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双水相气浮溶剂浮选法分离富集杜仲叶中京尼平苷酸 

赵  帅，刘磊磊*，郭  婕，彭密军 
吉首大学 林产化工工程湖南省重点实验室，湖南 张家界  427000 

摘  要：目的  采用乙醇/NaH2PO4 双水相气浮溶剂浮选技术，结合响应曲面法对杜仲叶中京尼平苷酸进行分离富集研究。

方法  考察了无机盐种类和用量、有机溶剂的种类和用量、粗提液加入量、空气体积流量和浮选时间对京尼平苷酸浮选效果

的影响，在单因素试验基础上，选择 NaH2PO4质量分数、乙醇体积分数和空气体积流量为实验因素，采用 Box-Behnken 中

心组合设计进行优化实验，确定京尼平苷酸的最优浮选工艺，并进行 100 倍放大研究。结果  在 28% NaH2PO4、23%乙醇双

水相体系中，加入 5 g 粗提液，当空气体积流量为 40 mL/min，浮选时间为 20 min 时，京尼平苷酸浮选效率最佳，达到 97.88%，

富集倍数达到 27.34。100 倍放大后，京尼平苷酸的浮选效率达到 95.60%，RSD 为 0.77%。结论  乙醇/NaH2PO4双水相气浮

溶剂浮选体系对京尼平苷酸的浮选效率高，富集倍数大，为杜仲叶中环烯醚萜类活性成分分离富集提供了一种有效的新方法。 
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Separation and enrichment of geniposidic acid from leaves of Eucommia ulmoides 
by aqueous two-phase flotation 
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Abstract: Objective  Ethanol/NaH2PO4 aqueous two-phase gas solvent sublation coupled with response surface methodology was 

developed for the separation/enrichment and analysis of geniposidic acid from the leaves of Eucommia ulmoides. Methods  For the 

aqueous two-phase flotation project, the flotation effects of different solvent, salts, flotation rate, flotation time, amount of crude extract 

and so on were deeply investigated; Furthermore, a Box-Behnken central composite test design was studied to determine the best 

flotation process conditions of GPA, and three factors including the mass fraction of NaH2PO4, the mass fraction of ethanol, and the 

flotation rate were selected based on the single factor test in the design. A 100 times scale-up experiment also was tested. Results  The 

optimal conditions of the flotation were as follows: the mass fraction of NaH2PO4 was 25%, the mass fraction of ethanol was 20%, the 

amount of crude extract was 5 g, the flotation rate was 30 mL/min, and the flotation time was 20 min. Under the optimal condition, the 

flotation efficiency was 97.88%, and the enrichment factor was 27.34; The 100 times scale-up results showed that the flotation 

efficiency of GPA was 95.60%, and the RSD value was 0.77%. Conclusion  The method with ethanol/NaH2PO4 aqueous two-phase 

gas solvent sublation is suitable for the separation and enrichment of the active ingredients from E. ulmoides because of its high 

distribution coefficient and large enrichment factor. 

Key words: aqueous two-phase flotation; Eucommia ulmoides Oliv.; geniposidic acid; separation and enrichment; response surface 

methodology 

 

杜仲Eucommia ulmoides Oliv. 是杜仲科杜仲属

植物，是我国特有的多年生落叶乔木药用植物，传

统以皮入药，是名贵的滋补药材，《神农本草经》中

将杜仲皮列为“上品”，名为“思仙”[1]。随着研究

的深入，学者发现杜仲皮和叶的化学成分基本相似，

杜仲叶因为资源优势，逐渐被医学工作者接受并重 
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视，收录于《中国药典》2005 年版和 2010 年版。

