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摘 要 目的：优化栀子中总多酚、总黄酮的提取工艺。方法：通过Plackett-burman（PB）设计筛选乙醇体积分数、液料比、药材粒

径、提取时间、提取温度5个因素中对栀子总多酚、总黄酮提取的关键影响因素，再采用星点设计结合响应面法对提取工艺中关键

影响因素进行优化，并进行验证试验。结果：栀子总多酚的最优提取条件为40％乙醇、药材粒径0.20 mm、提取温度60 ℃、液料比

20倍、提取时间20 min；总黄酮的最优提取条件为 40％乙醇、药材粒径0.20 mm、提取温度30 ℃、液料比20倍、提取时间20 min。

验证试验中栀子总多酚、总黄酮的含量分别为1.70％（RSD＝1.43％，n＝3）、3.23％（RSD＝3.72％，n＝3），与预测值的相对误差分

别为1.80％、8.75％。结论：采用基于PB和星点设计的响应面法优化栀子总多酚、总黄酮的提取工艺简便、合理、可行，本方法可为

其工业化提取提供参考。
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Optimization of Extraction Technology of Total Polyphenols and Total Flavonoids in Gardenia jasminoides

by Response Surface Method

HUANG Xiao，LIU Jing，PENG Shuimei，LIU Dehong，FU Xiaomei，PEI Jianguo，WU Zhigui（School of Pharma-

cy，Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanchang 330004，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of total polyphenol and total flavonoid in Gardenia jasminoi-

des. METHODS：Plackett-burman（PB）design was used to select the ethanol volume fraction，liquid-solid ratio，particle size，ex-

traction time and extraction temperature to determine the key factor affecting the extraction of total polyphenol and total flavonoids

in G. jasminoides. Then central composite design（CCD）was combined with response surface method to optimize the extraction

technology，and verification test was conducted. RESULTS：The optimal extraction conditions of total polyphenol were 40％ etha-

nol，particle size of 0.20 mm，extraction temperature of 60 ℃，liquid-solid ratio of 20，and extraction time of 20 min；the optimal

extraction conditions of total flavonoids were 40％ ethanol，particle size of 0.20 mm，extraction temperature of 30 ℃，liquid-solid

ratio of 20，and extraction time of 20 min. In verification test，the contents of total polyphenol and total flavonoids in G. jasminoi-

4.4 本次研究的不足

随着管理的不断深入和管理水平的不断提高，笔者

发现，在各病区抢救及常备药品的“同质化”管理、抢救

及常备药品出现不良反应后的相关处理与上报等管理

方面，尚未得到有效关注。建议下一步在此方面的工作

中也将FMEA方法纳入药品质量的管理工作中。
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栀子为茜草科植物栀子（Gardenia jasminoides Ellis）

