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星点设计响应面法优化黄柏提取工艺研究△
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［摘要］　目的：利用星点设计响应面法优化黄柏的最佳提取工艺。方法：以盐酸小檗碱含量为评价指标，选
取提取时间、液料比、提取次数３个因素进行ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合设计，通过星点设计响应面法确定黄柏最佳提
取工艺。结果：黄柏的最佳提取工艺为水煎煮提取，液料比８∶１，提取时间９０ｍｉｎ，提取３次，盐酸小檗碱得率为
３２１５ｍｇ·ｇ－１。结论：采用星点设计响应面法优化黄柏提取工艺，方法简单合理，且具有良好的预测性。
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黄柏［１］又名关黄柏、川黄柏，为芸香科植物黄

皮树ＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅＳｃｈｎｅｉｄ的干燥树皮。现
代药理学研究表明，黄柏具有抗病原微生物、抗溃

疡、降压、抗心律失常等作用［２］，具有清热燥湿，

泻火除蒸，解毒疗疮等功能。黄柏主要有效部位为

生物碱类化合物，其中盐酸小檗碱为其主要有效成

分［３］，含量高达３％以上［４］。

响应面法（ＲｅｓｐｏｎｓｅＳｕｒｆａｃｅＭｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，ＲＳＭ）

·３５９·
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是利用合理的试验设计方法，通过试验得到一定数

据，采用多元二次回归方程来拟合因素与响应值之

间的函数关系，通过对回归方程的分析来寻求最优

工艺参数，解决多变量问题的一种统计方法。目前

中药的提取工艺设计多采用正交设计法，其不能利

用较少的试验数据找到因素与响应值间明确的函数

关系［５］，以得到最佳的工艺因素组合。响应面优化

法所获得的信息量大，直观、预测性好。本研究采

用响应面法，根据 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验设计
原理，通过试验数据建立多元回归方程的拟合函数

模型，优化黄柏提取工艺，以期为实际的生产提取

工艺提供科学参考数据。

１　仪器与材料

日立ＬＣ７０００Ａ单泵系统液相色谱仪；旋转蒸发
仪ＲＥ３０００（上海亚荣生化仪器厂）；分析天平 ＡＬ
２０４９［梅特勒托利多仪器（上海）有限公司］；１０１
型电热鼓风干燥箱（北京科伟永鑫实验仪器设备

厂）；ＫＨ４００ＫＤＥ型高功率数控超声波清洗机（昆山
禾创超声仪器有限公司）。

黄柏药材购于西安盛兴中药饮片厂，经陕西中

医药大学生药教研室王继涛教授鉴定为黄柏的树皮；

盐酸小檗碱对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：１１０７１３２００１０７）；乙腈、甲醇为色谱纯；水为
娃哈哈纯净水；磷酸、十二烷基磺酸钠均为分析纯。

２　方法与结果

２１黄柏中盐酸小檗碱分析方法的建立

２１１色谱条件　色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳＣ１８（１５０ｍｍ

×４０ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈０１％磷酸溶液
（５０∶５０，每１００ｍＬ加十二烷基磺酸钠０１ｇ）［６］；检
测波长：２６５ｎｍ；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：
２５℃；进样量：１０μＬ。
２１２对照品溶液的制备　精密称取盐酸小檗碱对
照品５０３ｍｇ，置于５０ｍＬ容量瓶中，加流动相制成
质量浓度为０１ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，用０２２μｍ微孔
滤膜过滤，取续滤液，即得。

２１３供试品溶液的制备　称取黄柏药材各５０ｇ，精
密称定，精密吸取不同方法提取的黄柏提取液１ｍＬ，
置１０ｍＬ容量瓶中，加流动相定容至刻度，摇匀，
用０２２μｍ微孔滤膜过滤，取续滤液即得。
２１４标准曲线的绘制　分别精密量取盐酸小檗碱

对照品溶液４、６、８、１０、１２、１５μＬ，注入高效液
相色谱仪中，按２１１项下条件测定峰面积。以盐
酸小檗碱进样量（Ｘ）为横坐标，峰面积积分值（Ｙ）为
纵坐标，绘制标准曲线，得到回归方程：Ｙ＝１６９６４
Ｘ－０４７，ｒ＝０９９９４，表明盐酸小檗碱在 ０４～
１５μｇ与峰面积积分值线性关系良好。
２１５精密度试验　同一对照品溶液重复进样６次，
测定峰面积，计算ＲＳＤ为０６２％，表明仪器精密度
良好。

