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　　摘要：以五味子果实为原料，研究五味子木脂素的最佳提取工艺条件。以木脂素提取率为响应值，在单因素试验
的基础上，通过Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计，考察乙醇体积分数、提取温度、提取时间对五味子木脂素提取率的影响。结
果表明，冷凝回流法提取五味子木脂素的最佳提取工艺为：乙醇体积分数９０％、提取温度８３℃、提取时间２３２ｍｉｎ，五
味子木脂素的提取率为０．５４％；采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面法建立的数学模型预测性好、稳定可行，可作为五味子木
脂素提取的生产工艺。
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　　五味子［Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｔｕｒｃｚ．）Ｂａｉｌｌ．］为木兰科五
味子属多年生落叶藤本植物，为著名的滋补和安神镇静中药，

已有２０００多年的临床应用历史。五味子的主要成分为木脂
素、三萜、挥发油、多糖等［１］，其中主要的药效成分为木脂素，具

有保肝、抑制中枢神经、抗衰老、抗肿瘤等多种药理活性［２］。近

年来，有关五味子木脂素提取工艺的文献有很多，以正交试验

方法较为常见，但筛选得到的结果差异性大、重复性差［３－４］。

响应曲面法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ，简称 ＲＳＭ）是一种
通过对响应曲面及等高线进行分析并寻求最优工艺参数的方

法，采用多元二次回归方程拟合响应值与因素之间函数关系

的一种优化统计方法［５－６］。该方法在木脂素提取工艺方面的

研究报道较少，而且主要针对的是超声波辅助提取，且是在没

有单因素的考察基础上进行的，缺乏整体系统性及科学

性［７－１０］。本研究首次采用冷凝回流的提取方法，以五味子中

含量高的４种木脂素含量为考察指标，在单因素试验的基础
上，采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计筛选五味子木脂素的提取工
艺，为五味子木脂素类成分的工业化提取提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ超高效液相色谱仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；

ＣＰＡ２２５Ｄ电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＨＨ－６数显恒温水
浴锅（常州澳华仪器有限公司）；ＳＦ－ＴＤＬ－４Ａ离心机（上海
菲恰尔分析仪器有限公司）。

五味子果实采自吉林左家特产研究所资源圃，经中国农

业科学院特产研究所艾军研究员鉴定为木兰科五味子属植物

的果实。五味子醇甲、五味子甲素、五味子乙素（中国食品药

品检定研究所，批号分别为１１０８５７、１１０７６４、１１０７６５）；五味子
醇乙（上海源叶生物科技有限公司，批号为 ＹＹ９０２０８）。乙腈
为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　五味子中木脂素含量的测定
１．２．１．１　色谱条件　ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱
（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．７μｍ）；流动相乙腈（Ａ）－水（Ｂ），梯度
洗脱程序为０～１．０ｍｉｎ，４８％～５０％Ａ；１．０～３．０ｍｉｎ，５０％～
７０％Ａ；３．０～４．５ｍｉｎ，７０％ ～９５％Ａ；４．５～６．５ｍｉｎ，９５％Ａ；
６５～７．０ｍｉｎ，９５％ ～４８％Ａ；７．０～９．０ｍｉｎ，４８％Ａ；柱温
３５℃，样品温度１５℃，检测波长２５４ｎｍ，流速 ０．３５ｍＬ／ｍｉｎ，
进样量１μＬ。
１．２．１．２　供试品溶液的制备　五味子果实低温干燥，粉碎过
８０～１００目筛，精确称取５．０００ｇ原料粉末，按照表１试验设
计的条件进行乙醇回流提取，过滤，合并滤液，４５００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，取上清液，用乙醇溶液定容至１００ｍＬ容量瓶内，经
０２２μｍ微孔滤膜过滤，高效液相检测分析。
１．２．１．３　对照品溶液的制备　精确称取五味子醇甲、五味子
醇乙、五味子甲素、五味子乙素对照品适量，置于１０ｍＬ容量
瓶内，用甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，即得到质量浓度分别

为１１３．６、６２．０、３６．８、６２．０μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。
１．２．１．４　线性关系考察　将混合对照品溶液用甲醇溶液稀
释成系列浓度梯度，依次进入高效液相色谱仪，按上述色谱条

件测定，以峰面积为纵坐标、浓度为横坐标绘制标准曲线，计

算各木脂素的回归方程，具体结果见表２。
１．２．１．５　精密度　取供试品溶液按“１．２．１．１”节色谱条件
连续测定６次，记录峰面积。结果显示，五味子醇甲、五味子
醇乙、五味子甲素、五味子乙素峰面积的ＲＳＤ分别为０．４９％、
０３９％、０．６３％、０．４８％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
１．２．１．６　稳定性试验　取同一供试样品溶液，分别放置０、
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表１　木脂素提取试验Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计及结果

