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摘 要 目的：优化杜仲翅果皮酶解提取液的超滤工艺。方法：采用单因素实验考察超滤膜截留分子量、料液温度、操作压力、操

作频率、过膜时间、料液浓度、料液pH对杜仲翅果皮酶解提取液中桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的转移率和固形物去除率的影

响。固定超滤膜截留分子量100 000、料液浓度7 g/L、料液pH 7，以料液温度、操作压力、操作频率、过膜时间为考察因素，以桃叶

珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的转移率和固形物去除率的综合得分为评价指标，采用Box-Behnken设计-响应面法对超滤工艺进行

优化并验证。结果：杜仲翅果皮酶解提取液的最佳超滤工艺为料液温度 35 ℃、操作压力 0.5 MPa、操作频率 35 Hz、过膜时间 42

min。验证试验结果显示，杜仲翅果皮酶解提取液中桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的转移率和固形物去除率的综合得分为

78.06％（RSD＝1.43％，n＝3），与预测值（77.18％）的相对误差为1.14％。结论：优化后的超滤工艺稳定、可靠，可用于杜仲翅果皮

酶解提取液的超滤纯化。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the ultrafiltration technology of enzymatic hydrolysate from Eucommia ulmoides peel.

METHODS：The single factor test was adopted to investigate the effects of molecular weight of ultrafiltration membrane，liquid

temperature，operating pressure，operating frequency，membrane filtration time，liquid concentration and pH on transfer rates of

aucubin，geniposide and chlorogenic acid as well as solid removal rate in enzymatic hydrolysate from E. ulmoides peel. Setting the

molecular cut off of fixed ultrafiltration membrane of 100 000，liquid concentration of 7 g/L，and pH value of 7，the ultrafiltration

technology was optimized by Box-Behnken design response-surface methodology and validated with liquid temperature，operating

pressure，operating frequency and membrane passing time as factors，using comprehensive scores calculated from transfer rates of

aucubin，geniposide and chlorogenic acid as well as solid removal rate as indexes. RESULTS：The optimal ultrafiltration

technology of enzymatic hydrolysate from E. ulmoides peel was as follows as liquid temperature of 35 ℃，operating pressure of 0.5

MPa，operating frequency of 35 Hz and membrane passing time of 42 min. Results of validation tests showed that the

comprehensive scores of the transfer rates of aucubin，geniposide and chlorogenic acid as well as solid removal rate in enzymatic

hydrolysate from E. ulmoides peel was 78.06％（RSD＝1.43％，n＝3），and its relative error with the predicted value（77.18％）

was 1.14％. CONCLUSIONS：The optimized ultrafiltration technology is stable and reliable，and can be used for the ultrafiltration

purification of enzymatic hydrolysate from E. ulmoides peel.

KEYWORDS Eucommia ulmoides peel； Ultrafiltration technology； Box-Behnken design； Response surface methodology；

Aucubin；Geniposidic acid；Chlorogenic acid

杜仲Eucommia ulmoides Oliv.属于被子植物门杜仲

科Eucommiaceae，是我国重要的名贵中药材之一，传统

以杜仲皮入药外，其叶、雄花、果实也具有很高的药用价

值，在《神农本草经》《本草纲目》《中国药典》中均有详细
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记载[1－2]。杜仲翅果皮是杜仲果实的皮，其中含有环烯

