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响应面法优化当归中阿魏酸和藁本内酯提取工艺研究
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摘　 要: 为优化中药材当归中主要活性成分阿魏酸和藁本内酯同时提取的最佳工艺条件ꎬ该文以超声波辅

助响应面优化当归中阿魏酸和藁本内酯提取工艺ꎬ采用氢核磁共振定量方法同时测定当归中阿魏酸和藁本

内酯的含量ꎮ 优化工艺以阿魏酸和藁本内酯含量的综合评分为考察指标ꎬ选取乙醇浓度、提取时间、液料比

三个主要因素ꎬ采用单因素筛选结合 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心组合设计试验优化提取工艺参数ꎮ 结果表明:优化的

最佳提取工艺条件为乙醇浓度 ８０.８７％ꎬ液料比 １３.０４ ｍＬｇ￣１ꎬ提取时间 ３０.１４ ｍｉｎꎬ验证试验结果与预测值

一致ꎮ 氢核磁共振定量方法以氘代二甲基亚砜为测试溶剂ꎬ吡嗪为内标物ꎬ其中吡嗪、阿魏酸和藁本内酯的

定量共振峰分别为 δ ８.６６ ｐｐｍ、δ ６.３７~ ６.３５ ｐｐｍ 和 δ ５.５５~ ５.５３ ｐｐｍꎮ 该方法的精密度、稳定性、重复性和

加标回收率良好ꎬ定量限和检测限较低ꎬ能够满足实际分析测试需要ꎮ 综上所述ꎬ利用响应面法对提取工艺

条进行优化ꎬ实验结果准确可靠ꎬ重现性良好ꎬ适用于当归中阿魏酸和藁本内酯的同时提取ꎻ氢核磁共振定

量方法操作简单、分析速度快、专属性强ꎬ可用于当归中阿魏酸和藁本内酯的同时测定ꎮ
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ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ ｉｎ Ａ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎬ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄꎬ １Ｈ￣ｑＮＭＲ

　 　 中 药 材 当 归 是 伞 形 科 当 归 属 植 物 当 归

(Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ) 的干燥根 (国家药典委员会ꎬ
２０１５)ꎬ具有补血活血、调经止痛、润肠通便的作

用ꎬ是我国临床最常用中药之一(国家药典委员

会ꎬ２０１５ꎻ董晴和陈明苍ꎬ２０１６)ꎮ 当归中主要含有

的生物活性成分有挥发油、有机酸类、多糖以及黄

酮等(周桂生等ꎬ２０１２ꎻ赵雪娇等ꎬ２０１３)ꎮ 其中ꎬ阿
魏酸是当归中有机酸类的代表ꎬ属于较早分离出

来的有效成分之一(赵雪娇等ꎬ２０１３)ꎮ 挥发油在

当归中含量约为 １％ꎬ是当归的重要有效成分之

一ꎬ其中以藁本内酯含量为最高ꎮ ２０１５ 年版«中国

药典»以阿魏酸的含量测定和其他常规鉴别项目

作为当归质量控制的手段和指标(国家药典委员

会ꎬ２０１５)ꎬ而对藁本内酯含量并未作出明确规定ꎮ
近年来ꎬ响应面法和氢核磁定量方法分别在

中药有效成分的提取和含量测定方面得以广泛应

用(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ林珊等ꎬ２０１４ꎻ王志伟等ꎬ２０１６ꎻ
赵昱玮等ꎬ２０１６ꎻ高伟等ꎬ２０１７ꎻＴａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９ꎻ
户宪珍等ꎬ２０１９ꎻ黄翔等ꎬ２０１９ꎻＳｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻ王
红等ꎬ２０１９ꎻ周吉等ꎬ２０１９)ꎮ 氢核磁定量方法测试

