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　 　 ［摘要］ 　目的 　采用星点设计唱效应面法优化复方茵陈合剂的醇沉工艺 。方法 　以栀子苷含量和固形物去除率的总评归

一值为指标 ，通过单因素实验考察药液相对密度 、醇沉浓度 、醇沉时间和搅拌速度对醇沉工艺的影响 ，结合医院制剂生产特

点 ，通过趋势分析确定影响醇沉工艺的关键因素 ，最后采用星点设计唱效应面法对关键因素进行进一步的研究与探讨 。结果 　

当药液相对密度为 １ ．０７ ，醇沉浓度为 ８４％ 、醇沉时间为 ８ h ，搅拌速度为 １７６２ r／min时醇沉工艺达到最优 。结论 　采用星点

设计唱效应面法优化了复方茵陈合剂的醇沉工艺 ，有助于进一步提升复方茵陈合剂工艺的稳定性 。
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Optimization on alcohol precipitation process of compound Yinchen mixture by
central composite design唱response surface method
LIU Xiaoling ，CAI Xiaohui ，NI Xiaoxia ，WANG Qingfen ，CHEN Jinshan （ The １７５th Hospital of PLA ，Zhangzhou ３６３０００ ，

China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To optimize the alcohol precipitation process of compound Yinchen mixture by central composite
design唱response surface method ．Methods 　 With the transfer rates of geniposide and solid removal rate as comprehensive evalu 唱
ation index ，the effects of relative density ，alcohol concentration ，stirring speed and standing time were investigated by the sin唱
gle factor experiment on the alcohol precipitation process ．By analysis of variance ，the key factors that could influence the alco唱
hol precipitation process were determined ．Then the range of parameters of key factors was further studied and explored by
central composite design唱response surface method ．Results 　 The optimum preparation conditions were as follows ：the relative
density was １ ．０７ ，alcohol concentration was ８４％ ，standing time was ８ h ，stirring speed was １７６２ r／min ．Conclusion 　 The alco唱
hol precipitation process of compound Yinchen mixture could be optimized by the response surface method ，which could help to
enhance the stability of the process ．
　 　 ［Key words］ 　 Compound Yinchen mixture ；central composite design唱response surface methodology ；alcohol precipitation
process ；comprehensive evaluation index

　 　复方茵陈合剂由茵陈 、栀子 、大黄三味中药组

成 ，用于治疗急慢性黄疸型肝炎 ，在我院临床应用

１０余年 ，其降低转氨酶 、消除黄疸的疗效确切 。本

方源自枟伤寒论 · 辨阳明病脉证并治枠中的茵陈蒿

汤 ，现代药理学研究表明［１唱５］
，此三味中药在肝病治

疗中发挥了重要作用 。 笔者参考茵陈蒿汤相关文

献 ，研究发现 ，复方茵陈合剂的提取制备工艺对药效

物质有较大影响 ，其水提部位及醇提部位均有一定

的保肝退黄作用［６］
，蔡华丹等发现其水提工艺较

佳［７］
，窦志华等发现其药效物质主要存在于水煎液

的 ６０％ 乙醇沉淀的上清液部分［８］
。因此 ，笔者采取

水提醇沉的传统方法进行其有效部位的分离 ，以栀

子苷含量和固形物去除率所得总评归一值为评价指

标 ，采用星点设计唱效应面法进行实验优化 ，得到最

佳醇沉工艺参数 ，为今后的生产和质量控制提供

依据 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　仪器
　 　高效液相色谱仪（Agilent １２００ Series） ；分析天

平（SHIMADZU ，AUX２２０） ；低速离心机（北京医用

离心机厂 ，LD５唱２A ） ；旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪

器厂 ，RE唱２０００A ） ；集热式恒温加热磁力搅拌器（上
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海凌科实业发展有限公司 ，DF唱１０１S） 。
1 ．2 　试药
　 　乙醇（药用级 ，新乡市先丰医药新材料有限公

