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快速溶剂萃取提取白藜芦醇和白藜芦醇苷工艺的响应面优化

曹静亚1，2，迟晓峰1，2，陈 涛1，2，董 琦1，2，谭 亮1，2，胡风祖1，2*
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摘 要: 以白藜芦醇和白藜芦醇苷的总量为指标，考察了超声、加热回流、快速溶剂萃取( ASE) 三种提取方法对

青海栽培何首乌中白藜芦醇和白藜芦醇苷提取效果的影响，通过单因素实验和响应面法优化 ASE 的提取条件，

在单因素实验基础上筛选出乙醇浓度、提取温度、提取时间三个主要因素。结果表明，ASE 在提取效果上优于

其他两种方法，通过响应面分析得出最佳组合条件为: 乙醇浓度 51%，提取温度 96 ℃、提取时间 16 min。快速

溶剂萃取法简单、快捷、高效，适用于何首乌中白藜芦醇和白藜芦醇苷的提取。
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Optimization of Accelerated Solvent Extraction of Ｒesveratrol and
Polydatin Using Ｒesponse Surface Methodology
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Abstract: The total content of resveratrol and polydatin was used as the investigation index． The efficiency of ultrasonic
extraction，heating reflux extraction and accelerated solvent extraction ( ASE) for the extraction of resveratrol and polyda-
tin in cultivated Polygonum multiflorum from Qinghai was compared． The extraction conditions of ASE were optimized
through single-factor test and response surface methodology ( ＲSM) ． To obtain the maximum of extraction yield of res-
veratrol and polydatin，three main factors including ethanol concentration，extraction temperature and extraction time were
selected and further optimized using ＲSM on the basis of single factor experimental results． As a result，ASE was
markedly superior to the other two methods． The optimal conditions of ASE were as follows: 51% of aqueous ethanol，ex-
traction temperature of 96 ℃，and extraction time of 16 min． ASE was simple，rapid and efficient，and was appropriate for
the extraction of resveratrol and polydatin in P． multiflorum．
Key words: cultivated Polygonum multiflorum; resveratrol; polydatin; accelerated solvent extraction; response surface
methodology

何首乌为蓼科植物何首乌( Polygonum multiflo-
rum Thunb． ) 的干燥块根，其性微温，味苦、甘、涩。
何首乌在临床应用上有“生首乌”和“制首乌”之别，

前者功能解毒、消痈、润肠通便，后者补肝肾、益精

血、乌须发、强筋骨［1］。
何首乌主要含有蒽醌类、芪类和卵磷脂三大类

成分，其中芪类化合物中的白藜芦醇具有明显的抗

氧化、抗肿瘤生物活性［2，3］。白藜芦醇在自然条件

下以自由态和糖苷两种形式存在。对白藜芦醇苷的

提取通常采用加热回流的方法，张建超［4］等人对虎

杖中白藜芦醇苷的提取分离工艺进行了研究，得到

醇提工艺的最优条件为: 95%乙醇回流提取 3 次，每

次 2 h。该种方法操作复杂，耗时长。而白藜芦醇具

有热敏性，回流提取时间长时，原料长时间受热，在

提取过程中易遭到破坏［5］。
ASE 是指在密闭容器内于高温( 50 ～ 200 ℃ ) 和

高压( 500 ～ 3000 psi) 条件下，在短时间内，用有机

溶剂提取固体或半固体样品的一种新型样品前处理

方法［6］。与超声、微波、回流、超临界萃取等成熟方

法相比，ASE 有有机溶剂用量少、提取时间短、萃取

效率高、操作简单方便、安全和自动化程度高等优

点［7］。因此本研究选用快速溶剂萃取法( ASE) 对何



首乌中的白藜芦醇和白藜芦醇苷进行提取，并采用

响应面分析法得到了 ASE 提取白藜芦醇和白藜芦

醇苷最优的工艺参数，为白藜芦醇和白藜芦醇苷的

提取开发利用提供了技术支撑。

1 材料与方法

1． 1 材料、试剂与仪器

本实验中栽培何首乌材料由青海西宁市廿里铺

蓓蕾花木有限公司提供，样品经阴干，粉碎后，过孔

径 0． 175 mm 筛，冷藏保存; 白藜芦醇( 批号: 111535-
200502) 购自中国药品生物制品检定所，白藜芦醇

苷( 批号: H-012-110420 ) 购自成都瑞芬思生物科技

有限公司; 乙腈( 色谱纯) 山东禹王; 自制超纯水; 其

余试剂均为分析纯。
ASE350 快 速 溶 剂 萃 取 仪 ( 美 国 DIONEX 公

司) ; Agilent1260 高效液相色谱仪 ( 美国安捷伦公

司) ，色谱柱 Agilent Eclipse-XDB C18 ( 5 μm，250 × 4．
6 mm) ; MOLELEMENT 元素型超纯水机( 上海摩勒

生物科技有限公司) ; METTLEＲ TOLEDO PL203 和

XS204 电子天平( 瑞士梅特勒-托利多公司) 。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 HPLC检测条件
色谱 柱: Agilent Eclipse-XDB C18 ( 250 mm ×