时间非常短(２ ~ ５ ｍｉｎ 即可完成)ꎬ特征峰化学位

移在不同仪器之间重现性好ꎬ且定量过程中不需

使用对照品ꎬ通过廉价易得的内标物即可完成定

量ꎬ可以有效降低成本(林珊等ꎬ２０１４ꎻ王志伟等ꎬ
２０１６ꎻ高伟等ꎬ２０１７ꎻＴａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 响应面

优化提取方法与常用的正交实验法相比具有很多

优点:响应面法的实验次数相对较少ꎬ检测精确度

高ꎬ预测的函数模型相对准确ꎬ因其能够准确地反

映实验因素和预测结果之间关系而得以广泛应用

(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ赵昱玮ꎬ２０１６ꎻＳｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻ 户

宪珍等ꎬ２０１９ꎻ黄翔等ꎬ２０１９ꎻ王红等ꎬ２０１９ꎻ周吉

等ꎬ２０１９)ꎮ 本文以阿魏酸和藁本内酯成分含量的

综合评分为响应值ꎬ使用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １０.０.４.０ 软

件进行试验设计ꎬ优化当归提取工艺ꎬ为当归应用

和质量标准建立提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和仪器

对照品阿魏酸(批号:ＦＤ１７０２５５)购自萨恩化学

技术有限公司ꎻ藁本内酯购自北京库来搏科技有限

公司ꎬ纯度>９８％ꎻ吡嗪购自上海麦克林生化科技有

限公司ꎻＤＭＳＯ￣ｄ６(氘代纯度ꎬ９９.９％)购自萨恩化学

技术有限公司ꎮ 当归药材购自甘肃岷县经甘肃农业

大学中药学教研室邱黛玉副教授鉴定为中药当归ꎮ
核磁共振波谱仪 ( Ｂｒｕｋｅｒ Ａｄｖａｎｃｅ Ⅲ ６００)ꎬ

ＡＬ￣１０４ 电子分析天平(慈溪市天东衡器厂)、ＫＱ￣
５００Ｂ 超声波清洗仪(深圳市得康科技有限公司)、
旋转蒸发仪 Ｒ￣１０１Ｎ(郑州长城科工贸有限公司)、
恒温水浴锅(江苏正基有限公司)ꎮ
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１.２ 方法

１.２.１ 氢核磁共振测试条件 　 ＤＭＳＯ￣ｄ６ 为测试溶

剂ꎬ吡嗪为内标物ꎮ 吡嗪、阿魏酸和藁本内酯的定

量共 振 峰 分 别 为 δ ８. ６６、 δ ６. ３７ ~ ６. ３５ ｐｐｍ、
δ ５.５５ ~ ５.５３ ｐｐｍꎮ

采用 ｚｇ３０ 脉冲序列ꎬ谱宽( ＳＷＨ)为１１ ９０４.８
Ｈｚꎬ弛豫时间(Ｄ１)为 １ ｓꎬ脉冲宽度(Ｐ１) １４.９０ ｓꎬ
样品扫描次数 ( ＮＳ) ３２ 次ꎮ 所有数据均使用

ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ 软件处理ꎮ
１.２.２ 溶液的制备 　 内标溶液的制备:准确称取

１９.７０ ｍｇ 内标物吡嗪溶解至 ３.９４ ｍＬ ＤＭＳＯ￣ｄ６中ꎬ
制得 ５.００ ｍｇｍＬ￣１内标溶液ꎬ作为用于 １Ｈ￣ｑＮＭＲ
样品定量的内标样品ꎻ准确称取 ７.５０ ｍｇ 内标物吡

嗪 溶 解 至 ０. ７５ ｍＬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ 中ꎬ 制 得 １０. ００
ｍｇｍＬ￣１内标溶液ꎬ作为用于线性关系考察时１Ｈ￣
ｑＮＭＲ 定量的内标样品ꎮ

