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摘 要 目的：优化升麻中酚酸类成分的提取工艺。方法：在单因素试验的基础上，以乙醇体积分数、回流提取时间和液料比3个

因素为自变量，以咖啡酸、阿魏酸、异阿魏酸含量和浸出物得率的综合评分为因变量，采用基于Box-Behnken设计的响应面法优化

升麻中酚酸类成分的提取工艺。结果：最优提取工艺为以8倍药材量的70％乙醇提取2次，每次200 min。验证试验结果表明，综

合评分指标的预测值与实测值相对偏差仅为2.20％。结论：优选的提取工艺方法简单、稳定可行，可为后续升麻药材的制剂生产

提供参考。
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Optimization of the Extraction Technology of Phendic Acids in Cimicifugae foetidae by Using Box-Behnken
Response Surface Methodology Combined with Multi-index Comprehensive Weighted Method
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of phenolic acids from Cimicifugae foetidae. METHODS：

Based on single factor test，the extraction technology of phenolic acids from C. foetidae was optimized by response surface method-

ology based on Box-Behnken design using ethanol volume fraction，reflux extraction time and liquid to solid ratio as independent

variables，comprehensive score of the content of caffeic acid，ferulic acid and isoferulic and extract yield as dependent variable. RE-

SULTS：The optimal extraction technology was as follows as 8-fold 70％ ethanol，extracting for 2 times，200 min each time. Re-

sults of validation test indicated that the difference between predicted value of comprehensive score indicators and measured value

was 2.20％. CONCLUSIONS：The optimal extraction technology is simple，stable and feasible，and can provide reference for fol-

lowing production of C. foetidae preparation.

KEYWORDS Cimicifugae foetidae；Caffeic acid；Ferulic acid；Isoferulic acid；Content；Extract yield；Box-Behnken design；

Response surface methodology；Extraction technology
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升麻为毛莨科植物大三叶升麻 Cimicifuga heracleifolia

Kom.、兴安升麻 Cimicifuga dahurica（Turcz.）Maxim.或升麻

Cimicifuga foetida L.的干燥根茎，其味辛、微甘，性微寒，归肺、

脾、胃、大肠经。该药材具有发表透疹、清热解毒、升举阳气的

功效，主要用于风热头痛、齿痛、口疮、咽喉肿痛、麻疹不透、阳

毒发斑、脱肛、子宫脱垂等疾病的治疗[1]；临床应用广泛，资源

丰富[2-3]。其主要化学成分有酚酸类，包括咖啡酸、阿魏酸及异

阿魏酸；三萜及其苷类，主要是 9，19-环羊毛脂烷型三萜及其

苷类；色原酮类，包括升麻素、齿阿米素等成分[4]。其中，酚酸

类成分经现代药理研究证明具有抗氧化、抗炎、抗血小板凝

集、抗肿瘤、降低血糖等作用，且临床药效显著[5-6]。

以往有学者已研究过升麻酚酸类成分的提取工艺，但都

采用正交法进行试验[7-8]，未与浸膏得率相结合，且未对有效成

分贡献率进行加权分析。浸出物是中药的药效物质基础，浸

出物含量的变化会影响有效成分的含量，并最终影响药物的

临床疗效。对于变量是连续性的多因素试验分析，多指标综

合Box-Behnken响应面法分析是最佳选择。星点设计-响应面

法集数学与统计学方法于一体，与单因素试验、均匀设计和正

交试验相比，具有设计全面、实验精密度高等优点[9]。本试验

采用基于Box-Behnken的星点设计-响应面法，以咖啡酸、阿魏

酸、异阿魏酸和浸膏得率的综合评分为评价指标，优选升麻中

酚酸类成分的提取工艺，为升麻药材的进一步开发利用提供

参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AD 高效液相色谱系统（日本岛津公司）；BS2242S

电子天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；TDZ5-WS 台式

低速自动平衡离心机（湖南湘仪实验开发有限公司）；FW135

中草药粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公司）。

1.2 药材、药品与试剂

升麻（南京海源中药饮片有限公司，批号：150110，经南京

中医药大学陈建伟教授鉴定为升麻属植物大三叶升麻的干燥

根茎）；对照品咖啡酸、阿魏酸、异阿魏酸（中国食品药品检定

研究院，批号分别为：110885-200102、110773-201313、111698-

201103，纯度：均≥98％，用于含量测定）；乙腈为色谱纯，其余

试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 咖啡酸、阿魏酸和异阿魏酸的含量测定

2.1.1 色谱条件、专属性及灵敏度试验 色谱柱：YMC-Pack-

ODS-C4（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈（A）-0.1％甲酸

水溶液（B），梯度洗脱（0～12 min，5％～13％A；12～23 min，

13％～18％A；23～30 min，18％～5％A），流速：1.0 ml/min；柱

温：30 ℃；检测波长：320 nm；进样量：10 μl。取“2.1.2”“2.1.3”

