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Box-Behnken设计-响应面法优化小槐花中柠檬酚的超声辅助乙
醇-硫酸铵双水相提取工艺Δ
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摘 要 目的：优化小槐花中柠檬酚的超声辅助乙醇-硫酸铵双水相提取工艺。方法：以柠檬酚含量为评价指标，乙醇体积分数、

固液比、硫酸铵加入量、超声时间、超声温度为考察因素，在单因素试验的基础上，使用Box-Behnken设计-响应面法优化小槐花中

柠檬酚的提取工艺并进行验证。结果：小槐花中柠檬酚的最优提取工艺为乙醇体积分数95.35％，固液比1 ∶ 50.35（g/mL），硫酸铵

加入量4.49 g，超声时间48.7 min，超声温度57.6 ℃。3次验证试验中，柠檬酚的含量分别为0.637 8、0.638 4、0.625 4 mg/g，与预测

值（0.630 5 mg/g）相近。结论：优化的超声辅助乙醇-硫酸铵双水相提取工艺稳定、可行，可用于小槐花中柠檬酚的提取。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize ultrasonic-assisted ethanol-（NH4）2SO4 aqueous two-phase extraction technology of citru-

sinol from Desmodium caudatum. METHODS： Using the content of citrusinol as indexes， with ethanol volume fraction，
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小槐花[Desmodium caudatum（Thunb.）DC.]为豆科