试验号
Ａ：乙醇体积
分数（％）

Ｂ：提取
时间（ｍｉｎ）

Ｃ：提取
温度（℃）

木脂素含

量（％）
１ ５０ ３０ ７５ ０．１３３２
２ ９０ ３０ ７５ ０．２１２９
３ ５０ ２７０ ７５ ０．２８９２
４ ９０ ２７０ ７５ ０．５０６８
５ ５０ １５０ ５５ ０．１６５２
６ ９０ １５０ ５５ ０．２９３７
７ ５０ １５０ ９５ ０．２１８５
８ ９０ １５０ ９５ ０．４３１６
９ ７０ ３０ ５５ ０．０９２０
１０ ７０ ２７０ ５５ ０．２１８６
１１ ７０ ３０ ９５ ０．１３３５
１２ ７０ ２７０ ９５ ０．３９７６
１３ ７０ １５０ ７５ ０．４５４０
１４ ７０ １５０ ７５ ０．４３３６
１５ ７０ １５０ ７５ ０．４３７０
１６ ７０ １５０ ７５ ０．４４５９
１７ ７０ １５０ ７５ ０．４４４１

表２　４种木脂素的回归方程

木脂素 回归方程 ｒ２ 线性范围

（μｇ／ｍＬ）

木五味子醇甲 Ｙ＝１．２７Ｘ×１０７＋２８８０ ０．９９９４ １．１３６～１１３．６００
五味子醇乙　 Ｙ＝９．８１Ｘ×１０６＋１７３０ ０．９９９１ ０．６２０～６２．０００
五味子甲素　 Ｙ＝１．２３Ｘ×１０７＋１４３０ ０．９９９３ ０．３６８～３６．８００
五味子乙素　 Ｙ＝９．４３Ｘ×１０６＋２０７０ ０．９９９４ ０．６２０～６２．０００

２、４、８、１２、２４ｈ后进样分析，记录峰面积，计算木脂素含量。结
果显示，供试样品液中五味子醇甲、五味子醇乙、五味子甲素、

五味子乙素含量的ＲＳＤ分别为０．８９％、０．７６％、１．０２％、１．２３％
（ｎ＝６）。结果表明，供试样品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
１．２．１．７　重复性试验　取同一供试样品溶液 ６份，按
“１．２．１．１”色谱条件测定，测得五味子醇甲、五味子醇乙、五
味子甲素、五味子乙素峰面积的ＲＳＤ分别为０．７２％、０．４９％、
１．１３％、０．９７％，表明本方法的重复性良好。
１．２．１．８　加样回收率试验　称取混合对照品适量，加入已知
含量的同一批五味子粉末５．０００ｇ中，按照“１．２．１．１”色谱条
件和“１．２．１．２”供试品制备方法进行检测分析。结果显示，
五味子醇甲、五味子醇乙、五味子甲素、五味子乙素的平均加

样回收率分别为１０１．９％、９８．６％、１０１．３％、９７．９％，ＲＳＤ值

分别为２．８％、３．１％、１．７％、２．５％（ｎ＝６）。
１．２．２　五味子木脂素提取单因素试验
１．２．２．１　乙醇体积分数　准确称取粉碎后的五味子粉末
５０００ｇ（５份），按１ｇ∶１０ｍＬ的料液比加入不同体积分数的
乙醇溶液，提取温度为９０℃，提取时间为３ｈ，提取２次，考察
乙醇体积分数分别为５０％、６０％、７０％、８０％、９０％时对五味
子木脂素提取率的影响。

１．２．２．２　提取时间 准确称取粉碎后的五味子粉末５．０００ｇ
（５份），按１ｇ∶１０ｍＬ的料液比加入９０％乙醇溶液，提取温
度为９０℃，提取２次，考察提取时间分别为３０、９０、１５０、２１０、
２７０ｍｉｎ时对木脂素提取率的影响。
１．２．２．３提取温度　准确称取粉碎后的五味子粉末５．０００ｇ
（５份），按１ｇ∶１０ｍＬ的料液比加入９０％乙醇溶液，提取时
间为３ｈ，提取２次，考察提取温度分别为５５、６５、７５、８５、９５℃
时对五味子木脂素提取率的影响。

１．２．３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面法优化试验的设计　在单因
素试验基础上，精确称取５．０００ｇ五味子粉末，以乙醇体积分
数（Ａ）、提取时间（Ｂ）、提取温度（Ｃ）３个因素为自变量，以五
味子木脂素提取率为响应值，按 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５中
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计原理，共设计１７个试验点、１２个分析
点、５个０点以估计误差，进行相应曲面的分析试验。试验设
计和结果分析见表１。

２　结果与分析

２．１　五味子木脂素提取单因素试验
２．１．１　乙醇体积分数对五味子木脂素提取率的影响　由图
１可知，随着乙醇体积分数的增加，木脂素的提取率逐渐增
加，当乙醇体积分数超过７０％时，五味子木脂素提取率增加
的幅度逐渐降低。这主要是由于木脂素为脂溶性成分，根据

