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星点设计响应面法优选苦参总生物碱水提醇沉工艺
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［摘要］　目的：优化苦参水提醇沉提取工艺，获取苦参总生物碱最佳的工业化提取工艺条件及技术参数。
方法：采用ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合设计，以苦参总生物碱提取率和浸膏得率的总权重为评价指标，对液料比、提取
时间和醇沉浓度３个影响因素进行考察，以 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５软件对实验数据作统计处理，优选确定最佳提取条
件。结果：优化得到最佳工艺条件为加苦参饮片９倍量的水，回流提取２次，３ｈ／次，醇沉浓度为７０％，此工艺条
件下苦参中总生物碱的提取率可达１６２％，干膏得率为２２５１％。结论：优选得到的工艺稳定、可行，可作为苦参
工业化提取提供参考。
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苦参为豆科植物苦参ＳｏｐｈｏｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓＡｉｔ的干
燥根，具有清热燥湿、杀虫、利尿的功效。临床多

用于热痢、便血、黄疸尿闭、赤白带下、阴肿阴痒、

湿疹、湿疮、皮肤瘙痒、疥癣麻风；外治滴虫性阴

道炎等［１］。苦参主要含苦参碱、槐定碱、氧化苦参

碱、羟基苦参碱等多种生物碱类成分［２］，而以上各

种药理活性的发挥很大程度上依赖于苦参中所含的

总生物碱类成分［３４］。故采取较好的工艺参数条件，

将苦参中总生物碱类成分尽可能地从苦参饮片中提

取出来，对于苦参药用资源的进一步开发利用有着

积极的意义。仝燕等［５］的研究表明，水煎煮提取法

对苦参总生物碱提取效率相对更高，但经水提取后

的提取液包含了大部分水溶性杂质，如多糖类。结

合涂瑶生等［６］的研究结果可知，６５％左右的乙醇对
苦参总生物碱具有较好的选择性。故本研究充分结

合上述二者各自的优点采用水煎煮法提取苦参总生

物碱，结合醇沉法对提取物进行纯化，获取其最佳

提取工艺，以总生物碱得率和干膏得率的加权评分

值为响应，结合响应面法优化苦参总生物碱的提取

工艺，通过液料比、提取时间、醇沉浓度等因素水

平考察及多因素间的重叠交互作用考察，综合评判

苦参总生物碱提取率和干膏得率，为苦参中总生物

·４８０１·
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碱提取工艺的优化及其开发应用提供参考。

１　材料

１１仪器
水浴锅（天津泰斯特，ＸＭＴＤ２Ｍ）；电热套（天

津泰斯特ＩＢ）；分光光度计（北京通用仪器，ＴＵ
１２２１）；电子秤（上海万宝，ＡＣＳ３０）；旋转蒸发器
（上海亚荣，ＲＥ５２Ａ）。
１２试药

苦参碱对照品（上海融禾医药科技有限公司，批

号：１００３５，纯度大于 ９８％）；所用试剂均为分析
纯；水为纯化水。

苦参购于武汉天济中药材有限公司，批号为

１７１０２５，药材经湖南中医药大学中药鉴定教研室刘
安平教授鉴定为豆科植物苦参 ＳｏｐｈｏｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓＡｉｔ
的干燥根。

２　方法与结果

２１苦参提取物中总生物碱含量测定
２１１对照品溶液的制备　精密称取经１２０℃干燥至
恒质量的苦参碱对照品适量，以无水乙醇溶解，配制

成每１ｍＬ含１０ｍｇ的溶液作为对照品溶液。
２１２供试品溶液的制备　取苦参饮片适量，精密
称定，加提取用量的水回流，按规定的时间提取（提

取所用液料比、所需时间和乙醇沉淀浓度，分别按

照表４进行），提取液趁热滤过，合并滤液，浓缩至
相对密度为１１５～１２０后，加入９５％工业乙醇搅拌
调节至醇沉所需浓度，静止２４ｈ，取上清液，滤渣
再加９５％工业乙醇醇沉１２ｈ，合并两次上清液置于
旋转蒸发仪中回收乙醇，得苦参流浸膏，流浸膏转

入蒸发皿中，以少量乙醇润洗烧瓶，洗液转入蒸发

皿中，水浴蒸干，于１０５℃烘３ｈ，干燥器中放冷即
得干膏。取苦参干膏 ０２ｇ，精密称定，置于烧杯
中，加入１０ｍＬ２％盐酸溶液，调ｐＨ３～４［７８］，滤过，
液中加入５％ＮａＯＨ溶液调节ｐＨ１０～１１［７］，以三氯甲
烷萃取３次，分段萃取（依次为滤液体积的１倍、１／２
倍、１／２倍），合并三氯甲烷层，水浴蒸干，残渣加无
水乙醇溶解，定容至１０ｍＬ，摇匀，作为供试液备用。
２１３　重复性试验　取同一批苦参干膏粉（批号：
１６０６００１）５份，照 ２１２项下，自 “取苦参干膏