对照品溶液的制备:准确称取 ２２.００ ｍｇ 阿魏

酸对照品溶解至 ２ ｍＬ ＤＭＳＯ￣ｄ６溶液中ꎬ制得 １１.００
ｍｇｍＬ￣１阿魏酸对照品溶液ꎻ准确称取 ５９.００ ｍｇ
藁本内酯对照品溶解至 ２ ｍＬ ＤＭＳＯ￣ｄ６溶液中ꎬ制
得 ２９.５０ ｍｇｍＬ￣１藁本内酯对照品溶液备用ꎮ

当归提取物的制备:取药材粉末(过 ４０ 目筛)
约 １０.００ ｇꎬ精密称定ꎬ置于容量瓶中ꎬ加入 ９０％乙

醇 １００ ｍＬꎬ超声处理(４０ ｍｉｎꎬ４０ ℃)ꎬ抽滤ꎬ重复 ２
次ꎬ合并滤液ꎬ于 ５０ ℃减压回收溶剂至无醇味ꎬ用
２ 倍量乙酸乙酯萃取 ２ 次ꎬ合并乙酸乙酯ꎬ于 ７０ ℃
水浴上旋干得粗浸膏并称重ꎮ

供试品溶液的制备:取上述浸膏 ２０ ｍｇꎬ精密称

定ꎬ加内标溶液吡嗪 ５０ μＬ(吡嗪 １９. ７０ ｍｇꎬ溶于

３.９４ ｍＬ ＤＭＳＯ￣ｄ６)ꎬ再加入 ４５０ μＬ ＤＭＳＯ￣ｄ６ꎬ超声

溶解ꎬ移置核磁管ꎬ用于氢核磁共振法测定(图 １)ꎮ
１.２.３　 方法学考察

１.２.３.１　 线性关系考察　 取“１.２.２”项下对照品储

备液 ４００、２００、１００、５０、２５ 和 １３ μＬ 装入核磁管ꎬ
加入内标溶液吡嗪 ５０ μＬ(吡嗪 ７.５ ｍｇꎬ溶于 ０.７５
ｍＬ ＤＭＳＯ￣ｄ６)ꎬ再依次加入 ＤＭＳＯ￣ｄ６ ５０、２５０、３５０、
４００、４２５、 ４３７ μＬꎬ即 得 ８. ８０、 ４. ４０、 ２. ２０、 １. １０、
０.５５０、０.２８６ ｍｇｍＬ￣１阿魏酸对照品溶液和 ２３.６、
１１.８、５.９０、２.９５、１.４８、０.７６７ ｍｇｍＬ￣１藁本内酯对

照品溶液系ꎬ进行１Ｈ￣ＮＭＲ 测定ꎮ
１.２.３.２ 　 精密度考察 　 取“１.２.２”项下对照品溶

液ꎬ按“１.２.１”项下核磁条件ꎬ重复测定 ５ 次ꎬ以对

照品定量峰面积与内标物定量峰面积的比值计算

阿魏酸和藁本内酯的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.２.３.３ 　 重复性试验 　 平行制备 ６ 份供试品溶

液ꎬ在同一实验条件下测定ꎬ以样品定量峰面积与

内标物定量峰面积的比值计算阿魏酸和藁本内酯

的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.２.３.４ 稳定性试验 　 将供试品溶液在室温下放

置ꎬ时间分别为 ０、２、４、８、１０、１２、２４ ｈꎬ然后进行稳

定性实验测定ꎬ以样品定量峰与内标物定量峰面

积比值计算阿魏酸和藁本内酯的 ＲＳＤ 值ꎮ
１.２.３.５　 加样回收率试验 　 制备 ５ 份已知含量的

当归药材样品浸膏供试液ꎬ分别加入藁本内酯和

阿魏酸对照品 ＤＭＳＯ￣ｄ６溶液ꎬ按照“１.２.１”项下的

条件测定ꎬ计算回收率和 ＲＳＤ 值ꎮ
１.２.４ 检出限和定量限 　 １Ｈ￣ｑＮＭＲ 检出限( ＬＯＤ)
和定量限(ＬＯＱ)可由 ＬＯＤ＝ ３.３ σ / ＳꎬＬＯＱ＝ １０ σ / Ｓ
计算得出(σ 指回归线的剩余标准差ꎬＳ 指非零截

