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Box-Behnken响应面法优化瓜蒌皮中总核苷和总氨基酸的提取工艺

吴雪1,2,邹纯才1,鄢海燕1,刘静雨1,杨燕1

(1.皖南医学院药学院,安徽 芜湖 241002;

2.安徽省芜湖市中医医院,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 采用Box-Behnken响应面法优化瓜蒌皮提取工艺,以期最大程度同时保留瓜蒌皮提取物中总核苷和总氨

基酸的含量。方法 采用紫外-可见分光光度法测定瓜蒌皮提取物中总核苷和总氨基酸的吸光度,并在单因素试验的基

础上,以总核苷和总氨基酸吸光度为评价指标,采用Box-Behnken响应面法考察与优化料液比(g·ml-1)、超声提取时间

(min)、醇沉浓度(%)、静置时间(h)对总核苷和总氨基酸提取量的影响。结果 最 佳 的 提 取 工 艺 为 选 择 料 液 比

(g·ml-1)为1∶15,提取时间为60min,醇沉浓度为50% ,静置时间为24h。经5次平行验证试验结果表明,总核苷吸

光度平均值为0.785,RSD=0.42%,模型的预测结果为0.788,实际测定结果与模型预测结果差值为0.003;总氨基酸吸

光度平均值为2.112,RSD=0.07%,模型的预测结果为2.168,实际测定结果与模型预测结果差值为0.056。结论 采

用Box-Behnken响应面法优化的提取工艺可同时最大程度保留瓜蒌皮中总核苷和总氨基酸含量,提取工艺稳定可靠,可
用于瓜蒌皮中总核苷和总氨基酸的提取。
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Optimizationoftheextractiontechnologyfortotalnucleosidesandtotalaminoacidsin
TrichosanthisPericarpiumbyBox-Behnkenresponsesurfacemethodology

WuXue1,2,ZouChuncai1,YanHaiyan1,LiuJingyu1,YangYan1

(1.SchoolofPharmacy,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China;
2.WuhuHospitalofTraditionalChineseMedicine,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective TooptimizethetechnologyforextractingTrichosanthisPericarpiumbyBox-Be-
hnkenresponsesurfacemethodologyinordertoretainthecontentsoftotalnucleosidesandtotalaminoacidsin
theextractofTrichosanthisPericarpiumtothegreatestextent. Methods Thisstudydeterminedtheabsor-
banceoftotalnucleosidesandtotalaminoacidsinTrichosanthisPericarpiumextractbyUV-visspectrophotom-
etry.Onthebasisofsinglefactortest,Box-Behnkenresponsesurfacemethodologywasadoptedtoinvestigate
andoptimizetheeffectsofsolid/liquidratio(g·ml-1),ultrasonicextractiontime(min),alcoholprecipitation
concentration(%)andstandingtime(h)ontheextractionamountoftotalnucleosidesandtotalaminoacids,

withtheabove-mentionedabsorbanceastheevaluationindex. Results Theoptimumconditionsforextrac-
tionwereasfollows:1∶15asthesolid-liquidratio(g·ml-1),60minastheextractiontime,50%asthealco-
holprecipitationconcentrationand24hasthestandingtime.Theresultsoffiveparallelvalidationtests
showedthatthemeanvalueoftotalnucleosideabsorbancewas0.785,withRSD=0.42%.Thepredictedresult
ofthismodelwas0.788,andthedifferencebetweentheactuallydeterminedresultandthepredictedresultwas
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0.003.Themeanvalueoftotalaminoacidabsorbancewas2.112,withRSD=0.07%.Thepredictedresultof
thismodelwas2.168,andthedifferencebetweentheactuallydeterminedresultandthepredictedresultwas
0.056. Conclusion TheextractiontechnologyoptimizedbyBox-Behnkenresponsesurfacemethodologycan
retainthecontentsoftotalnucleosidesandtotalaminoacidsinTrichosanthisPericarpiumtothegreatestex-
tent.Theextractionprocessisstableandreliable,whichcanbeusedfortheextractionoftotalnucleosidesand
totalaminoacidsinTrichosanthisPericarpium.
  Keywords: TrichosanthisPericarpium;totalnucleosides;totalaminoacids;Box-Behnkenresponsesur-

