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响应面法优化白首乌中抗氧化成分的提取

张冬冬，! 陶文沂!，! 崔凤杰，! 敖宗华
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 "/4$1%）

摘! 要：在比较不同的提取方法后，选用乙醇为提取溶剂。通过单因素实验结合响应面法对白首

乌中抗氧化成分的提取工艺进行优化研究，确定了提取工艺的最佳条件为温度：0$5 / 6，乙醇体积

分数：0#7，提取时间：/5 03 8，提取次数为两次。在此条件下白首乌醇提取液的总抗氧化能力理论

值为 /#35 %3 9 : ;，实测值为 /%45 $09 : ; < 15 01。
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! ! 萝藦科（-.%+/0*$1$%/$/）为鹅绒属植物耳叶牛皮

消（!"#$#%&’( $’)*%’+$,’( 23"+/ /4 5*6&,）的块根，

俗称白首乌，作为一种传统的补益与抗衰老中药在

江苏民间应用已有较长历史。白首乌营养成分丰

富，多羟基孕甾烷酯苷为白首乌中的主要活性成

分［/］。此外白首乌中还含有一定量的粗蛋白、粗脂

肪、多糖、氨基酸、磷脂、无机盐及人体必须的微量

元素。实验表明白首乌有很强的清除自由基抗氧

化的功能。宋俊梅等人用化学发光法研究了白首乌

中 M"/ 甾苷及各种甾苷元清除羟自由基的功能，结
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果表明 !"# 甾苷及甾苷元具有较强的清除自由基的

