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Box-Behnken优化红景天中红景天苷
和酪醇的提取工艺
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［摘要］ 目的：优化红景天中红景天苷和酪醇的超声辅助低共熔溶剂提取工艺。方法：采用单因素试验研究提

取时间、含水量及液料比对红景天苷和酪醇提取率的影响，并在此基础上运用 Box-Behnken 响应面法对该提取条件

进行预测分析。结果：超声辅助低共熔溶剂法提取的最佳条件为提取时间 30 min，含水量 26%，液料比 38∶1，在

此条件下，红景天苷和酪醇的提取率分别为 11. 64、2. 02 mg·g–1，与模型预测值吻合。结论：利用 Box-Behnken 响

应面法优选的超声辅助低共熔溶剂法提取稳定可靠、切实可行，可为红景天的开发利用提供参考。
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[Abstract] Objective: To optimize the conditions forultrasound-assisted extraction of salidroside and tyrosol with

deep eutectic solvents from Rhodiola rosea. Methods: The effects of extraction time, water content, and liquid-solid ratio on

the yields of salidroside and tyrosol were analyzed by single factor test. On this basis, the extraction conditions were

optimized by Box-Behnken response surface methodology. Results: The conditions were optimized as extraction with the

water content of 26% and the liquid-solid ratio of 38∶1 for 30 min. Under these conditions, the yields of salidrosideand

tyrosol were 11.64, 2.02 mg·g–1, respectively, close to the predicted values. Conclusion: The ultrasound-assisted extraction

with deep eutectic solvents optimized by Box-Behnken response surface methodology is stable, reliable, and feasible, which

provides a reference for the development and utilization of R. rosea.

[Keywords] Rhodiola rosea L. ; ultrasound-assisted extraction; deep eutectic solvents; Box-Behnken response

surface methodology

红 景 天 为 景 天 科 （Crassulaceae） 红 景 天 属

（Rhodiola rosea L.） 多年草本或亚灌木野生植物，

主要以茎和根入药。其性平，味甘、微苦，具有益

气活血、通脉平喘的功效，常用于气虚血瘀、胸痹

心痛、卒中偏瘫等[1]。近代研究表明，红景天苷和酪

醇是红景天的主要活性组分，具有保护神经细胞、

增强机体免疫力、抑制癌细胞生长、防止肝纤维化

等药理作用[2-4]，被广泛应用于医药、化工、保健、

食品等领域。目前常用甲醇或乙醇提取红景天苷和

酪醇，甲醇或乙醇为提取溶剂存在着易燃、易爆、

易挥发、溶剂残留等问题。因此需要一种绿色高效

的提取溶剂来提取红景天苷和酪醇。

低共熔溶剂 （DESs） 是由 Abbott 等[5]合成的一

种新型绿色溶剂，主要由氢键受体和氢键给体两类
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化合物组成，具有廉价易得、难挥发、无毒、可生

