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响应面法优化斑花黄堇中总生物碱的提取工艺 
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摘要：目的  优化盐酸回流提取藏药斑花黄堇中总生物碱的提取工艺。方法  根据单因素试验结果，选择影响总生物碱

提取效果较大的盐酸浓度、液料比、提取温度为自变量，以总生物碱的得率为响应值，进行 Box-Benhken 中心组合试验

设计，采用响应面法评估这些因素对总生物碱提取效果的影响。结果  提取斑花黄堇中总生物碱的最佳工艺条件为液料

比 35 mL·g1，盐酸浓度为 0.4%，提取温度为 75 ℃，得斑花黄堇中总生物碱的提取率为 0.46 mg·g1。结论  该法优化的

提取工艺科学可靠，可用于斑花黄堇总生物碱的提取生产。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize ultrasonic-assisted extraction process of total alkaloids from Corydalis conspersa 
Maxim. METHODS  The hydrochloric acid concentration, liquid-feed ratio and extraction temperature, which were major 
factors influencing the extraction according to the single factor experiments, were selected as independent variables, and through 
using the extraction rate of total alkaloids as response values and making the Box-Benhken central combinational design, the 
effects of the above factors on the extraction were estimated by response surface methodology. RESULTS  The results 

indicated that the optimal extraction conditions were as follows: 35 mL·g1 of liquid-feed ratio, 0.4% of hydrochloric acid 

concentration, and 75 ℃ extraction temperature. Under these conditions, the content of total alkaloids was 0.46 mg·g1 from 

Corydalis conspersa Maxim by ultraviolet spectrophotometer. CONCLUSION  The optimized parameters from the expriments 
are accurate, which can be used for the extraction and production of total alkaloids from Corydalis conspersa Maxim. 
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紫堇属(Corydalis DC.)植物广泛分布于北温

带至北非、印度沙漠区边缘地区，少数品种分布

在东非草原地区，全球约有 300 余种，主要产于

亚洲[1]。中国有 290 种，主要分布在西南地区，青

藏高原约有 120 余种 [2-3]。斑花黄堇 (Corydalis 

conspersa Maxim)为罂粟科紫堇属植物，多年生草

本，产于甘肃西南部、青海中南部、四川西北及

西部地区和西藏东部和中部，在藏药中全草用于

瘟疫病，烧伤，赤巴病之热症，经现代药理研究

发现，有镇痛、抗炎、有抗焦虑活性、保肝、杀

虫和抗肿瘤等作用[4-5]。 

响应面分析法是一种优化工艺条件的有效方

法，可用于确定各因素及其交互作用在工艺过程

中对响应值的影响，精确地表述因素与响应值之

间的关系。与正交设计法不同，其是利用中心组

合试验拟合出一个完整的二次多项式模型，通过

偏导数求得 佳参数，在试验设计与结果表达方

面更加优良[6-7]。本试验在单因素试验的基础上，

选取提取浓度、提取料液比和提取温度 3 个因素

进行中心组合设计[8]，利用响应面分析法优化斑花

黄堇总生物碱的提取工艺，为斑花黄堇总生物碱

的生产开发提供参考[9]。 

1  仪器与材料 

1.1  材料 

斑花黄堇采自青海省贵南县过马营镇，经青

海民族大学药学院林鹏程教授鉴定为斑花黄堇
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Corydalis conspersa Maxim；小檗碱对照品(北京北

纳创联生物技术研究院，批号：633-65-8；纯度：

HPLC≥98%)；浓盐酸、氢氧化钠、95%乙醇、氯

仿均来自北京化工厂，均为分析纯。 

1.2  仪器   

AL204 电子天平[梅特勒-托利多仪器(上海)有

限公司]；759 紫外分光光度计(上海精密科学仪器

有限公司)；BUCHI R-215旋转蒸发仪(瑞士 BUCHI

公司)。 

2  方法与结果 

2.1  盐酸回流提取总生物碱[8]   