司 ，２０１７０４０１） ；乙腈（色谱级 ，TEDIA COMPANY ，

AS１１２２唱００１） ；纯化水（本科室自制） ；茵陈 （樟树市

庆仁中药饮片有限公司 ，２０１７０２２９１） ；栀子（福建尤

溪仙锦药业有限公司 ，２０１６０５１０） ；大黄（汕头市粤东

药业有限公司 ，１６１１０２） ，栀子苷对照品（中国食品药

品检定研究院 ，１１０７４９唱２０１６１７ ，纯度 ９９ ．９％ ）

2 　方法与结果

2 ．1 　栀子苷含量测定
2 ．1 ．1 　色谱条件
　 　以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂 ，以乙腈为

流动相 A ，以 ０ ．１％ 磷酸溶液为流动相 B ，按表 １中

的条件进行梯度洗脱 ，检测波长为 ２４０ nm ，柱温

３０ ℃ ；进样量 １０ μl 。理论板数按栀子苷峰计算应
不低于 ５ ０００ 。

表 1 　梯度洗脱表

时间
（t／min）

流动相 A
（％ ）

流动相 B
（％ ）

０ ～ １５ Ё１０ 墘９０ k
１５ ～ ２０ 换１０ → ２５ 圹９０ → ７５ 浇
２０ ～ ２５ 换２５ 墘７５ k
２５ ～ ４０ 换２５ → ８０ 圹７５ → ２０ 浇
４０ ～ ５０ 换８０ → １０ 圹２０ → ９０

2 ．1 ．2 　对照品溶液的制备
　 　精密称取栀子苷对照品 ２５ ．４ mg ，置２５ ml容量
瓶中 ，用甲醇溶解并稀释至刻度 ，摇匀 ，备用 。

2 ．1 ．3 　供试品溶液的制备
　 　精密量取复方茵陈合剂醇沉液 １ ．０ ml ，置２５ ml
容量瓶中 ，加 ６０％ 乙醇稀释至刻度 ，摇匀 ，滤过 ，取

续滤液 ，备用 。

2 ．1 ．4 　阴性样品的制备
　 　参照处方制备不含栀子的醇沉液 ，精密量取

１ ．０ ml ，置２５ ml容量瓶中 ，加 ６０％ 乙醇稀释至刻

度 ，摇匀 ，滤过 ，取续滤液 ，备用 。

2 ．1 ．5 　系统适用性试验
　 　分别精密吸取对照品溶液 、供试品溶液及阴性

样品各 １０ μl ，注入液相色谱仪 ，测定 ，即得 。结果见

图 １ 。结果表明 ，阴性对照溶液在本方法条件中对

供试品溶液无干扰 ，且栀子苷与相邻峰的分离度为

１ ．５ ，符合分离度要求 。

2 ．1 ．6 　标准曲线的制备
　 　取“２ ．１ ．２”项下对照品溶液进行 ０ 、２ 、４ 、８ 、１６ 倍

稀释 ，分别精密吸取上述系列对照品溶液各 １０ μl ，
注入高效液相色谱仪进行测定 ，以对照品质量浓度

（X）为横坐标 ，峰面积（Y ）为纵坐标进行线性回归 ，

得栀子苷回归方程 Y ＝ １５ ０６８X ＋ ５５ ．７７１ ，r ＝
０ ．９９９ ９ ，线性范围 ６１ ．９０ ～ ９９０ ．６ μg ／ml 。
2 ．1 ．7 　精密度试验
　 　 取同一对照品溶液 （栀子苷的质量浓度

２４７ ．７ μg／ml）连续进样 ６ 次 ，峰面积的 RSD 为

图 1 　复方茵陈合剂中栀子的高效液相色谱图
A ．对照品 ；B ．供试品 ；C ．阴性样品 ；１ ．栀子苷

０ ．３７％ ，说明该方法精密度良好 。

2 ．1 ．8 　重复性试验
　 　取复方茵陈合剂醇沉液 １ ．０ ml ，按“２ ．１ ．３”项

下的方法平行制备 ６份供试品溶液 ，按“２ ．１ ．１”项下

色谱条件进行测定 ，记录峰面积 ，计算质量浓度 。栀

子苷质量浓度的 RSD 为 ０ ．１１％ ，说明该方法重复

性良好 。

2 ．1 ．9 　稳定性试验

　 　按“２ ．１ ．３”项下方法制备供试品溶液 ，分别于室

温下放置 ０ 、４ 、８ 、１２ 、１６ 、２０ 、２４ h ，按“２ ．１ ．１”项下色

谱条件进行测定 ，记录峰面积 。栀子苷峰面积的

RSD 为 ０ ．５４％ ，说明供试品溶液在 ２４ h内稳定 。

2 ．1 ．10 　加样回收率试验
　 　 精密量取复方茵陈合剂醇沉液 ０ ．５ ml ，置于
２５ ml容量瓶中 ，分别精密加入样品中栀子苷的

１００％ 的对照品溶液 ，共 ６ 份 ，按上述色谱条件进行

０３３
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测定 ，计算回收率 ，结果栀子苷的平均回收率分别为

