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基于质量源于设计理念的金银花水提液

石灰乳沉淀工艺优化研究
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［摘要］　该研究采用设计空间法优化金银花水提液的石灰乳沉淀工艺。该工艺的评价指标为６种有机酸总纯度和单位质量
药材提取出的６种有机酸量。通过加权标准偏回归系数法筛选出碱液滴加速度、调碱ｐＨ、静置时间和静置温度为４个关键工
艺参数。采用逐步回归法建立工艺评价指标与关键工艺参数的定量模型。通过ＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ算法计算出基于概率的设计空间
并进行验证。结果表明，在设计空间内操作能够保证石灰乳沉淀工艺品质稳定。该研究推荐石灰乳沉淀工艺操作空间为：碱

液滴加速度１００～１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，调碱ｐＨ１１５～１１７，静置时间１０～１１ｈ，静置温度１００～２００℃。
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　　金银花ＬｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ为忍冬科植物
忍冬的干燥花蕾或初开的花，具有清热解毒、疏散风

热之功效［１］。金银花提取物可用于制备痰热清注

射液和茵栀黄胶囊等多种中药，其质量控制常采用

包含新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、异绿原酸Ａ、异绿
原酸 Ｂ和异绿原酸 Ｃ等酚酸类成分的含测方法和
特征图谱［２］。

金银花提取物制备过程常采用石硫醇法。石硫
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醇法分为石灰乳沉淀和硫酸溶解２个过程，先向金
银花水提液中加入石灰乳，使有机酸形成钙盐沉淀，

过滤收集沉淀；随后加入乙醇使沉淀混悬，再加硫酸

使有机酸溶出，得到有机酸的醇溶液和硫酸钙沉淀。

该法操作简单，自２０世纪７０年代起就已用于注射
液的生产［３］，但该法有机酸收率较低，批次间一致

性差，已有文献报道中也缺乏系统的工艺研究。

近年来，质量源于设计（ｑｕａｌｉｔｙｂｙｄｅｓｉｇｎ，ＱｂＤ）
理念在制药领域获得了日益广泛的关注和应用。该

理念强调对药品及其生产工艺的理解，要求采用知识

管理和风险管理，依靠原料质控和生产过程质控来控

制药品质量。ＱｂＤ理念实施时常采用设计空间法
（ｄｅｓｉｇｎｓｐａｃｅａｐｐｒｏａｃｈ），该法能够提供稳健生产的工
艺参数范围，确保产品质量的一致性，目前已用于提

取、醇沉、水沉和柱色谱等工艺的参数优化［４１０］。

本研究基于ＱｂＤ理念，采用设计空间法优化金
银花水提液石灰乳沉淀工艺，以加权标准偏回归系

数法筛选关键工艺参数［１１］，建立工艺评价指标和关

键工艺参数的定量模型，利用ＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ算法获得
基于概率的设计空间并进行验证。

１　材料
ｐＨ计（Ｓ４０ＳｅｖｅｎＭｕｌｔｉ，瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公

司）；低温恒温槽（ＴＨＤ１００８Ｗ，宁波天恒仪器厂）；
旋转蒸发仪（Ｒ２００，德国 ＢＵＣＨＩ公司）；恒温水浴
槽（Ｂ４９０，德国 ＢＵＣＨＩ公司）；注射泵（ＬＳＰ０２１Ｂ，
保定兰格恒流泵有限公司）；数显测速电动搅拌器

（ＪＪ１Ａ，常州润华电器有限公司）；磁力搅拌器（８５
１，杭州仪表电机有限公司）；精密电子天平（ＸＳ１０５
ＤｕａｌＲａｎｇｅ，瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；电热恒温鼓
风干燥器（ＤＨＧ９１４６Ａ，上海精宏实验设备有限公
司）；高效液相色谱仪（１２６０，德国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司），配
四元梯度泵、自动进样器、柱温箱、紫外检测器、

ＯｐｅｎＬＡＢＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ工作站。
金银花药材由上海凯宝药业股份有限公司提供

（产地河南封丘县，批号１６０３０２）；用于标准曲线配
置的新绿原酸对照品（纯度 ＞９９％，１４０１０６），绿原
酸对照品（纯度 ＞９９％，１４０３１１），隐绿原酸对照品
（纯度 ＞９９％，１４０２２４），咖啡酸对照品（纯度 ＞
９９％，１４０２１９），异绿原酸 Ｂ对照品（纯度＞９９％，
１４０３０９），异绿原酸 Ａ对照品 （纯度 ＞９９％，
１４０２２１），异绿原酸Ｃ对照品（纯度 ＞９９％，１３０４２８）
均购自上海融禾医药科技有限公司；用于加样回收

