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马 蹄 金 为 旋 花 科 植 物 马 蹄 金 Dichondra repens
Forst. 属植物，主产于四川、贵州等地，是苗族常用植物

药，全草入药，苗药名为“窝比赊溜”，具有清热活血、利

湿解毒等功效，主治跌打损伤、黄疸、病毒性肝炎等

症［1］。现代药理学研究表明，马蹄金中含有大量黄酮类、

有机酸类等有效成分［2］，其中黄酮类成分具有抗氧化、

抗肿瘤等药理学作用［3 - 4］。目前，多数采用有机溶剂提

取黄酮类成分，但提取能耗大，效率低，有机溶剂污染

严重［5 - 6］。因此，急需寻找新型提取溶剂及提取方法进行

黄酮类成分提取。低共熔溶剂（DESs）是由ABBOTT等［7］

首次提出的一种新型绿色溶剂，由一定的氢键受体

（HBA）和氢键供体（HBD）组合而成，提取性能卓越，合

成成本低廉，可回收利用，已应用于中药中多糖［8］、异黄

酮［9］、多酚［10］等成分的提取，用于中药中有效成分提取

的潜力巨大［11］。本研究中以苗药马蹄金为原料，通过合

成不同类型的 DESs，采用单因素试验考察DESs体系摩

尔比、含水量、超声功率、超声时间等因素对马蹄金总

黄酮（FOD）提取率的影响，并在单因素试验的基础上

以 FOD提取率作为评价指标，采用Box - Behnken响应

面法优选DESs的提取条件。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

KQ - 500DB型超声波提取仪（昆山市超声仪器有

限公司，功率为 500 W，频率为 40 kHz）；MS105DU型电

子天平（瑞士 Mettler Toledo 公司，精度为 0. 01 g）；

200PLUS 型紫外分光光度计（德国耶拿分析仪器股份

公司）；3K15型离心机（德国 Sigma公司）；ST - 02A型粉

碎机（上海树立仪器仪表有限公司）；101 - 2B型恒温干
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摘要：目的 优选低共熔溶剂提取马蹄金总黄酮的工艺。方法 以低共熔溶剂体系摩尔比、含水量、超声功率、超声时间为单因素变

量，以马蹄金中黄酮类成分提取率为评价指标，采用 Box - Behnken响应面法优选总黄酮提取工艺，并进行验证试验。结果 优选的提

取工艺为低共熔溶剂氯化胆碱 -乳酸（摩尔比 1∶2），含水量为 70%，超声（功率为 180 W）提取 30 min。验证试验结果显示，在此条件下

的总黄酮提取率与回归模型预测值的相对误差为 0. 55%。结论 该优选工艺操作简便、重复性好，可用于马蹄金总黄酮的提取。
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AbstractAbstract：：Objective To optimize the process of deep eutectic solvents extraction of total flavonoids from Dichondra repens.
Methods With the molar ratio，water content，ultrasound power，and ultrasound time of deep eutectic solvent system as single factor
variables，and with the extraction rate of flavonoids in Dichondra repens as the evaluation index，the extraction process of the total
flavonoid was optimized by the Box - Behnken response surface methodology，and the validation test was conducted. Results The
optimal extraction process was as follows：the deep eutectic solvent was choline chloride - lactic acid（molar ratio of 1∶2），with
the water content of 70%，and ultrasonic extraction （power of 180 W） for 30 min. The validation test results showed that the
relative error between the total flavonoid extraction rate under these conditions and the predicted value of the regression model was
0. 55%. Conclusion The optimal process is easy to operate and has good repeatability，which can be used for the extraction of
total flavonoids from Dichondra repens.
Key wordsKey words：：Box - Behnken response surface methodology；deep eutectic solvents；Dichondra repens；total flavonoids；optimization of
extraction process

