
的影响［Ｊ］ ． 中药材， ２０１６， ３９（５）： １０３２⁃１０３４．
［ ９ ］ 　 罗　 磊， 康新艳， 朱文学， 等． 热泵远红外联合干燥金银花

的工艺优化及品质控制［ Ｊ］ ． 食品科学， ２０１６， ３７（ １８）：
６⁃１２．

［１０］ 　 王　 宴． 不同干燥技术对川产细毡毛忍冬药用品质的影响

［Ｊ］ ． 华西药学杂志， ２０１７， ３２（２）： ２０２⁃２０４．
［１１］ 　 刘　 艳， 何　 兵， 熊　 伟， 等． 不同加工方法对泸州山银花

品质影响的研究 ［ Ｊ］ ． 药物分析杂志， ２０１３， ３３ （ １１）：
１９８４⁃１９８８．

［１２］ 　 罗　 磊， 周燕燕， 朱文学， 等． 金银花多酚氧化酶特异性与

抑制剂动力学研究 ［ Ｊ］ ． 农业机械学报， ２０１４， ４５ （ ７）：
２０２⁃２０８．

［１３］ 　 常大伟， 魏送送． 酥梨多酚氧化酶的提取及其性质［ Ｊ］ ．
食品工业， ２０１４， ３５（２）： ８８⁃９１．

［１４］ 　 Ｌｉ Ｙ Ｘ， Ｗｉｌｌｓ Ｒ Ｂ Ｈ， Ｇｏｌｄｉｎｇ Ｊ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈａｌｉｄｅ ｓａｌｔｓ

ｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｎ ｆｒｅｓｈ⁃ｃｕｔ ‘ Ｇｒａｎｎｙ
Ｓｍｉｔｈ’ （Ｍａｌｕｓ×ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｂｏｒｋｈ） ａｐｐｌｅ ｓｌｉｃｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｏｒａｇｅ ａｔ
ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｓｃｉ Ｆｏｏｄ Ａｇｒｉｃ， ２０１５， ９５ （ ５ ）：
９４５⁃９５２．

［１５］ 　 吕艳芳， 陈培丽， 李颖畅， 等． 曲酸对蘑菇多酚氧化酶的抑

制作用［Ｊ］ ． 中国食品学报， ２０１７， １７（４）： ３０⁃３６．
［１６］ 　 Ｌｉｕ Ｌ， Ｃａｏ Ｓ Ｑ， Ｑｉ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｔｈｅｒｍｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ
ｆｒｏｍ ｐｅａｃｈ［Ｊ］ ． Ｊ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈ， ２０１５， ５２（１１）： ７４６５⁃７４７１．

［１７］ 　 Ｄｕ Ｙ Ｊ， Ｄｏｕ Ｓ Ｑ， Ｗｕ Ｓ Ｊ． Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｐｈｙｔｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ａｎ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｉｎ ａｐｐｌｅ ｊｕｉｃｅ［Ｊ］ ．
Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ， ２０１２， １３５（２）： ５８０⁃５８２．

［１８］ 　 马东来， 杜会茹， 蒋翠岚， 等． Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化

浙贝母中二氧化硫残留量的测定［ Ｊ］ ． 中成药， ２０１６， ３８
（７）： １５５６⁃１５５９．

五味子中五味子醇甲提取纯化工艺的优化

牟倩倩１，２， 　 马祖兵１， 　 孙　 强１， 　 赵甜甜１， 　 谢　 龙１， 　 李　 化２∗， 　 李小芳１∗

（１． 成都中医药大学药学院， 中药材标准化教育部重点实验室， 四川省中药资源系统研究与开发利用重点

实验室———省部共建国家重点实验室培育基地， 四川 成都 ６１１１３７； ２． 中国中医科学院中药研究所， 道地

药材国家重点实验室培育基地， 北京 １００７００）

收稿日期： ２０１８⁃０４⁃０８
基金项目： 中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金资助 （ＺＸＫＴ１７０６５）； 国家中医药管理局中医药行业科研专项 （２０１４０７００３）
作者简介： 牟倩倩 （１９９２—）， 女， 硕士生， 从事中药新制剂、 新剂型、 新技术研究。 Ｔｅｌ： １８３８２１８７４６３， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ５１１７９４３３８＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 李　 化 （１９７６—）， 女， 博士， 副研究员， 硕士生导师， 从事中药质量评价研究。 Ｔｅｌ： １３８１０６３１５５２， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｈｕａ６２１＠

ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ
李小芳 （１９６４—）， 女， 博士， 博士生导师， 从事中药新制剂、 新剂型、 新技术研究。 Ｔｅｌ： １３８０８１９５１１０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｘｉａｏ⁃
ｆａｎｇ９１８＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 优化五味子中五味子醇甲提取纯化工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分数、 提取时间、 提

取温度为影响因素， 五味子醇甲提取率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺； 以五味子醇甲收率为评价

指标， 上样液质量浓度、 洗脱剂 （乙醇） 体积分数、 洗脱剂用量为影响因素， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化纯化工艺。
结果　 最佳提取工艺为乙醇体积分数 ８１％ ， 提取时间 １４ ｍｉｎ， 提取温度 ４０ ℃， 料液比 １ ∶ １０， 五味子醇甲提取率

０􀆰 ５８７％ 。 最佳纯化工艺为 ＡＢ⁃８ 型大孔吸附树脂， 上样液质量浓度 ０􀆰 ０６ ｇ ／ ｍＬ， 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 用量 １６０ ｍＬ；
洗脱剂体积分数 ８５％ ， 体积流量 ２􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 用量 ６２ ｍＬ， 五味子醇甲收率 ９４􀆰 ５１％ 。 结论　 该方法操作简便， 稳定

可靠， 可用于提取纯化五味子中五味子醇甲。
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （ Ｔｕｒｃｚ．） Ｂａｉｌｌ．； ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 五 味 子 为 木 兰 科 植 物 五 味 子 Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ．） Ｂａｉｌｌ． 的干燥成熟果实， 习称北

五味子， 具有收敛固涩、 益气生津、 补肾宁心之功

效［１］。 现代研究发现， 五味子木脂素类成分是五

味子主要活性成分， 以含有量较高的五味子醇甲为

代表， 具有镇静、 抗惊厥、 保护脑神经细胞、 保肝

等多种药理活性， 对肝炎、 脑病等有良好的治疗作

用［２⁃６］， ２０１５ 版 《中国药典》 也将其作为该药材质

量评价指标成分。 目前虽有多篇文献报道了五味子

醇甲的提取纯化工艺［７］， 但传统方法 （煎煮法、
渗漉法、 回流法、 乙醇沉淀法）， 普遍存在费时、
效率低、 样品杂质多等问题； 虽新技术 （微波提

取法、 超临界提取法、 高速逆流色谱法等） 提高

其提取纯化效果， 但设备成本较高， 操作繁琐， 不

适合工业化生产。
超声提取法是通过超声波所具有的空化效

应、 热效应、 机械效应来提高溶剂分子运动速度

及穿透力， 用于提取中药有效成分的一种新技

术， 以提取温度低、 时间短、 提取率高的独特优

势在中药提取中得到广泛应用。 大孔树脂是一种

同时具备吸附及筛选功能的高分子聚合物， 因其

理化性质稳定、 不受无机物影响、 交换速度快、
易解吸、 再生处理简单、 价格便宜等诸多优点被

广泛用于中药活性成分的分离纯化。 因此， 本实

验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化五味子中五味

子醇甲提取纯化工艺， 旨在为其他五味子木脂素

类成分的提取纯化提供参考， 也为相关制剂的开

发奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＣ⁃２０ＡＴ 型高效液相色谱仪 （日本岛

津公司）； ＫＱ⁃５２００ＤＥ 型数控超声波清洗器 （昆山

市超声仪器有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 型超纯水制备仪

（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ＦＷ８０ 型高速万能粉碎机

（天津市泰斯特仪器有限公司）； ＢＴ１２５Ｄ 型电子天

平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； 旋转蒸发仪 （上海爱朗

仪器有限公司）； 离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；
ＴＨＺ⁃２２ 型恒温摇床 （太仓市实验设备厂）； 玻璃

