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响应面法优化葛根总黄酮的超声辅助提取工艺

陈雅维，张延萍，周冬菊，周惠云，陈丽娜，尹卫平

(河南科技大学化工与制药学院，河南 洛阳      471003)

摘   要：为提高葛根总黄酮的得率，采用响应面试验设计优化超声辅助提取葛根总黄酮的工艺条件。在单因素试

验基础上确定以超声时间、料液比及超声温度为 3 个主要因素，以总黄酮得率为响应值，根据 Box-Behnken 原理

采用三因素三水平响应面试验设计进行优化。结果表明超声辅助法提取葛根总黄酮的最佳工艺条件为：以蒸馏水作

为超声提取溶剂，超声时间 43min、料液比 1:10(g/mL)、超声温度 68℃，总黄酮得率为 5.28%，与预测得率

5.36% 相比，相对误差仅为 1.49%。说明该模型可靠，与实际情况拟合较好。
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Abstract：Response surface methodology was employed to optimize the ultrasound-assisted extraction of flavonoids from

Radix Puerariae. The effects of extraction time, solid-to-liquid ratio, and temperature on the extraction yield of flavonoids were

studied by one-factor-at-a-time method. A regression model for the yield of flavonoids was established using a Box-Behnken

design involving the above three factors at three levels. The results showed that the optimal extraction conditions were as

follows: distilled water as extraction solvent, extraction time of 43 min, solid-to-liquid ratio of 1:10 (g/mL), and temperature of

68 ℃. Under these conditions, the observed yield of flavonoids was 5.28% in comparison with the predicted yield of 5.36%, and

the relative error was only 1.49%, suggesting that the optimal extraction conditions are reliable.
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葛根为豆科植物野葛(Pueraria lobata (Willd．) Ohwi)
的干燥根 [ 1 ]，在我国分布广泛，河北、河南、山东、

安徽、江苏、江西等地均有分布，尤以河南、湖南、

浙江、四川等地盛产。葛根含多种黄酮类成分，主要

活性成分为大豆素、大豆甙、葛根素、葛根素 - 7 - 木

糖甙等 [ 2 ]，具有抗氧化、抑菌、抗癌等作用，能够防

治骨质疏松，对气管炎、冠心病以及妇科疾病有一定

的疗效[3-4]，并且具一定的解酒保肝作用[5]。目前各种葛

根类的保健食品、饮料[ 6 -8 ]不断涌现，因此对葛根有效

成分的提取及纯化分离研究具有积极意义。

葛根黄酮类物质的提取方法包括传统的醇回流法、

浸渍法、渗漉法等以及近年不断发展的微波辅助提取

法、超临界提取法、超声辅助提取法等 [ 9 - 1 1 ]。其中，

利用超声波产生的强烈振动、高加速度、强烈的空化

效应、搅拌作用等[12]，可加速药物有效成分进入溶剂，

缩短提取时间，并且避免高温对提出成分的影响，有

利于提高黄酮类物质的得率。本实验采用超声辅助提取

法，应用响应面试验设计优化超声温度、时间及料液

比等各提取工艺条件，以期为葛根的高效利用提供可靠

的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

葛根购于药房，用粉碎机粉碎后过 40 目筛备用。葛

根素标准品   中国食品药品检定研究院。95% 乙醇、蒸

馏水、正丁醇等其他试剂均为国产分析纯。
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1.2 仪器与设备

JA3003 型电子天平    上海天平仪器厂；KQ-250 型

超声波清洗器    昆山市超声仪器有限公司；UV-2000 型

紫外 - 可见分光光度计    尤尼柯仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 总黄酮标准曲线的绘制

精密称量葛根素标准品适量，置于 25mL 的容量瓶

中，加 95% 乙醇定容，即配制成质量浓度 0 .2mg/mL
的葛根素标准品溶液。分别精密吸取 0 .2、0 .4、0 .6、
0.8、1.0mL 置于 10mL 容量瓶中，加 95% 乙醇定容。以

