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响应面法优化雪松松针中金丝桃苷的回流提取工艺 
  
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摘要：目的  优化雪松松针中金丝桃苷的回流提取工艺。方法  采用 HPLC 测定雪松松针中金丝桃苷的含量；基于单因

素试验结果，以金丝桃苷含量为指标，根据 Box-Behnken 设计对影响回流提取的 3 个因素(料液比、乙醇浓度、提取时间)

进行考察；通过响应面分析优化雪松松针中金丝桃苷的最佳回流提取工艺。结果  优化得到的最佳回流提取工艺参数为

乙醇浓度 60%、料液比 1︰16(g·mL1)、回流提取 1 次，时间为 100 min；在此工艺条件下提取得到的金丝桃苷平均含量为

0.119 6 mg·g1，与预测值 0.119 4 mg·g1 的相对偏差较小。结论  优选得到的雪松松针中金丝桃苷回流提取工艺合理、可行。 
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Optimization of Reflux Extraction Technology of Hyperin in Pine Needle of Cedrus Deodra by Response 
Surface Methodology  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the reflux extraction technology of hyperin in pine needle of Cedrus deodra. 
METHODS  The content of hyperoside in pine needle of Cedrus deodara was determined by HPLC. On the basis of single 
factor test, the hyperoside content was used as indexes, three factors(solid-to-liquid ratio, ethanol concentration and extraction 
time) were studied by Box-Behnken design, the reflux extraction technology of hyperin in pine needle of Cedrus deodra was 
optimized by response surface methodology. RESULTS  The optimal parameters of reflux extraction technology were as 
follows: ethanol concentration was 60%, solid-to-liquid ratio was 1:16(g·mL1), extraction time was 100 min for once. Under the 

above conditions, the average content of hyperin was 0.119 6 mg·g1, which was similar to the predicted value 0.119 4 mg·g1. 
CONCLUSION  The preferred extraction technology of hyperin in pine needle of Cedrus deodra is reasonable and feasible.  
KEY WORDS: pine needle of Cedrus deodra; hyperin; reflux extraction technology; Box-Behnken design; response surface 
methodology 
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松针为松科松属植物的针状叶，是松属植物

的主要副产物之一，别名猪鬃松叶、松毛等，具

有祛风活血、明目、安神、抗肿瘤、抗病毒、减

缓衰老等功效[1]。雪松是松科 Pianaceae 雪松属

Cedrus Trew 植 物 的 统 称 ， 包 括 短 叶 雪 松

C.brevifolia、喜马拉雅雪松 C.deodara、大西洋雪

松 C.atlantica 和黎巴嫩雪松 C.libani。它的针叶作

药用历史悠久，甾体类、多糖、黄酮类、有机酸

类、三萜类、苯丙素类等为其主要化学成分，具

有抗菌、抗肿瘤、抗褐变、改善记忆、抗氧化等

多种功效[2]。前期笔者从雪松松针 95%乙醇提取物

的乙酸乙酯萃取部位分离得到 12 个化合物，其中

金丝桃苷为首次从该属植物针叶中分离得到[3]。有

关雪松松针中金丝桃苷的含量测定及其回流提取

工艺研究未见报道。因此，本实验采用 HPLC 建

立雪松松针中金丝桃苷的含量测定方法，采用

Box-Behnken 响应面法优化雪松松针中金丝桃苷

的提取工艺，为雪松松针的综合开发利用提供参考。 

1  仪器与材料 

Agilent 1220 型 高 效 液 相 色 谱 仪 ( 美 国

Agilent)；AE260 分析天平(瑞士 Mettler Toled 公

司)；KQ2200B 型超声清洗仪器(昆山市超声仪器

有限公司)；高速多功能粉碎机(上海市晟喜制药机

械有限公司)。 

雪松松针于 2016 年 4 月在兰州市区采集，经

甘肃省医学科学研究院何福江研究员和石长拴副
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研究员鉴定为雪松属植物雪松 Cedrus deodara 的

