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正交试验与响应面法优选六月雪－ 草药对提取工艺比较
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摘要：目的 优选六月雪 － 草药对的最佳提取工艺。方法 以木犀草苷转移率及浸膏得率的综合评分为评价指标，以加水倍数（Ａ）、
提取时间（Ｂ）及提取次数（Ｃ）为考察因素，分别采用 Ｌ９（３４）正交试验法和响应面法优选提取工艺，并进行比较。结果 正交试验法得到

的最优提取工艺为加１５倍水，提取３次，每次提取１．５ｈ，综合评分为９１．３６分；响应面法得到的最佳提取工艺为加１８倍水，提取３次，
每次提取０．８ｈ，综合评分为９７．５６分。结论 相比正交试验法，响应面法优选的提取工艺更适用于优化六月雪－ 草药对的提取工艺。
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糖尿病肾病是导致慢性肾脏病的第二位原因犤１犦，糖

代谢紊乱是其主导因素犤２犦。中医认为，脾肾受损、气阴两

伤、亏虚不足、脉络瘀阻是糖尿病肾病的主要病因病机，

常以补肾健脾、益气养阴、活血化瘀通络的药物进行调

理。六月雪－ 草是苏州市中西医结合医院金庆江主任

中医师治疗糖尿病肾病的经典药对，六月雪始载于《本

草拾遗》，来源于茜草科植物小灌木白马骨 Ｓｅｒｉｓｓａｓｅｒｉｓ
ｓｏｉｄｅｓ（ＤＣ．）Ｄｒｕｃｅ的全草或根，性凉，味苦、微辛，归
肺、脾、肝、胃经犤３犦。六月雪含挥发油类犤４犦、醌类犤５犦、木脂素

类犤６犦、萜类犤７犦、黄酮类犤８犦等化学成分，具有抗病毒、抑菌等

药理作用。 草始载于《新修本草》，来源于桑科 草属

草 Ｈｕｍｕｌｕｓｓｃａｎｄｅｎｓ．（Ｌｏｕｒ．）Ｍｅｒｒ．的全草，性寒，味
甘、苦，归肺、肾经犤９犦。 草含黄酮类、甾体类犤１０犦等多种

化学成分，有治疗急慢性肾炎、抗菌、抗炎等药理作用。

现代药理学研究结果显示，六月雪能改善机体对抗原的

清除作用，对受损的肾小球基底膜有一定修复作用，而

草有治疗肾炎的作用，二者相须，联用效果更甚。本研

究中探讨了六月雪－ 草药对的提取工艺，旨在为该药

对的物质基础研究提供依据。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

１２６０型高效液相色谱仪，包括二极管阵列检测器、
Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ色谱工作站（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＦＡ２００４型
电子天平（上海越平科学仪器有限公司）；ＧＭ－０．３３Ａ
型隔膜真空泵（天津市津腾实验设备有限公司）；Ｂ－
２６０型恒温水浴锅（上海亚荣生化仪器厂）；ＫＱ５２００型
超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＤＷ－２型
调温电热套（通州市张芝山镇决心化工电器厂）。

１．２ 试药

木犀草苷对照品（西安菲德生物科技有限公司，批

号为 １９０７０３０２，含量为 ９９．４０％）；乙腈为色谱纯，其
余试剂均为分析纯，试验用水为娃哈哈纯净水；六月雪、

·药学论著·
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１．木犀草苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．阴性对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．ｌｕｔｅｏｌｉｎ

Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ牗ｎ＝６牘

草药材均购于苏州天灵中药饮片有限公司，经苏州市

中西医结合医院于栋伟主任中药师鉴定为正品。

２ 方法与结果

２．１ 木犀草苷含量测定

２．１．１ 色谱条件

色谱柱：Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，
４μｍ）；流动相：乙腈－０．１％磷酸溶液（１７∶８３，Ｖ／Ｖ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３５０ｎｍ；柱温：２５℃；进样
量：１０μＬ。
２．１．２ 溶液制备

取木犀草苷对照品３．０ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ容
量瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，即得对照品溶液。分

别称取六月雪 １０ｇ、 草 ５ｇ，回流提取，滤过，合并滤
液，浓缩后作提取液。精密量取样品溶液１０ｍＬ，置蒸发
皿中，水浴蒸干，残渣用甲醇溶解并定容至 １０ｍＬ，经
０．４５μｍ微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。称取六月雪药
材１０ｇ，按供试品溶液制备方法制得阴性对照品溶液。
２．１．３ 方法学考察

系统适用性试验：精密吸取２．１．２项下３种溶液各
适量，按２．１．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结
果供试品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相应位置处

