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Box-Behnken 设计-响应面法优化木鳖子霜炮制工艺 
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摘  要：目的  采用Box-Behnken设计-响应面法（BBD-RSM）优选木鳖子霜的最佳炮制工艺。方法  以丝石竹皂苷元3-O-β-D-

葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、齐墩果酸含量及脂肪油含量的指标归一值（OD）为综合评价指标，采用 3 因素 3 水平的 BBD-RSM

设计试验，考察烘制时间、烘制温度、压制时间对木鳖子霜炮制工艺的影响。结果  优化得最佳工艺条件：烘制时间 1.68 h、

烘制温度 80 ℃、压制时间 30 min，OD 值为 0.777。考虑实际情况，对烘制时间进行微调得出木鳖子最佳炮制工艺，即烘制

时间为 1.7 h、烘制温度为 80 ℃、压制时间为 30 min。并通过所得条件平行制备 3 批样品，计算得 OD 值分别为 0.779、0.783、

0.766，其 RSD 为 1.15%。结论  采用 BBD-RSM 优选的炮制工艺稳定，模型预测效果良好，建立了木鳖子霜炮制新工艺。 
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Abstract: Objective  To optimize the optimum processing technology of Momordicae Semen cream using Box-Behnken 

design-response surface method (BBD-RSM). Methods  The overall desirability (OD) of indexes of the content of 3-O-β-D- 

glucuronic acid methyl ester, β-sitosterol, and oleanolic acid and the content of fatty oil in gypsogenin was comprehensively evaluated, 

and BBD-RSM with three factors and three levels was used to study the effect of baking temperature and time, and pressing time on the 

processing technology of Momordicae Semen cream. Results  According to the experiment, the optimum processing conditions were 

optimized: the baking time 1.68 h, the baking temperature 80 ℃, the pressing time 30 min, and the OD value was 0.777. Considering 

the actual situation, the optimum processing technology of Momordicae Semen was obtained by fine-tuning the baking time (A). That 

was, the baking time was 1.7 h, the baking temperature was 80 ℃, and the pressing time was 30 min. Also, the calculated OD values 

were 0.779, 0.783, 0.766, and its RSD was 1.15% through the obtained conditions in parallel with three batches of samples. Conclusion  

The processing technology optimized by Box-Behnken design-response surface method has the advantages of stable, good model 

prediction effect and a new processing technology for Momordicae Semen cream production. 

Key words: Momordicae Semen cream; processing technology; Box-Behnken design-response surface methodology; HPLC; 

3-O-β-D-glucuronic acid methyl ester; β-sitosterol; oleanolic acid; fatty oil 

 

木鳖子 Momordicae Semen 为葫芦科植物木鳖

Momordica cochinchinensis (Lour.) Spreng. 的干燥

成熟种子。本品性凉，味苦、微甘；有毒；归肝、

脾、胃经；具有散结消肿、攻毒疗疮的功效，主要 
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用于治疗疡肿毒、乳痈、瘰疬、痔漏、干癣等病症[1]。

现代药理研究表明，木鳖子具有抗炎、降压、抗肿

瘤等药理作用[2-6]。《中国药典》2015 年版记载，木

鳖子有小毒，需炮制成霜以达到用药安全的目的。

目前，木鳖子霜大多采用经验炮制，缺乏明确的炮

制工艺的参数，质量难以控制，进而临床用药疗效

及安全性无法得到保障。 

响应面分析法（response surface methodology，

RSM）作为一种有效的实验设计方法，可进行多因

素多水平实验研究，并可研究因素间的交互作用，

根据综合指标得到最优化的工艺结果[7-9]。RSM 由

于试验次数少，试验精度高，比正交设计试验法更

简化，比均匀设计更全面，且得到的关系式可以确

定在实验范围内的任何实验点的预测值，因而显示

出突出的优势[10-11]。因此，本实验采用 Box-Behnken

设计-响应面法（BBD-RSM），通过建立回归模型及

绘制响应面图[12-13]来优化木鳖子霜的最佳炮制工

艺。旨在为木鳖子霜炮制工艺、质量标准的制订和

临床合理用药提供参考和依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Waters Acquity UPLC H-Class 超高效液相色谱

