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［摘要］目的 利用响应面法优化小香薷籽总黄酮工艺．方法 在单因素实验的基础上，选择乙醇浓度、预

浸时间、料液比、微波提取时间 4个主要影响因素，以总黄酮得率为响应值，采用响应曲面法中的 Box-Behnken

模式对提取工艺进行研究．结果 最佳工艺条件为乙醇浓度 97.51%，预浸时间 5.34 min，料液比 1:47.5，微波时

间 5.76 min，总黄酮提取含量预测值为 6.67%．结论 此条件下小香薷籽总黄酮提取含量为 6.42%，与预测值比

较接近，误差为 3.7%；优选得到的工艺稳定可行，可为工业生产提供参考依据．
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［Abstract］ Objective To optimize the extraction technology of total flavonoids from Micromeria barosma

（W.W.Smith） Hand.-Mazz. Seed．Methods Based on the single factor analysis， ethanol concentration，

presoaking time，solid-liquid ratio to liquid and microwave heating time were chosen as main factors to evaluate the

effects on the extraction of the total flavonoids．Results The optimized extraction conditions were as follows:

ethanol concentration 97.51%，presoaking time 5.34 min，solid-liquid ratio 1:47.5，microwave heating time 5.76

min．The predictive value of total flavonoid content was 6.67%．Conclusions Under the optimal conditions，the

yield of total flavonoids was 6.42%，close to predictive value error =3.7%．The extraction technology is feasible and

stable and could be helpful to the factory production and better than orthogonal design.
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香薷为常用中药，我国明代医学家李时珍在其

著作《本草纲目》中对香薷的药用价值有详细叙

述[1]．云南香薷植物资源在滇西北尤为丰富．小香

薷 [Micromeria barosma（W.W.Smith）Hand.-Mazz.]属

于唇形科姜味草属，生于谷地干旱多砾石草地及

石灰岩岩隙上，海拔 2 300～3 800 m，小坚果长圆

状三棱形，长 1～2 mm，黑褐色，花期 7～8 月，

果期 9～10月[2]．目前对小香薷的研究主要是香薷

籽油的营养成分、功效及急性毒性、调节血脂等方

面[2-4]．
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黄酮类化合物是一类广泛存在植物中的天然化

