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摘= =要：目的= =优选地龙活性组分的冻干工艺。方法= =采用单因素试验结合 _oxJ_ehnken 响应面法，以冻干率为指标，考

察 N次升华温度、升华时间、解析干燥温度、解析干燥时间等因素对冻干工艺的影响，优化地龙活性组分的冻干工艺，采用

emiC法，测定优化后工艺样品的指纹图谱，并比较其与地龙药材指纹图谱相似度，确定最佳冻干工艺。结果= =确定地龙活

性组分的最佳冻干工艺条件：预冻温度−OSKR=℃，预冻 Q=h，升华干燥温度−OM=℃、升华时间 T=h、解析干燥温度 PM=℃、解

析干燥时间 PKR=h，冻干率为 VSKRRB，与对照药材的氨基酸指纹图谱相似度均大于 MKV。结论= = _oxJ_ehnken响应面法用于地

龙活性组分冻干工艺条件的优选是可行的，模型预测效果较好，优化工艺具备可行性。=
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AbstractW=lbjective= = qo= optimize= the= technology= of= freezeJdried= powder= of= various= fractions= from= lumbricus EmheretimaF= by=
_oxJ_ehnken=design=and=response=surface=methodK=jethods= = rsing=single=factor=experiment=with=_oxJ_ehnken=response=surface=
methodI=freezeJdried=rate=as=the=indexI=the= effects= of=sublimation=temperatureI=sublimation=timeI=analytical=drying=temperatureI=and=
drying= time= on= the= freezeJdrying= process= were= observedX=qhe= freezeJdrying= process= of= the= active= components= in= lumbricus= was=
optimizedX=rsing=emiC=methodI=the=fingerprint=of=the=sample= by=the=optimized=technology=was= investigatedI= and=the= similarity= of=
fingerprint= was= compared=with=the=earthworm=medicineI=and= the=optimum=freezeJdrying=process= was= obtainedK=oesults= = qhe=best=
freezeJdrying=process=conditions=of=active=components=in=lumbricus=were=as=followsW=frozen=temperature=of=−OSKR=℃I=precool=for=Q=hI=
sublimation=drying=temperature=of=−OM=℃I=sublimation=time=of=T=hI=analytical=drying=temperature=of=PM=℃I=analytical=drying=time=of=
PKR=hI=freezeJdried=rate=of= VSKRRBI=and= compared=with=medicinal=materials=of=amino=acidI=the= similarities=of= fingerprint=were=both=
greater= than= MKVK=Conclusion= = _oxJ_ehnken= response= surface= method= is= used= for= the= freezeJdrying= process= conditions= of= active=
components=in=the=lumbricusI=the=optimization=is=feasibleI=the=effect=of=model=is=goodI=and=this=optimization=process=has=the=feasibilityK=
hey=wordsW=lumbricus=EmheretimaFX=active=componentsX=fingerprintX=freezeJdryingX=_oxJ_ehnken=design=and=response=surface=method=

=
=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

收稿日期：OMNRJMSJMU=
基金项目：国家“十二五”重大新药创制科技重大专项资助项目（OMNQwuMVOMNJMOOJMP）；湖北省重大科技创新专项资助项目（OMNPACCMMR）=
作者简介：陈立军，工程师，从事中药及天然药物冻干制剂研究。qelW=NUMTNMVTMMP= = bJmailW=MOMTNPMMPN]NSPKcom=
*通信作者= =石召华，博士，高级工程师。qelW=EMTNNFPUNUONS= = bJmailW=whimzy]NSPKcom 



