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基于熵权法的多目标筛选甘草黄酮类成分纯化工艺 

田彦芳，万海同，朱紫烨，郑平平，虞  立，何  昱* 
浙江中医药大学，浙江 杭州  310053 

摘  要：目的  联用熵权法、Plackett-Burman设计（PBD）与 Box-Behnken设计（BBD），多目标筛选甘草黄酮类成分的纯

化工艺。方法  在构建甘草 HPLC 指纹图谱的基础上，以 6 种黄酮类成分甘草素葡萄糖芹糖苷、甘草苷、芹糖异甘草苷、

异甘草素葡萄糖芹菜苷、异甘草苷和新异甘草苷的回收率为检测指标，筛选 12种大孔树脂中最佳型号。熵权法赋予 6种黄

酮类成分的回收率客观权重，计算综合指标作为评价标准，运用 PBD筛选显著性影响因素，结合 BBD优选大孔树脂富集甘

草黄酮的最佳工艺参数。结果  ADS-7型大孔树脂对甘草中 6种黄酮类成分的富集选择性最高。最佳工艺参数为上样 pH值

4.5，上样质量浓度 0.20 g/mL，上样量 1.0 g/g，上样体积流量 0.6 mL/min，6.7 BV的 83%乙醇以 1.0 mL/min体积流量洗脱。

纯化后 6 种黄酮类成分的回收率为 86%～97%，模型综合评价预测值为 93.32%，实验所得综合评价为 93.05%，相对偏差

1.17%。结论  联用熵权法、PBD 与 BBD 筛选甘草黄酮类成分纯化工艺是科学可行的，可为实现中药有效成分分离纯化的

多目标寻优提供借鉴。 
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Multi-objective optimization of purification technology for licorice flavonoids 
based on entropy-weight method 

TIAN Yan-fang, WAN Hai-tong, ZHU Zi-ye, ZHENG Ping-ping, YU Li, HE Yu 
Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China 

Abstract: Objective  To multi-objectively optimize the purification process parameters of licorice flavonoids using entropy-weight 
method, Plackett-Burman design (PBD), and Box-Behnken design (BBD). Methods  On the basis of HPLC fingerprints of licorice, 
the macroporous resin type was chosen using the recovery rates of six components (liquiritin apioside, liquiritigenin, isoliquiritin 
apioside, licuraside, isoliquiritin, and neoisoiiquiritin) as detection indexes. Weights of the recovery rates of six components were 
determined by entropy-weight method, in order to obtain the comprehensive index. The significantly influencing factors were firstly 
evaluated by PBD, then purification conditions were optimized by BBD. Results  ADS-7 type resin showed a high selectivity for six 
components. The optimized purification technology was as follows: pH value was 4.5, sample concentration was 0.20 g/mL, ratio of 
sample to resin was 1.0 g/g, flow rate was 0.6 mL/min, elution dosage was 6.7 BV, ethanol concentration was 83% of eluting agent, and 
elution rate was 1.0 mL/min. Under the conditions, the recovery rates of six components were 86%—97%, the theoretical and actual 
comprehensive indexes were 93.32% and 93.05%, respectively, with a relative error of 1.17%. Conclusion  Entropy-weight method 
combined with PBD and BBD-RSM used to optimize the purification process for the licorice flavonoids in this study is scientific and 
feasible, providing a new reference to realize the multi-objective optimization of the purification technology for active constituents in 
Chinese materia medica. 
Key words: licorice flavonoids; macroporous resin; entropy-weight method; multi-objective optimization; Plackett-Burman design; 
Box-Behnken design; purification process 
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甘草 Glycyrrhizae Radix et Rhizoma为豆科甘草

