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响应面法优化铁棒锤根中
一种咪唑生物碱的超声提取工艺
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摘 要: 采用响应面法优化铁棒锤根中一种咪唑生物碱 Imidazole-2-Carboxylic acid butyl ester( ICABE) 的超声提

取工艺。在单因素试验基础上筛选出液料比、提取温度、提取时间三个主要因素，并通过响应面分析得到的最

佳工艺条件为: 液料比 23 mL /g、提取温度 58 ℃、提取时间 51 min，在此条件下的理论提取率为 0． 081%，实际测

得值为 0． 079%，两者较接近。验证试验表明，所得模型方程能较好地预测试验结果。
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Optimization of Ultrasonic-assisted Extraction of An Imidazole Alkaloid from
Aconitum pendulum Busch by Ｒesponse Surface Methodology
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Abstract: In this study，imidazole-2-carboxylic acid butyl ester ( ICABE) was ultrasonically extracted from Aconitum
pendulum Busch． Three influencing parameters，namely ratio of solvent to solid，extraction time and extraction tempera-
ture，were optimized using response surface methodology ( ＲSM) ． The optimum conditions were as follows: the ratio of
solvent to solid was 23 mL /g，extraction temperature was 58 ℃ and extraction time was 51 min． The predicted value of
extraction rate of ICABE was 0． 081% under the optimum conditions，and the experimental value was 0． 079% ． The vali-
dation test showed that the ultrasonic-assisted extraction process of ICABE was successfully optimized by ＲSM．
Key words: Aconitum pendulum Busch; imidazole alkaloid; ultrasonic-assisted extraction; response surface methodology

铁棒锤( Aconitum pendulum Busch) 为毛莨科乌

头属多年生草本植物，其原植物来源丰富，藏药铁棒

锤主产于青藏高原，在青海、陕西西部、甘肃南部、四
川西部亦有分布。《中华人民共和国卫生部药品标

准( 藏药) 》第一册以“铁棒锤”一名收录的药材为铁

棒锤和伏毛铁棒锤的干燥块根和幼苗［1］。铁棒锤

是民间常用草药之一，味苦、辛、性温、剧毒。有祛瘀

活络、止血镇痛等作用，用于神经痛、风湿关节痛、妇
女痛经、胃痛、牙痛、跌打损伤等［2，3］。铁棒锤中主

要药效成分为二萜生物碱类［4-6］，无咪唑类生物碱的

相关报道。另外，关于铁棒锤研究多集中在炮制工

艺上，而 对 提 取 工 艺 报 道 甚 少，且 工 艺 考 察 简

单［7-10］。本课题组利用高速逆流色谱技术从存放 3
年的铁棒锤根部提取物中首次分离得到了一种咪唑

类 生 物 碱 Imidazole-2-carboxylic acid butyl ester
( ICABE) 。ICABE 是含吡啶环的化合物，可作为蛋

白激酶的抑制剂，并且可用于治疗癌症［11］。因此研

究铁棒锤根中咪唑类生物碱的提取工艺对铁棒锤的

深入开发利用具有重要的意义。本文在单因素预试

验的 基 础 上，采 用 响 应 面 法 优 化 了 铁 棒 锤 根 中

ICABE 超声提取工艺参数，为更好地开发该传统中

药提供试验参考。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂

铁棒锤根 2009 年 8 月采集于青海省互助县北

山乡，由中国科学院西北高原生物研究所孙菁副研

究员鉴定。ICABE 对照品由实验室自制( 纯度 98%



以上) ; HPLC 分析用甲醇为色谱纯 ( 山东禹王公

司) ; 自制超纯水; 其余试剂均为分析纯。
1． 2 仪器与设备

Agilent 1260 高效液相色谱仪( 美国安捷伦公

司) : 配备 G1311C 四元泵、自动脱气机、G1316 柱温

箱、G1315D 二极管阵列检测器、G1329B 自动进样

器; KQ5200DE 型数控超声波清洗器( 昆山市超声仪

器有限公司) ; Agilent Eslipse-XDB C18 ( 250 mm ×
4. 6 mm，5 μm) 色谱柱; METTLEＲ TOLEDO PL203
和 XS204 电子天平( 瑞士梅特勒-托利多公司) 。
1． 3 试验方法

