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［摘要］　目的：采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优选地芍苣冬颗粒的提取工艺。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地芍苣冬颗粒中天麻素、芍药苷含量的影响。基于单因素的结果，应用Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法考察浸泡时间、提取时间、加水倍数３个因素对地芍苣冬颗粒中天麻素、芍药苷含量以及离体血
管舒张率的影响，对结果进行二项式方程拟合，用响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１５ｈ，加１０倍量水提取１ｈ，共提取２次）
下，天麻素平均质量分数为０５９ｍｇ·ｇ－１，芍药苷平均质量分数为６３５ｍｇ·ｇ－１，平均离体血管舒张率为７１０３％。
结论：此工艺稳定、方便，准确快速地优化地芍苣冬颗粒的提取工艺。

［关键词］　地芍苣冬颗粒；天麻素；芍药苷；离体血管舒张率；ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法；综合评分
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随着生活条件的提高，高血压已经成为一种越

来越普遍的症状。相关研究［１］表明，１８岁以上的高
血压患病率约为１０３４％，其中男性所占的比例是
８６１％，女性所占比例是１１７５％。高血压病是最常
见的心血管疾病之一［２］，常有心、脑、肾等脏器的

并发症引起的重要器官的病变，在很大程度上影响

着患者的身体健康。地芍苣冬汤是根据新疆医科大

学附属中医医院多年中医周铭心专家临床治疗高血

压的经验，以及高血压的发病机理和治疗原则总结

而成的经验方。本方不仅对轻中度高血压病有较好
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的血压控制疗效，还能明显改善高血压患者头晕、

头痛、心悸、烦躁、失眠症状，并对腰膝酸软、口

干、耳鸣、健忘、手足心热等症状亦能减轻。

此方传统剂型为汤剂，将其开发成颗粒剂则可以

克服汤剂服用剂量大、口感差、储存携带不便等不

足，且能使其质量稳定。［２］本方由生地、白芍、天麻、

龙骨等９味药组成。白芍为方中臣药，有止痛平肝、
柔肝补血、收汗敛阴、平抑肝阳等功能。彭珍香等［３］

研究证明，芍药苷呈内皮依赖性舒张血管平滑肌，机

制可能与其促进ＮＯ的合成释放有关。天麻为方中佐
药，有息风止痉、平抑肝阳和祛风通络的功能，对于

高血压、偏头痛和失眠等有较好的治疗效果。谢世

虎［４］研究证明，天麻素与肾上腺素能产生拮抗作用，

且能调节血管的收缩作用，使人体的微小血管扩张，

进一步控制血压。临床经验表明，天麻在高血压的治

疗中，具有非常好的效果，对于患者的冠状动脉血流

量有极明显的调节作用。故选择芍药苷及天麻素为化

学指标［５］，优化本方提取工艺。此外，通过离体血管

环实验得出的离体血管舒张率，将其作为药效学指

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（天麻素含量、芍药苷含量、离体

血管舒张率）为评价指标，采用响应曲面法优化提取

工艺，为该制剂的工业化大生产提供方案。

１　仪器与试药

１１仪器
１５２５型高效液相色谱仪（含 ２４８９型 ＰＡＤ检测

器、ＥｍｐｏｗｅｒＰｒｏ工作站，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；
Ｃｅｎｔｒａ２０型紫外可见分光光度计（ＧＢＣ科学仪器有
限公司）；ＢＬ４２０Ｅ生物机能实验系统、离体组织灌
流装置（安徽正华生物仪器设备有限公司）；ＡＧ１３５
型电子天平（瑞士梅特勒托利多仪器有限公司）；电
热恒温水浴锅（北京永光明医疗仪器有限公司）；电

热恒温鼓风干燥箱（上海跃进医疗器械有限公司）。

１２试药
天麻素对照品、芍药苷对照品（中国食品药品检

定研究院，批号分别为８０７２００１０４、１１０７３６２０１３３７）；
乙腈色谱纯；其他试剂均为分析纯。

药材饮片均购自新疆玖元堂中药饮片有限责任

公司，经新疆维吾尔自治区中医医院李永和主任中

药师鉴定均符合２０１５年版 《中华人民共和国药典》

相关项下的要求。

２　方法与结果

２１天麻素、芍药苷含量测定方法的建立

２１１色谱条件 　 ＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭ ＲＰ１８色谱柱

（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５
!

