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响应面法优化钝裂银莲花
花色素提取工艺

蓝雯琳，刘左军，刘志鹏
（兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃 兰州７３００００）

摘要：以钝裂银莲花（Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ）的萼片为提取材料，选取料液质量浓度、ｐＨ、提取时间、提取温度４个因素，以

钝裂银莲花花色素提取液的吸光值为响应面，对钝裂银莲花花色素的提取条件进行优化，用四舍五入法确定了钝裂银

莲花花色素提取的最佳工艺为：料液质量浓度７０ｇ·ｍＬ－１，ｐＨ　３．８，提取温度６１℃，提取时间８７ｍｉｎ，在此条件下，钝

裂银莲花花色素提取液的吸光值可达最佳，为０．１５４　５。
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　　钝 裂 银 莲 花（Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ）为 毛 茛 科（Ｒａ－
ｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）银莲花属（Ａｎｅｍｏｎｅ）多年生草本植物，主

要分布在我国西 藏 南 部 和 东 部，四 川 西 部［１－２］。本 属

植物全草可入药，具 有 清 热 解 毒 等 显 著 功 效［３－４］。其

花期 为５月－７月，花 瓣 有 黄 色、浅 黄 色、白 色３
种［５］。目前，国内关于 钝 裂 银 莲 花 的 研 究 很 少，主 要

研究集中在药用 价 值［６］和 繁 殖 分 配［７］等 方 面。作 为

青藏高原上 比 较 原 始 的 一 种 杂 草，它 是 草 原 退 化 的

一种重要的指示 性 植 物。通 过 提 取 其 花 色 素 并 将 花

色素进行分 离 纯 化，可 以 进 一 步 分 析 出 其 花 色 的 基

因表达，为钝 裂 银 莲 花 适 应 高 寒 环 境 做 出 合 理 的 理

论推断，是后 续 开 发 钝 裂 银 莲 花 的 经 济 价 值 重 要 的

理论依据，也 为 钝 裂 银 莲 花 生 物 多 样 性 的 后 续 研 究
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提供重 要 的 参 考。花 色 素 是 一 种 天 然 色 素，并 且 大

部分花色素 可 以 安 全 食 用，由 于 它 有 一 定 的 营 养 价

值并且可以入药，越 来 越 受 到 人 们 的 重 视［８－９］。本 研

究 以 青 藏 高 原 东 部 分 布 的 钝 裂 银 莲 花 的 萼 片 为 试 验

材料，控制花色素的 提 取 条 件 为 单 一 变 量，利 用 响 应

面法选出花 色 素 的 最 佳 提 取 方 法，为 提 取 高 寒 草 甸

地区植被的花色素提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验所用钝裂银莲花于２０１５年６月采自兰州大

学干旱农业生态国家重点试验室高寒草地生态系统定

位站，地属青藏高原东部的玛曲地区，平均海拔３　６００

ｍ，年均温度１．２℃，年降水量６２０ｍｍ，植被类型属高

寒草甸［１０］。采回的 花 用 镊 子 将 花 蕊 去 除，在６０℃中

烘干２４ｈ，取出 后 磨 碎 呈 粉 末 状，装 入 自 封 袋 中 避 光

保存。

１．２　试验仪器

上海博迅实业有限公司ＧＺＸ－９０３０ＭＢＥ数显鼓风

干燥箱、上海 佑 科 仪 器 仪 表 有 限 公 司ＰＨＢ－８、Ｍｅｔｔｌｅ－
Ｔｏｌｅｄｏ　Ｇｒｏｕｐ　ＡＢ１０４－Ｎ分析天平、上海美谱达仪器有

限公司ＵＶ－３０００ＰＣ紫 外－可 见 分 光 光 度 计、江 苏 金

坛市医疗仪器厂ＫＳ康式振荡器。

１．３　单因素试验

选取料液质量浓 度、ｐＨ、提 取 时 间 和 提 取 温 度 作

为钝裂银莲花花色素提取影响因素。分别称取０．１ｇ
钝裂银莲花的萼片粉末，提取剂的种类是蒸馏水、７０％
乙醇、８０％乙 醇、９０％乙 醇、甲 醇、乙 醚、盐 酸 与 甲 醇

