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基于天然低共熔溶剂的甜叶菊中甜菊糖绿色提取方法及优化 

缪晴, 萨比哈·帕合尔丁, 曾思瑀, 潘琪芳* 

上海交通大学农业与生物学院, 交大-复旦-诺丁汉植物生物技术研发中心, 上海 200240 

摘要  尝试利用天然低共熔溶剂(NADES)提取甜叶菊(Stevia rebaudiana)中的甜菊糖, 探索一种高效、绿色和环保的甜菊

糖提取新方法。以甜叶菊干叶为原料, 对照传统提取溶剂水, 以甜菊糖中甜菊苷和莱鲍迪苷A的提取浓度作为指标, 筛选出

最优的NADES提取配方, 然后通过Box-Behnken响应面法对NADES提取甜叶菊中甜菊糖的工艺条件进行筛选优化。结果

表明, 提取效率最高的NADES配方为1,2-丙二醇:甘油:水=8:1:1 (v/v/v), 提取的甜菊苷浓度为2.59 mg·mL–1, 比水提取高

16.40%, 提取的莱鲍迪苷A浓度为1.06 mg·mL–1, 比水提取高12.62%; 通过响应面法得到最优提取条件: 提取时间90分

钟, 提取温度60°C, 超声功率为80 J·s–1, 预测甜菊苷提取浓度为3.49 mg·mL–1, 莱鲍迪苷A提取浓度为1.43 mg·mL–1, 与

实验验证值(甜菊苷浓度为3.48 mg·mL–1, 莱鲍迪苷A浓度为1.42 mg·mL–1)接近。在最优条件下, 甜菊苷提取浓度比初始条

件提高了34.36%, 莱鲍迪甘A提取浓度比初始条件提高了33.96%。NADES绿色环保, 且提取效率高于传统溶剂, 可用于甜

叶菊中甜菊糖的绿色提取; 同时, 该提取方法可为后续推广至其它大宗经济植物类天然产物的绿色工业生产提供参考。 
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甜菊糖是甜叶菊(Stevia rebaudiana)中的甜味成

分, 主要由甜菊苷和莱鲍迪苷A组成。其中, 甜菊苷约

占甜叶菊干叶的6%–8%, 而莱鲍迪苷A含量仅次于

甜菊苷, 约占甜叶菊的2%–3% (张杨等, 1998)。甜菊

糖是一种天然甜味剂, 具有低热量、高甜度、耐高温

及稳定性好等特点, 并且在体内不参与代谢, 无毒

性, 无致癌作用, 对人体无副作用, 因此已广泛应用

于糖果、饮料、食品和医药等行业, 可以替代蔗糖用

于制作无糖食品和饮料等, 被国际上誉为“第三糖源”

(陈育如等, 2016)。甜菊糖苷对肥胖病、糖尿病、高

血压病、龋齿和动脉硬化等有一定的辅助治疗作用; 

此外, 还具有抑制细菌等作用, 并可作为苯丙尿酮症

(PKU)病人的糖类替代物(刘贵君和石浩, 2016)。经过

几十年的努力, 我国甜菊糖工业生产技术已经成熟。

目前, 我国已成为世界第一大甜叶菊种植国、甜菊糖

生产国、和甜叶菊出口国。但传统的生产工艺污染高, 

产品收率低, 不符合绿色发展理念, 因此, 开展绿色

提取甜菊糖的工艺研究具有重要意义 (吴则东等 , 

2016)。 

从甜叶菊中提取甜菊糖的方法包括溶剂提取法

(Lemus-Mondaca et al., 2012)、超声辅助提取法(郎

青云等, 2019)、微波辅助提取法(Jaitak et al., 2009)、

超临界流体萃取法(Erkucuk et al., 2009)、加速溶剂

萃取法(Jentzer et al., 2015)、酶解-微膜提取法(Puri 

et al., 2012)和膜分离技术法(赵永良等, 2010)等。其

中, 溶剂提取法是工业生产中主要采用的方法, 而其

它方法虽较新颖, 但难以实现工业化生产(严贤春, 

2003)。在溶剂提取法中, 由于甜菊糖易溶于水和醇, 

因此从甜叶菊中提取甜菊糖一般采用水或醇进行提

取。以水作为溶剂提取时, 提取液中包含大量的多糖、

蛋白质和鞣质等水溶性杂质, 其含量高于甜菊糖3–6

倍, 若不去除会对下一步纯化产生很大干扰(应以坚

和王雪奇, 2012)。而醇提取涉及醇的回收, 并且溶剂

消耗大, 工艺较复杂, 成本相对较高, 实用性差。 

·技术方法· 
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天然低共熔溶剂(natural deep eutectic solvent, 

