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要!响应面分析法优化山楂叶中黄酮的提取工艺$以黄酮粗提取率为指标$采用乙醇回流法提取%通过单因

素试验及响应面分析$研究了提取温度/液固比/乙醇体积分数和提取时间
&

个主要因素对山楂叶中黄酮粗提取

率的影响%采用
R(OCR10+Q1+

中心组合设计和响应面分析法$建立了回归方程的预测模型$确定最佳提取条件

为液固比
!AL]

.

4

$乙醇体积分数
"Da

$提取温度
"&b

$提取时间
#&L3+

$在此条件下黄酮粗提取率为
#?$Ba

%

试验结果与模型预测值基本相符$因此$该工艺可应用于山楂叶中黄酮的提取%

关键词!黄酮&山楂叶&响应面分析法
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山楂叶为蔷薇科植物山里红或山楂的干燥叶$在中国具有悠久的保健与药用历史%山楂叶中含有大

量的黄酮/

%B

种氨基酸!包括
D

种人体必需的氨基酸#$和一定量的微量元素和丰富的
>

K

/

>

R%

/

>

R!

$以及

绿原酸/山楂酸/胆碱/挥发油等%山楂叶中所含黄酮类成分对心血管系统疾病有明显的药理作用(

%C!

)

$

!$$T

年版0中国药典1正式收载山楂叶(

#

)

%

本研究采用响应面分析法对山楂叶中黄酮类化合物的提取工艺进行优化$采用乙醇回流法$先用单因

素试验分析提取温度/液固比/乙醇体积分数和提取时间
&

个主要因素对山楂叶中黄酮粗提取率的影响$再

通过响应面分析得出其最佳的提取条件$以期为山楂叶的深入开发与应用提供重要的试验和理论依据%

9

!

仪器与试剂

ĝ_CT$$

摇摆式高速中药粉碎机!温岭市大德中药器械有限公司#$

BT!

紫外可见分光光度计!上海

菁华科技仪器有限公司#$

R:!!&:

电子天平!北京赛多利斯仪器系统有限公司#$

[̂:C!&

型电热恒温水浴

锅!杭州蓝天化验仪器厂#$

:G/Ĉ

!

#

#循环水式真空泵!河南巩义市英峪予华仪器厂#%

山楂叶烘干/研磨$过
!$

目筛$置阴凉干燥处备用%亚硝酸钠/硝酸铝/氢氧化钠/无水乙醇均为分析

纯$购自国药集团化学试剂有限公司%试验用水为蒸馏水%

:

!

试验方法

:?9

!

标准曲线的绘制

精密称取芦丁标准品
%$L

4

$用
"$a

乙醇溶解后$移至
%$$L]

容量瓶中$用
"$a

乙醇溶液定容$即

得
$?%$L

4

.

L]

的芦丁标准溶液$备用%

精确量取芦丁标准溶液
$?$$

/

$?T$

/

%?$$

/

%?T$

/

!?$$

/

!?T$

/

#?$$

/

#?T$L]

$置于
%$L]

容量瓶中$分

别加入
Ta

的
@,@E

!

溶液
$?#L]

$摇匀放置
"L3+

$再分别加入
%$a

的
F-

!

@E

#

#

#

溶液
$?#L]

$摇匀放

置
"L3+

$最后分别加入
&a

的
@,EG

溶液
&?$L]

$用
"$a

乙醇溶液定容至
%$L]

$摇匀放置
%$L3+

%

采用空白样品作参比$在
T%$+L

波长测定其吸光度(

&

)

%以吸光度
+

为纵坐标$芦丁的质量浓度
#

!

L

4

.

L]

#为横坐标绘制标准曲线%

:?:

!

山楂叶黄酮提取工艺及粗提取率计算

山楂叶黄酮提取工艺过程'山楂叶!干燥叶#

-

粉碎
-

过
!$

目筛
-

乙醇热回流提取
-

抽滤
-

定容
-

待测液%

准确移取待测液稀释
T$

倍$同
:?9

项下显色/测定吸光度$计算测定提取液中黄酮的质量浓度%总

黄酮粗提取率公式为'

黄酮粗提取率
V

#h=hT$

>h%$$$

h%$$a

式中$

#

"提取液中黄酮的质量浓度$

L

4

.

