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摘 要 目的：优化水溶性壳聚糖对黄莪凝胶水提液除杂的工艺条件。方法：以透光率比、杂质去除率、柚皮苷保留率的综合评分

为指标，采用Box-Behnken响应面法优化除杂工艺中水溶性壳聚糖用量、振荡时间和温度，并进行验证。结果：比重≥1.3的中药

水提液与0.01 g/mL水溶性壳聚糖溶液用量的体积比为2.2，70℃下振荡100 min除杂效果最佳；验证试验中3批样品的平均透光率比

为87.3％、杂质去除率为41.50％、柚皮苷保留率为131.38％，综合评分的实测值分别为97.35％、98.92％、98.04％，与预测值（98.27％）

的相对误差分别为－0.87％、0.73％、－0.16％。结论：该方法可有效优化水溶性壳聚糖对黄莪凝胶水提液的除杂工艺参数。
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Optimization of Clarification Technology of Water-soluble Chitosan on Huang’e Gel Water Extract by

Box-Behnken Response Surface Method
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of Yangzhou University，Jiangsu Yangzhou 225001，China）

累积释放度评价指标上，以2、6、12 h时布洛芬缓释滴丸

的累积释放度偏差为指标，既考察了滴丸的释药过程，

又避免了片面性，使得筛选出的布洛芬缓释滴丸最佳制

备工艺客观、合理和可靠。

当制备滴丸过程中，滴制初期和后期时由于滴灌中

药液太多或太少，使得滴速不均匀；而中期滴速均匀且

温度相对稳定，滴丸质量好，圆整度、丸重差异符合规

定。故为了保证滴丸的良好成型性，初始的滴丸和后期

的滴丸原则上不采用，而是以中期的缓释滴丸进行评价。

本研究制备的缓释滴丸辅料价廉易得，具有良好的

缓释效果，制备工艺简单、稳定、可行。选取接近消化道

体液的环境作为释放介质，通过考察不同介质条件下药

物的释放情况，根据释放曲线可以直观反映药物体外释

放的速度和程度；借助适宜释放曲线相似性评价方法，

可提高体内生物等效性试验的成功率[12-13]。相似性评价

结果表明，自制缓释滴丸与市售布洛芬缓释胶囊体外释

药行为相似，有望得到与市售缓释胶囊芬必得相似的疗

效，为该新滴丸制剂的临床研究奠定了基础。
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黄莪凝胶是根据《杂病源流犀浊》书中的“接骨紫金

