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• 药剂与工艺 • 

响应面分析法耦合调节 Donnan效应优化苦参提取液的纳滤浓缩工艺 
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摘  要：目的  利用响应面分析和增强 Donnan效应耦合技术对苦参碱的纳滤浓缩工艺进行优化。方法  以苦参碱及总生物

碱截留率为指标，在明确操作压力、温度、平衡体积等因素影响的基础上，采用 Box-Behnken中心组合设计建立数学模型，

考察截留相对分子质量、指标成分质量浓度、pH值，得出各因素对截留率的影响程度，设定溶液 pH值 6～7，以乙醇体积

分数调节苦参碱与纳滤膜间的 Donnan效应，优选纳滤浓缩参数。结果  乙醇体积分数与生物碱截留率呈正相关，优选出纳

滤浓缩参数为纳滤膜截留相对分子质量 150，pH值 6.19，苦参碱质量浓度 204.3 μg/mL，总生物碱质量浓度 603.1 μg/mL，
乙醇体积分数 10%，苦参碱截留率为 94.41%，总生物碱截留率 97.63%。结论  以乙醇溶液调节 Donnan效应与响应面法相

结合，可用于优选中药纳滤浓缩的参数，为热敏性中药成分的纳滤浓缩提供基础。 
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Optimization of nanofiltration concentration process of Sophora flavescens 
extract by coupling technology of response surface methodology and regulating 
Donnan effect 
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Abstract: Objective  Response surface analysis and regulating Donnan effect methodology were used to optimize the matrine 
concentration by nanofiltration techonology. Methods  On the basis of single factor experiment results, molecular weight cut-off 
(MWCO) of nanofiltration membrane, concentration and pH were selected as influencing factors to evaluate the retention rate of 
matrine and total alkaloids with Box-Behnken central composite experiment design, and then, the optimal concentration parameters 
were calculated in the conditions of pH 6—7 to regulate Donnan effect between alkaloids and nanofiltration membrane. Results  The 
retention rate of matrine was of positive relevance with the ethanol concentration. The optimal concentration parameters were as 
follows: cutting off molecular weight of 150, pH of 6.19, concentration of 204.3 μg/mL, ethanol concentration of 15%, the retention 
rate of matrine and total alkaloids were 94.41% and 97.63%, respectively. Conclusion  The combination of ethanol regulation Donnan 
effect and response surface analysis can well optimize the concentration process of S. flavescens extract by nanofiltration, and the 
results provide the references for nanofiltration concentration for heat-sensitive Chinese materia medicia. 
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纳滤是膜分离技术中的一种，截留相对分子质

量在 100～1 000，具有分离过程可常温操作、无热

效应、能耗低、不产生二次污染等优点[1]。Donnan
效应是将荷电基团的膜置于含盐溶剂中时，溶液中

的反离子（所带电荷与膜内固定电荷相反的离子）

在膜内质量浓度大于其在主体溶液中的质量浓度，

而同名离子在膜内的质量浓度则低于其在主体溶液

中的质量浓度 [2-3]。纳滤膜表面荷负电，通过

Donnan 效应实现目的性分离，多用于蛋白富集、

离子去除，目前在中药产业中的应用尚处于初步阶

段，尤其是中药成分的纳滤浓缩研究较少。 
苦参碱是豆科植物苦参 Sophora flavescens Ait.

