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Box-Behnken 响应面法优化热毒宁注射液金银花和青蒿（金青）的醇沉工
艺研究 
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摘  要：目的  优化热毒宁注射液金银花和青蒿（金青）的醇沉工艺，并获得关键工艺参数与质量属性的关系方程，为醇沉

过程自动化控制提供理论依据。方法  以新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、断氧化马钱子苷转移率及醇沉液中固含量

为指标，通过单因素试验设计，考察醇沉前液相对密度、醇沉前液温度、醇沉终点乙醇体积分数、醇沉搅拌速度、加醇速度、

静置温度、静置时间 7 个因素对醇沉工艺的影响趋势，同时通过方差分析确定影响醇沉工艺的关键因素。再采用 Box-Behnken
响应面法对关键因素的参数范围进行进一步的研究与探讨。结果  单因素试验结合 Box-Behnken 响应面法研究得到金青醇

沉的 佳工艺参数：搅拌速度为 550 r/min、加醇体积流量为 4.0 mL/s、醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置温度 30 ℃、静置

时间 24 h、醇沉前液相对密度 1.10 g/mL（25 ℃）、醇沉前液温度 25 ℃，在此条件下新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡

酸、断氧化马钱子苷转移率分别为 94.8%、97.6%、97.4%、97.2%、96.1%，醇沉液中固含量为 4.2%。结论  采用响应面法

优化了热毒宁注射液金青的醇沉工艺，有助于进一步提升金青醇沉工艺的稳定性。 
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Optimization on alcohol precipitation process for Lonicerae Flos and Artemisiae 
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Abstract: Objective  To optimize the alcohol precipitation process for Lonicerae Flos and Artemisiae Annuae Herba (LA) in 
Reduning Injection and obtain the relationship equation of the key process parameters and quality attributes, which could provided a 
theoretical basis of the control automization in the alcohol precipitation process. Methods  With the transfer rates of neochlorogenic 
acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenin acid, caffeic acid, secoxyloganin and solid content in precipitation liquid as evaluation 
indexes, the effect of the seven factors, such as relative density and the temperature of LA in liquid phase before alcohol precipitation, 
alcohol concentration in the end of alcohol precipitation, stirring speed in alcohol precipitation, adding alcohol speed, standing 
temperature, and standing time, on the alcohol precipitation process was investigated by the single factor experiment. By analysis of 
variance, the key factors that could influence the alcohol precipitation process were determined. Then the range of parameters of key 
factors was further studied and explored by Box-Behnken response surface methodology. Results  The optimum preparation 
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conditions of the alcohol precipitation process of LA were as follows: stirring speed was 550 r/min, adding alcohol speed was 4.0 mL/s, 
standing temperature was 30 ℃, standing time was 24 h, alcohol concentration was 75%, the relative density of LA was 1.10, and the 
temperature of LA was 25 ℃. Under these conditions, the transfer rates of neochlorogenic acid, chlorogenic acid, cryptochlorogenic 
acid, caffeic acid, and secoxyloganin were 94.8%, 97.6%, 97.4%, 97.2%, and 96.1%, and the solid content was 4.2%. Conclusion  
The alcohol precipitation process of LA have been optimized by the response surface method, which could help to enhance the stability 
of the process. 
Key words: Reduning Injection; Lonicerae Flos; Artemisiae Annuae Herba; alcohol precipitation process; response surface 
methodology; neochlorogenic acid; chlorogenic acid; cryptochlorogenin acid; caffeic acid; secoxyloganin 
 

