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蔷薇红景天 ＲｈｏｄｉｏｌａｒｏｓｅａＬ．为景天科 Ｃｒａｓｓｕ
ｌａｃｅａｅ红景天属 ＲｈｏｄｉｏｌａＬ．多年生草本植物。据统计，
全世界有９０种红景天属植物，我国目前有 ７３种，多分
布于东北、甘肃、四川、云南、贵州、新疆等地区犤１犦。《新疆

药用植物志》记载，新疆蔷薇红景天主要分布于天山山

脉海拔１６００～２７００ｍ的高寒地区犤２犦。红景天属植物的

主要成分有红景天苷、苷元酪醇、黄酮类、没食子酸与

苷、草质素及其苷类。其中，红景天黄酮类化合物具有抗

病毒、抗肿瘤、强心、降压、降低胆固醇、止咳祛痰、保肝

等作用犤３犦。黄酮类化合物是植物中含量最丰富的一类，

迄今已在植物中鉴定出数千种黄酮类化合物。随着关于

黄酮类化合物对人类健康有益认识的加深，富含黄酮类

化合物植物的提纯越来越受到关注，且黄酮类成分已在

抗炎、抗肿瘤、抗高血压与心血管疾病等方面取得了一

定的研究成果犤４犦。本研究中通过 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面

分析法，以提取物中总黄酮含量为考察指标，对新疆蔷

薇红景天总黄酮的提取工艺进行研究；在已确定的提取

工艺基础上，通过筛选，应用 ＨＰＤ－６００型大孔吸附树
脂来纯化蔷薇红景天总黄酮，并通过 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８．０６软件，优化工艺条件，为新疆蔷薇红景天资源的开
发利用和后期研究提供科学的试验依据。现报道如下。

１ 仪器与试药

仪器：ＨＨ－Ｓ４型数显恒温水浴锅（金坛市医疗仪
器厂）；ＥＹＥＬＡ型旋转蒸发仪（上海爱朗仪器有限公司，
东京理化器械株独资工厂）；ＫＱ－２５０ＤＶ型数控超声波
清洗器（江苏省昆山市超声仪器有限公司，功率为１５０Ｗ，
频率为 ５０Ｈｚ）；ＮｅｗｃｌａｓｓｉｃＭＦ型电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司，精度为万分之一）；Ｔ６型新世纪紫外分光
光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）；ＨＹ－５型
回旋振荡器（金坛市医疗仪器厂）。

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计优化蔷薇红景天总黄酮提取纯化工艺

帕提曼·肖开提，穆巴热科·吾普尔，刘 阳，王新玲△

（新疆医科大学药学院，新疆 乌鲁木齐 ８３００１１）
摘要：目的 优选蔷薇红景天中总黄酮的提取及纯化工艺。方法 采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法，以提取物中总黄酮含量为指标，考察提

取溶剂体积分数、提取时间、提取次数、物料比等因素对提取工艺的影响；以总黄酮纯度为指标，考察样品溶液质量浓度、进样流速、洗

脱液浓度、洗脱液体积等因素对纯化效果的影响。结果 最佳提取工艺为７０％乙醇，提取６０ｍｉｎ，物料比１∶４０；蔷薇红景天总黄酮提取

物中的黄酮平均含量为５６．９７％；最佳纯化工艺为上样液质量浓度２．００３５ｍｇ／ｍＬ、洗脱液体积分数９０％、洗脱液体积２ＢＶ；纯化后，

总黄酮平均纯度为 ８２．８３％，总黄酮含量比提取物的总黄酮含量提高了２６％。结论 实测值与理论预测值相符性良好，响应面法优化

得到的蔷薇红景天总黄酮提取及纯化工艺参数条件可靠，具有一定的实际应用价值。

关键词：蔷薇红景天；总黄酮；Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法；提取工艺；纯化工艺
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·实验研究·
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样品含量（ｍｇ）

