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摘要: 目的　 优化生乳汤回流提取工艺。 方法　 在单因素试验基础上, 以乙醇体积分数、 料液比、 提取时间为影响因

素, 阿魏酸、 芍药苷含量及浸膏得率为评价指标, Box-Behnken 响应面法优化回流提取工艺。 结果　 最佳条件为乙醇

体积分数 58% , 料液比 1 ∶ 14, 提取次数 2 次, 每次 90
 

min, 阿魏酸、 芍药苷含量及浸膏得率分别为 22. 31
 

mg、
291. 69

 

mg、 30. 54% 。 结论　 该方法稳定可行, 可用于醇提生乳汤。
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　 　 母乳喂养对母婴健康都有重要意义, 我国 《中国儿童

发展纲要 (2011—2020 年) 》 和 《国民营养计划 (2017—
2030) 》 [1-2] 都明确提出, 到 2020 年 0 ~ 6 个月婴儿纯母乳

喂养率达到 50% 以上目标。 但 《中国母乳喂养影响因素调

查报告 (2019 年) 》 显示, 我国 6 个月内婴儿纯母乳喂养

率仅为 29. 2% , 远低于 43% 的世界平均水平[3] 。
泌乳量不足是导致纯母乳喂养失败的主要原因之

一[4] , 发病率约为 20% ~ 30% [5-6] 。 中医认为, 气血郁闭和

气血亏虚是产后缺乳的主要病因病机[5,7] 。 生乳汤以传统

验方为基础, 根据中医对产后缺乳的主要分型、 治疗产后

缺乳的基本用药配伍规律组方, 由当归、 川芎、 芍药等药

材组成, 在临床应用中呈现出较好的催乳效果。 本实验采

用 Box-Behnken 响应面法优化生乳汤回流提取工艺, 以期

为该方进一步开发提供依据。
1　 材料

1. 1　 仪器　 UltiMate
 

3000 高效液相色谱仪 [赛默飞世尔科

技 (中国) 有限公司]; SQP 型电子分析天平 [十万分之

一, 赛多利斯科学仪器 (北京) 有限公司]; TWCL-T 型调

温磁力搅拌器 (海科雳仪器设备有限公司)。
1. 2　 试剂与药物　 当归 (甘肃和润医药集团有限公司, 批

号 201101A); 川芎 (兰州安泰堂中药饮片有限公司, 批号

20072101); 炒白芍 (甘肃康乐药业有限责任公司, 批号

200310); 柴胡 ( 甘肃和润医药 集 团 有 限 公 司, 批 号

200903), 经专家鉴定为正品。 阿魏酸 (批号 D1804017,
纯度≥ 99. 5% )、 芍药苷 ( 批号 D1728076, 纯度≥ 98% )
对照品均购于阿拉丁试剂 (上海) 有限公司。 乙腈为色谱

纯 (德国 Merck 公司); 其余试剂均为分析纯。
2　 方法与结果

2. 1　 阿魏酸、 芍药苷含量测定

2. 1. 1　 色谱条件　 Accucore
 

aQ
 

C18 色谱柱(150
 

mm×4. 6
 

mm,
2. 6

 

μm);流动相乙腈-0. 05
 

mol / L 磷酸 (16 ∶ 84); 体积流

量 1. 0
 

mL / min; 柱温 30
 

℃ ; 检测波长 232
 

nm; 进样量

10
 

μL。
2. 1. 2　 溶液制备

2. 1. 2. 1　 对照品溶液　 精密称取阿魏酸、 芍药苷对照品适

量, 甲醇溶解, 即得 ( 两 者 质 量 浓 度 分 别 为 136. 67、
640

 

μg / mL)。
2. 1. 2. 2　 供试品溶液　 按照处方比例称取药材, 加 10 倍

量 80% 乙醇浸泡 30
 

min, 回流提取 1
 

h, 提取液冷却至室

温, 取 200
 

μL, 水浴挥干, 加 1 mL 甲醇溶解残渣, 过

0. 22
 

μm 微孔滤膜, 取续滤液, 即得。
2. 1. 2. 3　 阴性样品溶液　 按处方量称取缺当归和川芎、 缺

炒白芍的药材, 制成阴性样品, 按 “2. 1. 2. 2” 项下方法制

备, 即得。
2. 1. 3　 专属性试验　 取对照品、 供试品、 阴性样品溶液适

量, 在 “2. 1. 1” 项色谱条件下进样测定, 结果见图 1。 由

此可知, 该方法专属性良好, 阴性无干扰。
2. 1. 4　 线性关系考察　 取 “2. 1. 2” 项下对照品溶液, 稀

释成阿魏酸 (芍药苷) 质量浓度分别为 91. 11 (426. 67)、
45. 55 (213. 33)、 22. 78 (106. 67)、 12. 42 (58. 18)、 4. 14
(19. 39)、 1. 77 (8. 31) μg / mL, 在 “ 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), 峰面积积

