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摘要： 目的　 优化贾氏银柴退热汤提取工艺。 方法　 以煎煮时间、 煎煮次数、 加水量为影响因素， 绿原酸、 黄芩苷转

移率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 结果　 最佳条件为煎煮时间 ６０ ｍｉｎ， 煎煮次数 ２ 次， 加水量

１２ 倍， 绿原酸、 黄芩苷转移率分别为 ４２ ７０％ 、 ７８ ９７％ 。 结论　 该方法简便准确， 专属性强， 可用于提取贾氏银柴退

热汤。
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　 　 急性上呼吸道感染是常见疾病， 全年都可发生， 由病

毒和细菌引起， 由于感冒的致病原主要是病毒， 而且其种

类繁多， 目前尚未找到理想的具有特殊疗效的疫苗和药物，
仍处于对症治疗阶段［１⁃３］ 。 贾六金主任医师是首届全国名中

医， 从事中医儿科临床及教学四十余载， 擅长治疗儿科呼

吸系统疾病， 他自创的贾氏银柴退热汤由金银花、 连翘、
柴胡、 黄芩等药材组成， 具有辛凉解表、 清热解毒、 利咽

透邪之功效， 主治小儿急性上呼吸道感染等疾病［４⁃６］ ， 为银

翘散和小柴胡汤加减组合而成， 通过适当的配伍可达到标

本兼治的效果， 疗效肯定， 用药易得， 南北通用， 真正做

到了价廉效验， 具有广泛的应用和开发前景［７⁃１３］ 。
提取工艺作为复方中药制备的关键环节， 将直接影

响其质量。 本实验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化贾氏

银柴退热汤提取工艺， 以期为该制剂后期开发应用奠定

基础。
１　 材料

１ １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ 高效液相色谱仪， 配置 Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 检

测器、 Ｅｍｐｏｗｅｒ 工作站 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＡＥ２４０ 电子

天平 （十万分之一， 瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＦＡ２１０４ 电

子天平 （万分 之 一， 上 海 精 密 科 学 仪 器 有 限 公 司）；
Ｈ６６ＭＣ 超声波清洗机 （无锡超声电子设备公司）。
１ ２　 试剂与药物　 黄芩、 柴胡、 金银花等药材购于安国市

聚药堂药业有限公司、 河北全泰药业有限公司、 亳州市远

光中药饮片厂、 安徽盛堂中药饮片有限公司， 连翘采自山

西晋中 （蒸制 ３０ ｍｉｎ 后在 ６０ ℃以下烘干）， 所有药材经山

西中医药大学中药鉴定教研室裴香萍副教授鉴定为 ２０１５ 年

版 《中 国 药 典 》 收 载 品 种。 绿 原 酸 （ 批 号 １１０７５３⁃
２０１７１６）、 黄芩苷 （批号 １１０８４２⁃２０１５０８） 对照品购于中国

食品药品检定研究院。 乙腈为色谱纯 （批号 １２９６０２１７， 瑞

典欧森巴克化学公司）； 甲酸为色谱纯 （批号 ２０１４１０２１，
天津市光复科技发展有限公司）； 甲醇为分析纯 （批号

２０１４０１１０， 天津市科密欧化学试剂有限公司）； 水为娃哈哈

纯净水。
２　 方法与结果

２ １　 绿原酸、 黄芩苷含量测定

２ １ １　 色谱条件 　 ＢＤＳ ＨＹＰＥＲＳＩＬ Ｃ１８ 色谱柱 （１５０ ｍｍ×
４ ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０ １％ 甲酸 （Ｂ）， 梯

度洗脱， 程序见表 １； 体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温室温；
检测波长 ３３０ ｎｍ。

表 １　 梯度洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０ １％ 甲酸 ／ ％
０ ８ ０ ９２ ０
１０ ８ ０ ９２ ０
１３ １５ ０ ８５ ０
２６ ２５ ５ ７４ ５
２９ ８ ０ ９２ ０
３６ ８ ０ ９２ ０