1． 3． 1 供试品溶液的制备
称取 1． 0 g 干燥的铁棒锤块根粉末( 80 目) ，置

于 50 mL 三角瓶中，在选定乙醇浓度( pH =2) 、液料

比、提取时间、提取温度等条件下超声提取两次，合

并提取液离心，上清液减压浓缩至无醇味，加 10 mL
水( pH =2) 溶解，过滤除去醇溶性杂质，滤液调 pH
为 10 后用 20 mL 氯仿萃取，萃取两次，氯仿层减压

浓缩至干后用无水乙醇定容至 5 mL。HPLC 测定前

0． 45 μm 有机滤膜过滤，即为样品溶液。
1． 3． 2 HPLC检测条件

Agilent Eslipse-XDB C18 ( 250 mm × 4． 6 mm，5

μm) 色谱柱; 梯度洗脱程序: 0 ～ 30 min，59% 乙腈;

30 ～ 32 min，59% ～ 70% 乙腈; 32 ～ 40 min，70% ～
90%乙腈; 40 ～ 50 min，90% 乙 腈，流 速: 1． 0 mL /
min; 检测波长: 230 nm; 柱温: 30 ℃。此条件下对照

品及样品色谱图如图 1。
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图 1 对照品( a) 及铁棒锤样品( b) 的 HPLC 图

Fig. 1 HPLC chromatograms of standard ( a) and A． pendulum sample ( b)

1． 3． 3 标准曲线的绘制
精密称取 ICABE 对照品 2． 74 mg，用无水乙醇

溶解 并 定 容 于 10 mL 容 量 瓶 中，配 制 成 浓 度 为

0. 274 mg /mL 的对照品溶液。吸取以上对照品溶液

5、10、20、30、40 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，得回

归方程 Y = 1251． 9X + 40． 98，相关系数 Ｒ2 = 0． 9998，

在 1． 37 ～ 10． 96 μg 范围内呈良好的线性关系。
1． 3． 4 提取率计算

按上述方法吸取 10 μL 样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，代入回归

方程，即可求出样品溶液中 ICABE 的含量 A，带入

下式计算提取率。

Ｒ ( % ) = AD
Bm × 100%

式中: A 为每次进样的 ICABE 含量( μg) ; B 为

进样体积( μL) ; D 为定容体积( mL) ; m 为原料质量

( mg) 。
1． 3． 5 响应面试验设计

通过单因素预试验，选择液料比( mL /g) 、提取

温度( ℃ ) 、提取时间( min) 3 个因素为自变量，以

ICABE 提取率为响应值，对铁棒锤的超声提取工艺

进行优化。采用 Design Expert 7． 0． 0 统计分析软

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

A 液料比
Solid-liquid
ratio ( mL /g)

B 提取温度
Extraction

temperature ( ℃ )

C 提取时间
Extraction
time ( min)

-1 15 45 40

0 20 55 50

1 25 65 60

2 结果与讨论

2． 1 单因素试验结果

2． 1． 1 提取溶剂对 ICABE提取率的影响
准确称取 1 g 干燥的 80 目铁棒锤根，置于 50

mL 三角瓶中，提取 30 min，提取两次，液料比为 15
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mL /g，提取温度为 45 ℃，考察不同酸性乙醇( pH =
2) 浓度和乙酸乙酯对 ICABE 提取率的影响。结果