样品配置的新绿原酸对照品 （纯度 ＞９９％，
１６０９０４），绿原酸对照品（纯度 ＞９９％，１６０９２７），隐
绿原酸对照品（纯度 ＞９９％，１６０９１７），咖啡酸对照
品（纯度 ＞９９％，１６１０２１），异绿原酸 Ｂ对照品（纯
度＞９９％，１６０９２５）；异绿原酸 Ａ对照品（纯度 ＞
９８％，１６１０２６），异绿原酸 Ｃ对照品（纯度 ＞９８％，
１６１０２０）均购自上海融禾医药科技有限公司；氢氧
化钙（分析纯，建德市新安江重钙厂）；盐酸（优级

纯，国药集团化学试剂有限公司）；无水乙醇（分析

纯，上海凌峰化学试剂有限公司）；色谱纯乙腈、甲

醇均购自 Ｍｅｒｃｋ公司；去离子水由水超纯水系统
（ＭｉｌｌｉＱ，德国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），每日新制。
２　方法
２１　金银花水提浓缩液制备及石灰乳沉淀步骤

称取１５０ｇ金银花药材，分别加 ２２５Ｌ水和
１５０Ｌ水煎煮 ２次，第 １次煎煮 １ｈ，第 ２次煎煮
０５ｈ，滤过，合并滤液，将滤液浓缩至４５０ｍＬ，冷冻
储存备用。

用磁力搅拌器在冰浴条件下配置一定浓度石灰

乳，配完后继续搅拌备用。浓缩液在常温下解冻后

摇匀，量取约１００ｍＬ至２５０ｍＬ烧杯中，在机械搅拌
下用注射泵以一恒定速度滴加石灰乳，加完后继续

搅拌３０ｍｉｎ，再将烧杯用保鲜膜密封，在低温恒温槽
中静置一定时间。将烧杯取出后立即抽滤，收集沉

淀后称重。取部分沉淀分析有机酸含量及固含量，

其余冷冻保存。

２２　分析方法及方法学验证
沉淀和浓缩液中有机酸含量采用 ＨＰＬＣ测

定［１２］。沉淀样品的前处理方法如下：取钙盐沉淀约

１２ｇ，用５０ｍＬ乙醇混悬，加入６％的盐酸溶液将ｐＨ
调至１０，使钙盐沉淀基本溶解，抽滤，取５ｍＬ滤液
浓缩至干，用５０％甲醇溶解并定容至１０ｍＬ量瓶，
进行ＨＰＬＣ分析。

ＨＰＬＣ分析条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ
Ｃ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；以０１％甲酸水溶
液为流动相Ａ，０１％甲酸乙腈溶液为流动相 Ｂ，进
行梯度洗脱，０～２５ｍｉｎ，８％Ｂ，２５～３０ｍｉｎ，８％ ～
１９％Ｂ，３０～６０ｍｉｎ，１９％Ｂ，６０～６１ｍｉｎ，１９～９０％Ｂ，
６１～６５ｍｉｎ，９０％Ｂ；检测波长３２５ｎｍ；流速１ｍＬ·
ｍｉｎ－１；进样量１０μＬ；柱温２５℃。

对照品溶液配制方法如下：精密称取新绿原酸

对照品５０８ｍｇ，绿原酸对照品５６３ｍｇ，隐绿原酸
·５７０１·
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对照品 ４９４ｍｇ，咖啡酸对照品１１７２ｍｇ，异绿原酸
Ｂ对照品４８９ｍｇ，异绿原酸 Ａ对照品 ４９１ｍｇ，异
绿原酸Ｃ对照品 ４８７ｍｇ，以５０％甲醇超声溶解并
定容至５ｍＬ量瓶，作为标准曲线最高浓度溶液，逐
步稀释至标准曲线各浓度溶液。

加样回收率样品制备方法：精密称取新绿原酸

对照品３７９ｍｇ，绿原酸对照品３５６１ｍｇ，隐绿原酸
对照品６９８ｍｇ，咖啡酸对照品０４５ｍｇ，异绿原酸
Ｂ对照品６７４ｍｇ，异绿原酸 Ａ对照品８０６ｍｇ，异
绿原酸Ｃ对照品９４７ｍｇ，以５０％ 甲醇超声溶解并
定容至２５ｍＬ量瓶，作为加样回收对照品储备液。
取金银花提取液１ｍＬ，共９份，精密称定，分别加入
０６，１０，１４ｍＬ加样回收对照品储配液，以５０％甲
醇超声溶解并定容至５ｍＬ，配成８０％，１００％，１２０％
浓度的加样回收样品，每个浓度样品平行制备３份，
进行ＨＰＬＣ分析。

