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鸡蛋花茎皮总黄酮提取工艺优选*
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摘要：目的 优选鸡蛋花茎皮总黄酮的最佳提取工艺。方法 以总黄酮含量为评价指标，在单因素试验基础上，以乙醇体积分数、提取

时间、提取次数和提取温度为考察因素，采用 L9（34）正交试验法优选最佳提取工艺；以乙醇体积分数、提取时间、提取温度为考察因素，采

用星点设计 -响应面法优选最佳提取工艺，并进行验证。结果 正交试验法所得最佳提取工艺为 70%乙醇提取 3次，每次 90 min，提
取温度为 60 ℃，所得总黄酮平均含量为 2. 43%（RSD = 3. 36%）。星点设计 -响应面法所得最佳提取工艺为 75. 77%乙醇提取 3次，每

次 77. 32 min，提取温度为 63. 90 ℃。总黄酮平均含量为 1. 88%（RSD = 1. 21%），与预测值（1. 89%）相当。结论 两种试验方法优化得

到的最佳提取工艺相近，星点设计 -响应面法优化所得工艺更准确，设计更合理，可用于鸡蛋花茎皮总黄酮的提取。
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Optimization of Extraction Process of Total Flavonoids from Plumeriae Rhizoma et Cortex
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AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction process of total flavonoids from Plumeriae Rhizoma et Cortex. Methods On the
basis of single factor test，the extraction process was optimized by the L9（34） orthogonal test with the content of total flavonoids as
the evaluation index，and with the ethanol volume fraction，extraction time，extraction times and extraction temperature as the
investigation factors. The extraction process was optimized by the central composite design - response surface methodology with
ethanol volume fraction，extraction time and extraction temperature as the investigation factors，and the verification test was
conducted. Results The optimal extraction process by the orthogonal test was as follows：70% ethanol was used for extraction for
three times，90 min each time，the extraction temperature was 60 ℃，and the average content of total flavonoids was 2. 43%（RSD =
3. 36%）. The optimal extraction process by the central composite design - response surface methodology was as follows：75. 77%
ethanol was used for extraction for three times，77. 32 min each time，the extraction temperature was 63. 90 ℃，and the average
content of total flavonoids was 1. 88%（RSD = 1. 21%），which was equivalent to the predicted value （1. 89%）. Conclusion The
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optimal extraction processes optimized by the two methods are similar，and the process optimized by central composite design -
response surface methodology is more accurate and reasonable，which can be used for the extraction of total flavonoids from
Plumeriae Rhizoma et Cortex.
Key wordsKey words：：Plumeriae Rhizoma et Cortex；total flavonoids；orthogonal test；central composite design - response surface methodology；
extraction processes

鸡蛋花茎皮为夹竹桃科鸡蛋花属鸡蛋花 Plumeria
rubra L. cv. Acutifolia的干燥茎皮，资源丰富，药用价值

较高，其有效成分包括生物碱、黄酮、皂苷等，黄酮有抗

病毒、抑菌、消炎、保肝等作用，故鸡蛋花茎皮具有清热

解毒、利胆退黄、消肿止痛等功效［1］。目前对鸡蛋花茎

皮药用功效的研究多只限于民间使用和记载，导致其

药用价值未能充分利用。本研究中采用正交试验联合

星点设计 -响应面法对鸡蛋花茎皮总黄酮的提取方法

进行了研究［2 - 8］，测定其总黄酮的含量，从而确定最佳

提取工艺。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

HH - S2型数显恒温水浴锅、SHZ - D（3）型循环水

式真空泵（上海申生科技有限公司）；XY - 600B型多功

能粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；KH -
100DE型数控超声波清洗器（东莞市科桥超声波设备

