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响应面法优化假北紫堇总生物碱提取工艺
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摘要 目的: 采用响应面法优化热回流提取假北紫堇总生物碱的工艺研究。方法: 在单因素试验基础上，选取

4 因素 3 水平响应面法建立假北紫堇总生物碱得率与影响因子的多元二次回归方程，得到总生物碱的最佳提取条

件。结果: 假北紫堇总生物碱的最佳提取工艺为: 液料比 25 mL /g、提取时间 1. 7 h、提取温度 53 ℃、乙醇浓度 73%，

总生物碱得率为 1. 62%。结论: 实验结果表明二次多项式建立的数学模型具有良好的预测性，响应面法筛选得到

的总生物碱提取工艺稳定、可行，重现性好。
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藏药假北紫堇 Corydalis pseudoimpatiens Fedde
为罂粟科紫堇属植物，主要分布于青海、甘肃、四川、
西藏等地〔1〕，生于海拔 2 850 ～ 4 500 m 的山坡或山

谷石砾处。假北紫堇以全草入药，具有活血散瘀、行
气止痛、清热解毒的功效，主治胃脘痛、肝炎、胆囊

炎、腰腿痛、痈肿等〔2〕。化学成分研究表明本属植

物主要含有异喹啉类生物碱〔3-7〕。本文采用 Box-
Behnken 响应面法得到了假北紫堇总生物碱得率的

最佳提取工艺。现将结果报道如下。
1 仪器与材料

1. 1 仪器 759 紫外分光光度计，上海精密科学仪

器有限公司; AL204 电子天平，梅特勒-托利多仪器

( 上海) 有限公司。
1. 2 材料 实验用假北紫堇采自青海群加乡，经

中科院西北高原生物研究所植物学专家卢学峰副研

究员鉴定为罂粟科紫堇属植物假北紫堇 Corydalis
pseudoimpatiens Fedde 的干燥全草，自然阴干，粉碎;

leptopidine 对照品由中国科学院西北高原生物研究

所藏药研究重点实验室制得( 质量分数 97. 8% ) 。
2 方法与结果

2. 1 生物碱得率的测定

2. 1. 1 检测波长的选择: 在 250 mL 分液漏斗中加

入 0. 2 mol /L 冰醋酸-醋酸钠缓冲液( pH 3. 6) 20 mL
后，加入 4 mL 溴甲酚绿指示液，摇匀，以 50 mL 氯仿

萃取，取萃取液 10 mL 转移至 100 mL 量瓶中，加氯

仿定容。氯仿作为随行空白。在 200 ～ 800 nm 波长

范围内进行扫描，结果在 415 nm 波长处有最大吸

收。

2. 1. 2 标准曲线的制备: 精密称取干燥恒重的 lep-
topidine 对照品 6. 40 mg 于 25 mL 量瓶中，甲醇定

容，摇匀。量取对照品溶液 1. 0、2. 0、4. 0、6. 0、8. 0
mL，分别置于 25 mL 量瓶中，加入甲醇定容，摇匀。
分别取上述 5 种溶液 10 mL，在 60℃ 下减压蒸干。
待加入 20 mL 缓冲液溶解后分别置于分液漏斗中，

加入溴甲酚绿指示液摇匀，反应 5 min 后加入氯仿

30 mL，充分振摇，静置。分取氯仿层于已放入少量

无水硫酸钠的带塞锥形瓶，以上述缓冲液同法操作，

所得氯仿液作空白，以吸光度值 A 为纵坐标，对照

品浓度( μg /mL) 为横坐标，绘制标准曲线〔8〕，得到

吸光度( y) 与浓度( x) 之间的回归方程: y = 0. 013x
－ 0. 056，r = 0. 9995，表明对照品浓度在 10 ～ 80 μg /
mL 范围内与吸光度呈良好的线性关系。
2. 1. 3 得率计算: 依据上述标准曲线和吸光度值

进行假北紫堇总生物碱含量测定，并计算假北紫堇

中生物碱的提取得率。
2. 2 假北紫堇生物碱提取的单因素试验考察 称

取假北紫堇粗粉 5 份，每份 1. 00 g，分别考察液料

比、提取时间、提取温度、乙醇浓度和提取次数 5 个

单因素对总生物碱得率的影响。
2. 2. 1 液料比对总生物碱得率的影响: 当液料比

分别为 24 和 32 mL /g 时，生物碱得率均达到较大

值，且数值相近( 图 1) 。其原因主要是在此范围内，

溶剂用量的增加有助于生物碱的浸出，当液料比达

到 24 mL /g 时，液料比的进一步增加对提取率的影

响不大。故选取适宜 生 物 碱 提 取 的 液 料 比 为 24
mL /g 。
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图 1 液料比对假北紫堇总生物碱得率的影响