有吸收峰，阴性对照无干扰。理论板数按木犀草苷峰计应不低

于３０００，分离度均大于１．５，基线分离良好。见图１。
线性关系考察：精密量取２．１．２项下木犀草苷对照

品溶液适量，加流动相制成质量浓度分别为 ６，１２，１５，
２４，３０μｇ／ｍＬ的系列对照品溶液，置容量瓶中。按
２．１．１项下色谱条件进样测定。以待测成分质量浓度为
横坐标牗Ｘ牘、峰面积值为纵坐标牗Ｙ牘进行线性回归，得回
归方程 Ｙ＝２２．３４Ｘ＋１７．６５，ｒ＝０．９９９（ｎ＝５）。结果表
明，木犀草苷质量浓度在 ６～３０μｇ／ｍＬ范围内与峰面
积线性关系良好。

检测限和定量限确定：取 ２．１．２项下木犀草苷对
照品溶液适量，加甲醇逐级稀释，按 ２．１．１项下色谱
条件进样测定，记录峰面积。以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘为 ３∶１

的质量浓度为检测限，Ｓ／Ｎ为 １０∶１时的质量浓度
为定量限。结果检测限和定量限分别为０．６０３２μｇ／ｍＬ
和２．０８４９μｇ／ｍＬ。

精密度试验：精密量取已知含量（１５μｇ／ｍＬ）的
对照品溶液 １０μＬ，按 ２．１．１项下色谱条件进样测定。
于 １ｄ内连续进样 ６次，测定峰面积，结果的 ＲＳＤ为
０．３６％（ｎ＝６），表明该方法日内精密度良好。于 １ｄ内
连续进样 ２次，连续 ３ｄ，测定峰面积，结果的 ＲＳＤ为
０．９８％（ｎ＝６），表明该方法日间精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，室温下分别放置

０，２，４，８，１２，２４ｈ时按 ２．１．１项下色谱条件测定。结果
的 ＲＳＤ为 １．８７％（ｎ＝６），表明室温下供试品溶液在
２４ｈ内基本稳定。

重复性试验：取同一供试品溶液６份，依法制备供
试品溶液，按 ２．１．１项下色谱条件进样测定。结果的
ＲＳＤ为０．５２％（ｎ＝６），表明该方法重复性良好。
加样回收试验：精密量取已知质量浓度的供试品溶液

（木犀草苷质量浓度为１１．５７μｇ／ｍＬ）６份，每份１０ｍＬ，
置蒸发皿中，水浴蒸干，残渣用甲醇溶解并定容，分别精

密量取 １０ｍＬ，各加入 ０．１２ｍｇ木犀草苷对照品。经
０．４５μｍ微孔滤膜滤过。按２．１．１项下色谱条件进样测
定。结果见表１。
２．２ 正交试验

２．２．１ 试验设计

根据预试验结果，以加水倍数（Ａ）、提取时间（Ｂ）及
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方差来源

Ａ
Ｂ
Ｃ
误差

离差平方和

８．０７
３７５．７４
２８８５．６８
１４９．６０

自由度

２
２
２
２

均方

４．０４
１８７．８７
１４４２．８４
７４．８０

Ｆ值

０．０５
２．５１
１９．２９

Ｐ值

０．９４９
０．２８５
０．０４９

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

２０４．９５
２０９．８２
２０３．０８
２．２５

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

２０６．７７
１８１．８１
２２９．２７
１５．８２

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

１３４．９７
２１７．９９
２６４．８９
４３．３１

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

２０９．６４
１８９．４７
２１８．７４
９．７６

综合评分牗分牘

４６．１６
５８．７９
１００．００
７８．４９
８２．７７
４８．５６
８２．１２
４０．２５
８０．７１

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９

因素 Ａ
１
－１
０
－１
１
０
０
－１
０

因素 Ｂ
１
１
－１
０
－１
１
１
０
０

因素 Ｃ
０
０
－１
１
０
１
－１
－１
０

综合评分牗分牘

８０．７１
６４．４６
５０．８３
７７．８１
８４．２１
９０．０６
４８．５６
４０．５２
８１．０３

序号

１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７

因素 Ａ
１
０
０
０
－１
１
０
０

因素 Ｂ
０
０
０
０
－１
０
－１
０

因素 Ｃ
－１
０
０
０
０
１
１
０

综合评分牗分牘

４０．２５
７７．０１
８６．９７
８５．７８
４７．４３
８８．５３
９８．２４
８３．７９

表４ 正交试验方差分析结果

Ｔａｂ．４ ＡＮＯＶＡｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

表２ 正交试验因素水平表

Ｔａｂ．２ Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

表３ Ｌ９（３４）正交试验设计与结果
Ｔａｂ．３ ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＬ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平