５．１５０８
５．１４８２
５．１４９３
５．１５８５
５．１２４２
５．１３０４
５．１３８０
５．１２３２
５．１３２４

加入量（ｍｇ）

４．１２
４．１２
４．１２
５．１４
５．１４
５．１４
６．１５
６．１５
６．１５

测得量（ｍｇ）

９．３２
９．４３
９．３８
１０．３２
１０．２８
１０．２２
１１．１８
１１．３６
１１．１６

回收率（％）

１０１．１９
１０３．９３
１０２．６７
１００．４２
１００．３１
９９．０２
９８．２４
１０１．４１
９８．０１

Ｘ（％）

１００．５８

ＲＳＤ（％）

１．９７

表１蔷薇红景天总黄酮加样回收试验结果（ｎ＝９）试药：蔷薇红景天购于新疆伊犁，品种由新疆医科

大学药学院胡君萍教授鉴定为正品，标本保留在新疆医

科大学药学院天药 ／生药教研室；芦丁对照品（中国食
品药品检定研究院，批号为１０００８０－２００７０７）。
２ 方法与结果

２．１ 黄酮含量测定牗硝酸铝－亚硝酸钠法牘犤５犦

２．１．１ 对照品溶液制备

取干燥至恒重的芦丁对照品 ２．５ｍｇ，精密称定，置
２５ｍＬ容量瓶中，用７０％乙醇溶解并定容至刻度，摇匀，
制成质量浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的溶液，即得。
２．１．２ 测定波长选择

取芦丁对照品 ５．７２ｍｇ，精密称定，置 ２５ｍＬ容量
瓶中溶解，精密吸取 １ｍＬ，芦丁溶液置 １０ｍＬ容量瓶
中；加 ５％亚硝酸钠溶液 ０．４ｍＬ，摇匀，放置 ６ｍｉｎ，加
１０％ 硝酸铝溶液 ０．４ｍＬ，摇匀，放置 ６ｍｉｎ，加 ４％ 氢
氧化钠溶液４ｍＬ，再加 ７０％乙醇溶液至刻度，摇匀，放
置１５ｍｉｎ，采用紫外－可见分光光度法，在２００～８００ｎｍ
波长区间扫描。结果对照品溶液在 ５１０ｎｍ波长处有最
大吸收，故选用５１０ｎｍ为测定波长。
２．１．３ 蔷薇红景天总黄酮制备及含量测定

取 ２．０ｇ蔷薇红景天药材粉末，精密称定，按提取
条件加热回流提取一定时间后，趁热过滤，减压浓缩至

１０ｍＬ容量瓶中，作为待测溶液。取蔷薇红景天总黄酮
提取物适量，依法操作，于５１０ｎｍ波长处测定吸光度，
依据标准曲线计算出相应的黄酮含量。

２．１．４ 方法学考察

精密度试验：准确吸取对照品溶液１．５ｍＬ，置１０ｍＬ
容量瓶中，按拟订方法测定吸光度，重复测定６次。结果
的 ＲＳＤ为０．２２％牗ｎ＝６牘，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取红景天总黄酮提取物１９．５６ｍｇ，精
确称定，置 １０ｍＬ容量瓶中，按拟订方法分别于 ０，１５，
３０，４５，６０，９０，１２０ｍｉｎ时测定吸光度。结果的 ＲＳＤ为
１．９１％牗ｎ＝６牘，表明供试品溶液在２ｈ内稳定。

重复性试验：取红景天总黄酮提取物共 ６份，精密
称定，平行制备 ６份提取液，各 ０．５ｍＬ，置 １０ｍＬ容量
瓶中，按拟订方法测定吸光度。结果的 ＲＳＤ为 ０．８６％
牗ｎ＝６牘，表明方法重复性良好。
加样回收试验：准确称取已知含量（５．１０８４ｍｇ／ｍＬ）

的蔷薇红景天粉末９份，各 １ｇ，制备供试品溶液，再分
别精确加入芦丁对照品，混匀，按拟订方法进行测定，计

算得回收率为 １００．５８％，ＲＳＤ为 １．９７％（ｎ＝９），表明
方法稳定可行。详见表１。
２．２ 提取工艺优化
２．２．１ 单因素考察

提取溶剂体积分数：取蔷薇红景天药材粉末１ｇ，精

密称定，加入２０ｍＬ不同体积分数的１０％乙醇、３０％乙
醇、５０％乙醇、７０％乙醇、９０％乙醇，加热回流提取 １ｈ，
过滤并浓缩，低温干燥，按拟订方法测定提取物中黄酮

