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　　摘要：以野菊花为原料，研究绿原酸最佳提取工艺条件。在乙醇浓度、液固比、提取时间等单因素试验的基础上，
根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设计原理，应用响应面分析法对野菊花中绿原酸提取工艺进行优化。结果表明，超
声波辅助提取野菊花中绿原酸的最佳工艺条件为：乙醇浓度８０％、液固比２６ｍＬ∶１ｇ、提取时间３５ｍｉｎ。在该条件下，
绿原酸实际提取率达２．３２％，与模型预测值（２．３５％）接近。
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　　野菊花（Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｉｎｄｉｃｕｍ）别称山菊花、甘菊花，为
菊科多年生草本植物，外形与菊花相似，野生于山坡草地、田

边路旁，具有疏风清热、消肿散热、抗菌消炎、降血压等多种药

理作用［１－２］。绿原酸是菊花中的一种重要成分，属酚类化合

物，具有抗菌、降压、降脂、抗病毒、抗肿瘤、保肝利胆、促进肠

道蠕动、清除自由基、兴奋中枢神经系统等多种生物活性，是

菊科植物中的主要药理成分之一［３－６］。目前，绿原酸提取工

艺主要有水浴提取法、乙醇回流法、超声提取法、微波提取法、

超临界流体萃取法等［７－１０］。本试验采用超声波辅助提取野

菊花中绿原酸，并用响应面试验法对其提取工艺进行优化，为

工业化提取野菊花中绿原酸提供了参考。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＡＵＹ１２０电子天平（日本岛津）；ＵＶ２４５０紫外分光光度计

（日本岛津）；ＫＱ－２００ＫＤＢ高功率速控超声清洗器（江苏省
昆山市超声仪器有限公司）；ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发仪（上海亚荣
生化仪器设备有限公司）；ＳＨＢ－Ⅲ循环水式多用真空泵（河
南郑州长城科工贸有限公司）。

野菊花购于南京中药材市场，去除苞片后３５℃干燥，粉
碎，过４０目筛，备用。绿原酸标准品（中国药品生物制品检
定所），无水乙醇（分析纯），试验用水均为二次蒸馏水。

１．２　试验方法
１．２．１　绿原酸的提取工艺　准确称取２ｇ干燥的野菊花粉
末于烧杯中，加入８０％乙醇溶液，在超声清洗器中超声提取，

设置一定的超声温度、超声功率、超声时间，提取一定次数后

过滤。滤液在旋转蒸发仪中浓缩，定容至５０ｍＬ，得到绿原酸
提取液，测定其吸光度，分析绿原酸含量，计算绿原酸提取率。

１．２．２　绿原酸含量的测定　准确称取绿原酸标准品，用乙醇
配制成浓度为 ０．１ｍｇ／ｍＬ的储备液。分别吸取上述溶液
０１０、０．３０、０．５０、１．００、１．５０、２．００、２．５０ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶
中，定容摇匀。以乙醇为参照，在绿原酸的最大吸收波长

３２７ｎｍ下依次测定吸光度。以绿原酸浓度Ｃ为横坐标、吸光
度Ｄ为纵坐标进行回归分析，绘制标准曲线，标准曲线方程
为Ｄ＝４１．７５７Ｃ＋０．０３８７，相关系数 ｒ＝０．９９９１，可见绿原酸
浓度在０．００１～０．０２５ｍｇ／ｍＬ范围内与吸光度Ｄ呈良好的线
性关系。将提取的绿原酸稀释一定倍数，再在３２７ｎｍ下测定
吸光度，根据标准曲线及公式（１）计算绿原酸的提取率（ｙ）：

ｙ＝ＣＶｎ／ｍ×１００％。 （１）
式中：Ｃ表示绿原酸浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ表示体积，Ｌ；ｎ表示稀释
倍数；ｍ表示野菊花粉末的质量，ｇ。
１．２．３　单因素试验　分别以乙醇浓度、液固比、超声时间、超
声温度、超声功率等为因素，考察各因素对绿原酸提取率的

影响。

１．２．４　响应面试验设计　在单因素试验的基础上，选择乙醇
浓度、液固比、提取时间３个因素作为考察对象，以绿原酸提
取率为响应值，采用 ＤｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．０统计分析软件中的
Ｂｏｘ－ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设计，对提取条件进行优化。具
体试验因素水平及编码见表１。