2. 2. 2 提取时间对总生物碱得率的影响: 总生物

碱得率在提取时间为 1. 5 h 时达到最大值，当时间

超出 1. 5 h 后，总生物碱得率反而呈现出下降趋势

( 图 2) 。可能是因为随着提取时间的增加部分不太

稳定的生物碱发生了降解。故选取 1. 5 h 作为总生

物碱的提取时间。

图 2 提取时间对假北紫堇总生物碱得率的影响

2. 2. 3 提取温度对总生物碱得率的影响: 当提取

温度在 40 ～ 50 ℃范围内，总生物碱得率随着温度的

升高而增加; 超过 50 ℃时，总生物碱得率反而略有

所降低( 图 3) 。这是因为温度升高后，生物碱的溶

出量减少; 也可能由于过高的温度使得生物碱结构

发生改变，故选择 50℃为较适宜的提取温度。

图 3 提取温度对假北紫堇总生物碱得率的影响

2. 2. 4 乙醇浓度对总生物碱得率的影响: 在乙醇

浓度为 70%时，总生物碱得率最高，随着乙醇浓度

的继续增大，总生物碱得率呈下降趋势( 图 4 ) 。当

乙醇浓度较小时，总生物碱的溶解度较小，随着乙醇

浓度的增大，也会将样品中的油脂类、三萜类等物质

提取出来，不利于生物碱的提取。因此选取总生物

碱提取的乙醇浓度为 70%。

图 4 乙醇浓度对假北紫堇总生物碱得率的影响

2. 2. 5 提取次数对总生物碱得率的影响: 提取次

数由 1 变为 2 时，总生物碱得率大幅增加，当提取次

数为 3 次及超过 3 次时，总生物碱的得率增加缓慢

( 图 5) 。故选择提取次数为 2 次。

图 5 提取次数对假北紫堇总生物碱得率的影响

2. 3 响应面法优化提取工艺 综合单因素试验结

果进行极差分析，在固定提取次数 2 次的条件下优

选出 4 个主要影响因素，按照响应面试验设计 4 因

素 3 水平( 共 29 个试验点，5 个中心点) 的方案进行

生物碱提取。每组试验重复 3 次，取其平均值。试

验设计因素编码及水平见表 1。29 组响应面试验结

果见表 2。方差分析见表 3。
对试验结果进行响应面软件分析，经二次回归

拟合后得到假北紫堇总生物碱得率( Y) 与上述 4 个

因素之间的模拟方程为: Y = 1. 62 + 0. 030A + 0. 11B
+ 1. 865 × 10 －3C + 0. 096D + 0. 025AB － 1. 350 × 10 －3

AC －2. 421 × 10 －3 AD + 0. 10BC + 0. 035BD + 8. 150 ×
10 －3CD －0. 14A2 －0. 18B2 －0. 073 C2 －0. 19D2。该回
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表 1 中心组合设计因素与水平表

因素

水平

A 液料比
/ ( mL/g)

B 提取
时间 /h

C 提取
温度 /℃

D 乙醇
浓度 /%

－ 1 16 1 50 60
0 24 1. 5 60 70
1 32 2 70 80

归模型 F 检验为显著( P ＜ 0. 01 ) ，其失拟项在 α =
0. 05 水平上为极显著( P ＜ 0. 01) ，其决定系数 Ｒ2 =
0. 9659，说明该拟合方程与实际情况相符，且误差较

小，能充分反映出各因素与响应值之间的关系，其影

响不是呈简单的线性关系。通过该方程发现，各种

因素之间存在一定的交互作用，其中 B、D、BC、A2、
B2、C2、D2 均呈极显著影响( P ＜ 0. 01 ) ，A 呈显著影

响，C、AB、AC、AD、CD、BD 之间的交互作用均不显

著。从单因素水平观察，其影响顺序为: B ( 提取时

间) ＞ D( 乙醇浓度) ＞ A( 液料比) ＞ C( 提取温度) 。
在有交互作用存在下，对假北紫堇总生物碱得率的

影响顺序为: BC ＞ BD ＞ AB ＞ CD ＞ AD ＞ AC。
2. 6. 2 响应面分析: 从各因素之间两两相互作用

的响应面图形( 图 6) 观察，曲线走势越平滑，其影响

越小; 图形曲线走势较陡，说明其影响最为显著。由

Design-Expert 7. 0 软件进行系统分析，得出影响假

北紫堇总生物碱得率的最佳提取工艺条件为: 液料

比 25. 11 mL /g、提 取 时 间 1. 72 h、提 取 温 度

53. 44℃、乙醇浓度 72. 98%，此时总生物碱得率理

论值为 1. 66%，结合实际操作修正后的工艺条件

为: 液料比 25 mL /g、提取时间 1. 7 h、提取温度为

53℃、乙醇浓度为 73%。按照此优化条件进行 3 组

表 2 响应面试验结果

编号
A 液料比
/ ( mL/g)

