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ＣＣＤ联合色谱法优化燥湿洗剂的提取工艺△
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［摘要］　目的：通过中心组合设计法（ＣＣＤ）优化燥湿洗剂的提取工艺，以色谱法测定燥湿洗剂中黄芩苷的含
量，提升其质量标准。方法：以黄芩中黄芩苷的含量为评价指标，通过响应面ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计和ＣＣＤ试验考
察料液比、提取时间和提取次数３个主要影响因素对燥湿洗剂提取效果的影响，并对结果进行响应面分析，优化
提取工艺。对燥湿洗剂中黄芩主要成分黄芩苷进行方法学考察，以验证 ＣＣＤ试验结果。结果：ＣＣＤ优化得燥湿
洗剂最佳提取工艺为料液比１∶１０，提取时间６０ｍｉｎ，提取数２次，黄芩苷的量可达１１８３６ｍｇ·ｍＬ－１，与模型预
测值１２０４２ｍｇ·ｍＬ－１相近。结论：综合运用响应面ＣＣＤ联合色谱法优化燥湿洗剂的提取工艺，且优化所得工艺稳
定、可行，优化的工艺参数可为其工业化生产提供参考。
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燥湿洗剂为中药复方制剂，主要成分包括威灵

仙、马齿苋、黄芩、大黄、黄柏等 １３味中药，具
有清热燥湿、杀虫止痒的功效［１３］。近年来，燥湿

洗剂在临床上常应用于渗出性皮炎的治疗，效果

良好。

目前，国内未见关于燥湿洗剂以提高主要活性

成分为目的的工艺及质量标准研究的报道。黄芩苷

为黄芩的主要活性成分，将黄芩苷作为该制剂的指

标性成分，其在黄芩中的质量分数高达１０１１％［４］。

黄芩苷具有清热、抗炎、杀菌等药理作用［５７］。本研

究以黄芩苷作为指标成分，采用线性回归的

ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ（ＰＢ）设计和 ＣｅｎｔｒａｌＣｏｍｐｏｓｉｔｅ设
计［８１２］，分析主要影响因素间的交互作用，并联合

液相色谱法对其成分测定进行方法学考察，优化处

方提取工艺，提升质量标准，以建立全面的燥湿洗

剂提取工艺方法，提高其治疗疗效，为进一步研究

·９４８·
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开发该处方提供参考。

１　材料

１１　仪器

ＬＣ１０ＡＶＰ型高效液相色谱系统（日本岛津公
司）；ＭＥ２０３Ｅ型电子天平 ［梅特勒托利多（Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ）仪器有限公司］；旋转蒸发仪（上海申顺生物
科技有限公司）；ＳＨＺ（Ⅲ）型真空水泵（巩义市予华
仪器有限责任公司）；ＡＳ３１２０型超声清洗机（天津
ＡｕｔｏＳｃｉｅｎｃｅ仪器有限公司）。

１２　试药

黄芩苷对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：１１０７１５２００８１５，纯度 ＞９９％）；乙醇、三氯甲
烷、磷酸均为分析纯（成都市科龙化工试剂厂）；甲

醇为色谱纯（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ贸易有限公司）；水
为纯化水。

２　方法与结果

２１　黄芩苷含量测定方法学考察

２１１　对照品溶液制备　精密称取黄芩苷对照品适
量，加甲醇使其质量浓度为６０μｇ·ｍＬ－１，即对照品
溶液。

２１２　供试品溶液影响因素单因素考察
２１２１　提取方法考察　精密量取 ３份燥湿洗液
（上清液）各２ｍＬ，置于５０ｍＬ圆底烧瓶中，加７０％
乙醇４０ｍＬ，分别采取加热回流提取１ｈ、超声处理
１ｈ和浸泡过夜３种方式进行提取，滤过，滤液置于
５０ｍＬ量瓶中，用 ７０％乙醇多次清洗滤纸和滤渣，
并入５０ｍＬ量瓶中，定容至刻度，０４５μｍ微孔滤
膜进行滤过，得供试品溶液。结果见图１Ａ。提取方
法为加热回流时，黄芩苷的含量最高。

