
 

石菖蒲中 β-细辛醚的提取工艺优化及其体外抗氧化活性研究
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摘要：目的　 采用乙醇加热回流法研究石菖蒲 β-细辛醚的最佳提取工艺，并考察其不同部位抗氧化活性。方法　以石菖

蒲 β-细辛醚提取量为评价指标，优化提取方法，在单因素试验的基础上，采用正交设计与响应面法考察乙醇浓度、料液

比、提取时间 3 个因素对石菖蒲 β-细辛醚提取量的影响。在确定最佳提取工艺后，对其不同部位抗氧化活性进行研究。结

果　石菖蒲 β-细辛醚最佳提取工艺：乙醇浓度为 95%，料液比为 1∶20 g·mL–1，提取时间为 2.5 h。在此条件下，石菖蒲

β-细辛醚提取量为 0.918 7 mg∙g–1。体外抗氧化活性结果表明抗氧化能力强弱顺序依次为乙酸乙酯>石油醚>乙醇>正丁醇。

其中，乙酸乙酯部位抗氧化活性最强，具有较好清除 DPPH、ABTS 自由基的能力，同时具备一定的还原能力。结论　优

选工艺方法简单、稳定可靠，可用于石菖蒲 β-细辛醚的提取和抗氧化活性测定，为石菖蒲的进一步开发提供依据。
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Optimization  of  Extraction  Technology  and  Antioxidant  Activity  of β-Asarone  from  Acori  Tatarinowii
Rhizoma in Vitro

YAN  Yingyinga,  WANG  Manlia,  LI  Jinhonga,  LI  Chenglonga,  HONG  Guangboa,  HUANG  Lipinga,b*(Lingnan
Normal  University, a.Mangrove Institute, LingnanNormal  University, b.Western Guangdong Characteristic  Biology and Medicine
Englineering and Research Center, Zhanjiang 524048, China)

ABSTRACT: OBJECTIVE　   To  study  the  best  extraction  process  of  β-asarone  from  Acori  Tatarinowii  Rhizoma  by  ethanol
heating  reflux  method,  and  to  explore  the  antioxidant  activity  of  different  segments. METHODS　  With β-asarone  from  Acori
Tatarinowii  Rhizoma  as  the  evaluation  index  to  optimize  the  extraction  method.  On  the  basis  of  a  single  factor  experiment,  the
effects of ethanol concentration, solid-liquid ratio and extraction time on the extraction amount of β-asarone from Acori Tatarinowii
Rhizoma  were  investigated  by  orthogonal  design  and  response  surface  methodology.  After  the  optimal  extraction  process  was
determined, the antioxidant activities of different segments were studied. RESULTS　 The optimum extraction process of β-asarone
from Acori Tatarinowii Rhizoma was as follows: ethanol concentration was 95%, solid-liquid ratio was 1∶20 g·mL–1 and extraction
time was 2.5 h. Under these conditions, the extraction amount of β-asarone from Acori Tatarinowii Rhizoma was 0.918 7 mg·g–1.
The  results  of  in  vitro  antioxidant  activity  showed  that  the  order  of  antioxidant  capacity  was  ethyl  acetate>petroleum
ether>ethanol>n-butanol. Among them, the ethyl acetate fraction had the strongest antioxidant activity, with good ability to scavenge
DPPH and ABTS free radicals, and had certain reduction ability. CONCLUSION　  The optimized method is stable, reliable and
simple, which can be used for extraction and antioxidant activity determination of β-asarone from Acori Tatarinowii Rhizoma, and
provides a basis for the further development of Acori Tatarinowii Rhizoma.
KEYWORDS: Acori Tatarinowii Rhizoma; β-asarone; antioxidant; orthogonal test; response surface

石菖蒲为天南星科植物，来源于多年生草本

植物石菖蒲的干燥根茎。其性辛、温，味苦，归

心、胃经，作为一种开窍醒脑药而被广为人知。

石菖蒲具有开窍豁痰、醒神益智、化湿开胃等功

效，现代药理学研究表明石菖蒲对于中枢神经系

统、心脑血管系统等方面的疾病有良好的治疗效

果。除此以外，石菖蒲还具有抗菌、抗氧化、抗

肿瘤等药理作用[1-3]。有相关文献报道石菖蒲与相

关药物配伍使用具有改善记忆力等功效，其作用

机制可能与石菖蒲抗氧化、清除自由基、降低细

胞凋亡率等有关[4]。但石菖蒲抗氧化等药理作用方

面的研究相对中枢神经系统而言并没有太深入。
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目前，石菖蒲挥发油的提取方法较多，主要