facemethodology

  瓜蒌皮是瓜蒌成熟干燥果皮,具宽胸散结、清热化

痰之功效,是中医临床治疗“胸痹”“心痛”的经典药

材[1-2]。瓜蒌皮中的化学成分及药理活性物质已经取

得相关的研究进展[3-6],如其中所含核苷类成分腺苷具

有很强的抗血小板活性,而氨基酸是人体必需活性物

质,也是瓜蒌皮注射液[7-9]的质量评价指标。现已上市

的瓜蒌皮注射液的提取工艺采用的是水提醇沉法对瓜

蒌皮提取物进行精制,为同时兼顾核苷类物质和氨基

酸这两类成分并使二者都最大程度地保留,需要进一

步考察并优化瓜蒌皮的水提醇沉提取工艺。为此,本
研究采用紫外-可见分光光度法测定瓜蒌皮提取物的

总核苷和总氨基酸含量[10-12],并以总核苷和总氨基酸

为评价指标,通过响应面优化法[13-17]优化瓜蒌皮的水

提醇沉提取工艺,为瓜蒌皮药效成分的有效提取和利

用提供理论依据。

1 仪器与材料

1.1 仪器 UV5100型紫外-可见分光光度计(日本

株式会社日立高新技术科学那珂事业所);AUW-
220D 型 电 子 天 平 (日 本 岛 津 公 司);Heidolph-
LR4010/4011旋转蒸发仪(德国海道尔夫公司);KQ-
250DE型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公

司);DF-1集热式磁力加热搅拌器(常州容华仪器制造

有限公司);101-1-5型电热恒温鼓风干燥箱(上海跃进

医疗器械有限公司);KNT-2-20科特宁纯水机(合肥

科宁特水处理设备有限公司)。

1.2 材料 瓜蒌皮(批号:20171202,河北安国市御颜

坊中药材有限公司);乙醇(批号:20130513,天津市百

世化工有限公司);腺嘌呤核苷(腺苷,批号:N68291,
山东 西 亚 化 学 股 份 有 限 公 司);L-精 氨 酸(批 号:

20150528,国药集团化学试剂有限公司);水合三酮氢

茚(茚三酮,批号:20200601,上海展云化工有限公司);
其余试剂为分析纯,纯化水(自制)。

2 方法与结果

2.1 溶液的制备

2.1.1 瓜蒌皮样品溶液的制备 取瓜蒌皮10.00g,
精密称定,置具塞锥形瓶中,按一定料液比加入水,按
规定提取次数和提取时间超声提取(功率200W,超声

频率40Hz),合并滤液并减压浓缩至10ml,得瓜蒌皮

浓缩液。取瓜蒌皮浓缩液,按一定比例加95%乙醇至

规定醇沉浓度,4℃醇沉至规定时间,取上清液,减压

浓缩后加水定容至10ml,得瓜蒌皮样品溶液,备用。

2.1.2 腺苷对照品溶液的制备 取腺苷对照品

0.5013g,精密称定,置5ml量瓶中,加水定容至刻度

制得浓度为0.1003g·ml-1的腺苷对照品溶液,备用。

2.1.3 L-精氨酸对照品溶液的制备 取L-精氨酸对

照品0.5001g,精密称定,置5ml量瓶中,加水定容至

刻度制得浓度为0.1000g·ml-1的L-精氨酸对照品溶

液,备用。

2.1.4 茚三酮溶液 取茚三酮1.0005g,精密称定,
置50ml棕色量瓶中,以无水乙醇定容至刻度,即得。

2.2 总核苷和总氨基酸含量测定方法的建立

2.2.1 检测波长的选择

2.2.1.1 核苷测定波长的确定 精密量取“2.1.1”项
下瓜蒌皮提取物样品溶液一定量,并用水稀释成一定

浓度;另精密量取“2.1.2”项下腺苷对照品溶液0.5
ml置100ml量瓶中加水定容至刻度,制得核苷对照

品稀释液。以水为空白对照,照紫外-可见分光光度

法,于200~400nm范围内扫描。结果表明,腺苷和

瓜蒌皮样品溶液在259nm处均有最大吸收,因此选

择259nm作为总核苷的测定波长。见图1。

注:1为瓜蒌皮样品溶液,2为腺苷对照品。

图1 瓜蒌皮样品溶液与腺苷对照品紫外吸收图谱

2.2.1.2 总氨基酸测定波长的确定 精密量取

“2.1.1”项下瓜蒌皮样品溶液0.1ml置10ml量瓶

中,加水定容至刻度,得瓜蒌皮样品稀释溶液;精密量
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取“2.1.3”项下L-精氨酸对照品溶液0.1ml置10ml
量瓶中,加水定容至刻度得L-精氨酸对照品稀释溶