２１２２　加热时间考察　分别采用１、２、３ｈ作为
加热时间进行提取，其他操作同 ２１２１。结果见
图１Ｂ。加热提取时间为１ｈ时，黄芩苷的含量最高。
２１２３　提取溶剂考察　分别采用 ５０％、７０％、
９５％乙醇各４０ｍＬ进行提取，其他操作同２１２１。
结果见图１Ｃ。提取溶剂为７０％乙醇时，黄芩苷的含
量最高。

２１２４　供试品溶液制备　精密量取燥湿洗剂
２ｍＬ，加入７０％乙醇４０ｍＬ，加热，冷凝回流提取
１ｈ，滤过，滤液置于５０ｍＬ量瓶中，用７０％乙醇定
容至刻度，０４５μｍ微孔滤膜进行过滤，得供试品

注：Ａ不同提取方法；Ｂ不同加热提取时间；Ｃ不同提取溶剂

比例。

图１　不同提取方法、加热提取时间及提取溶剂
对供试品中黄芩苷含量的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

溶液。

２１３　色谱条件　色谱柱为ＡｍｅｔｈｙｓｔＣ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇０２％磷酸（４７∶５３）；
流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；检测波长：
（２８０±４）ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２１４　线性关系考察　配制质量浓度分别为２１６６、
５４１５、１０８３０、２１６６０、４３３２０、８６６４０μｇ·ｍＬ－１

黄芩苷对照品。采用液相色谱方法，进样量均为

１０μＬ，测定峰面积值。以峰面积值为纵坐标，对照
品进样量为横坐标，绘制标准曲线，黄芩苷回归方

程为Ｙ＝４７０３１Ｘ＋５７３８７，ｒ＝０９９９９。结果表
明，质量浓度为００２２～０８６６ｍｇ·ｍＬ－１，黄芩苷的
峰面积值与对照品进样含量呈良好的线性关系。

·０５８·
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２１５　精密度试验　精密吸取２１１项下黄芩苷对
照品溶液２０μＬ，注入液相色谱仪，重复进样５次，
测定峰面积值，其ＲＳＤ＝０５３％，表明精密度良好。
２１６　稳定性试验　取供试品分别于０、２、４、６、
８、１０ｈ时进样 １０μＬ，测定峰面积，其 ＲＳＤ＝
０７８％，表明该供试品溶液在１０ｈ内黄芩苷含量变
化不大，说明１０ｈ内该样品保持稳定。
２１７　重复性试验　精密量取同一燥湿洗剂样品，
按供试品配制方法进行制备，制得５份供试品样品。
精密吸取供试品溶液及上述对照品溶液各１０μＬ注
入高效液相色谱仪中，按２１３色谱条件连续进样，
分别测定黄芩苷含量，并计算其 ＲＳＤ＝１１１％，表
明该方法的重复性良好。

２１８　加样回收率试验　分别精密量取已测定含量
的供试品６份，每份１ｍＬ，分别置６个圆底瓶中，
精密加入质量浓度为０４０５ｍｇ·ｍＬ－１黄芩苷对照品
溶液１０ｍＬ，按上述供试品溶液制备方法和色谱条
件，制备加样回收供试品溶液并注入高效液相色谱

仪中，测定黄芩苷含量，ＲＳＤ＝１８３％。表明本方
法具有良好的回收率。

２２　ＰＢ设计优化提取工艺

通过ＰＢ试验筛选燥湿洗剂工艺中的最显著影响
因素，通过引入粉碎粒度（Ａ）、浸泡时间（Ｂ）、料
液比（Ｃ）、提取次数（Ｄ）、提取时间（Ｅ）５个影响因
素，根据前期单因素筛选出的各因素水平范围，按

