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　　摘要：通过单因素试验结合响应面法对广东紫珠中总黄酮的提取工艺进行优化研究。以乙醇浓度、料液比、提取
时间为自变量，总黄酮提取率为响应值，设计３因素 ３水平响应面分析试验，来确定广东紫珠总黄酮最佳超声提取工
艺。超声波法提取广东紫珠中总黄酮的优化条件为：提取溶剂６６％乙醇，料液比１∶４２，提取时间为４４ｍｉｎ；该条件
下，总黄酮得率可达到１６．１５％。
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　　广东紫珠（ＣａｌｌｉｃａｒｐａｋｗａｎｇｔｕｎｇｅｎｓｉｓＣｈｕｎ．）为马鞭草科
（Ｖｅｒｂｅｎａｃｅａｅ）紫珠属（ＣａｌｌｉｃａｒｐａＬ．）多年生落叶灌木，别名
万年青、珍珠风、臭常山、老鸦饭、金刀菜等。２０１０年版《中国
药典》收载［１］，广东紫珠以干燥茎、叶入药，其味苦、涩，性凉，

具有收敛止血、散瘀、清热解毒之功效，临床上常用于治疗宫

颈糜烂出血、阴道炎、宫颈炎等症。研究表明，广东紫珠的主

要化学成分为黄酮、苯乙醇苷、萜类及挥发油等。其中黄酮类

成分如木犀草素、鼠李秦素等具有显著的抗菌、消炎、抗病毒、

抗肿瘤等药理作用［２－６］，因此，研究广东紫珠黄酮类化合物的

提取工艺对广东紫珠的进一步开发利用具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为广东紫珠，于２０１１年１０月采自江西省萍乡

市芦溪县。主要试剂：芸香苷对照品购于中国药品生物制品

检定所（批号１００８０２２００３０６）。无水乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、
氢氧化钠等均为分析纯。主要仪器：ＦＡ１１０４电子天平，
ＣＴＸＮＷ循环超声提取机，７５４型紫外可见分光光度计。
１．２　测定方法
１．２．１　标准曲线建立　精确称取１０５℃干燥恒重的芸香苷
对照品２５．９０ｍｇ，加７０％乙醇溶解并定容至２５ｍＬ中，摇匀
得质量浓度１．０３６ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液，取１ｍＬ对照品溶
液至１０ｍＬ容量瓶中定容。分别取上述芸香苷对照品溶液
０、０．１、０．５、１．０、２．０、３．０ｍＬ于６个１０ｍＬ容量瓶中，各加入
５％ ＮａＮＯ２ 溶液 ０．３ｍＬ，摇匀，放置 ６ｍｉｎ后加入 １０％
Ａｌ（ＮＯ３）３溶液０．３ｍＬ，摇匀，６ｍｉｎ后加入 ４％ ＮａＯＨ溶液
２ｍＬ，混匀，７０％乙醇定容至刻度。１０ｍｉｎ后于５１０ｎｍ处测
吸光度，空白试剂为参比，以吸光度为纵坐标、芸香苷质量浓

度为横坐标绘制标准曲线，用最小二乘法进行线性回归，得芸

香苷质量浓度与吸光度间回归方程：Ｄ＝１．０３６Ｃ＋０．０１６，ｒ＝
０．９９７。
１．２．２　供试样品总黄酮含量测定　称取广东紫珠粉末
０．２ｇ，加入提取溶液浸泡１２ｈ后，进行提取，过滤，得样品溶
液，备用。取１ｍＬ样品溶液至１０ｍＬ容量瓶中定容，精密量
取２ｍＬ上述溶液，按照上述建立标准曲线的方法，依次加入
ＮａＮＯ２溶液、Ａｌ（ＮＯ３）３溶液和ＮａＯＨ溶液，混匀，７０％乙醇定
容至刻度。静置１０ｍｉｎ后测定吸光度，根据回归方程计算样
品中总黄酮含量。
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１．３　提取方法确定
在相同提取温度、提取溶剂、料液比条件下，采用超声波

和回流提取法对广东紫珠总黄酮进行提取，超声波提取总黄

酮得率为１５．４３％，高于回流提取（９．９８％）。此外，超声波提
取操作简单，具有省时、高效、节能的优点，故本试验采用超声

波提取法。

１．４　超声波辅助提取总黄酮的单因素试验
分别以乙醇浓度、料液比、提取时间、提取温度为单因素，

考察各单因素对广东紫珠总黄酮得率的影响。每个单因素水

平重复３次，测其吸光值。
１．５　响应面分析法优化超声波辅助提取总黄酮的工艺参数

在单因素试验的基础上，确定Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计的自变
量，运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件程序，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
中心组合试验设计原理［７－９］，采用３因素３水平的响应面分
析法，以总黄酮得率为响应值作响应面，对提取条件进行

