
中心组合设计8响应面法优化新大黄牡丹汤提取工艺

赵!磊! !张启立! !汪!洁! !夏!琦! !夏鹏飞! !张延英!

"甘肃中医药大学! 甘肃省高校中 %藏& 药化学与质量研究省级重点实验室! 甘肃省道地药材质量标准化
技术研究与推广工程实验室! 甘肃 兰州 I*&&&&$

收稿日期! #&"()&+)&"

基金项目! 甘肃省技术研究与开发专项 ""*&(<F[G&’*$( 甘肃省中医药管理局科研项目 "MXd)#&"’)II$( 兰州市科技局科研项目
"#&"*)*)’($

作者简介! 赵!磊 ""+%I#$% 女% 博士% 教授% 博士生导师% 研究方向为中药有效成分与质量标准& <40! "&+*"$ ;I%#(*+% ,)-./0!

??a1_785?a$4Z@$9A

!通信作者! 张延英 ""+%’#$% 男% 硕士% 副教授% 研究方向为实验动物学& ,)-./0! ?b0II("++&7"#%$9:-

摘要# 目的!优选新大黄牡丹汤 "大黄’ 丹皮’ 桃仁等$ 的提取工艺& 方法!在单因素’ 析因设计’ 最速上升试验的基础
上% 以浸膏得率与总蒽醌得率的权重和为响应值% 采用中心组合设计)响应面法优选新大黄牡丹汤提取工艺& 结果!最佳条
件为回流提取 %& -/A% 提取溶剂为 ’&!乙醇% 料液比为 " o’&& 结论!该方法准确有效% 简便可行% 预测性良好&
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!!大黄牡丹汤载于 /金匮要略-疮痈肠痈浸淫病
脉证并治0篇% 由大黄’ 丹皮’ 桃仁’ 冬瓜仁’ 芒硝
等 (味药物组成)")** % 具有泻热破瘀% 散结消肿的功
效% 传统用于湿热蕴结’ 气血凝滞所致肠痈等症%
为泻下’ 清利’ 破瘀为一体的有效方剂& 通过对复
方药味随症加减% 可以加强’ 削弱或改变全方作用%
更加适合病情的需要)’* & 现代医家在大黄牡丹汤原
方的基础上% 加入黄柏’ 黄芪和丹参 * 味药组成新
大黄牡丹汤% 增强了原方清热解毒% 活血化瘀的功
效% 新增补气固表’ 托毒排脓’ 养血安神之功% 更
加有利于患者的术后恢复)()%* % 因其良好的效果在我
校附属医院临床得到了广泛使用& 为了更好地开发
利用大黄牡丹汤% 本实验选择浸膏得率与总蒽醌得
率的 +权重和, 为响应值% 在单因素考察的基础
上% 结合析因设计与最速上升试验% 采用中心组合
设计)响应面法优化新大黄牡丹汤的提取工艺% 旨在

为其进一步合理研究及开发利用奠定基础&
HI仪器与试药
"P"!仪器!Wc)#’&"HF紫外分光光度计 "日本岛
津公司$( dL)(&&Y,数控超声波清洗器 "昆山禾
创超声仪器有限公司$( D<"#(Y电子天平 "赛多
利斯科学仪器北京有限公司$( LL)U#;5数显恒温
水浴锅 "金坛市大地自动化仪器厂$&
"P#!试药!"% ;)二羟基蒽醌 "批号 &;#+)+I&#%
纯度"+;!$ 购自中国食品药品检定研究院& 水
为超纯水( 其他试剂均为分析纯&
JI方法与结果
#P"!浸膏得率的测定方法!精密称定新大黄牡丹
汤组方药物% 精密加入一定体积分数的乙醇% 称定
质量% 回流提取% 放至室温% 提取溶剂补足减失的
质量% 摇匀% 精密量取续滤液 "&& -T% 置于已干
燥至恒重的蒸发皿中% 水浴蒸干% "&( j干燥 * 1%
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置于干燥器中冷却至室温% 精密称定质量% 以此计
算浸膏得率% 并作为测定总蒽醌得率的原料&
#P#!总蒽醌得率的测定方法#I)+$