有超临界萃取法、乙醇加热回流提取法、超声提

取法、水蒸气蒸馏法等[5-8]。超临界萃取法需要特

定设备且经济成本高，超声提取法需要长时间维

持大功率设备的运转，成本稍高，水蒸气蒸馏法

提取时间长。而乙醇加热回流提取法具有使用溶

剂量小、溶剂可回收、重复利用、提取时间相对

水蒸气蒸馏法较短、不需要特定设备等优点，同

时为实际生产提供更多的选择。因此，本研究采

用乙醇加热回流提取法对石菖蒲进行工艺优化，

并对石菖蒲不同部位进行抗氧化活性检测，为石

菖蒲进一步研究提供依据。 

1　仪器、材料与试剂

L600-1型高效液相色谱仪 (北京普析通用仪器

有限责任公司)；BDS C18 分析柱 (4.6 mm×250 mm，

5  μm)(大连依利特分析仪器有限公司 )；DFY-
500D型摇摆式高速中药粉碎机 (温岭市林大机械

有限公司)；FB124型内校天平 (上海舜宇恒平科

学仪器有限公司)；HH-4型数显恒温水浴锅 (常州

国华电器有限公司)；SHZ-DⅢ型循环水真空泵 (巩
义市予华仪器有限责任公司)；N-1300型旋转蒸发

仪 (上海爱朗仪器有限公司)；DLSB-5/20B型低温

冷却液循环泵 (郑州长城科工贸有限公司)。
β-细辛醚对照品 [西格玛奥德里奇 (上海)贸易

有 限 公 司 ， 批 号 ： SJBJ4351； 纯 度 ≥99%]；
DPPH标 准 品 (批 号 507F022； 纯 度 ≥98%)、
ABTS标准品 (批号：20220807；纯度≥98%)均购

自北京索莱宝科技有限公司；甲醇 (色谱纯，天津

四友精细化学品有限公司，批号：20220522)；过

硫酸钾 (天津市百世化工有限公司，批号：

20210619)；维生素 C(广东华南药业集团有限公

司，批号：200502)；三氯乙酸、铁氰化钾 (天津

市永大化学试剂有限公司)；甲酸 (分析纯)、六水合

三氯化铁均购自广东光华科技股份有限公司。 

2　方法 

2.1　样品预处理

石菖蒲药材经粉碎后过 65目筛，得石菖蒲粉末。 

2.2　加热回流法提取石菖蒲浸膏及供试品溶液的

制备

称取石菖蒲粉末 10 g，置于圆底烧瓶中，按

料液比加入一定量的乙醇溶液。在保持乙醇溶液

微沸的条件下，按单因素试验、正交试验以及响

应面试验方案进行 β-细辛醚提取量的工艺优化，

得到醇提液后经过抽滤、减压浓缩，挥干浓缩液

中剩余的乙醇溶液并晾干至恒重，得橙棕色的石

菖蒲浸膏。

精密称取石菖蒲浸膏 0.1 g置于 25 mL棕色量

瓶，加入甲醇定容，超声处理 5 min后，补足减失

的质量，放冷至室温，过 0.22 μm针孔式滤膜，摇

匀，即得供试品溶液。 

2.3　石菖蒲 β-细辛醚体外抗氧化活性评价

选取最优提取工艺条件提取石菖蒲 β-细辛

醚，将得到的石菖蒲浸膏加入适量蒸馏水后，超

声处理至油状物完全冲散，得石菖蒲提取液。该

溶液依次用石油醚、乙酸乙酯以及正丁醇萃取，

分别得到石油醚、乙酸乙酯及正丁醇 3种不同

部位的提取物，减压浓缩并晾干至恒重后，称定

提取物浸膏质量。以无水乙醇为溶剂，配制不

同部位的样品溶液并以由无水乙醇配制的维生素

C溶液为阳性对照品，且浓度均分别配制为 0.2，
0.4，0.6，0.8，1.0 mg∙mL–1。每个试验平行 3组并

测定其抗氧化能力。 

2.3.1　DPPH自由基清除能力的测定　精密称定

DPPH标准品 3.4 mg装入 25 mL棕色量瓶中，加

入无水乙醇溶解并定容，超声溶解，补足减失质

量，得到浓度为 0.136 mg∙mL–1 的 DPPH标准品溶

液。移取 100 μL“2.3”项下样品溶液以及阳性对

照品溶液至 96孔板中，加入 100 μL DPPH标准品

溶液，避光反应且静置一段时间后，于 517 nm波

长处测定其吸光度值 [9]。按以下公式 (1)计算

DPPH自由基清除率。

DPPH自由基清除率(%) =
[1− (Ai−A j)/Ac]×100% (1)