醚萜类、酚酸类、萜类、甾体类、苯丙素类等活性成分[3]。

其中，苯丙素类化合物绿原酸具有抗菌、抗病毒 [4]、抗

炎[5]、抗肥胖[6]、降血压[7－8]、神经保护[9]等药理作用，环烯

醚萜类化合物桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸均具有保护神

经、肝脏、心脏以及调节免疫、抗炎、抗肿瘤、降血糖等药

理作用[10－14]。

本课题组前期采用酶解法、水提法、醇提法分别提

取杜仲翅果皮中桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸等成

分，发现采用酶解法提取上述成分的效果最好。相关研

究发现，中药提取液中除了有效成分外，通常还含有无

机盐、鞣质、蛋白质、多糖、淀粉、果胶等无效成分[15－16]。

本课题组在以酶解法提取杜仲翅果皮中桃叶珊瑚苷、京

尼平苷酸、绿原酸等成分的过程中发现，该酶解提取液

中同样含有上述无效成分，从而增加了该提取液的精制

难度。

超滤膜法是基于选择透过原理的一种方法，可使相

对分子质量小于超滤膜截留分子量的成分透过超滤膜，

还可以截留 90％以上的杂质（相对分子质量为 1 000～

300 000），如有机物、胶体、悬浮固体等，从而可以实现有

效成分（相对分子质量通常小于 1 000）与杂质的分离，

达到精制的目的[17]。该方法具有无相变、环保、高效、易

实现自动化生产等特点，可保持有效成分的生物活

性 [17－18]。因此，本文课题组根据预实验结果，设计了杜

仲翅果皮酶解提取液的超滤纯化工艺流程（见图1）。

基于此，本课题组采用酶解法制备杜仲翅果皮的酶

解提取液，并根据设计的超滤纯化工艺流程，以其主要

活性成分桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的转移率以

及固形物去除率为指标，在单因素实验的基础上，采用

Box-Behnken设计-响应面法优化该提取液的超滤工艺，

以期为其精制方法优化提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有：Agilent 1260型高效液相

色谱仪（美国Agilent公司），SHA-C（A）型水浴恒温振荡

器（绍兴市苏珀仪器有限公司），DLSB-5L/10型低温冷

却液循环泵（巩义市予华仪器有限责任公司），TG16.5型

高速离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司），A-10型

超纯水仪（美国Millipore公司），BSA124S-CW型电子天

平（德国Sartorius公司），HC-XS18-6X型高压型膜分离设

备[包括聚醚砜卷式超滤膜UF1（截留分子量为10 000）、

UF2（截留分子量为30 000）、UF3（截留分子量为100 000）]、

HC-4015型澄清小试设备（成都和诚过滤技术有限公

司）。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用杜仲翅果皮购自山东贝隆杜仲生物工

程有限公司，经贵州大学酿酒与食品工程学院张学俊教

授鉴定为杜仲科植物杜仲E. ulmoides Oliv.的干燥翅果

皮。其他药品与试剂有酸性蛋白酶、果胶酶、纤维素酶

（张家港大恒生物化工科技有限公司），酸性木聚糖酶

（潍坊苏科汉生物工程有限公司），柠檬酸、柠檬酸钠（潍

坊英轩实业有限公司），桃叶珊瑚苷对照品、京尼平苷酸

对照品、绿原酸对照品（北京索莱宝科技有限公司，批号

分别为SA9840、SG8110、SC8210，纯度均不低于98％）；

乙腈、甲醇为色谱纯，水为纯净水。

2 方法与结果
2.1 杜仲翅果皮酶解提取液的制备

称取杜仲翅果皮50.0 g至1 000 mL三角瓶中，加入

经柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液（pH 3.4）反复洗脱后的酸

性蛋白酶液500 mL（酶含量为8％），置于53 ℃恒温水浴

第1步（连续酶解提取） 第2步（澄清膜除杂） 第3步（高压膜分离纯化） 第4步（纯化后样品离心） 第5步（含量检测）

注：1.循环罐；2.排污阀；3.循环泵；4.澄清膜元件；5.冲排阀；6.浓度调节阀；7.循环罐；8.放空阀；9.循环泵；10.蓄能器；11.安全阀；12.膜前压力表；

13.膜元件；14.膜后压力表；15.变频器

Note：1. circulation tank；2. blow-down valve；3. circulating pump；4. clarification membrane element；5. flushing valve；6. concentration control

valve；7. circulation tank；8. vent valve；9. circulating pump；10. accumulator；11. safety valve；12. pressure gauge in front of membrane；13. membrane

element；14. pressure gauge behind membrane；15. frequency converter

图1 超滤纯化工艺流程示意图

Fig 1 Flow chart of ultrafiltration purification process
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中振荡 8 h，再经过滤、抽滤后，得第 1次滤液；将残渣回