#P#P"!对照品溶液的制备!精密称取干燥至恒重
的 "%;)二羟基蒽醌对照品% 加 +(!乙醇制成每
" -T含 "%;)二羟基蒽醌 &P&"I# -8的对照品溶液&
#P#P#!供试品溶液的制备!精密称取复方药物%
精密加入一定体积分数的乙醇% 回流提取 %& -/A%
放至室温% 补足质量% 抽滤% 滤液浓缩至干% 计算
浸膏得率& 从中精密称取一定量浸膏粉末% 加入
+(!乙醇溶液 * -T% 超声处理 #& -/A% 滤过% 残
渣再加 +(!乙醇 * -T溶液% 超声处理 #& -/A% 滤
过% 合并两次滤液% 摇匀& 精密量取 "P( -T% 置
于 "& -T量瓶中% +(! 乙醇定容至刻度% 摇
匀% 即得&
#P#P*!检测波长的确定!取供试品与对照品溶液
各约 ’ -T% 以 +(!乙醇为空白对照% 在紫外分光
光度计上于 #&& e;&& A-波长范围内扫描& 结果表
明% "% ;)二羟基蒽醌的最大吸收波长为 ##’P( A-%
而供试品为 #"+P( A-% 均在 "### l*$ A-范围
内% 而且周围无干扰峰% 故实验选择 ##’ A-作为
检测波长% 结果见图 "&

G$供试品!D$对照品
G$64565.-C04!D$‘424‘4A945@356.A94

图 HI紫外光谱图
P#,NHIB2(O0Q#"2&(37&’(O.4

#P#P’!标准曲线的建立!精密量取上述对照品溶
液 &P+’ "P#’ "P’’ "P(’ "P;’ #P" -T% 分别置于
"& -T量瓶中% +(!乙醇定容至刻度% 摇匀& 以
+(!乙醇为空白对照% 于 ##’ A-波长处测定其吸
光度% 以质量浓度为横坐标 "X$% 吸光度为纵坐
标 " b$ 绘 制 标 准 曲 线% 得 回 归 方 程 bh
"(P;;*Xp&P&;( *% :h&P++I% 表明对照品在
"(P’; e*%P"# "8Q-T范围内线性关系良好&
#P*!方法学考察

#P*P"!精密度试验!精密吸取对照品溶液 " -T%
置于 "& -T量瓶中% 加 +(!乙醇至刻度% 摇匀%
在 ##’ A-波长下连续测定 % 次% 测得吸光度 KUY
为 &P%(!% 表明仪器精密度良好&
#P*P#!稳定性试验!吸取供试品溶液 ’ -T% 分别
于 &’ #’ ’’ %’ ;’ "&’ "# 1% 在 ##’ A-波长下测
定吸光度% 测得吸光度 KUY为 &P;+!% 表明样品
在 "# 1内稳定&
#P*P*!重复性试验!精密称取同一批复方药物 %
份% 按 +#P#P#, 项下方法制备供试品溶液% 计算
浸膏’ 总蒽醌得率以及权重和% 测得 KUY为
"P;*!% 表明该方法重复性良好&
#P*P’!加样回收试验!精密称取总蒽醌含有量已知
的浸膏粉末 +份% 每份 &P&&% ’ 8% 精密加入 "P;)二羟
基蒽醌对照品 "相当于浸膏粉末中总蒽醌含有量的
;&!’ "&&!’ "#&!$% 按 +#P#P#, 项下方法制备供
试品溶液% 在 ##’ A-波长下测定吸光度% 计算加样
回收率& 结果% 平均回收率为 "&&P&%!% KUY为
&P+;% I! "4h+$% 符合相关要求&
#P’!大黄牡丹汤新组方提取工艺的优化
#P’P"!单因素试验!筛选乙醇体积分数’ 提取时
间及料液比等因素的水平范围% 按 +#P#P#, 项下
方法制备供试品溶液% 分别考察乙醇体积分数
"*&!’ ’&!’ (&!’ %&!’ I&!$’ 提 取 时 间
"*&’ ’(’ %&’ I( -/A$ 及料液比 "" o"&’ " o#&’
" o*&’ " o’&$ 对浸膏及总蒽醌得率权重和 "权重
和h浸膏得率g%&! p总蒽醌得率 g’&!% 下同$
的影响% 结果见图 #&