总固体含量测定采用质量法［１３］。取钙盐沉淀

约２ｇ或浓缩液约０５ｍＬ，精密称量，然后置于已恒
重的称量瓶内，在鼓风干燥箱内１０５℃干燥３ｈ，放

入干燥器内冷却至室温，再次称量。根据样品干燥

后质量计算样品中总固体含量。

２３　试验设计
２３１　工艺评价指标　为考察金银花水提液中的
有机酸转移到钙盐沉淀情况，将每１ｇ药材提取出
的新绿原酸量（Ｙ１）、绿原酸量（Ｙ２）、隐绿原酸量
（Ｙ３）、异绿原酸 Ｂ量（Ｙ４）、异绿原酸 Ａ量（Ｙ５）、异
绿原酸Ｃ量（Ｙ６）作为工艺评价指标。

同时，为考察金银花水提液中杂质除去程度，将

以上６种有机酸的总纯度（Ｙ７）也作为工艺评价指
标，计算公式如下。

　总有机酸纯度＝样品中６种有机酸总量
样品总固体量

×１００％ （１）

２３２　关键工艺参数筛选　采用 ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ
设计考察碱液滴加速度、调碱ｐＨ、调碱搅拌速度、石
灰乳质量浓度、石灰乳搅拌速度、静置时间、静置温

度等７个工艺参数对金银花石灰乳沉淀过程的影
响，各因素和相应水平见表１，具体条件见表２。试
验设计由ＪＭＰ１１（美国ＳＡＳ公司）完成。

表１　因素及相应水平
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｄｅｄａｎｄｕｎｃｏｄｅｄｖａｌｕｅｓｏｆｆａｃｔｏｒｓ

水平

Ｘ１
碱液滴加速度

／ｍＬ·ｍｉｎ－１

Ｘ２
调碱ｐＨ
　

Ｘ３
静置时间

／ｈ

Ｘ４
静置温度

／℃

Ｘ５
调碱搅拌速度

／ｒ·ｍｉｎ－１

Ｘ６
石灰乳质量浓度

／％

Ｘ７
石灰乳搅拌速度

／ｒ·ｍｉｎ－１

－１ ０２５ １１５ １ １０ ２５０ １０ ３００
０ ０７５ １２ ２ ２０ ３５０ １５ ４５０
１ １２５ １２５ ３ ３０ ４５０ ２０ ６００

表２　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计及结果
Ｔａｂｌｅ２　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｏ
参数 评价指标

Ｘ１
／ｍＬ·ｍｉｎ－１

Ｘ２
　

Ｘ３
／ｈ

Ｘ４
／℃

Ｘ５
／ｒ·ｍｉｎ－１

Ｘ６
／％

Ｘ７
／ｒ·ｍｉｎ－１

Ｙ１
／ｍｇ

Ｙ２
／ｍｇ

Ｙ３
／ｍｇ

Ｙ４
／ｍｇ

Ｙ５
／ｍｇ

Ｙ６
／ｍｇ

Ｙ７
／％

Ｓ１ １２５ １１５ １０ １００ ４５０ ２０ ６００ ０９５ ４８０ ２０１ １０１ １３２ ３７７ ６３９
Ｓ２ ０７５ １２０ ２０ ２００ ３５０ １５ ４５０ １０７ ５４６ ２４０ １２９ １３６ ４５９ ６７４
Ｓ３ ０２５ １２５ ３０ １００ ２５０ ２０ ６００ ０６９ ４４２ １４８ ０８６ ０９８ ３３４ ４１７
Ｓ４ １２５ １１５ １０ １００ ２５０ １０ ６００ ０９０ ４５６ １７６ １０４ １４７ ４０３ ６５９
Ｓ５ ０２５ １２５ １０ １００ ４５０ ２０ ３００ ０９２ ６４３ ２１２ １１９ １４５ ５１３ ５８１
Ｓ６ ０７５ １２０ ２０ ２００ ３５０ １５ ４５０ １１２ ５８１ ２４６ １１８ １３８ ４４１ ７０６
Ｓ７ １２５ １２５ ３０ ３００ ４５０ ２０ ６００ ０６８ ３６８ １３２ ０８１ ０７９ ２７８ ３４３
Ｓ８ ０２５ １２５ １０ ３００ ２５０ １０ ６００ ０７４ ４９２ １６６ １１３ １２４ ４７７ ４９７
Ｓ９ ０２５ １１５ １０ ３００ ２５０ ２０ ３００ ０９４ ３９４ １７４ １０９ １３２ ４０９ ６４０
Ｓ１０ ０２５ １１５ ３０ １００ ４５０ １０ ３００ ０８８ ４８０ １９５ １０４ １４９ ４５６ ６８６
Ｓ１１ １２５ １２５ ３０ １００ ２５０ １０ ３００ ０９２ ５６０ ２００ ０９６ １１２ ３７４ ４６７
Ｓ１２ ０２５ １１５ ３０ ３００ ４５０ １０ ６００ ０６７ ２９２ １３０ ０６６ ０８０ ２２２ ４１３
Ｓ１３ １２５ １２５ １０ ３００ ４５０ １０ ３００ ０７２ ４５７ １５１ ０８３ ０９６ ３１６ ４０６
Ｓ１４ １２５ １１５ ３０ ３００ ２５０ ２０ ３００ ０８３ ３４０ １５５ ０６５ ０７２ １９１ ３７８
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２３３　石灰乳沉淀工艺建模　采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
设计研究石灰乳沉淀过程关键工艺参数和工艺评价