针叶。将雪松松针阴干，粉碎，过 40 目筛，作为

样品粉末，备用。 

金丝桃苷对照品(中国科学院成都生物研究

所，批号：MUST-16032113；纯度：98.36%)；乙

醇为分析纯，乙腈为色谱纯，水为娃哈哈纯净水。 

2  方法与结果 

2.1  含量测定方法的建立 

2.1.1  色谱条件  色谱柱：Agilent Pursuit XRs C18 

(250 mm×4.6 mm，5 µm)；流动相：0.1%磷酸水溶

液(A)-乙腈(B)；梯度洗脱(0~15 min，13%→15%B；

15~ 45 min，15%→18%B)；检测波长：360 nm；流

速：1.0 mL·min1；进样量：20 µL；柱温：室温。 

2.1.2  对照品溶液制备  精密称取金丝桃苷对照

品 1.0 mg，置于 10 mL 量瓶中，加流动相定容，

配制成浓度为 0.1 mg·mL1的金丝桃苷对照品储备

液。精密吸取上述储备液 0.65 mL，置于 5 mL 量

瓶中，用流动相定容，即得浓度为 12.93 µg·mL1

的金丝桃苷对照品溶液。 

2.1.3  供试品溶液制备   精密称取雪松松针样

品粉末 2.0 g，置 100 mL 圆底烧瓶中，按料液比

1∶15(g·mL1)加入 60%乙醇，于 90 ℃回流提取

1.5 h，过滤，转移至 50 mL 量瓶中，用流动相定

容，过 0.45 μm 微孔滤膜，续滤液作为供试品溶

液，备用。 

2.1.4  专属性试验  精密吸取上述金丝桃苷对照

品溶液和供试品溶液各 20 µL，按“2.1.1”项下色

谱条件进样测定，测得对照品和供试品中金丝桃

苷色谱峰的保留时间均为 35.107 min，理论板数以

金丝桃苷计>10 000，分离度>1.5。色谱图见图 1。 

2.1.5  线 性 关 系 考 察   精 密 吸 取 浓 度 为

12.93 µg·mL1 的金丝桃苷对照品溶液 0.1，0.2，

0.3，0.4，0.5，0.6，0.7 mL，分别置于 1 mL 量瓶

中，用流动相定容，配制成浓度依次为 1.29，2.59，

3.88，5.17，6.47，7.76，9.05 µg·mL1 的系列金丝

桃苷对照品溶液。按“2.1.1”项下色谱条件进样

20 µL，测定金丝桃苷的峰面积，以峰面积(Y)对金

丝桃苷的浓度(X，µg·mL1)进行线性回归。得到金

丝桃苷的回归方程为 Y=530 318X19 182.2 ，

R2=0.999 0；结果表明金丝桃苷在 1.29~9.05 μg·mL1

与其峰面积线性关系良好。 

2.1.6  仪器精密度试验  精密吸取 20 µL 对照品

溶液，依“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6 次，

测得金丝桃苷峰面积的 RSD(n=6)为 1.32%，表明

该仪器精密度良好。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A对照品；B供试品；1金丝桃苷。 

Fig. 1  HPLC chromatograms  
Areference standard; Btest samples; 1hyperin. 

2.1.7  重复性试验  精密称取同一批雪松松针样

品粉末(40 目)2.0 g，6 份，按“2.1.3”项下方法操

作制备供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件分

别进样 20 μL，测得金丝桃苷的平均含量为

0.120 0 mg·g1(n=6)，RSD 值为 0.96%，说明本方

法重复性良好。 

2.1.8  稳定性试验  精密称取同一批雪松松针样

品粉末(40 目)2.0 g，按“2.1.3”项下方法制备供试

品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件于 0，2，4，6，

8，12，24 h 分别进样 20 µL，测定峰面积，结果

金丝桃苷峰面积的 RSD 为 1.97%，表明样品 24 h

内的稳定性良好。 

2.1.9  加样回收率试验  精密称取已知金丝桃苷

含量的雪松松针粉末(40 目)1.0 g，6 份，加入金丝

桃苷对照品溶液适量，按“2.1.3”项下方法制得

供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件测定金丝

桃苷的含量，计算回收率，测得金丝桃苷的平均

回收率和其 RSD 分别为 96.5%和 1.28%(n=6)，结

果见表 1。 

2.2  单因素试验 

对回流提取雪松松针中金丝桃苷的 4 个影响

因素(料液比、提取时间、乙醇浓度、提取次数)