杜仲叶中化学成分骨架结构复杂庞杂，其中以京尼

平苷酸（geniposidic acid，GPA）为代表的环烯醚萜

类结构最为多样。GPA 可以用于治疗炎症、黄疸和

肝疾病，对肿瘤细胞也有一定的抑制作用[2-3]，具有

预防性功能低下、预防学习行为低下和增强记忆功

能，其量伴随杜仲叶采摘时间变化明显，在 6 月份

达到最高，达到 1.7%[4]。目前，对于杜仲中 GPA

分离，基本上采用溶剂提取，提取液经浓缩后用水

溶解除去脂溶性杂质，然后用石油醚、醋酸乙酯、

正丁醇萃取得到 3 个不同极性部位，再采用大孔树

脂吸附，硅胶柱色谱以及制备高效液相色谱进行分

离纯化[5-7]。 

双水相气浮溶剂浮选技术是在双水相萃取联用

气浮溶剂浮选技术基础上，发展起来的一种全新高

效的分离富集技术，它综合了双水相萃取[8]和气浮

溶剂浮选[9] 2 种技术的优点。常用的双水相气浮溶

剂浮选体系是由亲水性高聚物或者小分子亲水有机

溶剂和无机盐组成，形成上、下两相后，在气体作

用下对目标物进行浮选。其浮选过程受多个变量控

制，浮选体系复杂，涉及气、液、固 3 相体系运动，

形成气-液、固-液及气-固多相界面，依靠界面性质

的改变，达到分离富集的目的。近年来，该技术在

多种中药活性成分分离富集方面都有应用，例如，

甘草中甘草苷[10]、桑黄中总黄酮[11]、葛根中葛根

素[12]、黄芩中黄芩苷[13]。在常用的双水相浮选体系

中，以亲水性小分子有机溶剂与无机盐以一定比例

混合形成的双水相体系，具有原料成本低、黏度低、

传质速度快、操作简便等优点，避免了高聚物价格

昂贵，黏度高，反萃取难度大的缺点，应用最为广

泛[14-15]。本研究采用乙醇/NaH2PO4 双水相气浮溶剂

浮选技术，对杜仲叶粗提液中 GPA 进行分离富集研

究，考察了无机盐的种类与用量、有机溶剂的种类

和用量、空气体积流量、浮选时间、杜仲叶粗提液

的加入量等实验条件，并在单因素试验基础上，选

择 NaH2PO4 质量分数、乙醇体积分数和空气体积流

量为实验因素，采用 Box-Behnken 中心组合设计进

行优化实验，确定京尼平苷酸的最优浮选工艺，并

进行 100 倍放大研究。本研究为杜仲叶中环烯醚萜

类活性成分分离富集提供了一种有效新方法。 

1  仪器与材料 

GZX-9146-MBE 数显鼓风干燥箱，上海博迅实

业有限公司医疗设备厂；LC-20A 高效液相色谱仪，

日本岛津公司；LZB-3WB 玻璃转子流量计，常州

双环热工仪表有限公司；AEG-220 型万分之一天

平，日本 Shimaazu 公司；EASY15 超纯水仪，青岛

市力康生物医疗科技控股有限公司；自制浮选装置，

包括气泵、缓冲瓶、流量计和 G4 砂芯玻璃柱。杜

仲叶采集于吉首大学张家界校区实验基地，经吉首

大学廖博儒研究员鉴定为杜仲科杜仲属植物杜仲

Eucommia ulmoides Oliv. 的叶；京尼平苷酸对照品

（批号 111828-201001），质量分数≥98%，购自日本

光和纯工业株式会社。 

2  方法与结果 

2.1  杜仲叶粗提液的制备 

称取 25.00 g干燥的杜仲叶（放入 80 ℃烘箱中，

烘干 2 h）于圆底烧瓶中，加入 80%乙醇 500 mL，

80 ℃回流提取 2 h，滤过，减压浓缩，转移于 250 mL

量瓶加去离子水定容作为储备液，实验前离心处理

（除去不溶性物质）作为杜仲叶粗提液（HPLC 分析

GPA 质量浓度约为 0.3 mg/mL）。 

2.2  双水相浮选实验 

准确称取一定质量无机盐，用一定质量的去离

子水和 5 g 杜仲叶粗提液进行溶解，转入浮选柱，