丹”和《中医伤科学》中的“损伤风湿膏”，结合中医药活

血散瘀、舒筋接骨的用药原理，由黄瓜籽、莪术、骨碎补、

细辛、桑枝、栀子、乳香、没药组成。黄瓜籽有补钙、壮

骨、调节经络、促进人体细胞再生等作用；莪术行气破

血、消积止痛、抗病毒；细辛镇静镇痛、抗菌消炎 ；栀子可

止血消肿；桑枝有活血化瘀的作用；骨碎补活血止血；乳

香、没药均具有活血止痛、消肿生肌的作用。

提取药材中有效成分是制备黄莪凝胶的关键工艺，

因中药水提液都含有较多的蛋白、鞣酸和果胶等杂质，

持续的陈化对制剂质量影响很大。中药水提液的除杂

方法中，常用的醇沉法[1]使有效成分损失大、成本高且不

环保；对明胶、果胶酶、硅藻土等的除杂效果褒贬不一。

而壳聚糖用于除杂时需加酸溶解，而低 pH对不同中药

提取液影响差异较大，故多用于中药口服制剂的初步研

究。水溶性壳聚糖可直接溶于水，对中药提取液影响

小，但用于中药水提液除杂目前国内外未见报道；水溶

性壳聚糖有效澄清黄莪凝胶水提液并兼作外用凝胶剂

基质的应用也未见报道。因此，本试验以透光率比、杂

质去除率、柚皮苷保留率为指标，考察水溶性壳聚糖用

量、反应时间和温度对除杂效果的影响；在单因素考察

基础上进行响应面[2-4]设计，确定水溶性壳聚糖对黄莪凝

胶水提液除杂的最佳工艺条件。

1 材料
1.1 仪器

UV-9200紫外-可见分光光度计（北京瑞利分析仪器

公司）；TDL-5 离心机（昆山飞鸽离心机有限公司）；

e2695高效液相色谱（HPLC）仪、包含 2998二极管阵列

检测器（美国Waters公司）。

1.2 药材与试剂

水溶性壳聚糖（济南海得贝海洋生物工程有限公

司，批号：150310，纯度：95％）；黄瓜籽（亳州市中药饮片

厂，批号：150614）；莪术、细辛、栀子、骨碎补、桑枝、乳

香、没药（安徽普仁中药饮片有限公司，批号：150414、

140411、140722、150121、140922、141014、150405），经

扬州大学附属医院丁圣清副主任中药师鉴定为真品；

柚皮苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110722-201111，纯度：98％）；甲醇为分析纯，水为娃哈

哈纯净水。

2 方法与结果
2.1 黄莪凝胶水提液的制备

按处方量称取黄瓜籽、莪术、骨碎补、细辛、桑枝、栀

子、乳香、没药，加5倍量水煎煮3次，每次1 h，合并煎煮

液，过滤，浓缩至比重≥1.3，即得精滤液。

2.2 水溶性壳聚糖溶液的制备

精密称取水溶性壳聚糖适量，加蒸馏水浸透，磁力

慢速搅匀，稀释至质量浓度为0.01 g/mL，备用。

2.3 溶液的制备

2.3.1 对照品溶液的制备 精密称取柚皮苷对照品

0.003 1 g，加甲醇 50 mL，超声 10 min，制成质量浓度为

62 μg/mL的对照品溶液。

2.3.2 阴性对照溶液的制备 按处方量称取除骨碎补

外其他药材，按“2.1”项下方法处理后，取精滤液 10 mL

置于坩埚中，于红外线快速干燥器中红外灯照射除水

后，研磨成粉末，加甲醇超声10 min，备用。

2.3.3 对照药材溶液的制备 称取骨碎补药材 5 g，加

甲醇超声提取10 min，滤除药渣备用。

2.3.4 供试品溶液的制备 精密吸取黄莪凝胶水提液

10 mL置于坩埚中，于红外线快速干燥器中红外灯照射

除水后，研磨成粉末，加甲醇超声10 min，备用。

2.4 黄莪凝胶水提液中柚皮苷鉴别

取“2.3.1”～“2.3.4”项下溶液，经0.45 μm滤膜过滤，

分别定量点于同一硅胶G254薄层板上，以甲苯-乙酸乙

酯-88％甲酸-水（1 ∶12 ∶2.5 ∶3，V/V/V/V）为展开剂，展开后

晾干，分别在254、365 nm波长下观察。结果，供试品、对

照品和对照药材在同一位置上显示柚皮苷斑点，提示水

提液中保留了药液有效成分，薄层色谱图见图1。

2.5 黄莪凝胶水提液柚皮苷含量的测定

2.5.1 色谱条件与系统适用性试验 色谱柱：Symme-

try C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-3％醋酸

（40 ∶ 60，V/V）；流速：0.8 mL/min；检测波长：283 nm；柱

温：25 ℃；进样量：10 μL。在此色谱条件下，取“2.3.1”

“2.3.2”“2.3.4”项下溶液进样测定，结果表明其余色谱峰

不干扰柚皮苷的测定，色谱图见图2。

2.5.2 线性关系考察 分别精密吸取柚皮苷对照品溶

液0.25、0.5 、1.0 、1.5 、2.0、2.5 、3.0 mL，置于10 mL量瓶

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the technology conditions of water-soluble chitosan on Huang’e gel water extract solu-

tion. METHODS：Using the comprehensive scores of transmittance ratio，impurity removal rate，naringin retention rate as indexes，

