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响应面分析法优化雪灵芝黄酮提取工艺
王昌涛，孙啸涛，周 雪 

(北京工商大学 北京市植物资源研究开发重点实验室，北京 100048)

摘  要：利用响应面分析法对雪灵芝中黄酮类物质的提取工艺进行优化。通过单因素试验分别考察乙醇体积分数、

提取时间、提取温度和料液比对雪灵芝黄酮提取率的影响，选取适当的试验因素水平，利用Design Expert软件和

Box-Behnken设计法设计响应面试验，对各个因素的显著性和交互作用进行分析。结果表明：雪灵芝黄酮醇提工艺

的最佳条件为料液比1:40(g/mL)、乙醇体积分数68.6%、提取温度66℃、提取时间0.83h(50min)，在该条件下验证总

黄酮提取率达到5.07mg/g，接近于预测值5.10mg/g。研究表明，优化得到的回归模型具有良好的预测能力。
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Abstract：The optimal extraction conditions for flavonoids from Arenaria kansuensis Maxim. were determined using 

response surface methodology (RSM). On the basis of single-factor tests, the effects of ethanol concentration, extraction 

duration, extraction temperature, and liquid-material ratio on extraction rate were explored. A regression model describing 

extraction rate of flavonoids as a function of three variables was established with the Design-Expert software according to 

the Box-Behnken design principle and experimental data. Quadratic regression analysis was used to establish a mathematical 

model describing flavonoids extraction. The optimal extraction conditions for flavonoids from Arenaria kansuensis Maxim. 
were material-liquid ratio of 1:40 (g/mL), ethanol concentration of 68.6%, extraction temperature of 66 ℃ and extraction 

time of 0.83 h. Under the optimal extraction conditions, the maximum extraction yield of flavonoids was 5.07 mg/g, which 

was close to the predicted value of 5.10 mg/g. Therefore, the established regression model has good prediction capability.
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雪灵芝(Arenaria kansuensis Maxim.)又名草灵芝，属

石竹科(Caryophyllaceae)蚤缀属(Arenaria)植物，为多年生

垫状草本，分布于海拔4200～5100m的昆仑山、巴颜喀

拉山及祁连山、大坂山地区[1-2]。传统医学认为其具有清

热解毒、消肿的功效[3-4]，近代医学研究表明其具有免疫

调节[5-6]、抗肿瘤[7]、抗自由基活性[8]等多种作用。黄酮类

物质由于具有多酚结构，可以清除人体内超氧离子自由

基，具有较强的抗氧化和抗衰老作用，雪灵芝醇提物具

有较高的体外抗氧化活性可能与此相关[8-10]。中国科学院

成都生物研究所研究员吴凤愕与日本东邦大学药学部学

者小池一男等从雪灵芝中分离出包括三萜、甾体和黄酮

等11个化合物，并对它们作了结构鉴定，但目前对雪灵

芝黄酮的提取尚没有系统研究[9]。响应面分析法(response 

surface methodology，RSM)结合Box-Behnken设计方法，

以多元二次回归方程将各因素与响应值之间的函数关系

用多项式进行拟合，可以通过对回归方程以及响应面的

分析寻求最佳工艺条件[11-16]。对于多因素三水平的考察来

说，Box-Behnken设计是中心复合设计(central composite 

design，CCD)的理想替代方案[13]。本研究以雪灵芝为原

料，采用Box-Behnken设计响应面分析结合的方法对雪灵

芝黄酮的提取工艺进行优化，以期在食品和保健品领域

有进一步的应用。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

雪灵芝：市购，产地西藏喜马拉雅山脉，特级品。

乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠等(均为分析
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纯) 北京化学试剂厂；芦丁对照品(纯度≥98%，生产

