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摘要：黄芪总黄酮具有抗氧化、增强机体免疫等功能，常作为免疫增强剂添加在食品和饲料中。通过单因素试验研

究乙醇体积分数、料液比和提取时间对黄芪总黄酮提取量的影响，进一步用 Box–Behnken 法优化黄芪总黄酮最佳提

取工艺，并利用大孔吸附树脂–聚酰胺联用技术对其进行富集纯化。结果表明：在乙醇体积分数 70%，料液比

1∶17，提取时间 70 min 的条件下提取效果最佳，总黄酮提取量为 2.78 mg·g–1，相对标准偏差为 1.41%。经 HPD722 大

孔吸附树脂–聚酰胺联用富集纯化后，黄芪总黄酮提取量为 310.63 mg·g–1，增加 112 倍，其中毛蕊异黄酮含量由

0.13 mg·g–1 增至 42.56 mg·g–1，增加 327 倍；芒柄花素含量由 0.06 mg·g–1 增至 7.89 mg·g–1，增加 132 倍。
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Abstract: Flavonoids in astragali radix exert biological health functions actions such as antioxidant and immune-enhancing
effects. They are often added to food and feed as immunopotentiators. The effects of ethanol concentration, the solid/liquid
ratio, and extraction time on the extraction content of total flavonoids (TFA) from Astragalus membranaceus were evaluated
using single factor experiments. Furthermore, the optimum beneficiation and depuration technology of TFA was investigated
with HPD722 macroporous resin-polyamide combination method. The results showed that the extraction content of TFA and
relative  standard  deviation  (RSD)  were  2.78  mg·g–1  and  1.41%,  respectively,  under  the  conditions  of  70%  ethanol
concentration,  solid/liquid  ratio  of  1∶17,  and  an  extraction  time of  70  min.  When TFA were  enriched  and  purified  using
HPD722  macroporous  resin-polyamide,  the  extraction  content  of  TFA  was  311  mg·g–1  and  its  purity  was  increased  112
times. As the main component of TFA, the content of calycosin was increased 327 times from 0.13 mg·g–1 to 42.56 mg·g–1

and formononetin was increased 132 times from 0.06 mg·g–1 to 7.89 mg·g–1.
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中 药 黄 芪 为 豆 科 黄 芪 属 植 物 蒙 古 黄 芪

(Astragalus membranaceus var. mongholicus)或膜荚黄

芪 (A. membranaceus)的根
[1]
，富含多糖、皂苷和总

黄酮等多种生物活性成分，其中总黄酮主要包括

毛蕊异黄酮、芒柄花素及其糖苷成分，具有抗辐

射、清除氧自由基、抑菌、增强机体免疫和抗病

毒等功能
[2-3]

，常作为保健因子添加到食品中，也

是饲料中常用的生长免疫增强剂成分，在水产养

殖和畜牧业上被广泛应用，具有增强免疫，提高

动物生产性能、产品品质等功效
[4]
。

黄芪总黄酮提取最常规的方法是乙醇回流法
[4]
，

但由于不同产地药材活性成分性质的差异，其提

取工艺参数不同。单因素法和 Box-Behnken响应面

设计法是优化提取工艺研究常用的方法
[5-6]

，其中

响应面法是一种采用多元二次回归方程拟合因素

与响应值之间的函数关系，通过对回归方程的分

析寻求最优工艺参数的统计方法，具有试验周期

短，回归方程精度高，能分析多种因素交互作用

等优点，已被广泛用于各种工艺参数的优化
[5]
。

总黄酮的纯化方法主要有大孔吸附树脂法、硅

胶柱层析法、聚酰胺柱层析法和葡聚糖凝胶柱层

析法等
[7]
，其中大孔吸附树脂法因其吸附量大、解

析率高、选择性强和成本低等优点成为黄酮类、

生物碱等多种活性成分提取的有效方法之一
[8]
，但

也存在因部分黄酮不溶于水而难以富集纯化的问

题
[9-11]