指标的定量关系。调碱搅拌速度固定为 ４００ｒ·

ｍｉｎ－１，石灰乳浓度固定为２０％，石灰乳搅拌速度固
定为４５０ｒ·ｍｉｎ－１。其他参数见表３，试验设计由
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６（美国ＳｔａｔＥａｓｅ公司）完成。

表３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果
Ｔａｂｌｅ３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｏ
关键参数 评价指标

Ｘ１
／ｍＬ·ｍｉｎ－１

Ｘ２ Ｘ３
／ｈ

Ｘ４
／℃

Ｙ１
／ｍｇ

Ｙ２
／ｍｇ

Ｙ３
／ｍｇ

Ｙ４
／ｍｇ

Ｙ５
／ｍｇ

Ｙ６
／ｍｇ

Ｙ７
／％

Ｂ１ ０７５ １１５ ２０ ３００ １２２ ４９２ ２１３ １９６ １２６ ４８２ ８５９
Ｂ２ ０２５ １１５ ２０ ２００ １１４ ４９３ ２０３ １８６ １２７ ４７０ ７８７
Ｂ３ ０２５ １２０ ２０ ３００ ０９５ ４８４ １７４ １７７ １０９ ４５５ ６０８
Ｂ４ ０７５ １２０ ２０ ２００ １１０ ５４７ １９４ １７４ １０９ ４３６ ６１３
Ｂ５ ０７５ １２０ ２０ ２００ １１８ ６０６ ２０８ １８５ １１９ ４７３ ６７９
Ｂ６ １２５ １２０ １０ ２００ １３３ ７０５ ２３８ ２０３ １３２ ５３１ ７１２
Ｂ７ ０７５ １１５ ３０ ２００ １３９ ５７１ ２３９ ２０７ １４２ ５１８ ８１３
Ｂ８ １２５ １１５ ２０ ２００ １３６ ５７８ ２３３ ２０３ １４０ ５０３ ８３７
Ｂ９ ０７５ １２０ ３０ ３００ １１０ ４９７ １９９ １８１ ０９８ ４３１ ６０３
Ｂ１０ ０７５ １２０ １０ １００ １４９ ７６３ ２６９ ２２６ １４７ ６２２ １０１０
Ｂ１１ ０７５ １２０ ３０ １００ １１４ ５８８ １９３ １５４ ０８３ ３４５ ５９５
Ｂ１２ １２５ １２５ ２０ ２００ ０６８ ５２９ １４８ １４８ ０７９ ４１２ ４７１
Ｂ１３ ０７５ １２５ １０ ２００ ０９７ ７８６ ２２５ １９３ １１４ ５４７ ６９６
Ｂ１４ ０７５ １２５ ２０ ３００ ０７０ ５１４ １４６ １６０ ０８５ ４７３ ５６０
Ｂ１５ ０７５ １２０ ２０ ２００ １１４ ５５９ １９３ １６６ １０９ ４２４ ６２６
Ｂ１６ ０２５ １２５ ２０ ２００ ０８０ ５８６ １６８ １８９ １１５ ５３７ ５６５
Ｂ１７ ０７５ １１５ １０ ２００ １３９ ６３３ ２３７ ２１５ １５４ ５４０ ９７０
Ｂ１８ ０７５ １２５ ２０ １００ ０９３ ７１３ １９８ １６４ １０２ ４８３ ６２４
Ｂ１９ １２５ １２０ ２０ １００ １５１ ７１２ ２５９ １９１ １２４ ４７０ ８２８
Ｂ２０ ０７５ １２０ ２０ ２００ １２６ ６０１ ２１７ １８６ １２２ ４７５ ７２４
Ｂ２１ ０２５ １２０ １０ ２００ １２８ ６１３ ２１７ １９３ １３５ ５０１ ７９９
Ｂ２２ ０７５ １２５ ３０ ２００ ０７０ ５４９ １４５ １５９ ０９６ ４６２ ４８１
Ｂ２３ １２５ １２０ ３０ ２００ １１９ ５６４ １９９ １７６ １１１ ４５０ ６６０
Ｂ２４ １２５ １２０ ２０ ３００ １３８ ５８３ ２３２ １９０ １０７ ４３９ ６２７
Ｂ２５ ０２５ １２０ ３０ ２００ １０１ ４９８ １７６ １６２ １１０ ４１７ ６３４
Ｂ２６ ０７５ １１５ ２０ １００ １３４ ５６８ ２０５ １８９ １４５ ４８２ ９１０
Ｂ２７ ０７５ １２０ １０ ３００ １２３ ５８５ ２０８ １７９ １１５ ４４９ ６４６
Ｂ２８ ０２５ １２０ ２０ １００ １１２ ５７０ １９０ １７３ １２５ ４５８ ７２６

