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摘　要：　利用响应面法优化多刺绿绒蒿中总黄酮的提取工艺．在单因素试验的基础上，选择乙醇
浓度、液料比和提取时间为自变量，以总黄酮提取率为响应值，进行Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合实验设计，采
用响应面法（ＲＳＭ）分析这些因素对总黄酮提取率的影响．响应面优化设计得出的最佳工艺为乙醇浓度

６４％，液料比３０：１，提取时间６６ｍｉｎ，总黄酮提取率达１．５２１％．
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　 　 多 刺 绿 绒 蒿 （Ｍｅｃｏｎｏｐｓｉｓ　ｈｏｒｒｉｄｕｌａ
Ｈｏｏｋ．ｆ．＆ Ｔｈｏｍｓｏｎ）为一年生罂粟科绿绒蒿属
草本植物，高约１５～２０ｃｍ，全株包被黄褐色或淡
黄色坚硬而平展的刺，主要分布于中国青海、西
藏、云南和甘肃，缅甸、印度东北部、不丹、锡金和
尼泊尔也有分布，生长于海拔３　０００～５　０００米的
山坡石缝中．多刺绿绒蒿味苦，有活血化瘀、止痛
功效，主要用于治疗头伤、跌打损伤等症［１－３］．通过
查阅相关文献［５－１１］，绿绒蒿属植物含有大量的黄
酮类化合物，多刺绿绒蒿的化学成分主要为黄酮、
生物碱和挥发油，其中以黄酮类化合物居多，而近
年来的研究表明，黄酮类化合物具有广泛的生物
学活性［１２－１４］．
为了充分开发利用藏药多刺绿绒蒿，本文运

用响应面分析法对多刺绿绒蒿总黄酮的提取条件

进行优化．

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
Ｔ６ 新世纪紫外－可见分光光度计：北京谱析

通用仪器有限责任公司生产；ＨＨ－６数显恒温水
浴锅：国华电器有限公司；ＡＬ２０４电子天平：梅特

勒－托利多仪器（上海）有限公司．
多刺绿绒蒿，采自青海省海北门源地区，由当

地藏医鉴定；芦丁对照品：上海顺勃生物工程有限
公司（含量大于９８％），批号：２０１２０３；亚硝酸钠、
硝酸铝、氢氧化钠和乙醇均为分析纯．
１．２　标准曲线的制备
１．２．１　芦丁贮备液配制
精密称取芦丁对照品８．７５ｍｇ，用３０％乙醇

溶解于２５ｍＬ容量瓶中，并稀释至刻度，摇匀，得
浓度为０．３５ｍｇ／ｍＬ贮备液．
１．２．２　制备标准曲线［４］

分别吸取贮备液０．０ｍＬ、０．５ｍＬ、１ｍＬ、１．５
ｍＬ、２ｍＬ、２．５ｍＬ，置于６个２５ｍＬ容量瓶中，再
分别用３０％乙醇约定容至１０ ｍＬ，摇匀，随后加
入５％ ＮａＮＯ２溶液１．０ｍＬ，摇匀，静置４ｍｉｎ，加
入 １０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液１．０ ｍＬ，摇匀，静置１０
ｍｉｎ，加入１ ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 溶液５ ｍＬ，摇匀，最
后３０％乙醇定容至刻度，充分混匀，放置１５ｍｉｎ，
得相应浓度的对照品溶液．５００ｎｍ处测吸光度
值，以该系列中１号对照品液（０ｍｇ／ｍＬ）为参比，
芦丁浓度Ｃ（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，相应的吸光度值
Ａ为纵坐标，作标准曲线，得标准曲线方程为：ｙ
＝２０．６１４ｘ＋０．０００　１，Ｒ２＝０．９９９　２．
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１．３　多刺绿绒蒿中总黄酮的提取
称取多刺绿绒蒿药材粉末（过４０目筛）１ｇ，

加入６０％乙醇２５ ｍＬ，超声５ｍｉｎ，后于７０℃热
回流７０ｍｉｎ，提取２次，合并滤液．浓缩滤液，并
用３０％乙醇１０ｍＬ溶解，精密量取０．５ｍＬ于
２５ｍＬ容量瓶中，按“１．２．２”项下方法操作，测量
吸光度．
１．４　多刺绿绒蒿中总黄酮的提取工艺设计
选择乙醇浓度（Ａ）、液料比（Ｂ）和提取时间（Ｃ）

等影响总黄酮提取率较大的因素，并根据影响多刺
绿绒蒿中总黄酮提取因素考察试验的结果选择相

应的实验水平．采用Ｄｅｓｉｇｎ　ｅｘｐｅｒｔ．Ｖ．８．０．６软件中
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合实验设计三因素三水平方
案，以多刺绿绒蒿总黄酮提取率为考察指标，通过
软件分析得出提取多刺绿绒蒿中总黄酮的最优工