液。取1ml瓜蒌皮样品稀释溶液和L-精氨酸对照品

稀释溶液1ml分别置10ml量瓶中,加0.5ml磷酸

缓冲盐(pH=6.86)、0.5ml茚三酮溶液,水浴15
min,迅速冷却至室温后用水定容至刻度。同法做空

白,照紫外-可见分光光度法,于400~800nm波长范

围内进行扫描。结果表明,瓜蒌皮样品稀释溶液和L-
氨基酸对照品稀释溶液均在568nm波长处有最大吸

收,故选择568nm 作为总氨基酸含量的测定波长。
见图2。

注:1为瓜蒌皮样品溶液,2为L-精氨酸对照品。

图2 瓜蒌皮样品溶液与L-精氨酸对照品紫外吸收图谱

2.2.2 标准曲线的建立

2.2.2.1 腺苷标准曲线的建立 精密量取“2.1.2”项
下腺苷对照品溶液0.1ml置100ml量瓶中,用水定

容至刻度,得腺苷对照品稀释液,备用。分别精密量取

腺苷对照品稀释液0.2ml、0.4ml、0.8ml、1.6ml、

3.2ml置10ml量瓶中,加水定容至刻度,在259nm
处分别测定其吸光度。以吸光度值 A为纵坐标(y),
以腺苷浓度(mg·ml-1)为横坐标(x),建立回归方程

为:y=53.93x+0.0017,r=0.9995。结果表明腺苷在

0.002~0.032mg·ml-1线性关系良好。

2.2.2.2 L-精氨酸标准曲线的建立 精密量取“2.1.
3”项下L-精氨酸对照品溶液0.1ml置100ml量瓶

中,用水定容至刻度,得L-精氨酸对照品稀释液,备
用。分别精密量取L-精氨酸对照品稀释液0.25ml、

0.5ml、1ml、2ml、4ml置10ml量瓶中,加0.5ml
磷酸缓冲盐(pH=6.86)、0.5ml茚三酮溶液,水浴15
min,迅速冷却至室温后用水定容至刻度,同法做空

白,于568nm处分别测定吸光度。以吸光度值A为

纵坐标(y),以浓度(mg·ml-1)为横坐标(x),建立回

归方程为:y=53.63x+0.0094,r=0.9997。结果表

明L-氨基酸在0.0025~0.04mg·ml-1线性关系良

好。

2.3 方法学验证

2.3.1 精密度试验

2.3.1.1 精密度试验(总核苷测定用) 取“2.1.1”项
下瓜蒌皮样品溶液,按“2.2.2.1”项下方法平行测定5
次,记录吸光度值。结果5次测定吸光度值的RSD值

为0.11% ,表明该方法精密度良好。

2.3.1.2 精密度试验(总氨基酸测定用) 取“2.1.1”
项下瓜蒌皮样品溶液,按“2.2.2.2”项下方法平行测定

5次,记录吸光度值。结果5次测定吸光度值的RSD
值为0.34%,表明该方法精密度良好。

2.3.2 稳定性试验

2.3.2.1 稳定性试验(总核苷测定用) 取“2.1.2”项
下瓜蒌皮样品溶液7份,分别放置0min、30min、60
min、90min、120min、150min、180min,按“2.2.2.1”
项下方法测其吸光度值 A,计算 RSD值为0.36%。
结果表明该方法稳定性良好。

2.3.2.2 稳定性试验(总氨基酸测定用) 取“2.1.1”
项下瓜蒌皮样品溶液7份,分别放置0min、30min、60
min、90min、120min、150min、180min,按“2.2.2.2”
项下方法测其吸光度值 A,计算RSD值为3.07% 。
结果表明该方法稳定性良好。

