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　　摘要：为获得快速和准确检测蒲公英成分的提取工艺，以甲醇为提取剂，通过超声波和酶解辅助提取，采用响应面
设计方法，结合指纹图谱综合质量评价方法，筛选最佳提取工艺。结果表明，纤维素酶有利于提升提取和检测结果的

稳定性，液料比对提高提取率具有促进作用，甲醇与提取时间或甲醇与液料比对提取率的提升表现出了协同作用。高

效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱分析结果显示，在所有的处理中，绿原酸和咖啡酸与对照图谱匹配度均为１００％，以二者
含量为综合评价指标，获得的最佳提取条件为纤维素酶０．１％，ｐＨ值为４，液料比为３００∶１（ｍＬ∶ｇ），甲醇体积分数为
４０％，超声提取时间１２０ｍｉｎ。本提取技术降低了操作成本，检测结果稳定，可直接用于实验室蒲公英酚酸类成分检
测；同时，本研究中的提取优化方法也为其他植物成分提取技术优化提供了参考。

　　关键词：蒲公英；指纹图谱；咖啡酸；绿原酸；优化及质量评价
　　中图分类号：Ｒ２８４．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）２３－０１９０－０６

收稿日期：２０２０－０３－１９

基金项目：河北省农林科学院现代农业科技创新工程（编号：２０１９－

１－６－１）；河北省重点研发计划（编号：１９２２７１２６Ｄ）；河北省唐山

市重点研发计划（编号：１９１５０２０２Ｅ）。

作者简介：吴　哲（１９８４—），男，辽宁瓦房店人，博士，副研究员，主要

从事功能植物成分提取及产品开发研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｕｚｈｅ２６ｌ＠

１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王秀萍，研究员，主要从事耐盐植物资源开发利用研究。

Ｅ－ｍａｉ：ｂｈｓｗｘｐ＠１６３．ｃｏｍ。

　　蒲公英是一种常见的中草药，富含多糖、绿原 酸、咖啡酸、总黄酮等多种活性成分。近年来随着

人们健康意识的提高，蒲公英逐渐成为一种药食兼

用植物。现代药理研究表明，蒲公英具有广谱抑

菌、抗氧化、抗肿瘤和免疫促进等作用，而这些作用

与酚酸类物质有一定的关系［１－２］。因此蒲公英不仅

在医药卫生领域备受关注，在食品特别是功能性食

品的研究开发上也成为热点。而酚酸类化合物的

提取以及检测则成为蒲公英应用开发的重要基础。

　　咖啡酸和绿原酸均为蒲公英的主要活性物
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质［３］，且《中华人民共和国药典》２０１５年版规定蒲公
英咖啡酸含量不应低于０．０２％。蒲公英成分含量
变化除了与种类和栽培条件有关之外［４］，也与提取

技术有关［１］。蒲公英成分提取方法按提取剂可分

为水提和醇提，原理是酚酸物质易溶于水和醇类溶

剂。因此可将原料溶于提取剂，同时辅以物理方法

或酶解方法破碎细胞壁，可提高酚酸成分提取率。

提取工艺通常有热水浸提、超声波辅助提取、回流

浸提等方法。影响提取率的因素还包括料液比、提

取时间、提取温度、溶剂浓度等，不同的提取条件有

可能导致蒲公英成分结构变化［１，３，５］，进而影响成分

功效。因此如何平衡最大的提取率及提取质量成

为本研究的重点内容。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
丹东蒲公英（Ｔａｒａｘａｃｕｍａｎｔｕｎｇｅｎｓｅ）叶片干粉

为河北省农林科学院滨海农业研究所选育的滨蒲１
号叶片加工获得。６０℃烘干至恒质量，粉碎后过８０
目筛，粉末置干燥器中干燥保存、备用。

　　咖啡酸、绿原酸、阿魏酸及木樨草素标准品购
自中国药品生物制品检定所；无水甲醇为国产分析

纯；纤维素酶酶活性为１００００Ｕ／ｇ；纯化水由河北省
农林科学院滨海农业研究所制备。

１．２　提取工艺及优化
称取一定量蒲公英样品，放入５０ｍＬ具塞离心

管中，加入５ｍＬ纤维素酶溶液（质量浓度为０．１％，
ｐＨ值为４），置于６０℃水浴加热３０ｍｉｎ［１，６］；随后离
心管中加入甲醇溶液２０ｍＬ，进行超声提取，超声波
功率１２０Ｗ，提取结束后离心取上清液，待测。优化
的参数为甲醇浓度、料液比以及提取时间，具体提

