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摘要： 目的　 优化火钱保肝颗粒提取工艺。 方法　 基于质量源于设计 （ＱｂＤ） 理念， 以鞣花酸、 总黄酮含量及干膏率

为关键质量属性 （ＣＱＡｓ）， 采用鱼骨图及失效模式与效应分析 （ＦＭＥＡ） 筛选潜在关键工艺参数 （ｐＣＰＰｓ）， ＡＨＰ⁃
ＣＲＩＴＩＣ 混合加权法计算综合评分， 单因素试验结合 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设计筛选关键工艺参数 （ＣＰＰｓ）， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设

计优化工艺参数范围， 建立设计空间。 结果　 选择乙醇体积分数、 提取时间、 提取次数作为 ＣＰＰｓ， 最优设计空间为

提取溶剂倍数 １４ 倍， 乙醇体积分数 ５７％ ～７０％ ， 提取时间 ５０～９０ ｍｉｎ， 提取次数 ２ 次。 结论　 火钱保肝颗粒提取工艺

设计空间可靠， 工艺稳定可行， 可为该制剂后续工艺研究及质量控制提供参考。
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　 　 火钱保肝颗粒是基于壮医 “解毒补气调虚”
理论［１］及中医 “君臣佐使” 配伍原则创立， 临床

上用于治疗肝衰竭的壮瑶药制剂。 中医认为 “湿
热” “毒” “瘀” 是导致肝功能衰竭的根本病

机［２］， 该制剂由白背三七、 火炭母、 拳卷地钱、
美丽胡枝子、 锡叶藤、 犁头草、 蝙蝠草、 青钱柳 ８
味常用壮瑶药组成， 具有疏肝解郁、 清热化湿、 消

肿化瘀功效， 适用于抗乙型肝炎、 抗肝损伤、 抗肝

纤维化［３⁃６］。
质量源于设计 （ＱｂＤ） 是一种系统化、 科学性

的用于药品研发生产的质控理念［７］， 通过理解关

键工艺参数与关键质量属性之间的关系， 建立稳健

的设计空间， 确保产品质量的一致性和可靠性， 近

年来在中药复方制剂开发中得到有效应用［８］， 为

解决其质量控制和工艺标准化难题提供了有效途

径。 本实验基于 ＱｂＤ 理念， 以鞣花酸、 总黄酮含

量及干膏率为关键质量属性 （ＣＱＡｓ）， 采用 ＡＨＰ⁃
ＣＲＩＴＩＣ 混合加权法计算综合评分， 单因素试验结

合 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设 计 筛 选 关 键 工 艺 参 数

（ＣＰＰｓ）， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计优化工艺参数范围， 建

立设计空间， 确定各参数最佳操作范围， 以期为火

钱保肝颗粒后续开发生产及质量控制提供参考依

据， 并提高该制剂临床用药安全性及有效性， 从而

推动其他民族药合理利用。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＣ⁃２０３０ Ｐｌｕｓ 型高效液相色谱仪、 ＵＶ⁃
２６００ 型紫外⁃可见分光光度计 （日本岛津公司）；
ＳＱＰ 型电子天平 ［万分之一， 赛多利斯科学仪器

（北京） 有限公司］； ＲＥ⁃５２０５ 型旋转蒸发器 （上
海亚荣生化仪器厂）； １０１⁃２ 型电热鼓风干燥箱

（北京科伟永兴仪器有限公司）； ＤＺＴＷ 型电子调

温电热套 （北京市永光明医疗仪器有限公司）；
ＵＰＨ⁃ＩＶ⁃２０ＴＮ 型超纯水仪 （四川优普超纯科技有

限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药材　 鞣花酸 （批号 ＭＵＳＴ⁃２０１１１７０５，
纯度 ９９􀆰 ４４％ ）、 芦丁 （批号 ＭＵＳＴ⁃２４０１２３０４， 纯

度 ９９􀆰 ７４％ ） 对照品均购自成都曼思特生物科技有

限公司。 白背三七、 火炭母、 拳卷地钱等 ８ 种药材

均购自玉林市天物商贸有限公司， 经广西中医药大

学宁小清正高级实验师鉴定为正品， 符合相关质量

标准要求［９⁃１０］。 甲醇 （批号 Ｆ２４ＯＢＩ２１１， 上海麦克

林生化科技有限公司）、 磷酸 （批号 ２０２３０９１８０１，

６９２１
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成都科隆化学试剂有限公司） 均为色谱纯； 其余

