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　　摘要：优化从贯叶连翘粗提取物中提取金丝桃素的工艺条件。在单因素试验基础上，采用响应曲面法，以金丝桃
素的提取率为响应值，通过回归分析各工艺参数与响应值之间的关系，预测最佳提取工艺条件。结果表明：金丝桃素

最佳提取条件为：浸提温度８０℃，浸提时间 １０５ｍｉｎ，液料比 ７５ｍＬ∶１ｇ，甲醇体积分数８５％，比条件下提取率为
３７２％。验证试验证明此法合理高效，预测准确，方便可行。
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　　金丝桃素属骈苯二蒽酮类物质，分子式Ｃ３０Ｈ１６Ｏ８，广泛分
布于贯叶金丝桃（Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ）、乌腺金丝桃（Ｈ．
ａｔｔｅｎｕａｔｕｍ）、长柱金丝桃（Ｈ．ａｓｃｙｒｏｎ）等植物中。近年来，金
丝桃素在抗肿瘤的光化学治疗、抗病毒（包括 ＨＩＶ）、抗抑郁
机制研究等方面十分活跃。已有研究表明，金丝桃素作为有

效的光敏剂，通过光动力学治疗可以有效地诱导肿瘤细胞凋

亡，临床上已用于治疗基体细胞癌、胰腺癌、膀胱癌甚至脑瘤

等［１－４］。另外，近年来大量试验已证明，金丝桃素为广谱抗病

毒的中草药活性单体，对多种畜禽传染病有良好防治效果。

已有不少文献报道了用金丝桃素防治猪高热病、鸡新城疫、鸭

病毒性肝炎等［５－９］的事例，使其成为继红豆杉、人参和银杏叶

之后，国内外研究的又一个热点，在新药开发上具有重大意

义［１０］。金丝桃素具有特殊理化性质及其在光和热的作用下

易分解、易氧化变质的特性，故其提取率和产品纯度都较低，

制约了其深入研究和制药工艺的发展。本试验以甲醇为溶

剂，采用易于工业化生产的热浸提取方法，以金丝桃素提取率

为考察指标，以提取时间、液固比、提取温度、甲醇体积分数为

提取工艺的主要影响因素，通过单因素试验确定影响较大的

３个因素，采用响应曲面法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ）进行
优化，确定从贯叶连翘粗提物中提取金丝桃素的最佳工艺。

响应曲面法是目前广泛应用于天然产物中有效化学成分提取

工艺优化的一种数据处理方法［１１－１３］，具有简便、试验精度高

的优点，使用该方法优化后的的金丝桃素提取率有明显的提

高，为金丝桃素提取的工业化生产提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试材料为贯叶连翘粗粉，购于西安康培基生物科技有

限公司。材料阴干至恒重，备用。金丝桃素对照品，购于上海

融禾医药科技有限公司，纯度＞９８％。
试剂包括甲醇、石油醚，均购于天津永大化学试剂有限公

司，去离子水由实验室自制。

１．２　仪器
紫外分光光度计（岛津 ＵＶ－２４５０）；恒温水浴锅（金坛医

疗仪器厂ＨＨ－Ｓ４）；分析天平（梅特勒 ＡＬ２０４）；超纯水机（密
理博－Ｑ３）等。
１．３　方法
１．３．１　金丝桃素提取　将贯叶连翘粗粉阴干样品过２０目
筛，用石油醚在５５℃脱脂３次，干燥备用。精确称取一定量
样品，加入到一定量、一定体积分数的甲醇溶液中，置于一定