4. 6 mm，5 μm) ，流动相∶ V( 乙腈) ∶ V( 水) = 23∶ 77;

流速 1． 0 mL /min，柱温 25 ℃，检测波长 306 nm。
1． 2． 2 不同提取方法的考察
1． 2． 2． 1 超声提取法

准确称取 0． 1 g 何首乌样品，置于三角瓶中，精

密加入 50%的乙醇溶液 25 mL，置于超声波清洗器

中提取一次，提取时间 40 min，提取功率 500 W。提

取液过滤后，经 0． 45 μm 滤膜过滤，进液相进行分

析。
1． 2． 2． 2 加热回流法

准确称取 0． 1 g 何首乌样品，置于磨口三角瓶

中，精密加入 50%的乙醇溶液 25 mL，称重，于 70 ℃
下回流提取 40 min，用提取溶剂补重。提取液过滤

后，经 0． 45 μm 滤膜过滤，进液相进行分析。
1． 2． 2． 3 ASE 法

准确称取 0． 2 g 何首乌样品，置于 34 mL 不锈

钢萃取池中，以 50% 的乙醇溶液为提取溶剂，提取

一次，提取时间 10 min，提取温度 70 ℃。用提取溶

剂将提取液定容至 100 mL，经 0． 45 μm 滤膜过滤，

进液相进行分析。
1． 2． 3 标准曲线的绘制

精密称取对照品白藜芦醇 0． 128 mg 和白藜芦

醇苷 1． 63 mg，置于 10 mL 棕色容量瓶中，用 50%的

乙醇溶液溶解并稀释至刻度，摇匀。配置成浓度分

别为 12． 8 μg /mL 和 163 μg /mL 的对照品溶液。吸

取以上对照品溶液 1． 00、2． 00、6． 00、8． 00、10． 00
μL，注入高效液相色谱仪进行检测，拟合峰面积( y)

和进样量( x，μg) 作回归曲线。
1． 2． 4 白藜芦醇和白藜芦醇苷提取率计算

按上述方法吸取 10 μL 供试品溶液注入高效液

相色谱仪，重复进样三次，峰面积取平均值。将峰面

积平均值代入回归方程，即可求出供试品溶液中白

藜芦醇和白藜芦醇苷的含量 C，带入下式计算白藜

芦醇和白藜芦醇苷的提取率。
E( mg /g) = ( C × V) / ( I × W)

式中: C 为回归方程求出的样品溶液中白藜芦

醇和白藜芦醇苷的含量( μg) ; V 为定容体积( mL) ; I
为进样量( μL) ; W 为样品处理前干重( g) 。
1． 2． 5 响应面法提取工艺试验设计

根据前期试验筛选，本实验主要考察乙醇浓度

( % ) 、提取时间( min) 和提取温度( ℃ ) 3 个因素对

响应值白藜芦醇和白藜芦醇苷提取率的影响，首先

进行单因素试验。通过单因素预实验，应用 Design-
Expert 7． 0． 0 软件，设计 3 因素 3 水平的响应面试

验。试验因素与水平设计见表 1。
表 1 响应面试验因素与水平表

Table 1 Factors and levels of response surface experiments

水平
Level

因素 Factor

乙醇浓度 A
Ethanol

concentration ( % )

提取温度 B
Extraction

temperature ( ℃ )

提取时间 C
Extraction
time ( min)

-1 30 70 5

0 50 90 15

1 70 110 25

2 结果与分析

2． 1 白藜芦醇和白藜芦醇苷含量的测定

按照“1． 2． 1”色谱条件，测得白藜芦醇和白藜

芦醇苷对照品与何首乌样品的液相色谱图见图 1。
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图 1 混合对照品( a) 及样品( b) 的 HPLC 图

Fig. 1 HPLC chromatograms of the mixed standards ( a) and the sample ( b)

( 1: polydatin; 2: resveratrol) ; ( 1: 白藜芦醇苷; 2: 白藜芦醇)

2． 2 线性关系

依据“1． 2． 3”项下标准曲线绘制方法，得回归

方 程: ( 1 ) 白 藜 芦 醇 Y = 6284． 61X-1． 69，Ｒ2 =
0. 9999，在 0． 0128 ～ 0． 128 μg 范围内成良好的线性