由图可知% 当乙醇体积分数为 *&!时% 浸膏得
率较低% 权重和较小% 故选择在 ’&! e%&!之间&
在 *& e(& -/A提取时间内% 两者得率随时间延长而
增加% 而 (& -/A与 %& -/A时对结果影响较小% 为全
面考察提取时间对其的影响% 故选择在 *& e%& -/A&
料液比" o"&与" o’&对两者得率影响较大% 故选择
" o#& e" o*& 作为考察区间& 综合考虑% 得出各因
素水平范围为乙醇体积分数 ’&!e%&!% 提取时间
*& e%& -/A% 料液比 " o#& e" o*&&
#P’P#!二级全析因设计)"&*!析因设计可以有效控
制或消除其他混杂因素对反应变量的干扰% 分析更
准确% 能同时研究几个因素之间的交互作用% 使分
析结果更可靠和稳定% 为选择最优处理组合提供科
学依据& 以浸膏得率为考察指标% 筛选对复方药物
提取率有显著影响的因素% 试验安排及结果见表 "
及表 #& 由表 # 可知% 乙醇体积分数与料液比% 对
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图 JI单因素试验结果
P#,NJI;&3.2(3"%3#+,2&%0’("O(&3(3

浸膏得率有显著性影响 "+O&P&($% 而提取时间
为非显著性影响因素 "+n&P&($% 故将提取时间
确定为 %& -/A% 对乙醇体积分数与料液比两个因素
进行优化&

表 HI析因设计及结果
/01NHIP0’("O#02!&3#,+0+!O&3.2(3

序号 乙醇Q! 提取时间Q-/A 料液比 平均浸膏得率Q!
" ’& *& " o#& "’P(#
# ’& %& " o#& "(P%&
* %& *& " o#& "(P;"
’ %& %& " o#& "IP%#
( ’& *& " o*& "%P"I
% ’& %& " o*& ";P#;
I %& *& " o*& #&P*+
; %& %& " o*& #"P%"

#P’P*!最速上升试验)"")"**!最速上升试验是沿着
最速上升路径及响应有最大增量的方向逐步移动的
方法& 根据析因设计结果% 选择乙醇体积分数
"G$ 与料液比 "D$ 试验% 以浸膏与总蒽醌得率
的权重和为评价指标% 确定两者的基本步长分别为

!! 表 JI方差分析
/01NJI9+0263#3"%Q0O#0+’&

方差来源 平方和 自由度 均方 H值 +值
校正模型 &P&"+ * &P&&% #&PI"; &P&&I
截距 "P"I’ " "P"I’ * II&P’"; &P&&&
乙醇体积分数 &P&&I " &P&&I ##P%’# &P&&+
提取时间 &P&&# " &P&&# IP’;* &P&(#
料液比 &P&"& " &P&"& *#P&#; &P&&(
误差 &P&&" ’ &P&&&
总计 "P"+’ ;
校正总计 &P&#" I

(!与 " o(% 试验设计和结果见表 *& 由表可知%
权重和最高值在第 * 组 "浸膏得率 #+P#"!% 总蒽
醌得率 "P"I; "!$% 故将其作为响应面试验的中
心实验点&

表 KI最速上升设计及结果
/01NKI)(&&7&3(03’&+(!&3#,+0+!O&3.2(3

序号 G乙醇Q! D料液比
浸膏得率Q

!
总蒽醌得率Q

!
权重和

" ’& " o#& #&P"I &P;"* ; &P(+& ’
# ’( " o#( ##P’; "P&(’ ’ &PI"I &
* (& " o*& #+P#" "P"I; " &P;(’ ;
’ (( " o*( #IPI+ &P(+# I &P%&# &
( %& " o’& ##P;+ &P’+’ " &P’+; #

