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摘要： 目的　 优化金银花低共熔溶剂提取液中黄酮纯化工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以上样液质量浓度、 洗脱

剂 （乙醇） 体积分数、 洗脱体积流量为影响因素， 黄酮转移率为评价指标， 分别采用响应面法、 反向传播 （ＢＰ） 神

经网络结合遗传算法优化纯化工艺。 结果　 ＢＰ 神经网络结合遗传算法的优化效果优于响应面法。 最佳条件为 ＡＢ⁃８ 大

孔吸附树脂， 上样液质量浓度 ０􀆰 ９３ ｍｇ ／ ｍＬ， 洗脱剂体积分数 ７５％ ， 洗脱体积流量 ２ ＢＶ ／ ｈ， 黄酮转移率为 ９１􀆰 ８７％ 。
结论　 该方法可靠稳定， 可用于纯化金银花低共熔溶剂提取液中的黄酮。
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　 　 金银花是忍冬科植物忍冬 Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ
Ｔｈｕｎｂ． 的干燥花蕾或带初开的花， 临床应用广泛，
具有清热解毒、 疏散风热功效［１］， 其化学成分多

样， 主要包括有机酸类、 黄酮类、 萜类等［２］， 其

中黄酮类具有抗炎、 抗菌、 抗氧化等作用［３⁃４］。 该

药材常以乙醇、 甲醇或水为溶剂， 采用酶辅助、 超

声波辅助、 微波辅助等方法进行提取， 但所用有机

溶剂 易 燃 易 爆， 对 环 境 不 友 好， 提 取 效 率 较

低［５⁃６］。 近年来， 低共熔溶剂作为一种新型绿色溶

剂， 具有环境友好、 溶解性高、 制备简单、 节约能

耗、 可生物降解等优点， 在多糖、 黄酮、 生物碱等

天然成分提取中的应用日趋广泛［７⁃８］， 但鲜有涉及

金银花黄酮［９⁃１０］。
由于低共熔溶剂具有极低的饱和蒸汽压， 故无

法采用常规蒸馏法回收其提取液中的有效成分， 进

而富集纯化。 本实验在单因素试验基础上， 采用响

应面法、 反向传播 （ＢＰ） 神经网络结合遗传算法

优化金银花低共熔溶剂提取液中黄酮纯化工艺， 以

期为该药材综合开发利用提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 电子天平 （型号 ＪＡ ／ ＭＰ， 上海魅宇试

验仪器有限公司）； 双光束紫外分光光度计 （型号

ＳＰ⁃ＸＵＶ５１０２， 信钰仪器北京有限公司）； 离心机

（型号 ＫＬ０５Ａ， 湖南凯达科学仪器有限公司）； 超

声波清洗器 （型号 ＷＤ⁃９４１５Ｂ， 北京六一生物科技

有限公司）； 集热式恒温加热磁力搅拌器 （型号

ＤＦ⁃１０１Ｓ， 郑州生化仪器有限公司）； 电热恒温鼓

风干燥箱 （型号 ＤＨＧ⁃９０３０Ａ， 郑州方圆仪器科技

有限公司）； 电热恒温水浴锅 （型号 ＱＹＳＨ⁃６， 上

海乔跃电子科技有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药材　 芦丁对照品 （纯度≥９８％ ， 批

号 Ｂ２８７０７⁃２００ ｍｇ， 上海源叶生物科技有限公司）。
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金银花 （产地山东， 洪雅县瓦屋山药业有限公司）
经西安医学院药学院杨黎彬教授鉴定为正品。
Ｄ１０１、 ＡＢ⁃８、 ＮＫＡ⁃９、 ＮＫＡ⁃Ⅱ、 ＨＰＤ⁃１００、 ＨＰＤ⁃
３００、 ＨＰＤ⁃４００、 ＨＰＤ⁃８２６、 ＤＭ⁃１３０、 ＤＡ⁃２０１ 大孔

