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ＢＰ人工神经网络结合正交试验优化
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摘要　目的：优选解毒止血颗粒的提取工艺。方法：以黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚含量以及干膏收率为评价指标，采用正交
试验联合ＢＰ人工神经网络考察加水量、提取时间、提取次数等因素的影响，利用层次分析法（ＡＨＰ）综合加权评分筛选解
毒止血颗粒提取工艺。结果：最佳提取工艺参数为１１倍量水，加热回流提取３次，１０５ｍｉｎ／次。结论：优选的提取工艺科
学合理，稳定可行。正交试验联合ＢＰ人工神经网络优化方法实用高效，适宜于医疗机构中药制剂研发需求。
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　　复方解毒止血汤是四川省骨科医院多年的临床
工作经验总结出来的，经医院药事委员会批准的协

定方。处方含有黄芩１２ｇ、黄芪２０ｇ、党参１５ｇ、陈
皮６ｇ、牡丹皮１２ｇ、酒大黄６ｇ、酒黄连１０ｇ、栀子１０
ｇ、紫花地丁２０ｇ、蒲公英１５ｇ等１４味药物组成，具
有清热解毒、消肿止痛、补气血、止血的功效。此协

定方在我院临床使用量大，对治疗损伤出血、创面渗

血、创面感染症、骨科术后感染［１］有独特优势，因此

将其开发为医疗机构制剂具有重要意义。

目前可应用于中药最佳工艺或最佳处方配比筛

选的试验设计、优化方法丰富，如正交设计［２３］、均匀

设计、混料设计、星点设计、人工神经网络优化法、效

应面优化法等，不同方法之间各有优势，但也存在相

应的局限性。如正交设计适宜于水平数 ＜５的多因

素多水平试验，均匀设计适宜于水平数较多的试验，

混料设计适宜于处方配比的筛选，星点设计所涉及

变量应为连续变量，且试验次数相较于正交设计大

幅增加［４］。

因此，本研究以黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚含量

以及干膏收率为评价指标，采用层次分析法、正交试

验、ＢＰ人工神经网络优选其最佳提取工艺参数，为
后续开发为医疗机构制剂研究奠定基础，同时探讨

正交设计ＢＰ人工神经网络优化联用方法在医疗机
构中药制剂提取工艺研究环节的适用性。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ，美国，型号：
ｅ２６９５、２４８９ＵＶ／ＶｉｓＤｅｔｅｃｔｏｒ）；ＸＳ１０５型分析天平
（十万分之一，ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司，瑞士，型号：
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ＸＳ１０５）、电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司，瑞士，
型号：ＰＬ２０２Ｌ）；超纯水机（重庆艾科浦公司，型号：
ＡＹＪ１０５０１Ｕ）。
１２　试药　黄芩苷对照品（中国食品药品检定研究
院，批号：１１０７１５２０１７２０），汉黄芩苷对照品（四川省
维克奇生物科技有限公司，批号：ｗｋｑ１８０３１４０９），丹
皮酚对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

１１０７０８２０１４０７）。党参（批号：１８０８１６）、黄芪（批号：
１８１０２２）、黄芩 （批号：１７１０１４）、酒黄连 （批号：
１８０８２０）、白术 （批号：１８０９１９）、牡丹皮 （批号：
１８０９２０）、酒大黄 （批号：１８０３０２）、陈皮 （批号：
１８１００８）、栀 子 （批 号：１７１１３０）、甘 草 （批 号：
１８０９２６）、蒲公英（批号：１８０９２０）、紫花地丁（批号：
１８１００９）、仙鹤草（批号：１８０９１２），以上均购于四川省
中药饮片有限责任公司。经四川省骨科医院涂禾主

任中药师鉴定，均符合２０１５年版中华人民共和国药
典相关标准。

１３　试剂　乙腈、甲醇为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ公司，批号
１７４４９１、批号１５４４４９），其他试剂为分析纯，水为自
制超纯水。