关系; ( 2) 白藜芦醇苷 Y =3964． 13X-8． 57，Ｒ2 = 0． 9999，

在 0． 163 ～1． 63 μg 范围内成良好的线性关系。
2． 3 不同提取方法的比较

由实验得出，三种不同的提取方法得到白藜芦

醇和白藜芦醇苷总含量( n = 5) 分别为: 超声提取法

( 21． 27 ± 0． 37 ) mg /g，加热回流法( 23． 69 ± 0． 45 )

mg /g，ASE 法( 25． 43 ± 0． 41 ) mg /g。对白藜芦醇和

白藜芦醇苷总含量的影响由高到低顺序为: ASE ＞
加热回流法 ＞ 超声提取法。其中，ASE 作为一种新

的提取方法提取效果最好，提取时间少，而且不需要

过滤步骤，避免了过滤过程中的损失。所以本实验

进一步对 ASE 提取何首乌中白藜芦醇和白藜芦醇

苷的条件进行优化。
2． 4 单因素实验结果

2． 4． 1 循环次数对白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取
率的影响

保持其它条件不变( 乙醇浓度在 50%，提取温

度 70 ℃，提取时间 10 min) ，考察循环次数分别为

1、2、3 的条件下，白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取率

的变化。结果表明，在循环次数为 1、2 次时，白藜芦

醇和白藜芦醇苷总提取率几乎不变，当循环 3 次时，

白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取率下降。因此，循环

次数选为 1 次。
2． 4． 2 乙醇浓度对白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取
率的影响

保持其它条件不变( 提取温度 70 ℃，提取时间

10 min，循环 1 次) ，考察乙醇浓度分别为 0%、30%、
50%、70%、100%的条件下，白藜芦醇和白藜芦醇苷

总提取率的变化。结果表明，在乙醇浓度为 0% ～
50%范围内，白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取率随乙

醇浓度的升高而增加，但当乙醇浓度大于 50% 时，

白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取率随乙醇浓度的升高

而减小。因此，考虑到得率和成本，乙醇浓度选择

50%左右为宜。
2． 4． 3 提取温度对白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取
率的影响

保持其它条件不变( 乙醇浓度 50%，提取时间

10 min，循环 1 次) ，考察提取温度分别为 25、50、70、
90、110 ℃ 的条件下白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取

率的变化。结果表明，提取温度对白藜芦醇和白藜

芦醇苷提取率有很大的影响，在 25 ～ 90 ℃ 范围内，

白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取率随温度的升高而增

加，超过 90 ℃后提取率几乎不再增加，因此，提取温

度以 90 ℃左右为宜。
2． 4． 4 提取时间对白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取
率的影响

保持其它条件不变( 乙醇浓度 50%，提取温度

90 ℃，循环 1 次) ，考察提取时间分别为 1、5、15、25、
35、45 min 条件下白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取率

的变化。结果表明，在 1 ～ 15 min 范围内白藜芦醇

和白藜芦醇苷总提取率随提取时间的升高而增加，

超过 15 min 后提取率随提取时间而缓慢下降，可能

是时间过长导致白藜芦醇和白藜芦醇苷结构遭到破

坏，因此提取时间以 15 min 左右为宜。
2． 5 响应面法优化白藜芦醇和白藜芦醇苷提取工

艺

2． 5． 1 模型方差分析
对白藜芦醇和白藜芦醇苷提取工艺进行响应面

分析，其具体试验方案及结果见表 2。
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表 2 白藜芦醇和白藜芦醇苷提取工艺条件的优化试验设

计及结果

Table 2 Optimization of extraction conditions and results of ex-
perimental design

试验号
No． A B C

提取率
Extraction

yield ( mg /g)

1 -1 1 0 30． 62

2 1 -1 0 26． 73

3 0 -1 1 26． 84

4 0 0 0 39． 94

5 1 0 -1 25． 01

6 1 1 0 30． 28

7 0 -1 -1 22． 52

8 1 0 1 26． 67

9 -1 -1 0 22． 52

10 0 1 -1 30． 02

11 -1 0 -1 22． 21

12 0 1 1 30． 96

13 0 0 0 40． 21

14 0 0 0 39． 81

15 0 0 0 39． 7

16 0 0 0 40． 97

17 -1 0 1 26． 18

综合考虑单因素试验结果，利用 Design-expert
7． 0． 0 统计软件对响应面试验数据进行回归拟合，

得到多元二次回归方程模型:

E = + 40． 13 + 0． 90A + 2． 91B + 1． 36C-
1. 14AB-0． 58AC-0． 84BC-7． 58A2-5． 01B2-7． 53C2

式中 E 为白藜芦醇和白藜芦醇苷的总提取率

( mg /g) ; A 为乙醇浓度( % ) ; B 为提取温度( ℃ ) ; C
为提取时间( min) 。

对该回归方程进行方差分析见表 3，可以看出，

回归模 型 ( P ＜ 0． 0001 ) 极 显 著，相 关 系 数 Ｒ2 =
0. 998，失拟项( P = 0． 9695 ＞ 0． 05 ) ，表明失拟项相