吸附树脂 （西安蓝深新材料科技股份有限公司）；
氯化胆碱 （纯度＞ ９８％ ， 上海麦克林生化科技有限

公司）； １， ３⁃丁二醇 （上海毕得医药科技股份有限

公司）。 其他试剂均为分析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 黄酮含量测定

２􀆰 １􀆰 １ 　 低共熔溶剂及对照品、 供试品溶液制

备　 在前期研究基础上［９］， 将氯化胆碱与 １， ３⁃丁
二醇以 １ ∶ ２􀆰 ７ 比例混合， 置于反应瓶中， 在 ８０ ℃
下磁力搅拌至均一相， 冷却后加适量超纯水， 即得

含水量为 ４０％ 的低共熔溶剂。 精密称取芦丁对照

品 １０􀆰 ７ ｍｇ， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加入 ７０％ 乙醇溶

解定容， 即得质量浓度为 ０􀆰 ２１４ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品

溶液。 称取药材粗粉适量， 加入石油醚连续回流提

取至回流液近无色， 烘干， 加入低共熔溶剂， 在料

液比 ２７ ∶ １、 温度 ３０ ℃、 功率 ３５０ Ｗ 条件下超声

处理 ２９ ｍｉｎ， 抽滤， 即得供试品溶液。
２􀆰 １􀆰 ２　 线性关系考察　 分别精密吸取对照品溶液

１、 ２、 ３、 ４、 ５ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 加入 ０􀆰 ３
ｍＬ ５％ ＮａＮＯ２ 溶液， 摇匀后静置 ６ ｍｉｎ， 再加入

０􀆰 ３ ｍＬ １０％ Ａｌ （ＮＯ３） ３ 溶液， 摇匀后静置 ６ ｍｉｎ，
再加入 ４ ｍＬ ４％ ＮａＯＨ 溶液， 最后用 ６０％ 乙醇定容

至刻度， 摇匀后静置 １５ ｍｉｎ， 以相应试剂为空白对

照， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度。 以对照品吸光

度 （Ａ） 对其质量浓度 （Ｘ） 进行回归， 得方程为

Ａ＝ ７􀆰 ８７６ ４Ｘ＋０􀆰 ００４ ３ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ３）， 在 ０􀆰 ０２１ ４ ～
０􀆰 １０７ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ３　 精密度试验　 精密吸取 ０􀆰 ０６４ ２ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品

溶液 ２􀆰 ０ ｍＬ， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法测定吸光度 ６
次， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２７％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ４　 重复性试验　 精密称取药材粗粉 ０􀆰 ５ ｇ， 平

行 ６ 份， 按 “２􀆰 １􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液，
按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为

２􀆰 ３４％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ５　 稳定性试验 　 吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下供试品

溶液适量， 于 ０、 ３０、 ６０、 ９０、 １２０、 １５０、 １８０ ｍｉｎ
按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为

１􀆰 １２％ ， 表明溶液在 １８０ ｍｉｎ 内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密称取黄酮含量已知

的药材粗粉 ９ 份， 每份 ０􀆰 ５ ｇ， 依次加入高、 中、

低质量浓度对照品溶液， 平行 ３ 份， 按 “２􀆰 １􀆰 １”
项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法

测定吸光度， 测得黄酮平均加样回收率为 ９７􀆰 ６３％ ，
ＲＳＤ 为 ２􀆰 ７５％ 。
２􀆰 ２　 大孔吸附树脂筛选 　 参照文献 ［１１］ 报道进

行预处理， ９５％ 乙醇浸泡不同型号树脂 ２４ ｈ， 蒸馏

水淋洗至加 ５ 倍量水后不产生浑浊且无醇味， 依次

用 ５％ ＨＣｌ、 ２％ ＮａＯＨ 溶液浸泡 ４ ｈ， 蒸馏水洗至中

性， 保存。 分别取 ３ ｇ， 置于 ５０ ｍＬ 锥形瓶中， 加

入 ２５ ｍＬ 黄酮含量为 ４􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 的提取液， 室温

下 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 ２４ ｈ， 过滤， 少量蒸馏水洗涤，
合并续滤液与洗涤液， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法测定