有限公司）；YP1002型及 JA3003N型电子天平（德国

Sartorius公司）；UV - 2401PC 型紫外 - 可见分光光度

计（日本Shimadzu公司）。

1. 2 试药

芦丁对照品（中国食品药品检定研究院，批号为

100080 - 200707，含量 > 98%）；无水乙醇、乙酸乙酯、亚

硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠均为分析纯，水为蒸馏水。鸡

蛋花茎皮药材，经南方医科大学中医药学院药用植物

鉴定教研室陈兴兴副教授鉴定为正品。

2 方法与结果

2. 1 总黄酮含量测定

2. 1. 1 溶液制备

称取芦丁对照品0. 007 29 g，精密称定，置50 mL容量

瓶中，加适量75%乙醇，超声（功率100 W，频率40 kHz，下
同）使溶解，放冷至室温，加75%乙醇定容，摇匀，即得对

照品溶液（0. 145 8 mg / mL）。取药材粉末2 g，精密称定，

置具塞锥形瓶中，按各试验设计条件进行提取、滤过，合

并提取液，并以75%乙醇定容至50 mL，即得供试品溶液。

2. 1. 2 检测波长选择

取 2. 1. 1项下对照品溶液和供试品溶液各适量，加

入 5%亚硝酸钠溶液 0. 3 mL，摇匀，放置 6 min，再加

10%硝酸铝溶液0. 3 mL，摇匀，放置6 min，最后加4. 0 mL
1 moL / L氢氧化钠溶液，定容，摇匀，放置 15 min，以“0”

作为空白，进行全波长扫描。结果在 507 nm波长处溶液

吸收较好，故以507 nm作为检测波长。

2. 1. 3 方法学考察

线性关系考察：分别精密吸取芦丁对照品 0，1，2，
3，4，5 mL置不同 10 mL容量瓶中，在 507 nm波长处进

样测定，以吸光度（Y）为纵坐标、质量浓度（X）为横坐标

进行线性回归，得芦丁回归方程Y = 11. 497X + 0. 001 6，
r = 1. 000 0（n = 5）。结果表明，芦丁质量浓度在

0. 014 58～0. 072 90 mg / mL范围内与吸光度线性关系

良好。

精密度试验：精密吸取对照品溶液3. 0 mL，在507 nm
波长处进样测定，日内平行进样 6次，计算日内精密度；

连续测定 6 d，计算日间精密度。结果日内精密度的RSD
为 0. 19%（n = 6），日间精密度的RSD为 0. 31%（n = 6），

表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取芦丁对照品溶液 3. 0 mL、供
试品溶液 0. 5 mL，分别置 10 mL容量瓶中，在 507 nm波

长处进样测定，室温下分别于0，10，20，30，40，50，60 min
时进样，测定吸光度。结果的 RSD为 0. 27%和 0. 68%
（n = 7），表明芦丁对照品溶液及供试品溶液在室温下