Box-Behnken response surface method was used to optimize the amount of water-soluble chitosan，shocking time and temperature

in clarifying technology，and verification test was conducted. RESULTS：The clarification effect was the best when the volume ra-

tio of TCM extract solution with proportion ≥1.3 to amount of 0.01 g/mL water-soluble chitosan was 2.2，shocking for 100 min at

70 ℃. In the verification test，the average transmittance ratio was 87.3％，impurity removal rate was 41.5％，and naringin reten-

tion rate was 131.38％. The measured values of comprehensive scores were 97.35％，98.92％ and 98.04％，showing relative error

of －0.87％，0.73％ and －0.16％ with the predicted values（98.27％），respectively. CONCLUSIONS：The method can effectively

optimize the clarification technology parameters of water-soluble chitosan on Huang’e gel water extract solution.

KEYWORDS Response surface method；Water-soluble chitosan；TCM extract solution；Naringin

··3988



中国药房 2017年第28卷第28期 China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 28

中，用甲醇稀释，定容，按“2.5.1”项下色谱条件进样测

定。以峰面积为纵坐标（y）、柚皮苷质量浓度为横坐标

（x）进行线性回归，得回归方程 y＝8 590.3x+1 609（r＝

0.999 5），表明柚皮苷在质量浓度为1.55～18.6 μg/mL与

峰面积呈良好线性关系。

2.5.3 精密度、稳定性、重复性、加样回收率试验 按照

相关要求进行操作，考察本方法的精密度、稳定性、重复

性和加样回收率。结果，精密度试验的 RSD＝0.93％

（n＝5），24 h稳定性试验的RSD＝1.30％（n＝6），重复性

试验的RSD＝1.76％（n＝5），平均加样回收率为98.92％

（RSD＝1.47％，n＝9），均符合相关规定。

2.6 水溶性壳聚糖除杂评价指标的选择

2.6.1 透光率比 以蒸馏水为空白，在650 nm波长下测

定除杂前后黄莪凝胶水提液透光率比。透光率比

（T，％）＝除杂前透光率/除杂后透光率×100％。

2.6.2 杂质去除率 精密量取除杂前后黄莪凝胶水提

液各10 mL，置于干燥至恒质量的蒸发皿中，105 ℃恒温

2 h，冷却1 h后精密称定，计算杂质去除率。杂质去除率

（Z，％）＝（除杂前黄莪凝胶水提液蒸发后精密称定的质

量－除杂后黄莪凝胶水提液蒸发后精密称定的质量）/除

杂前黄莪凝胶水提液蒸发后精密称定的质量×100％。

2.6.3 柚皮苷保留率 HPLC法测定除杂前后黄莪凝胶

水提液中柚皮苷含量，计算保留率。柚皮苷保留率

（U，％）＝除杂后柚皮苷质量/除杂前柚皮苷质量×

100％。

2.6.4 综合评分（OD） 权重系数的设定[14-15]：T为0.1，Z

为0.3，U为0.6；OD＝Ti/Tmax×0.1+Zi/Zmax×0.3+Ui/Umax×0.6×

100％（i为1～17组各项数值，max为各项的最大值）。

2.7 除杂工艺单因素考察

2.7.1 水溶性壳聚糖的用量对除杂效果的影响 取比

重为 1.3的黄莪凝胶水提液 25 mL，各 5份，加 0.01 g/mL

水溶性壳聚糖溶液适量，使中药水提液与 1％水溶性壳

聚糖溶液用量的体积比（S/K）分别为1.6、1.8、2.0、2.2、2.4，