属植物甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch. 的干燥根及

根茎，具有补脾益气、清热解毒、祛痰止咳、缓急

止痛、调和诸药等功效[1]，黄酮类化合物是甘草的

主要有效部位之一，具有明显的抗肿瘤、抗溃疡、

解痉、抗菌、抗炎、调血脂、镇痛和雌激素样作用[2]，

随着药理活性研究的不断深入，甘草黄酮类成分的

市场需求日益增加。 
目前已有文献报道以单一成分（甘草苷、异甘

草素等）或总黄酮的量为指标筛选大孔树脂纯化甘

草黄酮的工艺研究[3-6]，以单一成分为指标无法体现

中药多组分、多靶点的特点，而以总黄酮为指标定

量测定多采用紫外分光光度法，因特异性差，不同

黄酮类化合物吸收系数不同，容易导致实验结果偏

差[7]。本实验以甘草指纹图谱中 6 种黄酮类成分回

收率为检测指标，从 12种大孔树脂中，筛选出对甘

草黄酮类成分具有选择性富集的型号。熵权法赋予

6 种黄酮成分的回收率客观权重，根据权重得出综

合指标。采用 Plackett-Burman 设计（PBD）、Box- 
Behnken 设计（BBD）效应面分析等数学模型，筛

选出显著影响因素并确定最佳水平组合，多目标优

化甘草黄酮类成分的纯化工艺，为甘草药效物质基

础研究及作用机制研究奠定基础。同时，多种数学

模型结合运用于有效成分的多目标富集也可为中药

成分的提取分离提供借鉴与参考。 
1  仪器与材料 

Agilent1260 Infinity 型高效液相色谱仪，美国

Agilent Technologies；ABSCIEX 4500 QTRAP质谱

仪，美国 ABSCIEX；SHA-A 型恒温数显水浴振荡

器，上海双舜实验发展有限公司；KQ-250E型数控

超声清洗机，昆山市超声仪器有限公司；RE-52A
型旋转蒸发仪，上海亚荣生物仪器厂；Mettler AL104
型万分之一电子天平，梅特勒-托利多仪器公司；

FE20 pH计，梅特勒-托利多仪器公司；玻璃色谱柱，

内径 1.5 cm，杭州汇普化工仪器有限公司。 
甘草（批号 150319）购自浙江中医药大学名中

医馆，由浙江中医药大学资源与鉴定教研室陈锡林

副教授鉴定为豆科甘草属植物甘草 Glycyrrhiza 
uralensis Fisch. 的干燥根及根茎；甘草苷对照品（批

号 20120131，质量分数≥98%）、甘草酸对照品（批

号 20120910，质量分数≥98%）购自上海源叶生物

科技有限公司；大孔树脂 D101、AB-8、NKA-9、
HPD100、HPD300、HPD400、HPD500、HPD722、

ADS-7、ADS-17、X-5、D301购自河北省沧州宝恩

吸附材料科技有限公司；乙腈、甲醇为色谱纯，美

国 Tedia公司；水为Millipore超纯水；其他试剂均

为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  甘草提取液的制备 

取甘草药材 200 g，50 ℃干燥后粉碎过 40 目
筛，按固液比 1∶10加入 70%乙醇，在 25 ℃下超

声提取 3次，提取时间分别为 1.0、1.0、0.5 h，合

并提取液，减压浓缩至无醇味后用水稀释至 0.10 
g/mL，离心取上清液，即得[6,8]。 
2.2  指纹图谱的建立 
2.2.1  色谱条件  Zorbax SB-C18色谱柱（150 mm×
4.6 mm，5 μm）；流动相为 0.1%甲酸水溶液-乙腈；

体积流量 0.8 mL/min；线性梯度洗脱：0～10 min，
15%～25%乙腈；10～17 min，25%～30%乙腈；17～
25 min，30%～35%乙腈；25～45 min，35%～60%
乙腈；45～55 min，60%～90%乙腈；切换波长检测：

276 nm（0～10 min）、360 nm（10～25 min）、252 nm
（25～55 min）；柱温 35 ℃；进样量 20 μL。 
2.2.2  质谱条件  电离源：电喷雾离子源（ESI）；
检测方式：负离子扫描模式；扫描范围：m/z 200～
1 000；离子源电压：−4 500 V；温度 650 ℃；干燥