2.3.3 重复性试验

2.3.3.1 重复性试验(总核苷测定用) 取瓜蒌皮(批
号:20171202)5份,分别按“2.1.1”项下方法制备瓜蒌

皮样品溶液,按“2.2.2.1”项下方法测定吸光度值A,
计算 RSD值为0.61%。结果表明该方法重复性良

好。

2.3.3.2 重复性试验(总氨基酸测定用) 取瓜蒌皮

(批号:20171202)5份,分别按“2.1.1”项下方法制备

瓜蒌皮样品溶液,按“2.2.2.2”项下方法测定吸光度值

A,计算RSD值为0.10%。结果表明该方法重复性良

好。

2.3.4 加样回收率试验

2.3.4.1 加样回收率(总核苷测定用) 取已知总核

苷含量的样品溶液9份,分别精密量取适量的核苷对

照品溶液置于样品溶液中(核苷质量分别为所取样品

溶液中总核苷质量的80%、100%和120%,各3份),
按“2.2.2.1”项下方法处理,记录吸光度值A,计算样

品加样回收率。见表1。结果表明该方法测定结果准

确可靠。

2.3.4.2 加样回收率(总氨基酸测定用) 取已知总

氨基酸含量的样品溶液9份,分别精密量取适量的L-
精氨酸对照品溶液置于样品溶液中(L-精氨酸质量分

别为所取样品溶液中总氨基酸质量的80%、100%和

120%,各3份),按“2.2.2.2”项下方法处理,记录吸光

度值A,计算样品加样回收率。见表2。结果表明该

方法测定结果准确可靠。
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表1 总核苷加样回收率试验结果

序号
样品

含量/mg

加入

量/mg

测得

量/mg

回收

率/%

平均回

收率/%
RSD/%

1 0.0420 0.0336 0.0757 100.30
2 0.0420 0.0336 0.0758 100.60
3 0.0420 0.0336 0.0759 100.89
4 0.0420 0.0420 0.0841 100.24
5 0.0420 0.0420 0.0836 99.05 99.84 0.88
6 0.0420 0.0420 0.0837 99.29
7 0.0420 0.0504 0.0927 100.60
8 0.0420 0.0504 0.0914 98.02
9 0.0420 0.0504 0.0922 99.60

表2 总氨基酸加样回收率试验结果

序号
样品

含量/mg

加入

量/mg

测得

量/mg

回收

率/%

平均回

收率/%
RSD/%

1 0.0900 0.0720 0.1614 99.21
2 0.0900 0.0720 0.1632 101.70
3 0.0900 0.0720 0.1616 99.46
4 0.0900 0.0900 0.1796 99.54 99.63 1.21
5 0.0900 0.0900 0.1792 99.14
6 0.0900 0.0900 0.1798 99.74
7 0.0900 0.1080 0.1995 101.42
8 0.0900 0.1080 0.1963 98.43
9 0.0900 0.1080 0.1959 98.09