系统，配有四元超高压溶剂系统、自动进样恒温样

本管理器、柱温箱、PDA 检测器和 Empower 2 色谱

工作站，美国 Waters 公司；KQ-300DE 型数控超声

波清洗器，昆山市超声仪有限公司；DK-S24 电热

恒温水浴锅，上海三发科学仪器公司；DFY-500（摇

摆式）多功能高速中药粉碎机，温州顶历医疗器械

有限公司；ME55 型十万分之一分析天平，梅特勒-

托利多上海有限公司；LH-P058 数显笔式酸度计，

杭州陆恒生物科技有限公司。 

1.2  材料 

对照品丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯

（批号 DST171120-078，质量分数≥98%）、β-谷甾

醇（批号 DST160926-04，质量分数≥99%）、齐墩

果酸（批号 R0160076，质量分数 99%）均购于成都

德思特生物技术有限公司；木鳖子药材，批号

1702010701，产于安徽，购于亳州市中药饮片厂，

经安徽中医药大学第一附属医院国家中医药管理局

中药制剂三级实验室李立华主任中药师鉴定为葫芦

科植物木鳖 Momordica cochinchinensis (Lour.) 

Spreng. 的干燥成熟种子；色谱纯乙腈，美国 Sigma

公司；甲醇、磷酸等试剂均为分析纯，购自国药集

团试剂公司；屈臣氏蒸馏水；安捷伦公司生产的规

格为 0.22 μm 微孔滤膜。 

2  方法与结果 

2.1  木鳖子霜的制备 

取一定量木鳖子，去壳取仁，放置于真空干燥

箱内，于一定温度下加热一定时间（按照实验设定

温度和时间烘制），用粉碎机粉碎过 40 目筛后，取

出用吸油纸包裹放置于压油机内，压制去油，换纸

重复操作至吸油纸上基本无油迹，即可。 

2.2  3 种皂苷成分含量测定 

2.2.1  色谱条件  Agilent TC-C18（2）（250 mm×4.6 

mm，5 μm）色谱柱；流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶

液，梯度洗脱程序为 0～3 min，10%～20%乙腈；3～

10 min，20%～50%乙腈；10～20 min，50%～100%

乙腈；20～34 min，100%乙腈；34～36 min，100%～

10%乙腈；36～40 min，10%乙腈；柱温 30 ℃；体

积流量 0.8 mL/min；检测波长 203 nm；进样量为 5 

μL。色谱图见图 1。 
 

 

1-丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯  2-β-谷甾醇  3-齐墩果酸 

1-3-O-β-D-glucuronic acid methyl ester  2-β-sitosterol  3-oleanolic acid 

图 1  混合对照品 (A) 与木鳖子霜 (B) HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC profile of mixed reference (A) and 

Momordicae Semen cream (B) 

2.2.2  对照品溶液的制备  精密称取丝石竹皂苷元

3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、齐墩果酸对

照品适量，分别置于棕色容量瓶中，用甲醇定容至

刻度制成母液。再用移液管分别从丝石竹皂苷元 3- 

O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、齐墩果酸母液

中精密吸取 2.5、0.5、0.1 mL 对照品溶液共同置于

5 mL 棕色量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，制成

的混合对照品溶液中含有丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡

萄糖醛酸甲酯 310.5 μg/mL，β-谷甾醇 34.5 μg/mL，

齐墩果酸 13.2 μg/mL。 

2.2.3  供试品溶液的制备  按照“2.1”项下方法制

备木鳖子霜，精密称取木鳖子霜约 0.75 g，置于索
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氏提取器中。于提取瓶中加入 60%甲醇 100 mL，回

