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山楂为蔷薇科山楂属植物山里红（Crataegus pin-

natifida Bge var. major N.E.Br.）或山楂（Crataegus pin-

natifida Bge.）的干燥成熟果实，味酸、甘，性微温，归脾、

胃、肝经，具有消食健胃、行气散瘀之功效[1]。山楂含黄

酮类、有机酸类、三萜类及氨基酸类等多种化学成分[2]，

其中黄酮类成分在抗心肌缺血再灌注损伤[3]、降血脂[4]及

抗肿瘤[5]等方面均具有显著的生物活性。益心舒片（丸、

颗粒、胶囊）以及银丹心脑通软胶囊、荷丹片等含山楂复

方制剂广泛用于治疗冠心病、心绞痛、高血脂等疾病，且

上述复方提取物在制剂生产过程中均采用醇沉除杂技

术，以实现在确保疗效的同时减小服用量。然而，目前

在醇沉操作过程中长期依赖主观经验，生产企业按各自

对制剂“制法”的理解进行工艺参数设定，缺乏科学系统

的研究[6]。

近年来，响应面法因其具有试验次数少、精度高、预

测值精准等优点，已广泛应用于丹参[7]、党参[8]、六味地黄

方[9]及热毒宁注射液中金银花和青蒿（金青）[10]等醇沉除

杂工艺优化中，并取得了良好的效果。故本研究拟以山

楂总黄酮保留率作为考察指标，首先通过 Plackett-Bur-

man设计试验确定搅拌速度、醇料比、醇沉前浓缩液密

度等工艺参数，再运用Box-Behnken设计响应面法对山
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摘 要 目的：优化山楂的醇沉工艺，为含山楂制剂生产过程中的质量控制提供参考。方法：通过Plackett-Burman设计考察搅拌

速度、加醇速度、醇沉时间、加入乙醇体积分数、醇料比、醇沉前浓缩液密度和静置温度等工艺参数对山楂总黄酮保留率的影响，然

后采用Box-Behnken响应面法对关键工艺参数进行优化，并进行验证试验。结果：山楂醇沉关键工艺参数最优值为醇沉前浓缩液

密度1.04 g/mL、醇料比2.86 ∶ 1（mL/g）、搅拌速度185 r/min。经验证，最优工艺参数下山楂总黄酮平均保留率为89.74％（n＝3），与

预测值91.40％的相对误差为1.85％。结论：运用Box-Behnken响应面法优化了山楂的醇沉工艺，该法简单、可行。
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Optimization of Ethanol Precipitation Technology of Crataegus pinnatifida by using Box-Behnken Design-

Response Surface Methodology
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the ethanol precipitation technology of Crataegus pinnatifida and provide reference for

the production process control of C. pinnatifida preparation. METHODS：Plackett-Burman design was used to investigate the

effects of technology parameters on retention rate of total flavonoids of C. pinnatifida，such as stirring speed，flow speed of

ethanol，ethanol precipitation time，ethanol volume fraction，ethanol-solid ratio，density of concentration liquid before ethanol

precipitation and static temperature. Box-Behnken response surface methodology was used to optimize critical technology

parameters，and validation test was also conducted. RESULTS：The optimal key parameters for ethanol precipitation technology of

C. pinnatifida included density of concentration liquid before ethanol precipitation 1.04 g/mL，ethanol-solid ratio 2.86 ∶ 1（mL/g），

stirring speed 185 r/min. After validation，under the optimal technology parameters，average retention rate of total flavonoids of C.

pinnatifida was 89.74％（n＝3），relative error of which to predicted value 91.40％ was 1.85％ . CONCLUSIONS：Box-Behnken

response surface methodology optimize ethanol precipitation technology of C. pinnatifida. It is simple and feasible.
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楂醇沉关键工艺参数进一步优化，为含山楂制剂醇沉工

艺参数的科学设定提供一定的参考。

1 材料
1.1 仪器

UV-2550型紫外-可见分光光度计（日本岛津公司）；

BT100S型蠕动泵（保定弗雷流体科技有限公司）；JJ-3型

恒温电动搅拌器（常州国华电器有限公司）；BT 124S型

万分之一电子分析天平、BT 25S型十万分之一电子分析

天平[德国赛多利斯（北京）科技有限公司]。

1.2 药品与试剂

山楂药材于 2016年 10月采自山东沂蒙山区，经江

西中医药大学药学院刘荣华教授鉴定为山里红的干燥

成熟果实；芦丁对照品（批号：100396-200301，纯度：

98％）购于中国食品药品检定研究院；其余试剂均为分

析纯，水为自制双蒸水。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 山楂供试品溶液 称取 2.3 kg的山楂药材，与水

