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　　摘要：以桂北金槐（Ｓｏｐｈｏｒａｊａｐｏｎｉｃａ）为原料，优选出芸香苷的提取工艺，为该药材的资源开发提供参考。选取芸
香苷含量为因变量，在单因素试验基础上，选取料液比、甲醇浓度、超声功率为自变量，通过响应面法优选超声波辅助

提取金槐米芸香苷的工艺并进行预测分析。采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定芸香苷含量：流动相甲醇溶液（Ａ）－
０５％磷酸水溶液（Ｂ）梯度洗脱，检测波长为２６０ｎｍ。最佳提取工艺条件为超声功率２５０Ｗ；甲醇浓度８８．８７％；超声
时间６０ｍｉｎ；料液比１ｇ∶５０ｍＬ，芸香苷在此提取预测值、验证值分别为３５．３２％、３３．１９％，两者相差不大。结果表明，
优选的提取工艺稳定可行、预测性良好，能提高金槐槐米资源的合理利用，能为槐米芸香苷制剂开发提供参考。
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　　金槐（Ｓｏｐｈｏｒａｊａｐｏｎｉｃａ）属槐树的栽培品种，以金黄色的
槐米得名［１］；相较其他地区的槐米，金槐含有丰富的芸香苷，

其芸香苷含量可达２５％～２８％，远远高出普通槐米［２］。芸香

苷不仅药理性强，具有抗病毒、抗炎、抗氧化等作用，还能强化

机体抵抗力、提升毛细管的弹性，因此在临床上主要被用于治

疗脑出血、高血压、心血管类疾病［３］，且被广泛应用于医药卫

生、保健品、功能性食品中，而金槐作为广西壮族自治区全州

县特有的品种，芸香苷含量较高，具有很好的开发利用价值。

目前对于金槐芸香苷的提取优化方案不是很明确，因此制定

出规范高效的提取方法对现代药学研究是非常有必要的。

芸香苷的提取方法主要有碱提取酸沉淀法、热水提冷析

出法、大孔树脂分离法、超声辐射法、乙醇浸提法等，多存在提

取效率低、成本高、工艺流程长、提取芸香苷的纯度差等问

题［３－６］。近年来的研究表明，超声波辅助提取芸香苷的效果

较好，提取率高且需时较少［７－８］。通过优化、合理选择提取工

艺可以提高芸香苷提取率，其中最常用的方法主要为（１）正
交试验；（２）响应面法［９］。响应面法试验具有设计简单、操作

方便、精确度高等优点［１０－１２］。本研究以芸香苷含量为评价指

标，在等因素试验基础上，采用星点设计－响应面法优化芸香
苷提取工艺，用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定其含量，为金槐
槐米的开发利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
金槐槐米（广西壮族自治区全州县，经广西植物研究所

蒋运生研究员鉴定为槐米）、芸香苷对照品（上海如吉生物科

技有限公司，批号 １５０７０６，纯度≥９５％），磷酸、甲醇为色谱
纯，水为超纯水。试验时间为２０１６年９月至２０１７年５月；地
点为桂林医学院药学院实验室。

１．２　仪器与设备
分析天平［赛多利斯科学仪器（北京）有限公司生产］；四

两装高速中药粉碎机（浙江省瑞安市永历制药机械有限公司

生产）；ＤＬ－３６０Ｄ智能超声波清洗器（上海之信仪器有限公
司生产）；高效液相色谱仪（岛津制作所生产）。

１．３　方法
１．３．１　超声辅助提取芸香苷工艺　将槐米去杂，用高速中药
粉碎机粉碎成末后过６０目筛，精确称取１．００ｇ置于具塞锥
形瓶中，分别加入不同浓度的甲醇溶液，在不同的料液比下于

不同的超声时间、超声功率下提取，放冷后过滤。用相应浓度

的甲醇溶液定容至５０ｍＬ容量瓶中，取０．１ｍＬ至１００ｍＬ容
量瓶中，再次定容至刻度线，备用。

１．３．２　单因素分析　参考相关文献［１３］，以超声时间

（４０ｍｉｎ）、料液比（１ｇ∶２５ｍＬ）、甲醇浓度（６０％）、超声功率
（４００Ｗ）为参考依据，为进一步剖析各因素与芸香苷提取率
的关系，确定试验各单因素水平。

１．３．３　响应面优化试验　确定自变量，具体依据单因素试验
结果，主要包括超声功率、甲醇浓度、料液比；其中芸香苷提取

率为响应值。结合Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法，设计分析试验，表１为
各因素水平情况。

