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响应面法优化夏至草总黄酮的提取工艺
△

段建荣

（张家口市沙岭子医院 药剂科，河北　张家口　０７５００）

［摘要］　目的：优化夏至草总黄酮的超声提取工艺，建立夏至草总黄酮的含量测定方法。方法：在单因素试验
的基础上，采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计结合响应面分析法，以夏至草总黄酮的提取率为评价指标，采用分光光度法，测
定夏至草中总黄酮的含量，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔｖ８０６软件对试验结果进行拟合和建模，确定夏至草总黄酮超声提取
的最佳工艺。结果：超声法提取夏至草总黄酮的最佳工艺为乙醇浓度６０％，液料比４０∶１，温度６０℃，在此条件下，
夏至草总黄酮提取率为１５９２４％（ＲＳＤ＝１００７７％，ｎ＝６）。结论：该方法操作简便、准确、灵敏、重现性好，可
作为夏至草总黄酮的提取及含量测定方法。
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夏至草为唇形科夏至草属植物夏至草的全草，

又名小益母草、白花益母草、白花夏枯草等，广泛

分布于华北、东北、西南、西北等地区。 《本草纲

目》中记载的茺蔚白花者应是夏至草，可活血去瘀、

调经、降气逆、平肝潜阳，用于月经不调、半身不

遂、血滞经闭、贫血性头昏等疾病。现代研究表明，

夏至草醇提物能明显减轻 Ｄｅｘｔｒａｎ５００所致 ＡＭＤ大
鼠肠系膜血液及淋巴微循环障碍［１］；能明显降低

ｄｅｘｔｒａｎ５００致 ＡＭＤ大鼠的血小板聚集与粘附功能、
减少血栓形成［２］；能通过降低 ＮＯ的生成和释放，

减轻大鼠重症失血性休克后器官损伤［３］；可改善血

瘀大鼠的血液流变性异常，提高器官血液灌流，具

有良好的活血化瘀作用［４］；能明显降低 Ｄｅｘｔｒａｎ５００
致ＡＭＤ大鼠的全血粘度和血浆粘度，提高红细胞变
形能力［５］；能明显减轻Ｄｅｘｔｒａｎ５００致急性微循环障
碍大鼠各器官功能障碍与组织学损伤［６］。有文献报

道夏至草中含有多种黄酮类物质［７］，但未见有对夏

至草总黄酮含量测定的研究。本文采用响应面法对

夏至草总黄酮的提取工艺进行研究，为进一步研究

开发夏至草提供实验基础。
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１　材料与仪器

１１材料

夏至草采自河北省张家口市万全区，由张家口

学院韩博副教授鉴定为夏至草 Ｌａｇｏｐｓｉｓｓｕｐｉｎａ正品；
芦丁对照品（北京盛世康普化工技术研究院 ＦＷＹＰ
１５３１８４）；其他试剂均为国产分析纯；实验用水为
去离子水。

１２仪器

Ｔ６紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有
限责任公司），ＫＱ５００Ｅ型超声波清洗器（昆山市超
声仪器有限公司），Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ万分之一精密电子天平
（德国赛多利斯天平公司）。

２　方法与结果

２１夏至草总黄酮的提取

将干燥的夏至草粉碎后过 ２０目筛，６０℃干
燥至恒重。精密称取夏至草粉末 １０ｇ，选用不同
浓度的乙醇溶液为提取溶剂，在单因素分析的基

础上，采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计方案，选用不同浓
度的乙醇溶液为提取溶剂，选取以乙醇浓度、料

液比、提取温度为考察因素，超声辅助提取

１０ｍｉｎ，过滤，定容至 １００ｍＬ。在提取工艺研究
中改变相应参数。

２２检测波长的确定

精密称取芦丁标准品０００５０ｇ，用６０％的乙醇
溶液溶解并定容至 ５０ｍＬ的棕色容量瓶中，配成
０１ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。吸取对照品溶液适量，
按照２３项下方法显色，并于４００～７００ｎｍ进行扫
描，测定吸光度，结果显示，对照品溶液在５１０ｎｍ
处均有最大吸收，确定检测波长为５１０ｎｍ。扫描图
见图１。