合物，对人体有抗炎、抗氧化、抗癌、降低胆固

醇、改善血液循环等多种功效，在传统医学用于多

种疾病的治疗[5]，目前也有不少关于黄酮功效的新

研究，黄酮对心肌凋亡有抑制作用[6]．已经有很多

有效的方法从植物中提取天然黄酮，如大孔树脂是

提取贯叶连翘中黄酮的一种有效方法[7]，近年来，

对小香薷籽中黄酮类化合物的提取研究还鲜有报

道．与天然产物的传统提取方法比较，微波辅助提
取技术具有方便、省时、能耗少等优点[8]．响应曲

面试验设计法可在连续范围内进行分析，优于现在

普遍采用的只能分析离散条件的正交实验设计．目

前，应用响应面法优化香薷中成分的研究仅有香薷

中挥发油提取的报道[9]，而响应面法优化微波提取

小香薷籽中总黄酮尚无报道．

本研究采用微波辅助提取云南野生香薷籽中的

总黄酮，采用 Box-Behnken的中心组合设计响应面

法进行工艺优化，应用 Design-Expert 8.0软件 trial

版进行数据拟合，获得最佳工艺条件下的小香薷籽

总黄酮提取含量，所得结果更具参考性．

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

野生小香薷籽采自云南丽江宁蒗彝族自治县大

兴镇安乐村、下仁和村；红旗乡白牛厂、羊窝子

村、官地坝村．芦丁对照品，购于中国药品生物制

品检定所；试剂：无水乙醇、三氯化铝、醋酸、冰

醋酸均为分析纯．

1.2 仪器

微波炉（顺德格兰仕电器厂）；FA1004电子天

平（上海分析仪器厂）；722型分光光度计（上海

分析仪器厂）．

1.3 方法与步骤

1.3.1 标准曲线的绘制[10] 采用三氯化铝分光光度

法测定小香薷籽中总黄酮的含量．精密称取干燥至

恒重的芦丁对照品 5.00 00 mg，用无水乙醇溶解、

摇匀，定容至 100 mL，得 50 滋g/mL芦丁对照品溶

液备用．精密吸取此对照品溶液 0.0、1.0、2.0、

3.0、4.0、5.0 mL于 6支 10 mL容量试管中，加 0.1

mol/L 的三氯化铝溶液 3 mL，用 pH 值为 5.8 的

HAc-NaAc缓冲溶液定容至 10 mL，摇匀，得芦丁

对照品浓度梯度溶液．30 min 后用试剂空白作背

景，在 420 nm波长下对分别对上述芦丁对照品浓

度梯度进行比色．用吸光度 A作为纵坐标，以显

色液中芦丁的浓度 C（mg/mL）作为横坐标得到回

图 1 芦丁对照品标准曲线

Fig. 1 Standard curve of rutin

归方程， ＝33.58 -0.0119（＝0.9993）．标准曲

线见图 1．

（mg/mL）

1.3.2 微波辅助提取黄酮类化合物 提取工艺流

程：野生香薷籽→磨粉→预浸（按不同料液比浸泡

于不同浓度乙醇溶液中）→微波加热→过滤→滤

液→加试剂反应→比色→计算提取黄酮含量．

操作方法[10]：精密称取 1 g干燥的小香薷籽粉

末，按一定的料液比加入不同浓度的乙醇溶液，预

浸一定时间，在设定的不同微波功率条件下加热提
取一定的时间，待冷却后定容，过滤，取滤液．准

确吸取 1 mL的提取液，用相应浓度的乙醇定容至

10 mL的容量试管后，准确吸取 1 mL，顺次加入

0.1 mol/L的三氯化铝溶液 3 mL，用 pH值为 5.8的

HAc-NaAc缓冲溶液定容至 10 mL，摇匀，30 min

后在 420 nm波长下测定吸光度，由回归方程计算

总黄酮含量．

总黄酮提取含量（%）=溶液中总黄酮含量
样品质量

×100%

1.3.3 单因素试验 单因素包括乙醇浓度、预浸

时间、料液比、微波时间、提取次数、微波功率 6
个因素，分别确定这些参数的最佳水平．

1.3.4 二次通用旋转组合设计及响应面分析 在

单因素实验的基础上，选择浓度、预浸时间、料液

比、微波提取时间 4 个主要影响因素，按照

Box-Behnken的中心组合设计，设计 4因素 3水平

的响应面试验．

1.4 统计学处理

实验数据处理采用 Design-Expert8.0统计分析

软件 trial版，方差分析，logistic回归进行统计分

析.

2 结果

2.1 单因素试验结果
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2.1.1 料液比对总黄酮提取含量的影响 称取小