取参数及蒲公英样品质量按响应面优化设计表进

行（表１）。
１．３　检测方法

利用注射器辅以０．４５μｍ滤膜将提取液注入
进样瓶，准备液相检测。液相检测条件为安捷伦

１２００ＨＰＬＣ，钻石 １代 Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ（０．０２％ 磷酸水溶

液）∶Ｂ（甲醇）＝５０∶５０；检测波长：３５０ｎｍ；柱温：
３０℃；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ。
　　配制不同浓度的绿原酸和咖啡酸标品，与对应
的ＨＰＬＣ峰面积建立标准曲线，经拟合后，标准曲线
分别为 ｙ１＝１６．８３５ｘ１－１６．９７１、ｙ２ ＝２２．１７３ｘ２ －

１３０４２。其中，ｙ１、ｙ２为绿原酸和咖啡酸峰面积；ｘ１
和ｘ２为绿原酸和咖啡酸含量，μｇ／ｍＬ。有效检测范
围为０～１００μｇ／ｍＬ。
１．４　数据分析

为了更好地评价提取工艺，将不同提取条件下

的绿原酸和咖啡酸得率加权，以总咖啡酸得率为优

化目标［１１］，利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件综合评价
提取工艺。加权方法：以绿原酸和咖啡酸得率的算

术平均值比值为系数（ｋ），将绿原酸转换为咖啡酸，
可得总咖啡酸得率，经计算 ｋ＝０．５４４（表１），即：总
咖啡酸得率＝绿原酸得率（％）×０．５４４＋咖啡酸得
率（％）。最后将 ＨＰＬＣ数据导入中药色谱指纹图
谱相似度评价系统，进行相似度分析。试验每个处

理重复４次，结果以平均数±标准误形式呈现，采用
ＳＰＳＳ１６．０软件 Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行差异显著
性检验。

表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ优化设计表及蒲公英酚酸成分含量

处理
甲醇含量

（％）
液料比

（ｍＬ∶ｇ）
时间

（ｍｉｎ）
咖啡酸含

量（ｍｇ／ｇ）
绿原酸含

量（ｍｇ／ｇ）
酚酸总含

量（ｍｇ／ｇ）

１ ５５ １００∶１ ３０ ４．６６ ２．５９ ６．０７

２ ５５ ２００∶１ ７５ ５．６９ ３．１１ ７．３８

３ ７０ １００∶１ ７５ ６．０７ ２．８７ ７．６３

４ ４０ ３００∶１ ７５ ３．３１ ２．６４ ４．７５

５ ４０ ２００∶１ １２０ ７．７０ ３．４０ ９．５５

６ ５５ ３００∶１ １２０ ５．７７ ３．１１ ７．４６

７ ７０ ２００∶１ ３０ ４．９３ ２．７２ ６．４１

８ ４０ １００∶１ ７５ ３．３１ ２．４８ ４．６６

９ ５５ ２００∶１ ７５ ５．２１ ２．９８ ６．８３

１０ ４０ ２００∶１ ３０ ４．７９ ２．７８ ６．３１

１１ ５５ ２００∶１ ７５ ５．９２ ３．０７ ７．５９

１２ ７０ ３００∶１ ７５ ６．３９ ３．２４ ８．１５

１３ ５５ ３００∶１ ３０ ６．０６ ３．０９ ７．７４

１４ ７０ ２００∶１ １２０ ５．９１ ３．０４ ７．５６

１５ ５５ ２００∶１ ７５ ６．４１ ３．１４ ８．１２

１６ ５５ １００∶１ １２０ ４．１８ ２．５９ ５．５９

１７ ５５ ２００∶１ ７５ ５．３２ ３．００ ６．９５

　　注：酚酸总含量＝绿原酸含量×０．５４４＋咖啡酸含量。

２　结果与分析

２．１　咖啡酸提取工艺优化
试验结果表明，Ｃｕｂｉｃ模型拟合结果呈显著性

（Ｆ＝６．８５５，Ｐ＝０．０３９），但是部分交叉项超出可信
范围，调整后模型变为 ｙ＝５．７１０－０．４１０ｘ１ ＋
０７４０ｘ２－０１９０ｘ３＋０．０７８ｘ１ｘ２－０．４８０ｘ１ｘ３＋０．０４８ｘ２ｘ３－
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０１４０ｘ２１－０．８００ｘ
２
２＋０．２６０ｘ