气体为氮气；气帘气 172.40 kPa（25 psi）；喷雾气

448.24 kPa（65 psi）；辅助加热气 448.24 kPa（65 psi）。 
2.2.3  药材指纹图谱的建立  精密量取甘草提取液

1.0 mL，加纯水定容 25 mL，0.22 μm微孔滤膜滤过，

按“2.2.1”项色谱条件记录色谱图，作为甘草的指

纹图谱（图 1）。HPLC-ESI-MS 获取质谱信息，通

过与文献报道的甘草中化合物的相对分子质量比

对、质谱规律[9-12]及结合部分对照品分析，共推测

出 10个色谱峰的化合物归属，其中 1～6号色谱峰

对应化合物为甘草黄酮类成分。 
2.2.4  对照峰的选择  甘草酸在甘草中的量较高，

为甘草的主要活性成分之一，是检验甘草品质的指

标性成分。在色谱洗脱过程中，甘草酸的色谱峰较

为明显，峰位较居中，在图谱中分离良好，故本实

验选择甘草酸作为对照峰。 
2.2.5  精密度考察  取同一批药材提取液，连续进

样 6次，以甘草酸的保留时间和峰面积为参照，计

算图谱中 15个主要峰的相对保留时间RSD＜1.0%，

相对峰面积 RSD＜3.0%，说明仪器精密度良好。 
2.2.6  稳定性考察  取同一批次药材提取液，分别 
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1-甘草素葡萄糖芹糖苷  2-甘草苷  3-芹糖异甘草苷  4-异甘草素葡萄糖芹菜苷  5-异甘草苷  6-新异甘草苷  8-刺芒柄花素  
11-甘草皂苷 G2  12-甘草酸  13-乌拉尔甘草皂苷乙 
1-liquiritin apioside  2-liquiritigenin  3-isoliquiritin apioside  4-licuraside  5-isoliquiritin  6-neoisoiiquiritin  8-formononetin  
11-glycyrrhizin G2  12-glycyrrhizic acid  13-uralsaponin B  

图 1  混合对照品HPLC图 (S1) 和甘草提取物 (S14) 以及经 D301型 (S2)、ADS-7型 (S3)、AB-8型 (S4)、ADS-17型 (S5)、

HPD500型 (S6)、HPD722型 (S7)、HPD100型 (S8)、HPD300型 (S9)、HPD400型 (S10)、NKA-9型 (S11)、X-5型 (S12)、
D101型 (S13) 大孔树脂纯化后样品 HPLC指纹图谱 
Fig. 1  HPLC of mixed reference substances (S1) and licorice extract fingerprints (S14) and D301 (S2), ADS-7 (S3), AB-8 (S4), 
ADS-17 (S5), HPD500 (S6), HPD722 (S7), HPD100 (S8), HPD300 (S9), HPD400 (S10), NKA-9 (S11), X-5 (S12), and D101 (S13) 
macroporous resin purified HPLC fingerprints 
 
在 0、2、4、6、10、12 h进样，以甘草酸的保留时

间和峰面积为参照，计算图谱中 15个主要峰的相对

保留时间 RSD＜1.0%，相对峰面积 RSD＜3.0%，

说明样品在 12 h内稳定性良好。 
2.2.7  重复性考察  取同一批次药材粉末 6份，平

行操作制备甘草提取液，以甘草酸的保留时间和峰

面积为参照，计算图谱中 15个主要色谱峰的相对保

留时间 RSD＜1.0%，相对峰面积 RSD＜3.0%，证

明方法重复性良好。 
2.3  树脂型号筛选 

称取预处理[13]后的 12种树脂 3.0 g，分别装入

100 mL 具塞锥形瓶中，精密加入质量浓度为 0.10 
g/mL的甘草提取液 30 mL，在 25 ℃恒温水浴摇床

中，以 100 r/min转速振摇 24 h后真空抽滤，4 BV
纯水冲洗，吸干树脂表面的水分，倒回锥形瓶内，

精密加入 70%乙醇 30 mL，振摇 24 h后真空抽滤，

洗脱液定容至 50 mL，0.22 μm微孔滤膜滤过，依照

“2.2.1”项下色谱条件测定，依据色谱峰面积，计算

10种主要成分的回收率，各成分均以加入甘草提取

液的总量视为 100%，采用相应的峰面积之比计算

回收率。回收率按照公式 Q＝S/S0（S为乙醇洗脱液

吸收峰面积，S0为甘草提取液吸收峰面积，Q为成

分回收率）计算[14]。 
由表 1可知，X-5及 HPD100型树脂对甘草提

取液中 6种黄酮类成分的回收率较大，但是目标产

物的质量分数较低，故分别采用 10%、30%、50%
乙醇对吸附饱和后的X-5及HPD-100型树脂进行洗

脱，考察对目标成分的纯化效果，结果见表 2。 
如表 2所示，X-5及 HPD-100型树脂吸附完全

后，用不同体积分数的乙醇洗脱，随乙醇体积分数

的降低目标成分回收率降低，且质量分数不及经

ADS-7型树脂处理后的质量分数。ADS-7型大孔树

脂对甘草中甘草素葡萄糖芹糖苷、甘草苷、芹糖异

甘草苷、异甘草素葡萄糖芹菜苷、异甘草苷和新异

甘草苷 6个成分回收率较高，并且有较强的富集选

择性，对其他成分几乎不吸附，以甘草苷计相当于

每克树脂吸附甘草药材 0.8 g，确定以 ADS-7 大孔

树脂为纯化甘草黄酮的材料。 
2.4  单因素试验 
2.4.1  上样液 pH值的考察  称取 3.0 g预处理好的 

1 2 3 

4 
5 
6 7 8 9 10 11 

12 (S) 