含量。结果测得含量依次为 １６．７３％，３３．５１％，
３８．００％，４６．２５％，３９．２６％，故选择７０％乙醇为最佳提
取溶剂体积分数。

提取时间：取蔷薇红景天药材粉末 １ｇ，精密称定，
加入 ２０ｍＬ７０％乙醇，加热回流提取 ３０，６０，９０，１２０，
１５０ｍｉｎ，过滤并浓缩，低温干燥，按拟订方法测定提取
物中黄酮含量。结果测得含量依次为 ３６．１４％，
４１．２５％，３９．３８％，３９．２０％，４１．９６％，考虑到周期问题，
故初步确定最佳提取时间为６０ｍｉｎ。

物料比：取蔷薇红景天药材粉末１ｇ，精密称定，分别
按１∶１０，１∶２０，１∶３０，１∶４０，１∶５０，１∶６０，１∶７０的物料
比加入 ７０％乙醇，加热回流提取，将提取液过滤并浓
缩，低温干燥，取滤液按拟订方法测定提取物中黄酮含

量。结果测得含量依次为 ３５．３６％，３６．６８％，３６．８６％，
４３．８２％，４２．４９％，４１．９５％，４０．５４％，故选择物料比为
１∶４０。

提取次数：取蔷薇红景天药材粉末 １ｇ，精密称定，
用已筛选的提取溶剂浓度、提取时间、物料比分别提取

１，２，３次，将提取液过滤浓缩，低温干燥，按拟订方法测定
提取物中的黄酮含量。结果测得含量依次为 ３９．１６％，
４２．８５％，３９．６６％，故初步确定提取次数为２次。
２．２．２ 响应面法优化试验设计

试验设计：根据单因素试验结果，固定提取次数２次，
选取乙醇体积分数（因素Ａ）、提取时间（因素Ｂ）和物料
比（因素Ｃ）为自变量，以蔷薇红景天提取物总黄酮含量
（Ｙ）为响应值，利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０６软件中的
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ进行响应面中心组合设计，优化提取工
艺。试验因素与水平见表２，响应面设计方案见表３。

方差分析：试验结果见表 ３。数据采用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０６软件进行多元模拟拟合分析，得到以蔷薇
红景天提取物中黄酮含量为目标函数的二次回归方程

Ｙ＝５３．４７＋２．０５Ａ＋１．９６Ｂ＋０．７３Ｃ＋２．０９ＡＢ－２．１９ＡＣ＋

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９

因素 Ａ
０
０
１
０
－１
１
０
０
０

因素 Ｂ
１
－１
１
－１
０
０
０
１
０

因素 Ｃ
１
１
０
－１
－１
－１
０
－１
０

含量（％）

５０．９１
４６．１０
５２．０３
４６．５３
４３．０３
５０．８７
５６．６０
４５．７８
５４．７１

序号

１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７

因素 Ａ
０
０
－１
１
１
－１
－１
０

因素 Ｂ
０
０
１
０
－１
０
－１
０

因素 Ｃ
０
０
０
１
０
１
０
０

含量（％）

５１．４１
５０．５５
４３．１１
４７．０５
４２．０３
４７．９８
４１．４７
５４．０９

方差来源

模型

Ａ
Ｂ
Ｃ
ＡＢ
ＡＣ
ＢＣ
Ａ２

Ｂ２

Ｃ２

残差

失拟项

纯误差

总误差

平均和

３０７．５５
３３．５８
３０．８１
４．２５
１７．４７
１９．２３
７．７３
８３．５６
７９．９４
１３．４１
３４．０９
９．６０
２４．４９
３４１．６４