中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 4S卷=第 ON期= OMNR年 NN月=

= =

·PNST·=

地 龙 为 钜 蚓 科 动 物 参 环 毛 蚓 mheretima=
aspergillum=EbK=merrierF，习称“广地龙”xNz，性味咸

寒，现代药理研究表明，地龙具有溶栓、抗肿瘤、

增强免疫力、降压镇静、改善微循环和心脑血管病

理状态、调节肝脏等作用，其主要活性成分是可溶

性蛋白质xOJSz。有研究发现可溶性蛋白是地龙溶血

栓、抗血栓的主要活性物质xTz。=
目前，对从地龙中提取得到地龙蛋白的工艺研

究较多xUJVz，但对已获得的活性蛋白后续处理工艺的

研究较少，因此本实验旨在能够最大程度确保其活

性组分有效性的基础上，通过工艺处理后，较稳定

地保存已提取蛋白。本实验采用单因素试验结合

_oxJ_ehnken响应面法xNMz，以冻干率为指标，优化

地龙活性组分的冻干工艺，采用 emiC法，测定优

化后工艺样品的指纹图谱，并比较其与地龙药材指

纹图谱相似度，确定最佳冻干工艺，为地龙同体制

剂的研制提供实验依据。=
N= =仪器与试剂=

rsJOSMM 型紫外可见分光光度计，日本岛津公

司；电子分析天平，梅特勒J托利多（上海）仪器有

限公司；ivlJMKR（Cfm）真空冷冻干燥机，上海东

富龙科技股份有限公司；pmuJORM_w 型生化培养

箱，上海博讯实业有限公司医疗设备厂；qaRAJtp
台式低速离心机，长沙湘鹰离心机有限公司；安捷

伦 NOSM液相色谱仪系统，美国安捷伦公司；相似度

软件为“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”，中国

药典委员会。NT种氨基酸混合对照品（门冬氨酸、

谷氨酸、丝氨酸、甘氨酸、组氨酸、精氨酸、苏氨

酸、丙氨酸、脯氨酸、胱氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、

异亮氨酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸）、

衍生试剂 A（异硫氰酸苯酯J乙腈溶液）和衍生试剂

_（三乙胺J乙腈溶液）均来自月旭公司氨基酸分析

包；尿激酶、凝血酶（牛血）、纤维蛋白原（牛血）

均购自中国食品药品检定研究院，批号分别为

NQMSMQJOMNOOQ、NQMSMRJOMNNOR、NQMSMTJ=OMNPPU；
琼脂糖，_o 级，批号 NONNOV，上海如吉生物科技

发展有限公司；地龙对照药材，批号 NOMVUTJOMNNMT，
购自中国食品药品检定研究院；实验用水为娃哈哈

纯净水；其他试剂为分析纯。地龙药材购自亳州中

药材市场，产地广东佛山，批号 OMNPNNMS，经湖北

省药学会中药鉴定分会陈科力教授鉴定为钜蚓科动

物参环毛蚓 mheretima=aspergillum= EbK=merrierF=的干

燥体。=

O= =方法与结果=
OKN= =地龙药材提取物的制备=

称取地龙粗粉 NMM= g，加水 RMM= mi，浸泡 SM=
min，超声处理（ORM=t，RM=ez）SM=min，NO=MMM=rLmin
离心 NM=min，得上清液。分别将 A、_= O种衍生试

剂用乙腈稀释至原来浓度的 NLR，精密量取上清液 N=
mi，置于试管中，加入稀释后的 A溶液 MKR=mi和

稀释后的 _溶液 MKR=mi，涡旋混合 N=min，在 RM=℃
水浴中加热 QR=min，取出，加入正己烷溶液 N=mi，
振摇，涡旋混合 N= min，静置 PM= min，吸取下层澄

清液体，用孔径为 MKQR= μm有机滤膜滤过，即得到

衍生化后的样品溶液。=
OKO= =评价指标=
OKOKN= =冻干率xNNz= =冻干率是物料冻干后脱水质量

占物料水分总量的比例，本实验采用费休氏水分测

定法测定样品中的含水量从而计算出冻干率。=
冻干率＝N－含水量=

OKOKO= =指纹图谱相似度分析xNOJNPz=
（N）对照品溶液的制备：取 telch 公司 NT 种

氨基酸混合对照品溶液（原浓度）用水稀释至原来

浓度的 NLNM作为对照品溶液。=
（O）色谱条件：色谱柱为 rltimate=Amino=Acid=

AAA氨基酸分析柱（ORM=mm×QKS=mm，R=μm，月

旭材料科技有限公司）；体积流量 NKM=miLmin；柱温

QM=℃；进样量 R=μi；检测波长 ORQ=nm。流动相 A
为 MKN=molLi醋酸钠溶液（pe=SKR）J乙睛（VP∶T）；
流动相 _为水J乙腈（OM∶UM），二元梯度洗脱，洗

