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［摘　要］目的：优选黔产金樱子中总黄酮的提取工艺。方法：选取液料比、乙醇浓度和提取时间为自变量，
黔产金樱子中总黄酮的提取率为因变量，对自变量各水平进行多元线性回归和二项式拟合，采用响应面法选择

最佳工艺条件，并进行预测分析。结果：确定最优提取工艺是料液比为１∶３０，乙醇浓度为６５％，提取时间为
９０ｍｉｎ。结论：响应面法优化的金樱子中总黄酮的超声提取工艺简便可靠。
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　　金樱子是蔷薇科植物金樱子（Ｒｏｓａｌａｅｖｉｇａｔａ
Ｍｉｃｈｘ．）的干燥成熟果实，又名蜂糖罐，糖罐子、刺
榆子、金壶瓶等，临床用于遗精滑精，遗尿尿频，崩

漏带下，久泻久痢的治疗，在我国西南、华南、华中、

华东均有分布，尤其以贵州省分布广，产量高［１－２］。

《中国药典》规定金樱子的质量控制指标为多糖，所

以对其多糖研究甚多［３－５］。在金樱子中黄酮也是含

量较高的化合物，对其提取工艺的研究很少。星点

设计是在二水平析因设计的基础上增加了中心点和

极值点，具有试验次数低、精密度高等优势［６］。本试

验采用星点设计－响应面法优选金樱子的超声提取
工艺，为黔产金樱子的资源开发提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料及仪器

芦丁标准品（贵州省食品药品检验所，批号

１０００８０－２００７０７），金樱子：采于黔东南晒干产品，
经贵阳医学院药学院王晓丽教授鉴定，亚硝酸钠、

硝酸铝、氢氧化钠、乙醇等所以试剂均为分析纯。

电子天平ＨＺＴ－Ａ５００（福州华志科学仪器有限公
司）、植物粉碎机（河北黄骅县齐家务科学仪器

厂）、标准检验筛（浙江上虞市道墟张兴纱筛厂）、

ＫＤＭ型调温电热套（武汉精华科教仪器有限公
司）、９８－１－Ｂ型电子调温电热套（天津市泰斯特
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仪器有限公司）、ＵＶ－２４０１紫外分光光度计（日本
岛津）、ＨＨ－２数恒温水浴锅（金坛市富华仪器有
限公司）、１０１－１型电热恒温鼓风干燥箱（上海路
达实验仪器有限公司）、台式低速离心机（上海医

疗器械有限公司分术器械厂）。

１．２　标准曲线的绘制　
参照文献［７－８］绘制标准曲线。精密称取芦

丁００１２５ｇ于２５ｍＬ容量瓶中，加适量６０％乙醇
水浴加热使其完全溶解，在加６０％乙醇定容，得到
终浓度为０５ｇ／Ｌ的对照品溶液。精密量取０ｍＬ、
１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍＬ、８ｍＬ的
０５ｇ／Ｌ芦丁标准溶液于１５ｍＬ容量瓶中，再依次
加５％亚硝酸钠０３ｍＬ摇匀静止６ｍｉｎ，加１０％硝
酸铝０３ｍＬ摇匀静止６ｍｉｎ，加１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
４ｍＬ再加６０％乙醇定容至刻度，摇匀静止１５ｍｉｎ，
在最大吸收波长处检测其吸光度值；再以吸光度值

为纵坐标ｙ，芦丁浓度为横坐标 ｘ，绘制标准曲线。
回归方程为：Ａ＝４１５４４Ｃ＋００５１６（Ｒ２＝０９９９４），
浓度在００３３３ｇ／Ｌ～０２６６７ｇ／Ｌ范围内具有线性
关系。

１３　金樱子样品溶液的制备　
称取金樱子粉末２ｇ，置于１００ｍＬ三角烧瓶

中，加入６０％乙醇４０ｍＬ，超声回流提取２次，每次
４０ｍｉｎ，抽滤，用６０％乙醇少量多次洗涤，合并两次
滤液，浓缩为１０ｍＬ，６０％乙醇定容至１００ｍＬ，即得
样品溶液。

１４　星点设计试验
参照文献［９－１１］进行星点设计实验。根据

预试验结果，考虑因素为液料比、乙醇浓度和提取

时间。通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７００软件，根据星点设
计原理，每因素５水平，用代码值 －α，－１，０，１，α
表示三因素［１２］，α＝（２３）１／４，以液料比、乙醇浓度和
提取时间为自变量，金樱子总黄酮提取率为因变量

进行优化，设计因素水平表见表１，星点试验设计
见表２。用软件 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７００软件包对各因
素进行多元回归与方差分析，回归分析结果见表

３。优化后的二次多项式方程：黄酮提取率 ＝＋
７７３＋０３９×Ａ－０１６×Ｂ＋０７９×Ｃ－０１８×
Ａ×Ｂ－００２９×Ａ×Ｃ－０１１×Ｂ×Ｃ＋０１２×
Ａ２－０３０×Ｂ２－０３５×Ｃ２（ｒ＝０９７２４），表明有
９７２４％ 总黄酮提取率的变差归因于３个因素的
变化。用上述回归方程描述各因素与响应值的关