物降解等优点，是传统溶剂的良好替代品[6-7]。吴蓉

等[8]以乙酰丙酸-乙二醇（1∶1）组成的DESs提取红景

天苷和酪醇，结果表明，在搅拌速率为 150 r·min–1，

料液比为 1. 0∶2. 5，提取温度为 60℃，提取时间为

65 min 时，红景天苷和酪醇的提取率最佳，分别是

同等条件下水和乙醇提取率的 1. 2、1. 1倍。但其提

取时间长，同时以价格昂贵的乙酰丙酸为氢键受体，

提取成本高，因此有必要对该提取方法进行改进和

完善。氯化胆碱是一种应用广泛的氢键受体，具有

廉价易得、绿色环保等优点。Ali等[9]以氯化胆碱为

氢键受体，苹果酸、草酸、对甲基苯磺酸等为氢键

给体制备了 11种 DESs，提取枸杞中的黄酮类化合

物。结果表明，氯化胆碱-对甲基苯磺酸（1∶2）组

成的DESs提取效果最佳。Zhou等[10]制备了以氯化胆

碱、甜菜碱及 L-脯氨酸为氢键受体的 12种 DESs，

用以提取桑叶中的酚酸类化合物。结果显示，氯化

胆碱为氢键受体，柠檬酸为氢键给体组成的DESs提

取效果最佳，远优于传统的甲醇提取和水提取。

Zhang等[11]以氯化胆碱为氢键受体，草酸等为氢键给

体制备了 6种DESs，提取茯苓多糖。发现氯化胆碱-

草酸（1∶2）组成的DESs，多糖提取率是传统热水

提取率的 8. 6倍。因此，本研究以氯化胆碱为氢键

受体，丙三醇等为氢键给体，制备了一系列的

DESs，并在超声辅助的条件下提取红景天中的红景

天苷和酪醇，同时运用 Box-Behnken 响应面法对该

提取工艺进行优化，以期为红景天中红景天苷和酪

醇的快速高效提取提供一种新思路，同时为后期的

红景天苷和酪醇的性能研究提供参考。

1 材料

1. 1 仪器

BT125D 型双量程电子分析天平 （德国多利斯

公司）；CT14RD 型高速冷冻离心机、LC2000型高

效液相色谱仪 （上海天美科学仪器有限公司）；

KQ2200DE 型超声仪（昆山市超声仪器有限公司）；

HH-420型磁力搅拌恒温水浴锅（上海力辰仪器科技

有限公司）。

1. 2 试药

对照品酪醇 （批号：H23M10Z89089，纯度≥
98%）、红景天苷 （批号： C13J8Q39713，纯度 ≥

98%）、氯化胆碱（分析纯）均购自上海源叶生物科

技有限公司；尿素、丙三醇、乙二醇、1,2-丙二醇、

丙二酸（天津科密欧化学试剂有限公司）均为分析

纯；甲醇 （天津巴斯夫分析试剂有限公司，色

谱纯）。

红景天饮片 （批号：20200801174） 购于洛阳

市，经河南科技大学基础医学院欧丽娜副教授鉴定

为景天科蔷薇红景天Rhodiola rosea L. 的干燥根茎。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

