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摘要： 目的　 优化苏叶黄连汤抗流感活性成分提取工艺， 并进行目标相关性分析。 方法　 以液料比、 提取温度、 提取

时间、 提取次数为影响因素， 迷迭香酸含有量、 盐酸小檗碱含有量、 浸膏得率、 流感病毒抑制率为评价指标， 均匀设

计⁃多目标遗传算法优化提取工艺。 然后， Ｐｅａｒｓｏｎ 分析考察流感病毒抑制率与各目标之间的相关性。 结果　 最佳条件

为液料比 ２８ ∶ １， 提取温度 ９７ ℃， 提取时间 １０８ ｍｉｎ， 提取次数 ３ 次， 迷迭香酸含有量、 盐酸小檗碱含有量、 浸膏得

率、 流感病毒抑制率分别为 ２􀆰 ４１ ｍｇ ／ ｇ、 ３０􀆰 ９２ ｍｇ ／ ｇ、 ２８􀆰 ３％ 、 ６６􀆰 ８％ 。 流感病毒抑制率与 ２ 种成分含有量呈显著正相

关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取苏叶黄连汤抗流感活性成分。
关键词： 苏叶黄连汤； 抗流感活性成分； 提取； 均匀设计； 多目标遗传算法； 目标； 相关性分析

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０１９）１２⁃２８３７⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０１９􀆰 １２􀆰 ００２

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｆｒｏｍ Ｓｕｙｅ
Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｍｏｎｇ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ

ＬＵ Ｙｉｎ⁃ｊｕｎ， 　 ＹＡＮ Ｙｕｎ⁃ｌｉａｎｇ， 　 ＷＵ Ｑｉａｏ⁃ｆｅｎｇ∗

（Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３， Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ　 Ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｆｒｏｍ Ｓｕｙｅ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｍｏｎｇ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ． ＭＥＴＨＯＤＳ　 Ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ， ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ， ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｅｘｔｒａｃｔ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ａｓ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃｅｓ， ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂｙ ｕｎｉｆｏｒｍ ｄｅｓｉｇｎ⁃ （ｍｕｌｔｉ⁃ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ） ｇｅｎｅｔｉｃ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ． Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， Ｐｅａｒｓｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ．
ＲＥＳＵＬＴＳ　 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ２８ ∶ １ ｆｏｒ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ， ９７ ℃ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍ⁃
ｐｅｒａｔｕｒｅ， １０８ ｍｉｎ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ， ｔｈｅ ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｂｅｒ⁃
ｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｅｘｔｒａｃｔ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｏ ｂｅ ２􀆰 ４１ ｍｇ ／ ｇ，
３０􀆰 ９２ ｍｇ ／ ｇ， ２８􀆰 ３％ ａｎｄ ６６􀆰 ８％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｏｓｉ⁃
ｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｔｈｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｆｒｏｍ Ｓｕｙｅ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｓｕｙｅ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ａｃｔｉｖｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｕｎｉｆｏｒｍ ｄｅｓｉｇｎ； ｍｕｌｔｉ⁃
ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ； ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ； ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