自由度

９
１
１
１
１
１
１
１
１
１
７
３
４
１６

均方

３４．１７
３３．５８
３０．８１
４．２５
１７．４７
１９．２３
７．７３
８３．５６
７９．９４
１３．４１
４．８７
５．５５
６．１２

Ｆ值

７．０２
６．９０
６．３３
０．８７
３．５９
３．９５
１．５９
１７．１６
１６．４１
２．７５

０．５２

Ｐ值

０．００８８

０．０３４１

０．０４０１

０．３８１４
０．１００１
０．０８７３
０．２４８１
０．００４３

０．００４９

０．１４１０

０．６８９５

提取物中黄酮含量 ／％

６０

５５

５０

４５

４０

１
１

０
－１

－１ －１
－１

０
１

１

Ｂ．提取时间 ／ｍｉｎ

提取物中黄酮含量 ／％

６０

５５

５０

４５

４０

１
１

０
－１

－１ －１
－１

０
１

１

提取物中黄酮含量 ／％

６０

５５

５０

４５

４０

１
１

０
－１

－１ －１
－１

０
１

１

Ｂ．提取时间 ／ｍｉｎＣ．物料比 ／ｇ·ｍＬ－１ Ｃ．物料比 ／ｇ·ｍＬ－１

１

１

０

－１

－１
－１ －１ ０ １ １

１

１

０

－１

－１
－１ －１ ０ １ １

１

１

０

－１

－１
－１ －１ ０ １ １

图 １ 乙醇体积分数与提取时间对提取

物中总黄酮含量的响应曲面及等高线图

图２ 乙醇体积分数与物料比对提取物中

总黄酮含量的响应曲面及等高线图

图３ 提取时间与物料比对提取物中总黄

酮含量的响应曲面及等高线图

表２ 响应面法优化提取工艺试验因素与水平

表３ 响应面法优化提取工艺试验设计与结果

水平

－１
０
１

因素Ａ（％）

５０
７０
９０

因素Ｂ（ｍｉｎ）

３０
６０
９０

因素 Ｃ
１∶３０
１∶４０
１∶５０

表４ 响应面法优化提取工艺试验方差分析结果

注：为影响显著（Ｐ＜０．０５），为极显著（Ｐ＜０．０１），

Ｐ＞０．０５为不显著。表８同。

１．３９ＢＣ－４．４５Ａ２－４．３６Ｂ２－１．７８Ｃ２。回归方程方差分
析见表 ４。可见，响应面模型 Ｆ值为 ７．０２，Ｐ＜０．０１回
归模型极显著，失拟项为 ０．６８９５，Ｐ＞０．０５表示不显
著，表明此模型以实际情况拟合很好。Ｒ２＝０．９００２，
Ｒａｄｊ２＝０．７７１９，Ｒｐ２＝０．４３８４，表明预测值与实测值间
具有高度相关性，模型方程能很好地反映真实的试验

值。由表３可见，该模型中一次项 Ａ和Ｂ对该模型的影
响显著（Ｐ＜０．０５）；二次项中，Ａ２和Ｂ２对模型的影响极
显著（Ｐ＜０．０１）；交互项 ＡＢ，ＡＣ、ＢＣ无显著性。表明乙
醇体积分数与提取时间对蔷薇红景天总黄酮提取物含

量的影响显著，但各因素间无影响。由响应面结果得到各

因素对总黄酮提取物含量的影响大小依次为因素 Ａ＞
因素Ｂ＞因素Ｃ，即乙醇体积分数＞提取时间＞物料比。

响应面分析：图１至图３可直观反映两变量交互作
用的显著程度，圆形表示两因素交互作用不显著，椭圆

形表示两因素交互作用显著。由图 １可见，Ａ，Ｂ，Ｃ３因
素交互作用显著。随着乙醇体积分数的增加，提取物中

黄酮含量随之增加，随后黄酮含量有下降趋势，当乙醇

体积分数为７０％和提取时间为６０ｍｉｎ时，其值最大。响
应面的坡度较陡，等高线为椭圆形，表明乙醇体积分数

与提取时间交互作用较强，对提取物中黄酮含量的影响

较大；乙醇体积分数的曲面相对于提取时间较陡，表明

乙醇体积分数对提取物中黄酮含量的影响比提取时间

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

Ｒ２＝０．９００２，Ｒａｄｊ２＝０．７７１９，Ｒｐ２＝０．４３８４

Ａ．乙醇体积分数 ／％ Ａ．乙醇体积分数 ／％
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树脂型号

