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响应面法优化牡丹花化学成分提取工艺的研究
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　　摘要：为了确定牡丹花化学成分提取的最佳工艺条件，从化学成分的稳定性和操作的便捷性考虑，用超声法对牡
丹花的提取工艺进行研究。以液相色谱图中１４个共有峰的总峰面积为指标，分别考察超声提取时间、乙醇浓度、液料
比对牡丹花多种化学成分共同提取效果的影响，用响应面法优化牡丹花的超声提取工艺。结果表明，乙醇浓度对牡丹

花提取效果的影响最大，其次是液料比与超声时间，用响应面法优化得到牡丹花超声提取的最适工艺条件如下：乙醇

浓度为 ６０．９２％，液料比为８６．２１ｍＬ∶１ｇ，超声时间为２４．３４ｍｉｎ。通过验证试验发现，在此最佳提取条件下，色谱图
中共有峰峰面积的总和与预测值相近，可见通过响应面优化得到的牡丹花化学成分提取工艺稳定、可行。
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　　牡丹（ＰａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａＡｎｄｒ．）为毛茛科芍药属灌木，
有“富贵花”和“花中之王”的美称，是中华民族传统文化的重

要组成部分，享有“国花”的盛誉［１］。牡丹花在我国有悠久的

药用和食用历史，《四川中药志》中记载：牡丹花性平、苦、淡，

具有调经活血的功能，主治月经不调、痛经［２］。明代的《遵生
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》中曾记载：“牡丹新落花瓣亦可煎食”。清代的《养小

录》中记载：“牡丹花瓣，汤淖可，蜜浸可，肉汁烩亦可”，２０１３
年，丹凤牡丹花被中华人民共和国国家卫生和计划生育委员

会（现为中华人民共和国国家卫生健康委员会）批准为新食

品原料［３］，是我国宝贵的天然植物资源。然而，在传统的牡

丹产业中，牡丹花常被当作废弃物丢弃，造成巨大的浪费。

牡丹花中的活性成分种类较多，含量丰富，现代研究证

明，这些成分具有活血、杀菌、抗氧化等多种活性［４－７］。在前

期研究中，笔者对牡丹花的化学成分进行了系统分离，发现其

次生代谢产物主要包括黄酮类、没食子酸类、鞣质类及其芍药

苷类单萜苷类化合物［８－１１］。而目前有关牡丹花化学成分提

取的研究多针对黄酮类，且以总黄酮提取率作为方法优劣的

判断标准［１２－１５］，无法为全面表征牡丹花的生物活性物质基

础，从而从整体上评价牡丹花的质量提供参考。响应面设计

（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，简称 ＲＳＭ）是一种有效的统计
和优化方法，在试验条件优化的过程中可以连续地对试验因

素的各个水平进行分析，并能给出直观的图形［１６－２１］。笔者在

前期对牡丹花的化学成分研究的基础上，对其主要化学成分

进行了辨认，并以液相色谱中的共有峰（包括黄酮类、没食子

酸、鞣质类、芍药苷）的总峰面积为响应值，运用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ软件进行响应面Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计，对牡丹花提取工
艺进行优化，拟为牡丹花资源的综合开发利用及质量控制提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与材料
Ａｇｉｌｅｎｔ１１２０型高效液相色谱仪［配有二极管阵列

（ＤＡＤ）检测器、自动进样器，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司］；ＫＱ３２００超
声波清洗器（昆山超声仪器有限公司）；ＪＪ１０００型电子天平
（常熟市双杰测试仪器厂）。

牡丹花采自山东菏泽，于２０１７年４月采收新鲜丹凤牡丹
的花瓣，于５０℃热风烘干，粉碎过４０目筛，在山东省分析测
试中心实验室的干燥器内避光保存。主要试剂如下：乙醇，分

