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摘要　目的：利用响应面法（ＲＳＭ）优化咳露口服液的提取工艺。方法：以处方中君药黄芩的主要成分黄芩苷为优化指标，
在单因素试验基础上，选取提取时间、提取次数、料液比为自变量，以水为提取溶剂，黄芩苷含量为响应值，应用中心组合

试验设计方法，研究各自变量及其交互作用对黄芩苷含量的影响，建立二次多项回归方程预测数学模型。结果：提取时

间、提取次数、料液比３个因素对黄芩苷含量均有显著影响。确定咳露口服液提取的最佳工艺参数提取时间７０ｍｉｎ，提取
次数２次，料液比１∶１３，在此条件下，口服液中黄芩苷的含量为０９６ｍｇ／ｍＬ。结论：响应面法可用于咳露口服液提取工艺
的优化，该方法快速、简单、稳定，对口服液提取工艺优化有一定参考价值。
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　　咳露口服液处方由川贝母、枇杷叶、紫菀、麻黄、
黄芩、罂粟壳、甘草、薄荷脑等８味中药组方而成［１］。

具有清热，宣肺，平喘，化痰止咳的功效，是治疗痰热

咳嗽的常用中成药之一，广泛用于风热犯肺内郁化

火所致的咳嗽痰多或吐痰不爽，咽喉肿痛，胸满气

短，感冒咳嗽及慢性支气管炎等证［２］，临床应用广

泛。通过药材性质、生产工艺条件、节约能源及有效

成分最大限度的提取等因素的综合考虑，咳露口服

液的提取选择了水提工艺。本实验为进一步优化该

口服液的提取工艺，通过响应曲面法设计试验，以该

口服液中君药黄芩中的主要成分黄芩苷含量为指

标，对该口服液的提取工艺进行优化。

１　材料与方法
１１　仪器　高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ２１９５，美国）；
电子天平 Ｅ１０ｄ（赛多利斯科学仪器，北京有限公

司）；ΜＰＴ１１０高纯水机（北京子涵公司）；超声波清
洗器Ｑ２２００ＤＢ（昆山市超声仪器有限公司）；旋转蒸
发器ＲＥ５２Ａ（巩义市予华仪器有限责任公司）；循
环水式多用真空泵ＳＨＢШ（郑州长城科工贸有限公
司）。

１２　试药　黄芩苷对照品（批号：１４０７１５２０１４１６鉴
别或含量测定用，购于中国药品生物制品检定所）；

川贝母、枇杷叶、紫菀、麻黄、黄芩、罂粟壳、甘草、薄

荷脑８味药材均为饮片，购自陕西省西安市万寿路
药材批发市场，经陕西国际商贸学院生药教研室雷

国莲教授鉴定均为正品。所用试剂乙腈为色谱纯，

其余均为分析纯。

１３　黄芩苷的含量测定
１３１　口服液制备方法［３］　按处方量取上述八味
药材，除去薄荷脑外，取麻黄，用水蒸气蒸馏，其药液
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及蒸馏液收集备用；药渣混合其余几味药材，加水煎

煮，煎煮液合并，过滤，滤液与麻黄蒸馏液及药液合

并，浓缩至相对密度为１１０～１１５（５０℃），加入薄
荷脑，定容至１０００ｍＬ，即得。
１３２　色谱条件［４７］　Ｗａｔｅｒｓ２１９５型高效液相色谱
仪；色谱柱：以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂；流

动相：乙腈０６％磷酸水溶液（４５∶６０）；检测波长２１０
ｎｍ；流速１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量１５μＬ；理
论板数按黄芩苷峰计算应不低于２０００。
１３３　对照品溶液制备　精密称取黄芩苷对照品
２５ｍｇ置于２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解至刻度，摇
匀，静置，过滤，取续滤液，即得。