NADES)是一种由氢键供体和氢键受体组成的低熔混

合物(Dai et al., 2015), 具有无毒、易合成、生产成本

低廉、生物可降解及环境友好等特点。NADES由细

胞初生代谢产物组成, 适合对溶剂残留和毒性要求严

格的食品和药品提取, 是一种绿色溶剂。这种溶剂表

现出极大的化学选择性, 无论是水溶性的花青素(Dai 

et al., 2016), 亦或是水溶性极差的有机物芦丁

(Huang et al., 2017)都能很好地溶解。因此, NADES

在提取、分离、酶催化、有机合成、电化学和农业生

物医学等领域都有广泛的应用。 

本研究以NADES和传统溶剂水作为提取介质, 

采用超声辅助方法提取甜叶菊中的甜菊糖, 筛选出

提取率高于水提取的NADES配方; 并结合单因素试

验和Box-Behnken设计-响应面法优化NADES提取

条件。 

1  材料与方法  

1.1  材料与试剂 

甜叶菊(Stevia rebaudiana (Bertoni) Hemsl)干叶于

2018年购自广西玉林市芳馨商贸有限公司, 用液氮

研磨后密封, 备用。甜菊苷标品纯度≥96%, 莱鲍迪苷

A标品纯度≥96%, 均购自西格玛奥德里奇(上海)贸易

有限公司。1,2-丙二醇和乳酸购自萨恩化学技术(上

海)有限公司。甘油购自上海阿拉丁生化科技股份有

限公司。葡萄糖购自北京伊诺凯科技有限公司。水来

自Minipore超纯水系统(Minipore公司, 法国)。 

1.2  主要仪器与设备 

电子天平购自赛多利斯科学仪器有限公司。DL-720E

智能超声波清洗器购自上海之信仪器有限公司。5425

离心机购自德国Eppendorf公司。高效液相色谱-线性

离子阱质谱联用仪(LTQ XL)由Thermo Fisher Scien-

tific生产。 

1.3  实验方法 

1.3.1  NADES制备 

按照表1的成分和比例配制NADES, 然后将配好的溶

剂置于80°C水浴加热, 直至形成均匀的液体。 

表1  不同组合的天然低共熔溶剂 

Table 1  Different combinations of natural deep eutectic sol-

vents 

No. 
Component

1 
Component 

2 
Component

3 
Mole 

ratio (v/v)

NADES-1 1,2-propanediol Glycerol Water 8:1:1

NADES-2 1,2-propanediol Glycerol Water 1:1:1

NADES-3 1,2-propanediol Glucose Lactic acid 3:1:5

NADES-4 1,2-propanediol Water  2:1 

NADES-5 1,2-propanediol Glycerol  1:2 

NADES-6 Glycerol Water  9:1 

 

1.3.2  甜菊糖提取 

准确称取100 mg甜叶菊于5 mL EP管中, 加入3 mL

溶剂, 振荡混匀。在功率65 J·s–1、温度60°C条件下

超声处理30分钟。然后在室温条件下, 15 984 ×g离心

10分钟。取上清, 使用0.22 μm聚醚砜滤膜过滤。取

1 mL滤液, 加入1 mL水稀释, 振荡1分钟, 得到待测

液。传统溶剂(水)提取采用相同步骤。每种溶剂提

取时均重复3次。NADES和传统溶剂提取同时进行。 

 