的干燥根，具有清热燥湿、杀虫、利尿等功效，在

临床应用广泛[4]，如复方苦参注射液、当归苦参丸

等。其中苦参碱是其指标性成分，经研究发现，在

药材提取浓缩过程中需长时间加热，加热温度≥

80 ℃，或长时间受热苦参碱发生降解转化[5]，因

此在相关制剂生产中多通过低温减压、避光等方式

降低其分解。 
本实验结合纳滤分离的技术优势，在单因素考

察的基础上，以纳滤截留相对分子质量、指标成分

质量浓度及pH值为影响因子[6-7]，应用Box-Behnken
中心组合设计建立数学模型[8]，以苦参碱截留率作

为响应值，利用响应面分析软件分析，优选苦参提

取液纳滤浓缩工艺参数，同时加入乙醇改变苦参碱

与纳滤膜之间的 Donnan 效应，提升苦参碱截留效

率，建立纳滤浓缩方法，从而为含有热敏性成分的

中药进行纳滤浓缩提供数据基础。 
1  仪器与材料 

TNZ-1型纳滤分离设备，南京拓鉒医药科技有

限公司；Agilent 1100高效液相色谱仪，VWD检测

器，Agilent 色谱工作站，美国安捷伦公司；T6 紫

外可见分光光度计，北京普析通用仪器有限责任公

司；KH-250B型超声波清洗器，昆山禾创超声仪器

有限公司；PB-10型 pH计，德国 Sartorius公司。 
纳滤膜，聚酰胺复合膜，截留相对分子质量

150、475、800，南京拓鉒医药科技有限公司；苦参

药材购自安徽亳州，批号 20150628，经南京中医药

大学陈建伟教授鉴定为豆科植物苦参 Sophora 
flavescens Ait. 的干燥根，符合《中国药典》2015
年版一部相关项下要求；苦参碱对照品，批号

110753-200413，质量分数≥98%，购自中国食品药

品检定研究院；乙腈为色谱纯，乙醇为分析纯，水

为纯化水，其他试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的制备 
2.1.1  苦参提取液  称取苦参药材 10 kg，分别加入

8、6倍纯化水提取 2次，每次 1 h，0.45 μm微孔滤

膜滤过，合并滤液，得苦参提取液，其中苦参碱质

量浓度为 0.509 mg/mL，总生物碱质量浓度为 1.501 
mg/mL。 
2.1.2  苦参碱对照品溶液  精密称取苦参碱对照品

36.40 mg，置于 10 mL量瓶中，加甲醇稀释至刻度，

摇匀，即得 3.64 mg/mL苦参碱对照品溶液。 
2.1.3  溴麝香草酚蓝溶液   称取溴麝香草酚蓝

0.025 g溶于pH值为7.0的磷酸盐缓冲液200 mL中，

配成质量浓度 0.2 mmol/L的酸性染料。 
2.2  纳滤操作 

按照试验设计要求，采用高效液相色谱仪检测

苦参提取液中苦参碱质量浓度，进而采用纯化水稀

释药液调节质量浓度达到实验需求。调节溶液 pH
值、选择纳滤膜，组装纳滤系统，将药液置于纳滤

系统中进行循环平衡，待苦参碱在纳滤膜中的吸附-
解吸附达到平衡时，取样苦参平衡液，进而将溶液

进行纳滤，待纳滤完成后，取样纳滤液。 
2.3  指标检测及截留率计算 
2.3.1  苦参碱测定 

（1）色谱条件[9]：色谱柱为 Agilent NH2柱（150 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-无水乙醇-3%
磷酸溶液（80∶10∶10）；检测波长 220 nm；体积

流量 1 mL/min；进样量 10 μL；柱温 25 ℃。 
（2）线性关系考察：精密吸取苦参碱对照品溶

液 0.10、0.20、0.50、1.00、2.00 mL分别置于 10 mL
量瓶中，甲醇定容至刻度，进样检测，以峰面积为

纵坐标（Y），对照品溶液质量浓度为横坐标（X），
得线性回归方程 Y＝6.77 X＋112.11，r＝0.999 2，苦
参碱在 36.4～728.0 μg/mL线性关系良好。 

（3）样品测定：取苦参平衡液、纳滤液按“2.3.1
（1）”项下的色谱条件，进样量 10 μL，测定峰面积，

将测得的峰面积代入回归方程计算待测溶液中苦参

碱的质量浓度。 
2.3.2  总生物碱测定 

（1）线性关系考察：用移液管准确量取苦参碱

对照品溶液 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL置于

干燥的具塞三角瓶中，各加蒸馏水至 10 mL，分取

5 mL，分别加入 pH值 7.0磷酸盐缓冲液 5 mL，再



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 47卷 第 19期 2016年 10月 

  