取阴干的斑花黄堇全草粉碎，精确称量 2 g，

加入 35 mL 0.5%的盐酸，于圆底烧瓶中 50 ℃超声

提取 30 min。将提取液抽滤后取滤液，药材残渣

用 0.5%盐酸多次冲洗并抽滤，合并冲洗液与提取

液。滤液避光静置冷却至室温后用 5%NaOH 溶液

调节 pH 至 11~12，将调节后的溶液移至分液漏斗，

静置 30 min 后用 100 mL 氯仿萃取 3 次，合并氯仿

层，减压浓缩回收氯仿后得总生物碱。 

2.2  大吸收波长的确定  

将“2.1”项下方法制备的总生物碱溶于 95%

乙醇，移至 50 mL 量瓶中，用 95%乙醇定容，在

200~600 nm 内进行紫外扫描[10]，以小檗碱对照品

配制成对照品溶液，按以上方法进行测定。另取

95%乙醇，同法操作，95%乙醇溶液为空白溶液。

结果表明，小檗碱对照品溶液和总生物碱样品溶

液的 大吸收峰均出现在 410 nm 处，选取 410 nm

作为本实验测定波长。 

2.3  标准曲线的绘制 

准确称取 2.16 mg 小檗碱对照品，溶于 10 mL 

95%乙醇中，即得浓度为 0.216 mg·mL1 的对照品

溶液。依次吸取 0.3，0.6，0.9，1.2，1.5 mL 于 10 mL

量瓶中，用 95%乙醇定容，摇匀，测定吸光度。

以纵坐标为吸光度(A)，横坐标为小檗碱对照品的

浓度(µg·mL1)，绘制标准曲线，得标准曲线方程

为 y=0.010 3x+0.004 4(R2=0.999 7)。 

2.4  斑花黄堇总生物碱的测定  

采用“2.1”项下方法制得的总生物碱加 95%

乙醇溶解，转移至 50 mL 量瓶中，定容至刻度，

在 410 nm 处测定吸光度，重复 3 次，取平均值。

通过测得的吸光度，在小檗碱标准曲线范围内对

应出相应总生物碱的浓度，再计算出对应的 2 g 全

草中的总生物碱得率。 

2.5  单因素试验  

选取盐酸浓度(0，0.2%，0.4%，0.6%，0.8%)、

液料比(15，25，35，45，55 mL·g1)和提取温度(50，

60，70，80，90 ℃)3 个因素进行单因素试验，以

确定相关因素及各因素的适宜范围。 

2.5.1  盐酸浓度对总生物碱提取的影响  准确称

取 5 份各 2.0 g 的斑花黄堇粉末于 250 mL 锥形瓶

中，分别加入 0%，0.2%，0.4%，0.6%，0.8%的盐

酸 60 mL，液料比 30 mL·g1，封口放置过夜，第

2 天于水浴锅 80 ℃下超声提取 30 min，过滤后滤

液避光静置冷却至室温后用 5% NaOH 溶液调节

pH 至 11~12，转移至分液漏斗静置 30 min 后用

100 mL 氯仿萃取 3 次，合并氯仿层，减压浓缩回

收氯仿后得总生物碱，用 95%乙醇溶解后转移至

50 mL 量瓶中，95%乙醇定容，平行测定吸光度 3

次，计算其小檗碱浓度，取其平均值。结果显示，

当盐酸浓度为 0.4%时，生物碱的提取效果 好；

当盐酸浓度在 0~0.4%内，随着盐酸浓度的增大，

提取效果不断提高；而在超过 0.4%后提取效果反

而随盐酸浓度增大而降低。结果见图 1。 

 
图 1  盐酸浓度对总生物碱提取的影响 

Fig. 1  Effect of concentration of HCl on extracting total 
alkaloid  

2.5.2  料液比对总生物碱提取的影响  准确称取

5 份各 2 g 的斑花黄堇粉末于 250 mL 锥形瓶中，

分别加入 30，50，70，90，110 mL 0.4%盐酸，封

口放置过夜，第 2 天于水浴锅 80 ℃下超声提取

30 min，按“2.5.1”项下方法处理，用 95%乙醇溶

解后转移至 50 mL 量瓶中，95%乙醇定容，平行测

定吸光度 3 次，取其平均值，结果显示，随溶剂量

的不断增加，生物碱的提取效果逐渐增大，可能是

因为溶剂与浸提物接触充分，使溶出率增加，当液

料比达到 35 mL·g1 时，生物碱的提取效果 佳，

但随溶剂量继续增加，提取量略有下降，这可能是

因为斑花黄堇中总生物碱的溶出已经达到饱和状

态，故选择液料比为 35 mL·g1。结果见图 2。 
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图 2  料液比对总生物碱提取的影响 