进行逐一考察。 
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表 1  加样回收率试验结果(n=6) 

Tab. 1  Results of recovery experiment(n=6) 

称样量/ 

g 

样品含量/ 

mg 

加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

1.000 4 0.114 4 0.120 0 0.229 3 95.6 

96.5 1.28

1.000 3 0.115 5 0.120 0 0.231 1 96.3 

1.000 9 0.118 4 0.120 0 0.237 0 98.8 

1.000 3 0.114 4 0.120 0 0.228 8 95.3 

1.000 0 0.115 5 0.120 0 0.231 0 96.3 

1.000 0 0.115 9 0.120 0 0.231 8 96.6 

2.2.1  乙醇浓度对金丝桃苷含量的影响  精密称

取样品粉末 2.0 g，按料液比 1︰10(g·mL1)分别加

入水和 30%，40%，50%，60%，70%，80%乙醇，

回流提取 1 h，然后按“2.1.3”项下方法制得供试

品溶液，依“2.1.1”项下色谱条件测定金丝桃苷

的含量。当乙醇浓度为 0~60%时，样品提取液中

金丝桃苷的含量随乙醇浓度的增加而增加；当乙

醇浓度为 60%时，金丝桃苷的含量达峰值；之后

样品提取液中金丝桃苷的含量随乙醇浓度的增加

而下降，可能是因为高浓度乙醇对脂溶性成分的

提取量增加，而对金丝桃苷的提取量降低。因此

选择提取溶剂为 60%乙醇。结果见图 2。 

 
图 2  乙醇浓度对金丝桃苷含量的影响 

Fig. 2  Effects of ethanol concentration on the content of 
hyperin 

2.2.2  料液比对金丝桃苷含量的影响  精密称取

干燥的雪松松针粉末 2.0 g，按料液比 1︰8，1︰

10，1︰12，1︰15，1︰17，1︰20(g·mL1)加入 60%

乙醇溶液，回流提取 1 h，然后按“2.1.3”项下方

法制得供试品溶液，依“2.1.1”项下色谱条件测

定金丝桃苷的含量。随着料液比的增加，金丝桃

苷的含量随之呈增长趋势，当料液比为 1︰

15(g·mL1)时，金丝桃苷的含量达最大值；之后随

着料液比的增加，金丝桃苷的含量略微下降，故

选择料液比为 1︰15(g·mL1)。结果见图 3。 

2.2.3  提取时间对金丝桃苷含量的影响  精密称

取干燥雪松松针粉末 2.0 g，按料液比 1︰

15(g·mL1)加入 60%乙醇溶液，分别回流提取 30，

60，90，120，150 min，然后按“2.1.3”项下方法

制得供试品溶液，依“2.1.1”项下色谱条件测定

金丝桃苷的含量。样品提取液中金丝桃苷的含量

随提取时间的延长呈上升趋势，当提取时间为

90 min 时，金丝桃苷的含量达最大值；之后随着

提取时间的延长，金丝桃苷的含量呈下降趋势，

为此选择提取时间为 90 min。结果见图 4。 

 
图 3  料液比对金丝桃苷含量的影响 

Fig. 3  Effects of solid-to-liquid ratio on the content of 
hyperin 

 
图 4  提取时间对金丝桃苷含量的影响 

Fig. 4  Effects of extraction time on the content of hyperin 

2.2.4  提取次数对金丝桃苷含量的影响  精密称

取干燥的雪松松针粉末 2.0 g，按料液比 1︰

15(g·mL1)加入 60%乙醇溶液，回流提取 3 次(各

1.5 h)，分别收集滤液，然后按“2.1.3”项下方法

制得供试品溶液，依“2.1.1”项下色谱条件测定

金丝桃苷含量。计算每次回流提取金丝桃苷的提

取率，结果表明回流提取第一次的提取率即达

91.98%，故将提取次数确定为 1 次。结果见图 5。 

 
图 5  提取次数对金丝桃苷含量的影响 

Fig. 5  Effects of extraction times on the content of hyperin 
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2.3  响应面法优化回流提取工艺 

