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身痛逐瘀汤出自清代王清任之《医林改错》，由秦艽、川

芎、桃仁、红花等 12味药组成，具有活血行气、祛风除湿、通痹

止痛的功效，主治瘀血痹阻经络证，用于肩痛、臂痛、腰痛、腿

痛或周身疼痛经久不愈症的治疗[1]。身痛逐瘀胶囊由身痛逐

瘀汤改变剂型而来。

星点设计-响应面法作为优选工艺的方法之一，弥补了正

交设计法和均匀设计法精确度不高的缺限，已被人们逐步认

可及运用 [2-10]。星点设计（Central composite design）采用线性

或非线性拟合的试验设计方法，可以减少试验次数，提高试验

精密度。响应面法（Response surface methodology）是采用多

元二次回归方程来拟合因素与响应值之间函数关系的一种统

计方法，通过对响应面等高线的分析以寻求最优工艺参数。

本试验以阿魏酸、甘草苷和羟基红花黄色素A含量总和为指

标，以乙醇浓度、料液比与提取时间为考察因素，结合响应面

法优选提取工艺，为身痛逐瘀胶囊的深入研究提供参考。

1 材料

1.1 仪器

2695高效液相色谱（HPLC）仪，包括在线脱气机、四元泵、

自动进样器、柱温箱、PAD紫外检测器、Empower2色谱工作站

（美国Waters公司）；FA2004N电子天平（上海精密科学仪器有

限公司）；RE-52A旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；FW177

中草药粉碎机（天津泰斯特仪器有限公司）。

1.2 药材

桃仁、红花、当归、秦艽、牛膝等药材均购于哈药集团世一

堂饮片厂，经黑龙江中医药大学中医药研究院刘树民教授鉴

定均符合2010年版《中国药典》（一部）规定。

1.3 试剂

阿魏酸（批号：110773 -201012）、甘草苷（批号：111610-

201005）和羟基红花黄色素A（批号：111637-200905）对照品均

购自中国食品药品检定研究院。甲醇、乙腈（色谱纯，美国迪

马公司）；水为蒸馏水，其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 含量测定

2.1.1 色谱条件[11] 色谱柱：Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5

µm）；柱温：30 ℃；流动相：乙腈（A）-0.03％磷酸水溶液（B）（梯

度洗脱程序见表 1）；流速：1.0 ml/min；进样量：10 µl；检测波

长：400 nm（羟基红花黄色素A），289 nm（阿魏酸和甘草苷）。
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在此条件下，阿魏酸、甘草苷和羟基红花黄色素A色谱峰与相

邻峰可达到基线分离。色谱见图1。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Procedures of gradient elution