山蚂蝗属植物，以全株入药，为广西壮、瑶民族常用药

材，被收载于《广西中药材标准》[1]、《广西壮族自治区壮

药质量标准》[2]、《中国瑶药学》[3]。小槐花壮药名为棵文

沾，瑶药名为握麻红，主要分布于广西、安徽、浙江、江西

等省。本课题组前期对壮瑶药小槐花进行了深入的研

究，并从中提取分离出了一种A环并吡喃环黄酮结构的

化合物柠檬酚（化学结构见图1）；随后的活性研究发现，

该化合物可通过破坏人肝癌HepG2细胞的F-actin骨架，

阻止纺锤体形成，从而抑制癌细胞的增殖，并呈剂量依

赖性，提示柠檬酚具有潜在的抗肿瘤作用[4-9]。

图1 柠檬酚的化学结构

Fig 1 Chemical structure of citrusinol

目前，黄酮类化合物多以有机溶剂回流或超声提

取，溶剂用量大且后续处理复杂[10-11]。双水相提取具有

分相快、条件温和、操作安全方便、污染小等优点，现已

广泛应用于中药有效成分分离和生物化学等领域[12-15]。

中药中的活性成分大多为微量成分，且初生代谢产物和

次生代谢产物共存，因此为提高活性成分的提取效果，

本研究以乙醇-硫酸铵为双水相[16]（与常见的碳酸钠、磷

酸氢二钠、氯化铵等盐相比，硫酸铵在乙醇中的溶解度

更低，更利于黄酮类成分的分离），利用超声与双水相体

系相结合的方法提取小槐花中的柠檬酚；以柠檬酚含量

为评价指标，采用Box-Behnken设计-响应面法优化其提

取工艺，旨在为小槐花药材中活性成分的有效提取及其

进一步开发利用提供理论依据。

1 材料
1.1 仪器

2695 型高效液相色谱（HPLC）仪（美国 Waters 公

司）；HH-S2型数显恒温水浴锅（金坛市医疗仪器厂）；

JJ224BC 型电子天平（常熟双杰测试仪器厂）；KS-

3200DE型超声波清洗器（昆山洁力美超声仪器有限公

司）；LDZ4-0.8A型离心机（北京医用离心机厂）。

1.2 药品与试剂

小槐花药材采自广西鹿寨县，经广西壮族自治区中

医药研究院卢文杰主任中药师鉴定为小槐花[D. cauda-

tum（Thunb.）DC.]的全草，标本存放于广西壮族自治区

中医药研究院中药研究所标本室；柠檬酚对照品（本实

验室自制，HPLC法检测纯度：≥98％）；甲醇为色谱纯，

磷酸、乙醇、硫酸铵等其余试剂均为分析纯，水为超

纯水。

2 方法与结果
2.1 小槐花粗提物的制备

称取小槐花药材600 g，加20倍量（mL/g）50％乙醇，

于90 ℃回流提取2次，每次1 h；合并2次提取液，减压浓

缩至200 mL后，加乙醇500 mL醇沉；滤过，滤液蒸干，即

得粗提物35.41 g。

2.2 柠檬酚的含量测定

采用HPLC法检测。

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Waters XBrige-C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-0.1％磷酸水溶液（80 ∶ 20，
V/V）；测定波长：282 nm；流速：1.0 mL/min；柱温：25 ℃；

进样量：10 μL。

2.2.2 溶液的制备 ①对照品贮备液：精密称取柠檬酚

对照品 1.0 mg，加无水乙醇定容至 5 mL，超声（功率：

200 W，频率：40 kHz，下同）使溶解，制得质量浓度

为 200 μg/mL的对照品贮备液，备用。②供试品溶液：

精密称取“2.1”项下所得粗提物 0.2 g，加无水乙醇定容

至50 mL，超声使溶解，制得供试品溶液。③空白溶液：

取适量无水乙醇溶液经超声处理后，作为空白溶液。

2.2.3 系统适用性试验 取对照品溶液（50 μg/mL，用

无水乙醇将“2.2.2①”项下对照品贮备液稀释所得）、供

试品溶液、空白溶液各适量，按“2.2.1”项下色谱条件进

样分析，记录色谱图（见图2）。结果，供试品溶液与对照

品溶液在相应位置有相同的色谱峰，且空白溶液对待测

物的测定无干扰；理论板数按柠檬酚计不低于2 000，分

离度＞1.5，表明本方法专属性强。

2.2.4 线性关系考察 取“2.2.2①”项下对照品贮备液

适量，用无水乙醇稀释，得质量浓度分别为 6.25、12.5、

solid-liquid ratio，（NH4）2SO4 addition amount，ultrasonic time and ultrasonic temperature as factors，based on the single factor

tests，Box-Behnken design-response surface methodology was used to optimize the extraction technology of citrusinol. RESULTS：

The optimized extraction technology of citrusinol included that ethanol volume fraction was 95.35％，the solid-liquid ratio was 1 ∶ 50.35

（g/mL），（NH4）2SO4 addition amount was 4.49 g，ultrasonic time was 48.7 min，ultrasonic temperature was 57.6 ℃. In 3 times of

validation tests，the extraction rates of citrusinol were 0.637 8，0.638 4，0.625 4 mg/g，respectively，which was close to predicted

value（0.630 5 mg/g）. CONCLUSIONS：The optimized ultrasonic-assisted ethanol-（NH4）2SO4 aqueous two-phase extraction

technology is stable and feasible，and can be used for the extraction of citrusinol from D. caudatum.

KEYWORDS Desmodium caudatum；Citrusinol；Aqueous two-phase extraction；Ultrasonic extraction；Box-Behnken design；

Response surface methodology；Technology optimization
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25、50、100、200 μg/mL的系列标准溶液，按“2.2.1”项下

色谱条件进样分析，记录色谱图。以待测物质量浓度

（c，μg/mL）为横坐标、峰面积（A）为纵坐标进行线性回

归，得回归方程为A＝48 790c+64 160（R2＝0.999 3），柠

檬酚检测质量浓度的线性范围为6.25～200 μg/mL。

2.2.5 定量限与检测限考察 取“2.2.4”项下线性范围

下限质量浓度（6.25 μg/mL）的标准溶液，用无水乙醇倍

比稀释，以信噪比 10 ∶ 1、3 ∶ 1分别计算定量限、检测限。

结果，柠檬酚的定量限、检测限分别为293、88 ng/mL。

2.2.6 精密度、重复性与稳定性试验 ①取“2.2.4”项下

50 μg/mL柠檬酚标准溶液，按“2.2.1”项下色谱条件连续

进样 6次，记录色谱图。结果，柠檬酚峰面积的RSD为

1.35％（n＝6），表明仪器精密度良好。②取同一批粗提

物样品共6份，按“2.2.2②”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.2.1”项下色谱条件进样分析，按外标法计算柠檬酚

