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响应面优化荷叶生物碱盐提取工艺

李  俶，阎  娜，沈佩仪，刘成梅，徐金龙

(南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌      330047)

摘   要：在单因素试验的基础上，利用响应面分析法对荷叶生物碱盐的提取工艺进行优化。研究加热回流法的提

取温度、提取时间、料液比、磷酸体积分数对荷叶生物碱盐提取效果的影响。结果表明，提取最佳工艺条件为

提取温度 92.7℃、提取时间 2.28h、料液比 1:24.4(g/mL)、磷酸体积分数 0.27%，在此条件下，荷叶生物碱盐的提

取率可达 5.313mg/g，与理论预测值 5.372mg/g 的相对误差为 1.11%，说明该模型具有较好的分析能力。
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Abstract：Response surface methodology was employed to optimize the extraction of alkaloid salt from lotus leaf based on

one-factor-at-a-time experiments. The influences of extraction temperature, extraction time, solid-to-liquid ratio and phosphoric

acid concentration on the extraction of alkaloid salt were studied. The results indicated the optimum conditions for alkaloid salt

extraction were obtained as follows: temperature 92.7 ℃, extraction time 2.28 h, solid-to-liquid ratio 1:24.4(g/mL), and 0.27%

(V/V) phosphoric acid as the extraction solvent. Under these conditions, and the experimental yield of alkaloid salt was 5.313 mg/g, which

was in good agreement with the predicted yield of 5.372 mg/g with a relative error of 1.11%.
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荷叶(Folium Nelumbinis)是睡莲科植物莲(Nelumbo
nueifera Gaevtn)的干燥叶[1]，主要产于江西、湖南、湖

北、浙江等地 [ 2 ]。荷叶入选卫生部“既是食品，又是

药品”的植物名录[3]。其在食用及药用两方面均有较为

广泛的应用。古代医学文献记载荷叶具有清暑利湿、生

发清阳、止血等功效。现代临床广泛应用于肥胖症及

高血脂症，均取得了较好的疗效[4]。现代药理学研究表

明，荷叶生物碱有降脂减肥、抑菌、抗病毒、抗氧

化等活性[5]。研究发现荷叶生物碱类成分是荷叶主要生

理活性物质之一[6]，荷叶中已经发现的生物碱种类超过

20 种[7]，但荷叶中生物碱难溶于水，需在体内脂溶性条

件下方可吸收参与代谢，因此起效慢，且不能完全被

利用 [ 8 ]。本实验将荷叶中生物碱以盐的形式提取出来，

由于生物碱盐具有良好的水溶性，有利于人体更好的吸

收。有文献表明，荷叶生物碱盐的降脂减肥效果要优

于荷叶碱[9]。陈海光等[10]研究表明，荷叶水提物对羟基

自由基和超氧阴离子自由基有清除效果。因此，研究

荷叶生物碱盐的提取具有较为重要的学术价值和广阔的

应用价值。响应面分析法是一种优化工艺条件的有效方

法[11]，可用于确定各因素及其交互作用在工艺过程在对

指标的影响。本实验在单因素试验基础上，选取提取

温度、时间、料液比、磷酸体积分数 4 个因素进行中

心组合设计优化荷叶生物碱盐的提取工艺。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

荷叶碱对照品(含量＞ 99%)   江西省药品检验所；

样品荷叶(含水率为 10.4%)产于江西省广昌县；水为蒸馏

水；磷酸为分析纯。

1.2 仪器与设备

AR1140 分析天平   奥豪斯国际贸易有限公司；DFY-
500 型 500g 摇摆式高速万能粉碎机   大德药剂有限公司；

T6 新世纪紫外 - 可见分光光度计   北京普析通用仪器有

限公司；SHB-3 型循环水多用真空泵   郑州杜甫仪器厂；

HH-4 型恒温数显水浴锅   金坛市城西晓阳电子仪器厂。

1.3 荷叶生物碱盐提取液的制备
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精密称取 5.0000g 荷叶粉末，加入一定体积分数的

磷酸溶液在一定温度条件下加热提取，将滤液过滤，

即 得 。

1.4 荷叶生物碱盐标准曲线的制备

取荷叶碱标准品适量，精密称定，加磷酸溶解，

制成每 1mL 含 40μg 的溶液。精密吸取荷叶碱盐标准品

溶液(40μg/mL)0.0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0mL，分

别置 1 0 m L 容量瓶中，蒸馏水稀释至刻度，摇匀，在

紫外 - 可见分光光度计上扫描并测定其吸光度，检测波

长为 270nm。

1.5 荷叶生物碱盐的测定[12]