的干燥成熟果实，被历版《中国药典》收载。国内外学者

从栀子中发现了近 80个黄酮类及多酚类化合物[1-2]，而

这 2类化合物多开发为天然的抗氧化剂 [3-4]。为深度开

发栀子这一江西道地药材，本研究联用 Placket-burman

（PB）-星点设计（Central composite design，CCD），通过响

应面法分析优化栀子中黄酮类及多酚类化合物的提取

工艺，为栀子的开发利用提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

KQ-250超声清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

HH-4数显恒温水浴锅（国华电器有限公司）；BS224S电

子天平（德国赛多利斯公司）；116摇摆式粉碎机（浙江瑞

安市永历制药机械有限公司）；UV-2100紫外分光光度计

（上海美谱达仪器有限公司）。

1.2 药材、对照品与试剂

栀子（购自江西樟树天齐堂中药饮片有限公司，批

号：20140708，经江西中医药大学范崔生教授鉴定为栀

子的果实，凭证标本存于江西中医药大学中药资源学科

组）；没食子酸对照品（批号：110813-201204，纯度：

98.50％）、芦丁对照品（批号：11040302，纯度：98.32％）

均来源于中国食品药品检定研究院；其他试剂均为分

析纯。

2 方法与结果
2.1 栀子总多酚的测定方法

2.1.1 没食子酸标准曲线与方法学考察 精密称取没

食子酸对照品 5.0 mg，置于 50 mL量瓶中，用 80％乙醇

稀释至刻度，分别精密吸取 0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mL

于 10 mL量瓶中，加水至 4.0 mL，再加入 2 mL福林酚试

剂，摇匀，静置 5 min；再加入 10％碳酸钠溶液 2 mL，用

水稀释至刻度，摇匀，避光放置 120 min，于 764 nm波长

处测定吸光度[5]。以吸光度为纵坐标（y）、没食子酸质量

浓度为横坐标（x），绘制标准曲线，得回归方程为：y ＝

0.095x－0.103（R2＝0.998 0），表明没食子酸质检测质量

浓度线性范围为 3～8 µg/mL。按相关方法学考察方法

操作，精密度试验中吸光度的 RSD＝0.09％（n＝6）；稳

定性试验中样品溶液室温放置 8 h含量的RSD＝0.29％

（n＝6）；分别按80％、100％、120％精密加入适量没食子

酸对照品的样品溶液的平均回收率分别为 98.94％、

97.83％、98.90％（RSD＝2.24％，n＝3）。上述试验结果

提示，本含量测定方法均符合相关方法学要求。

2.1.2 栀子总多酚的测定 精密称取栀子粉末0.5 g，置

于100 mL锥形瓶中，精密加入20 mL 80％乙醇溶液，超

声提取20 min（频率：40 kHz，功率：250 W），取出，放至

室温，离心20 min（3 000 r/min，离心半径为6.5 cm）。取

上清液置于 10 mL量瓶中，加水至 4.0 mL，先加入 2 mL

福林酚试剂，摇匀，静置5 min；再加入2 mL 10％碳酸钠

溶液，用水定容至刻度，摇匀，避光放置120 min。于764

nm波长处测定吸光度，根据没食子酸标准曲线计算栀

子总多酚含量，每组试验平行3次。

2.2 栀子总黄酮的测定方法

2.2.1 芦丁标准曲线与方法学考察 精密称取芦丁对

照品 6.2 mg，置于 25 mL量瓶中，用 80％乙醇稀释至刻

度，分别精密吸取 1.3、1.6、1.9、2.1、2.4、2.8 mL 置于 10

mL量瓶中（不足2.4 mL者加水至2.4 mL），先加入5％亚

硝酸钠溶液0.4 mL，摇匀，静置6 min；然后加入10％硝酸

铝溶液 0.4 mL，摇匀，静置 6 min；最后加入 4.3％氢氧化

钠溶液 4.0 mL，用水稀释至刻度，摇匀，静置 15 min，于

508 nm波长处测定吸光度[6]。以吸光度为纵坐标（y）、芦

丁质量浓度为横坐标（x），绘制标准曲线，得回归方程为：

y＝12.056x－0.148 5（R2＝0.999 6），表明芦丁检测质量浓

度线性范围为32.24～69.44 μg/mL。按相关方法学考察

方法操作，精密度试验中吸光度的 RSD＝0.12％（n＝

6）；稳定性试验中样品溶液室温放置 8 h含量的RSD＝

0.35％（n＝6）；分别按 80％、100％、120％精密加入适量

芦丁对照品的样品溶液的平均回收率分别为 98.12％、

97.93％、98.45％（RSD＝2.09％，n＝3）。上述试验结果

提示，本含量测定方法均符合相关方法学要求。

2.2.2 栀子总黄酮的测定 精密称取栀子粉末0.5 g，置

于100 mL锥形瓶中，精密加入20 mL的80％乙醇溶液，

超声提取 20 min（频率：40 kHz，功率：250 W），取出，放

至室温，离心 20 min（3 000 r/min，离心半径为 6.5 cm）。

取上清液置于10 mL量瓶中，加水至2.4 mL，先加入5％

亚硝酸钠溶液 0.4 mL，摇匀，静置 6 min；再加入 10％硝

酸铝溶液 0.4 mL，摇匀，静置 6 min；最后加入 4.3％氢氧

化钠溶液 4 mL，用水定容至刻度，摇匀，放置 10～15

min。于508 nm波长处测定吸光度，根据芦丁标准曲线

计算栀子总黄酮的含量，每组试验平行3次。

2.3 栀子总多酚和总黄酮提取工艺的优化

2.3.1 提取方法 精密称取一定量的已过工业筛的栀

子粉末（根据不同目数的工业筛来筛选出不同粒径大小

的栀子粉末），置于具塞锥形瓶中，加入一定量的不同体

积分数的乙醇溶液，用铁架台固定于超声清洗器中，在

保持超声清洗器中一定的提取水温的情况下（即提取温

des were 1.70％（RSD＝1.43％，n＝3），3.23％（RSD＝3.72％，n＝3），with relative error of 1.80％，8.75％ with predicted val-

ues，respectively. CONCLUSIONS：The response surface method based on PB and CCD is simple，reasonable and feasible to opti-

mize the extraction technology of total polyphenol and total flavonoids in G. jasminoides. The method can provide reference for its

industrial extraction.