1.3.3  标准品溶液的制备 

称取8 mg甜菊苷标准品, 加入2 mL水, 摇匀, 得到

4 mg·mL–1甜菊苷标准品溶液, 然后按表2所列浓度

梯度进行逐步稀释。称取6 mg莱鲍迪苷A标准品, 加

水2 mL, 摇匀, 得到3 mg·mL–1莱鲍迪苷A标准品溶

液, 然后按表2所列浓度梯度逐步稀释。 

 

表2  标准品溶液浓度 

Table 2  Standard solution concentration 

No. 1 2 3 4 5 6 

Stevioside 
(mg·mL–1) 

4 2 1 0.5 0.25 0.125 

Rebaudioside 
A (mg·mL–1)

3 1.5 0.75 0.375 0.1875 0.09375

 

1.3.4  单因素试验设计 

选择甜菊糖提取效率最高的NADES进行单因素试验。

考察影响甜菊糖提取的3个主要因素: 提取温度、提取

时间和超声功率。首先固定提取时间30分钟、提取温

度60°C, 考察超声功率(35、50、65、80和95 J·s–1)

对提取浓度的影响。然后选择最优超声功率和提取时

间30分钟, 考察提取温度(50、60、70、80和90°C)

对提取浓度的影响。最后选择最优的提取温度和超声
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功率, 考察提取时间(10、30、60、90和120分钟)对

提取浓度的影响。 
 

1.3.5  响应面试验设计 

在单因素试验的基础上, 根据Box-Behnken响应面法

(Box-Behnken design-response surface methodo-

logy, BBD-RSM) (张桂春等, 2017)原理设计响应面

试验。以甜菊苷和莱鲍迪苷A的提取浓度作为指标, 

对提取时间、提取温度和超声功率3个指标进行考察, 

筛选提取甜菊糖的最优条件。响应面试验的因素与水

平见表3。 

1.4  测定方法 

1.4.1  甜菊苷和莱鲍迪苷A含量测定(LTQ XL) 

1.4.1.1  色谱条件 

色谱柱 : Welch Ultimate XS-C18 (2.1×250 mm, 

5 μm); 流动相: 乙腈(B)-水(C), 均含有0.1%氨水溶

液, 梯度洗脱(表4); 流速: 350.0 μL·min–1; 检测波

长: 210 nm、254 nm; 柱温: 35°C; 进样量: 10 μL。 

 

1.4.1.2  质谱条件 

负离子模式条件: 源电压4 kV, 毛细管温度320°C, 鞘

气流速35 L·min–1, 辅助气流速10 L·min–1, 毛细管电

压24 V, 扫描范围50–1 500 m·z–1。 

 
表3  响应面试验的因素与水平 

Table 3  Factors and levels of response surface methodology 

Factor 
Level A: Temperature 

 (°C) 
B: Power 

(J·s–1) 
C: Time 

(min) 

–1 60 50 30 

 0 70 65 60 

 1 80 80 90 

 
表4  梯度洗脱程序 

Table 4  Gradient elution procedure 

Time (min) Mobile phase C (%) Mobile phase B (%)