７３８２

２０１９ 年 １２ 月

第 ４１ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１９

Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． １２



　 　 苏叶黄连汤出自清代薛生白所著 《湿热病

篇》 ［１］， 由紫苏叶、 黄连 ２ 味中药组成， 药简方

纯， 临床常用于湿热证、 肺胃不和、 胃热移肺、 肺

不受邪等症， 方中黄连性寒味苦， 清化湿热以降

火； 紫苏叶性温味辛， 理气宽中以散寒［１⁃２］， 两药

合用一温一寒， 属寒热配伍。 历代医家认为， 流感

属温病范畴， 中医倡导 “寒热并用” 的治则［３⁃５］，
课题组在前期研究黄连类寒热药对治疗流感时首次

发现， 苏叶黄连汤对 ＭＤＣＫ 细胞内流感病毒增殖

具有明显抑制作用。 据报道， 紫苏叶主要活性成分

迷迭香酸［６］ 及黄连主要活性成分盐酸小檗碱［７］ 均

具有显著的抗流感病毒作用［８⁃９］， 但苏叶黄连汤活

性成分的提取工艺及抗流感药效尚未见报道。
均匀设计法是一种合理调整因素水平的设计方

法， 其所得试验点具有代表性， 而且试验次数

少［１０⁃１１］； 多目标遗传算法通过随机搜索多个目标

的非劣解集， 可方便、 高效地实现全局优化［１２⁃１３］，
两者结合可有效解决复杂的多因素水平、 多评价目

标优化问题， 并提高预测准确性［１４］。 为了更好地

溶出活性成分， 探究苏叶黄连汤活性成分与抗流感

药效之间的关系， 本实验在前期单因素试验基础

上， 采用均匀设计⁃多目标遗传算法优化其提取工

艺， 并分析抗流感病毒抑制率与各目标之间的相关

性， 以期为深入研究该方抗流感病毒作用奠定

基础。
１　 材料

１􀆰 １　 试药 　 紫苏叶 （产地浙江， 批号 １６０７０１）、
黄连 （产地四川， 批号 １６０９０１） 均购自浙江中医

药大学中药饮片有限公司， 经浙江中医药大学药学

院中药资源与鉴定教研室张水利教授鉴定为正品。
迷迭香酸 （批号 １１１８７１⁃２０１５０５）、 盐酸小檗碱

（批号 １１０７１３⁃２００２０８） 对照品均购自中国食品药

品检定研究院。 磷酸奥司他韦胶囊 （瑞士罗氏公

司， 批号 Ｂ１３５４）。 ＭＴＴ （杭州汇普化工仪器有限

公司， 批 号 Ｋ１５２０２５７ ）； ＭＥＭ 培 养 液 （ 批 号

１７６０２３７）、 胎牛血清 （批号 １３４７５７５）、 谷氨酰胺

（批号 １６７７１８５）、 青霉素与链霉素母液 （批号

１５８２９５３）、 ２５％ ＥＤＴＡ⁃胰酶 （批号 １７３７９０３）、 ＰＢＳ
缓冲液 （批号 １７４０２６９） 均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。
甲醇、 乙腈为色谱纯； 其他试剂均为分析纯。
１􀆰 ２　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪， 配置

Ｇ１３１５Ｄ 二级管阵列检测器、 ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ 色谱工作

站 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； Ｒ⁃４１００ 型酶标仪 （美国

Ｄｙｎａｔｅｃｈ 公司）； ３１１１ 型 ＣＯ２ 恒温培养箱、 ７０５ 型

－ ８０ ℃ 超低温冰箱、 Ａ２ 型生物安全柜 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＤＣ⁃３００ 倒置显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）； ＡＢ１３５⁃Ｓ 型电子分析天平 ［梅特勒⁃托利多仪

器 （上海） 有限公司］。
１􀆰 ３　 细胞株与病毒株 　 狗肾细胞株 （ＭＤＣＫ） 由

浙江省疾病预防控制中心病毒所提供。 甲型流感病

毒 Ｈ１Ｎ１ 由浙江省疾病预防控制中心病毒所提供，
于－８０ ℃超低温冰箱中保存， 使用前接种 ９ ｄ 龄鸡

胚尿囊腔接种传代， 常规培养 ７２ ｈ 后进行常规血凝

试验， 病毒滴度为 １ ∶ ５１２。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 提取液制备　 精密称取紫苏叶、 黄连细粉各

５ ｇ （比例 １ ∶ １）， 混匀， 加 １８ 倍量水， １００ ℃下

回流提取 ２ 次， ４０ ｍｉｎ ／次， 过滤， 合并 ２ 次滤液，
即得 （生药量 ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２　 ＨＰＬＣ 含有量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取对照品迷迭香

