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牛樟树为樟科植物，原产地为台湾，生长在海拔

４５０～２０００ｍ的山林间，因生长在百年以上的树干腐朽
之心材内壁的真菌——— 牛樟芝而得名，被誉为森林中的红

宝石犤１犦。牛樟芝可抗肿瘤、抗衰老、保护肝脏、增强免疫力

等，但生长周期过长，品种珍稀，不利于产业化发展犤２－６犦。前

期试验结果表明，牛樟叶水提物含有大量多糖类成分，

开展水提物最优提取条件研究有一定的研究价值犤７－１０犦。

本研究中以多糖为指标性成分，采用星点响应面法优选提

取方法，以最大程度提取出多糖类成分，为后期进一步优

化提取方法及多糖的纯化试验奠定基础。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＣＡＰ型电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司，精
度为 ０．１ｍｇ）；ＨＷＳ－２４型电热恒温水浴锅（上海齐欣
科学仪器有限公司）；ＵＶ１７８０－５型紫外分光光度计（岛
津企业管理＜中国＞有限公司）；Ｌ６００型台式低速离心
机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；ＫＱ５２００Ｂ型

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率为２４０Ｗ，
频率为４０ｋＨｚ）
１．２ 试药

牛樟叶由广西柳州市天姿园艺有限公司提供，经柳

州市中医医院吴冰副主任药师鉴定为樟科植物牛樟的叶

子；苯酚（批号为 １００１５３１８），硫酸（批号为 １０００８３１６），
乙醇（批号为 １０００９１６４），均购自国药集团化学试剂有
限公司；无水葡萄糖对照品（中国食品药品检定研究

院，批号为 １１０８３３－２０１７０７，规格为 １００ｍｇ，纯度为
≥９９％）。
２ 方法与结果

２．１ 多糖含量测定（硫酸－苯酚法）
溶液制备：取牛樟叶５ｇ，打粉，过６０目筛，加２５０ｍＬ

蒸馏水，８０℃水浴提取 ６０ｍｉｎ，即得供试品溶液。取
无水葡萄糖对照品 ０．０２４８ｇ，精密称定，加水定容至
２５０ｍＬ容量瓶中，即得对照品溶液。

显色：精密量取多糖溶液１．０ｍＬ，置１０ｍＬ具塞比

星点设计响应面法优选牛樟叶水提物提取工艺

张 蓓 １，余潇苓 ２，万永艳 １，覃开羽 １，张洪平 １，梁学政 １△

（１．广西壮族自治区柳州市中医医院，广西 柳州 ５４５０２６； ２．浙江中医药大学附属第一医院，浙江 杭州 ３１００００）
摘要：目的 优化牛樟叶水提物的提取工艺。方法 以打粉粒径、浸渍时间、水浴温度、料液比为考察因素，以提取液中多糖含量为评价

指标，在单因素试验基础上采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ星点设计响应面法优化牛樟叶多糖的提取工艺。结果 牛樟叶多糖最佳提取工艺为药材

过６０目筛，料液比为１∶４０（ｍ／Ｖ），水浴温度为９０℃，浸渍时间为７５．６１ｍｉｎ。结论 优化后的提取工艺方法简单，重复性和可预测性均较好。

关键词：星点设计响应面法；牛樟叶水提物；提取工艺优选

中图分类号：Ｒ９３２；Ｒ９１７；ＴＱ４６０．６ 文献标志码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２１牘０７－００２７－０４

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｏｆＡｑｕｅｏｕｓＥｘｔｒａｃｔｓｏｆＣｉｎｎａｍｏｍｕｍ ＫａｎｅｈｉｒａｅＬｅａｖｅｓ
ｂｙＣｅｎｔｒａｌＣｏｍｐｏｓｉｔｅＤｅｓｉｇｎ－ＲｅｓｐｏｎｓｅＳｕｒｆａｃｅＭｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ
ＺＨＡＮＧＢｅｉ１，ＹＵＸｉａｏｌｉｎｇ２，ＷＡＮＹｏｎｇｙａｎ１，ＱＩＮＫａｉｙｕ１，ＺＨＡＮＧＨｏｎｇｐｉｎｇ１，ＬＩＡＮＧＸｕｅｚｈｅｎｇ１

牗１．ＬｉｕｚｈｏｕＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｌｉｕｚｈｏｕ，Ｇｕａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ ５４５０２６； ２．ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＣｈｉｎｅｓｅ

ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ３１００００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｏｐｔｉｍｉｚｅｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＣｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｋａｎｅｈｉｒａｅｌｅａｖｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｗｉｔｈｐｏｗｄｅｒ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ｓｏａｋｉｎｇｔｉｍｅ，ｗａｔｅｒｂａｔｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｓｏｌｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏａｓｔｈｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔａｓｔｈｅ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｋａｎｅｈｉｒａｅｌｅａｖｅｓｗａｓｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂｙＢｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎｃｅｎｔｒａｌ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ－ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｂａｓｅｄｏｎｓｉｎｇｌｅ－ｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＴｈｅｂｅｓｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＣｉｎｎａｍｏ
ｍｕｍ ｋａｎｅｈｉｒａｅｌｅａｖｅｓｗａｓａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｔｈｅｈｅｒｂｗａｓｓｃｒｅｅｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈ６０ｍｅｓｈ，ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｌｉｑｕｉｄｗａｓ１∶４０（ｍ／Ｖ），ｔｈｅｗａｔｅｒ
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样品含量（ｍｇ）

６７．５８２４
６７．２４８７
６７．５４７１
６７．５２１９
６７．３２１９
６７．８８９４

加入量（ｍｇ）

６７．３２８４
６７．３２８４
６７．３２８４
６７．３２８４
６７．３２８４
６７．３２８４

测得量（ｍｇ）

１３４．９２５４
１３４．５２８７
１３４．９８７４
１３４．３２１７
１３４．９５６４
１３４．２４７８

回收率（％）

１００．０２
９９．９３
１００．１７
９９．２１
１００．４５
９８．５６

Ｘ（％）

９９．７２

ＲＳＤ（％）

０．７１

表１ 多糖加样回收试验（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ｎ＝６）

表２ 变量因素和水平

Ｔａｂ．２ Ｖａｒｉａｂｌｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｌｅｖｅｌｓ

水平

１
２
３

因素Ａ（ｍｉｎ）

３０
６０
９０

因素Ｂ（ｍ／Ｖ）

１∶４０
１∶５０
１∶６０

因素Ｃ牗℃）

７０
８０
９０

色管中，精密加入５％苯酚溶液１．０ｍＬ，混匀，精密加入浓
硫酸 ３．０ｍＬ，充分混匀，９０℃水浴 ３０ｍｉｎ。另以蒸馏水
为空白对照同上操作，于４９０ｎｍ波长处测定吸光度。

线性关系考察：取对照品溶液 ０．２，０．４，０．６，０．８，
１．０ｍＬ，分别置 １０ｍＬ具塞比色管中，加水至 １．０ｍＬ，
得系列质量浓度为０．０１９８４，０．０３９６８，０．０５９５２，０．０７９３６，
０．０９９２ｍｇ／ｍＬ的葡萄糖对照品溶液，精密加入 ５％
苯酚溶液１．０ｍＬ，摇匀，迅速精密加入硫酸３ｍＬ，摇匀，
９０℃水浴保温 ３０ｍｉｎ，取出，迅速冷却至室温，同法制
备空白溶液。照 ２０１５年版《中国药典（四部）》紫外－可
见分光光度法（通则０４０１），在４９０ｎｍ波长处测定吸光度，
以吸光度（Ｙ）为纵坐标、葡萄糖质量浓度（Ｘ，ｍｇ／ｍＬ）
为横坐标绘制标准曲线，葡萄糖标准溶液的线性回归

方程为 Ｙ＝５．９６２７Ｘ＋０．０３３７，Ｒ＝０．９９９６牗ｎ＝５）。
结果表明，葡萄糖标准溶液质量浓度在 ０．０１９８４～
０．０９９２ｍｇ／ｍＬ范围内与吸光度值线性关系良好。

精密度试验：精密量取对照品溶液（质量浓度为

０．２５５ｍｇ／ｍＬ）１．０ｍＬ，连续进样测定５次。结果平均吸
光度值为 ０．３１３４，ＲＳＤ为 １．１７％（ｎ＝５），表明仪器精
密度良好。

稳定性试验：精密量取供试品溶液１．０ｍＬ，分别于
０，２，４，６，８，１２，２４ｈ时测定吸光度，并计算 ＲＳＤ值。结
果平均吸光度值为 ０．３２１４，ＲＳＤ为 １．６７％（ｎ＝７），表
明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：平行制备同一批（批号为 ２０１９０３２２）
牛樟叶多糖提取液 ６份，依法显色后测定吸光度，并计
算 ＲＳＤ值。结果样品中葡萄糖标准溶液吸光度的 ＲＳＤ
为０．５９％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取样品０．５ｇ，精密称定，共６份，加
入 ２０ｍｇ葡萄糖对照品，按最优提取工艺提取样品，并
将上述多糖置２５ｍＬ容量瓶中，加水定容至刻度，配置
多糖溶液，显色后测定吸光度，并计算回收率和 ＲＳＤ
值。结果见表１。