２
３－０．６６０ｘ

２
１ｘ２＋１１７０ｘ

２
１ｘ３＋

１．８８０ｘ１ｘ
２
２，Ｒ

２＝０．９５，其中 ｙ为咖啡酸含量，ｘ１、ｘ２、
ｘ３为甲醇含量，液料比和时间。根据模型的方差分
析（表２），从单因子影响结果看，液料比显著促进提
取率（Ｆ＝９４１６，Ｐ＝０．０３７），其他２个因素对提取
率没有显著影响，影响力大小为液料比＞甲醇含量
＞时间。从影响因子协同效果看，甲醇含量与时间
（Ａ２Ｃ，Ｆ＝１１．５３６，Ｐ＝００２７），甲醇含量与液料比
（ＡＢ２，Ｆ＝２９．８５，Ｐ＝０．００６）协同作用均对提取率有
显著促进作用。根据实际数值，拟合函数为 ｙ＝
０８８４２８ｘ１ ＋ ０．２２１ ７３ｘ２ ＋ ０３６１ ８０ｘ３ －
０．００１７１ｘ１ｘ２－０．０１３ ３８ｘ１ｘ３ ＋０．００００１ｘ２ｘ３－
０．００３３５ｘ２１－０．０００７７ｘ

２
２＋０．０００１３ｘ

２
３－０．００００３ｘ

２
１ｘ２＋

０．０００１２ｘ２１ｘ３＋０．００００１ｘ１ｘ
２
２－３６２７６０６。据此，可

获得１０个最高提取率的方案（表３），其中优化后的
甲醇浓度主要围绕在４０％和７０％，提取时间主要围
绕在１２０ｍｉｎ，液料比主要围绕在２００∶１（ｍＬ∶ｇ）和
３００∶１（ｍＬ∶ｇ）。由表３可知，最高提取率的方案
为甲醇浓度４０％，液料比２００．７∶１（ｍＬ∶ｇ），提取
时间 １２０ｍｉｎ，预期咖啡酸含量７．７ｍｇ／ｇ。

表２　咖啡酸Ｃｕｂｉｃ模型方差分析

因子 方差 自由度 均方差 Ｆ值 Ｐ值

模型 １９．３８６ １２ １．６１６ ６．８５５ ０．０３９

Ａ ０．６８７ １ ０．６８７ ２．９１７ ０．１６３

Ｂ ２．２１９ １ ２．２１９ ９．４１６ ０．０３７

Ｃ ０．１５０ １ ０．１５０ ０．６３８ ０．４６９

ＡＢ ０．０２４ １ ０．０２４ ０．１０４ ０．７６４

ＡＣ ０．９２４ １ ０．９２４ ３．９１９ ０．１１９

ＢＣ ０．００９ １ ０．００９ ０．０３９ ０．８５４

Ａ２ ０．０８１ １ ０．０８１ ０．３４２ ０．５９０

Ｂ２ ２．７０８ １ ２．７０８ １１．４９１ ０．０２８

Ｃ２ ０．２８５ １ ０．２８５ １．２０９ ０．３３３

Ａ２Ｂ ０．８８１ １ ０．８８１ ３．７３７ ０．１２５

Ａ２Ｃ ２．７１９ １ ２．７１９ １１．５３６ ０．０２７

ＡＢ２ ７．０３５ １ ７．０３５ ２９．８５１ ０．００６

误差 ０．９４３ ４ ０．２３６

总计 ２０．３２９ １６

　　注：Ａ为甲醇浓度；Ｂ为液料比；Ｃ为超声提取时间。表 ４、表

６同。　

２．２　绿原酸提取工艺优化
利用同样的分析及处理方法，对绿原酸提取工

艺进行优化，可得到拟合模型，即 ｙ＝３．０５９－
０１０７ｘ１ ＋０．２５５ｘ２ ＋０．００５ｘ３ ＋０．０５５ｘ１ｘ２ －
００７５ｘ１ｘ３＋０００４ｘ２ｘ３－０．０５５ｘ