优化。

２　结果与分析

２．１　超声波辅助提取广东紫珠总黄酮的单因素试验结果
２．１．１　乙醇浓度对总黄酮得率的影响　精确称取广东紫珠
粉末０．２ｇ，以料液比１ｇ∶４０ｍＬ分别加入４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％、１００％乙醇溶液８ｍＬ，５０℃下作用 ３０ｍｉｎ，
进行超声波提取，结果见图１。乙醇浓度在４０％ ～７０％范围
内，总黄酮得率随乙醇浓度增加而增加，７０％乙醇浓度广东紫
珠总黄酮得率最高为１５．６９％，显著高于其他乙醇浓度的得
率。乙醇浓度选用６０％、７０％、８０％作为响应面试验的３个
水平。７０％显著高于其他乙醇浓度的得率，因此，乙醇浓度选
用７０％。

２．１．２　料液比对总黄酮得率的影响　称取广东紫珠粉末
０．２ｇ，以７０％乙醇溶液为提取溶剂，料液比（ｇ∶ｍＬ）分别为
１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０、１∶６０、１∶７０，５０℃下超声波作用
３０ｍｉｎ进行提取，结果见图２。广东紫珠总黄酮得率随提取
溶剂的增加而呈现出先增高后趋于稳定的趋势，且料液比为

１∶４０时广东紫珠总黄酮得率最高，为１５．８６％，因此，料液比
选用１∶３０、１∶４０、１∶５０作为响应面试验的３个水平。
２．１．３　提取时间对总黄酮得率的影响　称取广东紫珠粉末
０．２ｇ，以料液比１ｇ∶４０ｍＬ加入７０％乙醇溶液８ｍＬ，５０℃下
超声波分别作用１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ进行提取，结果见
图３。超声波作用时间在１０～３０ｍｉｎ范围内，广东紫珠总黄
酮得率随提取时间延长而增加，且３０ｍｉｎ时总黄酮得率最高，

为１５５６％，作用时间再延长时总黄酮得率反而下降。因此，
超声波作用时间选用２０、３０、４０ｍｉｎ作为响应面试验的３个
水平。

２．１．４　提取温度对总黄酮得率的影响　称取广东紫珠粉末
０．２ｇ，以料液比１ｇ∶４０ｍＬ分别在２０、３０、４０、５０、６０、７０℃下
作用３０ｍｉｎ，进行超声波提取，结果见图４。提取温度在４０～
７０℃，广东紫珠总黄酮得率变化较小，因此，在响应面试验
中，提取温度不作为考察因素。

２．２　响应面分析法优化广东紫珠中总黄酮的提取工艺
２．２．１　响应面分析因素水平的选择　根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的
中心组合试验设计原理，综合单因素试验结果，选取乙醇浓

度、提取时间和料液比３个因素，进行３因素３水平试验设
计，利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ７．１．６软件进行数据拟合，试验因素
与水平见表１。

表１　响应面分析因素与水平

水平
因素

乙醇浓度（％） 料液比（ｇ∶ｍＬ） 提取时间（ｍｉｎ）
－１　 ６０ １∶３０ ３０
０ ７０ １∶４０ ４０
１ ８０ １∶５０ ５０

—６６２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第７期



２．２．２　响应面分析方案及结果　以乙醇浓度（Ｘ１）、料液比
（Ｘ２）、提取时间（Ｘ３）为自变量，总黄酮得率（Ｙ）为响应值，进
行响应面分析试验，试验方案及试验结果见表２。
２．２．３　方差分析结果　通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件进行
二次响应面回归分析，对试验结果回归拟合后所得的模拟方

