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摘　要　为确定黄芪中黄酮类成分乙醇回流提取的最佳工艺条件 ,采用高效液相色谱法对 4种黄芪黄酮 (毛蕊异

黄酮、毛蕊异黄酮苷、芒柄花素和芒柄花苷)的含量进行测定 ;以黄酮得率为指标 ,采用响应面法对主要工艺参数进

行优化并得到回归模型。方差分析结果表明 :回归模型较好地反映了黄芪黄酮得率与浸提时间、浸提温度、乙醇体

积分数和液固比的关系 ;最优工艺条件为 ,提取温度 75 ℃,提取时间 215 h ,乙醇体积分数 8813 % ,液固比 25 mL/ g。

此工艺条件下提取黄芪黄酮得率为 01977 mg/ g ,回归模型的预测值与实测值的相对误差 < 1 % ,该回归方程与实际

情况拟合较好。
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Optimization of alcohol extraction technique s of flavonoids from

Radix Astragali using re sponse surface methodology

Xiao Weihua1 ,2 , Han Lujia1 ,2 , Yang Zengling1 ,2 , Liu Xian1 ,2

(11College of Engineering , China Agricultural University , Beijing 100083 , China ;

21Key Laboratory of Modern Precision Agriculture System Integration , Ministry of Education , Beijing 100083 , China)

Abstract　To optimize the alcohol reflux process of flavonoid from Radix Astragali respons e s urface methodology (RSM)

was employed to investigate the influence of the four main factors including temp erature , time , concentration of

ethanol, ratio of s olvent to raw material on the yield of flavonoid using High2p erformance liquid chromatography

(HPLC) . Re gression coefficient and analysis showed the regression model fitted the actual process well. Bas ed on the

res ults of respons e s urface methodology , the best extraction processing p arameter was as certained as follows : tem2
p erature 75 ℃, time 215 h ,concentration of ethanol 8813 % (v/ v) ,ratio of s olvent to raw material 25 mL/ g. Yield of that

optimized procedure was 01977 mg/ g. The exp erimental values agreed with thos e predicted within a 1 % relative error ,

thus indicating the s uitability of RSM in optimizing the extraction of flavonoid from Radix Astragali.
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　　黄芪为豆科植物蒙古黄芪 Ast ragal us mem2
branaceus ( Fisch. ) Bge. var. mongholicus ( Bge. )

Hsiao 或 膜 荚 黄 芪 Ast ragal us mem branaceus

(Fisch. ) Bge.的干燥根 ,具有补气固表、利尿脱毒、

排脓、敛疮生肌等功效。黄芪中的主要有效成分为

多糖、皂苷和黄酮类化合物 ,其中黄酮类化合物主要

包括毛蕊异黄酮及其糖苷以及芒柄花素和芒柄花苷

等[1 ]。研究表明黄芪中的黄酮类成分具有多种药

理活性 ,可以清除氧自由基 ,抑制脂质过氧化 ,增强

免疫力 ,抗病毒以及促进细胞增殖等[223 ]。

目前对黄芪生物活性成分提取的研究多集中在

多糖和皂苷的提取工艺方面[4 6 ] ,对黄芪黄酮提取

工艺的研究较少。现有黄芪黄酮提取方法主要为甲

醇索氏法或超声法[728 ] ,索氏法仅适于小规模提取 ,

不适于工业化生产 ,而超声提取由于噪声污染等问

题应用受到限制。回流提取是目前工业化生产应用
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较为广泛的一种提取方法 ,对黄芪黄酮的乙醇回流