中药醇沉工艺起源于 20 世纪 50 年代[1]，是利

用中药有效成分能溶于乙醇，而杂质不溶于乙醇的

原理分离纯化有效成分的方法[2-3]。因其具有操作步

骤简单，设备成本相对低廉，能显著提高药液澄明

度等优点，被中药口服制剂和中药注射剂等有澄明

度要求的中药制剂普遍用于有效成分的分离精制过

程[3-4]。醇沉过程包括加料、加醇、搅拌、静置、滤

过等多个环节，影响因素众多，除加醇速度、醇沉

搅拌速度、醇沉终点乙醇浓度、静置温度、静置时

间等因素外，醇沉前液组成和性质对醇沉效果也有

显著影响[5-6]。热毒宁注射液制备过程中对金银花和

青蒿（金青）提取浓缩液（下文称金青醇沉前液）

进行了醇沉纯化处理，现对醇沉过程参数进行考察，

确定 佳参数范围。 
中药通过多种化学成分作用于人体多个靶点而

发挥药效[7]，在研究中药制药过程时，常需同时考

虑多种与药品质量相关的指标，进行多指标综合评

分[8-9]。热毒宁注射液是由青蒿、金银花和栀子 3 味

中药组成的复方中药注射液，具有清热、疏风、解

毒之功效，本课题组曾对热毒宁注射剂的相关工艺、

化学成分和药理作用进行了系统研究[10-13]。文献报

道显示[14-16]，青蒿、金银花 2 味药材中发挥清热解

毒功效的指标成分主要为有机酸类、黄酮类、香豆

素类等，该品种药效物质基础研究结果显示，新绿

原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、断氧化马钱子

苷均具有较好的抗病毒作用及提高免疫的作用。本

研究通过单因素试验结合 Box-Behnken 响应面法，

以新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、断氧化

马钱子苷的转移率为指标表征醇沉液中有效成分的

保留率，同时以固含量为指标表征醇沉除杂率，考

察醇沉前液相对密度、醇沉前液温度、醇沉终点乙

醇体积分数、醇沉搅拌速度、加醇速度、静置温度、

静置时间对金青醇沉的影响，找出金青醇沉关键工

艺参数并获得关键工艺参数与关键质量属性的关

系，并对关键工艺参数进行优化。 

1  仪器与试剂 
D2015W 型电动搅拌器，上海梅颖浦仪器仪表

制造有限公司；Agilent 1260 型高效液相色谱仪、

DAD 检测器，美国安捷伦公司；BP211D 型万分之

一电子天平、BT25S 型十万分之一电子天平，德国

Sartorius 公司。 
对照品绿原酸（批号 110753-201314，质量分

数 96.6%）、咖啡酸（批号 110885-200102，质量分

数 98.0%），中国食品药品检定研究院；对照品隐绿

原酸（批号 101245643，质量分数≥98.0%）、新绿

原酸（批号 101212168，质量分数≥98.0%），Sigma
公司；对照品断氧化马钱子苷（批号 20120625，质

量分数≥98.0%），上海永恒生物科技有限公司；甲

醇，色谱纯，上海星可高纯溶剂有限公司；其余试

剂均为分析纯。 
金青醇沉前液（z140528）来自江苏康缘药业股

份有限公司。 
2  方法与结果 
2.1  金青醇沉液制备 

取金青醇沉前液 100 g 于洁净烧杯中，在搅拌

下向药液中匀速加入 95%乙醇，加完后将烧杯封口，

室温下静置 24 h，取上清液，即得金青醇沉液。 
2.2  定量测定 
2.2.1  色谱条件  色谱柱为 Phenomenex Luna C18

柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；洗脱剂为 0.1%磷酸

水溶液-甲醇，梯度洗脱：0～10 min，15%～25%甲

醇；10～30 min，25%～35%甲醇；30～60 min，
35%～50%甲醇；体积流量 0.8 mL/min；柱温 30 ℃；

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸的检测波长

为 324 nm，断氧化马钱子苷的检测波长为 237 nm，

进样量为 10 μL。色谱图见图 1。 
2.2.2  对照品溶液的制备  取新绿原酸、绿原酸、

隐绿原酸、咖啡酸、断氧化马钱子苷对照品，精密

称定，加 50%甲醇制备成含新绿原酸 13.36 μg/mL、
绿原酸 36.41 μg/mL、隐绿原酸 13.0 μg/mL、咖啡酸 
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1-新绿原酸  2-绿原酸  3-隐绿原酸  4-咖啡酸  5-断氧化马钱子苷 
1-neochlorogenic acid  2-chlorogenic acid  3-cryptochlorogenic acid  4-caffeic acid  5-secoxyloganin 