析纯，购自德州恒业化工有限公司；甲醇、乙腈，色谱纯，购自

山东禹王试剂有限公司；甲酸，色谱纯，购自德国 Ｒｉｅｄｅｌ公
司；其余试剂均为分析纯。试验用水为超纯水。对照品芍药

苷、野漆树苷、紫云英苷，购自中国食品药品检定研究院；１－
Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ（１－Ｏ－没食子酰基－β－Ｄ
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葡萄糖）、１，２，３，４，６－ｐｅｎｔａ－Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－β－Ｄ－
ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ（１，２，３，４，６－Ｏ－五没食子酰基 －β－Ｄ葡萄
糖）、ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ－３，７－ｄｉ－Ｏ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（山柰
酚－３，７－二－Ｏ－β－Ｄ－吡喃葡萄糖苷）、没食子酸、没食子
酸甲酯、大波斯菊苷、二氢山柰酚 －７－Ｏ－β－Ｄ－吡喃葡萄
糖苷、氧化芍药苷由笔者所在实验室分离、纯化后，经核磁、质

谱、红外、紫外鉴定，纯度均达９９％（相对纯度）以上。
１．２　试验方法
１．２．１　对照品溶液的制备　分别取适量１－Ｏ－没食子酰
基－β－Ｄ葡萄糖、没食子酸、氧化芍药苷、没食子酸甲酯、二
氢山柰酚 －７－Ｏ－β－Ｄ－吡喃葡萄糖苷、山柰酚 －３，７－
二－Ｏ－β－Ｄ－吡喃葡萄糖苷、芍药苷、１，２，３，４，６－Ｏ－五没
食子酰基－β－Ｄ葡萄糖、野漆树苷、紫云英苷、大波斯菊苷这
１１种对照品，加甲醇配制成质量浓度分别为 ４５．５、４５．２、
６０．０、２５．３、２５．４、６０．０、７２０．０、６１．０、１０１．０、６０．０、８１．２ｍｇ／Ｌ
的混合对照品溶液。

１．２．２　液相色谱条件　采用高效液相色谱法（ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称 ＨＰＬＣ），色谱柱采用
ＭｉｃｒｏＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。以０．１％甲酸 （Ａ）－
乙腈（Ｂ）溶液为流动相进行梯度洗脱：０～５ｍｉｎ，５％ Ｂ；５～
８ｍｉｎ，５％～１２％ Ｂ；８～２３ｍｉｎ，１２％ Ｂ；２３～２４ｍｉｎ，１２％ ～
１５％ Ｂ；２４～３０ｍｉｎ，１５％ Ｂ；３０～３１ｍｉｎ，１５％ ～２１％ Ｂ；３１～
３８ｍｉｎ，２１％ Ｂ；３８～３９ｍｉｎ，２１％ ～２２％ Ｂ；３９～４８ｍｉｎ，２２％
Ｂ；４８～５３ｍｉｎ，２２％ ～３４％ Ｂ；５３～６３ｍｉｎ，３４％ Ｂ；６３～
６４ｍｉｎ，３４％ ～９０％ Ｂ；６４～６９ｍｉｎ，９０％ Ｂ；流 量 为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为１０μＬ，检测波长为２７０ｎｍ。
１．２．３　牡丹花瓣提取方法的选择　精确称取１０份牡丹花瓣
粉末，每份０．５０ｇ，置于具塞锥形瓶中，各加入５０ｍＬ溶剂，称
定质量，其中 ５份样品分别用 ５０％乙醇于 ６５℃浸提 ０．５、
１．０、１．５、２．０、２．５ｈ，另外５份样品分别用５０％乙醇超声提取
５、１０、３０、５０、７０ｍｉｎ。提取后静置至室温，称量并补足至提取
前的质量，用０．４５μｍ微孔滤膜过滤，取滤液，按照“１．２．２”
节的方法进样检测。

１．２．４　牡丹花瓣超声提取法的工艺流程　精确称取１０份牡
丹花瓣粉末，每份０．５０ｇ，置于具塞锥形瓶中，加入５０ｍＬ不
同浓度的乙醇，称质量，超声提取（２５０Ｗ，４０ｋＨｚ），冷却至室
温，称量并补足至提取前的质量，摇匀。用０．４５μｍ微孔滤
膜过滤，作为供试品溶液。