的含量（mg/g）。结果，样品中柠檬酚的平均含量为

0.587 2 mg/g，RSD为 1.01％（n＝6），表明本方法的重复

性较好。③取同一份供试品溶液，在室温下分别放置0、

2、4、6、12、24 h时按“2.2.1”项下色谱条件进样分析，得

柠檬酚峰面积的RSD为0.98％（n＝6），表明供试品溶液

在室温下放置24 h内的稳定性良好。

2.2.7 加样回收率试验 精密称取已知柠檬酚含量的

小槐花粗提物约 1.0 g，共 6份，分别加入一定量的对照

品贮备液，按“2.2.2②”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样分析，记录峰面积，计算柠檬

酚的加样回收率，结果见表1。

2.3 单因素试验

精密称取小槐花粗提物适量，以柠檬酚含量为评价

指标，对乙醇体积分数（80％～100％）、固液比[1 ∶ 40～
1 ∶ 60（g/mL，下同）]、硫酸铵加入量（1.5～5.5 g）、超声时

间（20～60 min）、超声温度（30～70 ℃）等因素[13]进行单

因素试验。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

称样量，g

1.021 5

1.024 1

1.035 4

1.014 2

1.024 5

1.014 7

样品含量，mg

0.586 2

0.595 6

0.605 4

0.568 4

0.587 9

0.570 2

加入量，mg

0.60

0.60

0.60

0.60

0.60

0.60

测得量，mg

1.192 9

1.215 6

1.195 2

1.184 2

1.168 7

1.167 4

加样回收率，％
101.12

103.52

98.30

102.63

96.80

99.53

平均加样回收率，％

100.32

RSD，％

2.57％

2.3.1 乙醇体积分数 精密称取小槐花粗提物0.2 g，在

固液比为 1 ∶ 40、硫酸铵加入量为 1.5 g、超声温度为

30 ℃、超声时间为20 min的条件下，分别用80％、85％、

90％、95％、100％乙醇进行提取。取提取液适量，按

“2.2.2②”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱

条件进样分析，并按外标法计算样品中柠檬酚的含量。

结果，乙醇的体积分数可影响双水相的分水能力，当乙

醇体积分数为80％～90％时，柠檬酚含量有随乙醇体积

分数升高而降低的趋势；当乙醇体积分数＞90％时，柠

檬酚含量有随乙醇体积分数升高而升高的趋势；当乙醇

体积分数为 100％时，柠檬酚的含量最高，且趋于稳定，

详见图3A。

2.3.2 固液比 精密称取小槐花粗提物0.2 g，在乙醇体

积分数为 80％、硫酸铵加入量为 1.5 g、超声温度为
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Fig 2 HPLC chromatograms

图 3 乙醇体积分数、固液比、硫酸铵加入量、超声时间

及温度对柠檬酚含量的影响

Fig 3 Effects of ethanol volume fraction，solid-liquid

ratio，（NH4）2SO4 addition amount，ultrasonic

time and temperature on the content of cit-

rusinol
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30 ℃、超声时间为20 min的条件下，分别以固液比1 ∶40、
1 ∶ 45、1 ∶ 50、1 ∶ 55、1 ∶ 60进行提取。取提取液适量，按