取 50μL 的提取液置于 1 0 mL 比色管中，用无水

乙醇定容至刻度，以无水乙醇为空白，在紫外 - 可见

分光光度计上扫描吸收曲线。与标准品扫描曲线比

较，确定荷叶生物碱盐的最大吸收峰波长及相应的吸

光 度 。

                                                          c×V
荷叶生物碱盐得率 /(mg/g)＝—————

                                                       m×1000

式中：c 为样品吸光度对应的荷叶生物碱盐质量浓

度 /(μg/mL)；v 为提取液的体积 /mL；m 为样品质量 /g。
1.6 单因素试验

在原料粉碎一定的条件下，所用的溶剂分数、料

液比、提取温度及提取时间等因素对荷叶生物碱盐得率

均有影响，主要讨论磷酸体积分数、料液比、提取温

度及时间对荷叶生物碱盐提取的影响。

1.6.1 提取温度对荷叶生物碱盐提取的影响

精密称取 5.0000g 荷叶，以料液比 1:25(g/mL)加入

0.2% 磷酸溶液 125mL，分别在温度 35、50、65、80、
95℃加热回流提取 2 . 0 h，抽滤，定容，测吸光度，得

生物碱盐得率与提取温度的关系。

1.6.2 提取时间对荷叶生物碱盐提取的影响

精密称取 5.0000g 荷叶，以料液比 1:25 加入 0.2% 磷

酸溶液 125mL，95℃加热回流提取，提取时间分别为

0 . 5、1 . 0、1 . 5、2 . 0、2 . 5、3 . 0 h，抽滤，定容，测

吸光度，得生物碱盐得率与提取温度的关系。

1.6.3 料液比对荷叶生物碱盐提取的影响

精密称取 5.0000g 荷叶，在 95℃条件下加入 0.2%
磷酸溶液，分别在料液比 1 : 1 0、1 : 1 5、1 : 20、1 : 25、
1:30 加热回流提取 2 .0h，抽滤，定容，测吸光度，得

生物碱盐得率与提取温度的关系。

1.6.4   不同磷酸体积分数对荷叶生物碱盐得率的影响

精密称取 5.0000g 荷叶，在 95℃条件下以料液比

1 :25，磷酸体积分数为 0 .1%、0 .2%、0 .3%、0.4%、

0 . 5 % 时加热回流提取 2 . 0 h，抽滤，定容，测吸光度，

得生物碱盐得率与提取温度的关系。

1.6.5 响应面法优化荷叶生物碱盐得率工艺

响应面试验设计[13-14]，根据 Box-Benhnken 的中心组

合试验设计原理，综合单因素试验所得结果，利用 SAS
软件采用四因素三水平的响应面分析发进行试验设计[15]，

因素水平表见表 1。

因素
水平

－ 1 0 1
X1 温度 /℃ 65 80 95

X2 时间 /min 1.5 2.0 2.5
X3料液比(g/mL) 15 20 25

X4 磷酸体积分数 /% 0.1 0.2 0.3

表 1 响应面试验因素水平表

Table 1   Factors and their coded levels in response surface analysis

2 结果与分析

2.1 荷叶碱盐标准曲线

荷叶碱盐标准曲线回归方程为 y=0.037x － 0.0134，
R2=0.992，说明荷叶碱盐在 2.0～20μg/mL 具有良好的线

性关系。

2.2 提取温度对荷叶生物碱盐提取的影响

由图 1 可知，在其他条件相同的情况下，荷叶碱

盐的得率随温度的升高而增大，在 8 0℃之后，得率增

长趋势减缓，温度在升高到 95℃之后得率达到最大且不

再增加，故选取提取 65、80、95℃三个温度进行中心

组合试验。

2.3 提取时间对荷叶生物碱盐提取的影响

由图 2 可知，在其他条件相同的情况下，加热时

间对提取率有一定影响，随着加热时间的增加，荷叶

生物碱盐的得率呈现增长的趋势，且在 2 .0h 后增长趋

势减缓，考虑到提取周期的因素，故选择 1 . 5、2 . 0、
2.5h 三个时间进行中心组合试验。

图 1 提取温度对荷叶碱盐得率的影响

Fig.1   Effect of extraction temperature on alkaloid salt yield
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2.4 料液比对荷叶生物碱盐提取的影响