试剂为分析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 提取液制备　 按 ３ 倍日处方量精密称取 ８ 种

药材， 加入 １４ 倍量 ５０％ 乙醇， 浸泡 ６０ ｍｉｎ， 回流

提取 ２ 次， 每次 ６０ ｍｉｎ， 过滤， 合并滤液， 回收溶

剂至无醇味， 冷却至室温后用 ５０％ 乙醇定容至 ２５０
ｍＬ， 即得， ４ ℃保存。
２􀆰 ２　 ＣＱＡｓ 选择 　 ＣＱＡｓ 关系着产品质量稳健性，
是 ＱｂＤ 理念的首要步骤， 通过将模糊的质量转化

为具体、 可测量的物理、 化学、 生物等指标， 从而

对工艺性能和产品质量进行有效控制［１１］。 本实验

结合文献 ［１２⁃１５］ 报道及课题组前期药理活性研

究， 选择鞣花酸、 总黄酮含量及干膏率作为 ＣＱＡｓ。
２􀆰 ２􀆰 １　 鞣花酸含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ 　 色谱条件 　 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃３ 色谱柱 （ ５
μｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０ ｍｍ）； 流动相甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸

（３８ ∶ ６２）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃；
检测波长 ２５３ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取鞣花酸对照品

适量， 乙醇溶解， 制成质量浓度为 ０􀆰 １６８ ６ ｍｇ ／ ｍＬ
的溶液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 精密吸取提取液

１ ｍＬ， 乙醇定容至 ２ ｍＬ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
取上清液， 过滤， 即得。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ４　 阴性样品溶液制备　 称取处方中除火炭

母以外的药材， 按 “２􀆰 １” 项下方法制成提取液，
按 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ５　 专属性试验　 精密吸取 ５０％ 乙醇及对照

品、 供试品、 阴性样品溶液适量， 在 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 结果见图 １。 由此可知，
阴性样品溶液对应保留时间处无鞣花酸色谱峰， 表

明阴性无干扰， 该方法专属性良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ６　 线性关系考察　 精密吸取对照品溶液适

量， 乙醇稀释成 ６ 个质量浓度， 在 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项

色谱条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得方程为

Ｙ＝ ９２ ０２９ ５３２􀆰 ４６３ ７Ｘ－５８ ６８２􀆰 １１４ ５ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ７），
在 ０􀆰 ００６ ７～０􀆰 １６８ ６ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ７　 日内精密度试验 　 取 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ６” 项下

０􀆰 ００６ ７、 ０􀆰 ０６７ ４、 ０􀆰 １６８ ６ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液适

量， 同一天内在 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定 ６ 次， 测得鞣花酸峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ４１％ 、
０􀆰 ３１％ 、 ０􀆰 １１％ ， 平均值为 ０􀆰 ６１％ ， 表明仪器日内

１． 鞣花酸

图 １　 鞣花酸 ＨＰＬＣ 色谱图

精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ８　 稳定性试验　 按 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制

备供 试 品 溶 液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在

“２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得鞣花酸含

量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ５９％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ９　 重复性试验 　 按 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法

平行制备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定， 测得鞣花酸含量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ０８％ ，
表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １０　 加样回收率试验　 精密吸取鞣花酸含量

已知的提取液 ９ 份， 每份 ０􀆰 ５ ｍＬ， 分别按 ５０％ 、
１００％ 、 １５０％水平加入对照品各 ３ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 计算回收率。 结果， 鞣花酸平均加

样回收率为 ９６􀆰 ０８％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ６８％ 。
２􀆰 ２􀆰 ２　 总黄酮含量测定　 采用分光光度法。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液制备及显色 　 精密称取芦丁

对照品适量， ５０％ 乙醇溶解， 制成质量浓度为

０􀆰 ２０３ ６ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。 采用硝酸铝⁃亚硝

酸钠法显色［１６］， 即分别精密吸取对照品溶液１ ｍＬ、
水 ９ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 混匀， 加入 １ ｍＬ
５％ 亚硝酸钠溶液， 摇匀， 静置 ６ ｍｉｎ， 再加入 １
ｍＬ １０％ 硝酸铝溶液， 摇匀， 静置 ６ ｍｉｎ， 再加入

１０ ｍＬ ４％ 氢氧化钠溶液， 摇匀， 静置 １５ ｍｉｎ， 纯

水定容至刻度。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 精密吸取 “２􀆰 １” 项

下提取液 １００ μＬ， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法显色，
纯水定容至 ２５ ｍＬ， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 检测波长选择　 在 ４００～８００ ｎｍ 波长处分别