 
图 1  混合对照品及样品的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of mixed reference substances and samples 
 
10.56 μg/mL 和断氧化马钱子苷 10.88 μg/mL 的混合

对照品溶液。 
2.2.3  供试品溶液的制备  取金青醇沉上清液 1 g
（或金青醇沉前液 0.25 g），精密称定，置于 50 mL
量瓶中，50%甲醇溶解并定容，摇匀，12 000 r/min
离心 10 min，取上清液即得。 
2.2.4  标准曲线的制备  分别精密称取新绿原酸

12.50 mg、绿原酸 20.78 mg、隐绿原酸 10.87 mg、
咖啡酸 1.8 mg 和断氧化马钱子苷 6.49 mg 置 25 mL
量瓶中，加 50%甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得混合对照品溶液。对混合对照品进行 0、2.5、5、
10、20、40 倍稀释，分别精密吸取上述系列混合对

照品溶液各 10 μL，注入高效液相色谱仪进行测定，

以对照品质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标

（Y）进行线性回归，得新绿原酸回归方程 Y＝0.567 1 
X－0.870 3，r＝0.999 9，线性范围 12.50～500.00 
μg/mL；绿原酸回归方程 Y＝0.784 9 X－0.845 1，
r＝1.000 0，线性范围 20.78～831.2 μg/mL；隐绿原

酸回归方程 Y＝0.692 5 X－0.643 7，r＝1.000 0，线

性范围 10.87～434.8.00 μg/mL；咖啡酸回归方程

Y＝0.784 3 X－0.542 9，r＝1.000 0，线性范围 1.8～
72.0 μg/mL；断氧化马钱子苷回归方程 Y＝0.487 3 
X－0.258 1，r＝0.999 9，线性范围 6.49～259.60 
μg/mL。 
2.2.5  精密度试验  取同一混合对照品溶液（新绿

原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸和断氧化马钱子

苷的质量浓度依次为 25.0、41.6、21.7、3.6、13.0 
μg/mL）连续进样 6 次，5 种成分峰面积的 RSD 依

次为 0.54%、0.35%、0.41%、0.63%、1.23%，均小

于 2%，说明该方法精密度良好。 

2.2.6  重复性试验  取金青醇沉上清液 1 g，按

“2.2.3”项的方法平行制备 6 份供试品溶液，按上述

色谱条件进行测定，记录峰面积，计算质量浓度。

新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸和断氧化马

钱子苷质量浓度的 RSD 依次为 1.23%、1.03%、

1.32%、0.98%、1.43%，说明该方法重复性良好。 
2.2.7  稳定性试验  按“2.2.3”项方法制备供试品

溶液，分别于室温下放置 0、4、8、12、16、20、
24 h，按“2.2.1”项色谱条件进行测定，记录峰面

积。新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸和断氧

化马钱子苷峰面积的 RSD 依次为 0.78%、0.86%、

0.57%、1.05%、1.31%，说明供试品溶液在 24 h 内

稳定。 
2.2.8  加样回收率试验  取金青醇沉上清液 1 g，置
于 50 mL 量瓶中，分别精密加入样品中新绿原酸、

绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸和断氧化马钱子苷 5 种

成分量的 100%的对照品溶液，按上述色谱条件进

行测定，计算回收率，结果新绿原酸、绿原酸、隐

绿原酸、咖啡酸和断氧化马钱子苷的平均回收率分

别为 98.57%、101.38%、100.87%、97.44%、98.64%，

RSD 分别为 1.04%、1.23%、1.07%、0.97%、1.37%，

均小于 3%，说明在该色谱条件下，测定样品中新

绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸和断氧化马钱

子苷的准确度符合要求。 
2.2.9  物质转移率的测定  取金青醇沉前液和金青

醇沉液，各样品按“2.2.3”项方法制备供试品溶液，

按“2.2.1”项下色谱条件，测定新绿原酸、绿原酸、

隐绿原酸、咖啡酸、断氧化马钱子苷的量，并按下

式计算各物质的转移率。 
转移率＝醇沉液中物质量/醇沉前液中物质量 

对照品（237 nm）2 

1 

4 

5 3 

2
4

531

1

5 

对照品（324 nm） 

样品（237 nm） 样品（324 nm） 2
3

4

0      10      20      30      40      50      60    0      10      20      30      40      50      60 
t/min 
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2.3  固含量测定 
精密称取金青醇沉液 10 g，置于干燥至恒定质