２３４　数据处理　标准偏回归系数法能体现出工
艺参数对所有评价指标的综合影响［１１，１４］，因此本研

究采用该法筛选关键工艺参数。首先对工艺评价指

标Ｙ１～Ｙ７采用下式进行标准化处理。

Ｙ′ｋ＝
Ｙｋ－Ｙ

—

ｋ

ＳＤｋ
（ｋ＝１，２，…，７） （２）

其中Ｙｋ为实测值，Ｙ′ｋ为工艺评价指标标准化后

的值，Ｙ
—

ｋ为工艺评价指标平均值，ＳＤｋ为该工艺评价
指标实测值的标准差。随后，通过多元线性回归建

立工艺参数和关键评价指标的定量模型，如下式

所示。

Ｙ′ｋ＝ａ０，ｋ＋
７
ｉ＝１ａｘｉ，ｋＸｉ （３）

其中ａ０，ｋ为常数项，ｘｉ为工艺参数编码值，为参
数Ｘｉ对指标 Ｙｋ的标准偏回归系数。然后将各标准
偏回归系数的绝对值加权求和。作者认为单位质量

药材提取出的有机酸量和总有机酸纯度同等重要，

各占１／２权重，因此加权标准偏回归系数绝对值之
和采用下式计算。

Ａｘｉ＝
１
１２×

６
ｋ＝１｜ａｘｉ，ｋ｜＋

１
２×ａｘｉ，７ （４）

其中为参数 Ｘｉ对７个工艺评价指标的偏回归
系数加权之和，取加和值较大的前４项对应的参数
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作为关键工艺参数。

关键工艺参数与工艺评价指标之间的数学模型

采用下式计算。

Ｙ＝ｂ０＋
４
ｉ＝１ｂｉｘｉ＋

４
ｊ＝１ｂｊｘ

２
ｊ＋

３
ｉ＝１

４
ｊ＝ｉ＋１ｂｉｊＸｉＸｊ （５）

其中，ｂ０为常数项，ｂｉ，ｂｊ，ｂｉｊ为偏回归系数。采
用逐步回归法简化方程，模型移入或移除特定项的

Ｐ设定为０１０。多元线性回归和逐步回归均采用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６（美国ＳｔａｔＥａｓｅ公司）计算。

采用模拟重复试验结果的 ＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ法计算
设计空间［７，９］，由 ＭａｔｌａｂＲ２０１４ａ（美国 ＭａｔｈＷｏｒｋｓ公
司）自编程序进行计算。假设在某特定工艺条件

下，多次重复试验所得工艺评价指标的值符合正态

分布，其平均值与试验结果相同，相对标准偏差根据

中心点相对标准偏差确定。计算时随机模拟各指标

的值，通过逐步回归法建模并预测，统计不同工艺参

数组合下预测结果的达标情况，取达标概率大于或

等于０８０的组合为设计空间。计算中将关键工艺
参数变化步长设为００２，模拟次数为１５０００次。
３　结果与讨论
３１　有机酸含量测定分析方法学验证

根据本研究样品的实际情况，对文献［１２］方法
进行方法学验证，标准曲线及线性范围考察结果见

表４，加样回收考察结果见表５，对照品及提取液样
品ＨＰＬＣ图见图１。各有机酸８０％，１００％，１２０％浓
度的平均回收率在９７７０％ ～１０６２％，ＲＳＤ均小于
３５％，证明该分析方法准确、可靠，可用于本研究中
样品有机酸的含量测定。