相似相溶原理，随着乙醇体积分数的增加，溶解度增加。

２．１．２　提取时间对五味子木脂素提取率的影响　由图２可
知，随着提取时间的延长，木脂素的提取率也在逐渐增加，时

间超过２１０ｍｉｎ后，木脂素的提取率趋于平稳。这主要是因
为随着提取时间的延长，部分木脂素成分发生降解。

２．１．３　提取温度对五味子木脂素提取率的影响　由图３可
知，随着提取温度的升高，五味子木脂素的提取率逐渐增加，

当提取温度超过８５℃时，木脂素的提取率趋于平稳。这主要
是因为随着提取温度的提高，部分木脂素成分发生降解。

２．２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面法优化试验的设计
２．２．１　木脂素提取试验方案及方差分析　利用 Ｄｅｓｉｇｎ－

Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件对表１中的数据进行多元拟合，得到木脂素
提取率（Ｙ）对乙醇体积分数（Ａ）、提取时间（Ｂ）、提取温度
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（Ｃ）的二次多项模型方程 Ｙ＝０．４４０＋０．０８０Ａ＋０．１１０Ｂ＋
００５１Ｃ＋０．０３４ＡＢ＋０．０２１ＡＣ＋０．０３４ＢＣ－０．０４５Ａ２－００１１Ｂ２－
０．１２０Ｃ２。对该模型进行方差分析，具体结果见表３。从表３
可以看出，模型的 Ｆ＝２２７．３１、Ｐ＜０．０００１，表明模型对提取
工艺影响极显著。Ｒ２＝０．９９６６，变异系数（ＣＶ）＝３．９２％，
Ｒ２ａｄｊ＝０．９９２２，表明模拟程度良好，试验误差较小，模型相关
度良好。模拟一次项Ａ、Ｂ、Ｃ对五味子木脂素提取率均有显
著影响，交互项中 ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ对五味子木脂素提取率均有显
著影响，二次项中Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对五味子木脂素提取率也有显著
影响。根据回归方程中的各项系数及表３回归方程中的方差
结果可知，在所选因素范围内，各个因素对五味子木脂素提取

率的影响顺序为提取时间＞乙醇体积分数＞提取温度。
　　根据拟合的二项式方程，采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件
分别绘制三维效应图，考察各自变量对五味子木脂素提取工

艺的影响，具体见图４。由图４可知，响应曲面的坡度均较陡
峭，呈现钟罩状，表明所考察的３个因素（乙醇体积分数、提
取时间、提起温度）两两交互作用对五味子木脂素提取得率

表３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验回归模型的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ０．３１００００ ９ ０．０３４０００ ２２７．３１ ＜０．０００１
Ａ ０．０５１０００ １ ０．０５１０００ ３４１．５４ ＜０．０００１
Ｂ ０．０８８０００ １ ０．０８８０００ ５９１．２２ ＜０．０００１
Ｃ ０．０２１０００ １ ０．０２１０００ １４１．８２ ＜０．０００１
ＡＢ ０．００４７５４ １ ０．００４７５４ ３１．８２ ０．０００８
ＡＣ ０．００１７８９ １ ０．００１７８９ １１．９８ ０．０１０５
ＢＣ ０．００４７２７ １ ０．００４７２７ ３１．６４ ０．０００８
Ａ２ ０．００８５２１ １ ０．００８５２１ ５７．０３ ０．０００１
Ｂ２ ０．０５３０００ １ ０．０５３０００ ３５３．３４ ＜０．０００１
Ｃ２ ０．０６１０００ １ ０．０６１０００ ４０６．４２ ＜０．０００１
残差 ０．００１０４６ ７ ０．０００１４９
失拟项 ０．０００７９１ ３ ０．０００２６４ ４．１３ ０．１０２０
纯误差 ０．０００２５５ ４ ０．００００６４
总和 ０．３１００００ １６

均有明显影响。以上对响应面图的分析结果与表３的方差分
析结果一致。

２．３　五味子木脂素提取验证试验
通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５软件分析，得到最佳的提取条

件为乙醇体积分数 ９０％，提取温度 ８３．０２℃，提取时间
２３２２２ｍｉｎ，五味子木脂素的最高得率为０．５３９６％。考虑到
实际生产需要，将工艺参数调整为乙醇体积分数９０％，提取
温度８３℃，提取时间２３２ｍｉｎ。按照修正后的条件进行提取，
平均提取率为０．５３６１％，与预测值无明显差异。

３　结论与讨论

木脂素类化合物是五味子中主要的药效成分，从２０世纪
４０年代起至今的７０多年中，国内外学者对五味子的研究最为
活跃。尤其是中国学者以五味子中的联苯环辛二烯类木脂素

为先导化合物，创制了拥有自主知识产权的抗肝炎新药－联苯
双酯、双环醇的研发工作最为出色，取得了显著的社会效益和

经济效益。因此，对木脂素的提取工艺研究具有重要意义。

　　常压乙醇提取虽是属于比较传统的提取方法，但在实际
生产过程中，却是很多企业和研究学者常用的提取方法，具有

简单易行、成本低廉的优点。响应曲面优化法从三维空间出

发，通过因素与响应值之间的函数表达，找出整个区域上因素

的最佳组合方式及响应面的最优值。本研究以五味子中４种
含量高的木脂素为测定指标，利用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面试
验设计优化五味子中木脂素的提取工艺参数。通过本研究筛

选得到的工艺参数为五味子木脂素的工业化提取和临床应用

提供了理论依据。
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