Kromasil-C18色谱柱（250 mm×4. 6 mm，5 μm）；

流动相：甲醇 -0. 2% 磷酸水 （18∶ 82）；流速：

0. 8 mL·min–1；进样量：20 μL；检测波长：276 nm；

柱温为室温。

2. 2 标准曲线的制备

精密称取红景天苷对照品12. 0 mg和酪醇对照品

10. 0 mg于烧杯内，甲醇溶解后，分别定容于 10 mL

棕色量瓶内。然后分别移取红景天苷对照品溶液

0. 4、0. 8、1. 2、1. 6、2. 0mL和酪醇对照品溶液0. 3、
0. 6、0. 9、1. 2、1. 5 mL，混合于10 mL棕色量瓶中。

最后移取上述混合对照品溶液2. 5mL于5mL量瓶中，

18%甲醇定容，0. 45 μm微孔滤膜滤过，即得红景天

苷和酪醇的混合对照品溶液。按2. 1项下色谱条件检

测，以对照品质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵

坐标（Y）绘制标准曲线。红景天苷：Y=7 178. 3X–

26 588（r=0. 999 6）；酪醇：Y=17 606X–29 055（r=

0. 999 7）。红景天苷在 24~120 μg·mL–1线性关系良

好；酪醇在15. 0~75. 5 μg·mL–1线性关系良好。

2. 3 DESs的制备

将氯化胆碱分别与丙三醇、尿素、乙二醇、1,2-

丙二醇、丙二酸按表 1的摩尔比混合于具塞锥形瓶

内，在 80℃水浴条件下搅拌至完全溶解，取出冷却

至室温，备用。

表1 DESs种类及摩尔比

编号

a

b

c

d

e

氢键给体

乙二醇

丙二酸

尿素

1,2-丙二醇

丙三醇

摩尔比

1∶2
1∶1
1∶2
1∶2
1∶2

注：氢键受体为氯化胆碱。
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2. 4 供试品溶液的制备

称取红景天粉末1. 0 g于具塞锥形瓶中，按照一定

的液料比加入不同含水量的DESs，室温条件下超声

（200W，20 kHz）提取一定时间后，移取提取液2mL，

10 000 r·min–1离心5 min（离心半径为 6. 36 cm），取

上清液1mL于5mL量瓶中，18%甲醇定容，0. 45 μm

微孔过滤器滤过，按 2. 1 项下色谱条件检测红景天

苷和酪醇的含量。

2. 5 响应面优化试验设计

在单因素试验的基础上，以红景天苷和酪醇的

提取率为评价指标，采用 Box-Behnken 响应面法对

超声辅助DESs提取红景天中红景天苷和酪醇的影响

因素进行优化，因素水平见表2。

2. 6 红景天苷和酪醇提取率的计算

根据样品的红景天苷和酪醇的平均峰面积和标

准曲线，按公式（1）和（2）计算红景天苷和酪醇

的提取率（Y）。

Y红景天苷=（A1+26 588）NV/7 178.3×103M （1）
Y酪醇=（A2+29 055）NV/17 606×103M （2）
式中，N为提取液的稀释倍数，V为提取液总体

积，M为红景天的质量，A1为红景天苷平均峰面积，

A2为酪醇平均峰面积。

2. 7 DESs组成的确立

将上述制备的 5种 DESs 与水 （4∶1），按照液

料比为 20∶1加入红景天药材粉末，在室温条件下

提取 20 min （图 1）。由图 1可知，红景天苷和酪

醇的提取率与 DESs 的组成有关，其中以尿素作为

氢键给体的 DESs 提取率最低；丙三醇与氯化胆碱

组成的 DESs 提取率最高。因此，本研究将以丙三

醇和氯化胆碱组成的 DESs 为提取溶剂，进一步探

讨超声辅助提取的最佳工艺条件。

2. 8 单因素试验

2. 8. 1 提取时间对红景天苷和酪醇提取率的影响

在含水量为 20%，液料比为 20∶1的条件下，研究

提取时间对红景天苷和酪醇提取率的影响，结果见

图 2。由图 2可知，随着提取时间的延长，红景天苷

和酪醇的提取率呈先升高后降低的趋势，在提取时

间为 30 min时，红景天苷和酪醇的提取率最高。这

可能是由于提取时间的延长，提高了植物细胞壁的

破碎程度，有利于红景天苷和酪醇的溶出，但提取

时间过长导致红景天苷和酪醇结构被破坏，提取率

降低[12]。因此，提取时间30 min较为合适。

2. 8. 2 含水量对红景天苷和酪醇提取率的影响 在

提取时间为30 min，液料比为20∶1的条件下，研究

含水量对红景天苷和酪醇提取率的影响，结果见图3。
由图 3可知，随着含水量的增加，红景天苷和酪醇

的提取率先升高后降低。当含水量为 30%时，红景

天苷和酪醇的提取率最高。这是由于含水量的升高，

降低了 DESs 的黏度，黏度的降低有利于提高 DESs

的传质效率[13]，提高红景天苷和酪醇在溶剂的扩散

系数。同时，含水量的升高提高了DESs的极性。红

景天苷和酪醇的极性较大，根据相似相溶原理，极

表2 红景天中红景天苷和酪醇提取工艺Box-Behnken

响应面试验设计因素与水平

水平

–1
0
1

提取时间（A） /min

20
30
40

含水量（B） /%

20
30
40

液料比（C）

30∶1
40∶1
50∶1

图1 DESs种类对提取率的影响

图2 提取时间对提取率的影响
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性增大有利于红景天苷和酪醇的溶解。当含水量超