表４　金银花中７种有机酸的线性范围
Ｔａｂｌｅ４　Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆ７ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｉｎＬｏｎｉｃｅｒａＪａｐｏｎｉｃａ

化合物 回归方程 线性范围／ｇ·Ｌ－１ Ｒ２

新绿原酸 Ｙ＝３２４７０Ｘ－３５５ ０００３２５～１０２ ０９９９９
绿原酸 Ｙ＝３３０２９Ｘ－１６０８ ０００３６０～１１３ ０９９９７
隐绿原酸 Ｙ＝３０３３５Ｘ－１３５１ ０００３１６～０９８８ ０９９９７
咖啡酸 Ｙ＝５５３１８Ｘ＋５８２６ ０００７５０～１１７０ ０９９９６
异绿原酸Ｂ Ｙ＝３４９２４Ｘ－１２７１ ０００３１４～０９７８ ０９９９８
异绿原酸Ａ Ｙ＝３９６９６Ｘ－１５９３ ０００３１３～０９８２ ０９９９８
异绿原酸Ｃ Ｙ＝３３１３６Ｘ－１７１６ ０００３１２～０９７４ ０９９９７

３２　关键工艺参数筛选
ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计所得结果见表２。单位质

量药材提取出的绿原酸量、异绿原酸 Ｂ量、异绿原
酸Ａ量、异绿原酸 Ｃ量分别为２９２～６４３，０６５～

　　表５　金银花中７种有机酸加样回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ５　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆ７ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｉｎＬｏｎｉｃｅｒａＪａｐｏｎｉｃａ
（ｎ＝３） ％

化合物
浓度水平

８０％ １００％ １２０％
ＲＳＤ

新绿原酸 １００９ １０１２ １００７ １２
绿原酸 １０１４ １０１９ １０１６ ０９７
隐绿原酸 ９９２５ １００５ １００４ １１
咖啡酸 １０２８ １０６２ １０３９ ３２
异绿原酸Ｂ ９７７０ ９８４７ ９８５７ ０９１
异绿原酸Ａ ９８１４ ９８２５ ９８２４ ０６９
异绿原酸Ｃ １００７ １００３ １００５ ０８６

ａ对照品；ｂ提取液样品；１新绿原酸；２绿原酸；３隐绿原酸；

４咖啡酸；５异绿原酸Ｂ；６异绿原酸Ａ；７异绿原酸Ｃ。

图１　对照品及样品ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓａｎｄｓａｍｐｌｅ

１２９，０７２～１４９，１９１～５１３ｍｇ，与纯化前的
１８１，１４９，３７０，５４０ｍｇ相比均明显减少，说明这
４种成分在纯化过程中损失较大。已有文献报道新
绿原酸、绿原酸和隐绿原酸在强碱性条件下易发生降

解转化［１５１６］，所以推测有机酸损失主要原因为石灰乳

加入后有机酸产生降解。总有机酸纯度在３４３％～
７０６％，而浓缩液中为８３８％，也有明显下降。

公式（４）中各指标相应的模型标准偏回归系数
及其绝对值之和值见表６。由表可知，碱液滴加速
度（Ｘ１）、调碱 ｐＨ（Ｘ２）、静置时间（Ｘ３）、静置温度
（Ｘ４）的偏回归系数绝对值之和大于另外３项，因此
认为它们是石灰乳沉淀过程关键工艺参数。

３３　关键工艺参数的影响规律
ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计所得结果见表 ３，并以公式
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　　表６　标准偏回归系数值及其加权绝对值之和
Ｔａｂｌｅ６　Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄｐａｒｔｉａｌｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｓｕｍｓｏｆｔｈｅｉｒｗｅｉｇｈｅｄａｂｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅｓ

工艺参数
标准偏回归系数

Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３ Ｙ４ Ｙ５ Ｙ６ Ｙ７

加权标准偏回归

系数绝对值之和

Ｘ１ ００８７ －００７０ －００２５ －０２８６ －０２７４ －０４０７ －０２１７ ０２０５
Ｘ２ －０２９３ ０４４７ －００５１ ０１２４ －０１８２ ０２０１ －０４４７ ０３３２
Ｘ３ －０２７８ －０３７７ －０２７１ －０５５１ －０５６５ －０５５３ －０４５７ ０４４５
Ｘ４ －０３９５ －０６１５ －０５０７ －０４０２ －０６１１ －０４８６ －０４９０ ０４９６
Ｘ５ －０１１４ ００３０ ０００７ －００８３ －０００５ －００２１ ０００６ ００２５
Ｘ６ ０１０５ －００６０ ００１１ －００２４ －０１５４ －０１２６ －００８２ ００８１
Ｘ７ －０３４５ －０２９６ －０３００ －０１０６ －０１３７ －０１４５ －０１２２ ０１７２

（５）建立工艺评价指标与关键工艺参数的定量模
型。模型的偏回归系数及方差分析结果见表７。各
模型的Ｒ２在０８０～０８８，说明模型能解释大部分变
异。除异绿原酸 Ｃ指标外，调碱 ｐＨ对其他指标都
有显著影响；静置时间对所有指标均有显著影响；除

异绿原酸Ａ和异绿原酸Ｃ指标外，静置温度对其他
指标都有显著影响。除纯度外，碱液滴加速度和调

碱ｐＨ的交互作用对其他指标均有显著影响；除新
绿原酸和绿原酸指标外，静置时间和静置温度的交

互作用对其他指标均有显著影响。

表７　模型偏回归系数及方差分析
Ｔａｂｌｅ７　ＥｓｔｉｍａｔｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｖａｌｕｅｓａｎｄＡＮＯＶＡａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｓ

指标 常量 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ１Ｘ２ Ｘ２Ｘ３ Ｘ２Ｘ４ Ｘ３Ｘ４ Ｘ２２ Ｘ３２ Ｘ４２ Ｒ２ Ｒ２ａｄｊ
Ｙ１ １２１２ ００９５ －０２５５ －００９９ －００７９ －００８９ －０１６１ ０８８ ０８５

（０００１６）１）（＜００００１） （０００１２） （０００６９） （００６６０） （００００２）
Ｙ２ ５７１ ０３５７ ０２８５ －０６８ －０６３２ －０３５４ －０４３８ －０３０７ ０４１５ ０８８ ０８３

（０００１４） （０００７５）（＜００００１）（＜００００１） （００４４９） （００１５８） （００７８６） （０００３８）
Ｙ３ ２０４６ ０１５ －０２４９ －０２０３ －０１１８ －０１２６ －０２０３ －０１４９ ０１６５ －０１１９ ０１１４ ０８７ ０７９

（０００２２）（＜００００１） （００００１） （００１１５） （００９８５） （００１１８） （００５４０）（００３４８） （００４８４）（００５６７）
Ｙ４ １７９７ －０１５４ －０１４１ －０１４７ ０１８４ ００７６ ０８３ ０７９

（＜００００１）（＜００００１） （０００２４） （００００３） （００３０５）
Ｙ５ １１９７ －０２０２ －０１３ －００７３ －０１２２ ０１１６ －００５８ ０８９ ０８５

（＜００００１）（＜００００１） （０００２６） （０００３５） （０００５０） （００５４１）
Ｙ６ ４４９４ －０４７３ －０３９４ ０６４４ ０３５３ ０２３４ ０８０ ０７５

（＜００００１） （０００６６） （＜００００１） （０００２２）（００３１３）
Ｙ７ ７０２２ －１４８１ －０８７１ －０６５８ ０９２９ ０８７ ０８５

（＜００００１）（＜００００１） （００００３） （０００１８）

　　注：１）括号内为各回归系数相应的Ｐ。

　　由于工艺参数对新绿原酸量、隐绿原酸量、异绿
原酸Ｂ量、异绿原酸Ａ量和异绿原酸Ｃ量的影响规
律类似，因此以新绿原酸量为例进行说明。新绿原

酸量等高线图见图２，结合偏回归系数的数值，见表
７，可知：碱液滴加速度越快，调碱 ｐＨ越低，静置时
间越短，静置温度越低，新绿原酸量越高。

绿原酸量等高线图见图３，碱液滴加速度越快，调碱
ｐＨ越高，静置时间越短，静置温度越低，绿原酸量越高。

纯度等高线图见图４，结合表７中偏回归系数
的数值可知：调碱 ｐＨ越低，静置时间越短，静置温
度越低，总有机酸纯度越高。

静置时间１ｈ，静置温度２０℃。

图２　新绿原酸量等高线图
Ｆｉｇ２　Ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ
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ａ静置时间１ｈ，静置温度２０℃；ｂ碱液滴加速度１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，静置温度２０℃；ｃ碱液滴加速度１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，静置时间１ｈ；ｄ碱液

