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采用响应曲面法优化甘草饮片中
甘草酸的超声提取工艺

Ξ

国　蓉1, 2a, 李剑君2b , 国　亮1, 程光旭2a

(1 西安工业大学 光电学院, 陕西 西安 710032;

2 西安交通大学 a 能源与动力工程学院; b 生命科学与技术学院, 陕西 西安 710049)

　　[摘　要 ]　根据Box2Behnken 的中心组合实验设计原理, 在单因素试验的基础上, 采用三因素三水平的响应

曲面分析法, 建立了甘草饮片中甘草酸超声提取的二次多项数学模型, 并以甘草酸提取率为响应值作响应面和等

高线, 考察了浸泡时间、超声时间和液固比对甘草酸超声提取的影响。结果表明, 甘草酸超声提取的优化工艺条件

为: 浸泡时间 151. 3 m in, 超声时间 48. 8 m in, 液固比 10. 2 mL ög; 在此工艺条件下, 甘草酸提取率为21. 06%。
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　　甘草始载于《神农本草经》, 被中医界奉为“药中

之王”, 是中医处方和中成药中用得最多、耗量最大

的品种之一。甘草酸是甘草中的主要生理活性成分,

在保湿软化皮肤, 防治色素沉积, 止咳平喘, 抗肿瘤、

乙脑等方面有着显著作用。近年来, 众多临床应用表

明, 甘草酸可以抑制乙肝病毒 (HBV ) 和感染细胞表

面抗原 (H b sA G) 的分泌, 还可以明显抑制 (阻止)

H IV 增殖, 增强机体的免疫力[122 ]。目前, 对于甘草

酸提取工艺研究的报道, 多限于单纯的分析提取效

果的影响因素, 或以正交试验方法确定最佳提取条

件。但是, 传统的正交试验方法虽然能够同时考虑几

种影响因素, 寻找最佳因素水平组合, 却不能在给出

的整个区域上找出因素和响应值间的明确的函数表

达式, 即回归模型, 从而无法找到整个区域上因素的

最佳组合和响应值的最优值。

响应曲面方法 (R espon se Su rface M ethodo lo2
gy, R SM ) 是Box 等人于 20 世纪 50 年代提出的, 其

以回归模型作为函数估算的工具, 在多因子试验中,

将因子与试验结果 (响应值)的相互关系用多项式拟

合, 把因子和试验结果的关系函数化。因而, 可通过

对函数的面进行分析, 研究因子与响应值之间、因子

与因子之间的相互关系, 并进行优化, 是一种优化反

应条件和加工工艺参数的有效方法[3 ]。

基于此, 本研究将响应曲面法应用于甘草饮片

中甘草酸的超声提取工艺优化中, 通过试验建立了

超声提取工艺参数与甘草酸提取率之间的数学模

型, 以期获得最优的工艺参数, 从而提高甘草饮片中

甘草酸的提取率。

1　材料与方法

1. 1　材料与设备

　　材料　甘草酸标准品购自陕西慧科植物开发有

限公司, 纯度 98% ; 甘草饮片购自西安市宏济大药

堂; 其他试剂均为分析纯。

设备　高速冷冻离心机 (J 22M C) 和紫外分光光

度计 (DU 640) 均为BECKM AN 公司产品; 电子天平

(AB 1042S)为M ett ler 公司产品; 超声波清洗器 (KQ 2
250) , 由江苏昆山市超声仪器有限公司生产; 旋转蒸

发仪 (R E252A ) , 由上海亚荣生化仪器厂生产; 循环

水真空泵 (SHB 23) , 由河南巩义市杜甫仪器厂生产;

电热恒温水浴锅 (D ZKW 24) , 由黄骅市渤海电器厂生

产; 电热鼓风干燥箱 (CS1012) , 由重庆试验设备厂生

产; 粉碎机 (JZ7114) , 由上海微型电机厂生产。

1. 2　方　法

1. 2. 1　标准曲线制备　取甘草酸纯品0. 25 g, 溶于

50 mL 体积分数 50% 的乙醇溶液中, 分别取上述甘

草酸标准液1, 2, 3, 4, 5 mL , 用体积分数50% 的乙醇

溶液稀释至250 mL , 在254 nm 处测其吸光度, 以体
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积分数50% 的乙醇溶液作参比, 测得各自的吸光度,

用最小二乘法经线性回归后可得C = 0. 010 6A - 0.