·3397· 

依次精密加入 0.025%溴麝香草酚蓝溶液 2.0 mL，氯
仿 10.0 mL，振摇 1 min，转移至 50 mL分液漏斗放

置分层，静置 1 h，分取氯仿层，在 417 nm波长处

测定吸光度（A）值，以 A 值为纵坐标，质量浓度

（C）为横坐标，得线性回归方程 A＝0.001 9 C＋
0.068 9，r＝0.999 0，苦参碱在 36.4～364.0 μg/mL
线性关系良好。 

（2）总生物碱定量测定：苦参平衡液、纳滤液

采用纯化水稀释一定倍数，进而分别精密量取 5.0 
mL置分液漏斗中，依次加入 pH值 7.0磷酸盐缓冲

溶液 5 mL、0.025%溴麝香草酚蓝溶液 2.0 mL，氯

仿 10.0 mL，振摇 1 min，静置 1 h，分取氯仿层。

置于紫外可见分光光度计中，在检测波长 417 nm
处测定 A值。将测得的 A值代入回归方程计算待测

溶液中总生物碱的量。 
2.3.3  截留率计算  分别精密吸取平衡液、纳滤液，

采用HPLC法测定样品中苦参碱峰面积或按分光光

度法检测总生物碱质量浓度，按下式计算苦参碱或

总生物碱的截留率。 
R＝1－AN/AP 

R为成分的截留率，AN为纳滤液中苦参碱的峰面积或纳滤液

中总生物碱质量浓度，AP为平衡液中苦参碱的峰面积或平衡

液中总生物碱质量浓度 

2.4  单因素考察 
取苦参提取液适量（约 4 L），选择药液平衡体

积、温度、压力对苦参提取液的纳滤浓缩效果进行

单因素考察。 
2.4.1  药液平衡体积对苦参碱和总生物碱截留率的

影响  固定生药质量浓度 40.0 mg/mL（其中苦参碱

质量浓度 0.240 μg/mL，总生物碱质量浓度 0.710 
μg/mL），温度 20 ℃，压力 1.0 MPa，纳滤膜截留

相对分子质量 475，pH值 8.0，考察药液平衡体积 1、
2、4、8、16、32 L 对苦参碱和总生物碱截留率的

影响。结果苦参碱在系列平衡体积下截留率分别为

81.78%、73.05%、74.29%、74.52%、75.02%、75.21%，
由结果可知药液平衡体积对苦参碱截留率的影响呈

现出先下降后上升再趋于稳定的规律，当平衡体积

达到 16 L时，苦参碱的截留率逐步稳定。同时，总

生物碱截留率分别为 81.01%、78.61%、79.46%、

79.88%、79.46%、79.74%，截留率变化规律与苦参

碱相似，为了保障分离效果的稳定性，选择平衡体

积 16 L为纳滤平衡体积。 
2.4.2  温度对苦参碱和总生物碱截留率的影响  固

定生药质量浓度 40.0 mg/mL（其中苦参碱质量浓度

0.240 μg/mL，总生物碱质量浓度 0.710 μg/mL），压

力 1.0 MPa，纳滤膜截留相对分子质量 475，药液平

衡体积 32 L，pH值 8.0，考察温度 5、20、40 ℃对

苦参碱和总生物碱截留率的影响。结果苦参碱截留

率分别为 79.40%、75.02%、71.65%，总生物碱截留

率分别为 82.06%、79.46%、79.32%。由结果可知，

在固定截留相对分子质量纳滤膜条件下，随着操作

温度的升高，苦参碱和总生物碱截留率均呈下降趋

势，且总生物碱的截留率高于苦参碱。在实验操作

过程中，提高操作温度可以提升膜通量从而提高分

离效率，但是结合常温操作易实现，且温度对截留

率影响并不明显，故选择 20 ℃（常温）为纳滤操

作温度。 
2.4.3  操作压力对苦参碱和总生物碱截留率的影响  
固定生药质量浓度 40.0 mg/mL（其中苦参碱质量浓

度 0.240 μg/mL，总生物碱质量浓度 0.710 μg/mL），
温度 20 ℃，纳滤膜截留相对分子质量 475，药液平

衡体积 32 L，pH值 8.0，考察操作压力 0.5、1.0、
1.5 MPa 对苦参碱和总生物碱截留率的影响。结果

苦参碱截留率分别为 74.95%、76.43%、77.04%，总

生物碱截留率分别为 79.37%、79.70%、80.47%。由