Fig. 2  Effect of the ratio of solvent to material on the yield 
of total alkaloid   

2.5.3  温度对总生物碱提取的影响  准确称取 5

份各 2 g 的斑花紫堇粉末于 250 mL 锥形瓶中，分

别加入 60 mL 0.4%盐酸，封口放置过夜，分别于

水浴锅在 50，60，70，80，90 ℃下超声提取 30 min，

过滤，静置冷却，调节 pH 至 11~12，转移至分液

漏斗静置 30 min 后用 100 mL 氯仿萃取 3 次，合并

氯仿层，减压浓缩回收氯仿后得总生物碱，用 95%

乙醇溶解后转移至 50 mL 量瓶中，定容，测定小

檗碱浓度。结果显示，提取温度为 70 ℃时，生物

碱的提取率 佳，当提取温度在 50~70 ℃内，随

着提取温度的升高，提取效果逐渐提高，而当温

度>70 ℃时，提取效果反而随提取温度的升高而

降低。结果见图 3。 

 
图 3  温度对总生物碱提取的影响 

Fig. 3  Effect of extraction temperature on the yield of total 
alkaloid 

2.6  响应面法优化提取工艺  

2.6.1  响应面法试验设计  在单因素试验的基础

上，利用响应面优化法对斑花黄堇中总生物碱的

提取工艺进行进一步优化。根据 Box-Benhken 试

验设计原理[11]，选取对斑花黄堇中总生物碱提取

率有显著影响的单因素盐酸浓度(A)、料液比(B)

和提取温度(C)作为自变量设计响应面试验，考察

提取总生物碱的 佳工艺条件，因素水平见表 1 [12]。 

表 1  响应面试验因素水平设计表 

Tab. 1  Factors and levels of response surface test 

因 素 
水平 

1 0 +1 

盐酸浓度(A)/% 0.2 0.4 0.6 

料液比(B)/mL·g1 25 35 45 

提取温度(C)/℃ 60 70 80 

2.6.2  回归方程的建立及显著性检验  根据响应

面法 Box-Benhken 设计，对 17 个实验点进行试验，

斑花黄堇中总生物碱的提取量见表 2，利用

Design-Expert 8.0.6 Trial 软件进行分析，以斑花黄

堇总生物碱的提取率为响应值[13]，得到斑花黄堇

总生物碱的提取率(Y)对盐酸浓度(A)，料液比(B)，

提取温度 (C)的二次多项式回归模型方程为 Y= 

0.0440.004A+0.015B0.019C0.01AB+0.003AC+ 

0.005BC0.117A2+0.010B20.092C2。方程中各项系

数绝对值的大小直接反映各因素对测定指标的影

响程度，系数的正负反映各因素影响的方向。由

方程可知，3 个因素影响总生物碱提取率的程度次

序为提取温度>料液比>盐酸浓度。模型系数显著

性结果和方差分析结果见表 3。 

表 2  斑花黄堇总生物碱响应面分析方案及实验结果 

Tab. 2  Test design and results of response surface analysis 
of total alkaloids in Corydalis conspersa Maxim 

序号 
因素 生物碱得

率/% A B C 

1 0.2 35 50 0.26 

2 0.4 35 60 0.44 

3 0.4 45 70 0.36 

4 0.6 25 60 0.33 

5 0.2 25 60 0.21 

6 0.4 45 50 0.39 

7 0.4 35 60 0.44 

8 0.4 35 60 0.45 

9 0.2 35 70 0.26 

10 0.4 35 60 0.45 

11 0.4 35 60 0.43 

12 0.4 25 70 0.32 

13 0.2 45 60 0.36 

14 0.6 35 50 0.24 

15 0.6 45 60 0.34 

16 0.6 35 70 0.21 

17 0.4 25 50 0.37 
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表 3  回归统计分析表 

Tab. 3  Analysis of variance for each term of the fitted regression equation 
方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 0.072 9 7.991×103 33.80 <0.000 1 显著 