流提取 4 h 后于水浴锅中 90 ℃蒸干。将所得残渣移

至 10 mL 具塞试管中，另加 10 mL 水和 0.6 mL 硫

酸，振荡，混匀，塞紧。将试管置于沸水浴中加热

2 h，取出，冷却，并滤过得残渣加色谱甲醇 9 mL

于10 mL量瓶中，另加1～2滴硫酸，并使用LH-P058

数显笔式酸度计测 pH 值至 2.0，摇匀，定容。最后

将样品溶液于 50 ℃水浴中加热 4 h，取出放冷，加

甲醇补至刻度，备用。进样前取少量样品溶液，离

心，滤过，取续滤液，即可。 

2.2.4  线性关系考察  按“2.2.1”项下色谱条件，

分别取丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-

谷甾醇、齐墩果酸混合对照品溶液 2、4、6、8、10 

μL，注入超高效液相色谱仪。记录其色谱峰，色谱

峰面积设为纵坐标（Y），进样量设为横坐标（X），

进行线性拟合，得出丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖

醛酸甲酯回归方程 Y＝201 649.25 X－4 227.7，r＝

0.999 96，线性范围为 0.621～3.105 μg；β-谷甾醇回

归方程 Y＝14 629.45 X－658.9，r＝0.999 97，线性

范围为 69.2～346.0 ng；齐墩果酸回归方程 Y＝    

8 324.05 X＋2 788.7，r＝0.999 98，线性范围为

26.4～132.0 ng，所得方程均满足 P＜0.000 1，说明

拟合方程均显示极其显著的线性关系。 

2.2.5  精密度考察  精密吸取 5 号供试品溶液 5 

μL，在“2.2.1”项色谱条件下重复进样 6 次，记录

丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、

齐墩果酸峰面积积分值，计算其 RSD 值分别为

1.11%、0.58%、1.13%，结果表明仪器精密度表现

良好。 

2.2.6  稳定性考察  精密吸取 5 号供试品溶液 5 

μL，在“2.2.1”项色谱条件下重复进样 6 次，时间

间隔为 0、4、8、12、16、24 h。记录丝石竹皂苷元

3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、齐墩果酸峰

面积积分值，计算其 RSD 值分别为 2.00%、2.18%、

1.91%，结果表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.2.7  重复性考察  制备 6 份 5 号供试品溶液，分

别精密吸取供试品溶液 5 μL，在“2.2.1”项色谱条

件下进样，记录丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸

甲酯、β-谷甾醇、齐墩果酸峰面积积分值，计算其

RSD 值分别为 0.17%、0.69%、0.64%，表明该方法

重复性表现良好。 

2.2.8  加样回收率试验  精密称取 6 份 0.75 g 左右

的 5 号样品粉末，适量对照品溶液，按照“2.2.3”