脱程序：M～NN=min，NMMB～VPB=A；NN～NPKV=min，
VPB～UUB=A；NPKV～NQ=min，UUB～URB=A；NQ～
OV=min，URB～SSB=A；OV～PO=min，SSB～PMB=A；
PO～PR=min，PMB～MB=A；PR～QR=min，MB=A；QR～
SM=min，NMMB=A。=

（P）精密度试验：取“OKN”项下衍生化后供试

品溶液，按照上述色谱条件连续进样 S次。将 S次
测定图谱转化为 AfA格式后依次导入相似度软件，

输出 NT个共有峰峰面积的 opa为 MKNOB～PKQPB，

保留时间的 opa为 MKMQB～MKPNB，表明仪器精密

度良好。=
（4）稳定性试验：取“OKN”项下制备的同 N份

衍生化后供试品溶液，在上述色谱条件下分别在 M、
O、Q、S、U、NO、OQ、QU、TO=h进样，进行测定。

测定图谱转化为 AfA格式后依次导入相似度软件，

输出 NT个共有峰峰面积的 opa为 MKNTB～OKUNB，
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保留时间的 opa为 MKMPB～MKNPB，表明样品在 TO=
h内稳定。=

（R）重复性试验：取“OKN”项下平行制备的 S
份衍生化后供试品溶液，按照上述色谱条件进行测

定。测定图谱转化为 AfA格式后依次导入相似度软

件，输出 NT 个共有峰峰面积的 opa 为 MKQNB～

PKRUB，保留时间的 opa为 MKMPB～MKNRB，表明方

法的重复性良好，证明分析方法和提取工艺的稳定

性和可靠性。=
（S）共有图谱的建立：取“OKN”项下的衍生化

后供试品溶液，按照上述色谱条件连续进样 NM次，

取对照品溶液，按色谱条件项下条件进行测定并标

示，如图 N所示，峰 N～NT为地龙氨基酸组分提取

物中含有的 NT种氨基酸成分，分别为门冬氨酸、谷

氨酸、丝氨酸、甘氨酸、组氨酸、精氨酸、苏氨酸、

丙氨酸、脯氨酸、胱氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、异亮

氨酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸。其中

峰 NM（胱氨酸）在 emiC图谱中分离良好，质量分

数较高且稳定，所以选择其为参照峰，共标示了 NT
个共有峰。=

=
=
=
NJ门冬氨酸= = OJ谷氨酸= = PJ丝氨酸= = QJ甘氨酸= = RJ组氨酸= = SJ精氨酸= = TJ苏氨酸= = UJ丙氨酸= = VJ脯氨酸= = NMJ胱氨酸= = NNJ缬氨酸= = NOJ蛋氨酸= =
NPJ异亮氨酸= = NQJ亮氨酸= = NRJ酪氨酸= = NSJ苯丙氨酸= = NTJ赖氨酸=
NJaspartic= acid= = OJglutamic= acid= = PJserine= = QJglycine= = RJhistidine= = SJarginine= = TJthreonine= = UJalanine= = VJproline= = NMJcystine= acid= = NNJvaline= =
NOJmethionine= = NPJisoleucine= = NQJleucine= = NRJtyrosine= = NSJphenylalanine= = NTJlysine=

=

图 N= =地龙氨基酸组分提取物参照图谱=
cigK=N= =oeference=fingerprint=of=extract=components=of=amino=acid=in=lumbricus=