95% 乙醇为空白对照，在波长 250nm 处测定吸光度，并

绘制吸光度和质量浓度的标准曲线。

1.3.2 单因素试验[13-14]

1.3.2.1 溶剂种类对于葛根总黄酮得率的影响

称取 5.00g 葛根，分别按照料液比 1:10(g/mL)加入相

应量的不同溶剂，于室温下用超声清洗器处理 30min，
取样，用紫外分光光度计在波长 250nm 处测定吸光度。

不同溶剂种类及配比分别为 95% 乙醇、60% 乙醇、50%
乙醇、4 0 % 乙醇、乙酸乙酯、丙酮、正丁醇、蒸馏

水、乙醇与乙酸乙酯混合(9:1，V /V)、乙醇与乙酸乙酯

混合(1:9，V /V)、乙醇与正丁醇混合(9:1，V /V)、乙醇

与正丁醇混合(1 :9，V /V )。

1.3.2.2 超声时间对葛根总黄酮得率的影响

称取 5.00g 葛根，按照料液比 1:10 加入相应量的蒸

馏水，分别于室温下用超声清洗器处理 5、2 0 、3 0 、

45、60min。取样，用紫外分光光度计在波长 250nm 处

测定吸光度。

1.3.2.3 料液比对于葛根总黄酮得率的影响

称取 5.00g 葛根，分别按照料液比 1:6、1:8、1:10、
1:12、1:14、1:18 加入相应体积的蒸馏水，于室温下用

超声清洗器处理 4 5 m i n。取样，测定吸光度。

1.3.2.4 超声温度对于葛根总黄酮得率的影响

称取 5.00g 葛根，按照料液比 1:8 加入相应量的蒸馏

水，分别于 4 0 、6 0 、6 5 、7 0 、7 5 ℃，用超声清洗

器处理 4 5 m i n。取样，测定吸光度。

1.3.3 响应面优化试验设计

在单因素试验的基础上，根据 Box-Behnken 原理，

以总黄酮得率为响应值，采用超声时间、料液比、超

声温度为三因素进行三水平的试验设计，具体设计方案

见表 1[15-18]。

2 结果与分析

2.1 总黄酮标准曲线方程

以吸光度为横坐标、葛根素质量浓度为纵坐标，

得线性回归方程为：y ＝－ 0.0004 ＋ 0.0114x(R2 ＝ 0.9968)
式中：y 为质量浓度 /(mg/mL)；x 为吸光度。结果

表明，葛根素质量浓度在 0.002～0.014mg/mL 范围内，

线性关系良好。

2.2 单因素试验

2.2.1 溶剂种类对于葛根总黄酮得率的影响

由图 1 可知，使用不同种类的溶剂进行超声法提取

葛根，所得的提取液中总黄酮得率差异较大。根据相

似相溶原理，溶剂极性与黄酮类物质极性相近可达到较

大溶出，不同溶剂提取所得的黄酮组分组成也有所差

别。乙醇与水的复合溶剂提取所得的总黄酮得率明显高

于乙醇与正丁醇、乙酸乙酯及丙酮所配制的复合溶剂。

单一溶剂丙酮用于提取也可取得较高得率，但考虑到丙

酮毒性较大，弃之不用。而蒸馏水在超声场的强化下

充分溶出了水溶性黄酮类物质，同时促进脂溶性黄酮类

物质的溶出，使得总黄酮得率可达 2.42%，与 95% 乙醇

为溶剂的得率 2.69% 相比差别不大，且蒸馏水具有廉价

易得、对环境无污染、操作方便等优点，因此选用蒸

馏水作为超声辅助法提取葛根的溶剂。

2.2.2 超声时间对于葛根总黄酮得率的影响

由图 2 可知，随着超声时间的延长，总黄酮得率

呈现先增大后减小的变化趋势。可能是由于超声时间过

长会增加黄酮类物质在空气中的氧化时间，使得其结构

被破坏，从而导致总黄酮得率减少，并且影响到总黄

酮的质量。因此，选择 40min 作为超声辅助法提取葛根

的较优时间。

1. 95% 乙醇；2. 60% 乙醇；3. 50% 乙醇；4. 40% 乙醇；5. 蒸馏水；

6. 丙酮；7. 乙醇 - 乙酸乙酯混合(9:1，V/V) ；8. 乙醇 - 乙酸乙酯混合(1:9 ，
V/V)；9. 乙醇 - 正丁醇混合(9:1，V/V)；10. 乙醇 - 正丁醇混合 (1:9 ，
V/V)；11. 乙醇与丙酮混合(V/V，1:9)；12. 乙醇与丙酮混合(9:1，V/V)。

