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重楼为百合科植物云南重楼 Paris polyphylla Smith var.

yunnanensis或七叶一枝花Paris polyphylla var.chinensis的干燥

根茎，具有清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊等功效，临床主要用

于疔疮痈肿、咽喉肿痛、跌扑伤痛、惊风抽搐 [1]。现代研究表

明，重楼具有止血、抗肿瘤、抗菌、抗炎等作用[2-3]，其主要活性

成分为甾体皂苷类成分[4]。

目前对重楼皂苷类成分的提取工艺主要是采用正交试验

设计法进行工艺参数优选，但正交试验设计法试验精度不够，

建立的数学模型预测性较差[5]。故本研究采用试验精密度较

高、预测值更接近真实值的星点设计-效应面法优选重楼总皂

苷的提取工艺，以重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ及重楼总皂苷的提取率为考

察指标，在单因素试验的基础上，优化重楼皂苷的提取工艺参

数，为重楼药材的深入研究提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1260型高效液相色谱（HPLC）仪（美国安捷伦公司）；TG-

16型离心机（上海安亭科学仪器厂）；AB135-S型电子天平（瑞

士梅特勒-托利多仪器有限公司）；UV2600型紫外-可见分光光

度计（日本岛津公司）。

1.2 药材、药品与试剂

重楼皂苷Ⅰ对照品（批号：111590-201103，纯度：92.1％）、

重楼皂苷Ⅱ对照品（批号：111591-201103，纯度：93.4％），均购

自中国食品药品检定研究院；重楼药材（山东中医药大学附属

医院，经山东中医药大学药学院生药系李峰教授鉴定为云南

重楼Paris polyphylla Smith var.yunnanensis干燥根茎）；乙腈为

色谱纯，其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ和重楼总皂苷的含量测定

2.1.1 重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ的含量测定[6-7] 采用HPLC法。色谱条

件：色谱柱为Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为

乙腈-水（48 ∶ 52），流速为 1.0 ml/min；检测波长为 203 nm；柱

温为 40 ℃；进样量为 10 μl。经方法学考察，精密度、准确度、

线性关系、专属性和灵敏度均符合要求。

2.1.2 重楼总皂苷的含量测定[8] 采用可见分光光度法。以

重楼皂苷Ⅰ为对照品，高氯酸为显色剂，水浴 65 ℃加热 15
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize extraction technology of saponins from Paris polyphylla. METHODS：Using paris sapo-

nin Ⅰ，paris saponin Ⅱand Paridis total saponin as dependent variables，using ethanol volume fraction，extraction time and sol-

vent amount as independent variables，through multiple linear regression and binomial fitting，the extraction technology was opti-

mized with response surface method and predicted. RESULTS：The optimized extraction technology of saponins from P. polyphylla

was as follows as 10-fold of 80％ ethanol，2 times reflux extraction，100 min each time. Under the extraction technology，the ex-

traction rates of paris saponinⅠwere 85.4％，82.7％ and 87.1％；those of paris saponinⅡwere 85.9％，81.3％ and 83.6％；and

those of Paridis total saponin were 89.5％，92.1％ and 90.3％（all RSD＜2.0％）. Measured value was 0.964 9，predicted value

was 0.986 0 and deviation rate was 2.14％. CONCLUSIONS：The central composite design-response surface method is simple and

reliable for the optimization of extraction technology of saponins from P. polyphylla.
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min，在408 nm波长下测定吸光度，用标准曲线法计算供试品