放置60 min内稳定性较好。

重复性试验：精密吸取同一供试品溶液 0. 5 mL，共
6份，分别置 10 mL容量瓶中，在 507 nm波长处进样测

定，记录吸光度。结果的 RSD为 0. 38%（n = 6），表明方

法重复性良好。

加样回收试验：精密吸取已知含量的供试品溶液

6份，加入一定质量浓度的芦丁对照品溶液。在 507 nm
波长处进样测定，记录吸光度并计算加样回收率，结果

见表1。
表1 加样回收试验结果（n = 6）

Tab. 1 Results of the recovery tests（n = 6）

取样量

（mL）
0. 25
0. 25
0. 25
0. 25
0. 25
0. 25

样品含量

（mg）
0. 252 0
0. 252 0
0. 252 0
0. 252 0
0. 252 0
0. 252 0

加入量

（mg）
0. 245 4
0. 245 4
0. 245 4
0. 245 4
0. 245 4
0. 245 4

测得量

（mg）
0. 500
0. 497
0. 493
0. 495
0. 495
0. 497

回收率

（%）

101. 06
99. 84
98. 21
99. 02
99. 02
99. 84

X
（%）

99. 50

RSD
（%）

0. 98
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2. 2 单因素试验

提取溶剂选择：选择不同提取溶剂，每次用量18 mL，
在 50 ℃下超声 60 min［9］，其他同 2. 1. 1项供试品溶液

制备方法，精密吸取各提取液 0. 5 mL，在 507 nm波长

处进样测定，记录吸光度，并计算总黄酮含量。结果水、

60%乙醇、乙酸乙酯、甲醇中黄酮含量分别为 2. 18%，

2. 75%，0. 16%，1. 89%。可见，相同条件下，乙醇提取的

黄酮含量最高，其次为水。乙醇与水相互混合比例不同

能使其极性发生变化，对于提取工艺的优化来说，具有

可选择性，故选择乙醇作为提取溶剂。

提取方法选择：以乙醇为提取溶剂，每次用量18 mL，
分别在 50 ℃下超声、75 ℃下水浴加热、索氏回流提取

1次，其他同2. 1. 1项下供试品溶液制备方法，精密吸取

各提取液0. 5 mL，在 507 nm波长处进样测定，记录吸光

度，并计算总黄酮含量。结果分别为 2. 75%，1. 84%，

2. 04%。可见，相同条件下，超声提取的鸡蛋花茎皮黄酮含

量最高，故确定提取方法为超声提取法。

乙醇体积分数选择：以不同体积分数（40%，50%，

60%，70%，80%，90%）的乙醇为提取溶剂，每次用量

12 mL，在40 ℃下，超声提取 2次，每次 60 min，放冷至室

温，称定质量，以相应乙醇补足减失的质量，其他同

2. 1. 1项下供试品溶液制备方法，精密吸取各提取液

0. 5 mL，在 507 nm波长处进样测定，记录吸光度，并计

算总黄酮含量。结果分别为 2. 27%，2. 26%，2. 32%，

2. 28%，2. 36%，2. 14%。可见，提取的总黄酮含量随乙

醇体积分数的增大而增大，乙醇体积分数由 40%变为

50%时含量无明显变化，在 60%～80%时含量较高，在

80%时达最大值。故本研究中选用 60%～80%乙醇作为

提取溶剂。

2. 3 正交试验

试验设计：在单因素试验基础上，以乙醇体积分数

（因素A，%），提取时间（因素B，min），提取次数（因素C，
次），提取温度（因素D，℃）为考察因素，以黄酮含量为

评价指标，溶剂用量为每次 12 mL，进行 L9（34）正交试

验，根据 2. 2项下考察结果设计因素水平。详见表 2。
结果与分析：正交试验设计与结果见表 3，可见，各

因素对黄酮含量的影响极差大小为A > C > B > D，即对

总黄酮含量影响最大因素是乙醇体积分数，其次为提

取次数。方差分析结果见表 4，可见，乙醇体积分数对总

黄酮含量有显著影响。综合分析，故最佳提取工艺为

A2B3C3D2，即 70%乙醇提取 3次，每次 90 min，提取温度

为60 ℃。

验证试验：按选出的最优工艺条件重复试验 3次，

结果总黄酮含量分别为 2. 39%，2. 37%，2. 52%（RSD =
3. 36%），3次试验结果均能达到正交试验结果的较高

值，说明最佳提取工艺条件稳定可靠。

2. 4 星点设计 - 响应面法优化提取工艺

试验设计：结合单因素试验和正交试验结果，以乙

醇体积分数、提取时间、提取温度为考察因素，溶剂用量

为每次12 mL，提取3次。各因素的水平设计见表5、表6。
表5 星点试验因素与水平

Tab. 5 Factors and levels of the central composite design experiment

水平

- 1. 732
- 1
0
1
1. 732

因素A（%）

60
64. 23
70
75. 77
80

因素B（min）
30
42. 68
60
77. 32
90

因素C（℃）

40
48. 45
60
71. 55
80
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表2 正交试验因素与水平

Tab. 2 Factors and levels of the orthogonal test

水平

1
2
3

因素A（%）

60
70
80

因素B（min）
30
60
90

因素C（次）

1
2
3

因素D（℃）

40
60
80

表3 正交试验设计与结果

Tab. 3 Design and results of the orthogonal test

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
R

因素A
1
1
1
2
2
2
3
3
3

2. 083
2. 343
2. 117
0. 260

因素B
1
2
3
1
2
3
1
2
3

2. 027
2. 153
2. 183
0. 054

因素C
1
2
3
2
3
1
3
1
2

2. 147
2. 167
2. 230
0. 083

因素D
1
2
3
3
1
2
2
3
1

2. 197
2. 200
2. 147
0. 053

总黄酮含量（%）

2. 09
2. 06
2. 10
2. 32
2. 38
2. 33
2. 21
2. 02
2. 12

表4 正交试验方差分析结果

Tab. 4 Results of the ANOVA of the orthogonal test

因素

A
B
C
D
误差

离差平方和

0. 120
0. 004
0. 011
0. 005
0. 01

自由度

2
2
2
2
2

均方

0. 060
0. 002
0. 005 5
0. 002 5

F比

24. 000
0. 800
2. 200
1. 000

F临界值

19. 000
19. 000
19. 000
19. 000

P
< 0. 05

注：F0. 05（2，2）= 19. 000。
Note：F0. 05（2，2）= 19. 000.
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表6 星点试验设计与结果

