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草果又名草果仁、草果子、老寇，始载于《宝庆本草

折衷》[1]，为姜科豆蔻属多年生草本植物草果Amomum ts-

aoko Crevost et Lemaire的干燥成熟果实，主产于我国广

西、云南、四川、贵州等地。2020年版《中国药典》（一部）

记载，该药气香浓，味辛性温，归脾经和胃经，具有燥湿

温中、截疟除痰的功效，可用于治疗寒湿内阻、痞满呕

吐、疟疾寒热、瘟疫发热等症[2]。草果作为药食同源的大

宗药材，亦作为调味香料被广泛用于食品行业[3]。

现代药理研究表明，草果主要含有挥发油、黄酮类、

酚酸类、甾体类、萜类和二苯庚烷类等成分[4－6]，具有抗

菌、抗炎、抗氧化、保护神经和防治疫病等作用[7－10]。但

现有草果化学成分研究主要集中于挥发油部分[6]，而对

于非挥发性成分的研究较少，质量评价标准也尚未建

立。有研究表明，草果中的草果酚酸类成分具有抗氧

化、抗自由基的活性[10－11]，且该类成分中的原儿茶酚酸

还具有抑菌、抗炎、抗氧化和保肝作用[12－13]，香草酸具有

抑制酪氨酸酶活性、抗氧化应激等作用[14－15]。目前，对

草果中原儿茶酚酸、香草酸的研究较少，其含量测定方

法亦未见报道。为了更全面地评价草果的质量并充分

开发利用草果药材资源，有必要对原儿茶酚酸和香草酸

进行研究，旨在为草果非挥发性成分的深入研究提供

依据。

Box-Behnken设计-响应曲面法能直观反映各影响

因素之间的交互关系，快速获取最优工艺各因素的水

平，已被广泛用于中药提取工艺的优化[16－18]。目前，尚

草果酚酸的提取工艺优化Δ
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摘 要 目的：优化草果酚酸的提取工艺。方法：以乙醇体积分数、液料比、提取时间为考察因素，原儿茶酚酸和香草酸的总含量

为响应值，采用Box-Behnken设计-响应曲面法优化草果酚酸的提取工艺并验证。结果：最优提取工艺为乙醇体积分数65％，液料

比4 ∶1（mL/g），提取时间2.5 h。经3次实验验证，原儿茶酚酸和香草酸的平均总含量为12.32 mg/g（RSD＝0.26％，n＝3），与预测值

（12.63 mg/g）的平均相对误差为2.45％。结论：优化所得工艺稳定、可行。
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vanillic acid as response value. The optimizd extraction technology was vlidated. RESULTS：The optimal extraction technology was
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未见采用该法优化草果酚酸提取工艺的报道。基于此，

在前期研究的基础上[19－20]，本研究采用高效液相色谱法

（HPLC）同时测定草果提取物中原儿茶酚酸、香草酸的

含量；同时以乙醇体积分数、液料比、提取时间为考察因

素，原儿茶酚酸和香草酸的总含量为响应值，采用

Box-Behnken设计-响应曲面法优化草果酚酸的提取工

艺，旨在为草果的质量标准完善及其后续的系统开发与

应用提供科学依据。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用的主要仪器包括 Agilent Infinity Ⅱ