２ １ ２　 对照品溶液制备　 精密称取对照品绿原酸 １ ９０ ｍｇ、
黄芩苷 ２ ３０ ｍｇ， 甲醇定容至 １０ ｍＬ 量瓶中， 摇匀， 即得

（每 １ ｍＬ 分别含 ２ 种成分 ０ ３８、 ０ ４６ ｍｇ）。
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２ １ ３　 供试品溶液制备 　 按照处方比例取金银花、 柴胡、
连翘等药材， 蒸馏提取挥发油， 蒸馏后水溶液用另外容器

收集， 药渣与板蓝根等其余药材加 １２ 倍量水煎煮 ２ 次， 每

次 １ ｈ， 合并煎液与水溶液， 滤过， 滤液浓缩至相对密度为

１ １５～１ ２０ （８０ ℃）， ６０ ℃下干燥。 精密称取汤剂提取物

０ ５ ｇ， 置于密塞锥形瓶中， 精密加入 ５０ ｍＬ ５０％ 甲醇， 称

定质量， 超声 （功率 ２５０ Ｗ、 频率 ４５ ｋＨｚ） 提取 ４０ ｍｉｎ，
取出， 放冷， ５０％ 甲醇补足减失的质量， 摇匀， 滤过， 取

续滤液， ０ ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２ １ ４　 阴性样品溶液制备　 按方剂处方和工艺， 分别制备

缺金银花、 缺黄芩的阴性样品， 按 “２ １ ３” 项下方法制

备， 即得。
２ １ ５　 专属性试验　 精密吸取对照品、 供试品、 阴性样品

溶液各 １０ μＬ， 在 “２ １ １” 项色谱条件下进样测定， 结果

见图 １。 由此可知， 各成分峰形对称， 分离度良好， 阴性

无干扰。

１． 绿原酸　 ２． 黄芩苷

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２ １ ６　 方法学考察　 精密吸取 “２ １ ２” 项下对照品溶液，
在 “２ １ １” 项色谱条件下进样测定。 以溶液质量浓度为横

坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得到回归方

程分别为绿原酸 Ｙ＝ １２５ ８５８Ｘ＋３ ５１９ ２ （ ｒ＝ ０ ９９９ ９）、 黄芩

苷 Ｙ＝ ４８７ ９７６Ｘ＋１３ ９０７ （ ｒ＝ ０ ９９９ ８）， 分别在 ０ ０４～ ０ ３８、
０ ０５～０ ４６ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好； 精密度、 重复性、
稳定性 （１２ ｈ） 试验中绿原酸、 黄芩苷峰面积 ＲＳＤ 均小于

３％ ， 表明仪器精密度、 方法重复性、 溶液 １２ ｈ 内稳定性良

好； 绿原酸、 黄芩苷平均加样回收率分别为 １０５ ０６％ 、
１０７ ２４％ ， ＲＳＤ 分别为 １ ５５％ 、 ２ １２％ 。
２ ２　 单因素试验　 以绿原酸、 黄芩苷转移率的加权值 （Ｙ）
为评价指标 （ Ｙ ＝ 绿原酸转移率 × ５０％ ＋黄芩苷转移率 ×
５０％ ）， 对浸泡时间 （３０、 ４５、 ６０、 ９０、 １２０ ｍｉｎ） 和煎煮时

间 （３０、 ４５、 ６０、 ９０、 １２０ ｍｉｎ） 进行考察， 结果见图 ２。

图 ２　 单因素试验结果

２ ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法 　 以煎煮时间 （Ａ）、 煎煮次数

（Ｂ）、 加水量 （Ｃ） 为影响因素， “２ ２” 项下加权值 （Ｙ）
为评价指标， 设计三因素三水平 １５ 组试验， 因素水平见表

２， 结果见表 ３， 方差分析见表 ４。 由此可知， 因素 Ｂ 有极

显著影响 （ Ｐ ＜ ０ ０１）， 而因素 Ａ、 Ｃ 无显著影响 （ Ｐ ＞
０ ０５）； Ｂ２ 有极显著影响 （Ｐ＜０ ０１）， 而因素 Ａ２、 Ｃ２ 无显

著影响 （Ｐ＞ ０ ０５）； 因素 ＡＢ、 ＡＣ、 ＢＣ 无显著影响 （Ｐ ＞
０ ０５）。 回归方程为 Ｙ ＝ ３８ ２６＋ ５ ９６Ｂ－ ８ ２６Ｂ２， 相关系数