0 80 20 

3 80 20 

15 30 70 

20 30 70 

20.1 80 20 

27 80 20 

1.5  指标计算方法 

采用浓度梯度的甜菊苷和莱鲍迪苷A标准品, 使用

LTQ XL进行检测。使用Xcalibur软件处理得到的峰面

积。以峰面积为横坐标X, 甜菊苷和莱鲍迪苷A浓度

(mg·mL–1)为纵坐标Y制作标准曲线, 并进行线性回

归分析, 得到甜菊苷浓度与积分峰面积之间的回归方

程: Y=4E–08X–0.204 1 (R²=0.992 9), 莱鲍迪苷A浓

度与积分峰面积之间的回归方程: Y=2E–08X–0.648 8 

(R²=0.980 3)。 

同样使用LTQ XL检测甜叶菊待测液, 根据得到

的峰面积, 依据回归方程计算出样品中甜菊苷和莱鲍

迪苷A的提取浓度。 

1.6  数据处理 

所有提取实验均平行重复3次。单因素试验结果用

Excel 2016软件绘图。对于不同溶剂对甜菊苷和莱鲍

迪苷A浓度的影响, 采用SPSS软件中的独立样本T检

验进行差异显著性分析, 单因素试验采用ANOVA方

法进行差异显著性检验。采用Design Expert 12软件

进行响应面试验设计及响应曲面模型的回归分析并绘

制三维图。回归方程采用方差分析进行多重比较, 拟

合模型的判断通过方差分析中的F值检验, P<0.05表

示差异显著。模型的拟合度和合理性通过回归系数R2

等进行评判。 

2  结果与讨论 

2.1  筛选提取甜菊糖最优的NADES配方 

2.1.1  不同NADES溶剂对甜菊苷提取浓度的影响 

本研究探讨6种NADES对甜菊苷提取浓度的影响(图

1)。结果表明, 用NADES-1提取的甜菊苷浓度最高

(2.59 mg·mL–1), 比传统溶剂水提取高16.4%, 且与

其它NADES差异显著(P<0.05), 表明NADES-1比其

它NADES具有更好的提取性能。研究发现, 含有1,2-

丙二醇的NADES配方提取效果较好, 可能是1,2-丙

二醇使得溶剂扩散性增强, 植物材料的破壁速度与有

效成分的溶出速率加快, 有助于提高甜菊苷提取效

率。但是1,2-丙二醇浓度太高会导致溶剂黏度变大、

流动性变差, 且1,2-丙二醇的含量增加会使低共熔溶

剂的极性降低, 可能减弱了其余目标成分的相互作

用, 从而使提取率降低。 
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图1  用不同溶剂提取的甜菊苷浓度 

* P<0.05; NADES-1–6见表1。 
 

Figure 1  Extraction concentration of stevioside in different 

solvents 

* P<0.05; NADES-1–6 are shown in Table 1. 
 

2.1.2  不同NADES溶剂对莱鲍迪苷A提取浓度的

影响 

本研究探讨6种NADES对莱鲍迪苷A提取浓度的影响

(图2)。结果表明, 采用NADES-1提取的莱鲍迪苷A浓

度最高 (1.06 mg·mL–1), 比采用传统溶剂水提取高

12.62%, 且与其它NADES差异显著(P<0.05), 表明

NADES-1比其它NADES具有更好的提取性能。采用

NADES-1提取的甜菊苷和莱鲍迪苷A浓度均最高, 表

明NADES-1更适合甜菊糖提取, 因此将NADES-1用

作后续实验的提取溶剂。 

 

 

图2  用不同溶剂提取的莱鲍迪苷A浓度 

* P<0.05; NADES-1–6见表1。 
 

Figure 2  Extraction concentration of rebaudioside A in dif- 

ferent solvents 

* P<0.05; NADES-1–6 are shown in Table 1. 

2.2  甜菊糖提取的单因素试验 

2.2.1  不同超声功率对甜菊苷和莱鲍迪苷A提取浓

度的影响 

当提取温度为60°C、提取时间为30分钟时, 不同超

声功率对甜菊苷和莱鲍迪苷A提取率的影响趋势一

致(图3A, B)。随着超声功率的增加, 提取浓度逐渐升

高 , 在80 J·s–1时达到最大值 , 甜菊苷提取浓度为

2.62 mg·mL–1, 莱鲍迪苷A提取浓度为1.07 mg·mL–1。

然后, 随着超声功率继续升高, 提取浓度下降。因此, 

选取80 J·s–1作为最优条件进行后续实验。低功率时

超声效果较差, 提取效率较低。而随着超声功率的增

加, 超声波对于植物细胞壁的破坏作用更显著, 对植

物材料的破碎效果也更好, 可加快有效成分的溶出, 

从而使提取浓度增高。但超声功率为95 J·s–1的提取

浓度低于80 J·s–1。因此, 响应面试验选取50、65和

80 J·s–1的超声功率进行优化。 

 

 

图3  超声功率对甜菊苷(A)和莱鲍迪苷A (B)浓度的影响 

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

 

Figure 3  The effects of ultrasonic power on the concentra-

tion of stevioside (A) and rebaudioside A (B) 