图１　芦丁溶液吸收光谱

２３夏至草总黄酮的含量测定

精密吸取０、０５、１、１５、２、２５、３ｍＬ的芦
丁对照品溶液，分别置于１０ｍＬ容量瓶中，分别加
６０％的乙醇溶液适量至３ｍＬ，各加入浓度为５％的
亚硝酸钠水溶液１ｍＬ，摇匀，静置６ｍｉｎ。分别加
入１０％的硝酸铝水溶液０３ｍＬ摇匀，静置６ｍｉｎ。
分别加入浓度为 ４％的氢氧化钠溶液 ４ｍＬ，摇匀，
最后用 ３０％的乙醇定容至 １０ｍＬ，摇匀，静置
１４ｍｉｎ，于５１０ｎｍ处测定吸光度。以吸光度为纵坐
标（Ｙ），以浓度为横坐标（Ｘ），绘制标准曲线［８１０］。

得到线性方程Ｙ＝０９１７１Ｘ－０００４６（ｒ＝０９９９４）。
表明在浓度为００５～０３ｍｇ·ｍＬ－１范围内浓度与吸
光度呈良好线性关系。根据标准曲线求得 ＢｏｘＢｅ
ｈｎｋｅｎ设计方案中各供试液中总黄酮浓度，按下式
计算总黄酮得率。

总黄酮得率＝供试液浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）×稀释倍
数×体积（ｍＬ）／称取样品干质量（ｇ）×１０００ （１）

２４方法学考察

２４１稳定性试验　取夏至草总黄酮提取液适量，按
照２３项下方法显色，并于０、１５、３０、４５、６０ｍｉｎ
测定吸光度，计算相对标准偏差。结果 ＲＳＤ＝
４１５％，表明样品在室温下６０ｍｉｎ内稳定。
２４２精密度实验　精密吸取芦丁对照品溶液１ｍＬ，
按照２３项下方法显色，连续测量６次，计算相对
标准偏差。结果吸光度的ＲＳＤ为１２２％，试验结果
表明该方法仪器精密度良好。

２４３重复性实验　取同一批样品５份，每份１０ｇ，
以优化的条件提取，按照２３项下方法显色并测定
吸光度，计算相对标准偏差。结果 ＲＳＤ为３３１％，
表明该方法重复性好。

２４４加样回收实验　精密吸取已知浓度的供试品
溶液１ｍＬ共５份，分别加入１ｍＬ的芦丁标准品溶
液，按照２３项下方法显色并测定吸光度，计算平
均回收率及相对标准偏差。结果平均回收率为

８２６％，ＲＳＤ＝５１１％，表明方法的加样回收率符
合要求。

２５单因素试验设计

以黄酮提取率为考察指标，按照上述总黄酮提

取工艺，固定其他条件，分别考察不同乙醇浓度、

液料比、提取温度对夏至草总黄酮提取率的影响。

由图２（Ａ）可知，随着乙醇浓度的增加，夏至草
总黄酮的提取率不断增加，当乙醇浓度达到 ６０％

·９３７·
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时，总黄酮提取率达到最大，继续增加乙醇浓度，

总黄酮提取率明显下降，因此乙醇浓度选择在

５０％～７０％进行优化。
由图２（Ｂ）可知，随着液料比的增大，夏至草总

黄酮的提取率增加，但当液料比超过４０∶１后，总黄
酮提取率变化不明显，为节约溶剂，因此液料比选

择在３０∶１～４０∶１进行优化。
由图２（Ｃ）可知，随着提取温度的提高，夏至草

总黄酮的提取率不断增加，当提取温度达到 ６５℃
时，总黄酮提取率达到最大，继续提高温度，总黄

酮提取率略有下降，因此提取温度选择在６０～７０℃
进行优化。

注：Ａ乙醇浓度对提取率的影响；Ｂ液料比对提取率的

影响；Ｃ提取温度对提取率的影响。

图２　夏至草总黄酮提取的单因素试验

２６ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计及响应面分析

在单因素试验的基础上，采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设
计方案［１１１３］，以乙醇浓度Ａ、液料比Ｂ、提取温度Ｃ
为考察因素，以夏至草总黄酮提取率为响应值，利

