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摘要# 目的!通过星点设计(响应面法优化黄芪双水相 "乙醇(磷酸氢二钾# 萃取工艺& 方法!以乙醇质量分数’ 磷酸
氢二钾溶液质量分数和黄芪投料比为影响因素% 总黄酮’ 总皂苷萃取率为评价指标% 星点设计(响应面法优化工艺&

结果!最佳条件为乙醇质量分数 &+D)+!% 磷酸氢二钾溶液质量分数 &&D$,!% 黄芪投料比 # p"*D*"% 总黄酮萃取率达
+%D#,! "集中在上层#% 总皂苷萃取率达 *#D,%! "集中在下层#& 结论!该方法简单精确% 预测性良好% 可用于萃
取黄芪中的总黄酮和总皂苷&
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!!黄芪为多年生草本植物% 其性微温% 味甘% 归
脾’ 肺经% 有补气升阳’ 益卫固表’ 托毒生肌’ 利
水退肿之功效)#* & +中国药典, 规定)&* % 本品属豆
科植物蒙古黄芪 ?+./-3-&2+D*DK/-!-#*2+"<0H4X3#
=J73V/ZD%!3$%&)#2+"=J73# RH0/5或膜荚黄芪 ?+A
./-3-&2+D*DK/-!-#*2+"<0H4X3# =J7的干燥根& 研
究表明% 黄芪含有多种活性成分% 包括黄芪多
糖),* ’ 黄芪皂苷)%* ’ 氨基酸)"* ’ 黄芪黄酮)’* 等%
以黄酮和皂苷为主% 具有抗氧化’ 抗肿瘤’ 抗辐
射’ 抗心血管疾病’ 抗血栓’ 抗菌’ 抗病毒’ 保肝
利尿等药理作用)#* &

近年来% 对黄芪生物活性成分提取的研究主要
集中在黄酮和皂苷)’(** % 其中前者大多采用热水提
取’ 醇提取’ 碱性水或碱性稀醇提取以及其他有机
溶剂萃取法% 而后者大多采用索氏提取’ 超声提取
以及回流蒸煮法% 如董顺福等))*采用索氏提取法
提取黄酮% 谢华等)#$*以正交试验优化酶法提取总
黄酮% 张军武等)##*以乙醇回流提取总黄酮% 李莉
等)#&*采用微波辅助提取法提取黄芪甲苷% 王培
培)#,*采用 +$!乙醇回流提取法提取皂苷% 但以上
方法都只针对黄芪中的一类成分进行提取% 并且在
后期分离过程中需耗费大量时间和资源& 本研究采
用乙醇F磷酸氢二钾溶液双水相萃取法% 综合萃取
其中的总黄酮和总皂苷% 可使两者得到一定程度分
离% 为后期处理节省了时间和经济成本& 目前% 该
方法在国内尚未见报道% 本实验为进一步提高两者
萃取率% 还采用星点设计(响应面法优化了主要工
艺参数% 以确保该方法可行性% 为其高效率纯化提
供了一定理论依据&
EF药材’ 试剂与材料

黄芪购自赤峰荣兴堂药业有限责任公司中药饮
片厂 "批号 &$#%$"$&#% 由广州中医药大学李常青
研究员鉴定为正品& 芦丁 "批号 #$$$*$#’ 黄芪甲
苷 "批号 ##$+*## 对照品均购自广州药品检验所&