吸光度， 计算比吸附量和吸附率， 公式分别为比吸

附量＝ （上样液黄酮质量 －吸附后余液黄酮质

量） ／树脂质量、 吸附率＝ ［ （上样液黄酮质量－吸
附后余液黄酮质量） ／上样液黄酮质量］ ×１００％ ，
重复 ３ 次， 再将吸附后的树脂置于 ５０ ｍＬ 锥形瓶

中， 加入 ２５ ｍＬ ９０％ 乙醇， 室温下 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡

２４ ｈ， 过滤， 取续滤液， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法测

定吸光度， 计算解吸率， 公式为解吸率＝ （解吸液

黄酮质量 ／吸附量） ×１００％ ， 重复 ３ 次， 结果见表

１。 由此可知， ＡＢ⁃８ 型树脂吸附率、 解吸率均较

高， 故选择其进行后续实验。
表 １　 大孔吸附树脂筛选结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒｅｓｉｎ
（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

型号 极性 比吸附量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 吸附率 ／ ％ 解吸率 ／ ％
Ｄ１０１ 非极性 １２􀆰 ４７±０􀆰 １１ ８１􀆰 ０４±０􀆰 ８５ ５４􀆰 ４２±０􀆰 ６２
ＡＢ⁃８ 弱极性 １４􀆰 １８±０􀆰 ０５ ８５􀆰 ６３±１􀆰 ０２ ８３􀆰 ２１±０􀆰 ９７
ＮＫＡ⁃９ 极性 ６􀆰 ８９±０􀆰 ０３ ４９􀆰 ９７±０􀆰 ７４ ５６􀆰 ４６±０􀆰 ５２
ＮＫＡ⁃ＩＩ 极性 １２􀆰 ９５±０􀆰 ０８ ７７􀆰 ０３±１􀆰 １６ ３６􀆰 ９１±１􀆰 ４８
ＨＰＤ⁃１００ 非极性 ７􀆰 ９９±０􀆰 ０５ ６２􀆰 ５０±０􀆰 ７９ ４９􀆰 ８５±０􀆰 ６０
ＨＰＤ⁃３００ 弱极性 ９􀆰 ３３±０􀆰 ０９ ６６􀆰 ５４±０􀆰 ２８ ６４􀆰 ２０±１􀆰 ０４
ＨＰＤ⁃４００ 中极性 １５􀆰 ４９±０􀆰 １０ ８７􀆰 ４２±０􀆰 ５７ ７０􀆰 ６３±１􀆰 ２１
ＨＰＤ⁃８２６ 中极性 ８􀆰 ４０±０􀆰 ０６ ６５􀆰 ３６±０􀆰 ４９ ８４􀆰 ４３±０􀆰 ８６
ＤＭ⁃１３０ 中极性 ７􀆰 ４６±０􀆰 ０７ ５３􀆰 ４１±０􀆰 ６３ ５２􀆰 ６８±０􀆰 ４５
ＤＡ⁃２０１ 极性 １１􀆰 ０５±０􀆰 ０４ ７０􀆰 ２２±０􀆰 ９１ ７６􀆰 １１±０􀆰 ７２

２􀆰 ３　 单因素试验

２􀆰 ３􀆰 １　 饱和吸附量 　 取 ＡＢ⁃８ 型树脂 ５ ｇ， 装柱，
加入 ｐＨ 为 ６、 黄酮质量浓度为 ２􀆰 ０８ ｍｇ ／ ｍＬ 的样品

溶液， 以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量进行动态吸附， 每 １０
ｍＬ 收集 １ 份流出液， 测定黄酮质量浓度， 绘制泄

漏曲线， 见图 １。 由此可知， 泄漏曲线呈 Ｓ 型， 当

上样液体积为 ６０ ｍＬ 时， 出现明显泄漏， 树脂吸附

达到饱和， 故上样体积控制在 ５０ ｍＬ 为宜， 此时每

１ ｇ 树脂吸附量为 ２０􀆰 ８ ｍｇ。
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图 １　 金银花黄酮泄露曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｌｅａｋａｇｅ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｌ． ｊａｐｏｎｉｃａ