用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔｖ８０６软件优化夏至草总黄酮提取
工艺。试验因素、水平编码见表 １。设计方案及结
果见表２，拟合二次多项式模型的方差分析见表３。
对表２中的数据进行多元回归拟合，获得夏至草总
黄酮提取率对自变量乙醇浓度 Ａ、液料比 Ｂ、提取
温度 Ｃ的二次多项回归方程为：Ｙ＝－２３７７＋

０１７Ａ－０２９Ｂ＋０７８Ｃ＋１５×１０－４ＡＣ－１４９５×
１０－３Ａ２＋４３２×１０－３Ｂ２－６０８×１０－３Ｃ２

表１　实验因素与水平

因素
水平

－１ ０ １

Ａ乙醇浓度（％） ５０ ６０ ７０

Ｂ液料比 ３０∶１ ３５∶１ ４０∶１

Ｃ提取温度／℃ ６０ ６５ ７０

表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计方案与结果
标准序 运行序 Ａ∶醇浓度（％） Ｂ∶液料比 Ｃ∶温度／℃ Ｒ１（％）

６ １ ７０００ ３５∶１ ６０００ １０８

１２ ２ ６０００ ４０∶１ ７０００ １４１

１１ ３ ６０００ ３０∶１ ７０００ １３２

２ ４ ７０００ ３０∶１ ６５００ １３２

５ ５ ５０００ ３５∶１ ６０００ １１９

１４ ６ ５０００ ３５∶１ ６５００ １４８

７ ７ ７０００ ３５∶１ ７０００ １１９

８ ８ ７０００ ３５∶１ ７０００ １１１

４ ９ ７０００ ４∶１ ６５００ １４６

１０ １０ ６０００ ４０∶１ ６０００ １４７

１６ １１ ６０００ ３５∶１ ６５００ １４５

１３ １２ ６０００ ３５∶１ ６５００ １３６

９ １３ ６０００ ３０∶１ ６０００ １４０

３ １４ ５０００ ４０∶１ ６５００ １４８

１７ １５ ６０００ ３５∶１ ６５００ １４７

１ １６ ５０００ ３０∶１ ６５００ １３５

１５ １７ ６０００ ３５∶１ ６５００ １４６
注：实验１～１２为析因实验，１３～１７为中心实验。

由表３可知，Ｐ模型 ＜００１，说明模型高度显著；
模型的相关系数 ｒ＝０９６９８，校正决定系数ＲＡｄｊ２＝
０８９４３，二者相近，说明模型实际值与预测值拟合
较好；模型失拟项是表示模型理论值与实际值不相

拟合的概率，Ｐ失拟 ＝０６７３９＞００５，模型的失拟度
不显著，表明该回归模型的拟合情况良好，回归方

程代表性较好，能准确预测实际情况，使用该方程

代替真实的实验点进行分析是可行的。

由表３中的 Ｐ值可以知道，方程中 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对Ｙ值的影响均高度显著，表明实验因
子对响应值不是简单的线性关系。由回归方程可知

乙醇浓度Ａ与提取温度 Ｃ有交互作用。Ａ、Ｃ两因
素回归方程响应面及等高线见图３，两个交互因素
的响应面存在最高点，即在所选的范围内存在极值，

说明各因素考察范围较为适当。
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表３　拟合二次多项式模型的方差分析
方差来源 　平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ０２７ ７ ００３８ ２０３５ ＜００００１ 