１．３．４　芸香苷含量测定
１．３．４．１　色谱条件的选择　采用 Ｃ１８柱，设定３０℃柱温，流
速选取１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为１０μＬ，检测波长设定为２６０ｎｍ，

—７９１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２期



表１　响应面试验因素与水平

水平

因素

甲醇浓度

（％）
料液比

（ｇ∶ｍＬ）
超声功率

（Ｗ）

－１ ７０ １∶３０ ２５０
０ ８０ １∶４０ ３００
１ ９０ １∶５０ ３５０

流动相采用甲醇溶液（Ａ）－０．５％磷酸水溶液（Ｂ）梯度洗脱，
试验洗脱条件见表２。

表２　梯度洗脱条件

时间

（ｍｉｎ）
流速

（ｍＬ／ｍｉｎ）
Ａ：甲醇溶液浓度

（％）
Ｂ：０．５％磷酸水溶液浓度

（％）

０ １ １０ ９０
１２ １ ７５ ２５
２４ １ ８８ １２
３５ １ ９５ ５

１．３．４．２　芸香苷含量标准曲线绘制　取５０ｍＬ容量瓶，精确
加入芸香苷对照品４ｍｇ，用甲醇溶液定容至刻度线后摇匀，
备用。精密吸取对照品溶液０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６ｍＬ
置于１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容。按“１．３．４．１”节中的色
谱条件进样并测定其峰面积。试验结果：在０．８～７．２μｇ范
围内，芸香苷的峰面积与浓度呈线性关系。回归方程为 ｙ＝
６３６６３ｘ－４７５４．５，Ｒ２＝０．９９９８。
１．３．４．３　精密度试验　取“１．３．４．２”节中的对照品溶液，并
结合“１．３．４．１”节中的色谱条件连续重复进样５次。每次进
样量为 １０μＬ，分别记录峰面积值，结果表明，芸香苷峰面积
的相对标准偏差（ＲＳＤ）为１．０３２％，精密度高。
１．３．４．４　重复性试验　取适量金槐槐米样品细粉，配制供试
品溶液（５份），按照“１．３．４．１”节中的色谱条件分别测定峰
面积。金槐槐米样品芸香苷提取率平均值为２２．６２％，ＲＳＤ
值为０．９４２％，表明该方法重复性良好。
１．３．４．５　稳定性试验　在室温下放置一供试品溶液，并分别

在０、２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８ｈ内进样，分别记录相应的峰
面积值。结果芸香苷峰面积的 ＲＳＤ值为１．２０１％，表明供试
样品溶液在１８ｈ内稳定性良好。
１．３．４．６　加样回收率试验　精密称取已知含量的金槐样品
粉末５份，并向其中分别加入芸香苷对照品，按供试品测定方
法测定，算得平均加样回收率为９９．４５％，ＲＳＤ值为１．５４％。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　不同甲醇浓度对芸香苷提取率的影响　在固定料液
比为１ｇ∶１０ｍＬ、超声时间为６０ｍｉｎ、超声功率为３５０Ｗ的条
件下，考察甲醇浓度为６０％、７０％、８０％、９０％、１００％时芸香
苷提取率的变化。由图１可知，甲醇浓度为７０％ ～９０％时，
随甲醇浓度增大，芸香苷提取率增加，当浓度达到９０％后提
取率不再增加，说明此时芸香苷能溶于甲醇溶液中的含量达

到最大。这可能是因为甲醇溶液浓度过高时，会增加甲醇溶

液的挥发，使得一些脂溶性物质溶出，影响了芸香苷的提取，

致使芸香苷提取率下降。所以确定最佳的甲醇浓度为９０％。
２．１．２　不同超声时间对芸香苷提取率的影响　在甲醇溶液
浓度为８０％、料液比为１ｇ∶１０ｍＬ、超声功率为３５０Ｗ条件
下，考察超声时间为３０、４０、５０、６０、７０ｍｉｎ时芸香苷提取率的
变化。由图２可知，随着超声时间的延长，芸香苷提取率呈现
小幅度波动，但整体变化不大，其中提取率最大值出现在超声