层析柱 （内径 １􀆰 ２ ｃｍ×４０ ｃｍ）。

１􀆰 ２　 试药　 五味子购于北京同仁堂药房， 经中国

中医科学院中药研究所李化副研究员鉴定为木兰科

植物五味子 Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ．） Ｂａｉｌｌ． 的

干燥成熟果实。 五味子醇甲对照品购于成都曼斯特

生物科技有限公司 （含有量 ＞ ９９％ ， 批号 ＭＵＳＴ⁃
１５０４１８０４）。 ＡＢ⁃８、 ＬＸ⁃２２、 Ｘ⁃５ 等大孔树脂均购于

郑州勤实科技有限公司 （批号 ２０１６０５２６）。 甲醇为

色谱纯 （美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； 氢氧化钠、 盐酸、 无

水乙醇等均为分析纯。
２　 五味子醇甲提取工艺优化

２􀆰 １　 含有量测定 　 参照 ２０１５ 版 《中国药典》 五

味子项下含有量测定方法［１］， 以五味子醇甲含有

量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回

归， 得到回归方程为 Ｙ ＝ ２１ ４６８Ｘ＋８ ５４８􀆰 ６ （Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９ ８）， 在 ７􀆰 ７２５ ～ ９２􀆰 ７０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关

系良好。
２􀆰 ２　 单因素试验　 考察不同乙醇体积分数 （４０％ 、
５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 、 １００％ ）、 料液比

（１ ∶ ５、 １ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ５０）、
超声时间 （５、 １０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０ ｍｉｎ）、 超声温

度 （２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ ℃） 对五味子醇甲

提取率的影响， 重复 ２ 次， 初始条件设置为料液比

１ ∶ ４０， 超声时间 ２０ ｍｉｎ， 提取温度 ３０ ℃， 超声功

率 １００ Ｗ， 结果见图 １。 由图可知， 单因素试验中

最优提取工艺为乙醇体积分数 ９０％ ， 料液比

１ ∶ １０， 提取时间 ２０ ｍｉｎ， 提取温度 ４０ ℃。
２􀆰 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法 　 在单因素试验基础

上， 选择乙醇体积分数 （Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 提

取温度 （Ｃ） 作为影响因素， 五味子醇甲提取率

（Ｙ） 作为评价指标， 设计 ３ 因素 ３ 水平 （共 １７ 组

试验， 其中 １２ 个为析因点， ５ 个为中心点） 响应

面试验。 因素水平见表 １， 结果见表 ２。
表 １　 提取工艺因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

水平 Ａ 乙醇 ／ ％ Ｂ 提取时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 提取温度 ／ ℃
－１ ８０ ５ ２０
０ ９０ １２􀆰 ５ ３０
１ １００ ２０ ４０
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图 １　 各因素对五味子醇甲提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

表 ２　 提取工艺试验设计及结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

试验号
Ａ 乙醇 ／

％
Ｂ 提取时间 ／

ｍｉｎ
Ｃ 提取温

度 ／ ℃
Ｙ 五味子醇甲

提取率 ／ ％

１ ８０ ５ ３０ ０􀆰 ５１
２ １００ ５ ３０ ０􀆰 ４９
３ ８０ ２０ ３０ ０􀆰 ５８
４ １００ ２０ ３０ ０􀆰 ５３
５ ８０ １２􀆰 ５ ２０ ０􀆰 ５１
６ １００ １２􀆰 ５ ２０ ０􀆰 ５０
７ ８０ １２􀆰 ５ ４０ ０􀆰 ５８
８ １００ １２􀆰 ５ ４０ ０􀆰 ５３
９ ９０ ５ ２０ ０􀆰 ５０
１０ ９０ ２０ ２０ ０􀆰 ５５
１１ ９０ ５ ４０ ０􀆰 ５２
１２ ９０ ２０ ４０ ０􀆰 ５８
１３ ９０ １２􀆰 ５ ３０ ０􀆰 ５６
１４ ９０ １２􀆰 ５ ３０ ０􀆰 ５４
１５ ９０ １２􀆰 ５ ３０ ０􀆰 ５４
１６ ９０ １２􀆰 ５ ３０ ０􀆰 ５６
１７ ９０ １２􀆰 ５ ３０ ０􀆰 ５３

　 　 然后， 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 软件对表 ２ 数据进行

拟合， 得二次多项回归方程为 Ｙ ＝ ０􀆰 ５５－０􀆰 ０１６Ａ＋
０􀆰 ０２８Ｂ＋０􀆰 ０１９Ｃ－７􀆰 ５×１０－３ＡＢ－１􀆰 ０００×１０－３ＡＣ＋２􀆰 ５×
１０－３ＢＣ－０􀆰 ０１３Ａ２ －５􀆰 ５×１０－３Ｂ２ －３􀆰 ０００×１０－３Ｃ２， 方