公式中 Ai 为 DPPH与样品的吸光度值；Aj 为

无水乙醇和样品的吸光度值；Ac 为 DPPH与无水

乙醇的吸光度值。 

2.3.2　ABTS自由基清除能力的测定　精密称定

ABTS标准品 192 mg以及 99 mg的 K2S2O8 粉末分

别装入 50 mL棕色量瓶中，用蒸馏水定容分别制

成浓度为 7.000 mmol∙L–1 的 ABTS标准品溶液以

及 7.350  mmol∙mL–1 的 K2S2O8 溶液，将两者混

匀，并在室温条件下避光反应 12 h，得 ABTS工

作液。在使用 ABTS工作液之前，用 PBS缓冲液

将工作液稀释至在 734 nm波长处测定的吸光度值

为 0.7±0.05。稀释后分别取不同浓度的样品溶液、

维生素 C溶液 40 μL以及 160 μL的 ABTS工作液
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于 96孔板中，避光反应 10 min，于 734 nm波长

处测定吸光度值，平行测定 3次，取平均值[10-11]。

按公式 (2)计算 ABTS自由基清除率。

ABTS自由基清除率(%) =
[1− (Ai−A j)/Ac]×100% (2)

公式中 Ai 为 ABTS与样品的吸光度值；Aj 为

无水乙醇和样品的吸光度值；Ac 为 ABTS与无水

乙醇的吸光度值。 

2.3.3　Fe3+还原力的测定　参考文献 [12-13]并稍

作调整，分别吸取 2 mL不同浓度的样品溶液加入

西林瓶中，向每个西林瓶中分别加入 2 mL PBS缓

冲液 (浓度为 0.2  mol∙L–1，pH为 7.4)以及 2  mL
1%的铁氰化钾溶液，混匀后置于 50 ℃ 水浴

20 min，结束水浴后迅速置于冰水浴中冷却终止反

应，再向每个西林瓶中加入 2 mL 10%的三氯乙酸

溶液，混合均匀后，各取 2 mL混合后溶液置于

5个西林瓶中，并向其中各加入 2 mL蒸馏水及

0.5 mL 0.1%的三氯化铁溶液，室温静置 10 min后

得样品溶液。于 700 nm处测样品溶液的吸光度值

并以维生素 C溶液作为对照。样品溶液的吸光度

值越大，则其还原力越强。 

2.4　数据处理

Design-Expert 12用于响应面模型拟合、数据

处理及显著性分析，Origin 2018用于图表绘制及

统计分析。 

3　结果与分析 

3.1　方法学考察 

3.1.1　色谱条件　BDS C18 色谱柱 (4.6 mm×250 mm，

5 μm)；以甲醇–0.1%甲酸 (55∶45)为流动相等度

洗脱；柱温箱温度为 30 ℃；流速为1 mL∙min–1；
进样量为 20 μL。此条件下对照品以及供试品色谱

图见图 1。 

3.1.2　β-细辛醚标准曲线的绘制　依据陈龙梗等[13]

的方法并进行适当调整，配制 β-细辛醚浓度为

0.854 mg·mL–1 的对照品溶液，取 0.1 mL对照品溶

液，加入甲醇，依次稀释 0，5，10，15，20，
25倍，于 250 nm处测定其峰面积。以峰面积积分

值 (Y)为纵坐标，β-细辛醚的质量浓度 (X)为横坐

标，得 β-细辛醚回归方程为 Y=7×107X+533  729
(r=0.999  5)， 结 果 表 明 β-细 辛 醚 在 0.034 1  6~
0.854 0 mg∙mL–1 内线性关系良好。 