收至三角瓶中，加入经柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液（pH

4.0）反复洗脱后的果胶酶液 500 mL（酶含量为 5％），置

于 50 ℃恒温水浴中振荡 8 h，再经过滤、抽滤后，得第 2

次滤液；再将残渣回收至三角瓶中，加入经柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲溶液（pH 5.5）反复洗脱后的纤维素酶液 500

mL（酶含量为5％），置于55 ℃恒温水浴中振荡8 h，再经

过滤、抽滤后，得第3次滤液；再次将残渣回收至三角瓶

中，加入经柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液（pH 4.8）反复洗脱

后的酸性木聚糖酶液500 mL（酶含量为6％），置于45 ℃

恒温水浴中振荡 8 h，再经过滤、抽滤后，得第 4次滤液；

合并上述 4次滤液，即得 25 g/L（以生药量计）的杜仲翅

果皮酶解提取液。

2.2 杜仲翅果皮酶解提取液中桃叶珊瑚苷、京尼平苷

酸、绿原酸的含量测定

2.2.1 色谱条件 参考文献[19]的方法并进行优化后进

行测定。色谱柱为 WondaSil C18 Superb（4.6 mm×250

mm，5 μm）；桃叶珊瑚苷的流动相为乙腈-水溶液（10 ∶
90，V/V），流速为 0.8 mL/min，进样量为 10 μL，柱温为

25 ℃，检测波长为 204 nm；京尼平苷酸的流动相为乙

腈-0.2％磷酸水溶液（16 ∶ 84，V/V），流速为 0.8 mL/min，

进样量为10 μL，柱温为35 ℃，检测波长为238 nm；绿原

酸的流动相为乙腈-0.2％磷酸水溶液（24 ∶ 76，V/V），流速

为 0.7 mL/min，进样量为 15 μL，柱温为 40 ℃，检测波长

为330 nm。

2.2.2 单一对照品溶液制备 精密称取桃叶珊瑚苷对

照品2.10 mg、京尼平苷酸对照品8.00 mg、绿原酸对照品

1.71 mg，分别置于 10 mL量瓶中，以 50％甲醇溶解并定

容，制成质量浓度分别为 0.21、0.80、0.17 mg/mL的单一

对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液制备 取“2.1”项下杜仲翅果皮酶解

提取液适量，进行澄清膜除杂处理（如图 1第 2步所示，

以预先除去提取液中的微生物、悬浮胶体、色素等杂质，

下同）；取澄清膜除杂处理后的溶液，进行高压膜分离纯

化（如图1第3步所示），以制备超滤透过液；然后取超滤

透过液适量，以 8 000 r/min 离心 30 min，取上清液经

0.45 μm微孔滤膜过滤，即得超滤后供试品溶液。另取

适量杜仲翅果皮酶解提取液按上述“以 8 000 r/min……

过滤”方法操作，即得超滤前供试品溶液。

2.2.4 专属性考察 取“2.2.2”和“2.2.3”项下单一对照

品溶液和超滤前后供试品溶液适量，按“2.2.1”项下色谱

条件进样分析，记录色谱图。结果，超滤前后供试品溶

液中桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的理论板数均大

于 30 000，分离度均大于 1.5，且超滤后上述成分色谱峰

的峰形更好、分离度更大，说明超滤可以降低杂质对检

测的干扰，详见图2。

2.2.5 线性关系考察 分别取“2.2.2”项下各单一对照

品溶液适量，分别以 50％甲醇稀释，制成桃叶珊瑚苷质

量浓度为 0.001 0、0.025 0、0.050 0、0.075 0、0.100 0、

0.120 0、0.150 0、0.210 0 mg/mL，京尼平苷酸质量浓度为

0.025 0、0.050 0、0.100 0、0.250 0、0.450 0、0.600 0、0.750 0、

0.800 0 mg/mL，绿原酸质量浓度为 0.000 5、0.001 0、

0.002 0、0.007 5、0.010 0、0.015 0、0.020 0、0.030 0 mg/mL

的系列对照品溶液。按照“2.2.1”项下的色谱条件进样

分析，以质量浓度为横坐标（x，mg/mL）、峰面积为纵坐

标（y）进行线性回归，结果见表1。

表1 桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的线性关系考察

结果

Tab 1 Results of linear range of aucubin，geniposidic

acid and chlorogenic acid

成分
桃叶珊瑚苷
京尼平苷酸
绿原酸

线性回归方程
y＝17 023x+6.861 4

y＝5 589.8x+69.924

y＝25 934x+10.108

线性范围，mg/mL

0.001 0～0.210 0

0.025 0～0.800 0

0.000 5～0.030 0

相关系数（R2）

0.999 8

0.999 5

0.999 2

2.2.6 精密度考察 取“2.2.5”项下桃叶珊瑚苷质量浓

度为 0.075 0 mg/mL、京尼平苷酸质量浓度为 0.250 0

mg/mL、绿原酸质量浓度为 0.010 0 mg/mL 的对照品溶

液适量，分别按照“2.2.1”项下色谱条件连续进样6次，记

录峰面积。结果，桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸峰面

积的 RSD 分别为 1.07％、0.79％、0.86％（n＝6），表明仪

器的精密度良好。

2.2.7 稳定性考察 取“2.2.3”项下超滤后供试品溶液6

份，于室温下放置0、2、4、8、12、24 h时，按照“2.2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，桃叶珊瑚苷、京