=
OKP= =冻干工艺单因素试验考察=
OKPKN= =共晶点（共融点）的测定及预冻温度的确定= =
溶液装入 NM=mi烧杯中，置于冻干机前箱，插入共

晶点探头及温度探头，启动共晶点测定仪，设定冻

干机预冻温度为−RM=℃，预冻 P= h，测定共晶点。

按照冻干理论xTz，为保证物料完全冻结，产品预冻

温度一般应选择在共晶点温度以下 R～NR=℃为宜，

经测定该制品溶液的共晶点为−NSKR=℃，共融点为

−NTKV=℃，据此推测预冷冻温度应低于−OSKR=℃，

为确保产品在预冻时完全冻结，试验选择−OSKR=℃
为预冻温度。=

OKPKO= =预冻时间的确定= =精密吸取地龙药液，在

−OSKR=℃下预冻，在−OR=℃进行升华干燥 NS= h，
QM=℃进行解析干燥 S=h，绝对压力维持在 NR=ma左
右xNQz，预冻时间分别设置为 O、P、Q、R=h，以冻干

产品外观性状和冻干率为指标考察不同预冻时间对

产品质量的影响，结果见表 N。预冻时间仅 O=h时，

冻干产品外观收缩，呈黄色团块，随着预冻时间的

延长，产品的性状良好，质地疏松，在预冻时间为

Q～R=h时，冻干品的外观及冻干率质量最好，因此

确定预冻时间为 Q=h。=
OKPKP= =升华干燥温度对产品质量影响的单因素试验=

N=

O=

P=

Q=

R=

U=

S=

T= V=

NM=

NN=

NO=

NP=

NQ=

NR=

NS=

NT=

M= = = = = = = = = = = = = = R= = = = = = = = = = = = = = NM= = = = = = = = = = = = = NR= = = = = = = = = = = = = OM= = = = = = = = = = = = = OR= = = = = = = = = = = = = PM= = = = = = = = = = = = = PR=
tLmin=
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表 N= =预冻时间对产品质量的影响=
qable=N= =bffects=of=pre=freezing=time=on=product=quality=

预冻时间Lh= 性状= 冻干率LB=

O= 收缩，黄色团块= RMKMM=

P= 略有鼓泡，淡黄色块状物，=

质地疏松=

VPKQS=

Q= 淡黄色块状物，质地疏松= VQKPN=

R= 淡黄色块状物，质地疏松= VQKPP=
=
升华干燥又称第 N阶段干燥，是指冻结产品中的冰

晶升华成水蒸气逸出而使产品脱水干燥。当全部冰

晶除去时，第 N阶段干燥完成，此时除去全部水分

的 VMB左右。升华时所需热量由搁板供给，产品在

干燥时期温度必须低于其共融点的温度，同时考虑

到产能，因此在−OSKR=℃的温度下预冻 Q=h，绝对压

力维持在 NR=ma左右，QM=℃进行解析干燥 S=h的条

件下，选择升华干燥温度−NU、−OM、−OO、−OQ=℃= Q
个水平进行单因素试验，结果见表 O。升华阶段搁

板温度在低于共融点下，温度越高，产品的性状良

好，质地疏松，颜色均匀，产品冻干率提高；温度

越低，在同等升华干燥时间内，产品外观颜色深，

冻干率明显降低，可能是产品干燥不充分，需要延

长升华干燥时间，但是从能耗角度，已经不具备可

行性，因此确定升华干燥温度−NU、−OM、−OO=℃作

为 _oxJ_ehnken设计实验的 P个水平。=

表 O= =升华干燥温度对产品质量的影响=
qable= O= = bffects= of= sublimation= drying= temperature= on=
product=quality=

搁板温度L℃= 性状= 冻干率LB=

−NU= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VOKSM=

−OM= 质地疏松，淡黄色块状，颜色较均匀= VSKMN=

−OO= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VQKNU=

−OQ= 质地疏松，淡黄色块状，中间颜色深= UUKTR=
=
OKPK4= =升化时间对产品质量影响的单因素试验= =在
升华干燥阶段，升华时间是很关键的因素，时间太