无水乙醇’ 磷酸氢二钾’ 硝酸铝’ 亚硝酸钠’ 氢氧
化钠’ 氯化钠’ 硫酸铵’ 盐酸等试剂均购自广州化
学试剂厂& NP(*$E涡轮混合器 "海门市其林贝尔
仪器制造有限公司#’ 6=(##% 电子天平 "美国丹佛
公司#’ 6O(#)$$ 双光束紫外可见分光光度计 "北
京普析通用仪器有限责任公司#’ L<(#" 台式连续投
料粉碎机 "温岭市林大机械有限公司#’ 高压差连
续式提取浓缩器 "广州泽力医药科技有限公司#&
GF实验方法
&D#!黄芪粗提物制备!将黄芪原药材粉碎% 过 *$
目筛% 精密称取适量% 以乙醇为提取溶剂% 按照实
验室确定的提取工艺% 应用广州泽力医药科技有限
公司独立研制并具有自主知识产权的高压差连续式
提取浓缩器提取’ 浓缩’ 喷雾干燥% 即得% 常温下
阴凉保存% 待用&
&D&!总黄酮测定!根据 +中国药典, &$#$ 版% 以
芦丁为对照品% 在 "#$ I.波长处吸光度为纵坐标
"]#% 芦丁质量浓度 ".JF.@# 为横坐标 " #̂ 绘
制标准曲线% 得方程]9$D+*" #+^e$D$$+ #"=& 9
$D))* ,#% 以其计算黄芪粗提物中总黄酮含有量&
&D,!总皂苷测定!参考文献 )#%*% 并作少量修
改& 选择黄芪甲苷作为对照% 在 "%% I.波长处以
香草醛(硫酸法测定% 得黄芪甲苷标准曲线为 ]9
$D$&$ &^e$D$)# *’ "=& 9$D))" +#% 以其计算黄
芪粗提物中总皂苷含有量&
&D%!双水相相图绘制!根据 E1]7ZWHH5I 浊点)#"*滴
定法% 绘制双水相体系相图& 精密称取适量无机盐
"DH# 置于锥形瓶中% 加入适量去离子水 "DM#%
缓慢滴加无水乙醇% 并不断振荡使其充分混合% 观
察溶液澄清度% 直至锥形瓶内液体出现浑浊为止%
记录滴加的乙醇质量 "D7)#% 此时体系总质量为
D)& 再加入适量去离子水 "DMR#% 溶液澄清% 此
时体系总质量为 DR& 继续向锥形瓶中滴加无水乙
醇% 并不断混匀% 直至再次达到浑浊% 如此反复操
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作% 记录每次达到浑浊时乙醇和盐在系统中所占的
质量分数% 计算公式如下& 以乙醇质量分数为纵坐
标% 盐质量分数为横坐标作图% 即得一条双节线的
相图% 见图 #&

乙醇质量分数 P7)‘
’D7)
D)

")‘#%&%,%1%!#

!!盐的质量分数PH‘
’DH
DR

"R‘#%&%,%1%!#

图 EF双水相相图
I#QOEF6/.)".2+T"S&P02)2R2+)%!#0Q’0%

&D"!黄芪投料比范围确定!由图 # 可知% 乙醇’
盐质量分数均在 &$! d,$!范围内比较合适% 故
再通过测定乙醇’ 磷酸氢二钾溶液质量分数均为
&$!或 ,$!的两相体系中黄芪饱和溶解度% 即可
初步确定其投料比范围&
&D’!星点设计(响应面法优化!选择乙醇质量分数
"E#’ 磷酸氢二钾溶液质量分数 "=# 和黄芪投料
比 "S# 作为影响因素% 根据星点设计原理% 各因
素设置 " 个水平% 见表 #&

表 EF因素水平
804OEFI05+"’20*!3)()32

水平
因素

E乙醇F! =盐F! S黄芪投料比
g#D’*# +) &$ &$ # p#"
g# &&D$, &&D$, # p&’D#"
$ &" &" # p%&D"$
# &+D)+ &+D)+ # p"*D*"

#D’*# +) ,$ ,$ # p+$

HF实验结果与分析
,D#!黄芪投料比!见表 &% 控制双水相体系总量
为 #$ J% 确定 # p+$ d# p#" 作为投料比范围&

表 GF投料比分析结果
804OGF6*03R2#2’)2.3+2",,))!’0+#"

乙醇F! 盐F! 黄芪投料量FJ 双水相体系总量FJ 黄芪投料比
&$ &$ $D#%& * #$ # p+$D$&
,$ ,$ $D’’$ % #$ # p#"D#%

,D&!工艺优化
,D&D#!星点设计(响应面法!见表 ,&

表 HF试验设计与结果
804OHF>)2#Q*0*!’)2.3+2",+)2+2

试验号
E乙醇F

!

=盐F

!

S黄芪

投料比

总黄酮萃

取率F!
总皂苷萃

取率F!
# &+D)+ &+D)+ # p"*D*" +"D$, *$D$,
& &" &" # p+$ ’*D## +"D#%
, &" &$ # p%&D" +,D"% *$D++
% ,$ &" # p%&D" ’*D&, ++D$%
" &&D$, &+D)+ # p&’D#" ’,D%# +*D))
’ &$ &" # p%&D" +$D’# *$D"&
+ &" &" # p%&D" +#D*% +%D",
* &" ,$ # p%&D" +%D,% *#D#*
) &&D$, &&D$, # p&’D#" "’D&$ +’D#’
#$ &+D)+ &+D)+ # p&’D#" ’+D%" +$D’#
## &" &" # p%&D" +$D#+ +"D)#
#& &" &" # p%&D" +&D#, *%D##
#, &" &" # p%&D" +#D$+ *&D+$
#% &+D)+ &&D$, # p&’D#" ’$D** +%D&&
#" &" &" # p#" +#D*’ +"D’)
#’ &&D$, &+D)+ # p"*D*" ’*D%, *#D)*
#+ &" &" # p%&D" +&D)# *#D#*
#* &" &" # p%&D" ’+D*$ *$D),
#) &&D$, &&D$, # p"*D*" ’*D"# *,D)&
&$ &+D)+ &&D$, # p"*D*" ’*D’) +%D&"

!!注! 总黄酮F总皂苷萃取率9) "双水相上层溶液中萃取得到的
总黄酮F总皂苷量e双水相下层溶液中萃取得到的总黄酮F总皂苷
量# F黄芪投料量* q#$$!