酸 １􀆰 ５ ｍｇ、 盐酸小檗碱 ２􀆰 ６ ｍｇ， 甲醇定容于 １０ ｍＬ
量瓶 中， 摇 匀， 即 得 （ 质 量 浓 度 分 别 为 １５０、
２６０ μｇ ／ ｍＬ）， ４ ℃下保存备用。
２􀆰 ２􀆰 ２　 色谱条件［１５⁃１６］ 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＢＤＳ Ｃ１８色

谱柱 （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈

（Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 磷酸 （三乙胺调 ｐＨ 至 ４） （Ｂ）， 梯度洗

脱 （０～１８ ｍｉｎ， ２０％ ～ ２７％ Ａ； １８ ～ ３５ ｍｉｎ， ２７％ ～
３０％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ３４５ ｎｍ；
柱温 ３５ ℃； 进样量 １０ μＬ， 色谱图见图 １。 由图可

知， 系统适用性好， 分离度高 （＞１􀆰 ５）， 理论塔板

数均大于 ４ ０００。

１． 迷迭香酸　 ２． 盐酸小檗碱

１． ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ　 ２． ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｏｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

２􀆰 ２􀆰 ３　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下
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对照品溶液 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０ ｍＬ，
置于 ５ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至刻度， 摇匀， 得到

迷迭香酸、 盐酸小檗碱质量浓度分别为① ３􀆰 ０、
５􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ； ② ６􀆰 ０、 １０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ； ③ １５􀆰 ０、
２６􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ； ④ ３０􀆰 ０、 ５２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ； ⑤ ６０􀆰 ０、
１０４􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ； ⑥ ９０􀆰 ０、 １５６􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ， 在

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定。 以溶液质量浓

度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回

归， 得迷迭香酸、 盐酸小檗碱方程分别为 Ｙ ＝
８􀆰 ２０２ ５Ｘ＋ １􀆰 ０８１ ３ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ６）、 Ｙ ＝ ２９􀆰 ２１４Ｘ＋
１０􀆰 ４２８ （ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９ ）， 分 别 在 ３􀆰 ０ ～ ９０􀆰 ０、
５􀆰 ２～１５６􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。
２􀆰 ２􀆰 ４　 精密度试验 　 取 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下对照品溶

液⑤， 在 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定 ６ 次，
测得迷迭香酸、 盐酸小檗碱峰面积 ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ４７％ 、 １􀆰 ００％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ５ 　 重复性试验 　 取同一批药材粉末， 按

“２􀆰 １” 项下方法制备提取液 ６ 份， 在 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项

色谱条件下进样测定， 测得迷迭香酸、 盐酸小檗碱

峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ９５％ 、 ０􀆰 ５２％ ， 表明该方法

重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ６　 稳定性试验 　 取供试品溶液， 于 ０、 ６、
１２、 １８、 ２４、 ４８ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项色谱条件下进样

测定， 测得迷迭香酸、 盐酸小檗碱峰面积 ＲＳＤ 分

别为 ２􀆰 ０８％ 、 ０􀆰 ９３％ ， 表明溶液在 ４８ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ２􀆰 ７　 加样回收率试验　 精密称取含有量已知的

药材 粗 粉 ９ 份， 每 份 ０􀆰 ５ ｇ， 精 密 加 入 ８０％ 、
１００％ 、 １２０％ 水平的对照品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项

色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 迷迭香

酸、 盐酸小檗碱平均加样回收率分别为 ９９􀆰 ８２％ 、
１００􀆰 ８０％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １２％ 、 １􀆰 ４０％ 。
２􀆰 ２􀆰 ８　 测定方法 　 精密吸取 “２􀆰 １” 项下提取液

１ ｍＬ， 纯净水定容于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 临用前用

０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 在 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项色谱条件

