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止咳祛痰糖浆具有润肺祛痰、止咳定喘功效，临床

用于治疗伤风咳嗽、慢性支气管炎及支气管哮喘。方

中，桔梗为君药，有宣肺、利咽、祛痰作用，皂苷类化合

物为主要活性成分和特征性成分［1］。研究证实，桔梗皂

苷 D 是桔梗提取物中的主要活性化合物［2］。为了确保

产品质量，保证临床用药安全、有效，对制剂中桔梗皂

苷D进行定量研究。桔梗皂苷与其他皂苷之间极性相

近，测定其含量时，可用正丁醇提取，优选其最佳提取

工艺，常采用正交试验或响应面法确定提取工艺的参

数。其中，正交试验无法获得设计变量的最优组合和响

应目标的最优值，当试验因素具有较多水平数时需进

行大量试验，实施较困难。响应面法的试验次数少，试

验周期短，精密度高，求得回归方程精度高，预测性能

好，能研究几种因素间的交互作用，只要确定合理的影

响因素与水平［3］，即能得到较好的优化结果。本研究中

以提取次数、洗涤溶剂、洗涤溶剂体积为考察因素，以

桔梗皂苷D含量为评价指标，采用 Box - Behnken响应

面法优化止咳祛痰糖浆中桔梗皂苷D的提取工艺。现报

道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

LC - 20A型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

MS205DU型分析天平（瑞士梅特勒 -托利多集团，精度

为十万分之一）。

1. 2 试药

桔梗皂苷D对照品（中国食品药品检定研究院，批
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摘要：目的 优化止咳祛痰糖浆中桔梗皂苷 D 的提取工艺。方法 以提取次数、洗涤溶剂、洗涤溶剂体积为因变量，以桔梗皂苷 D 含

量为自变量，采用 Box - Behnken 响应面法优化桔梗皂苷 D 的提取工艺，并进行验证。结果 优选的最佳提取工艺为，用水饱和的正

丁醇提取 5次，每次 30，30，20，20，20 mL；用正丁醇饱和的氨试液洗涤 2次，每次 15 mL。此条件下，每 10 mL止咳祛痰糖浆中桔梗皂

苷 D的含量为 1. 264 8 mg。结论 优选的提取工艺合理、可行，能将止咳祛痰糖浆中的桔梗皂苷 D基本提取完全。
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Optimization of Extraction Process of Platycodin D in Zhike Qutan Syrup by BBD - RSM
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AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction process of platycodin D in Zhike Qutan Syrup. Methods The extraction process of
platycodin D was optimized by the Box - Behnken design - response surface methodology（BBD - RSM） with the extraction times，
washing solvent and washing solvent volume as the dependent variables，and with the content of platycodin D as the independent
variable，then the verification test was conducted. Results The optimal extraction process was as follows：extracting with water -
saturated n - butanol for five times，with 30，30，20，20，20 mL each time，and washing with n - butanol - saturated ammonia test
solution for two times，with 15 mL each time. With this process，the content of platycodin D in every 10 mL of Zhike Qutan Syrup
was 1. 264 8 mg. Conclusion The optimal extraction process is reasonable and feasible，which can extract platycodin D completely
from Zhike Qutan Syrup.
Key wordsKey words：：Zhike Qutan Syrup；platycodin D；BBD - RSM；extraction process
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1. 桔梗皂苷D
A. 对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 阴性对照品溶液

图1 高效液相色谱图

1. Platycodin D
A. Reference solution B. Test solution C. Negative reference solution

Fig. 1 HPLC chromatograms

1 1

号为 111851 - 201708，含量为 97. 9%）；止咳祛痰糖浆

（康 县 独 一 味 生 物 制 药 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

2001056001，2001057001，2001058001，2003057001，
2003058001，2003061001，2006056001）；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 桔梗皂苷 D 含量测定方法建立

2. 1. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：YMCHPLC Column C18柱（250 mm × 4. 6 mm，
5 µm）；检测器：蒸发光散射检测器（ELSD）；流动相：乙

