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响应面法优化干蟾皮的提取工艺
△

赵旭，汪坤，王楠斐

（河南省中医院，河南　郑州　４５０００２）

［摘要］　目的：优选干蟾皮的提取工艺条件。方法：采用回流提取法提取干蟾皮，以华蟾酥毒基和酯蟾毒配基

的总量为考察指标，运用响应面法的设计，考察乙醇浓度、液料比、提取时间对提取工艺的影响。结果：优化的提

取工艺条件为乙醇浓度为 ８８６４％，液料比为 １２∶１，提取时间为 １４９ｈ，在该优化条件下，华蟾酥毒基和酯蟾毒配

基的总量为 ２２４ｍｇ。结论：该优化工艺简便、预测性良好，可以为干蟾皮的开发提供参考。

［关键词］　干蟾皮；响应面法；华蟾酥毒基；酯蟾毒配基
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干蟾皮为蟾蜍科动物中华蟾蜍 Ｂｕｆｏｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ
Ｃａｎｔｏｒ的干燥皮，具有清热解毒、利水消肿的功能，
适用于痈疽肿毒、疳积腹胀、瘰疬肿瘤等症

［１］
。近

年来干蟾皮用于多种癌症或配合化疗，可以减轻癌

性疼痛，改善血常规，作用显著。

研究表明，干蟾皮中主要含有蟾蜍二烯羟酸内

酯类化合物及蟾毒色胺类及甾醇类，生理活性物质

主要是蟾蜍毒素及水解产物蟾毒配基
［２］
。目前干蟾

皮的主要提取方法有超声提取法
［３］
、加热回流提取

法
［４］
、室温浸渍法等，提取工艺的设计主要为单因

素试验法和正交设计试验法
［５］
。响应面试验法是目

前中药制剂生产工艺研究常用的方法之一，尤其适

宜多指标、复杂成分提取工艺的优选
［６７］
。本研究运

用响应面法进行试验设计，优选干蟾皮加热回流提

取工艺，为开发利用干蟾皮提供参考。

１　仪器与试药

１１仪器

Ａｇｌｉｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪；ＡＥ２４０型十万分
之一电子分析天平 （瑞士梅特勒托利多公司）；
ＤＨＧ９０７６Ａ型电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验
设备有限公司）。

１２试药

干蟾皮购于亳州药材市场，经河南省中医院黄

小敏副主任中药师鉴定为蟾蜍科动物中华蟾蜍 Ｂｕｆｏ
ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓＣａｎｔｏｒ的干燥皮。华蟾酥毒基对照品、
酯蟾毒配基对照品（中国食品药品检定研究院，批号

分别为 １１０８０３２００６０５，１１０７１８２０１１０８）；乙腈、甲
醇为色谱纯；水为娃哈哈饮用纯净水。
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２　方法与结果

２１华蟾酥毒基、酯蟾毒配基含量测定方法

２１１色谱条件　ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），流 动 相：乙 腈０５％ 磷 酸 二 氢 钾 溶 液
（５０∶５０）；检测波长为 ２９３ｎｍ；柱温为 ４０℃；流速
为１ｍＬ·ｍｉｎ－１。理论塔板数以华蟾酥毒基计算 ＞
２０００。标准品溶液、供试品溶液色谱图如图１。

注：Ａ标准品；Ｂ供试品；１华蟾酥毒基；

２酯蟾毒配基。

图 １　干蟾皮 ＨＰＬＣ图

２１２对照品溶液制备　精密称取华蟾酥毒基、酯
蟾毒配基标准品置于 １０ｍＬ容量瓶中，加色谱甲醇
定容，华蟾酥毒基质量浓度为 ５３μｇ·ｍＬ－１，酯蟾毒
配基质量浓度为５４μｇ·ｍＬ－１。精密量取华蟾酥毒基
对照品溶液４ｍＬ，酯蟾毒配基对照品溶液１ｍＬ，混
匀即为混合标准品溶液。

２１３供试品溶液配制　称取干蟾皮 ２ｇ，按照正交
试验设计的条件加热回流提取，滤纸过滤，收集提

取液，水浴挥干后用色谱甲醇定容至 ５０ｍＬ容量瓶
中，经０２２μｍ微孔滤膜滤过，摇匀，即得。
２１４方法学考察　标准曲线的制备：进样华蟾酥
毒基、酯蟾毒配基混合对照品 ２、４、６、８、１０、
１２μＬ，按２１１项下色谱条件测定，以对照品浓度
为横坐标，峰面积为纵坐标，得华蟾酥毒基回归方