13 
14 15 S14 

S13 
S12 
S11 
S10 
S9 
S8 
S7 
S6 
S5 
S4 
S3 
S2 
S1 

0                7.97              15.94              23.92              31.89              39.86              47.83 
t/min 
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表 1  树脂型号对 10种主要成分回收率的影响 
Table 1  Effect of resin type on recovery rates of 10 main components 

树脂型号 
回收率/% 

甘草素葡萄 
糖芹糖苷 

甘草苷 
芹糖异 
甘草苷 

异甘草素葡萄 
糖芹菜苷 

异甘草苷 
新异甘 
草苷 

刺芒柄 
花素 

甘草皂 
苷 G2 

甘草酸 
乌拉尔甘 
草皂苷乙 

AB-8 73.97 71.78 89.09 90.98 86.50 81.65 60.43 78.67 84.15 84.36 
D101 65.92 65.12 88.01 89.60 85.94 81.27 57.81 73.05 82.43 82.76 
NKA-9 61.47 64.41 85.60 87.13 83.39 77.78 49.48 37.35 59.63 61.08 
HPD400 71.12 70.46 88.48 89.68 86.56 76.84 51.62 68.62 79.84 80.38 
X-5 94.48 93.32 94.56 94.40 93.44 96.45 91.06 89.73 94.02 95.06 
D301 71.10 74.29 67.99 74.28 58.14 35.19 0 0 0 0 
ADS-17 42.25 53.06 79.91 80.31 86.77 87.40 42.79 11.67 32.61 33.59 
ADS-7 75.64 79.78 81.05 82.82 78.29 78.84 0 0 0 0 
HPD500 74.15 78.12 89.13 89.82 88.61 91.04 74.63 51.52 70.05 68.88 
HPD722 88.85 88.78 97.50 94.24 95.61 93.63 96.50 86.79 90.02 87.74 
HPD300 86.14 87.20 92.21 96.52 93.49 64.08 90.85 88.89 88.88 90.60 
HPD100 89.59 89.87 99.62 98.37 97.01 99.07 95.32 90.16 91.36 91.87 
 

表 2  X-5及 HPD-100型树脂纯化时洗脱剂体积分数对主要成分回收率的影响 
Table 2  Effect of eluent concentration on recovery rates of main components with X-5 and HPD-100 macroporous resins 

乙醇/% 
X-5树脂回收率/% 

甘草素葡萄 
糖芹糖苷 

甘草苷 
芹糖异 
甘草苷 

异甘草素葡萄 
糖芹菜苷 

异甘草苷 
新异甘 
草苷 

刺芒柄 
花素 

甘草皂 
苷 G2 

甘草酸 
乌拉尔甘 
草皂苷乙 

10 16.74 17.10 2.87 0 0 0 0 19.36 9.73 10.85 
30 55.87 52.85 31.51 27.13 26.14 23.06 14.78 27.92 19.51 20.60 
50 81.22 79.93 89.54 91.66 86.68 89.90 61.43 53.42 54.45 55.10 

乙醇/% 
HPD-100树脂回收率/% 

甘草素葡萄 
糖芹糖苷 

甘草苷 
芹糖异 
甘草苷 

异甘草素葡萄 
糖芹菜苷 

异甘草苷 
新异甘 
草苷 

刺芒柄 
花素 

甘草皂 
苷 G2 

甘草酸 
乌拉尔甘 
草皂苷乙 

10 9.02 3.66 0 0 0 0 0 19.82 9.97 10.73 
30 54.32 51.12 29.54 25.06 23.91 21.53 10.97 27.18 18.63 19.42 
50 73.91 72.73 68.81 68.52 61.54 61.57 47.68 48.23 44.62 43.60 

 
ADS-7型大孔树脂，湿法装柱。甘草提取液配制成

0.10 g/mL，用稀氨水或稀盐酸调节上样药液的 pH
值为 3.5、4.5、5.5、6.5、7.5，控制上样体积流量

1.0 mL/min，精密加入甘草提取液 30 mL，待吸附

完全后，用 4 BV水以 1.0 mL/min的体积流量进行

水洗除杂。接着用 8 BV的 70%乙醇以 1.0 mL/min
的体积流量洗脱，收集洗脱液，70%乙醇定容至 50 
mL，0.22 μm微孔滤膜滤过，依照“2.2.1”项下色

谱条件测定，计算 6种黄酮类成分的回收率。 
在MatlabR2009a平台下，根据熵权法[15-16]计算

权重的过程编写程序，为 6种黄酮类成分的回收率

赋予相应权重系数（W），在 j 个评价指标，i 个被

评价方案的评估问题中，熵权法计算第 j 个指标的

权重系数（Wj）。 
（1）计算第 j 个指标下第 i 个对象的指标值的

比重（Pij）： 

Pij＝rij/
1

m

ij
i
r

=
∑

 