图 1 不同溶剂对总黄酮得率的影响

Fig.1  Effect of various solvents on the yield of flavonoids
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2.2.3 料液比对葛根总黄酮得率的影响

由图 3 可知：随着料液比降低，总黄酮得率呈现

增加的趋势。这说明提取溶剂的体积增大，提高了药

材与溶液中黄酮类物质的浓度梯度，增大了扩散速度，

有利于有效成分的溶出。当料液比从 1:8 变化至 1:10 时，

总黄酮得率没有显著增大，说明可能药材与溶剂边界层

浓度差减小，扩散基本达到平衡。而当料液比变化至

1 : 1 2 时，提取液中总黄酮得率有所增大，溶剂体积过

大，虽然使得提取液中总黄酮质量增大，但是提取液

浓度过小，会使得后续的浓缩操作消耗大量能量，不

利于工业化生产。综合考虑，选择 1:8 作为超声辅助法

提取葛根的较优料液比。

2.2.4 温度对于葛根总黄酮得率的影响

由图 4 可知，随着超声温度的升高，提取液中总黄

酮得率呈现先增大后减小的变化趋势。可能有益于温度

的升高，使得黄酮类物质在溶液中的溶解度增大，促进

了有效成分的溶出。但是温度过高，会使得黄酮类物质

氧化加剧，结构被破坏，导致总黄酮质量减少。因此，

选择 70℃作为超声辅助法提取葛根总黄酮的较优温度。

2.3 葛根总黄酮的超声辅助提取工艺优化

在单因素试验的基础上，选择超声时间、料液

比、超声温度作为自变量，以总黄酮得率作为变量，

采用 Box-Behnken 原理对葛根总黄酮的超声辅助提取工

艺进行响应面试验优化，试验设计及结果见表 1。

2.3.1 回归模型的建立及方差分析

试验号
A 超声 B 料液比 C 超声 Y 总黄酮

时间 /min (g/mL) 温度 /℃ 得率 /%
1 30 1:8 65 4.60
2 60 1:8 65 4.12
3 30 1:8 75 3.95
4 60 1:8 75 4.17
5 30 1:6 70 3.45
6 30 1:10 70 5.22
7 60 1:6 70 2.96
8 60 1:10 70 5.00
9 45 1:6 65 2.48
10 45 1:6 75 3.13
11 45 1:10 65 5.33
12 45 1:10 75 5.16
13 45 1:8 70 4.47
14 45 1:8 70 4.55
15 45 1:8 70 4.49

表 1 葛根总黄酮的超声辅助提取工艺响应面试验设计及结果

Table 1    Scheme and experimental results of response surface design

通过 Design Expert 软件处理数据，将响应值与各

个因素进行回归拟合，可得回归模型为：

Y ＝－8.0476－0.10491A＋0.618475B＋0.33381C＋

0.002227AB＋ 0.002317AC＋ 0.00474BC－ 0.00092A2－

0.03565B2－0.0036C2

图 2 超声时间对总黄酮得率的影响

Fig.2  Effect of ultrasound-assisted extraction time on the yield of
flavonoids
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图 4  超声温度对总黄酮得率的影响

Fig.4    Effect of ultrasound-assisted extraction temperature on the
yield of flavonoids
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图 3 料液比对总黄酮得率的影响