差分析见表 ３。 由表可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 表明模

型显著； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明模型拟合度良好；
校正决定系数 ０􀆰 ９２３ ２， 表明 ９２􀆰 ３２％ 的响应值变化

可用该模型来解释； 因素 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 对五味子醇甲

提取率均有极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 影响程度依次

为 Ｂ＞Ｃ＞Ａ。
表 ３　 提取工艺方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ０􀆰 ０１３ ９ １􀆰 ３９６×１０－３ ９􀆰 ３５ ０􀆰 ００３ ８
Ａ ２􀆰 １１２×１０－３ １ ２􀆰 １１２×１０－３ １４􀆰 １５ ０􀆰 ００７ １
Ｂ ６􀆰 ０５０×１０－３ １ ６􀆰 ０５０×１０－３ ０􀆰 ５３ ０􀆰 ０００ ４
Ｃ ２􀆰 ８１２×１０－３ １ ２􀆰 ８１２×１０－３ １８􀆰 ８４ ０􀆰 ００３ ４
ＡＢ ２􀆰 ２５０×１０－４ １ ２􀆰 ２５０×１０－４ １􀆰 ５１ ０􀆰 ２５９ ２
ＡＣ ４􀆰 ０００×１０－４ １ ４􀆰 ０００×１０－４ ２􀆰 ６８ ０􀆰 １４５ ７
ＢＣ ２􀆰 ５００×１０－５ １ ２􀆰 ５００×１０－５ ０􀆰 １７ ０􀆰 ６９４ ６
Ａ２ ７􀆰 １１６×１０－４ １ ７􀆰 １１６×１０－４ ４􀆰 ７７ ０􀆰 ０６５ ３
Ｂ２ １􀆰 ２７４×１０－４ １ １􀆰 ２７４×１０－４ ０􀆰 ８５ ０􀆰 ３８６ ４
Ｃ２ ３􀆰 ７８９×１０－５ １ ３􀆰 ７８９×１０－５ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ６２９ ８

残差 １􀆰 ０４５×１０－３ ７ １􀆰 ４９３×１０－４ — —
失拟项 ３􀆰 ２５０×１０－４ ３ １􀆰 ０８３×１０－４ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ６４７ ３

绝对误差 ７􀆰 ２００×１０－４ ４ １􀆰 ８００×１０－４ — —
总和 ０􀆰 ０１４ １６ — — —

　 　 响应面分析见图 ２， 可知最优提取工艺为乙醇

体积分数 ８１􀆰 ０６％ ， 提取时间 １３􀆰 ９６ ｍｉｎ， 提取温度

３９􀆰 ６１ ℃， 料液比 １ ∶ １０， 五味子醇甲提取率

０􀆰 ５８１％ ， 考虑到实际操作的可行性， 将其修正为

乙醇体积分数 ８１􀆰 ００％ ， 提取时间 １４ ｍｉｎ， 提取温

度 ４０ ℃， 料液比 １ ∶ １０。 按上述优化工艺进行 ５
批验证试验， 测得五味子醇甲提取率为 ０􀆰 ５８７％ ，
与预测值 ０􀆰 ５８１％ 相当 （偏差 ０􀆰 ７１％ ）， 表明该工

艺准确可靠。
３　 五味子醇甲纯化工艺优化

３􀆰 １　 样品溶液制备 　 称取五味子干燥粉末适量，
按最优提取工艺提取五味子醇甲， 合并浓缩提取

液， 适量去离子水定容， 即得， 并测定其质量浓

度 Ｃ０。
３􀆰 ２　 树脂型号筛选　 精密称取预处理后的 ７ 种大

孔 树 脂 （ ＡＢ⁃８、 Ｘ⁃５、 Ｄ⁃１０１、 ＬＸ⁃２２、 ＬＸ⁃６８、
ＨＰＤ４５０、 ＬＳＡ⁃２１） 各 １􀆰 ０ ｇ， 置于 １２５ ｍＬ 具塞磨

口三角瓶中， 加入已测定质量浓度的样品溶液

３０ ｍＬ （Ｖ１） 于摇床中， 在 ２５ ℃、 ８０ ｒ ／ ｍｉｎ 下吸

附 １２ ｈ 以达到饱和， 减压抽滤， 测定滤液中五味

子醇甲质量浓度 Ｃ１。 将充分吸附后的大孔树脂用
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图 ２　 各因素响应面图 （提取工艺）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ （ ｅｘ⁃

ｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）

蒸馏水清洗至表面无样品溶液残留， 抽滤， 置于具

塞磨口三角瓶中， 加入 ９５％ 乙醇 ５０ ｍＬ （ Ｖ２ ），
２５ ℃下振荡 １２ ｈ （８０ ｒ ／ ｍｉｎ）， 测定解吸液中五味子

醇甲质量浓度 Ｃ２， 计算树脂对该成分的吸附率及解

吸率， 公式分别为吸附率＝ ［ （Ｃ０－Ｃ１） Ｖ１ ／ Ｃ０Ｖ１］ ×
１００％ 、 解吸率 ＝ ［Ｃ２Ｖ２ ／ （Ｃ０ －Ｃ１） Ｖ１］ × １００％ ，
结果见图 ３。 由图可知， ＡＢ⁃８ 大孔树脂对五味子

醇甲的吸附率和解吸率均最高， 与前期报道［８］ 一

致， 故选择其进行下一步实验。
３􀆰 ３　 上样液质量浓度考察 　 取经预处理的 ＡＢ⁃８
大孔树脂 ５ ｇ， 湿法上柱， 配制 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、

图 ３　 大孔树脂吸附率及解吸率

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｍａｃｒｏ⁃
ｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ

０􀆰 ３、 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 样品溶液， 以 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量

动态吸附， 待上柱样品溶液全部通过树脂柱后收集

流出液， 测定五味子醇甲质量浓度， 计算吸附率，
结果见图 ４。 由图可知， 随着上样质量浓度增加吸

附率先增加后降低， 在 ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ 时最高， 故确定

上样液质量浓度为 ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ。

图 ４　 上样液质量浓度对吸附率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

３􀆰 ４　 上样液体积流量考察 　 取经预处理的 ＡＢ⁃８
大孔树脂 ５􀆰 ０ ｇ， 湿法上柱， 将 １􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ 样品溶液

以 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０、 ４􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上

样吸附， 收集过柱残液， 测定五味子醇甲质量浓

度， 计算吸附率， 结果见图 ５。 由图可知， 上样液

体积流量在 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 之间时吸附率变化不

大， 之后随着其增加而逐渐降低， 为缩短纯化周

期， 故确定上样液体积流量为 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。

图 ５　 上样液体积流量对吸附率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
ｏｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

３􀆰 ５　 上样液用量考察 　 取经预处理的 ＡＢ⁃８ 大孔

树脂 ５􀆰 ０ ｇ， 湿法装柱， 将 ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ 样品溶液以
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１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量连续上样， 流出液每 ２０ ｍＬ
收集 １ 管， 测定五味子醇甲质量浓度， 绘制泄漏曲

线， 结果见图 ６。 由图可知， 随着上样液用量增加

流出液中泄漏的五味子醇甲含有量也随之增加， 达

到 １６０ ｍＬ 时该成分明显泄露， 达到 １８０ ｍＬ 时其质

量浓度已超过初始的 １０％ ， 故确定上样液用量为

１６０ ｍＬ。

图 ６　 上样液用量对五味子醇甲质量浓度的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｎ ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ ｃｏｎ⁃
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３􀆰 ６　 洗脱剂体积分数考察 　 取经预处理的 ＡＢ⁃８
大孔树脂 ５􀆰 ０ ｇ， 湿法装柱， 将 ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ 样品溶液

以 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上样吸附， 先用 ２ ＢＶ 去离

子水冲洗 除 杂， 再 用 ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、
９５％ 乙醇各 ５０ ｍＬ 以 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量洗脱， 收

集洗脱液， 测定五味子醇甲质量浓度， 计算解吸

率， 结果见图 ７。 由图可知， 随着洗脱剂体积分数

增加解吸率不断增加， 在 ８０％ 时最高， 之后逐渐

下降， 故确定洗脱剂体积分数为 ８０％ 。

图 ７　 洗脱剂体积分数对解吸率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

３􀆰 ７　 洗脱剂体积流量考察 　 取经预处理的 ＡＢ⁃８
大孔树脂 ５􀆰 ０ ｇ， 湿法装柱， 将 ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ 样品溶液