Ｒ２ ＝ ０ ９６４ ４， 表明拟合情况良好， 工艺可行［１４⁃１５］ ； 调整相

关系数 Ｒ２ ＝ ０ ９００ ４， 能解释 ９０ ０４％ 响应值的变化， 可用于

预测分析。
表 ２　 因素水平

水平 Ａ 煎煮时间 ／ ｍｉｎ Ｂ 煎煮次数 ／ 次 Ｃ 加水量 ／ 倍
１ ６０ １ ８
２ ９０ ２ １０
３ １２０ ３ １２

表 ３　 试验设计与结果

试验号
Ａ 煎煮

时间 ／ ｍｉｎ
Ｂ 煎煮

次数 ／ 次
Ｃ 加水

量 ／ 倍
绿原酸转

移率 ／ ％
黄芩苷转

移率 ／ ％
Ｙ ／ ％

１ ９０ １ １２ ４１ ７０ ５０ ６０ ４６ １５

２ ９０ ２ １０ ４２ ９０ ５０ ４１ ４６ ６６

３ １２０ １ １０ ３５ ２０ ３７ ９０ ３６ ５５

４ ６０ ３ １０ ４４ １０ ４８ ９０ ４６ ５０

５ ９０ ３ ８ ４２ １０ ６６ ５６ ５４ ３３

６ ９０ ２ １０ ４７ ３０ ５８ ３９ ５２ ８５

７ ９０ １ ８ ４１ １０ ４７ ４８ ４４ ２９

８ １２０ ２ ８ ３６ ８０ ５３ ２４ ４５ ０２

９ ９０ ３ １２ ４１ １０ ５７ ４５ ４９ ２８

１０ ９０ ２ １０ ４３ ６０ ５７ ７６ ５０ ６８

１１ ６０ ２ １２ ６３ １０ ７４ ５２ ６８ ８１

１２ １２０ ２ １２ ４９ ００ ６３ ５９ ５６ ３０

１３ ６０ １ １０ ３８ ８０ ４１ ２６ ４０ ０３

１４ １２０ ３ １０ ４９ ８０ ７１ １５ ６０ ４８

１５ ６０ ２ ８ ４９ ２０ ５０ ３１ ４９ ７６
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表 ４　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ５６５ ４８ ９ ６２ ８３ １５ ０７ ０ ００４ １
Ａ １９ ４２ １ １９ ４２ ４ ６６ ０ ０８３ ４
Ｂ ２８３ ９３ １ ２８３ ９３ ６８ １０ ０ ０００ ４
Ｃ ２ ７０ １ ２ ７０ ０ ６５ ０ ４５７ ８
ＡＢ ０ ０１７ １ ０ ０１７ ４ ０５３×１０－３ ０ ９５１ ７
ＡＣ ３ ４７ １ ３ ４７ ０ ８３ ０ ４０３ ５
ＢＣ １ ４４ １ １ ４４ ０ ３５ ０ ５８２ ３
Ａ２ ２ ３３ １ ２ ３３ ０ ５６ ０ ４８７ ９
Ｂ２ ２５１ ７０ １ ２５１ ７０ ６０ ３７ ０ ０００ ６
Ｃ２ ０ １５ １ ０ １５ ０ ０３７ ０ ８５４ ８
残差 ２０ ８５ ５ ４ １７ — —
失拟项 ２０ ６０ ３ ６ ８７ ５５ ８１ ０ ０１７ ７
纯误差 ０ ２５ ２ ０ １２ — —
总和 ５８６ ３３ １４ — — —