（１／９９）混合液、盐酸与甲醇（１／６０）混合液、乙酸乙酯；

料液质 量 浓 度 设 为６０、８０、１００、１２０、１４０、１６０、１８０和

２００ｇ·ｍＬ－１；调节每瓶ｐＨ分别为２、４、６、８、１０、１２和

１４；放在摇床中震荡，浸提时间分别为３０、６０、９０、１２０、

１５０和１８０ｍｉｎ；提取温度设置为２０、３０、４０、５０、６０、７０
和８０℃。单因素变化时，确定其它因素不变，确定单

因素的顺序依据试验所选单因素影响花色素提取的强

弱。肉眼观察其颜色变化及溶解性，滤纸过滤，取上清

液于比色管中，稀释１０倍，蒸馏水作为对照组，在紫外

可见光自动记 录 分 光 光 度 计４００－６００ｎｍ进 行 最 大

波长扫描［１１］，测得其吸光值，每组３次重复。

１．４　响应面优化试验

以单 因 素 试 验 为 基 础，根 据 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ方

法［１２－１３］，利用Ｄｅｓｉｇｎ－ｅｘｐｅｒｔ软 件，以 钝 裂 银 莲 花 花 色

素的提取剂、料液质量浓度、ｐＨ、提取时间及提取温度

作为自变量，花色素提取的吸光值作为响应值，进行了

４因素３水平 的 响 应 面 试 验 设 计，确 定 钝 裂 银 莲 花 花

色素提取的最优方法。

１．５　数据处理和统计分析

本试验采用响应面法，利用Ｄｅｓｉｇｎ－ｅｘｐｅｒｔ软件进

行二次回归拟合，运用ＳＰＳＳ　２２．０软件进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果

各因素影响下的花色素 吸 光 值 在 波 长 为５３５ｎｍ
处有最大吸收峰。单因素试验结果表明：最佳提取剂

为盐酸与 甲 醇（１／６０，Ｖ／Ｖ）混 合 液；最 佳 提 取 料 液 质

量浓度为８０ｇ·ｍＬ－１；最佳提取ｐＨ为４；最佳提取时

间为９０ｍｉｎ最佳提取温度为６０℃（图１）。

２．２　响应面法优化钝裂银莲花花色素的提取工艺

２．２．１　Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ法优化试验　以单因素试验结

果为依据，选取料液质量浓度、ｐＨ、提取温度和提取时

间４个因 素 为 自 变 量，根 据Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试 验 设 计

原理优化钝裂银莲花花色素的提取工艺，试验设计方

案见表１。

２．２．２　响应面设计及结果　利用响应面方法对钝裂

银莲花花色素的提取工艺进行分析（表２）。利用Ｄｅ－
ｓｉｇｎ　Ｅｘｐｅｒｔ软件对 得 到 的 试 验 结 果 进 行 二 次 回 归 拟

合，得到以钝裂银莲花花色素吸光值为响应值，与料液

质量浓度、ｐＨ、提取温度、提取时间４个自变量之间的

二次多项回 归 方 程：Ｙ＝０．１５－５．１×１０－３　Ａ－６．４×
１０－３　Ｂ＋２．８×１０－３　Ｃ－５．４×１０－３　Ｄ－１．７×１０－３　ＡＢ－５．
２×１０－３　ＡＣ－７．３×１０－３　ＡＤ－１．１×１０－３　ＢＣ＋３．９×
１０－３　ＢＤ＋１．１×１０－３　ＣＤ－０．０４８Ａ２ －０．０３４Ｂ２ －
０．０１５Ｃ２－０．０２６Ｄ２。模 型 的 Ｆ 为 １５．９９，Ｐ 小 于

０．０００　１，表明该模型是极显著的（表３）；失拟项的Ｆ为

６４．７，说明该模型具有显著性，是真实有效的，可以用此

模型对钝裂银莲花花色素的提取含量进行分析和预测。

其中Ｂ因素影响显著，Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２　４个因素影响极显

著，其它因素的影响不显著（Ｐ＞０．０５），说 明 得 出 的 回

归方程可以很好地描述各因素与响应值之间的真实关

系。由Ｆ检验得到的因子贡献率为Ｂ＞Ｄ＞Ａ＞Ｃ，即

ｐＨ＞提取时间＞料液质量浓度＞提取温度。模型的相

关系数Ｒ２＝０．９４１　１，说明９４．１１％的试验数据的变异

性可以用此回归模型解释［１４］。校正决定系数Ｒ２Ａｄｊ为

７８１
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图１　５个因素下下钝裂银莲花的吸光值

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｌｉｇｈｔ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ　ｆｏｒ　ｆｉｖｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒｓ

表１　因素水平设计表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｄｅｓｉｇｎ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

料液质量浓度

Ｔｈｅ　ｍａｔｅｒｉａｌ

ｌｉｑｕｉｄ　ｍａｓｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ｇ·ｍＬ－１

ｐＨ

提取温度

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ／℃

提取时间

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／

ｍｉｎ

－１　 ６０　 ２　 ５０　 ６０

０　 ８０　 ４　 ６０　 ９０

１　 １００　 ６　 ７０　 １２０

０．８８２　３，说明该模型具有较高的精确度和显著性［１５］。

２．２．３　响应面交互作用分析　为了进一步研究相关

变量之 间 作 用 的 最 佳 选 择，通 过 软 件 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ

８．０绘制出的响应面曲线图来进行分析，根据各因素之

间的等高线和响应面图可知（图２），曲线表现的越陡，

说明影响越显著［１６］。三维空间曲面图可反映Ａ、Ｂ、Ｃ、

Ｄ　４个 因 素 对 响 应 值 Ａ５３５的 影 响。由 等 高 线 可 以 看

出，存在极值的条件应该在圆心处。通过软件分析得

到的 本 试 验 最 佳 提 取 工 艺 为 料 液 质 量 浓 度 是 ７０

ｇ·ｍＬ－１，ｐＨ为３．８，提取温度是６１．０１ ℃，提取时间为
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表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试验设计及响应值表（ｎ＝２９）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ（ｎ＝２９）

试验号

Ｎｕｍｂｅｒ

料液质量浓度

Ｔｈｅ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｌｉｑｕｉｄ　ｍａｓｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｇ·ｍＬ－１

ｐＨ 提取温度

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

提取时间

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

吸光值Ａ

Ｌｉｇｈｔ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｖａｌｕｅ

１　 ０　 １　 ０ －１　 ０．０７９　３

２ －１　 ０　 １　 ０　 ０．０７４　５

３　 １ －１　 ０　 ０　 ０．０８７　６

４　 ０　 ０ －１　 １　 ０．１１２　１

５ －１　 １　 ０　 ０　 ０．０６３　５

６　 ０　 ０　 １　 １　 ０．１１０　１

７　 １　 ０　 ０ －１　 ０．０７３　５

８　 １　 ０ －１　 ０　 ０．０７６　８

９　 ０ －１ －１　 ０　 ０．１０３　２

１０ －１　 ０　 ０ －１　 ０．０８５　６

１１　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０．１５０　４

１２　 １　 ０　 ０　 １　 ０．０８０　１

１３　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０．１４９　３

１４　 ０　 １ －１　 ０　 ０．０８４　７

１５ －１　 ０　 ０　 １　 ０．０６２　９

１６ －１ －１　 ０　 ０　 ０．０７３　５

１７　 ０　 １　 ０　 １　 ０．０７６　８

１８　 ０ －１　 ０ －１　 ０．０９８　０

１９　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０．１５３　２

２０ －１　 ０ －１　 ０　 ０．０７６　８

２１　 ０ －１　 １　 ０　 ０．１１８　４

２２　 ０　 ０　 １ －１　 ０．１２２　１

２３　 １　 １　 ０　 ０　 ０．０８４　３

２４　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０．１５１　２

２５　 １　 ０　 １　 ０　 ０．０９５　４

２６　 ０ －１　 ０　 １　 ０．０８０　１

２７　 ０　 ０ －１ －１　 ０．１２８　５

２８　 ０　 １　 １　 ０　 ０．０９５　４

２９　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０．１５１　７

８６．９７ｍｉｎ，预测最优值为０．１５２　０。由于试验仪器的

限制，验证试验选取的最佳提取工艺（四舍五入）为料

液质量浓度是７０ｇ·ｍＬ－１，ｐＨ为３．８，提取温度是６１

℃，提取时间是８７ｍｉｎ，进行３次平行试验，得到钝裂

银莲花花色素提取液实际吸光值为０．１５４　５，与理论值

相差不显著（Ｐ＞０．０５），说 明 响 应 值 的 真 实 值 与 回 归

方程的预测值吻合良好，所以优化结果是合理可靠的。
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３　讨论与结论