3.1.3　仪器精密度试验　精密吸取同一份 β-细辛

醚对照品溶液 20 μL，注入 HPLC中，连续进样

6次，测定峰面积，得到 β-细辛醚浓度的 RSD值

为 1.17%，结果表明该仪器精密度良好。 

3.1.4　稳定性试验　精密吸取同一份 β-细辛醚供

试品溶液 20 μL，分别于 0，2，4，6，8，10 h进

样，并按“3.1.1”项下色谱条件测定峰面积，得

到 β-细辛醚浓度的 RSD值为 1.62%，结果表明供

试品溶液在 10 h内稳定。 

3.1.5　重复性试验　按“2.2”项下的方法制备供

试品并精密称取同一份供试品 0.1 g，平行配制供

试品溶液 6份，测定峰面积，得到 β-细辛醚浓度

的 RSD值为 1.97%，结果表明该方法重复性良好。 

3.1.6　加样回收率试验　在已知 β-细辛醚含量的

条件下，向 6份供试品溶液中分别加入低、中、

高 (对照品浓度分别为 60%，80%，100%)含量的

β-细辛醚对照品溶液后，按供试品溶液制备的方法

制得 6份加标样品溶液并进行测定，计算加样样

品溶液中 β-细辛醚的含量，结果见表 1。
  
表 1    β-细辛醚加样回收率试验结果
Tab. 1    Result of recovery rate of β-asarone

组别 样品含量/
mg

测得量/
mg

加入量/
mg

回收率/
%

平均回收率/
%

RSD/
%

高浓度

0.149 2 0.292 2 0.148 6 96.25

99.32 2.17

0.183 2 0.363 2 0.182 8 98.53

0.166 2 0.327 7 0.165 7 97.39

中浓度

0.232 3 0.464 1 0.232 1 99.86
0.183 2 0.366 7 0.182 9 100.33

0.207 8 0.415 4 0.207 5 100.10

低浓度

0.146 3 0.288 7 0.146 0 97.51
0.218 1 0.443 6 0.217 9 103.44

0.182 2 0.366 2 0.182 0 100.48
  

3.2　石菖蒲 β-细辛醚提取量计算

石菖蒲 β-细辛醚提取量计算见公式 (3)。
石菖蒲β−细辛醚提取量(mg ·g−1) =

(cV ·m1)/(m2×1 000) (3)

 

0

A B

5 10 15

t/min

20 25 30 35 40 0 5 10 15

t/min

20 25 30

图 1    β-细辛醚对照品 (A)和供试品 (B)高效液相色谱图

Fig. 1    HPLC chromatogram of β-asarone control(A) and test
sample(B)
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c 表示 β-细辛醚浓度，单位为 mg∙mL–1；V 表

示溶液体积，单位为 mL；m1 表示醇提物浸膏质

量，单位为 g；m2 表示石菖蒲粉末质量，单位为 g。 

3.3　单因素考察 

3.3.1　乙醇浓度对 β-细辛醚提取量的影响　确定

料液比为 1∶16，提取时间为 2 h，探究乙醇浓

度分别为 70%，80%，95%，100%对石菖蒲 β-
细辛醚提取量的影响。结果显示，乙醇浓度在

70%~100%可见 β-细辛醚提取量呈现上升趋势，

见图 2。可能的原因是随着乙醇浓度的升高，β-细
辛醚的溶出速率加快。因此从 β-细辛醚提取量、

绿色化学、经济等各方面因素考虑，正交试验以

及响应面试验乙醇浓度均选择 70%，80%，95%。
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图 2    乙醇浓度对石菖蒲 β-细辛醚提取量的影响

Fig.  2     Effect  of  ethanol  concentration  on  the  extraction
amount of β-asarone from Acori Tatarinowii Rhizoma
  

3.3.2　料液比对 β-细辛醚提取量的影响　确定乙

醇体积分数为 95%，提取时间为 2 h，探究料液比分

别为 1∶14，1∶16，1∶18，1∶20，1∶22 g·mL–1

对石菖蒲 β-细辛醚提取量的影响。

当料液比由 1∶14 g·mL–1 增加至 1∶18 g·mL–1

时，β-细辛醚提取量呈上升的趋势，并在料液比

为 1∶18 g·mL–1 时达到峰值 0.488 7 mg∙mL–1，当

料液比>1∶18 g·mL–1 时 β-细辛醚提取量呈现下降

趋势。可能原因是石菖蒲粉末需要一定量的溶剂

才能充分提取 β-细辛醚，但当料液比持续增大

时，一方面使得单位体积的 β-细辛醚含量降低且

易使杂质溶出，另一方面溶剂使用过多造成浪费

的现象，不符合绿色化学理念且后续处理繁杂。

因此，正交试验以及响应面试验料液比选择

1∶16，1∶18，1∶20 g·mL–1。结果见图 3。 

3.3.3　提取时间对 β-细辛醚提取量的影响　确定

乙醇体积分数为 95%，料液比为 1∶16，考察提取

时间分别为 1，2，3，4 h对石菖蒲 β-细辛醚提取

量的影响。结果见图 4。
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图 4    提取时间对石菖蒲 β-细辛醚提取量的影响