L]

&

>

"称取的山楂叶粉的质量$

4

%

:?;

!

单因素试验

在山楂叶粉末目数一定的条件下$考察提取温度/液固比/乙醇体积分数和提取时间对粗提取率的影响%

:?@

!

响应面优化分析山楂叶黄酮提取工艺

采用
7̂3

4

+CHO

N

1*8

软件处理数据$根据单因素试验结果$选取液固比!

+

#/乙醇体积分数!

?

#/提取温

度!

@

#和提取时间!

5

#为试验因素$以黄酮粗提取率为响应值$设计试验%响应面因素水平见表
%

%

表
9

!

响应面试验设计因素和水平

A+1*.9

!

HO

N

1*3L1+8,-.,;8(*7,+<-161-73+*17

N

(+717)*.,;1<173

4

+

水平
+ ? @ 5

Y% %$ T$ T$ !$

!

$ !$ "$ "$ #$

!

% #$ B$ B$ &$

:?B

!

山楂叶黄酮的鉴定

采用以下
#

种方法进行山楂叶中黄酮类物质的定性鉴定(

T

)

%

""%
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!?T?%

!

铝盐显色反应

取山楂叶乙醇提取液$加入
F-

!

@E

#

#

#

溶液摇匀$观察溶液颜色$溶液显亮黄色$说明为黄酮类化合物%

!?T?!

!

浓硫酸显色反应

取山楂叶乙醇提取液$加入几滴浓硫酸$摇匀后观察颜色变化$溶液由黄色变为橙色$说明为黄酮类

化合物%

!?T?#

!

盐酸
C

镁粉显色反应

取山楂叶乙醇提取液$加入少量镁粉振摇$再滴加浓盐酸
#

!

&

滴$观察颜色变化$溶液颜色由黄色变

为红色$说明为黄酮类化合物%

;

!

结果与讨论

;?9

!

标准曲线的绘制

按
:?9

方法得到芦丁标准曲线的线性回归方程为'

+V!"?%"!#X$?$$!B

$相关系数
AV$?AAA!

$在

试验的质量浓度范围内线性关系良好%

;?:

!

单因素试验结果

#?!?%

!

提取温度对粗提取率的影响

图
9

!

提取温度对粗提取率的影响

C#

)

D9

!

H..1;87(.1O8*,;83(+81L

N

1*,8)*1(+

1O8*,;83(+

9

31-<(..-,6(+(3<7

图
:

!

液固比对粗提取率的影响

C#

)

D:

!

H..1;87(.-3

P

)3<C7(-3<*,83((+

1O8*,;83(+

9

31-<(..-,6(+(3<7

分别准确称取
#

4

山楂叶粉末
T

份置于
T

个圆底烧瓶

中$各加入
"$a

乙醇
"$L]

$分别在
#$

/

&$

/

T$

/

"$

/

B$b

水

浴中提取
#$L3+

$测定吸光度$计算黄酮粗提取率$结果见

图
%

%

从图
%

可知$提取温度对山楂叶中黄酮的粗提取率有

较大影响$粗提取率随温度的上升而增大$

"$b

时有最大

粗提取率$

"$b

后粗提取率趋于平稳%山楂叶组织随温度

升高而逐渐软化$细胞膨胀$同时$温度升高降低了浸出液

的黏度$增加了溶出成分的溶解度和扩散速度$有利于有

效成分浸出%

#?!?!

!

液固比对粗提取率的影响

分别准确称取
#

4

山楂叶粉末
T

份置于
T

个圆底烧瓶中$分别按液固比
T

/

%$

/

!$

/

#$

/

&$L]

.

4

$用

"$a

乙醇在
"$b

水浴中提取
#$L3+

$测定吸光度$计算黄酮粗提取率$结果见图
!

%

从图
!

可知$液固比对山楂叶中黄酮的粗提取率有较大影响$粗提取率随液固比增大而增大$其中

!$L]

.