“2.2.2②”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱

条件进样分析，并按外标法计算样品中柠檬酚的含量。

结果，当固液比为1 ∶ 40～1 ∶ 50时，柠檬酚含量有上升的

趋势，提示增加溶剂量可有助于提高柠檬酚的溶出程

度；当固液比超过1 ∶50后，柠檬酚含量先下降再升高，含

量的下降可能与大量杂质溶出有关，详见图3B。

2.3.3 硫酸铵加入量 精密称取小槐花粗提物0.2 g，在

乙醇体积分数为 80％、固液比为 1 ∶ 40、超声温度为

30℃、超声时间为20 min的条件下，分别加入硫酸铵1.5、

2.5、3.5、4.5、5.5 g 进行提取。取提取液适量，按“2.2.2

②”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件

进样分析，并按外标法计算样品中柠檬酚的含量。结

果，当硫酸铵加入量为1.5～2.5 g时，柠檬酚含量随着硫

酸铵加入量的增加而降低；当硫酸铵加入量为 2.5～4.5

g 时，柠檬酚含量也随之增加；当硫酸铵加入量＞4.5 g

时，柠檬酚含量增加不明显，且若再继续加入硫酸铵，则

双水相体系饱和，使得其分相能力减弱，详见图3C。

2.3.4 超声时间 精密称取小槐花粗提物0.2 g，在乙醇

体积分数为 80％、固液比为 1 ∶ 40、超声温度为 30 ℃、硫

酸铵加入量为1.5 g的条件下，分别超声提取20、30、40、

50、60 min。取提取液适量，按“2.2.2②”项下方法制备

供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进样分析，并按外

标法计算样品中柠檬酚的含量。结果，当超声时间为

20～50 min时，柠檬酚含量呈波浪形上升；而当超声时

间＞50 min时，柠檬酚含量有所下降；当超声时间为 50

min时，柠檬酚含量最高，详见图3D。

2.3.5 超声温度 精密称取小槐花粗提物0.2 g，在乙醇

体积分数为80％、固液比为1 ∶40、超声时间为20 min、硫

酸铵加入量为 1.5 g 的条件下，分别在 30、40、50、60、

70 ℃下进行提取。取提取液适量，按“2.2.2②”项下方法

制备供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进样分析，并

按外标法计算样品中柠檬酚的含量。结果，当超声温度

为30～50 ℃时，柠檬酚含量的变化并不明显；当超声温

度为50～60 ℃，柠檬酚含量明显上升，且于60 ℃时达到

最大值；当超声温度＞60 ℃时，柠檬酚的含量又有所下

降，详见图3E。

2.4 Box-Behnken设计-响应面法优化提取工艺

2.4.1 试验设计 根据“2.3”项下单因素试验结果和响

应面中心组合试验设计原理，选取乙醇体积分数（A）、固

液比（B）、硫酸铵加入量（C）、超声时间（D）、超声温度

（E）等5个因素为响应因素，以柠檬酚含量为响应值，运

用 Design-Expert 8.0.6软件设计 5因素 3水平响应面试

验，因素与水平见表2，试验方案及结果见表3。

2.4.2 模型建立与方差分析 采用Design-Expert 8.0.6

软件对试验数据进行拟合，并建立二次多元回归方程：

Y＝0.630+3.211×10－ 3A +0.015B－0.010C－0.013D－

0.019E － 0.045AB + 0.015AC + 0.048AD + 0.018AE －

4.720×10－3BC－5.124×10－3BD－0.063BE+2.843×10－3CD+

表2 因素与水平

Tab 2 Factors and levels

水平

－1

0

1

因素
A，％

90

95

100

B，g/mL

1 ∶45

5 ∶50

1 ∶55

C，g

3.5

4.5

5.5

D，min

40

50

60

E，℃
50

60

70

表3 试验方案及结果

Tab 3 Experimental design and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

