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星点设计效应面法优化苍桂颗粒提取工艺△

高梦洁１，贾春燕２，姜林２

（１新疆医科大学中医学院，新疆　乌鲁木齐　８３００１１；
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［摘要］　目的：采用星点设计效应面法优化苍桂颗粒的提取工艺。方法：通过单因素试验考查浸泡时间、提
取时间、加水倍数和提取次数对苍桂颗粒中木兰脂素、绿原酸、桂皮醛含量的影响。基于单因素以及体外抑菌实验

的结果，应用星点设计考察提取时间、加水倍数、浸泡时间３个因素对苍桂颗粒中木兰脂素、绿原酸、桂皮醛含量
以及抑菌作用的影响，对结果进行二项式方程拟合，用效应面法预测最佳水提工艺。结果：二项式拟合方程预测性

良好，理论预测值与实际值偏差较小。在最佳提取工艺条件（浸泡时间为６０ｍｉｎ，８倍量水提取２次，每次提取
８０ｍｉｎ）下，木兰脂素平均含量为９５８ｍｇ·ｇ－１，绿原酸平均含量为１１４９μ·ｇ－１，桂皮醛平均含量为１１３３ｍｇ·ｇ－１，
抑菌作用平均评分为８８１１％。结论：星点设计效应面法可以准确快速地优化苍桂颗粒的提取工艺。

［关键词］　苍桂颗粒；木兰脂素；绿原酸；桂皮醛；抑菌作用；星点设计效应面法；提取工艺
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过敏性鼻炎是鼻炎中最常见的类型，我国过敏

性鼻炎的患病率近年来也有显著增加，可能与经济

发展、工业化进程加速、生活方式改变有关。尽管

过敏性鼻炎不会危及生命，但会影响生活质量，造

成个人及社会的经济负担，儿童会因此影响学习成

绩，严重者出现阻塞性睡眠呼吸障碍，甚至影响到
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颌面部发育［１］。因而对过敏性鼻炎作出正确的诊断，

进行有效地预防及治疗就显得尤为重要。苍桂汤是

新疆医科大学附属中医医院主任中药师李风森教授

临床应用多年，在呼吸科得到广泛应用，治疗过敏

性鼻炎疗效显著的处方。此药方传统剂型为汤剂，

携带不便，易霉变，故拟将其改为颗粒剂，使其便

于携带，质量稳定。本方由白芷、苍耳子、桂枝、

辛夷等８味药组成，其中白芷、苍耳子、辛夷合而
为君药，桂枝、荆芥为臣药，因白芷中的有效成分

欧前胡素难溶于水，故在本方中以打粉加入。选择

君药苍耳子和辛夷中的绿原酸、木兰脂素以及臣药

中桂枝所含的桂皮醛为指标，优化本方提取工艺。

且木兰脂素、绿原酸和桂皮醛相配合，均有治疗鼻

炎的作用［２４］。由于金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌、乙

型溶血性链球菌、肺炎链球菌、变形杆菌等为致鼻

炎的主要菌种，故通过体外抑菌实验所得到的抑菌

作用评分为药效学指标，结合化学成分指标，最终

确定本方的提取工艺。本实验以综合评分（木兰脂

素、绿原酸、桂皮醛、抑菌作用评分）为评价指标，

采用响应面法优化提取工艺，为该制剂的工业化大

生产提供实验依据。

１　仪器与材料

高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司，ＰＡＤ检测
器，Ｗａｔｅｒｓ２６９５）；ＡＧ１３５电子天平（瑞士梅特勒托
利多仪器有限公司）；超纯水仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，Ｄｉ
ｒｅｃｔＱＴＭ５）；超声清洗仪（上海科导超声仪器有限公
司）；低温冷却液循环泵（郑州长城科工贸有限公