照高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对不同组别中黄芩苷含量
进行平行测定，综合考察这５个因素对燥湿洗剂中
黄芩苷含量的影响。选用ｎ＝１２的ＰＢ设计，每个因
素取高（＋）、低（－）２个水平。ＰＢ设计中，为了方
差分析和估计试验误差，一般可增加１～３个虚拟变
量，为保证误差估计的可信度，该设计表中增加了

Ｆ、Ｇ、Ｈ３个空白因素。利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ试验设
计软件，设计 ＰＢ试验，并对其结果进行分析（表
１）。

表１　ＰＢ设计筛选燥湿洗剂的不同影响因素和水平

水平
因素

Ａ Ｂ／ｍｉｎ Ｃ Ｄ Ｅ／ｍｉｎ Ｆ Ｇ Ｈ

－ ２ ３０ １∶８ １ ３０ — — —

＋ ３ ６０ １∶１２ ３ ６０ — — —

　　注：２（－）代表中碎；３（＋）代表细碎；—表示空白分组因子。

设计分组及结果见表 ２，因素效应分析评价见
表３。表２所示，１２次试验中，Ａ～Ｅ的５个因素高

（＋）、低（－）水平分别出现了６次，当某个因子处
于高水平时，其余因子各出现高、低水平各 ３次，
通过计算这个因素在高、低水平时试验响应的均值

并求两均值之差就可得到此因素的效应，其中Ｆ～Ｈ
空项效应的均方和为标准差估计值。空项效应对应

的标准差值均较小，说明该试验产生的随机误差较

小。表３中模型的 Ｐ值为０００５４，Ｐ＜００５，说明
该模型具有显著性。表３中 Ｆ值的大小表明，料液
比＞提取次数 ＞提取时间，故对黄芩苷含量影响最
大的３个因素分别是料液比、提取次数和提取时间。
选取这３个因素进行后续ＣＣＤ试验。

表２　ＰＢ设计筛选燥湿洗剂不同影响因素的结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ
黄芩苷质量浓度／
ｍｇ·ｍＬ－１

１ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － １１０

２ － － ＋ － ＋ ＋ － ＋ １４１

３ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ － ２２１

４ － － － － － － － － １３１

５ ＋ ＋ － － － ＋ － ＋ １８９

６ － － － ＋ － ＋ ＋ － １８０

７ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ０８２

８ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ １４１

９ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － － １６５

１０ － ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ １４８

１１ ＋ － － － ＋ － ＋ ＋ ２２０

１２ － ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ０７０

表３　ＰＢ设计筛选燥湿洗剂不同影响因素的方差分析结果
影响因素 影响值 Ｆ值 Ｐ值

Ｍｏｄｅｌ ２５０６２２２ ２０８６ ０００５４

Ａ ４０３３ ０２４ ０６５３２

Ｂ／ｍｉｎ １９８６２９ １１４７ ００２７６

Ｃ １２６４００３ ７３６６ ０００１０

Ｄ ３２６８０３ １９０４ ００１２０

Ｅ／ｍｉｎ ３３８３３６ １９７２ ００１１３

２３　响应面法优化提取工艺试验

综合ＰＢ试验和单因素影响试验结果，筛选出影
响最显著的 ３个因子，即料液比（Ｘ１）、提取时间
（Ｘ２）和提取次数（Ｘ３），利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５ｂ
软件进行ＣＣＤ响应面设计，采用３因素３水平，中
心点重复６次，共运行试验２０次，试验设计与结果
见表４～５，方差分析结果见表６。

根据ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５ｂ对表 ５中指标进行多
元回归拟合，得到方程 Ｙ＝１２０４１＋４７４Ｘ１ ＋
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１６６０Ｘ２ ＋ ５３２Ｘ３ ＋ ６９２Ｘ１Ｘ２ ＋ １５２Ｘ１Ｘ３ ＋
２１０Ｘ２Ｘ３－１１６８Ｘ