提取工艺进行研究具有重要的现实意义。

本研究采用高效液相色谱法 ( HPLC)测定黄芪

黄酮含量 ,应用响应面法考察黄芪黄酮乙醇提取工

艺中各因素对黄芪黄酮类化合物提取效果的影响 ,

对黄芪黄酮乙醇提取工艺进行优化 ,旨在为黄芪黄

酮的进一步开发利用提供技术支持。

1　材料与方法

111　材料及仪器

材料 :黄芪饮片 ,购自北京同仁堂医药股份有限

公司 ,为山西产蒙古黄芪。将黄芪饮片在 60 ℃下干

燥 ,粉碎后过 10目筛。

主要试剂 :毛蕊异黄酮 (质量分数 9013 %)购自

上海中药标准化研究中心 ;毛蕊异黄酮272O2β2D2葡
萄糖苷 (质量分数 9810 %)购于北京天宝物华生物

技术有限公司 ;芒柄花素 (质量分数 9616 %)和芒柄

花苷 (质量分数 9912 %)标准品 ,购自美国 CHRO2
MADEX公司 ;乙腈 ,色谱纯 ,美国 FISHER公司。

仪器 :日立高效液相色谱仪 ( MODEL L27200

自动进样器 ,L27420/ L27420S型紫外可见检测器 ,

MODEL L27300 柱温箱 , MODEL L27100 泵 ; L2
7610真空脱气机) , WML22001 通用型威玛龙色谱

数据工作站 ,南宁市威玛龙色谱科技有限公司 ;

M ILL IPORE超纯水机 ; KQ2500DV 台式数控超声

波清洗器 ,昆山市超声仪器有限公司 ; FW135 型中

草药高速万能粉碎机 ,天津市泰斯特仪器有限公司。

112　试验方法

1)黄芪黄酮含量测定。毛蕊异黄酮、毛蕊异黄

酮272O2β2D2葡萄糖苷 (以下简称为毛蕊异黄酮葡萄

糖苷) 、芒柄花素和芒柄花苷的测定参考文献 [ 9 ]的

方法获得标准曲线的回归方程 (表 1) 。

表 1　黄芪黄酮 HPLC标准曲线的回归方程

Table 1　Data from calibration curves and linear range of
Radix Astragali flavonoids

标准品 回归方程 R2 线性范围/
(μg/ mL)

毛蕊异黄酮
葡萄糖苷 y = 4×10 - 5 x + 0182 01999 15～120

芒柄花苷 y = 3×10 - 5 x + 0164 01998 515～44

毛蕊异黄酮 y = 4×10 - 5 x + 6182 01999 35～280

芒柄花素 y = 3×10 - 5 x + 3117 11000 28～224

　　毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和

芒柄花苷均在表 1所示质量浓度范围内线性关系良

好。将待测液按上述方法测得 4种黄酮化合物的质

量浓度 ,其总和记为黄酮得率。

2)试验方案。在单因素实验基础上选取浸提时

间、浸提温度、乙醇体积分数、液固比 4因素 (表 2) ,

采用响应面法试验设计优化黄芪黄酮的乙醇回流提

取工艺参数。精密称取 1010 g黄芪粉 ,按试验方案

中的条件乙醇回流反复提取 2 次 ,取上清液浓缩蒸

干加甲醇定容按 1)的方法测定黄酮得率。

表 2　黄芪黄酮提取响应面法试验因素水平表

Table 2　Levels and factors of Radix Atragli flavonoids
extraction experiment

水　平

因　素 (实际值)

浸提时间

X1/ h

浸提温度

X2/ ℃

乙醇体积

分数 X3/ %

液固比 X4/

(mL/ g)

+ 2 2. 5 75 100 25

+ 1 2. 0 65 90 20

　0 1. 5 55 80 15

- 1 1. 0 45 70 10

- 2 0. 5 35 60 5

水平间距 0. 5 10 10 5

　　3)统计方法。以测得的黄芪黄酮得率为目标函

数 ,浸提时间、浸提温度、乙醇体积分数、液固比为自

变量 ,采用 SAS以及 Matlab分析结果。

2　结果与分析

211　回归方程的建立及统计检验

试验方案及结果见表 3。将所得的试验数据采

用 SAS统计软件分析 ,剔除不显著项 ,得到以黄酮

得率为目标函数的二次回归方程

Y = 01647 3 + 01036 7 X1 + 01041 4 X2 +

01014 5 X3 + 01025 6 X4 + 01027 4 X1 X2 +

01015 2 X1 X3 - 01027 0 X2
3 (1)

式中 ,浸提时间 X1、浸提温度 X2、乙醇体积分数 X3

和液固比 X4 在设计中均经量纲 1 线性编码处理 ,

因此 ,方程中各项系数绝对值的大小直接反映了各

因素对指标值的影响程度 ,系数的正负反映了影响

的方向。由式 (1)可知 ,浸提温度和浸提时间两线性

项、浸提时间和浸提温度的交互项以及乙醇体积分

数的二次项对黄酮得率影响最大。
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表 3　黄芪黄酮提取响应面设计试验方案及结果