按1 ∶ 8的比例回流提取2次，每次2 h，滤过，合并滤液并

减压浓缩，得到山楂浓缩液。将山楂浓缩液置于烧杯

中，在搅拌的同时，根据试验设计中的醇料比匀速加入

乙醇溶液，静置，滤过，得醇沉上清液。取一定量的醇沉

上清液减压旋干，用30％乙醇溶解并定容于10 mL量瓶

中，备用。

2.1.2 芦丁对照品溶液 精密称取芦丁对照品 4.91

mg，置于 10 mL量瓶中，加入 30％乙醇溶解并定容至刻

度，得质量浓度为0.491 mg/mL的对照品溶液。

2.2 线性关系考察

2.2.1 总黄酮含量检测波长的选择 精密吸取一定量

的芦丁对照品溶液和山楂供试品溶液于不同 10 mL量

瓶中，加入 5％ NaNO2溶液 0.3 mL，摇匀，静置 5 min；加

入 10％ Al（NO3）3溶液 0.3 mL，摇匀，静置 5 min，然后加

入4％NaOH溶液4.0 mL，最后用30％乙醇定容至刻度，

静置 15 min。以相应试剂做空白，按文献方法[11-12]显色

后，于300～800 nm波长下扫描。结果表明，溶液吸光度

在 508 nm波长处较大且无干扰，故选择 508 nm为测定

总黄酮含量的检测波长。紫外-可见光谱图见图1。

2.2.2 标准曲线的绘制及线性范围考察 分别精密吸

取0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mL芦丁对照品溶液于10 mL

量瓶中，按“2.2.1”项下方法处理后，采用紫外-可见分光

光度计测定各样品在 508 nm波长处的吸光度。以芦丁
对照品溶液的质量浓度为横坐标（x）、吸光度为纵坐标
（y）绘制标准曲线，得到回归方程为y＝9.430 6x－0.0146

（r＝0.999 6），芦丁检测质量浓度线性范围为0.014 73～

0.044 19 mg/mL。

2.3 方法学验证

2.3.1 精密度 精密吸取“2.1.2”项下芦丁对照品溶液
0.6 mL，按照“2.2.2”项下方法操作测定吸光度，重复测
定 6次。结果，吸光度的RSD为 0.106％（n＝6），表明仪
器精密度良好。

2.3.2 重复性 按照“2.1.1”项方法平行制备6份山楂供
试品溶液，按照“2.2.2”项下方法操作测定吸光度。结果，

吸光度的RSD为1.08％（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.3.3 稳定性 精密吸取山楂供试品溶液适量，按照
“2.2.2”项下方法操作，考察室温条件下放置 120 min内
的稳定性（每20 min测定1次）。结果，吸光度的RSD为
2.64％（n＝7），表明山楂供试品溶液在室温条件下放置
120 min稳定性良好。

2.3.4 加样回收率 精密称取已知总黄酮含量的山楂
药材10.0 g，共6份，分别按“2.1.1”项下方法制备山楂供
试品溶液。精密吸取一定量的山楂供试品溶液于10 mL

量瓶中，分别加入一定量的芦丁对照品溶液，按照
“2.2.2”项下方法操作后测定吸光度，并计算加样回收
率。结果，平均加样回收率为 95.8％，RSD 为 2.80％
（n＝6），表明方法准确度较好。

2.4 总黄酮含量的测定

取“2.1.1”项下山楂供试品溶液适量，按“2.2.2”项下
方法处理后，分别测定醇沉前浓缩液和醇沉上清液中总
黄酮含量，计算总黄酮保留率：总黄酮保留率（％）＝醇
沉上清液中总黄酮含量/醇沉前浓缩液中总黄酮含量×

100％。

2.5 Plackett-Burman试验筛选条件

以总黄酮保留率为考察指标，采用Plackett-Burman

试验对影响醇沉工艺的因素——搅拌速度（A）、加醇速
度（B）、醇沉时间（C）、加入乙醇体积分数（D）、醇料比
（E）、醇沉前浓缩液密度（F）及静置温度（G）等进行筛
选，确定主要影响因素。根据前期单因素试验结果，每
个因素设计高、低两个水平，分别以1、－1表示。因素与
水平见表1，试验设计与结果见表2，方差分析结果见表3。