批号100080-200707) 中国食品药品检定研究院。 

1.2 仪器与设备

UV-T6型分光光度计 北京普析通用仪器有限公

司；RE-52CS/5299型旋转蒸发器 上海亚荣生化仪器

厂；DZKW-4电子恒温水浴锅 北京中兴伟业仪器有限

公司；SHB-B95循环水式多用真空泵 郑州长城科工贸

有限公司；TB-2002电子天平 北京赛多利斯仪器系统

有限公司；ZN-04B小型粉碎机 北京兴时利和科技发

展有限公司。

1.3 方法

1.3.1 雪灵芝黄酮的提取方法

取干燥雪灵芝，粉碎过60目筛，准确称量2.00g，按

一定料液比加入不同体积分数乙醇溶液，在一定温度条

件下回流提取，待提取液冷却至室温后减压抽滤，滤液

用旋转蒸发仪蒸发浓缩，用体积分数70%的乙醇定容为

25mL，混匀后测定总黄酮含量。

1.3.2 总黄酮含量的测定方法

雪灵芝总黄酮含量测定应用铝络合物显色法[17-18]。

1.3.2.1 芦丁标准曲线的绘制  

精确称取120℃干燥至恒质量的芦丁标准品50.3mg，

无水乙醇定容至50mL，超声，得到质量浓度为1mg/mL

的标准液。

准确移取上述标准溶液0.0、1.0、2.0、3.0、4.0、

5.0mL于25mL容量瓶中，各加入5g/100mL NaNO2溶液

0.8mL，摇匀，静置6min；加入10g/100mL Al(NO3)3溶

液0.8mL，摇匀，静置6min；加入1mol/L NaOH溶液

10.00mL，用体积分数70%乙醇溶液定容至25.00mL，摇

匀，静置10～15min，于510nm波长处测定吸光度。以标

准溶液的质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准

曲线，y＝1.6834x＋0.0048，R2=0.9998。

1.3.2.2 雪灵芝中总黄酮含量的测定

精确移取样品溶液1.00mL于25mL容量瓶中，按照

1.3.2.1节方法测定吸光度。

1.3.2.3 黄酮提取率的计算公式

Y =
ρ1 (V1/V2) V

m  

式中：Y为总黄酮提取率/(mg/g)；ρ1为吸光度按照标

准曲线计算出得显色溶液中黄硐质量浓度/(mg/mL)；V1

为显色时溶液的定容体积/mL；V2为显色时移取的提取

液的体积/mL；V为提取液的总体积/mL；m为称取样品

的质量/g。

1.3.3 单因素试验

精确称取2.00g过60目筛的雪灵芝干粉5份置于100mL

烧瓶中，分别加入一定体积分数乙醇，在一定的回流温

度条件下回流提取一定时间。冷却、静置、抽滤、弃去

滤渣，滤液浓缩至近干，用体积分数70%的乙醇定容为

25mL，混匀后测定黄酮含量。设定乙醇体积分数70%、

料液比1:50(g/mL)、提取温度70℃、提取时间1h，固定其

他条件，分别考察乙醇体积分数、料液比、提取温度、

提取时间对雪灵芝总黄酮提取率的影响。

1.3.4 响应面试验设计

依据单因素试验结果，以影响雪灵芝黄酮提取率

的主要因素作为考察因素，采用二次回归旋转组合设计

法，应用Box-Behnken设计模型优化和预测雪灵芝黄酮化

合物的提取工艺。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 乙醇体积分数对黄酮提取率的影响
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图 1 乙醇体积分数对雪灵芝黄酮提取率的影响

Fig.1 Effect of ethanol concentration on the extraction rate of 

flavonoids from Arenaria kansuensis Maxim.

如图1所示，雪灵芝黄酮提取率随着乙醇体积分数在

40%～70%范围内增加而升高，当乙醇体积分数为70%时

提取率最高，原因是黄酮类化合物极性较小，因此，随

着乙醇体积分数增加溶解度增大，提取率升高；当乙醇

体积分数继续增加时提取率反而下降，原因可能是高体

积分数乙醇溶液使得一些醇溶性杂质溶出量增加从而与

黄酮类化合物竞争，并参与显色反应使干扰因素增大进

而影响最终的测定，导致黄酮类化合物的提取率下降。

2.1.2 料液比对黄酮提取率的影响
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图 2 料液比对雪灵芝黄酮提取率的影响

Fig.2 Effect of solid-liquid ratio on the extraction rate of flavonoids 

from Arenaria kansuensis Maxim.
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如图2所示，随着提取剂使用量增大黄酮提取率随之

升高，当料液比达到1:40后，继续增大提取剂使用量提

取率变化不大，从减少试剂用量和保证提取效率的综合

考虑，最优的料液比为1:40(g/mL)。

2.1.3 提取温度对黄酮提取率的影响
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图 3 提取温度对雪灵芝黄酮提取率的影响 

Fig.3 Effect of extraction temperature on the extraction rate of 

flavonoids from Arenaria kansuensis Maxim.

如图3所示，在50～70℃的温度范围内，提取率随

提取温度的升高而增大，原因可能是温度的增加能够降

低提取溶剂的黏度，促进介质传递同时增加溶解度；当

温度高于70℃后进一步升高温度，提取率反而降低，原

因可能是过高温度使其他醇溶物质溶解从而与黄酮类物

质形成竞争，导致溶解度相对降低；另一方面黄酮类化

合物含有多羟基结构易被氧化，过高温度使其结构被破

坏，因而使提取率下降。

2.1.4 提取时间对黄酮提取率的影响
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图 4 提取时间对雪灵芝黄酮提取率的影响

Fig.4 Effect of extraction time on the extraction yield of flavonoids 

from Arenaria kansuensis Maxim.