4

之后的增长率较之前的增长率缓慢%液固比反映了质量浓度差$质量浓度差所产生的渗透压力

是植物细胞组织与提取溶剂之间相平衡过程的主要推动力%质量浓度差越大$扩散推动力越大$越有利

于提高浸取效率%但是液固比过高$提取效果的提高不会很明显$而且会消耗大量的溶剂%

#?!?#

!

乙醇体积分数对粗提取率的影响

分别准确称取
#

4

山楂叶粉末
T

份置于
T

个圆底烧瓶

中$分别加入
"$L]

体积分数为
&$a

/

T$a

/

"$a

/

B$a

/

D$a

的乙醇$在
"$b

水浴中提取
#$L3+

$测定吸光度$计

算黄酮粗提取率$结果见图
#

%

从图
#

可知$乙醇体积分数对山楂叶黄酮粗提取率有较

大影响$当乙醇体积分数达到
B$a

时$黄酮粗提取率最高$随

后略有下降趋势%根据相似相溶原理$可能是山楂叶黄酮极

性与
B$a

的乙醇溶液的极性大致一致%另外$乙醇体积分数

过高$脂溶性物质溶出也增加$干扰因素也随之增大%因此$

乙醇溶液体积分数定为
B$a

左右为宜%

B"%

第
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#?!?&

!

提取时间对粗提取率的影响

分别准确称取
#

4

山楂叶粉末
T

份置于
T

个圆底烧瓶中$分别加入
"$a

乙醇
"$L]

$于
"$b

水浴中

分别提取
%$

/

%T

/

!$

/

#$

/

&$L3+

$测定吸光度$计算出黄酮的粗提取率$结果见图
&

%

从图
&

可知$提取时间对粗提取率的影响呈先上升后下降的趋势$

#$L3+

时有最大粗提取率%提取

时间太短$山楂叶中的黄酮类物质浸出太少&提取时间过长$可能是提取出的部分黄酮不稳定而被破坏分

解$使得粗提取率略有下降趋势%因此$提取时间定为
#$L3+

左右为宜%

图
;

!

乙醇体积分数对粗提取率的影响

C#

)

D;

!

H..1;87(.180,+(-;(+;1+8*,83(+(+

1O8*,;83(+

9

31-<(..-,6(+(3<7

!!!

图
@

!

提取时间对粗提取率的影响

C#

)

D@

!

H..1;87(.1O8*,;83(+83L1(+

1O8*,;83(+

9

31-<(..-,6(+(3<7

;?;

!

山楂叶黄酮提取的响应面优化分析

根据
R(OCR10+Q1+

的中心组合试验设计原理$以黄酮的粗提取率为目标函数$选取液固比!

+

#/乙醇体积分

数!

?

#/提取时间!

@

#和提取温度!

5

#为自变量$设计
&

因素
#

水平的响应面分析试验%设计方案与结果见表
!

%

表
:

!

响应面试验设计与结果

A+1*.:

!

F**,+

4

1L1+8,+<1O

N

1*3L1+8,-*17)-87(.*17

N

(+717)*.,;1<173

4

+

试验号
+ ? @ 5

粗提取率.
a

% % $ $ Y% !?D!

! $ $ Y% Y% !?#%

# % $ $ % !?A%

& $ $ $ $ !?D"

T $ $ % % !?BD

" Y% Y% $ $ !?$&

B Y% % $ Y$ !?%B

D $ $ Y% % !?T$

A Y% $ $ Y% !?!%

%$ % $ % $ !?A&

%% $ Y% $ % !?!"

%! $ Y% % $ !?!B

%# $ Y% Y% $ !?%B

%& Y% $ $ % !?!%

%T $ Y% $ Y% !?%T

%" $ $ % Y% !?"T

%B $ $ Y% $ !?BT

%D $ % $ % !?A!

%A % Y% $ $ !?&%

!$ Y% $ Y% $ !?%!

!% $ % $ Y% !?BB

!! $ $ $ $ !?BD

!# $ $ $ $ !?A$

!& $ $ $ $ !?D#

!T % % $ $ !?DB

!" $ $ $ $ !?BT

!B $ % % $ !?A#

!D % $ Y% $ !?D"

!A Y% $ % $ !?!&

D"%
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!!