２
１－９１１Ｘ

２
２－９７６Ｘ

２
３。方差分析及

回归系数显著性检验结果显示，所建立的二次多项

式模型Ｐ为００１５３，具有显著性（Ｐ＜００５），且模
型拟合度良好。

将因变量与另外两因素拟合为三维立体作用图

和预测图，结果见图２。响应面曲面图是对各因素
与两两因素的交互作用的最直观的反应，提取时间

对燥湿洗剂黄芩苷含量影响最大，其次为料液比，

提取次数影响最小。提取时间与料液比的交互作用

对燥湿洗剂提取效果影响最大，其次为提取次数与

料液比的交互作用，提取时间与提取次数的交互作

用最不显著。

表４　响应面设计燥湿洗剂中显著影响因素及水平

水平
因素

Ｘ１／ｍｉｎ Ｘ２ Ｘ３

－１ ３０ １ １∶８

０ ６０ ２ １∶１０

１ ９０ ３ １∶１２

表５　燥湿洗剂中显著影响因素的响应面设计

及其黄芩苷含量

编号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３
黄芩苷质量浓度／
ｍｇ·ｍＬ－１

１ ６０ ２ １０ １１８７８

２ ９０ ２ １０ ０７４８２

３ ６０ ２ ８ ０８０８５

４ ３０ ３ １２ ０９５６６

５ ６０ ２ １２ １１６４１

６ ３０ １ ８ ０９０３５

７ ９０ ３ ８ １０２８２

８ ３０ １ １２ ０７５２８

９ ６０ ２ １０ １２０２２

１０ ６０ ３ １０ ０５５６３

１１ ６０ ２ １０ １２１５１

１２ ９０ １ ８ ０６３１６

１３ ３０ ３ ８ ０８０２３

１４ ６０ ２ １０ １１８９５

１５ ６０ ２ １０ １２１７８

１６ ６０ ２ １０ １１９２５

１７ ６０ ３ １０ １４５３３

１８ ９０ ３ １２ １０２２４

１９ ９０ １ １２ ０７６２６

２０ ３０ ２ １０ １１１５７

表６　燥湿洗剂中显著影响因素的响应面结果及
方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 Ｆ值 Ｐ值

模型 ８６９３６９ ９ ４３８ ００１５３

Ｘ１ ３０７１４ １ １３９ ０２６５３

Ｘ２ ３７６５０４ １ １７０７ ０００２０

Ｘ３ ３８６８４ １ １７５ ０２１４９

Ｘ１Ｘ２ ３８３３７ １ １７４ ０２１４９

Ｘ１Ｘ３ １８４８ １ ００８ ０７７８１

Ｘ２Ｘ３ ３５３６ １ ０１６ ０６９７３

Ｘ２１ １９６６６３ １ ８９２ ００１３７

Ｘ２２ １１９５０１ １ ５４２ ００４２２

Ｘ２３ １３７２８５ １ ６２２ ００３１７

残差 ２２０５６４ １０

失拟项 ２１９７０３ ５ ２５５１６ ＜００００１

净误差 ８６１ ５

总离差 １０８９９３４ １９

根据ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５ｂ软件优化燥湿洗剂最
佳提取工艺条件为提取时间 ６０ｍｉｎ、提取数 ２次、
料液比１∶１０。

２４　验证实验

根据 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５ｂ软件优化出最佳提
取工艺：粉碎粒度为细碎，浸泡时间为 ６０ｍｉｎ，
料液比为 １∶１０，提取时间为 ６０ｍｉｎ，提取数为
２次。为了检验结果的可靠性，精密平行称定
５份按上述优化工艺进行实验，测定黄芩中黄芩苷
质量浓度分别１１５６８、１２２９４、１１６５４、１１８６８、
１１７９７ｍｇ·ｍＬ－１，平均质量浓度为１１８３６ｍｇ·ｍＬ－１，
与响应面法预测值１２０４２ｍｇ·ｍＬ－１的相对误差为
１７０％，说明验证值与回归方程预测值吻合较好，
优化后的燥湿洗剂提取工艺对进一步生产具有一定

