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十味盆安方为江苏省中医院谈勇教授的临床经

验方，由赤芍、虎杖、醋延胡索等十味中药组成 [1]，具

有清热除湿、化瘀止痛之功效，主治湿热瘀结所致的

腹痛、腹坠胀，慢性盆腔炎见上述证候者 [2]。该方在

临床应用多年，且疗效显著，原方为汤剂，临床应用

存在诸多限制。因此，本研究采用现代制剂技术，开

发了治疗慢性盆腔炎的中药六类新药——十味盆安

颗粒。

虎杖、醋延胡索为方中君药，虎杖苷、延胡索乙

素是分别是虎杖、醋延胡索中主要有效成分 [3-5]。相

关研究表明，两味药均宜采用乙醇提取工艺 [6，7]。响

应面法已被广泛地用于多因素试验优化上，该法能

得到明确的函数表达式，可在指定区域内得到因素

的最优组合和响应的最佳值 [8]。为提高有效成分的

提取率并保证质量的稳定均一，本研究在单因素考

察的基础上，以提取液中虎杖苷、延胡索乙素的提

取率及干膏率的综合评分为响应值，应用 Design-

Expert软件的 Box-Behnken[9，10]中心组合设计方法

设计响应面试验进行虎杖、醋延胡索提取工艺的优

化研究。

1  仪器与耗材

Aglient 1260 型高效液相色谱仪（美国 Aglient
公司），BP211D 型电子分析天平（德国 Sartorius公
司）；虎杖苷对照品、延胡索乙素对照品（中国食品

药品检定研究院，批号分别为：111575-200502、
110726-201213）；虎杖饮片、醋延胡索饮片（亳州市
中药饮片厂，批号分别为：140401、140301）；乙腈为
色谱纯，水为超纯水；其他试剂均为分析纯。 

2  方法与结果

2.1 含量测定

2.1.1 色谱条件

虎杖苷色谱条件 Phenomenex luna C18 柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm），以乙腈 -水（20：80）为流动相，
检测波长为 306 nm，流速 1 mL·min-1，进样 10 μL，
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柱温 30 ℃。
延胡索乙素色谱条件 Phenomenex Gemini C18柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），以乙腈 - 磷酸钠缓冲盐
（精密称取无水磷酸二氢钠 6 g、十二水合磷酸氢二钠
约 2 g，加水 1 000 mL使溶解）（42：58）为流动相，
检测波长为 280 nm，流速 1 mL·min-1，进样 10 μL，
柱温 30℃。
2.1.2 溶液的制备

2.1.2.1 对照品溶液的制备  

分别精密称取虎杖苷、延胡索乙素对照品适

量，分别加甲醇制成浓度分别为 71.9 μg.mL-1、102.7 
μg·mL-1的溶液，即得。

2.1.2.1 虎杖苷供试品溶液的制备  

精密移取各试验项下的提取液 5 mL，置 50 mL
量瓶中，加稀乙醇至刻度，摇匀即得。

2.1.2.1 延胡索乙素供试品溶液的制备  

取各试验项下的提取液适量，以 0.45 μm有机滤
膜滤过，取续滤液，即得。

2.1.2.2 阴性样品溶液的制备  

取虎杖饮片 50 g，加 20倍量 60%乙醇回流提取
2次，每次 90 min，滤过，按照延胡索乙素供试品溶液
制备方法制备缺醋延胡索阴性样品溶液；取醋延胡

索饮片 50 g，加 20倍量 60%乙醇回流提取 2次，每
次 90 min，滤过，按照虎杖苷供试品溶液制备方法制

备缺虎杖阴性样品溶液。

2.1.3 系统适应性与专属性试验

在上述色谱条件下，理论塔板数按虎杖苷色谱

峰计算应不得低于 3 000，按延胡索乙素色谱峰计算
应不得低于 6 000，分离度均＞ 1.5，且均已达到基线
分离，拖尾因子在 0.95-1.05之间。
分别精密吸取虎杖苷对照品溶液、虎杖苷供试

