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摘　要　目的：运用星点设计效应面法对甘草水提工艺进行优化。方法：用ＨＰＬＣ法测定甘草苷、甘草酸含量，以甘草苷、甘
草酸含量和干膏收率为综合评价指标，以加水倍量、提取时间为自变量，综合评价指标为因变量，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０６对试
验数据进行多元线性回归及二项式拟合，用效应面法优选最佳水提工艺，并对结果进行预测分析。结果：最佳水提工艺为１２
倍量水，提取２次，每次９０ｍｉｎ，提取预测值与理论值偏差为－１．７２％，二项式拟合复相关系数ｒ＝０．９７９７。结论：星点设计
效应面法优化甘草水提工艺，简便可行，预测性较高；为后续应用膜分离纯化提供最佳提取工艺。
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　　甘草为常用中药，来源于豆科多年生草本植物
甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ）、胀果甘草（Ｇ．ｉｎ
ｆｌａｔｅＢａｔ．）和光果甘草（Ｇ．ｇｌａｂｒａＬ．）的干燥根及根
茎，主产于内蒙古、甘肃、新疆等地。甘草主要含有

三萜类化合物（甘草酸、甘草次酸）、黄酮类化合物

（甘草苷、异甘草苷）及甘草多糖等。黄酮类化合物

具有抗肿瘤、抗氧化、抗菌抗病毒等作用；甘草酸具

有保肝和治肝和治疗肾病和心脏疾病、抗病毒、抗菌

等作用［１］。甘草中有效成分的提取纯化方法很

多［２～４］，但多采用有机溶剂作为溶媒。本试验考虑

到苷类成分的提取及后续膜分离［５，６］纯化的局限

性，故采用最原始的水煎煮法。

均匀设计和正交试验设计法为目前国内常用的

中药提取优选工艺方法。此两种方法虽然可以满足

一般试验的要求，但存在精度不够，选择的试验取值

仅仅是接近最佳取值，无法精确找到最佳点等等。

鉴于以上不足，常采用集数学与统计学方法于一体

的星点设计（ｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ，ＣＣＤ）效应面
法进行试验设计。ＣＣＤ具有试验次数少，精确度
高，应用方便等特点［７］。本试验选取星点设计效应
面法优选甘草最佳水提工艺，同时也为探讨星点设

计效应面法应用于中药提取工艺的可行性提供依
据。

１　仪器与材料
Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工

作站，Ｗ２９９６二极管阵列检测器；ＦＡ２１０４０Ｎ型电子
天平（万分之一）。甘草饮片（购于西安盛兴中药饮

片有限公司，批号：１２０７０１），甘草苷对照品（中国食
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品药品检定研究院，批号：１１１６１０２０１１０６），甘草酸
铵对照品（中国食品药品检定研究院，批号：１１０７３１
２００６１５）；乙腈、甲醇均为色谱纯；水为蒸馏水；其余
试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２．１　甘草苷和甘草酸含量测定方法学建立
２．１．１　色谱条件与系统适用性［８］　色谱柱：Ａｃｃｕｒａ
ｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：以乙腈为
流动相Ａ，以０．０５％磷酸水溶液为流动相Ｂ，梯度洗脱
（０～８ｍｉｎ，１９％ Ａ；８～３５ｍｉｎ，１９％ ～５０％ Ａ；
３５～３６ｍｉｎ，５０％ ～１００％ Ａ）；检测波长：２３７ｎｍ；
流速：０．８ｍｌ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；进样量：１０μｌ。
２．１．２　对照品溶液的制备　精密称取甘草苷、甘草
酸铵对照品适量，加７０％乙醇分别制成每１ｍｌ含甘
草苷２０μｇ、甘草酸铵２００μｇ的溶液，用０．２２μｍ微
孔滤膜过滤，取续滤液，即得（甘草酸重量 ＝甘草酸
铵重量／１．０２０７）。
２．１．３　供试品溶液的制备　精密称取５０ｇ甘草样
品，按提取条件提取一定时间后，趁热过滤，将滤液

定容到２５０ｍｌ量瓶中，摇匀，精密吸取上述溶液１
ｍｌ，置１００ｍｌ量瓶中，加７０％乙醇定容至刻度，摇
匀，用０．２２μｍ微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。按
“２．１．１”项下条件测定甘草苷和甘草酸的含量。
２．１．４　标准曲线的绘制　分别精密吸取甘草苷、甘
草酸铵对照品溶液３，６，９，１２，１５，１８μｌ，按“２．１．１”
项下的色谱条件注入色谱仪，测定峰面积，以峰面积