Tab. 6 Design and results of the central composite design experiment

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

因素A
- 1
1

- 1
1

- 1
1

- 1
1

- 1. 732
1. 732
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

因素B
- 1
- 1
1
1

- 1
- 1
1
1
0
0

- 1. 732
1. 732
0
0
0
0
0
0
0
0

因素C
- 1
- 1
- 1
- 1
1
1
1
1
0
0
0
0

- 1. 732
1. 732
0
0
0
0
0
0

总黄酮含量（%）

1. 48
1. 42
1. 66
1. 75
1. 52
1. 54
1. 46
1. 84
1. 71
1. 89
1. 39
1. 88
1. 63
1. 66
1. 70
1. 66
1. 64
1. 69
1. 68
1. 65

结果与分析：以总黄酮含量（Y，%）为因变量，试验

结果用Design Expert 8. 0. 6. 1软件分析，进行多元二次

回归拟合，得方程Y = 7. 7 - 0. 16 A - 0. 015 B - 0. 012 C +
6. 38 × 10 - 4 AB + 6. 94 × 10 - 4 AC - 1. 69 × 10- 4 BC +
6. 74 × 10-4 A2 - 1. 08 × 10-4 B2 - 2. 19 × 10 - 4 C2。方差分

析结果见表7。回归方程模型的P < 0. 01，失拟性检验的

P < 0. 01，复合相关系数R2 = 0. 848 9，表明该模型的拟

合度良好，试验误差较小，可用于该模型预测试验结果。

模型系数显著性结果表明，该模型的一次项A（P < 0. 05）
和 B（P < 0. 01），以及二次项 AB（P < 0. 05）对黄酮含

量影响显著（P < 0. 05），表明乙醇体积分数和提取时间

对总黄酮的含量影响显著。综上所述，各因素对黄酮含

量的影响显著性由大到小依次为提取时间、乙醇体积分

数、提取温度。

响应面分析：响应面优化法在试验条件的优化过

程中，可依次对单个试验因素进行分析，也可连续对各

个试验因素进行分析［10 - 11］。用 Design Expert 8. 0. 6. 1
软件绘制不同影响因素对响应值的三维曲线图，详见

图 2。根据模型方程和响应曲面图确定鸡蛋花茎皮总

黄酮的最佳提取工艺为 75. 77%乙醇提取 3次，每次

77. 32 min，提取温度为63. 90 ℃。

验证试验：根据预测的鸡蛋花茎皮总黄酮的最佳

提取工艺条件，进行3次验证试验，比较预测值与真实值

的差异。其中，总黄酮的预测值为1. 89%，真实值分别为

1. 89%，1. 88%，1. 88%，平均 1. 88%（RSD = 1. 21%），预

测值与真实值的偏差约为 0. 01%。说明建立的模型预

测性较好，可用于鸡蛋花茎皮总黄酮的提取工艺优化。

3 讨论

超声提取是利用超声波具有的机械、空化和热效

应，通过增大介质分子的运动速度、穿透力以提取生物

的有效成分［12］。而水浴加热提取和索氏回流提取是利

用热效应来加快介质分子的运动以提取生物的有效成

分。因此，本研究中选择的超声提取更加充分和全面，

这也为中药提取方法的研究提供了依据。

考察提取溶剂、乙醇体积分数在单因素试验中，选

取了 60%～80%乙醇为提取溶剂［13］。黄酮成分的存在

形式包括苷和苷元，苷元极性小，而苷极性较大，前者

难溶于水，但易溶于乙醇等有机溶剂，后者易溶于水、

乙醇、甲醇等极性较强的溶剂。因此，乙醇对黄酮的溶

解性较大，其与水的不同浓度梯度也为黄酮的提取提

供了更多选择，且以水与乙醇为溶剂提取时操作简单，

成本较低。

本研究中 2种试验方法所优化的最佳工艺结果相

近，星点设计的试验次数比正交试验多，但优化工艺更

准确直观，且因素水平范围设计更加合理、准确。响应

值多在最佳工艺条件附近变化灵敏，试验条件的微小

变化都会产生较大变化，而试验条件远离优化区域，其

变化趋势逐渐减小，线性越好，故所选星点设计适用于

非线性模型拟合，而本研究中也通过模型拟合进行了

表7 星点试验方差分析与结果

Tab. 7 Results of the ANOVA of the central composite design
experiment

来源

模型

A
B
C
AB
AC