腈 - 水（28∶72，V / V）；流速：1. 0 mL / min；进样量：5，
20 µL（对照品溶液），20 µL（供试品溶液）。理论板数按

桔梗皂苷D峰计应不低于3 000。
2. 1. 2 溶液制备

取桔梗皂苷D对照品适量，精密称定，加甲醇制成

质量浓度为0. 497 5 mg / mL的桔梗皂苷D对照品溶液。

取样品 10 mL，加水 20 mL，摇匀，用水饱和的正丁

醇振摇提取 5次，每次30，30，20，20，20 mL，合并正丁醇

液；用正丁醇饱和的氨试液洗涤 2次，每次 30 mL，合
并氨试液；再用水饱和的正丁醇振摇提取 2次，每次

15 mL，合并正丁醇液。回收溶剂至干，残渣加甲醇适量

使溶解，定量转移至 5 mL容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，

即得供试品溶液。

按处方比例及制备工艺制备不含桔梗的阴性样

品，并按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

2. 1. 3 方法学考察

专属性试验：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。结果供试品溶液色谱图

中，在与对照品溶液色谱图相同保留时间处有色谱峰

出现，阴性对照无干扰。色谱图见图1。
线性关系考察：分别精密吸取 2. 1. 2项下对照品溶

液（质量浓度为0. 497 5 mg / mL）8，10，15，25，30，40 µL，
以进样量（X，µg）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线

性回归，得回归方程Y = 362 965 X - 838 129，R2 =0. 999 0，

（n = 6）。结果表明，对照品溶液进样量在 3. 980 2～
19. 901 1 µg范围内与峰面积线性关系良好。

定量限与检测限确定：取线性关系考察项下对照

品溶液（质量浓度为 3. 980 0 mg / mL）适量，用甲醇逐级

稀释，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。当

信噪比（S / N）为 3∶1时，计算得待测成分的检测限为

0. 199 0 mg / mL；当 S / N为 10∶1时，计算得待测成分的

定量限为0. 796 0 mg / mL。
精密度试验：取 2. 1. 2项下对照品溶液（质量浓度为

0. 497 5 mg / mL）20 µL，按 2. 1. 1项下色谱条件连续进

样测定 6次。结果峰面积的RSD为 2. 40%（n = 6），表明

仪器精密度良好。

稳定性试验：取样品（批号为 2003061001）适量，按

2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，取 20 µL，分别于 0，4，
6，8，12，24 h时按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定。结果

峰面积的 RSD为 1. 65%（n = 6），表明供试品溶液 24 h
内稳定性良好。

重复性试验：取样品（批号为 2003061001）适量，共

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，记录峰面积，并计算含量。结果含量的 RSD为

1. 46%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取样品（批号为 2003061001）5 mL，
共6份，分别加入对照品溶液（质量浓度为0. 497 5 mg / mL）
各1 mL，依法制备供试品溶液，按2. 1. 1项下色谱条件进

样测定，记录峰面积，并按外标法计算含量。结果见表1。
表1 加样回收试验结果（n = 6）

Tab. 1 Results of the recovery test（n = 6）

样品含量（mg）
0. 630 0
0. 630 0
0. 630 0
0. 630 0
0. 630 0
0. 630 0

加入量（mg）
0. 497 5
0. 497 5
0. 497 5
0. 497 5
0. 497 5
0. 497 5

测得量（mg）
1. 135 5
1. 134 5
1. 103 1
1. 133 5
1. 132 0
1. 121 5

回收率（%）

101. 61
101. 41
95. 10
101. 21
100. 90
98. 79

X（%）

99. 84

RSD（%）

2. 54
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2. 2 桔梗皂苷 D 提取方法优化

2. 2. 1 单因素试验

提取次数：取样品（批号为 2003061001）10 mL，共
6份，加水 20 mL，摇匀，用水饱和的正丁醇分别振摇提

取 4次（每次 30，30，20，20 mL），5次（每次 30，30，20，
20，20 mL），6次（每次 30，30，20，20，20，20 mL），各2份，

合并正丁醇液，用氨试液洗涤 2次，每次 30 mL，合并正

丁醇液，回收溶剂至干，残渣加甲醇适量使溶解，定量

转移至 5 mL容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，用 0. 45 µm
微孔滤膜滤过，取续滤液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积，并按外标法计算桔梗皂苷D含量。结