时间为６０ｍｉｎ时。因此本试验固定超声时间为６０ｍｉｎ。
２．１．３　不同料液比对芸香苷提取率的影响　在固定甲醇溶
液浓度为８０％、超声时间为６０ｍｉｎ、超声功率为３５０Ｗ条件
下，分别考察料液比为１∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０、
１∶６０（ｇ∶ｍＬ）时芸香苷提取率的变化。由图３可知，芸香
苷提取率随溶剂体积的增加而增加，这是因为溶剂和芸香苷

的接触面积增大使芸香苷更易溶出；但当料液比达到

１ｇ∶５０ｍＬ之后，随着料液比继续增加提取率趋于稳定。因
此确定最佳料液比为１ｇ∶５０ｍＬ。

２．１．４　不同超声功率对芸香苷提取率的影响　在固定甲醇
溶液浓度为８０％、料液比为１ｇ∶１０ｍＬ、超声时间为 ６０ｍｉｎ
条件下，考察超声功率２００、２５０、３００、３５０Ｗ时芸香苷提取率
的变化。由图４可知，芸香苷提取率在２５０～３５０Ｗ范围内呈
上升趋势，且在３５０Ｗ时达到最大，即本试验选取 ３５０Ｗ为
最佳超声功率。

２．２　响应面结果与分析
２．２．１　回归方程的建立与分析　依据单因素试验结果，以料

液比、甲醇溶液浓度、超声功率为主要因素，根据 Ｂｏｘ－
ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ试验设计原理，对考察因素和其水平进行设
计，其中分析因子１２个、零点５个，共１７个试验点，零点试验
进行５次，以估计误差，结果见表３。
　　多元拟合分析，主要运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件及表３
获得的相关数据，得出如下拟合方程：Ｙ＝２２．６２＋４．６２Ａ＋
０．５７Ｂ－１．０３Ｃ＋０．７５ＡＢ－２．９１ＡＣ－１．２０ＢＣ－４６８Ａ２ －
０．５８Ｂ２＋０．８０Ｃ２；Ｙ表示提取率。由表４可知，试验模型显著
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表３　响应面试验设计和试验结果

试验次数 Ａ：甲醇溶液浓度 Ｂ：料液比 Ｃ：超声
功率

提取率

（％）

１ １ ０ １ １９．２１
２ －１　 １ ０ １２．６８
３ ０ ０ ０ ２２．５５
４ ０ ０ ０ ２３．００
５ －１　 －１ ０ １２．６０
６ １ ０ －１　 ２７．３０
７ ０ １ －１　 ２５．３３
８ ０ －１ １ ２２．７５
９ －１　 ０ １ １６．００
１０ ０ ０ ０ ２２．５２
１１ ０ －１ －１　 ２２．２１
１２ １ １ ０ ２３．６３
１３ １ －１ ０ ２０．５４
１４ －１　 ０ －１　 １２．４５
１５ ０ １ １ ２１．０５
１６ ０ ０ ０ ２２．５０
１７ ０ ０ ０ ２２．５３

