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响应曲面法优化败毒散提取工艺
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［摘要］ 目的：优化败毒散的提取工艺。方法：以收膏率和柚皮苷、新橙皮苷含量的综合得分为考察指标，在

单因素试验的基础上，采用响应曲面法考察液料比、提取时间及提取数对败毒散提取工艺的影响。结果：最佳提取

工艺条件为液料比 14∶1，水煎煮法提取 170 min，提取 2次，在该条件下，综合得分为 87. 67%。结论：该优化工

艺方法准确可靠。
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Optimization of Extraction of Baidu Powder by Response Surface Methodology
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[Abstract] Objective: To optimize the extraction of Baidu Powder. Methods: The response surface methodology

(RSM) was used to investigate the effects of liquid-to-solid ratio, extraction time, and extraction times on the extraction of

Baidu Powder based on a single factor test with the comprehensive scores of extract yield and the content of naringin and

neohesperidin as indicators.Results: The optimal extraction was achieved by water decocting twice, 170 min each time at a

liquid-to-solid ratio of 14∶ 1. Under such conditions, the comprehensive score was 87.67%.Conclusion: The extraction

processing after optimization was accurate and reliable.
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败毒散最早源于宋代《太平惠民和剂局方》，现

收录于《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药

典》） 2020年版，为成方制剂，由枳壳 （100 g）、

党参 （100 g）、茯苓 （100 g）、甘草 （50 g）、川芎

（100 g）、羌活（100 g）、独活（100 g）、柴胡（100 g）、

前胡 （100 g） 及桔梗 （100 g） 组成。传统医学认

为，败毒散有发汗解表、散风祛湿的功能，临床主

要用于外感热病、憎寒壮热、项强头痛、四肢酸痛、

噤口痢疾、无汗鼻塞、咳嗽有痰[1]。败毒散在现代临

床中主要用于治疗急性颌下淋巴结炎、呼吸系统疾

病、流行性腮腺炎、急性病毒性肝炎等[2]。枳壳的主

要成分为柚皮苷和新橙皮苷，具有诱导甲状腺癌细

胞凋亡、抗基因突变、抗菌、抗炎、抗过敏、抗微

生物、抗肿瘤、保护受损心肌等药理作用[3-6]，故柚

皮苷和新橙皮苷常作为评价枳壳药材质量的重要

指标[7-9]。

败毒散方原用法为炖汤内服，存在煎煮、服用

和携带不方便等问题。其颗粒剂具有服用和携带方

便、载药量大、稳定性好等优点，可以满足患者长

期服用和临床用药需要[10]。响应曲面法能直观反映

各影响因素之间的交互关系，快速得到最佳工艺时

各因素的水平[11]。经文献检索发现，目前国内外关

于败毒散提取工艺的报道不多。因此，本研究在单

因素试验的基础上，以收膏率和柚皮苷、新橙皮苷
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含量的综合评分为考察指标，采用响应曲面法优选

败毒散提取工艺，拟将其制备成颗粒剂，为败毒散

制剂后续研究开发提供参考。

1 材料

1. 1 仪器

1260型高效液相色谱仪（美国安捷伦科技有限

公司）；FW-400A 型倾斜式万能粉碎机 （北京中兴

伟业仪器有限公司）；GZX-9140MBE型电热鼓风干

燥箱（上海博讯实业有限公司）；HH-2型数显恒温

水浴锅 （江苏金坛荣华仪器有限公司）；AE/240型
电子分析天平 ［梅特勒-托利多仪器 （上海） 有限

公司］。

1. 2 试药

枳壳、党参、茯苓、甘草、川芎、羌活、独活、

柴胡、前胡及桔梗 10味中药均购自张家口市张垣中

药饮片有限公司（批号分别为 20190901、20191002、
20200203、20200301、20191201、20190701、20190602、
20200401、20181101、20190301），经中国中医科学

