒后粉碎过筛（60 目），样品在甲醇浓度

50%（V/V），料液比是 1∶8（g/mL），提取时间为 60 min，
提取次数 2次的条件下分别进样分析。在炒制温度和

加盐量一定的条件下，随着炒制时间的延长，5种有效

成分的总含量先升高后下降，过长的加热时间会导致

有效成分遭到破坏致使有效成分的含量降低。当炒制

时间为20 min时，有效成分的含量最高，因此确定最佳

炒制时间为20 min。见图3。
2. 2. 2　炒制温度的单因素考察

2 g 食盐配成的盐水焖润，炒制时间为 20 min，炒
制温度分别为 80、90、100、110、120 ℃，牛膝炒后粉碎

过筛（60 目），样品在甲醇浓度 50%（V/V），料液比为

1∶8（g/mL），提取时间 60 min，提取次数 2 次的条件下

分别进样分析。其中炒制温度为 100 ℃结果最佳。炒

制时间和加盐量一定的条件下，随着炒制温度的升高，

5 种有效成分的总含量先升高后下降，过高的温度会

导致有效成分遭到破坏致使有效成分的含量降低。当

炒制温度为 100 ℃时，有效成分含量最高，因此确定最

佳炒制温度为100 ℃。见图3。

表3　5种有效成分的回归方程、相关系数及线性范围

化合物名称

β－蜕皮甾酮

25S－牛膝甾酮

25R－牛膝甾酮

人参皂苷R0
竹节参皂苷Ⅳa

回归方程

y=0. 054 5x－0. 055 8
y=0. 317 4x－0. 311 8
y=0. 381 4x－0. 563 3
y=0. 458 8x－0. 434 3
y=0. 685 8x－0. 755 6

R2

0. 999 3
0. 999 5
0. 999 3
0. 999 4
0. 999 4

线性范围/（μg/mL）
1. 085～494. 0
0. 995～270. 0
1. 485～315. 0
0. 955～210. 0
1. 105～185. 0

检测限/（μg/mL）
0. 365
0. 332
0. 499
0. 325
0. 369

定量限/（μg/mL）
1. 085
0. 995
1. 485
0. 955
1. 105

表4　5种有效成分的精密度、重复性、稳定性及加样回收率试验结果

化合物名称

β－蜕皮甾酮

25S－牛膝甾酮

25R－牛膝甾酮

人参皂苷R0
竹节参皂苷Ⅳa

精密度

日内

1. 57
2. 46
1. 83
2. 34
1. 78

日间

2. 25
1. 51
1. 72
1. 68
3. 00

重复性

2. 95
2. 25
2. 58
2. 16
3. 00

稳定性

2. 68
2. 54
2. 97
2. 58
2. 63

回收率（n = 3）
低/［回收率（RSD）］

98. 91（0. 01）
98. 98（0. 47）

101. 48（0. 14）
101. 09（0. 28）
101. 41（0. 23）

中/［回收率（RSD）］
99. 31（0. 07）

101. 17（0. 85）
98. 68（0. 42）

100. 57（0. 72）
99. 75（0. 84）

高/［回收率（RSD）］
99. 29（0. 07）
98. 58（1. 86）
99. 81（0. 90）
100. 8（0. 15）
99. 97（0. 78）
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2. 2. 3　加盐量的单因素考察

加入 1%、2%、3%、4%、5% 的 10 mL 盐水焖润，炒

制时间为20 min，炒制温度100 ℃，甲醇浓度50%（V/V），
料液比为 1∶8（g/mL），提取时间 60 min，提取次数 2次。

在炒制时间和炒制温度一定的条件下，随着加盐量的

升高，5种有效成分的总含量先升高后下降，加盐量为

2%时，有效成分的含量最高，因此确定最佳加盐量为

2%。见图3。

2. 3　盐炙工艺的响应面法

2. 3. 1　回归方程的建立及结果

采用基于Box－Behnken设计法优化牛膝盐炙工艺。

在单因素试验基础上，盐炙考察因素设定为炒制温度，

炒制时间，加盐量。根据响应面法设计，每个因素设 3
水平，分别以-1. 00，0. 00，1. 00进行编码。代码值所代

表的实际操作物理量见表5，试验安排及结果见表6。

2. 3. 2　牛膝最佳盐炙工艺的优化结果

2. 3. 2. 1　β－蜕皮甾酮

采用 Design－Expert软件对牛膝盐炙工艺的试验

数据进行分析，得到β－蜕皮甾酮含量对加盐量、炒制

时间、炒制温度的二次多元回归模型方程Y = 59. 73 + 
7. 74A - 3. 21B + 0. 54C - 1. 26AB + 0. 94AC - 0. 12BC - 
19. 49A2 - 8. 31B2 - 0. 38C2。方差分析结果见表 7，模
型决定系数R2 = 0. 957 6，表明该模型对实际值的模拟