１．２．５　牡丹花瓣超声提取工艺参数的单因素试验　分别考
察不同超声提取时间（１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ）、乙醇浓度
（２０％、４０％、６０％、８０％、１００％）和液料比（２０ｍＬ∶１ｇ、
５０ｍＬ∶１ｇ、１００ｍＬ∶１ｇ、２００ｍＬ∶１ｇ、５００ｍＬ∶１ｇ）对牡丹
花瓣提取效率的影响。

１．２．６　响应面法优化牡丹花超声提取工艺试验　在单因素
试验的基础上，确定液料比、乙醇浓度和超声时间３个因素的
水平，用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件进行 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应
面设计和数据分析。具体试验因素与各水平设计见表１。

２　结果与分析

２．１　牡丹花化学成分的分析
在前期对牡丹花化学成分进行系统分离的基础上，通过

表１　响应面试验的因素及水平

水平
Ａ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｂ：乙醇浓度
（％）

Ｃ：超声时间
（ｍｉｎ）

－１　 ２０∶１ ５０ １０
０ ６０∶１ ６０ ２０
１ １００∶１ ７０ ３０

与对照品进行高效液相色谱比对，对其化学成分进行了分析，

共确定１４个共有峰中的１１个成分，图１中的１号峰为１－
Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ，２号峰为没食子酸，３号峰
为氧化芍药苷，４号峰为没食子酸甲酯，５号峰为二氢山柰
酚－７－Ｏ－β－Ｄ－吡喃葡萄糖苷，６号峰为 ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ－３，
７－ｄｉ－Ｏ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，７号峰为芍药苷，９号峰为
１，２，３，４，６－ｐｅｎｔａ－Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ，１１号
峰为野漆树苷，１２号峰为紫云英苷，１３号峰为大波斯菊苷。

２．２　牡丹花瓣化学成分提取方法的选择
选择色谱图中信噪比（Ｓ／Ｎ）＞３０的１４个共有峰作为评

价指标，以５０％乙醇超声处理２０ｍｉｎ的单位样品峰面积为
１，计算不同处理方法下样品的共有峰峰面积提取率，并进行
比较。从图２可以看出，不同提取方法对各共有峰的峰面积
影响不明显，超声法提取率稍高于温浸法，９号峰的峰面积提
取率在２０ｍｉｎ、１ｈ最高，但是随着提取时间的延长，提取率反
而下降，而１、２号峰则相反。通过与对照品图谱对应保留时
间（图１－ａ）的对比可初步推测，１号峰为１－Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－
β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ，２号峰为没食子酸，９号峰为１，２，３，４，
６－ｐｅｎｔａ－Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ，可能由于提取
时间的延长，部分没食子酰鞣质发生水解，生成没食子酸或没

食子酰基葡萄糖。从总体上看，超声法用时较短，考虑到操作

的便捷性，选择超声法作为牡丹花化学成分的提取方法。

２．３　牡丹花瓣超声提取工艺参数的单因素试验
２．３．１　液料比对提取效果的影响　固定超声时间为２０ｍｉｎ，
乙醇浓度为 ６０％，选择液料比 ２０ｍＬ∶１ｇ、５０ｍＬ∶１ｇ、
１００ｍＬ∶１ｇ、２００ｍＬ∶１ｇ、５００ｍＬ∶１ｇ进行试验。以色谱图
中Ｓ／Ｎ＞３０的１４个共有峰总峰面积为评价指标，由图３－ａ
可以看出，随着液料比的增加，共有峰的总峰面积逐渐增加，
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当液料比大于１００ｍＬ∶１ｇ时，共有峰的总峰面积增势变缓，
提取趋于完全，考虑到成本及后处理，选择１００ｍＬ∶１ｇ作为
较优的液料比。

考虑到在提取过程中会发生部分没食子酰鞣质水解生成

没食子酸或没食子酰基葡萄糖的反应，这几种成分的含量变

化可反映不同参数条件对牡丹花化学成分提取效果的综合影

响，因此同时选择１，２，３，４，６－ｐｅｎｔａ－Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－β－Ｄ－
ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ（９号峰）、没食子酸（２号峰）的峰面积比值（峰
９／峰２）作为评价指标，进一步考察单因素试验的提取效果。
图３－ｂ结果显示，液料比对两峰比值有一定的影响，随着液
料比的增加，两峰面积比值逐渐提高，当液料比大于