中重楼总皂苷的含量。经方法学考察，精密度、准确度、线性

关系均符合要求。

2.2 单因素试验

2.2.1 乙醇体积分数的选择 取重楼药材 6份，每份 50 g，称

定，分别加 6倍量（体积质量比，ml/g）的水、20％乙醇、40％乙

醇、60％乙醇、80％乙醇、95％乙醇回流提取60 min，提取1次，

滤过，测定提取液中重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ及重楼总皂苷的含量，并

计算其提取率（提取率＝提取所得浸膏质量×浸膏中所测成分

的含量/原药材中所测成分的含量×100％），结果见表1。

表1 不同乙醇体积分数下重楼皂苷类成分的提取率（％％）

Tab 1 The extraction rate of saponins from P. polyphylla un-

der the condition of different volume fractions of eth-

anol（％％）

乙醇体积分数，％
0（水）

20

40

60

80

95

重楼皂苷Ⅰ
10.3

15.7

34.2

46.8

55.1

56.2

重楼皂苷Ⅱ
8.5

13.6

30.6

42.5

56.1

57.2

重楼总皂苷
8.1

12.3

32.1

44.2

54.8

55.2

由表1可知，不同体积分数乙醇对重楼皂苷类成分提取影

响较大，因此确定乙醇体积分数为 20％～80％进行星点设计

筛选。

2.2.2 提取时间的选择 取重楼药材6份，每份50 g，称定，加

6倍量60％乙醇，分别回流提取20、40、60、80、100、120 min，滤

过，测定提取液中重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ及重楼总皂苷的含量，并计

算其提取率，结果见表2。

表2 不同提取时间下重楼皂苷类成分的提取率（％％）

Tab 2 The extraction rate of saponins from P. polyphylla un-

der the condition of different extraction time（％％）

提取时间，min

20

40

60

80

100

120

重楼皂苷Ⅰ
30.1

36.7

46.4

63.9

65.1

66.8

重楼皂苷Ⅱ
28.3

37.8

43.6

62.9

66.8

67.3

重楼总皂苷
33.2

37.3

45.7

64.2

65.8

66.2

由表 2可知，各提取时间对提取效果影响较大，故确定对

所有提取时间范围（20～120 min）进行星点设计筛选。

2.2.3 溶剂倍量的选择 取重楼药材6份，每份50 g，称定，分

别加4、6、8、10、12倍量的60％乙醇回流提取60 min，滤过，测

定提取液中重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ及重楼总皂苷的含量，并计算其提

取率，结果见表3。

表3 不同溶剂倍量下重楼皂苷类成分的提取率（％％）

Tab 3 The extraction rate of saponins from P. polyphylla un-

der the condition of different amount of solvent（％％）

溶剂倍量，ml/g

4

6

8

10

12

重楼皂苷Ⅰ
37.8

47.3

56.4

59.9

60.8

重楼皂苷Ⅱ
38.1

44.8

55.1

61.9

62.4

重楼总皂苷
40.2

44.9

52.4

64.7

65.1

由表 3可知，各溶剂倍量均对提取效果有影响，确定选取

4～12倍量进行星点设计筛选。

2.3 星点设计-效应面法优选重楼皂苷提取工艺

2.3.1 星点设计 为了更精确地考察最优因素水平值，选取

乙醇体积分数（X1）、提取时间（X2）和溶剂倍量（X3）为自变量，

以重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ及重楼总皂苷的提取率作为评价指标。由

于提取次数为非连续变量，回归处理较困难，并从节约成本和

工业生产的实际考虑，将提取次数定为 2次。同时为了将所有

指标综合成一个能反映总体效应结果的值，试验中以“总评归

一值”（Overall desirability，OD）来考察指标的综合效果，根据

文献[9-10]的方法对各个指标进行归一化处理。各指标由公

式（1）计算 di值：di＝（Yi－Ymin）/（Ymax－Ymin），其中 Yi为实测值，

Ymin和 Ymax系指每一指标在不同次试验中测得的所有值中的最

小和最大值。计算出各指标的di值后，由公式（2）计算OD 值：

OD＝（d1×d2……×dn）1/n，n 为指标数。根据 Central-Composite

的中心组合试验设计原理对各因素进行 5水平设计，用代码

值－α、－1、0、1、α来表示，见表4；试验设计方案及结果见表5。

表4 Central-Composite试验设计因素与水平

Tab 4 Factors and levels of Central-Composite design

水平

-1.682（α）

-1

0

1

1.682（α）

因素
X1（乙醇体积分数），％

20

32.16

50

67.84

80

X2（提取时间），min

20

40.27

70

99.73

120

X3（溶剂倍量），ml/g

4

5.62

8

10.38

12

表5 Central-Composite 试验设计与结果

Tab 5 Arrangement and results of Central-Composite de-

sign

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

X1

-1

-1

-1

-1

-1

1

-1

1

-1.682

1.682

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

X2

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

-1.682

-1.682

0

0

0

0

0

0

0

0

X3

-1

-1

-1

-1

1

1

1

1

0

0

0

0

-1.682

1.682

0

0

0

0

0

0

重楼皂苷Ⅰ
提取率，％

41.86

46.83

44.55

67.41