B 提取
时间 /h

C 提取
温度 /℃

D 乙醇
浓度 /%

Y 总生物碱
得率 /%

1 16 1. 5 40 70 1. 4078
2 16 1. 5 50 60 1. 1568
3 32 1. 5 40 70 1. 4089
4 24 1 40 70 1. 3944
5 16 2 50 70 1. 3344
6 24 1. 5 50 70 1. 6218
7 24 1. 5 50 70 1. 6220
8 24 1. 5 50 70 1. 6321
9 24 1. 5 40 60 1. 1833
10 24 1. 5 40 80 1. 4472
11 32 1 50 70 1. 1907
12 24 1. 5 50 70 1. 6038
13 16 1 50 70 1. 1561
14 16 1. 5 50 80 1. 3411
15 32 1. 5 50 60 1. 2551
16 24 1 60 70 1. 1561
17 24 1 50 60 1. 1203
18 24 2 40 70 1. 4018
19 24 1. 5 50 70 1. 6187
20 24 2 60 70 1. 5752
21 24 1. 5 60 80 1. 5197
22 24 2 50 80 1. 4505
23 24 1. 5 60 60 1. 2231
24 32 1. 5 50 80 1. 4297
25 16 1. 5 60 70 1. 3979
26 24 1 50 80 1. 1689
27 32 1. 5 60 70 1. 3936
28 24 2 50 60 1. 2627
29 32 2 50 70 1. 4704

表 3 拟合二次多项式模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 ＞ F 显著性

模型 0. 74 14 0. 053 28. 32 ＜ 0. 0001 ＊＊

A 0. 010 1 0. 010 5. 63 0. 0325 *

B 0. 14 1 0. 14 76. 85 ＜ 0. 0001 ＊＊

C 4. 176 × 10 －5 1 4. 176 × 10 －5 0. 022 0. 8829
D 0. 11 1 0. 11 59. 95 ＜ 0. 0001 ＊＊

AB 2. 573 × 10 －3 1 2. 573 × 10 －3 1. 39 0. 2588
AC 7. 290 × 10 －6 1 7. 29 × 10 －6 3. 926 × 10 －3 0. 9509
AD 2. 345 × 10 －5 1 2. 345 × 10 －5 0. 013 0. 9121
BC 0. 042 1 0. 042 22. 83 0. 0003 ＊＊

BD 4. 853 × 10 －3 1 4. 853 × 10 －3 2. 61 0. 1282
CD 2. 657 × 10 －3 1 2. 657 × 10 －4 0. 14 0. 7109
A2 0. 13 1 0. 13 72. 38 ＜ 0. 0001 ＊＊

B2 0. 20 1 0. 20 108. 91 ＜ 0. 0001 ＊＊

C2 0. 035 1 0. 035 18. 68 0. 0007 ＊＊

D2 0. 24 1 0. 24 128. 69 ＜ 0. 0001 ＊＊
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续表 3

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 ＞ F 显著性

残差 0. 026 14 1. 857 × 10 －3

失拟项 0. 026 10 2. 558 × 10 －3 24. 55 0. 0037 ＊＊

纯误差 4. 167 × 10 －4 4 1. 042 × 10 －4

总差 0. 76 28
决定系数 Ｒ2 = 0. 9659; 矫正的决定系数 Ｒ2

adj = 0. 9318

注: ＊＊P ＜ 0. 01，差异极显著; * P ＜ 0. 05，差异显著

图 6 各两两因素交互作用对假北紫堇总生物碱得率影响的响应面图

平行试验，得其平均实测值为 1. 62%，与其理论值

偏差为 2. 41%，可见采用上述响应面法优化的提取

条件可靠。
3 结论

用热回流法提取假北紫堇中总生物碱，根据单

因素试验结果，采用 Box-Behnken 试验设计以及响

应面分析得出最优工艺条件为: 液料比 25 mL /g、提
取时间 1. 7 h、提取温度为 53 ℃、乙醇浓度为 73%。
本实验采用 Box-Behnken 响应面法首次对假北紫堇

中总生物碱的提取工艺进行了优化，为其进一步开

发提供了科学、合理的理论和实验依据。
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