ＮＫＡ－９
ＡＢ－８
Ｄ１０１
ＨＰＤ１００
ＨＰＤ５００
ＨＰＤ６００

极性

极性

弱极性

非极性

非极性

弱极性

极性

吸附量牗Ｑ１，ｍｇ／ｇ）

８５．７３
７１．５３
５９．３０
６９．７８
８６．０８
９１．５７

吸附率牗Ｅ，％）

８１．９４
６８．３８
５６．６８
６６．７０
８２．２９
８７．５３

解吸量牗Ｑ２，ｍｇ／ｇ）

６０．４７
４６．０５
３９．１６
４５．８３
４９．０６
５７．８８

解吸率牗Ｄ，％）

７０．５３
６４．３７
６６．０４
６５．６８
５６．９９
６３．２１

表５ ６种树脂的性质、吸附量、吸附率及解吸率

大（因素Ａ＞因素 Ｂ）；当乙醇体积分数增加到一定程度
后，其增加趋势不太明显，其中物料比的变化对提取物

中黄酮含量的影响对于其他因素最小。可见，对黄酮含

量的影响显著程度为因素 Ａ＞因素 Ｂ＞因素 Ｃ，与方差
分析结果一致。

２．２．３ 最佳条件预测及验证试验

通过 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０６软件进行数据分析得到
最佳提取工艺为：溶剂体积分数 ６９．８９％，提取时间
５８．０８ｍｉｎ，料液比 １∶４０，提取物中总黄酮含量的理论
值为５６．１５％。根据实际情况确定最佳提取工艺条件为
７０％乙醇、提取６０ｍｉｎ、物料比牗１∶４０牘。在此条件下，取
３份药材，精密称定，进行验证试验，测定蔷薇红景天提
取物中黄酮的含量。结果３批样品中总黄酮含量分别为
５６．３８％，５７．７０％，５６．８２％，平均含量为 ５６．９７％，ＲＳＤ
为１．１８％，表明优化提取工艺稳定、可控。
２．３ 纯化工艺筛选
２．３．１ 树脂型号筛选

预处理与再生：将大孔树脂用无水乙醇充分浸泡

２４ｈ，用蒸馏水淋洗至流出液与水（１∶５）混合无浑浊为
止，再用 ５％盐酸浸泡 ４～６ｈ，用水洗至中性，最后用
５％氢氧化钠溶液浸泡４～６ｈ，用水洗至中性，备用犤６犦。

静态吸附与静态解吸考察：取预处理好的６种大孔
吸附树脂各 １ｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ具塞三角瓶中，加
入总黄酮粗提物制备的溶液２０ｍＬ（总黄酮质量浓度为
５．２３０８ｍｇ／ｍＬ），密闭，室温回旋振荡吸附（每分钟１２０
次）２４ｈ，充分吸附后，过滤，吸取滤液按含量测定方法
测定总黄酮的含量，计算不同大孔树脂的吸附量和吸附

率；将吸附饱和的树脂晾干后，加入２０ｍＬ７０％乙醇，回
旋振荡（每分钟１２０次）２４ｈ解吸附，过滤，吸取滤液按
含量测定方法测定总黄酮的含量，计算不同树脂的解吸

附量和解吸附率。

２．３．２ 大孔吸附树脂类型确定

根据静态吸附、解吸的考察，计算６种树脂的吸附
量、吸附率、解吸量与解吸率，详见表 ５。可见，ＨＰＤ６００
型树脂对蔷薇红景天总黄酮的指标均较其余５种好，故
确定用ＨＰＤ６００型大孔吸附树脂为理想树脂。

２．４ 纯化工艺优化
２．４．１ 单因素考察

总黄酮上样液质量浓度：将经过预处理的 ５ｇ
ＨＰＤ６００型大孔树脂进行湿法装柱。用蒸馏水冲洗树
脂除去水溶性杂质，确保树脂被冲洗干净且无气泡，

取６．０７１２ｍｇ／ｍＬ的总黄酮粗提液，加水稀释至
０．５１４０，１．０３２１，１．５１７８，２．００３５，２．４８９２，３．０３５６，
３．５２１３ｍｇ／ｍＬ，按２ＢＶ个表现体积牗１ＢＶ为１个树脂
床体积牘，以 １ｍＬ／ｍｉｎ的流速上样，收集流出液，在最
大波长处测定吸光度，计算树脂吸附量和吸附率。当质

量 浓度 为 ２．００３５ｍｇ／ｍＬ时 吸附 率最 高，可达
８６．１４％，故上样质量浓度选择２．００３５ｍｇ／ｍＬ。

进样流速：将经过预处理的５ｇＨＰＤ６００型大孔树脂
进行湿法装柱。将质量浓度为 ２．００３５ｍｇ／ｍＬ、体积为
２ＢＶ的总黄酮粗提液，以０．５，１．０，１．５，２．０，３．０ｍＬ／ｍｉｎ
流速进行进样，收集流出液，在最大波长处测定吸光