性值小于０．０１，说明试验模型中的二项式方程较符合实际提
取情况，较好地反映了料液比、甲醇溶液浓度和超声功率与芸

香苷提取率间的关系，并且表明甲醇溶液浓度和料液比间、甲

醇溶液浓度和超声功率间以及料液比和超声功率间的交互作

用对芸香苷提取率的影响极显著。

表４　响应面方差分析二次模型方差分析

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

模型 ３１９．８５ ９ ３５．５４０ ３４０．４５ ＜０．０００１

Ａ １７０．６６ １ １７０．６６０ １６３４．８７ ＜０．０００１

Ｂ ２．６３ １ ２．６３０ ２５．２３ ０．００１５

Ｃ ８．５７ １ ８．５７０ ８２．０９ ＜０．０００１

ＡＢ ２．２７ １ ２．２７０ ２１．７０ ０．００２３

ＡＣ ３３．８７ １ ３３．８７０ ３２４．４８ ＜０．０００１

ＢＣ ５．８１ １ ５．８１０ ５５．６４ ０．０００１

Ａ２ ９２．０７ １ ９２．０７０ ８８２．０１ ＜０．０００１

Ｂ２ １．４２ １ １．４２０ １３．６３ ０．００７７

Ｃ２ ２．６７ １ ２．６７０ ２５．５７ ０．００１５

残差 ０．７３ ７ ０．１００
失拟性 ０．５５ ３ ０．１８０ ４．０３ ０．１０５９
纯误差 ０．１８ ４ ０．０４５
总和 ３２０．５８ １６

　　注：表示在０．０１水平上差异显著。

２．２．２　响应面分析因素之间的交互作用　图５为超声功率
３００Ｗ条件下，甲醇溶液浓度和料液比的交互作用与芸香苷
提取率间关系的等高线图和三维曲面图。由图５可知，当甲
醇溶液浓度和料液比较小时，提取率变化较大；且甲醇浓度和

料液比逐渐增大到较大值时，提取率也逐渐增大；当增大到一

定水平时，提取率却逐渐下降，说明甲醇溶液浓度和料液比２
个因素交互作用明显。当料液比一定时，增加甲醇溶液浓度

不一定会提高提取率，可能是因为甲醇浓度增大使得金槐中

的脂溶性物质溶解量增多，从而抑制了芸香苷的溶解。

　　图６为甲醇溶液浓度和超声功率的交互作用与芸香苷提
取率间关系的等高线图和三维曲面图，固定料液比为

１ｇ∶４０ｍＬ。芸香苷提取率在甲醇溶液浓度、超声功率较小
时变化较大；当超声功率处于低水平，而甲醇溶液浓度处于高

水平时，芸香苷提取率达到最高；当超声功率一定时，随着甲

醇浓度的增加，芸香苷提取率的变化较大，说明这２个因素间
的交互作用明显。

　　图７为料液比和超声功率的交互作用与芸香苷提取率间
关系的等高线图和三维曲面图，固定甲醇浓度为８０％。由图

７可知，当料液比较大时，芸香苷提取率随着超声功率的增大
逐渐减小；而当超声功率一定时，芸香苷提取率随着料液比的

增大却不一定增加，说明２个因素间的交互作用明显，且当料
液比处于高水平，超声功率处于低水平时达到最大值。

２．２．３　最佳提取条件的确定和验证　结合 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８．０，综合分析与试验可操作性、芸香苷提取率有关的各个因
素，得出最优超声工艺为甲醇浓度 ８８．８７％，料液比
１ｇ∶５０ｍＬ，超声功率２５０Ｗ，此时芸香苷提取率的预测值为
３５３２％。采用上述最优工艺进行验证，重复试验３次，得到
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芸香苷提取率为３３．１９％，与预测值相差无几，说明该超声辅
助工艺准确性和可靠性高。

３　讨论

选择全面试验中最具代表性的部分，结合试验、极差分析，

并获得最优因素组合的方法即为正交试验法，此法具有简单易

行的特点，但不能对各个因素效应、交互作用进行分析［９］。而

响应面法则针对具体范围利用爬坡试验得出可代表各因素交

互关系的条件组合，此法更具直观性、精确性［１０－１１］。

本研究以广西壮族自治区桂北金槐槐米为试验对象，甲

醇超声为提取方法优选出金槐槐米中芸香苷的最佳提取方

法。超声提取具有操作简单、提取效率高的优势，且超声提取

为物理方法，在提取过程中能避免有效成分被破坏。同时采

用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件，对超声波辅助提取法提取芸香苷
工艺进行优化，与传统的优化方法———正交试验法或均匀设

计法相比，能通过直观的图形、精确度较高的数学模型对最佳

工艺进行优化，具有信息量大、直观、数据处理能力较高且能

反映各个因素之间交互作用的优点。本研究得到响应面法优

化超声波辅助法提取槐米的最佳工艺为料液比 １ｇ∶５０ｍＬ、
超声功率２５０Ｗ、甲醇浓度８８．８７％。择优选取的提取工艺不
仅操作简单而且提取效率更高，有利于缩短提取时间，为进一

步开发金槐中的芸香苷提供了科学合理的理论和试验依据。
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