效果良好，试验误差小；表中 F 值和 P 值分别是 17. 57

和 0. 000 5，表明 β－蜕皮甾酮拟合模型显著。其中，

在交互项中，AB 值最大，说明加盐量和炒制温度对

β－蜕皮甾酮含量影响较大。

2. 3. 2. 2　25R－牛膝甾酮

采用 Design－Expert软件对牛膝盐炙工艺的试验

数据进行分析，得到 25R－牛膝甾酮含量对加盐量、炒

制时间、炒制温度的二次多元回归模型方程Y = 2. 09 + 
0. 2A - 0. 16B + 0. 001 6C + 0. 17AB - 0. 038AC - 
0. 006 3BC - 0. 31A2 - 0. 12B2 + 0. 096C2。方差分析结

图3　不同因素对盐炙效果的影响

表5　响应面法实验因素与水平

因素

A
B
C

自变量

加盐量

炒制温度

炒制时间

−1. 00
1%

80 ℃
10 min

0. 00
2%

100 ℃
20 min

1. 00
3%

120 ℃
30 min

表6　盐炙工艺BBD实验设计

序列

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

自变量

A
-1
1
0

-1
-1
1
0
0

-1
0
0
1
0
0
0
0
1

B
0
1
0
0

-1
-1
1
0
1
1
0
0

-1
0
0

-1
0

C
1
0
0

-1
0
0
1
0
0

-1
0
1
1
0
0

-1
-1

因变量（Dependent variables）/（mg/g）
β－蜕皮甾酮

30. 682
30. 679
57. 894
30. 609
30. 652
45. 687
50. 838
61. 451
20. 678
50. 876
60. 489
50. 981
51. 423
61. 984
56. 815
50. 987
47. 156

25R－牛膝甾酮

1. 798
1. 871
2. 010
1. 687
1. 789
1. 997
1. 966
2. 213
1. 001
1. 981
2. 064
1. 997
2. 139
2. 016
2. 146
2. 179
2. 040

25S－牛膝甾酮

1. 917
1. 987
3. 174
1. 598
1. 877
2. 078
1. 645
2. 846
1. 421
2. 056
3. 147
2. 654
2. 673
3. 004
3. 148
1. 781
2. 978

人参皂苷R0
2. 598
2. 869
6. 126
2. 875
2. 793
3. 043
3. 980
6. 699
2. 671
3. 980
6. 790
3. 678
3. 014
6. 617
6. 516
3. 052
3. 019

竹节参皂苷Ⅳa
9. 030
7. 901

12. 746
7. 981
7. 210

10. 339
10. 284
13. 036

7. 011
10. 382
13. 001
10. 872
10. 721
11. 998
12. 498
11. 998
10. 270
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果见表 8，模型决定系数R2 = 0. 916 8，表明该模型对实

际值的模拟效果良好，试验误差小；表中F值和P值分

别是 8. 57和 0. 004 9，表明 25R－牛膝甾酮拟合模型显

著。其中，在交互项中，AB值最大，说明加盐量和炒制

温度对25R－牛膝甾酮含量影响较大。

2. 3. 2. 3　25S－牛膝甾酮

采用 Design－Expert软件对牛膝盐炙工艺的试验

数据进行分析，得到 25S－牛膝甾酮含量对加盐量、炒

制时间、炒制温度的二次多元回归模型方程Y = 3. 06 + 
0. 36A - 0. 16B + 0. 059C + 0. 091AB - 0. 16AC - 
0. 33BC - 0. 49A2 - 0. 74B2 - 0. 29C2。方差分析结果见