2.3.1  试验设计及结果  基于单因素试验筛选出

的最佳提取条件：乙醇浓度 60%、料液比 1︰

15(g·mL1)、回流提取 90 min，提取次数为 1 次。

固定提取次数，选择影响回流提取工艺的因素乙

醇浓度(A，%)、料液比(B，g·mL1)、提取时间(C，

min)，以金丝桃苷的含量(Y，mg·g1)为响应值，根

据 Box-benhnken 试验设计原理，设计 3 因素 3 水

平试验，因素与水平见表 2，然后按上述设计进行

试验，结果见表 3。 

表 2  水平与因素 

Tab. 2  Levels and factors 

水平 
因素 

A/% B/g·mL1 C/min 

1 40 1∶10  60 

 0 60 1∶15  90 

 1 80 1∶20 120 

表 3  Box-Behnken 试验设计与结果 

Tab. 3  Design and results of Box-Behnken design 
试验编号 A B C 金丝桃苷含量/mg·g1

1 0 0 0 0.111 0 

2 0 1 1 0.101 3 

3 0 0 0 0.121 6 

4 1 0 1 0.090 4 

5 1 0 1 0.104 5 

6 1 1 0 0.085 3 

7 0 0 0 0.118 5 

8 1 0 1 0.084 5 

9 1 1 0 0.088 2 

10 0 0 0 0.119 7 
11 0 1 1 0.108 8 

12 1 1 0 0.098 8 

13 1 0 1 0.086 8 
14 0 0 0 0.121 2 

15 0 1 1 0.103 8 

16 0 1 1 0.100 2 

17 1 1 0 0.087 8 

2.3.2  模 型 的 建 立 及 显 著 性 检 验   利 用

Design-Expert 8.0.6 软件对表 3 数据进行回归分

析，得到金丝桃苷含量(Y)对乙醇浓度(A)、料液比

(B)、提取时间 (C)的二元多项回归模型为 Y= 

0.12-3.212×103A+2.400×103B+3.438×103C-

2.025×103AB-5.900×103AC+9.750×104BC- 

0.020A2-8.200×103B2-6.675×103C2，R2=0.970 1。

方差分析结果见表 4。 

如表 4 所示，模型达到了极显著水平

(P=0.000 2) ； 试 验 所 选 模 型 的 决 定 系 数

R2=0.970 1，试验模型的校正系数 R2
Adj=0.931 6，

说明试验结果有 93.16%受试验因素的影响。失拟

项 P=0.903 3>0.05，说明试验没有失拟因素存在， 

表 4  方差分析  

Tab. 4  Analysis of variance  

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 

Model 2.747×103 9 3.052×104 25.22  0.000 2

A 8.256×105 1 8.256×105 6.82  0.034 8

B 4.608×105 1 4.608×105 3.81  0.092 0

C 9.453×105 1 9.453×105 7.81  0.026 7

AB 1.640×105 1 1.640×105 1.36  0.282 5

AC 1.392×104 1 1.392×104 11.50  0.011 6

BC 3.802×106 1 3.802×106 0.31  0.592 6

A2 1.714×103 1 1.714×103 141.59 <0.000 1

B2 2.831×104 1 2.831×104 23.39  0.001 9

C2 1.876×104 1 1.876×104 15.50  0.005 6

残差 8.473×105 7 1.210×105   

失拟项 1.019×105 3 3.396×106 0.18  0.903 3

误差 7.454×105 4 1.863×105   

总和 2.832×103 16    

校正系数 R2=0.970 1      R2
Adj=0.931 6 

数据没有异常点；因此可用该回归方程分析和预

测雪松松针中金丝桃苷的最佳回流提取工艺条

件。由回归方程和方差分析还可看出，模型中二

