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应用 Box-Behnken 设计优化地榆皂苷的闪式提取工艺研究 
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摘  要：目的  采用 Box-Behnken 设计进行工艺优化，研究地榆皂苷的闪式提取工艺。方法  采用闪式提取法，以溶媒用

量、乙醇体积分数、提取时间 3 个因素为主要影响因素，以总皂苷转移率、地榆皂苷 I 转移率、总评归一值（OD）为评价

指标进行 Box-Behnken 设计试验，考察最佳工艺。结果  最佳工艺为溶媒用量 9 倍、乙醇体积分数 75%、提取时间 2 min，
对最佳工艺进行验证，结果实测平均值为总皂苷转移率 82.20%、地榆皂苷 I 转移率 88.73%，RSD 分别为 1.59%、2.72%，

与模型预测值非常接近，说明该模型比较可靠。结论  本方法科学、合理、可行，为进一步地榆制剂研究奠定基础。 
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地榆为蔷薇科植物地榆 Sanguisorba officinalis 
L. 或 长 叶 地 榆 Sanguisorba officinalis L. var. 
longifolia (Bert.) Yü et Li 的干燥根，广布于我国黑

龙江、吉林、辽宁、内蒙古、四川、贵州、云南、

西藏等地，具有凉血止血，解毒敛疮之功效[1-3]。地

榆主要含鞣质类（17%）、三萜皂苷类（2.4%～4.0%）

等成分[4]。据报道，地榆所含皂苷类成分具有升高

白细胞的药理作用，但是，关于地榆皂苷提取工艺

的研究较少[5]。闪式提取是利用高速剪切力和搅拌

力将药材粉碎至细微颗粒，并在局部负压渗透的作

用下使组织内有效成分迅速达到溶解平衡，实现高

效提取的目的，具有不加热、快速（一般只需 1～3 
min）、精确度高等优点[6]。本研究首次将闪式提取

法应用于地榆皂苷的提取，拟采用此法快速提取地

榆皂苷，并采用 Box-Behnken 设计对提取工艺进行

优化，为进一步开发地榆制剂奠定基础。 

1  仪器与材料 
LC—10A 液相色谱仪（日本岛津），UV—1700

紫外分光光度计（日本岛津），JHBE—50T 闪式提

取器（河南金鼎科技发展有限公司），BP211D 型电

子分析天平（德国 Sartorius 公司），KQ—400DB 型

数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），

SZ—93 型自动双重纯水蒸馏器（上海亚荣生化仪器

厂），DZF—1B 型真空干燥箱（上海跃进医疗器械厂）。 
地榆（批号 101102，四川科伦天然药业有限公

司），地榆皂苷 I（批号 101209，成都瑞芬思生物科

技有限公司）；乙腈（色谱纯，Fisher 公司），水（重

蒸水，自制）；微孔滤头（0.45 μm，Millipore 公司）；

其他试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  定量测定方法的建立 
2.1.1  地榆总皂苷的测定[7] 
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（1）对照品溶液配制：取 4.85 mg 地榆皂苷 I
于 10 mL 量瓶中，加无水乙醇约 9 mL，超声溶解，

放冷，加无水乙醇定容至刻度，即得。 
（2）供试品溶液配制：取地榆提取液 10 mL，

氮气吹干溶剂，加无水乙醇约 90 mL 超声溶解，转

移置 100 mL 量瓶中，加无水乙醇定容至刻度，混

匀，0.45 μm 微孔滤头滤过，即得。 
（3）线性关系考察：精密吸取对照品溶液（0.485 

mg/mL）0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.8、1.0 mL，分

别置于 10 mL 具塞试管中，分别加乙醇补足至 1 
mL，精密加入新配制的 8%香草醛乙醇溶液（取香

草醛 8 g，用无水乙醇定容至 100 mL）1 mL，70%
硫酸 10 mL（取 70 mL 硫酸，缓缓注入 30 mL 水中，

即得），摇匀，密塞，置 60 ℃水浴 15 min，冷却 2 
min，摇匀，以未加对照品的比色液为空白，照分

光光度法（《中国药典》2010 年版附录 VI B），在

530 nm 波长处测定吸光度（A）值，以 A 值为纵坐

标，质量浓度为横坐标进行线性回归，得回归方程：

A＝0.03 C＋0.109 7，r＝0.999 2，表明地榆皂苷在

8.08～40.42 μg/mL 线性关系良好。 
（4）样品测定：精密吸取供试品溶液 1 mL，置

于 10 mL 具塞试管中，以未加样品的比色液为空

白，照线性关系考察项下方法依法测定 A 值，代入

回归方程计算，即得。 
2.1.2  地榆皂苷 I 的测定[8] 