院中药资源中心杨光副研究员鉴定均为正品。

对照品柚皮苷（重庆对照品科技有限公司，批

号：110722-201312，纯度≥98%）；对照品新橙皮苷

（西安旭煌技术有限公司，批号：N-19020，纯度≥
97%）；乙腈、甲醇为色谱纯；其他试剂为分析纯；

水为自制超纯水。

2 方法与结果

2. 1 新橙皮苷、柚皮苷含量测定

2. 1. 1 色谱条件 参考《中国药典》 2020年版 [1]，

色谱柱为 Hypersil C18 （250 mm×4. 6 mm，5 μm）；

以乙腈-0. 4% 磷酸水溶液 （20∶80） 为流动相，流

速为 1. 0 mL·min–1；检测波长为 283 nm；柱温为室

温；进样量为 5 μL；理论板数按柚皮苷峰计算应不

低于3000。见图1。
2. 1. 2 对照品溶液的制备 分别精密称定新橙皮苷

对照品 80. 03 mg、柚皮苷对照品 80. 00 mg，置于

100 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，超声使溶解，摇

匀，作为对照品储备液。使用时，精密量取上述溶

液 5 mL，置于 25 mL量瓶中，适量甲醇稀释，制成

新橙皮苷和柚皮苷质量浓度均为 160 μg·mL–1的溶

液，冰箱冷藏备用。

2. 1. 3 供试品溶液及阴性样品溶液的制备 按败毒

散处方比例分别称取各饮片，总量为 95 g，粉碎成

粗粉，过筛，混匀。取上述粗粉约 20 g，精密称定，

按各因素条件提取，放冷后滤过，使用蒸发皿蒸干，

加适量甲醇溶解，并用甲醇洗涤干净，溶液及洗涤

液转移至 1000 mL量瓶中，甲醇稀释至刻度，超声，

摇匀，作为供试品储备液。使用时，移取上述储备

液 10 mL，经 0. 45 μm 微孔滤膜滤过，取中间续滤

液 5 mL，即得。同法制备不含败毒散的溶液即为阴

性样品溶液。

2. 1. 4 线性关系考察 分别精密量取2. 1. 2项下新

橙皮苷、柚皮苷混合对照品储备液适量，加甲醇稀释成

质量浓度分别为 8、32、64、120、160、240 μg·mL–1

的对照品溶液，按 2. 1. 1 项下色谱条件进行色谱分

析，记录峰面积。分别以峰面积为纵坐标 （Ｙ）、

质量浓度为横坐标（Ｘ）进行线性回归，作标准曲

线。新橙皮苷标准方程为 Y=5. 49×103X+4. 36×104，

注：A. 柚皮苷对照品；B. 新橙皮苷对照品；C. 供试品；D. 阴性样

品；1. 柚皮苷；2. 新橙皮苷。

图1 败毒散中柚皮苷及新橙皮苷HPLC图
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r=0. 999 4，质量浓度为 8~240 μg·mL–1线性关系