短，搁板温度很快达到预定的温度，使供给物料的

热量也增加的过快，导致超过物料的共融点温度使

其融化。因此在确定−OSKR=℃的温度下预冻 Q= h，
QM=℃进行解析干燥 S=h，暂定升华温度为−OM=℃不

变的条件下，选择以下 Q个时间段位因素进行考察，

结果见表 P。进入升华干燥阶段，升华时间过短会

导致冰晶融化，冻干率很低，随着升温时间的延长，

产品性状良好，时间过长会加长冻干周期且消耗不=

表 P= =升华时间对产品质量的影响=
qable=P= =bffects=of=sublimation=time=on=product=quality=

升华时间Lh= 性状= 冻干率LB=

R= 收缩，颜色不均匀= PPKMM=

S= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VQKNU=

T= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VSKMN=

U= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VRKSM=
=
必要的能量，因此确定升华时间 S、T、U= h 作为

_oxJ_ehnken设计实验的 P个水平。=
OKPKR= =解析干燥温度对产品质量影响的单因素试验

为了使产品达到合格的残余含水量，必须对产品进

一步干燥，产品的热量主要靠搁板供给，所以在

−OSKR=℃的温度下预冻 Q=h，−OM=℃进行升华干燥 T=
h 不变的条件下，选择 OM、OR、PM、PR=℃= Q 个温

度进行单因素试验，结果见表 Q。在解析干燥阶段，

随着温度的上升，冻干效果显著，当搁板温度为

PM=℃时，冻干产品性状良好，骨架结构完整，海绵

状，颜色均匀，冻干效果已经较好，随着搁板温度

继续增高，冻干率也不能增加，且增加产能，因此

确定解析温度 OM、OR、PM=℃作为 _oxJ_ehnken 设
计实验的 P个水平。=

表 4= =解析干燥温度对产品质量的影响=
qable=4= =bffects=of=analytical=drying=temperature=on=product=
quality=

搁板温度L℃= 性状= 冻干率LB=

OM= 质地疏松，黄色块状物，中间颜色=

稍深=

VPKMU=

OR= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VQKOR=

PM= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VRKRN=

PR= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VRKQU=
=
OKPKS= =解析干燥时间对产品质量影响的单因素试验= =
解析干燥时间同样是影响冻干工艺样品的参数之

一，因此在−OSKR=℃的温度下预冻 Q=h，−OM=℃进行

升华干燥 T=h，解析干燥温度暂定为 PM=℃不变的条

件下，选择以下 Q 个时间进行试验，结果见表 R。
在解析干燥阶段，随着解析干燥时间的延长，冻干

效果显著，冻干周期也延长，能耗越来越高，至解

析干燥 Q= h后，再延长时间，已基本无影响，因此

确定解析干燥时间 PKM、PKR、QKM=h作为 _oxJ_ehnken
设计实验的水平。=
OK4= =响应面优化试验=
OK4KN= =试验设计及结果= =通过预试验和单因素试验=
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表 R= =解析干燥时间对产品质量的影响=
qable=R= =bffects=of=analytical=drying=time=on=product=quality=

解析时间Lh= 性状= 冻干率LB=

PKM= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VRKMS=

PKR= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VRKOR=

QKM= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VSKMN=

QKR= 质地疏松，淡黄色块状，颜色均匀= VRKVQ=

的考察，仅确定部分参数，其最佳工艺需进一步优

选，本实验选取升华干燥温度（A）、升华时间（_）、
解析干燥温度（C）、解析干燥时间（a）为考察因

素，以冻干率为评价指标，采用 _oxJ_ehnken响应

面法对工艺进行优化，考察各因素对产品质量的综

合影响，试验设计及结果见表 S。方差分析见表 T。=
OK4KO= =回归模型的建立及方差分析= =采用 aesign=

表 S= =地龙活性组分冻干工艺响应面优化试验设计及结果=
qable=S= =aesign=and=experimental=results=of=process=of=freezeJdried=optimization=of=active=components=in=lumbricus=