表１　响应面法优化野菊花中绿原酸的提取工艺设计

因素
Ａ：乙醇浓度
（％）

Ｂ：液固比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｃ：提取时间
（ｍｉｎ）

－１　 ７５ ２２∶１ ３０
０ ８０ ２６∶１ ３５
１ ８５ ３０∶１ ４０

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　乙醇浓度对绿原酸提取率的影响　由图１可知，随乙
醇浓度的增加，绿原酸提取率先迅速增加后降低。当乙醇浓
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度为８０％时，提取率最高，达１．６６％；此后乙醇浓度再增加，
提取率降低。说明野菊花中绿原酸在浓度为８０％的乙醇中
溶解度最大，因此乙醇浓度选择８０％。
２．１．２　液固比对绿原酸提取率的影响　由图２可知，绿原酸
提取率随液固比的增加而上升。当液固比为２６ｍＬ∶１ｇ时，
提取率最高，为２．３１％；此后再增加液固比，提取率反而下
降，也会给后序工艺带来困难，因此最终确定液固比为

２６ｍＬ∶１ｇ。　

２．１．３　超声时间对绿原酸提取率的影响　由图３所示，超声
１０～３０ｍｉｎ时，随着超声时间的增加，绿原酸提取率呈上升趋
势，至超声３０ｍｉｎ时，提取率最高；当超声时间在３０～５０ｍｉｎ
时，提取率趋于稳定不再发生变化；此后，超声时间增加到

６０ｍｉｎ，因提取时间太长，绿原酸分解，提取率反而减小。所
以提取时间宜选择３０ｍｉｎ。

２．１．４　提取温度对绿原酸提取率的影响　从图４可以看出，
随着提取温度的增加，绿原酸提取率增加。当提取温度达

３５℃ 时，提取率最高，为２．４７％；此后再提高超声温度，提取
率反而下降，可能是由于温度过高导致绿原酸发生分解［１１］。

因此，提取温度宜选择３５℃。
２．１．５　超声功率对绿原酸提取率的影响　由图５可知，绿原
酸的提取率随着超声功率的增加显著上升，当超声功率达

２００Ｗ时，提取率最高，为 １．３５％。由此可见，超声功率越
高，绿原酸析出越充分，因此超声功率选择２００Ｗ。

２．１．６　提取次数对绿原酸提取率的影响　由图６可知，随着
提取次数的增加，绿原酸提取率逐渐减小。当提取１次时，提
取率最高，为 ２．９９％；另外从提取成本考虑，宜选择提取
１次。

２．２　响应面试验优化绿原酸提取工艺
２．２．１　 绿原酸提取试验方案 及方差 分析 　 根据
Ｂｏｘ－ｂｅｈｎｋｅｎ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、液固比和超声时间３个对绿原酸提取率影
响较大的因素，对提取工艺条件进行响应面试验优化。试验

结果见表２，回归模型的方差分析见表３。
　　３个因素经拟合得到绿原酸提取率回归方程：ｙ＝２．３４＋
０．０２１Ａ＋０．０２３Ｂ＋０．０８６Ｃ＋０．０９５ＡＢ＋０．０２２ＡＣ＋００２５ＢＣ－
０．２５Ａ２－０．２５Ｂ２－０．２５Ｃ２。表３显示，方程的Ｒ２为０．９９８６，
说明该模型达极显著水平（Ｐ＜０．０００１），失拟项在０．１０水平
上不显著（Ｐ＞０．１０）。Ｒ２Ａｄｊ为０．９９６７，说明建立的模型能够
解释９９．６７％响应值的变化，可见回归方程拟合度和可信度
均很高，试验误差较小。

根据回归方程作响应面图，考察所拟合的响应面形状，分

析各提取条件对绿原酸提取率的影响，响应面图如图７所示，
３组图直观地反映了乙醇浓度、液固比、超声时间３个因素对
响应值的影响。结合回归方程及图７可以看出，各试验因素
对提取率的影响不是简单的线性影响。各因素对提取率影响
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表２　绿原酸提取工艺响应面试验设计及结果