分值为纵坐标 (Y) 进行回归, 得阿魏酸、 芍药苷方程分

别为 Y = 0. 511X + 0. 478 ( R2 = 0. 999
 

3)、 Y = 0. 220
 

3X +
1. 824

 

1 (R2 = 0. 999
 

0), 分别在 91. 11 ~ 1. 77、 426. 67 ~
8. 31

 

μg / mL 范围内线性关系良好。
2. 1. 5　 精密度试验 　 取 “ 2. 1. 2” 项下对照品溶液适量,
在 “2. 1. 1” 项色谱条件下进样测定 6 次, 测得阿魏酸、 芍
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1. 芍药苷　 2. 阿魏酸

图 1　 各成分 HPLC 色谱图

药苷峰面积 RSD 分别为 0. 36% 、 0. 19% , 表明仪器精密度

良好。
2. 1. 6　 重复性试验　 取同一批提取液 6 份, 按 “2. 1. 2. 2”
项下方法制备供试品溶液, 在 “2. 1. 1” 项色谱条件下进

样测定, 测得阿魏酸、 芍药苷含量 RSD 分别为 2. 18% 、
3. 78% , 表明该方法重复性较好。
2. 1. 7　 稳定性试验 　 取同一份供试品溶液, 于 0、 2、 4、
8

 

h 在 “2. 1. 1” 项色谱条件下进样测定, 测得阿魏酸、 芍

药苷峰面积 RSD 分别为 0. 36% 、 0. 87% , 表明溶液在 8
 

h
内稳定性良好。
2. 1. 8　 加样回收率试验　 取同一份各成分含量已知的提取

液 6 份 (阿魏酸 10. 791
 

μg / mL、芍药苷 169. 83
 

μg / mL),分
别加入 80% 、100% 、120% 水平对照品溶液,按“2. 1. 2. 2”项

下方法制备供试品溶液,在“ 2. 1. 1” 项色谱条件下进样测

定,计算回收率。 结果,阿魏酸、芍药苷平均加样回收率分别

为 97. 34% 、98. 01% ,RSD 分别 4. 07% 、2. 58% 。
2. 2　 浸膏得率测定　 在恒重器皿中加入提取液 40

 

mL, 置

于 95
 

℃烘箱中烘干, 移至干燥器中冷却至室温, 立即称定

质量, 计算浸膏得率, 公式为得率= [(提取液中浸膏量×提
取液总体积) / (处方药材总量×40)] ×100% 。
2. 3　 单因素试验

2. 3. 1　 料液比　 按处方比例称取药材 5 份, 80% 乙醇分别

按 1 ∶ 6、 1 ∶ 8、 1 ∶ 10、 1 ∶ 12、 1 ∶ 14 料液比回流提取

60
 

min, 按 “ 2. 1. 2 ” 项 下 方 法 制 备 供 试 品 溶 液, 在

“2. 1. 1” 项色谱条件下进样测定。 结果, 料液比为 1 ∶ 14
时阿魏酸含量最高, 故选择 1 ∶ 12~ 1 ∶ 20 作进一步优化。
2. 3. 2　 乙醇体积分数　 按处方比例称取药材 5 份, 分别用