尼平苷酸、绿原酸峰面积的RSD分别为 1.72％、1.26％、

1.47％（n＝6），表明超滤后供试品溶液在室温下放置24

h内稳定性良好。

图2 专属性考察的高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of specificity tests
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2.2.8 重复性考察 取“2.2.3”项下超滤后供试品溶液6

份，按照“2.2.1”项下的色谱条件进样测定，记录峰面积，

按标准曲线法计算含量。结果，桃叶珊瑚苷、京尼平苷

酸、绿原酸的平均含量分别为 37.73、86.87、5.51 μg/mL，

RSD 分别为 1.95％、1.31％、1.78％（n＝6），表明方法重

复性良好。

2.2.9 加样回收率考察 精密量取“2.2.3”项下超滤后

供试品溶液共18份（已知含桃叶珊瑚苷0.037 7 mg/mL、

京尼平苷酸0.034 0 mg/mL、绿原酸0.005 6 mg/mL），每6

份为一组，每组分别按桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸

质量比约1 ∶ 1.1加入对照品溶液（按“2.2.2”项下的方法，

分别制备桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸质量浓度分

别为0.035 0、0.030 0、0.005 0 mg/mL的对照品溶液），然

后按“2.2.1”项下的色谱条件进样测定，计算加样回收

率，结果见表2。

表2 桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的加样回收率试

验结果

Tab 2 Results of recovery tests of aucubin，genipo-

side acid and chlorogenic acid

成分
桃叶珊瑚苷

京尼平苷酸

绿原酸

已知含量，mg

0.036 9

0.038 3

0.037 0

0.037 2

0.038 2

0.038 7

0.034 2

0.033 4

0.034 9

0.032 3

0.035 1

0.034 0

0.004 8

0.005 6

0.006 4

0.004 9

0.006 5

0.005 1

加入量，mg

0.035 0

0.035 0

0.035 0

0.035 0

0.035 0

0.035 0

0.030 0

0.030 0

0.030 0

0.030 0

0.030 0

0.030 0

0.005 0

0.005 0

0.005 0

0.005 0

0.005 0

0.005 0

测得量，mg

0.071 8

0.072 7

0.072 0

0.072 2

0.072 5

0.073 4

0.064 5

0.063 7

0.065 4

0.063 4

0.066 2

0.064 2

0.009 7

0.010 4

0.011 2

0.009 8

0.011 2

0.010 0

加样回收率，％
99.52

98.47

100.09

99.97

97.88

99.13

100.95

101.04

101.67

103.55

103.68

100.56

96.28

94.99

95.66

98.23

94.60

98.43

平均加样回收率，％
99.18

101.91

96.36

RSD，％
0.88

1.34

1.69

2.3 杜仲翅果皮酶解提取液中固形物去除率和有效成

分转移率的测定

2.3.1 固形物去除率 参考文献[20]的方法并调整后进

行测定。精密吸取杜仲翅果皮酶解提取液、超滤透过液

（取杜仲翅果皮酶解提取液，按“2.2.3”项下方法制备）各

15 mL，置于干燥至恒重的培养皿中，在105 ℃烘箱中烘

干至恒重，分别称定其质量，即得杜仲翅果皮酶解提取