表明，在 55% ～95%范围内，随乙醇浓度的增高，提

取率呈上升趋势; 在乙醇浓度达到 95% 左右时，提

取率达到最大; 乙酸乙酯的提取率比 95% 乙醇略

大。文献报道有用乙醚-三氯甲烷混合液加少量氨

水浸泡提取和用其他亲脂有机溶剂提取［12，13］，但考

虑到成本与安全问题，故选用 95% 的酸性乙醇液

( pH =2) 作为提取溶剂。
2． 1． 2 液料比对 ICABE提取率的影响

准确称取 1 g 干燥的 80 目铁棒锤根，置于 50
mL 三角瓶中，提取 30 min，提取两次，酸性乙醇( pH
=2) 浓度为 95%，提取温度为 45 ℃，考察不同液料

比对 ICABE 提取率的影响。结果表明，在 5 ～ 30
mL /g 范围内，随液料比的增大，提取率先呈上升趋

势，但当液料比超过 20 mL /g 时，提取率上升趋势则

趋于平缓。
2． 1． 3 提取时间对 ICABE提取率的影响

准确称取 1 g 干燥的 80 目铁棒锤根，置于 50
mL 三角瓶中，在酸性乙醇( pH = 2) 浓度为 95%，提

取温度为 45 ℃，液料比为 15 mL /g，提取两次，考察

不同提取时间对 ICABE 提取率的影响。结果表明，

在 20 ～ 60 min 内，随着提取时间的延长，提取率在

50 min 左右达到峰高值后又下降，推断该化合物在

混合因素的影响下长时间提取会对其稳定性有影

响。
2． 1． 4 提取温度对 ICABE提取率的影响

准确称取 1 g 干燥的 80 目铁棒锤根，置于 50
mL 三角瓶中，提取 30 min，提取两次，酸性乙醇( pH
=2) 浓度为 95%，液料比为 15 mL /g，考察不同提取

温度对 ICABE 提取率的影响。结果表明，随着温度

的升高，提取率不断上升; 当提取温度为 55 ℃左右

时，提取率达到最高值; 在 55 ～ 65 min 内，随着温度

的升高，提取率反而不断下降，说明 ICABE 在较高

温度下稳定性较差。
2． 2 响应面法优化铁棒锤根中 ICABE 的工艺

2． 2． 1 响应面设计与回归模型的建立
综合考虑单因素试验结果，响应面分析方案及

试验结果见表 2。从表 2 可以看出，液料比、提取温

度和提取时间的中心点试验值均高于析因点试验，

这与单因素试验的结果相吻合，说明该响应面设计

的 17 个试验点可信度较高。

表 2 响应面分析方案及试验结果

Table 2 Design and results of response surface analysis

试验号
No．

因素 factor

A 液料比
Solid-liquid
ratio ( mL /g)

B 提取温度
Extraction

temperature ( ℃ )

C 提取时间
Extraction
time ( min)

提取率
Yield ( % )