艺参数．实验设计见表１．
表１　中心组合设计表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｃｅｎｔｒａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ　ｄｅｓｉｇｎ

实验因素
水平

－１　 ０　 １
乙醇浓度（Ａ）／％ ５０　 ６０　 ７０
液料比（Ｂ）／（ｍｌ／ｇ） ２０　 ２５　 ３０
提取时间（Ｃ）／ｍｉｎ　 ６０　 ７０　 ８０

２　结果与分析

２．１　影响多刺绿绒蒿中总黄酮提取因素考察
试验

２．１．１　乙醇浓度考察试验
称取药材粉末１ｇ，按“１．３”项下方法，于

７０℃，料液比１∶２５的条件下，乙醇浓度分别为
４０％、５０％、６０％、７０％ 和 ８０％，热 回 流 提 取
７０ｍｉｎ，考察试验结果如图１所示．

图１　乙醇溶液浓度考察试验结果
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
由图１可知，在乙醇浓度小于６０％时，提取

率随着乙醇浓度的增大而增大，当乙醇浓度大于
６０％时，提取率反而随之下降，且叶绿素等物质的
溶出增加，不利于测定，故选择乙醇浓度为６０％
左右．
２．１．２　液料比考察试验
称取药材粉末１ｇ，按“１．３”项下方法，于

７０℃，乙醇浓度６０％条件下，液料比分别为１０∶
１、１５∶１、２０∶１、２５∶１和３０∶１，热回流提取７０
ｍｉｎ，考察试验结果如图２所示．

图２　液料比考察试验结果

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｌｉｑｕｉｄ　ｔｏ　ｓｏｌｉｄ

由图２可以看出，当液料比达到２０∶１左右
时，随着提取剂用量增加，提取率变化不大，而
２５∶１之后，可能是杂质的溶出增加，影响了总黄
酮的溶出，提取率故略有所下降，所以选择液料比
为２５∶１左右．
２．１．３　提取时间考察试验
称取药材粉末１ｇ，按“１．３”项下方法，于

７０℃，乙醇浓度６０％，液料比２５∶１条件下，分别
热回流提取５０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ、７０ｍｉｎ、８０ｍｉｎ和
９０ｍｉｎ，考察试验结果如图３所示．

图３　提取时间考察试验结果

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｔｉｍｅ

由图３可知，提取时间在由５０ｍｉｎ逐渐上升
至７０ｍｉｎ时，总黄酮提取率显著增加，而７０ｍｉｎ
后，随着提取时间的延长提取率有所下降，可能是
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多刺绿绒蒿中黄酮类物质结构对热具有一定的不

稳定性，故选择提取时间为７０ｍｉｎ左右．
２．１．４　提取温度考察试验

图４　提取温度考察试验结果

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

称取药材粉末１ｇ，按“１．３”项下方法，于乙醇
浓度６０％，液料比２５∶１条件下，分别于４０℃、

５０℃、６０℃、７０℃和８０℃水浴中浸提７０ｍｉｎ，考
察试验结果如图４所示．
由图４可见，７０℃以后，随着提取温度的升

高，提取率有所下降，可能是多刺绿绒蒿中黄酮类
物质结构遭到破坏所致，另一方面杂质的溶出量
增加，影响测定，所以选择提取温度为７０℃左右．
２．２　响应面实验方案与相关数据分析结果
本文采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ．Ｖ．８．０．６软件，对

表２中响应面实验数据进行分析，得出回归方程
方差分析表及相应的响应曲面图．

表２　响应面实验方案及实验结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｄｅｓｉｇｎｓ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＲＳＭ

实验编号 乙醇浓度 液料比 提取时间 提取率

１ －１ －１　 ０　 １．１７４

２　 １　 ０　 １　 １．２９７

３　 ０ －１　 １　 １．２２３

４ －１　 １　 ０　 １．３６２

５ －１　 ０　 １　 １．０５５

６　 １ －１　 ０　 １．４６８

７　 ０ －１ －１　 １．３５６

８　 ０　 １　 １　 １．３１２

９　 ０　 ０　 ０　 １．４６４

１０　 ０　 １ －１　 １．５２６

１１　 １　 ０ －１　 １．４４１

１２ －１　 ０ －１　 １．２９２

１３　 ０　 ０　 ０　 １．４３６

１４　 １　 １　 ０　 １．４８３

１５　 ０　 ０　 ０　 １．３５２

１６　 ０　 ０　 ０　 １．４０８

１７　 ０　 ０　 ０　 １．３９７

　　响应面软件程序对表２中实验结果进行二次
回归响应面分析，得到的回归方程：多刺绿绒蒿总
黄酮的提取率＝１．４１＋０．１０＊Ａ＋０．０５８＊Ｂ－

０．０９１＊Ｃ－０．０４３＊Ａ＊Ｂ＋０．０２３＊Ａ＊Ｃ－０．０２０
＊Ｂ＊Ｃ－０．０６１＊Ａ２＋０．０２２＊Ｂ２－０．０７９＊Ｃ２
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表３　回归方程方差分析表