•药学论著•
Pharmacy Articles

45



2024年 1月 5日 第 33卷第 1期

Vol. 33，No. 1，January 5，2024China Pharmaceuticals

燥箱（拓赫机电科技 <上海 >有限公司）；HMS - 901D
型磁力搅拌器（深圳市博大精科生物科技有限公司）。

1. 2 试药

马蹄金（河北省承德市双滦区神洲药业开发有限

公司，批号为M230113），经承德医学院中药研究所潘海

峰教授鉴定为正品；芦丁对照品（中国食品药品检定研

究院，批号为 100080 - 202012，含量为 92. 2%）；氯化胆

碱、乙二醇、1，3 -丙二醇、1，3 -丁二醇、丙三醇、1，4 -
丁二醇、乳酸、尿素、D -葡萄糖、甲醇、乙醇（分析纯，上

海阿拉丁生化科技股份有限公司）；亚硝酸钠、氢氧化

钠、硝酸铝均为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果

2. 1 DESs 制备

设计 8组 DESs，HBA选取氯化胆碱，分别与 1，3 -
丁二醇、1，4 - 丁二醇、乙二醇、1，3 - 丙二醇、丙三醇、

乳酸、尿素、D -葡萄糖 8种HBD按摩尔比 1∶2混合，于

80 ℃温度加热磁力搅拌条件下制备至溶液澄清、无浑

浊，冷却至室温，即得醇基、酸基、胺基、糖基等 8种
DESs，备用。

2. 2 溶液制备

取经 40 ℃恒温干燥的马蹄金，粉碎，过 65目筛，取

粉末 0. 2 g，精密称定，置 100 mL具塞锥形瓶中，加入一

定量的DESs，设定超声功率 180 W和超声时间 30 min，
提取液在 5 000 r / min的转速下离心 5 min，分离上清

液，即得FOD提取液。

取芦丁对照品适量，置 120 ℃恒温烘箱内干燥至恒

定质量，取 43. 40 mg，精密称定，置 50 mL容量瓶中，加

乙醇溶解并定容，摇匀，即得质量浓度为 0. 8 mg / mL的
芦丁对照品溶液。

2. 3 FOD 提取率的测定方法

采用NaNO2 - Al（NO3）3显色法测定FOD提取率［12］。
取FOD提取液1. 0 mL，置25 mL容量瓶中，加水至6. 0 mL，
分别加入 1 mL 5%亚硝酸钠溶液及 1 mL 10%硝酸铝溶

液后各反应 6 min，最后加入 10 mL氢氧化钠试液，加水

定容，室温反应 15 min，于 510 nm波长处测定吸光度，

按公式 Y（%）= 10 - 3 CVD /M × 100%计算提取率。式

中，Y为 FOD的提取率，C为从标准曲线计算得到的样

品质量浓度，V为定容体积，D为稀释倍数，M为取样

量。同法制备不含FOD提取液的溶液，以此为空白进行

校正。所有样品均平行测量3次。

2. 4 标准曲线建立

精密量取 2. 2项下芦丁对照品溶液 0. 5，1. 0，1. 5，
2. 0，2. 5，3. 0 mL，分别置25 mL容量瓶中，加水至6. 0 mL，
同法制备空白溶液，按2. 3项下方法处理，于510 nm波长

处测定吸光度，以芦丁对照品的质量浓度（X，mg / mL）

为横坐标、吸光度（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归

方程 Y = 13. 081X + 0. 008 8（R2 = 0. 999 9，n = 6）。结果

表明，芦丁对照品的质量浓度在 0. 016～0. 096 mg / mL
范围内与吸光度线性关系良好。

2. 5 FOD 提取率影响因素单因素考察

提取溶剂：溶剂的极性、表面张力、黏度等是目标

化合物提取过程中的重要影响因素［13］。DESs的氢键网

络可吸收外部电子或质子，与待提取的黄酮类化合物

形成氢键，增加DESs的溶解度。同时，通过超声处理，黄

酮类成分可更快溶出，升高FOD的提取率。本研究中考

察了氯化胆碱 - 1，3 - 丁二醇（DES - 1）、氯化胆碱 -
1，4 -丁二醇（DES - 2）、氯化胆碱 -乙二醇（DES - 3）、

氯化胆碱 - 1，3 - 丙二醇（DES - 4）、氯化胆碱 - 丙三

醇（DES - 5）、氯化胆碱 -乳酸（DES - 6）、氯化胆碱 -尿

素（DES - 7）、氯化胆碱 - D - 葡萄糖（DES - 8）及 70%
甲醇、70%乙醇对FOD提取率的影响，结果DES - 6对FOD
的提取率最高，故提取溶剂选择DES - 6。详见图1 A。