量的蒸发皿中，水浴蒸干后于 105 ℃常压干燥箱中

干燥至恒定质量，取出，于干燥器中冷却 30 min，
精密称定，根据干燥恒定的质量，计算金青醇沉液

的固含量。 
固含量＝干燥后醇沉干膏质量/醇沉液取样量 

2.4  单因素试验设计及结果 
以新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸、咖啡酸、断

氧化马钱子苷的转移率、固含量为指标，考察醇沉

前液相对密度、醇沉前液温度、醇沉终点乙醇体积

分数、醇沉搅拌速度、加醇速度、静置温度、静置

时间对醇沉效果的影响，为响应面试验因素水平的

选择提供依据。根据单因素试验设计（表 1）进行

试验，每个试验水平设 3 个平行组，实验中所用乙

醇均为 95%乙醇（室温放置）。 
按表 1 中的工艺参数进行金青醇沉试验，各醇

沉样品的指标测定结果见表 2，并将各结果进行

z-score 标准化处理[17-18]，正相关指标数据（物质转

移率）的标准化处理公式为新数据＝(原数据－算术

平均数)/标准差；负相关指标数据（固含量）的标

准化处理公式为新数据＝(算术平均数－原数据)/标
准差，将各指标数据的标准化处理进行加和，得到

综合评分，各指标数据的综合评分结果见表 2。运

用 SPSS 17.0 软件对各单因素试验结果进行单因素

ANOVA 方差分析，分析结果见表 3。 

由表 3 可知，加醇体积流量、静置时间对新绿

原酸转移率等 6 个指标的 ANOVA 方差分析的 P
值均＞0.05，故在试验水平范围内，加醇体积流量

和静置时间对金青醇沉效果无显著影响；搅拌速率

和醇沉终点乙醇体积分数除对固含量的 ANOVA 方

差分析的 P 值＜0.05，对其他 5 个指标的 ANOVA
方差分析的 P 值均＞0.05，故可认为在试验水平范

围内，搅拌速率和醇沉终点乙醇体积分数对金青醇

沉效果无显著影响；而静置温度、醇沉前液相对密

度和醇沉前液温度对新绿原酸转移率等 6 个指标的

ANOVA 方差分析的 P 值均＜0.05，表明在试验水

平范围内，静置温度、醇沉前液相对密度和醇沉前

液温度对金青醇沉效果具有显著影响，故需进一步

优化该 3 个因素。 
在上述分析基础上，结合表 3 综合评分的结

果，确定 7个考察因素的水平为搅拌速度 550 r/min，
加醇体积流量 4.0 mL/s，静置时间 20 h，醇沉终点

乙醇体积分数 75%，静置温度 20～40 ℃，醇沉前

液相对密度 1.08～1.12 g/mL，醇沉前液温度 20～
30 ℃。 
2.5  醇沉工艺的响应面优化试验设计及结果 

在单因素试验基础上，根据 Box-Behnken 响应

面法设计原理，设计 17 个试验点（5 个零点）的响

应面分析试验，对静置温度（A）、醇沉前液相对密

度（B）、醇沉前液温度（C）进行考察，实验设计

及结果见表 4。 

表 1  单因素试验设计 
Table 1  Design of single factor tests 

考察因素 固定因素 

搅拌速率 150、250、350、450、550 r·min−1 醇沉前液相对密度 1.14 g·mL−1、醇沉前液温度 25 ℃、加醇体积流量 5 

mL·s−1、醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置温度 20 ℃、静置时间 24 h 

加醇体积流量 7.0、5.5、4.0、2.5、1.0 mL·s−1 醇沉前液相对密度 1.14 g·mL−1、醇沉前液温度 25 ℃、搅拌速率 550 r·min−1、

醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置温度 20 ℃、静置时间 24 h 

静置温度 4、10、20、30、40 ℃ 醇沉前液相对密度 1.14 g·mL−1、醇沉前液温度 25 ℃、搅拌速率 550 r·min−1、

加醇体积流量 4 mL·s−1、醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置时间 24 h 

静置时间 10、20、30、40、50 h 醇沉前液相对密度 1.14 g·mL−1、醇沉前液温度 25 ℃、搅拌速率 550 r·min−1、

加醇体积流量 5 mL·s−1、醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置温度 20 ℃ 

醇沉终点乙醇体积分数 71%、73%、75%、

77%、79% 

醇沉前液相对密度 1.14 g·mL−1、醇沉前液温度 25 ℃、搅拌速率 550 r·min−1、

加醇体积流量 5 mL·s−1、静置温度 20 ℃、静置时间 24 h 

醇沉前液相对密度 1.16、1.14、1.12、1.10、 

1.08 g·mL−1 

醇沉前液温度 25 ℃、搅拌速率 550 r·min−1、加醇体积流量 5 mL·s−1、 

醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置温度 20 ℃、静置时间 24 h 

醇沉前液温度 15、20、25、30、35 ℃ 醇沉前液相对密度 1.14 g·mL−1、搅拌速率 550 r·min−1、加醇体积流量 5 

mL·s−1、醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置温度 20 ℃、静置时间 24 h 
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表 2  单因素试验结果 
Table 2  Results of single factor tests 

转移率/% 
因素 水平 

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 咖啡酸 断氧化马钱子苷 
固含量/% 综合评分

150 81.1 78.9 81.3  98.2 88.4 4.5 0.55 

250 80.0 77.7 80.2  96.6 86.4 4.3 −7.98 

350 81.0 78.4 81.1  98.0 87.7 4.2 −0.15 

450 81.3 78.8 81.5  97.5 87.8 4.2 0.98 

搅拌速度/(r·min−1) 

550 81.8 79.4 82.0  98.6 88.2 4.0 6.60 

7.0 76.4 74.1 76.9  93.8 76.2 4.1 −4.65 

5.5 79.6 77.0 80.3  98.2 78.6 4.3 3.73 

4.0 80.5 77.9 81.4  97.4 78.7 4.3 4.68 

2.5 77.7 75.0 78.2  95.7 76.6 4.3 −2.93 

加醇体积流量/(mL·s−1) 

1.0 78.4 76.1 79.1  95.4 77.5 4.3 −0.84 

4 78.0 74.5 77.3  92.9 73.7 4.2 −4.21 

10 79.4 75.8 78.3  94.2 74.3 4.3 −2.62 

20 80.6 77.3 79.8  95.4 74.9 4.4 −0.79 

30 81.5 79.2 81.8 100.0 76.2 4.6 1.23 

静置温度/℃ 

40 84.0 81.9 84.5 103.0 78.3 4.6 6.39 

10 80.6 76.7 79.3  98.6 85.6 4.7 1.79 

20 80.9 77.1 79.5  98.9 86.8 4.7 3.59 

30 80.0 76.5 79.0  98.2 86.3 4.6 2.07 

40 79.8 76.1 78.5  97.4 85.7 4.6 −0.73 

静置时间/h 

50 78.5 74.8 77.2  95.7 84.1 4.6 −6.71 

71 81.1 77.6 79.2  97.7 85.4 5.2 −5.88 

73 82.4 78.6 81.3 100.4 87.8 4.7 4.31 

75 82.4 78.7 81.6 100.2 87.6 4.3 5.06 

77 81.1 77.0 79.5  99.3 86.0 4.1 −2.42 

醇沉终点乙醇体积分数/% 

79 80.7 76.8 79.5  99.8 86.8 3.5 −1.08 

1.16 83.8 81.5 81.4  89.7 85.0 3.4 −4.99 

1.14 83.9 81.6 81.8  90.3 85.7 3.5 −4.76 

1.12 90.3 88.6 89.9 108.8 91.6 3.8 1.93 

1.10 92.3 91.5 92.3 110.0 95.6 3.8 4.18 

醇沉前液相对密度/(g·mL−1) 