A

－1

0

0

0

0

0

0

－1

1

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

1

0

1

0

1

0

1

0

0

0

0

－1

1

0

0

－1

1

－1

0

0

0

－1

－1

0

0

0

－1

B

0

0

－1

1

0

0

0

－1

0

0

0

1

－1

0

0

1

1

0

1

0

－1

0

0

－1

0

0

0

－1

1

－1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

1

0

－1

0

0

C

1

0

0

0

1

0

0

0

0

－1

1

0

1

0

1

0

1

0

0

0

0

－1

－1

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

－1

0

0

0

－1

0

－1

0

0

0

－1

1

－1

D

0

0

－1

0

1

0

1

0

1

1

0

1

0

－1

0

0

0

1

－1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

－1

－1

1

－1

－1

0

0

0

0

0

0

0

－1

0

E

0

0

0

－1

0

0

1

0

0

0

－1

0

0

－1

1

0

0

－1

0

－1

－1

0

－1

0

0

0

0

1

1

0

1

1

1

0

0

0

0

1

0

0

－1

0

0

0

0

0

柠檬酚含量，mg/g

0.449 2

0.627 7

0.465 6

0.554 4

0.501 5

0.627 7

0.525 7

0.391 5

0.545 3

0.484 7

0.477 0

0.445 7

0.427 4

0.564 8

0.413 5

0.421 4

0.469 4

0.445 1

0.481 7

0.462 8

0.393 2

0.480 3

0.513 8

0.483 0

0.627 7

0.470 5

0.627 7

0.495 1

0.403 9

0.450 1

0.414 1

0.473 4

0.439 5

0.517 7

0.438 3

0.485 2

0.568 3

0.421 5

0.627 7

0.510 7

0.476 8

0.511 8

0.627 7

0.449 8

0.523 2

0.520 6

··1088



中国药房 2020年第31卷第9期 China Pharmacy 2020 Vol. 31 No. 9

7.192×10－3CE+0.051DE－0.076A2－0.096B2－0.073C2－

0.052D2－0.086E2。对其进行方差分析，结果见表4。

表4 方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis

方差来源
模型
A

B

C

D

E

AB

AC

AD

AE

BC

BD

BE

CD

CE

DE

A2

B2

C2

D2

E2

残差
失拟项
误差项

平方和
0.196 6

0.000 2

0.003 8

0.001 8

0.002 7

0.005 7

0.008 3

0.000 9

0.009 0

0.001 3

8.910 0×10－5

0.000 1

0.015 9

3.234 0×10－5

0.000 2

0.010 6

0.050 8

0.080 6

0.046 7

0.023 7

0.064 8

0.009 6

0.009 6

0

自由度
20

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

25

20

5

F

25.642 0

0.430 3

9.661 4

4.565 7

7.165 3

14.790 8

21.560 6

2.472 1

23.558 9

3.503 4

0.232 4

0.273 9

41.575 4

0.084 4

0.539 7

27.641 6

132.643 5

210.385 6

121.732 6

61.948 9

168.937 6

P

＜0.000 1

0.517 8

0.004 6

0.042 6

0.012 9

0.000 7

＜0.000 1

0.128 5

＜0.000 1

0.073 0

0.633 9

0.605 3

＜0.000 1

0.773 9

0.469 4

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

由表 4中模型的P值（＜0.000 1）可知，该模型的拟

合程度良好；柠檬酚含量与各试验因素之间的线性关系

显著（R2＝0.953 5），校正系数（R2
Adj）为 0.916 3，提示

