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响应曲面法优化金水六君煎回流提取工艺
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［摘要］  目的：优选金水六君煎中阿魏酸和橙皮苷回流提取工艺。方法：在单因素试验基础上，以提取时间、

液料比、提取次数为影响因素，以阿魏酸和橙皮苷提取率为考察指标，采用响应曲面法优化金水六君煎回流提取工

艺。结果：金水六君煎的最佳回流提取工艺为提取 1. 5 h、液料比 12∶1，提取 2 次。在此工艺条件下，重复 3 次试

验，阿魏酸提取率为 60. 59%，RSD 为 0. 34%；橙皮苷提取率为 59. 67%，RSD 为 2. 18%。结论：响应曲面法优化

得到的金水六君煎最佳回流提取工艺参数稳定可靠，具有可行性和实用性。
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[Abstract]  Objective: To optimize the reflux extraction process of ferulic acid and hesperidin from Jinshui Liujun 

Decoction.Methods: On the basis of single factor experiment, the response surface methodology was used to optimize the 

reflux extraction process of Jinshui Liujun Decoction with reflux time, liquid-to-material ratio, and reflux times as 

influencing factors, and extraction rate of ferulic acid and hesperidin as the investigation indicator. Results: The optimal 

conditions of the reflux extraction process of Jinshui Liujun Decoction were as follows: reflux time of 1.5 hours, the liquid-

to-material ratio of 12: 1, and twice reflux. Experiments were repeated three times under the process conditions, and the 

extraction rates of ferulic acid and hesperidin were 60.59% and 59.67%, with RSDs of 0.34% and 2.18%, respectively.

Conclusion: The optimized reflux extraction process of Jinshui Liujun Decoction by response surface methodology is 

accurate and reliable, and it is feasible and practical.
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金水六君煎是国家中医药管理局发布的《古代经

典名方目录（第一批）》 [1]的经典名方之一，出自明代

张景岳著《景岳全书》，为“新方八阵·和阵”首剂，

由当归、熟地黄、陈皮、半夏、茯苓、炙甘草6味中药

组成，主治肺肾虚寒证。现代临床将其运用于治疗哮

喘、咳嗽、支气管炎、慢性阻塞性肺疾病、高血脂、

脂肪肝等[2-13]。当归和陈皮为金水六君煎的主要组成

部分，《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药
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典》） 2020年版分别将阿魏酸和橙皮苷作为其指标