９６ ．９２％ ，说明在该色谱条件下 ，测定样品中栀子苷

的准确度符合要求 。

2 ．2 　栀子苷转移率的测定
　 　分别精密量取复方茵陈合剂醇沉前液和醇沉

液 ，各样品按“２ ．１ ．３”项下方法制备供试品溶液 ，按

“２ ．１ ．１”项下色谱条件 ，测定栀子苷的含量 ，并按下

式计算转移率 ：

　 　转移率 ＝ 醇沉液中栀子苷含量／醇沉前液中栀

子苷含量

2 ．3 　固形物去除率测定
　 　精密量取复方茵陈合剂醇沉前液和醇沉液各

１０ ml ，置于干燥至恒定质量的蒸发皿中 ，水浴蒸干

后于 １０５ ℃常压干燥箱中干燥至恒定质量 ，取出 ，于

干燥器中冷却３０ min ，精密称定 ，根据干燥恒定的质

量 ，按下式计算固形物去除率 。

　 　固形物去除率 ＝ （醇沉前液干膏质量 －醇沉干

膏质量）／醇沉前液干膏质量

2 ．4 　实验结果处理［９唱１１］

　 　以相对密度 、醇沉时间 、醇沉浓度 、搅拌速度进

行醇沉工艺研究 ，以栀子苷转移率和固形物去除率

为评价指标 ，每个指标结果均标准化为 ０唱１ 之间的

归一值 ，再计算两个归一值的几何平均数 ，得到总评

归一值 OD 。

　 　 OD ＝ （d１ ，d２ ，⋯ ，dk）１／k （k为指标数）

　 　取值越大越好的指标为正相关的指标 ，取值越

小越好的指标为负相关的指标 ，其分别采用 Hassan

方法［９ ，１１］进行数学转换求“归一值” ，公式如下 ：

　 　正相关数据 ＝ （Y i － Y min ）／（Y max － Ymin ）
　 　负相关数据 ＝ （Y max － Y i ）／（Y max － Ymin ）
　 　其中 ，Y i ：相应指标的算术平均值 ；Y max ：相应指
标的最大值 ；Y min ：相应指标的最小值 。

2 ．5 　单因素试验设计及结果
2 ．5 ．1 　相对密度的影响
　 　设定醇沉浓度为 ７０％ 、醇沉时间 ７２ h ，搅拌速

度为１ ２００ r／min ，考察相对密度分别为 １畅００ 、１畅０５ 、

１畅１０ 、１畅１５ 、１畅２０ 时栀子苷含量 、固形物去除率的变

化 ，结果总评值随相对密度的增加先增加后下降 ，当

密度为 １畅０５时 OD值最高（图 ２唱A） 。
2 ．5 ．2 　醇沉时间的影响
　 　设定醇沉浓度为 ７０％ 、相对密度为 １ ．０５ ，搅拌

速度为１ ２００ r／min ，考察醇沉时间分别为 ８ 、１６ 、２４ 、

３２ 、４０ h时栀子苷含量 、固形物去除率的变化 ，结果

总评值随醇沉时间的增加先下降后上升 ，最后下降

并趋于平稳 ，当时间为 ８ h ，OD值最高（图 ２唱B） 。
2 ．5 ．3 　醇沉浓度的影响
　 　设定醇沉时间 ２４ h ，相对密度为 １畅０５ ，搅拌速

度为１ ２００ r／min ，考察醇沉浓度分别为 ５０％ 、６０％ 、

７０％ 、８０％ 、９０％ 时栀子苷含量 、固形物去除率的变

化 ，结果总评值随醇沉浓度的增加逐渐上升 ，当醇沉

浓度为 ９０％ 时 ，OD值最高（图 ２唱C） 。
2 ．5 ．4 　搅拌速度的影响
　 　设定醇沉时间 ２４ h ，相对密度为 １畅０５ ，醇沉浓

度为 ７０％ ，考察搅拌速度分别为 ８００ 、１ ２００ 、１ ６００ 、

图 2 　单因素考察结果

１３３
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２ ０００ 、２ ４００ r／min时栀子苷含量 、固形物去除率的