。聚酰胺是一类以酰胺键聚合而成的高分子

化合物，主要通过大量酰胺基与黄酮类化合物的

酚羟基形成氢键而进行吸附，可除去色素和部分

脂溶性化合物，可有效弥补大孔吸附树脂的部分

不足
[12-13]

。

黄芪药材来源驳杂，全国不同地方常用同属植

物的根都作为黄芪，甘肃黄芪以宕昌和陇西产的

药材在外观性状和有效成分含量方面最优
[14-15]

，但

其详细的分离纯化工艺研究未见报道。本研究以

甘肃宕昌产黄芪为材料，通过单因素试验和响应

面分析对黄芪总黄酮最佳提取工艺进行研究，并

利用 HPD722大孔吸附树脂–聚酰胺柱层析联用法

进行富集纯化，以期为深入研究黄芪总黄酮产品

的开发利用提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    材料与仪器

1.1.1    材料与试剂

黄芪产自甘肃省陇南市宕昌县哈达铺。芦丁纯

度为 91.7%，购自中国食品药品检定研究院。毛蕊

异黄酮和芒柄花素纯度分别为 99.08%和 99.03%，

均购自成都曼思特生物科技有限公司。乙醇、氯仿、

正丁醇、H2O2、苯酚、浓硫酸等均为分析纯；聚

酰胺 (过孔径 450 μm样品筛 )和 HPD722大孔吸附

树脂购自沧州宝恩吸附材料科技有限公司。

1.1.2    仪器设备

电热恒温水浴锅 (HH-4型，京科伟永兴仪器有

限公司)，高效液相色谱仪 (Agilent 1100，美国安捷

伦公司)，紫外分光光度计 (UV-1800，日本岛津公

司 )，天平 (AE260，瑞士梅特勒公司 )，超纯水机

(AFX2-0501-P，颐洋企业发展有限公司 )，高速多

功能粉碎机 (CXP-100，上海市晟喜制药机械有限

公司)，超声波清洗器 (SK3310LHC，上海科导超声

仪器有限公司 )，远红外快速干燥箱 (766-3，江苏

省南通县金余电器配件厂)，旋转蒸发仪 (RE-5299，
巩义市予华仪器有限公司)。

1.2    方法

1.2.1    黄芪总黄酮提取

黄芪药材粉碎后过孔径 450 μm样品筛，准确

称取 2 g，置于 100 mL圆底烧瓶中，参考预试验，

按一定料液比加入不同乙醇体积分数，80 ℃ 水浴

回流提取一定时间，过滤后定容至 25 mL，即为黄

芪总黄酮粗提液。

1.2.2    黄芪总黄酮粗提液含量测定

标准曲线制作：称取芦丁 10 mg，用 40%乙醇溶

解并定容至 50 mL，即为芦丁对照品 (0.204 mg·mL–1)。
取 10 mL具塞比色管 7只，分别吸取 0.25、0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0 mL芦丁对照品，用 40%乙醇补至
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5 mL，混匀后加入 0.3 mL 5% NaNO2 溶液，静置

6 min。加入 0.3 mL 10% Al(NO3)3 溶液，混匀后静

置 6 min。最后加入 4 mL 4% NaOH溶液，用 40%
乙醇定容 10 mL，混匀后静置 15 min。以 40%乙醇

为空白，在 510 nm处测定吸光值
[16]