项下混合对照品和供试品溶液进样分析，结果表明，各检测峰

峰形良好，且各峰之间分离度均大于1.5。咖啡酸、阿魏酸和异

阿魏酸的定量下限分别为 0.019 3、0.020 1、0.023 1 μg/ml。色

谱图见图1。

2.1.2 混合对照品溶液的制备 精密称定咖啡酸、阿魏酸、异

阿魏酸对照品适量，加甲醇制备成质量浓度分别为 47.20、

144.80、247.40 μg/ml的混合对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 称取升麻粉末（过2号筛）10 g，置

于 250 ml平底烧瓶中，精密加入 75％乙醇 100 ml，加热回流 2

h提取，放冷，用75％的乙醇补足减失的质量，摇匀，用0.45 μm

微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

2.1.4 标准曲线的制备 取不同质量浓度的混合对照品溶

液进样测定。以峰面积（y）对质量浓度（x）进行回归分析，得咖

啡酸、阿魏酸、异阿魏酸的回归方程分别为：y＝2.733×105x－

1.149×104（r＝0.999 9）、y＝7.454×105x+3.814×104（r＝0.999 9）、

y＝1×106x+2.836×105（r＝0.999 5），3种成分的检测质量浓度线

性范围分别为0.09～0.85、0.29～2.61、0.50～4.45 μg/μl。

2.1.5 精密度试验 取“2.1.2”项下混合对照品溶液 10 μl，重

复进样6次，计算得咖啡酸、阿魏酸、异阿魏酸峰面积的RSD分

别为0.9％、1.1％、0.8％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.1.6 稳定性试验 取“2.1.3”项下供试品溶液，分别于放置

0、2、4、6、8、12、24 h后进样测定，计算得咖啡酸、阿魏酸、异阿

魏酸含量的RSD分别为 1.6％、1.9％、2.0％（n＝7），表明供试

品溶液在24 h内稳定。

2.1.7 重复性试验 取同批升麻粉末6份，按照“2.1.3”项下方

法制备成供试品溶液，进样测定。计算得咖啡酸、阿魏酸、异

阿魏酸含量的RSD分别为 1.2％、1.4％、1.6％（n＝6），表明该

方法重复性良好。

2.1.8 准确度试验 称取已知含量的升麻粉末 0.1 g，共 6份，

分别加入一定量的咖啡酸、阿魏酸、异阿魏酸对照品，按照

“2.1.3”项下方法制备成供试品溶液（n＝6），进样测定。计算

得咖啡酸、阿魏酸、异阿魏酸的平均回收率分别为 97.39％、

96.37％、97.31％，RSD分别为2.3％、2.5％、3.1％（n＝6），结果

表明该方法准确度好。

2.2 浸出物的测定

精密吸取提取后溶液10 ml，置于已干燥至恒定质量的蒸

发皿中，水浴上蒸干后，于 105 ℃干燥 3 h，置于干燥器中冷却

30 min，迅速精密称定质量，即得m 浸出物。

2.3 提取方法的选择

在前期试验中，称取升麻粉末（过 2号筛）10 g，加 75％乙

醇 30 ml，提取 120 min，比较水煎煮法、超声法、乙醇回流提取

法的差异，记录提取液中总酚酸（咖啡酸、阿魏酸、异阿魏酸之

和）含量（单位：mg/10 g）。结果3种方法所得总酚酸含量分别

为 29.5、17.2、32.0 mg/10 g，显示以乙醇回流提取法的效果较

好，故以下试验选用乙醇回流提取法提取升麻。

2.4 单因素考察

图1 高效液相色谱图
A. 混合对照品；B. 供试品；1.咖啡酸；2.阿魏酸；3.异阿魏酸

Fig 1 HPLC chromatograms
A. mixed substance control；B. test sample；1. caffeic acid；2. ferulic ac-

id；3. isoferulic acid
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2.4.1 提取次数 按“2.1.3”项下方法平行提取3份药材，分别