,D&D&!模型拟合!应用 L7H0JI -̂Y7ZW*D$D’ 软件
处理实验数据% 根据离均差平方和’ 拟合误差’ 统
计总结对不同模型进行非线性拟合% 发现二次模型
最优% 故以其进行数据回归&
,D&D&D#!总黄酮模型!以总黄酮萃取率 "f## 为
响应值% 得到回归方程为 ]# 9,D&"?e&D"&Fe
$D)"(g$D##?Fg$D$#%?(g$D$&#F(g*D%"& 方差
分析见表 %&

表 VF方差分析 $总黄酮&
804OVF6*03R2#2",(0’#0*5)$+"+03,30("*"#!2&

来源 离均差平方和 自由度 均方 B值 E值
模型 &&$D$% ’ ,’D’+ ,"D,’ j$D$$$ #
E )D"* # )D"* )D&% $D$$) "
= "D+" # "D+" "D"" $D$,% )
S #,D+% # #,D+% #,D&% $D$$,
E= *D$% # *D$% +D+" $D$#" "
ES ,D*) # ,D*) ,D+" $D$+% *
=S +D)’ # +D)’ +D’+ $D$#" )
残差 #,D%* #, #D$% $ $
失拟项 ##D#, * #D,) &D)" $D#&% #
纯误差 &D,’ " $D%+ $ $
总误差 &,,D", #) !$ !$ !$

!!由表 %可知% 该模型显著性良好"Ej$D$$$ ##%
相关系数 "=&# 为 $D)"# &% 表明相关性理想% 乙
醇质量分数’ B&R?T%质量分数和黄芪投料比对总
黄酮提取率均有显著影响 "Ej$D$"#& 图 & d% 显
示% 随着乙醇质量分数增加% 总黄酮提取率先增后
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降% 在 &+D)+!时达到最大值( B&R?T% 质量分数
对黄酮提取率的影响不大% 在 &&D$,!时黄酮提取
率趋于稳定( 黄芪投料量对黄酮提取率的影响最显
著% 在 "*D*"!时总黄酮提取率最高&

图 GF乙醇质量分数和磷酸氢二钾溶液质量分数对总
黄酮萃取率的影响

I#QOGF;,,)5+2",)+P0*"35"*5)*+’0+#"*0*!!#&"+022#S
.%PR!’"Q)*&P"2&P0+)2"3.+#"*5"*5)*+’0+#"*
"*+P))\+’05+#"*’0+)",+"+03,30("*"#!2

图 HF乙醇质量分数和黄芪投料比对总黄酮萃取率的影响
I#QOHF;,,)5+2",)+P0*"35"*5)*+’0+#"*0*!>"-.,?,&’@,A’!

,))!’0+#" "*+P))\+’05+#"*’0+)",+"+03,30("*"#!2

图 VF磷酸氢二钾溶液质量分数和黄芪投料比对总黄酮
萃取率的影响

I#QOVF;,,)5+2",!#&"+022#.%PR!’"Q)*&P"2&P0+)2"3.S
+#"*5"*5)*+’0+#"*0*!>"-.,?,&’@,A’! ,))!’0+#"
"*+P))\+’05+#"*’0+)",+"+03,30("*"#!2

,D&D&D&!总皂苷模型!以总皂苷萃取率 "f&# 为
响应值% 得到回归方程为 ]& 9g#,)D$", $& e
’D#") +#?e*D)’) +%Fg$D$,, *,%(g$D#"$ ’#?Fe
$D$#& "&&?(g)D"#, *$ q#$ g%F(g$D$,) )&"?& g
$D$+$ #&"F& g&D"%& )) q#$ g,(&& 方差分析
见表 "&