过30%后，红景天苷和酪醇的提取率开始逐渐降低。

这可能是由于含水量的增加导致DESs分子间的氢键

断裂，超分子结构消失，使得红景天苷和酪醇的提

取率逐渐降低[14-15]。

2. 8. 3 液料比对红景天苷和酪醇提取率的影响 在

提取时间 30 min，含水量为 30% 的条件下，研究液

料比对红景天苷和酪醇提取率的影响，结果见图 4。
由图 4可知，随着液料比的增加，红景天苷和酪醇

的提取率先增大后逐渐降低。这可能是由于液料比

的升高使物料与溶剂接触更加充分，促进了红景天

苷和酪醇的溶出，因此提取率升高。但当液料比超

过 40∶1时，过多的提取溶剂削弱了超声波的能量，

使超声波不能有效地破坏植物细胞壁[16-17]，导致红景

天苷和酪醇的溶出量减少，提取率降低。

2. 9 Box-Behnken响应面法优化

2. 9. 1 Box-Behnken试验结果与方差分析 根据

Box-Behnken 设计原理，以提取时间 （A）、含水量

（B） 和液料比（C） 为自变量，以红景天苷提取率

（Y1）为主，酪醇提取率（Y2）为辅，进行三因素三

水平的响应面试验设计。结果见表3。

利用Design Expert 8. 0. 6软件对表3中的试验结果

进行回归拟合分析，得到二次回归方程：Y1=–3. 54+

0. 0301A+0. 240B+0. 406C+0. 00268AB–0. 00168AC–

0. 000 450BC–0. 005 18A2–0. 005 81B2–0. 004 56C2；

Y2=–3. 19+0. 0338A+0. 191B+0. 930C–0. 000475AB+

0. 00180AC+0. 00153BC–0. 000125A2–0. 00392B2–

0. 00260C2。

由表 4可知，回归方程的一次项和二次项极显

著，说明各因素对响应值不是简单的一次线性关系。

该模型的P<0. 000 1，表明建立的数学模型具有极显

著性，回归方程能很好地模拟真实曲面，方法可靠；

失拟项P=0. 556 4>0. 05不显著，说明该数学模型的

拟合度较好[18]。模型中一次项B、C，二次项A2、B2

和 C2对红景天苷提取率的影响极显著 （P<0. 001），

交互项 AB 红景天苷提取率的影响非常显著 （P<

0. 01），交互项AC红景天苷提取率的影响显著（P<

0. 05），模型复合相关系数（R2） =0. 986 7、校正决

定系数（R2
Adj） =0. 969 6，表明可用该数学模型和二

次回归方程来分析和预测红景天苷的提取率[19]。由

各因素的 F值可知 B>C>A，说明含水量对红景天苷

提取率的影响最大，其次为液料比，提取时间影响

最小。由表 5的酪醇方差分析结果可知，建立的数

图3 含水量对提取率的影响

图4 液料比对提取率的影响

表3 红景天中红景天苷和酪醇提取工艺Box-Behnken试验

设计和结果

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A

–1
1

–1
1

–1
1

–1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

B

–1
–1
1
1
0
0
0
0

–1
1

–1
1
0
0
0
0
0

C

0
0
0
0

–1
–1
1
1

–1
–1
1
1
0
0
0
0
0

Y1/mg·g–1

11.28
10.69
9.83
10.31
10.63
11.15
10.49
10.34
11.20
10.38
10.89
9.89
11.56
11.61
11.68
11.49
11.79

Y2/mg·g–1

1.25
1.63
1.48
1.67
1.86
1.89
1.03
1.78
1.61
1.26
1.18
1.44
2.03
1.94
1.97
2.08
2.10
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学模型 P=0. 001 2<0. 01，失拟项 P=0. 062 5>0. 05表
明建立的数学模型达到非常显著水平。一次项A、C