２１６稳定性试验　同一对照品溶液在放置 ０、２、
４、８、１２、２４ｈ后，精密吸取１０μＬ进样分析，测
定其峰面积值，计算ＲＳＤ为０５７％。表明供试品溶
液２４ｈ内基本稳定。
２１７重复性试验　在相同条件下制备６份供试品溶
液，按照２１３项下方法制备样品，测定盐酸小檗
碱含量，ＲＳＤ为 ０５９％，表明本分析方法重复性
良好。

２１８加样回收试验　在相同条件下制备６份供试品
溶液，分别加５０μｇ对照品，按２１３项下方法制备
样品，测定盐酸小檗碱含量，平均回收率为９７５％，
ＲＳＤ为０３４％，表明本方法回收率良好。

２２单因素考察

经查阅文献［７１２］和预试验，选择对提取工艺影

响较大的因素，分别对提取时间、提取次数和液料

比进行单因素考察。

２２１提取时间考察　称取黄柏药材 ６份，每份
５０ｇ，液料比为１０∶１，分别在２０、３０、４５、６０、９０、
１２０ｍｉｎ提取２次，滤过，合并滤液，浓缩，定容至
２５０ｍＬ。按２１１项下条件测定黄柏提取液中盐酸
小檗碱含量。结果表明，在２０～１２０ｍｉｎ内，提取液
中盐酸小檗碱含量随提取时间的增加而增加，但在

９０～１２０ｍｉｎ含量增加程度不明显，故选择９０ｍｉｎ为
最佳提取时间。

２２２料液比考察　称取黄柏药材６份，每份５０ｇ，
液料比分别为４∶１、６∶１、８∶１、１０∶１、１２∶１、１４∶１，提
取时间为９０ｍｉｎ，提取２次，滤过，合并滤液，浓
缩，定容至２５０ｍＬ，按２１１项下条件测定盐酸小
檗碱含量。结果表明，提取液中盐酸小檗碱的含量

随料液比的增大而增大，但当液料比大于 ８∶１时，
提取液中盐酸小檗碱含量的增幅较小，而且液料比

过大，溶剂用量和浓缩工艺的能耗都会增大，因此

选择８∶１为最佳液料比。
·４５９·
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２２３提取次数考察　取黄柏药材３份，每份５０ｇ，
液料比为８∶１，提取时间为９０ｍｉｎ，提取次数分别为
１、２、３次，滤过，合并滤液，浓缩，定容至
２５０ｍＬ，按２１１项下条件测定盐酸小檗碱含量。
结果表明，提取液中盐酸小檗碱含量随提取次数的

增加而增加。经统计学分析，提取２次与３次所得
的提取液中盐酸小檗碱的含量差异无统计学意义，

故选择提取２次为最佳提取次数。

２３星点设计响应面优化与试验结果

在单因素试验结果的基础上，根据 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
的中心组合试验设计原理，以显著影响黄柏提取效

果的３个因素：提取时间、液料比、提取次数为自
变量（分别以 Ａ、Ｂ、Ｃ表示），作变换如下：Ａ＝
（ｔ－９０）／３０，Ｂ＝（ｚ－８）／２，Ｃ＝（Ｔ－２）／１（ｔ、ｚ、Ｔ
分别为试验提取时间、液料比及提取次数），以盐酸