摩尔比：取马蹄金粉末（过 65目筛）0. 2 g，精密称

定，置锥形瓶中，在含水量 30%、超声时间 30 min、超声

功率 200 W的条件下，分别加入HBA - HBD摩尔比为

1∶1、1∶2、1∶3、1∶4的DES - 6 10 mL，按 2. 2项下方法制

备FOD提取液，考察DESs体系的摩尔比对FOD提取率

的影响。结果显示，随着 HBA - HBD摩尔比的增加，

FOD的提取率呈先升高后降低的趋势，故选择HBA -
HBD的摩尔比为 1∶2。详见图 1 B。分析原因，HBA的极

性相对较低，而酸性基团的极性相对较高，溶剂极性随

体系酸性基团比例的增加而升高，黏度相应增加，虽有

利于黄酮类物质的溶出，但影响黄酮类物质在系统中

的扩散速率，导致提取率降低。

超声时间：取马蹄金粉末（过 65目筛）0. 2 g，精密

称定，置锥形瓶中，在含水量 30%、超声功率 200 W的条

件下，加入HBA - HBD摩尔比为 1∶2的DES - 6 10 mL，
按 2. 2项下方法制备FOD提取液，考察超声时间（5，10，
20，30，50 min）对FOD提取率的影响。结果显示，随着超

声时间的增加，FOD的提取率呈先升高后降低的趋势，

故选择超声时间为 20 min。详见图 1 C。分析原因，增加

超声时间会产生更大能量，使马蹄金的细胞壁破碎，同

时在提取液内也会产生空化效应，利于黄酮类物质的溶

出，30 min内会升高 FOD的提取率，但长时间超声会破

坏已溶出黄酮类物质的结构［14］，使FOD的提取率降低。

超声功率：取马蹄金粉末（过 65目筛）0. 2 g，精密

称定，置锥形瓶中，在含水量30%、超声时间30 min的条

件下，加入HBA - HBD摩尔比为 1∶2的DES - 6 10 mL，
按 2. 2项下方法制备 FOD提取液，考察超声功率（80，
120，160，250，400 W）对FOD提取率的影响。结果显示，
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当超声功率为80～160 W时，FOD的提取率随超声功率