香薷籽粉 6份，料液比分别为 1:10、1:20、1:30、

1:40、1:50、1:60，用 80%的乙醇溶液预浸 5 min，

288 W微波加热 5 min，提取 1次．料液比与总黄

酮提取含量间的关系见图 2，料液比到 1:20之后

就趋于平缓，在 1:40的时候达到最高点 1.032%，

故选取料液比 1:40为最佳．

图 2 料液比对总黄酮提取含量的影响

Fig. 2 Effects of solid-liquid ratio on the yield of

total flavonoids

2.1.2 预浸时间对总黄酮提取含量的影响 以料

液比 1:40、80%的乙醇分别预浸样品 2 min、3

min、4 min、5 min、10 min、15 min、20 min、25
min、30 min 后，288 W 微波加热 5 min，提取 1

次，预浸时间对总黄酮提取含量的影响见图 3．随

着预浸时间的增加，总黄酮提取含量交替升降，

在 5 min时达到最高点，提取率为 0.697%，故选

取最佳的预浸时间为 5 min．

图 3 预浸时间对总黄酮提取含量的影响

Fig. 3 Effects of presoaking time on the yield of total

flavonoids

2.1.3 微波功率对总黄酮提取含量的影响 以料

液比 1:40、80%乙醇浓度预浸 5 min，以 144 W、
288 W、464 W、648 W、800 W 5个功率分别加热

5 min，提取 1次，两者关系见图 4．在微波功率

为 464 W时，总黄酮提取含量为 1.098%，达到最

高点，故选取 464 W为最佳微波功率．

图 4 微波功率对总黄酮提取含量的影响

Fig. 4 Effects of microwave power on the yield of

total flavonoids

2.1.4 乙醇浓度对总黄酮提取含量的影响 分别

以 80%、85%、90%、95%、99.7%浓度的乙醇溶

液，以 1:40的料液比，预浸 5 min，464 W微波加

热 5 min，提取 1次．在乙醇浓度为 95%时总黄酮

提取含量达到最高值 4.157%，故选 95%乙醇浓度

为最佳（见图 5）．

图 5 乙醇浓度对总黄酮提取含量的影响

Fig. 5 Effects of ethanol concentration on the yield of

total flavonoids

2.1.5 微波加热时间对总黄酮提取含量的影响

以 1:40料液比，95%的乙醇浓度，预浸 5 min，464

W微波分别加热样品 3 min、5 min、7 min、10 min、
15 min、20 min后，提取 1次，结果在 5 min时的

总黄酮提取含量最高（见图 6）．微波加热到 5 min

时有一个高峰，考虑到加热时间越长，对结果的影

响越大，故选取加热时间 5 min为最佳．
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试验号 X1 X2 X3 X4 总黄酮提取含量（%）

1 -1 -1 0 0 2.060

2 -1 1 0 0 2.143

3 1 -1 0 0 5.871

4 1 1 0 0 5.788

5 -0 0 -1 -1 4.529

6 0 0 1 -1 4.540

7 0 0 -1 1 4.136

8 0 0 1 1 6.580

9 -1 0 0 -1 2.631

10 -1 0 0 1 2.155

11 1 0 0 -1 5.109

12 1 0 0 1 5.538

13 0 -1 -1 0 3.975

14 0 -1 1 0 6.193

15 0 1 -1 0 4.198

16 0 1 1 0 5.776

17 -1 0 -1 0 2.867

18 -1 0 1 0 2.917

19 1 0 -1 0 5.011

20 1 0 1 0 6.103

21 0 -1 0 -1 5.609

22 0 -1 0 1 5.633

23 0 1 0 -1 5.145

24 0 1 0 1 5.645

25 0 0 0 0 5.788

26 0 0 0 0 5.716

27 0 0 0 0 5.550

注：X1- 乙醇浓度，X2- 预浸时间，X3- 料液比，X4-

微波时间.

2.1.6 提取次数对总黄酮提取含量的影响 固定

料液比 1:40，预浸时间 5 min，微波功率 464 W，

95%乙醇浓度，加热 5 min；对样品提取 1 次、2

次、3次、4次，结果见图 7．提取 1次之后，2～

4次的总黄酮提取含量都较低，且都趋于平行，故

选取 1次为提取次数．

综上所述，单因素最佳参数水平分别为：料液

比 1:40，预浸时间 5 min，微波功率 464 W，乙醇

浓度 95%，微波时间 5 min，提取次数 1次．

图 6 微波加热时间对总黄酮提取含量的影响

Fig. 6 Effects of microwave heating time on the yield

of total flavonoids

图 7 提取次数对总黄酮提取含量的影响

Fig. 7 Effects of extraction times on the yield of total

flavonoids

2.2 提取工艺条件优化数学模型的建立及统计检

验

Box-Behnken Design中心组合因素水平见表 1，

结果见表 2，采用 Design-Expert8.0软件对结果进

行多元回归拟合[11，12]，检验回归模型拟合度及其显

著性，同时对回归模型方程中各项进行方差分析，

结果见表 3．得到以黄酮提取率为目标函数的二次

回归方程：

=5.685+1.554 1-0.054 2+0.616 3+0.177 4-0.

042 1 2+0.261 1 3+0.226 1 4-0.160 2 3+ 0.119 2

4+0.608 3 4-1.408 1
2-0.178 2

2-0.329 3
2-0.276 42

（R2＝0.9433）

因 素
水平

-1 0 1

乙醇浓度（%） 90 95 99.7

预浸时间（min） 4 5 6

料液比 1:30 1:40 1:50

微波时间（min） 3 5 7

表 1 Box-Behnken Design中心组合因素水平表

Tab. 1 Box-Behnken Factors levels table

表 2 Box-Behnken Design中心组合实验设计及结果

Tab. 2 The Box-Behnken experimental design and

results
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图 10 微波时间和乙醇浓度交互作用的响应面