对显色后对照品、 供试品溶液进行扫描， 发现两者最

大吸收波长均为 ５１１ ｎｍ， 故选择其作为检测波长。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４　 线性关系考察　 分别精密吸取对照品溶

液 ２、 ３、 ４、 ５、 ６、 ７ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 分
７９２１
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别精密加入 ８、 ７、 ６、 ５、 ４、 ３ ｍＬ 水， 混匀， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法显色， 以相应试剂为空白对

照， 在 ５１１ ｎｍ 波长处测定吸光度。 以吸光度为纵

坐标 （Ａ）， 对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行

回归， 得方程为 Ａ＝ １２􀆰 ６６５Ｘ－０􀆰 ００４ ５（ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ７），
在 ０􀆰 ０１６ ３～０􀆰 ０５７ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ５　 日内精密度试验　 分别精密吸取芦丁对

照品 ２、 ４、 ７ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 分别精密

加入 ８、 ６、 ３ ｍＬ 水， 混匀， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下

方法显色， 同一天内测定 ６ 次吸光度， 测得其 ＲＳＤ
分别为 ０􀆰 ２３％ 、 ０􀆰 ２０％ 、 ０􀆰 ０９％ ， 平均值为 ０􀆰 １７％ ，
表明仪器日内精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ６　 稳定性试验 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法

制备供试品溶液， 每隔 １０ ｍｉｎ 测定 １ 次吸光度，
测得总黄酮含量 ＲＳＤ 为 ２􀆰 １５％ ， 表明溶液在 ６０
ｍｉｎ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ７　 重复性试验 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法

平行制备 ６ 份供试品溶液， 测定吸光度， 测得总黄

酮含量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ３５％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ８　 加样回收率试验　 精密吸取总黄酮含量

已知的提取液 ９ 份， 每份 ５０ μＬ， 分别按 ５０％ 、
１００％ 、 １５０％水平加入对照品各 ３ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法显色， 测定吸光度， 计算回收率。 结果，
总 黄 酮 平 均 加 样 回 收 率 为 ９９􀆰 １０％ ， ＲＳＤ
　 　 　 　 　 　 　