植物花色形成是一个复杂的过程，受到很多因素

影响［１７］，其中最主要的是花色素是否在植物花瓣中存

在［１８］。学者根据颜色将花色色素分为类胡萝卜素、类

黄酮和花青 素［１９］。传 统 的 色 素 提 取 方 法 存 在 着 提 取

时间长、原料预处理能耗高、生产的色素产品纯度差等

缺点［２０］，直接影响了天然色素的开发和应用。本研究

提取钝裂银莲花花色素采用了有机溶剂提取［２１］的方

法，并在单因素试验的基础上进行了响应面分析，优化

了钝裂银莲花花色素提取的条件，为后续开发草原上

其它植物色素提取的方法提供技术支撑。参考相关文

献，认为钝裂银莲花花色素的主要成分是类黄酮类化

合物［２２－２３］，并含有少量叶绿素和类胡萝卜素［２４］。优化

试验结果表明钝裂银莲花花色素提取的最佳工艺为：

料液质量浓度是７０ｇ·ｍＬ－１，ｐＨ为３．８，提取温度是

６１℃，提取时间为８７ｍｉｎ（由于仪器条件，此条件均为

四舍五入的结果）。关于钝裂银莲花花色素的研究及

其分离纯化目前已经取得初步进展，本研究仅对钝裂

银莲花花色素的提取方法的优化进行了初步的探讨，

为后续钝裂银莲花花色素的分离纯化提供技术支撑，

而钝裂银莲花花色素苷的主要成分的分离以及药用价

值有待于做进一步验证。

表３　响应面方差分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅ

平方和

Ｓｕｍ　ｏｆ　ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

ｄｆ

均方

Ｍｅａｎ　ｓｑｕａｒｅ
Ｆ　 Ｐ

显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

模型 Ｍｏｄｕｌｅ　 ２．２×１０－２　 １４　 １．５８×１０－３　 １５．９９ ＜０．０００　１ ＊＊

Ａ　 ３．１×１０－４　 １　 ３．１×１０－４　 ３．１３　 ０．０９８　６

Ｂ　 ４．９×１０－４　 １　 ４．９×１０－４　 ４．９８　 ０．０４２　５ ＊

Ｃ　 ９．５×１０－５　 １　 ９．５×１０－５　 ０．９６　 ０．３４２　７

Ｄ　 ３．５×１０－４　 １　 ３．５×１０－４　 ３．５６　 ０．０８０　３

ＡＢ　 １．１×１０－５　 １　 １．１×１０－５　 ０．１１　 ０．７４１　０

ＡＣ　 １．１×１０－４　 １　 １．１×１０－４　 １．１１　 ０．３１０　７

ＡＤ　 ２．１×１０－４　 １　 ２．１×１０－４　 ２．１７　 ０．１６２　５

ＢＣ　 ５．１×１０－６　 １　 ５．１×１０－６　 ０．０５　 ０．８２４　１

ＢＤ　 ６．０×１０－５　 １　 ６．０×１０－５　 ０．６０　 ０．４５１　２

ＣＤ　 ４．９×１０－６　 １　 ４．９×１０－６　 ０．０５　 ０．８２８　０

Ａ２ １．５×１０－２　 １　 ０．０１５　 １５１．８２ ＜０．０００　１ ＊＊

Ｂ２ ７．６×１０－３　 １　 ７．６×１０－３　 ７７．２２ ＜０．０００　１ ＊＊

Ｃ２ １．５×１０－３　 １　 １．５×１０－３　 １５．０４　 ０．００１　７ ＊＊

Ｄ２ ４．５×１０－３　 １　 ４．５×１０－３　 ４５．２５ ＜０．０００　１ ＊＊
残差Ｒｅｓｉｄｕａｌ　 １．４×１０－３　 １４　 ９．９×１０－５

失拟项Ｌａｃｋ　ｏｆ　ｆｉｔ　 １．４×１０－３　 １０　 １．４×１０－４　 ６４．７０

净误差Ｐｕｒｅ　ｅｒｒｏｒ　 ８．５×１０－６　 ４　 ２．１×１０－６

总和 Ｔｏｔａｌ　 ０．０２３　 ２８

Ｒ２ ０．９４１　１

Ｒ２Ａｄｊ ０．８８２　３

注：Ａ，料液质量浓度；Ｂ，ｐＨ；Ｃ，提取温度；Ｄ，提取时间；＊ 表示显著（Ｐ＜０．０５）；＊＊表示极显著（Ｐ＜０．０１）。

Ｎｏｔｅ：Ａ，ｔｈｅ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｌｉｑｕｉｄ　ｍａｓｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ，ｐＨ；Ｃ，ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｄ，ｅｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ；＊ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０５ｌｅｖｅｌ；

＊＊ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｈｉｇｈｌｙ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０１ｌｅｖｅｌ．
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图２　两因素交互影响吸光值的的响应面图

Ｆｉｇ．２　Ｔｗｏ－ｆａｃｔｏｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｌｉｇｈｔ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｌｏｔ
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２０１７年第１期《草业科学》审稿专家

　　包爱科　　陈先江　　陈学林　　程云湘　　董世魁　　冯琦胜　　干友民　　郭彦军　　

　　郭正刚　　侯扶江　　胡自治　　金　樑　　李　飞　　李建龙　　李克梅　　李胜利　　

　　李彦忠　　梁天刚　　刘　权　　刘兴元　　娄燕宏　　马红媛　　马　清　　马伟强　　

　　毛培胜　　蒲小鹏　　尚占环　　邵　涛　　孙洪仁　　孙小琴　　田　沛　　屠　焰　　

　　汪晓峰　　王召锋　　翁秀秀　　武高林　　杨惠敏　　杨湘云　　张建全　　张佩华　　

　　张自和　　赵成章　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

承蒙以上专家对《草业科学》期刊稿件的审阅，特此表示衷心的感谢！
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