42.03

60.32

47.72

69.70

40.52

85.43

41.37

59.45

56.72

57.72

59.23

58.85

60.21

58.93

58.63

59.77

重楼皂苷Ⅱ
提取率，％

41.04

46.76

44.35

67.47

41.72

60.54

47.58

69.26

41.53

85.20

40.86

60.37

57.24

57.54

59.36

58.47

58.64

59.72

58.91

58.79

重楼总皂苷
提取率，％

40.57

46.89

44.78

66.71

40.92

58.44

49.10

70.21

40.68

86.56

40.59

58.57

56.57

58.21

60.21

59.68

58.39

60.01

60.72

58.94

OD

0.000

0.137

0.086 5

0.589

0.017 0

0.423

0.165

0.654

0.000

1.000

0.000

0.417

0.359

0.381

0.420

0.407

0.408

0.419

0.416

0.419

2.3.2 模型拟合及方差分析 将所得数据用Design-Expert 8.0

软件进行效应面试验分析，以 OD值分别对各因素X（自变量）

进行多元线性回归和二项式拟合。结果，多元线性回归方程

的相关系数（r＝0.654 2）较低，变量之间线性相关性较差，拟合

度不佳，预测性较差。其中，二项式方程拟合回归方程为OD＝
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0.42+0.23X1+0.12X2+0.035X3+0.055X1X2+0.031X1X3－0.021X2X3+

9.8×10－3X1
2－0.093X2

2－0.036X3
2（r＝0.924 0），相关系数较高，

拟合度较好，预测性较好。方差分析结果见表6。

表6 效应面拟合回归方程的方差分析结果

Tab 6 Results of variance analysis of the fitting regression

equation with the response surface

方差来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟性
纯误差
总差

平方和
1.14

0.75

0.19

0.017

0.024

7.621×10－3

3.572×10－3

1.384×10－3

0.13

0.019

0.088

0.020

1.629×10－4

1.22

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

10

3

5

19

均方
0.13

0.75

0.19

0.017

0.024

7.621×10－3

3.572×10－3

1.384×10－3

0.13

0.019

8.754×10－3

6.808×10－3

3.258×10－5

F

14.43

86.06

21.66

1.89

2.75

0.87

0.41

0.16

14.31

2.15

6.54

P

0.000 1

0.000 1

0.000 9

0.199 7

0.128 4

0.372 8

0.537 3

0.699 3

0.003 6

0.173 4

0.050 8

由表 6可知，二项式回归方程失拟检验不显著，说明未知

因素对试验结果干扰较小；模型拟合检验显著，说明方程与实

际情况拟合良好，为成功模型；乙醇体积分数、提取时间对OD

值的影响具有极显著意义，所有交互项未达显著性。

2.3.3 效应面优化与预测 应用 Design-Expert 8.0软件进行

三维效应面图，详见图1。

由OD值较高的水平确定最优提取条件：X1为 80％，X2为

100.91 min，X3为 10.18倍（ml/g），OD 最大预测值为 0.986 0。

根据拟合的二项式回归方程，得出优化条件。鉴于试验操作

的可行性，确定最优工艺条件为加入80％乙醇10倍量（ml/g），

回流提取2次，每次100 min。

2.3.4 验证试验 依据最优工艺条件，取重楼药材 3份，每份

50 g，进行验证试验，将测定的平均结果与拟合方程的预测值

进行比较，并计算偏差率[偏差率＝（预测值－实测值）/预测

值×100％]。结果，重楼皂苷Ⅰ提取率分别为 85.4％、82.7％、

87.1％；重楼皂苷Ⅱ提取率分别为85.9％、81.3％、83.6％；重楼

总皂苷提取率分别为 89.5％、92.1％、90.3％；OD实测平均值

0.964 9。预测重楼皂苷Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ及重楼总皂苷提取率

分别为86.2％、84.7％、90.9％，OD 预测值为0.986 0，偏差率为

2.14％，说明二项式拟合效果良好，所建立的数学模型具有良

好的预测性，所选工艺条件重现性较好。

3 讨论
重楼药材中含有多种皂苷成分，有重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ

等[3]。本研究选用含量较高的重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ作为指标，采用

HPLC 法进行含量测定，同时采用分光光度法测定总皂苷含

量，评价指标全面，试验结果可靠。

参考2010年版《中国药典》重楼药材项下重楼皂苷含量测

定方法[1]，对重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ含量测定方法进行了考察，确定了

其最优流动相比例：乙腈-水（48 ∶ 52）。在此条件下重楼皂苷

Ⅰ、Ⅱ峰形良好，达到基线分离，保留时间适中，检测方便。

通过单因素试验考察了提取时间、乙醇体积分数、溶剂倍

量等因素的影响，为星点设计试验奠定了基础。结合生产实

际和成本，将提取次数定为 2次，结果皂苷类成分基本提取完

全。由于提取次数为非连续变量，因此未在星点设计-效应面

法中对其进行优化。
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图1 各因素对OD 值的效应面图

Fig 1 Response surface of factors to OD value
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