提取1、2、3次。将提取液经0.45 μm微孔滤膜滤过后制备成供

试品溶液后进样分析，计算总酚酸含量。结果，以提取 2次时

含量最高。

2.4.2 乙醇体积分数 在提取次数为2次时，按“2.1.3”项下方

法平行提取 3份药材，其中乙醇体积分数分别为 10％、20％、

30％、40％、50％、60％、70％、80％。将提取液同“2.4.1”项下

方法制备成供试品溶液后进样分析，计算总酚酸含量。结果，

以乙醇体积分数为70％时含量最高，见图2A。

2.4.3 回流提取时间 在确定提取次数为2次、乙醇体积分数

为 70％的基础上，按“2.1.3”项下方法平行提取 3份药材，其中

回流提取时间分别为 30、60、90、120、150、180、210、240、270、

300、330 min。将提取液同“2.4.1”项下方法制备成供试品溶液

后进样分析，计算总酚酸含量。结果，以回流提取时间为 240

min时含量最高，见图2B。

2.4.4 液料比（加液倍量） 在确定提取次数为2次、乙醇体积

分数为70％、回流提取时间为240 min基础上，按“2.1.3”项下方

法平行提取3份药材，其中液料比分别为6 ∶1、8 ∶1、10 ∶1、12 ∶1、
14 ∶ 1，即加液倍量分别为 6、8、10、12、14。将提取液同“2.4.1”

项下方法制备成供试品溶液后进样分析，计算总酚酸含量。

结果，以液料比为8 ∶1即加液倍量为8时含量最高，见图2C。

2.5 响应面法优化提取条件

2.5.1 响应面法试验设计与结果 由于提取次数为非连续变

量，本试验固定提取次数为2次进行后续试验。经上述单因素

考察确定考察因素分别为X1（加液倍量）、X2（乙醇体积分数，％）、

X3（回流提取时间，min）。采用3因素3水平的Box-Behnken响

应面分析法进行试验设计，设定的因素与水平见表1。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

因素

X1（加液倍量）

X2（乙醇体积分数），％
X3（回流提取时间），min

1

6

55

180

水平
2

8

70

225

3

10

85

270

经预试验，设定综合评分满分为 100分，根据升麻中有效

成分含量及药效影响，咖啡酸、阿魏酸、异阿魏酸含量及浸出

物得率（m 浸出物/10×100％）的权重系数分别为 20、30、40、10，在

此基础上进行总加权评分。利用综合评分值（P）对试验结果

进行分析：以 Y表示试验中指标成分的测定值（咖啡酸、阿魏

酸、异阿魏酸含量及浸出物得率的测定值分别为 Y1、Y2、Y3、

Y4），以各指标的最大值（Ymax）作为参照对同一指标各数据进行

标准化处理，C表示试验中该指标成分的测定值的标准化数据

（C＝Y/Ymax），综合评分 C＝C 咖啡酸×20+C 阿魏酸×30+C 异阿魏酸×40+

C 浸出物×10。Box-Behnken设计与结果见表2。

表2 Box-Behnken设计与结果

Tab 2 Box-Behnken experimental design and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

