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苦豆子为槐属植物，主要分布于我国西北各省

区及中亚细亚一带[1]。苦豆草全株味极苦、性寒、有
毒，具有清热解毒、抗菌消炎的作用[2]。目前对其化学

成分的研究主要在生物碱上，其生物碱主要是喹诺

里西啶类的苦参碱系列、槐定碱系列和苦豆碱系列

衍生物。近年来的研究表明，苦豆子生物碱有良好的

生物活性，被广泛用于临床，不仅具有抗癌、抑癌、抑
制和杀灭各种微生物的药理活性 [3]，而且对免疫系

统、神经系统、心血管系统有广泛的药理作用[4]。超声

波提取法与传统的浸取法相比，能提高有效成分的

溶出速度、缩短提取时间，提高提出率[5]。本实验以苦

豆子为主要原料，采用超声波辅助提取法，在单因素

实验的基础上，使用响应面法优化苦豆子生物碱提

取工艺，以确定苦豆子生物碱最佳提取工艺条件，为

苦豆子的开发应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

苦豆子 花期地上部分，采于民勤县收成乡，自

然风干，粉碎；盐酸、溴麝香草酚蓝、三氯甲烷、磷酸

二氢钾、氢氧化钠、槐定碱标准品 购于上海时代生

物科技有限公司。
超声波仪 JY-92型 ，紫外-可见分 光光度计

Cary50型，电热恒温干燥箱GZX-9030MBE型，电子天

平AB104-S，电热恒温水槽HH-4，高速万能粉碎机

QE-500型。
1.2 实验方法

1.2.1 超声提取 苦豆草粉碎后称取苦豆子粗粉2g，
加0.6％盐酸15mL，浸泡30min后，用超声波仪500W超

声30min，待样品温度冷却到室温再进行下一次处

理，共处理3次。将每次提取液过滤，合并滤液，定容

于50mL容量瓶中备用。实验分别考察了盐酸溶液浓

度、料液比、超声功率、超声提取时间等因素对苦豆

子生物碱得率的影响。在单因素实验的基础上，选取
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料液比（x1）、超声功率（x2）、超声提取时间（x3）三个对