50% 、 60% 、 70% 、 80% 、 90% 乙醇按 1 ∶ 10 料液比回流提

取 60
 

min, 按 “ 2. 1. 2” 项下方法制备供试品溶液, 在

“2. 1. 1” 项色谱条件下进样测定。 结果, 乙醇体积分数

为 70% 时阿魏酸含量最高, 故选择 50% ~ 90% 作进一步

优化。
2. 3. 3　 提取时间　 按处方比例称取药材 5 份, 80% 乙醇按

1 ∶ 10 料液比分别回流提取 30、 60、 90、 120、 150
 

min, 按

“2. 1. 2” 项下方法制备供试品溶液, 在 “2. 1. 1” 项色谱

条件下进样测定。 结果, 提取时间为 60
 

min 时阿魏酸含量

最高, 故选择 30~ 90
 

min 作进一步优化。
2. 3. 4　 提取次数　 按处方比例称取药材 3 份, 80% 乙醇按

1 ∶ 10 料液比分别回流提取 1、 2、 3 次, 每次 60
 

min, 按

“2. 1. 2” 项下方法制备供试品溶液, 在 “2. 1. 1” 项色谱

条件下进样测定。 结果, 提取次数为 2 次时阿魏酸含量最

高, 故选择 2 次, 并不再进行优化。
2. 4　 Box-behnken 响应面法 　 在单因素试验基础上, 选择

乙醇体积分数 (A)、 料液比 (B)、 提取时间 (C) 作为影

响因素, 固定提取次数为 2 次, 阿魏酸 ( Y1 )、 芍药苷

(Y2 ) 含量及浸膏得率 (Y3 ) 作为评价指标, 设计三因素

三水平试验, 因素水平见表 1, 结果见表 2。
表 1　 因素水平

水平
因素

A
 

乙醇 / % B
 

料液比 C
 

提取时间 / min
-1 50 1 ∶ 12 30

0 70 1 ∶ 16 60

1 90 1 ∶ 20 90

　 　 采用 Design-Expert
 

11. 0 软件对表 2 数据进行多元二次

回归拟合, 得方程分别为 Y1 = - 27. 292
 

44 + 0. 904
 

35A +

1. 102
 

62B + 0. 390
 

425C - 0. 008
 

356A2 - 0. 043
 

734B2 -
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　 　 　 　 　 表 2　 试验设计与结果

试验号 A
 

乙醇 / % B
 

料液比 C
 

提取时间 / min Y1
 阿魏酸 / mg Y2

 芍药苷 / mg Y3
 浸膏得率 / %

1 50 1 ∶ 20 60 19. 41 228. 33 30. 15
2 90 1 ∶ 16 90 10. 59 243. 11 18. 21
3 50 1 ∶ 16 30 14. 19 131. 47 26. 23
4 70 1 ∶ 20 30 7. 54 133. 61 22. 58
5 70 1 ∶ 12 30 11. 9 177. 39 17. 09
6 70 1 ∶ 16 60 16. 94 266. 63 26. 66
7 70 1 ∶ 12 90 23. 13 287. 19 27. 76
8 50 1 ∶ 16 90 21. 42 267. 05 29. 14
9 50 1 ∶ 12 60 18. 59 179. 15 28. 14
10 70 1 ∶ 20 90 18. 15 292. 64 30. 17
11 90 1 ∶ 12 60 8. 79 166. 44 14. 45
12 70 1 ∶ 16 60 18. 47 247. 08 26. 34
13 70 1 ∶ 16 60 19. 37 241. 14 28. 43
14 90 1 ∶ 20 60 7. 81 161. 58 17. 59
15 70 1 ∶ 16 60 16. 63 268. 49 26. 99
16 90 1 ∶ 16 30 3. 95 76. 45 12. 62
17 70 1 ∶ 16 60 17. 05 261. 16 26. 23

0. 002
 

014C2 ( R2 = 0. 948
 

9, 信 噪 比 19. 260
 

9 )、 Y2 =
-1

 

036. 293
 

1 + 22. 049
 

06A + 41. 845
 

94B + 4. 949
 

29C -
0. 168

 

875AB-0. 145
 

266A2 -0. 932
 

422B2 -0. 021
 

415C2 (R2 =
0. 962

 

5, 信噪比 18. 309
 

7)、 Y3 = -27. 254
 

06+0. 942
 

125A+

1. 905
 

31B+0. 349C-0. 008
 

997A2 -0. 046
 

797B2 -0. 001
 

979C2

(R2 = 0. 960
 

6, 信噪比 20. 914
 

4), 方差分析分别见表 3~ 5,
可知模型具有高度显著性, 数据无异常点。

表 3　 阿魏酸含量方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 463. 99 6 77. 33 30. 92 <0. 000
 

1
A 225. 46 1 225. 46 90. 16 <0. 000

 

1
B 11. 28 1 11. 28 4. 51 0. 059

 

6
C 159. 40 1 159. 40 63. 74 <0. 000

 

1
A2 47. 03 1 47. 03 18. 81 0. 001

 

5
B2 2. 06 1 2. 06 0. 824

 

4 0. 385
 

2
C2 13. 83 1 13. 83 5. 53 0. 040

 

5
残差 25. 01 10 2. 50 — —

失拟项 18. 67 6 3. 25 2. 35 0. 213
 

8
误差 5. 53 4 1. 38 — —
总差 488. 99 16 — — —

表 4　 芍药苷含量方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 62
 

522. 81 7 8
 

931. 83 33. 04 <0. 000
 

1
A 3

 