X1

10

8

6

8

6

8

6

6

8

10

8

8

8

10

10

8

8

X2

85

55

55

85

70

70

70

85

70

55

85

55

70

70

70

70

70

X3

225

180

225

270

270

225

180

225

225

225

180

270

225

180

270

225

225

Y1

1.6

1.4

1.5

1.7

1.6

1.8

1.7

1.2

1.8

1.6

1.5

1.5

1.8

1.5

1.6

1.8

1.7

Y2

3.8

4.0

4.3

3.7

3.8

3.9

3.8

3.6

4.0

3.3

4.1

4.0

3.9

3.6

3.5

3.9

4.1

Y3

23.7

24.4

24.3

24.4

24.5

26.0

25.3

24.9

26.3

22.9

23.4

23.9

25.1

25.0

24.8

26.1

25.9

Y4

20.64

20.18

19.61

20.54

20.38

18.88

18.81

18.99

19.04

20.80

20.49

17.34

18.32

21.02

19.74

18.85

18.99

综合评分
89.279

89.517

92.569

90.757

90.496

95.697

92.823

85.264

96.851

84.574

89.805

89.867

94.328

88.750

88.859

95.849

95.829

采用Design-Expert 8.0软件对试验结果进行回归分析，得

到回归方程如下：P＝－16.82+5.95X1+1.64X2+0.31X3+0.10X1X2+

0.006 7X1X3－0.000 22X2X3－0.94X1
2－0.018X2

2－0.000 84X3
2

（R2＝0.967 1）。回归方程一次项中各项系数绝对值的大小反

映了各因素对响应值的影响程度，系数的正负反映了影响的

方向。由方程可知，影响升麻指标性成分的因素的主次顺序

为X1＞X2＞X3。进一步对方程进行回归方差分析，结果见表3。

表3 回归统计方差分析结果

Tab 3 Regression statistical analysis results

方差来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

模型
失拟项
残差
纯误差

自由度
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

平方和
22.67

11.74

0.25

0.1

36.06

1.48

0.091

59.9

67.96

12.27

0.99

1.24

0.81

F

22.83

11.82

0.25

0.11

36.31

1.49

0.091

60.31

68.42

12.35

1.52

P

0.000 2

0.010 9

0.629 4

0.754 7

0.000 5

0.261 2

0.771 4

0.000 1

＜0.000 1

0.009 8

0.338

回归方程中各变量对响应值影响的显著性用F检验来判

定，概率P值越小，则相应变量的显著程度越高，即P＜0.01 时

影响为高度显著，P＜0.05时影响显著。由表 3的分析结果可

以看出，模型P＜0.01，说明二次多项模型具有高度的显著性，

模型决定系数R2＝0.967 1，表明模型拟合度良好，二次项模型

拟合成功。将因变量与另外2个因素拟合为三维曲面图，因只

图2 单因素考察结果

Fig 2 Single factor study
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能表达含 2个因素变量的函数，故固定 3个因素之一为中值，

将中心点值代入二次回归模型方程得到新方程，根据新模型

方程得到响应面三维图，结果见图3。

经过中心组合设计优化提取条件，得到最优工艺条件为

加液倍量 8.02、乙醇体积分数 69.42％、回流提取时间 203.20

min、提取2次。

2.5.2 验证试验 采用上述最优提取工艺预测咖啡酸、阿魏

酸、异阿魏酸和浸出物的得率分别为 1.75％、3.98％、25.80％、

19.07％，综合得分 95.36。考虑试验条件的可操作性，调整加

液倍量为 8、乙醇体积分数为 70％、回流提取时间为 200 min、

提取 2次。精密平行称定 3份升麻粉末各 10.0 g，按此调整后

工艺提取进行验证试验，结果平均综合评分为93.26，与预测值

相比较，相对偏差为2.20％（＜5％）。

为了适应工业生产，本课题组考虑到提取工艺的可靠性

问题，又精密平行称定3份升麻粉末各200.0 g，按照上述优化

提取工艺进行对比研究，结果平均综合评分93.67，与预测值相

比较，相对偏差1.70％。因此，响应面法优化得到的升麻回流

提取法的工艺参数准确、可靠，具有一定的实际指导意义。

3 讨论
在选择药材样本量时，根据本试验设计方案的要求，考虑

到前期单因素考察或正式试验时若样本量大则耗时较长。为

了减少试验误差，使结果在短期时间内具有可比性，经文献查

阅后确定采用10 g药材粉末进行相关试验。

本试验先设计了单因素试验，通过单因素试验的初步筛

选结果使各因素水平在星点设计范围之内，以提高星点设计

的精确性。

升麻作为我国的传统中药，资源十分丰富，但是对比其他

传统中药，临床应用尚少。目前，炎症一直是困扰医学界的难

题，中药抗炎成为了新药开发的热点，也是中医药现代研究极

为活跃的领域。近年来经国内外研究，升麻具有较强的抗炎

活性，其作用除了与酚酸成分有关外，也可能还与某种皂苷类

成分有关[10-11]。本试验通过采用Box-Behnken的星点设计-响

应面法，以酚酸类成分等的综合评分为参考指标，对所选取指

标进行了合理的权重系数分配，使得结合有浸出物得率为指

标的综合评分评价提取工艺更加合理，优化了升麻中酚酸类

成分的提取工艺条件，为其作为一种抗炎药物的制剂生产提

供了一定的参考。
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图3 3种因素对综合评分的响应面图

Fig 3 Response surface plot of 3 factors on comprehensive

score
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