良好；柚皮苷标准方程为 Y=4. 93×103X+3. 77×104，
r=0. 999 7，质量浓度为8~240 μg·mL–1线性关系良好。

2. 1. 5 精密度试验 精密量取 2. 1. 2 项下新橙皮

苷、柚皮苷混合对照品溶液 5 μL，按照 2. 1. 1 项下

色谱条件连续进样 6次，分别测定新橙皮苷、柚皮

苷峰面积，新橙皮苷峰面积 RSD为 0. 97%，柚皮苷

峰面积RSD为0. 82%。说明该方法精密度良好。

2. 1. 6 重复性试验 取同一批败毒散 （批号：

20200402）粗粉 6份，按 2. 1. 3项下方法平行制备供

试品溶液，按 2. 1. 1 项下色谱条件分别进样测定。

结果新橙皮苷平均质量分数为 4. 13 mg·g–1（每克败

毒散含枳壳以新橙皮苷计，下同），RSD 为 1. 56%，

柚皮苷的平均质量分数为 7. 08 mg·g–1（每克败毒散

含枳壳以柚皮苷计，下同），RSD为 1. 42%，表明该

方法的重复性良好。

2. 1. 7 稳定性试验 分别精密量取 2. 1. 3项下同一

供试品溶液5 μL，分别于0、1、3、6、12、18、24 h

按 2. 1. 1 项下色谱条件进行测定，结果新橙皮苷峰

面积 RSD 为 1. 84%、柚皮苷峰面积 RSD 为 1. 27%。

说明在制备后24 h内供试品溶液质量稳定。

2. 1. 8 加样回收率试验 取已测含量的败毒散（含新

橙皮苷约为 4. 15 mg·g–1、含柚皮苷约为 7. 06 mg·g–1）

粗粉 6份，精密称定，每份约 2 g。分别加入新橙皮

苷对照品约 8. 30 mg，柚皮苷对照品约 14. 12 mg，

按2. 1. 3项下方法制得供试品溶液，按2. 1. 1项下色谱

条件测定（表 1）。新橙皮苷平均回收率为 98. 90％，

RSD 为 1. 97％；柚皮苷的平均回收率为 97. 74％，

RSD为1. 76％，说明该方法的准确度良好。

2. 2 收膏率测定

精密量取 2. 1. 3 项下供试品储备液 200 mL，转

移至已干燥质量恒定的蒸发皿中，水浴蒸干，烘箱

105℃干燥 3 h，干燥器中冷却，待降至常温，立即

称质量。收膏率按公式（1）计算。

收膏率 =（浸膏质量/200×1000）/药物总质量 ×
100% （1）
2. 3 提取工艺单因素考察

2. 3. 1 提取工艺评价指标的建立 在实际生产中，

收膏率常作为控制指标之一，确定为次要指标，赋

予 20%的权重；主要指标确定为柚皮苷、新橙皮苷

含量，各赋予 40%的权重。按公式（2）计算综合得

分（Y） [12] 。

Y= R
Rmax

×20%+ Cn
Cn max

×40%+ C
Cmax

×40% （2）
式中，R为收膏率，Rmax为收膏率最大值；Cn为

柚皮苷含量，Cnmax为柚皮苷含量最大值；C 为新橙

皮苷含量，Cmax为新橙皮苷含量最大值。

2. 3. 2 提取方法考察

2. 3. 2. 1 超声提取法 取败毒散粗（批号：20200402）
粉约 20 g，精密称定，加无水乙醇 200 mL 超声

（400 W，40 kHz） 提取 2次，每次 2 h，提取液按

2. 1. 3 项下供试品溶液制备方法处理。测定收膏率

和柚皮苷、新橙皮苷含量，并计算综合得分，试验

平行3次。结果见表2。
2. 3. 2. 2 乙醇回流提取法 取败毒散（批号：20200402）
粗粉约20 g，精密称定，加无水乙醇200mL回流提取

提取2次，每次2 h，其余同超声提取法。见表2。
表1 败毒散中柚皮苷及新橙皮苷含量测定的加样回收率试验

成分

新橙皮苷

柚皮苷

取样量/g

2.011
2.123
2.072
1.981
2.247
2.062
2.011
2.123
2.072
1.981
2.247
2.062

样品中含量/mg

8.346
8.810
8.599
8.221
9.325
8.557
14.198
14.988
14.628
13.986
15.864
14.558

对照品加入量/mg

8.303
8.297
8.298
8.304
8.312
8.296
14.123
14.116
14.117
14.122
14.124
14.118

测得量/mg

16.499
16.922
16.887
16.583
17.715
16.514
27.724
28.719
28.747
28.068
29.523
28.246

回收率/%

98.20
97.76
99.88
100.70
100.94
95.91
95.78
97.27
100.01
99.72
96.71
96.96

平均回收率/%

98.90

97.74

RSD/%

1.97

1.76
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2. 3. 2. 3 水煎煮法 取败毒散 （批号：20200402）
粗粉约 20 g，精密称定，200 mL 水煎煮提取 2次，