小檗碱得率（Ｙ）为响应值，设计３因素３水平共１７
个试验点的响应面分析试验，试验以随机次序进行。

响应面分析因素与水平设计见表１，其中编号为１３～
１７的试验为５次重复的中心点试验，用来考察模型
的误差。试验设计与结果见表２。

表１　星点设计因素水平编码表
水平 Ａ／ｍｉｎ Ｂ／ｍＬ·ｇ－１ Ｃ／次

－１ ６０ ６∶１ １

０ ９０ ８∶１ ２

１ １２０ １０∶１ ３

表２　响应面试验设计与结果
实验编号 Ａ／ｍｉｎ Ｂ／ｍＬ·ｇ－１ Ｃ／次 Ｙ／ｍｇ·ｇ－１

１ ６０ ６ ２ １３７９

２ ６０ １０ ２ １７５４

３ １２０ ６ ２ ２２３２

４ １２０ １０ ２ ２０１６

５ ９０ ６ １ ２３８３

６ ９０ ６ ３ ２４３２

７ ９０ １０ １ ２２６５

８ ９０ １０ ３ ２５８６

９ ６０ ８ １ １５７４

１０ １２０ ８ １ ２１８９

１１ ６０ ８ ３ １９７８

１２ １２０ ８ ３ ２４３５

１３ ９０ ８ ２ ３７２４

１４ ９０ ８ ２ ３７９１

１５ ９０ ８ ２ ３８１３

１６ ９０ ８ ２ ３７５２

１７ ９０ ８ ２ ３７９４

　　用ＡＮＯＶＡ分析响应面的回归参数。由表３可
知，一次项Ａ＜Ｃ＜Ｂ＜０５，各因素与Ｙ的线性关系
显著；二次项 Ａ２ 对 Ｙ的曲面效应显著。利用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５软件对表２数据进行多元回归拟
合，得到Ｙ对 Ａ、Ｂ、Ｃ的二次多项回归模型：Ｙ＝
３７７５＋２７３Ａ＋０２４Ｂ＋１２８Ｃ１４８ＡＢ０４０ＡＣ＋
０６８ＢＣ１１５１Ａ２７７９Ｂ２５８０Ｃ２，ｒ＝０９９９７。

表３　方差分析表
方差来源 平方和 自由度 均方差 Ｆ值 Ｐ 显著性

模型 １１３９４７ ９ １２６６１ ５１７８８ ＜００００１ 

Ａ ５９７９ １ ５９７９ ２４４５６ ＜００００１ 

Ｂ ０４８ １ ０４８ １９４ ０２０５９ 

Ｃ １３００ １ １３００ ５３２０ ００００２ 

ＡＢ ８７３ １ ８７３ ３５７２ ００００６ 

ＡＣ ０６２ １ ０６２ ２５５ ０１５４１ 

ＢＣ １８５ １ １８５ ７５７ ００２８５ 

Ａ２ ５５７８４ １ ５７７８４２２８１７９ ＜００００１ 

Ｂ２ ２５５２０ １ ２５５２０１０４３８８ ＜００００１ 

Ｃ２ １４１５３ １ １４１５３ ５７８９３ ＜００００１ 

残差 １７１ ７ ０２４

失拟项 １１９ ３ ０４０ ３０６ ０１５３９ 

误差 ０５２ ４ ０１３

总离差 １１４１１８ １６

　注：差异极显著（Ｐ＜００００１）；差异高度显著（Ｐ＜０００１）；
差异显著（Ｐ＜００５）。

从表３的方差分析结果可知，试验中选用的模
型Ｐ＜００００１，说明模型达到极显著水平，失拟项
Ｆ值为０１５３９，影响不显著，说明该回归方程对试
验拟合情况很好，能较好地起到预测作用，在所选

试验条件下，各因素对盐酸小檗碱得率的影响显著

（ｒ＝０９９９７）。此外，该模型的变异系数（ＣＶ＝
４７８％）＜５％，在可接受范围内。

２４提取工艺的响应面分析与优化

采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件［１３］，根据二次回归方程

绘制相应的等高线图和自变量对因变量的三维曲面

图，分别将其中一个因素固定在中心值，以综合评

分（Ｙ）对另外两个因素描绘三维图。各因素交互作
用的等高线图和响应面图见图１～２。对回归方程取
一阶偏导数等于零，整理可得如下公式：

２７３－１４８Ｂ－０４Ｃ－２３０２Ａ＝０公式（１）
·５５９·
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０２４－１４８Ａ＋０６８Ｃ－１５５８Ｂ＝０公式（２）
１２８－０４Ａ＋０６８Ｂ－１１６Ｃ＝０ 公式（３）