Different lowercase letters indicate significant differences (P< 

0.05). 
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2.2.2  不同提取温度对甜菊苷和莱鲍迪苷A提取浓

度的影响 

提取过程中另一个重要参数是温度。溶剂扩散率、黏

度和溶解度均受温度影响。而对于萃取过程来说, 温

度主要影响溶质扩散率和溶解度。当提取功率为

80 J·s–1、提取时间为30分钟时, 提取温度对甜菊苷

和莱鲍迪苷A提取浓度的影响一致(图4A, B)。随着温

度的升高提取浓度增加, 其原因可能是由于温度升高

使植物细胞基质迅速打开, 导致溶质扩散增强, 从而

使得有效成分更容易溶出。当温度增至60°C时达到峰

值, 甜菊苷提取浓度为2.62 mg·mL–1, 莱鲍迪苷A提

取浓度为1.07 mg·mL–1, 因此将提取温度60°C作为

最优条件继续后续实验。随着提取温度继续升高, 提

取浓度呈下降趋势, 可能是在较高的温度下某些生物

活性成分被破坏, 从而导致提取浓度降低。温度升高 

 

 

图4  提取温度对甜菊苷(A)和莱鲍迪苷A (B)浓度的影响 

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

 
Figure 4  The effects of extraction temperature on the con-

centration of stevioside (A) and rebaudioside A (B) 

Different lowercase letters indicate significant differences (P< 

0.05). 

可在一定程度内提高提取率, 但随着温度的持续升

高, 可能对提取物质的稳定性有影响, 因此从节省能

耗和甜菊糖的稳定性两方面考虑, 响应面试验选取

60、70和80°C三个水平的提取温度进行优化。 

 

2.2.3  不同提取时间对甜菊苷和莱鲍迪苷A提取浓

度的影响 

在提取温度60°C和超声功率80 J·s–1的条件下, 提取

时间对甜菊苷和莱鲍迪苷A提取浓度的影响一致(图

5A, B)。随着提取时间的延长, 以提取90分钟为最高

值, 提取的甜菊苷浓度为3.48 mg·mL–1, 提取的莱鲍

迪苷A浓度为1.42 mg·mL–1。提取时间较短时, 还没

有完全将物质提取出来。而提取时间为120分钟时, 

时间过长可能使材料中的其它杂质逐渐被溶解, 导致

提取浓度降低, 并且较长的提取时间会使实验流程 
 

 

图5  提取时间对甜菊苷(A)和莱鲍迪苷A浓度(B)的影响 

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
 

Figure 5  The effects of extraction time on the concentration 

of stevioside (A) and rebaudioside A (B) 

Different lowercase letters indicate significant differences (P< 

0.05). 
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进展缓慢, 增加能耗。因此, 提取90分钟在定量甜叶

菊中提取出的甜菊糖最多。综上, 响应面实验选取

30、60和90分钟三个水平的提取时间进行优化。 

2.3  响应面法优化提取条件结果分析 

响应面试验涉及3个因素、3个水平, 5次重复, 用于评

价模型变异性和稳定性。响应面实验结果见表5。 
 

表5  响应面实验结果 

Table 5  Response surface experimental results 

Run 
units 

A: 
Tempe- 
rature  
(°C) 

B: 
Power 
(J·s–1) 

C: 
Time 
(min) 

Stevioside 
concentration 

(mg·mL–1) 

Rebaudioside 
A concentra-

tion (mg·mL–1)

1 70 50 30 2.30 1.11 

2 80 65 90 2.08 0.90 

3 70 80 90 2.77 1.03 

4 70 50 90 0.11 0.09 

5 70 80 30 1.71 0.70 

6 60 65 90 2.57 1.18 

7 60 65 30 2.59 1.06 

8 80 80 60 2.00 0.83 

9 60 80 60 2.52 1.02 

10 70 65 60 1.52 0.64 

11 70 65 60 1.52 0.64 

12 70 65 60 1.52 0.64 

13 80 50 60 0.06 0.02 

14 70 65 60 1.52 0.64 

15 70 65 60 1.52 0.64 

16 80 65 30 1.31 0.65 

17 60 50 60 0.49 0.35 

 