加入一定质量无水乙醇，使双水相体系总质量为 20 

g（上相为有机相，下相为水相），从浮选柱下端通

入一定体积流量的空气，浮选一段时间后，停止通

气，将浮选柱中溶液迅速转入带刻度 25 mL试管中，

静置，待溶液能够分成 2 相，且界面清晰，上、下

相体积不变后，记录上、下相体积。用移液器准确

移取 1.00 mL 上相溶液置于玻璃培养皿，放于烘箱

中 50 ℃烘干 2 h；烘干后，用 50%甲醇溶液将其转

移于 5 mL 量瓶中并定容，过 0.45 μm 有机系滤膜，

进行 HPLC 检测[16-17]；下相溶液直接过 0.45 μm 有

机系滤膜，进行 HPLC 检测。 

2.3  液相色谱条件 

色谱柱为 Agilent TC C18 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为甲醇-0.1%磷酸水溶液（23∶77），

体积流量 1.0 mL/min；柱温 35 ℃，检测波长 240 

nm，进样量 20 μL[18-19]。色谱图见图 1。 

2.4  GPA 标准曲线的绘制 

精密称取 GPA 对照品 22.8 mg，用甲醇溶解并

定容至 5 mL 量瓶中，配成 4.560 mg/mL 的 GPA 对

照品溶液，采用逐级稀释法，分别移取一定体积的

母液，用 50%甲醇定容至 5 mL 量瓶中，配制成 GPA

质量浓度分别为 16.8、42.0、70.0、175.1、437.8、 
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图 1  不同样品的 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC analysis of samples obtained from various 

extraction steps 
 
729.6 μg/mL 对照品溶液。以质量浓度为横坐标（X），

峰面积积分值为纵坐标（Y）绘制标准曲线，得回

归方程：Y＝30 975 X－30 884，r2＝0.999 9，线性

范围 16.8～729.6 μg/mL。同时取 70 μg/mL 的 GPA

对照品溶液，按“2.3”项下的色谱条件，连续进样

6 次，进行 HPLC 检测，结果显示 GPA 保留时间的

RSD 为 0.43%，峰面积的 RSD 为 0.42%。 

2.5  浮选效率的计算 

富集倍数（α）＝Ct/C，相比（R）＝Vt/V，浮

选效率（E）＝(1－C/C0)
[12-13]，其中 C0 为浮选前

水相中京尼平苷酸质量浓度，C 为浮选后水相中京

尼平苷酸质量浓度，Ct 为浮选后上相中京尼平苷酸

质量浓度，V 为浮选后水相体积，Vt 为浮选后上相

体积。 

2.6  双水相浮选条件优化 

2.6.1  亲水有机溶剂及无机盐的选择  通过改变有

机溶剂的加入量，考察在室温条件下，采用浊点法

绘制乙醇、正丙醇、异丙醇/NaH2PO4 双水相体系相

图[20]。由图 2 可知，有机溶剂分相能力：正丙醇＞

异丙醇＞乙醇[21]，3 种溶剂都有较好的分相效果，

而正丙醇/NaH2PO4 双水相体系展现出相对较宽的

分相范围；GPA 属于大极性物质，易溶于强极性溶

剂中，在水中的溶解性大于甲醇、乙醇等有机溶剂，

常用的亲水有机溶剂极性顺序为乙醇＞正丙醇＞异 

 
 
 

图 2  3 种醇与 NaH2PO4的相图 

Fig. 2  Phase diagrams for three alcohols and NaH2PO4  
丙醇，经过对比正丙醇/NaH2PO4 和乙醇/NaH2PO4