２􀆰 ３􀆰 ２　 上样液质量浓度　 精密称取处理后的 ＡＢ⁃８
型树脂 ５ 份， 每份 ５ ｇ， 装柱， 在体积流量 ２ ＢＶ ／ ｈ
下加入 ｐＨ 为 ６， 黄酮质量浓度分别为 ０􀆰 ５２、 ０􀆰 ７８、
１􀆰 ０４、 ２􀆰 ０８、 ３􀆰 １２ ｍｇ ／ ｍＬ 的提取液， 上样量以黄

酮计， 均为 ５２ ｍｇ， 充分吸附后先用 ３ ＢＶ 蒸馏水

冲洗， 再用 ９０％ 乙醇以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量洗脱， 测

定黄酮质量浓度， 平行 ３ 份， 计算比吸附量， 结果

见图 ２。 由此可知， 随着上样液质量浓度增加， 比

吸附量先升后降， 可能是因为前者质量浓度较低时

树脂吸附位点与黄酮分子之间的接触几率较小， 导

致后者较低， 而增大到 １􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ 后树脂表面被

黄酮占满而发生多层吸附， 导致内部堵塞， 利用率

降低， 最终确定为 １􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ２　 上样液质量浓度对比吸附量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ （ｎ＝３）

２􀆰 ３􀆰 ３　 上样液 ｐＨ 　 吸取黄酮质量浓度为 １􀆰 ０４
ｍｇ ／ ｍＬ的提取液 ７ 份， 每份 ５０ ｍＬ， １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 或
ＮａＯＨ 溶液调节 ｐＨ 分别为 ３、 ４、 ５、 ６、 ７、 ８、 ９，
以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量通过 ５ ｇ 处理后的 ＡＢ⁃８ 型树脂

中， 充分吸附， 先用 ３ ＢＶ 蒸馏水冲洗， 再用 ９０％
乙醇以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量洗脱， 测定黄酮质量浓

度， 平行 ３ 份， 计算比吸附量， 结果见图 ３。 由此

可知， 随着上样液 ｐＨ 增加， 比吸附量先升后降，
为 ６ 时达到最大值， 一方面是因为吸附过程中弱酸

性黄酮在酸性条件下易被吸附； 另一方面， 上样液

ｐＨ 也会影响黄酮存在形式和溶解度， 在弱酸性条

件下以分子形式存在， 从而易被树脂吸附。

图 ３　 上样液 ｐＨ 对比吸附量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐＨ ｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ （ｎ＝３）

２􀆰 ３􀆰 ４　 洗脱剂体积分数 　 吸取黄酮质量浓度为

１􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ、 ｐＨ 为 ６ 的提取液 ５ 份， 每份 ５０ ｍＬ，
以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量通过 ５ ｇ 处理后的 ＡＢ⁃８ 型树脂

中， 充分吸附， ３ ＢＶ 蒸馏水洗脱除杂， 分别用

３０％ 、 ４５％ 、 ６０％ 、 ７５％ 、 ９０％ 乙醇以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积

流量洗脱， 测定质量浓度， 平行 ３ 份， 计算解吸

率， 结果见图 ４。 由此可知， 洗脱剂体积分数为

３０％ ～ ７５％ 时， 解吸率升高， 可能是因为黄酮与

ＡＢ⁃８ 型树脂之间存在范德华力， 不容易被低体积

分数乙醇洗脱； 洗脱剂体积分数大于 ７５％ 时， 黄

酮解吸率逐渐降低， 可能是因为此时溶解的杂质增

加， 导致解吸率下降， 最终确定为 ７５％ 。

图 ４　 洗脱剂体积分数对解吸率的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｒａｔｅ （ｎ＝３）

２􀆰 ３􀆰 ５　 洗脱体积流量　 吸取黄酮质量浓度为 １􀆰 ０４
ｍｇ ／ ｍＬ、 ｐＨ 为 ６ 的提取液 ５ 份， 每份 ５０ ｍＬ， 以 ２
ＢＶ ／ ｈ 体积流量加到 ５ ｇ 处理后的 ＡＢ⁃８ 树脂中， 充