司）；可控温电热套（山东城华鲁电热仪器有限公

司）；电热恒温水浴锅（北京市永光明医疗仪器有限

公司）；电热恒温培养箱（上海市跃进医疗器械一

厂，ＨＨＢ１１４２０）。
木兰脂素、桂皮醛，绿原酸 （批号分别为

１１０８８２２０１６０７、１１０７１０２００７１４、１１０７５３２００４１３，供
定量测定用，中国食品药品检定研究院）；甲醇、乙

腈为色谱纯；其他试剂均为分析纯；胰酪大豆胨液

体培养基、胰酪大豆胨琼脂培养基（产品编号分别为

ＨＢ４１１４１９、ＨＢ０１７７１，青岛高科园海博生物技术
有限公司）。

药材饮片均购自新疆维吾尔自治区中医医院，

经李永和主任中药师鉴定，均符合２０１５年版 《中国

人民共和国药典》相关项下的要求。实验用菌均购

自新疆维吾尔自治区药物研究所。

２　方法与结果

２１木兰脂素含量测定

２１１色谱条件与系统适应性　ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱

（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈四氢呋
喃水（３５∶１∶６４）；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：
３０℃；检测波长：２７８ｎｍ；进样量为２０μＬ。在此
条件下样品中木兰脂素能达到良好的分离，理论板

数按木兰脂素峰计算不低于３０００［５６］。
２１２供试品溶液制备　取本方 １０倍量水提液
５０ｍＬ，置分液漏斗中，用乙酸乙酯振摇萃取３次，
分别为 ２０、２０、１０ｍＬ，合并萃取液，挥干，用适
量甲醇溶解后，转入５ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容至
刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得［７］。

２１３对照品溶液的制备　取木兰脂素对照品适量，
精密称定，加甲醇制成每 ｌｍＬ含０１８ｍｇ的溶液，
即得。

２１４阴性供试品溶液制备　称取处方量缺辛夷药
材，其他操作同２１２，结果见图１。

注：Ａ木兰脂素对照品；Ｂ样品；Ｃ阴性样品。

图１　木兰脂素ＨＰＬＣ图
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２１５标准曲线的制作　精密称取木兰脂素对照品
适量，精密称定，加入适量甲醇（色谱纯），配置成

一定浓度的储备液；精密梯度吸取５个不同体积的
储备液，分别置于相同体积容量瓶中，加甲醇（色谱

纯）稀释至刻度，摇匀，即得。得标准曲线为 Ｙ＝
１１６４４７４５Ｘ＋１１２７９，ｒ＝０９９８２。
２１６精密度试验　精密吸取对照品溶液，取对照
品溶液按２１１项下色谱条件连续进样６次，计算
木兰脂素峰面积的ＲＳＤ为０８１％，表明仪器精密度
良好。

２１７重复性试验　用同一供试品溶液连续进样 ６
次，每次进样量２０μＬ，根据结果计算重复性 ＲＳＤ
为０５７％。
２１８稳定性试验　取供试品溶液，分别在 ０、２、
４、６、８、１２、２４ｈ测定样品木兰脂素峰面积，ＲＳＤ
为１２５％。
２１９加样回收率试验　取已知浓度的待测溶液 ６
份，精密加入２５ｍｇ的木兰脂素对照品，按２１２
项下方法制备供试品溶液，按２１１项下色谱条件
进行含量测定，其平均回收率为 １０３４％，ＲＳＤ
为２２４％。

２２桂皮醛含量测定

２２１色谱条件与系统适应性　ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱

（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈水
（３２∶６８）；流速：ｌ０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；检测
波长：２９０ｎｍ；进样量为１０μＬ。理论板数按桂皮醛
峰计算应不低于３０００［８］。
２２２供试品溶液的制备　取本方１０倍量水提液，
离心，取上清液 ５ｍＬ，用甲醇定容于 １０ｍＬ量瓶
中，滤过，取续滤液即得。

２２３对照品溶液的制备　取桂皮醛对照品适量，
精密称定，加甲醇制成每ｌｍＬ含０４ｍｇ的溶液。
２２４阴性供试品溶液制备　称取处方量缺桂枝药
材，其他操作同２２２，结果见图２。
２２５标准曲线的制作　精密称取桂皮醛对照品适
量，精密称定，加入适量甲醇（色谱纯），配置成一

