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Box-Behnken 响应面法优化“三六九”复方膏剂的制备工艺 
    

傅宏伟，傅强，李慧，沈洪梁(绍兴市中西医结合医院，浙江 绍兴 312030) 
 

摘要：目的  优化“三六九”方剂中挥发油组分的提取工艺，制备“三六九”缓释凝胶膏剂。方法  采用 Box-Behnken
效应面法，以“三六九”组方挥发油得率为响应指标，原料粒度、萃取温度、萃取时间为考察因素，结合二项式方程拟

合试验结果以确定组方挥发油提取的最优提取条件，并采用乳化超声-旋转蒸发法制备基于 β-环糊精纳米脂质载药的凝胶

膏剂，以感官评价、赋型性测定、皮肤追随性、耐寒性评价、耐热性评价作为其质量评价标准。结果  “三六九”方剂

挥发油的最佳处方工艺为原料粒度过 40 目筛，萃取时间 3 h，萃取温度 50 ℃。提取得到挥发油量(0.469±0.021)mL，即挥

发油得(1.78±0.08)μL·g−1。评价结果显示，“三六九”凝胶膏剂具有稳定的赋型性、耐热性与耐寒性，同时具有较好的黏

性与皮肤适贴性。结论  Box-Behnken 响应面优化法应用简便、预测性好，制备得到的“三六九”凝胶膏剂质量较好。 
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Formulation Optimization of “Three-Six-Nine” Ointment by Box-Behnken Response Surface Method 
 
FU Hongwei, FU Qiang, LI Hui, SHEN Hongliang(Shaoxing Integrated Traditional Chinese and Western Medicine 
Hospital, Shaoxing 312030, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the extraction process of volatile oil components in “Three-Six-Nine” ointment to 
prepare the “Three-Six-Nine” sustained-release gel paste. METHODS  The Box-Behnken response surface method was used to 
optimize the extraction process of the volatile oil of the “Three-Six-Nine” ointment. The receiving rate of the volatile oil was 
taken as the evaluation indicator, and the particle size of raw material, extraction temperature and extraction time were taken as 
the investigation factors. The binomial equation was used to fit the experimental results to verify the optimal extraction 
conditions. The nano-lipid drug delivery system based on β-cyclodextrin was prepared by emulsification ultrasound-rotary 
evaporation method. The quality evaluation criteria were sensory evaluation, formativity measurement, skin followability, cold 
resistance evaluation and heat resistance evaluation. RESULTS  The best extraction process of the volatile oil of 
“Three-Six-Nine” ointment was as follows: raw material particle size over 40 mesh screen, with extraction time of 3 h and 
extraction temperature of 50 ℃. The amount of volatile oil extracted was (0.469±0.021)mL, the yield of volatile oil was 
(1.78±0.08)μL·g−1. The results implied “Three-Six-Nine” ointment shown stable formability, heat and cold resistance, and had 
good adhesion and skin adhesion. CONCLUSION  Box-Behnken response surface optimization method is simple and 
predictable, the prepared “Three-Six-Nine” gel paste has good quality.  
KEYWORDS: “Three-Six-Nine” gel paste; emulsification ultrasound-rotary evaporation method; nano-lipid drug delivery 
system; Box-Behnken response surface method; quality control  
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随着中国老龄化加剧，颈椎病、腰椎间盘突

出、腰肌劳损等骨、软组织损伤等各类骨科外伤

及“腰腿痛”的发生率不断升高，严重影响患者

的生活质量。“三六九”外用复方膏剂源于《里西

房方药集》和《下方寺伤科医录》[1]，基于传统方

剂及临床实践经验整理形成由姜黄、大黄、防风、

甘松等中药为主药[2]，是具有活血化瘀、祛瘀止痛、

行气导滞、接骨续筋等功效的中药复方外用贴膏

剂[3]。该贴膏剂外敷使用，主要用于颈腰背部疼痛、

骨折不愈合、腰椎间盘突出等运动系统疾病的治

疗[2,4]。目前，“三六九”外用复方膏剂主要为传统

黑膏药，经药料提取-炼油-下丹成膏-去“火毒”-
摊涂等工艺制成[5]，需加热后敷于患处。虽然传统

黑膏药具有载药量高、皮肤黏附力强等优点，但

其也具有弹性不足、遇潮易发霉、长时间放置易

变硬，过敏率高等不足。 
凝胶膏剂又称巴布剂，是以水溶性高分子聚

合物为基质骨架材料的外用贴剂，由背衬(常用无
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纺布、弹力布)、膏体、防黏膜(膏体表面的隔离膜)
组成[6-7]，其采用高分子水溶性基质，皮肤生物相