果用水饱和的正丁醇提取 4次、5次、6次的提取液中桔

梗皂苷D的平均含量分别为0. 90，0. 91，0. 90 mg（n = 3），
故选择水饱和的正丁醇提取 5次，每次 30，30，20，20，
20 mL。

洗涤溶剂：取样品（批号为 2003061001）10 mL，共
6份，加水 20 mL，摇匀，用水饱和的正丁醇振摇提取

5次，每次 30，30，20，20，20 mL，合并正丁醇液，分别用

氨试液、正丁醇饱和的氨试液、正丁醇饱和的水洗涤

2次，每次 30 mL，各 2份，正丁醇液回收溶剂至干，残渣

加甲醇适量使溶解，定量转移至 5 mL容量瓶中，用

0. 45 µm微孔滤膜滤过，取续滤液，按 2. 1. 1项下色谱

条件进样测定，记录峰面积，并按外标法计算桔梗皂苷D
含量。结果上述各洗涤溶剂中桔梗皂苷D的含量分别为

0. 91，1. 12，0. 92 mg（n = 3），故选择正丁醇饱和的氨试

液洗涤2次，每次30 mL。
洗涤溶剂体积：取样品（批号为 2003061001）

10 mL，共 6份，加水 20 mL，摇匀，用水饱和的正丁醇振

摇提取 5次，每次 30，30，20，20，20 mL，合并正丁醇液，

用正丁醇饱和的氨试液洗涤2次，每次30 mL，用水饱和

的正丁醇分别振摇提取 0次、1次、2次，每次 15 mL，各
2份，合并氨试液或正丁醇液，回收溶剂至干，残渣加甲

醇适量使溶解，定量转移至 5 mL容量瓶中，用 0. 45 µm
微孔滤膜滤过，取续滤液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积，并按外标法计算桔梗皂苷D含量。结

果上述各洗涤溶剂中桔梗皂苷D的含量分别为 1. 23，
1. 25，1. 26 mg（n = 3），故选择用水饱和的正丁醇洗涤

2次，每次15 mL。
2. 2. 2 Box - Behnken响应面试验

试验设计与结果：在单因素试验基础上，采用

Box - Behnken模型设计试验，以提取次数（因素A）、洗

涤溶剂（因素 B）、洗涤溶剂体积（因素 C）为自变量，以

10 mL洗涤溶剂中桔梗皂苷D含量为响应值（Y）进行响

应面分析，确定最佳提取工艺条件。因素与水平见表 2，
试验设计与结果见表3。

表2 因素与水平

Tab. 2 Factors and their levels

水平

- 1
0
1

因素A
4
5
6

因素B
1（氨试液）

2（正丁醇饱和的氨试液）

3（正丁醇饱和的水）

因素C（mL）
0
15
30

表3 Box - Behnken 响应面试验设计与结果

Tab. 3 Design and results of the BBD - RSM

试验

号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

因素

A
1
0
0
0
0

- 1
1
0

- 1

B
0
0
0
0
1

- 1
1

- 1
0

C
1
0
0
0
1
0
0

- 1
- 1

桔梗皂苷D
含量（mg）
1. 25
1. 25
1. 25
1. 25
1. 00
0. 97
0. 99
0. 91
1. 10

试验

号

10
11
12
13
14
15
16
17

因素

A
- 1
0
- 1
1
0
0
0
1

B
1
0
0
- 1
- 1
0
1
0

C
0
0
1
0
1
0
- 1
- 1

桔梗皂苷D
含量（mg）
0. 91
1. 25
1. 23
0. 97
1. 05
1. 25
0. 92
1. 15

结果分析：采用Design - Expert. V8. 0. 6 软件进行

回归分析，并进行二项式拟合和多元线性回归分析，得

二次多项回归方程 Y = 1. 25 + 0. 019 A - 0. 010 B +
0. 056 C + 0. 020 AB - 7. 500 E - 003 AC - 0. 015 BC -
0. 038 A2 - 0. 250 B2 - 0. 028 C2。为验证方程的有效性，