双水相气浮溶剂浮选体系发现，后者 GPA 在液相中

能够出现正常的正态分布峰型，E 高，前者 GPA 峰

型不规则。因此本实验选择乙醇作为分相有机溶剂。 

无机盐筛选中，考察了 K3PO4、K2HPO4、

KH2PO4、NaH2PO4、(NH4)2SO4、NaCl 6 种无机盐

的分相情况，结果表明，乙醇不能和 NaCl 溶液形

成双水相体系，在乙醇/K3PO4、乙醇/K2HPO4、乙

醇/KH2PO4、乙醇/NaH2PO4 和乙醇/(NH4)2SO4 等 5

种双水相体系中，分相能力最好的是 (NH4)2SO4，

能够在较少的盐和醇用量时形成稳定的双水相体

系，但 (NH4)2SO4 溶解度随温度影响比较大，容易

析出晶体，分相稳定时间较短；K3PO4 和 K2HPO4

虽能够稳定分相、持续时间长，但属于碱性盐，由

于 GPA 在碱性条件下不稳定、容易分解，导致浮选

后在体系的上相与水相中均检测不出 GPA，所以不

适合作为浮选体系。KH2PO4 和 NaH2PO4 分相能力

虽不如 K3PO4 和 K2HPO4，但属于酸性盐，GPA 在

其中相对稳定，经实验验证，发现乙醇/KH2PO4、

乙醇/NaH2PO4 对 GPA 的浮选效果较好，但由于

KH2PO4 在水中的溶解度较小（20 ℃，226 mg/mL），

最终选择乙醇/NaH2PO4 双水相体系为最优体系分

离富集 GPA。 

2.6.2  NaH2PO4 加入量的影响  NaH2PO4 的质量分

数在 20%、25%、30%、35%时，其他按“2.2”项

下方法进行，结果见图 3。结果显示，随着 NaH2PO4

用量的不断加入，GPA E 和 α都逐渐增大；到达某

一临界点时，E 和 α都逐渐减小，而 R 随 NaH2PO4

用量的加入，逐渐变小。这是因为双水相体系的分

相过程是一个有机溶剂与无机盐竞争夺取水分子的 
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图 3  分相盐质量分数的影响 

Fig. 3  Effect of mass fraction of salt on flotation 
 
过程，分相能力与有机溶剂的水化能力和无机盐的

盐析能力密切相关，随着 NaH2PO4 用量的增加，水

相中 NaH2PO4 可以比上相乙醇溶剂争夺更多的水

分子，下相体积增大，上相体积减小，R 持续减小；

在气泡的传质作用下，E 和 α在 NaH2PO4 质量分数

为 25%时达到最大。但由于 GPA 是强极性物质，易

溶于水溶液中，当继续增加 NaH2PO4 的用量时，水

相中 NaH2PO4 用量增大，导致 GPA 更易富集于水

相，E 和 α降低。 

2.6.3  乙醇加入量的影响  无水乙醇的体积分数在

15%、20%、25%、30%时，其他按“2.2”项下方

法进行，结果见图 4。结果显示：GPA E 和 α都逐

渐增大；到达某一临界点时，E 和 α 都逐渐减小，

而 R 随 NaH2PO4 的加入，逐渐增大。随着乙醇用量

增加，乙醇分子可以比 NaH2PO4 争夺更多的水分，

使得上相中水量增大，下相体积减小，R 持续增大，

E 和 α在乙醇体积分数为 20%时达到最大；当继续

增加乙醇用量，使水相中溶解的乙醇量增大，E 和

α降低。 

2.6.4  空气体积流量的影响  空气体积流量为 20、 
 

 
 
 

图 4  乙醇体积分数的影响 

Fig. 4  Effect of mass fraction of ethanol on flotation 

30、40、50 mL/min 时，其他按“2.2”项下方法进

行，结果见图 5。随着空气体积流量的增大，E 和 α

都出现波浪式变动，30、50 mL/min 效果要优于 20、

40 mL/min，R 则相反。总体来讲，增大空气体积流

量有利于提高气泡结合 GPA 分子的能力和接触时

间，增加 E；当空气体积流量为 40 mL/min 时，气

泡量增加使得器壁上气泡首尾相连形成通道，使得

GPA 倒流回水相，同时有更多气泡在上升过程中由

于碰撞等原因导致提前破裂，使得吸附在气泡表面

的 GPA 分子未进入上相；当空气体积流量为 50 

mL/min 时，使得浮选柱中上、下相完全混合成均一

相，增大了 GPA 与有机溶剂的接触面积和接触时

间，所以 E 偏大。 

2.6.5  浮选时间的影响  浮选时间在 10、20、30、

40 min 时，其他按“2.2”项下方法进行，结果见图

6。结果显示，E 随时间的延长而增大，当浮选时间

为 20 min 时，浮选基本达到平衡，继续增加浮选时

间，E 变化不大。 
 

 
 