试验号=
因素= 冻干率LB=

试验号=
因素= 冻干率LB=

AL℃= _Lh= CL℃= aLh= 实测= 预测= AL℃= _Lh= CL℃= aLh= 实测= 预测=

= N= −NU=ENF= T=EMF= OR=E−NF= PKR=EMF= VQKMS= VQKQQ= NR= −OM=EMF= U=ENF= PM=EMF= PKM=E−NF= VNKOU= VNKST=

= O= −NU=ENF= S=E−NF= PM=EMF= PKR=EMF= VPKVM= VPKSP= NS= −OM=EMF= S=E−NF= PR=ENF= PKR=EMF= VQKSS= VQKPS=

= P= −OM=EMF= S=E−NF= PM=EMF= QKM=ENF= VPKUO= VQKON= NT= −OM=EMF= T=EMF= PM=EMF= PKR=EMF= VSKRT= VSKSO=

= Q= −OM=EMF= T=EMF= PM=EMF= PKR=EMF= VSKRM= VSKSO= NU= −OM=EMF= T=EMF= PM=EMF= PKR=EMF= VSKTV= VSKSO=

= R= −OM=EMF= U=ENF= PM=EMF= QKM=ENF= VQKQR= VQKUN= NV= −OM=EMF= S=E−NF= PM=EMF= PKM=E−NF= VMKRU= VNKMN=

= S= −OO=E−NF= S=E−NF= PM=EMF= PKR=EMF= VQKTV= VQKST= OM= −OO=E−NF= T=EMF= PR=ENF= PKR=EMF= VQKTS= VRKNS=

= T= −NU=ENF= T=EMF= PM=EMF= PKM=E−NF= UVKVO= UVKSQ= ON= −OM=EMF= T=EMF= PR=ENF= PKM=E−NF= VMKSS= VMKPT=

= U= −NU=ENF= U=ENF= PM=EMF= PKR=EMF= VQKRO= VQKOS= OO= −OO=E−NF= U=ENF= PM=EMF= PKR=EMF= VRKQO= VRKPM=

= V= −OM=EMF= T=EMF= OR=E−NF= QKM=ENF= VPKVS= VPKUS= OP= −NU=ENF= T=EMF= PR=ENF= PKR=EMF= VNKNO= VNKUO=

NM= −OM=EMF= S=E−NF= OR=E−NF= PKR=EMF= VQKUO= VQKSV= OQ= −OM=EMF= T=EMF= OR=E−NF= PKM=E−NF= VMKUO= VMKSV=

NN= −OO=E−NF= T=EMF= PM=EMF= QKM=ENF= VPKVS= VPKUQ= OR= −NU=ENF= T=EMF= PM=EMF= QKM=ENF= VPKMT= VOKUM=

NO= −OM=EMF= T=EMF= PR=ENF= QKM=ENF= VPKTV= VPKRQ= OS= −OM=EMF= U=ENF= PR=ENF= PKR=EMF= VRKOT= VRKMM=

NP= −OM=EMF= U=ENF= OR=E−NF= PKR=EMF= VRKQN= VRKPN= OT= −OO=E−NF= T=EMF= OR=E−NF= PKR=EMF= VPKNM= VPKNU=

NQ= −OO=E−NF= T=EMF= PM=EMF= PKM=E−NF= VMKTV= VMKST= = = = = = = =

=
表 T= =方差分析=

qable=T= =AklsA=regression=analysis=

方差来源= 平方和= 自由度= c值= m值= 显著性= 方差来源= 平方和= 自由度= c值= m值= 显著性=

A= = PKOP= N= NTKTN= MKMMN=O= GG= AO= NQKVO= = N= UNKTM= ＜MKMMM=N= GG=

_= = NKNV= N= SKRO= MKMOR=P= G= _O= NKOR= = N= SKUQ= MKMOO=S= G=