（2）计算第 j个指标的 ej熵值： 

ej＝−k
1

m

ij
i
P

=
∑ lnPij 

其中，k＝1/lnm 

（3）计算 Wj： 

Wj＝(1－ej)/
1
(1 )

n

j
j

e
=

−∑  

综合指标（z）根据公式计算： 

z＝
1

i

j=
∑Qj×Wj，i＝5…，j＝1，2，…6 

Qj为 6 种黄酮类成分的回收率，Wj为 6 种黄酮类成分的权

重系数 
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pH值为 3.5、4.5、5.5、6.5、7.5所对应的 z值
分别为 88.90%、93.46%、89.54%、87.95%、81.38%，
当上样液 pH值为 4.5时，z值最大，故选择上样液

pH值 4.5。 
2.4.2  上样液质量浓度的考察  将甘草提取液制备

成质量浓度为 0.05、0.10、0.15、0.20、0.25 g/mL
的溶液，调节 pH值至 4.5，按照每克树脂 1.0 g药
材的比例上样，其他同“2.4.1”项下工艺参数操作，

计算 6种黄酮类成分的回收率及W，通过计算不同

上样质量浓度对应的值 z值，z值分别为 86.43%、
85.67%、88.46%、92.77%、80.61%。当上样液质量

浓度为 0.20 g/mL时，z值最大，故确定上样液质量

浓度 0.20 g/mL。 
2.4.3  上样量的考察  准确称取预处理树脂 3.0 g，
装入色谱柱中，分别按照药材-树脂比为 0.8∶1、
1.0∶1、1.2∶1、1.4∶1、1.6∶1的比例精确加入调

节 pH值至 4.5且质量浓度为 0.20 g/mL的甘草提取

液，其他同“2.4.1”项下工艺参数操作，计算 6种
黄酮类成分的回收率及 W，通过计算不同上样量对

应的 z值，z值分别为 96.36%、89.94%、87.49%、
82.40%、80.48%，结果当上样量为 1.0∶1时，部分

目标成分出现在过柱液中，且随着上样量的增加，

泄露率增加。不同上样量处理分别接收完 8 BV 洗

脱液后，续接液进行盐酸-镁粉反应，均为阴性，故

在洗脱基本完全的情况下，随着上样量的增加，z
值下降，可能是由于树脂发生泄漏造成的，综合考

虑各成分的回收率和较高的上样量，优选上样量为

1.0∶1。 
2.4.4  上样体积流量的考察  将甘草提取液制备成

0.20 g/mL的溶液，调节 pH值至 4.5，按照每克树

脂 1.0 g药材的比例上样，上样体积流量分别为 0.5、
1.0、1.5、2.0、2.5 mL/min，其他同“2.4.1”项下工

艺参数操作，计算 6种黄酮类成分的回收率及W，
通过计算不同上样体积流量对应的 z 值，z 值分别

为 93.59%、81.94%、75.22%、63.28、57.13%，z
值随上样体积流量的增加而减小，选择上样体积流

量 0.5 mL/mim。 
2.4.5  洗脱液乙醇体积分数的考察  将甘草提取液

制备成 0.20 g/mL的溶液，调节 pH值至 4.5，按照

每克树脂 1.0 g 药材的比例上样，上样体积流量为

0.50 mL/min，待吸附完全后，用 4 BV 水以 1.0 
mL/min的体积流量进行水洗除杂，分别用体积分数

为 10%、30%、50%、70%、90%乙醇进行洗脱，其

他同“2.4.1”项下工艺参数操作，计算 6种黄酮类

成分的回收率及 W，通过计算不同洗脱液对应的 z
值，z值分别为 6.28%、26.51%、77.11%、93.45%、
88.27%，当洗脱液体积分数为 70%时，z值最大。 
2.4.6  洗脱剂用量的考察  将甘草提取液制备成

0.20 g/mL的溶液，调节 pH值至 4.5，按照每克树

脂 1.0 g 药材的比例上样，上样体积流量为 0.5 
mL/min，待吸附完全后，用 4 BV水以 1.0 mL/min
的体积流量进行水洗除杂。用 70%乙醇分别以 2、4、
6、8、10 BV洗脱用量进行洗脱，其他同“2.4.1”
项下工艺参数操作，计算 6种黄酮类成分的回收率

及 W，通过计算不同洗脱剂用量对应的 z 值，z 值
分别为 60.03%、76.32%、88.41%、89.85%、90.43%，
当洗脱剂用量为 6 BV时，z值的变化趋于平缓，为