２．２ 单因素试验

打粉粒径：取牛樟叶１．０ｇ，精密称定，共３份，打粉，
分别过２０，２４，４０，６０目筛，浸渍１ｈ，水浴温度为８０℃，

料液比为 １∶５０（ｍ／Ｖ），考察牛樟叶可提取多糖含量。
结果牛樟叶可提取多糖含量分别为 ９．５１，１０．２９，
１１．６７，１５．４０ｍｇ／ｇ。可见，打粉粒径越小，多糖含量越高。

浸渍时间犤１１犦：取牛樟叶 １．０ｇ，精密称定，共 ３份，
打粉，过 ６０目筛，水浴温度为 ８０℃，料液比为 １∶５０
（ｍ／Ｖ），分别浸渍３０，６０，９０ｍｉｎ，考察牛樟叶可提取多
糖含量。结果牛樟叶可提取多糖含量分别为 ７．６３，
１０．２９，１１．１５ｍｇ／ｇ。可见，浸渍时间越长，多糖含量越高。

水浴温度：取牛樟叶１．０ｇ，精密称定，共３份，打粉，
过 ６０目筛，浸渍 １ｈ，料液比为 １∶５０（ｍ／Ｖ），分别置
７０，８０，９０℃恒温水浴锅中，考察牛樟叶可提取多糖含
量。结果牛樟叶可提取多糖含量分别为 ９．２７，１０．２９，
１３．１０ｍｇ／ｇ。可见，随着水浴温度的升高，多糖含量升高。

料液比：取牛樟叶 １．０ｇ，精密称定，打粉，过 ６０目
筛，浸渍 ９０ｍｉｎ，水浴温度为 ９０℃，分别加 ４０倍、
５０倍、６０倍水，即料液比为１∶４０（ｍ／Ｖ）、１∶５０（ｍ／Ｖ）、
１∶６０（ｍ／Ｖ），考察牛樟叶可提取多糖含量。结果牛樟叶
可提取多糖含量分别为 １３．６２，１０．２９，８．９４ｍｇ／ｇ。可
见，随着料液比比例的增大，多糖含量降低。

２．３ 提取工艺优化

提取工艺条件：根据Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ的中心组合试验
设计原理，综合单因素试验结果，选取浸渍时间牗因素Ａ牘、
料液比牗因素 Ｂ牘、水浴温度牗因素 Ｃ牘为响应面模型
的自变量，采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ．ｖ８．０．６软件，设置
响应值目标犤浸渍时间为 ３０～９０ｍｉｎ，料液比为１∶４０
（ｍ／Ｖ）、１∶５０（ｍ／Ｖ）、１∶６０（ｍ／Ｖ），水浴温度最大为
１００℃犦，确定最佳提取工艺。变量因素和水平见表２。根
据响应面试验，得到的试验组合与结果见表 ３，方差分
析结果见表 ４。结果显示，通过 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔｖ８．０．６
软件拟合得到的模型，其水平小于０．０５，表明该模型有
高度显著性；失拟项检验结果表明，失拟误差不显著

（Ｐ＝０．５８４３），表明未知因素对试验结果影响很小，预
测回归模型与试验结果拟合很好；预测模型的 Ｒ２＝
０．９９６１，表明多糖含量的试验值与预测值间的一致性
较好；该模型的变异系数牗ＣＶ牘＝４．１３％＜５％，校正系数
牗Ｒ２Ａｄｊ牘＝０．９９１１，表明预测模型能反映 ９９．１１％ 响应
值的变化，故通过回归方程能预测并分析试验的真实数

据。由表 ４可见，各单因素对牛樟叶多糖含量牗Ｙ牘影响
从大到小依次为 Ｂ＞Ｃ＞Ａ，料液比与提取温度间的交

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ



２９

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年４月５日 第３０卷第７期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．７牞Ａｐｒｉｌ５牞２０２１