60 ℃下恒温振荡 1 h，4 ℃冰箱静置 24 h，过滤。取滤液

分别测定T、Z、U，并计算OD值。结果显示，随着S/K的

增大，OD值先增大，S/K为 2.2时达到最大，随后呈下降

趋势，详见表1。因此选择S/K 1.8～2.2进行进一步优化。

表1 水溶性壳聚糖用量对除杂效果的影响

Tab 1 Effects of the amount of water-soluble chitosan

on clarification effect

S/K

1.6

1.8

2.0

2.2

2.4

T，％
80.5

87.3

88.9

84.3

86.3

Z，％
40.45

52.47

43.80

57.16

41.56

U，％
46.82

108.09

122.54

142.20

145.66

OD，％
49.1

82.8

83.0

98.5

91.7

2.7.2 振荡时间对除杂效果的影响 取比重为1.3的黄

莪凝胶水提液 25 mL，共 5份，固定 S/K为 2.0 ，60 ℃下

分别恒温振荡 20、40、60、80、100 min，4 ℃冰箱静置 24

h，过滤。取滤液分别测定T、Z、U，并计算OD值。结果

显示，随着振荡时间的延长，OD值先变小，再增大，振荡

时间为 100 min 时达到最大，随后呈下降趋势，详见表

2。因此选择振荡时间为60～100 min进行进一步优化。

表2 振荡时间对除杂效果的影响

Tab 2 Effects of shocking time on clarification effect

振荡时间，min

40

60

80

100

120

T，％
86.7

90.2

91.0

91.0

91.6

Z，％
52.69

44.70

37.09

37.89

54.02

U，％
139.31

104.05

136.42

159.54

123.12

OD，％
90.5

73.8

81.9

90.9

86.0

2.7.3 温度对除杂效果的影响 取比重为1.3的黄莪凝

胶水提液25 mL，共5份，固定S/K为2.0，分别在40、50、

60、70、80 ℃条件下振荡 60 min，4 ℃冰箱静置 24 h，过

滤。取滤液分别测定T、Z、U，并计算OD值。结果显示，

随着温度的增加，OD值先变小，再增大，温度70 ℃时达

到最大，随后呈下降趋势，详见表3。因此择振荡时间为

50～70 ℃进行进一步优化。

2.8 响应面法优选除杂工艺条件

2.8.1 Box-Behnken 设计 采用 Box-Behnken 响应面

法，以T、Z、U、OD为评价指标，温度（X1）、振荡时间（X2）、

S/K（X3）为影响因素，进行试验设计。Box-Behnken 设

计因素与水平见表 4；Box-Behnken 设计安排与结果见

表5。

A. 365 nm B. 254 nm

图1 薄层色谱图
Fig 1 TLC chromatograms

1.对照品

2.阴性对照

3.对照药材

4.供试品

图2 高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms
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表3 温度对除杂效果的影响

Tab 3 Effects of temperature on clarification effect

温度，℃
40

50

60

70

80

T，％
86.7

91.0

91.6

88.5

93.1

Z，％
38.64

34.43

38.48

57.05

38.70

U，％
135.84

128.32

130.06

119.08

127.75

OD，％
89.3

84.8

86.8

92.5

86.0

表4 Box-Behnken设计因素与水平

Tab 4 Box-Behnken design factors and levels

因素

温度（X1），℃
时间（X2），min

S/K（X3）

-1

50

60

1.8

水平
0

60

80

2.0

1

70

100

2.2

表5 Box-Behnken设计安排与结果

Tab 5 Box-Behnken design arrangement and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1，℃
-1