ｍ）；流动相Ａ为乙腈，流动
相Ｂ为００５％磷酸溶液，梯度洗脱（０～１１ｍｉｎ，２％Ａ；
１１～１２ｍｉｎ，２％～１４％Ａ）；流量：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；进
样量：１０μＬ；柱温：３０℃；天麻素检测波长：
２２０ｎｍ，芍药苷检测波长：２３０ｎｍ［６］。
２１２对照品溶液的配制　精密称取一定量的天麻
素及芍药苷对照品，分别制成质量浓度为 ０２５、
１８２ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。
２１３供试品溶液的配制　称取适量的处方药材，
加水１０倍量，浸泡１ｈ，加热回流提取１ｈ，提取
２次。量取其上清液５ｍＬ浓缩蒸干，干膏加少量的
色谱甲醇溶解，定容到５ｍＬ容量瓶中，经０４５

!

ｍ
的微孔滤膜滤过，即得。

２１４阴性供试品溶液的配制　按处方量分别称取
缺少天麻和白芍的药材，按２１３方法制备阴性供
试品溶液。结果见图１。
２１５标准曲线的建立　配制质量浓度为０２５ｍｇ·ｍＬ－１

的天麻素对照品溶液，分别取１、２、３、４、５ｍＬ用甲
醇定容到５ｍＬ容量瓶中，稀释成质量浓度分别为
００５、０１０、０１５、０２０、０２５ｍｇ·ｍＬ－１的天麻素对
照品系列溶液，如２１１项下色谱条件下完成测定，
以天麻素浓度作为横坐标，峰面积作为纵坐标，得天

麻素线性回归方程：Ｙ＝２１０５９０５２Ｘ－１３２７５４（ｒ＝
０９９９２），线性范围００５～０２５ｍｇ·ｍＬ－１。

配制质量浓度为１８２ｍｇ·ｍＬ－１的芍药苷对照品
溶液，分别取１、２、３、４、５ｍＬ用色谱甲醇定容于
５ｍＬ容量瓶中，稀释成为５个浓度梯度的芍药苷对
照品系列溶液，如 ２１１项下色谱条件完成测定，
以芍药苷浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，得芍药

苷线性回归方程：Ｙ＝５９０６０９７３５３Ｘ（ｒ＝０９９９２），
线性范围０３６４～１８２ｍｇ·ｍＬ－１。
２１６精密度试验　精密量取１０μＬ的混合对照品溶
液，按２１１项下色谱条件进样６次，计算天麻素、
芍药苷峰面积的ＲＳＤ分别为１１６％、１５６％，表明
仪器精密度良好。

２１７重复性试验　按处方精密称取６份药材，按
２１３项下方法制备供试品溶液，如２１１项下色谱
条件完成测定，计算天麻素、芍药苷峰面积的 ＲＳＤ
分别为２２４％、０９２％，表明该方法重复性良好。

·１９·
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注：Ａ对照品（２２０ｎｍ）；Ｂ对照品（２３０ｎｍ）；Ｃ样品
（２２０ｎｍ）；Ｄ样品（２３０ｎｍ）；Ｅ阴性样品（２２０ｎｍ）；
Ｆ阴性样品（２３０ｎｍ）；１天麻素；２芍药苷。