分吸附， 以 ３ ＢＶ 蒸馏水洗脱除杂， 采用 ７５％ 乙醇

分别以 １、 ２、 ３、 ４、 ５ ＢＶ ／ ｈ 体积流量洗脱， 测定

黄酮质量浓度， 平行 ３ 份， 计算解吸率， 结果见图

５。 由此可知， 随着洗脱体积流量增加， 解吸率降

低， 可能是因为前者过大时黄酮与洗脱剂的接触时

间过短， 尚未充分解吸就已经流出色谱柱， 导致解
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吸率降低， 最终确定为 ２ ＢＶ ／ ｈ。

图 ５　 洗脱体积流量对解吸率的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｎ

ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ （ｎ＝３）

２􀆰 ３􀆰 ６　 洗脱剂体积　 称取预处理的 ＡＢ⁃８ 型树脂 ５
ｇ， 湿法装柱， 吸取黄酮质量浓度为 １􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ、
ｐＨ 为 ６ 的提取液 ５０ ｍＬ， 以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量进行

动态吸附， 待树脂达到吸附平衡后用 ３ ＢＶ 蒸馏水

洗脱除杂， ７５％ 乙醇以 ２ ＢＶ ／ ｈ 体积流量洗脱， 等

体积收集洗脱液， 每份 １０ ｍＬ， 测定黄酮质量浓

度， 绘制洗脱曲线， 结果见图 ６。 由此可知， 洗脱

剂体积为 ７０ ｍＬ （即 １１􀆰 ５ ＢＶ） 时， 黄酮含量很低，
表明该成分基本解吸完全， 最终确定为 １１􀆰 ５ ＢＶ。

图 ６　 金银花黄酮洗脱曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｌ． ｊａｐｏｎｉｃａ

２􀆰 ４　 响应面法　 在单因素试验基础上， 在树脂柱

不超载的条件下固定上样液 ｐＨ ６， 洗脱溶剂用量

１１􀆰 ５ ＢＶ， 选择上样液质量浓度 （Ａ）、 洗脱剂体积

分数 （Ｂ）、 洗脱体积流量 （Ｃ） 作为影响因素，
黄酮转移率 ［Ｙ， 公式为转移率 ＝ （洗脱液中黄酮

质量 ／上样液中黄酮质量） × １００％ ］ 作为评价指

标， 因素水平见表 ２， 再采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件

进行处理， 结果见表 ３。
　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件对表 ３ 数据进行拟

合， 得二次多项式回归方程为 Ｙ ＝ － ２０３􀆰 ３５５ ７５ ＋
９１􀆰 ８１０ ５８Ａ＋５􀆰 ３９５ ２５Ｂ＋２５􀆰 ３０８ ５０Ｃ＋０􀆰 ７８３ ３３３ＡＢ＋
１􀆰 ５０９ ６２ＡＣ＋０􀆰 ０４６ １６７ＢＣ－７３􀆰 ３５７ ９９Ａ２－０􀆰 ０３９ ７７３Ｂ２－

　 　 　 　 表 ２　 响应面法因素水平

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 上样液质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ０􀆰 ７８ １􀆰 ０４ １􀆰 ３０

