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响应面设计法优化不同基源贝母中
总生物碱的提取工艺
徐 彦，刘 圆，吕露阳，曾 锐，张志锋*

(西南民族大学少数民族药物研究所，四川 成都 610041)

摘  要：为获得贝母总生物碱的最佳提取工艺参数，以川贝母作为工艺参数研究对象，运用响应面试验设计探讨以

氯仿和甲醇体积比、液料比、提取时间作为提取工艺考察因素，以总生物碱为考察指标，用比色法测定不同基源贝

母中总生物碱的含量，优化出贝母的最佳提取工艺，并比较不同基源贝母在该最佳工艺条件下总碱的含量差异。结

果贝母总生物碱的最佳提取工艺参数为：氯仿:甲醇4.2:1(V/V)、液料比30:1、提取4h，此条件下，四川松潘川贝母

的总生物碱含量2.84mg/g。不同基源贝母中，湖北贝母总生物碱的含量最高，达5.379mg/g。本方法结果可靠、操

作简便，优化后的最佳提取条件适合贝母总碱的批量提取。
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Abstract：This study was carried out to establish optimum conditions for the extraction of total alkaloids from Bulbus 
Fritillariae and to compare the extraction efficiency of total alkaloids from Bulbus Fritillariae from different species and 

growing areas under optimum extraction conditions. Response surface methodology was used to optimize the extraction of 

total alkaloids from Bulbus Fritillariae cirrhosae. The optimal extraction conditions were found to be 4.2:1 (V/V), 30:1 and 4 

h for CHCl3/CH3OH ratio, solid-to-solvent ratio and extraction time, respectively. The extraction efficiency of total alkaloids 

from Bulbus Fritillariae cirrhosae under these conditions was 2.84 mg/g compared to 5.379 mg/g from Bulbus Fritillariae 
hupehensis, highest among the five Fritillaria species investigated. The optimized extraction method was simple, reliable 

and allowed large-scale extraction of total alkaloids from Bulbus Fritillariae.
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贝母为百合科贝母属多种植物的干燥鳞茎，具有止

咳化痰、清热散结之功效。在民间常常用于制作具有保

健作用的药膳食用，如川贝冰糖汤、川贝酿梨、贝母炖

猪肺等。贝母在我国分布较广，《中国药典》(2010版)收

载了川贝母、浙贝母、湖北贝母、新疆贝母、平贝母等

5个品种，近年来也有一些新种被发现 [1]。贝母的主要

成分为生物碱，生物碱不仅具有明显的镇咳作用[2-5],而

且有其他多方面的药理活性 [2-4]。生物碱的含量常作为

贝母类药物的指标成分，其测定方法有比色法、两相滴

定法、非水滴定法、薄层色谱法、反相离子对高效液相

色谱法等[5]。

近年来对于贝母总碱提取工艺的报道[6-9]中，大多是

对单一品种多采用乙醇渗漉提取或乙醇回流提取，然后

用氯仿进行萃取，然而通过这些方法提取的贝母总碱操

作较为复杂、收率较低，并且目前尚未有关于多种不同

来源的贝母在同一提取条件下进行总生物碱的比较研究

报道。因此本研究考虑到氯仿对生物碱的溶解度比乙醇

更大，而甲醇提取比乙醇提取的杂质更少，选择氯仿-

甲醇的混合溶剂提取，通过单因素试验和响应面设计试

验，以提取溶剂比例、液料比、提取时间等作为提取工

艺考察因素，优化贝母总生物碱的提取工艺，得出最佳

提取条件。作者收集了不同产地、不同基源的贝母，在

优化的最佳提取条件下提取贝母总生物碱，以贝母乙素

为对照品，用酸性染料比色法测定其总生物碱的含量。
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1 材料与方法