容性好，且载药量大；其次，凝胶膏剂基质配方

较全面，更易使皮肤角质层软化，可改善药物的

释放性能和透皮性能；因此凝胶膏剂的透气性、

黏附性和保湿性都优于传统中药膏剂，具有对皮

肤刺激性小、体感舒适、无致敏性、可反复揭帖

使用、膏剂剥离后皮肤表面无残留、不污染皮肤，

临床使用方便等特点，适用于中药传统复方膏剂

的现代化研究与开发[8-9]。 
超临界流体在实验条件下的流体物性介于

气液之间，如具有与液体相近的溶解能力和传热

系数，与气体相近的黏度系数和扩散系数[10]，通

过改变温度压力等操作条件将目标物质富集，即

可确定最佳的分离提纯操作条件，使得超临界流

体技术在改善“三六九”等以挥发油为主要药效

物质基础的中药组方的萃取和提纯方面表现出

较大的潜力，因此本研究拟将传统“三六九”外

用复方膏剂在运用超临界流体技术的基础上改

制成凝胶膏剂，充分发挥“三六九”中药组方的

药效作用，为“三六九”复方膏剂工艺的优化提

供参考。 
1  仪器与试剂 

DL-400 循环冷却器、R-100-VN 旋转蒸发仪(郑
州长城科工贸有限公司)；AL104 电子天平[梅特勒-
托利多仪器(上海)有限公司]；LGJ-10D 冷冻干燥机

(北京四环科学仪器厂有限公司)；CL-2 型超临界

CO2 流体萃取机(北京合世科贸有限责任公司)； 
FJ200-SH 高速均质机(上海标本仪器有限公司)。 

姜黄、大黄、甘松、黄柏等药材均购自河北省

安国中药材市场，经浙大城市学院蒋剑平教授鉴定

为正品；分析纯无水乙醇(天津市大茂化学试剂厂，

批号：20200823)；β-环糊精(山东西亚化学工业有

限公司，批号：B4147)；卡波姆、NP700、高岭土、

甘羟铝、甘油等均为医用级辅料，购自上海化学试

剂采购供应站试剂厂。 
2  方法和结果 
2.1  “三六九”方剂挥发油组分提取工艺及单因

素研究 
2.1.1  提取工艺  分别精密称取姜黄 36.0 g、大黄

36.0 g、防风 24.0 g、甘松 12.0 g、黄柏 6.0 g、山

奈 6.0 g 等 23 味饮片共计 264.0 g，粉碎过筛处理

后装入不锈钢网筒并置于超临界 CO2 萃取反应釜

中，设定萃取釜压力 15 MPa，分离釜压力 5 MPa，

调整两者反应温度一致并保持恒定，同时控制二

氧化碳流量。萃取完成后将黄褐色挥发油萃取物

从分离釜出口接收并称量，计算挥发油得率，挥

发油得率=挥发油量(mL)/供试品量(g)。 
2.1.2  萃取温度研究  按“2.1.1”项下制备方法

制备挥发油，控制二氧化碳流量为 200 L·h−1、原

料粒度 60 目、萃取时间 3 h，考察萃取温度为 30，

40，50 ℃时对挥发油得率的影响。结果显示，当

萃 取 温 度 为 50 ℃ 时 ， 挥 发 油 量 最 大 为

(0.456±0.024)mL ， 挥 发 油 得 率 最 高 为

(1.73±0.09)μL·g−1。萃取温度为 40 ℃时与 30 ℃下

的各指标数据差距较大，说明萃取温度在 30 ℃时 

挥发油的提取可能不充分，而与 50 ℃时的指标数

据接近，意味着仅仅通过提升温度对萃取挥发油

得率影响有限。因此，选择萃取温度为 40~50 ℃。

结果见表 1。 
 

表 1  萃取温度对挥发油得率的影响( x s± , n=3) 
Tab. 1  Effect of extraction temperature on extraction yield 
of volatile oil( x s± , n=3) 