结果可知，纳滤操作压力对苦参提取液中的生物碱

类成分的截留率影响较小，但是升高纳滤压力可以

增加膜通量，提升浓缩效率，因此选择 1.5 MPa为
纳滤操作压力。 
2.5  响应面试验设计与结果 

在明确药液平衡体积、温度、操作压力因素影

响的基础上，利用 Design-Expert 8.06软件为辅助手

段设计响应面试验。根据中心组合设计原理，以纳

滤膜截留相对分子质量（A）、药液质量浓度（B）、
溶液 pH 值（C）作为变量，以−1、0、1 代表变量

水平，设计 3因素 3水平实验方案，具体因素水平

见表 1，试验结果见表 2。 
2.5.1  模型方程建立与显著性检验 
 

表 1  纳滤浓缩因素与水平 
Table 1  Factors and levels of nanofiltration concentration 

编码水平 A 
B/(μg·mL−1) 

C 
苦参碱 总生物碱 

−1 150  50 147.6  5.0 
 0 475 275 811.8  7.5 
+1 800 500 1 476.0 10.0 
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（1）苦参碱：根据 Box-Benhnken 中心组合设

计原理，综合单因素试验考察结果，为保障试验结

果的准确性和稳定性，选定温度 20 ℃，操作压力

1.5 MPa，平衡体积 16 L 为纳滤浓缩条件。利用

Design-Expert 8.06软件对试验结果进行回归拟合，

得到苦参碱截留率对截留相对分子质量、质量浓度、

pH值 3个因素的二次多项回归模型：苦参碱截留率

Y＝75.91－37.21 A＋1.98 B－10.83 C－0.10 AB＋

2.28 AC＋1.29 BC－23.11 A2－1.08 B2－2.57 C2。 
对该模型进行方差分析，结果见表 3。回归 F

值为 271.20，在所考察的试验范围内，3 个因素对

苦参碱截留率影响的排序为 A＞C＞B。多元相关系

数 R2＝0.997 1，预测 R2＝0.969 1，调整 R2＝0.993 5，
说明模型对试验实际情况拟合较好；P＜0.000 1说
明该模型高度显著，可用来进行响应值的预测，试

验设计方案正确。 
 

表 2  响应面分析试验结果 
Table 2  Results of response surface methodology experiment 

试验号 A B C 
截留率/% 

试验号 A B C 
截留率/% 

试验号 A B C 
截留率/% 

苦参碱 总生物碱 苦参碱 总生物碱 苦参碱 总生物碱 

1 0 0 0 77.01 79.93  7 +1 +1 0 15.15 18.27 13 0 0 0 72.82 79.52 

2 0 +1 +1 63.40 70.14  8 −1 0 +1 74.62 89.62 14 +1 0 −1 21.29 36.41 

3 +1 −1 0 11.61 27.45  9 0 −1 −1 83.71 84.06 15 −1 −1 0 88.10 94.34 

4 0 0 0 76.42 81.44 10 +1 0 +1  7.02 15.53 16 −1 0 −1 98.00 98.85 

5 −1 +1 0 92.04 98.21 11 0 0 0 77.82 79.75 17 0 +1 −1 85.31 90.67 

6 0 0 0 75.46 82.07 12 0 −1 1 56.63 72.81       
 

表 3  苦参碱和总生物碱的响应曲面二次回归模型的方差分析 
Table 3  Analysis on variance to response surface quadratic model of matrine and total alkaloids 

方差 

来源 
自由度 

苦参碱 总生物碱 

平方和 均方 F值 P值 (Pr＞F) 平方和 均方 F值 P值 (Pr＞F) 