 

图 5  空气体积流量的影响 

Fig. 5  Effect of air flow rate on flotation 
 

 
 
 

图 6  浮选时间的影响 

Fig. 6  Effect of time on flotation 
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2.6.6  杜仲叶粗提液的加入量  杜仲粗提液的加入

量为 1、3、5、7、9 g，其他按“2.2”项下方法进

行。结果表明双水相浮选实验前水相中 GPA 的质量

浓度对浮选效果影响不大，故选择杜仲粗提液的加

入量为 5 g。 

2.7  响应曲面法优化实验设计 

为了进一步优化双水相气浮溶剂浮选法分离富

集 GPA 的工艺条件，考察因素之间是否存在交互作

用，根据 Box-Behnken 实验设计原理，在单因素实

验基础上，选择了 NaH2PO4 质量分数（A）、乙醇体

积分数（B）、空气体积流量（C）为自变量，E 为

因变量，共设计 17 个实验点，每个实验点做 3 次平

行，进行响应曲面分析优化确定 GPA 的最佳浮选条

件，实验安排及实验结果见表 1。采用 Design-Expert 

8.05b 软件对表 1 中的数据进行回归分析，方差分析

见表 2，通过对各因素进行回归分析，拟合得到 E

与各自变量的回归方程为 Y＝95.47＋1.72 A＋2.13 

B＋0.074 C－1.15 AB＋0.54 AC＋0.71 BC－0.53 

A2－0.86 B2－0.25 C2。 

从表 2 可以看出，数学模型的 F＝9.55、P＝

0.003 5＜0.05，表明该模型对双水相气浮溶剂浮选

工艺影响显著，模型确定系数 R2＝0.924 7，变异系

数 CV＝0.98%，模型调整系数 Radj
2＝0.827 9，表明

数据离散程度较小，模拟程度良好，实验误差较小，

模型相关度良好。A、B 对浮选工艺有显著影响，

交互项中 A 与 B 对 E 影响显著。二次项均对 E 影

响不显著。实验因素间交互作用的 3D 响应曲面见

图 7。 

结合 Box-Behnken 实验设计方案，利用 RSM

研究各个因素之间对 GPA E 的影响，预测得出 GPA

的最优浮选实验条件为 NaH2PO4 的质量分数为

28%，乙醇的体积分数为 22.92%，空气体积流量为

40 mL/min，E 最大值为 97.85%。 

2.8  验证实验 

为验证该模型的有效性，考虑实际情况，将浮

选条件中乙醇体积分数修正为 23%，选择 NaH2PO4 

表 1  Box-Behnken 实验设计及结果 

Table 1  Design and results of Box-Behnken test design 

实验号 A/% B/% C/(mL·min−1) E/% 实验号 A/% B/% C/(mL·min−1) E/% 

 1 28 (1) 20 (0) 20 (−1) 96.146 9 10 25 (0) 23 (1) 20 (−1) 94.729 2

 2 25 (0) 23 (1) 40 (1) 97.334 1 11 22 (−1) 20 (0) 20 (−1) 94.124 6

 3 25 (0) 17 (−1) 20 (−1) 92.821 2 12 25 (0) 20 (0) 30 (0) 96.304 2

 4 22 (−1) 17 (−1) 30 (0) 88.445 4 13 25 (0) 20 (0) 30 (0) 95.781 3

 5 28 (1) 23 (1) 30 (0) 97.400 3 14 25 (0) 20 (0) 30 (0) 94.407 5

 6 28 (1) 20 (0) 40 (1) 96.346 2 15 22 (−1) 20 (0) 40 (1) 92.159 6

 7 25 (0) 20 (0) 30 (0) 95.362 8 16 28 (1) 17 (−1) 30 (0) 94.525 4

 8 25 (0) 20 (0) 30 (0) 95.513 1 17 22 (−1) 23 (1) 30 (0) 95.937 1