004 1, 相关系数 R = 0. 999 7。式中, C 为浓度

(ΛgömL ) ,A 为吸光度。

1. 2. 2　样品处理　购得的甘草饮片经 60 ℃干燥、

粉碎, 过0. 147 mm 筛备用。

1. 2. 3　甘草饮片中甘草酸的提取　用天平准确称

取干燥后的甘草粉 20. 0 g, 按适宜液固比分别制备

提取液, 再按照单因素试验方案 (在 35 ℃下分别选

取不同的浸泡时间, 在40 kH z 下分别选取不同的超

声时间) 或三因素三水平试验方案, 离心分离上清

液。将上清液在旋转蒸发仪中于80 ℃减压浓缩至原

体积的1ö5, 将浓缩液用3. 5 mo löL 的硫酸调pH 至

2, 静置过夜, 再离心, 将固状物在烘箱中于 80 ℃干

燥至恒重, 最后称取 0. 25 g 溶于 50 mL 体积分数

50% 乙醇溶液中。取上述溶液1 mL 用体积分数50%

乙醇溶液稀释至200 mL , 在254 nm 处测其吸光度,

按标准曲线计算其含量。

1. 3　甘草酸提取率测定

甘草酸提取率的计算公式为[4 ]:

R ö% =
C ×V

1 000 ×W
× 100% (1)

式中, R 为甘草酸提取率; C 为根据甘草酸标准曲线

公式计算出的所测样品的甘草酸浓度 (ΛgömL ) ; V

为样品体积 (mL ) ;W 为甘草粉末质量 (g)。

2　结果与讨论

2. 1　浸泡时间、超声时间、液固比对甘草酸提取率

的单因素影响试验

影响甘草酸提取率的因素很多, 如浸泡时间、超

声时间、液固比等。在进行R SM 分析前, 应先通过单

因素试验来选取试验因素与水平。

2. 1. 1　浸泡时间　固定液固比为10 mL ög, 超声时

间为 60 m in, 研究不同浸泡时间对甘草酸提取率的

影响, 结果见图 1。从图 1 可知, 随着浸泡时间的延

长, 甘草酸提取率不断提高。甘草酸提取率在浸泡时

间少于120 m in 前增加较为明显, 以后趋于平缓。为

缩短工时、减少能耗, 选择浸泡时间为120～ 180 m in

为宜。

图 1　浸泡时间对甘草酸提取率的影响

F ig. 1　Effect of m arinating tim e on

ex traction rate of glycyrrh izic acid

2. 1. 2　超声时间　固定液固比为10 mL ög, 浸泡时

间为150 m in, 研究不同超声时间对甘草酸提取率的

影响, 结果见图2。从图2 可知, 在液固比为10 mL ög、

浸泡时间为150 m in 的条件下, 当超声时间为30～ 60

m in 时, 甘草酸提取率迅速增加; 之后随超声时间延

长, 甘草酸提取率增加缓慢。综合考虑提取率、成本等

因素, 选择超声时间为60 m in 左右为宜。

图 2　超声时间对甘草酸提取率的影响

F ig. 2　Effect of operat ing tim e of u ltrason ic

w ave on ex traction rate of glycyrrh izic acid

图 3　液固比对甘草酸提取率的影响

F ig. 3　Effect of liqu id2to2so lid rat io

on ex traction rate of glycyrrh izic acid
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2. 1. 3　液固比　固定浸泡时间为 150 m in, 超声时

间为 60 m in, 研究不同液固比对甘草酸提取率的影

响, 结果见图3。从图3 可以看出, 当液固比为0～ 10

mL ög 时, 随着液固比的增加, 甘草酸提取率也随之

增加; 当液固比为 10 mL ög 时, 甘草酸提取率最高;

之后随着液固比的增大, 甘草酸提取率有下降的趋

势。因此, 提取甘草酸时, 选择液固比为10 mL ög 左

右较为合适。

2. 2　采用响应曲面法优化甘草酸超声提取工艺

2. 2. 1　响应曲面分析因素水平的选取　根据Box2
Behnken 的中心组合试验设计原理, 结合上述单因

素影响试验结果, 选取浸泡时间、超声时间和液固比

3 个影响因素, 在单因素试验的基础上采用三因素

三水平的响应曲面分析方法, 试验因素与水平设计

见表1, 共 17 个试验点, 其中 12 个为析因点, 5 个为

零点, 零点试验进行了5 次, 以估计误差[5 ]。

表 1　甘草酸超声提取试验的因素与水平

T able 1　Facto rs and levels in u ltrason ic

ex traction experim ents of glycyrrh izic acid

因素 Facto rs
水平 L evels

- 1 0 1

浸泡时间öm in
M arinating tim e (Z 1) 120 150 180

超声时间öm in
Operating tim e of
u ltrason ic w ave (Z 2)