能力［"］。她还用剧烈运动小鼠模型研究了白首乌中

!"#甾体总苷抵抗内源性自由基氧化损伤的功能，认

为总苷通过自身对氧自由基的直接清除作用和激

活机体的抗氧化防御系统两个方面来提高机体的

抗氧化水平，减少自由基对机体的危害，来起到延

缓衰老和滋补保健的作用［$］。

传统的单因素实验优化是通过其它因子水平

不变而研究其中一个因子的变化规律，当考察因子

较多时需要大量的实验次数，不但延长了实验周

期，而且对有交互作用的多因子实验还可能造成不

可靠的结论。响应面法（%&’）是统计设计实验技

术的合成，能用少量的实验次数和时间对实验进行

全面的研究，取得明显有效的结论［(］。)*+ 及其合

作者与 ", 世纪 -, 年代完善了响应面方法学后［-］，

已经在诸多工艺过程优化控制中得到应用［./0］。响

应面法作为一种优化方法，考虑了试验随机误差。

而传统优化是不考虑试验随机误差的。同时，响应

面法将复杂的未知的函数关系在小区域内用简单

的一次 或 二 次 多 项 式 模 型 来 拟 合，计 算 比 较 简

便［1］。响应面法虽然在很多领域都有应用，但应用

于中草药有效成分提取的工艺条件优化报道较少。

本文对白首乌中抗氧化活性成分的提取进行了单

因素分析并进一步对提取条件进行了响应面优化，

为系统地进行白首乌功能评价和功效物质分离，确

认打下基础。

!" 材料与方法

!# !" 材料

白首乌：江苏滨海首乌制品厂提供的耳叶牛皮

消块根的干燥切片磨碎过 #, 目筛；总抗氧化能力

测试试剂盒：购于南京建成生物工程研究所。

!# $" 测定方法

!2 $2 ! " 原理 " 提取液中许多抗氧化物质，能使

34$ 5 还原成 34" 5 ，后者可与邻二氮菲结合成稳固的

34" 5 /邻二氮菲络合物，通过比色测定 34" 5 /邻二氮

菲含量变化，可了解溶液氧化还原状态，从而推知

体系的 67!［8］。

!2 $2 $" 方法" 按南京建成生物工程研究所总抗氧

化能力测定试剂盒说明书。定义在 $0 9时，每分钟

,: # ; < => 白首乌提取物使反应体系的吸光值（?@）

每增加 ,: ,# 时，为一个总抗氧化能力单位（A）。

总抗氧化能力计算公式为：

总抗氧化有力 B
?@测定管 C ?@对照管

,: ,# D $, D
!E

!F
D " D #,, =>

#G

上式中，!E 为反应液总体积（=>）；!F 为样品体积

（=>）；#G 为白首乌质量（ ;）；" 为样品测试前稀释

倍数。

!# %" 提取方法

!2 %2 ! " 室温冷浸法 " 称取 #, ; 左右白首乌粉 "
份，分别加入 #,, => 甲醇和体积分数为 8-H 乙醇，

室温提取 " I，减压抽滤后残渣用相同的方法再提

取一次，合并抽滤液与洗涤液，真空浓缩，定容到

#,, =>，取 ,: # => 测总抗氧化能力。

!2 %2 $ " 加热回流法 " 称取 #, ; 左右白首乌粉 "
份，分别加入 #,, => 甲醇和体积分数 8-H 乙醇，沸

水浴中回流提取 # I，其余步骤同 #: $: #。

!2 %2 %" 水浸提法" 称取 #, ; 左右白首乌粉 # 份，

加入 #,, => 蒸馏水，., 9 搅拌提取 # I，其余步骤

同 #2 $2 #。

!2 %2 & " 超声提取法 " 称取 #, ; 左右白首乌粉 #
份，加入体积分数 8-H 乙醇 #,, =>，超声提取 $,
=JK，其余步骤同 #2 $2 #。

!# &" 提取条件单因素实验研究

!2 &2 !" 料液比对总抗氧化能力的影响" 准确称取

#, ; 白首乌粉 - 份，固定提取条件为 ., 9，乙醇体

积分数为 0,H，研究料液比对总抗氧化能力的影

响。按物料：溶剂体积比为 #L -、#L #,、#L #-、#L
",、#L "- 加入乙醇，搅拌提取 #: - I，减压抽滤后残

渣用相同的方法再提取一次，合并抽滤液与洗涤

液，真空浓缩，定容到 #,, =>，分别取 ,: # => 测总

抗氧化能力。

!2 &2 $" 温度对总抗氧化能力的影响" 准确称取 #,
; 白首乌粉 - 份，分别加入体积分数 0,H 乙醇 #,,
=>，于 $,、(,、-,、.,、0, 9 恒温搅拌提取 " I，其余

步骤同 #2 (2 #。

!2 &2 %" 乙醇体积分数对总抗氧化能力的影响" 准

确称取 #, ; 白首乌粉 . 份，分别加入 #,, => 乙醇，

体 积 分 数 分 别 为 (,H、-,H、.,H、0,H、1,H、

8-H，., 9搅拌提取 # I，其余步骤同 #: (: #。

!’ &’ &" 提取时间对总抗氧化能力的影响" 准确称

取 #, ; 白首乌粉 - 份，固定提取条件为 ., 9，乙醇

体积分数为 8-H，研究提取时间对总抗氧化能力的

影响。提取时间依次为 ,: -、#: ,、#: -、": ,、": - I，其

余步骤同 #: (: #。

!2 &2 (" 提取次数对总抗氧化能力的影响" 准确称

取 #, ; 白首乌粉 # 份，加体积分数 1,H 乙醇 #,,
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!"，#$ %提取 &’ ( )，减压抽滤后抽滤液减压蒸馏，