1.08 90.1 89.6 89.6 101.3 93.0 3.2 3.64 

15 83.8 81.9 84.8  94.4 90.6 4.3 −2.25 

20 86.9 84.2 88.0  96.3 92.3 4.5 1.28 

25 89.3 87.3 91.8 104.0 96.5 4.6 7.97 

30 85.1 83.3 86.3  96.1 90.8 4.8 −1.43 

醇沉前液温度/℃ 

35 75.6 81.1 85.6  96.2 91.6 5.5 −5.57 
 

对表 4 中的试验数据进行 z-score 标准化处

理[17-18]，正相关指标数据（物质转移率）的标准化

处理公式为新数据＝(原数据－算术平均数)/标准

差；负相关指标数据（固含量）的标准化处理公式

为新数据＝(算术平均数－原数据)/标准差，并将各

指标数据的标准化处理进行加和，得到综合评分，

各指标数据的标准化处理和综合评分结果见表 4。
利用 Design-Expert 8.0.5b 软件对综合评分结果进行 
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表 3  单因素试验方差分析 
Table 3  Analysis of variance of single factor tests 

P 值 
因素 

新绿原酸转移率 绿原酸转移率 隐绿原酸转移率 咖啡酸转移率 断氧化马钱子苷转移率 固含量

搅拌速度 0.706 0.726 0.706 0.764 0.571 0.000

加醇体积流量 0.096 0.092 0.059 0.124 0.282 0.522

静置温度 0.030 0.002 0.004 0.000 0.032 0.002

静置时间 0.459 0.484 0.476 0.403 0.433 0.666

醇沉终点乙醇体积分数 0.640 0.517 0.364 0.466 0.475 0.000

醇沉前液相对密度 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

醇沉前液温度 0.000 0.021 0.005 0.001 0.037 0.000
 

表 4  Box-Behnken 试验设计及结果 (括号内为标准化处理后的试验数据) 
Table 4  Design and results of Box-Behnken test (brackets for standardized processing of test data)  

转移率/% 
试验号 A/℃ 

B/ 

(g·mL−1) 
C/℃

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 咖啡酸 断氧化马钱子苷 
固含量/% 综合评分

 1 20 (−1) 1.12 (1) 25 (0) 89.3 (−1.070) 93.6 (0.165) 93.3 (−0.270) 97.4 (0.289) 94.2 (−0.593) 4.7 (−1.260) −2.738

 2 30 (0) 1.10 (0) 25 (0) 94.4 (1.058) 98.2 (1.803) 98.3 (1.777) 97.2 (0.128) 96.2 (1.158) 4.2 (1.019) 6.941

 3 40 (1) 1.10 (0) 30 (1) 92.3 (0.182) 93.4 (0.094) 92.2 (−0.720) 98.1 (0.853) 93.4 (−1.294) 4.6 (−0.804) −1.689

 4 30 (0) 1.08 (−1) 20 (−1) 88.7 (−1.321) 90.6 (−0.902) 90.4 (−1.456) 96.5 (−0.436) 93.7 (−1.031) 4.2 (1.019) −4.128

 5 30 (0) 1.10 (0) 25 (0) 93.5 (0.682) 96.1 (1.055) 97.2 (1.326) 98.4 (1.095) 96.3 (1.245) 4.2 (1.019) 6.422

 6 20 (−1) 1.10 (0) 20 (−1) 91.2 (−0.277) 91.4 (−0.618) 92.3 (−0.679) 96.8 (−0.194) 93.1 (−1.556) 4.7 (−1.260) −4.584

 7 30 (0) 1.08 (−1) 30 (1) 90.8 (−0.444) 91.2 (−0.689) 92.6 (−0.556) 97.2 (0.128) 94.1 (−0.663) 4.8 (−1.715) −3.940