t，min

0～8

＞8～20

＞20～28

＞28～40

＞40～50

＞50～63

A，％
5→15

15→20

20→22

22→30

30→35

35

B，％
95→85

85→80

80→78

78→70

70→65

65

2.1.2 混合对照品溶液的制备 精密称取阿魏酸、甘草苷和

羟基红花黄色素A对照品适量，加甲醇制成每 1 ml分别含阿

魏酸0.145 mg、甘草苷0.33 mg和羟基红花黄色素A 0.24 mg的

混合对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 分别将桃仁、红花、当归、秦艽、牛

膝等药材干燥、粉碎，过40目筛后，按原方配比混匀，置于三角

烧瓶中，照星点试验设计进行操作。所得乙醇溶液滤过，旋转

蒸发至少量溶液，用 95％乙醇定容至 10 ml 量瓶中，摇匀，用

0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液，4 ℃冰箱

避光，密封保存。

2.1.4 线性关系考察 精密吸取混合对照品溶液 1、2、3、4、5

ml，分别置10 ml量瓶中，甲醇定容，制成系列对照品溶液。按

上述色谱条件测定，分别以阿魏酸、甘草苷和羟基红花黄色素

A的质量浓度（x，μg/ml）为横坐标，峰面积积分值（y）为纵坐

标，进行线性回归，得阿魏酸、甘草苷和羟基红花黄色素A的回

归方程分别为y＝700 459x+149 679（r＝0.999 4）、y＝769 456x+

5 797.3（r＝0.999 6）、y＝109 497x+5 296.55（r＝0.999 7）。结

果表明，阿魏酸、甘草苷和羟基红花黄色素A的质量浓度分别

在 0.232～2.175、0.528～4.95、0.948～24.69 μg/ml 范围内与各

自峰面积积分值呈良好线性关系。

2.2 星点试验设计

试验中提取次数和药材粒径为非连续变量，回归处理困

难，故在前期单因素试验的基础上，确定提取次数为2次，药材

粒径为通过 3号筛为宜。根据预试验结果，选择乙醇浓度

（X1）、料液比（X2）和提取时间（X3）3个因素为自变量，每个因素

确定5个水平，共20个试验点（6个中心点），以阿魏酸、甘草苷

和羟基红花黄色素A含量总和作因变量，采用星点设计-响应

面法优选提取工艺。因素与水平见表2；星点试验设计与结果

见表3（表中15～20号为重复试验，试验结果几乎一致，故用平

均值表示）。

2.3 数据分析

应用Design-Expert7.0.0软件对表 2中的数据进行二次多

元回归拟合，得到乙醇浓度（X1）、料液比（X2）、提取时间（X3）与

阿魏酸、甘草苷、羟基红花黄色素A含量总和之间的二次多项

回归方程 ：Y＝87.40 + 6.27X1 + 8.47X2 － 1.55X3 + 0.81X1X2 －

0.56X1X3+0.39X2X3－9.11X 2
1－7.86X 2

2－2.19X 2
3（r＝0.973 8）。

由回归方程可知，模型能解释97.38％响应值的变化，表明该回

归模型的拟合情况良好，回归方程的代表性较好，能准确的预

测实际情况。其校正决定系数为0.902 0（r＝0.949 7），表明此

模型能解释94.97％效应值变化，因此该模型拟合度良好。

对上述回归模型进行显著性检验，结果回归方程的 P＜

0.000 1。回归方差显著性检验表明，一次项中乙醇浓度和料

液比对阿魏酸、甘草苷、羟基红花黄色素A含量总和的线性效

应极显著（P＜0.01）；二次项中乙醇浓度和料液比对阿魏酸、甘

草苷和羟基红花黄色素 A 含量总和的曲面效应显著（P＜

0.05）；乙醇浓度和料液比的交互项、乙醇浓度和提取时间的交

互项、料液比和提取时间的交互项对阿魏酸、甘草苷和羟基红

花黄色素A含量总和没有显著性影响，说明各因素间的交互

作用不显著。回归模型方差分析见表4。

依据回归方程，在保持一个因素编码值为 0 时，借助

Design-Expert7.0.0软件绘制其他两个因素与响应值关系的三

维响应面图（见图 2）。由图可知，乙醇浓度和料液比对阿魏

酸、甘草苷和羟基红花黄色素A含量总和的影响较为显著，且
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图1 高效液相色谱图

A.对照品；B.供试品；1. 羟基红花黄色素A；2.阿魏酸；3.甘草苷

Fig 1 HPLC chromatograms
A.substance control；B.test sample；1.hydroxysafflor yellow A；2.feru-