残渣在相同的提取条件下重复提取两次。分别取

$’ & !" 测总抗氧化能力。

!" #$ 响应面法优化提取工艺的实验设计

选择单因素实验中对响应值（ 总抗氧化能力）

有显著影响的因素。采用 *+*（*+* ,-./-01 2134567
8’ $&）对实验数据进行回归分析 ’ 每一自变量的

低、中、高实验水平分别以9&、$、& 进行编码，该模型

通过最小二乘法拟合二次多项方程可以表达为：

! : "$ ;""#$# ;""##$#
< ;""#%$#$%

上式中，! 为响应值（ 总抗氧化能力），"$，"#，"##，"#%

为方程系数，$#，$%，（ ## %）为自变量编码值。多项

式模型方程拟合的性质由确定系数 &< 表达，其统计

学上的显著性由 ’ 值检验，采用 *+* 典型分析预测

白首乌抗氧化物质提取的最佳条件及总抗氧化能

力的最大值。

!" %$ 结果验证

在最佳条件下，实验重复二次，取均值，计算

实验值与预测值之间的相对偏差。

&$ 结果与讨论

&" !$ 不同提取方法的提取结果比较

按材料与方法中 &’ <’ < 实验的结果如表 & 所

示：可以看出，超声波提取的提取液总抗氧化能力

值最大，其次是加热回流提取，在加热回流提取时

甲醇与乙醇两种提取溶剂的提取结果相差不大。

综合考虑到设备成本及提取液的安全性，选用乙醇

为提取溶剂，加热搅拌提取。

表 !$ 不同提取方法的实验结果

’()* !$ ’+, -./012/ 34 5644.7.82 .927(:2638 ;.2<35/

提取方法
提取溶剂 =
体积分数

总抗氧化能力 =
（> = 0）

室温冷浸 ?(@ 乙醇 AB’ $8

甲醇 CC’ A#

加热回流 ?(@ 乙醇 &&(’ &&

甲醇 &<&’ #

水浸提 水 B?’ AB

超声波提取 ?(@ 乙醇 &AA’ ?&

&* &$ 以乙醇为提取溶剂的单因素实验结果

&* &* !$ 料液比对总抗氧能力的影响$ 由图 & 看出，

当料液比达到 &D &( 时，白首乌中的抗氧化物质已

基本溶出，再增大料液比会造成溶剂与能源的浪

费。当料液比达到 &D <( 时，总抗氧化能力反而有

所下降，推测可能是白首乌中的杂质成分竞争性溶

出不利于白首乌中的抗氧化物质提取。因此选取

料液比为 &D &(。

图 !$ 料液比对抗氧化能的影响

=6>" !$ ?44.:2 34 .2<(831 (;3082 38 2<. ’+,

图 &$ 温度对提取物抗氧化能力的影响

=6>" &$ ?44.:2 34 2.;@.7(207. 38 2<. ’+,

&* &* &$ 温度对对白首乌提取物的总抗氧化能力的

影响$ 由图 < 可见，温度对白首乌中的抗氧化物质

提取有较明显的影响。在常温下，白首乌中的抗氧

化成分溶出较慢，当温度渐渐增大时，抗氧化成分

溶出加快，在温度增大到 C$ %后，白首乌提取液的

总抗氧化能力变化较小。

&E &E A$ 乙醇体积分数对白首乌提取物的总抗氧化

能力的影响$ 因为乙醇溶解性能好，对细胞穿透能

力强常作为中草药有效成分提取的溶剂。从图 B 可

看出，随着乙醇的浓度增大，总抗氧化能力也增大，

当乙醇体积分数达到 8$@ 左右时抗氧化能力最高，

再增大乙醇浓度，总抗氧化能力下降。

&E &E B$ 不同提取时间对白首乌提取物的总抗氧化

能力的影响 $ 由图 A 可知总抗抗氧化能力随时间

变化而不同。当提取达到一定时间（< )）后，抗氧

化成分在提取液中达到平衡，此时提取效率最高。

如再延长提取时间（<’ ( )），干扰成分溶出量增加，

提取效率降低。
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图 !" 乙醇体积分数提取物的抗氧化能力值测定结果

#$%& !" ’(()*+ ,( )+-./,0 *,/*)/+1.+$,/ ,/ +-) 234

图 5" 不同提取时间对抗氧化能力的影响

#$%& 5" ’(()*+ ,( )6+1.+7$8 +$9) ,/ +-) 234

:! :! ;" 提取次数对对白首乌提取物的总抗氧化能

力的影响 " 如图 " 所示，在提取次数为第三次时，

提取液的总抗氧化能力与前两次比较已很低，考虑

到经济成分，以提取两次为宜。

图 ;" 提取次数对抗氧化能力的影响

#$%& ;" ’(()*+ ,( )6+1.*+$,/ +$9)< ,/ +-) 234

:= !" 响应面法优化白首乌抗氧化物质提取工艺

根据 #$%&#’()(*’( 的中心组合实验设计原理，

综合单因素实验结果，固定料液比为 +, +"- 选取提

取温度、乙醇体积分数与提取时间三个因素，分别

以 !+、!. 与 !/ 表示 - 每个自变量的低中高水平分

别以&+、0、+ 进行编码，以总抗氧化能力为响应值

（"），方案及试验结果见表 .。

表 : >,6?>)-/@)/ 设计方案与实验结果

2.8= :" >,6?>)-/@)/ A)<$%/ 9.+1$6 ./A +-) 1)<B,/<)< ,( +-) A)B)/A)/+ C.1$.80)< 234

实验

编号

编码值

!+ !. !/

真实值

温度 1 2 乙醇体积分数 1 3 提取时间 1 )
" 提取液

总抗氧化能力 1（4 1 5）

+ &+ &+ 0 "0 60 +- " 76- 8+

. &+ + 0 "0 90 +- " +0"- +.