距线性回归曲线斜率)ꎮ
１.２.５ 样品含量测定 　 按“１.２. ２”项下“供试品溶

液制备”方法平行制备试验样品溶液 ２ 份ꎬ并按照

“１.２.１”项核磁共振测试条件下进行重复测定 ２ 次ꎬ
计算样品的含量平均值ꎮ
１.２.６ 数据标准化处理 　 按照标准化处理公式ꎬ将
单因素试验结果和响应面试验的结果进行数据标

准化处理ꎬ最终得到 ２ 种指标成分的综合评分ꎮ
１.２.７ 单因素试验设计　 以藁本内酯和阿魏酸 ２ 种

成分提取含量作为综合评分的考察指标ꎬ分别考

察提取溶剂乙醇浓度、提取时间和液料比三个因

素对藁本内酯和阿魏酸提取率的影响ꎮ
１.２.８ 响应面试验设计　 以上述优化后的各单因素

值为基础ꎬ通过 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １０. ０. ４. ０ 软件 Ｂｏｘ￣
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面设计ꎬ对乙醇浓度、液料比、提取时

间 ３ 个因素结果进一步优化ꎬ重复试验ꎬ并进行

分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 方法学考察

２.１.１ 线性关系考察　 分别以对照品的积分面积 Ｘ
与对照品溶液浓度 Ｙ 做线性回归ꎬ得出回归方程

分别为阿魏酸 Ｙ ＝ ７.００７Ｘ＋０.０１６ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ꎬ线性

范围 ０.２８６ ~ ８.８０ ｍｇｍＬ￣１ꎻ藁本内酯 Ｙ ＝ ７.２２３Ｘ＋
０.２１１ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ꎬ线性范围 ０.７６７~２３.６ ｍｇｍＬ￣１ꎮ

０９１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



Ａ. 吡嗪ꎻ Ｂ. 阿魏酸对照品ꎻ Ｃ. 藁本内酯对照品ꎻ Ｄ. 当归提取物ꎻ １. 阿魏酸定量峰ꎻ ２. 藁本内酯定量峰ꎻ δ ＝ ８.６６ 为内标物吡嗪

定量峰ꎮ
Ａ. Ｐｙｒａｚｉｎｅꎻ Ｂ. Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ Ｃ. Ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ Ｄ. Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｅｘｔｒａｃｔꎻ １. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄꎻ ２. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｅａｋｓ ｏｆ ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅꎻ Ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ８.６６ ｉｓ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｐｙｒａｚｉｎｅ.

图 １　 氢核磁共振波谱图
Ｆｉｇ. １　 １Ｈ￣ｑＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒａ

２.１.２ 精密度考察　 以对照品定量峰面积与内标物

定量峰面积的比值计算阿魏酸和藁本内酯的 ＲＳＤ
值分别为 １.４１％、０.３４％ꎮ 表明仪器精密度良好ꎮ
２.１.３ 重复性试验 　 以样品定量峰面积与内标物

定量峰面积的比值计算阿魏酸和藁本内酯的 ＲＳＤ
值分别为 １.５０％、１.５４％ꎬ表明该方法具有良好的

重复性ꎮ

２.１.４ 稳定性试验 　 以样品定量峰与内标物定量

峰面积比值计算阿魏酸和藁本内酯的 ＲＳＤ 值分别

为 ２.２１％、１.６２％ꎬ表明供试品溶液 ２４ ｈ 稳定ꎮ
２.１.５ 加样回收率试验 　 阿魏酸和藁本内酯的回

收率分别为 ９５.２％ ~ １０２.３％ ( ＲＳＤ ＝ ２.９１％ )和

９７.７％ ~１０３.７％ (ＲＳＤ＝ ２.４１％ )ꎬ平均回收率分别

为 ９８.６％和 １００.２４％ꎬ加样回收率良好ꎮ
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２.２ 检出限和定量限