２
１－０．１９６ｘ

２
２－０．０１９ｘ

２
３－

０．１２２ｘ２１ｘ２＋０．２２８ｘ
２
１ｘ３＋０．３５６ｘ１ｘ

２
２，Ｒ２＝０．９８，其中ｙ

表３　１０种咖啡酸最高提取率的提取方案

序号
甲醇

（％）
液料比

（ｍＬ∶ｇ）
提取时间

（ｍｉｎ）
咖啡酸含量

（ｍｇ／ｇ） 期望

１ ４０．０ ２００．７∶１ １２０ ７．７０ １．０００

２ ４０．０ ２０２．７∶１ １２０ ７．７０ １．０００

３ ４０．０ ２０６．５∶１ １２０ ７．６９ ０．９９８

４ ４０．０ １９４．０∶１ １２０ ７．６９ ０．９９７

５ ４０．２ ２０１．０∶１ １２０ ７．６７ ０．９９３

６ ４１．２ ２１８．３∶１ １２０ ７．４１ ０．９３４

７ ７０．０ ３００．０∶１ １２０ ７．１９ ０．８８４

８ ７０．０ ２９７．８∶１ １２０ ７．１４ ０．８７２

９ ６９．０ ３００．０∶１ １２０ ７．０９ ０．８５８

１０ ６９．４ ２９７．８∶１ １２０ ７．０６ ０．８５６

为咖啡酸含量，ｘ１、ｘ２、ｘ３为甲醇浓度，液料比和时
间。根据模型结果和方差分析（表４）可知，甲醇浓
度（Ｆ＝９．６６０，Ｐ＝００３６０）和液料比（Ｆ＝５４．９６０，
Ｐ＝０．００２０）均对绿原酸提取率有显著促进作用，甲
醇浓度与时间（Ａ２Ｃ，Ｆ＝２２０１０，Ｐ＝０．００９０），甲醇
浓度与液料比（ｘ１ｘ

２
２，Ｆ＝５３．５５０，Ｐ＝０．００２０）协同

作用均对提取率有显著促进作用。根据优化模型，

可获得１０个最高提取率的方案（表５），其中优化后
的甲醇浓度主要为 ４０％、７０％，提取时间约为
１２０ｍｉｎ，而液料比约为２００∶１（ｍＬ∶ｇ）和３００∶１
（ｍＬ∶ｇ），最高提取率的方案为甲醇浓度４０％，液料
比 ２０３．７∶１（ｍＬ∶ｇ），提取时间１２０．０ｍｉｎ，预期绿
原酸含量为３．４０ｍｇ／ｇ。

表４　绿原酸Ｃｕｂｉｃ模型方差分析

因子 方差 自由度 均方差 Ｆ值 Ｐ值

模型 １．０６０ １２ ０．０８８ １８．６９０ ０．００６１

Ａ ０．０４６ １ ０．０４６ ９．６６０ ０．０３６０

Ｂ ０．２６０ １ ０．２６０ ５４．９６０ ０．００２０

Ｃ ８．６２０×１０－５ １ ８．６２０×１０－５ ０．０１８ ０．８９９０

ＡＢ ０．０１２ １ ０．０１２ ２．５４０ ０．１８６０

ＡＣ ０．０２２ １ ０．０２２ ４．７５０ ０．０９４７

ＢＣ ５．２００×１０－５ １ ５．２００×１０－５ ０．０１１ ０．９２１５

Ａ２ ０．０１３ １ ０．０１３ ２．７３０ ０．１７３８

Ｂ２ ０．１６０ １ ０．１６０ ３４．３３０ ０．００４２

Ｃ２ １．４７０×１０－３ １ １．４７０×１０－３ ０．３１０ ０．６０６２

Ａ２Ｂ ０．０３０ １ ０．０３０ ６．２７０ ０．０６６４

Ａ２Ｃ ０．１００ １ ０．１００ ２２．０１０ ０．００９０

ＡＢ２ ０．２５０ １ ０．２５０ ５３．５５０ ０．００２０

误差 ０．０１９ ４ ４．７２０×１０－３

总计 １．０８０ １６

２．３　总酚酸提取工艺优化
对咖啡酸和绿原酸加权处理后，利用同样的分
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表５　１０种绿原酸最高提取率的提取方案