程：Ｙ＝５１３４７Ｘ－００６０７（ｒ＝００９９９），线性范围
为００８５～０５０９μｇ；酯蟾毒配基回归方程：Ｙ＝
４２２９１Ｘ－０３１８７（ｒ＝０９９９２），线性范围为００２２～
０１３０９μｇ。

精密度试验：取华蟾酥毒基、酯蟾毒配基混合

对照品溶液，重复进样 ６次，每次 １０μＬ，按 ２１１
项下色谱条件测定，计算华蟾酥毒基、酯蟾毒配基

峰面积的 ＲＳＤ分别为 １８８％、１０７％，表明仪器精
密度良好。

稳定性试验：称取干蟾皮２ｇ，按照供试品溶液
制备方法制备样品（１０倍量 ９０％乙醇提取 ２次，每
次１５ｈ），分别放置 ０、２、４、６、８ｈ后进样，进
样量１０μＬ，按２１１项下色谱条件测定，计算华蟾
酥毒基、酯蟾毒配基峰面积的 ＲＳＤ分别为 ２１４％、
２３７％，表明供试品溶液在８ｈ内稳定。

重复性试验：称取干蟾皮６份，每份 ２ｇ，按照
供试品溶液制备方法制备样品（１０倍量 ９０％乙醇提
取２次，每次１５ｈ），分别进样１０μＬ，按２１１项
下色谱条件测定，计算华蟾酥毒基、酯蟾毒配基含

量平均数分别为 １６５０、０４６８μｇ，总量平均数为
２１２μｇ，ＲＳＤ值为 ２９６％，表明该方法重复性
良好。

加样回收率试验：称取干蟾皮６份，每份０５ｇ，
分别加入华蟾酥毒基对照品溶液（０５５ｍｇ·ｍＬ－１）
３ｍＬ、酯蟾毒配基对照溶液（０２３ｍｇ·ｍＬ－１）２ｍＬ，
按 ２１３项下方法制备供试品溶液，分别进样
１０μＬ，按２１１项下色谱条件测定，计算加样回收
率，结果见表１。

表 １　华蟾酥毒基、酯蟾毒配基含量测定的加样

回收率试验（ｎ＝６）

成分
样品重

量／ｇ
样品中

含量／ｍｇ
加入标准

品量／ｍｇ
测得量

／ｍｇ
回收率

（％）
平均回

收率（％）
ＲＳＤ
（％）

华 ２００１ １６５１ １６５ ３２９６ ９９７

蟾 ２００８ １６５７ １６５ ３３２３ １０１

酥 ２００２ １６５２ １６５ ３２８７ ９９１ ９８４３ １９７

毒 ２００６ １６５５ １６５ ３２７５ ９８２

基 ２０１３ １６６１ １６５ ３２６５ ９７２

２００５ １６５４ １６５ ３２２８ ９５４

酯 ２００１ ０４６８ ０４６ ０９１１ ９６３

蟾 ２００８ ０４７０ ０４６ ０９１１ ９５９

毒 ２００２ ０４６８ ０４６ ０９２３ ９８８ ９８９３ ２４９

配 ２００６ ０４６９ ０４６ ０９４０ １０２３

基 ２０１３ ０４７１ ０４６ ０９２９ ９９６

２００５ ０４６９ ０４６ ０９３２ １００７

２２提取工艺优选

在预实验的基础上，固定提取次数为 ２次，选
择乙醇浓度、液料比、提取时间为自变量，以华蟾

酥毒基、酯蟾毒配基总量为响应值，设计三因素三

水平中心复合试验，因素水平表见表 ２。称取干蟾

·７５２·
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皮，按照设计方案提取，按 ２１３项下制备供试品
溶液，按２１１项下色谱条件测定华蟾酥毒基、酯
蟾毒配基含量，试验安排及结果见表３。采用 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８０６软件对所得的数据进行回归分析，结果
见表４。