１３４　供试品溶液的制备　精密吸取上述制备好
的口服液１０ｍＬ置于１００ｍＬ容量瓶中，加水稀释至
刻度，摇匀，静置，过滤，取续滤液，即得。

１３５　阴性对照品制备　按照咳露口服液制备工
艺制得不含黄芩苷的阴性样品制剂，再取阴性样品

制剂１０ｍＬ置于１００ｍＬ容量瓶中，加水稀释至刻
度，摇匀，静置，过滤，取续滤液，即得。

１３６　干扰试验考察　精密量取供试品溶液、对照
品溶液、阴性对照品溶液各１５μＬ，按照１３２项下
的色谱条件进行分析，绘制色谱图，如图１。供试品
溶液和对照品溶液都在相同时间出现黄芩苷的色谱

峰，而阴性对照品溶液则在此时间下无峰。这种情

况则表明样品中其他成分对黄芩苷含量测定无影

响。

图１　咳露口服液ＨＰＬＣ图
　　注：Ａ对照品溶液，Ｂ供试品溶液，Ｃ阴性对照品溶液
请在相应图谱下标注，１黄芩苷。

１３７　线性回归方程［８］　精密量取黄芩苷对照品
溶液适量，加水稀释成系列溶液，按１３２项下色谱

条件进行测定，把进样量作为横坐标，相对应的峰面

积作为纵坐标，进行线性回归，结果表明黄芩苷进样

量在０１６０５～１２５９８μＬ范围内与峰面积呈良好
的线性关系，回归方程为 Ｙ＝２２３２３５０６Ｘ＋
２８２９７２９，ｒ＝０９９９６（ｎ＝５）。
１３８　样品含量测定　取样品溶液，按照１３４项
下制成供试品溶液，依１３２项下色谱条件进样分
析。精密吸取１５μＬ样品溶液，进样，记录峰面积，
依据线性回归方程计算黄芩苷的含量。

２　结果
２１　单因素实验考查　咳露口服液，是以水为提取
溶剂，采用水提醇沉法制备而成。本研究以黄芩苷

含量为考察指标，在单因素实验的基础上，根据Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计原理，选择对口服液提取工艺影
响最显著的３个主要因素：提取时间、提取次数和料
液比进行优化组合，试验水平表如下。

表１　实验因素水平表

水平
因素

Ａ提取时间（ｍｉｎ） Ｂ提取次数（ｔｉｍｅｓ） Ｃ料液比（ｇ／ｍＬ）

１ ３０ １ ５
２ ６０ ２ １０
３ ９０ ３ １５

２１１　提取时间对黄芩苷含量的影响　在固定提
取次数为１次，料液比为１∶１０的情况下，考察提取
时间对咳露口服液提取效果的影响，结果如图３所
示。

图２　提取时间对黄芩苷含量的影响

　　由上图可知，提取时间对咳露口服液中黄芩苷
含量有较明显影响，随着提取时间的增长，其含量也

随之上升而后减少，当提取时间超过６０ｍｉｎ时，黄
芩苷含量逐渐平缓趋于下降，可能随着提取时间的

延长，药材中的杂质也被相应的提出。因此选择提

取时间为６０ｍｉｎ作为咳露口服液的最适提取时间。
２１２　提取次数对黄芩苷含量的影响　在提取时
间为６０ｍｉｎ、料液比为１∶１０的情况下，考察不同提
取次数对咳露口服液提取结果的影响，结果如图４
所示。由图４可知，提取次数为１次时，黄芩苷含量
较低，随着提取次数的增加，含量也有所上升，但当
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提取次数超过２次后，含量增长缓慢，几乎持平，从
节约能源及时间综合考虑，选取提取次数为２次作
为咳露口服液的最适提取次数。