定浓度的储备液；精密梯度吸取５个不同体积的储
备液，分别置于相同体积容量瓶中，加甲醇（色谱

纯）稀释至刻度，摇匀，即得标准溶液。标准曲线为

Ｙ＝５２５４９１８Ｘ－１７９８５０８，ｒ＝０９９９７。
２２６精密度试验　精密吸取对照品溶液，取对照
品溶液按２２１项下色谱条件连续进样６次，计算

桂皮醛峰面积的 ＲＳＤ为 ０５５％，表明仪器精密度
良好。

注：Ａ桂皮醛标准品；Ｂ样品；Ｃ样品阴性。

图２　桂皮醛ＨＰＬＣ图

２２７重复性试验　用同一样品连续进样６次，每次
进样量１０μＬ，根据结果计算重复性ＲＳＤ为０３３％。
２２８稳定性试验　取同供试品溶液，分别在０、２、
４、６、８、１２、２４ｈ测定样品桂皮醛峰面积，ＲＳＤ
为１９５％。
２２９加样回收率试验　取已知浓度的待测溶液 ６
份，精密加入３３ｍｇ的桂皮醛对照品，按２２２项
下方法制备供试品溶液，按２２１项下色谱条件进
行含量测定，其平均回收率为 ９９２４％，ＲＳＤ
为２７８％。

２３绿原酸的含量测定

２３１色谱条件与系统适应性　ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱

（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈０４％磷
酸（１０∶９０）；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；

·４６４·
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检测波长：３２７ｎｍ；进样量为１０μＬ。在此条件下样
品中绿原酸能达到良好的分离，理论板数按绿原酸

峰计算不低于３０００［８］。
２３２供试品溶液的制备　取本处方１０倍量水提液，
离心，取上清液１０ｍＬ，水浴蒸干，用甲醇５ｍＬ溶
解，滤过，取续滤液，即得。

２３３对照品溶液的制备　取绿原酸对照品适量，
精密称定，加甲醇制成每 １ｍＬ含 ６０μｇ的溶液，
即得。

２２４阴性供试品溶液制备　称取处方量缺苍耳子
药材，其他操作同２２２，结果见图３。

注：Ａ绿原酸对照品；Ｂ样品；Ｃ样品阴性。

图３　绿原酸ＨＰＬＣ图

２３５标准曲线的制作　精密称取绿原酸对照品
适量，精密称定，加入适量甲醇（色谱纯），配置

成一定浓度的储备液；精密梯度吸取 ５个不同体
积的储备液，分别置于相同体积容量瓶中，加甲

醇（色谱纯）稀释至刻度，摇匀，即得标准溶液。

标曲为 Ｙ＝１２２１４４０５４１Ｘ＋１０５１１６４８６５，ｒ＝
０９９９７。
２３６精密度试验　精密吸取对照品溶液，取对照
品溶液按２３１项下色谱条件连续进样６次，计算
绿原酸峰面积的 ＲＳＤ为 ０１８％，表明仪器精密度
良好。

２３７重复性试验　用同一样品连续进样６次，每次
进样量１０μＬ，根据结果计算重复性ＲＳＤ为１６１％。
２３８稳定性试验　取同供试品溶液，分别在０、２、
４、６、８、１２、２４ｈ测定样品绿原酸峰面积，ＲＳＤ
为１３８％。
２３９加样回收率试验　取已知浓度的待测溶液６份，
精密加入９６ｍｇ的绿原酸对照品，按２３２项下方法
制备供试品溶液，按２３１项下色谱条件进行含量测
定，其平均回收率为１０１０８％，ＲＳＤ为２７５％。

２４单因素试验

２４１浸泡时间的考察　将提取次数固定为２次，提
取时间固定为１５ｈ，加水倍数固定为１０倍，分别
考察浸泡时间０５、１０、１５、２０、２５ｈ对综合评
分的影响，结果各评价指标含量在０５～１０ｈ呈递
增趋势，１０～２５ｈ无明显变化，故以１０ｈ为最
佳浸泡时间。