性成分。

中药有效物质的提取过程往往受多种因素的影

响[14]，各因素间相互影响，且各独立因素的变化又

与提取率无法建立线性关系。因此，探讨各因素与

提取率之间的关系对中药及复方提取工艺优化至关

重要。响应曲面法是一种结合数学应用、统计分析

与试验设计的技术，探索影响因素与响应值之间的

数学关系模型，通过系统试验，可以得出在一定条

件下响应值与各影响因素间的关系[15]。响应曲面法

考虑了随机误差对试验的影响，将复杂的未知函数

关系在一定条件内以简单的多项式模型来拟合，计

算简便，是一种优化试验条件的有效方法，适用于

解决非线性数据处理问题[16]。本研究在单因素试验

基础上，以提取时间、液料比、提取次数为影响因

素，以阿魏酸和橙皮苷提取率为考察指标，采用响

应曲面法优化金水六君煎回流提取工艺。

1　材料

1. 1　仪器

LC-20AT 型高效液相色谱仪 [岛津仪器 （苏

州） 有限公司]；CLXXXDIM2 型超纯水机 [埃尔

格 （无锡） 电子科技有限公司]；MS205DU 型十

万分之一分析天平 [梅特勒 -托利多仪器 （上海）

有限公司]；KDM 型可控温电热套 （山东荣创仪

器有限公司）。

1. 2　试药

对照品阿魏酸 （批号：110731-202021，纯度：

96. 2%）、橙皮苷 （批号：110721-202019，纯度：

95. 3%） 均购自中国食品药品检定研究院；乙腈、

磷酸均为色谱纯。

炙甘草（产地：内蒙古鄂尔多斯杭锦旗，批号：

20191202）、 茯 苓 （产 地 ： 安 徽 岳 西 ， 批 号 ：

20201112）、 当 归 （产 地 ： 甘 肃 岷 县 ， 批 号 ：

20191101）、熟地黄 （产地：河南焦作，批号：

20191203）、 半 夏 （产 地 ： 四 川 涪 城 ， 批 号 ：

20201017）、 陈 皮 （产 地 ： 江 西 南 丰 ， 批 号 ：

20201102）经江西省药品检验检测研究院高级工程师

姚闽鉴定，均符合《中国药典》 2020年版相关项下

要求。

2　方法

2. 1　供试品溶液制备

按处方称取当归、熟地黄、陈皮、半夏、茯苓、

炙甘草及生姜 5 片于 1 L 煎药罐内，加水 400 mL，

浸泡 30 min，参照 《医疗机构中药煎药室管理规

范》 [17]进行煎煮，得金水六君煎提取液。精密移取

提取液 2 mL于 10 mL棕色量瓶中，加甲醇定容至刻

度，即得。

2. 2　对照品溶液制备

精密称取橙皮苷和阿魏酸对照品置于不同棕

色量瓶中，加甲醇定容至刻度，即得到橙皮苷和

阿魏酸对照品溶液。再分别精密移取 2 种对照品溶

液一定量于同一棕色量瓶中，加甲醇定容至刻度，

得到橙皮苷和阿魏酸质量浓度分别为 0. 070 600、
0. 006 208 mg·mL–1 的混合对照品溶液。

2. 3　色谱条件

采用 Cosmosil C18 色谱柱 （250 mm×4. 6 mm，

5 μm），0. 1% 磷酸水溶液（A） -乙腈（B）为流动

相梯度洗脱 （0~20 min，81%A；20~30 min，81%~

58%A； 30~45 min， 58%A， 45~50 min， 58%~

15%A；50~55 min，15%A；55~56 min，15%~81%A；

56~60 min，81%A）；流速为 1 mL·min–1；橙皮苷检

测波长为 283 nm，阿魏酸检测波长为 316 nm；柱温

为 35 ℃；进样量为 20 μL。

2. 4　方法学考察

2. 4. 1　专属性考察　依次按 2. 2项下方法制备空白

溶液、橙皮苷对照品溶液、阿魏酸对照品溶液、金

水六君煎液、陈皮阴性样品溶液、当归阴性样品溶

液，按 2. 3项下色谱条件进样测定，结果见图 1。橙

皮苷与阿魏酸分离度良好，且当归阴性样品溶液中

未检出阿魏酸，陈皮阴性样品溶液中未检出橙皮苷，

该方法专属性较好，阴性无干扰。

2. 4. 2　线性考察　取阿魏酸、橙皮苷质量浓度分别为

15. 520 0、0. 141 2 mg·mL–1的混合对照品溶液，分别

精密吸取混合对照品溶液1、2、4、8、14、20 µL，按

2. 3 项下色谱条件进样测定，以进样量为横坐标

（X），以峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归，得阿魏

酸回归方程：Y=5 000 000X–14 533（r=1. 000 0），进

样量为0. 015 52~0. 310 40 µg时与峰面积线性关系良
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好；橙皮苷回归方程：Y=2 000 000X–123 295 （r=