1 0 0 0 0． 076

2 0 0 0 0． 077

3 1 0 1 0． 064

4 1 -1 0 0． 066

5 0 -1 0 0． 051

6 -1 -1 0 0． 052

7 1 1 0 0． 075

8 0 0 0 0． 076

9 -1 0 1 0． 049

10 0 0 0 0． 079

11 0 1 -1 0． 051

12 1 0 -1 0． 066

13 0 0 0 0． 078

14 0 -1 1 0． 055

15 -1 0 -1 0． 042

16 0 1 1 0． 057

17 -1 1 0 0． 046

2． 2． 2 方差分析
利用 Design Expert 7． 0． 0 软件对表 2 试验数据

表 3 回归方程系数及其显著性检验

Table 3 Ｒegression coefficients and significance analysis

方差来源
Source

F 值
F value

P 值
P value

显著性
P ＞ F

模型 Model 153 ＜ 0． 0001 ＊＊

A 442． 37 ＜ 0． 0001 -

B 2． 37 0． 1677 -

C 16． 84 0． 0046 ＊＊

AB 29． 61 0． 001 ＊＊

AC 10． 66 0． 0138 *

BC 0． 13 0． 7275 -

A2 132． 25 ＜ 0． 0001 ＊＊

B2 209． 59 ＜ 0． 0001 ＊＊

C2 448． 42 ＜ 0． 0001 ＊＊

失拟度 Lack of Fit 1． 27 0． 3963 -

注: ＊＊P ＜ 0． 01 为极显著，* P ＜ 0． 05 为显著。
Note: ＊＊P ＜ 0． 01 indicates extremely significant difference，* P ＜ 0． 05
indicates significant difference．
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进行回归分析，得二次多元回归模型为: Ｒ = 0． 077
+ 0． 01A + 7． 5E-4 B + 2E-3 C + 3． 75E-3 AB-2． 25E-3 AC
+2． 5E-4BC-7． 725E-3A2-9． 725E-3B2-0． 014C2

对模型进行方差分析，结果见表 3。由表 3 可

以得出: 模型的 P ＜ 0． 0001，表明模型极显著; 失拟

项 P = 0． 3963 ＞ 0． 05，说明模型失拟度不显著; 模型

的调整确定系数 ＲAdj2 = 0． 9884，说明该模型拟合程

度良好，试验误差较小，可以用此模型对铁棒锤根中

ICABE 的超声提取工艺进行分析及预测。
模型回归方程的系数显著性检验如下: 一次项

A( P ＜ 0． 0001) 、B( P = 0． 1677) 、C( P = 0． 0046) ，表

明液料比、提取时间对 ICABE 提取率有显著影响，

提取温度影响不显著，在所选取的各因素水平范围

内，按对结果的影响排序，液料比 ＞ 提取时间 ＞ 提取

温度; 二 次 项 AB ( P = 0． 001 ＜ 0． 05 ) 、AC ( P =
0. 0138 ＜ 0． 05) ，表明液料比与提取温度以及液料比

与提取时间的交互作用对 ICABE 提取率影响显著。
2． 2． 3 效应面分析

根据二次多项式方程，分别绘制各指标与响应

值交互相的响应曲面图，用来确定各因素对铁棒锤

根中 ICABE 提取率的影响，结果见图 2 至图 4。
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Fig. 2 Ｒesponse surface plot ( a) and contour plot ( b) of Ｒ = f ( A，B)
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从图 2 可知，提取率随提取温度的升高先升高

后降低，成抛物线趋势，在 58 ℃左右达到最高值; 液

料比在 15 ～ 25 mL /g 范围内，随液料比的增大，提取

率不断增大，当液料比达到 23 mL /g 时，提取率增大

趋势不明显。从图 3 可知，提取时间对提取率的影

响成抛物线形，即随提取时间的增大，提取率呈先增

大后稍有下降趋势，在 51 min 左右达最大，其原因

可能与 ICABE 的稳定性有关。由图 4 可知，提取温

度和提取时间对提取率的影响呈抛物线趋势; 由方

差分析可知，液料比和提取温度对提取率影响的交

互作用较显著。
利用 Design Expert 7． 0． 0 软件对回归模型进行

进一步的典型性分析，得到最优提取工条件为: 液料

比 23 mL /g、提取温度 58 ℃、提取时间 51 min，此时

ICABE 的理论提取率为 0． 081%。采用此最佳工艺

条件平行提取三次，测得提取率为 0． 079%，与预测

值的相对误差为 2． 5%。因此，采用响应面法得到

的提取条件参数可靠，具有使用价值。

3 结论

本试验首次在单因素试验的基础上，采用 Box-
Behnken 响应面法优化了铁棒锤中 ICABE 的超声提

取工艺，确定的最佳 提 取 工 艺 条 件 为: 液 料 比 23
mL /g、提取温度 58 ℃、提取时间 51 min，此条件下

铁棒锤 ICABE 理论提取率可达 0． 081%，实际测得

值为 0． 079%，两者较接近，因此，试验所得模型方

程能较好地预测试验结果。本研究为应用超声技术

规模化提取 ICABE 提供了理论依据。
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