２４２提取时间的考察　将提取次数固定为２次，加
水倍数固定为１０倍，浸泡时间固定为１０ｈ，分别
按０５、１、１５、２、２５ｈ进行提取，结果在０５～
１５ｈ内各评价指标含量呈增长趋势，１５ｈ后呈下
降趋势，故以１５ｈ为最佳提取时间。
２４３加水倍数的考察　将提取次数固定为２次，浸
泡时间固定为１０ｈ，提取时间固定为１５ｈ，分别
按８、１０、１２、１４、１６倍进行提取，结果各评价指
标含量在８～１０倍呈递增趋势，１０～１６倍呈递减趋
势，故以１０倍为最佳提取倍数。
２４４提取次数的考察　将加水倍数固定为１０倍，
浸泡时间固定为１０ｈ，提取时间固定为１５ｈ，分
别按１次、２次、３次进行提取，结果各评价指标含
量在提取１～３次呈增加趋势，但２次和３次相差不
大，结合实际生产情况选取 ２次为最佳提取次数。
单因素数据见表１。

２５体外抑菌实验

按照单因素筛选出的结果提取药液，即浸泡时

间１ｈ，提取时间１５ｈ，１０倍量水提取２次。以培
·５６４·
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表１　单因素试验结果

因素 水平
木兰脂素含量／
ｍｇ·ｇ－１

桂皮醛含量／
ｍｇ·ｇ－１

绿原酸含量／
μｇ·ｇ－１

浸泡时间 ０５ｈ ４１９ １１８８ １０５５

１０ｈ ４２６ １３２８ １１５１

１５ｈ ４１３ １３２６ １１５３

２０ｈ ４１１ １３１７ １１４９

２５ｈ ４１２ １３２１ １１５１

提取时间 ０５ｈ ４０３ １３２８ １０５９

１０ｈ ６２５ １４６１ １１５８

１５ｈ ８３６ １４８５ １２４５

２０ｈ ７５１ １３９２ １１４２

２５ｈ ７３７ １３０７ １０９４

加水倍数 ８倍 １０５４ １３２８ １２３８

１０倍 １１６６ １４５６ １３２９

１２倍 ８５６ １２５９ １１４１

１４倍 ７４１ １２０５ １０５４

１６倍 ６８２ １１４４ ９６８

提取次数 １次 １０９４ １２２４ １１０３

２次 １２０２ １３５８ １２５４

３次 １２１１ １３６２ １２５６

养基将药液稀释成为每ｍＬ含总药材４、２、１、０５、
０２５、０１２５、００６３ｇ共７个浓度，经高压消毒后，
将活化的细菌（金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌、乙型溶

血性链球菌、肺炎链球菌、变形杆菌）加入上述培养

基中，另设空白对照（有菌无药）管。因药物加入培

养基后颜色太深，无法观察其混浊程度，影响结果

判断，故恒温培养２４～４８ｈ后，将各管培养物划线
接种于平板培养基上，再次培养２４～４８ｈ，观察实
验菌生长情况，确定无菌生长的药物浓度即为最低

抑菌浓度（ＭＩＣ）［９１０］。将恒温培养２４～４８ｈ后的培养
物涂布于琼脂培养基平板上，再次培养２４～４８ｈ，观
察平板上菌落形成单位（ＣＦＵ）。ＣＦＵ≤５的浓度为杀
菌浓度，记 “－”号，ＣＦＵ＞５的浓度为无杀菌作用，
记 “＋”号。以产生杀菌作用的最小浓度为最低杀菌
浓度（ＭＢＣ）。结果，本品对金黄色葡萄球菌、绿脓杆
菌、乙型溶血性链球菌、肺炎链球菌、变形杆菌的最

低抑菌浓度分别为２、２、２、２、２ｇ·ｍＬ－１，最低杀菌
浓度分别为４、２、２、２、２ｇ·ｍＬ－１，结果见表２。证
明本品具有一定的抑菌作用，可进入星点设计，进行