计算得出:阿魏酸 ＬＯＤ ＝ ２１. １１ μｇｍＬ￣１ꎬ
ＬＯＱ＝ ６３.９７ μｇｍＬ￣１ꎻ藁本内酯 ＬＯＤ＝ ５８.７６ μｇ
ｍＬ￣１ꎬＬＯＱ＝ １７８.０７ μｇｍＬ￣１ꎮ
２.３ 单因素实验结果

表 １ 为单因素试验设计方案ꎬ平行提取 ３ 次ꎮ

表 ２ 为数据标准化处理结果ꎮ 从表 ２ 可以看出ꎬ综
合评分随着乙醇体积分数的增大先上升随后开始

降低ꎮ 当乙醇体积分数为 ８０％左右时ꎬ综合评分

达到最高值ꎬ表明此时阿魏酸和藁本内酯溶解度

最大ꎬ因此选择 ８０％乙醇体积分数作为最优选择ꎮ
液料比在大于 １２ ｍＬｇ￣１后ꎬ综合评分变化趋于平

表 １　 单因素实验条件
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

因素
Ｆａｃｔｏｒ

变化条件
Ｃｈａｎｇｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

固定条件
Ｆｉｘｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

乙醇浓度
Ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (％)

５０、６０、７０、８０、９０ 液料比 １２ ｍＬｇ ￣１ꎬ提取时间 ４０ ｍｉｎꎬ提取温度 ４０ ℃
ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ ｗａｓ １２ ｍＬｇ ￣１ꎬ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ４０ ｍｉｎꎬ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ４０ ℃

液料比
Ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ (ｍＬｇ ￣１)

４、８、１２、１６、２０ 乙醇浓度 ９０％ꎬ提取时间 ４０ ｍｉｎꎬ 提取温度 ４０ ℃
Ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ９０％ꎬ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ４０ ｍｉｎꎬ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ４０ ℃

提取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ (ｍｉｎ)

１０、２０、３０、４０、５０ 乙醇浓度 ９０％ꎬ液料比 １２ ｍＬｇ ￣１ꎬ 提取温度 ４０ ℃
Ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ９０％ꎬ ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ ｗａｓ １２ ｍＬ  ｇ ￣１ꎬ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ４０ ℃

表 ２　 单因素考察结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

因素
Ｆａｃｔｏｒ

水平
Ｌｅｖｅｌ

阿魏酸
Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ
(ｍｇｇ ￣１)

藁本内酯
Ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ
(ｍｇｇ ￣１)

综合评分
Ｚ￣ｓｃｏｒｅ

乙醇浓度
Ｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(％)

５０ ０.４８( －１.４３) ３.１１( －１.２９) －２.７３

６０ ０.６４( －０.４９) ３.７８( －０.７９) －１.２８

７０ ０.８２(０.５８) ４.５９( －０.１８) ０.４０

８０ ０.９８(１.５３) ６.６４(１.３６) ２.８９

９０ ０.６９( －０.１９) ６.０４(０.９１) ０.７２

液料比
Ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ

ｒａｔｉｏ
(ｍＬｇ ￣１)

４ ０.４３( －１.９７) ４.１２( －１.９９) －３.９６

８ ０.６４(０.１４) ５.８６(０.３３) ０.８７

１２ ０.６９(０.６４) ６.０４(０.５７) １. ５３

１６ ０.６３(０.２９) ６.０４(０.５７) ０.８６

２０ ０.６３(０.２９) ６.０１(０.５３) ０.８２

提取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｍｉｎ)

１０ ０.５２( －１.９６) ３.４７( －２.００) －３.９５

２０ ０.６８(０.３１) ６.２５(０.５５) ０.８７

３０ ０.７２(０.８８) ６.４３(０.７２) １.６０

４０ ０.６９(０.４５) ６.０４(０.３６) ０.８２

５０ ０.６８(０.３１) ６.０２(０.３４) ０.６６

　 注: 括号内为标准化处理后的数据ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ｄａｔａ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｏｗ.