序号
甲醇浓度

（％）
液料比

（ｍＬ∶ｇ）
提取时间

（ｍｉｎ）
绿原酸含量

（ｍｇ／ｇ） 期望

１ ４０ ２０３．７∶１ １２０．０ ３．４０ １．０００

２ ４０ ２０９．２∶１ １１９．８ ３．４０ １．０００

３ ４０ ２００．０∶１ １２０．０ ３．４０ １．０００

４ ４０ ２１０．９∶１ １２０．０ ３．４０ １．０００

５ ４０ ２０７．７∶１ １１９．７ ３．４０ １．０００

６ ４０ ２１１．９∶１ １２０．０ ３．４０ １．０００

７ ４０ ２０５．９∶１ １１９．７ ３．４０ １．０００

８ ４０ ２０４．７∶１ １２０．０ ３．４０ １．０００

９ ７０ ３００．０∶１ １２０．０ ３．３９ ０．９８６

１０ ７０ ３００．０∶１ １１９．５ ３．３９ ０．９８５

表６　总酚酸Ｃｕｂｉｃ模型方差分析

因子 方差 自由度 均方差 Ｆ值 Ｐ值

模型 ２４．２１０ １２ ２．０２０ ７．４８０ ０．０３３１

Ａ ０．８９０ １ ０．８９０ ３．３１０ ０．１４２９

Ｂ ３．１３０ １ ３．１３０ １１．６１０ ０．０２７１

Ｃ ０．１４０ １ ０．１４０ ０．５４０ ０．５０４９

ＡＢ ０．０４６ １ ０．０４６ ０．１７０ ０．７００１

ＡＣ １．０９０ １ １．０９０ ４．０５０ ０．１１４５

ＢＣ ０．０１０ １ ０．０１０ ０．０３７ ０．８５６７

Ａ２ ０．１２０ １ ０．１２０ ０．４４０ ０．５４５４

Ｂ２ ３．４８０ １ ３．４８０ １２．９１０ ０．０２２９

Ｃ２ ０．２６ １ ０．２６０ ０．９８０ ０．３７８３

Ａ２Ｂ １．０７ １ １．０７０ ３．９８０ ０．１１６８

Ａ２Ｃ ３．３２ １ ３．３２０ １２．２９０ ０．０２５０

ＡＢ２ ８．５３ １ ８．５３０ ３１．６２０ ０．００５０

误差 １．０８ ４ ０．２７０

总计 ２５．２８ １６

析方法，对总酚酸提取工艺进行优化，可得到拟合

模型，即 ｙ＝７．３７４０－０．４７２５ｘ１＋０．８８５０ｘ２－
０１９００ｘ３＋０．１０７５ｘ１ｘ２－０．５２２５ｘ１ｘ３＋０．０５００ｘ２ｘ３－
０．１６７０ｘ２１－０．９０９５ｘ

２
２＋０２５０５ｘ

２
３－０．７３２５ｘ

２
１ｘ２＋

１２８７５ｘ２１ｘ３＋２．０６５０ｘ１ｘ
２
２，Ｒ

２＝０．９６，其中ｙ为咖啡
酸含量，ｘ１、ｘ２、ｘ３为甲醇浓度，液料比和时间。根据
模型结果和方差分析可知，液料比（Ｆ＝１１．６１０，Ｐ＝
０．０２７１）对总酚酸提取率有显著性促进作用，甲醇
浓度与时间（Ａ２Ｃ，Ｆ＝１２．２９０，Ｐ＝００２５０），甲醇浓
度与液料比（ＡＣ，Ｆ＝３１．６２０，Ｐ＝０．００５０）协同作用
均对提取率有显著促进作用（表６）。根据模型可得
到１０个最高提取率的方案，其中优化后的甲醇浓度
约为４０％、７０％，提取时间约为１２００ｍｉｎ，液料比

约为２００．０∶１、３００．０∶１（ｍＬ∶ｇ）。由表７可知，最
高提取率方案为甲醇浓度４０％，液料比 ２０２．７∶１
（ｍＬ∶ｇ），提取时间 １２０．０ｍｉｎ，预期总酚酸含量为
９．５５ｍｇ／ｇ。