了节约能源并提高试验效率，故选用 6 BV 的洗脱

剂用量。 
2.4.7  洗脱体积流量的考察  将甘草提取液制备成

0.20 g/mL的溶液，调节 pH值至 4.5，按照每克树

脂 1.0 g药材的比例上样，上样体积流量分别为 0.5 
mL/min，待吸附完全后，用 4 BV水以 1.0 mL/min
的体积流量进行水洗除杂，以 6 BV 洗脱剂体积分

数为 70%乙醇进行洗脱，洗脱体积流量分别为 0.5、
1.0、1.5、2.0、2.5 mL/min，其他同“2.4.1”项下工

艺参数操作，计算 6种黄酮类成分的回收率及W，
通过计算不同洗脱体积流量对应的 z 值，z 值分别

为 83.69%、85.26%、79.84%、78.55%、75.94%，

当洗脱体积流量为 1.0 mL/min时，z值最大。 
2.5  PBD试验筛选主要影响因素 
2.5.1  因素及水平范围  选用 PBD试验[17-18]，考察

影响甘草黄酮类成分回收率的显著性因素。选取 7
个试验因素：上样液 pH值（A）、上样液质量浓度

（B）、上样量（C）、上样体积流量（D）、洗脱液乙

醇体积分数（E）、洗脱体积（F）、洗脱液体积流量

（G）以及 4 个空白因素（H、J、K、L），共计 12
组试验。根据单因素试验结果及各因素的实际情况，

确定每个因素高、低 2个水平，PBD试验因素及水

平见表 3。 
2.5.2  PBD试验与结果  7个因素与4个空白因素，

共 12组试验，按表 3进行试验，每组试验重复做 3
次。记录色谱图，计算 6种黄酮类成分的回收率。

在MatlabR2009a平台下，熵权法赋予 6种黄酮类成

分的回收率相应权重，甘草素葡萄糖芹糖苷、甘草

苷、芹糖异甘草苷、异甘草素葡萄糖芹菜苷、异甘
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草苷和新异甘草苷的W分别为 0.052 3、0.044 7、
0.154 0、0.188 1、0.274 1、0.286 7，将 6种黄酮类

成分的回收率及W代入 z公式中，求 z值。PBD试

验及结果见表 3。 
运用Design expert 8.0软件对各因素进行显著性

分析（P＜0.05的因素为显著影响因素），结果显示

（表 4）所得的回归方程模型达到显著性水平（P＝
0.043 7），决定系数 R2＝0.920 3，表明 92.03%的试

验数据的变异性可用此回归模型来解释。各因素对

z值影响的显著性顺序为 E＞F＞D＞B＞G＞A＞C，
其中 E、F、D对综合指标的影响具有显著性差异，

其他因素无显著性影响。 
 

表 3  PBD试验及结果 (n = 3) 
Table 3  Test and results of PBD (n = 3) 

试验号 A B/(g·mL−1) C/(g·g−1) D/(mL·min−1) E/% F/BV G/(mL·min−1) H J K L z/% 
 1 1 (5.5) −1 (0.15) −1 (0.8∶1) −1 (0.5) 1 (90) 1 (8) 1 (1.5) − − − − 82.08 
 2 −1 (3.5) 1 (0.25) 1 (1.2∶1) 1 (1.5) −1 (50) −1 (4) −1 (0.5) − − − − 32.29 
 3 −1 −1 1 −1 1 1 −1 − − − − 98.52 
 4 −1 −1 −1 1 −1 1 1 − − − − 58.85 
 5 1 −1 1 1 1 −1 −1 − − − − 67.17 
 6 1 1 −1 1 1 1 −1 − − − − 67.18 
 7 1 1 1 −1 −1 −1 1 − − − − 49.47 
 8 1 −1 1 1 −1 1 1 − − − − 49.88 
 9 −1 1 1 −1 1 1 1 − − − − 88.67 
10 −1 1 −1 1 1 −1 1 − − − − 63.64 
11 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 − − − − 39.75 
12 1 1 −1 −1 −1 1 −1 − − − − 70.45 

 
表 4  PBD试验结果方差分析 

Table 4  Analysis of variance for PBD results 

因素 平方和 自由度 均方 F值 P值 因素 平方和 自由度 均方 F值 P值 
模型 0.39 7 0.55 6.60 0.043 7 E 0.23  1 0.23 27.50 0.006 3 
A 1.695×10−4 1 1.695×10−3 0.02 0.894 0 F 0.082  1 0.082  9.74 0.035 5 
B  5.023×10−3 1 5.023×10−3 0.60 0.482 7 G  2.474×10−3  1 2.474×10−3  0.29 0.616 3 
C  1.367×10−4 1 1.367×10−4 0.02 0.904 7 残差 0.034  4 8.407×10−3   
D  0.067 1 0.067 8.02 0.047 3 总和 0.42 11    
 