1

-1

1

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

X2，min

-1

-1

1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

X3

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

T，％
88.9

86.5

89.4

87.5

90.8

88.3

88.7

87.4

91.5

92.4

89.5

88.6

93.2

93.4

92.8

93.7

93.9

Z，％
39.21

50.52

35.07

51.66

42.78

48.84

39.25

46.25

47.10

52.35

41.88

43.45

40.54

40.37

41.30

40.94

40.77

U，％
110.02

106.38

120.21

119.49

107.50

106.81

125.98

136.00

98.52

109.87

126.51

142.16

116.12

120.05

115.79

118.94

118.82

实测OD，％
77.74

81.31

80.32

89.35

79.54

82.48

85.12

93.21

78.32

86.21

86.95

94.38

82.13

83.72

82.45

83.68

83.45

2.8.2 方差分析及回归方程 用Design Expert 7.0.0软

件进行多元回归拟合，得到以响应值（y）为目标函数的

二次多项回归方程 y＝83.09+2.95X1 +3.24X2 +4.41X3 +

1.36X1X2+1.29X1X3－0.12X2X3－1.14X1
2+0.24X2

2+3.14X3
2

（R2＝0.966 0）。对模型进行方差分析和显著性检验，结

果见表6。

由表6可知，该模型F值为51.49（P＜0.000 1），说明

模型具有统计学意义；模型的确定系数R2为 0.966 0、变

异系数为 1.03％，提示模型拟合度较好，可用其进行初

步分析和预测。回归方程的失拟项 F 值为 1.87，P＝

0.275 0＞0.05，表明失拟项不显著，无失拟因素存在，说

明方程拟合度良好，可用该回归方程代替试验真实点对

试验结果进行分析。一次项 X1、X2、X3（P＜0.000 1），交

互项 X1X2（P＝0.016 5）、X1X3（P＝0.021 2），二次项 X1
2

（P＝0.031 0）、X3
2（P＝0.000 1）对响应值作用显著，且

X1X2、X1X3对响应值有较强的交互作用。

2.8.3 响应面图分析 采用Design Expert 7.0.0软件绘

制等高线图和响应面图，结果见图3。

由图3可知，X1X2和X1X3交互对结果的影响较大，剩

余指标间影响不显著。按此结果并结合模拟方程进行

优化，得到最佳除杂工艺为S/K 2.2、70 ℃振荡100 min；

OD预测值为98.2％。

2.8.4 验证试验 按处方量称取药材 3份，按上述最优

条件进行除杂，分别测定各指标及OD。结果，3份样品

T、Z、U 分别为 87.3％、41.50％、131.38％，OD 实测值分

别为 97.35％、98.92％、98.04％，与预测值的相对误差分

别为－0.87％、0.73％、－0.16％。验证试验结果详见表7。

表7 验证试验结果

Tab 7 Results of verification test

试验号
1

2

3

T，％
87.6

86.9

87.4

Z，％
41.56

42.86

40.09

U，％
130.24

131.35

132.54

预测OD，％

98.27

实测OD，％
97.35

98.92

98.04

相对误差，％
-0.87

0.73

-0.16

3 讨论

表6 方差分析结果

Tab 6 Analysis of variance results

方差来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟项
纯误差
合计

平方和
351.21

69.80

84.11

137.03

7.45

6.63

0.053

5.49

0.23

41.60

5.31

3.10

2.21

356.53

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方
39.02

69.80

84.11

137.03

7.45

6.63

0.053

5.49

0.23

41.60

0.76

1.03

0.55

F

51.49

92.10

110.98

180.81

9.83

8.75

0.070

7.24

0.31

54.89

1.87

P

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.016 5

0.021 2

0.799 2

0.031 0

0.595 7

0.000 1

0.275 0

图3 X1、X2、X3对OD的等高线图和响应面图

Fig 3 Contour plots and response surface of X1，X2，X3

to OD
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3.1 选择柚皮苷含量作为水提液除杂效率考察指标的