液的干膏质量和超滤透过液的干膏质量，然后计算杜仲

翅果皮酶解提取液中固形物去除率 [固形物去除率

（％）＝（1－超滤透过液干膏质量/杜仲翅果皮酶解提取

液的干膏质量）×100％]。

2.3.2 有效成分转移率 参考文献[21－22]的方法进行

测定。分别精密吸取杜仲翅果皮酶解提取液、超滤透过

液（取杜仲翅果皮酶解提取液，按“2.2.3”项下方法制备）

适量，以 8 000 r/min 离心 30 min，取上清液，经 0.45 μm

微孔滤膜过滤，按“2.2.1”项下的色谱条件进样测定，记

录峰面积，根据标准曲线法计算杜仲翅果皮酶解提取

液、超滤透过液中桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的含

量，然后计算 3种有效成分的转移率[有效成分转移率

（％）＝超滤透过液中有效成分的含量/杜仲翅果皮酶解

提取液中有效成分的含量×100％]。

2.4 单因素实验

本课题组通过预实验发现，在超滤工艺中，超滤膜

截留分子量、料液温度、操作压力（膜过程透过性的主要

影响因素）、操作频率（控制膜面流速的主要参数）、过膜

时间、料液浓度、料液pH均能对有效成分的转移率和固

形物去除率产生影响，故以桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿

原酸的转移率和固形物去除率的综合得分 [参考文

献[23]，分别计算得桃叶珊瑚苷转移率（X1）、京尼平苷酸

转移率（X2）、绿原酸转移率（X3）、固形物去除率（X4）的权

重分别为 0.285 6、0.291 5、0.207 2、0.215 6；并进行归一

化处理，计算综合得分（0.285 6×X1+0.291 5×X2+0.207 2×

X3+0.215 6×X4），该分值越大表示超滤纯化的分离效果

越佳]为指标，以超滤膜截留分子量、料液温度、操作压

力、操作频率、料液浓度、料液pH为因素，进行单因素实

验，结果见图3。

2.4.1 超滤膜截留分子量的影响 取“2.2.3”项下经澄

清膜除杂处理后的溶液 1.5 L，固定料液浓度为 25 g/L、

料液pH为4、料液温度为25 ℃、操作压力为0.5 MPa、操

作频率为 35 Hz、过膜时间为 30 min，考察不同超滤膜

截留分子量[10 000（超滤膜为 UF1）、30 000（超滤膜为

UF2）、100 000（超滤膜为UF3）]的影响。结果，综合得分

随超滤膜截留分子量的增大而增加，笔者推测这是因为

超滤膜UF3截留分子量较大，在超滤过程中形成浓度极

差化的程度较小，从而对有效成分的透过率影响较小，

与范远景等[24]的研究结果一致。由于超滤膜UF1、UF2

综合得分低于UF3，且实验过程中发现，前两者用于杜

仲翅果皮酶解提取液的超滤实验后清洗困难、其膜通量

恢复率低，说明膜受到的污染程度较严重，因此选择超

滤膜UF3进行后续优化。

2.4.2 料液温度的影响 取“2.2.3”项下经澄清膜除杂

处理后的溶液 1.5 L，固定超滤膜为UF3、料液浓度为 25

g/L、料液 pH 为 4、操作压力为 0.5 MPa、操作频率为 35

Hz，过膜时间为 30 min，考察不同料液温度（20、25、30、

35、40、45 ℃）的影响。结果，料液温度在25～35 ℃范围

内，综合得分逐渐增加，在 35 ℃时达到最大值；继续增

加料液温度，综合得分开始减小，推测这可能是因为大

分子物质在大于 35 ℃的条件下开始吸附、沉积于膜表

面或堵塞膜孔，阻碍有效成分透过膜[25－27]。因此，选择

料液温度为35 ℃进行后续优化。

··1560



中国药房 2021年第32卷第13期 China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 13

2.4.3 操作压力的影响 取“2.2.3”项下经澄清膜除杂

处理后的溶液 1.5 L，固定超滤膜为UF3、料液浓度为 25

g/L、料液pH为4、料液温度为35 ℃、操作频率为35 Hz、

过膜时间为 30 min，考察不同操作压力（0.3、0.4、0.5、