２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱柱 ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭ
ＲＰ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）
０１％磷酸水溶液（Ｂ）梯度洗脱（０～８ｍｉｎ：Ａ１９％，
Ｂ８１％；８～３５ｍｉｎ：Ａ１９％→５０％，Ｂ８１％→５０％；
３５～３６ｍｉｎ：Ａ５０％→１００％，Ｂ５０％→０％；３６～
４０ｍｉｎ：Ａ１００％→１９％，Ｂ０％→８１％），流速为
１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长为２７４ｎｍ，进样
体积１０μＬ。在上述色谱条件下，样品中黄芩苷、汉
黄芩苷、丹皮酚的保留时间与对照品一致，成分色谱

峰能达到较好的分离。

２２　对照品溶液的制备　精密称取黄芩苷、汉黄芩
苷、丹皮酚对照品适量，分别置于２５ｍＬ容量瓶中，
加甲醇溶解并定容，摇匀，分别制得每１ｍＬ含黄芩
苷４７８μｇ，汉黄芩苷５１８５μｇ，丹皮酚４８８４μｇ的
对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备　称取０５倍处方量饮片
共９份，按照正交设计表加水回流提取，趁热滤过，
合并滤液，定容。精密吸取提取液１ｍＬ，加７０％乙
醇定容至１０ｍＬ，摇匀，经０４５μｍ微孔滤膜滤过，
即得９批供试品溶液，依次记为Ｓ１Ｓ９。
２４　阴性样品溶液的制备　分别称取缺黄芩阴性、
缺牡丹皮阴性 ０５倍处方量饮片 ２份，加 １０倍量
水，回流提取１次，每次１ｈ，滤过，合并滤液，加水定

容至１０００ｍＬ。精密吸取提取液１ｍＬ，加７０％乙醇
定容至 １０ｍＬ，摇匀，经 ０４５μｍ微孔滤膜滤过，
即得。

２５　专属性试验　分别精密量取２１２项下３种
对照品溶液、２１３项下供试品溶液、２１４项下 ２
种阴性对照溶液各１０μＬ，按２１１项下色谱条件分
别注入液相色谱仪，记录色谱图，结果可见，阴性对

照溶液在黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚峰保留时间处无

干扰，专属性良好。见图１。

图１　对照品、阴性对照及提取液色谱图
　　注：Ａ黄芩苷对照品；Ｂ汉黄芩苷对照品；Ｃ丹皮酚对照品；

Ｄ黄芩阴性；Ｅ牡丹皮阴性；Ｆ解毒止血汤提取液。１黄芩苷；２

汉黄芩苷；３丹皮酚

２６　线性关系考察　将２１２项下所得对照品溶
液分别稀释，每个对照品溶液共６个浓度，得到一
系列不同质量浓度的对照品溶液。取各个浓度的对

照品溶液各１０μＬ注入高效液相色谱仪，以对照品
质量浓度为横坐标 （Ｘ），峰面积为纵坐标 （Ｙ）
绘制标准曲线，得到回归方程与相关系数。见

表１。

表１　对照品标准曲线方程和线性范围

对照品 回归方程 线性关系（ｒ） 线性范围（μｇ／ｍＬ）

黄芩苷 Ｙ＝３２４５０Ｘ－６１８８８ ０９９９ １９１２０～１１４７２０
汉黄芩苷 Ｙ＝４４３５９Ｘ－５４８９３ ０９９９ ４１４８～２０７４０
丹皮酚 Ｙ＝４８０２９Ｘ＋１４７１１ ０９９９ １９５４～１５６２９

２７　中间精密度试验　精密吸取黄芩苷对照品溶
液 （２３９０ μｇ／ｍＬ）、汉 黄 芩 苷 对 照 品 溶 液
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（５１８５μｇ／ｍＬ）、丹皮酚对照品溶液（２４４２μｇ／
ｍＬ）１０μＬ，按２１１项下色谱条件连续进样６次，
测定各成分色谱峰峰面积。结果黄芩苷、汉黄芩苷、

丹皮酚峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０３０％、０２９％、
０１７％，表明仪器精密度良好。
２８　供试品溶液稳定性试验　取供试品溶液 Ｓ１，
分别于制备后０、２、４、６、２０、２４ｈ，精密吸取１０μＬ进
样分析，测定各成分色谱峰峰面积。结果黄芩苷、汉