采用
1̂73

4

+CHO

N

1*8

统计软件对试验结果进行响应面回归分析$回归二次方程的方差显著性检验分

析结果见表
#

%

表
;

!

响应面分析法对黄酮粗提取率的方差分析

A+1*.;

!

F+,-

9

737(.6,*3,+;1(.801;(+78*);81<*1

4

*1773(+L(<1-

方差来源 平方和 自由度 均方
-

值
,

值

模型
!B"B %& $B%A %"B#D

*

$B$$$%

+ %B!! % %B!! %$&B&T

*

$B$$$%

? $BD% % $B%$ "AB!#

*

$B$$$%

@ $B%$ % $B$#B DB"" $B$%$B

5 $B$#B % $B$!B #B!% $B$A&B

+? $B$"B % $B$## TB#& $B$&DT

+@ &B$$$h%$

Y&

% !B$!Th%$

Y#

$B$#& $BDTT"

+5 !B$!Th%$

Y#

% %B"$$h%$

Y#

$B%B $B"D#$

?@ %B"$$h%$

Y#

% &B$$$h%$

Y&

$B%& $BB%"&

?5 &B$$$h%$

Y&

% AB$$$h%$

Y&

$B$#& $BDTT"

@5 AB$$$h%$

Y&

% $B!T $B$BB $BBDT%

+

!

$B!T % $B!D !%BD% $B$$$&

?

!

$B!D % $B$BT !&B#" $B$$$!

@

!

$B$BT % $B$D% "B&D $B$!##

5

!

$B$D% % $B$%! "BA& $B$%A"

残差
$B%" %& $B$%T

失拟项
$B%T %$ #B"#$h%$

Y#

&B$A $B%A#T

纯误差
$B$%T &

总和
!BD# !D

/

!

V$BAA!T

$

/

!

F<

2

V$?AD$#

!

注'差异显著!

,

*

$B$T

#$差异极显著!

,

*

$B$%

#

采用响应面分析法分析试验结果$建立二次响应面回归模型$以山楂叶黄酮的粗提取率为响应值的

回归方程为'

粗提取率
V!?D!X$i#!+X!"?X$B$A!@X$i$T"5X$i$D!+?Y$i$%$+@X$i$!#+5X$i$!$?@X

$i$%$?5Y$i$%T@5Y$B!$+

!

Y$B!%?

!

Y$B%%@

!

Y$B%%5

!

,

值的大小表明模型及各考察因素的显著水平%由表
#

可知$以山楂叶中黄酮的粗提取率为响应值

时$回归方程显著性检验
,

*

$?$$$%

$表明该二次方程模型极显著&同时$失拟项
,V$?%A#T

,

$?%$$$

$

不显著$表明试验结果和数学模型拟合良好$即可用该数学模型推测试验结果(

"

)

%模型的调整确定系数

/

!

F<

2

V$?AD$#

$说明模型拟合度好$响应值的
AD?$#a

是由于所选变量引起$表明实际值与预测值具有较

好的拟合相关性$可以用该回归方程确定最佳提取工艺(

B

)

%

通过模型的回归方差分析!表
#

#可以看出$液固比
+

!

,

*

$B$$$%

#/乙醇体积分数
?

!

,

*

$B$$$%

#对

粗提取率的影响是极显著的$提取温度
@

!

,V$B$%$B

#/交互相
+?

!

,V$B$&DT

#对试验结果影响显著$

而提取时间
5

!

,V$?$A&B

#对试验结果影响不显著%

&

个因素之间的交互作用见图
T

!

图
%$

%

从等高线图可直观反映出
!

个变量间交互作用的显著程度$等高线图的圆心越接近椭圆$表示交互

作用越强$等高线的稀疏表示响应面图形的平陡(

D

)

%由图
T

可见$液固比!

+

#和乙醇体积分数!

?

#交互作

用显著$黄酮粗提取率随液固比和乙醇体积分数的增加而增加且有增速趋缓的走势%由图
"

可见$黄酮

的粗提取率随提取温度!

@

#和液固比!

+

#的升高而增加$但提取温度升高到一定程度以后$不再上升$这

是因为过高的温度使得所提取出的一部分对热不稳定的黄酮成分被破坏$从而影响了粗提取率%由图
B

可见$随着液固比!