项下方法制备供试品溶液。精密吸取供试品 5 μL，

在“2.2.1”项色谱条件下进样，记录丝石竹皂苷元

3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、齐墩果酸峰

面积积分值，计算其平均回收率，结果分别为

100.19%、102.89%、103.03%，RSD 分别为 1.16%、

1.33%、1.32%。 

2.3  脂肪油的提取和含量测定 

精密称取木鳖子霜粉末 1.0 g，置于索氏提取器

中，另于提取瓶内加入 90 mL 石油醚（沸程 60～

90 ℃），连接提取器及冷凝管，接上水流，在 85 ℃

水浴中进行回流提取 6 h。收集提取液倒入已恒定质

量的蒸发皿（前后质量差小于 0.2 mg）中，放于水

浴锅上 80 ℃挥干溶剂，再置于电热恒温烘箱内于

80 ℃烘制干燥 0.5 h，取出冷却 0.5 h，即可。参照

文献方法计算木鳖子霜的脂肪油含量[14]。 

2.4  BBD-RSM 优选炮制工艺 

2.4.1  试验设计与结果  基于“2.1”项木鳖子霜的

制备流程，选取了烘制时间（A）、烘制温度（B）

及压制时间（C）3 个主要考察因素，丝石竹皂苷元

3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯（Y1）、β-谷甾醇（Y2）、齐

墩果酸（Y3）含量及脂肪油含量（Y4）的指标总评

归一值（OD）为响应指标，采用 Design-Expert 8.0.5b

软件的 BBD-RSM 试验设计的 3 因素 3 水平设计方

案。优化实验以所选 3 因素为自变量，以总评分 OD

值为因变量，建立多元线性回归方程，并根据拟合

模型得出响应面图[15-17]，进而优化出最优炮制方案，

试验设计方案与结果见表 1。 

总评分 OD 值计算步骤：①采用 Hassan 法对丝

石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、

齐墩果酸及脂肪油含量指标进行归一化处理，其中

丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯（d1）、β-

谷甾醇（d2）、齐墩果酸（d3）指标值越大越好［d＝

(Mi－Mmin)/(Mmax－Mmin)］；脂肪油含量（d4）指标

值越小越好［d＝(Mmax－Mi)/(Mmax－Mmin)］。式中

Mi 为指标测量值，Mmax 和 Mmin 指每一指标在所有

试验中所测得的最大值和最小值。②将处理所得各

指标进行“归一化”，得总评分 OD 值，即 OD＝    

(d1×d2×d3×d4)
1/4。 

2.4.2  模型拟合与方差分析  将表 1 所得数据导入

Design-Expert 8.0.5b 软件，进行多元二项式拟合，

模型拟合及方差分析结果如下：OD＝0.49－0.094  

A－0.10 B＋0.26 C－0.068 AB＋0.084 AC－0.091 

BC－0.082 A2－0.095 B2－0.081 C2。 
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表 1  BBD 试验设计及结果 

Table 1  Design and results of BBD test 

试验号 A/h B/℃ C/min Y1/(mg·g−1) Y2/(mg·g−1) Y3/(mg·g−1) Y4/% OD 

 1 1.0 (−1) 80 (−1) 20 (0) 6.666 0.293 0.164 29.78 0.497 

 2 1.0 (−1) 90 (0) 10 (−1) 6.038 0.347 0.122 32.15 0.266 

 3 1.5 (0) 90 (0) 20 (0) 6.851 0.402 0.160 27.94 0.603 

 4 1.5 (0) 80 (−1) 10 (−1) 6.542 0.407 0.169 35.86 0.000 

 5 1.5 (0) 80 (−1) 30 (1) 7.005 0.278 0.253 21.13 0.817 

 6 1.5 (0) 90 (0) 20 (0) 6.783 0.387 0.157 27.34 0.579 

 7 1.5 (0) 90 (0) 20 (0) 6.828 0.252 0.146 28.13 0.453 

 8 2.0 (1) 90 (0) 30 (1) 6.695 0.205 0.173 19.05 0.564 

 9 1.0 (−1) 90 (0) 30 (1) 6.379 0.189 0.163 18.21 0.493 

10 2.0 (1) 100 (1) 20 (0) 6.020 0.117 0.122 26.32 0.000 

11 1.5 (0) 90 (0) 20 (0) 6.732 0.207 0.145 26.34 0.423 

12 1.5 (0) 100 (1) 10 (−1) 4.978 0.262 0.130 30.67 0.000 

13 2.0 (1) 80 (−1) 20 (0) 7.066 0.147 0.163 27.97 0.356 

14 1.0 (−1) 100 (1) 20 (0) 6.537 0.223 0.147 28.19 0.413 

15 2.0 (1) 90 (0) 10 (−1) 6.155 0.313 0.113 29.13 0.000 

16 1.5 (0) 100 (1) 30 (1) 6.077 0.193 0.156 18.01 0.453 

17 1.5 (0) 90 (0) 20 (0) 6.698 0.197 0.152 27.84 0.409 

 

表 2 结果显示，模型的 P＝0.004 9＜0.01，说

明所采用的回归模型具有极显著意义，失拟项的  

P＝0.280 8＞0.05，表明失拟项并不显著，故该方程

拟合的模型可以用于分析木鳖子制霜炮制工艺，预

测最优工艺参数。分析所得相关系数 r2＝0.916 9，

Radj
2＝0.883 6，说明该模型与实际情况拟合较吻合；

C 项 P＝0.000 2＜0.01，说明达到极显著水平，A、

B 项的 P 值均＜0.05，说明具有显著意义，而 AB、

AC、BC、A2、B2、C2 项均不显著，故说明单因素

对 OD 值的影响远远超过交互项，因而不再进行交

互作用分析，且因素影响顺序为 C＞B＞A。 

2.4.3  响应面法优化最佳制霜工艺  根据“2.4.2”

项得到回归模型，采用 Design-Expert8.0.5b 软件绘

制各因素对 OD 值的响应曲面图（图 2）。结果显示，

最佳的工艺条件为 A＝1.68 h、B＝80 ℃、C＝30 

min，OD＝0.777。A＝1.68 h 即 100.8 min，考虑到

实际操作，将其微调为 1.7 h 即 102 min。故最终优

选工艺为烘制时间 1.7 h、烘制温度 80 ℃、压制时

间 30 min。 

2.4.4  验证实验  根据优选出的最佳工艺平行制备

木鳖子霜 3 份，按照“2.2.3”项下方法制备样品溶

液，以“2.2.1”项色谱条件进样 5 μL，并根据所得

样品峰面积，得出丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛

酸甲酯、β-谷甾醇、齐墩果酸含量，另外按照“2.3” 