０２ｇ，精密称定，置于烧杯中”起依法操作，制备
供试品溶液，按２１５项下方法测定，结果见表１。

表１　重复性试验结果
取样量／ｇ 总生物碱含量／ｍｇ 平均含量／ｍｇ ＲＳＤ／％

０２０２５ ３０１７３ ３０１ ０１９５

０２０１８ ３００６８

０２０２０ ３００９８

０２０１５ ３００２４

０２０２３ ３０１４３

２１４加样回收试验　各取６份已知含量的同一批次
（批号：１６０６００１）苦参干膏粉，每份供试样品约
０１５ｇ，精密称定。分别向各供试样品中准确加入
近等质量的苦参碱对照品，照２１５项下条件逐一
进行测定。加样回收率计算结果见表２。

表２　加样回收率试验结果（ｎ＝６）
样品质量／

ｇ
总生物碱

含量／ｍｇ
实测值／
ｍｇ

加入量／
ｍｇ

回收率／
％

平均回

收率／％
ＲＳＤ／
％

０１５１２ ２２２２６ ３９６０８ ２０００ ９８０４ ９９５９ ０８５５８

０１５０８ ２２１６８ ３９９０６ ２０００ ９９５３

０１５１５ ２２２７１ ４００１１ ２０００ １０００６

０１５０５ ２２１２４ ４０１０７ ２０００ １００５４

０１５１８ ２２３１５ ３９８９５ ２０００ ９９４８

０１５１０ ２２１９７ ３９９７８ ２０００ ９９８９

２１５总生物碱含量测定　取上述供试品５ｍＬ，精
密加硫酸滴定液２０ｍＬ，摇匀置水浴上加热，使残
渣完全溶解并除尽乙醇，放冷加蒸馏水３０ｍＬ，甲
基红指示液４滴，用氢氧化钠滴定液滴定至溶液显
微黄色，３０ｓ不褪色即达到滴定终点，按下式计算
苦参碱总生物碱含量。

总生物碱含量（ｍｇ）＝
（２０－

ＣＮａＯＨ×ＶＮａＯＨ
２ＣＨ２ＳＯ４

）×Ｔ

Ｖ取样 ×１０００
×Ｖ总

（１）

总生物碱提取率（％）＝ 总生物碱含量

干膏质量 ×１０００×１００

（２）
其中：Ｖ总为样品溶液的总体积，ｍＬ；Ｖ取样为滴

定时供试品的取样体积，ｍＬ；ＶＮａｏＨ为氢氧化钠滴定
液的消耗体积，ｍＬ；Ｔ为氢氧化钠滴定液相对总生
物碱的滴定度，５５２９ｍｇ·ｍＬ－１。

２２干膏得率

取干燥至恒重的蒸发皿，精密加入流浸膏１００ｍＬ，
水浴蒸干，于１０５℃烘３ｈ，干燥器中放冷，精密称
质量，计算即得。
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２３苦参中总生物碱的优选提取工艺设计

２３１试验设计　通过对多个影响综合评分因素全
面考察之后，本研究最终选取液料比（Ａ）、提取时
间（Ｂ）、提取次数和醇沉浓度（Ｃ）等４个关键影响因
素作为本次实验研究的自变量，鉴于提取次数为非

连续型变量，试验设计过程中可不考虑该因素的回

归分析［８］，结合实际生产及有关文献［７］，暂定提取

次数为２次。依据 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合的设计基
本原理，取液料比Ａ（倍）、提取时间Ｂ（ｈ）、醇沉浓
度Ｃ（％）３个因素，每个因素下各设定低、中、高３
个水平，依次赋值为－１、０、＋１。实验组中心组合
设计因素和各自水平见表３，采用加权评分法计算
苦参浸膏得率和总生物碱的得率两者总权重评分，

以总评分值为评价指标，按 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心设计
方案进行试验，结果见表４。