次项 B2、C2 对金丝桃苷含量的影响达到非常显著

水平(P<0.01)，一次项 A、C，交互项 AC 对金丝桃

苷含量的影响达到显著水平(P<0.05)，模型中二次

项 A2 对金丝桃苷含量的影响达到极显著水平

(P<0.001)，说明所得回归方程能够很好地预测金

丝桃苷含量随各响应因子的变化。 

2.3.3  响应面分析  根据回归模型作出相应的响

应面图和等高线图，考察响应面的形状，分析回

流提取各因素对金丝桃苷含量的影响，结果见图 6。 

交互作用的大小可由等高线的形状来反映，

若呈椭圆形，说明两因素的交互作用显著，若呈

圆形则相反，而响应面曲线较陡也说明两因素交

互作用显著。如图 6 所示，AC 交互作用显著，表

现为响应曲线较陡；交互项 AB、BC 的响应曲线

较平缓，说明其交互作用不显著。 

2.3.4  验证试验   上述回归方程通过软件

Design-Expert 8.0.6 进行求解，得到雪松松针中金

丝桃苷的最优回流提取工艺参数为：乙醇浓度

57.26%，料液比 1︰15.92(g·mL1)，提取时间

99.97 min，回流提取 1 次。考虑到试验实际操作

的可行性，调整工艺参数：乙醇浓度 60%，料液

比 1︰16(g·mL1)，提取时间 100 min，回流提取 1

次。在此工艺条件下，进行 3 次平行验证试验，计

算得金丝桃苷的平均含量为 0.119 6 mg·g1(得率为

0.012%)，与预测值 0.119 4 mg·g1 的相对误差为

0.17%，表明本实验设计工艺条件准确可靠、合理。 
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图 6  各因素对金丝桃苷含量影响的等高线和响应面图 

Fig. 6  Contour line and response surface plot of factors on the content of hyperin 

3  讨论 

金丝桃苷又名槲皮素 -3-O-β-D-吡喃半乳糖

苷，属于黄酮醇苷类化合物，广泛存在于多种植

物体内，如桃金娘科、菊科、夹竹桃科、松科、

金丝桃科、蔷薇科、葵科、藤黄科等的果实及全

草中[4]，是一种重要的天然产物，具有解痉镇痛、

抗肿瘤、保护胃黏膜、增强免疫力、抗抑郁等作

用[5]。杜永杰等[6]采用正交试验法优选山楂中金丝

桃苷的最佳回流提取工艺：8 倍量体积分数 50%乙

醇回流提取 3 次，每次 1 h，实验所测得金丝桃苷

的平均含量为 1.91%。蔡恩博等[7]采用复合酶辅助

提取法优化短梗五加叶中金丝桃苷的提取工艺，

其最佳工艺参数：纤维素酶加酶量为 2%，中性蛋

白酶加酶量为 0.5%，α-淀粉酶加酶量为 3%，温度

30 ℃，时间 10 min。测得短梗五加叶中金丝桃苷

的提取率为 0.52%。柯仲成等[8]采用 Box-Behnken

响应面法优化贯叶金丝桃中金丝桃苷的提取工

艺，最终确定其最佳提取工艺为 11 倍量 77.6%乙

醇，提取 2 次，每次 2.7 h，该实验测得金丝桃苷

的含量为 7.04 mg·g1。本实验优化得到的金丝桃

苷的最佳回流提取工艺：乙醇浓度 60%，料液比 1

︰16(g·mL1)，提取时间 100 min，回流提取 1 次，

测得金丝桃苷的含量为 0.119 6 mg·g1。优选得到

的雪松松针中金丝桃苷的回流提取工艺省时、简

便、合理、可行。金丝桃苷为首次从雪松属植物

针叶中分离得到[3]，尽管其含量较低，但可通过大

孔吸附树脂等手段富集纯化得到。且雪松松针一

年四季均可采收，天然蓄积量大，是一种再生速

度快、可持续利用的天然资源，本研究结果提示

可对松针进行综合开发利用，变废为宝。 

传统中药的提取工艺研究大多采用正交试验

设计，但正交试验的优化试验次数较响应面试验

少，只能得到离散型的优化数据，具有精度不高、

预测性不佳的特点，最佳工艺条件只能从试验中

每个因素的各水平中选择一个；而响应面设计本

质上是将正交试验与回归分析相结合，使各因素

与响应值之间进行二元多项回归，既可以分析各

因素的变化对响应值的影响规律，也可以得到相

对精确的优化条件，提高实验的预测性和准确性，

因而认为利用该法得到的提取工艺具有实用价值。 
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