为纵坐标、对照品质量浓度为横坐标，绘制标准曲

线，得甘草苷回归方程：Ｙ＝７．３６×１０６Ｘ－１．５７×１０３

（ｒ＝０．９９９２），线性范围为０．０３０～０．１８０μｇ；甘草
酸回归方程：Ｙ＝１．５５×１０６Ｘ－１．０８×１０３（ｒ＝
０．９９９４），线性范围为０．０５９～０．３６５μｇ。
２．１．５　精密度试验　取同一批（批号：１２０７０１）供
试品溶液 ，连续进样５次，按“２．１．１”项下的色谱条
件进行测定，记录峰面积，计算甘草苷和甘草酸ＲＳＤ
分别为１．３７％ 和１．０２％（ｎ＝５），表明仪器的精密度
良好。

２．１．６　重复性试验　精密称取６份同一批（批号：
１２０７０１）样品，按“２．１．３”项下进行制备供试品溶
液，按“２．１．１”项下的色谱条件进行测定，记录峰面
积，计算甘草苷和甘草酸 ＲＳＤ分别为１．０４％和
１．３２％（ｎ＝６），本方法重复性良好。
２．１．７　稳定性试验　取同一批（批号：１２０７０１）供
试品溶液，按“２．１．１”项下的色谱条件，分别在０，１，
２，４，８，１２ｈ各测定一次，计算甘草苷和甘草酸 ＲＳＤ
分别为１．１６％和１．４６％（ｎ＝６），表明供试品溶液在

１２ｈ内稳定性良好。
２．１．８　回收率试验　取６份已知含有量的甘草样
品，分别加入适量的甘草苷和甘草酸铵标准品，按

“２．１．３”项下进行制备，按“２．１．１”项下的色谱条件
进行测定，计算甘草苷和甘草酸平均回收率分别为

９７．１２％和９８．４２％，ＲＳＤ分别为２．０５％和１．７９％（ｎ
＝６），表明本方法回收率良好。
２．２　星点设计法优化水提条件
２．２．１　试验设计［９］　影响水煎煮提取的主要因素
有加水倍量、提取时间和提取次数，因提取次数为非

连续变量，不适宜于星点设计分析，因此对提取次数

进行单独考察。称取甘草５０ｇ，加１０倍量水煎煮４
次，每次 ９０ｍｉｎ，按照“２．１．１”项下条件测定甘草
苷、甘草酸的含量，将４次提取液所测得甘草苷、甘
草酸含量总和视为１００％，分别计算各次提取甘草
苷、甘草酸的提取率，结果表明，提取２次的甘草苷、
甘草酸提取率分别已达４次提取液中甘草苷、甘草
酸总含量的８６．５７％、８３．６２％，从节省资源成本的因
素考虑，将提取次数确定为２次。

根据星点设计的原理，对加水倍量和提取时间

两个因素进行考察，各因素设五水平，用代码 －α、
－１、０、１、α来表示（两因素星点设计的 α ＝
１．４１４）。因素水平表见表１，试验安排结果见表２。
２．２．２　试验方法　称取甘草粗粉各５０ｇ，按照表２
设计的因素水平提取２次，合并提取液，浓缩至２５０
ｍｌ，备用。
２．２．３　综合评价指标ＯＤ　将不同的评价指标 Ｙ０、
Ｙ１和 Ｙ２归一化为统一值进行综合评分。根据各指
标在影响水提取工艺中的重要性，分别设定 Ｙ０、Ｙ１
和Ｙ２的权重为２０％、４０％和４０％ 。计算公式：ＯＤ
＝（Ｙ０／Ｙ０ｍａｘ）×２０％ ＋（Ｙ１／Ｙ１ｍａｘ）×４０％ ＋（Ｙ２／
Ｙ２ｍａｘ）×４０％。

表１　星点设计因素水平编码表

因素
水平

－１．４１４ －１ ０ １ １．４１４
Ｘ１加水倍量（倍） ６．００ ７．４６ １１．００ １４．５４ １６．００
Ｘ２提取时间（ｍｉｎ） １０．００ ２６．１０ ６５．００ １０３．９０ １２０．００

２．２．４　模型拟合　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０６软件，
以综合评分为因变量对自变量（Ｘ１、Ｘ２）进行多元线
性回归和二项式拟合，多元线性回归 ｒ＝０．７６３２，Ｐ
＜０．０００１，模型虽然可以通过检验，但拟合度不佳，
预测性较差，因此线性模型不合适。二项式模型方