0. 999 9），进样量为 0. 141 2~2. 824 0 µg时与峰面积

线性关系良好。

2. 4. 3　稳定性试验　取 2. 1 项下供试品溶液适量，

分别于 0、4、8、12、16、20、24 h按 2. 3项下色谱

条件进样测定，记录峰面积，计算峰面积的 RSD。

结果橙皮苷和阿魏酸峰面积的 RSD 分别为 0. 48%、

0. 87%，表明溶液在24 h内基本稳定。

2. 4. 4　精密度试验　取 2. 2 项下对照品溶液适量，

按 2. 3项下色谱条件进样测定，平行进样 6次，记录

峰面积，计算峰面积的 RSD。结果橙皮苷和阿魏酸

峰面积的 RSD 分别为 0. 29%、0. 38%，表明仪器精

密度良好。

2. 4. 5　重复性试验　取 2.1 项下的供试品溶液，平

行准备 6份，按 2.3项下色谱条件进样测定，记录峰

面积，计算样品中橙皮苷和阿魏酸的含量及其RSD，

结果橙皮苷和阿魏酸含量的 RSD 分别为 3.63%、

3.99%，表明此方法重复性良好。

2. 4. 6　加样回收率试验　按照 2. 1项下金水六君煎

提取液，精密移取提取液 1 mL 于 10 mL 棕色量瓶

内，分别加入 80%、100%、120% 的混合对照品，

平行 3份，按 2. 3项下色谱条件进样测定，记录峰面

积，计算加样回收率。结果橙皮苷和阿魏酸加样回

收率为85%~110%，表明此方法准确度良好。

2. 5　提取工艺优化

2. 5. 1　橙皮苷和阿魏酸提取率计算　按公式 （1）
计算橙皮苷和阿魏酸提取率。

W = (Cs × As )/Ax × V × n/ (m × P ) × 100% （1）

式中 W 为金水六君煎中橙皮苷（阿魏酸）的提

取率，Cs为橙皮苷（阿魏酸）对照品质量浓度，As

为橙皮苷（阿魏酸）对照品峰面积，Ax为金水六君

煎中橙皮苷（阿魏酸）峰面积，V 为金水六君煎体

积，n为稀释倍数，m为陈皮（当归）进样量，P为

陈皮（当归）中橙皮苷（阿魏酸）含量。

2. 5. 2　单因素考察　金水六君煎作为传统煎液制

剂，自《景岳全书》 [18]记载以来，《成方切用》 [19]、

《虚损启微》 [20]、《成方便读》 [21]等中均记载为水煎

煮，由此可得出该方为水煎，故无须对其煎煮溶液

进行考察。

2. 5. 2. 1　不同提取时间对金水六君煎中阿魏酸及橙

皮苷提取率的影响　按照金水六君煎处方称取各味中

药，添加 8倍量水，分别提取 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、
2. 5 h，按2. 1项下方法制备各供试品溶液，按2. 3项