 8 30 (0) 1.12 (1) 30 (1) 89.3 (−1.070) 91.4 (−0.618) 92.5 (−0.597) 95.6 (−1.161) 94.7 (−0.156) 4.4 (0.107) −3.494

 9 30 (0) 1.10 (0) 25 (0) 95.7 (1.600) 96.5 (1.197) 97.3 (1.367) 98.2 (0.933) 95.3 (0.370) 4.3 (0.563) 6.031

10 20 (−1) 1.10 (0) 30 (1) 88.3 (−1.488) 89.2 (−1.401) 91.3 (−1.088) 95.6 (−1.161) 96.5 (1.420) 4.2 (1.019) −2.698

11 40 (1) 1.08 (−1) 25 (0) 93.1 (0.515) 92.3 (−0.297) 94.9 (0.385) 94.8 (−1.805) 93.9 (−0.856) 4.4 (0.107) −1.950

12 40 (1) 1.10 (0) 20 (−1) 88.7 (−1.321) 91.5 (−0.582) 95.6 (0.672) 95.9 (−0.919) 95.6 (0.632) 4.3 (0.563) −0.955

13 30 (0) 1.10 (0) 25 (0) 95.2 (1.392) 96.4 (1.162) 96.1 (0.876) 96.8 (−0.194) 96.4 (1.333) 4.2 (1.019) 5.587

14 30 (0) 1.10 (0) 25 (0) 94.3 (1.016) 97.8 (1.660) 96.4 (0.999) 97.5 (0.370) 95.4 (0.457) 4.2 (1.019) 5.521

15 20 (−1) 1.08 (−1) 25 (0) 91.7 (−0.069) 90.1 (−1.080) 91.2 (−1.129) 96.1 (−0.758) 94.4 (−0.418) 4.5 (−0.348) −3.803

16 30 (0) 1.12 (1) 20 (−1) 92.0 (0.056) 91.9 (−0.440) 93.5 (−0.188) 99.8 (2.222) 93.8 (−0.943) 4.6 (−0.804) −0.096

17 40 (1) 1.12 (1) 25 (0) 93.2 (0.557) 91.7 (−0.511) 92.2 (−0.720) 97.8 (0.611) 95.9 (0.895) 4.7 (−1.260) −0.427
 
二次多元回归拟合，得到综合评分结果对 A、B 和

C 的二次多项回归模型方程：Y＝6.10＋1.10 A＋

0.88 B－0.26 C＋0.11 AB－0.65 AC－0.90 BC－

3.95 A2－4.38 B2－4.63 C2，R2＝0.985 3，接近 1，
说明通过二次回归得到综合评分模型与试验拟合较

好。同时，响应面二次回归方程方差分析结果见表

5，结果显示综合评分结果建立的回归整体模型达到

极显著（P＜0.01），失拟项不显著（P＞0.05），因

此模型成立。 
表 5 的结果显示，A、A2、B2、C2项达到极显

著水平（P＜0.01），B 项达显著水平（P＜0.05）。
同时由 F 值大小可推断，在所选择的试验范围内，

3 个因素对综合评分的影响为 A＞B＞C，因素 A 与

B 的交互作用为主要交互作用。 
利用 Design-Expert 8.0.5b 软件，根据拟合模型

绘制不同影响因素对综合评分的三维曲线图见图

2，了解各因素的交互作用对综合评分的影响。图

2-a 显示，综合评分随 A 的增加先增后减，随 B 的

增加先增后减。图 2-b 显示，综合评分随 A 的增加

先迅速增加后缓慢减少，随 C 的增加缓慢增加。图 
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表 5  响应面二次回归方程方差分析 
Table 5  ANOVA for quadratic regression equations of response surface 

差异来源 平方和 自由度 F 值 P 值 差异来源 平方和 自由度 F 值 P 值 

模型 286.00 9 52.12 ＜0.000 1 A2  65.65  1 107.68 ＜0.000 1 

A   9.69 1 15.89 0.005 3 B2  80.83  1 132.59 ＜0.000 1 

B   6.24 1 10.23 0.015 1 C2  90.39  1 148.27 ＜0.000 1 

C   0.53 1  0.87 0.382 4 残差   4.27  7   

AB   0.05 1  0.09 0.777 2 失拟项   2.85  3   2.69 0.181 6 

AC   1.72 1  2.81 0.137 4 纯误差   1.41  4   

BC   3.21 1  5.27 0.055 3 总差 290.27 16   
 

           
 