Table 3　RSM Experimental designs and results for Radix Astragali falvonoids extraction

试验
号
浸提时间

X1/ h

浸提温度
X2/ ℃

乙醇体积
分数 X3/ %

液固比
X4/ (mL/ g)

得率
Y/ (mg/ g)

1 1 45 70 10 0. 561

2 1 45 70 20 0. 609

3 1 45 90 10 0. 588

4 1 45 90 20 0. 620

5 1 65 70 10 0. 595

6 1 65 70 20 0. 627

7 1 65 90 10 0. 598

8 1 65 90 20 0. 632

9 2 45 70 10 0. 537

10 2 45 70 20 0. 583

11 2 45 90 10 0. 611

12 2 45 90 20 0. 649

13 2 65 70 10 0. 645

14 2 65 70 20 0. 727

15 2 65 90 10 0. 722

16 2 65 90 20 0. 799

试验
号
浸提时间

X1/ h

浸提温度
X2/ ℃

乙醇体积
分数 X3/ %

液固比
X4/ (mL/ g)

得率
Y / (mg/ g)

17 0. 5 55 80 15 0. 556

18 2. 5 55 80 15 0. 775

19 1. 5 35 80 15 0. 576

20 1. 5 75 80 15 0. 779

21 1. 5 55 60 15 0. 579

22 1. 5 55 100 15 0. 586

23 1. 5 55 80 5 0. 638

24 1. 5 55 80 25 0. 751

25 1. 5 55 80 15 0. 649

26 1. 5 55 80 15 0. 668

27 1. 5 55 80 15 0. 675

28 1. 5 55 80 15 0. 686

29 1. 5 55 80 15 0. 679

30 1. 5 55 80 15 0. 694

31 1. 5 55 80 15 0. 673

　　为了检验方程的有效性 ,对黄芪黄酮提取的数

学模型进行方差分析 ,并对各因子的偏回归系数进

行检验 ,结果 (表 4)表明 :一次项中 X1、X2 和 X4 的

偏回归系数极显著 ,说明浸提时间、浸提温度、液固

　　　
表 4　黄芪黄酮提取工艺优化数学模型方差分析

Table 4　Analysis of mean square deviation for
Radix Astragali falvonoids extraction

变异来源 自由度 平方和 均方 F Pr > F

　X1 1 01032 3 01032 3 401658 2 01000 1333
　X2 1 01041 1 01041 1 511652 9 01000 1333
　X3 1 01005 1 01005 1 61380 4 01022 5 3
　X4 1 01015 8 01015 8 191812 8 01000 4333
　X12 1 01000 1 01000 1 01121 4 01732 0

　X22 1 01000 0 01000 0 01048 6 01828 4

　X32 1 01014 6 01014 6 181342 4 01000 6333
　X42 1 01000 8 01000 8 11053 1 01320 1

　X1 X2 1 01012 0 01012 0 151960 1 01001 333
　X1 X3 1 01003 7 01003 7 41639 8 01046 8 3
　X1 X4 1 01000 6 01000 6 01739 3 01402 6

　X2 X3 1 01000 0 01000 0 01034 7 01854 7

　X2 X4 1 01000 2 01000 2 01292 4 01596 1

　X3 X4 1 01000 0 01000 0 01057 3 01813 9

回归检验 14 01127 01009 1 111448 0 01000 1333
失拟检验 10 01010 6 01001 1 21990 3 01096 4

　　注 :333 ,差异极显著 ( P < 01001) ;33 ,差异高度显著 ( P < 0101) ;