30 45 60

液固比ö(mL ·g- 1)
L iqu id2to2so lid ratio (Z 3) 8 9 10

2. 2. 2　响应曲面分析方案及结果　对浸泡时间

(Z 1)、超声时间 (Z 2)和液固比 (Z 3)作如下变换[6 ]:

x i = (Z i - Z 0) öZ (2)

式中, x i 为自变量的编码值, Z i 为自变量的真实值, Z 0

为试验中心点处自变量的真实值, Z 为自变量的变化

步长, 以甘草酸提取率为响应值(Y )。甘草酸超声提取

响应曲面分析试验设计方案与试验结果见表2。

表 2　甘草酸超声提取试验设计与试验结果

T able 2　Experim ental designs and ex traction

resu lts of glycyrrh izic acid by u ltrason ic

试验号
T rial
N o.

x 1 x 2 x 3

甘草酸提取率ö%
Extraction rate of
glycyrrh izic acid

1 - 1 0 - 1 20. 30
2 1 0 - 1 18. 50
3 - 1 0 1 19. 95
4 1 0 1 19. 50
5 - 1 - 1 0 18. 70
6 1 - 1 0 18. 60
7 - 1 1 0 19. 70
8 1 1 0 18. 60
9 0 - 1 - 1 19. 45

10 0 - 1 1 20. 02
11 0 1 - 1 19. 80
12 0 1 1 20. 70
13 0 0 0 20. 98
14 0 0 0 20. 84
15 0 0 0 20. 92
16 0 0 0 20. 82
17 0 0 0 20. 56

2. 2. 3　模型的建立及其显著性检验　利用D esign2
Expert (version 7. 0, Sta t2Ease Inc. , M inneapo lis,

M N. U SA ) 软件对表 2 试验数据进行多元回归拟

合, 得到甘草酸提取率对浸泡时间 (Z 1)、超声时间

(Z 2)和液固比 (Z 3)的二次多项回归模型为:

Y = 20. 82- 0. 43x 1+ 0. 25x 2+ 0. 26x 3- 0. 25x 1x 2+

0. 34x 1x 3+ 0. 082x 2x 3- 1. 18x
2
1- 0. 75x

2
2- 0. 084x

2
3

(3)

对该模型进行显著性检验, 结果见表 3, 回归模

型系数显著性检验结果见表4。

由表 3 可知, 模型的 F = 28. 79> F 0. 01 (9, 4) =

14. 66, P = 0. 000 1< 0. 01, 表明回归模型极显著; 失

拟项 F = 2. 86< F 0. 05 (9, 3) = 8. 81, P = 0. 168 2>

0. 05, 不显著; 复相关系数R 为0. 973 7, 说明该模型

拟合程度良好, 试验误差小, 可以此模型来分析和预

测超声提取甘草酸的工艺结果[7 ]。

表 3　甘草酸超声提取回归模型的方差分析结果

T able 3　A nalysis of variance fo r quadratic po lynom ial model of u ltrason ic ex traction of glycyrrh izic acid

变异来源
Source

平方和
Sum of squares

自由度
df

均方
M ean square

F 值
F value

P 值
P rob> F

F 0. 01 F 0. 05

模型M odel 12. 05 9 1. 34 28. 793 3 0. 000 1 14. 66

残差 Residual 0. 33 7 0. 046

失拟项 L ack of fit 0. 22 3 0. 074 2. 86 0. 168 2 8. 81

纯误差 Pure erro r 0. 10 4 0. 026

总和 To tal 12. 37 16

　　由表 4 回归模型系数显著性检验结果可知, 模

型 (3)的一次项x 1, x 2 和x 3 极显著; 二次项x
2
1 和x

2
2 极

显著, x
2
3 不显著; 交互项 x 1x 3 显著, 其他交互项不显

著; 表明各影响因素对于甘草酸提取率的影响不是
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简单的线性关系。
表 4　甘草酸超声提取回归模型系数的显著性检验结果