苦豆子生物碱得率影响较大的因素，对提取条件进

行响应面分析，优化提取工艺条件。
1.2.2 苦豆草生物碱含量的测定

1.2.2.1 标准曲线的制作 苦豆草生物碱以槐定碱

的含量最高，本实验采用溴麝香草酚蓝比色法，以槐

定碱为指标成分，测定苦豆草生物碱含量。精密称取

槐定碱标准品5.12mg，置5mL容量瓶中，加无水乙醇

溶解并稀释至刻度，摇匀即得槐定碱标准液。取上述

溶液0、10、20、30、40、50、60、70μL，分别置于50mL的

磨口锥形瓶中，待乙醇挥发后，加溴麝香草酚蓝pH7.6
缓冲液6mL，氯仿6mL，密塞剧烈振摇2min，静置2h后

分出氯仿层，以同法处理无槐定碱液为空白，于420nm
处测定提取液的吸光度[6]，以吸光度（A）为纵坐标，氯

仿层浓度（C）为横坐标得回归方程：A=0.076426C+
0.01232，r=0.9906。
1.2.2.2 含量测定 各吸取1mL滤液，用酸水稀释至

5倍，分别吸取1mL稀释液至锥形瓶中，加入溴麝香

草酚蓝pH7.6缓冲液6mL，氯仿6mL，密塞振摇2min，

注入酸式滴定管中，静置2h，分取氯仿层，以0.4％的

酸水1mL，6mL溴麝香草酚蓝pH7.6缓冲液和氯仿6mL
同比操作为空白进行测定，用回归方程算出含量[7]。

计算测定液中生物碱的含量，再根据下式计算

生物碱得率：

生物碱得率=提取液中生物碱的含量/苦豆粉的

质量×100%
1.2.3 单因素实验 以稀盐酸溶液为提取剂，主要

考察盐酸溶液浓度、料液比、超声功率、提取时间等

因素对苦豆子生物碱得率的影响。
1.2.4 苦豆子中生物碱的提取工艺优化 根据Box-
Behnken中心组合实验设计原理，综合单因素实验结

果，以0.6%的盐酸溶液为提取剂，选取对苦豆子生物

碱得率影响较大的因素料液比、超声功率、超声时间

进行中心组合实验，并结合单因素实验条件选取合

理水平。以苦豆子生物碱得率为响应值，通过响应面

分析，得出超声波提取苦豆子生物碱的最佳提取工

艺条件和方法。实验设计因素编码及水平见表1。

2 结果与分析

2.1 单因素对苦豆子生物碱得率的影响

2.1.1 盐酸溶液浓度对苦豆子生物碱得率的影响 称

取5份2g苦豆草粗粉，分别置于100mL三角瓶中，分别

加入50mL 0.4%、0.5%、0.6%、0.7%、0.8%的盐酸，浸

泡30min，以300W功率超声波处理20min后，过滤，定

容作为提取液，测定生物碱含量。
由图1可知，盐酸溶液浓度对生物碱得率的影响

较大，在0.6%以下，因酸性提取剂易与生物碱中和而

增大了其在提取剂中的溶解度，因而随着酸度的增

加，提取效果较明显。在0.6%以上，随盐酸溶液浓度

的增加，提取剂结合生物碱的能力不断减弱，盐酸溶

液浓度的增加对生物碱提取率的影响不大。因此盐

酸溶液浓度以0.6%为宜。

2.1.2 料液比对苦豆子生物碱得率的影响 称取5
份2g苦豆草粗粉，分别置于100mL三角瓶中，加入10、
20、30、40、50mL0.6%的 盐 酸 溶 液 ， 浸 泡 30min，以

300W功率超声波处理20min后，过滤，定容作为提取

液，测定生物碱含量。

由图2可知，当料液比达到1∶15左右时，苦豆子中

生物碱基本溶出，再增加提取剂用量，提取率变化不

大。因而，料液比1∶15左右为宜。
2.1.3 超声功率对苦豆子生物碱得率的影响 称取

5份2g苦豆草粗粉，分别置于100mL三角瓶中，加入

50mL0.6%盐酸溶液，浸泡30min，分别以240、260、
300、320、340W功率超声波处理20min后，过滤，定容

作为提取液，测定生物碱含量。

一般来说，超声波的功率越高，越容易获得较大

表1 中心组合设计因素与水平表

Table 1 Factors and levels in the central composite design

因素
水平

-1 0 1
x1料液比（g/mL） 1∶10 1∶15 1∶20
x2超声功率（W） 260 300 340
x3提取时间（min） 20 30 40

图1 盐酸溶液浓度对苦豆子生物碱得率的影响

Fig.1 Effect of hydrochloric acid concentration on extraction
yield of alkaloids
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图2 料液比对苦豆子生物碱得率的影响

Fig.2 Effect of ratio of solid to liquid on extraction yield
of alkaloids
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图3 超声功率对苦豆子生物碱得率的影响

Fig.3 Effect of ultrasonic power on extraction yield of alkaloids
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的声强。超声强度对得率的影响却不能一概而论，要

考虑超声波与介质相互作用的程度和提取物的性质。
从图3可知，超声功率在300W以下时，随着超声功率

的增大，生物碱提取率明显增加，但超声功率在300W
以上时，随着超声功率增加，提取率变化不大。出于

提取成本等因素考虑，超声功率在300W左右为宜。
2.1.4 超声时间对苦豆子生物碱得率的影响 称取

5份2g苦豆草粗粉，分别置于100mL三角瓶中，加入

50mL0.6%盐酸溶液，浸泡30min，以300W功率超声波

分别处理10、20、30、40、50min后，过滤，定容作为提

取液，测定生物碱含量。

由图4可知，在10～30min内，苦豆子生物碱提取

率随着时间的延长而显著增加，30min以后，苦豆子

生物碱得率变化不大。因此，超声处理时间在30min
左右为宜。
2.2 响应面分析法优化苦豆子生物碱提取工艺实

验结果与数据分析

2.2.1 模型方程的建立与显著性检验 利用Design
Expert软件，通过表2中苦豆子生物碱得率实验数据

进行多元回归拟合，获得苦豆子生物碱得率对编码

自变量料液比、超声功率和超声时间的二次多项回

归方程：

Y=3.78+0.1x1+0.089x2+0.25x3-0.26x1x2+0.095x1x3－
0.052x2x3－0.3x12－0.15x22－0.41x32 式（1）