每次2 h，其余同超声提取法。见表2。
结果表明，水煎煮法收膏率最高；柚皮苷、新

橙皮苷含量及综合得分略低于回流提取法和超声提

取法，但相差不大，从经济因素考虑，确定提取方

法为水煎煮法。

2. 3. 3 液料比的考察 取败毒散（批号：20200402）
粗粉约20 g，精密称定，水煎煮法提取2次，每次2 h，

考察不同液料比时综合得分，平行 3份。见表 3。综

合得分随液料比增加而增大，而后减小，综合得分

最高时，液料比为 12∶1，故液料比中心点确定

为12∶1。

2. 3. 4 提 取 时 间 的 考 察 取 败 毒 散 （批 号 ：

20200402）粗粉约 20 g，精密称定，200 mL水煎煮

提取2次，考察不同提取时间时综合得分，平行3份。

见表 4。综合得分随提取时间增加而增大，而后减

小，综合得分最高时，提取时间为 3 h，故提取时间

中心点确定为3 h。

2. 3. 5 提 取 数 的 考 察 取 败 毒 散 （批 号 ：

20200402）粗粉约 20 g，精密称定，200 mL水煎煮

提取 2 h，考察不同提取数时综合得分，平行 3份。

见表 5。综合得分最高时，提取数为 4次，提取数为

3次时略低于 4次，考虑生产成本和提取效率，故提

取数确定为3次。

2. 4 Box-Behnken响应面法优化败毒散提取工艺

2. 4. 1 响 应 面 设 计 及 试 验 结 果 通 过 Design-

Expert 8. 0. 6软件建立响应面分析模型。通过单因素

考察确定 3个影响因素，分别为液料比（A）、提取

时间（B）及提取数（C）。因素水平见表 6。响应值

为败毒散提取评价综合得分，建立 Box-Behnken 分

析模型，进行提取工艺优选，响应面设计及试验结

果见表7。

2. 4. 2 模型建立及显著性检验 将表 7试验条件及

结果导入 Design Expert 8. 0. 6软件进行回归分析。Y

对 A、 B、 C 的 多 项 二 次 回 归 模 型 为 Y=86. 21+

15. 41A+2. 82B – 2. 34C – 4. 06AB – 5. 28AC+

0. 50BC–21. 25A2–3. 04B2–5. 93C2，通过方差分

析考察其显著性。结果见表 8。由表 8可知，失拟项

P=0. 101 8>0. 05，模型 P<0. 000 1， r=0. 991 4，表

明未知因素干扰小，失拟项不显著，回归模型具极

显著性，拟合程度好，该模型可用于败毒散提取工

艺条件的分析和预测。由方差分析可知，一次项B、

C 因素对综合得分影响显著，A 因素影响具极显著

性；交互项 BC因素对综合得分影响不显著，AB因

素影响具显著性，AC因素影响具极显著性；二次项

B2因素对综合得分影响显著，A2、C2因素影响具极

显著性。由方差分析单因素 F 值可看出，C 因素对

表2 败毒散提取方法考察

提取方法

超声提取法

乙醇回流提取法

水煎煮法

收膏
率/%

27.49
27.55
30.15

柚皮苷质量
分数/mg·g–1

7.11
7.04
6.85

新橙皮苷质量
分数/mg·g–1

4.01
4.02
3.91

综合得
分/%

98.14
97.88
97.44

表3 败毒散不同液料比对各评价指标及综合得分的影响

液料比

4∶1
8∶1
12∶1
16∶1
20∶1

评价指标

收膏率/%

15.18
20.46
29.13
26.11
24.82

柚皮苷质量分
数/mg·g–1

3.17
3.61
7.04
5.79
5.54

新橙皮苷质量
分数/mg·g–1

1.47
2.35
3.12
4.03
2.91

综合得
分/%

43.02
57.88
90.97
90.82
77.40

表4 败毒散不同提取时间对各评价指标及综合得分的影响

提取
时间/h

0.5
1.0
2.0
3.0
4.0

评价指标

收膏率/%

13.31
26.73
19.55
24.03
26.26

柚皮苷质量分数/
mg·g–1

2.99
5.21
5.52
6.26
5.39

新橙皮苷质量
分数/mg·g–1

2.04
3.07
3.95
3.26
3.18

综合得
分/%

49.72
84.38
89.90
90.99
86.29

表5 败毒散不同提取数对各评价指标及综合得分的影响

提取
数/次

1
2
3
4

评价指标

收膏率/%

14.66
20.07
21.69
26.22

柚皮苷质量
分数/mg·g–1

2.95
4.18
6.13
4.67

新橙皮苷质量
分数/mg·g–1

2.03
2.74
2.92
3.48

综合得
分/%

53.77
74.08
90.11
90.47

表6 败毒散提取工艺响应面试验因素水平

水平

–1
0
1

因素

A

8∶1
12∶1
16∶1

B/h

2.0
3.0
4.0

C/次

2
3
4
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综合得分影响最小，B 因素次之，A 因素最大。综

上所述，各因素的影响顺序为C<B<A。

2. 4. 3 响应面分析 二维平面图等高线形状和三维

曲面图坡度可反映各因素交互作用水平，当等高线

呈椭圆形且密集时，表明交互作用强，当三维曲面

图陡峭，坡度大时，说明影响差异有统计学意义[13]。

通过 Design Expert 8. 0. 6软件分析得到反映三因素

交互作用水平的二维平面等高线图和三维曲面图。

见图 2~4。图 2~3中二维平面图等高线呈椭圆形且密

集，三维响应曲面坡度大，说明A因素和B、C因素

交互作用强，图 4中二维平面图等高线虽近似椭圆

形但不密集，且三维响应曲面坡度小，说明B、C因

素交互作用弱，与方差分析结果相符。

表7 败毒散提取工艺响应面试验设计及结果

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A

12∶1（0）
12∶1（0）
12∶1（0）
12∶1（0）
8∶1（–1）
16∶1（1）
12∶1（0）
12∶1（0）
8∶1（–1）
16∶1（1）
12∶1（0）
8∶1（–1）
8∶1（–1）
12∶1（0）
16∶1（1）
12∶1（0）
16∶1（1）