Fig.  4    Effect  of  extraction time on the extraction amount of
β-asarone from Acori Tatarinowii Rhizoma
 

当提取时间在 1~2 h，提取量随着提取时间的

增加而增加；当提取时间>2 h，β-细辛醚提取量在

逐渐减少。这其中可能的原因是适宜的提取时间

能加速 β-细辛醚的溶出，当提取时间>2 h，长时

间的加热回流可能会使其他溶质溶出而导致 β-细
辛醚提取量减少。因此正交试验以及响应面试验

提取时间选择 1，2，3 h。 

3.4　正交试验优化石菖蒲提取工艺 

3.4.1　正交试验的方案设计　以乙醇浓度 (A)、料

液比 (B)以及提取时间 (C)为考察因素，选择三因

素三水平正交表，因素水平表见表 2。将正交试验

所得的供试品溶液按“3.1.1”项下色谱条件测定

其峰面积并计算 β-细辛醚提取量。试验设计见
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图 3    料液比对石菖蒲 β-细辛醚提取量的影响

Fig. 3    Effect of solid-liquid ratio on the extraction amount of
β-asarone from Acori Tatarinowii Rhizoma
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表 2，试验结果见表 3，方差分析表见表 4。
 
 

表 2    正交试验因素与水平表
Tab. 2    Orthogonal test factors and level table

A乙醇浓度/% B料液比/g·mL–1 C提取时间/h

70 1∶16 1

80 1∶18 2

95 1∶20 3
 
 
 

表 3    正交试验结果及极差分析
Tab. 3    Orthogonal test results and range analysis

编号
因素

A B C D β-细辛醚提取量/mg·g–1

1 1 1 1 1 0.340 7

2 1 2 2 2 0.398 2

3 1 3 3 3 0.373 9

4 2 1 2 3 0.420 4

5 2 2 3 1 0.465 2

6 2 3 1 2 0.423 9

7 3 1 3 2 0.712 9

8 3 2 1 3 0.740 3

9 3 3 2 1 0.852 4

k1 0.371 0.491 0.502 0.553

k2 0.436 0.535 0.557 0.512

k3 0.769 0.550 0.517 0.512

R 0.398 0.059 0.055 0.041

 
 

表 4    正交方差分析表
Tab. 4    Table of orthogonal analysis of variance
方差来源 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 显著性

A 0.273 2 91.000 19.000 *

B 0.006 2 2.000 19.000

C 0.005 2 1.667 19.000

误差 0.000 2
 

由表 3可知，在直观分析中各因素对试验结

果 影 响 的 主 次 顺 序 为 A>B>C， 且 A3>A2>A1，

B3>B2>B1，C2>C1>C3；由表 4中的方差分析可知，

因素 A在 α=0.05时，对实验结果有显著性影响；

因素 B、C则对实验结果无显著性影响，这其中的

原因可能是实验设计的因素水平间距不大，所得

到的结果差异不显著[14]。因此，为了最大限度地

提取 β-细辛醚，选取各因素水平组合为 A3B3C2，

即乙醇体积分数为 95%，料液比为 1∶20，提取时

间为 2 h。 

3.4.2　正交试验的验证　在乙醇体积分数为

95%，料液比为 1∶20 g·mL–1，提取时间为 2 h条

件下进行正交最佳工艺的验证。取 10 g石菖蒲粉

末 3份，进行验证。3组验证试验 β-细辛醚提取量

的均值为 0.851 3 mg·g–1(RSD=0.48%)，与预估值

(0.852 4 mg·g–1)接近，说明该工艺稳定。 

3.5　响应面法优化石菖蒲提取工艺 

3.5.1　响应面试验　在单因素试验的基础上，确

定以 β-细辛醚提取量 (mg·g–1，Y)为指标，选取

X1(乙醇浓度)、X2(料液比)、X3(提取时间)作为考

察 因 素 ， 采 用 Design-Expert  12软 件 中 Box-
Behnken设计三因素三水平的响应面试验，经拟合

后确定最优的石菖蒲 β-细辛醚提取工艺。试验因

素水平表见表 5，试验安排见表 6。
  
表 5    Box-Behnken设计因素与水平表
Tab. 5    Box-Behnken design factors and level table

水平
因素

X1乙醇浓度/% X2料液比/g·mL–1 X3提取时间/h

–1 70 1∶16 1

0 82.5 1∶18 2

1 95 1∶20 3
 

  
表 6    响应面设计及石菖蒲 β-细辛醚的提取量
Tab. 6    Response surface design and extraction volume of β-
asaricin from Acori Tatarinowii Rhizoma