程为：综合评分（ＯＤ）＝－３５．１４０５＋１０．７９１３Ｘ１＋
１．２９８２Ｘ２－０．０１７２Ｘ１Ｘ２－０．３２９９Ｘ１

２－５．８３４×
１０－３Ｘ２

２（ｒ＝０．９７９７，Ｐ＜０．０００１），方差分析结果
见表３。
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表２　试验设计与结果

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｙ０干膏收率（％） Ｙ１甘草苷含量（μｇ·ｇ－１） Ｙ２甘草酸含量（μｇ·ｇ－１） ＯＤ综合评分（％）
１ ７．４６ ２６．１０ １７．１３ ２５．９７ ５８．０２ ５１．６０
２ １４．５４ ２６．１０ ２２．５３ ３９．２９ ９８．１０ ７８．９１
３ ７．４６ １０３．９０ ２３．４５ ３８．４６ １０３．５９ ８０．７２
４ １４．５４ １０３．９０ ２５．０４ ５１．５７ １２３．５９ ９８．５３
５ ６．００ ６５．００ ２０．９５ ３９．５９ ８９．６４ ７５．２３
６ １６．００ ６５．００ ２５．６５ ４５．９５ １１５．１２ ９１．６１
７ １１．００ １０．００ １６．２５ ２５．４０ ６４．９２ ５２．７４
８ １１．００ １２０．００ ２７．０２ ４６．０８ １２２．３３ ９５．３３
９ １１．００ ６５．００ ２３．３８ ４７．１２ １１０．０５ ８９．４７
１０ １１．００ ６５．００ ２４．２１ ４５．２４ １２０．１１ ９１．８８
１１ １１．００ ６５．００ ２２．２２ ４３．６３ １１４．１７ ８７．２４
１２ １１．００ ６５．００ ２５．６６ ４６．８２ １２２．７０ ９５．０２
１３ １１．００ ６５．００ ２３．３７ ４７．４９ １１５．８０ ９１．６２

　注：９～１３号为重复试验。

表３　二项式拟合模型的方差分析表
方差来源（ｖａｒｉａｎｃｅ） ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ

模型 ２６９４．８２ ５ ５３８．９６ ３３．１３ ＜０．０００１
Ｘ１加水倍量 ５８２．８５ １ ５８２．８５ ３５．８３ ０．０００５
Ｘ２煎煮时间 １４８４．３４ １ １４８４．３４ ９１．２５ ＜０．０００１
Ｘ１Ｘ２ ２２．５６ １ ２２．５６ １．３９ ０．２７７４
Ｘ１２ １１８．９４ １ １１８．８９ ７．３１ ０．０３０５
Ｘ２２ ５４２．０７ １ ５４２．０７ ３３．３３ ０．０００７
残差 １１３．８６ ７ １６．２７
失拟项 ８０．０８ ３ ２６．６９ ３．１６ ０．１４７７
误差 ３３．７９ ４ ８．４５
总离差 ２８０８．６８ １２

　　由表３可知，整体模型达到显著水平，表明该二
次方程模型比较显著，失拟项不显著（Ｐ＝０．１４７７）
该方程对试验拟合较好，相对于线性拟合模型有大

幅度提高，表明该方程有较大可信度，可以对不同条

件下的综合评分进行预测。

２．２．５　工艺优化与预测　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０６
软件，作出效应面的三维图，从而在效应面最佳区域

上选取相应因素的较佳水平试验条件，三维图和等

高线图见图１，通过等高线在图上选取综合评分较
佳工艺范围为 Ｘ１：１１．９６～１４．５４倍；Ｘ２：８１．２６～
１００．８５ｍｉｎ，结合单因素试验结果及生产成本和操
作的方便性，选取较佳水提工艺为：１２倍量水提取２
次，每次９０ｍｉｎ。

根据最佳工艺条件提取甘草３份（每份５０ｇ），
进行预测值与实测值的比较，结果偏差率为

－１．７２％，表明所建立的模型具有良好的预测性，所
选工艺条件重复性好。

３　讨论

该甘草水提工艺优化以干膏收率、甘草苷和甘

草酸含量作为综合评价指标，运用星点设计效应面
法，结合单因素试验结果，得出甘草最佳水提工艺为

１２倍量水，提取２次，每次９０ｍｉｎ。提取预测值与
理论值偏差为 －１．７２％，二项式拟合复相关系数 ｒ
＝０．９７９７，试验表明该工艺合理稳定，预测性较高，
可为后续甘草的纯化研究提供最佳水提工艺。

图１　提取时间和加水倍量对
综合评分（ＯＤ）的效应面和等高线图
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