Fig.3  Effect of solid-to-liquid ratio on the yield of flavonoids
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料液比(g/mL)
1:6 1:8 1:10 1:12 1:18

方差来源 平方和 自由度 均值 F 值 P 值

模型 8.03 9 0.90 151.94 ＜ 0.0001
A 0.12 1 0.12 19.65 0.0068
B 7.38 1 7.38 1255.96 ＜ 0.0001
C 0.16 1 0.16 26.68 0.0036
AB 0.02 1 0.02 3.04 0.1417
AC 0.12 1 0.12 20.58 0.0062
BC 0.01 1 0.01 1.53 0.2710
A2 0.16 1 0.16 27.15 0.0034
B2 0.08 1 0.08 12.79 0.0159
C2 0.03 1 0.03 5.09 0.0736

残差 0.03 5 0.01
失拟 0.03 3 0.01 8.10 0.1119
总差 8.06 14

表 2 回归方程方差分析

Table 2   Variance analysis of the developed regression equation for
the yield of flavonoids
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由表 2 可知，该模型 P ＜ 0 .0001，回归模型方程

的 R2 ＝ 0.9455 ＞ 0.9，说明模型影响显著，对数据进行

了很好的拟合，试验方法可靠。模型失拟不显著，说

明模型可以用于实际值的预测。一次项中料液比 P ＜

0 .0001，达到极其显著水平。超声时间及温度的 P ＜

0.05，达到显著水平。交互项中超声时间及温度的交互

影响较显著。二次项中，A 2 项及 B 2 项影响显著。其余

项影响均不显著。依据系数估计值及各因素 P 值，可

知选定的因素对于葛根总黄酮得率的影响大小顺序依次

为料液比＞超声温度＞超声时间。剔除影响不显著的交

互项及二次项，可得优化模型方程为：

Y ＝ 6.25409－ 0.089869A＋ 1.02278B－ 0.13227C＋

0.00231733AC－0.000892786A2－0.033919B2

2.3.2 响应面分析及工艺优化

交互项中只有 AC 项(超声时间及超声温度交互项)影
响显著，因此根据回归模型绘制出 AC 交互项影响的响

应面及等高线图。

由图 5 可知，当固定料液比后，通过响应面图可

以清晰地观察到总黄酮得率随着超声温度及超声时间变

化的趋势，并且超声温度及时间的影响显著。随着超

声时间的延长，总黄酮得率呈现先增大后减小的趋势。

随着超声温度的升高，总黄酮得率呈现先快速增大后趋

于平稳的变化趋势。当超声温度 65～70℃、超声时间

40～45min 时，总黄酮得率较高。

通过 Design Expert 软件分析，可得超声辅助法提

取葛根总黄酮的最佳工艺条件为超声时间 42.75min、料

液比 1:9.96(g/mL)、超声温度 67.70℃，预测总黄酮得率

5.36%。为了便于试验操作，选取超声时间 43min、料

液比 1:10、超声温度 68℃，在此条件下平行实验 3 次，

测得平均总黄酮得率为 5.28%，相对误差 1.49%。说明

该模型与实际情况拟合较好，模型可靠。

3 结  论

在单因素试验的基础上，利用 Design Exper t 软
件，采用 Box-Behnken 原理进行试验设计，建立了超

声辅助法提取葛根总黄酮得率的模型方程：Y＝ 6.25409－
0.089869A ＋ 1.02278B－ 0.13227C＋ 0.00231733AC－

0.000892786A2 － 0.033919B2。通过回归计算，得到超声

辅助法提取葛根总黄酮的最优工艺参数：超声时间

43min、料液比 1:10(g/mL)、超声温度 68℃，此条件下

总黄酮得率为 5.28%。
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图 5  超声时间及温度对于总黄酮得率交互影响的响应面及

等高线图

Fig.5    Response surface and contour plots showing the effects of
extraction time and temperature on the yield of flavonoids

固定水平：料液比 1:8(g/mL)。
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