以 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上样吸附， 先用 ２ ＢＶ 去离

子水冲洗除杂， 再用 ５０ ｍＬ ８０％ 乙醇以 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、
３􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ５􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量洗脱， 收集洗脱

液， 测定五味子醇甲质量浓度， 计算解吸率， 结果

见图 ８。 由图可知， 随着洗脱剂体积流量增加解吸

率先稍有增加再缓慢下降， 在 ２􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时最高，
故确定洗脱剂体积流量为 ２􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
３􀆰 ８　 洗脱剂用量考察 　 取经预处理后的 ＡＢ⁃８ 大

孔树脂 ５􀆰 ０ ｇ， 湿法装柱， 将 ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ 样品溶液以

图 ８　 洗脱剂体积流量对解吸率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ
ｒａｔｅ ｏｎ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量上样， 先用 ２ ＢＶ 去离子水洗

涤， 再用 ８０％ 乙醇以 ２􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 体积流量洗脱，
分段收集洗脱液， 每份 １０ ｍＬ， 测定五味子醇甲质

量浓度， 绘制洗脱曲线， 结果见图 ９。 由图可知，
当洗脱剂用量达到 ５０ ｍＬ 时五味子醇甲基本洗脱完

全， 为更加充分地洗脱， 故确定洗脱剂用量为

６０ ｍＬ。

图 ９　 洗脱剂用量对五味子醇甲质量浓度的影响

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｎ ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３􀆰 ９　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法 　 在单因素试验基础

上， 选择上样液质量浓度 （Ａ）、 洗脱剂体积分数

（Ｂ）、 洗脱剂用量 （Ｃ） 作为影响因素， 五味子醇

甲收率 （Ｙ， 吸附率×解吸率） 作为评价指标， 根

据 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心试验方案进行 ３ 因素 ３ 水平设

计。 因素水平见表 ４， 结果见表 ５。
表 ４　 纯化工艺因素水平

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
水平 Ａ 上样液 ／ （ｇ·ｍＬ－１） Ｂ 洗脱剂 ／ ％ Ｃ 洗脱剂用量 ／ ｍＬ
－１ ０􀆰 ０５ ７０ ５０
０ ０􀆰 １ ８０ ６０
１ ０􀆰 １５ ９０ ７０

　 　 然后， 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ 软件对表 ５ 数据进行

拟合， 得二次多项回归方程为 Ｙ ＝ ９０􀆰 ９４－４􀆰 ５１Ａ＋
３􀆰 ２７Ｂ ＋ １􀆰 ６３Ｃ － ０􀆰 ００２ ５ＡＢ ＋ ０􀆰 １１ＡＣ － ２􀆰 ４１ＢＣ ＋
１􀆰 ５５Ａ２－８􀆰 ６４Ｂ２－５􀆰 ２４Ｃ２， 方差分析见表 ６。 由表可

知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 表明模型显著； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５
不显著， 表明模型拟合程度良好； 校正决定系数

９５２
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　 　 　 　 表 ５　 纯化工艺试验设计及结果

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

试验号
Ａ 上样液 ／

（ｇ·ｍＬ－１）

Ｂ 洗脱剂 ／
％

Ｃ 洗脱剂用

量 ／ ｍＬ
Ｙ 五味子醇甲

收率 ／ ％
１ ０􀆰 ０５ ７０ ６０ ８５􀆰 ０４
２ ０􀆰 ０５ ９０ ６０ ９２􀆰 ９０
３ ０􀆰 ０５ ８０ ５０ ９０􀆰 ４１
４ ０􀆰 ０５ ８０ ７０ ９１􀆰 ９２
５ ０􀆰 １５ ７０ ６０ ７４􀆰 ０７
６ ０􀆰 １５ ９０ ６０ ８２􀆰 ６８
７ ０􀆰 １５ ８０ ５０ ８２􀆰 ３７
８ ０􀆰 １５ ８０ ７０ ８４􀆰 ３３
９ ０􀆰 １ ７０ ５０ ６９􀆰 ６６
１０ ０􀆰 １ ７０ ７０ ７９􀆰 ６９
１１ ０􀆰 １ ９０ ５０ ７８􀆰 ２６
１２ ０􀆰 １ ９０ ７０ ７９􀆰 ６６
１３ ０􀆰 １ ８０ ６０ ８９􀆰 ７４
１４ ０􀆰 １ ８０ ６０ ９１􀆰 １３
１５ ０􀆰 １ ８０ ６０ ８９􀆰 ００
１６ ０􀆰 １ ８０ ６０ ９２􀆰 ６３
１７ ０􀆰 １ ８０ ６０ ９２􀆰 １９