下进样测定， 计算含有量。
２􀆰 ３　 浸膏得率测定 　 精密量取提取液 ２５ ｍＬ， 放

到恒重蒸发皿中， 置于 １０５ ℃烘箱中干燥至恒重，
迅速取出， 称定质量， 计算浸膏得率。
２􀆰 ４　 体外抗流感病毒作用研究

２􀆰 ４􀆰 １　 细胞半数感染量 （ＴＣＩＤ５０） 测定　 １０ 倍梯

度将病毒密度依次稀释 １×１０－８ ～１×１０－１倍， 加入经

ＰＢＳ 缓 冲 液 洗 涤 ２ 次 的 ＭＤＣＫ 单 层 细 胞 中，
１００ μＬ ／孔， 每个密度 ８ 个复孔， 同时设置正常组，

置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 每天观察细胞

形态变化， ７２ ｈ 后在倒置显微镜下观察细胞病变

效应， 记录细胞病变程度和孔数， Ｒｅｅｄ⁃Ｍｕｅｎｃｈ 法

测得 ＴＣＩＤ５０为 １×１０－４􀆰 ７ ／ １００ μＬ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 药物对 ＭＤＣＫ 细胞毒性的测定　 稀释提取

液至 ５０􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ， 倍比稀释成系列质量浓度， 加

入已 长 成 单 层 细 胞 的 ９６ 孔 培 养 板 中， 每 孔

１００ μＬ， 每个质量浓度 ４ 个复孔， 作为给药组， 同

时设置正常组， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中继续

培养， 观察细胞形态， ４８ ｈ 后终止培养。 采用

ＭＴＴ 法， 酶标仪测定 ４９０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ）
值， 计算细胞存活率， 公式为细胞存活率＝ （给药

组 ＯＤ 值 ／正常组 ＯＤ 值） ×１００％ ， 测定药物对细

胞的最大无毒浓度 （ ＴＣ０， 细胞生存率达到 ９５％
以上）。
２􀆰 ４􀆰 ３　 药物对流感病毒感染 ＭＤＣＫ 细胞活性的影

响　 以最大无毒浓度为起始质量浓度， 细胞维持液

将药物倍比稀释成系列质量浓度， 与 ５０ ＴＣＩＤ５０的

流感病毒液等体积中和， ３７ ℃下孵育 １ ｈ 后， 接种

于单层 ＭＤＣＫ 细胞培养板中， 每孔 １００ μＬ， 每个

质量浓度 ４ 个复孔， 作为给药组， 同时设置正常

组、 病毒组、 阳性药组 （奥司他韦）， 置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 １ ｈ 后吸弃上清， 补充培养

液继续培养。 ４８ ｈ 后， ＭＴＴ 法测定流感病毒抑制

率 （阳性药组为 ７５％ ）， 公式为抑制率 ＝ ［ （给药

组 ＯＤ 值－病毒组 ＯＤ 值） ／ （正常组 ＯＤ 值－病毒

组 ＯＤ 值） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ５　 均匀设计　 在单因素试验基础上， 选择液料

比 （Ｘ１）、 提取温度 （Ｘ２）、 提取时间 （Ｘ３）、 提

取次数 （Ｘ４） 作为影响因素， 因素水平见表 １。 再

选择迷迭香酸含有量、 盐酸小檗碱含有量、 浸膏得

率、 流感病毒抑制率作为评价指标， 进行 Ｕ６（６） ４

均匀设计， 结果见表 ２。
表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

水平 Ｘ１ 液料比
Ｘ２ 提取

温度 ／ ℃
Ｘ３ 提取

时间 ／ ｍｉｎ
Ｘ４ 提取

次数 ／ 次
１ １０ ∶ １ ５０ ２０ １
２ １４ ∶ １ ６０ ４０ １
３ １８ ∶ １ ７０ ６０ ２
４ ２２ ∶ １ ８０ ８０ ２
５ ２６ ∶ １ ９０ １００ ３
６ ３０ ∶ １ １００ １２０ ３

２􀆰 ６　 多目标遗传算法优化［１７］ 　 将迷迭香酸含有

量、 盐酸小檗碱含有量、 浸膏得率、 流感病毒抑制

率分 别 设 为 目 标 函 数 Ｙ１、 Ｙ２、 Ｙ３、 Ｙ４， 通 过
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　 　 　 　 　 　 表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ

试验号 Ｘ１ 液料比
Ｘ２ 提取

温度 ／ ℃
Ｘ３ 提取

时间 ／ ｍｉｎ
Ｘ４ 提取

次数 ／ 次
迷迭香酸 ／
（ｍｇ·ｇ－１）

盐酸小檗碱 ／
（ｍｇ·ｇ－１）

浸膏得率 ／ ％ 流感病毒
抑制率 ／ ％

１ １０ ∶ １ ６０ ６０ ３ １􀆰 ８７ １９􀆰 ４４ １４􀆰 ２２ ５１􀆰 ７０
２ １４ ∶ １ ８０ １２０ ３ ２􀆰 ２３ ２１􀆰 ９６ １９􀆰 ７６ ５７􀆰 １１
３ １８ ∶ １ １００ ４０ ２ ２􀆰 ０１ ２２􀆰 ３９ １７􀆰 １０ ５８􀆰 ５４
４ ２２ ∶ １ ５０ １００ ２ １􀆰 ５０ ２２􀆰 ２８ １８􀆰 ３０ ５３􀆰 ９１
５ ２６ ∶ １ ７０ ２０ １ １􀆰 ２５ １８􀆰 ３４ １５􀆰 ０５ ４９􀆰 １０
６ ３０ ∶ １ ９０ ８０ １ １􀆰 ５９ １９􀆰 １７ １７􀆰 １６ ５０􀆰 ８０

ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 软件逐步回归法得到拟合方程， 见表 ３。
由表可知， 各目标函数 Ｐ＜０􀆰 ０５， 表明模型拟合度

良好。
表 ３　 各目标函数拟合方程

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｆｉｔｔｉｎｇ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

目标函数　 　 　 　 　 拟合方程 ｒ Ｐ
Ｙ１ Ｙ１ ＝ ０􀆰 ０００ ５Ｘ１Ｘ２＋１􀆰 ００１ ０􀆰 ９７８ ０􀆰 ００１
Ｙ２ Ｙ２ ＝ ０􀆰 ２２８Ｘ１Ｘ４＋１２􀆰 ６７６ ０􀆰 ９１３ ０􀆰 ０１０
Ｙ３ Ｙ３ ＝ ０􀆰 ０００ ０１５ ４５Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４＋１４􀆰 ２２９ ０􀆰 ８９４ ０􀆰 ０１６
Ｙ４ Ｙ４ ＝ ０􀆰 ００４ ７Ｘ１Ｘ２Ｘ４－０􀆰 ００３ ３Ｘ１Ｘ２＋４１􀆰 １１９ ０􀆰 ９７１ ０􀆰 ０１４

　 　 设置参数为初始种群 ＝ ４０、 最大进化代数 ＝
１００、 Ｐ单点交叉 ＝ ０􀆰 ８０、 Ｐ单点变异 ＝ ０􀆰 ０１， 其余为默认

值。 根据上述所得方程， 以多目标遗传算法原理导

入 Ｍａｔｌａｂ 软件优化提取工艺参数， 取 １０ 次随机搜

索的平均值， 得到优化工艺为加入 ２８􀆰 ４ 倍量水，
在 ９７􀆰 ３ ℃ 下回流提取 ２􀆰 ９２ 次， 每次 １０８􀆰 ２ ｍｉｎ，
迷迭香酸含有量、 盐酸小檗碱含有量、 浸膏得率、
流感病毒抑制率分别为 ２􀆰 ３８ ｍｇ ／ ｇ、 ３１􀆰 ５８ ｍｇ ／ ｇ、
２７􀆰 ７２％ 、 ６９􀆰 ９２％ 。 由于软件对子目标的折衷处

理， 多目标全局优化结果均达到各单目标的 ９５％
以上， 印证了该方法的可靠性。
２􀆰 ７　 验证试验　 精密称取药材粗粉 ５ ｇ， 共 ３ 份，
根据实际操作情况加入 ２８ 倍量水， 在 ９７ ℃下回流