表７　１０种总酚酸最高提取率的提取方案

序号
甲醇

（％）
液料比

（ｍＬ∶ｇ）
提取时间

（ｍｉｎ）
总酚酸含量

（ｍｇ／ｇ） 期望

１ ４０．０ ２０２．７∶１ １２０．０ ９．５５ １．０００

２ ４０．０ ２００．０∶１ １２０．０ ９．５５ １．０００

３ ４０．０ ２００．９∶１ １２０．０ ９．５５ １．０００

４ ４０．０ ２０３．６∶１ １２０．０ ９．５５ １．０００

５ ４０．０ １９４．３∶１ １２０．０ ９．５３ ０．９９７

６ ４０．０ ２０４．２∶１ １１８．３ ９．４７ ０．９８４

７ ７０．０ ３００．０∶１ １１９．９ ９．０３ ０．８９４

８ ６９．９ ３００．０∶１ １２０．０ ９．０２ ０．８９１

９ ７０．０ ２９８．０∶１ １２０．０ ８．９８ ０．８８４

１０ ６９．１ ３００．０∶１ １２０．０ ８．９１ ０．８７０

２．４　总成分提取工艺指纹图谱分析与聚类分析
将所有提取液的ＨＰＬＣ数据导入中药色谱指纹

图谱相似度评价系统中，经数据匹配，以中位数法

建立对照指纹图谱（图１、表８）。结果显示所有峰
的保留时间ＲＳＤ均小于１％，说明所有的提取工艺
一致性较好。蒲公英样品共检测出１０种成分，其中
所有提取方法均检测出绿原酸（４号）和咖啡酸（８
号），二者为共有成分，与对照图谱匹配度为１００％。
其他成分１号、５号、９号匹配度也较高，经标准品检
测和文献查阅，这３种成分为七叶内酯［３，７］、木樨草

素－７－Ｏ－β－Ｄ葡萄糖苷［３，７］和阿魏酸。通过指

纹图谱相似度分析，所有的提取工艺之间相似度均

在０．９８以上，说明所有的提取工艺在质量上具有高
度相似性。为了更好地筛选提取工艺，笔者以咖啡

酸和绿原酸峰面积为聚类指标，应用 ＳＰＳＳ分析软
件，采用组间联结、欧氏聚类法，所有提取工艺的聚

类分析结果见图２。
　　当阈值为１０时，所有的提取工艺被划分为两大
类，其中１０号处理被单列为一类，其他１６种处理被
划为一大类。随着阈值的减小，所有提取工艺可分

为５类，其中处理５为单独一类。结合响应面优化
模型给出的方案可知，处理５提取率最高，其次为处
理２、处理３、处理４、处理６、处理８、处理９、处理１２、
处理１７。
２．５　提取工艺筛选与验证

根据响应面优化模型，本研究获得３个最高提
取率的条件，这３个条件非常相近，因此可确定优选
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表８　基于指纹图谱分析的蒲公英对照指纹图谱成分

序号
保留时间

（ｍｉｎ）
对照图谱峰面积

（ｍＡｕ）
保留时间ＲＳＤ
（％）

匹配数目

（ｎ） 推测成分

０ ２．２７ ２．６５ ０．００ ４ －

１ ２．８６ ２９．２３ ０．９９ １３ 七叶内酯

２ ３．０１ ４．６５ ０．００ ３ －

３ ３．１７ ５．８８ ０．０８ ４ －

４ ３．５２ ２６１．９９ ０．２３ １７ 绿原酸

５ ４．０８ ５７．７５ ０．２３ １５ 木樨草素－７－Ｏ－β－Ｄ葡萄糖苷

６ ４．６６ １５．００ ０．０６ ４ －

７ ４．８３ ５．４１ ０．０６ ３ －

８ ５．３３ ６５７．２０ ０．３８ １７ 咖啡酸

９ ６．７０ ３１．７８ ０．２２ １０ 阿魏酸

　　注：表示该成分的推测来自参考文献［３，７］，而其他成分的确定则来自于标准品鉴定；“－”表示未知成分。

条件（Ⅰ）为甲醇浓度４０％，液料比２００∶１（ｍＬ∶ｇ），提
取时间 １２０ｍｉｎ。同时结合聚类分析结果，笔者选
择提取率相对中等（Ⅱ）和低水平（Ⅲ）的２个条件，
分别为甲醇浓度７０％，液料比３００∶１（ｍＬ∶ｇ），提
取时间 １２０ｍｉｎ；甲醇浓度 ６０％，液料比 ３００∶１
（ｍＬ∶ｇ），提取时间３０ｍｉｎ；提取结果见图３。结果
显示试验结果与软件模拟计算结果差异不显著，说