乙醇浓度/% 料液比/g·mL–1 提取时间/h β-细辛醚提取量/
mg·g–1

–1 –1 0 0.348 1

1 –1 0 0.835 8

–1 1 0 0.305 7

1 1 0 0.950 3

–1 0 –1 0.387 5

1 0 –1 0.868 0

–1 0 1 0.456 9

1 0 1 0.872 4

0 –1 –1 0.317 4

0 1 –1 0.471 0

0 –1 1 0.342 4

0 1 1 0.446 0

0 0 0 0.549 2

0 0 0 0.482 9

0 0 0 0.544 1

0 0 0 0.568 9

0 0 0 0.502 4
  

3.5.2　响应面试验结果　按照 Box-Behnken设计

的试验方案以及“2.2”项下的方法进行石菖蒲提

取物供试品溶液的制备并以 β-细辛醚提取量

(mg·g–1，Y)为评价指标。将因素 X1、X2、X3(自变

量)以及各水平对评价指标 Y(因变量)进行二次多项

式回归拟合。分析结果显示，β-细辛醚提取量的目

标函数为 Y=0.001 069X1
2–0.086 60X2

2– 0.050 38X3
2+

0.003 138X1X2–0.001 300X1X3–0.014 18X2X3–0.181 8X1
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+1.370 3X2+0.446 4X3+0.380 0。 

3.5.3　响应面试验结果分析　石菖蒲 β-细辛醚提

取量的方差结果见表 7。对于石菖蒲 β-细辛醚提取

量，该模型的 P<0.05，说明其具有统计学意义；

失拟差 P 值为 0.145 3>0.05，表明失拟项不显著，

说明方程模型与试验拟合良好，试验误差较小，

能较好地反映于石菖蒲 β-细辛醚的提取量。3个因

素并不是呈线性关系，由方差分析可得出对于石

菖蒲 β-细辛醚提取量影响大小顺序为 X1(乙醇浓

度)>X2(料液比)>X3(提取时间)。

各因素之间还存在交互作用，从图 5可知乙

醇浓度与料液比和提取时间之间的交互作用的响

应面坡度变化更为陡峭，对石菖蒲 β-细辛醚提取

量的影响较大；X2X3 响应面 3D图的坡度平缓，趋

向球面，说明两者交互作用较弱 [15-17]，对石菖蒲

β-细辛醚提取量的影响较小。 

3.5.4　优化工艺的验证　称取石菖蒲粉末 10 g，
以响应面法得到得的最佳优工艺 (乙醇浓度

为 95%、料液比为 1∶20  g·mL–1、提取时间为

2.5 h)为条件进行 3次平行试验。得到 β-细辛醚
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图 5    两因素之间交互对 β-细辛醚提取量的影响的等高线图和 3D图

Fig. 5    Contour plots and 3D plots of the effect of the interaction between the two factors on the amount of β-asarone extraction
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提取量为 0.915 5 mg·g–1(RSD=0.72%)，与预测值