2.4 提取工艺的优化

2.4.1 单因素考察 主要考察料液比、提取次数、醇
沉浓度、提取时间、静置时间对总核苷和总氨基酸含量

的影响。在前期预试验的基础上,料液比(g·ml-1)定
为1∶5、1∶10、1∶15、1∶20、1∶25;超声提取次数定

为1次、2次、3次、4次、5次;超声提取时间定为25
min、35min、45min、55min、65min;加入95%乙醇至

醇沉浓度为50%、60%、70%、80%、90%;静置时间为

12h、24h、36h、48h、60h。在各项考察条件中选一

项最优条件作为后续提取条件并为最后的响应面提供

依据。

2.4.2 料液比的单因素考察 按“2.1.1”项下提取方

法,分别按料液比1∶5、1∶10、1∶15、1∶20、1∶25加

入纯水进行超声提取3次,提取时间为45min,提取

次数为3次,醇沉浓度为70%,静置36h,制备瓜蒌皮

样品溶液。按“2.2.2”项下方法测定不同料液比下的

总核苷及总氨基酸吸光度值。不同料液比(g·ml-1)
下总核苷和总氨基酸吸光度A,见图3。由图3可知,
在料液比为1∶15时,总核苷和总氨基酸吸光度较高

且趋于平稳,暂定料液比为1∶15。

2.4.3 静置时间单因素考察 按“2.1.1”项下提取方

法,按料液比1∶15(g·ml-1)加水进行超声提取,提取

次数为3次,提取时间为45min,醇沉浓度为70%,分
别静置12h、24h、36h、48h、60h,制备瓜蒌皮样品溶

液。按“2.2.2”项下方法测定不同静置时间下的总核

苷及总氨基酸吸光度值。不同静置时间下总核苷和总

氨基酸吸光度A,见图4。图4可知,在静置时间为36
h时,总核苷和总氨基酸吸光度较高,暂定静置时间为

36h。

图3 料液比单因素考察

图4 静置时间单因素考察

2.4.4 提取次数单因素考察 按“2.1.1”项下提取方

法,按料液比1∶15加入纯水进行超声提取,提取次数

分别为1次、2次、3次、4次、5次,提取时间为45
min,醇沉浓度为70%,静置36h,制备瓜蒌皮样品溶

液。按“2.2.2”项下方法测定不同提取次数的总核苷

及总氨基酸吸光度值。不同提取次数下总核苷和总氨

基酸吸光度A,见图5。由图5可知,在提取次数为4
次时,总核苷和总氨基酸吸光度较高,暂定提取次数为

4次。

图5 提取次数单因素考察
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2.4.5 醇沉浓度单因素考察 按“2.1.1”项下提取方

法,按料液比1∶15加入纯水进行超声提取,提取次数

分别为4次,提取时间为45min,醇沉浓度分别为

50%、60%、70%、80%、90%,静置36h,制备瓜蒌皮

样品溶液。按“2.2.2”项下方法测定不同醇沉浓度下

的总核苷及总氨基酸吸光度值。不同醇沉浓度下总核

苷和总氨基酸吸光度A,见图6。由图6可知,在醇沉

浓度为60%时,总核苷和总氨基酸吸光度较高,暂定

醇沉浓度为60%。

图6 醇沉浓度单因素考察

2.4.6 提取时间单因素考察 按“2.1.1”项下提取方

法,按料液比1∶15加入纯水进行超声提取,提取次数

分别为4次,提取时间为25min、35min、45min、55
min、65min,醇沉浓度为60%,静置36h,制备瓜蒌皮

样品溶液。按“2.2.2”项下方法测定不同提取时间下

的总核苷及总氨基酸吸光度值。不同提取时间下总核

苷和总氨基酸吸光度A,见图7。由图7可知,在提取

时间为55min,总核苷和总氨基酸吸光度较高,暂定

提取时间为55min。

图7 提取时间单因素考察

2.5 响应面优化设计 将单因素中获得的最优条件

为0条件代码带入Design-Expert8.0.6软件,选择料

液比(A)、提取时间(B)、醇沉百分比(C)、静置时间

(D)为考察因素,以总核苷和总氨基酸为评价指标,采

用四因素三水平L29(34)共计29组实验进行响应面优

化,确定最佳提取工艺。

2.5.1 响应面优化设计 在单因素试验的基础上,根
据Box-Benhnken响应面优化试验原理进行优化试验

设计,选取影响总核苷和总氨基酸最大的4个因素:料
液比(A)、提取时间(B)、醇沉浓度(C)、静置时间(D),
并将这4个因素进行响应面优化试验组合,响应面分

析因素水平设计见表3。

表3 响应面分析因素水平

水平
A:料液比/

(g·ml-1)
B:提取时

间/min

C:醇沉浓

度/%

D:静置时

间/h
-1 1∶10 45 50 24
0 1∶15 55 60 36
1 1∶20 65 70 48

2.5.2 Box-Behnken试验结果 通过响应面优化设

计,共进行29组试验,结果见表4。

表4 Box-Behnken试验安排及结果

序

号

A:料液比/

(g·ml-1)
B:提取时

间/min

C:醇沉浓

度/%

D:静置时

间/h

总核苷

吸光度

总氨基

酸吸光度

1 1∶20 65 60 36 0.632 1.657
2 1∶10 45 60 36 0.501 1.211
3 1∶15 55 60 36 0.768 1.401
4 1∶15 55 60 36 0.668 1.188
5 1∶15 55 70 48 0.645 0.899
6 1∶20 55 50 36 0.489 1.240
7 1∶15 45 50 36 0.632 1.450
8 1∶20 55 60 24 0.695 1.715
9 1∶10 55 50 36 0.530 0.945
10 1∶15 65 70 36 0.742 0.969
11 1∶15 65 60 48 0.634 0.848
12 1∶10 65 60 36 0.750 1.328
13 1∶10 55 70 36 0.504 1.018
14 1∶10 55 60 48 0.630 0.852
15 1∶15 45 70 36 0.512 1.013
16 1∶15 55 70 24 0.323 0.848
17 1∶20 55 70 36 0.459 0.919
18 1∶20 45 60 36 0.275 0.671
19 1∶15 45 60 24 0.292 0.835
20 1∶15 55 60 36 0.710 0.992
21 1∶15 55 60 36 0.638 1.129
22 1∶15 45 60 48 0.522 0.903
23 1∶15 55 50 48 0.650 0.911
24 1∶10 55 60 24 0.602 1.599
25 1∶15 65 60 24 0.693 1.328
26 1∶20 55 60 48 0.471 0.920
27 1∶15 65 50 36 0.531 1.307
28 1∶15 55 50 24 0.840 2.168
29 1∶15 55 60 36 0.799 1.118