温度的水浴锅中，浸提一定时间后，离心，定容。将提取液稀

释１０倍后，置紫外分光光度计中５９０ｎｍ下检测吸光度。每
个试验３次平行，取平均值，结果以提取率（Ｅ）表示。Ｅ＝
［（Ｃ×Ｖ）／ｍ］×ｆ×１００％，式中：Ｃ为金丝桃素的质量浓度
（μｇ／ｍＬ）；Ｖ为加入溶剂的体积（ｍＬ）；ｍ为样品的质量（ｇ）；
ｆ为稀释倍数。
１．３．２　标准曲线绘制　精确称取金丝桃素对照品５．１ｍｇ，
加入到甲醇定容至２５ｍＬ的容量瓶中，摇匀，配成质量浓度为
０．２０４ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液，将此溶液稀释１０倍后做为标准
母液。准确量取适量标准母液，定容至１０ｍＬ容量瓶中，配成
浓度为１．２８０～２０．４０μｇ／ｍＬ的标准溶液。置紫外分光光度
计中５９０ｎｍ下检测吸光度，绘制标准曲线，得回归曲线 ｙ＝
０．５９９２ｘ＋０．２４８７，ｒ２＝０．９９９９。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　液固比对金丝桃素提取率的影响　在温度８０℃、甲
醇体积分数８５％、提取时间１１０ｍｉｎ的条件下，考察液固比
２５∶１～１２５∶１（ｍＬ／ｇ）对提取率的影响，结果如图１所示。
　　由图１可知，液固比从２５ｍＬ∶１ｇ到７５ｍＬ∶１ｇ递增
时，金丝桃素提取率显著增加，液固比从７５ｍＬ∶１ｇ增加到
１２５ｍＬ∶１ｇ时，提取率微弱下降，说明液固比在７５ｍＬ∶１ｇ～
１２５ｍＬ∶１ｇ区间对金丝桃素的提取率影响不大，因此，在做
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响应面分析时排除该因素的影响。

２．１．２　提取温度对金丝桃素提取率影响　在液固比
７５ｍＬ∶１ｇ、甲醇体积分数 ８５％、提取时间 １１０ｍｉｎ的条件
下，考察提取温度６０、７０、７５、８０、８５℃对金丝桃素提取率的影
响，结果见图２。由图２可以看出，在８０℃之前，随温度的升
高，金丝桃素提取率不断增加，在８０℃时提取率达到最大；
８０℃ 后提取率迅速下降。主要是由于温度过高，金丝桃素
迅速分解，使提取率大大下降，因此选择提取温度为８０℃。
２．１．３　提取时间对金丝桃素提取率的影响　在液固比

７５ｍＬ∶１ｇ、提取温度８０℃、甲醇体积分数８５％的条件下，考
察提取时间５０、７０、９０、１１０、１３０ｍｉｎ对金丝桃素提取率的影
响，结果见图３。由图３可以看出，金丝桃素提取率随提取时
间延长而逐渐增加，在提取１１０ｍｉｎ时达到最大值，随后减
小。这可能是由于提取时间过长，金丝桃素有部分分解，另外

一些糖类和蛋白质杂质慢慢溶出，使得溶液黏度增大，金丝桃

素被吸附在固体基质上而不易被提取出来。因此应选择

１１０ｍｉｎ作为最佳的提取时间。

２．１．４　甲醇体积分数对金丝桃素提取率的影响　在液固比
７５ｍＬ∶１ｇ、提取时间１１０ｍｉｎ、提取温度８０℃的条件下，考察
甲醇体积分数７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％对提取率的
影响，结果见图４。由图４可知，金丝桃素在甲醇体积分数
８５％时提取率最高。主要与样品中有很多极性不同的化合物
有关，不同化合物最适合的溶剂极性各不相同。因此，金丝桃

素提取率会随着甲醇体积分数的增加先增大后减小，因此，甲

醇体积分数以８５％为最佳。

２．２　响应曲面法优化金丝桃素的提取工艺
２．２．１　响应曲面试验设计及结果　为优化金丝桃素的提取
工艺条件，采用经典的 ３因素 ３水平 Ｂｏｘ－ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ
（ＢＢＤ）试验设计。在单因素试验基础上，精确称取 ０．２００ｇ
贯叶连翘粗提物于具塞塑料管中，选取对金丝桃素提取率有

较大影响的提取时间（Ａ）、提取温度（Ｂ）、甲醇体积分数（Ｃ）３
因素进行优化。具体方案及结果见表１、表２。

表１　金丝桃素提取响应曲面试验因素水平

水平
Ａ：提取时间
（ｍｉｎ）

Ｂ：提取温度
（℃）

Ｄ：甲醇体积分数
（％）

－１　 ９０ ７５ ８０
０ １１０ ８０ ８５
１ １３０ ８５ ９０

表２　金丝桃素提取响应曲面试验方案及结果

试验号 Ａ：提取时间 Ｂ：提取温度 Ｃ：甲醇体积
分数

提取率

（％）
１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７

－１
０
０
－１
０
１
０
０
１
０
－１
１
０
１
－１
０
０

－１
０
０
０
－１
－１
１
－１
０
１
１
１
０
０
０
０
０

０
０
０
－１
－１
０
１
１
１
－１
０
０
０
－１
１
０
０

２．８０
３．７２
３．７６
２．８８
２．８５
３．４１
３．８７
３．４２
３．６８
３．３５
３．４５
３．６９
３．７３
３．５７
３．３０
３．７５
３．７２