表３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计中心组合因素水平

水平
因素

Ａ液料比／倍 Ｂ提取时间／ｈ Ｃ醇沉浓度／％

－１ ６ １ ６０

０ ８ ２ ７５

＋１ １０ ３ ９０

表４　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验方案结果

试验组 Ａ Ｂ Ｃ 干膏得率／
％

总生物碱

得率／％
总权重评分

值／分

１ －１ －１ 　０ １７８７ １２９ ８９４０

２ ＋１ －１ ０ １９９７ １４９ １０１９０

３ －１ ＋１ ０ １７７８ １３５ ９１７０

４ ＋１ ＋１ ０ ２２３５ １６３ １１２５０

５ －１ ０ －１ １７５２ １３５ ９１２０

６ ＋１ ０ －１ ２２２１ １４７ １０５４０

７ －１ ０ ＋１ １７７５ １１９ ８４９０

８ ＋１ ０ ＋１ １９７６ １２３ ９０５０

９ ０ －１ －１ ２００２ １３３ ９５３０

１０ ０ ＋１ －１ ２１３８ １４２ １０１７０

１１ ０ －１ ＋１ １９４５ １２８ ９２００

１２ ０ ＋１ ＋１ ２１９４ １２６ ９６１０

１３ ０ ０ ０ ２２１５ １５５ １０８７０

１４ ０ ０ ０ ２２０２ １５９ １１０１０

１５ ０ ０ ０ ２１９５ １５４ １０７９０

１６ ０ ０ ０ ２２１３ １５７ １０９５０

１７ ０ ０ ０ ２２０５ １６１ １１１００
　　注：总权重评分值＝苦参干膏得率评分值 ＋苦参总生物碱得率
评分值；苦参干膏率评分值 ＝（苦参干膏率测得值／苦参干膏率测得
平均值）×４０；苦参总生物碱提取率评分值＝（苦参总生物碱提取率／
苦参总生物碱提取率平均值）×６０。

２３２模型拟合与方差分析　运用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ设
计软件对表 ４中的试验数据进行回归分析，计算
３个自变量提取液料比（Ａ）、提取时间（Ｂ）和乙醇浓
度（Ｃ）同应变量总权重评分值（Ｙ）之间的线性拟合回
归方程：Ｙ＝１０９４４＋６６４Ａ＋２９３Ｂ－３７６Ｃ＋
２０７Ｂ－２１５ＡＣ－０５８ＢＣ－６９２Ａ２－３６５Ｂ２－９５２Ｃ２。
从软件系统方差分析给出的结果可知：本实验拟合

度极为显著（Ｐ＝００００３＜００１），表明本次建立的
试验模型在选定的因素范围内具有较好的统计学意

义；设计模型的平方和为Ｆ＝１２７３３１，表明该模型
具有显著性。回归方程中自变量以Ａ、Ｃ、Ａ２、Ｃ２等
对总权重评分（Ｙ）的线性效应最为突出（Ｐ＜００１），
一次项即单因素中，以液料比（Ａ）对因变量的总权
重评分影响最为突出，醇沉浓度（Ｃ）次之；其中液
料比（Ａ）对总权重评分的影响为正相关，醇沉浓度
（Ｃ）对总权重评分的影响为负相关；而提取时间（Ｂ）
对总权重评分的影响差异不具有统计学意义；回归

方程二次项中以Ａ２、Ｃ２对总权重评分的线性效应最
为突出（Ｐ＜００１），其中以乙醇浓度（Ｃ）的影响最为
突出，液料比（Ａ）影响次之；响应面模型方差分析
结果见表５。

表５　响应面模型方差分析结果
来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 １２７３３１ ９ １４１４８ ２０５４ ００００３

Ａ ３５２４５ １ ３５２４５ ５１１８ ００００２

Ｂ ６８４４ １ ６８４４ ９９４ ００１６１

Ｃ １１３２５ １ １１３２５ １６４５ ０００４８

ＡＢ １７２２ １ １７２２ ２５０ ０１５７８

ＡＣ １８４９ １ １８４９ ２６９ ０１４５３

ＢＣ １３２ １ １３２ ０１９ ０６７４４

Ａ２ ２０１６３ １ ２０１６３ ２９２８ ０００１０

Ｂ２ ５５９４ １ ５５９４ ８１２ ００２４７

Ｃ２ ３８１６０ １ ３８１６０ ５５４１ ００００１

残差 ４８２０ ７ ６８９

失拟项 ４２４１ ３ １４１４ ９７６ ００２６０

误差 ５７９ ４ １４５

总离差 １３２１５２ １６

本试验模型拟合极显著（Ｐ＝００００３＜００１）、
Ｒ２＝０９６３５、失拟项 Ｐ＝４２４１值 ＞００５表明，回
归方程拟合度高，试验测定值与模型的预测值二者

较为接近，模型不存在显著失拟，故能够应用该模

型对该提取工艺进行响应面分析。将数据代入
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ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件运算，系统生成液料比、提取时间
和乙醇浓度因素对于响应值的三维曲面，见图１～３，
响应值的等高线分别见图４～６。