表1 Plackett-Burman试验设计的因素与水平

Tab 1 Factors and levels of Plackett-Burman experi-

ment design

因素

A（搅拌速度），r/min

B（加醇速度），mL/min

C（醇沉时间），h

D（加入乙醇体积分数），％
E（醇料比），mL/g

F（醇沉前浓缩液密度），g/mL

G（静置温度），℃

水平
1

100

15

12

85

1.7 ∶1
1.05

5

-1

250

25

24

90

3.0 ∶1
1.15

25

图1 紫外-可见光谱图

Fig 1 UV-visible spectrograms
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根据表2结果，通过Minitab 17.0软件对各因素与总
黄酮保留率的关系进行拟合，得到回归方程为：Y[总黄
酮保留率（％）]＝75.33+4.73A－2.16B－1.45C－1.23D+

4.63E－12.32F－0.73G（R2＝0.959 9），模型的 P＜0.05，

表明回归方程拟合度好且具有统计学意义。由表 3可
知，A、E、F 3个因素对总黄酮保留率均有显著影响（P＜

0.05），影响大小依次为F＞A＞E，其他因素的影响则不
显著（P＞0.05）。故确定搅拌速度、醇料比、醇沉前浓缩
液密度3个因素为山楂醇沉的关键工艺参数。

表2 Plackett-Burman设计试验与结果

Tab 2 Plackett-Burman experiment design and results

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

因素
A

1

-1

1

1

-1

-1

-1

1

1

1

-1

-1

B

-1

1

-1

1

1

-1

1

1

-1

1

-1

-1

C

1

1

1

-1

-1

-1

1

1

-1

-1

-1

1

D

1

1

-1

1

-1

1

-1

-1

-1

1

-1

1

E

-1

-1

-1

-1

-1

1

1

1

1

1

-1

1

F

1

1

-1

-1

1

1

-1

1

1

-1

-1

-1

G

-1

1

1

-1

1

-1

-1

-1

1

1

-1

1

总黄酮保留率，％

62.64

45.89

87.27

86.65

55.66

64.32

80.77

75.87

73.73

94.21

86.11

90.89

表3 Plackett-Burman设计试验的方差分析结果

Tab 3 Analysis of variance for Plackett-Burman ex-

periment

项目
模型
A

B

C

D

E

F

G

残差
总离差

离均差平方和
2 451.49

268.19

55.89

25.10

18.26

257.31

1 820.40

6.36

102.43

2 553.92

自由度
7

1

1

1

1

1

1

1

4

11

均方
350.21

268.19

55.89

25.10

18.26

257.31

1 820.40

6.36

25.61

F

13.68

10.47

2.18

0.98

0.71

10.05

71.09

0.25

P

0.012

0.032

0.214

0.378

0.446

0.034

0.001

0.644

2.6 Box-Behnken设计-响应面法优化关键工艺因素

2.6.1 试验设计与结果 在 Plackett-Burman 试验研究
基础上，以总黄酮保留率为考察指标，运用Box-Behnken

设计-响应面法进一步对搅拌速度（X1）、醇料比（X2）和醇
沉前浓缩液密度（X3）这3个关键工艺参数进行优化。通
过 Design-Expert 8.0软件得到 15个试验点的响应面分
析试验，每个因素共设计高、中、低 3个水平，分别用 1、

0、－1表示。因素与水平见表 4，试验设计与结果见表
5，方差分析结果见表6。

通过 Design-Expert 8.0 软件对表 5 结果进行分
析，得到各因素与总黄酮保留率（Y，％）之间的回归
拟合方程为：Y＝2.04X1+5.67X2－12.19X3－1.94X1X2－

0.012X1X3 +1.01X2X3－2.08X1
2－2.08X2

2－0.90X3
2 +78.15

（R2＝0.959 9）。由表 6可知，该模型的P＜0.01，表明回
归方程拟合度好且具有统计学意义。模型失拟项的P＞

0.05，说明未知因素对试验结果的干扰很小。因素X1对
总黄酮保留率具有显著影响（P＜0.05），因素X2、X3对总
黄酮保留率具有极显著影响（P＜0.001），其余各项的影
响均不显著（P＞0.05），且X1、X2、X3对总黄酮保留率的影
响均不具有显著的交互性（P＞0.05）。