２．２．２　模型评价　利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．０软件对表２试验
数据进行二次多项式逐步回归拟合，得到的数学模型为：

Ｙ＝３．７２＋０．２３Ａ＋０．２１Ｂ＋０．１９Ｃ－０．０９３ＡＢ－００６５ＡＣ－
０．０６３ＢＣ－０．１９Ａ２－０．２０Ｂ２－０．２０Ｃ２。
其中二次多项式的确定系数Ｒ２＝９９．０１％，Ｒ２Ａｄｊ＝９７７３％，模
型的矫正确定系数 Ｒ２Ｐｒｅｄ＝８４．１４％，表明方程拟合程度较好。
Ｒ２Ｐｒｅｄ的值与Ｒ

２
Ａｄｊ的值在一致性上是合理的。此模型可以被用

来指导设计响应面。对回归模型进行方差分析，分析结果和

各项系数显著性检验结果见表３。
　　从表３可以看出，模型拟合度达到了极显著水平（Ｐ＜
０００１），而误差项差异不显著，说明回归方程与实际情况比
较吻合，试验误差比较小。因此可以用该回归方程代替试验

真实点对试验结果进行分析。方差分析还表明，一次项、二次

项都有较显著影响，回归模型中有极显著作用的项有Ａ、Ｂ、
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表３　回归模型各项方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型

Ａ
Ｂ
Ｃ
ＡＢ
ＡＣ
ＢＣ
ＡＡ
ＢＢ
ＣＣ
残差

缺失项

纯误差

总和

１．６７
０．４４
０．３５
０．２９
０．０３４
０．０１７
０．０１６
０．１４
０．１６
０．１７
０．０１７
０．０１７
０．００１
１．６９

９
１
１
１
１
１
１
１
１
１
７
３
４
１６

０．１９
０．４４
０．３５
０．２９
０．０３４
０．０１７
０．０１６
０．１４
０．１６
０．１７
０．００２３９
０．００５５９
０．０００１

７７．６４
１８２．４０
１４７．２２
１１８．９３
１４．２８
７．０５
６．５２
６０．１３
６８．５３
７０．２８

０．７４

＜０．０００１
＜０．０００１
＜０．０００１
＜０．０００１
０．００６９
０．０３２７
０．０３７９
０．０００１
＜０．０００１
＜０．０００１

Ｃ、Ｂ２、Ｃ２。
２．２．３　响应曲面分析　由图５可以看出，提取率随提取温度

的变化幅度较大，其次是提取时间变化对提取率的影响，而甲

醇体积分数的变化对提取率的影响幅度较平缓。可见，提取

温度对提取率的影响最为显著。通过优化分析，最佳的提取

条件为：提取温度７８．８℃，甲醇体积分数８７．５％，提取时间
１０３．７８ｍｉｎ，液固比 ７５ｍＬ∶１ｇ，预测金丝桃素提取率为
３７２％。但考虑到实际操作的局限性，将金丝桃素的提取工
艺修正为：提取温度 ８０℃，甲醇体积分数 ９０％，提取时间
１０５ｍｉｎ，液固比７５ｍＬ∶１ｇ。在此条件下提取３次，金丝桃
素的平均提取率为３．７１４％，与预测值基本相符，证实了该方
程的准确性和实用性。

３　结论

采用单因素试验及响应曲面法对金丝桃素提取工艺条件

进行优化，通过回归分析建立相关性良好的方程，得到的最佳

的提取工艺为：提取温度８０℃，甲醇体积分数９０％，提取时
间１０５ｍｉｎ，液固比７５ｍＬ∶１ｇ。试验值与预测值相符，证实
该方程的准确性和实用性。

需要注意的是，在配制金丝桃素标准溶液时应注意其不

易溶及见光易分解的问题，操作时要求操作者能熟练掌握仪

器的使用及药品的配制。
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