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响应面法优化柴胡多糖提取工艺
△

邓寒霜，杨丽娜

（商洛学院 生物医药与食品工程学院，陕西　商洛　７２６０００）

［摘要］　目的：优化柴胡多糖提取工艺。方法：采用苯酚硫酸显色，紫外可见分光光度法（ＵＶ）在４９０ｎｍ波
长处测定柴胡多糖的吸光度，计算多糖提取率并以此为评价指标，在单因素试验的基础之上，选取提取温度、水料

比、提取时间为考察因素，利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ方法进行三因素三水平试验设计。结果：优选出柴胡多糖的最佳提取
工艺参数为提取温度９５℃、水料比４５∶１、提取时间１５ｈ，在上述条件下重复提取２次；得多糖提取率与各试验变
量间的回归方程为Ｙ＝１８９９＋１２０Ａ＋０３９Ｂ＋００７２Ｃ－０１６ＡＢ－０２２ＡＣ－０２０ＢＣ－１２２Ａ２－０３５Ｂ２－０１４Ｃ２，ｒ＝
０９８３６。结论：经验证在优选条件下柴胡多糖提取率为１９１６％，与预测值１９３９％相近，说明采用该工艺条件提
取柴胡多糖效果较好，试验所得回归方程可准确预测结果。
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柴胡为伞形科植物柴胡 ＢｕｐｌｅｕｒｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅＤＣ
或狭叶柴胡 ＢｕｐｌｅｕｒｕｍｓｃｏｒｚｏｎｅｒｉｆｏｌｉｕｍＷｉｌｌｄ的干燥
根。味辛、苦，性微寒。具有解热止痛、疏肝解郁，

以及升举脾胃清阳之气的作用［１］。《中华人民共和国

药典》以柴胡皂苷 ａ和柴胡皂苷 ｄ为指标性成分，
但柴胡皂苷并不能全面反映柴胡的药理作用。研究

证明，柴胡中所含的多糖类成分具有抗辐射、降血

脂、增强免疫力等活性，可用于治疗肝炎、肾炎、

红斑狼疮、类风湿关节炎等疾病［２］。本文在单因素

试验基础上，采用响应面法对柴胡多糖的水提醇沉

法方法进行了优化，希望能为进一步研究柴胡中多

糖类成分，扩大柴胡药用范围提供一定的帮助。

１　材料与仪器

１１材料

柴胡购自商洛市药材市场，经商洛学院张小斌

·２４７·
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教授鉴定为伞形科植物柴胡 ＢｕｐｌｅｕｒｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅＤＣ
的干燥根。苯酚（天津科密欧化学试剂开发中心）、

浓硫酸（西安化学试剂厂）、三氯甲烷（西安化学试

剂厂）、正丁醇（西安化学试剂厂）、９５％乙醇（西安
化学试剂厂）；Ｄ无水葡萄糖对照品（上海金穗生物
科技有限公司）。

１２仪器

紫外可见分光光度计（岛津 ＵＶＰＣ２８００Ｓ）；电
子天平（丹佛 Ｓ１４４）；旋转蒸发仪（陕西爱信 ＥＹＥ
ＬＡＮ１１００）等。

２　方法

２１样品的制备

将柴胡干燥后粉碎，过６０目筛，备用。

２２对照品溶液的制备

精密称取无水葡萄糖对照品 １００ｍｇ放置于
１００ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水定容至刻度线处，摇
匀，既得浓度为 １ｍｇ·ｍＬ－１的葡萄糖对照品溶液。
分别精密吸取葡萄糖对照品溶液 １、２、３、４、５、
６ｍＬ放置于１０ｍＬ容量瓶中，分别加水补至１０ｍＬ
容量瓶刻度线处，摇匀。