图 2  静置温度、醇沉前液相对密度和醇沉前液温度对综合指标的响应面 
Fig. 2  Response surface plot for effect of standing temperature, temperature of LA in liquid phase before alcohol 
precipitation, and relative density of LA in liquid phase before alcohol precipitation on comprehensive indexes 
 
2-c 显示，综合评分随 B 的增加先迅速降低后缓慢

增加，随 C 的增加缓慢增加。 
2.6  金青醇沉工艺优化结果和验证 

对于多参数的优化过程应在相应影响因素等高

线图（图 2-a～c 底部平面图）重合区域进行考察[19]，

因此，在上述响应面模型分析的基础上，利用

Design-Expert 8.0.5b 软件对综合指标的二次回归方

程求解，得 佳工艺条件为 A（静置温度）31.45 ℃，

B（醇沉前液相对密度）1.10，C（醇沉前液温度）

24.76 ℃，综合评分为 6.23。 
为检验预测的结果，需对预测的 佳工艺条件

进行验证。为方便实际操作，将验证条件修正为静

置温度 30 ℃，醇沉前液相对密度 1.10，醇沉前液

温度 25 ℃。按此工艺条件进行金青醇沉，平行操

作 3 次，结果见表 6。对结果的均值进行标准化处

理，得综合评分为 6.42，与预测值 6.23 相比，实际

综合评分与预测综合评分的偏差为 3.4%。 
本研究得到金青醇沉的 佳工艺条件为搅拌速

率 550 r/min、加醇体积流量 4.0 mL/s、静置时间 24 
h、醇沉终点乙醇体积分数 75%、静置温度为 30 ℃、

醇沉前液相对密度为 1.10 g/mL、醇沉前液温度为

25 ℃。 
 

表 6  验证实验结果 (括号内为标准化处理后的试验数据) 
Table 6  Results of verification (brackets for standardized processing of test data) 

转移率/% 
试验号 

新绿原酸 绿原酸 隐绿原酸 咖啡酸 断氧化马钱子苷 
固含量/% 综合评分

1 94.8 (1.224) 98.2 (1.802) 95.7 (0.713) 97.5 (0.370) 96.4 (1.333) 4.2 (1.001) 6.44 

2 94.6 (1.141) 97.9 (1.696) 98.0 (1.654) 96.8 (−0.194) 95.8 (0.807) 4.2 (1.001) 6.10 

3 95.1 (1.349) 96.8 (1.304) 98.6 (1.899) 97.3 (0.208) 96.2 (1.158) 4.3 (0.548) 6.47 

平均值 94.8 (1.224) 97.6 (1.589) 97.4 (1.408) 97.2 (0.128) 96.1 (1.070) 4.2 (1.001) 6.42 
 
3  讨论 

热毒宁注射液金青醇沉工艺的生产环境温度因

季节不同差异较大，冬季基本在 15～20 ℃，夏季

基本在 40～50 ℃，因此不同季节醇沉前液温度和

静置温度存在差异，而二者是影响醇沉效果的关键

因素之一，也是目前金青醇沉生产过程需要关注的

质控因素。 
本研究通过单因素试验结合 Box-Benknken 响
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应面法，对影响醇沉工艺的 7 个因素进行考察，获

得金青的 佳醇沉工艺。研究结果显示，运用响应

面法建立质控指标与关键工艺参数的数学模型，并

运用该模型对 佳工艺的结果进行预测，结果显示

预测值与实际值的偏差在 5%以内，表明其相关性

良好，说明对金青醇沉工艺进行响应面法优化合理

可行。本实验研究结果为控制金青醇沉生产过程关

键参数波动范围提供参考，有助于进一步提升金青

醇沉工艺的稳定性。 
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