1260型HPLC系统及配备的G7111A型高压四元泵带真

空脱气机、G7129A 型自动进样器、G7114A 1260 VWD

型检测器、LC-1260型 2.4.0.628色谱工作站（美国 Agi-

lent 公司），BI-800A 型拜杰多功能粉碎机（德清拜杰电

器有限公司），ME204型万分之一分析天平[梅特勒-托利

多仪器（上海）有限公司]，IKA HB10型旋转蒸发仪（上

海万捷科技有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

原儿茶酚酸对照品（批号 DST191102-081，纯度≥

98％）、香草酸对照品（批号 DST190706-088，纯度≥

98％）均购自成都德斯特生物技术有限公司，甲醇（美国

Sigma 公司）为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为蒸

馏水。

草果药材（批号 20190920）购自四川新绿色药业科

技发展有限公司，经成都医学院药学院李羿教授鉴定为

姜科豆蔻属多年生草本植物草果 A. tsaoko Crevost et

Lemaire的干燥成熟果实。

2 方法与结果

2.1 草果酚酸的提取

取草果药材粉碎（过二号筛），精密称取粉末 10 g，

置于圆底烧瓶中，按一定的液料比（5 ∶ 1，mL/g）加入

65％乙醇，加热回流提取 2次，每次 1.5～2.5 h，滤过，合

并滤液，浓缩蒸干得浸膏；浸膏加浓氨水充分溶解后滤

过，滤液用浓盐酸（36％～38％）调pH至2～3，再用乙酸

乙酯萃取2次，每次120 mL，合并两次乙酸乙酯萃取液，

浓缩蒸干，即得草果酚酸粗品（每克粗品相当于草果生

药102.60 g）。

2.2 原儿茶酚酸和香草酸的含量测定

2.2.1 色谱条件 以Eclipse Plus C18（150 mm×3.0 mm，

2.7 μm）为色谱柱，以甲醇-0.1％磷酸溶液（13 ∶87，V/V）为

流动相；流速为 1.0 mL/min；柱温为 40 ℃；检测波长为

272 nm；进样量为10 μL。

2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取原儿茶酚酸、香草

酸对照品各适量，分别置于5 mL棕色量瓶中，加甲醇溶

解并稀释至刻度，摇匀，制得质量浓度均为0.8 mg/mL的

单一对照品溶液。量取上述各单一对照品溶液适量至

同一棕色量瓶中，加甲醇稀释，摇匀，制得原儿茶酚酸、

香草酸质量浓度分别为0.096、0.128 mg/mL的混合对照

品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取“2.1”项下草果酚酸粗品

适量，置于 5 mL 棕色量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻

度，即得供试品溶液。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 按“2.1”项下方法制备不

含草果药材的阴性样品，并按“2.2.3”项下方法制得阴性

对照溶液。

2.2.5 系统适用性试验 取上述混合对照品溶液、供试

品溶液、阴性对照溶液各适量，按“2.2.1”项下色谱条件

进样测定，记录色谱图。结果，在该色谱条件下，原儿茶

酚酸、香草酸的保留时间分别约为5.1、11.9 min，分离度

分别为10.00、2.53，理论板数分别为1 919、4 636；阴性对

照对待测成分的测定无干扰，详见图1。

2.2.6 线性关系考察 分别精密吸取“2.2.2”项下各单

一对照品溶液 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL，置于 5 mL 棕

色量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，即得相应质

量浓度的系列对照品溶液。取上述系列对照品溶液各
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图1 原儿茶酚酸等两种成分的混合对照品、供试品、阴

性对照溶液的高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of mixed control，test

sample and negative control of 2 components

as protocatecholic acid
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适量，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。

以各待测成分的进样量（X，μg）为横坐标、峰面积（Y）为

纵坐标进行线性回归。结果，原儿茶酚酸的回归方程为

Y＝1 483.3X－81.705（r＝0.999 5），香草酸的回归方程

为 Y＝3 182.3X－84.938（r＝0.999 4）。表明，原儿茶酚

酸和香草酸检测进样量的线性范围均为0.16～1.60 μg。

2.2.7 精密度试验 取“2.2.2”项下各单一对照品溶液

0.5 mL，用甲醇稀释 40倍，按“2.2.1”项下色谱条件连续

进样测定6次，记录峰面积。结果，原儿茶酚酸、香草酸

峰面积的 RSD 分别为 0.43％、0.35％（n＝6），表明仪器

精密度良好。

2.2.8 重复性试验 取“2.1”项下草果酚酸粗品适量，共

6份，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲线法计算

样品中原儿茶酚酸和香草酸的含量。结果，原儿茶酚

酸、香草酸含量的RSD分别为 0.92％、0.41％（n＝6），表

明方法重复性良好。

2.2.9 稳定性试验 取“2.2.3”项下供试品溶液适量，分

别于室温下放置0、2、4、6、12、24 h时按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。结果，原儿茶酚酸、香草酸