方差来源

模型

Ａ
Ｂ
Ｃ
ＡＢ
ＡＣ
ＢＣ
Ａ２

Ｂ２

Ｃ２

残差

失拟误差

纯误差

总和

平方和

４２６．０８
３１．２８
１５３．８３
１４６．５５
０．３３
０．８９
１７．２６
１８．０３
３４．４６
２４．８８
１．６７
０．５９
１．０８

４２７．７６

自由度

９
１
１
１
１
１
１
１
１
１
７
３
４
１６

均方

４７．３４
３１．２８
１５３．８３
１４６．５５
０．３３
０．８９
１７．２６
１８．０３
３４．４６
２４．８８
０．２４
０．２０
０．２７

Ｆ值

１９８．０６
１３０．８８
６４３．５４
６１３．０９
１．３８
３．７４
７２．２２
７５．４２
１４４．１６
１０４．０８

０．７３

Ｐ值
＜０．０００１
＜０．０００１
＜０．０００１
＜０．０００１
０．２７８０
０．０９４５
＜０．０００１
＜０．０００１
＜０．０００１
＜０．０００１

０．５８４３

编号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７

因素 Ａ
２
１
２
３
２
２
３
３
１
２
２
２
２
２
１
１
３

因素Ｂ
１
１
３
３
１
３
１
２
２
２
２
２
２
２
３
２
２

因素Ｃ
３
２
１
２
１
３
２
３
３
２
２
２
２
２
２
１
１

ｍ（ｇ）

１．００４１
１．００４２
１．０００４
１．００２７
１．０００７
１．０００６
１．０００３
１．００９５
１．００３０
１．００８２
１．００２３
１．００４０
１．００３４
１．０００９
１．００６１
１．００４１
１．００４２

含量（ｍｇ／ｇ）

２６．６９
１３．５４
８．７０
９．２７
１３．５９
１３．４９
１７．１９
１７．０９
１２．４６
１１．１６
９．７３
１０．２６
１０．３１
１０．１７
４．４７
５．２３
７．９７

表３ Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果
Ｔａｂ．３ ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

表４ 方差分析结果

Ｔａｂ．４ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＡＮＯＶＡ

１５

２０

含量 ／ｍｇ·ｇ－１

５

０

１０

９０
７８
６６
５４
４２
３０ ６０

５５
５０

４５

液料比ｔ／ｍｉｎ

４０

液料比 含量 ／ｍｇ·ｇ－１
６０

５５

５０

４５

４０
３０ ４２ ５４ ６６ ７８ ９０

ｔ／ｍｉｎ

９０
８５

８０
７５

７０３０
４２
５４
６６
７８
９０

ｔ／ｍｉｎ温度 ／℃

含量 ／ｍｇ·ｇ－１

ｔ／ｍｉｎ

２０

１５

０

５

１０

含量 ／ｍｇ·ｇ－１
温度 ／℃

Ａ

３０ ４２ ５４ ６６ ７８ ９０

Ｂ

７０

温度 ／℃

含量 ／ｍｇ·ｇ－１

３０

２０

１０

０

７５
８０

８５
９０６０

５５
５０

４５
４０

液料比

温度 ／℃
９０

８５

８０

７５

７０
４０ ４５ ５０ ５５ ６０

液料比

含量 ／ｍｇ·ｇ－１

Ｃ

互影响最显著。根据Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔｖ８．０．６软件拟合得
回归方程 Ｙ＝１０．３３＋１．９８Ａ－４．３９Ｂ＋４．２８Ｃ＋０．２９ＡＢ＋
０．４７ＡＣ－２．０８ＢＣ－２．０７Ａ２＋２．８６Ｂ２＋２．４３Ｃ２。

响应面图分析：通过 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验得到的多
元回归模型所作的响应面图及等高线见图１。响应面的
曲面越陡峭，表明该因素对响应值的影响越显著；等高

线越密集则影响越显著，越稀疏则影响越小。可见，液料

比所对应的曲面最陡峭，提取时间所对应的曲面最平

滑，表明液料比对牛樟叶提取多糖含量的影响最显著，

浸渍时间的影响最小。结果料液比为 １∶４０（即４０倍蒸

馏水）、温度为９０℃、浸渍时间为７５．６１ｍｉｎ时，牛樟叶
水提物中多糖提取率最高（２６．９２４７ｍｇ／ｇ）。

验证试验：取牛樟叶５ｇ，精密称定，共３份，按最优提
取工艺进行验证试验，操作方法同前。结果牛樟叶水提物

中多糖含量为２６．８８ｍｇ／ｇ，与理论预测值２６．９２ｍｇ／ｇ基
本吻合。

３ 讨论

植物多糖生物活性广泛，独特活性和来源的天然性

在保障人体健康应用中具有很大潜力犤１２－１６犦。但多糖结

构复杂，种类繁多，其结构测定和分离纯化有一定难度；

且在天然植物中含量低，不易分离，这给多糖的研究和

应用带来了许多挑战。Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ星点设计响应面
法相较于正交试验设计法和均匀设计法，具有预测性

·药学论著·
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Ａ．浸渍时间和液料比的交互作用 Ｂ．浸渍时间和提取温度的
交互作用 Ｃ．液料比和提取温度的交互作用

图１ 各影响因素间的交互作用对多糖提取率的响应面图

及等高线图
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