　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 软件对表 ３ 数据进行响应面分

析［１６⁃１７］ ， 结果见图 ３。 图 ３ａ （固定加水量 １０ 倍） 直观显

示， 煎煮时间不变时随着煎煮次数增加， 响应值先升高后

趋于平稳， 而煎煮次数不变时随着煎煮时间延长， 响应值

保持平稳， 即煎煮次数 ２ 次或 ３ 次时响应值最高， 而煎煮

时间对其影响不大； 图 ３ｂ （固定煎煮时间 ９０ ｍｉｎ） 直观显

示， 煎煮次数不变时随着加水量上升， 响应值缓慢升高， 而

加水量不变时随着煎煮次数增加， 响应值先升高后趋于平

稳， 故煎煮次数 ２ 次或 ３ 次， 或加水量为 １２ 倍时响应值最

高； 图 ３ｃ （固定煎煮次数 ２ 次） 直观显示， 煎煮时间不变时

随着加水量上升， 响应值逐渐升高， 而加水量不变时随着煎

煮时间延长， 响应值趋于平稳， 故加水量 １２ 倍时响应值较

高， 而煎煮时间对其影响不大， 综上所述， 直观所得最优工

艺为煎煮时间 ６０ ｍｉｎ， 煎煮次数 ２ 次， 加水量 １２ 倍； 软件所

得最优工艺为煎煮时间 １２０ ｍｉｎ， 煎煮次数 ３ 次， 加水量 １０
倍， ２ 种方法所得结果差异较大， 需作进一步考察。

注： 左边 ３ 张小图均为三维曲面图， 右边 ３ 张小图均为等高线图。

图 ３　 各因素响应面图
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２ ４　 验证试验　 将直观、 软件所得优化工艺参数各取 ３ 批

进行验证试验， 结果见表 ５。 由此可知， ２ 种方法所得结果

无明显差异， 考虑到提取效率、 资源成本， 最终选择直观

所得优化工艺， 即煎煮时间 ６０ ｍｉｎ， 煎煮次数 ２ 次， 加水

量 １２ 倍。
表 ５　 验证试验结果 （ｎ＝３）

试验号 绿原酸转移率 ／ ％ 黄芩苷转移率 ／ ％ Ｙ ／ ％
１ ４１ ４０ ７８ ３７ ５９ ８９
２ ４２ ３０ ７６ ０４ ５９ １７
３ ４２ ９０ ７８ ５７ ６０ ７４

平均值 ４２ ２０ ７７ ６６ ５９ ９３
４ ４４ ２０ ７９ ０３ ６１ ６２
５ ４２ ３０ ７８ ９７ ６０ ６４
６ ４１ ６０ ７８ ９０ ６０ ２５

平均值 ４２ ７０ ７８ ９７ ６０ ８４

　 　 注：试验号 １～３ 为直观所得优化工艺参数，试验号 ４ ～ ６ 为软件

所得优化工艺参数。

３　 讨论

３ １　 提取条件优化　 本实验针对贾氏银柴退热汤中有效成

分绿原酸、 黄芩苷极性较大的特点， 考察了提取溶剂

（５０％ 甲醇、 ７５％ 甲醇、 甲醇、 稀乙醇、 无水乙醇）、 提取

方法 （超声、 加热回流）、 提取时间 （１５、 ３０、 ４５ ｍｉｎ）、
溶剂用量 （２５、 ５０、 １００ ｍＬ）， 最终确定 “２ １ ３” 项下提

取条件。
３ ２　 因素水平确定　 中药成分复杂， 是其具有多种功效或

药理作用的物质基础。 文献大多以加水量、 煎煮时间、 煎

煮次数、 浸泡时间为优化中药提取工艺的影响因素； 课题

组前期对浸泡时间、 煎煮时间进行了单因素试验， 发现不

同浸泡时间下有效成分转移率无明显差异， 故未列入 Ｂｏｘ⁃
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面试验中； 随着煎煮时间延长， 有效成分转移

率呈递增趋势， 考虑到大生产实际情况， 将其确定为 ６０ ～
１２０ ｍｉｎ。 另外， 工厂大生产时不仅要关注产率， 更重要的

是能耗及成本问题， 结合文献可知煎煮次数一般不超过 ３
次， 故本实验将其确定为 １ ～ ３ 次； 贾氏银柴退热汤中大多

为草、 叶等松泡类药材， 加水量过少时难以浸没药材， 而

过多时能耗态大， 故将其确定为 ８～１２ 倍。
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