的增加而升高，之后略有降低，故超声功率选择 160 W。

详见图 1 D。分析原因，提高超声功率可增加溶剂的扩

散效率，进而提高解吸率，促进目标成分的溶出，但超

声功率增加到一定程度时会发生饱和效应，破坏目标

成分的结构，导致提取率降低［15］。
含水量：取马蹄金粉末（过 65目筛）0. 2 g，精密称

定，置锥形瓶中，在超声时间30 min、超声功率160 W的条

件下，加入HBA - HBD摩尔比为1∶2的DES - 6 10 mL，按
2. 2项下方法制备FOD提取液，考察含水量（10%，30%，

50%，70%，90%）对FOD提取率的影响。结果显示，当含

水量为10%～70%时，FOD的提取率随含水量的增加而

升高，之后略有降低，故含水量选择 70%。详见图 1 E。
分析原因，黄酮类物质的提取率随DESs体系含水量的

增加而升高，但含水量的增加会导致分子间氢键断裂，

使提取率降低［16］。
2. 6 Box - Behnken 响应面法优选提取工艺

试验设计与结果：以DESs体系含水量（因素A）、超

声功率（因素 B）和超声时间（因素 C）为自变量［17］，以
FOD提取率为响应值，在三因素和三水平下进行试验，

因素与水平见表1。采用Design - Expert 12软件设计17组
交叉试验，其中包括 12组析因点试验和 5组重复零点

试验，试验设计与结果见表2。
方差分析：对试验数据进行分析，得回归方程 Y =

3. 64 - 0. 084 0 A + 0. 021 0 B + 0. 056 2 C - 0. 089 6 AB +
0. 108 2 AC + 0. 027 7 BC - 0. 495 7 A2 - 0. 045 6 B2 -
0. 355 7 C2。采用 SPSS 19. 0统计学软件进行方差显著

性分析，采用Origin 9. 0软件绘图，采用GraphPad Prism 8
软件进行图形拟合。结果见表 3。可见，此模型的显著性

检验 F值为 49. 64，具有极显著性（P模型 < 0. 000 1），失

拟项不显著（P = 0. 172 9 > 0. 05），满足统计学要求；方

程的决定系数 R2 = 0. 984 6，模型的 Adj R2 = 0. 964 7、
Pre R2 = 0. 825 1，表明以 FOD提取率的变化建立的方

程对试验的拟合程度较好，试验误差较小，该模型可用

于分析和预测 FOD的提取工艺。由F值可知，各因素对

FOD提取率的影响程度由大至小为含水率（A）> 超声

时间（C）>超声功率（B），因素A，B，C，AB，A2，B2，C2的影

响极显著（P < 0. 01），因素BC的影响显著（P < 0. 05），因
素AC的影响不显著（P > 0. 05），表明该模型可靠。

响应面分析：响应面曲线由各种因素的相互作用

而得到，通过观察图形曲面的倾斜度，可确定 2个因素

A. 提取溶剂 B. 摩尔比 C. 超声时间 D. 超声功率 E. 含水量

图1 单因素试验结果

A. Extraction solvent B. Molar ratio C. Ultrasonic time D. Ultrasonic power E. Water content
Fig. 1 Results of the single factor test
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表1 Box - Behnken响应面法因素与水平

Tab. 1 Factors and levels of Box - Behnken response surface
methodology

水平

- 1
0

+ 1

因素A（%）

50
70
90

因素B（W）

80
165
250

因素C（min）
5
25
45
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对响应值的影响程度。坡度越陡，2个因素间的相互作

用越显著；曲面趋势平滑，2个因素间的相互作用越不

显著。采用Design - Expert 12软件进行响应面分析的结

果见图 2。可见，随着超声功率的增加，FOD提取率逐渐升

高，功率为170 W时达最大值，然后趋于平缓；随着含水量

的增加，FOD提取率呈先升高后降低趋势，含水量为68%
时达最大值；随着超声时间的增加，FOD提取率呈先升高

后降低趋势，超声27 min时达最大值。故最优提取工艺为

含水量68%，超声功率170 W，超声时间27 min。
验证试验：为操作简便，将最佳提取工艺修正为含

水量 70%、超声功率 180 W、超声时间 30 min。在此条件
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图2 Box - Behnken响应面法考察各因素两两交互作用对FOD提取率影响的三维图和二维图

A. Water content and ultrasonic power B. Water content and ultrasonic time C. Ultrasonic power and ultrasonic time
Fig. 2 Three dimensional and two - dimensional graphs of the effects of pairwise interactions of various factors on FOD extraction rate

by the Box - Behnken response surface methodology
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表3 方差分析结果