。以浓度 (X，
μg·mL–1)为横坐标，吸光值 A(Y)为纵坐标，绘制

标准曲线，Y = 0.012 2X – 0.008 2，r = 0.999 8。芦

丁含量在 5.1～61.2 μg·mL–1
范围内具有良好的线性

关系。黄芪总黄酮粗提液含量的测定同法操作。

提取量 (mg·g–1) = 粗提液中总黄酮含量/药材质量。

1.3    单因素试验

准确称取 2 g黄芪药材粉，置于 100 mL圆底烧

瓶中，在料液比为 1∶15，提取时间 90 min，乙醇

体积分数分别为 30%、40%、50%、60%、70%和

80%条件下，测定总黄酮提取量，分析乙醇体积分

数对黄芪总黄酮提取量的影响；在乙醇体积分数

为 70%，提取时间 90 min，料液比 (g∶mL)分别为

1∶9、1∶11、1∶13、1∶15、1∶17、1∶19条件下，

测定总黄酮提取量，分析料液比对黄芪总黄酮提

取量的影响；在乙醇体积分数为 70%，料液比为

1∶17，提取时间分别为 20、40、60、80、100和
120 min条件下，测定总黄酮提取量，分析提取时

间对黄芪总黄酮提取量的影响。每试验重复 3次。

1.4    响应面试验

在单因素试验基础上，利用 Design-Expert8.0.6.1
软件中的 Box-Behnken设计进行响应面优化设计，

以乙醇体积分数、料液比和提取时间为响应变量，

黄芪总黄酮提取量为响应值，设计 3因素 3水平，

共 17个试验点。试验因素水平如表 1所列。

1.5    大孔吸附树脂富集黄芪总黄酮

大孔吸附树脂预处理：称取适量 HPD722树脂，

用 95%乙醇充分浸泡过夜，除去树脂中的碎片和

杂物后乙醇湿法装柱，用乙醇持续冲柱，随时检

查流出液，冲至与水混合不呈白色浑浊为止，然

后用大量蒸馏水洗掉层析柱内乙醇，备用。称取

100 g经过预处理的 HPD722大孔吸附树脂，取上

述最佳条件下制备的黄芪总黄酮浓缩液，调整浓

度为 0.71 mg·mL–1
，pH 3.0，依据预试验，上样速度

为 2 mL·min–1，上样体积为 3柱床体积 (bed volume，
BV)，4 BV蒸馏水除杂，6 BV 70%乙醇解吸附，

收集解析液并旋转蒸发得黄芪总黄酮
[17]

。

1.6    聚酰胺树脂富集黄芪总黄酮

聚酰胺预处理：称取适量聚酰胺树脂，用 95%
乙醇充分浸泡过夜，乙醇湿法装柱，用乙醇持续

冲柱，随时检查流出液，冲至与水混合不呈白色

浑浊为止，然后用大量蒸馏水洗掉层析柱内乙醇，

备用。称取 30 g经预处理后过孔径 450 μm样品

筛的聚酰胺，参考预试验，上述黄芪总黄酮以

1 mL·min–1 上样 1 BV，30%乙醇 3 BV除杂，90%乙

醇 3 BV解吸附，收集解析液 60 ℃ 旋转蒸发得黄

芪总黄酮
[18]

。

1.7    毛蕊异黄酮和芒柄花素含量测定

色谱条件参考文献 [19]：色谱柱为Agilent TC-C18
(250 mm × 4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈 (A)和 0.1%
磷酸水溶液 (B)，梯度洗脱程序为 0–15  min  30%
A和 70% B，15–35 min 65% A和 35% B；流速为

1.0 mL·min–1；检测波长为 254 nm；柱温 25 ℃；进

样量为 20 μL。
精密称取 3份 0.1 g纯化的黄芪总黄酮粉末，

均用流动相 A溶解定容至 25 mL，分别进样 20 μL
测定，利用外标法计算黄芪总黄酮主要成分毛蕊

异黄酮和芒柄花素含量。

1.8    数据统计分析

采用SPSS16.0统计软件进行单因素方差分析 (one-
 

表 1   Box-Behnken 因素水平表

Table 1   Factors and levels of Box-Behnken

水平

Levels

因素 Factor
A 乙醇体积分数

A ethanol concentration/%
B 料液比

B solid to liquid ratio (g∶mL)
C 提取时间

C extraction time/min

– 1 60 1∶15 40

0 70 1∶17 60

1 80 1∶19 80

第 6 期 袁惠君　等：响应面法优化黄芪总黄酮提取工艺及初步纯化 1685

 

 
http://cykx.lzu.edu.cn

 



way ANOVA)，Design-Expert 8.0.6.1软件进行响应面

分析并绘制响应曲面图，Origin7.5软件制图。

2    结果与分析

2.1    单因素试验

随着乙醇体积分数增加，黄芪总黄酮提取量显

著增加 (P < 0.05)，并在乙醇体积分数为 70%时达

到最大，然后随乙醇体积分数增加而降低 (图 1a)，
这是因为当乙醇体积分数为 70%时，黄芪总黄酮

溶出趋于饱和，随后其他醇溶性或脂溶性物质开

始溶出，从而使黄芪总黄酮提取量下降
[20]