缓ꎬ表明溶剂中阿魏酸和藁本内酯含量趋于平稳ꎬ
最佳液料比为 １２ ｍＬｇ￣１时即可溶出大部分有效

成分ꎮ 综合评分在 １０ ~ ３０ ｍｉｎ 时逐渐增大ꎬ３０ ｍｉｎ
左右趋于稳定ꎬ４０ ｍｉｎ 以后综合评分有少许下降ꎬ
因此 ３０ ｍｉｎ 为最优超声时间ꎮ
２.４ 响应面实验结果

２.４.１ 响应面实验设计方案 　 以乙醇浓度(Ａ)、液
料比(Ｂ)、提取时间(Ｃ)作为该响应面实验设计的

三个自变量ꎬ以阿魏酸和藁本内酯含量的综合评

分作为响应值(Ｒ)ꎬ采用 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 方法进行实

验设计ꎬ实验设计方案和结果见表 ３ꎮ
２.４.２ 模型显著性分析 　 本研究采用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ
１０.０.４.０ 软件对表 ３ 中数据进行处理ꎬ经拟合得到回

归方程为 Ｒ＝２.０９＋０.４７ Ａ＋０.１３ Ｂ＋０.１９ Ｃ－０.１２ ＡＢ＋
０.４４ ＡＣ－０.３８ ＢＣ－３.２９ Ａ２－０.７３ Ｂ２－０.４３ Ｃ２ꎬ调整系

数为０.９９２ ７ꎬ决定系数( ｒ２)＝ ０.９９６ ８ꎬ表明回归方程

拟合度好ꎬ实验误差小ꎬ此模型可用于该实验的分析ꎮ
表 ４ 为方差分析和显著性检验结果ꎬ结果说明

乙醇浓度、液料比、提取时间和乙醇浓度与液料

比、提取时间与液料比的交互作用对综合评分有

显著的影响ꎮ 各实验因素对综合评分影响顺序为

乙醇浓度(Ａ)>液料比(Ｃ)>提取时间(Ｂ)ꎮ
２.４.３ 最佳提取工艺参数预测及实验验证 　 通过

图 ２ 可知ꎬ乙醇浓度与液料比、 乙醇浓度与提取时

２９１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 ３　 响应面实验设计与结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号
Ｎｏ.

乙醇浓度 Ａ
Ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(％)

提取时间 Ｂ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｍｉｎ)

液料比 Ｃ
Ｌｉｑｕｉｄ￣ｔｏ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ

(ｍＬｇ ￣１)

两种成分含量
Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ (ｍｇｇ ￣１)