峰面积的 RSD 分别为 0.42％、1.42％（n＝6），表明供试

品溶液于室温下放置24 h内稳定性良好。

2.2.10 加样回收率试验 取已知含量的草果酚酸粗品

1 g，共 9份，分别按已知量的 50％、100％、150％加入质

量浓度均为 0.032 mg/mL的原儿茶酚酸、香草酸单一对

照品溶液（按“2.2.2”项下方法制备），按“2.2.3”项下方法

处理后，再按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积并计算加样回收率，结果见表1。

2.2.11 样品含量测定 精密称取草果酚酸粗品粉末

200 g，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲线法计

算样品中原儿茶酚酸、香草酸的含量，每样品平行操作

3次。

2.3 Box-Behnken设计-响应曲面法优化草果酚酸的提

取工艺

2.3.1 实验设计与结果 前期预实验发现，由于提取次

数为非连续变量，回归处理较困难，结合实际工业生产，

故确定提取次数为2次。而乙醇体积分数、料液比、提取

时间对原儿茶酚酸、香草酸总含量的影响较明显，故以

乙醇体积分数（A，％）、液料比（B，mL/g）、提取时间（C，

h）为考察因素，两种成分的总含量为响应值，根据前期

预实验结果每因素设 3个水平，共设计 17次实验（其中

12次为析因实验，5次为中心点重复实验）。草果酚酸提

取工艺优化的因素与水平见表 2，实验设计方案与结果

见表3。

表1 草果酚酸中原儿茶酚酸和香草酸的加样回收率试

验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests of protocatecholic

acid and vanillic acid in phenolic acid from

A. tsaoko（n＝9）

待测成分
原儿茶酚酸

香草酸

已知量，μg

2.712 2

2.980 7

2.728 9

4.425 7

4.408 3

4.371 8

5.714 6

5.631 9

5.650 4

0.667 8

0.656 4

0.672 1

0.891 1

0.877 8

0.865 7

1.335 9

1.412 5

1.345 4

加入量，μg

1.356 1

1.490 4

1.364 5

4.425 7

4.408 3

4.371 8

8.571 9

8.447 9

8.475 6

0.333 9

0.328 2

0.336 1

0.891 1

0.877 8

0.865 7

2.003 9

2.118 8

2.018 1

测得量，μg

4.075 9

4.449 3

4.069 6

8.665 5

8.710 8

8.726 5

14.136 5

13.780 7

14.073 5

0.989 1

0.963 1

0.997 0

1.747 0

1.725 9

1.720 7

3.228 1

3.505 4

3.316 5

加样回收率，％
100.56

98.54

98.26

95.80

97.60

99.61

98.25

96.46

99.38

96.23

93.44

96.68

96.05

96.61

98.76

94.43

98.78

97.67

平均加样回收率，％
98.27

96.52

RSD，％
1.54

1.85

表2 草果酚酸提取工艺优化的因素与水平

Tab 2 Factors and levels of extraction technology op-

timization of phenolic acid from A. tsaoko

水平
－1

0

1

A，％
55

65

75

B，mL/g

4 ∶1
5 ∶1
6 ∶1

C，h

1.5

2.0

2.5

表3 草果酚酸提取工艺优化的实验设计方案与结果

Tab 3 Design and results of extraction technology op-

timization of phenolic acid from A. tsaoko

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A，％
－1

－1

－1

－1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

B，mL/g

－1

0

0

1

－1

－1

0

0

0

0

0

1

1

－1

0

0

1

C，h

0

－1

1

0

－1

1

0

0

0

0

0

－1

1

0

－1

1

0

原儿茶酚酸，mg/g

5.20

4.61

3.92

3.20

7.35

10.95

7.16

7.74

7.52

8.16

6.30

9.33

9.90

6.61

7.24

7.11

9.55

香草酸，mg/g

1.44

1.21

1.27

1.34

0.89

2.69

1.34

2.43

1.34

1.27

1.34

1.38

2.67

1.21

1.69

1.49

1.66

两种成分总含量，mg/g

6.64

5.83

5.19

4.54

8.25

13.64

8.50

10.17

8.87

9.43

7.63

10.71

12.57

7.83

8.93

8.60

11.21

2.3.2 模型建立与方差分析 采用 Design Expert 11.0

软件对表3中的总含量数据进行多元回归拟合，得二次

多项回归方程为Y＝8.92+1.80A+0.33B+0.79C+1.37AB+
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0.075AC－0.88BC－2.76A 2+1.40B 2+0.98C 2。方差分析

结果显示，本模型的决定系数（R 2）为 0.907 0，表明两种

成分总含量的变化有 90.70％来源于所选的变量；整体

模型差异性显著（P＝0.019 1＜0.05），表明该模型用于

草果酚酸提取工艺的优化合理；本模型的失拟项不显著

（P＝0.147 9＞0.05），误差导致模型拟合程度不佳的可

能性较小，表明本模型可以对不同条件下的草果酚酸两

种成分总含量进行预测。各因素影响显著性的顺序为

A＞C＞B；因素AB、AC、BC的影响不显著（P＞0.05），因

素A 2的影响显著（P＜0.05），而因素B 2、C 2的影响不显著

（P＞0.05），详见表4。

表4 草果酚酸提取工艺优化回归模型的方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis of regression mo-