模型  9 14 409.42 1 601.05 271.20 ＜0.000 1** 12 352.16 1 372.46 325.430 ＜0.000 1** 

A  1 11 077.42 11 077.42 1 876.38 ＜0.000 1** 10 043.70 10 043.70 2 381.520 ＜0.000 1** 

B  1 31.40 31.40 5.32 0.054 5 0.20 0.20 0.048 0.833 2 

C  1 938.31 938.31 158.94 ＜0.000 1** 478.80 478.80 113.530 ＜0.000 1** 

AB  1 0.040 0.040 6.776×10−3 0.936 7 43.23 43.23 10.250 0.015 0* 

AC  1 20.75 20.75 3.51 0.103 0 33.93 33.93 8.050 0.025 2* 

BC  1 6.68 6.68 1.13 0.322 7 21.53 21.53 5.110 0.058 4 

A2  1 2 247.85 2 247.85 380.76 ＜0.000 1** 1 706.77 1 706.77 404.700 ＜0.000 1** 

B2  1 4.87 4.87 0.82 0.393 9 2.80 2.80 0.660 0.441 7 

C2  1 27.77 27.77 4.70 0.066 7 0.39 4.22 0.093 0.768 7 

残差  7 41.33 5.90   29.52 5.90   

失拟项  3 26.46 8.82 2.37 0.211 3 24.33 8.11 6.250 0.054 4 

纯误差  4 14.87 3.72   5.19 1.30   

总离差 16 14 450.74    12 381.68    
**P＜0.001高度显著；*P＜0.05显著 
**P < 0.001 highly significant; *P < 0.05 significant 

 
（2）总生物碱：利用 Design-Expert 8.06软件对

试验结果进行回归拟合，得到总生物碱截留率对截

留相对分子质量、质量浓度、pH 值 3 个因素的 2
次多项回归模型：总生物碱截留率 Y＝80.54－35.43 

A－0.16 B－7.743 C－3.29 AB－2.91 AC－2.32 BC－
20.13 A2－0.82 B2－0.31 C2。 

对该模型进行方差分析，结果见表 3。回归 F
值为 325.43，在所考察的试验范围内，3 个因素对
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苦参碱截留率影响的排序为 A＞C＞B。多元相关系

数 R2＝0.997 6，预测 R2＝0.967 9，调整 R2＝0.994 6，
说明模型对试验实际情况拟合较好；P＜0.000 1说
明该模型高度显著，可用来进行响应值的预测，试

验设计方案正确。 
2.5.2  响应曲面分析及条件优化  多元回归方程式

所做的响应曲面图，见图 1。可以看出，所考察因

素对苦参中苦参碱和总生物碱的截留率均有不同程

度的影响，其中纳滤膜的截留相对分子质量的影响

显著，随着截留相对分子质量减小，苦参碱截留率

随之增大，表现出曲面斜率大，说明纳滤分离中孔

径截留占有主导地位；pH值影响也相对显著，随着

溶液环境由碱到酸，生物碱逐步离子化成盐，根据

纳滤膜分离的电荷效应[10-11]，以离子形式存在的生

物碱与荷负电的纳滤膜之间的 Donnan 效应要强于

游离态，从而引起成分截留率升高。 
药液质量浓度影响较小，曲面表现平缓，随着

苦参碱质量浓度升高，成分扩散系数增加，从而出

现轻微的截留率下降的现象，而苦参总生物碱影响

较小。苦参碱的截留率数据中 A、B、C 3因素之间

交互作用不显著，它们对截留率的影响并不会随着

另一因素的改变而发生明显变化，而总生物碱的截

留率数据中 AB、AC之间存在较显著的交互作用，

在二者的共同作用下调节总生物碱的截留率。 
 

           

           
 

图 1  截留相对分子质量 (A)、质量浓度 (B) 和 pH值 (C) 对截留率交互影响的三维曲面图 
Fig. 1  3D kyrtograph of effects of MWCO (A), concentration (B), and pH value (C) on retention rate 

 
采用 Design-Expert 8.06 软件的响应优化功能

对试验结果进行优化，以根据提高截留率和膜分离

效率为目的，得到苦参提取液的最佳浓缩工艺为截

留相对分子质量 150，药液中苦参碱质量浓度 204.3 
μg/mL，总生物碱质量浓度 603.1 μg/mL，pH值 6.19，
理论计算苦参碱的截留率为 85.01%，总生物碱截留