品溶液、缺虎杖阴性样品溶液各 10 μL，注入高效液
相色谱，结果见图 1，表明缺虎杖阴性样品溶液无干
扰；分别精密吸取延胡索乙素对照品溶液、延胡索

乙素供试品溶液、缺醋延胡索阴性样品溶液各 10 
μL，注入高效液相色谱，结果见图 2，表明缺醋延胡
索阴性样品溶液无干扰，说明本含量测定方法专属

性较强。

2.1.4 线性关系考察

取虎杖苷对照品溶液、延胡索乙素对照品溶液，

按“2.1.1”项下的色谱条件分别进样 1、2、5、10、20 
μL 和 1、2、5、10、20 μL，测定色谱峰峰面积，以对
照品的进样量为横坐标（X），以色谱峰峰面积为纵
坐标（Y），绘制标准曲线，得虎杖苷、延胡索乙素的
标准曲线分别为 Y=36780X+18.39（r=0.999 9）、
Y=6516X+1.967（r=0.999 6），线 性 范 围 分 别 为
0.007 19~0.143 8 μg、0.010 27~0.205 4 μg，线性关
系良好。

图 1  虎杖苷含量测定 HPLC 图

A. 虎杖苷对照品 B. 虎杖苷供试品 C. 缺虎杖阴性样品，1.虎杖苷。
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2.1.5 精密度试验

取虎杖苷对照品溶液、延胡索乙素对照品溶液

按“2.1.1”项下的色谱条件测定，分别连续进样 5次，
测得虎杖苷、延胡索乙素色谱峰峰面积 RSD分别为
0.94%、1.31%，表明仪器精密度良好。
2.1.6 稳定性试验

取“2.3.1”乙醇浓度考察项下 60% 乙醇组提
取液适量，按照 2.1.2项下方法制备虎杖苷、延胡索
乙素供试品溶液，分别放置 0、2、4、8、12、24 h ，按
“2.1.1”项下色谱条件测定，测得虎杖苷和延胡索乙
素的色谱峰峰面积 RSD分别为 1.68%、0.74%，表明
供试品溶液在 24 h内基本稳定。
2.1.7 重复性试验

取“2.3.1”乙醇浓度考察项下 60%乙醇组提取
液适量，按照“2.1.2”项下方法制备 6份虎杖苷、延
胡索乙素供试品溶液，按照“2.1.1”项下色谱条件测
定色谱峰面积，计算 RSD 分别为 1.07%、0.92%，表
明试验重复性良好。

2.1.8 加样回收率试验

精密称取 6份已测定含量的提取液适量，分别
加入与样品等量的虎杖苷、延胡索乙素对照品，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，进行含量测定，计
算加样回收率，结果虎杖苷平均回收率为 98.94%，
RSD为 1.58%，延胡索乙素平均回收率为 101.67%，

RSD为 1.02%。
2.2 提取率及干膏率的测定

2.2.1 提取率测定  

按照“2.1.1”项下含量测定方法，采用外标一点
法分别计算提取液中虎杖苷、延胡索乙素的含量，虎

杖中虎杖苷含量、醋延胡索中延胡索乙素含量均按

照 2010年版《中国药典》 一部相应药材项下含量测
定方法进行测定。

虎杖苷提取率=提取液中虎杖苷含量 ×100
虎杖中虎杖苷含量

延胡索乙素提取率= 提取液中延胡索乙素含量
酣延胡索中延胡索乙素含量

×100

2.2.2 干膏率的测定  

精密量取试验项下的提取液适量，置干燥至已

恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，105 ℃干燥至恒重，称定
重量，计算干膏率。

2.3 单因素试验考察

考虑到延胡索乙素为生物碱类成分，而虎杖中

大黄素等蒽醌类为偏酸性，两者配伍合提可能会影

响有效成分的煎出率 [11-14]。本研究曾对虎杖、延胡

索的分提与合提工艺进行考察，结果显示虎杖与延

胡索合提时提取液延胡索乙素、虎杖苷提取率及干

膏率与分提时无明显差异。考虑到生产可行性，确

图 2  延胡索乙素含量测定 HPLC 图

注：A.延胡索乙素对照品 , B.延胡索乙素供试品 , C.缺醋延胡索阴性样品 , 2.延胡索乙素。
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定采用合提工艺。