Ｔａｂｌｅ　３　ＡＮＯＶＡ　ｆｏｒ　ｑｕａｄｒａｔｉｃ　ｐｏｌｙｎｏｍｉａｌ　ｍｏｄｅｌ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ０．２３　 ９　 ０．０２６　 ２３．２０　 ０．０００　２ ＊＊＊

Ａ　 ０．０８１　 １　 ０．０８１　 ７３．５６ ＜０．０００　１ ＊＊＊

Ｂ　 ０．０２７　 １　 ０．０２７　 ２４．１７　 ０．００１　７ ＊＊

Ｃ　 ０．０６６　 １　 ０．０６６　 ６０．０１　 ０．０００　１ ＊＊

ＡＢ　 ７．４８２Ｅ－００３　 １　 ７．４８２Ｅ－００３　 ６．７８　 ０．０３５　３ ＊

ＡＣ　 ２．１６２Ｅ－００３　 １　 ２．１６２Ｅ－００３　 １．９６　 ０．２０４　４

ＢＣ　 １．６４０Ｅ－００３　 １　 １．６４０Ｅ－００３　 １．４９　 ０．２６２　３

Ａ２　 ０．０１６　 １　 ０．０１６　 １４．３４　 ０．００６　８ ＊＊

Ｂ２　 １．９７８Ｅ－００３　 １　 １．９７８Ｅ－００３　 １．７９　 ０．２２２　５

Ｃ２　 ０．０２６　 １　 ０．０２６　 ２３．７０　 ０．００１　８ ＊＊

残差 ７．７２８Ｅ－００３　 ７　 １．１０４Ｅ－００３

失拟项 ６．０８５Ｅ－００４　 ３　 ２．０２８Ｅ－００４　 ０．１１　 ０．９４７　４ Ｎｏｔ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

净误差 ７．１１９Ｅ－００３　 ４　 １．７８０Ｅ－００３

总误差 ０．２４　 １６

Ｒ２＝０．９６７　６ Ｒ２Ａｄｊ＝０．９２５　９

　　注：＊＊＊，Ｐ＜０．００１，差异极显著；＊＊，Ｐ＜０．０１，差异高度显著；＊，Ｐ＜０．０５，差异显著差异显著；Ｐ＞０．１，差异不

显著．

　　由表３可知，三个因素对提取率影响优先顺
序为：乙醇浓度＞液料比＞提取时间，回归模型Ｐ
值小于０．０００　１达到极显著水平，方程相关系数

Ｒ２＝０．９２５　９，说明该模型拟合度较好，失拟项Ｐ
＝０．９４７　４（Ｐ＞０．１）不显著，表明本实验所得二次
回归方程高度显著，实验设计可靠．两因素交互作
用对总黄酮提取率影响的响应面图如图５－７．

图５　乙醇浓度与液料比交互作用对总黄酮
提取率影响的响应面图

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｃｕｒｖｅ　ｆｏｒ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｙｉｅｌｄ　ｏｆ
ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ａｎｄ　ｒａｔｉｏ
ｏｆ　ｌｉｑｕｉｄ　ｔｏ　ｓｏｌｉｄ

图６　乙醇浓度与提取时间交互作用对总黄酮
提取率影响的响应面图
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图７　液料比与提取时间交互作用对总黄酮
提取率影响的响应面图
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３　验证实验

为了验证根据模型优化条件得到的最佳理论

工艺条件（乙醇浓度６４．３６％、液料比２９．８８∶１，
提取时间６６．０１ｍｉｎ时，总黄酮提取率理论值为
１．５３０％）的可靠性，实际操作中将工艺修正为乙
醇浓度６４％、液料比３０∶１和提取时间６６ｍｉｎ进
行实验，总黄酮得率为１．５２１％（ｎ＝３，ＲＳＤ＝
０．３９９％）与预测值相差不大．

４　结　论

采用响应面法优化乙醇热回流提取多刺绿绒

蒿中总黄酮，得出最优工艺条件为乙醇浓度
６４％，液料比３０∶１，提取时间６６ｍｉｎ，经检验，在
此工艺条件下，总黄酮提取率为１．５２１％（ｎ＝３），
与预测值相差不大，表明该模型是合理可靠的，具
有一定的应用价值．
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