2.5.3 响应面回归模型各项方差分析

2.5.3.1 总核苷响应面回归模型各项方差分析 使
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用Design-Expert8.0.6软件对Box-Behnken设计数

据处理,以总核苷吸光度为指标进行线性、2FI、二项

式、三项式方程拟合。总核苷吸光度以二项式回归为

最优,其回归方程分别为:总核苷=0.72-0.04A+
0.10B-0.041C+8.917×10-3D+0.027AB-1.000
×10-3AC-0.063AD+0.083BC-0.072BD+0.13CD
-0.11A2-0.084B2-0.066C2-0.048D2。见表5。

由表5方差分析和显著性检验结果可知,对于核苷模

型F=2.5,P<0.05,说明实验采用的二次多项式回

归方程模型是显著的;失拟项P =0.1324,无显著性

差异,说明此回归模型拟合程度较好,因此可通过这个

模型来反映瓜蒌皮中总核苷的提取工艺中各因素与响

应值之间的关系。

表5 核苷响应面回归模型各项方差分析

来源 平方和 自由度 均方 F P

模型 0.41 14 0.03 2.50 0.0487 significant
A:料液比 0.021 1 0.021 1.74 0.2087
B:提取时间 0.13 1 0.13 11.00 0.0051
C:醇沉百分比 0.02 1 0.02 1.67 0.2166
D:静置时间 9.54×10-4 1 9.54×10-4 0.081 0.7803
AB 2.92×10-3 1 2.92×10-3 0.25 0.6269
AC 4.00×10-6 1 4.00×10-6 3.39×10-4 0.9856
AD 0.016 1 0.016 1.34 0.2656
BC 0.027 1 0.027 2.32 0.1500
BD 0.021 1 0.021 1.77 0.2048
CD 0.066 1 0.066 5.55 0.0336
A2 0.073 1 0.073 6.15 0.0265
B2 0.045 1 0.045 3.84 0.0704
C2 0.028 1 0.028 2.39 0.1446
D2 0.015 1 0.015 1.29 0.2754
残差 0.17 14 0.012
失拟项 0.15 10 0.015 3.27 0.1324 notsignificant
纯误差 0.018 4 4.50×10-3

总和 0.58 28

2.5.3.2 总氨基酸响应面回归模型各项方差分析 
使用Design-Expert8.0.6软件对Box-Behnken设计

数据处理,以总氨基酸吸光度为指标进行线性、2FI、二
项式、三项式方程拟合。总氨基酸吸光度以二项式回

归为最优,其回归方程分别为:总氨基酸=1.17+
0.013A+0.11B-0.2C-0.26D+0.22AB-0.099AC
+0.025BC-0.14BD+0.33CD+0.027A2-0.040B2

-0.019C2-3.883×10-3D2。见表6。由表6方差分

析和显著性检验结果可知,对于氨基酸模型F=2.49,

P<0.05,说明实验采用的二次多项式回归方程模型

是显著的;失拟项P=0.1116,无显著性差异,说明此

回归模型拟合程度较好,因此可通过这个模型来反映

瓜蒌皮中总氨基酸的提取工艺中各因素与响应值之间

的关系。

表6 氨基酸响应面回归模型各项方差分析

来源 平方和 自由度 均方 F P

模型 2.21 14 0.16 2.49 0.0497 significant
A:料液比 1.98×10-3 1 1.98×10-3 0.031 0.8625
B:提取时间 0.15 1 0.15 2.41 0.1431
C:醇沉百分比 0.46 1 0.46 7.28 0.0173
D:静置时间 0.84 1 0.84 13.23 0.0027
AB 0.19 1 0.19 2.97 0.1066
AC 0.039 1 0.039 0.61 0.4473
AD 9.92×10-4 1 9.92×10-4 0.016 0.9023
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表6(续) 氨基酸响应面回归模型各项方差分析