2.6  BBD试验方案及结果 

选择上样液体积流量（X1）、洗脱液乙醇体积分

数（X2）及洗脱液体积（X3）为自变量，z 为因变

量，在MatlabR2009a平台下熵权法赋予 6种黄酮类

成分（甘草素葡萄糖芹糖苷、甘草苷、芹糖异甘草

苷、异甘草素葡萄糖芹菜苷、异甘草苷和新异甘草

苷）回收率相应权重，W值分别为 0.031 6、0.032 0、
0.174 4、0.196 7、0.276 2、0.289 1。代入 z公式计

算 z 值。通过 BBD-效应面法优化甘草黄酮类成分

纯化工艺，采用 Design expert 8.0软件对试验数据

进行拟合分析，每个因素的低、中、高试验水平分

别以−1、0、1进行编码，共 17组试验，每组试验重

复 3次，因素水平及试验安排（表 5）。动态纯化过

程中各因素经回归拟合所得的方程为 z＝0.79－0.070 
X1＋0.15 X2＋0.063 X3－0.023 X1X2－1.450×10−3 

X1X3－0.044 X2X3＋0.035 X12－0.14 X22－0.032 X32。 
由表 6 可知，在动态纯化过程中，由 BBD 所

得的非线性方程模型 P＜0.000 1，表明该模型极显

著，其校正决定系数 R2为 0.980 6，表明 98.06%的
试验数据的变异性可用此回归模型来解释，可靠度

较高。失拟性检验不显著（P＝0.213 6＞0.05），说

明回归模型的拟合情况良好，能准确地预测实际情

况。各项因素对于 z的影响为 X2＞X1＞X3，交互项

中 X2X3相互作用对 z影响显著。 
由表 6及图 2可知，X2和 X3对 z影响显著。随

着 X3增大，z先上升后趋于平缓，说明解吸基本完

全。当 X3一定时，随着 X2增加，z呈现上升趋势，

说明高体积分数的乙醇有利于解吸。 
2.7  最佳纯化工艺和验证试验结果 

采用 Design-Expert 8.0软件对各因素水平进行 
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表 5  BBD试验及结果 (n = 3) 
Table 5  Test and results of BBD (n = 3) 

组别 X1/(mL·min−1) X2/% X3/BV z/% 组别 X1/(mL·min−1) X2/% X3/BV z/% 组别 X1/(mL·min−1) X2/% X3/BV z/% 
1 1.0 (0) 50 (−1) 8 (1) 58.84  7 1.5 (1) 90 (1) 6 (0) 74.76 13 1.0 (0) 70 (0) 6 (0) 79.85 
2 1.0 (0) 50 (−1) 4 (−1) 34.21  8 1.0 (0) 70 (0) 6 (0) 81.77 14 1.0 (0) 90 (1) 4 (−1) 73.86 
3 1.0 (0) 70 (0) 6 (0) 79.13  9 0.5 (−1) 90 (1) 6 (0) 90.21 15 1.0 (0) 70 (0) 6 (0) 75.12 
4 0.5 (−1) 50 (−1) 6 (0) 57.97 10 0.5 (−1) 70 (0) 8 (1) 92.57 16 1.0 (0) 90 (1) 8 (1) 80.75 
5 1.5 (1) 70 (0) 8 (1) 75.10 11 1.0 (0) 70 (0) 6 (0) 77.94 17 1.5 (1) 70 (0) 4 (−1) 65.76 
6 1.5 (1) 50 (−1) 6 (0) 51.31 12 0.5 (−1) 70 (0) 4 (−1) 82.65       

表 6  响应面二次回归方程方差分析 
Table 6  ANOVA for quadratic regression equations of response surface 

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 
模型 0.340 9 0.038 39.41 ＜0.000 1 X12 5.100×10−3  1 5.100×10−3 5.31 0.054 6 
X1 0.040 1 0.040 41.22 0.000 4 X22 0.078  1 0.078 81.46 ＜0.000 1 
X2 0.170 1 0.170 178.42 ＜0.000 1 X32 4.372×10−3  1 4.372×10−3 4.56 0.070 2 
X3 0.032 1 0.032 33.59 0.000 7 残差 6.717×10−3  7 9.596×10−4   
X1X2 2.030×10−3 1 2.030×10−3 2.12 0.189 2 失拟项 4.286×10−3  3 1.429×10−3 2.35 0.213 6 
X1X3 8.410×10−6 1 8.410×10−6 8.764×10−3 0.928 0 净误差 2.431×10−3  4 6.077×10−4   
X2X3 7.868×10−3 1 7.868×10−3 8.20 0.024 2 总离差 0.350 16    