2.6.2 响应面优化与结果验证 采用Design-Expert 8.0

软件进行分析，得到各因素对总黄酮提取率影响的响应
面图，结果见图2。

由图2A可知，当X2一定时，总黄酮保留率随着X1的

增加呈现出先增大后减小的趋势；同样，当X1一定时，总

黄酮保留率随着 X2的增加呈现出先增大后减小的趋

表4 Box-Behnken设计的因素与水平

Tab 4 Factors and levels of Box-Behnken experiment

design

因素

X1（搅拌速度），r/min

X2（醇料比），mL/g

X3（醇沉前浓缩液密度），g/mL

-1

150

1.7 ∶1
1.04

水平
0

200

2.35 ∶1
1.07

1

250

3.0 ∶1
1.10

表5 Box-Behnken设计的安排与结果

Tab 5 The arrangement and results of Box-Behnken

design

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

因素
X1

-1

-1

0

1

0

0

1

-1

0

0

1

1

-1

0

0

X2

-1

0

0

1

1

0

0

1

1

0

-1

0

0

-1

-1

X3

0

1

0

0

1

0

1

0

-1

0

0

-1

-1

1

-1

总黄酮保留率，％

63.92

62.74

77.85

78.74

68.43

77.19

65.83

77.57

93.38

79.41

72.84

87.63

84.49

53.49

82.49

表6 Box-Behnken设计试验的方差分析结果

Tab 6 Analysis of variance for Box-Behnken design

项目
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟项
纯误差
总差

离均差平方和
1 541.46

33.27

257.56

1 188.48

15.02

5.736×10－4

4.12

15.96

28.99

2.98

22.87

20.28

2.59

1 564.33

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

5

3

2

14

均方
171.27

33.27

257.56
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势。由图2B可知可知，当X3一定时，总黄酮保留率随着

X1的增加呈现出先增加后趋于平缓的趋势；当 X1一定

时，总黄酮保留率随着X3的增加呈现出减小趋势。由图

2C可知，当X2一定时，总黄酮保留率随X3的增加呈现出

减小的趋势；当X3一定时，总黄酮保留率随X2的增加呈

现出先增加后趋于平缓的趋势。通过分析3者的交互作

用，发现因素 X1与 X2的相互作用对总黄酮保留率影响

最大。

通过Design-Expert 8.0软件预测得到最佳醇沉工艺

参数为醇沉前浓缩液密度 1.04 g/mL，醇料比 2.86 ∶ 1
（mL/g），搅拌速度184.49 r/min，总黄酮保留率预测值为

91.40％。结合实际生产条件对该工艺参数进行修正，即

醇沉前浓缩液密度1.04 g/mL，醇料比2.86 ∶ 1（mL/g），搅

拌速度 185 r/min。按修正后工艺条件进行 3次验证试

验，得到总黄酮保留率的平均值为89.74％，与预测值的

相对误差为1.85％，表明该模型优化结果准确、可靠。

3 讨论
醇沉工艺因其具有操作过程简单、溶剂安全性高和

除杂效果好等优点被广泛应用于中药制剂的生产中，到

目前为止，一些新技术（如膜分离[13-14]、絮凝[15]、及高速离

心[16]等）也未能将其完全取代，醇沉工艺在制剂纯化过

程中仍有较为广泛的应用。因此，系统地开展醇沉工艺

优化研究，对中药资源高效利用与制剂质量提升具有重

要的现实意义。

中药醇沉过程的控制涉及到搅拌速度、加醇速度、

醇沉时间、加入乙醇体积分数、醇料比、醇沉前浓缩液密

度及静置温度等诸多工艺参数。本研究采用 Plack-

ett-Burman设计对上述重要醇沉工艺参数进行考察，经

方差分析确定搅拌速度、醇料比、醇沉前浓缩液密度是

山楂醇沉的关键工艺参数。乙醇体积分数的变化对有

效成分在上清液中的溶解程度具有重要的作用。另外，

在本试验过程中发现，搅拌速度和醇沉前浓缩液密度均

直接影响沉淀物的形态。而沉淀物的形态变化与有效

成分包裹、损失程度又有着直接的联系。为从提取液中

尽 可 能 多 的 得 到 山 楂 总 黄 酮 ，笔 者 进 一 步 采 用

Box-Behnken响应面法对上述3个山楂醇沉关键工艺参

数进行了优化，通过验证试验结果发现，实测值与预测

值的相对误差为1.85％，表明该方法预测性好、精度高，

这为含山楂制剂的醇沉工艺研究提供了一定参考。但

是，各复方制剂中所用药材和辅料均有差别，其适用性

有待进一步考察。
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图2 各因素交互作用的响应面图

Fig 2 Response surface plots of interactive effects of

each factors
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