(0.918 7 mg·g–1)非常接近，说明此最优工艺稳定。 

3.6　正交试验与响应面试验的比较

正交试验得到的最佳工艺是乙醇浓度为

95%、料液比 1∶20 g·mL–1、提取时间 2.0 h，β-细
辛醚提取量的预测值为 0.852 4 mg·g–1；响应面法

获得的最佳提取条件为 95%乙醇浓度、料液比为

1∶20 g·mL–1、提取时间为 2.5 h，此时 β-细辛醚

预测提取量为 0.915  5  mg·g–1，比正交试验高出

0.671 mg·g–1，但差异不显著。

正交试验和响应面分析法是基于 2种不同的

模型来对试验水平进行分析的方法，正交试验考

察各因素不同水平之间的最佳组合，不能顾及水

平组合之外，范围相对来说较小，且分析出的数

据精度较低，预测出的结果相对误差较大[18-19]。响

应面法通过数学模型构建二次回归方程，该回归

方程精确度高，能够合理预测出最佳的有效结

果。与正交试验相比，响应面分析法不仅能够分

析试验设置的水平内的最佳组合，还能找出除试

验设置水平以外的其他最佳组合。因此，综合比

较之下得出响应面法优化出的石菖蒲 β-细辛醚最

优提取工艺较正交试验得出的结果更优。

正交试验与响应面分析法得出的最优工艺，

除提取时间外，乙醇浓度以及料液比均一致。正

交设计最佳工艺条件中提取时间为 2 h，而响应面

则是 2.5 h。因此在考虑 β-细辛醚提取量与经济成

本的情况下，采用响应面法得出的优选工艺，即

乙醇浓度为 95%，料液比为 1∶20 g·mL−1，提取

时间为 2.5 h。 

3.7　石菖蒲提取物不同部位的抗氧化活性分析 

3.7.1　DPPH自由基清除能力的测定　 

3.7.1.1　DPPH溶液稳定性试验　在 DPPH标准品

溶液与石菖蒲提取物制备而得的供试品溶液以

1∶1的比例混合均匀后，取其中 200 μL加入到

96孔板中，测定其吸光度值 (A)与时间 (t)的关

系，结果见图 6。
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图 6    石菖蒲提取物与 DPPH反应时间曲线

Fig.  6     Reaction  time  curve  of  Acori  Tatarinowii  Rhizoma
extracts and DPPH
 

由图 6可知清除率在 20 min内上升较快，在

20~80  min内清除率上升较为缓慢，当时间在

90 min时清除率基本保持不变。因此测定时间选

择为 90 min。 

3.7.1.2　DPPH自由基清除能力的结果分析　采用

DPPH法对石菖蒲由不同极性溶剂得到的不同部位

进行测定，结果显示不同部位的提取物及维生素

C阳性对照在 0.2~1.0 mg·mL–1 内均呈上升趋势，

且呈现出量效关系。乙酸乙酯部位在 1.0 mg·mL–1

时清除能力达到最高，达到维生素 C的 82.41%，

且乙酸乙酯部位的清除能力优于其他不同部位。

由徐飞飞等[3] 通过研究石菖蒲主要成分 β-细辛醚

的药理学作用及机制及倪刚等[20] 对乙酸乙酯部位

化学成分的研究，发现 β-细辛醚具有抗氧化活性且

乙酸乙酯部位中含有 β-细辛醚。表明 β-细辛醚可

能是其中主要的抗氧化成分之一。由不同极性溶剂

萃取得到的石菖蒲提取物的 DPPH清除率见图 7。 

3.7.2　 ABTS自 由 基 清 除 能 力 的 测 定 　 通 过

ABTS法对石菖蒲不同部位进行测定。由图 8可

知，乙酸乙酯部位在浓度为 0.4  mg·mL–1 时对

ABTS的 清 除 率 已 趋 于 平 缓 ， 但 在 浓 度 为

1.0 mg·mL–1 时清除能力达到维生素 C的 86.70%，

石油醚部位、正丁醇部位、乙醇部位依次达到维

 

表 7    β-细辛醚提取量响应面试验结果方差分析

Tab. 7    Variance analysis of response surfaces test results of
extraction volumn of β-asarone

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
Model 0.689 2 9 0.076 6 31.11 <0.000 1

X1 0.514 3 1 0.514 3 209.28 <0.000 1

X2 0.014 1 1 0.014 1 5.74 0.047 7

X3 0.000 8 1 0.000 8 0.33 0.583 8

X1X2 0.006 2 1 0.006 2 2.50 0.157 5

X1X3 0.001 1 1 0.001 1 0.43 0.533 0

X2X3 0.000 8 1 0.000 8 0.33 0.585 3

X1
2 0.117 5 1 0.117 5 47.83 0.000 2

X2
2 0.031 6 1 0.031 6 12.85 0.008 9

X3
2 0.010 7 1 0.010 7 4.35 0.075 5

残差 0.017 2 7 0.002 5
失拟差 0.012 1 3 0.004 0 3.20 0.145 3
纯误差 0.005 1 4 0.001 3
总离差 0.704 6 16
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生素 C的 80.36%，78.02%，74.40%，表明 β-细辛