           

图 2  X1、X2和 X3对 z值的响应面图 
Fig. 2  Response surface plot of X1, X2, and X3 on z value  

优化预测，得最佳纯化工艺为上样液体积流量 0.57 
mL/min，洗脱剂乙醇体积分数 82.91%，洗脱体积

6.65 BV，最大预测 z值为 93.32%。为验证该模型

的稳定性，需对预测的最佳工艺条件进行验证，考

虑到操作的可行性，将最佳的工艺修正为上样液体

积流量 0.6 mL/min，洗脱剂乙醇体积分数 83.0%，

洗脱体积 6.70 BV。为验证该模型的稳定性，按此

工艺条件进行 3 次重复试验，结果见表 7。由表 7
可知，采用优选后的大孔树脂纯化条件，甘草中 6

种黄酮类成分回收率为 86%～97%，实际 z 平均值

为 93.05%，与预测 z（93.32%）相比，实际 z值与

预测 z 值的偏差为 1.17%，表明优选的工艺稳定可

行。采用峰面积归一化法计算，所得甘草中 6种黄

酮类成分总的质量分数为 81.59%。 
本研究得到甘草黄酮类成分最佳纯化工艺参数

为上样 pH值 4.5，上样液质量浓度 0.20 g/mL，上

样量 1.0 g/g，上样液体积流量 0.6 mL/min，6.7 BV
的 83%乙醇以 1.0 mL/min体积流量洗脱。 

表 7  3批验证试验结果 
Table 7  Results of three batches of verification 

提取物 
回收率/% 

z值 
甘草素葡萄糖芹糖苷 甘草苷 芹糖异甘草苷 异甘草素葡萄糖芹菜苷 异甘草苷 新异甘草苷 

1 92.39 97.14 94.39 92.04 93.98 93.05 93.45 

2 89.73 94.77 95.27 91.86 94.34 94.36 93.89 

3 91.07 94.07 94.29 86.46 92.47 93.19 91.82 
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3  讨论 
针对甘草黄酮类成分，本研究选用非极性、弱

极性、中极性和极性等性质的大孔树脂进行大孔树

脂型号筛选，全面考察了不同类别大孔树脂对甘草

黄酮类成分的适用性，实验结果稳定可靠。ADS-7
型大孔树脂对甘草黄酮类物质组分有较强的选择性

富集作用，相比其他型号树脂对甘草黄酮类成分的

纯化性能具有明显优势。可能与 ADS-7型树脂为强

极性树脂，适合分离甘草中极性较大的黄酮类成分

有关。通过筛选纯化工艺，可以得到质量分数为

81.59%的甘草黄酮类成分，远远高于文献报道[19]

的纯化结果，为甘草药效物质基础研究及作用机制

研究奠定基础。 
本实验以HPLC指纹图谱为评价手段精制甘草

黄酮类物质组分，与以单一成分或总黄酮类成分为

指标相比，能够更全面控制各成分在精制过程中的

保留效果[15]。通过在 MatlabRa2009 平台下编程，

引入熵权确定权重避免了主观确定权重的随意性，

具有直观性好、灵活方便等特点[20]，提高实验数据

的真实性和有效性，且数学模型计算相对简单，为

实现中药有效成分多目标寻优提供了借鉴。 
PBD 试验可以通过较少的试验次数从众多影

响因素中筛选出显著因素，避免在后期的优化试验

中由于一些因素不显著而浪费资源[18]。根据单因素

考察结果及各因素的实际情况，选取高、低 2个水

平，水平区间过小反映不出实际的因子影响能力，

区间过大容易掩盖了其他因素的重要性。但 PBD试

验不能区分主效应与交互作用的影响，而 BBD 是

基于 3水平的 2次式试验设计，充分考虑到研究因

素与响应值之间、因素与因素之间的相互作用。该

设计在中心点进行重复实验以提高实验精度，并且

克服了传统正交试验只能给出最佳因素水平组合，

无法找出整个区域上因素的最佳组合和响应值的最

优值的缺陷[21]。2 种方法筛选出的影响因素的影响

效果存在一定的差异，可能是因为洗脱液乙醇体积

分数与洗脱体积的交互作用改变了洗脱体积对综合

指标的影响效果。本实验联用熵权法、PBD与 BBD
多目标筛选甘草黄酮类成分纯化工艺，由验证试验

结果说明该方法是科学、合理、可行的，为组成成

分复杂的中药材提取分离提供了参考。 
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