度，计算树脂吸附量和吸附率。初步确定进样流速为

１．５ｍＬ／ｍｉｎ。
样品溶液体积：将经过预处理的 ５ｇＨＰＤ６００型大

孔树脂进行湿法装柱。将质量浓度为２．００３５ｍｇ／ｍＬ的
总黄酮粗提液，选择不同体积（１，２，３，４，５，６ＶＢ），以最佳
流速１．５ｍＬ／ｍｉｎ进样，收集流出液，在最大波长处测定
吸光度，计算树脂吸附量和吸附率。当上样体积为２ＢＶ
时，吸附率最高。故选择２ＢＶ为进样体积。

上样液ｐＨ：将经过预处理的５ｇＨＰＤ６００型大孔树
脂进行湿法装柱。取６份质量浓度为２．００３５ｍｇ／ｍＬ的
红景天总黄酮粗提液 １５ｍＬ，分别调节其ｐＨ为３，４，５，
６，７，８，以 ２ＢＶ柱床体积，１．５ｍＬ／ｍｉｎ的流速进样，收
集流出液，在最大波长处测定吸光度，计算树脂吸附量。

结果选择ｐＨ＝４为上样ｐＨ。
洗脱液体积分数：将经过预处理的 ５ｇＨＰＤ６００型

大孔树脂进行湿法装柱。将质量浓度为２．００３５ｍｇ／ｍＬ、
体积为 ２ＢＶ的总黄酮粗提液以最佳流速 １．５ｍＬ／ｍｉｎ
进样，进行树脂吸附，先水洗之无色（弃去水洗部

分），再分别用５０％，６０％，７０％，８０％，９０％，１００％乙醇
以 １．５ＢＶ的柱床体积，１ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行洗脱，收
集洗脱液，在最大波长处测定吸光度，计算树脂解附量

和解吸率。当乙醇体积分数增加到９０％时，洗脱率最高
可达６２．２％。故选用９０％乙醇进行洗脱。

洗脱液体积：将经过预处理的 ５ｇＨＰＤ６００型大孔
树脂进行湿法装柱。将质量浓度为２．００３５ｍｇ／ｍＬ的总
黄酮粗提液、以２ＢＶ柱床体积、１．５ｍＬ／ｍｉｎ的流速进
样，进行树脂吸附，再用 ９０％乙醇以 １，１．５，２，２．５，３，
３．５ＢＶ的柱床体积、１ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行洗脱，收集