0.6、0.7、0.8 MPa）的影响。结果，综合得分随操作压力

增大而先增加后减小，在操作压力为 0.5 MPa时综合得

分达到最大，这一变化与操作压力对膜过程透过性影响

的一般规律相一致[28]。因此，选择操作压力为 0.5 MPa

进行后续优化。

2.4.4 操作频率的影响 取“2.2.3”项下经澄清膜除杂

处理后的溶液 1.5 L，固定超滤膜为UF3、料液浓度为 25

g/L、料液 pH 为 4、料液温度为 35 ℃、操作压力为 0.5

MPa、过膜时间为 30 min，考察不同操作频率（30、32.5、

35、37.5、40、45 Hz）的影响。结果，当操作频率在 30～

35 Hz范围内时，综合得分随之增大而增加，且在操作频

率为35 Hz时达到最大；但当操作频率超过35 Hz时，综

合得分反而开始减小，说明膜面流速过大对有效成分的

透过和固形物杂质的去除具有阻碍作用。因此，选择操

作频率为35 Hz进行后续优化。

2.4.5 过膜时间的影响 取“2.2.3”项下经澄清膜除杂

处理后的溶液 1.5 L，固定超滤膜为UF3、料液浓度为 25

g/L、料液 pH 为 4、料液温度为 35 ℃、操作压力为 0.5

MPa、操作频率为35 Hz，考察不同过膜时间（20、30、40、

50、60、70 min）的影响。结果，随着过膜时间的延长，综

合得分先增加后减小，当过膜时间为 40 min时，综合得

分达到最大；当过膜时间继续增加时，综合得分开始减

小，笔者推测这是因为膜表面截留的物质堵塞膜孔，从

而导致膜通量下降。因此，选择过膜时间为40 min进行

后续优化。

2.4.6 料液浓度的影响 取“2.2.3”项下经澄清膜除杂

处理后的溶液 1.5 L，固定超滤膜为 UF3、料液温度为

35 ℃、料液pH为4、操作压力为0.5 MPa、操作频率为35

Hz、过膜时间为40 min，考察不同料液浓度（3、4、5、6、7、

8、9、10 g/L）的影响。 结果，料液浓度在3～7 g/L内逐渐

增加时，综合得分也随之增加；当料液浓度为 7 g/L时，

综合得分达到最大；当继续增大料液浓度，综合得分反

而开始减小，笔者推测这是因为更多无效成分与有效成

分形成竞争透过关系，破坏了膜表面的透过平衡，影响

了分离效果。因此，选择料液浓度为 7 g/L 进行后续

优化。

2.4.7 料液pH的影响 取“2.2.3”项下经澄清膜除杂处

理后的溶液 1.5 L，固定超滤膜为 UF3、料液浓度为 7

g/L、料液温度为35 ℃、操作压力为0.5 MPa、操作频率为

35 Hz、过膜时间为 40 min，考察不同料液 pH（4、5、6、7、

8、9、10、11）的影响。结果，随着料液pH逐渐增大，综合

得分先增加后减小；当料液 pH为 7时，综合得分达到最

大；当 pH＞7时，综合得分开始减小。因此，选择料液

pH为7进行后续优化。

2.5 Box-Behnken设计-响应面法优化杜仲翅果皮酶解

提取液的超滤工艺

2.5.1 Box-Behnken 设计-响应面试验设计与结果 根

据单因素考察结果可知，料液浓度为7 g/L、pH 为7时的

料液环境有利于超滤分离的进行，故设为固定值。固定

超滤膜为UF3，同时，以料液温度（A）、操作压力（B）、操

作频率（C）、过膜时间（D）为自变量，以综合得分为响应

值，采用 Design Expert 11.0软件设计 4因素 3水平的

Box-Behnken设计-响应面试验，综合评价各因素对响应

值的影响。Box-Behnken设计-响应面试验因素与水平

见表3，试验设计与结果见表4，方差分析结果见表5。

2.5.2 模型分析与预测 通过 Design-Expert 11.0软件

对试验结果进行多元回归拟合，得二次多项回归模拟方

图3 单因素实验结果

Fig 3 Results of single factor tests
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程：综合得分＝76.87－0.47A+1.91B－0.468 3C+1.44D+