在如图4所示，随着提取时间的延长，总黄酮提取率

显著提高，但当提取时间大于1h后，继续延长提取时间

对黄酮提取率并没有显著影响。因此，最优化的提取时

间为1h。

2.2 响应面法优化雪灵芝黄酮提取工艺

综合考虑单因素试验结果，在料液比1:40(g/mL)条件

下，选择乙醇体积分数(A)、提取时间(B)和提取温度(C)

为考察因素，以黄酮提取率(Y)为试验指标。借助Design 

Expert软件，采用Box-Behnken设计法设计响应面试验优

化提取工艺。1、0、－1分别代表自变量的高、中、低

水平，自变量编码值与真实值之间的关系分别为X1=(A－
70)/10、X2=(B－1)/0.5、X3 =(C－70)/10。试验因素水平及

编码见表1。

表 1 响应面分析因素水平及编码

Table 1 Factors, levels and codes of response surface analysis

水平
因素

X1乙醇体积分数/% X2提取时间/h X3提取温度/℃

－1 60 0.5 60

0 70 1.0 70

1 80 1.5 80

2.2.1 雪灵芝黄酮提取工艺回归模型建立及方差分析

应用Design Expert软件中的Box-Behnken模型设计

分析方案，试验结果如表2所示，试验组1～12是析因试

验，其析因点为自变量构成的三维顶点；试验组13～17

是中心试验，其中心点即零点，重复试验5次以达到估算

实验误差的目的。

表 2 响应面分析方案及结果

Table 2 Experimental design and results of response surface analysis

试验号 X1 X2 X3 Y/(mg/g)
1 －1 －1 0 2.14
2 1 －1 0 1.73
3 －1 1 0 3.84
4 1 1 0 3.07
5 －1 0 －1 3.41
6 1 0 －1 2.39
7 －1 0 1 3.76
8 1 0 1 3.15
9 0 －1 －1 2.05
10 0 1 －1 3.72
11 0 －1 1 2.44
12 0 1 1 4.57
13 0 0 0 4.87
14 0 0 0 4.93
15 0 0 0 4.97
16 0 0 0 4.79
17 0 0 0 4.88

将表2所得的试验数据采用Design Expert软件进行统

计分析，统计分析结果如表3所示。对各因素进行回归拟

合，得到回归方程：

Y=4.86800－0.35125X1＋0.85500X2＋0.29375X3－

0.090000X1X2＋0.10250X1X3＋0.11500X2X3－1.09525X1
2－

1.07775X2
2－0.59525X3

2

式中：X1为乙醇体积分数；X2为提取时间；X3为提

取温度。各项系数的绝对值代表相应因素对黄酮提取率

影响程度；系数的正负代表影响方向。由表3可以看出，

X2、X1
2、X2

2、X3
2对黄酮提取率影响极显著；X1、X3对黄

酮提取率影响显著，这表明乙醇体积分数、提取时间和

提取温度3个因素对于雪灵芝黄酮提取率都有显著的影

响，影响程度由大到小为提取时间、乙醇体积分数和提

取温度；其他项即交互项对黄酮提取率影响不显著；拟
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合模型的修正相关系数平方(R2)为0.9201，即92.01%的数

据可用此方程解释；失拟项检验值＞0.05，不显著；用上

述回归方程描述各因素与响应值的关系时，其因变量和全

体自变量之间的线性关系(R＝20.32/20.44＝0.9941)，模型

的显著水平P＜0.0001，回归方差模型极显著，说明此方

程可靠且与实际情况拟合良好，无其他因素的显著影响，

试验误差较小，可用其代替真实试验点进行分析和预测。

表 3 回归模型方差分析

Table 3 ANOVA for the regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 20.32 9 2.26 126.52 ＜0.0001 **
X1 0.99 1 0.99 55.31 0.0001 *
X2 5.85 1 5.85 327.75 ＜0.0001 **
X3 0.69 1 0.69 38.69 0.0004 *

X1X2 0.032 1 0.032 1.82 0.2198
X1X3 0.042 1 0.042 2.36 0.1687
X2X3 0.053 1 0.053 2.96 0.1288
X1

2 5.05 1 5.05 283.06 ＜0.0001 **
X2

2 4.89 1 4.89 274.09 ＜0.0001 **
X3

2 1.49 1 1.49 83.61 ＜0.0001 **
残差 0.12 7 0.018
失拟项 0.100 3 0.033 5.25 0.0714
纯误差 0.025 4 0.0063
总和 20.44 16