Fig. 10 3D response surface graph of the interaction

between microwave heating time and ethanol

concentration

由表 3可知，所建立的回归模型有统计学意义

（＜0.01），失拟项无统计学意义（＞0.05）．R2＝

0.9433，说明回归方程对数据的拟合度良好，实验

误差小，可用此模型对小香薷籽总黄酮的提取进行

分析和预测．从表 3的回归模型系数假设检验可
知，模型一次项 X1极显著，X3显著；交互项 X3 X4

显著；二次项 X1
2极显著，从 值可以看出，单因

素对提取总黄酮的影响顺序依次是 X1＞X3＞ X4＞

X2，即乙醇浓度＞料液比＞微波时间＞预浸时间．

** ＜0.01，* ＜0.05.

可选变量 b Sb

Intercept 5.68 0.28

X1 1.55 0.14

X2 -0.054 0.14

X3 0.62 0.14

X4 0.18 0.14

X1 X2 -0.042 0.24

X1 X3 0.26 0.24

X1 X4 0.23 0.24

X2 X3 -0.16 0.24

X2 X4 0.12 0.24

X3 X4 0.61 0.24

X1
2 -1.41 0.21

X2
2 -0.18 0.21

X3
2 -0.33 0.21

X4
2 -0.28 0.21

14.27

122.53

0.15

19.26

1.59

0.0029

1.15

0.87

0.43

0.24

6.26

44.70

0.71

2.44

1.71

＜0.000 1**

＜0.000 1**

0.000 9*

0.027 8*

＜0.000 1**

表 3 回归模型系数显著性检验结果

Tab. 3 Regression coefficients and its significant lev-

els of the regression model

2.3 小香薷籽总黄酮含量的响应面分析与优化

根据回归分析结果作出响应曲面图，分别表示

以乙醇浓度、料液比、微波时间、预浸时间为 0水

平时，其中两个因素对提取总黄酮的影响（见图

8～13）．比较可知，存在极值的条件应该在圆心

处，乙醇浓度对总黄酮含量的影响最为显著，曲线

较陡，微波时间和料液比的影响曲线较为平缓，预

浸时间的最小．

2.4 最优条件的选择

由 Design-Expert8.0软件 trial版对实验参数进

一步优化，得出最佳条件为：乙醇浓度 97.51%，

预浸时间 5.34 min，料液比 1:47.5，微波时间 5.76

min，在此条件下，总黄酮提取含量理论值为

6.67%．为检验响应曲面法所得到结果的可靠性，

采用上述优化条件进行提取，进行 3次平行对照实

图 8 预浸时间和乙醇浓度交互作用的响应面
Fig. 8 3D response surface graph of the interaction

between presoaking time and ethanol
concentration

图 9 乙醇浓度和料液比交互作用的响应面
Fig. 9 3D response surface graph of the interaction

between ethanol concentration and solid －
liquid ratio

验，得出的实际平均含量为 6.42%，与预测值相

比，其误差约为 3.7%．

B：预浸时间（min） A：乙醇浓度（％）

D：微波时间（min）
A：乙醇浓度（％）
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3 讨论

根据响应面法对小香薷籽中总黄酮提取影响

因素进行分析，固定微波功率为 464 W及提取次
数为 1次，确定最佳提取工艺为乙醇浓度 97.51%，

预浸时间 5.34 min，料液比 1:47.5，微波时间 5.76

min，在此条件下，总黄酮提取含量为 6.42%，与

预测值比较接近．本研究结果有助于优化小香薷

籽总黄酮提取工艺，为小香薷的开发利用及植物

黄酮的提取提供依据．
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图 11 料液比和预浸时间交互作用的响应面

Fig. 11 3D response surface graph of the interaction

between solid-liquid ratio and presoaking

time

图 12 微波时间和预浸时间交互作用的响应面

Fig. 12 3D response surface graph of the interaction

between microwave heating and presoaking

time

图 13 微波时间和料液比交互作用的响应面

Fig. 13 3D response surface graph of the interaction

between the time of microwave extraction

and solid-liquid ratio

张雪辉，等．响应面法优化微波提取小香薷籽总黄酮工艺及数学模型研究 71第 5期

C：料液比
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