。故乙醇

体积分数选择 70%。

当料液比 (g∶mL)在 1∶9～1∶17范围内，黄

芪总黄酮提取量随料液比增加而增加 (P < 0.05)，
并在料液比 (g∶mL)1∶17时达到峰值，随后继续

增加料液比，因其他醇溶性杂质开始逐渐溶出，

导致黄芪总黄酮提取量反而下降 (图 1b)。因此，料

液比 (g∶mL)以 1∶17为最佳。

随提取时间的延长，黄芪总黄酮提取量显著

增加 (P < 0.05)，但在 60 min以后提取量增幅减小

(图 1c)，表明提取时间 60 min时大部分黄芪总黄酮

已溶出，继续延长提取时间，可能导致黄芪总黄

酮被氧化
[21]

。因此，选择最佳提取时间为 60 min。

2.2    响应面试验结果

基于表 1 响应面设计进行的试验结果如表 2所
列。通过 Design-Expert 8.0.6.1 软件进行响应面分析

后得到以黄酮提取量为响应值的回归方程为 Y =
2.72 + 0.13A + 0.076B + 0.031C – 0.027AB + 0.058AC +
0.13BC –  0.66A2 –  0.27B2 –  0.072C2

。如表 3所列，

二次回归模型 P < 0.000 1，失拟项 P = 0.768 7 > 0.05，
决定系数 R2 = 0.980 7，校正系数 Radj

2 = 0.955 9，与

决定系数 R2
接近，说明该模型回归显著、准确，

与试验结果拟合度良好。F 值越大表明该变量对黄

酮提取量的影响越大
[22]

，因此 3种因子对黄芪总黄

酮提取量的影响依次为乙醇体积分数  > 料液比  >
提取时间。BC交互作用显著影响黄芪总黄酮提取

量 (P < 0.05)，而 AB、AC交互作用不影响黄芪总

黄酮的提取量 (P > 0.05)。

2.3    响应面分析

比较 3组等高曲线图可知：乙醇体积分数和料

液比对黄芪总黄酮提取量的影响显著，表现为曲

线陡峭 (图 2a、图 2b)，表明黄芪总黄酮提取量对

各参数的变化较敏感；提取时间影响不显著，曲

线表现较为平缓圆润 (图 2c)，说明黄芪总黄酮提取

量对提取时间的变化不敏感
[23]

，与方差分析结果相

一致。

回归模型预测分析表明，黄芪总黄酮最佳工艺

条件为乙醇体积分数71.17%，料液比 (g∶mL) 1∶17.5，
提取时间 69.6 min，总黄酮提取量最大预测值可达
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图 1   乙醇体积分数、料液比和提取时间对

黄芪总黄酮提取量的影响

Figure 1    Effects of ethanol concentration, solid/liquid ratio,
and extraction time on the extraction content of TFA
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表 2   Behnken 试验方案及结果