Ｂ 洗脱剂体积分数 ／ ％ ６０ ７５ ９０
Ｃ 洗脱体积流量 ／ （ＢＶ·ｈ－１） １ ２ ３

表 ３　 响应面法设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｙ 黄酮转移率 ／ ％
１ １ １ ０ ８４􀆰 ９７
２ －１ ０ －１ ７３􀆰 ２４
３ １ ０ １ ７８􀆰 ３８
４ １ ０ －１ ７０􀆰 １９
５ ０ ０ ０ ８３􀆰 ５５
６ ０ ０ ０ ９１􀆰 ３６
７ ０ －１ １ ６８􀆰 ２３
８ －１ －１ ０ ６８􀆰 １２
９ ０ ０ ０ ８６􀆰 ４５
１０ －１ １ ０ ７５􀆰 ５６
１１ １ －１ ０ ６５􀆰 ３１
１２ ０ ０ ０ ９０􀆰 ２２
１３ ０ １ －１ ７３􀆰 ２４
１４ ０ ０ ０ ８８􀆰 ４０
１５ ０ －１ －１ ６８􀆰 ００
１６ －１ ０ １ ７９􀆰 ８６
１７ ０ １ １ ７６􀆰 ２４

７􀆰 ０２１ ５０Ｃ２， 方差分析见表 ４。 由此可知， 模型 Ｐ＜
０􀆰 ０１， 具有高度显著性； 相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９２３ ０，
表明模型 ９２􀆰 ３％ 的响应值能被合理解释； Ｒ２ａｄｊ ＝
０􀆰 ８２４ ０， 变异系数 ＝ ４􀆰 ４６％ ， 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表

明模型拟合度良好， 可模拟真实结果； 因素 Ｂ、
ＡＢ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 有显著或极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各因素影响程度依次为 Ｂ＞Ｃ＞Ａ。

表 ４　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １ ００３􀆰 ５８ ９ １１１􀆰 ５１ ９􀆰 ３２ ０􀆰 ００３ ８
Ａ ０􀆰 ５３５ ６ １ ０􀆰 ５３５ ６ ０􀆰 ０４４ ８ ０􀆰 ８３８ ５
Ｂ ２０３􀆰 ５２ １ ２０３􀆰 ５２ １７􀆰 ０１ ０􀆰 ００４ ４
Ｃ ４０􀆰 ６８ １ ４０􀆰 ６８ ３􀆰 ４０ ０􀆰 １０７ ７
ＡＢ ３７􀆰 ３３ １ ３７􀆰 ３３ ３􀆰 １２ ０􀆰 ０４０ ７
ＡＣ ０􀆰 ６１６ ２ １ ０􀆰 ６１６ ２ ０􀆰 ０５１ ５ ０􀆰 ８２６ ９
ＢＣ １􀆰 ９２ １ １􀆰 ９２ ０􀆰 １６０ ３ ０􀆰 ７００ ８
Ａ２ １０３􀆰 ５４ １ １０３􀆰 ５４ ８􀆰 ６６ ０􀆰 ０２１ ７
Ｂ２ ３３７􀆰 ２０ １ ３３７􀆰 ２０ ２８􀆰 １９ ０􀆰 ００１ １
Ｃ２ ２０７􀆰 ５９ １ ２０７􀆰 ５９ １７􀆰 ３５ ０􀆰 ００４ ２

残差 ８３􀆰 ７４ ７ １１􀆰 ９６ — —
失拟项 ５６􀆰 ２２ ３ １８􀆰 ７４ ２􀆰 ７２ ０􀆰 １７８ ７
纯误差 ２７􀆰 ５２ ４ ６􀆰 ８８ — —
总和 １ ０８７􀆰 ３２ １６ — — —
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　 　 响应面分析见图 ７， 可知因素 Ｂ 对黄酮转移率

的影响程度大于其他 ２ 个因素， 并且 ＡＢ 等高线图

接近椭圆形， 与表 ４ 一致。 再采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３
软件， 预测最优工艺为上样液质量浓度 １􀆰 ０７３
ｍｇ ／ ｍＬ， 洗脱剂体积分数 ７９􀆰 ６６％ ， 洗脱体积流量

２􀆰 １７９ ＢＶ ／ ｈ， 黄酮转移率为 ８８􀆰 ４０１％ 。

注： 左图为三维曲面图， 右图为等高线图。 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｙ 分别为上