和二次项 C2酪醇提取率的影响非常显著；交互项

AC、BC 酪醇提取率的影响显著。酪醇数学模型的

R2和 R2
Adj分别为 0. 945 2、0. 874 8。由各因素的 F值

可知，提取时间对酪醇的提取率影响最大，其次为

液料比，含水量影响最小。

2. 9. 2 响 应 曲 面 拟 合 及 最 优 条 件 确 立 利 用

Design Expert 8. 0. 6软件得到红景天苷和酪醇的响

应面图（图 5）。由图 5可知，红景天苷和酪醇的响

应面均为开口向下的凸形曲面，说明在选定的区域

内，红景天苷和酪醇的提取率存在极大值。从图 5
中可直观地看出，含水量的曲面最为陡峭，对红景

天苷提取率的影响最大[20]，其次为液料比和提取时

间，与方差分析结果吻合。响应面在底面上的投影

为等高线图，等高线图的形状反映了两因素交互作

用对提取率的影响，圆形代表不显著，椭圆代表影

响显著[21]。由图5中的等高线图可知，提取时间和含

水量的等高线图呈椭圆形，因此对红景天苷的提取

率的影响最为显著。同理，由图 5可知，提取时间

对酪醇提取率影响最大，提取时间和液料比交互作

用对酪醇提取率的影响最显著。经 Design Expert

8. 0. 6软件优选的红景天苷最佳提取条件为提取时

间 29. 64 min， 含 水 量 26. 07%， 液 料 比 37. 86∶
1. 00，理论提取率为 11. 74 mg·g–1。酪醇的最佳提

取条件为提取时间 36. 26 min，含水量 29. 77%，液

料比39. 24∶1. 00，理论提取率为2. 08 mg·g–1。

2. 9. 3 验证实验 由于红景天苷是红景天的特征组

分且含量较高，因此对优化得到的红景天苷提取条

件进行了验证。为了方便操作将红景天苷提取的最

佳条件修正为提取时间 30 min，含水量 26%，液料

比 38∶1，进行 3次平行实验。结果表明，在此条件

下红景天苷和酪醇的平均提取率分别为 11. 64、
2. 02 mg·g–1，与预测值基本相符。说明基于 Box-

Behnken 响应面法建立的回归方程和数学模型稳定

可靠，优选的工艺参数准确可靠，具有一定的实际

参考价值。

3 结论

近年来，应用超声辅助技术提取中药材中活性

组分受到了研究者的广泛关注[22-23]。超声辅助提取主

要是利用超声波产生的空化效应、机械效应以及热

效应，提高物质分子的运动频率和速度，促进细胞

壁的破裂，从而使细胞内容物快速溶出，达到快速、

高效提取的目的。因此，与传统的热回流提取、煎

煮提取等方法相比，超声辅助提取可有效保障活性

组分从中药材中快速溶出，同时避免了长时间加热

而导致失活。本研究以氯化胆碱为氢键受体，尿素、

乙二醇、丙二酸、1,2-丙二醇、甘油为氢键给体，制

备了 5种绿色环保的 DESs。通过对比发现，在超声

辅助下氯化胆碱-丙三醇组成的 DESs 提取红景天苷

和酪醇效果最佳。在此基础上，采用设计方法简单、

可信度较高的Box-Behnken设计对超声辅助DESs提

取工艺进行了优化，建立了红景天苷和酪醇与提取时

间、含水量及液料比之间的多元数学统计模型。确立

表4 红景天苷提取率方差分析结果

方差来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总变异

平方和

6.280 00
0.008 45
1.670 00
0.380 00
0.290 00
0.110 00
0.008 10
1.130 00
1.420 00
0.870 00
0.085 00
0.032 00
0.053 00
6.370 00

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

0.700 00
0.008 45
1.670 00
0.380 00
0.290 00
0.110 00
0.008 10
1.130 00
1.420 00
0.870 00
0.012 00
0.011 00
0.013 00

F值

57.80
0.70

137.90
31.70
23.70
9.29
0.67
93.54
117.50
72.33

0.80

P值

<0.000 1
0.430 5

<0.000 1
0.000 8
0.001 8
0.018 6
0.439 8

<0.000 1
< 0.000 1
< 0.000 1

0.556 4

表5 酪醇提取率方差分析结果

方差来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总变异

平方和

1.730 0
0.230 0
0.004 1
0.180 0
0.009 0
0.130 0
0.093 0
0.065 0
0.650 0
0.280 0
0.100 0
0.081 0
0.019 0
1.830 0

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

0.190 00
0.230 00
0.004 10
0.180 00
0.009 00
0.130 00
0.093 00
0.065 00
0.650 00
0.280 00
0.014 00
0.027 00
0.004 73

F值

13.42
15.92
0.28
12.37
0.63
9.06
6.50
4.56
45.22
19.82

5.72

P值

0.001 2
0.005 3
0.611 0
0.009 8
0.453 1
0.019 7
0.038 1
0.070 1
0.000 3
0.003 0

0.062 5
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了红景天苷和酪醇提取的最佳工艺参数，即提取时间

30 min，含水量 26%，液料比 38∶1，在此条件下红

景天苷和酪醇的提取率分别为 11. 64、2. 02 mg·g–1，

与数学模型预测值基本相符，表明建立的数学模型

稳定、可靠，得到的最佳提取工艺条件具有一定的

实际应用价值，可为红景天苷和酪醇的快速高效提

取提供参考，同时可为红景天的质量控制和综合开

发利用提供借鉴。
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