０􀆰 ９７３ ０， 表明 ９７􀆰 ３０％ 的响应值变化可用该模型来

解释； 因素 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 ＢＣ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 对五味子

醇甲收率有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 影响程度依次为

Ａ＞Ｂ＞Ｃ。
表 ６　 纯化工艺方差分析

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
来源 离均差平方和自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ７４６􀆰 ０１ ９ ８２􀆰 ８９ ２８􀆰 ００ ０􀆰 ０００ １
Ａ １６２􀆰 ７２ １ １６２􀆰 ７２ ５４􀆰 ９６ ０􀆰 ０００ １
Ｂ ８５􀆰 ５４ １ ８５􀆰 ５４ ２８􀆰 ８９ ０􀆰 ００１ ０
Ｃ ２１􀆰 ２６ １ ２１􀆰 ２６ ７􀆰 １８ ０􀆰 ０３１ ６
ＡＢ ２􀆰 ５００×１０－５ １ ２􀆰 ５００×１０－５ ８􀆰 ４４４×１０－６ ０􀆰 ９９７ ８
ＡＣ ０􀆰 ０５１ １ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０１７ ０􀆰 ８９９ ６
ＢＣ ２３􀆰 １８ １ ２３􀆰 １８ ７􀆰 ８３ ０􀆰 ０２６ ６
Ａ２ １０􀆰 １８ １ １０􀆰 １８ ３􀆰 ４４ ０􀆰 １０６ １
Ｂ２ ３１３􀆰 ９７ １ ３１３􀆰 ９７ １０６􀆰 ０５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ １１５􀆰 ４０ １ １１５􀆰 ４０ ３８􀆰 ９８ ０􀆰 ０００ ４

残差 ２０􀆰 ７２ ７ ２􀆰 ９６ — —
失拟项 １１􀆰 ０７ ３ ３􀆰 ６９ １􀆰 ５３ ０􀆰 ３３７ ０
误差 ９􀆰 ６６ ４ ２􀆰 ４１ — —

总离差 ７６６􀆰 ７４ １６ — — —

　 　 响应面分析见图 １０， 可知最优纯化工艺为上

样液 质 量 浓 度 ０􀆰 ０６ ｇ ／ ｍＬ， 洗 脱 剂 体 积 分 数

８４􀆰 ３５％ ， 洗脱剂用量 ６１􀆰 ９８ ｍＬ， 五味子醇甲收率

９５􀆰 １５５％ ， 考虑到实际操作可行性， 将其修正为上

样液质量浓度 ０􀆰 ０６ ｇ ／ ｍＬ， 洗脱剂体积分数 ８５％ ，
洗脱剂用量 ６２ ｍＬ。 按上述优化工艺进行 ３ 批验证

试验， 测得五味子醇甲收率为 ９４􀆰 ５１％ ， 与预测值

９５􀆰 １５５％ 相 当 （ 偏 差 ０􀆰 ３３％ ）， 同 时 含 有 量 为

４６􀆰 ５４％ ， 表明该工艺准确可靠。

图 １０　 各因素响应面图 （纯化工艺）
Ｆｉｇ􀆰 １０ 　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ

ｆａｃｔｏｒｓ （ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）

４　 讨论

王磊［９］对五味子醇甲超声提取工艺进行研究，
但仅考察了提取溶剂、 料液比、 超声功率 ３ 个因

素。 本实验在此基础上补充了提取时间、 提取温

度， 使该工艺条件更系统， 而且优化所得提取溶

剂、 料液比及该条件下五味子醇甲提取率与该报道

一致， 表明该结果准确可靠。 李洪洋等［１０］ 对五味

子醇甲大孔树脂纯化工艺进行研究， 但仅采用单因

素试验优化上样液质量浓度等几种参数， 而且未测

定吸附率、 解吸率、 收率、 含有量等， 本实验在单

因素试验基础上通过 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法考察影

响其纯化效果的工艺条件， 使实验结果更具体

准确。
同时， 本研究比较了甲醇和乙醇作为提取溶剂

对五味子醇甲提取效果的影响， 发现后者效果稍
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优， 同时考虑到工业生产中它相对更加安全、 便