/ + &+ 0 80 60 +- " +./- :"

6 + + 0 80 90 +- " +"0- 7+

" 0 &+ &+ :0 60 + 90- 68

: 0 &+ + :0 60 . ++7- /8

8 0 + &+ :0 90 + +08- 96

9 0 + + :0 90 . +6/- :9

7 &+ 0 &+ "0 :0 + 89- 0:

+0 + 0 &+ 80 :0 + +6.- 86

++ &+ 0 + "0 :0 . +06- ."

+. + 0 + 80 :0 . +69- "9

+/ 0 0 0 :0 :0 +- " +/8- 86

+6 0 0 0 :0 :0 +- " +60- 9.

+" 0 0 0 :0 :0 +- " +6+- "8
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表 !" 回归方程各项的方差分析

#$%& !" ’($)*+,+ -. /$0,$(12（’345’）.-0 672 .,6628 9:$8;
0$6,1 <-)*(-=,$) =-82) .-0 -<6,=,>$6,-( -. #’?

方差

来源
平方和 自由度 均差 ! 值 " 值

一次项 ! "#$% &$ # ’ ((% !& ) *% *** &!!

二次项 & (&#% *+ # ’ +(% !* *% **& #!!

交互项 (!% +, # ’ &% "( *% #+" !

回归 $ ""-% ", ( ’ "#% ,- *% *** #!!

总残差 &*-% -+ , +&% ," ’ ’

#+ . *% ($- "

注：!!/0120304526 56 &7 89:98。

表 @" 回归系数取值及分析结果

#$%& @" A2+:)6+ 02B02++,-( $($)*+,+ -. $ .:)) +21-(8;-0820
<-)*(-=,$) =-82) .-0 -<6,=,>$6,-( -. #’?

模型项 系数估计 "$值 %’值

;269<49=6 &"*% *" ) % *** &!! ,+% +!

&& &(% "& ) % *** &!! &&% $#

&+ (% (+ *% **& $!! !% *"

&# &$% &! *% *** &!! &&% *-

&&& $&&% ,* *% **, &!! $"% -!

&&+ &% -& *% "(# - *% -"

&&# "% ,# *% +(! $ &% (,

&++ $-% "" *% *+- "! $#% *$

&+# $*% -- *% -,, * $*% ##

&## ’&(% -! *% *** "!! ’$% &$!!

注：!!/0120304526 56 &7 89:98；! /0120304526 56 ,7 89:98。

!" 结果与分析

表 # 为不同条件下所测的白首乌提取液的总

抗氧 化 能 力 值，利 用 />/（ />/ =54?519 :9<@0A2
$% *&）软件对表 # 中所测得的数据进行多元回归拟

合，由表 " 回归分析结果表明该模型回归显著。

各因素经回归拟合后，得到总抗氧化能力对温

度、时间、乙醇浓度的二次多项回归方程为：

’ . &"*% *" B &(% "&(& B (% (+(+ B &$% &!(# C
&&% ,*(&+ B &% -&(&(+ C "% ,#(&(# C -% ""(++ C *% --(+

(# C &(% -!(#+

D D 根据回归分析结果（ 表 ,），作出相应的曲面图

和等高线图，如图 ! E && 所示 % 从图 ! 可看出，在

乙醇体积分数较低时，随着温度的升高总抗氧化能

图 C" 温度与乙醇体积分数对白首乌提取液总抗氧化

能力影响等高线图

D,BE C" ?-(6-:0 <)-6 -. 672 1-=%,(28 2..216+ -. 267$(-)
1-(12(60$6,-( $(8 62=<20$6:02 -( 672 #’? -.
?*($(17:= $:0,1:)$6:= A-*)2 2F G,B76

图 H" 温度与乙醇体积分数对白首乌提取液总抗氧化

能力影响响应图

D,BE H" I:0.$12 <)-6 -. 672 1-=%,(28 2..216+ -. 267$(-)
1-(12(60$6,-( $(8 62=<20$6:02 -( 672 #’? -.
?*($(17:= $:0,1:)$6:= A-*)2 2F G,B76