3 ,差异显著 ( P < 0105)。

比对黄酮得率有极显著影响 ; X3 的偏回归系数显

著 ,说明乙醇体积分数对黄酮得率有显著影响 ;交互

项 X1 X2和 X1 X3 的偏回归系数显著 ,说明浸提时

间和浸提温度、浸提时间和乙醇体积分数的交互项

对黄酮的得率有显著影响 ;二次项中 X2
3的偏回归系

数达极显著水平 ,其他各项的偏回归系数均未达到

显著水平 ,剔除不显著项后即得到回归式 (1) 。

由表 4可见 ,回归方程失拟检验不显著 ,说明未

知因素对试验结果干扰很小。拟合检验极显著 ,同

时决定系数达 01918 ,说明该方程与实际情况拟合

很好 ,较好地反映了黄芪黄酮得率与浸提时间、浸提

温度、乙醇体积分数和液固比的关系 ,因此所得的回

归方程能较好的预测黄芪黄酮提取得率随各参数的

变化规律。

212　黄芪黄酮提取的响应面分析

根据回归方程预测 4个因素对黄酮得率的影响

(图 1) 。由图 1 (a)可见 ,黄酮得率随提取时间的延

长和温度的提高快速增加 ,且二者有明显的交互作

用。黄酮得率在高温、长时间条件下增加极显著 ,这

一结果与袁建等[10 ]的结论一致。根据浸提动力学

理论 ,时间的延长有助于黄酮的充分扩散溶出 ,同时

温度的升高使得分子解附和扩散运动速度加快 ,从

而提高了黄酮的浸出速率和得率。因此适当延长时

间和提高温度有助于提高黄酮的得率。

由图 1 (b)可见 ,黄酮得率与乙醇体积分数具有
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明显的二次抛物线关系 ,在 85 %～90 %附近出现峰

值 ,这与张吉刚等[11 ]的试验结果基本一致。根据相

似相溶原理可以认为 ,黄芪黄酮极性与此范围乙醇

溶液的极性相当 ,因此在这一体积分数溶液中溶解

性较好。黄酮得率随温度的增加显著增加 ,呈直线

上升趋势。

浸提时间较长、乙醇体积分数较高条件下黄酮

得率较高 (图 1 (c) ) ;在长时间低乙醇体积分数区域

和短时间高乙醇体积分数区域得率较低 ,即两因素

间有显著的交互效应。分析其主要原因是 ,乙醇体

积分数较低时黄酮溶解度较差 ,提取时间的延长使

大量水溶性杂质如多糖溶出 ,提取液变得黏稠对黄

酮产生吸附作用 ,不利于黄酮的快速扩散溶出 ;根据

单因素试验结果当乙醇体积分数较高 ( > 90 %)时黄

芪黄酮溶解性较差 ,因此得率也较低。

黄酮得率随液固比的增加呈直线上升趋势 (图

1 (d) ) 。液固比的增加能降低浸提溶液中黄酮的含

量 ,从而增加液固两相黄酮的浓度梯度 ,进而提高黄

酮溶出的速度 ,最终提高得率。

图 1　浸提时间、浸提温度、乙醇体积分数和液固比对黄酮得率的影响
　Fig. 1　Surface plots of the yield of flavonoids from Radix Astragali as affected by extraction

time , temperature , ethanol concentration , and liquid/ solid ratio
　

213　试验验证

采用 Matlab求式 (1)的极值 ,在试验所设定的

参数范围内 ,黄酮得率最大为 01977 mg/ g ,所对应

的工艺参数为 :浸提时间 215 h、浸提温度 75 ℃、乙

醇体积分数 8813 %、液固比 25 mL/ g。对优化结果

进行试验验证结果表明 :优化工艺的黄酮得率为

01977 mg/ g ,与预测值 (01983 mg/ g)基本一致 (相对

误差 016 %) ,说明该方程与实际情况拟合很好 ,充

分验证了所建模型的正确性 ,说明响应面法适用于

对黄芪黄酮的乙醇回流提取工艺进行回归分析和参

数优化。

3　结　论

采用响应面试验设计方法得出的黄芪黄酮回流

提取工艺参数的回归方程为

Y = 01647 3 + 01036 7 X1 + 01041 4 X2 +

01014 5 X3 + 01025 6 X4 + 01027 4 X1 X2 +

01015 2 X1 X3 - 01027 0 X2
3

方差分析结果表明 :拟合检验极显著 ,决定系数达

01918 ,该方程能较好的预测黄芪黄酮提取得率随各

参数变化的规律。

优化得到的最佳工艺条件为 :浸提时间 215 h、
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浸提温度 75 ℃、乙醇体积分数 8813 %、液固比 25

mL/ g ,此工艺条件下的黄酮得率为 01977 mg/ g ,与

预测值 (01983 mg/ g)的相对误差为 016 % ,说明该

方程与实际情况拟合很好。

响应面法能较好地对黄芪黄酮的乙醇回流提取

工艺进行回归分析和参数优化。
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