样液质量浓度、 洗脱剂体积分数、 洗脱体积流量、 黄酮转移率。

图 ７　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

２􀆰 ５　 ＢＰ 神经网络建模及遗传算法优化

２􀆰 ５􀆰 １　 模型建立及训练　 分别将响应面法数据的

６７％ 、 １８％ 、 １５％ 作为训练集、 测试集、 验证集样

本， 采用 Ｍａｔｌａｂ Ｒ２０２２ｂ 神经网络工具箱建模， 模

型包含输入层、 隐含层和输出层， 其中输入层为上

样液质量浓度、 洗脱剂体积分数、 洗脱体积流量，
输出层为金银花黄酮转移率， 隐含层数目范围根据

经验公式计算， 通过试错法改变层数反复建模， 比

较不同神经网络训练模型的泛化能力［１２⁃１３］。 然后，
以预测值和真实值的相关系数越接近 １， 全部数据

的均方误差、 训练集和测试集的平均绝对误差最小

为目标， 确定最优隐含层数目为 １０， 赋值输入层，

采用 ３⁃１０⁃１ 网络模型进行训练， 优化工艺参数，
对预测值和实测值进行回归分析， 均方误差曲线见

图 ８， 训练过程见图 ９。

图 ８　 ＢＰ 神经网络均方误差曲线

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅｄ ｅｒｒｏｒ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ＢＰ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ

图 ９　 ＢＰ 神经网络训练过程

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｔｒａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ＢＰ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ

由图 ８ 可知， 迭代次数较小时， 训练、 验证、
测试阶段均方误差均随着迭代次数增加逐渐靠近最

佳误差， 随后训练误差快速持续下降， 验证误差和

测试误差趋于平稳， 表明模型在训练过程中逐渐收

敛， 具有较好的泛化能力； 经过 １７ 次迭代训练后，
模型在验证集上的表现最佳， 验证误差仅为 ０􀆰 ０１６
８３１， 训练均方误差在 １×１０－４ ～ １×１０－３之间， 表明

其稳定性良好， 可用于后续分析。 由图 ９ 可知， ４
个数据集决定系数 Ｒ 均大于 ０􀆰 ９２， 表明模型在不

同数据集上的预测效果理想， 在验证集和测试集上

更明显， 表明其泛化能力良好， 能在未知数据上作

出准确预测。
２􀆰 ５􀆰 ２　 遗传算法寻优　 将训练后的 ＢＰ 神经网络模

型作为遗传算法的适应度函数， 在Ｍａｔｌａｂ Ｒ２０２２ｂ 软
７２９３
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件中编程， 设置最大迭代次数 １００， 种群规模 ５０，
交叉概率 ０􀆰 ５， 变异概率 ０􀆰 １， 上样液质量浓度、
洗脱剂体积分数、 洗脱体积流量取值范围分别为

０􀆰 ７８～１􀆰 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ、 ６０％ ～９０％ 、 １～３ ＢＶ ／ ｈ， 设定

黄酮转移率越大越好， 结果见图 １０。 由此可知，
种群适应度随着迭代次数增加急剧升高， ３７ 次后

达到最佳适应度， 黄酮转移率达到 ９３􀆰 ７０％ ， 此后

趋于平稳； ９１ 次时停止寻优， 输出最优适应度。
最终确定， 最优工艺为上样液质量浓度 ０􀆰 ９２６
ｍｇ ／ ｍＬ， 洗脱剂体积分数 ７６􀆰 １２％ ， 洗脱体积流量

１􀆰 ９２ ＢＶ ／ ｈ， 黄酮转移率为 ９３􀆰 ７０％ ， 为便于实际

操作， 将其修正为上样液质量浓度 ０􀆰 ９３ ｍｇ ／ ｍＬ，
洗脱剂体积分数 ７５％ ， 洗脱体积流量 ２ ＢＶ ／ ｈ。

图 １０　 黄酮转移率适应度曲线

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｆｉｔｎｅｓｓ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