萃取温度/℃ 挥发油量/mL 挥发油得率/μL·g−1 

30 0.228±0.028 0.86±0.11 

40 0.448±0.019 1.70±0.07 

50 0.456±0.024 1.73±0.09 
 

2.1.3  二氧化碳流量研究  按“2.1.1”项下制备

方法制备挥发油，控制反应温度 50 ℃、原料粒度

60 目、萃取时间 3 h，考察二氧化碳流量为 200，

250，300 L·h−1 时对挥发油得率的影响。结果显示，

二氧化碳流量对挥发油得率基本无影响，在制备

中也发现，二氧化碳流量增加，挥发油得率无明

显差异，且易造成反应釜压力影响。因此，选择

二氧化碳流量为 200 L·h−1。结果见表 2。 
 
表 2  二氧化碳流量对挥发油得率的影响( x s± , n=3) 
Tab. 2  Effect of carbon dioxide flow rate on extraction 
yield of volatile oil( x s± , n=3) 

二氧化碳流量/L·h−1 挥发油量/mL 挥发油得率/μL·g−1 

200 0.449±0.019 1.70±0.07 

250 0.467±0.027 1.77±0.10 

300 0.460±0.022 1.74±0.08 
 

2.1.4  萃取时间研究  按“2.1.1”项下制备方法

制备挥发油，控制二氧化碳流量为 200 L·h−1、原

料粒度 60 目、反应温度 50 ℃，考察萃取时间为 1，

2，3 h 时对挥发油得率的影响。结果显示，萃取
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时间越长，挥发油得率越高。当萃取时间为 3 h
时，挥发油得率提高明显，达(1.73±0.05)μL·g−1。

因此，萃取时间选择范围为 1~3 h。不同萃取时间

的结果见表 3。 
 
表 3  萃取时间对挥发油得率的影响( x s± , n=3) 
Tab. 3  Effect of extraction time on extraction yield of 
volatile oil( x s± , n=3) 

萃取时间/h 挥发油量/mL 挥发油得率/μL·g−1 

1 0.361±0.033 1.37±0.13 

2 0.441±0.029 1.67±0.11 

3 0.457±0.013 1.73±0.05 

 

2.1.5  原料粒度研究  按“2.1.1”项下制备方法

制备挥发油，控制二氧化碳流量为 200 L·h−1、反

应温度 50 ℃、萃取时间 3 h，考察原料经 40，60，

100 目筛过筛后对挥发油得率的影响。检测过筛

100 目的药材发现，挥发油提取受限，挥发油得率

较低。当过筛药材为 40 目时，药材的挥发油得率

最高，因此原料粒度选择范围确定为 40~60 目。

原料粒度对挥发油得率的影响见表 4。 
 
表 4  原料粒度对挥发油得率的影响( x s± , n=3) 
Tab. 4  Effect of raw material particle size on extraction 
yield of volatile oil( x s± , n=3) 

原料粒度/目 挥发油量/mL 挥发油得率/μL·g−1 

40 0.454±0.029 1.72±0.11 

60 0.436±0.042 1.65±0.16 

100 0.253±0.026 0.96±0.10 
 

2.2  响应面法优化提取“三六九”方剂工艺 
2.2.1  试验设计与结果  采用 Box-Behnken 响应

面法，以原料粒度(A)、萃取温度(B)、萃取时间(C)
为试验考察因素，在处方单因素考察结果的基础

上，确定取值范围，萃取温度：40~50 ℃；萃取时

间：1~3 h；原料粒度：20~60 目。以挥发油量、

挥发油得率(Y)为指标，按“2.1”项下方法制备挥

发油，以期获得较高提得率的挥发油提取工艺。

因素水平见表 5，试验设计及结果见表 6。 
 

表 5  Box-Behnken 试验因素及水平 
Tab. 5  Factors and levels of Box-Behnken response surface 
method 