阿魏酸
Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ

藁本内酯
Ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ

综合评分
Ｚ￣ｓｃｏｒｅ

１ ９０(１) ４０(１) １２(０) ０.６９( －１.５１) ６.０４( －０.０８) －１.５９

２ ８０(０) ３０(０) １２(０) １.０３(１.００) ６.９４(０.８８) １.８８

３ ８０(０) ４０(１) １６(１) ０.９７(０.５６) ６.５３(０.４４) １.００

４ ９０(１) ３０(０) ８( －１) ０.７５( －１.０６) ５.５３( －０.６３) －１.６９

５ ８０(０) ２０( －１) １６(１) ０.９８(０.６３) ６.７７(０.７０) １.３３

６ ７０( －１) ３０(０) １６(１) ０.８１( －０.６２) ４.４１( －１.８２) －２.４４

７ ７０( －１) ３０(１) １２(０) ０.８２( －０.５５) ４.５９( －１.６３) －２.１８

８ ８０(０) ２０( －１) ８( －１) ０.８４( －０.４０) ６.５９(０.５０) ０.１０

９ ８０(０) ３０(０) １２(０) １.０５(１.１５) ６.９７(０.９１) ２.０６

１０ ９０(１) ３０(０) １６(１) ０.７６( －０.９９) ６.５６(０.４７) －０.５２

１１ ８０(０) ３０(０) １２(０) １.０６(１.２２) ６.９６(０.９０) ２.１２

１２ ８０(０) ３０(０) １２(０) １.０７(１.３０) ６.９４(０.８８) ２.１８

１３ ７０( －１) ３０(０) ８( －１) ０.８４( －０.４０) ４.７６( －１.４５) －１.８５

１４ ７０( －１) ２０( －１) １２(０) ０.７９( －０.７７) ４.４９( －１.７４) －２.５０

１５ ９０(１) ２０( －１) １２(０) ０.６８( －１.５８) ６.２５(０.１４) －１.４４

１６ ８０(０) ３０(０) １２(０) １.０８(１.３７) ６.９３(０.８７) ２.２４

１７ ８０(０) ４０(１) ８( －１) ０.９８(０.６３) ６.７３(０.６５) １.２９

表 ４　 方差分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

自由度
ｄｆ

均方
Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅ

自由度

ｄｆ

均方
Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

模型 Ｍｏｄｅｌ ５４.３８ ９ ６.０４ ２４３.６９ <０.０００ １ Ａ２ ４５.５３ １ ４５.５３ １ ８３６.３４ <０.０００ １

Ａ １.７４ １ １.７４ ７０.１５ <０.０００ １ Ｂ２ ２.２６ １ ２.２６ ９１.３１ <０.０００ １

Ｂ ０.１３ １ ０.１３ ５.３５ ０.０５４ ０ Ｃ２ ０.７８ １ ０.７８ ３１.５１ ０.０００ ８

Ｃ ０.２９ １ ０.２９ １１.６５ ０.０１１ ２ 残差
Ｒｅｓｉｄｕａｌ

０.１７ ７ ０.０２５

ＡＢ ０.０５５ １ ０.０５５ ２.２３ ０.１７９ ２ 失拟项
Ｍｉｓｓｉｎｇ ｉｔｅｍ

０.０９９ ３ ０.０３３ １.７６ ０.２９２ ８

ＡＣ ０.７７ １ ０.７７ ３１.２４ ０.０００ ８ 纯误差
Ｐｕｒｅ ｅｒｒｏｒ

０.０７５ ４ ０.０１９

ＢＣ ０.５８ １ ０.５８ ２３.３０ ０.００１ ９ 总和
Ｔｏｔａｌ

５４.５５ １６

　 注: Ｐ<０.０５ 表示差异显著性ꎻ Ｐ<０.０１ 表示差异极显著性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｐ < ０.０５ ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓꎻ Ｐ<０.０１ ｍｅａｎｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ.

间的 ３Ｄ 曲面图的倾斜度较高ꎬ说明因素间交互作

用显著ꎬ对当归中两种有效成分提取的影响较显

著ꎮ 以阿魏酸和藁本内酯两种成分评分最大值为

目标ꎬ由软件分析ꎬ得出这两种指标成分的最佳提

取条 件 为 乙 醇 浓 度 ８０. ８７％ꎬ 液 料 比 １３. ０４

ｍＬｇ￣１ꎬ提取时间 ３０. １４ ｍｉｎꎮ 为了方便实际操

作ꎬ将提取条件参数进行合理修正:乙醇浓度 ８１％ꎬ
液料比 １３ ｍＬｇ￣１ꎬ提取时间 ３０ ｍｉｎꎬ重复提取 ３
次进行验证ꎬ实验结果如表 ５ 所示ꎬ综合评分的平

均值为 ２.２０ꎬ与预测值 ２.１４ 相差 ２.８０％ꎬ说明该实
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图 ２　 响应面图
Ｆｉｇ. ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｐ

验方法准确度高ꎬ稳定可靠ꎬ可用于当归中 ２ 种成

分的含量测定ꎮ

表 ５　 验证结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号
Ｎｏ.