lic acid；3. liquiritin

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

编码水平

-1.682

-1

0

+1

+1.682

因素
X1，％

30

38

50

62

70

X2（m/V）

8.0

9.6

12.0

14.4

16.0

X3，min

120

132

150

168

180

表3 星点试验设计与结果

Tab 3 Results of Central composite design

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

羟基红花黄色
素A含量，mg/g

20.86

29.94

21.50

26.64

12.90

16.71

11.61

26.63

13.02

26.30

16.30

28.84

29.26

32.33

20.90

24.28

30.93

25.46

32.15

28.00

阿魏酸，
含量mg/g

11.55

15.51

18.03

20.01

14.13

17.32

19.69

23.09

11.78

15.82

10.90

18.35

21.25

14.96

27.71

21.76

27.65

28.18

21.73

21.55

甘草苷含
量，mg/g

24.52

23.39

26.76

39.47

28.43

35.79

39.78

34.26

26.69

25.18

18.11

33.39

35.42

24.74

25.86

31.34

28.99

23.35

33.51

27.82

提取物含量总和，mg/g

试验值
56.93

68.84

66.28

86.12

55.47

69.83

71.08

83.98

51.50

67.31

45.31

80.57

85.94

72.02

87.47

87.38

87.58

87.99

84.39

87.37

预测值
55.69

67.74

70.24

85.51

52.93

62.72

69.03

82.07

51.09

72.17

50.92

79.42

83.82

78.60

87.40

87.40

87.40

87.40

87.40

87.40
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响应曲面陡峭。

为确定自变量的最佳取值，通过Design- Expert7.0.0软件

分析，得出回归模型存在最大值点，（X）的代码值分别为－0.06、

0.75、0.36，与之对应的实测值乙醇浓度为49％，料液比为1 ∶ 13.7，

提取时间为 156 min ，此时身痛逐瘀胶囊中阿魏酸、甘草苷和

羟基红花黄色素A含量总和的最大估计值为88.21 mg/g。

2.4 模型的验证

为了验证上述模型方程的适用性，在乙醇浓度、料液比、

提取时间最优的水平上，重复试验3次。结果，在最优水平下，

阿魏酸、甘草苷和羟基红花黄色素 A 含量总和为 87.69 mg/g

（RSD＝0.17％），与预测值 88.21 mg/g 吻合极好，说明用此模

型指导实践具有较好的效果。

3 讨论
本试验曾分别考察了回流提取、超声提取及超声-微波协

同萃取 3种不同提取方法，结果回流提取法提取率高，且操作

简便、省时，有利于在大规模生产中应用，故选择回流提取法。

本试验曾先后考察了柱温 25、30、35、40 ℃对色谱分离的

影响，结果显示，柱温为30 ℃时出峰时间适中，待测成分色谱

峰分离效果较好，且峰形良好，所以选择 30 ℃为本试验的柱

温。

本试验采用响应面法确定了星点设计优化的身痛逐瘀

胶囊中药材的提取工艺：乙醇浓度为 49％，料液比为 1 ∶ 13.7

（m/V），提取时间为 156 min，在此条件下，身痛逐瘀胶囊中阿

魏酸、甘草苷和羟基红花黄色素A含量总和的最大估计值为

88.21 mg/g，与试验结果（87.69 mg/g）相符。
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图2 三维响应面图

A.乙醇浓度、料液比对提取物含量总和的影响；B乙醇浓度、提取时间

对提取物含量总和的影响；C.料液比、提取时间对提取物含量总和的

影响

Fig 2 Graphic model of response surface
A.effect of ethanol concentration and ratio of material to liquid on extract

content；B. effect of ethanol concentration and extraction time on extract

content；C. effect of ratio of material to liquid and extraction time on

extract content

表4 回归模型方差分析

Tab 4 Results of variance analysis of regression model

方差来源
X1

X2

X3

X1 X2

X1 X3

X2 X3

X 2
1

X 2
2

X 2
3

模型
残差
失拟项
误差
总离差
拟合度
矫正拟合度

离差平方和
536.52

980.03

32.97

5.23

2.52

1.22

1 196.24

890.56

69.12

13 465.41

188.37

188.08

0.29

3 653.78

0.948 4

0.902 0

自由度
1

1

1

1

1

1

1

1

1

9

10

5

5

19

均方
536.52

980.03

32.97

5.23

2.52

1.22

1 196.24

890.56

69.12

385.05

18.84

37.62

0.057

展望拟合度
信噪比

F

28.48

52.03

1.75

0.28

0.13

0.065

63.51

47.28

3.67

20.44

659.02

0.604 8

11.887

P

0.000 3

＜0.000 1

0.215 3

0.609 6

0.722 2

0.803 9

＜0.000 1

＜0.000 1

0.084 4

＜0.000 1

＜0.000 1
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