图１　２２０ｎｍ、２３０ｎｍ波长下混合对照品及供试品
溶液的ＨＰＬＣ图

２１８稳定性试验　精密吸取同一供试品溶液，分
别在０、６、８、１２、２４、４８ｈ进样１０μＬ，计算天麻
素、芍药苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 １４０％、２０９％，
表明供试品溶液在４８ｈ内稳定性良好。
２１９加样回收试验　取２１７项下已知含量的供试
品溶液６份，分别加入天麻素、芍药苷对照品０７８、
６３７ｍｇ，按２１１项下色谱条件完成测定，其平均
回收率为 ９９１１％、９８４８％，ＲＳＤ分别为 ２２０％、
１９０％。实验结果表示，本品有良好的回收率。

２２单因素试验

２２１提取次数的考察　将加水倍量固定为１０倍，
浸泡时间固定为１ｈ，提取时间固定为２ｈ，分别考察
提取１、２、３次的含量，结果各组分含量在１～３次呈
增加趋势，但各组分含量２次与３次相差不大，结合实
际生产情况选取２次作为响应面试验设计的提取次数。
２２２提取时间的考察　将提取次数固定为２次，加
水量固定为１０倍，分别按０５、１、１５、２ｈ进行提
取，结果各组分含量在 ０５～１ｈ呈增加趋势，在
１～２ｈ呈递减趋势，故１ｈ为最佳提取时间。
２２３浸泡时间的考察　将提取次数固定为２次，加
水量固定为１０倍，提取时间固定为１ｈ，分别提取
浸泡时间为０５、１、１５、２ｈ的供试品测定含量，
结果各组分含量在０５～１５ｈ呈增加趋势，在１５～
２ｈ呈递减趋势，故１５ｈ为最佳浸泡时间。
２２４加水倍数的考察　将提取次数固定为２次，提
取时间固定为１ｈ，分别提取加水倍数为６、８、１０、
１２倍的供试品，结果各组分含量在８～１０倍呈增加
趋势，在１０～１２倍呈递减趋势，故加１０倍量水为
最佳加水倍数。

２３体外血管环实验

２３１大鼠主动脉环的获取　本次实验用颈椎脱臼
法处死大鼠，用鼠板固定后从腹部起直至胸腔剪开，

配置００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），调节其 ｐＨ为７２，用棉花蘸取此缓
冲液轻轻地擦拭组织表面以使视野清晰。找到胸主

动脉的两端用止血钳钳夹后剪断，快速取出胸主

动脉放入盛有已充入混合气体（９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２）的
４℃ ｋｅｒｂ’ｓ液培养皿中 ［用蒸馏水配成１０倍的母
液（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：ＮａＣｌ１１８、ＫＣｌ４７、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
１２、ＮａＨＣＯ３２０、ＫＨ２ＰＯ４１１、葡萄糖 ４５、ＣａＣｌ２
１２５］，葡萄糖需要在临用前加入，且需调节其溶液
ｐＨ在８１～８４，将血管在４℃的ｋｅｒｂ’ｓ液中不断漂

·２９·
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洗以去除血管内残余血液，并剪去残余的脂肪组织和

结缔组织。将胸主动脉剪成大约３ｍｍ长的动脉环放
置于已经通入混合气体的４℃ ｋｅｒｂ’ｓ液中，备用［７］。

２３２血管环实验　实验时，血管环下端固定，上
端通过张力换能器连于自动平衡记录仪，持续通入

９５％ Ｏ２＋５％ ＣＯ２混合气体，调节血管环预负荷
为１ｇ。平衡９０ｍｉｎ后开始给药。在氯化钾（ｋｃｌ，
４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）预致血管收缩的条件下，观察不同提
取方法的药物对体外血管张力的影响［８］，结果用离

体血管舒张率表示。

离体血管舒

张率（％）
＝加入ｋｃｌ后的张力－加入药物后的张力

加入ｋｃｌ后的张力－初始张力 ×

１００％ （１）

２４提取工艺优选

２４１响应面试验设计　在单因素试验基础上，固定
提取次数为２次，选择提取时间、浸泡时间、加水倍
数作为影响因素，以天麻素含量、芍药苷含量、离体

血管舒张率为评价指标（根据本方中各化学指标对本

方药效贡献程度的大小综合考虑，决定其权重系数分

别为 ２５％、３５％、４０％），采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０４
Ｔｒｉａｌ软件试验设计的方案进行研究，结果见表１。