黄芩苷、丹皮酚峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０２８％、
０９６％、０１５％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２９　重复性试验　平行制备 Ｓ１供试品溶液６份，
精密吸取１０μＬ进样分析，测定各成分色谱峰峰面
积。结果黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚峰面积的 ＲＳＤ
分别为０５６％、００１％、０４７％，表明该方法重复性
良好。

２１０　加样回收率试验　精密吸取已测定的供试品
溶液Ｓ１０５ｍＬ共６份，分别置于１０ｍＬ容量瓶中，
精密加入黄芩苷对照品溶液（４７８μｇ／ｍＬ）０１ｍＬ，
汉黄芩苷对照品溶液（５１８５μｇ／ｍＬ）０１ｍＬ，丹皮
酚对照品溶液（４８８４μｇ／ｍＬ）０１ｍＬ，精密吸取
１０μＬ进样分析，测定各成分色谱峰峰面积。结果黄
芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚的平均回收率分别为

１０１７２％、１００５０％、９８５３％，ＲＳＤ分别为 １７１％、
１２５％、１１７％，表明该方法回收率良好。
２１１　干膏收率测定　精密吸取提取液适量，置于
已恒重蒸发皿中，水浴蒸干，再置于烘箱１０５℃干燥
至恒重，精密称定重量，计算干膏收率（％）。
２１２　正交试验优选提取工艺
２１２１　浸泡时间及吸水率的考察　称取０５倍处
方量饮片共３份，分别加入１０００ｍＬ水，每隔３０ｍｉｎ
滤过，收集滤液，记录剩余水量（ｍＬ）；直至药材全部
浸透心，剩余水量不再减少为止，计算药材的吸水率

（％）。结果：处方饮片的平均吸水率为 ２２８４０％，
因此确定在首次提取时应多加２倍量的溶剂，浸泡
时间为３０ｍｉｎ后开始提取。
２１２２　单因素考察
２１２２１　提取时间考察　称取０５倍处方量饮片
共３份，各加 １０倍量水，分别回流提取 ６０、９０、
１２０ｍｉｎ，滤过，定容至１０００ｍＬ容量瓶中。精密吸
取提取液１ｍＬ，加７０％乙醇定容至１０ｍＬ，摇匀，经
０４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。见表２。结果：提取
９０ｍｉｎ时，黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚含量最高。
２１２２２　加水量考察　称取０５倍处方量饮片共
４份，分别加入 ８、１０、１２、１４倍量水，各回流提取

６０ｍｉｎ，滤过，定容至１０００ｍＬ容量瓶中。精密吸取
提取液１ｍＬ，加 ７０％乙醇定容至 １０ｍＬ，摇匀，经
０４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。溶剂为１２倍量水提
取时，黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚含量最高；再增加溶

剂用量，黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚含量差异无统计

学意义。见表３。

表２　提取时间考察（ｎ＝３）

提取时间

（ｍｉｎ）
黄芩苷含量

（％）
汉黄芩苷含量

（％）
丹皮酚含量

（％）
６０ ４０２ ０８０ ０４８
９０ ４３２ ０８３ ０５６
１２０ ４２６ ０８３ ０５７

表３　溶剂用量考察

溶剂用量

（倍）

黄芩苷含量

（％）
汉黄芩苷含量

（％）
丹皮酚含量

（％）
８ ３９９ ０７９ ０４７
１０ ４４３ ０８９ ０６０
１２ ４９２ ０９８ ０６９
１４ ４９６ １０１ ０７１

２１３　正交试验设计　根据单因素考察结果、临床
应用形式并结合生产实际，以加水量（Ａ）、提取时间
（Ｂ）、提取次数（Ｃ）为考察因素，安排Ｌ９（３４）正交试
验，因素水平见表４。