系时，其因变量和全体自变量之间的线性关系显著

（ｒ＝０９７２４），见表３。

表１　响应曲面因素与水平
Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ
因素 水平

－１７３２ －１ ０ １ １７３２
Ａ料液比（ｍＬ／ｇ） ２６８ １０ ２０ ３０ ３７３２
Ｂ乙醇浓度（％） ５２６８ ６０ ７０ ８０ ８７３２
Ｃ提取时间（ｍｉｎ） ８０４ ３０ ６０ ９０ １１１９６

表２　响应面设计方案与结果
Ｔａｂ．２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔ

ｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ
序号 Ａ Ｂ Ｃ 总黄酮提取（％）
１ ０ ０ ０ ７７４
２ ０ １７３２ ０ ６６８
３ －１ １ １ ７５６
４ １ －１ －１ ６９３
５ １ －１ １ ８９４
６ －１ －１ －１ ５９７
７ １ １ －１ ６７４
８ ０ ０ ０ ７８３
９ ０ ０ －１７３２ ５３５
１０ －１ －１ １ ７４６
１１ －１ １ －１ ５８８
１２ １ １ １ ７６７
１３ １７３２ ０ ０ ８７８
１４ ０ ０ ０ ７５１
１５ ０ ０ ０ ７９５
１６ ０ －１７３２ ０ ７１２
１７ ０ ０ １７３２ ８２０
１８ －１７３２ ０ ０ ７５９
１９ ０ ０ ０ ７６５
２０ ０ ０ ０ ７７１

表３　回归分析结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
回归模型 １５１８ ９ １６９ 　３９１５＜００００１
Ａ液料比 ２１４ １ ２１４ ４９６３＜００００１
Ｂ乙醇浓度 ０３５ １ ０３５ ８１１ ００１７３
Ｃ提取时间 ８７２ １ ８７２ ２０２３２＜００００１
ＡＢ ０２７ １ ０２７ ６２７ ００３１２
ＡＣ ６６１２Ｅ－００３ １ ６６１２Ｅ－００３ ０１５ ０７０３４
ＢＣ ００９９ １ ００９９ ２３０ ０１６０５
Ａ２ ０２４ １ ０２４ ５６１ ００３９４
Ｂ２ １４６ １ １４６ ３３８９ ００００２
Ｃ２ １８９ １ １８９ ４３８０＜００００１
残差 ０４３ １０ ００４３
失拟项 ０３２ ５ ００６３ ２７９ ０１４２３
净误差 ０１１ ５ ００２３
总离差 １５６１ １９

１５　响应曲面图绘制及工艺条件优化
根据拟合的二次多项式方程，绘制总黄酮含量

随因素变化的响应面图，见图１～３。每个响应面
都具有较优区域，将各较优区域重叠，可以进一步
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图１　液料比和乙醇浓度影响总黄酮提取率的３Ｄ响应面图和等高线图
Ｆｉｇ．１　３Ｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏａｎｄｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄ

图２　液料比和提取时间影响总黄酮提取率的３Ｄ响应面图和等高线图
Ｆｉｇ．２　３Ｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｉｍｅｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄ

图３　提取时间和乙醇浓度影响总黄酮提取率的３Ｄ响应面图和等高线图
Ｆｉｇ．３　３Ｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄ
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缩小较佳条件范围［１３］。ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒＩ软件为效应
面分析提供了最佳条件化优化模块，在进行数字化

优化时，根据各因素水平设定各因素自变量区间，

效应值选择极大值，得到黔产金樱子的最佳工艺条

件为料液比 １∶３０，乙醇浓度 ６２５８％，提取时间
９０ｍｉｎ。
１６　验证实验　

精密称取黔产金樱子６份，验证其试验的的适
用性。为了实际操作将 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒＩ软件为效应
面分析提供的最佳条件设为料液比１∶３０、乙醇浓
度６５％和提取时间为９０ｍｉｎ，实际测得总黄酮提
取率为 ８０９％、８５７％、８３６％、７９２％、７６８％、
８１８％，平均提取率为８１３％，与预期值８８３％相
差０７％。说明所建立的模型预测性较好，可用于
金樱子中总黄酮提取工艺的优选。

２　讨论

本试验采用亚硝酸钠 －硝酸铝 －氢氧化钠显
色法，以芦丁为标准品，在４９６ｎｍ处测定吸光度
值，该方法简单、易操作。

星点设计－响应面法采用非线性模型拟合，中
心点试验的重复次数越多，精确度越高，本文采用

６次重复试验，建立的方法简便合理、稳定，可预测
性较优［１４］；在优选的最佳工艺条件下，进行多次试

验取平均值，再与数学模型预测值进行比较，实验

值与预测值的偏差表示实验值偏离预测值的程度，

其绝对值越小，说明预测性越好［１５－１７］。所以星点

设计－响应面法优选的最佳提取黔产金樱子中总
黄酮的提取工艺为料液比１∶３０，乙醇浓度６５％，提
取时间９０ｍｉｎ。
２０１０年版《中国药典》中用金樱子多糖的含量

测定作为质量的控制指标，但市场上的金樱子质量

参差不齐，还有一些掺假的现象，少数不法商贩利

用糖水浸泡金樱子以增加含糖量，以次充好。所以

只检测多糖含量存在一定的缺陷。试验增加金樱

子有效成分总黄酮的含量测定来补充其质量指标，

并对其提取工艺进行优化，为金樱子的质量研究提

供实验依据。
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