图１　提取时间、液料比对响应值三维图

图２　醇沉浓度、液料比对响应值三维图

图３　醇沉浓度、提取时间对响应值三维图

图４　提取时间、液料比对响应值等高线图

图５　乙醇浓度、液料比对响应值等高线图

图６　醇沉浓度、提取时间对响应值等高线图

直观对比以上３组曲面响应图可知，自变量 Ａ
（液料比）与自变量Ｂ（提取时间）的响应曲面三维图
像呈一个陡峭的曲面，故液料比与提取时间的交互

作用对应变量 Ｙ（总权重评分的影响较大）；提取液
料比（Ａ）醇沉浓度（Ｃ）两个交互作用对总权重评分
的影响较小，图１～３的均是向下开口的凸面，结合
回归方程可知，本次实验所考察的范围内存在响应

值的最大值；等高线图为圆形至椭圆形，响应面为

高度卷曲而规则的曲面，表明自变量与因变量之间

的函数关系不能完全采用一元线性方程描述，而采

用多元线性方程则能够更全面地表述液料比（Ａ）、
提取时间（Ｂ）、醇沉浓度（Ｃ）与总权重评分值（Ｙ）之
间的线性关系。

经过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件统计数据分析，系统预
测和推荐的最佳参考工艺为：液料比９２３倍、提取
时间２６０ｈ，醇沉浓度７０７２％，该工艺条件下理论
最优评分可达 １１２８９分，总生物碱提取率可达
１６３％、干膏率达２２５１％。为贴近工业实际操作，
将该工艺参数调整为：液料比９倍量、提取时间为
３ｈ、乙醇浓度为７０％进行验证实验。
２３３验证实验　准确称取苦参饮片 ３份，每份
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１０００ｇ，按优选的工艺条件进行总生物碱提取，结
果见表６。

表６　验证实验结果
％

实验号 总生物碱提取率 平均提取率 ＲＳＤ

１ １５９ １６２ ２２３

２ １６６

３ １６１

由表５中数据可知，结果与回归方程的预测
值基本接近，从而更加证实了该数学模型预测的

准确性，故采用中心组合星点设计响应面法优化
苦参中总生物碱提取工艺是具有实践和理论可行

性的。

３　讨论

本次研究采用了星点设计响应面中心组合法优
化苦参中总生物碱提取工艺，对液料比、提取时间

和醇沉浓度等自变量及自变量之间的交互作用进行

考察。将响应面三维图结合系统给出多元线性回归

方程发现，一次项中对苦参中总生物碱提取有极显

著性影响的主要是液料比和醇沉浓度，其中以液料

比（Ａ）对总权重评分的影响最大，醇沉浓度（Ｃ）次
之；液料比（Ａ）对总权重评分的影响为正相关，而
醇沉浓度（Ｃ）对总权重评分的影响为负相关，从而
提示醇沉浓度并不是越大越好，乙醇浓度在达到

７８％以后，总评分显著下降；而提取时间（Ｂ）为不
显著的影响因素（Ｐ＞００１），在一定范围内可以适
当调整以满足生产需求即可。二次项中，以 Ａ２、Ｃ２

对总权重评分的线性效应最为显著（Ｐ＜００１），其
中以醇沉浓度（Ｃ）的影响最大、液料比（Ａ）影响次
之，从而提示醇沉浓度对浸膏的收率及浸膏中生物

碱的含量有较大影响，是生产中应该监控的重要因

素；响应面三维曲面图提示，交互项中液料比（Ａ）
和提取时间（Ｂ）的交互作用对苦参总生物碱提取率
有较大影响。

综合本次实验优化结果可知，提取液料比控制

在８倍以上、提取时间２ｈ以上、乙醇浓度范围在
６６％～７８％时，总权重评分值均大于１１０分，说明
６６％～７８％乙醇对苦参总生物碱具有良好的选择性，
实际操作时可根据生产需求进行合理选择；考虑到

工业上提取液料比大于１０倍后，提取液的浓缩体积
较大对提取、浓缩所需设备及耗能提出更高的要求；

虽然单因素中醇沉浓度对总生物碱提取率影响虽占

其次，但醇沉不需要额外耗能（乙醇可回收利用），

并且能够沉淀大部分杂质成分，故在保障干膏率的

基础上可采取适当延长醇沉时间以提高苦参总生物

碱提取率。提取时间为不显著因素，同时考虑到工

业上提取２次基本上满足生产效益的需要，结合本
次所优化的工艺参数，得苦参总生物提取的最优工

艺条件为：液料比９倍量，提取２次、３ｈ／次，醇沉
淀浓度为７０％。
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