影响中药乙醇提取有效成分提取率、干膏率的

因素一般有：乙醇浓度、加醇倍量、提取时间和提取

次数。根据前期单因素考察结果发现，溶剂倍量对

两个成分的提取率影响不显著，在以 10、12 倍量
60%乙醇提取时提取液中虎杖苷、延胡索乙素提取
率、干膏率相差不大，为节省成本、提高效率，将溶剂

倍量固定在 10倍量，不再进行考察。
2.3.1 乙醇浓度考察

取 4份虎杖、醋延胡索饮片，每份虎杖、醋延胡索
饮片均为 50 g，每份分别加 10倍量 40、60、80、95%乙
醇回流提取 2次，每次 90 min，测定各组提取液中虎杖
苷、延胡索乙素提取率和干膏率。结果，随乙醇浓度的

升高提取液中两个成分的提取率、干膏率均呈先增加

后降低的规律，以 60%乙醇提取时虎杖苷、延胡索乙
素提取率最高，因此最优条件为 60%乙醇提取。
2.3.2 提取次数考察

取 3份虎杖、醋延胡索饮片，每份虎杖、醋延胡
索饮片均为 50 g，每份分别加 10倍量 60%乙醇回流
提取 1、2、3次，每次 90 min，测定各组提取液中虎杖
苷、延胡索乙素提取率和干膏率，结果提取 1、2、3次
时虎杖苷提取率分别为 62.58%、87.01%、87.56%，延
胡索乙素提取率分别为 56.21%、93.43%、95.07%，干
膏率分别为 8.52%、14.08%、16.27%。结果说明，两
味药在以 10倍量 60%乙醇回流提取 2次和提取 3
次时提取率差异不大，考虑到生产成本及效率，以提

取 2次为最优条件。 
2.3.3 提取时间考察

取 5份虎杖、醋延胡索饮片，每份虎杖、醋延胡

索饮片均为 50 g，每份均加 10倍量 60%乙醇回流
提取 2次，提取时间分别为每次 30、60、90、120、150 
min，测定各组提取液中虎杖苷、延胡索乙素提取率
和干膏率。结果，随着提取时间的延长，虎杖苷、延

胡索乙素提取率以及干膏率不断增加，当提取时间

为 90 min时最高，到 120 min时提取率有所下降，所
以选择最佳提取时间为 90 min 。
2.4 响应面法试验研究  

2.4.1 响应面试验设计

取 15份虎杖、醋延胡索饮片，每份虎杖、醋延胡
索饮片均为 50 g，在单因素考察的基础上，根据 Box-
Behnken的中心组合设计原理，选取乙醇浓度、提取
时间、提取次数对提取率、干膏率影响显著的 3个因
素为自变量，采用三因素三水平响应面分析法，以提

取液中虎杖苷、延胡索乙素提取率及干膏率的综合

加权评分为响应值，综合加权评分 =（虎杖苷提取
率 /虎杖苷最高提取率×0.4+延胡索乙素 /延胡索
乙素最高提取率×0.4+干膏率 /最高干膏率×0.2）
×100[15]。按表 1中因素水平进行响应面试验，其中
试验 1-12为析因实验，试验 13-15为中心实验，用
来估计实验误差。