变化 ，结果总评值随搅拌速度的增加先下降后上升 ，

后趋于稳定 ，当搅拌速度为２ ０００ r／min时 ，OD值最
高（图 ２唱D） 。
2 ．6 　星点设计唱效应面法优化复方茵陈合剂醇沉

工艺

2 ．6 ．1 　模型拟合
　 　根据单因素结果分析 ，随着醇沉时间的增加

OD值持续降低 ，所以设置醇沉时间为固定因素

８ h ，分别考察药液相对密度 、醇沉浓度 、搅拌速度 ，

根据星点设计唱效应面法原理继续优化 ，分别设定 ３

个自变量为相对密度 （A ） ：１畅００ ～ １畅１０ ，醇沉浓度

（B ） ：６０％ ～ ９０％ ，搅拌速度 （C ） ：１ ６００ r／min ～
２ ４００ r／min 。输入 Design唱expert８ ．０ 软件 ，生成的

因素表及结果分别见表 ２和表 ３ 。

表 2 　各因素水平代码及试验操作值（珚x ± s ，n＝ ３）

因素
水平

－ １ 谮．６８２ － １ t０ 摀＋ １  ＋ １ �．６８２

相对密度 １ 破．００ １  ．０２ １ V．０５ １ 灋．０８ １ 骀．１０

醇沉浓度（％ ） ６０ 破６６  ．０８ ７５ V．００ ８３ 灋．９２ ９０ 骀
搅拌速度（ r／min）１ ６００ 破１ ７６２  ２ ０００ V２ ２３８ 灋２ ４００