 9 25 (0) 17 (−1) 40 (1) 92.571 0      

表 2  回归方程显著性检验 

Table 2  Significance test of regression equation 

项目 平方和 自由度 F 值 P 值 项目 平方和 自由度 F 值 P 值 

模型 73.51  9 9.55 0.003 5 A2  1.20  1 1.40 0.275 4 

A 23.64  1 27.64 0.001 2 B2  3.14  1 3.67 0.096 9 

B 36.29  1 42.43 0.000 3 C2  0.26  1 0.30 0.601 7 

C  0.04  1 0.05 0.828 3 残差  5.99  7   

AB  5.33  1 6.23 0.041 2 失拟项  4.05  3 2.79 0.173 3 

AC  1.17  1 1.37 0.280 2 纯误差  1.93  4   

BC  2.04  1 2.38 0.166 6 总和 79.49 16   

P＜0.001 为极显著；P＜0.05 为显著 

P < 0.001 is highly significant; P < 0.05 is significant 
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图 7  交互作用对 GPA E 影响 

Fig. 7  Effect of interaction on flotation efficiency of GPA 
 

的质量分数为 28%，乙醇的体积分数为 23%，空气

体积流量为 40 mL/min，加入 5 g 粗提液，浮选 20 

min。按照“2.2”项下操作进行 5 次验证实验，结

果 5 次的 E 分别为 97.88%、97.71%、97.91%、

98.04%、97.86%。由此可知，优化条件下 GPA 的 E

平均为 97.88%，α 为 27.34，非常接近理论预测值

97.85%。 

2.9  放大实验 

为了验证最优实验条件的实用性，结合实际情

况，对最优实验工艺进行了 100 倍放大研究。由于

浮选柱中待浮选的双水相溶液质量为 2 000 g，小试

时 40 mL/min 的体积流量不能完成浮选实验，所以

选用空气压缩机将气体体积流量设定为能使两相有

清晰界面的最大体积流量为最佳体积流量，浮选 20 

min，进行 2 次实验，结果显示，GPA 的 E 为 95.60%，

α 为 8.40，RSD 为 0.77%，说明优选的浮选工艺条

件实用性良好，可以进一步进行中试放大研究，能

够为工业生产提供一定的理论指导，具有较好的应

用前景。 

3  讨论 

双水相萃取因为存在易乳化、分相时间长、分

离效率低等缺点，限制了其应用，实验中常常需要

借助超声、离心、微波等一系列的仪器设备来辅助

完成实验，本实验基于双水相萃取，辅助气浮溶剂

浮选技术对杜仲叶乙醇提取物中 GPA 进行了系统

分离富集研究。 

实验采用单因素试验考察了无机盐的种类和

用量、有机溶剂的种类和用量、空气体积流量、浮

选时间和粗提液加入量 5 个因素对 E、α和 R 的影

响。其中 NaH2PO4 的质量分数，乙醇的体积分数和

空气流速对浮选效果影响较大，本研究采用了 3 因

素 3 水平的响应面实验设计，Box-Behnken 实验设

计通过非线性模型拟合，优选出最佳浮选工艺条

件，避免了正交试验设计和均匀试验设计的不全面

性，具有较好的预测性，为双水相气浮溶剂浮选法

分离富集中药活性成分提供了科学依据。结果显

示，在 NaH2PO4 的质量分数为 28%、乙醇的体积

分数为 23%，杜仲叶粗提液的加入量为 5 g，空气

体积流量为 40 mL/min，浮选时间为 20 min条件下，

GPA 的 E 达到 97.88%，α达到 27.34。双水相气浮

浮选技术为中药中活性成分的高效快速分离提供

了一种新方法。 
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