依据

2015年版《中国药典》（一部）未收录黄瓜籽，《中华

本草》中记载其具有续筋接骨、祛风、消痰的功效；其有

效成分主要是挥发油，也含有黄酮类化合物[5-7]。莪术、

细辛、乳香、没药有效成分主要是挥发油，《中国药典》对

这几味药材的质控指标都是挥发油的含量。《中国药典》

对骨碎补、栀子和桑枝的质控指标分别是柚皮苷、栀子苷

和乙醇浸膏，桑枝的有效成分主要是黄酮类化合物[8-11]。

以《中国药典》和《中华本草》为依据，确定由上述药材组

方制备的黄莪凝胶含量质控指标有两项，一是总挥发

油，二是以柚皮苷计的黄酮类化合物。

水提液除杂主要考察黄莪凝胶质控指标成分柚皮

苷的含量变化情况。本文“2.1”项为黄莪凝胶水提液的

制备，水煎煮在多功能提取罐中进行，挥发油蒸发冷凝

在接收器中，水提液由提取罐底部放出进行除杂处理。

主要由黄瓜籽、莪术、细辛、乳香、没药贡献的挥发油部

分不涉及水溶性壳聚糖除杂处理，故本文未涉及。

3.2 柚皮苷保留率超过了100％％的解释

中草药水提液都含有较多的蛋白、鞣酸和果胶、黏

液质等亲水性杂质，其分子表面形成很厚的水化膜，水化

膜也包裹了柚皮苷等药效成分，因这些高分子杂质水化

膜的高黏度和高渗透压使被包裹的柚皮苷等有效成分

不能释放出来，即除杂前检测到的是未被包裹的柚皮苷。

水溶性壳聚糖也是高分子化合物，其沉淀蛋白质、

鞣酸和果胶、黏液质等高分子杂质的主要机制包括结构

絮凝和电性中和。在较高温度（70 ℃）下，高分子杂质水

化膜因黏度和渗透压大幅度降低而变薄，温度高使水分

子热运动加剧也使水化膜变薄，电性中和也使水化膜变

薄，加上 100 min的 70 ℃恒温振荡或搅拌，使舒展的高

分子杂质分子链卷曲缠绕成团，挤压变薄的水化膜使其

破裂，失去水化膜的高分子杂质水溶液稳定性降低而沉

淀下来；也有多个线团状高分子杂质聚集搭在壳聚糖分

子链上使比重进一步增加，使该结构絮凝聚沉下来。高

分子杂质水化膜破坏的同时，被包裹的柚皮苷等有效成

分完全释放出来，能通过HPLC含量测定时样品溶液经

0.45 μm过滤的微孔滤膜而被检测到，即除杂后未被包

裹的柚皮苷和被包裹除杂释放出来的柚皮苷可同时被

检测到，因此其保留率可超过100％。

3.3 应用Box-Behnken设计的优点和水溶性壳聚糖除

杂的优势

本研究开展Box-Behnken[12-13]优化除杂工艺试验，在

单因素考察基础上，连续对17组试验的各个水平进行分

析，在整个区域得到回归方程，从而得到响应值的最优

组合，试验精确度高。响应面法在设计时，试验点必须

包括试验的最佳条件，否则不能得到很好的优化结果。

本试验首次采用水溶性壳聚糖作为澄清剂，其对蛋

白质、鞣酸、色素、胶质等具有较强的絮凝作用，克服了

以往使用壳聚糖加酸[14-15]溶解致低 pH对有效成分带来

的不良影响，对以柚皮苷为代表的黄酮类成分以及其他

有效成分有较高的保留率。水溶性壳聚糖还可兼作外

用凝胶剂基质，利于药效的发挥，可辅助创面愈合。

此外，笔者在试验中发现，水提液除杂后，于4 ℃冰

箱冷藏静置后过滤的澄清液柚皮苷保留率比室温静置

后过滤的澄清液更高，故建议除杂后水提液于低温放

置，使杂质沉淀更完全；另外薄层色谱鉴别时365 nm下

的荧光斑点较254 nm下的暗斑更容易观察，建议应根据

实际情况改变经典鉴别方法条件。

综上所述，Box-Behnken响应面法可有效优化水溶

性壳聚糖澄清黄莪凝胶水提液工艺参数。
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