图３　提取次数对黄芩苷含量的影响

２１３　料液比对黄芩苷含量的影响　固定提取时
间为６０ｍｉｎ，提取次数为２次的情况下，考察不同料
液比对咳露口服液工艺的影响，结果如图５所示。

图４　料液比对黄芩苷含量的影响

　　由图５可知，料液比对黄芩苷提取率也有很大
影响，当提取溶剂量从５倍增加到１５倍时，提取效
果明显提高，这是因为随着溶剂的使用量越大，黄芩

苷在溶剂中的溶解度就越大。液料比继续增加时，

由于黄芩苷的含量趋于平缓，此时提取率的增长较

为缓慢。综合实际及节约成本考虑，选取液料比

１∶１０最佳。
２２　响应面分析　在单因素试验结果基础上，以黄
芩苷含量为响应值，运用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应曲面法
设计试验，三因素三水平共１５组，其中５组实验为
中心点试验，其余为析因试验，实验设计及结果见表

２。
回归模型方程的建立及方差分析：依据 ＢｏｘＢｅ

ｈｎｋｅｎ响应曲面法对咳露口服液中黄芩苷含量的提
取工艺进行优化，结果设计１５组试验。应用Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８０５ｂ软件分析数据，得到了多元二次回归
模型方程：Ｒ１＝０６８７３３＋００１４８９４Ａ＋０３３１２１Ｂ＋
０１２４０４Ｃ６６６６６７×１０－５ＡＢ１７３３３３×１０－４ＡＣ
３８５０００×１０－３ＢＣ９１３４２６×１０－５Ａ２００６１４５８Ｂ２
４０９８３３×１０－３Ｃ２。方程式中 Ｒ１为黄芩苷含量，Ａ
为提取时间，Ｂ为提取次数，Ｃ为料液比。

回归方差分析见表３，从其中可以看出 Ｐ模型
＜００００１，Ｆ模型 ＝４１５１＞００５，说明此次研究所
采用的二次多项式模型的分析方程极显著。失拟项

Ｆ＝０５５＞００５，由此可见，失拟项不显著。从以上

分析可看出，响应值与自变量之间的多元回归关系

显著，可以很好的用该模型表示，最佳提取工艺条件

可利用该模型确定［９］。模型的调整确定系数 Ｒ２Ａｄｊ＝
０９７５９，说明９７５９％的响应值变化能够用该模型解
释。此外，从表３可以明显看出，各因素的一次项、
二次项及交互项中提取时间与料液比对黄芩苷含量

影响显著（Ｐ＜００５），说明各因素与黄芩苷含量间
并非单纯的线性关系［１０］。由 Ｐ值的大小可以得出
各因素对黄芩苷含量的影响排序为：液料比（Ｃ）＞
提取时间（Ａ）＞提取次数（Ｂ）。

表２　响应面分析实验设计

试验号
Ａ提取时间
（ｍｉｎ）

Ｂ提取次数
（ｔｉｍｅｓ）

Ｃ料液比
（ｇ／ｍＬ）

黄芩苷含量

（ｍｇ／ｍＬ）
１ ３０（１） ３（１） １０（０） ０７８２
２ ６０（０） ３（１） １５（１） ０９２０
３ ６０（０） ２（０） １０（０） ０９６３
４ ６０（０） ３（１） ５（１） ０６９７
５ ９０（１） １（１） １０（０） ０８０６
６ ９０（１） ２（０） ５（１） ０７３１
７ ６０（０） ２（０） １０（０） ０９１８
８ ９０（１） ２（０） １５（１） ０８９７
９ ６０（０） １（１） １５（１） ０８８５
１０ ６０（０） ２（０） １０（０） ０９２６
１１ ３０（１） ２（０） １５（１） ０８２３
１２ ３０（１） ２（０） ５（１） ０５３３
１３ ６０（０） １（１） ５（１） ０５８５
１４ ９０（１） ３（１） １０（０） ０９００
１５ ３０（１） １（１） １０（０） ０６８０