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

2.2.2 雪灵芝黄酮提取工艺的响应面分析

响应面图能够通过响应值与各影响因素所构成的三维

空间的曲面图以及其在二维平面上的等高线图，较为直观

地反映各因素及各因素的相互作用对黄酮提取率的影响。

应用Design Expert软件中的Box-Behnken模型，将影

响雪灵芝黄酮提取率的一个因素固定为零水平，得到另

外两个因素对提取率的交互影响结果，其对应的响应面

及等高线如图5所示。
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A. 乙醇体积分数和提取时间
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B. 乙醇体积分数和提取温度
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C. 提取时间和提取温度

图 5 两因素交互作用对黄酮提取率影响的等高线和响应面图

Fig.5 Response surface and contour plots for the effects of 

cross-interactions among factors on extraction rate of flavonoids

从图5A的等高线图可以看出：沿乙醇体积分数轴向

等高线密集，而提取时间轴向等高线相对稀疏，说明乙

醇体积分数对提取率峰值的影响比时间大，等高线呈椭

圆形，说明两因素的交互作用较显著。从图5A的响应面

图可以看出：提取时间对雪灵芝黄酮提取率的影响较显

著，曲面较陡，随着提取时间的延长，提取率经过一个

先快速增加然后缓慢降低的过程；乙醇体积分数对雪灵

芝黄酮提取率的影响不太显著，曲面较缓和并且随着时

间的延长，提取率经过一个先升高后降低的过程，原因

可能是乙醇体积分数较低时含水量较高，容易将细胞中

的蛋白质、糖类等易溶于水的物质提取出来，由于提取

液较黏稠从而影响黄酮的快速扩散溶出；而高体积分数

乙醇溶液使一些醇溶性杂质溶出量增加从而与黄酮类化

合物竞争，导致黄酮提取率降低。

从图5B的等高线图可以看出：沿提取温度轴向等高

线密集，而乙醇体积分数轴向等高线相对稀疏，说明提

取温度对提取率峰值的影响比乙醇体积分数大，等高线

呈近似椭圆形，说明两因素具有一定的交互作用。从图

5B的响应面图可以看出：乙醇体积分数对雪灵芝黄酮提

取率的影响较显著，曲面较陡，随着提取温度的升高，

提取率经过一个先升高后降低的过程；提取温度对雪灵

芝黄酮提取率的影响不太显著，曲面较缓和并且随着温

度的上升，提取率经过一个先升高后稍微减小的过程。

从图5C的等高线图可以看出：沿提取温度轴向等

高线密集，而提取时间轴向等高线相对稀疏，说明提取

温度对提取率峰值的影响比提取时间大，等高线呈椭圆

形，说明两因素的交互较显著。从图5C的响应面图可以

看出：提取时间对雪灵芝黄酮提取率的影响较显著，曲

面较陡，随着提取时间的延长，提取率经过一个先升高

后降低的过程；提取温度对雪灵芝黄酮提取率的影响不

太显著，曲面较缓和并且随着温度的上升，提取率经过

一个先升高后稍微减小的过程。

2.2.3 雪灵芝黄酮最佳提取工艺的确证

在选取的各因素范围内，根据回归模型通过Design 

Expert软件分析得出雪灵芝黄酮的最佳提取工艺条件为乙
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醇体积分数68.6%、提取时间0.83h、提取温度66℃、料液

比1:40(g/mL)，预测得到的黄酮提取率为5.10mg/g。考虑

到实际操作的便利选择：乙醇体积分数69%、提取时间

50min、提取温度66℃、料液比1:40(g/mL)条件下进行实

验验证，提取率分别为5.05、5.08、5.07mg/g，平均提取

率为5.07mg/g，证明雪灵芝黄酮的提取率与预测值基本

吻合，说明预测模型与实际情况拟合较好。

3 结 论

本实验通过单因素试验分别考察乙醇体积分数、

提取时间、提取温度和液料比对雪灵芝黄酮提取率的影

响，确定了影响黄酮提取率的主要因素，在此基础上，

利用 Design Expert软件Box-Behnken设计法设计响应面

试验，建立了数学模型，预测得到了最优的提取工艺条

件，并进实验行验证，雪灵芝黄酮的最佳提取工艺条

件：乙醇体积分数69%、提取时间0.83h(50min)、提取温

度66℃、料液比1:40(g/mL)，此条件下黄酮提取率可达

5.07mg/g，优化模型能较好的预测乙醇热回流雪灵芝黄

酮提取率。
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