下色谱条件进行测定，按公式（1）计算橙皮苷及阿魏

酸提取率。考察在其他条件不变的情况下，不同提取

时间对金水六君煎中阿魏酸及橙皮苷提取率的影响。

2. 5. 2. 2　不同液料比对金水六君煎中阿魏酸及橙皮

苷提取率的影响　按照金水六君煎处方称取各味中

药，分别添加 6、8、10、12、14倍水，提取 0. 5 h，

按照 2. 1项下方法制备各供试品溶液，按 2. 3项下色

谱条件进行测定，按公式（1）计算橙皮苷及阿魏酸

提取率。考察在其他条件不变的情况下，不同液料

比对金水六君煎中阿魏酸及橙皮苷提取率的影响。

2. 5. 2. 3　不同提取次数对金水六君煎中阿魏酸及橙

皮苷提取率的影响　按金水六君煎处方称取各味中

药，按 8∶1 的液料比添加水，提取 0. 5 h，分别提

取 6次，每次回流提取液分别按 2. 1项下方法制备各

供试品溶液，按 2. 3 项下色谱条件进行测定，按公

式（1）计算橙皮苷及阿魏酸提取率。考察在其他条

件不变的情况下，不同提取次数对金水六君煎中阿

魏酸及橙皮苷提取率的影响。

2. 5. 3　响应曲面试验设计优化提取工艺　根据单因

素试验的结果，以提取时间（A）、液料比（B）、提

取次数（C）为变量，以橙皮苷和阿魏酸提取率为响

应面值，利用Design-Expert 10. 0软件，以–1、0、1
代表变量水平，进行三因素三水平的Box-Behnken试

图1　金水六君煎中橙皮苷及阿魏酸含量测定

专属性考察

··584



Mar. 2023 Vol. 25 No. 32023 年 3 月 第 25 卷 第 3 期 中国现代中药 Mod Chin Med

验设计，见表1。

3　结果与分析

3. 1　单因素考察

3. 1. 1　不同提取时间对金水六君煎中阿魏酸及橙皮

苷提取率的影响结果　由图 2 可知，在液料比及提

取次数固定时，在同一实验室条件下，阿魏酸的提

取率随着时间的增加先下降后增加，1.5 h达到最大

值后提取率无明显变化。橙皮苷的提取率随着时间

的增加逐渐增加，1.5 h达到最大值后提取率无明显

变化。因此选用1.5 h进行后续研究。

3. 1. 2　不同液料比对金水六君煎中阿魏酸及橙皮苷

提取率的影响结果　由图 3 可知，在提取时间及提

取次数固定时，在同一实验室条件下，随着液料比

的增加，橙皮苷和阿魏酸的总提取率增加，加 12倍

水时达到最大值，继续增加加水量提取率无明显变

化。因此液料比选用12∶1进行后续研究。

3. 1. 3　不同提取次数对金水六君煎中阿魏酸及橙皮

苷提取率的影响结果　由图 4 可知，在提取时间及

液料比固定时，在同一实验室条件下，随着提取次

数的增加，每次提取液中橙皮苷和阿魏酸的总提取

率依次降低，从第 3 次开始阿魏酸提取率过低，且

橙皮苷提取率也不高，因此提取次数选用 2 次进行

后续研究。

3. 2　响应面设计结果及分析

根据 Box-Behnken 设计原理，以提取时间、液

料比、提取次数作为变量，以–1、0、1 代表变量

水平，进行 17组试验，并进行响应面分析，以橙皮

苷和阿魏酸总提取率为响应值，见表2。
3. 2. 1　模型方程的建立与显著性分析　采用 Box-

Behnken 中心组合设计，分别拟合阿魏酸、橙皮苷

提取率与考察因素变量的回归方程。阿魏酸提取率=

60. 97–3. 60A–0. 36B+2. 24C+0. 75AB–3. 26AC–

4. 34BC–0. 55A2+1. 68B2–6. 04C2 （表3）。方差分析

可知，该回归方程模型P=0. 048 8<0. 05（r=0. 826 8），
校正决定系数（R2

adj） =0. 604 2，模型显著。各因素

对阿魏酸提取率的影响顺序为A>C>B，其中失拟项

不显著（P=0. 587 5>0. 05），说明无失拟项存在，该

模型可用于分析各考察因素与阿魏酸提取率的作用规

律。橙皮苷提取率=64. 76+3. 76A+3. 18B+22. 13C+

6. 36AB+2AC+0. 25BC–1. 23A2+0. 009 6B2–6. 01C2

（表3），方差分析可知该回归方程模型P=0. 000 4<0. 05

表1　金水六君煎回流提取响应曲面三因素三水平试验设计

水平

–1
0
1

A/h

1.0
1.5
2.0

B

10∶1
12∶1
14∶1

C/次

1
2
3

图2　提取时间对金水六君煎中阿魏酸及橙皮苷提取率的影响

（x̄±s, n=3）

图3　液料比对金水六君煎中阿魏酸及橙皮苷提取率的影响

（x̄±s, n=3）

图4　提取次数对金水六君煎中阿魏酸及橙皮苷提取率的影响

（x̄±s, n=3）

··585



Mar. 2023 Vol. 25 No. 32023 年 3 月 第 25 卷 第 3 期 中国现代中药 Mod Chin Med

（r=0. 959 7，R2
adj=0. 907 8），模型显著。各因素对橙

皮苷提取率的影响顺序为C>A>B，其中失拟项不显

著（P=0. 281 3>0. 05），说明无失拟项存在，该模型

成立，可用于分析各考察因素与橙皮苷提取率的作

用规律。

3. 2. 2　 考 察 因 素 间 的 相 互 作 用　 通 过 Design-

Expert 10. 0软件对各因素之间的交互作用进行响应

面分析，绘制响应面曲线图，响应曲面陡峭程度越

大则对提取率影响也越大。由图 5 可知，交互项

BC、AC响应曲线较陡，对阿魏酸提取率作用显著；

交互项 AB 响应曲线较平缓，对阿魏酸提取率作用

不显著。由图 6可知，交互项AB响应曲线较陡，对

橙皮苷提取率作用显著；交互项 AC、BC 响应曲线

较平缓，对橙皮苷提取率作用不显著。

3. 2. 3　最佳工艺的预测与检验　本研究利用Design-

Expert 10. 0 中的 Optimization 功能得到最佳优化方