1.1 材料、仪器与试剂

川贝母、平贝母、新疆贝母、湖北贝母和浙贝母的

鳞茎，经笔者鉴定。贝母总生物碱提取工艺优化试验中

所用的贝母材料为川贝母。贝母素乙 中国食品药品检

定研究院；氯仿、甲醇、溴麝香草酚蓝等均为分析纯。

METTLER AE240电子分析天平 梅特勒-托利多仪

器有限公司；W201B恒温水浴锅 上海申顺生物科技有

限公司；Unicam UV-500紫外-分光光度仪 美国赛默飞

世尔科技公司。

1.2 方法

1.2.1 贝母总生物碱的制备

将贝母鳞茎粉末在50℃恒温烘干至恒质量，精密称

取粉末0.5g置于50mL圆底烧瓶中，加入适量氨水浸泡，

浸泡一段时间后加入氯仿-甲醇混合溶剂，水浴加热回流

提取，按照单因素考察和响应面设计表设定的条件进行提

取，过滤，挥干溶剂，用甲醇定容至25mL，静置待测。

1.2.2 吸收波长的选择

精密吸取样品溶液1mL，置分液漏斗中，加氯仿

14mL，邻苯二甲酸氢钾缓冲液缓冲液(pH5.0)5mL，溴麝

香草酚蓝溶液2mL，充分振摇，静置0.5h使充分分层，取

下层氯仿液，用干燥滤纸滤过，取滤液，在200～600nm

波长范围内进行紫外吸收扫描。同时取贝母素乙对照液

0.5mL，同上法测定，随行空白测定。结果显示，标准品

溶液和样品溶液的最大吸收出现在(415±1)nm处，故选

415nm处为贝母总生物碱的测定波长。

1.2.3 标准曲线的绘制

贝母素乙标准品溶液的配制：精密称取贝母素乙

对照品5.0mg，用甲醇溶解定容至10mL，即得质量浓度

0.5mg/mL标准品溶液。

精密吸取上述述贝母素乙标准溶液母液2.5mL，用

甲醇定容于25mL容量瓶，制成质量浓度为0.05mg/mL

的标准液，再分别吸取1.0、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、

5.0mL，按照1.2.2节所述的显色方法显色后，在415nm

波长处进行紫外吸收度测定，以吸光度(Y)为纵坐标、贝

母素乙质量浓度(X/(mg/mL))为横坐标，绘制标准曲线，

得回归方程：Y＝4.5262X－0.0777，R2＝0.9996。结果表

明，贝母素乙标准品质量浓度在0.05～0.25mg/mL范围内

与吸光度呈良好线性关系。

1.2.4 贝母总生物碱的测定

精密吸取样品溶液1mL，按1.2.2节中的测定方法测

定其吸光度，重复3次，取其平均值为最终吸光度。根据

测得的吸光度，计算出其相应的质量浓度，得贝母总碱

的计算公式如下：

贝母总生物碱的含量/(mg/g)＝
CV
m

式中：C为贝母总生物碱的质量浓度/(mg/mL)；V为
提取液定容体积/mL；m为贝母粉末质量/g。

1.2.5 单因素试验

将贝母粉末过60目筛，选择2倍体积量的氨水浸泡

1h，20倍体积混合溶剂(氯仿:甲醇＝4:1，V/V)，70℃水浴

提取4h，提取1次，经显色后测定其吸光度，以吸光度为

指标比较提取效果。固定其他条件，分别考察考察粉碎

粒径、氨水浸泡量和浸泡时间、氯仿和甲醇的体积比和

用量(液料比)、提取时间、提取次数作为贝母鳞茎总生物

碱提取过程的影响 [9-11]。

1.2.6 响应面设计试验

从单因素试验结果分析可知，氯仿和甲醇的体积

比、液料比和提取时间对提取效果的影响比较大，故在

单因素试验的优化结果上，以贝母总生物碱的得率为指

标，在选定贝母粉碎粒径为60目，2倍体积的氨水浸泡，

浸泡时间2h、提取温度70℃、提取次数2次的前提下，根

据Box-Behnken模型进行响应面试验，选取混合溶剂(氯

仿:甲醇)的比例(A)、液料比(B)、提取时间(C)为自变量，

试验因素及水平设计见表1。

表 1 响应面法分析因素及水平

Table 1 Factors and their coded levels used in response surface analysis

水平 A 氯仿:甲醇(V/V) B 液料比(mL/g) C 提取时间/h
－1 3:1 25:1 3

0 4:1 30:1 4
1 5:1 35:1 5

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果与分析

2.1.1 贝母鳞茎粉碎粒径的影响

0.0

0.1

0.2
0.3
0.4

0.5

0.6

20 30 40 50 60 70 80 90 100

/

A

图 1 粉碎粒径对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.1 Effect of raw material particle size on the extraction efficiency of 

total alkaloids

从图1可知，粉碎粒径在20～60目范围内，提取效果

随粉碎粒径的减小而提高，而在过80目筛后提取效果反

而随着粒径的减小而降低，原因可能是粉碎粒径太小导