表 ２　提取工艺中心复合试验因素水平

水平 Ａ乙醇浓度（％） Ｂ提取时间／ｈ Ｃ液料比

－１ ８５ １ ８∶１

０ ９０ １５ １０∶１

１ ９５ ２ １２∶１

表 ３　 响应面试验方案及分析结果

编号 Ａ（％） Ｂ／ｈ Ｃ 华蟾酥毒

基提取量／ｍｇ
酯蟾毒基

提取量／ｍｇ 总量／ｍｇ

１ ８５ １ １０∶１ １３２ ０３２ １６４

２ ９５ １ １０∶１ １３６ ０４０ １７６

３ ８５ ２ １０∶１ １５１ ０３４ １８５

４ ９５ ２ １０∶１ １２７ ０３５ １６６

５ ８５ １５ ８∶１ １５９ ０４０ １９９

６ ９５ １５ ８∶１ １４３ ０３８ １８１

７ ８５ １５ １２∶１ １６８ ０５０ ２１８

８ ９５ １５ １２∶１ １５０ ０３１ １８１

９ ９０ １ ８∶１ １５４ ０２８ １８２

１０ ９０ ２ ８∶１ １４１ ０５１ １９２

１１ ９０ １ １２∶１ １５１ ０５７ ２０８

１２ ９０ ２ １２∶１ １４７ ０４３ ２００

１３ ９０ １５ １０∶１ １６２ ０６２ ２２４

１４ ９０ １５ １０∶１ １６６ ０４１ ２０７

１５ ９０ １５ １０∶１ １６９ ０４４ ２１３

１６ ９０ １５ １０∶１ １６２ ０４７ ２０９

１７ ９０ １５ １０∶１ １６６ ０４９ ２１５

经 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６软件拟合得总评分 Ｙ对提
取时间、提取次数、加水量的二次多项回归方程：

Ｙ＝２１４－００７８Ａ＋００１６Ｂ＋００６６Ｃ－００７８ＡＢ－
００４８ＡＣ－００４５ＢＣ－０２１Ａ２－０２０２＋００２０Ｃ２。

由表４可知模型回归 Ｐ值为０００６７，说明模型
回归显著可靠；失拟误差 Ｐ值为０２００２＞００５，失
拟度不明显，说明该方程拟合度较高，该模型可以

预测干蟾皮提取工艺过程。

表 ４　 回归系数的显著性检验

方差来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ

Ｍｏｄｅｌ ０５００ ９ ００５５ ７７２ ０００６７

Ａ ００４８ １ ００４８ ６７１ ００３６０

Ｂ ０００２ １ ０００２ ０２６ ０６０４０

Ｃ ００３５ １ ００３５ ４９０ ００４２４

ＡＢ ００２４ １ ００２４ ３３５ ０１０９７

ＡＣ ０００９ １ ０００９ １２６ ０２９８７

ＢＣ ０００８ １ ０００８ １１３ ０３２２９

Ａ２ ０１８０ １ ０１８０ ２５４３ ０００１５

Ｂ２ ０１７０ １ ０１７０ ２３６３ ０００１８

Ｃ２ ０００１ １ ０００１ ０２２ ０６５０８

残差 ００５０ ７ ０００７

失拟误差 ００３３ ３ ００１１ ２４８ ０２００２

纯误差 ００１８ ４ ０００４

总合 ０５５０ １６

乙醇浓度、液料比、乙醇浓度的平方、提取时

间的平方对综合评分的的影响较显著（Ｐ＜００５），
在三个因素之间，乙醇浓度对试验结果的影响最大。

根据二次多项式方程，分别绘制各指标与响应

值交互项的响应曲面图，用来确定各因素对干蟾皮

提取工艺的影响，结果见图２～４。

图 ２　提取时间与乙醇浓度交互作用的响应面图

图 ３　液料比与乙醇浓度交互作用的响应面图

·８５２·
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图 ４　液料比与提取时间交互作用的响应面图

通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６软件计算并分析得到的
各因素的最优条件：８８６４％的乙醇提取 ２次，每次
１４９ｈ，液料比为 １２∶１，预测华蟾酥毒基、酯蟾毒
配基含量总量为２２４ｍｇ。

２３验证性试验

取同一批干蟾皮，精密称取３份，每份 ２ｇ，按
照优选的提取工艺进行提取，计算华蟾酥毒基、酯

蟾毒配基平均含量总量为 ２２８ｍｇ，ＲＳＤ值 为
２１３％，与预测值偏差较小，说明优选的提取工艺
稳定可靠。

３　讨论

干蟾皮具有明确的抗癌作用，对其药效成分进

行有效提取并开发利用具有实用价值。响应面法目

前广泛应用于中药提取工艺研究
［８１０］
，其分析方法

直观、精密度高、预测性好。

本研究在预实验的基础上首先固定提取次数为

２次，通过响应面法分析乙醇浓度、提取时间、液
料比３个因素对干蟾皮提取工艺的影响，模拟的二

次项方程通过回归和检验分析都具有很好的拟合性

和有效性，表明此方程具有可预测性，最终确定干

蟾皮提取工艺的条件为８８６４％的乙醇提取２次，每
次 １４９ｈ，液料比为 １２∶１。该研究可以为干蟾皮的
提取开发提供参考。
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