　 　将所得数据用 Design Expert ８ ．０软件进行响

应面分析 ，以栀子苷含量和固形物去除率总评归一

值为响应值分别对各因素进行方程拟合 ，得到回归

方程如下 ：

　 　 Y ＝ － １３３ ．２０ ＋ ２２５ ．７４ A ＋ ０ ．２９１ ２ B ＋

０ ．０５９ ７ C － ０ ．１３５ ４ AB － ０ ．０７４ ０ AC － ４ ．９９０ ×

１０
－ ４ BC － ９９ ．０７A２

－ ６ ．６９７ × １０
－ ４ B２

＋ ５ ．２４ × １０
－ ４

C２
（r ＝ ０ ．９６７ ６）

　 　对上述模型采用 F检验进行方差分析 ，结果见

表 ４ 。结果表明 ，各变量影响总评值的主次顺序为

B ＞ A ＞ C ，其中相对密度和醇沉浓度有极显著差

异 ，二项式模型达极显著水平（P ＜ ０ ．０１） ，失拟项结

果不显著 ，说明该方程与实际情况拟合度良好 。

2 ．6 ．2 　效应面优化与预测
　 　根据回归方程分析结果 ，绘制三维效应面图（图

３） 。相对密度和醇沉浓度均具有显著性影响 ，其中

OD值随着醇沉浓度的增大而升高 ，而随着相对密

度的增加 ，OD值先升高后有下降趋势 ；搅拌速度影

响较小 ，与方差分析结果一致 。结果得到的最优工

艺条件 ：药液相对密度为 １ ．０７ ，醇沉浓度为

８３畅９２％ ，搅拌速度为１ ７６２ r／min时 ，总评值的预测

表 3 　试验设计及测定结果（n＝ ３）

试验号 A 因素 B 因素 C 因素 OD 值
１ è－ １ 敂－ １ W－ １  ０ 　 　

２ è＋ １ 敂－ １ W－ １  ０ i．４５２ ７

３ è－ １ 敂＋ １ W－ １  ０ i．５６３ ６

４ è＋ １ 敂＋ １ W－ １  ０ i．８０７ ６

５ è－ １ 敂－ １ W＋ １  ０ i．０８４ ５

６ è＋ １ 敂－ １ W＋ １  ０ i．４１９ ８

７ è－ １ 敂＋ １ W＋ １  ０ i．４７７ ２

８ è＋ １ 敂＋ １ W＋ １  ０ i．７３３ ９

９ è－ １ 敂．６８２ ０ W０  ０ i．１９５ ５

１０ è＋ １ 敂．６８２ ０ W０  ０ i．３５４ ５

１１ è０ 敂－ １ W．６８２ ０  ０ i
１２ è０ 敂＋ １ W．６８２ ０  ０ i．７４４ ０

１３ è０ 敂０ W－ １  ．６８２ ０ i．６１６ ５

１４ è０ 敂０ W＋ １  ．６８２ ０ i．５３３ ７

１５ è０ 敂０ W０  ０ i．５８６ ２

１６ è０ 敂０ W０  ０ i．５６５ ６

１７ è０ 敂０ W０  ０ i．５９０ ３

１８ è０ 敂０ W０  ０ i．５６８ ５

１９ è０ 敂０ W０  ０ i．５２３ １

２０ è０ 敂０ W０  ０ i．４５８ ６

表 4 　回归模拟方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 p 值

模型 ０  ．９６ ９ 乔０  ．１１ １６ 乙．３４ ＜ ０ �．０００ １

A ０  ．１８ １ 乔０  ．１８ ２７ 乙．２０ ０ �．０００ ４

B ０  ．６１ １ 乔０  ．６１ ９２ 乙．９４ ＜ ０ �．０００ １

C ４ 厖．４９ × １０ － ３ １ 乔４ 悙．４９ × １０ － ３ ０ 乙．６９ ０ �．４２５ ７

A B ０ 痧．０１０ １ 乔０  ．０１０ １ 乙．５８ ０ �．２３６ ９

A C ０ q．３７０ × １０ － ３ １ 乔０ |．３７０ × １０ － ３ ０ 乙．２１ ０ �．６５６ ４

BC ５ q．６０２ × １０ － ３ １ 乔５ |．６０２ × １０ － ３ ０ 乙．８６ ０ �．３７５ ７

A ２ ０  ．１１ １ 乔０  ．１１ １６ 乙．９５ ０ �．００２ １

B２ ０ 痧．０４１ １ 乔０  ．０４１ ６ 乙．２７ ０ �．０３１ ２

C２ ４ q．９５０ × １０ － ３ １ 乔４ |．９５０ × １０ － ３ ０ 乙．７６ ０ �．４０４ ０

残差 ０ 痧．０６５ １０ 乔６ |．５１９ × １０ － ３

失拟项 ０ 痧．０５３ ５ 乔０  ．０１１ ４ 乙．１８ ０ �．０７１ ３

纯误差 ０ 痧．０１３ ５ 乔２ |．５１８ × １０ － ３

总误差 １  ．０２ １９ 乔

值为０ ．７９１ ５ 。为便于实际操作 ，确定药液相对密度

为 １ ．０７ ，醇沉浓度为 ８４％ 、醇沉时间为８ h ，搅拌速

度为１ ７６０ r／min 。
2 ．6 ．3 　验证试验
　 　按照优选的工艺条件平行提取 ３ 份样品 ，结果

总评值分别为 ０ ．７７２ １ ，０ ．７７０ ９ ，０ ．７７８ ０ ，平均值为

０ ．７７３ ７ ，RSD 为 ０畅４９％ ，与预测值的偏差为

２畅２５％ ，说明建立的数学模型可靠 ，预测性良好 。
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图 3 　各因素的三维效应面图