（1）色谱条件：色谱柱为 Agilent Zorbax 柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈-水（32∶68），
体积流量 1 mL/min，柱温 30 ℃，检测波长 203 nm，

进样量 10 μL；理论塔板数按地榆皂苷 I 峰计不低于

8 000。 
（2）对照品溶液配制：取 5.25 mg 地榆皂苷 I

于 10 mL 量瓶中，加无水乙醇约 9 mL，超声溶解，

放冷，加无水乙醇定容至刻度，即得。 
（3）供试品溶液配制：同“2.1.1”项。 
（4）专属性：分别配制空白溶剂、对照品溶液、

供试品溶液，以上述色谱条件进行试验，结果表明

该方法专属性良好，各成分和溶剂之间无干扰。 
（5）线性关系考察：精密吸取上述对照品溶液

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，分别置于 1 mL 量瓶

中，加无水乙醇定容至刻度，精密吸取各溶液 10 
μL，照上述色谱条件进行测定，以峰面积为纵坐标

（Y），进样量为横坐标（X）进行线性回归，得回归

方程：Y＝693 235 X－2 179.1，r＝0.999 8，表明地

榆皂苷 I 在 1.05～5.25 μg 线性关系良好。 
2.1.3  药材中地榆总皂苷和地榆皂苷 I 的测定  取
地榆药材粉末 0.1 g，置于 100 mL 量瓶中，加无水

乙醇约 90 mL 超声提取 30 min，放冷，加无水乙醇

定容至刻度，摇匀，0.45 μm 微孔滤头滤过，即得。 
按照上述定量测定方法分别对地榆药材进行总

皂苷和地榆皂苷 I 测定。 
2.2  数据处理 

采用 Design Expert 7.1 软件对数据进行分析，

总评归一值（OD）采用 Hassan 方法[9]计算，转移

率采用下列公式计算。 
转移率＝提取液中成分量/药材中成分量 

2.3  Box-Behnken 设计[10] 

综合相关文献报道以及前期预试结果，影响提

取工艺的因素主要有溶媒用量（X1）、乙醇体积分数

（X2）、提取时间（X3）。因此，以这 3 个因素为主要

影响因素，以总皂苷转移率（Y1）、地榆皂苷 I 转移

率（Y2）、OD（Y3）为评价指标进行试验设计，因

素水平见表 1。 
分别取 17 份地榆药材饮片（直径小于 2 cm）

各 30 g，置于闪式提取器中，电动调节闪式提取器 
 

表 1  Box-Behnken 设计及结果 
Table 1  Box-Behnken design and results 

因  素 
编号

X1 / 倍 X2 / % X3 / min 
Y1 / % Y2 / % Y3

1 8 (0) 60 (0) 2 (0) 75.16 82.39 0.79

2 8 (0) 40 (−1) 3 (1) 65.78 69.47 0.47

3 6 (−1) 80 (1) 2 (0) 70.69 78.29 0.67

4 10 (1) 80 (1) 2 (0) 80.16 85.38 0.90

5 8 (0) 60 (0) 2 (0) 72.57 78.36 0.69

6 8 (0) 80 (1) 3 (1) 82.94 90.11 1.00

7 8 (0) 60 (0) 2 (0) 77.45 80.14 0.78

8 8 (0) 40 (−1) 1 (−1) 53.47 60.17 0.18

9 6 (−1) 60 (0) 3 (1) 60.22 66.28 0.36

10 6 (−1) 60 (0) 1 (−1) 47.81 57.46 0.06

11 10 (1) 40 (−1) 2 (0) 55.25 63.58 0.25

12 6 (−1) 40 (−1) 2 (0) 46.58 54.17 0.00

13 8 (0) 80 (1) 1 (−1) 68.84 75.11 0.60

14 10 (1) 60 (0) 1 (−1) 62.17 68.33 0.41

15 8 (0) 60 (0) 2 (0) 71.28 80.59 0.71

16 10 (1) 60 (0) 3 (1) 80.21 87.14 0.92

17 8 (0) 60 (0) 2 (0) 76.89 85.45 0.85
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高度以及各种参数以适应本实验要求，按上述 Box- 
Behnken 设计因素水平表进行试验，结果见表 1。 
2.4  模型拟合 