KEYWORDS Gardenia jasminoides；Polyphenol；Flavonoid；Plackett-burman design；Central composite design；Response sur-

face method；Extraction technology；Optimization
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度），超声提取一定时间，过滤，收集提取液备用。

2.3.2 PB设计 查阅文献[7-8]，分别设置乙醇体积分

数（X1）、液料比（X2）、药材粒径（X3）、提取时间（X4）及提

取温度（X5）5个考察因素。在前期的单因素试验中每个

因素均考察了 5个水平。根据单因素试验结果，得到各

因素的取值范围为 X1：40％～80％，X2：10～30倍[加醇

量（mL）∶栀子质量（g）]，X3：0.20～1.45 mm，X4：10～30

min，X5：30～70 ℃。以总多酚含量[TPC，即总多酚质量

（g）/栀子质量（g）×100％]及总黄酮含量[TFC，即总黄酮

质量（g）/栀子质量（g）×100％]为指标，用 Design Expert

7.0软件设计试验并进行数据处理。PB 试验因素与水

平见表1，试验设计与结果见表2，方差分析结果见表3。

表1 PB试验的因素与水平

Tab 1 Factors and levels in PB test

因素

乙醇体积分数，％
液料比，mL/g

药材粒径，mm

提取时间，min

提取温度，℃

编码

X1

X2

X3

X4

X5

水平
低（-1）

40

10

0.20

10

30

0

60

20

0.85

20

50

高（+1）

80

30

1.45

30

70

表2 PB试验设计与结果

Tab 2 PB test design and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

X1

-1

-1

-1

1

1

-1

1

1

-1

1

1

-1

X2

1

-1

-1

-1

1

-1

-1

-1

1

1

1

1

X3

1

-1

-1

1

-1

1

-1

1

1

1

-1

-1

X4

-1

1

-1

1

-1

-1

-1

1

1

-1

1

1

X5

1

-1

-1

1

-1

1

1

-1

-1

-1

1

1

TPC，％
1.07

1.28

1.06

0.92

1.15

1.07

1.38

0.62

0.95

0.42

1.43

1.52

TFC，％
2.11

2.45

2.31

1.65

2.09

1.81

2.20

0.83

2.16

0.75

2.77

3.04

表3 PB试验方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis of PB test

误差
来源

模型
X1

X2

X3

X4

X5

误差项
总和

离均差平方和
TPC

1.08

0.09

0.01

0.65

0.03

0.31

0.08

1.16

TFC

4.83

1.07

0.23

2.56

0.22

0.74

0.31

5.13

自由度

5

1

1

1

1

1

6

11

均方差
TPC

0.22

0.09

0.01

0.65

0.02

0.03

0.01

TFC

0.97

1.07

0.23

2.56

0.74

0.74

0.05

F

TPC

16.3

6.91

0.31

49.2

2.09

23.3

TFC

18.8

20.8

4.44

50.0

4.37

14.5

P

TPC

0.002

0.039

0.597

0.001

0.198

0.003

TFC

0.001

0.004

0.079

0.001

0.081

0.009

从表 3可知，各因素对 TFC 影响大小为 X3＞X1＞

X5＞X2＞X4；对 TPC 影响大小为：X3＞X5＞X1＞X4＞X2。

对5个因素进行回归分析和检验得知：X2、X4、X5与TPC、

TFC响应值均具有正相关性；X3对这 2个指标的响应值

均具有极显著影响；X1、X5对响应值具有显著影响；X2、X4

对响应值均不具有显著影响。

综合考虑，将乙醇体积分数、药材粒径、提取温度这

3个显著因素作为星点设计中的因素；而液料比和提取

时间这2个非显著因素不再进一步优化，而直接采用 PB

试验中的0水平，即分别为20倍、20 min。

2.3.3 星点设计 根据PB试验结果分析，选取乙醇体

积分数（X1）、药材粒径（X3）、提取温度（X5）为考察变量，

以TPC、TFC为指标，进一步采用星点设计对栀子提取

工艺进行优化。试验包括 12个析因试验和 3个中心试

验（估计误差）。在星点设计中每个因素取 3个水平，以