试验号 Ａ（％） Ｂ（ｍＬ∶ｇ） Ｃ（ｍｉｎ） 提取率（％）
１ ７５ ２２∶１ ３５ １．８８
２ ８５ ２２∶１ ３５ １．７５
３ ７５ ３０∶１ ３５ １．７３
４ ８５ ３０∶１ ３５ １．９８
５ ７５ ２６∶１ ３０ １．７４
６ ８５ ２６∶１ ３０ １．７２
７ ７５ ２６∶１ ４０ １．８５
８ ８５ ２６∶１ ４０ １．９２
９ ８０ ２２∶１ ３０ １．７１
１０ ８０ ３０∶１ ３０ １．７１
１１ ８０ ２２∶１ ４０ １．８５
１２ ８０ ３０∶１ ４０ １．９５
１３ ８０ ２６∶１ ３５ ２．３３
１４ ８０ ２６∶１ ３５ ２．３５
１５ ８０ ２６∶１ ３５ ２．３４
１６ ８０ ２６∶１ ３５ ２．３４
１７ ８０ ２６∶１ ３５ ２．３３

表３　回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 １．０７０００００ ９ ０．１２０００００ ５３６．３６ ＜０．０００１
Ａ ０．００３６１３０ １ ０．００３６１３０ １６．２６ ０．００５０
Ｂ ０．００４０５００ １ ０．００４０５００ １８．２３ ０．００３７
Ｃ ０．０６０００００ １ ０．０６０００００ ２６７．９０ ＜０．０００１
ＡＢ ０．０３６００００ １ ０．０３６００００ １６２．５１ ＜０．０００１
ＡＣ ０．００２０２５０ １ ０．００２０２５０ ９．１２ ０．０１９４
ＢＣ ０．００２５０００ １ ０．００２５０００ １１．２５ ０．０１２２
Ａ２ ０．２６０００００ １ ０．２６０００００１１８７．００ ＜０．０００１
Ｂ２ ０．２７０００００ １ ０．２７０００００１２１０．８４ ＜０．０００１
Ｃ２ ０．３３０００００ １ ０．３３０００００１４８８．６６ ＜０．０００１
残差 ０．００１５５５０ ７ ０．０００２２２１
失拟项 ０．００１２７５０ ３ ０．０００４２５０ ６．０７ ０．０５７０
纯误差 ０．０００２８００ ４ ０．００００７００
总和 １．０７０００００ １６

　　注：Ｒ２＝０．９９８６，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９９６７。

程度从强到弱依次为提取时间＞液固比 ＞乙醇浓度，其中提
取时间对提取率的影响极显著（Ｐ＜０．０００１）。
２．２．２　模型的优化和验证　为检验试验结果的可靠性，进一
步确定最佳工艺条件，通过软件求解方程得最佳提取工艺条

件为：乙醇浓度８０．３１７％，液固比２６．２６ｍＬ∶１ｇ，超声时间
３５．８０ｍｉｎ，此时绿原酸提取率可达２．３５％。为检验结果的可
靠性，考虑到实际操作的便利，将最佳工艺条件修正为：乙醇

浓度８０％、液固比２６ｍＬ∶１ｇ、超声时间３５ｍｉｎ进行提取试
验，实际测得绿原酸提取率为２．３２％，与预测值基本接近，证
明响应曲面法优化菊花中绿原酸提取工艺参数的可行性。

３　结论

本研究在单因素试验基础上，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．０设
计软件优化野菊花中绿原酸的提取工艺。根据回归方程得到

绿原酸的最佳提取工艺为：乙醇浓度８０％，液固比２６ｍＬ∶１ｇ，
提取时间 ３５ｍｉｎ。在此条件下，绿原酸的的提取率为
２３２％，与理论值（２．３５％）基本一致，说明该模型能很好地
预测绿原酸提取条件与提取率之间的关系。
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［７］乌　兰，张泽生．金银花中绿原酸的提取及检测［Ｊ］．食品科学，
２００５，２６（６）：１３０－１３４．

［８］杜延兵，裘爱泳．绿原酸生物活性、资源及其提取纯化［Ｊ］．现代
食品科技，２００６，２２（２）：２５０－２５２．

［９］凌伫怡，王　娟，沈平砎．野菊花中绿原酸的微波辅助萃取研究
［Ｊ］．中草药，２００８，３９（１）：６０－６２．

［１０］王雪梅，蒋　丽，袁红江，等．金银花中绿原酸提取浓缩工艺
［Ｊ］．重庆理工大学学报：自然科学版，２０１１，２５（３）：４７－５０．

［１１］李继睿，禹练英，杨孝辉，等．超临界流体萃取野菊花中绿原酸
提取工艺［Ｊ］．食品研究与开发，２０１２，３３（９）：３０－３２．
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