２３标准曲线的制备

精确称取３ｇ苯酚（重精馏），放置于５０ｍＬ量
瓶中，加蒸馏水定容至刻度线处，摇匀，即得浓度

为６％的苯酚溶液。用１ｍＬ移液管分别吸取２２项
下不同浓度的葡萄糖对照品溶液各１ｍＬ置于具塞比
色管中，加入 １ｍＬ的 ６％苯酚溶液，并迅速加入
５ｍＬ浓硫酸，静置１０ｍｉｎ，放在３０℃的水浴锅中
３０ｍｉｎ。以水作为空白对照，在４９０ｎｍ处测定吸光
度 Ａ［３］。以对照品浓度为横坐标，吸光度 Ａ为纵坐
标，得到回归方程Ｙ＝０７４３１Ｘ＋０００１６，ｒ＝０９９９４。
试验结果表明浓度在００～０６ｍｇ·ｍＬ－１的范围内曲
线线性良好。

２４供试品溶液的制备

精密称取２０ｇ柴胡粉末放进圆底烧瓶中，加入
２５倍量的９５％乙醇，在微沸条件下回流２ｈ进行脱
脂，减压回收乙醇。在一定温度下，向滤渣内加入

一定量的水进行回流，每提取１０ｍｉｎ搅拌１ｍｉｎ中，
提取一段时间后，趁热抽滤，反复抽提数次，合并

滤液，将滤液浓缩为水料比１∶１倍量的溶液。待溶
液冷却后，快速搅拌溶液并缓慢地向溶液中加入

９５％乙醇，使溶液含醇量达 ９０％，密闭静置 ２４ｈ。
将溶液放置在离心机中进行离心（８０００ｒ·ｍｉｎ－１），
弃去上清液，得柴胡粗多糖。用２０ｍＬ的蒸馏水将
粗多糖沉淀全部溶解，再向溶液里加入等量的

Ｓｅｖａｇｅ试剂，剧烈振摇３０ｍｉｎ，离心（同上）。吸取
上清液，加入上清液体积 １／４的 Ｓｅｖａｇｅ试剂，
振摇 ３０ｍｉｎ后离心（同上），反复操作数次，直
至将变性蛋白层除完，即得柴胡多糖溶液。用

移液管吸取１ｍＬ柴胡多糖溶液，置于 ５０ｍＬ容
量瓶中，加蒸馏水定容至刻度线处，既可得柴

胡多糖供试品溶液［４８］。按式（１）计算多糖提取
率（％）：

提取率（％）＝（多糖浓度 ×稀释因子 ×滤液体
积）／原料干重×１００％ （１）

２５方法学试验

２５１精密度试验　对葡萄糖对照品溶液进行５次平
行测定，计算吸光度 Ａ的 ＲＳＤ值为０９％，表明仪
器精密度良好。

２５２稳定性试验　对同一组供试品溶液分别在密
闭冷藏１、３、５、７、９、１１后测定吸光度 Ａ，计算
ＲＳＤ值为０９％，表明供试液在１１ｈ内稳定。
２５３重复性试验　按２４项下的方法在相同条件下
制备５份柴胡多糖供试液，测定吸光度 Ａ，计算
ＲＳＤ值为１２％，表明试验重复性良好。
２５４加样回收率试验 　 精密称取已知含量
（１９１６％）的柴胡样品粉末６份，每份２０ｇ，分别
精密加入无水葡萄糖对照品１００ｍｇ，按２４项下方
法制备供试品溶液，测定吸光度，计算柴胡多糖的

回收率为９７９％、ＲＳＤ值为２７％。

２６技术路线

本文在单因素试验基础上，根据 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
Ｄｅｓｉｇｎ方法的设计原理，以多糖提取率为响应值，
以单因素试验所得最适值为中心点，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘ
ｐｅｒｔ８０５进行响应面法进行优化，确定柴胡多糖的
最佳工艺条件。技术路线如图１所示。

图１　柴胡多糖提取工艺优化技术路线

·３４７·



２０１８年６月　第２０卷　第６期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊｕｎ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ６

３　结果与分析

３１单因素试验

３１１提取温度　精密称取柴胡粉末 ２０ｇ，加入
９５％乙醇在８０℃的条件下回流２ｈ，弃去乙醇。滤
渣加入水料比 １０∶１量的蒸馏水，分别在 ６０、７０、
８０、９０、１００℃下回流提取，每提取 １０ｍｉｎ搅拌
１ｍｉｎ，０５ｈ后趁热抽滤，浓缩溶液，加入 Ｓｅｖａｇｅ
试剂，除尽蛋白，在紫外分光光度计４９０ｎｍ处测定
吸光度Ａ，计算柴胡多糖提取率。