·实验研究·
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９

因素 Ａ
１
－１
０
０
－１
０
１
１
０

因素 Ｂ
０
０
０
０
０
－１
１
０
０

因素 Ｃ
－１
１
０
０
－１
１
０
１
０

纯度（％）

５７．５１
５６．５８
８１．６３
８２．０８
４７．５８
５２．６４
７０．８１
５８．７１
７８．２８

序号

１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７

因素 Ａ
０
－１
０
１
０
０
０
－１

因素 Ｂ
０
１
－１
－１
１
０
１
－１

因素 Ｃ
０
０
－１
０
１
０
－１
０

纯度（％）

８０．９１
６１．９１
５５．６７
６０．２３
６２．１２
８２．７８
６６．３４
５９．９８

变异来源

模型

Ａ
Ｂ
Ｃ
ＡＢ
ＡＣ
ＢＣ
Ａ２

Ｂ２

Ｃ２

残差

失拟项

绝对误差

总和

平方和

２０５９．８０
５６．２３
１３３．３３
１．０８
１８．７０
１５．２１
０．３５

５０９．５２
２００．６３
９５２．４９
５８．４６
４６．４１
１２．０４

２１１８．２７

自由度

９
１
１
１
１
１
１
１
１
１
７
３
４
１６

均方

２２８．８６
５６．２３
１３３．３３
１．０８
１８．７０
１５．２１
０．３５

５０９．５２
２００．６３
９５２．４９
８．３５
１５．４７
３．０１

Ｆ值

２７．４０
６．７３
１５．９６
０．１３
２．２３
１．８２
０．０４
６１．００
２４．０２
１１４．０４

５．１３

Ｐ值

０．０００１

０．０３５７

０．００５２

０．７２８８
０．１７８２
０．２１９２
０．８４２７
０．０００１

０．００１８

＜０．０００１

０．０７３９

表７ 响应面法优化纯化工艺试验设计与结果

表６ 响应面法优化纯化工艺试验因素与水平

水平

－１
０
１

因素 Ａ（ｍｇ／ｍＬ）

１．１５７８
２．００３５
２．４８９２

因素 Ｂ（％）

１．５
２．０
２．５

因素Ｃ（ＢＶ）

８０
９０
１００

洗脱液，在最大波长处测定吸光度，计算树脂解吸量和解吸

率。当洗脱液用量达２ＢＶ时，洗脱率最高可达６１．７３％，解
吸效果最好。故洗脱液的洗脱用量选择２ＢＶ。

洗脱速度：将经过预处理的 ５ｇＨＰＤ６００型大孔树
脂进行湿法装柱。将质量浓度为２．００３５ｍｇ／ｍＬ的总黄
酮粗提液，以 ２ＢＶ柱床体积、１．５ｍＬ／ｍｉｎ流速进样，
进行树脂吸附，再分别用 ２ＢＶ柱床体积的９０％乙醇溶
液，以１，２，３，４ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行洗脱，收集洗脱液，
依法测定吸光度，计算树脂解吸量和解吸率。洗脱流速

为２ｍＬ／ｍｉｎ时洗脱效果最好，洗脱率可达６３．８７％。故
洗脱流速选择２ｍＬ／ｍｉｎ。
２．４．２ 响应面法优化试验设计

试验设计：在单因素试验结果的基础上，利用

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件，以上样液质量浓度（因素
Ａ）、洗脱液体积分数（因素 Ｂ）、洗脱液体积（因素 Ｃ）为
自变量，以纯度为响应指标，进行响应面分析。结果

见表６和表７。

方差分析：通过软件对表７的试验数据进行回归拟
合分析，得到纯度（Ｙ）与各水平间的二次多项式方程Ｙ＝
８１．１４＋２．６５Ａ＋４．０８Ｂ＋０．３７Ｃ＋２．１６ＡＢ－１．９５ＡＣ－
０．３０ＢＣ－１１．００Ａ２－６．９０Ｂ２－１５．０４Ｃ２。为解释回归方
程的有效性和各因素对纯度的影响程度，对回归方程进

行方差分析，结果见表８。可见，该回归模型是极显著的
（Ｐ＜０．０１）。回归模型的决定系数牗Ｒ２牘＝０．９７２４，校正
决定系数牗Ｒａｄｊ２牘＝０．９３６９，Ｒｐ２＝０．６４０５。失拟项（Ｐ＝
０．６４０５＞０．０５）不显著，表明该回归模型与试验数据拟
合程度高，误差小。故可用该模型分析红景天总黄酮的

提纯效果。由表７可见，该模型中一次项因素 Ａ、因素Ｂ
对该模型的影响显著（Ｐ＜０．０５），其中因素 Ｂ为极显

著。二次项中Ａ２，Ｂ２，Ｃ２对模型的影响极显著（Ｐ＜０．０１）；
交互项ＡＢ，ＡＣ，ＢＣ无显著性。表明上样液质量浓度、洗脱
液体积分数及洗脱液体积对蔷薇红景天总黄酮纯度的影

响显著，但各因素间无影响。由响应面分析结果得各因素对

总黄酮纯度的影响大小依次为因素Ｂ＞因素Ａ＞因素 Ｃ，
即洗脱液体积分数＞上样液质量浓度＞洗脱液体积。

响应面分析：由图４至图６可见，随上样液质量浓度
和洗脱液体积分数的增加，总黄酮纯度先增加后减少，当

洗脱液体积为９０％、上样液质量浓度为２．００３５ｍｇ／ｍＬ
时，达到最大值；响应面的坡度较陡，等高线为椭圆形，

表明上样液质量浓度与洗脱液体积分数交互作用较强，

对总黄酮纯度的影响较大；总黄酮纯度随着上样液质量

浓度和洗脱液浓度的增加先增加后减少，当上样液质量

浓度为２．００３５ｍｇ／ｍＬ、洗脱液体积为２ＢＶ时，总黄酮
纯度达到响应值最高点；响应面的坡度较陡，等高线为

圆形，表明上样液质量浓度与洗脱液体积交互作用较

弱，对总黄酮纯度的影响较小；当洗脱液体积分数为

９０％、洗脱液体积为 ２ＢＶ时总黄酮纯度达到响应面最
高点；响应面的坡度平缓，等高线为椭圆形，表明洗脱液

体积分数与洗脱液体积交互作用较弱；故由响应面图可

见，洗脱液体积分数（因素 Ｂ）对纯度的影响最显著，其
次是上样液质量浓度（因素Ａ），影响较小的是洗脱液体
积（因素Ｃ），与方差分析结果相符。
２．４．３ 最佳条件预测及验证试验