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致原料表面张力增加，不利于有效成分的溶出。故选贝

母粉末过60目筛为宜。

2.1.2 氨水浸泡量的影响
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图 2 氨水浸泡量对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.2 Effect of ammonia water volume used to immerse Bulbus 
Fritillariae on the extraction efficiency of total alkaloids

由图2可知，当氨水浸泡量与贝母粉末质量比为

2:1(mL/g)时，提取效果最好，之后随着氨水量的增加，提

取效果反而下降，故选2倍体积的氨水浸泡贝母粉末为宜。

2.1.3 氨水浸泡时间的影响
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图 3 氨水浸泡时间对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.3 Effect of immersion time on the extraction efficiency of total alkaloids

由图3可知，在氨水浸泡1～2h期间溶液的吸光度增

大，在2h后吸光度降低，因此选氨水浸泡2h为宜。

2.1.4 氯仿和甲醇体积比的影响
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图 4 氯仿和甲醇体积比对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.4 Effect of CHCl3/CH3OH ratio on the extraction efficiency of total 

alkaloids

由图4可知，氯仿和甲醇体积比在1:1、2:1、4:1的

范围内，随着氯仿比例的增加，溶液的吸光度也随之增

加，当氯仿的比例继续增大时，溶液的吸光度又随之减

小，故混合溶剂比率选择氯仿:甲醇为4:1为宜。

2.1.5 液料比的影响
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图 5 液料比对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.5 Effect of ratio of Bulbus Fritillariae to CHCl3:CH3OH on the 

extraction efficiency of total alkaloids

由图5可知，随着提取溶剂量的增大，提取效率也随

之增加，到液料比为30:1(mL/g)时，提取效率不再增加，

而略有所降。其原因是溶剂量增多时，溶剂与材料的接

触越充分，溶出率越大，当达到一定量时，贝母总生物

碱的溶出已基本饱和，为节约成本及减小后续处理难

度，故选择液料比为30:1为宜。

2.1.6 提取温度的影响
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图 6 提取温度对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.6 Effect of temperature on the extraction efficiency of total alkaloids

由图6可知，在30～70℃范围，提取效率呈上升趋

势。温度的升高有助于传质过程，使分子扩散运动激

烈，加速贝母碱在溶液的扩散和提取溶剂的渗透，同时

提取液黏度随温度升高而降低，加速贝母碱的溶出。然

而，由于氯仿沸点61.7℃、甲醇沸点64.5℃，因此，当水

浴温度超过65℃以后，将不会增加其提取效果，本实验结

果也证实，当水浴温度大于70℃后，提取明显效率下降。

故水浴温度控制在约65℃，溶液沸腾即可。

2.1.7 提取时间的影响

由图7可知，提取时间4h之前，提取效果呈上升趋

势，当继续延长提取时间时，贝母碱的提取效果有下降趋

势，可能是因为贝母碱在溶液中浸提时间过长，结构被破

坏而导致贝母碱提取率减少，故选提取时间4h为宜。
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图 7 提取时间对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.7 Effect of extraction time on the extraction efficiency of total 

alkaloids 

2.1.8 提取次数的影响
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图 8 提取次数对贝母鳞茎总生物碱提取效果的影响

Fig.8 Effect of number of extractions on the extraction efficiency of 

total alkaloids

从图8可以看出，提取2次贝母碱的提取率比提取1次

的明显提高，增加提取次数到3次时，提取率略有增加。从

降低成本和节约时间角度出发，故选提取2次为宜。

2.2 响应面设计试验结果与分析[12-13]

2.2.1 模型的建立及显著性检验

表 2 响应面分析方案及试验结果

Table 2 Box-Benhnken experimental design and results

试验号
A氯仿:甲
醇(V/V)

B液料比
(mL/g)

C提取
时间/h

总生物碱含量/(mg/g)
试验值 预测值

1 3:1 25:1 4 2.22 2.22

2 5:1 25:1 4 2.38 2.37

3 3:1 35:1 4 2.18 2.19

4 5:1 35:1 4 2.35 2.35

5 3:1 30:1 3 2.16 2.15

6 5:1 30:1 3 1.96 1.97

7 3:1 30:1 5 1.94 1.93

8 5:1 30:1 5 2.41 2.42

9 4:1 25:1 3 2.24 2.25

10 4:1 35:1 3 2.08 2.07

11 4:1 25:1 5 2.21 2.21

12 4:1 35:1 5 2.34 2.34

13 4:1 30:1 4 2.82 2.83

14 4:1 30:1 4 2.83 2.83

15 4:1 30:1 4 2.84 2.83

16 4:1 30:1 4 2.84 2.83

17 4:1 30:1 4 2.83 2.83

在单因素试验基础上，采用响应面设计试验对贝母

碱的提取工艺进一步优化，Box-Behnken试验设计与结果

如表2所示，试验1～12为析因试验，13～17为中心试验。

采用Design-Exper 7.0软件对响应值与各因素进

行回归拟合，得到回归方程Y＝2.83＋0.075A－0.025B＋0.057C＋
5.0×10-3AB＋0.17AC＋0.15BC－0.32A 2－0.90B 2－

0.39C2。模型系数显著性结果和方差分析结果见表3。

表 3 回归统计分析表

Table 3  Analysis of variance for the fitted regression model

系数来源 平方和 自由度 均方 F比值 P值 显著性

模型 1.65 9 0.18 1375.81 ＜0.0001 **

A 0.045 1 0.045 199.09 ＜0.0001 **

B 1.25×10-3 1 1.25×10-3 9.41 0.0181 *

C 0.026 1 0.026 338.71 ＜0.0001 **

AB 2.5×10-5 1 2.5×10-5 0.19 0.6775

AC 0.11 1 0.11 844.70 ＜0.0001 **

BC 0.021 1 0.021 158.25 ＜0.0001 **

A2 0.44 1 0.44 3342.33 ＜0.0001 **

B2 0.21 1 0.21 1600.85 ＜0.0001 **

C2 0.64 1 0.64 4814.20 ＜0.0001 **

残差 9.300×10-4 7 1.329×10-4

失拟项 6.500×10-4 3 2.167×10-3 3.10 0.1518 不显著

净误差 2.800×10-3 4 7.000×10-4

总离差 1.65 16
相关系数R2 0.9964

调整复相关系数R2
Adj 0.9887

注：**. 差异极显著，P ＜ 0.01 ；*. 差异显著，P ＜ 0.05。

该模型回归显著(P＝0.0001)，R2＝0.9964，说明该

模型与实际试验拟合度较好，自变量和响应值之间关系

显著。模型调整确定系数R2
Adj＝0.9887，说明该模型能解

释98.87%响应值的变化，拟合程度较好，模型失拟项P＝
0.1518，不显著，表明该回归模型对试验结果拟合良好，

试验误差小。

由表3表明，氯仿和甲醇的体积比一次项、提取时

间一次项、混合溶剂比例和提取时间的交互项、液料比

和提取时间的交互项、混合溶剂的比例二次项、液料比

二次项、提取时间二次项达到极显著水平(P＜0.01)。液

料比一次项达到显著水平(P＜0.05)。混合溶剂比例和液

料比的交互项不显著。由表3的F值的大小可判断各因素

对贝母总生物碱提取率的影响程度的大小次序为C＞A＞
B，即提取时间＞氯仿和甲醇体积比＞液料比。

2.2.2 最佳提取工艺条件的优化

由Design-Exper 7.0软件的岭脊分析得到贝母总生

物碱最佳提取工艺条件，即氯仿:甲醇4.14:1、液料比

29.95:1、提取时间4.1h，在此条件下提取贝母总生物

碱，含量可达2.84mg/g。为检验响应面法所得的结果的

可靠性，采用上述优化条件进行贝母总生物碱的提取，

考虑到实际操作的便利，将最佳提取条件修正为氯仿:甲

醇4.2:1、液料比30:1、提取时间4h，重复3次实验，结果
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得出贝母总生物碱的含量的2.84mg/g，与理论预测值相

符。因此，该方程能较真实地反映各因素对贝母总生物

碱提取效果的影响情况。

2.3 贝母总生物碱的含量测定

依照最终优化的提取工艺，对不同产地、不同种类

的贝母进行总生物碱的提取，测定吸光度，根据1.2.3节标

准曲线回归方程计算总生物碱的含量，结果见表4。

表 4 不同基源贝母总生物碱的含量

Table 4 Extraction efficiency of total alkaloids bulbs from different 

Fritillaria species

药材名 编号 来源 总生物碱含量/(mg/g)

湖北贝母

HBBM-01 湖北利川 5.34
HBBM-02 湖北利川 4.99
HBBM-03 湖北恩施 5.38

浙贝母

ZBM-01 浙江磐安 2.53
ZBM-02 浙江磐安 2.56
ZBM-03 江苏南通 2.66

平贝母

PBM-01 黑龙江五常 2.71
PBM-02 吉林白山 2.54
PBM-03 吉林白山 2.65

新疆贝母

XJBM-01 新疆塔城 2.69
XJBM-02 新疆伊犁 2.34
XJBM-03 新疆伊犁 2.39

川贝母

CBM-01 四川康定 3.07
CBM-02 四川康定 3.44
CBM-03 四川松潘 2.84

由表4可以看出，这几种贝母中，湖北贝母的总生物

碱含量最高，其次为川贝母、浙贝母、平贝母、新疆贝

母总生物碱含量差异较小[14-15]。

3 结 论

3.1 本实验通过单因素试验以及响应面试验优化出了

贝母总生物碱的最佳提取工艺为：贝母鳞茎粉末过60目

药典筛，2倍体积的氨水浸泡2h，混合溶剂氯仿-甲醇的

体积比为4.2:1、液料比30:1、水浴回流提取4h、提取2

次。在此条件下，所用四川松潘川贝母的总生物碱含量

2.84mg/g，与响应面模型的预测值基本相符，说明该优

化条件可靠。

3.2 在优化条件下对收集的不同基源贝母进行总生物

碱的提取和含量测定，得出湖北贝母的总生物碱含量最

高，其次为川贝母、浙贝母、平贝母、新疆贝母。本研

究选择的混合溶剂(氯仿-甲醇溶液)提取贝母总结，减少

文献研究中的因萃取步骤带来的含量损失。

3.3 响应面分析法由于试验次数少，试验精度高，并适

合于多因素、多水平的试验，并可研究因素间的交互作

用，根据综合指标得到最优的工艺结果，比正交设计试

验法更简化，比均匀设计更全面，且得到的关系式可以

确定在试验范围内的任何试验点的预测值，是用于优化

和考察工艺条件的首选方法。
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