联立 方 程 组，解 得 Ａ ＝００９６０８８，Ｂ ＝
００５２４４５，Ｃ＝１０５７８，代入前述的变换公式得到
提取时间 ｔ＝９２８８２６４，液料比 ｚ＝８１０４８９，提取
次数Ｔ＝３０５７８，即黄柏的最佳提取工艺条件：提
取时间为９２８８２６４ｍｉｎ、液料比为８１０４８９∶１、提
取次数为３０５７８。但考虑到实际情况最佳提取工艺
条件修正如下：提取时间为９０ｍｉｎ，提取次数为３
次，液料比为８∶１，在此工艺条件下黄柏提取液中盐
酸小檗碱得率为３１７ｍｇ·ｇ－１。

图１　两两交互作用对盐酸小檗碱得率影响的等高线

２５工艺验证试验

按照２４项下的最佳工艺进行验证试验（ｎ＝３），
黄柏提取液中盐酸小檗碱的实际平均质量分数为

３２１５ｍｇ·ｇ－１（预测值为 ３１７０ｍｇ·ｇ－１），ＲＳＤ为

图２　两两交互作用对盐酸小檗碱得率影响的响应面图

０２％。试验值与理论值偏差较小，说明本试验中利
用星点设计响应面法优化得到数学模型可靠，具有
良好的预测性，所得的工艺参数准确可信，具有较

强的应用价值。

（下转第９６９页）

·６５９·
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基础上，增加了备案制管理方法。备案制产品将覆

盖矿物质、维生素等营养元素以及已纳入保健食品

原料目录（总局制定）的保健食品。无疑 《食品安全

法》将极大的激活现有保健品市场，同时也意味着

企业将承担更大的责任，未来同质化竞争将日趋激

烈，保健品真正进入品牌竞争时代。

３２行业标准助力提取物市场规范

作为中药商品出口大类，植物提取物标准的缺

失不仅广受诟病，还严重限制了行业健康蓬勃发

展。自２０１３年医保商会制定发布第一批植物提取
物国际商务标准以来，对行业发展起到了很好推动

作用。目前很多商检部门都采用此标准作为检测依

据，２０１５年第二批植物提取物国际商务标准已经
启动，覆盖的提取物范围扩大至绿茶提取物、柑橘

幼果提取物、绿咖啡豆提取物、葡萄籽提取物、淫

羊藿提取物、白芍提取物、芦丁、岩藻多糖、灵芝

提取物、葛根提取物、当归提取物。同时，２０１５
年医保商会启动与美国药典委员会的全面合作，双

方共同启动标准互认程序，并选择互认标准编辑

《植物提取物标准专论》。这一具有里程碑意义的

合作必将开启我国植物提取物进军国际市场的新

征程。

３３行业认证助推行业健康发展

当前，植物提取物行业相对混乱，行业标准不

完善，监管缺失等问题的存在，植物提取物产品质

量参差不齐，企业各种夸大宣传，掺杂使假情况时

有发生，大有 “劣币驱逐良币”的行业乱象。为

了引领行业健康有序发展，帮助优质企业提升自己

企业和品牌价值，中国医药保健品进出口商会

（ＣＣＣＭＨＰＩＥ）联合美国国家卫生基金会（ＮＳＦ），共
同开展 “植物提取物优质供应商”认证（简称 ＧＥＰ
认证）工作，打造植物提取物优质供应商。认证工

作借鉴 ＮＳＦ认证领域的专业，同时增加行业特色
和信用评价认证，综合打造的 ＧＥＰ认证将更适合
植物提取物行业，更能有效区分优质植物提取物供

应商。

（收稿日期　２０１５０８２５
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）

（上接第９５６页）

３　讨论

本试验通过用星点设计响应面法优化黄柏的提
取工艺，建立了影响因素与有效成分提取率间的数

学模型方程，最终确定了黄柏的最佳提取工艺：提

取时间为９０ｍｉｎ，提取次数为３次，液料比为８∶１。
最佳工艺下盐酸小檗碱的得率为３２１５ｍｇ·ｇ－１，与
预测值（３１７０ｍｇ·ｇ－１）的 ＲＳＤ为０２％，说明该数
学模型方程与实际情况拟合很好，具有良好的预测

性。因此用星点设计响应面法优化黄柏的提取工艺
是可靠的，且合理可行。
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