表４　正交因素水平表

水平
因素

Ａ加水量（倍） Ｂ提取时间（ｈ） Ｃ提取次数（次）

１ １０ １ １
２ １２ １５ ２
３ １４ ２ ３

２１４　指标权重的确立　基于处方药味君臣佐使的
配伍关系，确定各评价指标优先顺序依次为黄芩

苷＞汉黄芩苷＞丹皮酚 ＞干膏收率，构建指标成对
比较判断优先矩阵［５］。见表 ５。根据表 ５评分结
果，ＡＨＰ法计算结果可得到黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮
酚、干膏收率４项指标的权重系数分别为４８７２％、
２７４０％、１３３０％、１０５８％。一致性比率（ＣＲ）＝
００１２，ＣＲ＜０１，即判断矩阵具有满意的一致性，表
明权重系数合理有效，可用在解毒止血颗粒提取工

艺优选的综合评分中。

表５　指标成对比较判断优先矩阵

权重指标 黄芩苷 汉黄芩苷 丹皮酚 干膏收率

黄芩苷 １ ２ ３ ５
汉黄芩苷 １／２ １ ２ ３
丹皮酚 １／３ １／２ １ １
干膏收率 １／５ １／３ １ １
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表６　正交试验结果（ｎ＝３）

编号 Ａ（倍） Ｂ（ｈ） Ｃ（次） Ｄ（空白） 黄芩苷（％） 汉黄芩苷（％） 丹皮酚（％） 干膏收率（％） 综合评分（分）

１ １０ １ １ １ ８８６ １７４ １１１ ２６２２ ６４５８
２ １０ １５ ２ ２ １１６１ ２２７ １７０ ３６４４ ８６７０
３ １０ ２ ３ ３ １２１０ ２５０ １８４ ３９５３ ９２５４
４ １２ １ ２ ３ １１５７ ２３４ １７０ ３６２６ ８７１９
５ １２ １５ ３ １ １２４５ ２５９ ２００ ４０３９ ９６０３
６ １２ ２ １ ２ ９５１ １８５ １３０ ２８４５ ６９９４
７ １４ １ ３ ２ １３０３ ２７７ ２００ ４０４６ １００００
８ １４ １５ １ ３ ９５７ １９０ １３９ ２９８７ ７１６３
９ １４ ２ ２ １ １２０８ ２４３ １９０ ３８０８ ９１８０
Ｋ１ ８１２７ ８３９２ ６８７２ ８４１４
Ｋ２ ８４３９ ８４７９ ８８５６ ８５５５
Ｋ３ ８７８１ ８４７６ ９６１９ ８３７９
Ｓｊ ６５４ ０８６ ２７４７ １７６

２１５　含量测定及干膏率计算　按２１３项下方法
制备供试品溶液，精密吸取各供试品溶液１０μＬ，按
２１１项下色谱条件进样分析，测定各供试品中成
分含量及提取液干膏率，结果见表６。

表７　分方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ临界值 Ｐ值

Ａ ６４１４ ２ １２３２ ９９
Ｂ １４５ ２ ０２８ ９９
Ｃ １２０６８４ ２ ２３１７３ ９９ ＜００１

Ｄ（误差） ５２１ ２

　　注：Ｆ００５（２，２）＝１９００，Ｆ００１（２，２）＝９９００

　　从方差分析结果可知，提取次数（Ｃ）对干膏率、
黄芩苷、汉黄芩苷、丹皮酚的提取有显著影响，为主

要因素。加水量（Ａ）、提取时间（Ｂ）对提取的影响
不大，为次要因素。结合直观分析，各因素作用主次

为Ｃ＞Ａ＞Ｂ，且 Ｃ３＞Ｃ２＞Ｃ１，Ａ３＞Ａ２＞Ａ１，Ｂ２＞
Ｂ３＞Ｂ１，所优选最佳工艺确定为Ａ３Ｂ２Ｃ３，即１４倍量
水、１５ｈ／次、提取３次。
２１６　基于正交试验的人工神经网络优化　以正交
试验中加水量、提取时间、提取次数３个因素数值作
为输入层，以黄芩苷含量、汉黄芩苷含量、丹皮酚含