表１　响应面试验设计及结果

序号

加水

倍量

（Ａ）／倍

浸泡

时间

（Ｂ）／ｈ

提取

时间

（Ｃ）／ｈ

天麻

素／
ｍｇ·ｇ－１

芍药

苷／
ｍｇ·ｇ－１

离体血

管舒张

率／％

综合

评分／
％

１ １０ １５ １０ ０５８ ４７０ ８３３３ ９８２８

２ ８ １５ １５ ０２５ ２５１ ４０００ ４７７０

３ １０ １０ ０５ ０２１ １９８ ２５００ ３５１８

４ １２ ２０ １０ ０４６ ３５１ ３３３３ ６０６１

５ １２ １０ １０ ０３６ ３３３ ３３３３ ５５１０

６ １０ １０ １５ ０３８ ３１５ ６６６７ ７０８８

７ ８ １０ １０ ０３１ ２４９ ４０００ ５０１５

８ １０ １５ １０ ０５９ ４７４ ６６６７ ９０７８

９ １０ １５ １０ ０６２ ４３８ ６０００ ８６１８

１０ １０ １５ １０ ０６２ ３９９ ７１４３ ８８７５

１１ １０ ２０ ０５ ０３１ ３８０ ５０００ ６４５６

１２ ８ ２０ １０ ０４２ ４１８ ５５５６ ７４６５

１３ １０ ２０ １５ ０３４ ４０９ ６０００ ７２９５

１４ １２ １５ ０５ ０３０ ２６８ ２０００ ４１７７

１５ １０ １５ １０ ０６１ ４４０ ７５００ ９３０８

１６ １２ １５ １５ ０４０ ４６０ ５０００ ７４０７

１７ ８ １５ ０５ ０２６ ３２７ ３３３３ ５０５０

２４２模型的拟合　采用ＡＮＯＶＡ对各因素进行多元
二次回归，得回归方程：

Ｙ＝９１４１＋０８７Ａ＋７６８Ｂ＋９４０Ｃ－４７５ＡＢ＋
８３７ＡＣ－６８３ＢＣ－１９１３Ａ２－１２１６Ｂ２－１８３７Ｃ２

从表２的方差分析表可以看出，Ｂ、Ｃ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２

具有显著性影响，影响程度为 Ｃ＞Ｂ＞Ａ；失拟项为
０３２８０＞００５，表明差异无统计学意义；相关系数
ｒ为０９６８７，证明该模型拟合很好，可用该模型对
试验结果进行测定。根据回归分析结果，得其三维

曲面图，结果如图２。

注：Ａ浸泡时间和加水倍量对综合评分的影响；Ｂ提取时间

和加水倍量对综合评分的影响；Ｃ提取时间和浸泡时间对综合

评分的影响。

图２　综合评分的三维响应面图

·３９·
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表２　方差分析
方差来源 ｆ ＳＳ ＭＳ Ｆ值 Ｐ值