提取 ３ 次， 每次 １０８ ｍｉｎ， 迷迭香酸含有量、 盐酸

小檗碱含有量、 浸膏得率、 流感病毒抑制率分别

２􀆰 ４１ ｍｇ ／ ｇ、 ３０􀆰 ９２ ｍｇ ／ ｇ、 ２８􀆰 ３％ 、 ６６􀆰 ８％ ， ＲＳＤ
（ｎ＝ ３） 均小于 ２％ ， 与 “２􀆰 ６” 项下方法所得结果

无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表明工艺合理稳定。
２􀆰 ８　 相关性分析　 通过 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件对流感病

毒抑制率与迷迭香酸含有量、 盐酸小檗碱含有量、
浸膏得率进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析， 结果见表 ４。
由表可知， 抗流感病毒抑制率与盐酸小檗碱含有量

相关性最大， 迷迭香酸含有量次之， 提示这 ２ 种成

分在抗流感病毒中发挥重要作用。
３　 讨论

传统中药复方的提取方法以水煎为主， 本实验

　 　 　 　 表 ４　 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析结果

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
指标 迷迭香酸含有量 盐酸小檗碱含有量 浸膏得率 流感病毒抑制率

ｒ ０􀆰 ８０４ ０􀆰 ９１１ ０􀆰 ６４０ １􀆰 ００
Ｐ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ００６ ０􀆰 ０８６ —

考察了苏叶黄连汤不同溶剂 （水、 乙醇、 甲醇） 提

取物的体外抗流感作用， 发现其水提物药效最佳，
故本实验选择以水为溶剂提取， 并通过均匀设计⁃
多目标遗传算法优化工艺， 通过验证试验发现其稳

定可靠， 而且优化后迷迭香酸、 盐酸小檗碱含有量

略高于优化前， 可能是由于中药配伍影响活性成分

提取率所致。
中药成分复杂， 仅以活性成分含有量为指标来

优化其提取工艺时难以全面评价效果［１８⁃１９］。 由于

浸膏得率高低往往会影响活性成分含有量， 从而影

响药物疗效［２０］， 故本实验将活性成分、 浸膏得率

与抗流感药效相结合， 使优化工艺更合理。 同时，
本实验分析了苏叶黄连汤提取液抗流感病毒药效与

迷迭香酸、 盐酸小檗碱含有量及浸膏得率的相关

性， 发现它与各成分含有量呈正相关， 但与浸膏得

率的相关性较差， 进一步验证了这 ２ 种成分具有抗

流感病毒作用［５⁃６］。 同时， 迷迭香酸、 盐酸小檗碱

均易溶于水， 故水提时更易溶出， 从而提高药效，
与苏叶黄连汤水提物抗流感药效最佳的报道一致。

综上所述， 本实验优化了苏叶黄连汤提取工

艺， 并进行抗流感病毒药效与活性成分的相关性

分析， 初步判断盐酸小檗碱、 迷迭香酸为其有效

物质， 可为后续成分提取及全方活性研究奠定

基础。
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摘要： 目的　 考察甘草次酸球晶粒径与体外溶出行为的关系。 方法　 溶剂扩散法在不同剪切条件下制备不同粒径球

晶， 扫描电镜下观察其貌特征， 电子显微镜下观察乳滴动态收缩过程， 测定不同粒径球晶在 ｐＨ６􀆰 ８ 介质中的体外溶出

行为， 并进行释放模型拟合。 结果　 所得甘草次酸球晶的粒径在 ５～１００ μｍ 之间； 乳滴在收缩过程中先慢后快， 最终

得到外部紧实、 内部疏松多孔的球晶； 球晶在介质中的溶出速率较原料药减缓 １􀆰 ５ ～ ２ 倍， 而且粒径小的球晶溶出相

对较快。 结论　 甘草次酸球晶体外溶出速率随着其粒径减小而增大。
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