2.4.2 回归模型建立及分析

Box-Behnken 试验设计及结果见表 2。

表 1  虎杖醋延胡索提取工艺响应面因素水平编码

编码水平 乙醇浓度（A） 提取时间（B） 提取次数（C）

-1 50 8 1

0 60 10 2

1 70 12 3

表 2  响应面试验设计及结果

组别 乙醇浓度 A 提取时间 B 提取次数 C 虎杖苷提取率 /% 延胡索乙素提取率 /% 干膏率 /% 综合评分
1 -1 1 0 70.51 80.20 16.01 82.02
2 0 -1 1 88.40 88.31 13.89 91.40
3 -1 0 1 72.00 71.04 19.78 82.63
4 0 1 1 83.56 91.34 16.75 93.38
5 -1 0 -1 51.23 55.74 7.63 54.47
6 1 0 1 83.57 66.20 13.50 79.47
7 0 1 -1 64.33 59.70 8.76 63.22
8 0 -1 -1 57.08 43.37 8.01 52.27
9 -1 -1 0 73.54 82.10 15.69 83.87
10 1 0 -1 51.78 37.06 5.80 44.97
11 1 1 0 78.32 69.61 14.06 79.10
12 1 -1 0 80.93 56.01 13.54 74.00
13 0 0 0 87.64 93.81 14.51 94.01
14 0 0 0 87.31 94.56 14.83 94.50
15 0 0 0 86.63 93.50 14.37 93.28
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由表可知 A、C、A2、C2的 P值均＜ 0.01，表明其
对提取工艺的影响极显著，B对提取工艺的影响显
著，因素对指标的影响为：提取次数 C＞乙醇浓度 A
＞提取时间 B；AB、AC、BC的交互项并不显著，交互
项可以省略，方差分析结果表明，各因素与指标之间

的关系不是简单的线性关系。模型 P＜ 0.000 1，说
明模型具有高度显著性；模型相关系数 R2=0.996 4，
说明模型拟合度很好，失拟误差 P 值为 0.062 3＞
0.05，说明实验误差不显著，响应面模型对实验拟合
的情况较好。综上所述，该模型的建立是合理的，可

用回归方程代替试验真实点对实验结果进行分析。

利用 Design-Expert 8.0.6软件对表 2实验数据进行
多元回归拟合，拟合出的综合评分（Y）对自变量 A、
B、C的二次多项回归方程为：

Y=93.93-3.18A+2.02B+16.49C+1.74AB+1.59AC- 
2.24BC-11.93A2-2.25B2-16.61C2。

2.4.3 相应曲面分析及优化

因素 A和因素 C交互响应曲线面见图 5，根据
拟合的响应曲面形状，通过 Design-Expert 8.0.6软
件计算并分析得到各因素的最优条件为：提取时间

95.26 min，乙醇浓度 59.12%，提取次数 2.48 次，最
优的综合评分 98.21，考虑到生产可行性，将提取时
间修正为 95 min，乙醇浓度修正为 59%，此条件下提
取次数为 2次、3次时预测综合评分分别为 93.57、
92.92，两者差异不大，与单因素考察提取次数时结果
一致。因此，将提取次数定为 2次。
2.4.4 工艺验证

响应面分析得到的优化结果是一个预测结果，

需要进行工艺验证。按照优选出的最佳工艺平行

进行三次验证试验，取 3份虎杖、醋延胡索饮片，每
份虎杖、醋延胡索饮片均为 50 g，每份各加 10倍量
59% 乙醇回流提取 2 次，每次 95 min，测定各提取
液中虎杖苷、延胡索乙素提取率及干膏率，结果见

表 4。采用优选工艺所得结果综合评分为 94.71，
RSD=0.49%，与预测综合评分 93.57相差不大，表明
本响应面实验是成功的且该工艺稳定可行。

表 3  回归系数显著性及方差分析结果

系数项 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 3 773.077 9 419.230 8 116.690 8 ＜ 0.000 1

A 80.962 81 1 80.962 81 22.535 59 0.005 1

B 32.724 05 1 32.724 05 9.108 573 0.029 5

C 2 176.35 1 2 176.35 605.776 ＜ 0.000 1

AB 12.075 63 1 12.075 63 3.361 189 0.126 2

AC 10.048 9 1 10.048 9 2.797 06 0.155 3
BC 20.115 23 1 20.115 23 5.598 97 0.064 3
A2 525.727 6 1 525.727 6 146.333 6 ＜ 0.000 1
B2 18.692 31 1 18.692 31 5.202 909 0.071 4
C2 1 018.985 1 1 018.985 283.629 3 ＜ 0.000 1
残差 17.963 33 5 3.592 665