因素 
水平 

–1 0 1 

A(原料粒度)/目 20 40 60 
B(萃取温度)/℃ 40 45 50 
C(萃取时间)/h  1  2  3 

表 6  星点试验设计与结果 
Tab. 6  Design and results of Box-Behnken test 

序号
原料粒度/

目 
萃取温度/

℃ 
萃取时间/ 

h 
挥发油量/ 

mL 
挥发油得率/

μL·g−1 
1 60 50 2 0.411 1.55 

2 40 45 2 0.451 1.70 

3 60 45 3 0.458 1.73 

4 40 50 3 0.475 1.79 

5 20 45 3 0.445 1.68 

6 40 45 2 0.472 1.78 

7 20 50 2 0.466 1.76 

8 20 45 1 0.409 1.55 

9 60 40 2 0.419 1.58 

10 60 45 1 0.345 1.30 

11 40 45 2 0.451 1.69 

12 40 45 2 0.437 1.65 

13 40 40 3 0.451 1.70 

14 40 45 2 0.428 1.62 

15 20 40 2 0.424 1.59 

16 40 50 1 0.371 1.40 

17 40 40 1 0.387 1.46 
 

2.2.2  模型方程的建立与方差分析  经 Design- 
Expert 10.0.1 软件对试验结果进行多元拟合分析，

得到对原料粒度(A)、萃取温度(B)以及萃取时间

( C ) 3 个 变 量 的 二 次 多 项 回 归 方 程 为 Y = 
–0.052A+0.021B+0.15C–0.050AB+0.075AC+0.038 
BC–0.045A2–0.023B2–0.078C2+1.69，方差分析及

显著性结果见表 7。 
 

表 7  方差分析及显著性检验 
Tab. 7  Analysis of variance and significance test 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 0.28  9 0.031 12.93  0.001 4 显著

A(原料粒度) 0.022  1 0.022 9.16  0.019 2  
B(萃取温度) 3.61×10–3  1 3.61×10–3 1.50  0.260 2  
C(萃取时间) 0.18  1 0.18 73.51 <0.000 1  

AB 0.010  1 0.010 4.15  0.081 0  

AC 0.023  1 0.023 9.34  0.018 4  

BC 5.63×10–3  1 5.63×10–3 2.34  0.170 3  

A2 8.62×10–3  1 8.62×10–3 3.58  0.100 3  

B2 2.18×10–3  1 2.18×10–3 0.91  0.373 1  

C2 0.025  1 0.025 10.57  0.014 0  
残差 0.017  7 2.41×10–3    
失拟项 2.18×10–3  3 7.25×10–4 0.20 0.893 1 不显著

误差 0.015  4 3.67×10–3    
总离差 0.30 16     

 

由表 7 数据可得出结论，本试验模型 P=0.041 5< 
0.05，失拟项 P=0.746 2>0.05，表明本研究选取模

型真实可靠。因 PC<PA<PB，故 3 个因素对挥发油

提取率的影响程度为 C>A>B。R2=0.943 3，R2adj= 
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0.870 3，表示该模型可以解释 87.03%响应值的变

化，证明该模型拟合程度好，可用于分析和预测

“三六九”方剂挥发油的提取。 

2.2.3  响应面结果分析  经 Design-Expert 10.0.1
软件分析，根据拟合结果绘制因素对挥发油提取率

影响趋势的三维响应面图，见图 1。响应面图的陡 
 

 
 
 

图 1  因素与挥发油得率之间的响应面图 
Fig. 1  Response surface plot between factors and volatile 
oil yield 