１
２
３

因素 Ａ（倍）

１０
１５
２０

因素Ｂ（ｈ）

０．５
１．０
１．５

因素 Ｃ（次）

１
２
３

注：Ｆ０．０５牗２，２牘＝１９．００。
Ｎｏｔｅ牶Ｆ０．０５牗２，２牘＝１９．００．

表５ 响应面试验因素水平表

Ｔａｂ．５ Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

水平

－１
０
１

因素 Ａ（倍）

１０
１５
２０

因素Ｂ（ｈ）

０．５
１．０
１．５

因素 Ｃ（次）

１
２
３

表６ 响应面试验设计方案与结果

Ｔａｂ．６ Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

提取次数（Ｃ）为考察因素，以木犀草苷提取综合评分为
考察指标，采用 Ｌ９（３４）正交试验优选木犀草苷的提取工
艺。因素与水平见表２。药对中六月雪、 草比例为２∶１，即
六月雪１０ｇ、 草５ｇ。试验过程中煎煮时使用电热套加
热圆底烧瓶内回流提取，整个过程水分不流失。最后以

木犀草苷转移率及水煎液浸膏得率的综合评分进行分

析，综合评分＝木犀草苷转移率／木犀草苷转移率的最
大值×７０＋浸膏得率 ／浸膏得率的最大值 ×３０。其中木
犀草苷转移率牗％牘＝提取液中木犀草苷含量 ×１００％／
按药典测定的饮片中木犀草苷含量；浸膏得率牗％牘＝
Ｌ×牗ｍ２－ｍ１牘／５×１／ｍ×１００％。Ｌ为煎煮后提取液总
体积牗ｍＬ牘，ｍ２为含提取液的蒸发皿的质量牗ｇ牘，ｍ１为蒸
发皿净质量牗ｇ牘，ｍ为煎煮饮片总质量牗ｇ牘。正交试验设
计与结果见表３，方差分析结果见表４。

由表３可见，各因素对试验检测指标的影响强度高

低顺序为Ｃ＞Ｂ＞Ａ；由表４可见，因素 Ｃ对检测结果有
显著影响。提取次数是影响综合评分的关键因素。分析

得到的六月雪 － 草药对的最优提取工艺条件为

Ａ２Ｂ３Ｃ３，即加１５倍水，提取３次，每次提取１．５ｈ。
２．２．２ 验证试验

以最优提取工艺进行验证试验，所得综合评分的平

均值为 ９１．３６分，ＲＳＤ为 ０．９７％，数据稳定，表明此提
取工艺稳定可靠。

２．３ 响应面试验

２．３．１ 试验设计、结果与分析

依照 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法的设计原理，利用 Ｄｅ
ｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件设计了以加水倍数牗因素 Ａ）、
提取时间（因素 Ｂ）、提取次数（因素 Ｃ）为自变量，以木
犀草苷转移率及提取液的浸膏得率的综合评分为考察

指标，进行三因素、三水平响应面法试验。因素及水平见

表５，响应面设计方案及试验结果见表６，模型分析及方
差分析结果见表７。

进行多元回归拟合分析，得综合评分对３个因素的
二次多项回归方程为 Ｒ１＝８２．９２＋７．９４Ａ＋０．３９Ｂ＋
２１．８１Ｃ－５．１３ＡＢ＋２．７５ＡＣ－１．４８ＢＣ－１１．９３Ａ２－
１．７８Ｂ２－９．２１Ｃ２。由表 ６可知，加水倍数和提取次数对
水煎液提取的影响极显著，而交互项（ＡＢ，ＡＣ，ＢＣ）均无
显著影响。二次项中，Ａ２及 Ｃ２对水煎液提取的影响极
显著。模型决定系数 Ｒ２为０．９３８０，模型的失拟项 Ｆ＝
６．２６，显著性水平 Ｐ＝０．０５４３＞０．０５，失拟项并不显
著，表明此模型拟合效果好，可很好地反映综合评分与

３个因素的关系。综上所述，对综合评分影响强弱顺序
为Ｃ＞Ａ＞Ｂ。

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ
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方差来源

模型

Ａ－Ａ
Ｂ－Ｂ
Ｃ－Ｃ
ＡＢ
ＡＣ
ＢＣ
Ａ２

Ｂ２

Ｃ２

残差

失拟修正

纯误差

总和

离差平方和

５４９９．４４
５０３．７１
１．１９

３８０５．４１
１０５．３７
３０．２０
８．７３

５９９．１９
１３．４０
３５７．１０
３６３．７５
２９９．９１
６３．８４

５８６３．１９

自由度

９
１
１
１
１
１
１
１
１
１
７
３
４
１６

均方

６１１．０５
５０３．７１
１．１９

３８０５．４１
１０５．３７
３０．２０
８．７３

５９９．１９
１３．４０
３５７．１０
５１．９６
９９．９７
１５．９６

Ｆ值

１１．７６
９．６９
０．０２
７３．２３
２．０３
０．５８
０．１７
１１．５３
０．２６
６．８７

６．２６

Ｐ值

０．００１９
０．０１７０
０．８８４２
＜０．０００１
０．１９７５
０．４７０８
０．６９４１
０．０１１５
０．６２７１
０．０３４３

０．０５４３

表７ 模型分析及方差分析结果

Ｔａｂ．７ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｄｅｌａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＡＮＯＶＡ

Ａ Ｂ Ｃ

０．５１０ １．０１０ １．００．５Ｃ：提取次数Ｂ：提取时间
０．７０．９

１．５
１．３１．１

１２１４
１６１８

２０

Ａ：加水量

１００

８０

６０

４０

１００

８０

６０

４０

１．５２．０２．５
３．０

１２１４
１６１８

２０

Ａ：加水量Ｃ：提取次数

１００

８０

６０

４０

１．５２．０２．５
３．０

０．９０．７
１．１１．３

１．５

Ｂ：提取时间

综合评分 综合评分 综合评分

Ａ．加水量与提取时间 Ｂ．加水量与提取次数 Ｃ．提取时间与提取次数
图２ 综合评分影响因素三维图

Ａ．ｗａｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ Ｂ．ｗａｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｓ Ｃ．ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｓ

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉａｇｒａｍ ｏｆｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｓｃｏｒｅｏｆｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ

２．３．２ 响应面图分析

响应面三维图犤１１犦见图２。
由图２Ａ可见，提取时间为０．５～１．０ｈ时，综合评

分随着加水倍数的增大而逐渐升高，当提取时间超过

１ｈ时，综合评分随加水倍数的变化而呈缓慢升高－降
低的趋势；加水倍数为１０～１５倍时，综合评分随提取时
间的延长而呈明显升高趋势，而当加水倍数超１５倍时，
综合评分随提取时间的延长呈升高－降低趋势。

由图２Ｂ可见，加水倍数和提取次数对综合评分的
影响较大。当加水倍数为１０～１５倍时，综合评分随提取
次数的增加而显著升高；提取次数为１～２次时，综合评
分随加水倍数的增加而升高，提取次数超过 ２次时，综
合评分随加水倍数的增加而呈缓慢升高－降低的趋势。

由图 ２Ｃ可见，响应曲面图所呈现的曲面较平滑，
表示此交互项的作用并不明显，但也有一定协同作用。

从以上试验可知，从六月雪－ 草药对水煎液中提

取木犀草苷且提高浸膏得率的理论最佳工艺条件为加

１８．２１倍水，提取 ２．９５次，每次 ０．７８ｈ。此条件下综合
评分为９８．７３分。
２．３．３ 验证试验

为保证试验的可行性，将上述工艺条件修正为：加

１８倍水，提取３次，每次０．８ｈ。按此条件进行电热套加
热圆底烧瓶内回流提取六月雪 － 草药对中木犀草苷

试验和浸膏试验，实测综合评分平均值为 ９７．５６分，
ＲＳＤ为 １．２４％，数据稳定，且与预测值相比，相对误差
较小，表明建立的模型和实际情况基本吻合。

２．４ 浸膏得率

取供试品溶液分别精密量取５ｍＬ，置已干燥至恒重的
蒸发皿，水浴蒸干。再于１０５℃干燥３ｈ，立即置干燥器中静
置冷却３０ｍｉｎ。然后迅速精密称量，记录，并计算浸膏得率。
２．５ 两种试验方法比较

由前文可知，按最优工艺条件提取时，响应面法所

得综合评分高于正交试验法。正交试验中，３个因素中
仅提取次数对综合评分有显著影响（Ｐ＜０．０５），在响应
面法中提取次数和加水倍数均对综合评分有显著影响。

表明响应面法相对更能体现多因素与响应值间的关系。

正交试验法相较于响应面法，试验组数少，更简单

易行，但有一定局限性；响应面法试验组数较多，但更加

精确，三维图分析更直观，预测能力更强，得率也更高。

响应面法依据试验结果拟合出模型来进行工艺优化，是

在一个连续区域内筛选的最优方案，这可能是响应面法

与正交试验法相比更能精确地优化提取工艺的原因犤１２犦。

但响应面法需通过更多试验组合来进行模型拟合及响

应值预测，其工作量要远大于正交试验法犤１３犦。因此，对

于影响因素较少且不需太精确的工艺可使用正交试验

法进行优选，但对于影响因素较多且各因素间关系较复

杂的工艺则建议使用响应面法试验进行优化。

３ 讨论

六月雪－ 草药对治疗糖尿病肾病是多种成分及物

质共同作用的结果，因此应综合考虑浸膏得率。药对中的六

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ


