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摘 要：以乳白香青为原料，确定乳白香青中绿原酸最佳提取的工艺条件。在单因素实验的基础上 ，运用Box—Behnken 

中心组合 实验设计 ，建立绿 原酸提 取得 率的二次 回9-3模 型，确 定乳 白香青 中绿 原酸的优化 工艺条件为 ：提取温度 为 

41℃，液料 比为31：1(mL／g)，甲醇浓度为66％(v／v)，绿原酸的得 率为5．2796(mg／g)，接近于模型预测值5．3295(mg／g)。 
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Optimization of extraction technology of chlorogenic acid frOm 

Anaphalis lactea Maxim．by response surface methodology 
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MEI Li-juan ．WANG Qi-lan · 
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Abstract：ln order to promote the extractab⋯lV of chlorogenic acid frOm Anapha／is lactea Maxim，we established 

a quad ric reqression equation for predicting the yield of chlorogenic acid on the basis of one-factor tests． 

according to Box—Behnken design．The result showed that the optimum conditions for the extraction of 

chlorogenic acid were as follows：extraction temperature 41 oc．ratio of materia J to solvent 31：1(mL／q)，MthaneI 

concentration 66％(v／v) Under these conditions，the chlorogenic acid yield WaS up to 5 2796(mg／g)which 

was welI matched with the predictive extracting yield 5 3295(mg／g)． 
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乳 白香青 naphalis Icy'tea Maxim．)属 菊科 香 青 

属 多年 生草 本 植物 ，丰 要分 布于 青海 东部 、甘 肃 南部 

及 四川 西北 部 ，为常 用藏 药 ，全 草用 药 ，具 有活 血 散 

瘀 、祛风 湿 、消 痞 瘤 、平 肝潜 阳 、祛痰 、平 喘及 外 用 止 

血 、治风寒 感 冒 、胃溃疡 等功 效[ 。绿 原酸 是乳 白香 

青 中主 要 的生 物 活性 物质 之 一 ，化 学 名 称 为3一咖 啡 

酰 奎尼 酸 ，分 子式 为C H 09' 。绿 原酸 具有 较强 的牛 

理 活 性 ，如 抗 肿 瘤 、抗 氧 化 、抗 病 毒 [91、消 炎 HOl、解 

毒 、利 胆 、降压 降血 脂和 升 高 白细 胞 及显 著增 加 胃肠 

蠕 动和促进 胃液 分泌等 药理 作用⋯一 ，对大肠 杆菌 、金 

色葡萄球 菌 、肺 炎球菌和 病毒 有较强 的抑制 作用 51。 

绿原 酸 作 为极 具 生 物 活性 的天 然 物质 ，目前 己被广 

泛应 用 于医 药 、食 品、臼化 等行 业 。我 国虽 然拥 有 富 

含绿 原 酸 的金花 、杜仲 等 丰富 的 自然 资源 ，国 内外对 

绿 原 酸 的需求仍 然较 大 。但截 至 日前 ，国 内外 文献还 

没有 对 乳 白香青 中绿 原酸 提取 工 艺研 究报 道 。鉴 于 
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响应 面法 在 优 化 反应 条 件 、研 究各 因素之 间相 互 作 

用 的过程 中具有直观 、简便 的特 点，如张盔等II 6】就响 

应 面 法 与 正交 实 验对 骨 素 酶 解 工 艺做 了对 比 ，结果 

发 现 响应 面法 得 出的最 优工 艺所 得 的水解 度 比正交 

实验得 出的最优工艺所得水解度高出15．4％。将响应 

面 法用 于乳 白香青 绿原 酸提 取工 艺 的优化 和 结 果分 

析 ，对 开发和 利用 乳 白香青 资源有 重要 意 义 。本研 究 

在 单 素 实验 的基 础上 选择 提取 温度 、液 料 比 、甲醇 

百分 含 量 3个 主 要 因 素 ，用 绿 原 酸 标 准 品HPLC~ 绘 

制标 准 曲线 ，以绿 原酸 得 率 为指 标 ，采 用响应 面 法对 

乳 白香青 中绿 原酸提 取工 艺进行 了优 化 。 

1 材料与方法 

1．1 材料与仪器 

乳 白香 青 201 1年 8月采 自青 海 省 门源 县仙 米 

林场 (N37。23’一37。50’，E101。46’～102。39’之 问)，经 

中国科 学 院西北 高原 生研 究所 梅丽 娟 高级 工程 师 答 

定 为 乳 白香 青 (，4naphalis lactea Maxim．)；绿 原 酸 标 

准 品 购 自中 国药 品生 物 制 品检 定 所 ；试 剂 除 高 

效色 谱流 动相 用 色谱 纯外 ，其 余均 为分 析纯 ；色 谱 用 

水 超纯水 。 
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Agilent 1200型 液相 色谱 仪 美 国安捷 伦 仪器 有 

限公 司 ；XS105DU型 电子天 平 瑞 士梅 特 勒 托利 多 ； 

DFY一300型 高速 万 能粉 碎机 温 岭 市林 大机 械 有 限 

公 司 ；HH一6型 数 显恒 温 水 浴 锅 国华 电器 有 限 公 

司 ；U 一I一57型 优 普 超 纯 水 机 成 都 超 纯 水 科 技 

有 限公 司 。 

1．2 实验方法 

1．2．1 材料 预 处理 将 乳 白香 青 置于 通 风避 光 处 阴 

干 至恒 重 ，用 中 药粉 碎 机 粉 碎 成 细 粉 ，过 八 十 目筛 ， 

备用 。 

1．2．2 色 谱 条 件 色 谱 柱 为 Phenomenex ODS 

(150．0mmx4．6mm，351~m)色 谱 柱 ；流 动 相 为 乙 腈 一 

0_3％磷 酸 (13：87，V／V)；检 测 波 长 为 327nm；柱 温 为 

25oC；流速 为 1．OmL／min；进样 量 为 10p~L。 

1．2．3 绿 原 酸标 准 曲线 的绘 制 精 密 称取 绿 原 酸对 

照 品2．4mg，置 于 1OmL-~量瓶 中 ，用 乙腈 溶 解 并定 容 ， 

得 0．24mg／mL的对 照 品储 备液 。在液 相 中绿 原酸 标准 

品进 样 量 分别 为 5、8、10lxL，以绿 原酸 标 准 品 的质 量 

为纵坐 标 ，以峰面 积为横 坐 标绘 制标 准 曲线 。计 算得 

线 性 回 归方 程 为 ：y=0．0004x一0．0088，r=O．9998，如 图 1 

所 示 。结 果表 明，峰面 积与 绿原 酸标 准 品 的质 量线 性 

关系 良好 。绿原 酸对 照 品色 谱 图及 乳 白香 青样 品色 

钿 

O 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 

峰面积 (mAU) 

图1 绿原酸标准曲线 

Fig．1 Standard curve of chlorogenic acid 
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图2 绿原酸对照品(A)及乳白香青样品(B)HPLC图 

Fig．2 HPLC chromatogram of chlorogenic acid reference 

substance(A)and samples(B)of A naphalis laetea Maxim 
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谱 图如 图2所 示 。 

1．2．4 单 因素 实 验 设 计 在 进 行 响 应 面 分析 之 前 ， 

先 通过 单 素 实验 选 出对 乳 白香 青绿 原酸 提取 得 率 

有影响的因素 ，并确定其实验水平 。参考相关文献 ， 

本 文称 取 1．00g~L白香 青粉 末 ，考 察 了不 同的液 料 比 

(10：1～50：1)、提 取 温 度 (30～90℃)、甲醇 提 取 浓 度 

(45～95％)、超 声 时 问 (5～30min)对 绿 原 酸提 取 得 率 

的影 响 。 

1．2．5 响应 面 法 实 验 设计 与 数 据 分 析 方 法 根 据 

Box—Benhnken实验 设 计 原 理 ，选 择 影 响 乳 白香 青 绿 

原 酸 得率 (Y)的3个主 要 影 响 因素 ：提取 温 度 (A)、液 

料 比 (B)、甲醇浓 度 (C)进 行 组 合 。以一1、0、1代 表 白 

变 量 水 平 ，X 为 白变 量 的编 码 值 ；x；为 自变 量 的 真 实 

值 ；其 关 系为 X =(x．一X )lAX。其 中 ， 为实 验 中心 点 

处 自变量 的真 实值 ；AX为 自变 量 的变 化步 长lJ7】。实验 

因素 及水 平编 码见 表 1。 

表1 Box—Behnken设计因素水平及编码 

Table 1 Factors and levels of Box—Behnken design 

2 结果与分析 

2．1 单因素实验结果 

2．1．1 液 料 比对绿 原 酸提 取率 的影 响 设定 甲醇浓 

度 为 70％，提 取温 度 为 50qC，考 察 液料 比对 绿 原酸 提 

取 率 的 影 响 。 设 计 液 料 比 为 10：1、20：1、30：1、40：1、 

50：1。结果 如 图3所 示 。当料液 比为30：1时 ，绿原 酸提 

取 得率 基本 不 再增加 。再增 加液料 比，绿原 酸提取 得 

率 基本 稳定 ，但 同时会增 加生 产成本 。 
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图3 液料比对绿原酸提取率的影响 

Fig．3 Effect of liquid to solid ratio on extraction rate of 

chlorogenic acid yield 

2．1．2 提 取温 度 对绿 原 酸提 取 率 的影 响 设定 液料 

LL2O：1，乙醇 体积 分 数 为70％，考 察提 取 温 度 对绿 原 

酸提 取率 的 影响 。设 计提 取温度 为 30、40、50、60、70、 

80、90℃。结 果如 图4所 示 ，绿原 酸提 取率温 度升 高而 

增加 ，当温度 升高至 时40~(2，绿 原酸提取得 率最高 ；40～ 

60qC时绿 原酸提 取率 平稳 ；随后提取 率 急剧 降低 。 

2．1．3 甲醇浓 度对 乳 白香 青 中绿 原酸提 取 率 的影 响 

设 定 液料 ~E20：1，提 取 温度 50~(2，考 察 甲醇 浓 度 对 

绿 原 酸 提 取 率 的影 响 。设 计 甲醇 体积 分 数 为45％、 

55％、65％、75％、85％、95％，结粜 如 图5所 示 。绿原 酸 

5  3  5  2  5  5  0  

3  2  ●  O  
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图4 小l占J温度对绿原酸提取率的影响 

Fig．4 Effect of extraction temperature on extraction rate of 

ehlorogenic acid 
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图5 甲醇浓度对绿原酸提取率的影响 

Fig．5 Effect of methanol concentration Orl extraction rate of 

chlorogenic acid 

提 取 牢 随 甲醇 浓 度 增 加而 增 加 ，当 甲醇 体 积 分 数 为 

65％时 ，绿 原酸 提取 率最 高 ，甲醇浓 度大 于65％时 ，绿 

原酸提 取 得率 下 降。 

2．2 响应面法实验数据分析 

对 乳 白香 青 中绿 原 酸 提 取 工 艺进 行 响 而 分 

析 ，其 具 体 实验 方 案 及 结 果见 表 2，方 差分 析 结 果 见 

表 3。 

采 用Design—Expert 8．05软件 对 各 素 进行 网 归 

拟 合 ，得 剑绿 原酸 得牢 回归方 程 ： 

Y：5．26+0．18A+0．38B+0．17C+0．094AB+0．13AC+ 

0．23BC-0．46A2_0．54B2_0．48C0—0．080A B。 

表2 Box-Behnken实验因素水 及设计方案和结果 

Table 2 Box—Behnken experimental design and results 
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表3 【旦11月统汁分析结果 

Table 3 Regression analysis 

汴：fJ<0．05，显著；p<0．01，极显著。 

模 型 的 町靠 性 从 差 分析及 相 关 系数 米考 祭 

(见表3)。结 果表 明对 绿原 酸提 耳义量所 建 的 次 多 

项模 具有 显著性 。 而该 模 型拟合程 度 比较好 ，实 

验误 差 小 ，可 以用 此 模 型 对 甲醇 提 取 乳 F1香青 中 绿 

原酸 的提 取量 进行 分析 和预 测 。模 型方 程 同 归系 数 

及其 显著 性 检验 (见表 3)。结 果表 明 ，一次 项 A、C 

著 ，B极 著 ；二 次项A 、B 和 c。极 显著 ；交 项AB、 

ACeI<显著 ，BC显 著 。 

2．3 响应面分析和因素 间的交互影响 
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根 据 拟 合 模 型 绘 制 乳 白香 青 绿 原 酸 的 响 应 面 

图 ，可直 观地 看 出响应 面 的最 高 点 ，即参数 范 围 内的 

极值 以及 因素 间 的相 互 作 用 对 响应 值 的 影 响 ，依 次 

可 以确 定最 佳 工 艺参 数 范 围 。Design—Expert 8．05软 

件 处 理后 三维 响应 面 图见 图6。 

通 过 模 型 方 程 所 作 的响 应 曲面 图 ，可 直 观 地 描 

述 各 因素 对 响应 值 (绿 原酸 含量 )的影 响和 各 个 因素 

问 的交互 作用 。 由图6可 以看 出 ，响应 曲面 均 是 开 口 

向下 的 凸面 ，等 高线 近似 为 圆形 ，其 中心位 于 所考 察 

区域 内 ，说 明在 考 察 的区 域 范 围 内存 在 响应 值 的极 

大 值 ，同时 响应面 为 突 出 的 曲面 ，即简 单 的一 次线 性 

方 程难 以解 析 。 

通 过 Design—Expert 8．05软件 分 析 各 因素 对 乳 白 

香 青 中绿 原酸 得 率 的影 响 得 出结 论 ，甲醇 提 取 乳 白 

香 青 绿 原酸 的最 佳 条 件 为提 取 温 度4I．33 、甲醇 浓 

度 66．33％．~13液 料 比31．33：1。在 此条 件 下绿 原 酸提 取 

量 可达5．3295mg／g。为检 验 响应 面 法 的可靠 性 ，采 用 

上 述最 优提 取 条件 进 行 乳 白香青 中绿原 酸 甲醇提 取 

实 验 ，同时考 虑到 实 际操 作 的情 况 ，将乳 白香青 绿 原 

酸 最 佳 提 取 条 件 修 正 为 提 取 温 度 41 oC、甲 醇 浓 度 

66％ 、液 料 比 3I：I，实 际 测 得 的 绿 原 酸 含 量 为 

5．2796mg／g，与 理论预 测 值基 本吻 合 。因此 ，采 用 响应 

面 法优 化得 到 的乳 白香青 中绿原 酸 甲醇 提取 工 艺 参 

数基 本准 确 可靠 ，具有 一 定 的实用 价值 。 

3 结论与讨论 

乳 白香青 成 分复 杂 ，采 用紫 外分 光光 度 法测 定 

时 杂 质干 扰 严 重 ，无法 对 其 活 性 成 分 绿 原 酸 进行 定 

量 分析 。本 实 验参 考文 献 [191采 用 HPLC'~ 并进 行优 

化 ，以 乙睛一0．3％磷 酸 溶液 (13：87)为流 动 相 ，分 离度 

好 、重现 性 好 、操 作简 便 、数据 可靠 ，可用 于乳 白香青 

中绿 原酸 含 量 的质 量 控制 。 

本 文在 单 因 素 实验 的基 础 上 ，采 用 响应 面法 对 

乳 白香 青绿 原 酸提 取 工 艺进行 了优化 ，结果 表 明 ，各 

因 素指 标 之 间 的 关 系 不 是简 单 的线 性 关 系 ，而 是 二 

次关 系 。从本 次 实验 数据 所绘 制 的 曲面 图可 以看 出， 

提 取温 度 、液 料 比 、甲醇浓 度 3个 因素对 乳 白香青 中 

绿 原酸 成 分 提 取 率 的 效应 趋 势 ，液 料 比对 考 察 指标 

影 响较 大 ，提 取 温 度 与提 取 浓 度 对 考 察 指 标 的 影 响 

较 小 。通 过 回 归方 程优 化 得乳 白香青 中绿 原 酸 的最 

佳 提 取工 艺 为 ：提 取温 度41℃，料液 比31：1，甲醇 浓度 

为66％，此 条 件 下 乳 白香 青 中绿 原 酸 平 均 提 取 得 率 

为5．2796mg／g，高 于 优 化 前 的 提 取 率3．8356mg／g。 响 

应 面 法优 化 乳 白香 青 中绿 原酸 提取 率 比优 化 前提 高 

了27．40％。回归 分析和 验 证实 验结 果表 明，采 用 响应 

面 法 优 化 乳 白香 青 中绿 原酸 的提 取 工 艺 条 件 ，得 到 

的绿 原酸提 取 工 艺流程 具有 实 际应用 价 值 。 
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