图２　提取温度对柴胡多糖提取率的影响

从图２上可以看出随着提取温度的升高，柴胡
多糖的提取率也一直在升高，在９０℃的时候提取率
增长开始变缓慢。造成这种变化的原因可能是高温

下多糖类成分会变得不稳定，长时间在高温下提取，

反而可能引起多糖提取下降，所以确定最优提取温

度为９０℃。
３１２水料比　精密称取柴胡粉末２０ｇ，加入９５％
乙醇在８０℃的条件下回流２ｈ，弃去乙醇。滤渣分
别加入水料比１０∶１、２０∶１、３０∶１、４０∶１、５０∶１量的蒸
馏水，在 ９０℃下回流提取，每提取 １０ｍｉｎ搅拌
１ｍｉｎ，０５ｈ后趁热抽滤，浓缩溶液，加入 Ｓｅｖａｇｅ
试剂，除尽蛋白，在紫外分光光度计４９０ｎｍ处测定
吸光度Ａ，计算柴胡多糖提取率。

图３　水料比对柴胡多糖提取率的影响

从图３上可以看出随着水料比的升高，提取率
也一直在升高，在水料比为３０∶１的时候提取率增长
开始变缓慢。分析造成这种变化的原因可能是越多

的溶剂越有利于多糖成分的溶出，但当溶剂量达到

一定水平后，多糖成分已经充分溶出，再增加提取

溶剂无助于增加多糖提取率，所以确定最优水料比

为３０∶１。
３１３提取时间　精密称取柴胡粉末 ２０ｇ，加入
９５％乙醇在８０℃的条件下回流２ｈ，弃去乙醇。滤
渣加入水料比３０∶１量的蒸馏水，在９０℃下回流提
取，每提取 １０ｍｉｎ搅拌 １ｍｉｎ，分别在 ０５、１０、
１５、２０、２５ｈ后趁热抽滤，浓缩溶液，加入
Ｓｅｖａｇｅ试剂，除尽蛋白，在紫外分光光度计４９０ｎｍ
处测定吸光度Ａ，计算柴胡多糖提取率。

图４　提取时间对柴胡多糖提取率的影响

从图４上可以看出随着提取时间的升高，提取
率也一直在升高，在２０ｈ的时候提取率最高，超
过２０ｈ后提取率开始降低。分析造成这种变化的
原因可能是随着提取时间的增加，多糖成分可以更

加充分的溶出，但当时间超过２０ｈ，在一定温度下
过长的提取时间导致多糖类成分被破坏，所以确定

最优提取时间为２０ｈ。
３１４提取次数　精密称取柴胡粉末 ２０ｇ，加入
９５％乙醇在８０℃的条件下回流２ｈ，弃去乙醇。滤
渣加入水料比３０∶１量的蒸馏水，在９０℃下回流提
取，每 １０ｍｉｎ搅拌１ｍｉｎ，２０ｈ后分别重复浸提１
次、２次、３次、４次、５次，浓缩溶液，加入
Ｓｅｖａｇｅ试剂，除尽蛋白，在紫外分光光度计４９０ｎｍ
处测定吸光度Ａ，计算柴胡多糖提取率。

图５　提取次数对柴胡多糖提取率的影响

从图５可以看出提取２次之后，提取率变化不

·４４７·
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大。考虑到实际应用中要注意溶剂用量和浓缩滤液

的问题，所以确定最优提取次数为２次。

３２响应面试验

３２１试验设计　根据单因素试验结果，２次提取
后，柴胡中大部分多糖成分已充分溶出。因此，在

进行响应面试验时将提取次数固定为２次，不再进
行考察，以柴胡多糖提取率为响应值，选取提取温

度、水料比、提取时间三个影响因素进行三因素三

水平的试验，因素水平设计见表３［９１４］。

表３　响应面试验的因素水平

水平
因素

Ａ提取温度／℃ Ｂ水料比 Ｃ提取时间／ｈ

－１ ８０ ３０∶１ １５

０ ９０ ４０∶１ ２０

１ １００ ５０∶１ ２５

运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５软件，进行响应曲面法
设计优化试验的方案，得到１７组试验方案，具体结
果见表４。