由图 3 可知，在其他条件相同的情况下，随着料

液比的减小，荷叶生物碱盐的得率有所增加。在料液

比 1:20 之前，荷叶生物碱盐的得率随着用液量增加有

明显的增长，当料液比小于 1:25 之后，得率增加趋势

减缓，考虑节约成本，故选择料液比为 1 : 1 5、1 : 2 0、
1:25 三个值进行中心组合试验。

2.5 磷酸体积分数对荷叶生物碱盐得率的影响

由图 4 可知，在其他条件相同的情况下，磷酸体

积分数在 0 . 2 % 之前，随着磷酸体积分数的增加，荷

叶生物碱盐的得率有显著的增加。当磷酸体积分数超

过 0 . 2 % 时，随着磷酸体积分数的增加，荷叶生物碱

盐得率增加速度减缓。故选择磷酸体积分数为 0 . 1%、

0.2%、0.3% 三个值进行中心组合试验。

2.6 荷叶生物碱盐提取响应面法优化分析

模型的建立及其显著性检验以荷叶生物碱盐得率为

响应值的响应面试验设计与结果，得到生物碱盐得率(Y)
对温度(X 1)、时间(X 2)、料液比(X 3)、磷酸体积分数(X 4)
的二次多项回归模型为：

Y ＝－18.44591＋0.33591X1＋1.79700X2＋0.33045X3＋

24.10500X 4 － 0.023333X 1X 2 ＋ 8.50000 × 10-4X 1X 3 ＋

0.050000X1X4＋0.036000X2X3－2.1000X2X4＋0.065000X3X4－

1.86630 × 10-3X12 ＋ 0.027833X22 － 9.49667 × 10-3X32 －

51.80417X42

试验号 X1 X2 X3 X4 荷叶生物碱盐得率 /(mg/g)
1 0 0 0 0 5.04
2 0 1 1 0 5.53
3 － 1 0 － 1 0 3.55
4 1 0 0 1 4.96
5 1 0 1 0 5.25
6 0 0 1 － 1 4.48
7 0 0 0 0 5.020
8 0 0 1 1 5.25
9 0 0 0 0 5.05
10 1 0 0 － 1 3.68
11 1 － 1 0 0 4.86
12 0 － 1 － 1 0 4.24
13 0 1 － 1 0 4.36
14 － 1 0 0 1 4.34
15 0 0 － 1 1 4.13
16 － 1 － 1 0 0 4.04
17 0 0 0 0 5.14
18 0 － 1 0 1 4.87
19 1 0 － 1 0 4.07
20 0 0 0 0 4.92
21 0 － 1 1 0 5.05
22 0 1 0 1 4.94
23 － 1 0 1 0 4.48
24 － 1 1 0 0 4.84
25 1 1 0 0 4.96
26 － 1 0 0 － 1 3.36
27 0 1 0 － 1 4.30
28 0 0 － 1 － 1 3.48
29 0 － 1 0 － 1 3.81

表 2 荷叶生物碱盐提取响应面试验设计及结果

Table 2  Experimental design and results for response surface analysis

运用SAS-RSREG程序对以上各实验点响应值进行回

归分析，得到相关回归系数及各因素对得率影响的回归

模型，见表 3 。

图 2 提取时间对荷叶生物碱盐得率的影响

Fig.2   Effect of extraction time on alkaloid salt yield
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图 3 料液比对荷叶碱盐得率的影响

Fig.3   Effect of liquid-to-solid ratio on alkaloid salt yield
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图 4 磷酸体积分数对荷叶碱盐得率的影响

Fig.4   Effect of extraction phosphoric acid on alkaloid salt yield
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方差来源 自由度 平方和 方差 F 值 P 值

模型 14 9.75 0.70 49.50 ＜ 0.0001
X1 1 0.84 0.84 59.68 ＜ 0.0001
X2 1 0.35 0.35 24.88 0.0002
X3 1 3.22 3.22 228.68 ＜ 0.0001
X4 1 2.41 2.41 171.36 ＜ 0.0001
X12 1 1.14 1.14 81.26 ＜ 0.0001

X1X2 1 0.12 0.12 8.70 0.0105
X1X3 1 0.016 0.016 1.15 0.3007
X1X4 1 0.022 0.022 1.60 0.2268
X22 1 3.141 × 10-4 3.141 × 10-4 0.022 0.8834