滴加速度１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｐＨ１２０。

图３　绿原酸量等高线圆
Ｆｉｇ３　Ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ

碱液滴加速度１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｐＨ１２０。

图４　总有机酸纯度等高线图
Ｆｉｇ４　Ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｔｏｔａｌｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｐｕｒｉｔｙ

３４　设计空间及验证
工艺评价指标的可接受范围及达标概率见表

８。通过ＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ算法计算得到设计空间，见图

５。为便于操作，推荐设计空间内操作空间为：碱液
滴 加 速 度 １００ ～１２５ ｍＬ· ｍｉｎ－１，调 碱
ｐＨ１１５～１１７，静置时间 １０～１１ｈ，静置温度
１００～２００℃。该操作空间内工艺评价指标的最
低达标概率为０８００。

表８　工艺评价指标下限及达标概率要求
Ｔａｂｌｅ８　ＬｏｗｅｒｌｉｍｉｔｓｏｆｐｒｏｃｅｓｓＣＱＡｓａｎｄｔｈｅａｃｃｅｐｔａｂｌｅｐｒｏｂ
ａｂｉｌｉｔｙ

工艺指标 下限

总有机酸纯度 ８３０％
新绿原酸 １００ｍｇ
绿原酸 ５００ｍｇ
隐绿原酸 １５０ｍｇ
异绿原酸Ｂ １５０ｍｇ
异绿原酸Ａ １００ｍｇ
异绿原酸Ｃ ４６０ｍｇ

　　注：设计空间可接受概率为０８０。
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为验证设计空间的准确性，分别在设计空间内、

外取一点进行验证，记为 Ｖ１，Ｖ２。验证点实验条件
及结果见图５，表９。由验证结果可知，实测值与预
测值基本符合，证明模型预测性能良好。设计空间

内验证点完全达标，而设计空间外验证点的总有机

酸纯度和异绿原酸 Ｃ量不能达标，说明在设计空间
内操作能保证石灰乳沉淀工艺品质稳定可靠。

ａ碱液滴加速度为１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１；ｂｐＨ１１５；ｃ碱液滴加速度

１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，静置温度２０℃；△设计空间内验证点；×设计

空间外验证点；彩条指所有指标均达标的概率值。

图５　设计空间和验证点
Ｆｉｇ５　Ｄｅｓｉｇｎｓｐａｃｅａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

４　结论
本研究通过设计空间法优化金银花水提液石灰

乳沉淀工艺。首先确定工艺评价指标为纯度、单位

　　　表９　验证点实验条件及结果（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ９　 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
（ｎ＝３）

试验条件及工艺指标 Ｖ１　 Ｖ２　

达标概率 ０８７ ００１

是否在设计空间内 是 否

碱液滴加速度／ｍＬ·ｍｉｎ－１ １２５ １２５

调碱ｐＨ １１６４ １１９９

静置温度／℃ ２００ ２００

静置时间／ｈ １１ ２０

纯度／％ 　８７２±０４１（８８７）１） ８２２±０７６（６７０）

新绿原酸／ｍｇ １４４±００６（１５６） １４５±０２１（１２３）

绿原酸／ｍｇ ６１４±０１１（６７８） ６０５±０３８（６０５）

隐绿原酸／ｍｇ ２３８±０１９（２５５） ２４７±０３２（２１１）

异绿原酸Ｂ／ｍｇ ２０５±００５（２２０） １９７±０１４（１７３）

异绿原酸Ａ／ｍｇ １４９±００８（１５５） １３２±００７（１１３）

异绿原酸Ｃ／ｍｇ ４９６±０２１（５５８） ４５９±０２６（４４２）

　　注：１）括号内为预测值。

质量药材提取出的新绿原酸量、绿原酸量、隐绿原酸

量、异绿原酸Ｂ量、异绿原酸Ａ量和异绿原酸Ｃ量；
随后，通过加权标准偏回归系数法筛选出碱液滴加

速度、调碱 ｐＨ、静置时间和静置温度为４个关键工
艺参数；再采用逐步回归法建立工艺评价指标与关

键工艺参数的定量模型；最后，通过 ＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ算
法计算出基于概率的设计空间并验证。验证结果证

明在该工艺参数设计空间内操作能够保障石灰乳沉

淀过程质量稳定。为便于操作，推荐金银花水提液

石灰乳沉淀工艺的操作空间为：碱液滴加速度

１００～１２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，调碱 ｐＨ１１５～１１７，静置
时间１０～１１ｈ，静置温度１００～２００℃。
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