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·中药工业·
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ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优选地芍苣冬颗粒提取工艺△
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［摘要］　目的：采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ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１５ｈ，加１０倍量水提取１ｈ，共提取２次）
下，天麻素平均质量分数为０５９ｍｇ·ｇ－１，芍药苷平均质量分数为６３５ｍｇ·ｇ－１，平均离体血管舒张率为７１０３％。
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；ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ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１０３４％，其中男性所占的比例是
８６１％，女性所占比例是１１７５％。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

１１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）；
Ｃｅｎｔｒａ２０型紫外可见分光光度计（ＧＢＣ科学仪器有
限公司）；ＢＬ４２０Ｅ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）；ＡＧ１３５
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）。

１２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８０７２００１０４、１１０７３６２０１３３７）；
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

２１天麻素、芍药苷含量测定方法的建立

２１１色谱条件 　 ＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭ ＲＰ１８色谱柱

（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５
!

ｍ）；流动相Ａ为乙腈，流动
相Ｂ为００５％磷酸溶液，梯度洗脱（０～１１ｍｉｎ，２％Ａ；
１１～１２ｍｉｎ，２％～１４％Ａ）；流量：１０ｍＬ·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］。
２１２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 ０２５、
１８２ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。
２１３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０４５

!

ｍ
的微孔滤膜滤过，即得。

２１４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２１３方法制备阴性供
试品溶液。结果见图１。
２１５标准曲线的建立　配制质量浓度为０２５ｍｇ·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
００５、０１０、０１５、０２０、０２５ｍｇ·ｍＬ－１的天麻素对
照品系列溶液，如２１１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－１３２７５４（ｒ＝
０９９９２），线性范围００５～０２５ｍｇ·ｍＬ－１。

配制质量浓度为１８２ｍｇ·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 ２１１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＝５９０６０９７３５３Ｘ（ｒ＝０９９９２），
线性范围０３６４～１８２ｍｇ·ｍＬ－１。
２１６精密度试验　精密量取１０μＬ的混合对照品溶
液，按２１１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１１６％、１５６％，表明
仪器精密度良好。

２１７重复性试验　按处方精密称取６份药材，按
２１３项下方法制备供试品溶液，如２１１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２２４％、０９２％，表明该方法重复性良好。
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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

２１８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 １４０％、２０９％，
表明供试品溶液在４８ｈ内稳定性良好。
２１９加样回收试验　取２１７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０７８、
６３７ｍｇ，按２１１项下色谱条件完成测定，其平均
回收率为 ９９１１％、９８４８％，ＲＳＤ分别为 ２２０％、
１９０％。实验结果表示，本品有良好的回收率。

２２单因素试验

２２１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。
２２２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０５、１、１５、２ｈ进行提
取，结果各组分含量在 ０５～１ｈ呈增加趋势，在
１～２ｈ呈递减趋势，故１ｈ为最佳提取时间。
２２３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０５、１、１５、２ｈ的供试品测定含量，
结果各组分含量在０５～１５ｈ呈增加趋势，在１５～
２ｈ呈递减趋势，故１５ｈ为最佳浸泡时间。
２２４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。

２３体外血管环实验

２３１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００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），调节其 ｐＨ为７２，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、ＫＣｌ４７、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
１２、ＮａＨＣＯ３２０、ＫＨ２ＰＯ４１１、葡萄糖 ４５、ＣａＣｌ２
１２５］，葡萄糖需要在临用前加入，且需调节其溶液
ｐＨ在８１～８４，将血管在４℃的ｋｅｒｂ’ｓ液中不断漂
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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］。

２３２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）

２４提取工艺优选

２４１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 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０４
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 １５ １０ ０５８ ４７０ ８３３３ ９８２８

２ ８ １５ １５ ０２５ ２５１ ４０００ ４７７０

３ １０ １０ ０５ ０２１ １９８ ２５００ ３５１８

４ １２ ２０ １０ ０４６ ３５１ ３３３３ ６０６１

５ １２ １０ １０ ０３６ ３３３ ３３３３ ５５１０

６ １０ １０ １５ ０３８ ３１５ ６６６７ ７０８８

７ ８ １０ １０ ０３１ ２４９ ４０００ ５０１５

８ １０ １５ １０ ０５９ ４７４ ６６６７ ９０７８

９ １０ １５ １０ ０６２ ４３８ ６０００ ８６１８

１０ １０ １５ １０ ０６２ ３９９ ７１４３ ８８７５

１１ １０ ２０ ０５ ０３１ ３８０ ５０００ ６４５６

１２ ８ ２０ １０ ０４２ ４１８ ５５５６ ７４６５

１３ １０ ２０ １５ ０３４ ４０９ ６０００ ７２９５

１４ １２ １５ ０５ ０３０ ２６８ ２０００ ４１７７

１５ １０ １５ １０ ０６１ ４４０ ７５００ ９３０８

１６ １２ １５ １５ ０４０ ４６０ ５０００ ７４０７

１７ ８ １５ ０５ ０２６ ３２７ ３３３３ ５０５０

２４２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＝９１４１＋０８７Ａ＋７６８Ｂ＋９４０Ｃ－４７５ＡＢ＋
８３７ＡＣ－６８３ＢＣ－１９１３Ａ２－１２１６Ｂ２－１８３７Ｃ２

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
０３２８０＞００５，表明差异无统计学意义；相关系数
ｒ为０９６８７，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
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表２　方差分析
方差来源 ｆ ＳＳ ＭＳ Ｆ值 Ｐ值

模型 ９ ５７２６３６ ６３６２６ ２４１０ ００００２

Ａ １ ５９９ ５９９ ０２３ ０６４８５

Ｂ １ ４７２１７ ４７２１７ １７８８ ０００３９

Ｃ １ ７０７２６ ７０７２６ ２６７９ ０００１３

ＡＢ １ ９０１６ ９０１６ ３４１ ０１０７１

ＡＣ １ ２８００６ ２８００６ １０６１ ００１３９

ＢＣ １ １８６４６ １８６４６ ７０６ ００３２６

Ａ２ １ １５４０９９ １５４０９９ ５８３７ ００００１

Ｂ２ １ ６２２１６ ６２２１６ ２３５６ ０００１８

Ｃ２ １ １４２０２１ １４２０２１ ５３７９ ００００２

残差 ７ １８４８２ ２６４０ — —

失拟项 ３ １０００１ ３３３４ １５７ ０３２８０

纯误差 ４ ８４８１ ２１２０ — —

总差 １６ ５９１１１８ — 　— 　—

　　注：“—”为无意义的值。

２４３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１６２ｈ，加１００８倍量水，提取时
间１１１ｈ；结合实际生产确定最佳工艺为浸泡１５ｈ，
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０５９、６３５ｍｇ·ｇ－１；平均离体血管舒张率为
７１０３％。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

１ ０５７ ６６５ ７１４３ ９５０２

２ ０６５ ６１５ ７５００ ９７３７ ９４２５

３ ０５７ ６２５ ６６６７ ９０３７

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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