+

#和提取时间!

5

#的增加$黄酮的粗提取率随之增加$根据提取动力学理论$提取时间

A"%
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图
B

!

液固比和乙醇体积分数对黄酮粗

提取率影响的响应面和等高线

C#

)

DB

!

Z17

N

(+717)*.,;1,+<;(+8()*-3+1(.

-3

P

)3<C7(-3<*,83(,+<180,+(-;(+;1+8*,83(+

!!

图
E

!

液固比和提取温度对黄酮粗

提取率影响的响应面和等高线

C#

)

DE

!

Z17

N

(+717)*.,;1,+<;(+8()*-3+1(.

-3

P

)3<C7(-3<*,83(,+<1O8*,;83(+81L

N

1*,8)*1

图
F

!

液固比和提取时间对黄酮粗

提取率影响的响应面和等高线

C#

)

DF

!

Z17

N

(+717)*.,;1,+<;(+8()*-3+1(.

-3

P

)3<C7(-3<*,83(,+<1O8*,;83(+83L1

!!!

图
G

!

乙醇体积分数和提取温度对黄酮粗

提取率影响的响应面和等高线

C#

)

DG

!

Z17

N

(+717)*.,;1,+<;(+8()*-3+1(.180,+(-

;(+;1+8*,83(+,+<1O8*,;83(+81L

N

1*,8)*1

图
H

!

乙醇体积分数和提取时间对黄酮粗

提取率影响的响应面和等高线

C#

)

DH

!

Z17

N

(+717)*.,;1,+<;(+8()*-3+1(.180,+(-

;(+;1+8*,83(+,+<1O8*,;83(+83L1

!!!

图
9I

!

提取温度和提取时间对黄酮粗

提取率影响的响应面和等高线

C#

)

D9I

!

Z17

N

(+717)*.,;1,+<;(+8()*-3+1(.

1O8*,;83(+81L

N

1*,8)*1,+<1O8*,;83(+83L1

的延长有助于黄酮的充分扩散析出$但过长的提取时间会加剧黄酮在较高温度环境中的破坏$从而影响

黄酮的粗提取率%由图
D

和图
A

可见$黄酮的粗提取率随着乙醇体积分数!

?

#的升高而增加$根据相似相

溶的原理$最佳的乙醇体积分数是由山楂叶黄酮的极性决定的%图
%$

中等高线图形趋于圆形$表明提取

温度!

@

#与提取时间!

5

#的相互作用不显著%

$B%
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通过
1̂73

4

+CHO

N

1*8

软件分析$在各因素试验水平范围内$得出山楂叶黄酮的醇提理论最佳工艺条件

为'液固比
!AL]

.

4

/乙醇体积分数
"Da

/提取温度
"&b

$提取时间
#&L3+

%在所得的最佳提取工艺条

件下连续进行
#

次山楂叶黄酮的提取试验$测得平均粗提取率为
#?$Ba

$

Z:̂

为
%?T%!a

$与预测粗提取

率
#?%%a

接近$说明该方程与实际情况拟合性良好%

;?@

!

山楂叶黄酮定性鉴定结果

山楂叶黄酮定性鉴定结果如表
&

所示$结果表明$山楂叶乙醇提取物是黄酮类化合物%

表
@

!

山楂叶黄酮定性鉴定结果

A+1*.@

!

d),-38,8361,+,-

9

737(..-,6(+(3<7.*(L0(I80(*+-1,617

鉴定类别 铝盐络合反应 浓硫酸显色反应 盐酸
C

镁粉反应

现象 溶液呈亮黄色 溶液呈橙色 溶液呈红色

@

!

结
!

语

综合单因素试验和响应面优化试验$得出了试验条件下山楂叶黄酮最佳提取工艺'以山楂叶粉末为

原料$液固比
!AL]

.

4

$乙醇体积分数
"Da

$水浴温度
"&b

$提取时间
#&L3+

$在此条件下的平均粗提取

率达
#?$Ba

$与预测值基本相符$说明响应面优化得到的提取工艺参数准确/可靠$具有实用价值%
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