为 ２􀆰 ９１％ 。
２􀆰 ２􀆰 ３　 干膏率测定 　 精密吸取提取液 ２５ ｍＬ， 置

于干燥至恒重的蒸发皿中， 水浴蒸干， 在 １０５ ℃烘

箱中干燥至恒定质量， 转移到干燥器中冷却至室

温， 迅速精密称定质量， 计算干膏率， 公式为干膏

率＝ ［ （干膏质量 ／药材质量） ×稀释倍数×］ １００％ 。
２􀆰 ３　 ＣＰＰｓ 确定　 从药材、 溶剂、 提取、 滤过 ４ 个

方面出发， 初步确定提取工艺 ｐＣＰＰｓ， 绘制鱼骨

图， 见图 ２。 再采用 ＦＭＥＡ 对 ｐＣＰＰｓ 进行风险评

估， 通过计算风险优先系数 （ＲＰＮ） ［１７］来量化评估

各类故障发生的风险程度， 公式为 ＲＰＮ ＝ Ｓ×Ｏ×Ｄ，
其中 Ｓ 为风险严重度， Ｏ 为风险发生频度， Ｄ 为风

险检测度， 各因素取值范围设定为 １～３， 结果见表

１。 结合文献 ［１８⁃１９］ 报道、 实际生产经验及 ＲＰＮ
结果， 选择部分中高风险因素提取溶剂、 提取溶剂

倍数、 提取时间、 提取次数作为 ＣＰＰｓ 进行后续

考察。

图 ２　 提取工艺风险因素鱼骨图

表 １　 提取工艺潜在 ＣＰＰｓ 风险评估结果

类别 因素 Ｓ Ｏ Ｄ ＲＰＮ 依据

药材因素 药材产地 ３ １ １ ３ 本研究采用同一批次中药饮片，风险较小

药材批次 ３ １ １ ３

溶剂因素 溶剂种类 ３ ３ ２ １８ 本研究使用同套提取设备，分析人员固定，溶剂、提取条件可控性强，且因素对

溶剂倍数 ２ ２ ２ ８ 评价指标具有影响，风险高

提取因素 提取温度 ２ ２ １ ４

提取时间 ３ ３ ２ １８

提取次数 ３ ３ １ ９

滤过因素 滤过温度 １ １ ２ ２ 本研究采用趁热过滤方式，固定使用 ２００ 目筛网过滤

筛网目数 １ １ １ １

２􀆰 ４　 单因素试验

２􀆰 ４􀆰 １　 评价指标权重确定

２􀆰 ４􀆰 １􀆰 １　 ＡＨＰ 法 　 根据研究者经验结合文献

［２０］ 报道， 确定 ＣＱＡｓ 优先顺序为鞣花酸含量 ＝
总黄酮含量＞干膏率， 建立判断矩阵， 见表 ２。 再

参照文献 ［２１］ 报道， 测得鞣花酸、 总黄酮含量

及干膏率 权 重 系 数 分 别 为 ０􀆰 ４２８ ６、 ０􀆰 ４２８ ６、
０􀆰 １４２ ８， ＣＲ （ＣＩ＝ ０􀆰 ００１， ＲＩ＝ ０􀆰 ５２５， ＣＲ＝ＣＩ ／ ＲＩ）
为 ０􀆰 ００１， 显著低于阈值 ０􀆰 １， 通过一致性检验，

表明权重分配合理有效。
表 ２　 各评价指标两两比较优先判断矩阵

评价指标 鞣花酸含量 总黄酮含量 干膏率

鞣花酸含量 １ １ ３
总黄酮含量 １ １ ３

干膏率 １ ／ ３ １ ／ ３ １

　 　 注： １ 表示 ２ 个评价指标相比具有相同重要性， ３ 表示 ２ 个评

价指标相比前者比后者稍微重要， 倒数表示 ２ 个评价指标相反进行

比较。

２􀆰 ４􀆰 １􀆰 ２　 ＣＲＩＴＩＣ 法　 参照文献 ［２１］ 报道对数据
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进行标准化处理， 公式为标准化转化值＝（实测值－
最小值） ／ （最大值－最小值）， 计算权重。
２􀆰 ４􀆰 １􀆰 ３ 　 ＡＨＰ⁃ＣＲＩＴＩＣ 混 合 加 权 法 　 分 别 按

“２􀆰 ４􀆰 １􀆰 １” “２􀆰 ４􀆰 １􀆰 ２” 项下方法计算权重系数

ＷＡＨＰ ｉｊ、 ＷＣＲＩＴＩＣ ｉｊ， 按公式 ＷＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ ＝ＷＡＨＰ ｉｊＷＣＲＩＴＩＣ ｉｊ ／
∑ＷＡＨＰ ｉｊＷＣＲＩＴＩＣ ｉｊ 计算综合权重 ＷＡＨＰ － ＣＲＩＴＩＣ， 再计算

ＯＤ 值， 公式为 ＯＤ 值＝鞣花酸实测含量 ／鞣花酸最

高含量×鞣花酸含量权重系数＋总黄酮实测含量 ／总
黄酮最高含量×总黄酮含量权重系数＋实测干膏率 ／
最高干膏率×干膏率权重系数。
２􀆰 ４􀆰 ２　 提取溶剂考察 　 称取 ３ 倍日处方量药材，
分别加入 １４ 倍量水、 ４０％ 乙醇、 ５０％ 乙醇、 ６０％
乙醇、 ７０％ 乙醇、 ８０％ 乙醇浸泡 ６０ ｍｉｎ， 回流提取

２ 次， 每次 ６０ ｍｉｎ， 过滤， 合并提取液， 回收溶剂

至无醇味， 冷却至室温， 相应溶剂定容至 ２５０ ｍＬ，
结果见图 ３Ａ。 由此可知， 醇提取后鞣花酸含量高

于水提取； 以 ６０％ 乙醇提取时， ＯＤ 值达到最大

值， 但乙醇体积分数进一步增加后两者呈降低趋

势， 故最终确定为 ６０％ 乙醇。
２􀆰 ４􀆰 ３　 提取溶剂倍数考察　 称取 ３ 倍日处方量药

材， 分别加入 １２、 １４、 １６、 １８、 ２０、 ２２ 倍 ６０％ 乙

醇浸泡 ６０ ｍｉｎ， 回流提取 ２ 次， 每次 ６０ ｍｉｎ， 过

滤， 合并提取液， 回收溶剂至无醇味， 冷却至室

温， ６０％ 乙醇定容至 ２５０ ｍＬ， 结果见图 ３Ｂ。 由此

可知， 提取溶剂倍数为 １４ 倍时 ＯＤ 值达到最大值，
故最终确定为 １４ 倍。
２􀆰 ４􀆰 ４　 提取时间考察 　 称取 ３ 倍日处方量药材，
加入 １４ 倍 ６０％ 乙醇浸泡 ６０ ｍｉｎ， 回流提取 ２ 次，
每次分别为 ３０、 ６０、 ９０、 １２０、 １５０ ｍｉｎ， 过滤， 合