0.192 5AB +2.36AC－0.585 0AD－1.69BC－2.45BD－

0.735 0CD－5.93A2－5.21B2－5.71C2－3.36D2。结合表5

结果可知，该响应值模型显著（P＜0.05）；失拟项P值为

0.200 6，表示失拟项不显著（P＞0.05），说明该回归模型

对综合得分的拟合程度较好；一次项A、C对综合得分的

影响不显著（P＞0.05），B、D 对综合得分的影响显著

（P＜0.05），影响大小排序为 B＞D＞A＞C；二次项 A2、

B2、C2、D2对综合得分的影响均显著（P＜0.05），说明 A、

B、C、D对响应值的影响不是简单的线性关系。

2.5.3 两因素交互作用分析 响应面分析的曲面图可

直观地反映响应值的变化趋势；二维等高线图可反映两

因素的交互作用大小，中心圆越呈椭圆形则表示两因素

的交互作用越明显[29－30]。本研究通过Design-Expert 11.0

软件对实验结果进行回归分析，得到三维响应面图，见

图4。由图4a可知，AB两因素交互、其余2个因素取0水

平时，随着料液温度和操作压力的增加，综合得分呈先

增加后减小的变化趋势（与单因素实验得出的结果一

致），且在中心点处达到最大值；结合表5的方差分析结

果可知，AB 交互作用对综合得分的影响不显著（P＞

0.05）。由图 4b可知，AC两因素交互时，随着料液温度

和操作频率的增加，综合得分先增加后减小，在中心处

可达到最大值，该曲面坡度较陡，说明 AC 交互作用明

显，且对综合得分的影响显著（P＜0.05），与表 5的方差

分析结果一致。同理分析AD、BC、BD、CD的交互作用

对综合得分的影响，结合表5的方差分析结果可知，AD、

CD交互作用对综合得分的影响不显著（P＞0.05），BC、

BD 交互作用对综合得分的影响显著（P＜0.05），AC、

BC、BD 交互作用对实验结果的影响大小排序为 BD＞

AC＞BC。

2.6 杜仲翅果皮酶解提取液最佳条件确定及验证

通过对“2.5.2”项下回归模拟方程进行分析，得到最

佳超滤工艺条件为料液温度 34.681 ℃、操作压力 0.516

MPa、操作频率 34.777 Hz、过膜时间 41.721 min，其综合

得分预测值为 77.18％。考虑到超滤工艺实际可操作

性，将各条件参数调整为料液温度 35 ℃、操作压力 0.5

MPa、操作频率35 Hz、过膜时间42 min。

取杜仲翅果皮50.0 g，按“2.1”项下方法制备酶解提

取液，然后按上述最佳工艺参数进行超滤处理，共平行

制备 3份，每份 1.5 L，以验证优选的最佳超滤工艺。结

果，桃叶珊瑚苷、京尼平苷酸、绿原酸的转移率和固形物

表3 Box-Behnken设计-响应面试验因素与水平

Tab 3 Factors and levels of Box-Behnken design-re-

sponse surface test

水平

－1

0

1

因素
A，℃

30

35

40

B，MPa

0.4

0.5

0.6

C，Hz

32.5

35

37.5

D，min

30

40

50

表4 Box-Behnken设计-响应面试验设计与结果

Tab 4 Results of design and results of Box-Behnken

design-response surface test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