提取工艺的优选。

表２　体外抑菌实验

菌种 菌号 代
药物浓度／ｇ·ｍＬ－１

４ ２ １ ０５ ０２５ ０１２５ ００６３
性 阴性

金葡球菌 ２６０００３ ３ －□√ －○ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

绿脓杆菌 １０１０４ ３ － －□√○ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

乙链球菌 ３２２１０ ２ － －□√○ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

肺链球菌 ３１００１ ３ － －□√○ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

变形杆菌 ４９００５ ３ － －□√○ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

注：□√为最低杀菌浓度（ＭＢＣ）；○为最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。

２６提取工艺优选

２６１响应面试验设计　在单因素试验基础上，选
择浸泡时间、提取时间和加水倍数作为影响因素，

固定提取次数为２次。抑菌作用需将提取液均浓缩
至药物浓度２ｇ·ｍＬ－１，然后以涂布后所增长的菌落
数进行数据处理（菌落数为０记为１００分，菌落数多
致无法计算记为１分，１００－菌落数／１００，即将分值
正向化处理后得出每种提取工艺对５个菌抑菌作用
的平均值，计算抑菌作用评分）后带入星点设计，综

合评分（木兰脂素、桂皮醛、绿原酸含量，抑菌作用

评分）为评价指标（根据本方中各化学指标对本方药

效贡献程度的大小以及本方主要药效学指标的综合

考虑，决定其权重系数分别为 ３０％、２０％、２０％、

３０％），采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０４软件 ＣｅｎｔｒａｌＣｏｍ
ｐｏｓｉｔｅ试验设计的方案进行研究，筛选最佳提取条
件［１１１２］。结果见表３～４。
２６２模型的拟合采用　ＡＮＯＶＡ对各因素进行多
元二次回归，得到二次拟合方程为 Ｙ＝８２６８－
０７３Ａ－４１０Ｂ＋９３６Ｃ－０５１ＡＢ－７５０×１０－３

ＡＣ＋１４１ＢＣ－１１６Ａ２－１６８Ｂ２－７１８Ｃ２。对其
进行方差分析，可知 Ｂ、Ｃ、Ｂ２、Ｃ２具有显著性
影响，失拟项 ＞００５，表明失拟项不显著，相关
系数 ｒ＝０９７０１，表明回归方程拟合度较好，试
验误差小，可用该模型对不同条件下的试验结果

进行测定。根据回归分析结果，利用软件进行响

应面分析，结果见图４。
·６６４·
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表３　响应面试验设计及结果