并提取液， 回收溶剂至无醇味， 冷却至室温， ６０％
乙醇定容至 ２５０ ｍＬ， 结果见图 ３Ｃ。 由此可知， 随

着提取时间延长， ＯＤ 值先升高后降低， 为 ６０ ｍｉｎ
时达到最大值， ９０ ｍｉｎ 后呈降低趋势， 故最终确定

为 ６０ ｍｉｎ。
２􀆰 ４􀆰 ５　 提取次数考察 　 称取 ３ 倍日处方量药材，
加入 １４ 倍 ６０％ 乙醇浸泡 ６０ ｍｉｎ， 分别回流提取 １、
２、 ３ 次， 每次 ６０ ｍｉｎ， 过滤， 合并提取液， 回收

溶剂至无醇味， 冷却至室温， ６０％ 乙醇定容至 ２５０
ｍＬ， 结果见图 ３Ｄ。 由此可知， 随着提取次数增

加， ＯＤ 值升高。
２􀆰 ５　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设计　 在单因素试验基础上，
以乙醇体积分数 （Ａ）、 提取溶剂倍数 （Ｂ）、 提取

时间 （Ｃ）、 提取次数 （Ｄ） 为影响因素， ＯＤ 值

（鞣花酸、 总黄酮含量及干膏率权重系数分别为

图 ３　 单因素试验结果 （ｎ＝３）

０􀆰 ５８０ １、 ０􀆰 ３０２ １、 ０􀆰 １１７ ８） 为评价指标， 采用

Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件设计方案， 因素水平见表 ３，
结果见表 ４。

表 ３　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设计因素水平

因素
水平

－１ １
Ａ 乙醇体积分数 ／ ％ ４０ ５０

Ｂ 提取溶剂倍数 ／ 倍 １２ １４

Ｃ 提取时间 ／ ｍｉｎ ３０ ６０

Ｄ 提取次数 ／ 次 １ ２

表 ４　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设计结果

试验

号

影响因素 评价指标

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
鞣花酸含量 ／

（ｍｇ·ｇ－１）

总黄酮含量 ／

（ｍｇ·ｇ－１）

干膏率 ／
％

ＯＤ 值

１ －１ １ １ －１ ０􀆰 ３７４ ８ １７􀆰 ９２２ ３ １１􀆰 ４７２ ７ ０􀆰 ８９５ ８
２ １ －１ －１ －１ ０􀆰 ２０２ ９ １４􀆰 １７６ ８ １０􀆰 ３３０ ９ ０􀆰 ５７４ ９
３ －１ －１ －１ １ ０􀆰 ３１１ ５ ２２􀆰 ２５６ ０ １１􀆰 ９７０ １ ０􀆰 ８５４ ０
４ －１ －１ １ －１ ０􀆰 １２４ ３ １８􀆰 １４４ ０ １２􀆰 １１５ １ ０􀆰 ５１６５
５ －１ －１ －１ －１ ０􀆰 １５２ １ １４􀆰 ６７７ ７ ９􀆰 ３７１ ５ ０􀆰 ４９３ ８
６ １ １ １ －１ ０􀆰 ０９８ ４ １８􀆰 ４６１ ６ １１􀆰 ６５８ ８ ０􀆰 ４７６１
７ １ －１ １ １ ０􀆰 ２３６ ３ １３􀆰 ６６８ １ ８􀆰 ３０８ ２ ０􀆰 ６０２ ６
８ １ －１ １ １ ０􀆰 ２６４ ４ １３􀆰 ２２０ ４ ８􀆰 １４４ ３ ０􀆰 ６３９ ４
９ １ １ －１ －１ ０􀆰 ３１９ １ １４􀆰 ５３５ ２ ９􀆰 ３２１ ８ ０􀆰 ７５０ ２
１０ －１ １ １ １ ０􀆰 １４１ １ ２５􀆰 ３１０ ０ １３􀆰 ２７７ ６ ０􀆰 ６３８ ３
１１ －１ １ －１ １ ０􀆰 ２９２ ７ ２２􀆰 ８５３ ９ １１􀆰 ８４９ ４ ０􀆰 ８３０ ９
１２ １ １ －１ １ ０􀆰 １５０ ８ １２􀆰 ４００ ６ ８􀆰 ２７０ ７ ０􀆰 ４５４ ８