del of extraction technology optimization of

phenolic acid from A. tsaoko

方差来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A 2

B 2

C 2

残差
失拟项
纯误差
总离差

平方和
84.37

25.79

0.89

4.93

7.53

0.02

3.12

32.05

8.19

4.01

12.32

8.66

3.66

96.68

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方
9.37

25.79

0.89

4.93

7.53

0.02

3.12

32.05

8.19

4.01

1.76

2.89

0.91

F值
5.33

14.66

0.51

2.80

4.28

0.01

1.77

18.21

4.66

2.28

3.16

P值
0.019 1

0.006 5

0.499 0

0.137 9

0.077 4

0.913 6

0.224 5

0.003 7

0.067 8

0.174 7

0.147 9

2.3.3 响应曲面分析 为分析各影响因素之间的交互

作用，快速得到最优工艺各因素的具体水平，本研究采

用Design Expert 11.0软件绘制不同变量间交互作用的

等高线图和响应曲面图。结果，因素A与因素B、因素A

与因素C、因素B与因素C的交互作用均不显著，与方差

分析结果一致，详见图2。

2.3.4 最优提取工艺的确定及验证 采用 Design Ex-

pert 11.0 软件得到最优提取工艺为乙醇体积分数

65.37％，液料比 4 ∶ 1（mL/g），提取时间 2.5 h。考虑到实

际操作，最终确定最优提取工艺为乙醇体积分数 65％，

液料比4 ∶ 1（mL/g），提取时间2.5 h。在此最优提取工艺

条件下进行3次验证实验。结果，两种成分的平均总含

量为 12.32 mg/g（RSD＝0.26％，n＝3），与预测值（12.63

mg/g）的平均相对误差为2.45％，详见表5。

3 讨论

本课题组在前期预实验中发现，较梯度洗脱，等度

洗脱每次运行时的流动相比例相同，当检测多个样品时

不需要设置平衡时间来让系统恢复到所需的初始流动

相比例[21]，故在结合分离效果的基础上选择等度洗脱。

在此基础上，本课题组结合相关文献[22]，分别对定量

HPLC法的流动相组成及比例、检测波长、柱温、流速进

行了考察，结果发现，在“2.2.1”项的色谱条件下，各成分

的分离效果较好，该HPLC法的精密度、重复性、稳定性

均符合 2020年版《中国药典》（四部）要求[23]。含量测定

结果显示，草果提取物中原儿茶酚酸含量远高于香草

酸，前者约是后者的3～5倍，其原因有待进一步研究。

植物酚酸常用的提取方法有超临界流体萃取、微波

萃取和传统溶剂提取等[24]。其中，超临界流体萃取条件

图2 各因素交互作用对草果酚酸含量影响的等高线图

和响应曲面图

Fig 2 Contour plots and response surface plots of the

effects of various factors interaction on the con-

tent of phenolic acid from A. tsaoko
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表5 草果酚酸提取工艺的验证实验结果（n＝3，mg/g）

Tab 5 Results of validation tests of extraction techno-

logy of phenolic acid from A. tsaoko（n＝3，

mg/g）

实验号
1

2

3

平均值

原儿茶酚酸
10.21

10.39

10.23

10.28

香草酸
2.09

1.87

2.18

2.05

总含量
12.30

12.26

12.41

12.32

相对误差，％
2.61

2.93

1.74

2.45

··1701



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 14 中国药房 2021年第32卷第14期

稳定，无溶剂残留，安全环保，但提取率较低、设备成本

高；微波萃取提取率虽高，但生产成本相对较高；而传统

溶剂提取对设备要求低，且操作简单、提取率稳定，已被

广泛用于科研和实际生产中[25]。同时，由于酚酸类成分

在植物体内通常会与蛋白质或多糖形成稳定的复合物，

因此有机溶剂和水的混合体系最适宜于酚酸类成分的

提取，故本研究选择乙醇为提取溶剂[26]。

本研究采用Box-Behnken设计-响应曲面法优化草

果酚酸的提取工艺，进行多元二次模型拟合，对各因素

响应曲面进行三维、二维图谱分析，以直观反映各因素

对原儿茶酚酸、香草酸含量的影响；同时，本研究充分考

虑乙醇体积分数、液料比、提取时间之间的交互作用，以

充分寻求优势区间范围；最后，结合实际操作，最终确定

最优提取工艺是以 4倍量（mL/g）的 65％乙醇加热回流

提取2次，每次2.5 h。经3次实验验证，所得提取物中原

儿茶酚酸和香草酸的平均总含量为 12.32 mg/g（RSD为

0.26％），与预测值 12.63 mg/g 的平均相对误差为

2.45％，提示该方法稳定、可行，模型预测性较好。

本研究采用 HPLC 法同时测定了草果酚酸中原儿

茶酚酸和香草酸的含量，该方法专属性好、准确度高；

Box-Behnken设计-响应曲面法优化所得的草果酚酸提

取工艺稳定、可行，可为该药质量控制方法的建立及活

性部位的提取分离提供实验基础和科学依据。本课题

组后期将进一步对草果酚酸进行更深入的研究，探究其

药效物质基础与作用机制，以推动草果资源及其制剂的

进一步开发利用。
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