91.63％的柠檬酚含量变化可用该模型解释，因此可用该

模型分析和预测柠檬酚含量。由F值可知，5个因素对

柠檬酚含量的影响大小为：E（超声温度）＞B（固液比）＞

D（超声时间）＞C（硫酸铵加入量）＞A（乙醇体积分数）；

由各一次项对应的P值可知，除A外，其余因素均对柠

檬酚含量具有显著影响（P＜0.05）；由各二次项对应的P

值可知，5个因素均对柠檬酚含量具有显著影响（P＜

0.000 1）；在交互相中，A与B、A与D、B与E、D与E之间

具有显著的交互作用（P＜0.01）。

为进一步评价A与B、A与D、B与E、D与E之间交

互作用对柠檬酚含量的影响并确定各因素的最佳水平

范围，本研究采用 Design-Expert 8.0.6软件绘制响应面

图和等高线图，结果见图4。由图4可见，上述交互因素

的响应面形状均较陡，等高线均呈明显的椭圆形，说明各

交互作用均较为明显。求解二次多元回归方程，得柠檬

酚最优提取工艺为乙醇体积分数95.35％，固液比1 ∶50.35

（g/mL），硫酸铵加入量 4.49 g，超声时间 48.7 min，超声

温度57.6 ℃；预测柠檬酸含量为0.630 5 mg/g。

2.5 验证试验

精密称取小槐花粗提物 0.2 g，按“2.4”项下最优工

艺平行操作 3次，所得柠檬酚的含量分别为 0.637 8、

0.638 4、0.625 4 mg/g，平均含量为 0.633 9 mg/g（RSD＝

1.15％，n＝3），与预测值 0.630 5 mg/g相近（实测值与预

测值的RSD为1.16％，n＝3）。

3 讨论
黄酮类化合物在植物体内主要以糖苷形式存在，游

离的较少，现多采用回流或者超声法进行提取 [10-11，17]。

双水相提取由于具有操作简便、分相快等优点，故在中

药成分提取分离中的应用日益广泛[12]。双水相体系含

水量较高，与植物体内的生理环境相似；反应条件温和，

不容易造成活性成分发生改变；再辅以超声、微波等手

段，可进一步改善提取的效果[18]。乙醇-硫酸铵系统是常

见的双水相体系之一，其分离原理为：无机盐在溶液中

可电离出正、负离子，两种离子在两相间的分配系数不

同，故而形成电位差，当被提取物进入双水相体系后，由

于其中所含化合物表面性质、电荷作用和分子间作用力

的差异，导致其在提取过程中的化学平衡发生了变化，

图4 A与B、A与D、B与E、D与E交互作用对柠檬酚含

量影响的响应面图和等高线图

Fig 4 Response surface and contour plots of the inter-

action of A and B，A and D，B and E，D and E

on the content of citrusinol
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最终使得目标成分转移至乙醇相，从而增加了目标成分

的溶出速度和效率[19-20]。有研究指出，影响双水相成相

的因素很多，如温度、pH值、双水相物质组成及含量等；

同时，目标成分的结构差异也是能否形成双水相及各成

分在两相中分布的关键因素[21]。因此，对双水相提取条

件进行优化可准确预测体系中的分配规律，从而有效指

导该技术的应用。基于此，本研究以柠檬酚含量为指

标，在单因素试验的基础上，采用Box-Behnken设计-响

应面法对超声辅助乙醇-硫酸铵双水相提取小槐花中柠

檬酚的工艺进行了优化。

在前期预试验中，本课题组对柠檬酚的定量分析条

件进行了筛选，包括流动相（乙腈-0.1％磷酸水溶液、甲

醇-0.1％磷酸水溶液、甲醇-0.05％磷酸水溶液）、流速

（1.0、0.8、0.6 mL/min）、柱温（20、25、30 ℃）等。综合考

虑色谱响应以及色谱峰峰形、分离度等因素，最终确定

了“2.2.1”项的色谱条件。

本研究进一步参考已有文献[13]，对超声辅助乙醇-硫

酸铵双水相提取工艺的乙醇体积分数、固液比、硫酸铵

加入量、超声温度、超声时间等 5个因素进行单因素试

验；在此基础上，采用Box-Behnken设计-响应面法对提

取工艺进行优化。结果，由回归模型预测超声辅助乙

醇-硫酸铵双水相提取柠檬酚的最佳条件为乙醇体积分

数95.35％，固液比1 ∶50.35（g/mL），硫酸铵加入量4.49 g，

超声时间 48.7 min，超声温度 57.6 ℃；柠檬酚预测含量

为0.630 5 mg/g。经过3次验证试验，得柠檬酚的平均含

量为 0.633 9 mg/g，与预测值相近。柠檬酚为一种A环

并吡喃环黄酮类化合物，回流或超声提取所得产物的含

量较低[17]，而本研究优化的超声辅助乙醇-硫酸铵双水相

提取工艺可大大提高小槐花提取物中该化合物的含量。

综上所述，本研究优化所得的小槐花中柠檬酚的超

声辅助乙醇-硫酸铵双水相提取工艺稳定、可行。中药

成分复杂，传统分离手段步骤繁多且耗时长，双水相作

为一种绿色环保的新型分离技术，可简化样品前处理过

程，易于放大生产且可连续化操作，有助于单体化合物

的分离[12-15]。但该法在应用时也存在一些不足，如分离

选择性偏低、易乳化、相分离时间较长等，后续可结合联

用高速逆流色谱、电泳等技术 [22]来进一步提高提取

效率。
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