C= = MKPM= N= NKSS= MKOON=P= = CO= UKVQ= = N= QUKVU= ＜MKMMM=N= GG=

a= = PMKMU= N= NSQKTR= ＜MKMMM=N= GG= aO= RRKMM= = N= PMNKOM= ＜MKMMM=N= GG=

A_= OKRM×NM−R= N= NKPT×NM−Q= MKVVM=V= = 残差= OKNV= NO= = = =

AC= RKOV= N= OUKVT= MKMMM=O= GG= 失拟项= OKNR= NM= VKPT= MKNMM=O= =

Aa= NKMM×NM−Q= N= RKQU×NM−Q= MKVUN=T= = 纯误差= MKMQS= = O= = = =

_C= NKMM×NM−Q= N= RKQU×NM−Q= MKVUN=T= = 总和= NMPKOT= OS= = = =

_a= NKOP×NM−P= N= SKTN×NM−P= MKVPS=N= = 变异系数= MKMMQ=S= = = = =

Ca= OKRM×NM−R= N= NKPT×NM−Q= MKVVM=V= = 校正决定系数= MKVTU=U= = = = =
Gm＜MKMR，模型或考察因素有显著影响；GGm＜MKMN，模型或考察因素有极显著影响 
Gm Y=MKMRI=model=or=investigation=factor=with=significant=effectX=GGm=Y=MKMNI=model=or=investigation=factor=with=extremely=significant=effect=
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bxpert=UKMR软件，分别对各因素水平进行多元线性

回归和非线性回归（二项式拟合），建立地龙活性组

分冻干率（v）对 Q个因素（A、_、C、a）的 O次
回归模型方程为 v＝VSKSO－MKRO= A＋MKPO= _－MKNS=
C＋NKRU= a－MKMMO= R= A_－NKNR= AC－MKMMR= Aa＋
MKMMR= _C－MKMNT= _a－MKMMO= R= Ca－NKST=AO－MKQU=
_O－NKOV=CO－PKON=aO。=

经方差分析（表 T）得知，自变量 N次项 _，O
次项 _O显著（m＜MKMR），N次项 A、a，O次项 AC、
AO、CO、aO极显著（m＜MKMN），表明模型具有统计

学意义。失拟项用来表示所用模型与实验拟合的程

度，即二者差异的程度，本例 m值为 MKNMM=O＞MKMR，
对模型是有利的，无失拟因素存在。进一步，校正

决定系数（MKVTU= U＞MKUM）和变异系数为 MKQSB，

说明该模型只有 OKNOB的变异，表明该模型拟合优

度较好，可用该模型及回归方程代替试验真实点对

实验结果进行分析和预测（预测结果见表 S）。=
OK4KP= =反应条件的优化及模型验证= =各因素之间的

响应面图和等高线图见图 O，由 aesign=bxpert= UKMR
软件分析得响应面值最大时，A、_、C、a对应的

编码值分别为 M、M、M、M，与之对应的地龙活性组

分最佳冻干工艺条件为升华干燥温度−OM=℃、升华=
=

= = = = = = = = ==

= = = = = = = = =
=

= = = = = = = = =
=

= = = = = = = = =
=

图 O= = v与 4因素的三维效应面图和等高线图=
cigK=O= = Pa=oesponse=surface=plots=and=contour=plots=of=v and=four=factors=
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时间 T=h、解析干燥温度 PM=℃、解析干燥时间 PKR=h，
此时冻干率的理论值达 VSKSOB。=
OKR= =验证试验=