0

0

1

0

0

－1

0

0

－1

0

0

－1

0

0

0

0

0

0

－1

1

1

0

－1

1

0

1

0

－1

1

B

1

1

0

0

0

0

－1

－1

1

0

0

－1

1

0

1

－1

0

－1

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

－1

C

－1

1

1

－1

0

0

－1

1

0

0

0

0

0

－1

0

0

0

0

－1

－1

0

1

0

0

1

0

0

1

0

D

0

0

0

1

0

－1

0

0

0

0

0

0

－1

－1

1

1

0

－1

0

0

0

1

1

1

－1

－1

0

0

0

桃叶珊瑚苷
转移率，％

87.31

78.56

85.18

85.78

91.39

78.90

78.88

79.64

78.83

91.30

92.29

79.31

88.28

82.49

86.78

84.54

90.90

78.44

80.22

78.02

88.42

83.20

84.40

83.55

85.46

82.11

93.12

77.75

75.94

京尼平苷酸
转移率，％

74.54

73.85

73.91

79.51

78.63

76.75

67.04

71.87

75.30

80.83

82.37

66.69

73.91

70.44

74.51

75.03

80.85

62.17

73.76

66.75

65.61

75.93

73.90

69.55

69.21

66.89

81.49

65.48

72.88

绿原酸转
移率，％

49.66

46.99

46.03

51.63

57.64

50.25

45.76

44.99

53.93

57.65

59.14

49.16

53.03

49.14

51.63

50.39

57.75

44.29

53.11

44.87

42.27

49.05

55.85

49.40

51.31

51.96

58.97

48.60

47.99

固形物去
除率，％

61.38

52.63

59.25

59.85

70.46

52.97

52.95

53.71

54.90

68.38

71.36

63.38

66.35

56.56

61.85

61.61

68.97

54.51

54.29

55.09

62.49

56.27

58.47

56.62

51.53

56.18

69.19

53.82

53.04

综合得
分，％

70.19

65.05

68.19

71.28

76.16

66.74

62.97

64.60

67.48

76.33

78.02

65.95

72.06

66.47

70.54

69.75

76.37

61.46

67.13

62.92

66.62

68.20

69.83

66.58

66.33

65.83

77.49

62.97

64.32

表5 Box-Behnken设计-响应面模型方差分析结果

Tab 5 Results of ANOVA of Box-Behnken design-re-

sponse surface model

方差来源
模型
A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

R2

残差
失拟项
纯误差
总和

平方和
586.75

2.65

43.66

2.63

24.91

0.148 2

22.23

1.37

11.46

24.26

2.16

227.93

170.31

211.51

73.41

0.947 9

19.64

16.89

2.75

606.39

自由度
14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方
41.91

2.65

43.66

2.63

24.91

0.148 2

22.23

1.37

11.46

24.26

2.16

227.93

170.31

211.51

73.41

0.947 9

1.40

1.69

0.688 1

F

29.87

1.89

31.12

1.88

17.75

0.105 6

15.84

0.975 6

8.17

17.15

1.54

162.44

121.38

150.74

52.32

0.914 0

2.45

P

＜0.000 1

0.190 9

＜0.000 1

0.192 4

0.000 9

0.750 0

0.001 4

0.340 1

0.012 7

0.001 0

0.235 0

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.200 6
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去除率分别为 93.54％（RSD＝1.43％，n＝3）、82.36％

（RSD＝1.18％，n＝3）、58.15％（RSD＝1.48％，n＝3）、

70.89％（RSD＝1.76％ ，n＝3），综 合 得 分 为 78.06％

（RSD＝1.43％，n＝3）；与预测值（77.18％）相比较，实测

综合得分的相对误差为1.14％，说明该模型的回归方程

与真实实验的拟合度高，优化所得的最佳工艺具有可行

性和可靠性。

2.7 杜仲翅果皮酶解提取液超滤前后的澄清度比较

取杜仲翅果皮酶解提取液和其经超滤后的溶液适

量，进行肉眼观察。结果，杜仲翅果皮酶解提取液呈深

褐色，透明度较低；经超滤后，其溶液澄清、透明，详见

图5。

3 讨论

目前，用于中药水提液“精制”的方法主要有絮凝

法、醇沉法、大孔树脂吸附法和膜分离法等，其中醇沉法

周期长，需要进行乙醇回收处理，从而增加了纯化工艺

的成本；絮凝法和大孔树脂吸附法纯化的样品中可能有

絮凝剂和树脂颗粒残留，可能使制剂的安全性降低[16]。

超滤法属于膜分离法中的一种，具有条件温和、除杂效果

好、无相变、高效节能、可以阻截热原和细菌等特点[16，31]，

因此以该方法获得的精制提取液的稳定性较好，可以为

中药制剂的生产提供安全保障。

相关研究发现，超滤膜抗污染能力差，是导致膜通

量衰减严重的重要原因[32]。因此，本研究进行超滤前，

对杜仲翅果皮酶解提取液进行了抽滤和澄清过滤除杂

预处理，以预先去除提取液中的颗粒、微生物、悬浮胶体

等杂质。另外，在以往的膜分离研究中，多以膜通量为

指标间接评价超滤效果[33]，不能直接反映相应活性成分

的转移情况，因此本研究选择有效成分的转移率和固形

物去除率作为杜仲翅果皮酶解提取液超滤工艺的评价

指标。

本研究在单因素实验的基础上，结合Box-Behnken

设计-响应面法优化了杜仲翅果皮酶解提取液的超滤工

艺，得到了料液温度、操作压力、操作频率、过膜时间与

综合得分的回归模型，并对两因素交互作用对综合得分

的影响进行了分析，得到各因素对超滤工艺的影响大小

依次为操作压力＞过膜时间＞料液温度＞操作频率。

所得最佳工艺条件为：料液温度 35 ℃，操作压力 0.5

MPa，操作频率 35 Hz，过膜时间 42 min；该最佳工艺经

验证后的综合得分为 78.06％，与预测值的相对误差为

1.14％，表示该模型的回归方程与真实实验的模拟度高；

且经肉眼观察后发现，杜仲翅果皮酶解提取液超滤后样

品的澄清度明显改善。

综上所述，本研究优化后的超滤工艺稳定、可靠，可

用于杜仲翅果皮酶解提取液的超滤纯化。
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