峭程度可直接反映各影响因素交互作用强弱。由三

维效应图可见，AC 的陡峭程度比 AB、BC 大，说

明 AC 的交互作用较强，与表 7 的显著性结果一致。 

2.2.4  最佳工艺验证  根据 Design-Expert 10.0.1
软件分析得提取“三六九”方剂挥发油的最佳工

艺：原料粒度过 40 目筛，萃取时间 3 h，萃取温

度 50 ℃。采用最佳提取工艺做 3 组平行试验，得

到 挥 发 油量 (0.469±0.021)mL， 即 挥发 油 得 率为

(1.78±0.08)μL·g−1，与模型预测值 1.793%接近，且

相差≤2%，表明模型预测性良好，稳定可靠，该

方法可用于“三六九”方剂挥发油的提取。 

2.3  “三六九”缓释凝胶膏剂制剂工艺 
本研究将传统膏剂改制成“三六九”缓释凝

胶膏剂，其质量关键在于其基质选择和配比。根

据“2.2”项下的研究基础，称取姜黄 36.0 g、大

黄 36.0 g、防风 24.0 g、甘松 12.0 g、黄柏 6.0 g、

山奈 6.0 g 等 23 味饮片共计 264.0 g，并提取活性

成分。精密称取 β-环糊精，与蒸馏水混合，配制

成环糊精的饱和溶液；另精密称取上述所提取的

中药活性成分，加入一定量的无水乙醇溶解，然

后在均匀搅拌下将所制得的中药活性成分乙醇溶

液缓慢添加至环糊精饱和溶液中。采用乳化超声-
旋转蒸发法在一定温度孵育下，搅拌 1~3 h，使其

成均匀混悬液。随后将其与按文献方法制备的一

定 量 固 体 脂 质 体 [11] 置 于 玻 璃 烧 杯 中 ， 10 000~ 
20 000 r·min−1 高速均质机分散处理，探头低温超

声 10~20 min 后，低温干燥制备基于 β-环糊精的纳

米脂质载药系统。 

本研究选取卡波姆、NP700、高岭土、甘油、

甘羟铝等组成缓释凝胶膏剂的基质，按下述方法

制备凝胶膏剂：将卡波姆、NP700、高岭土、甘羟

铝等加入甘油，搅拌研磨均匀作为 A 相；配制柠

檬酸水溶液作为 B 相，备用；将上述制备的活性

成分纳米脂质载体慢慢加入 A 相中，搅拌均匀后，

将 B 相滴加到 A 相中，恒温滴加研匀，研磨 30 min

后，观察膏剂成型，将其铺展在衬底上，30~50 ℃
烘干，剪裁并密封备用。 
2.4  “三六九”缓释凝胶膏剂质量控制及评价 
2.4.1  专家遴选及参考依据  本研究共邀请了来

自浙江省中医院、衢州市食品药品检验研究院、

浙江大学药学院、浙大城市学院医学院等从事中

药质量研究、中药检验和中药材鉴定的 6 名专家， 
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从业平均年限 21 年，其中 2 人从事三甲中医院药

房工作，1 人从事食品药品检验工作，3 人从事中

药教学与产品开发工作。本次调查问卷，在参考

“德尔菲法”与中国药典 2020 年版的基础上，通

过市场调查并参考相关中药鉴定资料，筛选出对

中药膏剂感官评价的重要指标共 4 项，拟出专家

咨询表，作为专家评判过程的参考依据，并根据

其对中药缓释凝胶膏剂质量控制的熟悉程度与评

价依据计算其权重，即权威系数=(熟悉程度+评价

依据)/2，结果见表 8。权威系数≥0.7 视为可接受

值，反之则放弃纳入最终统计。 
 
表 8  专家权威系数统计结果 
Tab. 8  Results of experts authority coefficient statistical  

专家 熟悉程度 评价依据 权威系数 

1 0.80 0.60 0.70 

2 1.00 0.80 0.90 

3 0.60 0.80 0.70 

4 1.00 0.80 0.90 

5 0.60 0.40 0.50 

6 0.80 0.80 0.80 
 

2.4.2  感官评价  依据表 9 所示评价标准记录每

位专家对 3 个批次 3 个样品的外观评价、气泡状

态、反复揭帖性与舒适性 4 个标准计分 3 次，结

果见表 10，各指标综合得分见图 2。 
 
表 9  感官评价标准 
Tab. 9  Sensory evaluation standards 

标准 1~4 分 5~7 分 8~10 分 

外观评价 难剥离、有残留 难剥离或微残留 易剥离、无残留

气泡状态 气泡多且大 气泡少或小 气泡少且小 

反复揭帖性 不恢复、黏性差 可恢复、黏性差 易恢复、黏性好

舒适性 有紧绷、有疼痛 有紧绷或疼痛感 无紧绷和疼痛 

 
表 10  感官评价得分( x s± , n=3) 
Tab. 10  Sensory evaluation score( x s± , n=3) 