　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件对表数据进行二次

多元 回 归 拟 合， 得 方 程 为 ＯＤ 值 ＝ ０􀆰 ６４３ ９ ＋
０􀆰 １１８ ２Ａ＋ ０􀆰 ０２５ ２Ｂ ＋ ０􀆰 ０４６ ４Ｃ ＋ ０􀆰 ０５８ ０Ｄ （ ｒ ＝
０􀆰 ９５８ ２， ｒａｄｊ ＝ ０􀆰 ９３３ ５）， 方差分析见表 ５， 帕累托

图见图 ４。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具有高度显

著性； 因素 Ａ、 Ｃ、 Ｄ 有显著或极显著影响 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂ 无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 各因

素影响程度依次为 Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞Ｂ， 其中前三者可作为
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ＣＰＰｓ。 同时， 设定提取溶剂倍数为 １４ 倍， 不再进

行后续优化。
表 ５　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设计方差分析结果

因素 离均差平方和 自由度 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ０􀆰 ２４１ ５ ４ １９􀆰 ６３ ０􀆰 ０００ ７
Ａ ０􀆰 １６７ ７ １ ５４􀆰 ５１ ０􀆰 ０００ ２
Ｂ ０􀆰 ００７ ６ １ ２􀆰 ４９ ０􀆰 １５８ ９
Ｃ ０􀆰 ０２５ ８ １ ８􀆰 ４０ ０􀆰 ０２３ ０
Ｄ ０􀆰 ０４０ ４ １ １３􀆰 １２ ０􀆰 ００８ ５

残差 ０􀆰 ０２１ ５ ７ — —
总离差 ０􀆰 ２６３ １ １１ — —

图 ４　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设计帕累托图

２􀆰 ６　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计 　 在单因素试验、 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃
Ｂｕｒｍａｎ 设计基础上， 选择乙醇体积分数 （Ａ）、 提

取时间 （ Ｂ）、 提取次数 （ Ｃ） 为 ＣＰＰｓ， ＯＤ 值

（鞣花酸、 总黄酮含量及干膏率权重系数分别为

０􀆰 ５９５ ８、 ０􀆰 ３０７ ３、 ０􀆰 ０９６ ９） 为评价指标， 采用

Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件设计方案， 因素水平见表 ６，
结果见表 ７。

表 ６　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计因素水平

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 乙醇体积分数 ／ ％ ５０ ６０ ７０
Ｂ 提取时间 ／ ｍｉｎ ３０ ６０ ９０
Ｃ 提取次数 ／ 次 １ ２ ３

　 　 将表 ７ 数据导入 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件进行二次

多元回归拟合， 得方程为 ＯＤ ＝ ０􀆰 ８２５ ４＋０􀆰 ０６０ ４Ａ＋
０􀆰 ０２２ ５Ｂ ＋ ０􀆰 ０８１ ２Ｃ ＋ ０􀆰 ００４ ３ＡＢ － ０􀆰 ０１４ ２ＡＣ －
０􀆰 ００８ ９ＢＣ－０􀆰 ０８６ ０Ａ２ －０􀆰 ０２５ ４Ｂ２ －０􀆰 ０９３ ２Ｃ２ （ ｒ ＝
０􀆰 ９７２ ０， ｒａｄｊ ＝ ０􀆰 ９３４ ７）， 方差分析见表 ８。 由此可

知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具有高度显著性； 失拟项 Ｐ＞
０􀆰 ０５， 表明模型预测性良好； 因素 Ａ、 Ｃ、 Ａ２、 Ｃ２

有极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其余因素无显著影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 各因素影响程度依次为 Ｃ＞Ａ＞Ｂ。 响应

面分析见图 ５～７。
表 ７　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计结果

试验号
影响因素 评价指标

Ａ Ｂ Ｃ 鞣花酸含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 总黄酮含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 干膏率 ／ ％ ＯＤ 值