表４　试验方案和结果
编号 Ａ提取温度／℃ Ｂ水料比 Ｃ提取时间／ｈ 提取率（％）

１ ９０ ４０∶１ ２０ １８９５

２ ８０ ４０∶１ ２５ １６９５

３ ９０ ４０∶１ ２０ １９０２

４ １００ ４０∶１ １５ １８７５

５ １００ ５０∶１ ２０ １９２５

６ １００ ４０∶１ ２５ １８４１

７ １００ ３０∶１ ２０ １８４９

８ ８０ ５０∶１ ２０ １６６９

９ ８０ ４０∶１ １５ １６４２

１０ ９０ ３０∶１ ２５ １８５６

１１ ９０ ４０∶１ ２０ １８９７

１２ ８０ ３０∶１ ２０ １５２７

１３ ９０ ５０∶１ １５ １８８５

１４ ９０ ４０∶１ ２０ １８９８

１５ ９０ ５０∶１ ２５ １８６４

１６ ９０ ３０∶１ １５ １７９６

１７ ９０ ４０∶１ ２０ １９０１

３２２试验结果分析　利用响应面软件处理数据可

得方差分析结果（具体结果见表５），以及试验变量
与响应值间的回归方程Ｙ＝１８９９＋１２０Ａ＋０３９Ｂ＋
００７２Ｃ－０１６ＡＢ－０２２ＡＣ－０２０ＢＣ－１２２Ａ２ －
０３５Ｂ２－０１４Ｃ２。所得模型对响应值影响极显著
（Ｐ＜００１），具有较高的可信度；相关系数 ｒ＝
０９８３６，校正系数Ｒ２Ａｄｊ＝０９２５４，说明该模型能
解释９２５４％的响应变化，即模型与实际情况拟合较
好。三个因素中提取温度对响应值具有极显著影响，

对试验结果的影响最大，其次为水料比，影响最小

的是提取时间。

表５　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 ２０３４ ９ ２２６ ２３０４ ００００２ 

Ａ １１４５ １ １１４５ １１６７６ ＜００００１ 

Ｂ １２４ １ １２４ １２６４ ０００９３ 

Ｃ ００４２ １ ００４２ ０４３ ０５３３５

ＡＢ ０１１ １ ０１１ ０１１ ０３２６９

ＡＣ ０１９ １ ０１９ １９３ ０２０７４

ＢＣ ０１６ １ ０１６ １６７ ０２３６９

Ａ２ ６２２ １ ６２２ ６３４５ ＜００００１ 

Ｂ２ ０５ １ ０５０ ５１３ ０５８０

Ｃ２ ００８０ １ ００８０ ０８２ ０３９５９

残差 ０６９ ７ ００９８

失拟误差 ３３２×１０－３ ４ ８３０×１０－４

总和 ２１０２ １６

注：Ｐ＜００５为显著；Ｐ＜００１为极显著。

响应面法可以比较直观的反应出各个试验因素

对试验结果影响的大小以及各试验因素之间的关系，

具体见图６～８。
由图６～８可以看出，提取温度与水料比、提取

温度与提取时间、水料比与提取时间的交互作用对

提取率具有显著性影响。分析图６、图７可知，温度
曲线的变化比水料比、时间曲线剧烈，说明温度因

素对试验的影响大于其它两因素；分析图 ８可知，
水料比曲线的变化比时间曲线剧烈，表明水料比因

素对试验的影响大于时间因素。结果与由表５所得
结论相符。

利用响应面软件中的Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ选项卡对回归方
程式２进行偏导数分析，可知柴胡多糖的最佳提取
工艺为提取温度９５０２℃、水料比４６２７∶１、提取时
间１７ｈ，预测最大提取率为１９３９％。

·５４７·
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图６　提取温度与水料比交互作用的等高线与响应面

图７　提取温度与提取时间交互作用的等高线与响应面

图８　水料比与提取时间交互作用的等高线与响应面

·６４７·
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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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