表 WF方差分析 $总皂苷&
804OWF6*03R2#2",(0’#0*5)$+"+0320&"*#*2&

来源 离均差平方和 自由度 均方 B值 E值
模型 %+#D%# ) "&D,* +’D,’ j$D$$$ #
E #$%D%+ # #$%D%+ #"&D, j$D$$$ #
= ,,#D+ # ,,#D+ %*,D"+ j$D$$$ #
S "D’, # "D’, *D&# $D$#’ *
E= #%D#* # #%D#* &$D’+ $D$$# #
ES &D)’ # &D)’ %D,& $D$’% ,
=S $D$#+ # $D$#+ $D$&" $D*++ ’
E& #D), # #D), &D*# $D#&% %
=& "D++ # "D++ *D%& $D$#" *
S& ’D)& # ’D)& #$D$) $D$$) )
残差 ’D*’ #$ $D’) $ $
失拟项 %D’# " $D)& &D$" $D&&" "
纯误差 &D&" " $D%" $ $
总误差 %+*D&+ #) $ $ $
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!!由表 "可知% 该模型显著性良好"Ej$D$$$ ##%
相关系数 "=&# 为 $D)*" +% 表明相关性理想% 乙
醇质量分数’ B&R?T% 质量分数和黄芪投料比对总
皂苷提取率均有显著影响 "Ej$D$"#& 图 " d+ 显
示% 乙醇质量分数与黄芪投料比的相互作用不显
著( 当黄芪投料比一定时% 总皂苷提取率先增后
减( 乙醇质量分数与磷酸氢二钾质量分数的相互作
用很显著% 两者在适中位置 "均为 &"!# 可使总
皂苷萃取率达到最大值&

图 WF乙醇质量分数和黄芪投料比对总皂苷萃取率的影响
I#QOWF;,,)5+2",)+P0*"35"*5)*+’0+#"*0*!>"-.,?,&’@,A’!

,))!’0+#" "*+P))\+’05+#"*’0+)",+"+0320&"*#*2

综上所述% 最佳萃取工艺为乙醇质量分数
&+D)+!% 磷酸氢二钾溶液质量分数 &&D$,!% 黄芪
投料比 # p"*D*"% 此时总黄酮萃取率达 +%D#,!% 总
皂苷萃取率达 *#D,%!&
,D&D,!验证试验结果!根据上述优化工艺% 进行
, 次双水相萃取% 结果见表 ’&
!!由表可知% 上层溶液中总黄酮平均转移率与预
测值 "+%D#,!# 之间的 C:L为 #D))!% 而下层
溶液总皂苷平均转移率与预测值 "*#D,%!# 之间
的C:L为 +D,,!% 有一定差异% 可能是由于总皂
苷检测方法本身的不稳定性所造成的&
VF讨论和结论

本实验采用星点设计(响应面法进行优化% 并
通过二次模型对数据进行拟合% 可使所得模型相关

图 [F磷酸氢二钾溶液质量分数和黄芪投料比对总皂苷
萃取率的影响

I#QO[F;,,)5+2",!#&"+022#.%PR!’"Q)*&P"2&P0+)2"3.S
+#"*5"*5)*+’0+#"*0*!>"-.,?,&’@,A’! ,))!’0+#"
"*+P))\+’05+#"*’0+)",+"+0320&"*#*2

图 bF乙醇质量分数和磷酸氢二钾溶液质量分数对总皂苷

萃取率的影响
I#QObF;,,)5+2",)+P0*"35"*5)*+’0+#"*0*!!#&"+022#.%PRS

!’"Q)*&P"2&P0+)2"3.+#"*5"*5)*+’0+#"*"*+P))\S

+’05+#"*’0+)",+"+0320&"*#*2
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表 [F验证试验结果 $#MH&
804O[F9)2.3+2",()’#,#50+#"*+)2+2$#MH&

试验号
总黄酮F

!J
总黄酮萃

取率F!
平均值F

!
总皂苷F

.J
总皂苷萃

取率F!
平均值F

!

#"上层# + %"#D),,

#"下层# & ,%,D$+$

&"上层# + ,&#D*&#

&"下层# & &)+D#,&

,"上层# + &&$D"&&

,"下层# & %"&D&,)

+’D$*

+’D#&

+%D’"

+"D’&

&)D+#+

),D+$)

,$D%#+

*%D+++

&*D#++

)"D’&$

+"D)&

+,D’$

++D&%

+"D")

系数较高% 预测值更接近真实值% 而且充分考虑到
各因素的交互作用& 研究表明% 该方法设计简单%
试验次数少% 预测性良好&
!!综上所述% 黄芪双水相萃取工艺的最佳参数为
乙醇质量分数 &+D)+!% 磷酸氢二钾溶液质量分数
&&D$,!% 黄芪投料比 # p"*D*"% 总黄酮萃取率达
+%D#,!% 总皂苷萃取率达 *#D,%!& 该方法成本
低% 操作简单% 可为从黄芪中萃取出总黄酮和总皂
苷提供了一种新方法% 对其他植物中相关成分的提
取分离也有一定参考和借鉴价值&
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