专家 外观评价 气泡状态 反复揭帖性 舒适性 

1 9.00±0.82 8.67±0.47 7.33±1.25 8.67±0.47

2 8.00±0.82 9.00±0.82 6.00±0.82 8.33±0.47

3 8.33±0.47 8.33±0.47 8.67±0.94 9.00±0.00

4 9.00±0.82 8.00±0.82 7.67±0.94 9.00±0.82

5 9.67±0.47 8.67±0.47 6.67±0.47 9.33±0.47

均值 8.80±0.91 8.53±0.72 7.27±1.29 8.67±0.62

 
2.4.3  赋型性测定  制备 3 批样品，按照中国药

典 2020 年版的要求，取供试膏剂 1 片，置于温度

37 ℃、相对湿度 64%的恒温恒湿箱中 30 min，取 

 
 

图 2  感官评价指标得分( x s± , n=5) 
Fig. 2  Scores of sensory evaluation indexes( x s± , n=5) 
 
出，用夹子将供试品固定在一平整钢板上，钢板

与水平面的倾斜角为 60 度，放置 24 h，观察膏面。

结果显示，3 批样品膏面均无明显流淌与油水分离

现象，表明本膏剂赋型性稳定且良好。 
2.4.4  皮肤追随性  取凝胶膏剂贴于手腕部，用

力甩 10 次，观察其脱落情况。评价结果显示，凝

胶膏剂皮肤追随性良好，无脱黏掉落，结合其反

复揭帖性结论可得，该膏剂具有良好的黏性与皮

肤适贴性。 
2.4.5  耐热性评价  对凝胶膏剂进行耐热评价，

取凝胶膏剂 6 片，除去背衬，置于 55 ℃烘箱中恒

温 6 h，冷却后，观察膏剂的渗油现象。研究结果

显示，膏剂表面无渗油或少渗油现象，表观无油

水分离现象，膏面依然保有良好黏性，表明该膏

剂具有良好的耐热性。  
2.4.6  耐寒性评价  取凝胶膏剂 6 片，除去背衬，

置于−15 ℃冰箱中，放置 24 h。研究结果显示，布

面无膏体透过，表观无油水分离现象，膏面依然

保有良好黏性，表明该膏剂具有良好的耐热性。 
3  讨论 

骨、软组织损伤的抗炎治疗常常是首选疗法。

本研究中膏剂共由姜黄、大黄、防风、黄柏、甘

松、赤芍、山奈、乳香、没药、白芷、元胡索、

生蒲黄、天花粉、五加皮、大茴香、青皮、木香、

合欢皮、细辛、番木鳖、羌活、丁香与肉桂等共

计 23 味药材组成，其中多味药材中所富含的挥发

油已有研究证明具有抗炎、抗菌与促进血液循环

等药理作用。《本草纲目》[12]记载片子姜黄能入手

臂治痛，其兼理血中之气可知。其主要成分姜黄

素能行气破瘀、通经止痛，根茎含有丰富的挥发

油，具有抗炎、抗菌、抗风湿与促进血液循环等

作用[13]，是其发挥增加骨密度、改善骨的病理形
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态等作用的主要物质基础[14]；山柰主要成分为黄

酮类化合物山柰酚，可以抑制炎症因子的表达[15]；

防风提取物中的挥发性化合物具有显著的抗炎能

力并能显著延长凝血时间[16]；《本草拾遗》[17]记

载甘松有理气止痛的功效；大黄的主要成分蒽醌

衍生物类具有祛瘀、解毒、抗炎及泻下等药理活

性[18]，挥发油中主要含有机酸(酯)类具有抗菌、平

滑肌解痉等药理活性[19]。 
Box-Behnken 响应面法是近年来国内外药学

工作中常用的一种实验设计方法[20-21]，通过数学

模型绘制响应面并优化试验条件，提高了试验精

度。本研究采用 Box-Behnken 响应面法优化得到

超临界 CO2 流体萃取法提取“三六九”方剂中挥

发油组分的最佳工艺，即原料粒度过 40 目筛，萃

取温度 50 ℃，萃取 3 h。 
本研究将传统膏剂改制成缓释凝胶膏剂并选

取感官评价、赋型性测定、皮肤追随性、耐寒性

评价、耐热性评价共 5 项研究作为“三六九”凝

胶膏剂的质量评价指标，其中感官评价由 5 名权

威系数≥70%的专家完成。结果显示，本研究所得

凝胶膏剂感官评价较好，具有稳定的赋型性、耐

热性与耐寒性，同时还具有较好的黏性与皮肤适

贴性，表明本研究所得“三六九”凝胶膏剂不仅

制备工艺较简单，而且质量也比较好。 
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