对实验数据进行方差分析, 得到甜菊苷浓度Y和
自变量X (提取温度A、超声功率B、提取时间C)的关

系为 : 甜菊苷浓度Y=1.52–0.341 9A+0.756 8B– 

0.048 4C–0.021 1AB+0.194 9AC+0.813 2BC+ 

0.079 3A2–0.336 5B2+0.535 3C2; 得到莱鲍迪苷A浓

度Y和自变量X (提取温度A、超声功率B、提取时间

C)的关系为 : 莱鲍迪苷A浓度Y=3.07–0.728 3A+ 

1.20B–0.190 9C+0.159 8AB+0.152 5AC+1.63BC+ 

0.308 1A2–0.723 2B2+1.18C2。 

回归模型的显著性通过F检验和P值进行评估。甜

菊苷浓度的回归模型经过ANOVA检验(表6)显示, F 

表6  甜菊苷浓度的回归模型方差分析 

Table 6  Analysis of the model variances of stevioside con-

centration 

Source 
Sum of 
squares

Degree 
of free-

dom 

Mean 
square 

F value P-value

Model 9.98 9 1.11 8.00 0.0060**

A: Temperature 0.9351 1 0.9351 6.75 0.0355*

B: Power 4.58 1 4.58 33.08 0.0007**

C: Time 0.0188 1 0.0188 0.1355 0.7237

AB 0.0018 1 0.0018 0.0128 0.9130

AC 0.1520 1 0.1520 1.10 0.3297

BC 2.64 1 2.64 19.09 0.0033**

A² 0.0265 1 0.0265 0.1910 0.6752

B² 0.4768 1 0.4768 3.44 0.1059

C² 1.21 1 1.21 8.71 0.0214*

Residual 0.9697 7 0.1385   

Lack of fit 0.9697 3 0.3232   

Pure error 0.0000 4 0.0000   

Cor total 10.95 16    

R2 0.9114     

Radj
2 0.7975     

Rpred
2 –0.4173     

Adeq precision 10.9996     

* P<0.05; ** P<0.01 
 

值为8.00, P<0.01, 说明该回归模型极显著。并且R2

为0.911 4, 说明模型拟合程度较好。该模型的适当性

还可以由Radj
2的值(0.797 5)验证, 表明该模型可以解

释79.75%的响应变异性, 证实了使用回归方程计算

的数据与通过实验获得的数据之间的良好相关性。从

显著性上看, 提取温度与提取时间的平方对甜菊苷浓

度的影响显著(P<0.05), 超声功率、超声功率与提取时

间的交互作用对甜菊苷浓度的影响极显著(P<0.01)。 

莱鲍迪苷A浓度的回归模型经过ANOVA检验显

示, F值为4.53, P<0.05, 说明该回归模型显著(表7)。

并且R2为0.853 6, 说明模型拟合程度较好。Radj
2值为

0.665 3, 表明模型可以解释66.53%的响应变异性, 

证实了使用回归方程计算的数据与通过实验获得的

数据之间的良好相关性。从显著性上看, 提取时间的

平方对莱鲍迪苷A浓度的影响显著(P<0.05), 超声功

率以及超声功率与提取时间的交互作用对莱鲍迪苷A

浓度的影响极显著(P<0.01)。 
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表7  莱鲍迪苷A浓度的回归模型方差分析 