[－l，0，1]表示；试验数据进行二次回归拟合，得到带交

互项和平方项的二次方程；分析各因素的主效应和交互

效应，最后在一定的水平范围内求出最佳值。星点设计

的因素与水平见表4，星点设计与结果见表5。

表4 星点设计的因素与水平

Tab 4 Factor and levels in CCD test

因素

乙醇体积分数，％
药材粒径，mm

提取温度，℃

编码

X1

X3

X5

水平
-1

40

0.20

30

0

60

0.85

50

+1

80

1.45

70

表5 星点设计与结果

Tab 5 CCD test design and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

X1

1

0

0

0

0

-1

0

1

0

-1

1

-1

1

0

0

-1

1

-1

1

1

X3

0

1

-1

0

0

-1

0

-1

0

-1

1

0

1

0

0

1

-1

1

0

0

X5

0

0

0

0

0

1

1

-1

0

-1

-1

0

1

-1

0

1

1

-1

0

0

TPC，％
0.95

1.12

1.61

0.75

1.31

1.77

1.30

1.40

1.37

1.67

0.50

1.35

0.95

1.01

1.29

1.25

1.56

1.00

1.27

1.26

TFC，％
1.68

1.85

2.58

1.90

2.18

1.92

2.28

2.25

2.28

3.11

1.06

2.87

1.74

1.75

2.26

2.79

2.64

2.27

2.27

2.23

应用 Design Expert 7.0软件对数据进行多元回归，

经回归拟合后，各影响因素对各响应值的影响可用回归

方程表示（Y1 为 TPC，Y2 为 TFC）：Y1＝1.22－0.17X1－

0.32X3 + 0.13X5 － 0.041X1X3 + 0.032X1X5 + 0.055X3X5 －

0.055X1
2 + 0.15X3

2－0.055X5
2（R1

2＝0.846 5）；Y2＝2.19－

0.36X1－0.28X3+0.09X5－0.27X1X3+0.22X1X5+0.25X3X5+

0.12X1
2+0.049X3

2－0.14X5
2（R2

2＝0.865 7）。

对回归方程和方程的各因子进行方差分析，结果见

表6。
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表6 回归方程的显著性检验与方差分析结果

Tab 6 Results of significance test of the regression

equation and variance analysis

误差来源

模型
X1

X3

X5

X1X3

X1X5

X3X5

X1
2

X3
2

X5
2

误差值
失拟值
纯误差
总和

离均差平方和
TPC

1.57

0.28

1.01

0.16

0.01

0.01

0.02

0.01

0.06

0.01

0.29

0.02

0.26

1.85

TFC

3.69

1.28

0.78

0.08

0.57

0.38

0.50

0.04

0.01

0.05

0.57

0.46

0.11

4.26

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

10

5

5

19

均方差
TPC

0.170

0.280

1.010

0.160

0.140

0.008

0.024

0.008

0.060

0.007

0.290

0.004

0.053

TFC

0.410

1.280

0.780

0.082

0.570

0.380

0.500

0.041

0.006

0.053

0.057

0.093

0.022

F

TPC

6.13

9.97

35.47

5.54

0.47

0.28

0.84

0.29

2.09

0.24

0.08

TFC

7.16

22.32

13.66

1.43

9.89

6.62

8.82

0.71

0.11

0.92

4.28

P

TPC

0.004 5

0.010 2

0.000 1

0.040 4

0.506 5

0.607 6

0.381 0

0.600 9

0.179 1

0.633 0

0.992 7

TFC

0.002 5

0.000 8

0.004 1

0.259 8

0.010 4

0.027 8

0.014 0

0.419 2

0.742 6

0.359 8

0.068 2

根据方差分析结果得知，各模型方程 P 值均小于

0.01，即表明指标值与自变量的多元回归关系极其显著，

且失拟值均不显著（P＞0.05），表明试验相对于纯误差