阿魏酸
Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ
(ｍｇｇ ￣１)

藁本内酯
Ｌｉｇｕｓｔｉｌｉｄｅ
(ｍｇｇ ￣１)

综合评分
Ｚ￣ｓｃｏｒｅ

１ １.０７(１.３０) ７.０１(０.９５) ２.２５

２ １.０４(１.０７) ６.９８(０.９２) ２.００

３ １.０９(１.４５) ６.９６(０.９０) ２.３４

平均 Ａｖｅｒａｇｅ １.０７ ６.９８ ２.２０

３　 讨论

本实验使用不同浓度的乙醇和甲醇分别对当

归粉末进行提取ꎬ研究发现采用乙醇提取制备的

浸膏中阿魏酸和藁本内酯含量均比甲醇高ꎬ且由

于乙醇毒性较小ꎬ更加绿色环保ꎬ适应于工业化生

产ꎬ所以选择乙醇作为提取溶剂ꎮ
氘代溶剂和内标物质的选择:合适的氘代溶

剂对样品和内标均应具有良好的溶解性ꎮ 内标应

具有一个易于识别且不与待测峰重叠的谱峰ꎮ 通

过文献比较和筛选实验ꎬ选择廉价易得、性质稳

定、不与待测物质发生反应、不与待测物的谱峰重

叠的吡嗪作为内标物ꎬ其氢核磁峰在 ８.６６ ｐｐｍꎻ此
外ꎬＤＭＳＯ￣ｄ６能够很好地溶解待测样品和内标物

质ꎬ且 不 与 其 他 峰 重 叠ꎬ 因 此 选 择 ＤＭＳＯ￣ｄ６ 为

溶剂ꎮ
本试验通过对乙醇浓度、液料比、提取时间三

个因素进行考察ꎬ结果显示这三个单因素对当归

药材中阿魏酸和藁本内酯两种成分同时提取有较

大影响ꎬ并结合 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心组合设计试验进

行提取工艺优化ꎬ优选出最佳提取工艺ꎬ为当归的

有效开发利用提供参考ꎮ
目前当归中有效成分含量测定主要采用

ＨＰＬＣ 法ꎬ其具有流动相配备复杂、检测时间长、使
用对照品等缺点ꎮ 氢核磁共振定量法具有检测速

度快ꎬ准确性高ꎬ重现性好ꎬ无需昂贵的对照品ꎬ仅
用少量廉价的内标物质即可同步对多种成分进行

含量测定等优点ꎬ已广泛应用于中药有效成分含

量的测定(林珊等ꎬ２０１４ꎻ王志伟等ꎬ２０１６ꎻＴａｎａｋａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 本研究采用氢核磁共振法同时测定

当归中阿魏酸和藁本内酯含量ꎬ可以有效地降低

成本ꎬ并且整个检测过程在 ３ ｍｉｎ 左右即可完成ꎮ

４９１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



４　 结论

本文以中药当归为研究对象ꎬ以氢核磁定量

方法测定当归提取物中阿魏酸和藁本内酯含量ꎬ
以阿魏酸和藁本内酯含量的综合评分为考察指

标ꎬ采用单因素筛选结合 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 中心组合设

计实验优化提取工艺参数ꎬ研究结果发现:
(１)当归中阿魏酸和藁本内酯的最佳提取工

艺为乙醇浓度 ８０.８７％ꎬ液料比 １３.０４ ｍＬｇ￣１ꎬ提
取时间 ３０.１４ ｍｉｎꎬ在此条件下ꎬ２ 种成分提取综合

评分为 ２.１４ꎮ
(２)在最佳提取工艺条件下ꎬ测得当归中阿魏

酸和藁本内酯含量分别为 １. ０７ ｍｇｇ￣１ 和 ６. ９８
ｍｇｇ￣１ꎬ且该工艺条件操作简单ꎬ重复性好ꎬ对当

归中有效成分提取有一定的参考价值ꎮ
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