Table 7  Analysis of the model variances of rebaudioside A 

concentration 

Source 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom 

Mean 
square 

F value P-value

Model 1.51 9 0.1682 4.53 0.0294*

A: Temperature 0.1834 1 0.1834 4.94 0.0616

B: Power 0.4988 1 0.4988 13.45 0.0080**

C: Time 0.0126 1 0.0126 0.3396 0.5783

AB 0.0044 1 0.0044 0.1185 0.7408

AC 0.0040 1 0.0040 0.1083 0.7517

BC 0.4567 1 0.4567 12.31 0.0099**

A² 0.0173 1 0.0173 0.4660 0.5168

B² 0.0951 1 0.0951 2.56 0.1534

C² 0.2538 1 0.2538 6.84 0.0346*

Residual 0.2597 7 0.0371   

Lack of fit 0.2597 3 0.0866   

Pure error 0.0000 4 0.0000   

Cor total 1.77 16    

R2 0.8536     

Radj
2 0.6653     

Rpred
2 –1.3429     

Adeq precision 7.9551     

*P<0.05; **P<0.01 
 

对响应面试验结果进行绘图, 得到响应面三维

图, 通过三维图可以反映变量间的相互作用。提取温

度、超声功率和提取时间对甜菊苷浓度和莱鲍迪苷A

浓度的影响如图6所示。其中, 提取温度和超声功率

的三维图倾斜度较低(图6A, D), 说明两者的交互作

用不显著。此外, 提取温度和提取时间的三维图倾斜

度也比较低(图6B, E), 说明两者的交互作用不显著。

而超声功率和提取时间的三维图倾斜度最高(图6C, 

F), 说明二者之间交互作用较大, 该结果与方差分析

(表6, 表7)的显著性结果一致。 

利用拟合模型对甜叶菊中甜菊糖的NADES (1,2-

丙二醇:甘油:水=8:1:1, v/v/v)的最优提取条件进行选

择, 即提取时间90分钟, 提取温度60°C, 超声功率为

80 J·s–1, 模型预测甜菊苷提取浓度为3.49 mg·mL–1, 

莱鲍迪苷A浓度为1.43 mg·mL–1。为了验证预测的准

确性, 选取最优条件进行实验。结果(表8)表明, 最优

条件下甜菊苷提取浓度为3.48 mg·mL–1, 比初始条件

提高了34.36%, 莱鲍迪苷A提取浓度为1.42 mg·mL–1, 

比初始条件提高了33.96%, 并且与预测值接近, 说 

表8  不同提取条件对甜菊苷和莱鲍迪苷A提取浓度比较 

Table 8  Extraction concentration of stevioside and re-

baudioside A by different extraction conditions 

 
Tempera-
ture (°C)

Power 
(J·s–1)

Time 
(min) 

Stevioside 
concentra-

tion 
(mg·mL–1) 

Rebaudi-
oside A con-

centration 
(mg·mL–1)

Initial  
condition

60 65 30 2.59±0.04 1.06±0.08

Optimal 
condition

60 80 90 3.48±0.36* 1.42±0.18*

*P<0.05 

 

明模型预测良好, 可以用于甜菊糖提取。同时, t检验

结果表明, 最优条件的提取效果显著优于初始条件

(P<0.05)。 

3  结论 

采用新型绿色溶剂NADES提取甜叶菊中的甜菊糖, 

通过与传统溶剂水进行对比, 发现NADES配方1,2-

丙二醇:甘油:水=8:1:1 (v/v/v)提取到的甜菊糖浓度最

高(2.59 mg·mL–1), 比水提取高16.40%; 莱鲍迪苷A

的提取浓度为1.06 mg·mL–1, 比水提取高12.62%。单

因素试验和响应面法分析表明, NADES提取甜叶菊

中甜菊糖的最优条件为: 提取溶剂1,2-丙二醇:甘油:

水=8:1:1 (v/v/v), 提取时间90分钟, 提取温度60°C, 

超 声 功 率 为 80 J·s–1, 预 测 甜 菊 苷 提 取 浓 度 为

3.49 mg·mL–1, 莱鲍迪苷A浓度为1.43 mg·mL–1。经实

验验证, 提取的甜菊苷浓度为3.48 mg·mL–1, 比初始

条件提高了 34.36%, 提取的莱鲍迪苷 A浓度为

1.42 mg·mL–1, 比初始条件提高了33.96%。 

本研究采用NADES代替传统溶剂提取甜菊糖, 

绿色环保, 且提取效率高于传统溶剂。从溶剂成本上

看, 采用传统溶剂进行提取时, 水的成本比NADES

低廉。但采用水作为溶剂提取时, 水溶性杂质含量很

高, 需要对提取液进行除杂, 生产成本高, 并且在生

产过程中也需要耗费大量的水资源。而采用NADES

提取时, 溶剂由初级代谢产物组成, 工业生产时可以

免去去除提取溶剂的步骤, 并且溶剂成本低廉, 提取

效率高, 符合绿色提取的原则, 在甜菊糖的工业生产

中具有可观的应用潜力, 未来可进一步开发应用。此

外, 本研究采用超声辅助提取甜菊糖的方法, 与浸渍

和热提取等经典方法相比更简便有效(Gasmalla et  
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图6  提取温度、超声功率和提取时间对甜菊苷和莱鲍迪苷A的响应面分析 