来源 平方和 自由度 均方 F P

BC 2.45×10-3 1 2.45×10-3 0.039 0.8471
BD 0.075 1 0.075 1.180 0.2952
CD 0.43 1 0.430 6.740 0.0212
A2 4.81×10-3 1 4.81×10-3 0.076 0.7871
B2 0.011 1 0.011 0.170 0.6902
C2 2.44×10-3 1 2.44×10-3 0.038 0.8475
D2 9.78×10-5 1 9.78×10-5 1.54×10-3 0.9692
残差 0.89 14 0.063
失拟项 0.80 10 0.080 3.560 0.1116 notsignificant
纯误差 0.09 4 0.022
总和 3.10 28

2.5.4 响 应 面 分 析 与 优 化 使 用 Design-Expert
8.0.6软件,选择对各指标有显著影响的2个因素,根
据总核苷和总氨基酸模型回归方程分别绘制料液比、
提取时间、醇沉浓度、静置时间对总核苷和总氨基酸吸

光度值的响应面图。从图8和图9三维效应图可知各

影响因素间的交互作用对响应值的影响,曲面越陡说

明影响越大。从图8可知总核苷吸光度值 A 受料液

比和提取时间影响较大。从图9可知总氨基酸吸光度

值A受静置时间和醇沉浓度影响较大。

图8 各因素交互作用对总核苷的影响

图9 各因素交互作用对总氨基酸的影响

2.6 优选工艺的验证 采用Design-Expert8.0.6软

件对提取工艺进行优化,得到的优化工艺条件为A=
1∶16.60,B=62.32min,C=50%,D=24h。根据实

验的实际操作情况,确定最佳工艺条件为 A=1∶15,

B=60 min,C=50%,D=24h,即 选 择 料 液 比

(g·ml-1)为1∶15,提取时间为60min,醇沉浓度为

50% ,静置时间为24h。根据该工艺条件,经5次平

行验证试验,总核苷吸光度A平均值为0.785,RSD=
0.42%,模型的预测结果为0.788,结果显示实际测定

结果与模型预测结果差值为0.003;总氨基酸吸光度

A平均值为2.112,RSD=0.07%,模型的预测结果为

2.168,结果显示实际测定结果与模型预测结果差值为

0.056,表明优化后的提取工艺可行。

3 讨论

瓜蒌皮注射液为瓜蒌皮经水煎煮4次共计4h后

减压浓缩并加入90%乙醇使含醇量为70%,静置72h
后进一步精制后制得的灭菌溶液。鉴于瓜蒌皮注射液

用药不便,本研究后期拟对瓜蒌皮注射液进行剂型改

进制备瓜蒌皮缓释微丸。鉴于瓜蒌皮中总核苷和总氨

基酸的生理活性,本研究拟在瓜蒌皮提取的过程中,同
时最大可能地保留总核苷和总氨基酸的含量。为此,
对瓜蒌皮的提取工艺进行了考察。课题组前期比较了

回流提取和超声提取对瓜蒌皮中总核苷和总氨基酸含

量的影响,发现无统计学意义。但超声提取法提取时

间短、提取效率高,有其独特的优势,为此,本研究采用

了超声提取法提取瓜蒌皮中总核苷和总氨基酸。
瓜蒌皮样品溶液在259nm处的吸收峰不明显,

可能原因是瓜蒌皮中多种核苷类物质在259nm 附近

的光谱叠加而致。结合课题组前期采用薄层色谱-紫
外光谱联用[18-20]对核苷的分离分析和本文的方法学验

证可知,选择259nm作为总核苷的测定波长方法可

靠。瓜蒌皮中的氨基酸虽然较稳定,但在测定过程中

受水浴的影响,各组需要降至相同温度后进行定容,减
小温度波动对量瓶体积的影响,降低测量误差。在前

期大量预实验的基础上,先进行了各影响因素较大梯

度的考察,再进行单因素考察并通过 Design-Expert
8.0.6软件进行响应面优化获得最佳提取工艺。利用

该提取工艺可最大程度地保留瓜蒌皮提取物中总核苷

和总氨基酸的含量,为后期的瓜蒌皮提取物的深入研

究和开发利用奠定了基础。

(下转第233页)
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