Table 2   Experimental design and results with Box-Behnken

序号

Sequence number
A 乙醇体积分数

A ethanol concentration
B 料液比

B solid to liquid ratio
C 提取时间

C extraction time
总黄酮提取量

Extraction content of TFA/(mg·g–1)
1 1 0 1 2.26

2 – 1 0 – 1 1.84

3 – 1 0 1 1.86

4 0 0 0 2.72

5 0 0 0 2.71

6 0 0 0 2.82

7 – 1 1 0 1.78

8 0 0 0 2.57

9 0 0 0 2.80

10 0 1 – 1 2.34

11 1 1 0 1.97

12 0 – 1 – 1 2.44

13 0 1 1 2.58

14 – 1 – 1 0 1.57

15 1 0 – 1 2.01

16 1 – 1 0 1.87
17 0 – 1 1 2.18

 
表 3   回归模型方差分析

Table 3   Analysis of variance of the regression model

方差来源

Sources of variance
平方和

Sum of squares
自由度

Degree of freedom
均方

Mean square F P

模型 Model 2.553 8 9 0.283 8 39.531 6 < 0.000 1** 

A 0.140 5 1 0.140 5 19.567 1 0.003 1**

B 0.046 5 1 0.046 5 6.475 0 0.038 4*

C 0.007 8 1 0.007 8 1.088 4 0.331 5

AB 0.003 0 1 0.003 0 0.421 4 0.536 9

AC 0.013 2 1 0.013 2 1.842 5 0.216 8

BC 0.062 5 1 0.062 5 8.707 3 0.021 4*

A2
1.831 3 1 1.831 3 255.135 7 < 0.000 1** 

B2
0.300 2 1 0.300 2 41.818 1 0.000 3**

C2
0.021 8 1 0.021 9 3.040 9 0.124 7

残差 Residual 0.050 2 7 0.007 2

0.388 0 0.768 7失拟项 Lack of fit 0.011 3 3 0.003 8

纯误差 Pure Error 0.038 9 4 0.009 7

总离差 The total deviation 2.604 0 16

R2 = 0.980 7 ，Radj
2 = 0.955 9

　**和*分别表示差异达极显著水平(P < 0.01)和显著水平(P < 0.05) 。
　** and * indicate significant differences among different treatments at 0.01 and 0.05 level.

第 6 期 袁惠君　等：响应面法优化黄芪总黄酮提取工艺及初步纯化 1687

 

 
http://cykx.lzu.edu.cn

 



到 2.75 mg·g–1。为方便实际操作，将最优条件简化

为乙醇体积分数 70%，料液比 (g∶mL) 1∶17，提取

时间 70 min，该条件下进行 3次平行验证试验，黄芪

总黄酮提取量达到 2.78 mg·g–1(表 4)，RSD为 1.41%，

与模型预测值误差为 1.09%。说明该模型可较好地

预测黄芪总黄酮提取量，优化结果可靠，可用于

指导黄芪总黄酮的提取工艺。

2.4    黄芪总黄酮主要组分的含量

经过 HPD722大孔吸附树脂和聚酰胺联用富集

后，黄芪总黄酮提取量可达 310.63 mg·g–1，富集

112倍，回收率分别为 94.11%和 80.19%；其主要

组分毛蕊异黄酮和芒柄花素含量分别为 42.56 和
7.89 mg·g–1，分别富集 327倍和 132倍。

3    讨论与结论

由于黄芪黄酮已在保健品、饲料方面被广泛应

用，其提取工艺研究已有文献报道。肖卫华等
[24]

最

先用响应面法研究了黄芪总黄酮提取工艺，在提

取温度 75 ℃，提取时间 2.5 h，乙醇体积分数 88.3%，

液固比 25 mL·g– 1 条件下，提取量为 0.98 mg·g–1。
最近，刘少静等

[4]
用单因素和正交试验的研究表

明，在乙醇体积分数 85%，料液比 (g∶mL) 1∶20，
温度 80 ℃ 回流提取 2.5 h条件下，黄芪总黄酮提取

量可达 2.39 mg·g–1。但上述工艺的提取量均低于本

研究的 2.78 mg·g–1，可见该工艺具有一定的推广应

用价值。

正交设计和均匀设计是在天然产物分离纯化工

艺研究方面应用较多的传统设计方法。正交设计

能在尽量减少试验次数的情况下在多因素多水平

组合中找出最佳因素水平组合，但不能给出因素

和响应值之间明确的函数表达式，也不能全面地

反映各因素之间的交互作用
[25]

。均匀设计最大化地

追求均匀性达到减少试验次数为目的，但是当试

验次数少于因素个数时，采用多重回归的方法来

研究响应变量随自变量的变化的回归方程就不是

唯一的，而且其在试验设计时不考虑全部交互作用，

只有通过回归分析时引入因素之间的交叉乘积项等
 

表 4   黄芪总黄酮主要组分的含量

Table 4   Content of the main components in TFA of Astragalus membranaceus

材料

Material

总黄酮提取量

Extraction content of TFA/
(mg·g–1)