序号
浸泡时间

（Ａ）／ｍｉｎ
加水倍数

（Ｂ）／倍
提取时间

（Ｃ）／ｍｉｎ
木兰脂素／
ｍｇ·ｇ－１

桂皮醛／
ｍｇ·ｇ－１

绿原酸／
μｇ·ｇ－１

抑菌作用

评分（％）
综合评分

（％）

１ ６０００ １０００ ９５５ ４５５ １２．８５ １００５ １２５７ ４９３８

２ ９５５ １０００ ６０００ ４９３ １４６１ １３６７ ９２５９ ８２２０

３ ９０００ ８００ ３０００ ６３３ １１２９ １１６１ ５９０３ ６８７０

４ ６０００ １０００ １１０４５ １０１３ １２５０ ９６８ ４７７４ ７５３２

５ ６０００ １０００ ６０００ ５７６ １４６４ １３６７ ９３３１ ８４５９

６ ６０００ １０００ ６０００ ５７３ １４．０８ １２９５ ９２３７ ８２７０

７ ６０００ １０００ ６０００ ５７７ １４５５ １３３５ ９２３７ ８４０５

８ ６０００ １０００ ６０００ ５２１ １４３６ １３６５ ９０４１ ８２

９ １１０４５ １０００ ６０００ ４９３ １４６１ １３６７ ７３７２ ７６５４

１０ ６０００ １０００ ６０００ ５６１ １４６７ １２５３ ９２４９ ８２５８

１１ ９０００ １２００ ９０００ ８０３ １１８８ ９３２ ８３５０ ７８５１

１２ ３０００ ８００ ９０００ ８４８ １２６５ １１５９ ８９６６ ８６０５

１３ ３０００ １２００ ３０００ ５８１ １３１４ １１４４ １３４２ ５５７８

１４ ３０００ ８００ ３０００ ５６８ １３０７ １２．５６ ５２５０ ６８６５

１５ ３０００ １２００ ９０００ ９２５ ９７６ １０５８ ８１７４ ８０５２

１６ ９０００ ８００ ９０００ １０２０ １０６２ １１５９ ８７８２ ８７７９

１７ ６０００ ６．６４ ６０００ ８１６ ９５８ １１８８ ９３２７ ８２４２

１８ ９０００ １２００ ３０００ ５２１ １３８３ １１７０ １４１１ ５５５２

１９ ６０００ １０００ ６０００ ５３０ １３９６ １３４５ ８６２４ ８０１９

２０ ６０００ １３３６ ６０００ ８３０ ８９２ １１５０ ６６６５ ７３３９

表４　方差分析
方差来源 ｄｆ ＳＳ ＭＳ Ｆ Ｐ

模型 ９ ２２０９８９ ２４５５４ ３６０４ ＜００００１

Ａ １ ７３２ ７３２ １０７ ０３２４４

Ｂ １ ２３００１ ２３００１ ３３７６ ００００２

Ｃ １ １１９６８０ １１９６８０ １７５６６ ＜００００１

ＡＢ １ ２０６ ２０６ ０３０ ０５９４４

ＡＣ １ ４５０×１０－４ ４５０×１０－４ ６６０５×１０－５ ０９９３７

ＢＣ １ １５７９ １５７９ ２３２ ０１５８９

Ａ２ １ １９４０ １９４０ ２８５ ０１２２５

Ｂ２ １ ４０５８ ４０５８ ５９６ ００３４８

Ｃ２ １ ７４２４４ ７４２４４ １０８９７ ＜００００１

残差 １０ ６８１３ ６８１ — —

失拟项 ５ ５５９４ １１１９ ４５９ ００６００

纯误差 ５ １２２０ ２４４ — —

总差 １９ ２２７８０２ — 　— 　—

注：“—”为无法比较。

２６３验证试验　通过对实验数据的综合分析，可
知最优工艺为浸泡５６９６ｍｉｎ，加８０５倍量水提取２
次，每次７６７１ｍｉｎ。考虑到实际生产需要，将提取
工艺定为浸泡６０ｍｉｎ，加８倍量水提取２次，每次

８０ｍｉｎ。再进行 ３次验证试验，结果木兰脂素平
均含 量 为 ９５８ｍｇ·ｇ－１；桂皮醛平均含量为
１１３３ｍｇ·ｇ－１；绿原酸平均含量为 １１４９μｇ·ｇ－１；
抑菌作用平均评分为８８１１％。综合评分与预测值的

·７６４·
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注：Ａ浸泡时间和水提倍数对综合评分的影响；

Ｂ水提倍数和提取时间对综合评分的影响；

Ｃ浸泡时间和提取时间对综合评分的影响。

图４　提取工艺中各因素对综合评分的影响

偏差为０４７％，表明该二项式模型拟合效果良好，
可信度高。按最终提取工艺提取本方，做体外抑菌

实验，进行涂布和划线，结果本品对金黄色葡萄球

菌、绿脓杆菌、乙型溶血性链球菌、肺炎链球菌、变形

杆菌的最低抑菌浓度分别为２、２、２、２、２ｇ·ｍＬ－１，最
低杀菌浓度分别为４、２、２、２、２ｇ·ｍＬ－１。

３　讨论

本文通过单因素考察筛选出各因素的最佳范围

进入星点试验，再通过星点设计，对提取工艺进行

优化。本方为治疗鼻炎的经验方，以君药和臣药中

主要成分为化学成分指标；所选取的５种菌是导致
鼻炎的主要菌种，通过体外抑菌实验确定了本方对

这５种菌具有一定的抑菌作用，故将抑菌作用评分
作为本方的药效学指标。将药效学指标和化学成分

指标相结合，综合评价提取工艺，进一步优化了本

方的提取方法，这是本文的一个创新点，同时也为

中药复方提取工艺的筛选提供了新思路。
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