Ａ醇浓度 ００３６ １ ００３６ １９１８ ０００１８ 

Ｂ液料比 ００４６ １ ００４６ ２４０９ ００００８ 

Ｃ温度 ００８９ １ ００８９ ４７２４ ＜００００１ 

ＡＣ ２２５０×１０－４ １ ２２５０×１０－４ ０１２ ０７３８１

Ａ２ ００９４ １ ００９４ ４９７６ ＜００００１ 

Ｂ２ ００４９ １ ００４９ ２５９７ ００００６ 

Ｃ２ ００９７ １ ００９７ ５１４４ ＜００００１ 

残差 ００１７ ９ １８９１×１０－３

失拟项 ７７００×１０－３ ５ １５４０×１０－３ ０６６ ０６７３９

纯误差 ９３２０×１０－３ ４ ２２３０×１０－３

总和 ０２９ １６

ｒ＝０９６９８ ＲＡｄｊ２＝０８９４３
注：Ｐ＜００１为极显著水平；Ｐ＜００５为显著水平。

图３　提取温度与提取溶剂浓度对夏至草总黄酮
提取率的响应面图

　　通过软件分析得到最佳提取工艺为乙醇体积分数
为５８９８％、液料比为４０∶１，提取温度为６４７６℃，
在此条件下夏至草总黄酮的提取率为１６０７６％。为
使试验操作简便，最终确定提取工艺为：乙醇体积

分数为６０％、液料比为４０∶１、提取温度为６５℃。

２７验证试验

精密称取夏至草６份，每份２０ｇ，按２１项下
方法以最佳的提取工艺提取总黄酮，按２２项下方
法显色，５１０ｎｍ处测定吸光度，总黄酮含量分别为
１６１１１％、１５９４３％、１５６４８％、１６００１％、
１５８４４％、１５９９４％，平均含量为 １５９２４％，
ＲＳＤ为１００７７％，与软件分析所得的提取率相近，
表明本研究确定的试验条件可行。

３　讨论

本文在单因素试验的基础上，将响应面法应用

于优化夏至草活性成分总黄酮的提取。实验结果表

明，乙醇浓度、提取温度、液料比及的乙醇浓度、

提取温度、液料比平方项对夏至草总黄酮提取率的

影响显着，并且，乙醇浓度与提取温度具有交互作

用。说明乙醇浓度、提取温度、液料比对夏至草总

黄酮提取率的影响不是简单的线性关系。

在前期研究中发现，超声功率及超声时间对夏

至草总黄酮的提取率影响不大，所以在本实验中未

考虑二者的影响，本实验采用超声（Ｈｚ＝１２０Ｗ）辅
助提取１０ｍｉｎ。回归分析和验证实验结果表明，此
方法合理可行。得到夏至草总黄酮提取的最佳条件

为：乙醇体积分数为６０％、液料比４０∶１、超声温度
６５℃，夏至草总黄酮提取率为１５９２４％。

该方法简便易行，灵敏度高，精密度高，重现

性好，稳定可靠，可作为夏至草总黄酮的提取及含

量测定方法；为以后夏至草总黄酮的提取和含量测

定提供了方法与理论依据，为新药开发和工业化生

产提供了实验基础。
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　　为便于操作，对上述提取工艺稍作调整，进行
验证试验。在固定提取次数为２次的基础上，设定
提取温度为 ９５℃、水料比为 ４５∶１，提取时间为
１５ｈ，进行 ３组平行试验，得到平均提取率为
１９１６％，与理论值１９３９％相近，说明该模型可以
很好的预测试验的实际表达情况。

４　结论与展望

本文在单因素试验基础上结合响应面法，重点

研究了提取时间、水料比、提取温度三个因素对柴

胡多糖提取率的影响。经优化后提到柴胡多糖的最

佳提取工艺参数为：提取温度为 ９５℃、水料比为
４５∶１、提取时间为１５ｈ，重复提取２次。

植物多糖因其具有多种生理活性，近年来成

为植物成分提取方面研究的热点。但因植物多糖

中含有较多脂质、蛋白质、色素、盐类等其它物

质［１５］，对其分离纯化工艺要求较高。在今后的

研究中，我们将对柴胡多糖的纯化工艺做进一

步研究，以期柴胡多糖的开发利用奠定一定的

基础。
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