137. 11 1 3
 

137. 11 11. 61 0. 007
 

8
B 4. 49 1 4. 49 0. 016

 

6 0. 900
 

3
C 40

 

765. 12 1 40
 

765. 12 150. 81 <0. 000
 

1
AB 730. 08 1 730. 08 2. 70 0. 134

 

7
A2 14

 

216. 15 1 14
 

216. 15 52. 59 <0. 000
 

1
B2 937. 13 1 937. 13 3. 47 0. 095

 

5
C2 1

 

564. 12 1 1
 

564. 12 5. 79 0. 039
 

5
残差 2

 

432. 79 9 270. 31 — —
失拟项 1

 

840. 83 5 368. 17 2. 49 0. 199
 

0
误差 591. 96 4 147. 99 — —
总差 64

 

955. 60 16 — — —

表 5　 浸膏得率方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 508. 83 6 84. 80 40. 64 <0. 000
 

1
A 322. 45 1 322. 45 154. 51 <0. 000

 

1
B 21. 29 1 21. 29 10. 20 0. 009

 

6
C 89. 51 1 89. 51 42. 89 <0. 000

 

1
A2 54. 53 1 54. 53 26. 13 0. 000

 

5
B2 2. 36 1 2. 36 1. 13 0. 312

 

5
C2 13. 36 1 13. 36 6. 40 0. 029

 

9
残差 20. 87 10 2. 09 — —

失拟项 17. 70 6 2. 95 3. 73 0. 111
 

7
误差 3. 16 4 0. 791

 

1 — —
总差 529. 710 16 — — —

　 　 响应面分析见图 2, 可知固定提取时间时, 阿魏酸含量

随着乙醇体积分数、 料液比增加逐渐降低, 芍药苷含量随

乙醇体积分数、 料液比增加先升后降, 浸膏得率随着乙醇

体积分数、 料液比增加逐渐降低。
2. 5　 验证试验　 最优工艺为乙醇体积分数 57. 79% , 料液

比 1 ∶ 14. 248, 提取次数 2 次, 每次 90
 

min, 阿魏酸、 芍药

苷含量及浸膏得率分别为 22. 725
 

mg、 292. 64
 

mg、 30. 17% ,
考虑到实际操作可行性, 将其修正为乙醇体积分数 58% ,
料液比 1 ∶ 14, 提取次数 2 次, 每次 90

 

min。 按照上述优化

工艺进行 3 批验证试验, 测得阿魏酸、 芍药苷含量及浸膏

得率分别为 22. 31
 

mg、 291. 69
 

mg、 30. 54% , RSD 分别为

1. 89% ,1. 25% 、 1. 13% , 与预测值 22. 725
 

mg、 292. 64
 

mg、
30. 17% 接近 (偏差分别为 1. 31% 、 0. 22% 、 0. 86% ), 表明

该模型合理, 工艺稳定。
3　 讨论

3. 1　 色谱条件优化　 阿魏酸在 217、 235、 322
 

nm 波长处有

紫外吸收峰[8] , 其中 322
 

nm 处吸收最强, 而芍药苷在 192、
232

 

nm 波长处有紫外吸收峰[9] , 为了保证能同时测定 2 种

成分含量, 故选择 232
 

nm 作为检测波长。 再考察流动相甲

醇-水、 乙腈-水的分离效果, 发现后者洗脱时分离度较好,
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注: 左图为等高线图, 右图为三维曲面图。

图 2　 乙醇体积分数、 料液比对各评价指标影响的响应面图

但色谱峰有拖尾现象, 由于阿魏酸是有机酸, 易电离[10] ,
故加入磷酸以改善峰形, 发现乙腈-0. 05

 

mol / L 磷酸盐缓冲

液 (16 ∶ 84) 分离情况理想。
3. 2　 评价指标确定　 当归、 川芎中均含有阿魏酸, 是从当

归中最早分离出的有机酸[11-13] , 也是 2015 年版 《中国药

典》 [14] 2 种药材质量控制的指标成分; 白芍具有养血、 抗

炎、 镇痛等药理作用, 单萜糖苷类化合物白芍总苷是该药

材主要活性物质, 其中芍药苷含量最高, 约达 3% [15-16] , 故

本实验选择阿魏酸、 芍药苷作为指标。 另外, 浸膏得率是

评价提取工艺的重要指标之一, 与后期制剂的生产成本和

疗效密切相关, 故本实验也选择其作为指标。
4　 结论

本实验采用 Box-behnken 响应面法优化生乳汤回流提取

　 　 　 　 　

工艺, 该方法稳定可靠, 可用于该方后续剂型的研究。
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