表３　回归方程方差分析表

变异源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ０２４ ９ ００２７ ４１５１ ００００１

Ａ ００３３ １ ０００３ １５７１０ ００００３

Ｂ ００３３ １ ００１５ ３１７ ０００２０

Ｃ ０１２ １ ０１２ ２４５８ ＜００００１

ＡＢ １６００×１０－５ １ １６００×１０－５ ００３８ ０８５３３
ＡＣ ３８４４×１０－３ １ ３８４４×１０－３ ９０１ ００２９５

ＢＣ １４８２×１０－３ １ １４８２×１０－３ ３５１ ０１１９９
Ａ２ ００２６ １ ００２６ ６２７３ ００００５

Ｂ２ ００１３ １ ００１３ ３０３９ ０００２７

Ｃ２ ００４１ １ ００４１ ９６３０ ００００２

失拟项９５９３×１０－４ ３ ３１９８×１０－４ ０５５ ０６９３９
误差项１１５３×１０－３ ２ ５７６３×１０－４

总和 ０２５ １４

　　注：确定系数Ｒ２＝０９９１４；调整系数Ｒ２Ａｄｊ＝０９７５９。Ｐ＜０００１

为差异有显著统计学意义；Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

　　依据回归方程绘制出响应曲面图及等高线图，
确定提取时间、提取次数和液料比３个因素对咳露
口服液中黄芩苷提取效果的影响，响应曲面图和等

高线图如下。
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图５　提取时间和提取次数的响应曲图与等高线图

图６　提取时间和料液比的响应曲面图与等高线图

图７　提取次数和料液比的响应曲面图与等高线图

　　由上图可以看出３个因素的最佳参数及其之间
的交互作用。从图７可以看出料液比、提取时间的
交互作用比较明显，曲面较陡峭，说明提取时间和料

液比对黄芩苷含量的影响较大。图６和图８的曲面
较为平缓，说明提取时间与提取次数及提取次数与

料液比之间的交互作用不太明显。从图 ６可以看
出，提取时间的曲面较提取次数的曲面陡峭，说明提

取时间对黄芩苷含量的影响较提取次数明显。当提

取时间的范围为６０～７０ｍｉｎ，料液比的范围为１１～
１３ｇ／ｍＬ，黄芩苷含量最高，此后，随着提取时间及提
取次数的增加，黄芩苷含量明显降低。选定提取次

数时，从图８可以看出，黄芩苷含量随着提取次数的
增加呈先增大后平稳的趋势，故提取次数的最佳水

平范围为２～２５次。可以看出，该模型可以很好的
反映响应值和各因素之间的关系，所以可以用此模

型来优选咳露口服液的提取工艺。通过对二次回归

模型的数学方程分析计算，得出咳露口服液最佳提

取工艺：提取时间为 ６８５２ｍｉｎ、提取次数为 ２２８
次、料液比为 １２５８ｇ／ｍＬ，在此条件下黄芩苷含量
的预测值为０９８ｍｇ／ｍＬ。为了实际的操作便利，将
最佳工艺参数确定为提取时间为７０ｍｉｎ，提取次数
为２次，料液比为１３ｇ／ｍＬ，平行测定３次，黄芩苷含
量为０９６ｍｇ／ｍＬ，与模型预测值相差了仅００２ｍｇ／

ｍＬ，模拟良好。
３　讨论

提取工艺的优化传统上有正交实验和均匀试验

等较为常用，传统优化方法虽然试验次数少，但精密

性差［１１］，不能完全作为大生产的参考。响应曲面法

是集统计学、计算机科学、数学为一体，通过实验设

计、构建模型、检验模型、优化最佳组合条件等对实

验进行优化［１２］，反应了响应值与各因素之间的影响

关系，这种方法不仅实验次数少，试验时间也很短，

对各因素进行了全面的优化研究［１３］。本实验对咳

露口服液的提取工艺进行考察，采用单因素结合响

应曲面法来优化，最终表明在提取过程中的提取时

间、次数、料液比都会对咳露口服液的提取工艺有所

影响。咳露口服液的优化是以黄芩苷为衡量指标，

优化后的提取工艺是提取时间为７０ｍｉｎ，提取次数
为２次，料液比是１∶１３，口服液中黄芩苷的含量为
０９６ｍｇ／ｍＬ，为咳露口服液的提取工艺选取了更优
的参数，提高了其质量标准，为中药口服液大工艺生

产提供了一个良好的参照。
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