１００ｍＬ∶１ｇ时，两峰面积比值逐渐降低。

２．３．２　乙醇浓度对提取效果的影响　固定液料比为
１００ｍＬ∶１ｇ，超声时间为２０ｍｉｎ，选择２０％、４０％、６％、８０％、
１００％的乙醇浓度对牡丹花进行提取试验。以色谱图中Ｓ／Ｎ＞
３０的１４个共有峰总峰面积为评价指标，由图 ４－ａ可以看
出，当乙醇浓度为６０％时，共有峰的总峰面积达到峰值；当乙

醇浓度为８０％时，提取效果又有所减弱。因此，选择６０％为
最优乙醇浓度。从９号峰、２号峰的峰面积比值来看，使用不
同比例的溶剂提取时，对两者的提取效率不同，当乙醇浓度为

８０％时，化合物９、化合物２的峰面积比值最大（图４－ｂ），推
测是由于２种化合物的极性不同造成的。

２．３．３　超声提取时间对提取效果的影响　固定液料比为
１００ｍＬ∶１ｇ，乙醇浓度为６０％，选择超声时间为１０、２０、３０、
４０、５０ｍｉｎ进行试验。以色谱图中 Ｓ／Ｎ＞３０的１４个共有峰
总峰面积为评价指标，由图５－ａ可以看出，超声２０ｍｉｎ后，
总峰面积趋于平稳，基本实现了提取完全，５０ｍｉｎ时则略有下
降，可能由于超声时间过长，导致提取温度升高，牡丹花内的

部分化学成分发生了降解。由图５－ｂ可以看出，９号峰、２号
峰的峰面积比值呈现先提高后降低的趋势，超声提取２０ｍｉｎ
后，随着提取时间的延长，峰面积比值下降，部分没食子酰鞣

质发生水解，生成没食子酸或没食子酰基葡萄糖。为更好地

保持牡丹花化学成分的稳定，同时节约能源，选择２０ｍｉｎ为
最优超声时间。

２．４　响应面法优化牡丹花化学成分的超声提取工艺试验
根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的组合设计原理，用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ

８．０．６软件设计３因素３水平共１５个试验，中心点重复３次
试验，以色谱图中Ｓ／Ｎ＞３０的１４个共有峰的总峰面积为响
应值（Ｒ），具体试验设计方案与结果见表２。
　　用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对表２中的综合评价数据
进行二次多元回归拟合，得到回归方程：Ｒ＝１４１３８．４０＋
１０５．２５×Ａ＋２４３．１３×Ｂ＋２２．６３×Ｃ－５．７５×ＡＢ＋１３．７５×
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表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面试验设计与结果

编号
Ａ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｂ：乙醇浓度
（％）

Ｃ：超声时间
（ｍｉｎ） Ｒ：共有峰总面积

１ ６０∶１ ６０ ２０ １４１５４
２ ６０∶１ ６０ ２０ １４１４３
３ ６０∶１ ５０ ３０ １２５８６
４ １００∶１ ５０ ２０ １２６３３
５ ６０∶１ ６０ ２０ １４１３９
６ １００∶１ ７０ ２０ １３１０１
７ ６０∶１ ５０ １０ １２５３３
８ １００∶１ ６０ ３０ １４１５４
９ ６０∶１ ７０ ３０ １３０７４
１０ ２０∶１ ６０ ３０ １３９２４
１１ ２０∶１ ５０ ２０ １２４０３
１２ ６０∶１ ６０ ２０ １４１１４
１３ ２０∶１ ６０ １０ １３９０９
１４ ６０∶１ ７０ １０ １３０３１
１５ ６０∶１ ６０ ２０ １４１４２
１６ ２０∶１ ７０ ２０ １２８９４
１７ １００∶１ ６０ １０ １４０８４

ＡＣ＋２．５０×ＢＣ－８４．４５×Ａ２－１２９６．２０×Ｂ２－３６．２０×Ｃ２。由
表３的回归模型方差分析结果可知，一次项 Ａ、Ｂ、Ｃ，二次项
Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对提取效果有极显著影响。本试验模型的 Ｐ＜
００１，说明响应面的模型显著性较高，而失拟误差项的 Ｐ＞
０．０５，说明响应面模型对试验拟合的情况较好，试验误差较
小，可以很好地对牡丹花超声提取效果进行分析和预测。