Tab. 3 Results of the analysis of variance

方差来源

模型

A
B
C
AB
AC
BC
A2
B2
C2
残差

失拟项

纯误差

合计

离差平方和

1. 29
0. 056 1
0. 036 5
0. 046 5
0. 057 6
0. 000 2
0. 016 9
0. 234 0
0. 173 9
0. 563 3
0. 020 2
0. 013 7
0. 006 5
1. 31

df
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

MS
0. 143 2
0. 056 1
0. 036 5
0. 046 5
0. 057 6
0. 000 2
0. 016 9
0. 234 0
0. 173 9
0. 563 3
0. 002 9
0. 004 6
0. 001 6

F值

49. 64
19. 45
12. 63
16. 12
19. 97
0. 078
5. 86
81. 11
60. 29
195. 24

2. 8

P值

< 0. 000 1
0. 003 1
0. 009 3
0. 005 1
0. 002 9
0. 788 1
0. 046 1

< 0. 000 1
< 0. 000 1
< 0. 000 1

0. 172 9

表2 Box - Behnken响应面法试验设计与结果

Tab. 2 Design and results of the Box - Behnken test

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

因素A
- 1
+ 1
- 1
+ 1
- 1
+ 1
- 1
+ 1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

因素B
- 1
- 1
+ 1
+ 1
0
0
0
0

- 1
+ 1
- 1
+ 1
0
0
0
0
0

因素C
0
0
0
0

- 1
- 1
+ 1
+ 1
- 1
- 1
+ 1
+ 1
0
0
0
0
0

FOD提取率（%）

3. 35
2. 91
3. 28
3. 32
3. 07
2. 95
3. 17
3. 02
2. 99
2. 96
3. 08
3. 31
3. 60
3. 64
3. 71
3. 65
3. 67

5 5 5
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下进行 5组平行试验，测得 FOD提取率分别为 3. 67%，

3. 64%，3. 64%，3. 62%，3. 65%，平均值为 3. 64%，与理

论值 3. 66%的相对误差为 0. 55%，表明该模型可较好

地反映 FOD的提取条件。故 FOD最终优选提取工艺：

DESs为氯化胆碱 - 乳酸（摩尔比为 1∶2），含水量为

70%，超声功率为180 W，超声时间为30 min。
3 讨论

植物中黄酮类物质的提取一般采用有机溶剂提取

法，溶剂多选择甲醇、乙醇、乙酸乙酯等，但有机溶剂毒

性大、易挥发、不易降解、污染环境、溶剂残留，限制了

黄酮提取物在医药、食品等领域中的应用［18］。DESs价
廉无毒，操作简便，可回收重复再利用，广泛用于各类

物质的提取。本研究中比较了 70%甲醇、70%乙醇与

DESs对 FOD提取率的影响，发现除氯化胆碱 - D - 葡

萄糖体系外，其余DESs较有机溶剂均能提升马蹄金中

FOD的提取率，其中以氯化胆碱 -乳酸提取效率最高。

分析原因，氯化胆碱和乳酸能形成良好的氢键体系，还

具备合适的黏度，利于黄酮类物质的溶出；且氯化胆碱 -
乳酸组成的DESs对马蹄金中的 FOD提取率为 3. 49%，

较 70% 甲醇高 30. 71%，70% 乙醇高 27. 84%。可见，

DESs提取法是一种较高效、环保的提取方法。

响应面法是利用多项式函数拟合设计空间，可通过

较少的试验在局部范围内精确地逼近函数关系，并通过

回归模型用简单的代数表达式展现出来，系统性和实用

性强，适用广泛。提取过程中的超声功率、超声时间、体

系含水量等因素也会对黄酮类物质的提取率造成较大

影响，为进一步确定氯化胆碱 -乳酸体系提取FOD的最

优条件，采用Box - Behnken响应面法设计了 17组交叉

试验，建立了回归方程，并进行了模型拟合，最终确定最

佳提取工艺为超声功率180 W，超声时间30 min，含水量

70%。在此条件下，FOD提取率为 3. 64%，与回归模型预

测值的相对误差为0. 55%，表明该模型可靠。

综上所述，优选的FOD提取工艺操作简便、适用性

高，为苗药马蹄金的开发和利用提供了高效、节能、安

全的工艺方案。后续研究中将进一步分离纯化马蹄金

中黄酮类物质，对各有效成分进行分离鉴定，为合理开

发和深度加工提供参考。
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