程为：Ｙ＝１５．８７－０．８１Ｘ１＋０．５１Ｘ２＋０．４９Ｘ３＋０．４３Ｘ１Ｘ２＋
０２７Ｘ１Ｘ３＋０．０４Ｘ２Ｘ３－０．９２Ｘ

２
１－０．９Ｘ

２
２－０．５９Ｘ

２
３，其决定系

数Ｒ２＝０．９４６６，表明该回归模型的拟合情况较好，试验值与
预测值比较接近，模型的可靠性可通过方差分析及相关系数

来考察（表３）。
　　对回归方程去一阶偏导数等于０，整理可得如下３式：

－０．８１－１．８４Ｘ１＋０．４３Ｘ２＋０．２７Ｘ３＝０； （１）
０．５１＋０．４３Ｘ１－１．８Ｘ２＋０．０４Ｘ３＝０； （２）
０．４９＋０．２７Ｘ１＋０．０４Ｘ２－１．１８Ｘ３＝０。 （３）

式（１）、式（２）、式（３）联立方程组，解得 Ｘ１ ＝－０．３４，
Ｘ２＝０２１，Ｘ３＝０．３５。代入前述的变换公式得到乙醇浓度、料
液比、提取时间，即广东紫珠总黄酮提取最佳条件为提取溶剂

乙醇６６．６％，温度为５０℃，料液比为１ｇ∶４２．１ｍＬ，提取时间
为４３．５ｍｉｎ。由回归方程预测广东紫珠总黄酮得率为
１６１５１％。采 用 优 化 条 件：乙 醇 浓 度 ６６％，料 液 比
１ｇ∶４２ｍＬ，提取时间 ４４ｍｉｎ，进行提取试验，实际得率为
１６１０％，与理论预测值基本吻合。

表２　响应面分析方案及试验结果

序号
影响因素 总黄酮得率（％）

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 试验值 理论值

１ －１ －１ ０ １４．５８ １４．７８
２ １ －１ ０ １２．１０ １２．２９
３ －１ １ ０ １５．１４ １４．９５
４ １ １ ０ １４．３８ １４．１８
５ －１ ０ －１ １４．６７ １４．９５
６ １ ０ －１ １２．５ １２．７８
７ －１ ０ １ １５．６８ １５．４０
８ １ ０ １ １４．５８ １４．３１
９ ０ －１ －１ １３．８９ １３．４１
１０ ０ １ －１ １４．４４ １４．３６
１１ ０ －１ １ １４．２４ １４．３２
１２ ０ １ １ １４．９５ １５．４３
１３ ０ ０ ０ １５．６９ １５．８７
１４ ０ ０ ０ １６．０５ １５．８７
１５ ０ ０ ０ １６．１５ １５．８７
１６ ０ ０ ０ １５．６９ １５．８７
１７ ０ ０ ０ １５．７８ １５．８７

３　结论

本研究以广东紫珠提取液中总黄酮含量为量化指标，通

表３　回归模型方差分析

方差来源 ＳＳ ｆ ＭＳ Ｆ Ｐ
Ｘ１ ５．３０ １ ５．３０ ３３．１８ ０．０００７
Ｘ２ ２．１０ １ ２．１０ １３．１６ ０．００８４
Ｘ３ １．９５ １ １．９５ １２．２２ ０．０１０１
Ｘ１Ｘ２ ０．７４ １ ０．７４ ４．６３ ０．０６８４
Ｘ１Ｘ３ ０．２９ １ ０．２９ １．７９ ０．２２２４
Ｘ２Ｘ３ ０．００６４ １ ０．００６４ ０．０４ ０．８４７０
Ｘ２１ ３．５８ １ ３．５８ ２２．４３ ０．００２１
Ｘ２２ ３．４１ １ ３．４１ ２１．３５ ０．００２４
Ｘ２３ １．４８ １ １．４８ ９．２５ ０．０１８８
残差 １．１２ ７ ０．１６
失拟项 ０．９３ ３ ０．３１ ６．７８ ０．０４７８
误差 ０．１８ ４ ０．０４６
总离差 ２０．９１ １６
模型 １９．８０ ９ ２．２０ １３．７８ ０．００１１

过单因素试验对乙醇浓度、料液比、提取时间、提取温度等因

素进行考察，确定了进一步试验范围，再应用响应面分析法对

其中３个因素的最佳水平范围及其交互作用进行研究和探
讨，建立了影响总黄酮得率的二次多项数学模型，依据回归分

析结果可知，超声波提取广东紫珠总黄酮的最佳条件为乙醇

浓度为６６％，料液比为１∶４２，提取时间 ４４ｍｉｎ。在此条件
下，由回归方程预测广东紫珠总黄酮得率为１６．１５％。采用
此优化条件进行试验，实际得率与理论预测值基本吻合，表明

响应面分析的优化结果具有一定的实用价值。
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