表 2  二次多项式方程模型方差分析 

Table 2  Variance analysis of quadratic polynomial equation model   

来源 平方和 自由度 F 值 P 值 显著性 来源 平方和 自由度 F 值 P 值 显著性 

模型 0.870 0 9 8.580 0 0.004 9 P＜0.01 A2 0.028 0  1 2.051 0 0.157 0  

A 0.070 0 1 6.250 0 0.041 0 P＜0.05 B2 0.038 0  1 3.390 0 0.108 1  

B 0.081 0 1 7.200 0 0.031 4 P＜0.05 C2 0.028 0  1 2.045 0 0.161 4  

C 0.530 0 1 47.310 0.000 2 P＜0.01 残差 0.079 0  1    

AB 0.018 0 1 1.650 0 0.240 1  失拟项 0.046 0  3 1.840 0 0.280 8  

AC 0.028 0 1 2.530 0 0.155 7  绝对误差 0.033 0  4    

BC 0.033 0 1 2.095 0 0.129 5  总和 0.950 0 16    
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项下提取脂肪油，计算其含量，最终计算其 OD 值，

实验所得结果显示该模型具备较高的准确性和精密

性，所优选的工艺稳定可行，其验证结果见表 3，

其中偏差值＝OD－预测值。 
 

           

图 2  A、B、C 对 OD 值的响应面 3D 图 

Fig. 2  3D response surface of A, B, and C to OD value 

表 3  工艺验证实验结果 

Table 3  Results of process verification  

试验号 Y1/(mg·g−1) Y2/(mg·g−1) Y3/(mg·g−1) Y4/% OD 预测值 偏差/% RSD/% 

1 7.383 0.263 0.212 19.657 0.779 0.777  0.200 1.150 

2 7.404 0.263 0.219 20.538 0.783   0.600  

3 7.352 0.269 0.211 21.113 0.766  −1.100  

 

3  讨论 

本实验采用 BBD-RSM 优化木鳖子霜炮制工

艺。传统炮制工艺优选大多采用线性数学模型设计

的正交试验，其优点是可以选出多水平、多因素的

最佳条件，但只能分析离散型数据，且精确度不高，

预测性较差。而响应面法是一种用非线性模型设计

的实验方法，建立了明确的多项式函数来表达因素

与响应值之间的联系，可以精确预测最佳工艺条件；

本实验采用此法建立质控指标与关键工艺参数的数

学模型，并运用该模型对最佳工艺结果进行预测，

结果显示预测值与实际值的偏差在 2%以内，表明

其相关性良好，说明对木鳖子霜的炮制工艺进行响

应面法优化合理可行。 

本实验采用 HPLC 法测定木鳖子霜中丝石竹皂

苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯、β-谷甾醇、齐墩果

酸含量，且木鳖子样品中丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡

萄糖醛酸甲酯含量均大于 0.4%，符合《中国药典》

2015 年版不低于 0.4%的规定。其木鳖子霜按《中

国药典》2015 年版记载制备供试品溶液，其指标成

分丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯色谱峰较

小，经实验验证原因是丝石竹皂苷元 3-O-β-D-葡萄

糖醛酸甲酯为木鳖子皂苷降解后的次级苷，需水解

处理。 

通过考察不同色谱柱：Acquty UPLC® BEH C18

（100 mm×2.1 mm，1.6 μm）、Acquty UPLC® BEH 

C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）及 Agilent TC-C18

（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm）。结果显示，采用

Agilent TC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm）色

谱柱，得到的色谱峰分离的较好。本实验还对不同

流动相系统、体积流量、柱温及检测波长均进行了

考察，结果表明本实验所采用的检测仪器及方法对

木鳖子霜适用性良好。本实验旨在优选木鳖子霜的

最佳炮制工艺，相较于传统炮制工艺，明显降低了

其制作周期，且具有可控性，为其质量标准提供了

参考依据，同时为后期实验奠定基础。 
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