BC
A2
B2
C
残差

失拟项

纯误差

总和

离差平方和

0. 32
0. 039
0. 18
7. 426 × 10 - 4
0. 033
0. 017
9. 112 × 10 - 3
7. 945 × 10 - 3
0. 017
0. 013
0. 057
0. 055
2. 800 × 10 - 3
0. 38

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
10
5
5
19

均方

0. 036
0. 039
0. 18
7. 426 × 10 - 4
0. 033
0. 017
9. 112 × 10 - 3
7. 945 × 10 - 3
0. 017
0. 013
5. 732 × 10 - 3
0. 011
5. 600 × 10 - 4

F值

6. 24
6. 86
31. 85
0. 13
5. 67
2. 99
1. 59
1. 39
2. 91
2. 34

19. 47

P值

0. 004 2
0. 025 7
0. 000 2
0. 726 4
0. 038 5
0. 114 7
0. 236 0
0. 266 3
0. 118 9
0. 156 8

0. 002 7
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总黄酮含量 / %

1. 300

2. 000
1. 825
1. 650
1. 475

77. 32
68. 66 60. 0051. 34 42. 68 64. 23 67. 12

70. 00
72. 5875. 77

B：提取时间 / min A：乙醇体积分数 / %

a1，a2. 乙醇体积分数与提取时间 b1，b2. 乙醇体积分数与提取温度 c1，c2. 提取时间与提取温度

图2 各影响因素与总黄酮含量的响应面和等高线图

a1，a2. Ethanol volume fraction and extraction time b1，b2. Ethanol volume fraction and extraction temperature c1，c2. Extraction time
and extraction temperature

Fig. 1 Response surface and contour map of various influencing factors on the total flavonoids content

a2 b2 c2

总黄酮含量 / %77. 32

68. 66

60. 00

51. 34

42. 68
64. 23 67. 12 70. 00 72. 88 75. 77

A：乙醇体
积分数 / %

总黄酮含量 / %

1. 300

2. 000
1. 825
1. 650
1. 475

71. 55
64. 95

58. 35 51. 75 64. 23 67. 12
70. 00

72. 5875. 77

C：提取温度 / ℃ A：乙醇体积分数 / %

总黄酮含量 / %71. 55
68. 25
64. 95
61. 65
58. 35
55. 05
51. 75
48. 45

64. 23 67. 12 70. 00 72. 88 75. 77

C：提取温度 / ℃

A：乙醇体
积分数 / %

总黄酮含量 / %

1. 300

2. 000
1. 825
1. 650
1. 475

C：提取温度 / ℃ B：提取时间 / min

总黄酮含量 / %71. 55
68. 25
64. 95
61. 65
58. 35
55. 05
51. 75
48. 45

42. 68 51. 34 60. 00 68. 66 77. 32

C：提取温度 / ℃

B：提取
时间 / min

71. 55
64. 95

58. 35 51. 75

77. 32
68. 6660. 0051. 3442. 68

B：提取时间 / min
a1 b1 c1

二次项拟合，该模型也具有显著性。

本研究中由于试验期间方案设计不合理，重复某

一环节多次，以致原药材不足，星点设计 -响应面法试

验中所用药材为第 2次采割，但由于鸡蛋花茎皮为不同

季节（2015年 7月、2016年 3月）采割，黄酮含量差异较

大［14 - 15］，可能是黄酮成分受温度影响较大，部分已转

化为异构体或其他成分，但并不影响本研究中鸡蛋花

茎皮黄酮提取工艺的优化。
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