X2X3 1 0.032 0.032 2.30 0.9222
X2X4 1 0.044 0.044 3.13 0.1515
X32 1 0.37 0.37 25.97 0.0002

X3X4 1 4.225 × 10-3 4.225 × 10-3 0.30 0.5924
X42 1 1.74 1.74 123.67 ＜ 0.0001
残差 14 0.20 0.014
失拟项 10 0.17 0.017 6.239975 0.1675
纯误差 4 0.025 6.180 × 10-3

总离差 28 9.95

表 3 响应面二次模型的方差分析

Table 3   Analysis of variance of the developed quadric regression
model for alkaloid salt yield

注：P ＜ 0 . 0 5，影响显著；P ＞ 0 . 1，影响不显著。

明模型因素水平极显著。回归模型各项的方差分析结果

还表明，X 1、X 2、X 3、X 4、X 1 X 2、X 1
2、X 3

2、X 4
2 项

为显著项，其余不显著。相关系数值为 98 .02%，校正

相关系数值为 96.04%，失拟项不显著，说明方程的因变

量与全体自变量间线性关系明显，拟合度好；模型的变

异系数值为 2.61，说明模型的精密度较好。综合以上各

参数表明该实验方法可靠，各因素水平间设计合理，因

此可用该回归模型代替实验真实点对结果进行分析。

图 5a 表示料液比 1:25 和提取时间 2h 的条件下，磷

酸体积分数和温度的交互作用对得率的影响效果。可以

看出，磷酸体积分数增加时，得率显著增加，在高于

0.2% 时提取率缓慢下降；温度增加时提取率有所增加，

在温度达到 80℃之后，得率变化缓慢。图 5b 表示时间

2h、提取温度 95℃的条件下，料液比和磷酸体积分数

的交互作用对得率的影响效果。得率随着磷酸体积分数

的增加而增加，在达到 0 .2% 之后得率基本保持不变；

随着料液比的增加得率有所增加，料液比大于 1:25 时，

得率的增长减缓。

2.7 工艺条件的确定

可以看出，回流温度是影响荷叶生物碱盐得率的最

主要因素，料液比和磷酸体积分数次之，选择合适的

回流温度和料液比，可获得较高的荷叶生物碱盐得率。

对响应面结果利用软件进行最优化分析，以荷叶

生物碱盐总得率最高为评价指标，确定提取工艺的最佳

条件如下：提取温度 92.7℃、提取时间 2.28h、料液比

1:24.4(g/mL)、磷酸体积分数 0.27%。以此条件进行提取，

得到的荷叶生物碱盐得率的实际值为 5.313mg/g，该值与

理论预测值 5.372mg/g 的相对误差为 1.11%，说明该模型

具有好的分析能力，可为实际操作提供良好的指导。

3 结  论

采用响应面分析法对荷叶生物碱盐的得率提取工艺

进行优化，得到提取温度、提取时间、料液比、磷酸

体积分数 4 个影响因素与荷叶生物碱盐得率的水平编码回

归方程为：Y ＝－ 18.44591 ＋ 0.33591X1 ＋ 1.79700X2 ＋

0.33045X3＋24.10500X4－0.023333X1X2＋8.50000×10-4X1X3＋

0.050000X1X4＋0.036000X2X3－2.1000X2X4＋0.065000X3X4－

1.86630 × 10-3X12 ＋ 0.027833X22 － 9.49667 × 10-3X32 －

51.80417X42，R2 ＝ 0.98，失拟项 P ＝ 0.1675 ＞ 0.05，不

显著，这些表明模型能在试验范围内校准预测荷叶总生

物碱盐的得率。

结果表明，使用磷酸水溶液为提取剂，荷叶生物碱

盐的得率最优条件为提取温度 92.7℃、提取时间 2.28h、
料液比 1:24.4(g/mL)、磷酸体积分数 0.27%。在最优的

工艺条件下荷叶生物碱盐的得率可达到 5.313mg/g，该

值与理论预测值 5.372mg/g 的相对误差为 1.11%，说明响

b.磷酸体积分数和料液比
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phosphoric acid temperature on liquid-to-solid ratio alkaloid salt yield
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由响应面二次模型的方差分析和可信度分析中可以

看出，方程一次项及交互项的影响都是显著的，二次

项的影响也是比较显著的，说明方程的拟合是较充分

的。从该方程的的方差分析表可见，实验所选用的模

型 F 值为 49.50，表明该模型的高度显著，P ＜ 0.01 表
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应面模型可预测理论得率并很好的应用于荷叶生物碱盐

的工艺条件的优化。
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