力增大，当温度较低时乙醇体积分数对总抗氧化能

力影响不大，当温度增高后，随着乙醇体积分数增

大到 -*7 E-,7 时，总抗氧化能力达到最大值，再

增大乙醇体积分数总抗氧化能力反而降低，可能在

高温高浓度乙醇的条件下，白首乌中一些醇溶性杂

质，亲脂性强成分溶解量增大，这些物质和白首乌

中的抗氧化成分竞争同乙醇’水分子结合，从而导致

抗氧化物质的溶出量降低，总抗氧化能力下降 % 由

图 $ 看出，在提取时间为实验设计取值下限时（&
F），总抗氧化能力随温度升高而变大 % 但当温度达

到 -! E -( G 时，较长的提取时间会使提取液的总
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抗氧化能力有所降低，在提取时间为 !" # $ !" % &
左右时，提取液总抗氧化能力最大，此时提取效率

最高 " 随着提取时间的延长到实验设计的上限（’
&）时，总抗氧化能力下降。这可能是杂质成分竞争

性溶出的结果，但较短的提取时间白首乌中抗氧化

成分溶出量小，影响提取效率。因此有效提取时间

在 !" % & 左右较好。由图 !( 可直观看出在一定范围

内总抗氧化能力与提取时间，乙醇体积分数呈正相

关。当乙醇体积分数在 %() $%*)之间，提取时间

在 !" # & 左右时总抗氧化能力最大。

图 !" 温度与提取时间对白首乌提取液总抗氧化能力

影响等高线图

#$%& ! " ’()*(+, -.(* (/ *01 2(34$)15 1//12*6 (/ *$31
7)5 *13-1,7*+,1 () *01 89’ (/ ’:)7)20+3
7+,$2+.7*+3 ;(:.1 1< =$%0*

图 >" 温度与提取时间对白首乌提取液总抗氧化能力

影响响应面图

#$%& > " ?+,/721 -.(* (/ *01 2(34$)15 1//12*6 (/ *$31
7)5 *13-1,7*+,1 () *01 89’ (/ ’:)7)20+3
7+,$2+.7*+3 ;(:.1 1< =$%0*

图 @A" 提取时间与乙醇体积分数对白首乌提取液总抗

氧化能力影响等高线图

#$%& @A" ’()*(+, -.(* (/ *01 2(34$)15 1//12*6 (/ *$31
7)5 *13-1,7*+,1 () *01 89’ (/ ’:)7)20+3
7+,$2+.7*+3 ;(:.1 1< =$%0*

图 @@" 提取时间与乙醇浓度对白首乌提取液总抗氧化

能力影响响应面图

#$%& @@" ?+,/721 -.(* (/ *01 2(34$)15 1//12*6 (/ 1*07B
)(. 2()21)*,7*$() 7)5 *$31 () *01 89’ (/
’:)7)20+3 7+,$2+.7*+3 ;(:.1 1< =$%0*

+ + 进一步用 ,-, 软件的 ./012 命令对实验模型进

行典型性分析，以获得最大总抗氧化能力时的各提

取条件 " 经分析得，在 !! 3 !" (!，!’ 3 (" %*，!4 3
(" *#，即在温度为：%(" !5，乙醇体积分数为：%*)，

提取时间为：!" %6 &，提取次数为两次时取得 7-8
理论最大值 !*6" #6 9 : 2。

以提取次数为两次，料液比 ! ; !*，最佳提取

条件进行验证，最终白首乌乙醇提取液的总抗氧化

能力值为 !#<" (%9 : 2 = 4" %4，试验值与理论值相差

4" <()，可见用响应面法在白首乌抗氧化物质的提

取条件参数研究中有一定的可行性。
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!" 结" 论

本研究以白首乌提取液的总抗氧化能力为量

化指标，在单因素实验的基础上探索了用响应面法

确定白首乌中抗氧化物质提取的最优工艺参数的

可行性。取得了比较满意的结果，并最终确定白首

乌中抗氧化物质提取的最佳工艺条件为：提取温

度：!"# $ %，乙醇体积分数：!&’，提取时间：$# !(
)，提取次数为两次。在此条件下白首乌提取液的

总抗氧化能力值为 $&(# *( + , -。取此最佳条件进

行验证实验，最终试验值与理论值相差 .# /"’。
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