通过 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０６软件进行数据分析得到
的最佳纯化工艺为：上样质量浓度１．９２ｍｇ／ｍＬ，洗脱液
体积分数 ８９．９９％、洗脱液体积 ２．１６ＢＶ，纯度理论值
为 ８１．９９％。考虑实际情况，最后确定红景天总黄酮
纯化工艺条件为：洗脱液体积 ２ＢＶ，上样液质量浓度

表８ 优化纯化工艺回归方程分析结果

·实验研究·
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纯度 ／％

１
１

０
－１

１

纯度 ／％

－１ －１
－１

纯度 ／％

１
１

０
－１

－１ －１
－１

０
１

１

Ｃ．洗脱液体积 ／ＢＶ

－１ －１ ０ １ １ －１ －１ ０ １ １ －１ －１ ０ １ １

８５
８０

７０
７５

６０
６５

５５

Ａ．上样液浓度 ／％Ｂ．洗脱液浓度 ／％

纯度 ／％
１

１

０

－１

－１

纯度 ／％
１

１

０

－１

－１

纯度 ／％
１

１

０

－１

－１

Ｃ．洗脱液体积 ／ＢＶ Ａ．上样液浓度 ／％

４０

５０

６０

７０

８０

９０

８０

９０

４０

５０

６０

７０

Ｂ．洗脱液浓度 ／％

图４ 洗脱液体积分数与上样液浓度对总

黄酮纯度影响的响应曲面及等高线

图５ 洗脱液体积与上样液浓度对总黄酮

纯度影响的响应曲面及等高线

图６ 洗脱液体积与洗脱液体积分数对总

黄酮纯度影响的响应面及等高线

１
０．５

０
－０．５

１
１

０
－１－１

－１
０

１

２．００３５ｍｇ／ｍＬ，洗脱液体积分数 ９０％。在此工艺条件
下，重复试验３次进行验证，结果３批次红景天总黄酮纯
度分别为８２．１８％，８３．６０％，８２．７２％，平均８２．８３％，ＲＳＤ
为０．８７（ｎ＝３），表明利用此方法纯化总黄酮有现实意义。
３ 讨论

响应面法具有检测精确度高、可靠、试验所需次数

少、能反映因素和预测值之间关系等优点，因此近几年

来，其在中药提取及纯化中得到了广泛应用犤７－８犦。

近２０年来，吸附性大孔树脂的快速发展使得其用
途不断扩大，主要应用于糖的精制、气体吸附、药理活性

天然产物的分离和富集，以及其他生物制品的纯化。使

用大孔树脂的吸附过程由于其独特的吸附性能和其他

优点而引起了关注犤９犦。

本试验中用单因素试验对影响蔷薇红景天总黄酮

提取物含量的乙醇体积分数、提取时间、物料比等因素

进行了筛选，发现其对蔷薇红景天总黄酮提取物含量具

有显著影响。在此基础上，再利用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心
组合设计原理，对蔷薇红景天总黄酮的提取工艺进行了

优化，得最优提取工艺条件为：７０％乙醇，提取 ６０ｍｉｎ，
物料比１∶４０；在此条件下，蔷薇红景天总黄酮提取物中
的平均含量为５６．９７％，与理论预测值相符。

建立一种高效的大孔树脂吸附对红景天提取物中

总黄酮的分离纯化方法。对 ６种大孔树脂（ＮＫＡ－９，
ＡＢ－８，Ｄ１０１，ＨＰＤ１００，ＨＰＤ５００，ＨＰＤ６００）进行了比较
和评价，ＨＰＤ６００型在所测试的树脂中表现出最好的吸
附容量和解吸率，故选择 ＨＰＤ６００型。通过单因素试验
控制不同变量，初步得出上样液质量浓度、上样液体积、

洗脱液体积分数、洗脱液体积分数、ｐＨ、上样流速、洗脱
流速的适宜范围，通过响应曲面法优化，最终得到最佳

纯化工艺为上样液质量浓度２．００３５ｍｇ／ｍＬ、洗脱液体
积分数９０％，洗脱液体积为２ＢＶ；此条件下，纯化后总
黄酮平均纯度为８２．８３％。通过响应曲面法优化红景天
总黄酮提取及纯化工艺，建立可靠的二次回归模型，对

于红景天总黄酮的提取、纯化有一定的参考意义。
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