明优化模型预测结果可信。另外，优选条件Ⅰ的咖
啡酸提取率显著高于条件Ⅲ，但与条件Ⅱ差异不显
著（Ｐ＝０７８５），说明优选条件Ⅰ和Ⅱ均可作为最佳
提取工艺。

２．６　纤维素酶及离心操作对提取及检测结果的
影响

本试验优化工艺筛选是基于加酶辅以超声波

提取，由于水浴过程中可能存在酶解不完全或水分
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损失问题，因此笔者考察纤维素酶以及离心操作后

二次定容对检测结果的影响。由于咖啡酸是《中华

人民共和国药典》２０１５版规定的参考标准，因此笔
者在优选条件Ⅱ下比较了不同操作咖啡酸检测结
果（表９）。结果发现无论是否离心，加酶偏差最小，
说明加酶后可提高该工艺的稳定性。离心定容后

咖啡酸含量均降低，说明二次定容带来的绝对误差

加大，因此本研究中的提取及检测不需要二次定

容，须注意水浴过程中尽可能避免水分损失。

表９　不同操作下咖啡酸含量检测结果

工艺
咖啡酸含量（％）

离心＋定容 不离心

加酶 ０．４８±０．０１７ ０．５９±０．０１８

不加酶 ０．３５±０．０５０ ０．３９±０．０６４

３　结论与讨论

目前商业生产中蒲公英成分提取多采用水提

法，是因为考虑到提取剂成本以及提取设备复杂程

度相对较低［１］，而小规模提取多采用乙醇溶剂提

取［５－６，８］，是因为酚酸物质更易溶于醇类溶剂。本研

究采用甲醇为溶剂，是因为酚酸物质检测多用

ＨＰＬＣ检测方法，如ＧＢ／Ｔ２２２５０—２００８《保健食品中
绿原酸的测定》以及《中华人民共和国药典》２０１５年
版等。甲醇由于极性好，常用于 ＨＰＬＣ流动相。因
此本研究直接用甲醇提取，省略了乙醇提取物旋蒸

发＋甲醇二次溶解步骤［４，８－１０］，不仅降低了液相进

样的前处理时间，提高了检测效率，也减少了试验

操作误差，提高了检测准确率。

　　已发表文献中蒲公英样品质量多在１ｇ左右，
液料比常见于（１０～３０）∶１（ｍＬ∶ｇ）之间［１，２，９－１０］。

本研究发现，液料比过低容易使溶解不充分，影响

提取效果。本研究中干样品质量约为０．１ｇ，甲醇

２５ｍＬ，降低材料成本。另外从指纹图谱可知，蒲公
英主要物质在１５ｍｉｎ内即可检出，因此在用液相色
谱检测蒲公英咖啡酸和绿原酸时，可将检测时间控

制在 １５ｍｉｎ内，从而降低了检测时间成本。根据优
化结果，在酶解＋超声波辅助提取条件下，如果从节
约成本的角度，本研究推荐优化条件Ⅰ，即甲醇４０％、
液料比２００∶１（ｍＬ∶ｇ），提取时间１２０ｍｉｎ；如果考虑
提取率和综合质量，则选择优化条件Ⅱ，即甲醇７０％，
液料比３００∶１（ｍＬ∶ｇ），提取时间１２０ｍｉｎ。
　　目前关于蒲公英有效成分提取技术优化研究
主要集中在提高某一种成分提取率或浸出物总提

取率方面；在用于提取质量评价的指标筛选过程

中，笔者利用指纹图谱分析，采用多指标评价了提

取质量，这对评价成分复杂的中药材，具有一定的

科学合理性［１１］。本研究为综合评价中药材质量提

供了一种思路，即可根据各成分在药效中所起的作

用赋予不同的权重系数综合评分进行评价，避免了

对多指标单独评价时相互间的冲突。同时本研究

的提取优化方法也为其他植物成分提取技术优化

提供了参考。
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