按照 Box-Behnken 设计要求，实验模型通过最

小二乘法拟合二次多项式方程可以表达为 Y＝A0＋

∑AiXi＋∑AiiXi
2＋∑AijXij

2，其中 Y 为效应值，A0、

Ai、Aii、Aij 为方程系数，Xi、Xj（i＝1、2、3，i≠j）
为自变量真实值。二次多项式模型方程拟合的性质

由确定系数（R2）表达，其统计学上的显著性由 F
值检验。以 Y1、Y2、Y3 3 个评价指标分别对各因素

（自变量）进行二次多项式模型方程拟合。 
Y1＝74.6＋6.56 X1＋10.19 X2＋7.11 X3＋0.20 X1X2＋1.41 

X1X3＋0.45 X2X3－8.33 X1
2－3.17 X2

2－3.74 X3
2（R2＝0.953 8，

P＜0.01，失拟度＝0.146 0＞0.05） 

Y2＝81.39＋6.03 X1＋10.19 X2＋6.49 X3－0.58 X1X2＋

2.50 X1X3＋1.43 X2X3－7.47 X1
2－3.56 X2

2－4.11 X3
2（R2＝

0.963 0，P＜0.01，失拟度＝0.2535＞0.05） 

Y3＝0.76＋0.17 X1＋0.28 X2＋0.19 X3—0.01 X1X2＋0.05 

X1X3＋0.03 X2X3—0.22 X1
2—0.09 X2

2—0.11 X3
2（R2＝0.962 1，

P＜0.01，失拟度＝0.136 6＞0.05） 

结果显示，3 个模型方程高度显著（P＜0.01），
与实际试验拟合较好，且各方程 R2＞0.95，模型预

测值与实测值之间具有高度的相关性，模型失拟度

没有显著性差异，说明该方程能充分反映实际情况。 
2.5  效应面优化预测及验证 
2.5.1  提取工艺预测  根据二次多项式模型方程拟

合结果，作出 OD 值的效应曲面图，由图 1 可知，

X1 对转移率影响更大，X1 和 X3 有一定交互作用，

X1 和 X2 交互作用微弱。根据效应面预测 3 个因素较

佳范围为 X1：8～10、X2：70～80、X3：2～3。以

OD 值对最佳工艺进行预测，结果 X1＝8.66、X2＝

76.19、X3＝2.16，求其总评归一值为 0.999。 
 

           

           
 
 

图 1  (X1和 X2，1)、(X1和 X3，2)、(X2和 X3，3) 对 OD 值影响的效应面图 (A) 和等高线 (B) 
Fig. 1  Response surface figure (A) and contour figure (B) of (X1 and X2, 1), (X1 and X3, 2), and (X2 and X3, 3) influence on OD 

 
2.5.2  提取工艺验证  为了验证模型与试验结果是

否相符，通过进一步试验对模型的可靠性进行验证，

在验证试验中，考虑到操作可行性，各因素取整数

值，溶媒用量 9 倍、乙醇体积分数 75%、提取时间

2 min，根据模型计算出转移率 Y1＝81.81%、Y2＝

87.96%，以此因素组合进行 3 组验证试验，结果实

测平均值为：转移率 Y1＝82.20%、Y2＝88.73%，RSD
为 1.59%、2.72%，与模型预测值非常接近，说明该

模型比较可靠，故最佳提取工艺为溶媒用量 9 倍、

乙醇体积分数 75%、提取时间 2 min。 
3  讨论 

本实验采用闪式提取法制备地榆皂苷，其有效

成分的转移率可达 88%，提取基本完全，且提取时

间缩短至 2 min。这是因为闪式提取技术具有快速、

高效、不加热等特点，其刀头在电机带动下高速旋

转，使整个提取液和药材处在一个高速动态的环境
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之中，内外刀之间不仅产生产生强大的剪切作用使

药材组织粉碎，同时外刀腔内产生强大的负压，在

这种负压的作用下，外刀腔内外发生分子渗透现象，

既通过破碎而充分暴露的物质分子（被提取成分）

在负压，剪切，高速碰撞等各种外力作用下被溶剂

分子包围，解析、溶解，然后迅速进入溶剂中，瞬

间达到溶剂浓度的平衡，在数秒内快速完成提取过

程[6]。因此，与传统加热回流提取、煎煮提取等方

法相比，闪式提取可有效保证地榆皂苷类成分从药

材中转移完全，不会由于长时间受热而损失。 
此外，本实验采用 Box-Behnken 设计，其充分

考虑到各因素的交互作用，设计方法简单，试验次

数少，在中心点进行重复试验以提高试验精度，同

时采用非线性模型拟合，可信度较好，预测值更接

近真实值。与正交及均匀设计相比，此方法所得结

果更加直观，便于分析。研究结果表明，最佳提取

工艺为：溶媒用量 9 倍、乙醇体积分数 75%、提取

时间 2 min，转移率可达 Y1＝82.20%、Y2＝88.73%，

其快速（2 min）、高效（基本转移完全）的提取效

能进一步揭示地榆皂苷的闪式提取工艺的科学、合

理、可行。综上，本研究为地榆皂苷提取工艺提供

了参考，为下一步地榆制剂研究奠定了基础。 
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