的指导意义。

３　讨论

在影响燥湿洗剂提取工艺的各因素中，为筛选

多因素对黄芩苷主要药效成分表达量的影响，前期

通过单因素试验，对药材粉碎粒度、浸泡时间、料

液比、提取时间和提取次数进行初步筛选。结果显

示，以燥湿洗剂中黄芩苷含量为指标，不同影响因

素的最佳表达水平：粉碎粒度为细碎（１～６ｍｍ）、
浸泡时间为６０ｍｉｎ、料液比为１∶１０、提取１ｈ、共提
取２次。进而在初步筛选的范围基础上，通过ＰＢ试
验，同时对多个因素进行交互作用分析，根据 Ｆ值

·２５８·
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图２　提取时间、提取次数、料液比对燥湿洗剂提取效果的响应面三维效应面图

大小，筛选具有显著性的关键因素，结果显示，影

响燥湿洗剂中黄芩苷含量最主要的３个影响因素为
料液比、提取时间和提取次数。将这３个主要影响
因素进行响应面分析，通过 ＣＣＤ试验，观察各影响
因素间的交互作用及燥湿洗剂提取工艺中的最佳工

艺和表达量。分析结果表明，燥湿洗剂最优提取工

艺为料液比为１∶１０，提取时间为６０ｍｉｎ，提取次数
为２次，每１００ｍＬ燥湿洗剂中黄芩苷的量最高，提
取效果最好，优于单因素优化结果。在燥湿洗剂提

取工艺优化过程中，采用 ＰＢ设计、响应面设计方
法，比传统的正交试验更为精确和快捷，通过求解

线性回归方程模型，可以预测出最佳的工艺条件，

具有精度高、模型预测好的优点。

综合单因素试验、ＰＢ试验和响应面试验结果，

得到燥湿洗剂的最佳提取工艺：以水为提取剂，粉

碎粒度为细碎，提取前浸泡６０ｍｉｎ，料液比为１∶１０，
提取１ｈ，共提取２次，燥湿洗剂中黄芩苷质量浓度
可达１１８３６ｍｇ·ｍＬ－１。综合分析单因素试验、ＰＢ
试验及ＣＣＤ试验结果，采用该方法能够对燥湿洗剂
提取工艺进行优化，并提高有效成分的含量，该方

法能够为燥湿洗剂的综合开发利用提供参考。

参考文献

［１］　付强，王萍，杜宇凤，等．威灵仙化学成分及其药理活性
最新研究进展［Ｊ］．成都大学学报（自然科学版），２０１８，
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时珍国医国药，２０１９，３０（４）：９５５９５８．
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积的大小，这可能与加热时间延长及温度的升高

有关。

３３　干姜不同炮制品的临床应用的内在依据

金元医家李杲云：“干姜，生辛炮苦，阳也，生

用逐寒邪而发表，炮则除胃冷而守中”［１０］，表明生

品干姜与其炮制品功效有明显差异，临床应用有所

区别。本实验研究表明，炮制前后，土炒干姜、炮

姜及姜炭有新色谱峰出现，这可能是干姜不同炮制

品的临床应用不同的内在依据。

３４　干姜不同炮制品增加指标性成分质量控制

研究表明，姜酚具有舒张血管并表现良好的抑

制血小板聚集作用［１１］。本研究表明，炮姜、姜炭的

姜酚含量明显低于生品干姜、清炒干姜、土炒干姜，

与其长于止血相吻合。且不同干姜炮制品化学组成

成分的存在差异，而成分差异主要标记物为已确定

的６姜酚、６姜烯酚、１０姜酚３个药效成分，对其
临床疗效产生不同影响。故应增加不同干姜炮制品

中６姜酚、６姜烯酚、１０姜酚等成分的含量控制，
进一步提高其安全性、有效性。
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