不具有显著性，模型合适。因此可以利用以上方程对栀

子中总多酚、总黄酮的提取进行预测。

对于TPC模型方程，其R1
2＝0.846 5，表明Y1方程拟

合情况较好（R2值＞0.7即认为该方程拟合较好）。并且

从方差结果中发现，X1、X3、X5对TPC具有显著影响（P＜

0.05），但是各因素之间的交互作用影响不明显（P＞

0.05）。

对TFC模型方程，其R2
2＝0.865 7，表明Y2方程拟合

情况较好。并且从方差结果中发现，X1、X3、X1X3、X1X5以

及X3X5对TFC具有显著影响（P＜0.05）。

2.3.4 响应面分析 利用Design Expert 7.0软件作出各

因素之间交互作用的等高线图及响应面图，见图1、图2。

由图 1可知，各因素对TPC的影响大小依次为X3＞

X1＞X5，因此减小药材粒径、增加乙醇体积分数、升高提

取温度，都可使TPC响应值增加。3个因素的等高线并

没有趋向椭圆，故无交互作用。

由图2可知，对TFC的影响大小依次为X1＞X3＞X5，

X3、X1的等高线趋向于椭圆，故两者有交互作用。当X5

固定为50 ℃、X2固定为20倍、X1固定在40％～80％范围

中任一值的条件下，X3在0.20～1.45 mm范围内，随着粒

径减少TFC逐渐增加。同样，若其他条件都固定，而X1

值在 40％～80％范围内，随着X1的升高，TFC响应值逐

渐增加。

2.3.5 最优工艺条件的确定和模型的验证 通过 De-

sign Expert 7.0数据分析软件得出回归模型，预测出总多

酚的最优提取工艺条件为：乙醇体积分数40％，药材粒径

0.20 mm、提取温度 57.87 ℃。预测栀子TPC为 1.67％。

考虑到试验的可操作性，将提取温度优化为 60 ℃。总

黄酮的最优提取工艺条件为：乙醇体积分数 40％、药材

粒径0.20 mm、提取温度30℃。预测栀子TFC为2.97％。

为了对模型进行验证，在以上最优提取条件下进行

验证试验，共进行3次平行试验。精密称取500 g粒径为

0.20 mm的栀子粉末，加入 40％乙醇溶液，液料比为 20

倍，提取水温控制为 60 ℃，超声提取 20 min，结果栀子

TPC 平均值为 1.70％（RSD＝1.43％，n＝3）。精密称取

500 g粒径为 0.20 mm的栀子粉末，加入 40％乙醇溶液，

液料比为 20倍，提取水温控制为 30 ℃，超声提取 20

min，结果 TFC 平均值为 3.23％（RSD＝3.72％，n＝3）。

二者与预测值的相对误差分别为1.80％、8.75％，提示建

立的最优提取条件稳定、可靠。

3 讨论
PB设计法是一种通过N次试验可以研究最多K＝

N－1个变量（N一般为 4的倍数）的 2水平的试验方法，

适用于从众多的考察因素中快速有效地筛选出最为重

要的几个因素，供进一步研究用。本试验采用PB设计

方法对影响栀子中总多酚、总黄酮提取的 5个因素即乙

醇体积分数、液料比、药材粒径、提取时间及提取温度进

行筛选，快速地优化出 3个关键的影响因素即乙醇体积

分数、药材粒径、提取温度，为CCD-响应面法的最优提

图1 各因素对TPC的等高线图和响应面图

Fig 1 Contours plots and response surfaces of each

factor on TPC
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取工艺的研究提供了基础。

江西是栀子的道地产区，也是《中药材生产质量管

理规范》（GAP）产地。栀子中主要含有环烯醚萜类、西

红花苷类、三萜类、有机酸类、黄酮类、多酚类等成分。

历来文献主要对栀子中环烯醚萜类尤其是对其中的京

尼平苷的分析测定较多，其次是对西红花苷类的含量测

定，对酚酸类仅有极少量报道，如绿原酸、熊果酸、藏红

花酸的含量测定[9-11]。有关栀子的总多酚、总黄酮的含

量及提取工艺研究报道较少。本试验通过联用PB-CCD

设计方法进行栀子中总多酚、总黄酮成分的提取工艺研

究，首先利用PB设计方法对提取过程中的因素进行筛

选，再利用CCD-响应面法优化最终提取工艺参数，建立

具有较高预测性的提取模型，为今后对栀子总多酚、总

黄酮的工业提取制备提供了试验基础。

多酚类和黄酮类化合物具抗氧化、清除自由基、抗

衰老、降血脂、降血压、降血糖、抗癌、镇痛、免疫、抗炎、

抗菌等作用[12-14]。合成的抗氧化剂如叔丁基羟基茴香、

2，6-二叔丁基对甲酚、叔丁基对苯二酚因具有毒性而被

限制使用[15]。因此，从植物中寻找安全、天然的抗氧化

剂成为研究热点。本试验研究结果为栀子开发成天然

的抗氧化剂提供了一定的科学基础，为促进江西道地药

材栀子资源的充分利用与深度开发奠定了基础。
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图2 各因素对TFC的等高线图和响应面图

Fig 2 Contours plots and response surfaces of each

factor on TFC
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