表 9，模型决定系数R2 = 0. 944 9，表明该模型对实际值

的模拟效果良好，试验误差小；表中F值和P值分别是

13. 34和 0. 001 3，表明 25S－牛膝甾酮拟合模型显著。

其中，在交互项中，BC值最大，说明炒制温度和炒制时

间对25S－牛膝甾酮含量影响较大。

2. 3. 2. 4　人参皂苷R0
采用Design－Expert软件对牛膝盐炙工艺的试验数

据进行分析，得到人参皂苷R0含量对加盐量、炒制时间、

炒制温度的二次多元回归模型方程Y = 6. 55 + 0. 21A + 
0. 2B + 0. 043C - 0. 013AB + 0. 23AC + 0. 009 5BC - 
2. 08A2 - 1. 62B2 - 1. 42C2。方差分析结果见表 10，模型

决定系数R2 = 0. 978 2，表明该模型对实际值的模拟效

果良好，试验误差小；表中 F值和 P值分别是 34. 82和

< 0. 000 1，表明人参皂苷 R0拟合模型显著。其中，在

交互项中，AC值最大，说明加盐量和炒制时间对人参

皂苷R0含量影响较大。

表8　25R－牛膝甾酮方差分析

来源

模型

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

误差

总和

平方和

1. 15
0. 33
0. 21
0. 000 021
0. 11
0. 006
0. 000 16
0. 39
0. 06
0. 04
0. 10
0. 07
0. 03
1. 25

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

均方

0. 13
0. 33
0. 21
0. 000 021
0. 11
0. 006
0. 000 16
0. 39
0. 06
0. 04
0. 01
0. 02
0. 01

F值

8. 57
22. 32
13. 87

0. 00
7. 36
0. 40
0. 01

26. 42
4. 06
2. 62

3. 17

P值（Prob > F）
0. 004 9*

0. 002 1*

0. 007 4*

0. 971 0
0. 030 0*

0. 547 9
0. 921 3
0. 001 3*

0. 083 8
0. 149 5

0. 146 9

注：*P < 0. 05。

表9　25S-牛膝甾酮方差分析

来源

模型

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

误差

总和

平方和

5. 83
1. 04
0. 21
0. 03
0. 03
0. 10
0. 42
1. 00
2. 28
0. 35
0. 34
0. 26
0. 08
6. 17

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

均方

0. 65
1. 04
0. 21
0. 03
0. 03
0. 10
0. 42
1. 00
2. 28
0. 35
0. 05
0. 09
0. 02

F值

13. 34
21. 42

4. 35
0. 58
0. 69
2. 13
8. 74

20. 62
46. 92

7. 27

4. 54

P值（Prob > F）
0. 001 3*

0. 002 4*

0. 080 0
0. 469 9
0. 434 8
0. 187 9
0. 021 2*

0. 002 7*

0. 000 2*

0. 030 8*

0. 089 0

注：*P < 0. 05。

表10　人参皂苷R0方差分析

来源

模型

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

误差

总和

平方和

43. 08
0. 35
0. 32
0. 01
0. 000 68
0. 22
0. 000 36

18. 30
11. 06

8. 52
0. 96
0. 70
0. 27

44. 04

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

均方

4. 79
0. 35
0. 32
0. 01
0. 000 68
0. 22
0. 000 36

18. 30
11. 06

8. 52
0. 14
0. 23
0. 07

F值

34. 82
2. 54
2. 32
0. 11
0. 004 9
1. 59
0. 002 6

133. 16
80. 48
61. 98

3. 50

P值（Prob > F）
< 0. 000 1*

0. 154 8
0. 171 3
0. 752 5
0. 946 0
0. 247 2
0. 960 6

< 0. 000 1*

< 0. 000 1*

0. 000 1*

0. 128 6

注：*P < 0. 05。

表7　β－蜕皮甾酮方差分析

来源

模型

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

误差

总和

平方和

2 556. 48
478. 67

82. 42
2. 31
6. 34
3. 52
0. 06

1 599. 13
291. 06

0. 61
113. 18

92. 69
20. 49

2 669. 66

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

均方

284. 05
478. 67

82. 42
2. 31
6. 34
3. 52
0. 06

1 599. 13
291. 06

0. 61
16. 17
30. 90

5. 12

F值

17. 57
29. 61

5. 10
0. 14
0. 39
0. 22
0. 003 5

98. 91
18. 00

0. 04

6. 03

P值（Prob > F）
0. 000 5*

0. 001 0*

0. 058 5
0. 716 8
0. 551 2
0. 655 0
0. 954 6

< 0. 000 1*

< 0. 000 2*

< 0. 000 3*

0. 057 6

注：*P < 0. 05。
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2. 3. 2. 5　竹节参皂苷Ⅳa
采用 Design－Expert软件对牛膝盐炙工艺的试验