对于绝对误差不显著，因此，该模型对试验的拟合程

度良好，能较好的反映各因素与响应值之间的真实

关系，可以利用该模型对实验参数进行分析。由 F
值的大小可以推断，在所选择的试验范围内，3 个因

素对白藜芦醇和白藜芦醇苷总提取得率影响的顺序

为提取温度( B) ＞ 提取时间( C) ＞ 乙醇浓度( A) 。
二次项 A2、B2 和 C2 影响极显著，交互项 AB、BC 达

到极显著水平，AC 显著，表明各因素对白藜芦醇和

白藜芦醇苷总提取率的影响不是简单线性关系。

表 3 方差分析结果表

Table 3 ANOVA of regression analysis

参数
Parameter

平方和
SS

自由度
v

均方
MS

F 值
F value

P 值( Pr ＞ F)
P value

A 6． 41 1 6． 41 40． 98 0． 0004

B 67． 69 1 67． 69 432． 86 ＜ 0． 0001

C 14． 82 1 14． 82 94． 80 ＜ 0． 0001

AB 5． 18 1 5． 18 33． 10 0． 0007

AC 1． 33 1 1． 33 8． 53 0． 0223

BC 2． 86 1 2． 86 18． 26 0． 0037

A2 241． 79 1 241． 79 1546． 29 ＜ 0． 0001

B2 105． 71 1 105． 71 675． 99 ＜ 0． 0001

C2 238． 77 1 238． 77 1526． 96 ＜ 0． 0001

模型 Model 750． 48 9 83． 39 533． 27 ＜ 0． 0001

残差 Ｒesidual 1． 09 7 0． 16

失拟项 Lack of fit 0． 06 3 0． 02 0． 08 0． 9695

纯误差 Pure error 1． 04 4 0． 26

总离差 Cor total 751． 58 16

2． 5． 2 响应面分析
乙醇浓度( A) 、提取温度( B) 和提取时间( C) 3

个因素之间的交互作用对白藜芦醇和白藜芦醇苷的

总提取得率的影响如图 2 ～ 4 所示。
分析图 2a ～ 4a 可知，当乙醇浓度( A) 、提取温

度( B) 和提取时间( C) 取值较小时，效应面曲线较
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图 3 E = f( A，C) 的响应面( a) 及等高线图( b)

Fig. 3 Ｒesponse surface plot ( a) and contour plot ( b) of E = f ( A，C)
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图 4 E = f( B，C) 的响应面( a) 及等高线图( b)

Fig. 4 Ｒesponse surface plot ( a) and contour plot ( b) of E = f ( B，C)

陡，说明此时 A、B、C 对白藜芦醇和白藜芦醇苷的总

提取得率影响较为显著，但当 A、B、C 取值较大时，

效应面曲线较平缓，此时 A、B、C 对 E 影响较小。
分析图 2b ～ 4b 可知，当 A、B、C 取值较小时，等

高线密度大; 当 A、B、C 取值较大时，等高线密度较

小，说明 A、B、C 取值小时，对白藜芦醇和白藜芦醇

苷的总提取得率影响较为显著，与响应面规律相同。
同时，三个等高线图均呈明显的椭圆形，说明乙醇浓

度( A) 、提取温度( B) 和提取时间( C) 三因素之间的

交互作用均显著，与方差分析结果一致。
经过 Box-Behnken 设计优化提取条件，得到最

佳的提取工艺参数为: 乙醇浓度 51%，提取温度 96
℃，提取时间 16 min，此时白藜芦醇和白藜芦醇苷总

提取率理论值可达到 40． 60 mg /g。
2． 5． 3 验证实验

在此最佳工艺条件下，进行 3 次平行提取，测得

白藜芦醇和白藜芦醇苷平均总提取率为 40． 43 mg /
g。表明预测值与实际值之间具有很好的拟合性，从

而进一步证明响应面结果的可靠性。

3 结论

本研究采用 3 种提取方法提取青海栽培何首乌

中的白藜芦醇和白藜芦醇苷，结果 ASE 的提取效果

最佳。利用响应面法优化了 ASE 的提取工艺条件，

优化的最佳组合条件为: 乙醇浓度 51%，提取温度 96
℃、提取时间 16 min。实验结果表明: 响应面模型拟合
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程度高，实验误差小，具有实际应用价值，为白藜芦醇

和白藜芦醇苷的提取开发利用提供了技术支撑。
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