失拟误差 17.209 53 3 5.736 508 15.220 24 0.062 3

纯误差 0.753 8 2 0.376 9

总和 3 791.041 14

图 3  提取次数、乙醇浓度对综合评分影响的响应面图
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3  讨论

试验中发现，60%乙醇提取时延胡索乙素、虎杖
苷提取率较高，95%乙醇提取时延胡索乙素提取率
急剧下降，说明在考察醋延胡索提取工艺时若以延

胡索乙素为指标不适宜用高浓度乙醇提取，延胡索

乙素为叔胺碱，并且在延胡索醋制过程中延胡索乙

素与醋酸结合成生物碱盐，高浓度乙醇具有盐析作

用抑制了延胡索乙素的溶出；另外高浓度乙醇的沸

点较低使得提取时温度偏低 [16]，对延胡索乙素的溶

出也有一定影响。

响应面法能在指定区域内得到因素的最优组

合，在采用此法进行工艺优化时一般只确定一个最

优参数，导致实际生产中操作空间较小。本响应面

表 4  工艺验证结果

组别 虎杖苷提取率 /% 延胡索乙素提取率 /% 干膏率 /% 综合评分 RSD/%
试验 1 87.89 94.03 15.31 95.03

0.49试验 2 87.32 94.83 15.13 94.92
试验 3 88.20 93.47 14.57 94.18
均值 87.80 94.11 15.00 94.71 -

试验考察结果发现，乙醇浓度、提取时间均对醋延胡

索、虎杖提取结果有较显著性影响，经优化的乙醇浓

度为 59%，提取时间为 95 min，而在生产中一般用酒
精计来测定所配制乙醇浓度，用肉眼观察溶剂的沸

腾与否，较容易受到温度、观测误差等影响，试验参

数精确度较低。因此，可设定提取结果在一个允许

波动的范围，对乙醇浓度、提取时间的选择范围进行

考察，以设定一个便于产业化的工艺参数区间。

中药复方大多存在主要药效物质不明确的情

况，在考察中药复方提取工艺时，应尽量采用多指标

成分和出膏量综合加权评分的方法来全面评价提取

工艺，并且应充分考虑复方化学成分之间的相互影

响以及炮制对中药化学成分形态的转化，这样才能

优选出疗效显著、适宜产业化生产的工艺。
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Optimum Extraction Process of Polygoni Cuspidati Rhizoma Et Radix and Corydalis Rhizoma from 
Shiwei Pen’an Granule Using Response Surface Method

Liu Changlong, Li Yunxiao, Qian Jun, Wu Yun, Xiao Wei
(Jiangsu Kanion Parmaceutical Co.,Ltd., State Key Laboratory of New-Tech for Chinese Medicine Pharmaceutical 

Process, Lianyungang 222001, China)

Abstract: This study aimed to optimize extraction process of Polygoni Cuspidati Rhizoma et Radix and Corydalis 
Rhizoma from Shiwei Pen'an granule (SWPAG). In the study, ethanol concentration, extraction duration, 
extraction frequency were set up for main indexes according to the results of single factor experiments; the overall 
weighted scores of dry cream rate, polydatin and tetrahydropalmatine extraction rates for the response values, 
while response surface method (RSM) for optimum extraction process. It was found that optimal parameters 
included hotreflux for twice with ten folds of 59.00% ethanol solution, lasting 95 min for each time. Under 
the optimum conditions, the average dry extract rate was 15.00%, average extraction rates of polydatin and 
tetrahydropalmatine were 87.80% and 94.11%, respectively; the average dry cream rate was 15.00%, while the 
weighted composite score was 94.71 with the RSD value of 0.49%. As a conclusion, it was beneficial to industrial 
production for increasing effective components through the stable and optimum process of RSM.
Keywords: Shiwei Pen'an granule, polydatin, tetrahydropalmatine, response surface method, extraction process
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