２􀆰 ６　 验证试验 　 取提取液 ６ 份， 分别按 “２􀆰 ４”
“２􀆰 ５” 项下优化工艺进行 ３ 批验证试验， 结果见

表 ５。 由此可知， ＢＰ 神经网络结合遗传算法准确

度和精密度高于响应面法， 更适合用于工艺优化。
表 ５　 验证试验结果 （ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ （ｎ＝３）
方法 黄酮转移率 ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 相对误差 ／ ％

ＢＰ 神经网络结合 ９４􀆰 ０４ ９１􀆰 ８７ ２􀆰 ４３ １􀆰 ９９
遗传算法 ８９􀆰 ５６

９２􀆰 ０１
响应面法 ８５􀆰 １３ ８５􀆰 ９５ ２􀆰 ９７ ２􀆰 ８５

８８􀆰 ８１
８３􀆰 ９１

３　 讨论

从低共熔溶剂提取液中富集纯化有效成分的方

法有固相萃取、 反溶剂、 大孔吸附树脂等［１４⁃１６］，
其中大孔吸附树脂因其操作简便、 效率高而应用较

广， 但尚未涉及金银花黄酮。 本实验通过遗传算法

优化， 得到金银花低共熔溶剂提取液中黄酮最优纯

化工艺为 ＡＢ⁃８ 型树脂， 上样液质量浓度 ０􀆰 ９３
ｍｇ ／ ｍＬ， ｐＨ ６， 体积流量 ２ ＢＶ ／ ｈ； 洗脱剂乙醇体

积分数 ７５％ ， 体积流量 ２ ＢＶ ／ ｈ， 用量 １１􀆰 ５ ＢＶ。
响应面法作为一种多变量实验设计和数据分析

方法， 具有多因素优化、 模型可视化、 非线性关系

处理、 预测能力强等优点［１７⁃１８］， 但当影响因素与

响应值之间存在高度非线性关系、 复杂交互作用或

高维变量时， 其预测精度较低［１９］。 因此， 本实验

将响应面法与 ＢＰ 神经网络相结合， 能弥补前者不

足， 但后者也存在学习速度较慢、 易陷入局部寻找

最优解等缺点［２０⁃２１］， 故在此基础上进一步采用遗

传算法在多维空间中进行全局搜索， 能解决前者所

建立的模型函数收敛较慢、 只得到局部最优解的问

题， 使结果更准确可靠。
在应用 ＢＰ 神经网络训练前， 需对响应面法所

得数据进行归一化处理， 以期减小由于各参数单位

不尽相同、 数量级差异较大带来的预测误差［２２］。
本实验在训练 １７ 次迭代后， 发现验证误差为

０􀆰 ０１６ ８３１， 之后虽然训练误差一直减小， 但验证

误差在连续 ６ 次迭代后不再变化， 即 ＢＰ 神经网络

在迭代 １７ 次后性能就达到要求， 具有较好的收敛

性， 可用于优化金银花低共熔溶剂提取液中黄酮纯

化工艺。
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摘要： 目的　 考察异硫氰酸苄酯纳米结构脂质载体在大鼠体内的药动学。 方法　 １２ 只大鼠随机分为 ２ 组， 分别灌胃

给予异硫氰酸苄酯及其纳米结构脂质载体溶液 （１􀆰 ２７ ｍｇ ／ ｋｇ）， 于 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、 ２、 ２􀆰 ５、 ３、 ４、 ５、 ６、 ７ ｈ 采

血， ＧＣ⁃ＭＳ 法测定异硫氰酸苄酯血药浓度， 计算主要药动学参数。 结果　 与原料药比较， 纳米结构脂质载体 ＡＵＣ０～ ｔ、
ＡＵＣ０～∞ 、 Ｃｍａｘ升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＭＲＴ０～∞ 、 ｔｍａｘ 延长 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＣＬ ／ Ｆ 降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 相对生物利用度增加了

１６３􀆰 ２０％ 。 结论　 纳米结构脂质载体可有效提高异硫氰酸苄酯的体内吸收和生物利用度， 本研究结果为其后续开发及

临床应用提供了理论依据。
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