量、干膏率数值作为输出层，运用 ＭＡＴＬＡＢ（Ｒ２０１４ｂ
版本，ＭａｔｈＷｏｒｋｓ，美国）软件编程，建立 ＢＰ人工神
经网络。采用 ＬｅｖｅｎｂｅｒｇＭａｒｑｕａｒｄｔ算法，最大迭代
次数１０００次，网络计算精度为１×１０－５，建立并训
练网络，很快即获得性能与预测能力良好的 ＢＰ人
工神经网络（均方误差为２０２×１０－６）。基于所建
立的ＢＰ人工神经网络模型，以加水量等３个因素
值为自变量，并分别对３个因素制定合适的步长，采
用ＭＡＴＬＡＢ相关函数对每个因素定义域值进行编

程，利用ｓｉｍ函数对网络优化结果进行仿真输出，以
寻求输出值最大组合。结果 ＢＰ人工神经网络模型
仿真优化最佳提取工艺为：１１倍量水，提取１０５ｍｉｎ，
提取３次。

图２　ＢＰ人工神经网络训练结果分析图

２１７　验证试验　称取０５倍处方量饮片，按正交
设计试验与ＢＰ人工神经网络所优选最佳提取工艺
参数，分别平行安排３组试验，与正交试验最佳工艺
所得结果比较，ＢＰ人工神经网络优化工艺试验的考
察指标均处于更优水平，且重复性良好，具有可操作

性；同时节约能源。由此确定解毒止血颗粒最佳提

取工艺参数为１１倍量水，加热回流提取３次，提取
１０５ｍｉｎ／次。见表８。
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表８　验证试验结果（ｎ＝３）

组别 黄芩苷（％） ＲＳＤ（％） 汉黄芩苷（％） ＲＳＤ（％） 丹皮酚（％） ＲＳＤ（％） 干膏收率（％） ＲＳＤ（％）

正交优化 １ １２４０ １１１ ２５２ １０１ １９６ １３６ ２６１３ ０６２
２ １２２９ ２５０ １９５ ２６００
３ １２１３ ２４７ １９１ ２６３２

ＢＰ人工神经网络优化 １ １２６７ ０８３ ２７１ １０９ １９８ ２２６ ２６５２ ０３７
２ １２７６ ２７４ １９１ ２６４７
３ １２８８ ２７７ １９０ ２６３３

３　讨论
基于中药多成分、多靶点的作用特性，多指标综

合加权评分是目前中药提取工艺质量评价的重要手

段。ＡＨＰ法作为一种介于主、客观权重系数法之间
的赋权方法，既可体现研究者对各项指标的主观重

视程度，又可通过数学处理反映各项指标之间的相

互联系与影响，降低经验性权数法的主观影响，使各

指标权重系数具有较好的合理性和科学性，目前已

被广泛应用于中药的提取工艺研究并具较好的实用

价值［６８］。

正交试验因其“均匀分散、整齐可比”的特点，

在筛选影响因素主次、优化最佳参数组合等方面的

研究中应用广泛，但受限于因素水平的设定，正交试

验所筛选出的最佳参数只是已设水平的组合，有可

能只是较优组合而非最佳组合。ＢＰ人工神经网络
基于其输入层、隐藏层、输出层的三层神经网络结

构，可通过相应函数完成输入层与输出层的高度非

线性拟合，从而实现对多因素多指标的试验优化。

因此，通过正交试验获得训练数据和样本，再利用

ＢＰ人工神经网络进行优化筛选的方法，只需进行较
少次数试验即可获取理想试验参数组合，可操作性

强，目前在中药炮制工艺与提取工艺的相关研究中

均有应用［９１１］。

本文联合多种方法得出解毒止血颗粒最优提取

工艺参数，为制剂开发奠定基础。但是本文仅基于

解毒止血方在临床以汤剂的形式给药，采用正交试

验联合ＢＰ人工神经网络优选出解毒止血汤水提工

艺参数，未比较其他溶剂提取。下一步拟将醇提工

艺优选，并结合水提、醇提２种提取物的药效学实验
确定最优的提取工艺。
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