对桔梗皂苷D提取的数学模型进行方差分析，P < 0. 05
为影响显著，P < 0. 01为影响极显著，方差分析结果见

表 4。可见，模型P < 0. 000 1，表明该回归模型达到了极

显著水平；失拟项P = 0. 751 0 > 0. 05，表明该失拟项不

显著；二项式拟合相关系数R2 = 0. 999 7，表明本次试验

选择二项式拟合模型为成功模型；模型的修正相关系

数R2Adj = 0. 999 2，表明预测值和实测值基本吻合，预测

性良好［4］，该拟合方程能准确反映提取次数、洗涤溶剂、

洗涤溶剂体积对桔梗皂苷D含量的影响，一次项、交互

项和二次项均达到极显著水平，故该模型可用于分析

与预测止咳祛痰糖浆中桔梗皂苷D的提取工艺。

响应面分析：采用Design - Expert. V8. 0. 6 软件对

试验结果进行分析，得到桔梗皂苷D含量与各因素交互

作用的三维响应面图（图 2）。可见，桔梗皂苷D含量与

提取次数、洗涤溶剂、洗涤溶剂体积间的交互作用明

显，与方差分析结果一致。

2. 2. 3 试验结果验证

利用Design Expert软件结合Box - Behnken响应面

试验，制备了数学模型，得到最优提取工艺参数，即用

水饱和的正丁醇振摇提取5次，每次30，30，20，20，20 mL；
用正丁醇饱和的氨试液洗涤2次，每次15 mL。按此优选工
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桔梗皂苷D含量 / mg

3. 00
2. 50

2. 00
1. 50

1. 00洗涤溶剂 提取次数 /次4. 00 4. 50 5. 00 5. 50 6. 00

A. 洗涤溶剂 -提取次数 B. 洗涤溶剂 -洗涤溶剂体积 C. 提取次数 -洗涤溶剂体积

图2 各因素交互作用对桔梗皂苷D含量影响的响应面三维图

A. Washing solvent - extraction times B. Washing solvent - washing solvent volume C. Extraction times - washing solvent volume
Fig. 2 Three - dimensional diagrams of response surface of the effects of the two - factor interaction on the content of platycodin D

A B C

桔梗皂苷D含量 / mg
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0
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0

艺制备3批样品，测得每10 mL样品中桔梗皂苷D的平均

含量为1. 264 8 mg，与理论值接近，表明该模型可靠。

3 讨论

3. 1 检测器选择

在对桔梗皂苷的研究中发现，高效液相色谱 - 蒸

发光散射检测器（HPLC - ELSD）法［5］和反相高效液相

色谱（RP - HPLC）法［6］等应用较广。桔梗皂苷D无共轭结

构，无强的发色基团，末端吸收检测干扰较大［6］，故紫外检

测器并非桔梗皂苷D的最佳检测仪器。参考文献［7 - 9］，
最终采用HPLC - ELSD法。

3. 2 供试品溶液制备方法考察

参考 2020年版《中国药典（一部）》桔梗（50%甲醇

提取后过硅胶柱）、桔梗冬花片和甘桔冰梅片（50%甲

醇提取后正丁醇萃取）中桔梗皂苷D的含量测定方法，

当归补血口服液（直接用正丁醇萃取）、芪冬颐心口服

液（直接用正丁醇萃取）中皂苷类成分黄芪甲苷的含量

测定方法，以及文献［10 - 11］中报道的桔梗皂苷D的

含量测定方法，并结合桔梗药材和制剂制法项下桔梗

表4 方差分析结果

Tab. 4 Results of ANOVA

方差来源

模型

A
B
C
AB
AC
BC
A2
B2
C2
残差

失拟项

误差

总离度

R2

R2Adj

SS

0. 310
2. 812E - 003
8. 000E - 004
0. 025
1. 600E - 003
2. 250E - 004
9. 000E - 004
6. 000E - 003
0. 260
3. 242E - 003
1. 050E - 004
2. 500E - 005
8. 000E - 005
0. 310
0. 999 7
0. 999 2

f

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

MS

0. 035
2. 812E - 003
8. 000E - 004
0. 025
1. 600E - 003
2. 250E - 004
9. 000E - 004
6. 000E - 003
0. 260
3. 242E - 003
1. 500E - 005
8. 333E - 006
2. 000E - 005

F值

2 328. 81
187. 50
53. 33

1 687. 50
106. 67
15. 00
60. 00
400. 02

17 578. 96
216. 16

0. 42

P值

< 0. 000 1
< 0. 000 1
0. 000 2

< 0. 000 1
< 0. 000 1
0. 006 1
0. 000 1

< 0. 000 1
< 0. 000 1
< 0. 000 1

0. 751 0

药材的入药方式，最终确定为本供试品溶液制备方法。

3. 3 方法评价

本研究中建立了桔梗皂苷 D含量测定的HPLC -
ELSD法，并通过单因素试验和Box - Behnken响应面法优

选了止咳祛痰糖浆中桔梗皂苷D的最佳提取方法，结果直

观、可靠，能将止咳祛痰糖浆中桔梗皂苷D基本提取完全。
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