数据进行分析，得到竹节参皂苷Ⅳa含量对加盐量、炒

制时间、炒制温度的二次多元回归模型方程Y = 12. 66 + 
1. 02A - 0. 59B + 0. 035C - 0. 56AB - 0. 11AC + 0. 29BC - 
2. 92A2 - 1. 62B2 - 0. 19C2。方差分析结果见表 11，模
型决定系数R2 = 0. 970 4，表明该模型对实际值的模拟

效果良好，试验误差小；表中 F 值和 P 值分别是 25. 46
和 0. 000 2，表明竹节参皂苷Ⅳa拟合模型显著。其中，

在交互项中，AB值最大，说明加盐量和炒制温度对竹

节参皂苷Ⅳa含量影响较大。

2. 3. 3　响应面分析因素间的相互作用

加盐量和炒制时间的交互作用与五种有效成分含

量的关系的三维曲面图见图 4。随着加盐量和盐炙时

间逐渐增大，5种有效成分的含量也逐渐增大；当增大

到一定水平时，5种有效成分的含量却逐渐下降，说明

加盐量和炒制时间两因素的交互作用明显。当加盐量

较大时，5 种有效成分含量随着炒制温度的增大逐渐

减小，见图 5。当炒制时间一定时，5 种有效成分含量

随着炒制温度的增大逐渐减小，见图 6。综上所述，盐

炙因素对有效成分的含量的影响由大到小依次为：加

盐量 > 炒制温度 > 炒制时间。

表11　竹节参皂苷Ⅳa方差分析

来源

模型

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

误差

总和

平方和

62. 79
8. 30
2. 75
0. 01
1. 25
0. 05
0. 35

36. 01
11. 00

0. 16
1. 92
1. 19
0. 73

64. 71

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

均方

6. 98
8. 30
2. 75
0. 01
1. 25
0. 05
0. 35

36. 01
11. 00

0. 16
0. 27
0. 40
0. 18

F值

25. 46
30. 30
10. 03

0. 04
4. 57
0. 18
1. 27

131. 39
40. 14

0. 57

2. 17

P值（Prob > F）
0. 000 2*

0. 000 9*

0. 015 8*

0. 857 4
0. 069 8
0. 682 2
0. 297 2

< 0. 000 1*

0. 000 4*

0. 473 4

0. 233 8

注：*P < 0. 05。

图4　加盐量和炒制时间对有效成分的含量交互影响的三维曲面图和等高线图

图5　加盐量和炒制温度对有效活性成分的含量交互影响的三维曲面图和等高线图
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2. 4　盐炙工艺的验证实验