#P’P’!中心组合设计)响应面法设计及结果!根据
最速上升试验确定的响应面实验中心点% 以浸膏与
总蒽醌得率的权重和为评价指标进行设计% Y45/8A
,_C4‘6;P& 软件对结果进行分析处理% 因素和水平
见表 ’% 设计和结果见表 (&

表 TI因素和水平
/01NTIP0’("O30+!2&Q&23

因素
水平

k"P’"’ k" & " "P’"’
G乙醇Q! *(P;( ’& (& %& %’P"’

D料液比 "(P;% #& *& ’& ’’P"’

表 ]I设计和结果
/01N]IA&3#,+0+!O&3.2(3

序号
G乙醇Q

!
D料液比

浸膏得率Q

!
总蒽醌得

率Q!
权重和

" ’& " o#& &P"(% & &P;# &P&+I &
# %& " o#& &P"I% # "P*I &P"’& &
* ’& " o’& &P*I’ * "P*" &P#*& &
’ %& " o’& &P##; + &P%& &P"’& &
( *(P;% " o*& &P#;& + "P#; &P"I’ &
% %’P"’ " o*& &P#%I ( "P#& &P"%( &
I (& " o"(P;% &P##* I "P’* &P"’& &
; (& " o’’P"’ &P*’* I "P"" &P#"& I
+ (& " o*& &P#+’ * "P&I &P";& +
"& (& " o*& &P#;’ * "P&% &P";" #
"" (& " o*& &P#;** "P&+ &P";& +
"# (& " o*& &P#;’* "P&’ &P";" &
"* (& " o*& &P#;*I "P&I &P";& +
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!!利用Y45/8A ,_C4‘6软件% 对表 (数据进行多元二
次回归拟合% 得回归方程 bh&P"I kIP’%% g"&k*Rp
&P&#+Jk&P&**RJ% ":h&P+"’ +% +O&P&&& "$&

根据确立的多项式模型% 绘制乙醇体积分数和
料液比对综合评分的二维等高线图和三维效应曲面
图% 并优选两个因素的最佳取值范围% 结果见
图 *&

图 KI等高线图和效应曲面图
P#,NKI<"+(".O4070+!O&37"+3&3.O%0’&,O07*

由图可知% 最佳提取条件为回流提取% 提取时
间 %& -/A% 提取溶剂 ’&!乙醇% 料液比 " o’&& 然
后进行验证实验% 平行 * 次% 浸膏与总蒽醌平均得
率分别为 *IP’*!和 "P*"!% 权重和为 &P#*% 预测
值为 &P#*+ #% KUY为 #PII!% 表明模型预测性良
好% 提取条件重复性理想&
KI讨论

新大黄牡丹汤方中% 大黄具有泻热逐瘀% 荡涤
肠中热毒瘀滞的功效% 为原方君药)"’* & 药理学研
究表明% 大黄中的蒽醌类成分具有抗肿瘤’ 抗衰
老’ 增加消化及免疫功能等作用)"(* % 是主要药效
物质& 浸膏得率能够较为综合地反映提取工艺的优
劣% 故本实验选择物理指标 "浸膏得率$ 和化学
指标 "总蒽醌得率$ 的权重和作为评价指标% 首
先通过单因素试验筛选乙醇体积分数’ 提取时间及
料液比 * 个因素的水平范围% 再采用析因设计确定
显著性因素为乙醇体积分数与料液比% 接着通过最
速上升试验确定两者合适的取值% 最后以此为中心

实验点% 中心组合设计)响应面法优化这两个参数%
得到最佳提取条件为回流提取% 提取时间 %& -/A%
提取溶剂 ’&!乙醇% 料液比 " o’&&

在提取工艺优化过程中% 中心组合设计)响应
面法能够克服正交设计’ 均匀设计预测性较差’ 精
确度不高的缺点% 通过非线性模型拟合来预测最佳
实验条件% 使得工艺得到最大程度的优化& 本实验
采用中心组合设计对新大黄牡丹汤的提取工艺进行
优化% 发现预测值与实测值相对偏差较小% 可为其
开发利用奠定实验基础&
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