宜， 故选择乙醇作为提取溶剂。

参考文献：

［ １ ］ 　 国家药典委员会． 中华人民共和国药典： ２０１５ 年版一部

［Ｓ］ ． 北京： 中国医药科技出版社， ２０１５： ６６．
［ ２ ］ 　 Ｙａｎｇ Ｓ Ｈ， Ｊｅｎｇ Ｃ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｃ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ

ｄｅｎｄｒｉｔｅ ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｉｐｐ⁃
ｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｓｃｉ Ｆｏｏｄ Ａｇｒｉｃ， ２０１１， ９１ （ ４ ）：
６９４⁃７０２．

［ ３ ］ 　 周妍妍， 刘艳丽， 董春雪， 等． 五味子醇甲对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双

转基因痴呆模型小鼠脑组织突触素、 α⁃突触核蛋白表达的

影响［Ｊ］ ． 中国药理学通报， ２０１３， ２９（８）： １０７６⁃１０７９．
［ ４ ］ 　 王　 洋， 戚好文， 胡咏武， 等． 五味子醇甲对介导的肝纤

维化抑制作用的初步研究［ Ｊ］ ． 第四军医大学学报， ２００８，
２９（９）： ８１６⁃８１８．

［ ５ ］ 　 肖　 飞， 翁　 文， 罗焕敏． 五味子醇甲对 β⁃淀粉样蛋白损

伤 ＰＣ１２ 细胞的预保护及治疗作用［Ｊ］ ． 中药材， ２０１０， ３３
（３）： ３９７⁃４０１．

［ ６ ］ 　 Ｈｕ Ｄ， Ｃａｏ Ｙ Ｆ， Ｈｅ Ｒ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｓｃｈｉｚａｎｄｒｉｎ， ａｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｌｉｇｎａｎ ｆｒｏｍ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ， ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ Ａβ１⁃４２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０１２，
２０１２： ７２１７２１．

［ ７ ］ 　 牟倩倩， 贺敬霞， 凌成利， 等． 五味子醇甲提取纯化方法

的研究进展［Ｊ］ ． 中成药， ２０１７， ３９（３）： ５８３⁃５８７．
［ ８ ］ 　 程振玉， 宋海燕， 杨英杰， 等． ＡＢ⁃８ 大孔吸附树脂静态纯

化北五味子木脂素工艺研究［ Ｊ］ ． 北方园艺， ２０１５（ ７）：
１４１⁃１４５．

［ ９ ］ 　 王　 磊． 响应面法优化五味子中五味子醇甲超声提取［ Ｊ］ ．
广州化工， ２０１２， ４０（２４）： ６９⁃７１．

［１０］ 　 李洪洋， 文连奎． 大孔树脂分离纯化五味子醇甲的研究

［Ｊ］ ． 食品与机械， ２０１１， ２７（３）： ５６⁃５８， ６２．

大孔吸附树脂分离纯化油橄榄叶总黄酮
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摘要： 目的　 通过大孔吸附树脂分离纯化油橄榄叶总黄酮。 方法　 以总黄酮吸附量、 解吸率为评价指标， 筛选大孔吸

附树脂。 以总黄酮质量浓度、 上样液体积流量及 ｐＨ 值、 洗脱液 （７０％ 乙醇） 体积流量为影响因素， 总黄酮吸附率为

评价指标， 正交试验优化吸附条件。 结果　 ＨＰＤ⁃３００ 型大孔吸附树脂吸附⁃解吸效果最优， 吸附量 １８１􀆰 ９１ ｍｇ ／ ｇ， 解吸

率 ８７􀆰 ２８％ 。 最佳工艺为径高比 １ ∶ １０， 上样液质量浓度 ３􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ， 体积流量 ２ ＢＶ ／ ｈ， ｐＨ 值 ５􀆰 ０， 体积 １６ ＢＶ， 洗

脱液体积流量 １ ＢＶ ／ ｈ， 总黄酮吸附率 ８３􀆰 ５％ ， 得率 １０􀆰 １９％ ， 质量分数 ８７􀆰 ３８％ ， 回收率 ８０􀆰 ７４％ 。 结论　 该方法稳定

可靠， 可用于大孔吸附树脂分离纯化油橄榄叶总黄酮。
关键词： 油橄榄； 叶； 总黄酮； 分离； 纯化； 大孔吸附树脂
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