为检验单因素及响应面预测的可靠性，选择最

佳冻干工艺条件（预冻温度−OSKR=℃，预冻 Q=h，升

华干燥温度−OM=℃、升华时间 T= h、解析干燥温度

PM=℃、解析干燥时间 PKR= h）进行 P批放大工艺验

证试验，测定冻干率，并为确认本工艺不影响地龙

氨基酸组分的活性，将验证批样品与对照药材的氨

基酸指纹图谱进行相似性分析，判断是否最大程度

保留其活性组分的有效性xOJPz。=
结果 P 批样品的冻干率分别为 VSKRVB、

VSKQRB、VSKSNB，指纹图谱相似度分别为 MKVNO、
MKVMR、MKVNR。采用最佳冻干工艺条件得到的地龙

提取物颜色均匀，性状良好，测得冻干率在 VSKRRB，

与预测值 VSKSOB基本吻合，说明响应面法优化的冻

干工艺条件稳定，与对照药材的氨基酸指纹图谱相

似度均大于 MKV，表明该工艺具备可行性。=
P= =讨论=

动物药活性成分以多肽和蛋白质为主，地龙中

含量最为丰富的物质即为蛋白质，但其主要成分氨

基酸类具有水溶性和对热不稳定的性质，因此对提

取后活性成分处理和保存是非常关键的。本实验采

用冷冻干燥技术，应用单因素及 _oxJ_ehnken响应

面设计方法，对其活性组分冻干工艺进行优化。结

果表明，此优化方法在保证获得较好冻干率的基础

上，能够最大程度地保留地龙提取物有效成分的活

性，工艺稳定可行，为地龙制剂研究及临床应用提

供一定的实验基础。=
参考文献=
xNz 中国药典= xpzK=一部K=OMNMK=
xOz 吴= =畏I=阳崇德I=刘才平K=地龙药理作用的研究新进展=

xgzK=中药药理与临床I=OMMOI=NUEOFW=QUJQVK=

xPz uie=g=_I=ee=t=dI=teng=kI=et=alK=bxtraction=and=isolation=
of= the= antitumor= protein= components= from= earthworm=
Eeisenia=fetida=AndreiF=and=the=antitumor=activity=xgzK=Chin 
g=Biomol=BiolI=OMMPI=NVEPFW=PRVJPSSK=

xQz qrisina=gI=punardi=cI=puhartono=j=qI=et=alK=ai_pNMPPI=a=
protein= extract= from= iumbricus rubellusI= possesses=
antithrombotic= and= thrombolytic= activities= xgzK= Biomed=
BiotechnolI=OMNNK=doiW=NMKNNRRLOMNNLRNVSROK=

xRz 丁文明I=李春兰I=丁= =伟I=等K=蚓激酶对老年冠性病血

液流变异常及甲微循环障碍的近期疗效= xgzK=中国微

循环杂志I=NVVVI=PEPFW=NRVJNRVK=
xSz 李淑兰I= 谢桂芹I= 曲竟南I= 等K= 地龙降压作用的研究=

xgzK=中医药信息杂志I=NVVRI=NOEPFW=OOJOQK=
xTz van=u=jI=him=C=eI=iee=C=hI=et=alK=fntestinal=absorption=

of= fibrinolytic= and= proteolytic= lumbrokinase= extracted=
from=earthwormI=eisenia=and=rei= xgzK=mhysiol=mharmacolI=
OMNMI=NQEOFW=TNJTRK=

xUz 杨丰云I=付延明I=郭立玮I=等K=响应面分析法优化湿法

超微粉碎地龙蛋白的提取工艺= xgzK=中国实验方剂学

杂志I=OMNOI=NUENMFW=PPJPTK=
xVz 何= =超I=索绪斌I=张= =涵I=等K=响应曲面法优化鲜地龙

可溶性蛋白提取工艺 = xgzK= 中成药 I= OMNRI= PTEQFW=
TRUJTSOK=

xNMz 王章姐I=胡容峰I=王国凯I=等K= _oxJ_ehnken 设计J响应

面法优化柚皮素自微乳给药系统= xgzK=中草药I= OMNQI=
QRENTFW=OQSNJOQSSK=

xNNz 石召华I=陈立军I=黄文芳I=等K=七叶皂苷钠冻干粉针的

工艺优化研究= xgzK=中药材I=OMNQETFW=NOSRJNOSVK=
xNOz 黄文芳I=石召华I=陈立军K=指纹图谱技术评价不同干燥

方式对地龙氨基酸组分提取物的影响= xgzK=药物评价

研究I=OMNRI=PUEPFW=OVTJPMNK=
xNPz 杨= =菁I=孙黎光I=白秀珍I=等K=异硫氰酸苯酯柱前衍生

化反相高效液相色谱法同时测定 NU 种氨基酸= xgzK=色
谱I=OMMOI=OMEQFW=PSVJPTNK=

xNQz 姚 = = 静 I= 张自强 K= 药物冻干制剂技术的设计及应用=
xjzK=北京W=中国医药科技出版社I=OMMTK=