(A) 温度与功率的交互作用对甜菊苷提取影响的响应面; (B) 温度与时间的交互作用对甜菊苷提取影响的响应面; (C) 功率与时间

的交互作用对甜菊苷提取影响的响应面; (D) 温度与功率的交互作用对莱鲍迪苷A提取影响的响应面; (E) 温度与时间的交互作用

对莱鲍迪苷A提取影响的响应面; (F) 功率与时间的交互作用对莱鲍迪苷A提取影响的响应面 

 
Figure 6  Response surface analysis of extraction temperature, ultrasonic power and extraction time for stevioside and re-

baudioside A 

(A) Response surface (3D) showing effect of temperature and power on stevioside; (B) Response surface (3D) showing effect 

of temperature and time on stevioside; (C) Response surface (3D) showing effect of power and time on stevioside; (D) Re-

sponse surface (3D) showing effect of temperature and power on rebaudioside A; (E) Response surface (3D) showing effect of 

temperature and time on rebaudioside A; (F) Response surface (3D) showing effect of power and time on rebaudioside A 
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al., 2017), 可在更短的时间内进行提取, 在工业生产

中可以降低运营成本并且提高生产力。同时, NADES

提取甜菊糖也为后续推广至其它大宗经济型植物类

天然产物的绿色工艺提取提供新思路。 
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Green Extraction Method and Optimization of Steviosides from 
Stevia rebaudiana by Natural Deep Eutectic Solvent 

Qing Miao, Pa-he-er-ding Sabiha , Siyu Zeng , Qifang Pan * 

Joint Plant Biotechnology R&D Center of Jiaotong University-Fudan University-Nottingham University, School of  
Agriculture and Biology, Shanghai Jiaotong University, Shanghai 200240, China 

Abstract  Natural deep eutectic solvent (NADES) was used to extract steviosides from Stevia rebaudiana as an efficient, 

green and environmentally friendly new method. Compared with traditional solvent water, the optimal NADES formula was 

selected to extract S. rebaudiana dry leaves by measuring the concentration of stevioside and rebaudioside A, two main 

components in steviosides. The extraction conditions of NADES extracting steviosides were optimized by Box-Behnken 

design from response surface methodology. The best NADES formula for steviosides extraction was selected: 1,2-pro-

panediol:glycerol:water=8:1:1 (v/v/v), the extraction concentration of stevioside was 2.59 mg·mL–1 (16.40% higher than 

water), and the extraction concentration of rebaudioside A was 1.06 mg·mL–1 (12.62% higher than water). The NADES 

extraction conditions were optimized by response surface methodology: extraction time was 90 min, extraction tem-

perature was 60°C, ultrasonic power was 80 J·s–1, the predicted extraction concentration of stevioside was 3.49 mg·mL–1 

and the concentration of rebaudioside A was 1.43 mg·mL–1, which was close to the experimental verification value (the 

concentration of stevioside is 3.48 mg·mL–1, the concentration of rebaudioside A is 1.42 mg·mL–1). Under the best condi-

tion, the extraction of stevioside was 34.36% higher than the initial condition, and the extraction of rebaudioside A was 

33.96% higher than the initial condition. NADES is environmentally friendly and has higher extraction efficiency than tra-

ditional solvents. It can be used for the green extraction of steviosides from S. rebaudiana. At the same time, it provides a 

promising prospect for the green extraction of natural products from other bulk economic plants. 

Key words  NADES, Stevia rebaudiana, stevioside, rebaudioside A, green extraction 
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