１ －１ －１ ０ ０􀆰 １９８ ２ ２１􀆰 ２５５ ６ １１􀆰 ６５ ０􀆰 ６０１ ０
２ １ －１ ０ ０􀆰 ３６１ ２ １３􀆰 ９４０ ８ ９􀆰 ０１ ０􀆰 ７５３ ４
３ －１ １ ０ ０􀆰 １７５ ８ ２９􀆰 ６８３ ５ １３􀆰 ３４ ０􀆰 ６６６ ０
４ １ １ ０ ０􀆰 ３９３ ８ １６􀆰 １８１ ２ １０􀆰 ３９ ０􀆰 ８３５ ５
５ －１ ０ －１ ０􀆰 １８６ ２ １７􀆰 １８３ ７ ９􀆰 ４９ ０􀆰 ５２５ ５
６ １ ０ －１ ０􀆰 ３０４ ９ １１􀆰 ６２３ １ ７􀆰 ６０ ０􀆰 ６３４ ５
７ －１ ０ １ ０􀆰 ２０５ ５ ２６􀆰 ９１０ １ １３􀆰 ９４ ０􀆰 ６８６ ４
８ １ ０ １ ０􀆰 ３１６ １ １８􀆰 ０１５ ３ １０􀆰 ６１ ０􀆰 ７３８ ４
９ ０ －１ －１ ０􀆰 ２６７ ４ １３􀆰 １２６ ７ ７􀆰 ６２ ０􀆰 ５９３ ５
１０ ０ １ －１ ０􀆰 ２６０ ４ １６􀆰 ５５５ ５ ８􀆰 ９６ ０􀆰 ６２７ ６
１１ ０ －１ １ ０􀆰 ２９７ ２ ２５􀆰 ７３０ ８ １２􀆰 ６５ ０􀆰 ８０３ ９
１２ ０ １ １ ０􀆰 ２８４ ８ ２６􀆰 ５４５ ３ １３􀆰 ９０ ０􀆰 ８０２ ３
１３ ０ ０ ０ ０􀆰 ３３１ ６ ２１􀆰 ５７５ ０ １１􀆰 ９３ ０􀆰 ８０７ ９
１４ ０ ０ ０ ０􀆰 ３６２ １ ２１􀆰 ２０９ ７ １２􀆰 １０ ０􀆰 ８５１ ６
１５ ０ ０ ０ ０􀆰 ３１１ ５ ２２􀆰 ３４５ ０ １２􀆰 ３６ ０􀆰 ７８８ ６
１６ ０ ０ ０ ０􀆰 ３４８ ２ ２２􀆰 ８５３ ５ １２􀆰 ２２ ０􀆰 ８４８ ４
１７ ０ ０ ０ ０􀆰 ３６１ ５ １９􀆰 ６４８ ２ １１􀆰 ５３ ０􀆰 ８３０ ５

２􀆰 ７　 设计空间建立　 根据 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计结果，
采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件设定综合评分≥０􀆰 ７２９ １
为优化目标， 建立提取工艺设计空间， 同时为了避

免设计空间边缘的不确定性， 引入 α＝ ０􀆰 ０５ 的置信

区间［２２］， 结果见图 ８。 另外， 由于所得设计空间

不规则， 为了方便实际生产， 降低操作风险， 将各

项参数均取整数， 同时考虑到经济效益与能源消

耗， 固定提取次数 ２ 次。 最终确定， 最优设计空间

为提取溶剂倍数 １４ 倍， 乙醇体积分数 ５７％ ～ ７０％ ，
提取时间 ５０～９０ ｍｉｎ， 提取次数 ２ 次， 即图 ８ 红色

框线内部分。
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表 ８　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计方差分析结果

因素 离均差平方和 自由度 Ｆ 值 Ｐ 值
模型 ０􀆰 １６４ ０ ９ １３􀆰 ３０ ０􀆰 ００１ ３
Ａ ０􀆰 ０２９ ２ １ ２１􀆰 ２９ ０􀆰 ００２ ４
Ｂ ０􀆰 ００４ ０ １ ２􀆰 ９５ ０􀆰 １２９ ８
Ｃ ０􀆰 ０５２ ８ １ ３８􀆰 ５５ ０􀆰 ０００ ４
ＡＢ ０􀆰 ０００ １ １ ０􀆰 ０５３ ４ ０􀆰 ８２３ ８
ＡＣ ０􀆰 ０００ ８ １ ０􀆰 ５９１ ８ ０􀆰 ４６６ ９
ＢＣ ０􀆰 ０００ ３ １ ０􀆰 ２３２ ６ ０􀆰 ６４４ ３
Ａ２ ０􀆰 ０３１ ２ １ ２２􀆰 ７４ ０􀆰 ００２ ０
Ｂ２ ０􀆰 ００２ ７ １ １􀆰 ９８ ０􀆰 ２０２ ０
Ｃ２ ０􀆰 ０３６ ５ １ ２６􀆰 ６８ ０􀆰 ００１ ３