A 3.200×103 1 3.200×103 13.53  0.007 9 P<0.05 

B 4.512×103 1 4.512×103 19.09  0.003 3 P<0.05 

C 1.512×103 1 1.512×103 6.40  0.039 3 P<0.05 

AB 2.500×105 1 2.500×105 0.11  0.754 6  

AC 0.016 1 0.016 66.09 <0.000 1   P<0.000 1 

BC 1.000×102 1 1.000×102 42.30  0.000 3 P<0.05 

A2 7.967×103 1 7.967×103 33.70  0.000 7 P<0.05 

B2 0.018 1 0.018 77.58 <0.000 1   P<0.000 1 

C2 7.078×103 1 7.078×103 29.94  0.000 9 P<0.05 

残差 1.655×103 7 2.364×104    

失拟项 1.375×103 3 4.583×104 6.55  0.650 7 不显著 

纯误差 2.800×104 4 7.000×105    

总差 0.074 16     

 

由表 3 可知，该模型极显著(P<0.000 1)，模型

的相关系数 R2=0.996 1，这说明响应值的 99.61%

来自于自变量(即盐酸的浓度、液料比、提取温度)，

该模型与实际实验模型拟合度较好，所选自变量

与响应值之间关系显著。模型失拟项 P=0.650 7，

即不显著，模型调整确定系数 RAdj=0.991 1，表明该

回归模型对实验结果拟合较好，实验可以利用该

回归模型对实验结果进行分析，并确定斑花黄堇

总生物碱提取的 佳工艺。 

由表 3 可知，各因素的一次项和二次项均达

到显著水平(P<0.05 或 P<0.000 1)，盐酸浓度和温

度的交互项、温度和料液比的交互项达到显著水

平(P<0.05 或 P<0.000 1)，而盐酸浓度和料液比的

交互项不显著(P>0.05)。结果表明，各变量因素对

总生物碱提取效果的影响不是简单的线性关系。 

2.6.3  响应面分析与优化   利用软件 Design- 

Expert 8.0.6 Trial 对表 2 数据进行二次回归多元

拟合，得到的二次回归方程的响应面，结果见图 4。 

盐酸浓度(A)与料液比(B)交互作用响应面图

显示，当盐酸浓度为 0.42%，料液比为 35.21 mL·g1

时，总生物碱提取量达到 大值。由响应面图

形可以观察到，等高线的形状偏椭圆形，表明

盐酸浓度(A)与料液比(B)交互作用显著。结果见

图 4。 

盐酸浓度(A)与温度(C)交互作用响应面图显

示，当盐酸浓度为 0.42%，温度为 75 ℃时，总生

物碱的提取效果 佳。由响应面图形可以观察到，

等高线的形状偏圆形，表明盐酸浓度与温度交互

作用不显著。结果见图 4。 

料液比(B)与温度(C)交互作用响应面图显示，

当料液比为 35.21 mL·g1，温度为 75 ℃时，总生

物碱的提取率达到 佳。由响应面图形可以观察

到，曲线走势平滑，温度和液料比的相互作用不

显著。结果见图 4。 

 

图 4  盐酸浓度、料液比和温度对总生物碱提取的影响 

Fig. 4  Effect of concentration of HCl, the ratio of solvent, extraction temperature on the yield of total alkaloid 
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利用 Desigh-Expert 8.0.6 Tria 软件分析可知，

得到斑花黄堇总生物碱的 佳工艺条件为盐酸浓

度为 0.42%，料液比为 35.21 mL·g1，温度为 75 ℃

时，在此条件下，得到斑花黄堇总生物碱提取量

为 0.48 mg·g1。 

考虑到实验的可操作性，将 佳条件修改为

0.4%，料液比为 35 mL·g1，温度为 75 ℃，在此

条 件 下 进 行 验 证 实 验 得 总 生 物 提 取 量 为

0.46 mg·g1。此条件下总生物碱提取量的理论计算

值为 0.57 mg·g1。 

3  结论 

在斑花黄堇总生物碱提取的工艺中，盐酸浓

度、料液比、温度对实验均有影响，通过单因素

试验和响应曲面分析法，以总生物碱提取量为指

标，确定了 佳提取工艺如下：盐酸浓度为 0.4%，

料液比为 35 mL·g1，温度为 75 ℃时，在此条件下

测得斑花黄堇总生物碱的实际值为 0.46 mg·g1。 
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