表 5 　验证实验结果

试验号
栀子苷
转移率
（％ ）

栀子苷
转移率
归一值

固形物
去除率
（％ ）

固形物
去除率归
一值

OD 值

１ 6９３ i．２１ ０ 谮．６９４ ５４ 潩．８０ ０ 祆．８５９ １ ０ 唵．７７２ １

２ 6９３ i．００ ０ 谮．６８３ ７ ５５ 潩．００ ０ 祆．８６９ ３ ０ 唵．７７０ ９

３ 6９３ i．８７ ０ 谮．７２６ １ ５４ 潩．３０ ０ 祆．８３３ ７ ０ 唵．７７８ ０

平均 ９３ i．３６ ０ 谮．７０１ ２ ５４ 潩．７０ ０ 祆．８５４ ０ ０ 唵．７７３ ７

3 　讨论

3 ．1 　考察因素选择
　 　复方茵陈合剂醇沉工艺重点考察相对密度 、醇

沉浓度 、醇沉时间 ，搅拌速度 ，其中相对密度的大小

及搅拌速度可影响药液对乙醇的包裹程度 ，药液越

黏稠 ，包裹越严重 ，导致醇沉效果存在较大差异 。此

外 ，醇沉浓度和醇沉时间的考察不仅可以让产品的

工艺流程达到最优 ，还可以节约实际生产成本 。

3 ．2 　指标成分的选择
　 　预实验选择指标性成分包含复方茵陈合剂君药

中的主要成分绿原酸 ，通过实验结果表明 ，绿原酸极

不稳定 ，且绿原酸的稳定性和加样回收率均不合格 。

因此 ，绿原酸不适合作为本品的质量控制指标 。臣

药中的主要成分栀子苷方法学考察均符合规定 ，方

法稳定可靠 ，故选择其作为本品的主要质控指标 。

3 ．3 　优选方法的选择
　 　目前复方中药制剂的提取制备工艺多采用正交

设计法 ，该方法建立的数学模型较简单但预测性不

够 。因此 ，本实验采用星点设计唱效应面法建立质控

指标与关键工艺参数的数学模型 ，并运用该模型对

最佳工艺的结果进行预测 ，结果显示预测值与实际

值的偏差在 ５％ 以内 ，实验精密度高 ，适用于解决多

变量的问题 。此次为小样试验数据 ，可为生产提供

参考 ，扩大生产时还需要进一步验证 。

3 ．4 　实验结果处理方法
　 　在工艺优选方面 ，需要兼顾多个指标 ，目前多采

用综合评分法 ，但主观性太强 ，会影响优选条件的预

测性 。采用数据标准化及总评归一值法可消除多个

指标间的相互影响 ，得到各指标的综合效应 ，使数据

更加准确 。

　 　综上所述 ，本实验采用总评归一值数据处理方

法 ，结合星点设计唱效应面法优选的最佳醇沉工艺参

数 ，不仅为控制复方茵陈合剂醇沉液生产过程提供

参考 ，也有助于进一步提升工艺的稳定性 。
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皮素提取率影响的主次顺序为 C ＞ D ＞ A ＞ B ，即料

液比影响最大 ，其次为超声功率 。由此可确定最佳

工艺条件为 A１B２ C２ D２ ，即用体积分数为 ４０％ 的甲

醇水溶液为提取剂 ，以 １ ∶ ４０ 的料液比 ，在 ２００ W
的超声功率下超声 ４０ min进行提取 。

2 ．2 ．5 　最佳工艺条件验证
　 　精确称取车前子粉末（过 ４０ 目筛）１ ．０ g 于锥
形瓶中 ，用 ４０ ml体积分数为 ４０％ 的甲醇溶液浸泡

过夜后 ，于 ２００ W功率下超声 ４０ min ，将提取液过

滤 ，滤液减压浓缩成约 ４０ ml ，按“２ ．２ ．２”项方法计

算提取率 ，重复试验 ３ 次 ，提取率分别为 ０畅７８％ 、

０畅７９％ 、０畅７９％ 。结果显示 ，该工艺条件有很好的重

现性 。以本试验所确定的工艺条件 ，溶剂消耗量小 ，

提取时间短 ，相对于文献［１１］报道的 ０ ．６４５％ 总黄酮

提取率更具有专属性和高效性 。

3 　讨论

　 　车前子中黄酮成分复杂 ，有多个文献指出采用

紫外分光光度法进行含量测定 ，大部分黄酮类成分

在 ３６０ nm 处具有紫外吸收 ，很难采用紫外法测定

其中槲皮素含量 ，因此 ，本文采用了 HPLC 法进行
分离后于 ３６０ nm 进行检测 ，结果表明本实验所建

立的方法灵敏度高 、重现性好 、简便可靠 ，可作为定

量分析方法 ，为今后进一步研究利用车前子中槲皮

素这一有效成分提供了科学依据 。
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