对模型（1）进行方差分析（表3），由方差分析结

果可知：模型的F=23.29>10.16，P=0.0002<0.01，说明

本实验所选用的二次多项模型具有高度的显著性。
苦豆子生物碱F失 拟=4.22<8.81，失拟项P=0.0989>
0.05，失拟不显著。模型的决定系数R2

Adj=0.9261，说明

该模型能够解释92.61%的响应值变化。因此，该模型

拟合程度较好，可以用此模型来分析和预测超声波

提取苦豆子生物碱的工艺结果。在总的作用因素中，

回归方程一次项、二次项及交互项x1x2均具有较高的

显著性，表明料液比、超声功率、提取时间以及料液

比与超声功率的交互作用对苦豆子生物碱得率有较

显著影响。

2.2.2 苦豆子生物碱得率的响应面分析 利用Design
Expert软件对表2数据进行二次多元回归拟合，所得到

的二次回归方程的响应面及其等高线图如图5～图7
所示。

通过对回归方程方差分析和各响应面图分析可

知，料液比、超声功率、提取时间均对苦豆子生物碱

表3 拟合二次多项式模型的方差分析

Table 3 Analysis of variance（ANOVA）for the fitted quadratic polynomial model
方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 2.26 9 0.25 23.29 0.0002 significant
x1 0.084 1 0.084 7.79 0.0268 *
x2 0.063 1 0.063 5.84 0.0463 *
x3 0.51 1 0.51 46.83 0.0002 **
x1x2 0.27 1 0.27 25.07 0.0016 **
x1x3 0.036 1 0.036 3.35 0.11
x2x3 0.011 1 0.011 1.02 0.3456
x12 0.39 1 0.39 35.9 0.0005 **
x22 0.096 1 0.096 8.87 0.0206 *
x32 0.69 1 0.69 64.27 <0.0001 **

残差 0.075 7 0.011
失拟性 0.057 3 0.019 4.22 0.0989 not significant
纯误差 0.018 4 4.53E-03
总差 2.34 16

R2=0.9677 R2
Adj=0.9261

图4 超声时间对苦豆子生物碱得率的影响

Fig.4 Effect of extraction time on extraction yield of alkaloids
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表2 Box-Behnken中心组合设计方案及实验结果

Table 2 Box -Behnken experiments design and the results of
these experiments

实验号 x1 x2 x3 生物碱得率（%）

1 0 0 0 3.82
2 0 0 0 3.84
3 -1 1 0 3.55
4 -1 -1 0 2.79
5 1 0 1 3.52
6 0 -1 1 3.42
7 1 1 0 3.35
8 0 0 0 3.78
9 0 1 1 3.43
10 -1 0 1 3.24
11 0 0 0 3.67
12 -1 0 -1 2.82
13 0 1 -1 3.14
14 1 -1 0 3.63
15 1 0 -1 2.72
16 0 -1 -1 2.92
17 0 0 0 3.81
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提取效果有较为显著的影响（P<0.05），随着料液比、
超声功率、提取时间的增加或减小，响应值变化较

大。从各因素之间的交互作用看，料液比与超声功率

的共同作用对响应值的影响较显著（P<0.05）（图5），

而料液比和提取时间、超声功率和提取时间两因素

间共同作用不显著（P>0.05）（图6、图7）。优化后的最

佳工艺参数为：料液比1∶15.94g/mL，超声功率302.99W，

超声提取时间33.27min，在此条件下，苦豆子生物碱

的得率可达到3.83%。但考虑到实际操作的局限性，将

苦豆子生物碱提取工艺参数修正为料液比1∶16g/mL，

超声功率300W，超声提取时间33min。
2.3 验证实验

在修正条件下进行3次提取实验，得到苦豆子生

物碱的得率平均值为3.72%。回归方程所得预测值为

3.83%，与验证实验平均值3.72%的误差为0.11%，采

用响应面分析方法优化得到的提取工艺参数较可靠。

3 结论
将液料比、超声功率、超声时间作为Box-Behnken

设计的变量，通过响应面分析的结果表明：料液比、
超声功率、提取时间均对苦豆子生物碱提取有较显

著的影响，交互项料液比与超声功率的交互作用也

较显著。超声波辅助提取苦豆子生物碱的最佳工艺

参数为：料液比1∶16g/mL，超声功率300W，超声提取

时间33min。在此条件下，苦豆子生物碱的得率可达

到3.72%。因此，该研究结果可对苦豆子生物碱提取

的研究提供一定的参考价值，具有一定的实际应用

前景。
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图5 料液比和超声功率对生物碱得率影响的响应面图

Fig.5 Response surface plot showing the effects of the ratio of
solid to liquid and ultrasonic power on extraction rate of alkaloids
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图6 料液比和超声时间对生物碱得率影响的响应面图

Fig.6 Response surface plot showing the effects of the ratio of
solid to liquid and extraction time on extraction rate of alkaloids
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图7 超声功率和超声时间对生物碱得率影响的响应面图

Fig.7 Response surface plot showing the effects of ultrasonic
power and extraction time on extraction rate of alkaloids
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