　　响应面曲面可较直观地反映各因素及两两因素的交互作
用对响应值的影响。由图６可以看出，乙醇浓度对牡丹花提
取效果的影响最大，其次是液料比，超声时间对牡丹花提取效

果的影响最小。液料比与超声时间的交互作用对牡丹花提取

效果的影响较大，其次为液料比与乙醇浓度的交互作用，乙醇

浓度与超声时间的交互作用影响最不明显。

２．５　验证试验
用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件优化得到牡丹花超声提取

的最佳工艺如下：液料比为 ８６．２１ｍＬ∶１ｇ，乙醇浓度为
６０．９２％，超声时间为２４．３４ｍｉｎ，在此条件下总共有峰面积的
预测值为１４１８９。为验证响应面法所得结果的可靠性，对模
型优化的工艺条件进行验证。考虑到试验的可行性与便捷

表３　回归模型方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ７．７９×１０６ ９ ８．６６×１０５ ５４７０．０００ ＜０．０００１
Ａ：液料比 ８．８６×１０４ １ ８．８６×１０４ ５６０．０００ ＜０．０００１
Ｂ：乙醇浓度 ４．７３×１０５ １ ４．７３×１０５ ２９９０．０００ ＜０．０００１
Ｃ：超声时间 ４．１０×１０３ １ ４．１０×１０３ ２５．９００ ０．００１４
ＡＢ １３２ １ １３２ ０．８３６ ０．３９１０
ＡＣ ７５６ １ ７５６ ４．７８０ ０．０６５０
ＢＣ ２５ １ ２５ ０．１５８ ０．７０２８
Ａ２ ３．００×１０４ １ ３．００×１０４ １９０．０００ ＜０．０００１
Ｂ２ ７．０７×１０６ １ ７．０７×１０６ ４４７００．０００ ＜０．０００１
Ｃ２ ５．５２×１０３ １ ５．５２×１０３ ３４．９００ ０．０００６
残差 １．１１×１０３ ７ １５８
失拟项 ２３４ ３ ７８．１ ０．３５８ ０．７８７７
纯误差 ８７３ ４ ２１８
总和 ７．７９×１０６ １６

　　注：Ｐ＜０．０５为显著，Ｐ＜０．０１为极显著。

性，选择液料比８６ｍＬ∶１ｇ、乙醇浓度６１％、超声时间２４ｍｉｎ
进行３次试验。由表４的验证结果可以看出，方程与真实试
验情况拟合得较好，优化的工艺可靠、可行。

３　结论与讨论

由于响应面法是在单因素试验的基础上得到相应的点，并

从这些点中获得１个完整、连续的面，再在此面中获得最优值。

因此，在响应面整体设计中，单因素试验中变量参数的选择显

得格外关键。本研究先通过单因素试验选取提取时间、乙醇浓

度、液料比３个工艺变量合适的参数水平。由于牡丹花中含有
的芍药苷等单萜苷类化合物及一些易水解的鞣质类化合物对

温度较为敏感，在高温下稳定性较差，不宜使用高温浸提，与本

试验中提取方法初筛的结果相一致，并且超声法具有提取效率

高、操作简单、节能等优点，可作为较优的牡丹花提取方法。
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表４　超声提取工艺验证结果

验证次数

（次）
总共有峰面积

相对误差

（％）

１ １４３１０ ０．８５
２ １４２５０ ０．４２
３ １４０４２ １．０５

　　本研究使用３因素３水平的响应面分析法对牡丹花超声
提取工艺的提取时间、乙醇浓度、液料比进行考察，获得的最

佳提取工艺条件为乙醇浓度６０．９２％、液料比８６．２１ｍＬ∶１ｇ、
超声时间２４．３４ｍｉｎ，并通过验证试验证明了该条件参数的可
行性，在该条件下，牡丹花化学成分的提取更为全面、充分，可

用于牡丹花质量的综合评价，并可为牡丹的综合利用、开发提

供依据。
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