模型 ９ ５７２６３６ ６３６２６ ２４１０ ００００２

Ａ １ ５９９ ５９９ ０２３ ０６４８５

Ｂ １ ４７２１７ ４７２１７ １７８８ ０００３９

Ｃ １ ７０７２６ ７０７２６ ２６７９ ０００１３

ＡＢ １ ９０１６ ９０１６ ３４１ ０１０７１

ＡＣ １ ２８００６ ２８００６ １０６１ ００１３９

ＢＣ １ １８６４６ １８６４６ ７０６ ００３２６

Ａ２ １ １５４０９９ １５４０９９ ５８３７ ００００１

Ｂ２ １ ６２２１６ ６２２１６ ２３５６ ０００１８

Ｃ２ １ １４２０２１ １４２０２１ ５３７９ ００００２

残差 ７ １８４８２ ２６４０ — —

失拟项 ３ １０００１ ３３３４ １５７ ０３２８０

纯误差 ４ ８４８１ ２１２０ — —

总差 １６ ５９１１１８ — 　— 　—

　　注：“—”为无意义的值。

２４３验证试验　通过对实验数据的综合分析，最佳
提取工艺：浸泡时间１６２ｈ，加１００８倍量水，提取时
间１１１ｈ；结合实际生产确定最佳工艺为浸泡１５ｈ，
加１０倍量水提取２次，每次１ｈ。按优选的提取工艺再
进行３次验证试验，结果天麻素、芍药苷平均质量浓度
分别为０５９、６３５ｍｇ·ｇ－１；平均离体血管舒张率为
７１０３％。综合评分和预测值的偏差较小，表明该二项
式模型拟合效果良好，可信度高。结果如表３。

表３　验证试验结果

实验号
天麻素含

量／ｍｇ·ｇ－１
芍药苷含

量／ｍｇ·ｇ－１
离体血管

舒张率／％ 综合评分 珋ｘ

１ ０５７ ６６５ ７１４３ ９５０２

２ ０６５ ６１５ ７５００ ９７３７ ９４２５

３ ０５７ ６２５ ６６６７ ９０３７

３　讨论

地芍苣冬汤中生地为其君药，其主要成分为梓

醇及毛蕊花糖苷，未将其两种成分作为含量测定指

标的原因如下：１）处方中毛蕊花糖苷的理论含量小
于制剂的万分之一，含量测定指标应体现对制剂质

量的可控性，含量低于万分之二已基本没有质控意

义，故未将毛蕊花糖苷作为含测指标。处方中梓醇

的理论含量为制剂的万分之三，含量也相对偏低；

２）梓醇为环烯醚萜类化合物，经查阅文献知其对热
和酸不稳定，在酸性条件下可发生化学反应。故猜

测其与方中其他药材发生了化学反应，故未能测出；

３）查阅文献得知，生地中含有梓醇及能水解梓醇的
β葡萄糖苷酶，β葡萄糖苷酶易被高温破坏，在低
温下活性较强。故影响梓醇稳定性的３个主要因素
归结为β葡萄糖苷酶酶解、酸碱度和温度。所以提
取梓醇的过程中，考察了 β葡萄糖苷酶抑制剂加入
量、ｐＨ值及温度对其含量的影响，但是经反复实验
摸索，并未测出梓醇。故采用了臣药白芍中芍药苷

及佐药天麻中天麻素作为含量测定指标。

离体血管环实验中，在配置离体血管环实验中所

需的ｋｅｒｂ’ｓ营养液时，最后加入Ｃａｃｌ２时多次出现浑
浊现象，考虑到是加入时未快速搅拌以避免形成络合

物，改良操作方法后配置出了澄清的营养液。且血管环

需放置在４℃ ｋｅｒｂ’ｓ营养液中以保证血管的存活时间。
本方为治疗高血压的经验方，以君药和臣药中

主要化学成分为指标；通过离体血管环实验确定了

本方有扩张血管作用，故将离体血管舒张率作为药

效学指标以优化提取工艺。其扩张血管作用也为本

方降压机制的研究提供了基础。将化学成分指标与

药效学指标相结合，对提取工艺进行评价，进一步

优化了本方的提取方法，使优选出的工艺更准确可

靠，这是本文的一个创新点，同时也为中药复方提

取工艺的优化提供了新思路。
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化学与生物物理进展，２００９，３６（１２）：１５７８１５８８．

［８］　贾国栋，崔文玉，龙超良，等．盐酸埃他卡林对大鼠主动
脉血管环和尾动脉血管条的选择性舒张作用［Ｊ］．中国
临床康复，２００４，８（３）：４４３４４５．
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