毛蕊异黄酮含量

Extraction content of calycosin/
(mg·g–1)

芒柄花素含量

Extraction content of formononetin/
(mg·g–1)

原药材 Raw material 2.78 ± 0.04 0.13 ± 0.09 0.06 ± 0.21

制备品 Preparation 310.63 ± 6.52 42.56 ± 9.46 7.89 ± 3.52

 

1:15
1:16

1:17
1:18

1:19

  60
  65

  70
  75

  80

1.40

1.80

2.20

2.60

3.00

总
黄
酮
提
取
量

E
x
tr

ac
ti

o
n
 r

at
e 

o
f 

T
F
A

/(
m

g
·g

−1
)

B 料液比

B Solid to liquid ratio (g:mL)

A 乙醇体积分数

A Ethanol concentration/%

a

40  
48  

56  
64  

72  
80  

C 提取时间
C Extraction time/min

  60
  65

  70
  75

  80

1.40

1.80

2.20

2.60

3.00

总
黄
酮
提
取
量

E
x
tr

ac
ti

o
n
 r

at
e 

o
f 

T
F
A

/(
m

g
·g

−1
)

A 乙醇体积分数

A Ethanol concentration/%

b

40  
48  

56  
64  

72  
80  

  1:15
  1:16

  1:17
  1:18

  1:19

C 提取时间

C Extraction time/min

B 料液比

B Solid to liq
uid ratio (g

:mL)

1.40

1.80

2.20

2.60

3.00

总
黄
酮
提
取
量

E
x
tr

ac
ti

o
n
 r

at
e 

o
f 

T
F
A

/(
m

g
·g

−1
)

c

 

图 2   两因素交互作用的响应面分析

Figure 2    Response surface of three interacting factors
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来进行探索，因此，其结果不够稳定
[5, 25]

。本研究

采用 Box-Behnken设计，共重复 5个中心点，充分

考虑了各因素间及各因素与响应值间的相互作用，

提高了试验精度，验证试验结果与模型预测值误

差仅为 1.09%。本研究中乙醇体积比对提取结果的

影响大于料液比，与刘少静等
[4]
的研究结果一致。

大孔吸附树脂和聚酰胺均是分离纯化总黄酮类

物质的常用材料，但其吸附机理不同，各有优缺

点
[26]

。严柳叶等
[27]

和丁艳霞等
[28]

的研究表明，单纯利

用上述任何一种材料分离纯化，总黄酮富集纯化

效果均不及大孔吸附树脂和聚酰胺柱层析联用。

本研究选用 HPD722弱极性大孔吸附树脂和聚酰胺

进行联用富集，充分发挥了 HPD722的弱极性与黄

酮分子内疏水部分有较强吸附作用的特点，以及

聚酰胺可截留黄芪色素和部分脂溶性成分，且经

过水洗可除去部分水溶性杂质等特点，较好地结

合了两者优势，得到良好的纯化效果。本研究通

过单因素试验，研究了乙醇体积分数、料液比和

提取时间对黄芪总黄酮提取量的影响，并采用响

应面分析法对提取工艺进行优化，建立了回归模

型，表明在乙醇体积分数 70%，料液比 (g∶mL)
1∶17，80 ℃ 提取 70 min的条件下，黄芪总黄酮提

取量可达 2.78 mg·g–1；经过 HPD722大孔吸附树脂

和聚酰胺大孔吸附树脂联用富集后，黄芪总黄酮

提取量可达 310.63 mg·g–1，高于其他文献报道
[29]

，

富集倍数为 112；其主要组分毛蕊异黄酮和芒柄花

素含量分别为 42.56 mg·g–1 和 7.89 mg·g–1，富集倍

数分别为 327倍和 132倍。上述结果表明，该提取

工艺和富集纯化方法合理，可为黄芪总黄酮的提

取和工业化生产提供参考。
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