醚可能是主要的抗氧化活性成分之一。 

3.7.3　Fe3+还原能力的测定　不同极性溶剂石菖蒲

提取物与 Fe3+还原能力的关系见图 9。
由图 9可知随着不同部位提取物浓度的增

加，乙酸乙酯部位、石油醚部位、乙醇部位、正

丁醇部位及维生素 C阳性对照的还原能力都在逐

渐增强；在同一浓度下，乙酸乙酯部位的还原能

力最高。在 1.0 mg·mL–1 的浓度下，乙酸乙酯部位

的吸光值为 1.15，达到维生素 C的 86.08%。这表

明乙酸乙酯部位放出的电子更多，具备更强的还

原能力。 

4　讨论

随着对石菖蒲的深入研究，石菖蒲中细辛醚

类的最佳提取工艺及其众多的药理作用受到越来

越多人的关注，因此本研究为进一步开发石菖

蒲，利用正交设计和响应面法优选石菖蒲最佳提

取工艺，并研究石菖蒲不同部位之间的体外抗氧

化活性。

有效成分的提取量会受到提取方式、提取所

用的溶剂、提取时间、料液比等各种因素的影

响。杨丽霞等[5] 利用超声波辅助提取石菖蒲中的

β-细辛醚的工艺表明，采用石油醚提取，且料液比

为 0.08 mg·g–1、超声时间为 36.56 min、超声功率

为 181.64 W时，挥发油中 β-细辛醚平均含量为

23.44 mg·g–1。崔清华等[21] 利用水蒸气蒸馏法提取

石菖蒲中的挥发油的工艺表明工艺条件为加 7.6倍

量蒸馏水浸泡 2.7 h，提取 10.3 h。在此条件下 β-
细辛醚提取量约为 1.55 mg·g–1。本实验中，石菖

蒲 β-细辛醚最佳提取工艺为乙醇浓度 95%，料液

比 1∶20 g·mL–1，提取时间 2.5 h。在此条件下石

菖蒲 β-细辛醚提取量为 0.918 7 mg∙g–1。
采用超声波辅助提取石菖蒲 β-细辛醚具有提

取时间短、提取效率高、不需要加热等优点，但

石油醚易挥发，且在实际生产中需要在一定时间

内持续性维持大功率设备的运转，成本较高；相

对于超声波辅助提取法，水蒸气蒸馏法提取石菖

蒲 β-细辛醚具有物料价廉易得、操作简单等优

点，但提取时间过长，易增大石菖蒲中杂质的溶

出率，影响 β-细辛醚的提取量。本实验相较于超

声波辅助提取法，石菖蒲 β-细辛醚提取时间相对

较长，但具有操作简便，成本低等优点，为实际

生产提供更多的选择。
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图 7    维生素 C与石菖蒲不同极性溶剂萃取物 DPPH自由

基清除率随浓度变化趋势

Fig. 7    DPPH free radical scavenging rate of Vc and different
polar  solvents  of  Acori  Tatarinowii  Rhizoma extracts  changes
with concentration
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图 8    维生素 C与石菖蒲不同极性溶剂萃取物 ABTS自由

基清除率随浓度变化趋势

Fig.  8     ABTS  radical  scavenging  rate  of  Vc  and  different
polar  solvents  of  Acori  Tatarinowii  Rhizoma extracts  changes
with concentration
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图 9    维生素 C与石菖蒲不同极性溶剂萃取物 Fe3+还原能

力随浓度变化趋势

Fig. 9    Fe3+ reducing ability of Vc and different polar solvents
of  Acori  Tatarinowii  Rhizoma  extracts  changes  with
concentration
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本实验是根据正交试验所得的最佳条件进一

步进行响应面优化设计，通过分析 3个因素所引

起数据的变化与误差引起的偏差，推断各因素的

显著性，从响应面 3D图的弯曲程度和方差分析可

知，乙醇浓度对提取量有很显著的影响，料液比

影响较为显著，提取时间有影响，最终石菖蒲 β-
细辛醚的提取量为 0.918 7  mg·g–1，低于杨丽霞

等[5] 利用响应面法基于超声波辅助提取 β-细辛醚

得率 (23.44  mg·g–1)。主要原因有提取方式的差

异，其次推测可能是由于选择的石菖蒲材料生长

年限的不同。生长年份的不同对于有效成分在药

材中的积累有很大的差异，因此最终优化的提取

方式及提取条件与实际生产过程需求需要进一步

相结合。

抗氧化作用是石菖蒲一种重要的药理活性，

本实验通过测定石菖蒲不同部位清除 DPPH自由

基、ABTS自由基的能力以及还原能力来评价其体

外抗氧化能力，结果表明石菖蒲不同部位提取物

的抗氧化能力均较强，其中乙酸乙酯部位的抗氧

化活性最强。
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