B/h

4.0（1）
3.0（0）
2.0（–1）
3.0（0）
3.0（0）
3.0（0）
3.0（0）
3.0（0）
4.0（1）
2.0（–1）
3.0（0）
2.0（–1）
3.0（0）
4.0（1）
4.0（1）
2.0（–1）
3.0（0）

C/次

2（–1）
3（0）
2（–1）
3（0）
4（1）
2（–1）
3（0）
3（0）
3（0）
3（0）
3（0）
3（0）
2（–1）
4（1）
3（0）
4（1）
4（1）

综合得分/%

80.16
85.18
79.22
88.27
47.12
81.48
86.85
86.44
54.76
77.19
84.33
37.34
41.03
76.27
78.39
73.31
66.47

表8 败毒散提取工艺响应面方差分析结果

方差来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总差

离差平方和

4 384.88
1 899.74
63.39
43.80
65.77
111.30
1.02

1 902.12
38.90
148.29
38.18
28.87
9.30

4 423.06

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

487.21
1 899.74
63.39
43.80
65.77
111.30
1.02

1 902.12
38.90
148.29
5.45
9.62
2.33

F值

89.34
348.34
11.62
8.03
12.06
20.41
0.19

348.78
7.13
27.19

4.14

P值

<0.000 1
<0.000 1
0.011 3
0.025 3
0.010 4
0.002 7
0.678 4

<0.000 1
0.032 0
0.001 2

0.101 8

图2 液料比与提取时间对败毒散提取工艺影响的等高线图和响应曲面图

图3 液料比与提取数对败毒散提取工艺影响的等高线图和响应曲面图
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2. 4. 4 验证实验 以 Design Expert 8. 0. 6软件分析

败毒散提取工艺，当液料比为 13. 81∶１，提取时

间为 2. 84 h，提取数为 2. 32次时，综合得分最大，

预测值为 89. 13%。考虑生产实际，将败毒散提取工

艺参数调整为液料比 14∶１，提取时间 170 min，提

取 2次。按败毒散处方比例分别称取各饮片，总量

为 950 g，平行 3次，以验证工艺的可靠性和模型的

合理性。结果 RSD为 0. 55%，表明工艺可靠且模型

合理。

3 讨论

创制中药新剂型过程中，提取工艺对中药提取

效果有直接影响，进而影响疗效。传统复方中药组

分复杂，为充分提取药效组分，故选用多指标对败

毒散提取工艺进行评价。收膏率可反映其他组分的

提取程度，为考察中药提取效果的重要指标[14]；新

橙皮苷和柚皮苷为枳壳含量较高的主要活性物质，

也是《中国药典》 2020年版枳壳药材考察含量的指

标，且在《中国药典》 2020年版败毒散质量标准含

量测定项，以枳壳中柚皮苷含量作为唯一控制指标，

因此，在许多含有枳壳的中药制剂中，大多采用柚

皮苷和新橙皮苷作为考察指标。本研究以收膏率和

新橙皮苷、柚皮苷含量为综合考察指标优化败毒散

提取工艺。

对中药提取因素多参数进行优化时，各影响因

素与响应值之间往往线性关系不佳。通过考察各影

响因素之间的交互作用，拟合最佳提取工艺，建立

非线性回归模型的响应曲面法，是一种精度高、预

测性好且应用范围大的统计方法，近几年广泛应用

于中药活性成分提取工艺的优化[15-17]。响应曲面法中

拟合结果和单因素的取值范围关系密切，本研究通

过考察单因素影响试验，先确定败毒散提取方法为

水煎煮法，后确定各因素的中心点和取值范围。其

中液料比的中心点为12∶1，提取时间的中心点为3 h，

提取数的中心点为 3次。在此基础上，通过 Design

Expert 8. 0. 6软件分析，得到拟合度好、极显著的多

项二次回归模型。方差和响应面分析结果表明，

优选工艺方法可靠、准确性好。败毒散最佳提取

工艺条件为液料比 14∶１，提取时间 170 min，提取

2次，在该条件下，综合得分为 87. 67%，与预测值

接近。验证实验结果表明，优选工艺重复性好、条

件可靠。
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