残差 ０􀆰 ００６ ７ ３ ３􀆰 ０７ ０􀆰 １５３ ２
纯误差 ０􀆰 ００２ ９ ４ — —
总离差 ０􀆰 １７３ ５ １６ — —

注： Ａ、 Ｂ 分别为乙醇体积分数、 提取时间。 左图为等高

线图， 右图为三维曲面图。

图 ５　 乙醇体积分数、 提取时间响应面图

注： Ａ、 Ｃ 分别为乙醇体积分数、 提取次数。 左图为等高

线图， 右图为三维曲面图。

图 ６　 乙醇体积分数、 提取次数响应面图

注： Ｂ、 Ｃ 分别为提取时间、 提取次数。 左图为等高线图，
右图为三维曲面图。

图 ７　 提取时间、 提取次数响应面图

注： Ａ、 Ｂ 分别为乙醇体积分数、 提取时间。 暗黄色区

域为置信区间设计空间边界， 亮黄色区域为优化后设

计空间。

图 ８　 提取工艺设计空间

　 　 再随机选取设计空间内外各 ２ 个点进行验证试

验， 平行 ３ 次， 结果见表 ９。 由此可知， １、 ２ 号

（空间内） 试验点综合评分均符合优化目标值， 而

３、 ４ 号 （空间外） 均未达到目标值， 表明该设计

空间可靠， 在上述参数范围内操作能有效保证提取

达到预期效果。

表 ９　 验证试验结果 （ｎ＝４）

试验号 乙醇体积分数 ／ ％ 提取时间 ／ ｍｉｎ 鞣花酸含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 总黄酮含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 干膏率 ／ ％ ＯＤ 值

１（空间内） ６０ ８０ ０􀆰 ３４８ １ ２６􀆰 ９２０ ６ １２􀆰 ７９ ０􀆰 ８９４ ３

２（空间内） ６０ ６０ ０􀆰 ３２７ ５ ２８􀆰 ８２５ ４ １２􀆰 ７２ ０􀆰 ８８２ ４

３（空间外） ５５ ４０ ０􀆰 ２４１ ８ ２５􀆰 ９５０ ９ １２􀆰 ３３ ０􀆰 ７２０ １

４（空间外） ５０ ５０ ０􀆰 １９９ ９ ２８􀆰 ８４５ ８ １３􀆰 ３１ ０􀆰 ６９３ ６

３　 讨论与结论

火钱保肝颗粒中白背三七为君药， 疏肝解郁；
火炭母、 拳卷地钱、 蝙蝠草和美丽胡枝子为臣药，
清热除湿； 锡叶藤、 青钱柳和犁头草为佐药， 消肿

化瘀。 另外， 火钱保肝颗粒中君药白背三七所含成

分与多味药材相同， 在含量测定中存在阴性干扰，

不适宜作为质量控制指标； 总黄酮［５，１２］及臣药火炭

母中的鞣花酸［９⁃１１］是该制剂发挥抗肝损伤作用的主

要有效成分， 故将其作为指标成分具有合理性。
本实验考察提取溶剂种类时发现， 鞣花酸及黄

酮类成分在乙醇中的溶解度较高， 故在提取工艺优

化中选择醇提取， 并考察不同体积分数乙醇的影
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响。 同时， 考虑到工业生产过程中提取次数很少有

超过 ３ 次， 为了节省能源， 本实验将其固定在 １ ～
３ 次进行考察。

综上所述， 本实验基于 ＱｂＤ 理念， 通过鱼骨

图、 ＦＭＥＡ 确 定 ＣＰＰｓ， 单 因 素 试 验、 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃
Ｂｕｒｍａｎ 设 计、 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设 计 等 结 合 ＡＨＰ⁃
ＣＲＩＴＩＣ 混合加权法优化火钱保肝颗粒提取工艺，
并建立该制剂设计空间， 从而由 １ 个固定值扩大到

某个符合要求的参数范围， 为其后续开发生产及质

量控制提供了参考依据。
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