率 91.40%。 
2.6  乙醇溶液调节 Donnan效应 

苦参中生物碱成盐比例越高，越影响其在溶液

中的稳定性，因此在响应曲面法优化苦参碱纳滤浓

缩参数的基础上，设定 pH值在 6～7，加入乙醇改

变溶液环境调节纳滤膜的 Donnan 效应，使得苦参

提取液中乙醇体积分数分别为 5%、10%、15%、20%，

考察苦参生物碱截留率与乙醇体积分数的相关性。 
2.7  乙醇体积分数对苦参碱截留率的影响 

在截留相对分子质量 150，苦参碱质量浓度

204.3 μg/mL，pH值 6.19的纳滤浓缩条件下，不同

体积分数（0、5%、10%、15%、20%）乙醇时的苦

参碱截留率分别为 84.57%、89.31%、95.63%、

97.20%、97.53%。改变溶液中乙醇体积分数对苦参

碱截留率具有明显影响，且呈现一定的正相关。当

乙醇体积分数增加至 10%时，相较于水溶液中苦参

碱截留率升高 11.06%，截留率大于 95%。 
由于有机溶剂对膜材质有一定的破坏性，因此

选择 10%乙醇溶液作为溶剂，同时以截留相对分子

质量 150，苦参碱质量浓度 204.3 μg/mL，总生物碱

质量浓度 603.1 μg/mL，pH值 6.19作为相应纳滤参

数进行验证试验，结果 3批验证试验中苦参碱截留

率分别为 95.45%、92.30%、95.49%，均值为 94.41%，
RSD 为 1.94%；总生物碱截留率分别为 97.90%、

96.45%、98.53%，均值为 97.63%，RSD为 1.09%；

说明通过响应曲面法筛选浓缩参数，进而调节成分
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与纳滤膜间的 Donnan 效应可以调节其分离行为，

该模型适用于苦参提取液的纳滤浓缩条件优化。 
3  讨论 

苦参碱在酸性条件下解离，借助荷负电纳滤膜

的 Donnan 效应和空间效应实现目的性截留，但是

随着酸性增强，苦参碱稳定性逐步下降。溶液中加

入乙醇等有机溶剂，将直接改变荷电膜表面与溶质

之间由 Donnan 效应而形成的界面层组成。根据

“2.7”项结果推测，复合聚酰胺膜为有机材质，从

膜表面的界面层到溶液内部，乙醇体积分数呈现出

从高到低过渡，而解离态生物碱根据溶解-扩散理论

呈现出相反趋势，与水溶液相比膜表面质量浓度偏

低，呈现出“增强”Donnan效应的趋势，导致生物

碱透膜性能下降[12-13]。同时纳滤膜在含乙醇的水溶

液中发生溶胀，膜孔半径缩小，因此在增强 Donnan
效应和膜孔截留的复合效应下，在接近中性条件下

的溶液环境中，实现苦参碱高截留率纳滤浓缩。 
在进行纳滤浓缩验证时，苦参提取液在 0.3 m2、

截留相对分子质量 150 的纳滤膜中通量在 2.1～2.9 
L/h，4 L提取液浓缩至 400 mL耗时 1.5 h，总生物

碱保留率大于 97%；相同条件下采用常压浓缩，电

磁炉加热温度 200 ℃，浓缩至 400 mL耗时 3 h，总

生物碱保留率为 83.63%；旋转蒸发仪在 80 ℃、−0.1 
MPa 条件下进行减压浓缩，相同原液体积浓缩至

400 mL耗时 8 h，总生物碱保留率为 93.41%，常温

纳滤浓缩效率及有效成分保留率均高于常压和减压

加热浓缩，具有一定技术优势，但是纳滤分离时对

原液的澄明度要求较高，需要进行微滤预处理，才

能有效提升分离效率、降低膜污染。 
基于 Donnan 效应和相应曲面法，优选出苦参

提取液的浓缩工艺截留相对分子质量 150，苦参碱

质量浓度 204.3 μg/mL，总生物碱质量浓度 603.1 
μg/mL，pH值 6.19，乙醇体积分数 10%，此条件下

苦参碱的截留率为 94.41%，总生物碱截留率为

97.63%。回归分析和验证试验结果表明，模型可目

的性选择纳滤浓缩参数。苦参碱作为中药热敏性成

分中的一类，通过采用无热效应的纳滤分离技术进

行浓缩，可以有效地提升中药制药水平。 
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