结合Design－Expert，综合分析与实验可操作性等

有关的各因素，分析认为最佳盐炙工艺为 2%加盐量，

炒制温度 100 ℃，炒制时间 20 min。采用上述最优盐

炙工艺进行验证，重复实验 3次，测得的主要成分的总

含量较高，结果见表 12。说明盐炙工艺的稳定可靠，

重复性好，可操作性强，具有实际应用价值。

3　讨论

牛膝始载于《神农本草经》，具有补肝肾、强筋骨、

逐瘀通经、引血下行之功效，用于腰膝酸痛、筋骨无力、

经闭癥瘕、肝阳眩晕等。牛膝中含有皂苷类、甾酮类、

多糖类、甜菜碱和多种微量元素等，其中以齐墩果酸型

三萜皂苷、蜕皮甾酮和多糖类为其主要活性成分［10］。

盐炙理论虽论述颇多，但仍以“入盐走肾”的理论为核

心，临床上凡是归肾经的药物多进行盐炙［11］。历代中

药盐炙方法有 14种，分别为盐水制、盐水润、盐水炙、

盐水浸炒、盐水淹、盐水炒、盐水煮、盐水浸、盐水拌、盐

水曝干、盐水煮、盐水拌炒、盐水蒸、盐水拌蒸［12］。现代

炮制方法主要以盐炙、盐蒸等为主［13］。牛膝经盐炙后

能够增强补肝肾、强筋骨之功效［14］，而药理研究证实牛

膝中甾酮类物质（主要包括 β－蜕皮甾酮，25R－牛膝

甾酮和 25S－牛膝甾酮等）有促进成骨细胞增殖作

用［15］，牛膝中皂苷类物质（主要包括竹节参皂苷Ⅳa、人
参皂苷R0等）有抑制破骨细胞以及保护损伤软骨细胞

的作用［16-17］，这与盐牛膝补肝肾、强筋骨之效相吻合。

因此本实验以课题组前期确定的牛膝补肾壮骨的 5种

有效成分——β－蜕皮甾酮，25R－牛膝甾酮，25S－牛

膝甾酮，人参皂苷 R0及竹节参皂苷Ⅳa 为评价指标进

行盐炙工艺研究。

在炮制工艺设计方面，相关的研究多是采用正交

实验法和Box－Behnken响应面法［18-22］。正交实验同时

考虑几种相关因素，寻找最佳因素水平组合，但是不能

给出整个区域因素和响应值之间的一个明确函数表达

式，从而无法找到最佳组合和响应值的最优值。而

Box－Behnken 实验采用多元二次方程来拟合因素和

效应值之间的函数关系，通过对回归方程的分析来寻

求最优工艺参数，解决多变量问题［22］。因此，本研究采

用 Box－Behnken 响应面法对牛膝的盐炙工艺进行

设计。

本实验采用超高效液相色谱串联质谱法，以 β－

蜕皮甾酮、25R－牛膝甾酮、25S－牛膝甾酮、人参皂

苷 R0 及竹节参皂苷Ⅳa 为评价指标，采用单因素及

Box－Behnken设计方法，优化牛膝的盐炙工艺。最终

确定牛膝的最佳盐炙工艺为 2% 加盐量，炒制温度

100 ℃，炒制时间 20 min。本文建立的牛膝盐炙工艺

稳定可靠，重复性好，可操作性强，具有较强的实际应

用价值，有利于提高牛膝盐炙品的质量均一性，保证

临床用药的有效性，为中药饮片的标准化和现代化提

供依据。
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Stir－Baking with Salt Technique of Achyranthis Bidentatae Radix
ZHANG Shihao，NA Yexin，DONG Jiaojiao，HU Jianhua，XUE Jinhao，GAO Shiwen，YANG Liu*

（Provincial and Ministerial Co Constructed Key Laboratory of Basic and Applied Research of Northern Medicine 
of the Ministry of Education and Heilongjiang Provincial Key Laboratory of Basic Research on Effective 
Substances of Traditional Chinese Medicine and Natural Medicine， Heilongjiang University of Chinese 

Medicine， Harbin 150040， China） 
【Abstract】Objective： To explore the best stir－baking with salt of Achyranthis Bidentatae Radix.  Methods： 
In order to optimize stir－baking with salt of Achyranthis Bidentatae Radix， the technique of ultra high 
performance liquid chromatography tandem mass spectrometry was adopted； five effective ingredients for 
tonifying kidney and strengthening bone of Achyranthis Bidentatae Radix， β－Ecdysterone， 25R Achyranthes， 
25S Achyranthes， Ginsenoside R0， and Bamboo Joint Ginsenoside Iva， were taken as evaluation indicators； 
single factor and Box Behnken design methods was employed； and the amount of salt added， frying 
temperature， and frying time were the factors to be investigated.  Results： The best technique of stir－baking 
with salt of Achyranthis Bidentatae Radix was that the amount of salt is 2%， stirring temperature 100 ℃， 
stirring time 20 min.  Conclusion： The ingredients of stir－baking with salt of Achyranthis Bidentatae Radix 
are stable and reliable， which is beneficial to the quality uniformity of Achyranthis Bidentatae Radix processed 
with salt.
【Key words】Achyranthis Bidentatae Radix； Box－Behnken design－response surface methodology； Stir－
baking with salt； Effective components； Ultra high performance liquid chromatography tandem mass 
spectrometry 
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