案：提取时间为 1. 421 h、液料比为 12. 337∶1、提

取次数为 2. 112 次，结合实际对此工艺进行调整，

选用提取时间为 1. 5 h，液料比为 12∶1，提取次数

为 2 次，金水六君煎中阿魏酸提取率预测值为

60. 97%，橙皮苷提取率预测值为 64. 76%。在此工

艺下进行 3 次平行试验（表 4），测得阿魏酸提取率

为 60. 59%， RSD 为 0. 34%； 橙 皮 苷 提 取 率 为

59. 67%，RSD为 2. 18%，与预测值相差较小，基本

符合预测值。结果验证了回归模型合理性，说明响

应曲面分析适合金水六君煎阿魏酸和橙皮苷的回流

提取工艺。

4　讨论

金水六君煎是出自《景岳全书》  的经典名方，

主治肺肾虚寒、水泛为痰或年迈阴虚、血气不足、

外受风寒、咳嗽呕恶、喘逆多痰。该处方由当归、

熟地黄、陈皮、半夏、茯苓、炙甘草 6味中药组成。

当归作为君药具有补血活血、抗炎和增强免疫力等

功效，其主要活性成分阿魏酸具有抗炎止痛、调血

表2　金水六君煎中橙皮苷和阿魏酸提取率的响应曲面

设计方案及结果

%

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

A

1
1

–1
0
0

–1
0
0

–1
1
0
1
0
0
0
0

–1

B

0
1
1

–1
0
0
0

–1
–1
–1

0
0
0
1
1
0
1

C

1
0
0
1
0

–1
0

–1
1
0
0

–1
0

–1
1
0
0

阿魏酸提取率

50.61
59.61
63.26
65.35
62.40
51.39
56.51
51.84
69.64
55.81
55.93
52.52
64.67
57.27
52.45
64.88
67.96

橙皮苷提取率

84.63
78.96
62.10
82.76
70.76
33.68
65.68
34.70
73.99
54.28
65.45
39.27
58.89
36.37
82.61
61.61
53.86

表3　金水六君煎中橙皮苷及阿魏酸提取率响应曲面二次回归模型的方差分析结果

方差来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总离差

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
2
5

16

阿魏酸

均方

57.31
92.91

0.97
35.22

1.97
33.31
77.71

1.20
8.88

115.95
15.43
10.35
17.46

F值

3.710
6.020
0.063
2.280
0.130
2.160
5.040
0.078
0.580
7.510

0.590

P值

0.048 8
0.043 9
0.809 7
0.174 6
0.731 1
0.185 2
0.059 7
0.788 4
0.472 8
0.028 9

0.587 5

橙皮苷

均方

506.04
101.44

75.41
3 445.09

141.24
12.52

0.26
5.96
0.000 292

114.88
27.35
38.09
23.05

F值

18.50
3.71
2.76

125.98
5.16
0.46
0.009 620
0.22
0.000 011
4.20

1.65

P值

0.000 4
0.095 5
0.140 8
<0.000 1
0.057 3
0.520 4
0.924 6
0.654 8
0.997 5
0.079 6

0.281 3
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图5　不同因素对金水六君煎中阿魏酸提取率的影响

图6　不同因素对金水六君煎中橙皮苷提取率的影响
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脂和调节免疫等药理活性，且易从尿液中排出，是

药理活性强、不良反应小的天然活性分子[22]。陈皮

作为使药具有理气健脾、燥湿化痰的功效，其主要

活性成分橙皮苷具有抗炎、保护心脑血管、改善肾

脏损伤等药理活性[23-25]。为充分提取处方中有效成

分，本研究选用阿魏酸和橙皮苷提取率为考察指标

对金水六君煎提取工艺进行评价。

近年来，响应曲面试验设计广泛应用于中药有

效成分提取工艺优化[26-29]，响应曲面法中各单因素

的取值范围对拟合结果影响较大，为使拟合结果可

靠，本研究先通过单因素考察，确定各因素中心点

和取值范围。提取时间中心点为 1. 5 h，液料比中心

点为 12∶1，提取次数中心点为 2次。在此基础上，

利用 Design-Expert 10. 0 软件，设计 Box-Behnken 中

心组合试验对金水六君煎的回流提取工艺进行优化，

得到了最佳回流提取工艺为提取1. 5 h、液料比为12∶
1，提取2次。对该工艺参数进行工艺验证，得到的阿

魏酸的提取率为 60. 59%，橙皮苷提取率为 59. 67%，

与预测值接近，且多次试验结果稳定，表明了响应

曲面法优化金水六君煎回流提取工艺可行。

根据文献报道，采用现代煎煮方法较古法煎煮

能更好地提取经典名方中的有效成分，降低成本，

且更贴合工业生产实际情况[30]。本研究发现，采用

现代回流提取方法较前期按照古法提取得到阿魏酸

和橙皮苷的提取率均有明显提高，与文献[31]结果

一致。不同的有效成分含量会对临床疗效造成一定

的影响[27]，金水六君煎回流提取与古法煎煮有效成

分的差异对药理活性的影响仍需进一步确定。
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