T able 4　T est resu lt of sign ificance fo r regression coefficien t of u ltrason ic ex traction of glycyrrh izic acid

系数项
M odel term

回归系数
Coefficien t

estim ate

自由度
df

标准差
Standard

erro r

95% 置信下限
95% C I low

95% 置信上限
95% C I h igh

P 值
P rob> F

In tercep t 20. 82 1 0. 096 20. 60 21. 05

x 1 - 0. 43 1 0. 076 - 0. 61 - 0. 25 0. 000 8

x 2 0. 25 1 0. 076 0. 073 0. 43 0. 012 6

x 3 0. 26 1 0. 076 0. 085 0. 45 0. 010 3

x 1x 2 - 0. 25 1 0. 11 - 0. 50 0. 005 0. 053 5

x 1x 3 0. 34 1 0. 11 0. 083 0. 59 0. 016 6

x 2x 3 0. 082 1 0. 11 - 0. 17 0. 34 0. 469 2

x 2
1 - 1. 18 1 0. 11 - 1. 43 - 0. 93 < 0. 000 1

x 2
2 - 0. 75 1 0. 11 - 1. 00 - 0. 50 0. 000 2

x 2
3 - 0. 084 1 0. 11 - 0. 33 0. 16 0. 447 8

2. 2. 4　甘草酸超声提取工艺的响应曲面分析与优

化　模型 (3)的响应曲面及其等高线见图4～ 6。3 组

图直观地反映了各因素对响应值的影响[829 ]。

当液固比为9 mL ög 时, 浸泡时间和超声时间对

甘草酸提取率的影响见图4。由图4 可知, 在浸泡时

间为 120～ 150 m in 和超声时间为 30～ 50 m in 的范

围内, 甘草酸提取率不断增加, 之后随着浸泡时间和

超声时间延长, 甘草酸提取率有下降的趋势。

当超声时间为45 m in 时, 浸泡时间和液固比对

甘草酸提取率的影响见图5。从图5 可以看出, 浸泡

时间对甘草酸提取率的影响非常显著, 表现为曲线

较陡, 当浸泡时间处于150 m in 左右时, 甘草酸提取

率出现极值。

当浸泡时间为 150 m in 时, 超声时间和液固比

对甘草酸提取率的影响结果见图 6。从图 6 可以看

出, 超声时间处于 45 m in 左右时, 甘草酸提取率出

现极值。

等高线的形状可反映出交互效应的强弱, 椭圆

形表示两因素交互作用显著, 而圆形则与之相反。由

图 5 等高线可以看出, 浸泡时间 (Z 1) 和液固比 (Z 3)

之间的交互作用显著, 表现为等高线呈椭圆形。相比

较而言, 浸泡时间 (Z 1)和超声时间 (Z 2) 之间, 以及超

声时间 (Z 2)和液固比 (Z 3)之间的交互作用较小。

图 4　甘草酸超声提取过程中浸泡时间、超声时间及其交互作用

对提取率影响的响应曲面和等高线

F ig. 4　R esponse surface p lo t and con tour p lo t of the effect of m arinating tim e and operating tim e of u ltrason ic w ave and

their m utual in teractions on the ex traction rate in u ltrason ic ex traction p rocess of glycyrrh izic acid
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图 5　甘草酸超声提取过程中浸泡时间、液固比及其交互作用对提取率影响的响应曲面和等高线

F ig. 5　R esponse surface p lo t and con tour p lo t of the effect of m arinating tim e and liqu id2to2so lid rat io and

their m utual in teractions on the ex traction rate in u ltrason ic ex traction p rocess of glycyrrh izic acid

图 6　甘草酸超声提取过程中超声时间、液固比及其交互作用对提取率影响的响应曲面和等高线

F ig. 6　R esponse surface p lo t and con tour p lo t of the effect of operat ing tim e of u ltrason ic w ave and liqu id2to2so lid rat io

and their m utual in teractions on the ex traction rate in u ltrason ic ex traction p rocess of glycyrrh izic acid

　　比较 3 组图可知, 浸泡时间对甘草酸提取率的

影响最为显著, 表现为曲线较陡, 浸泡时间最佳值在

150 m in 附近; 而液固比和超声时间对甘草酸提取

率的影响次之, 表现为曲线较平滑, 且随其数值的增

加或减少, 响应值变化较小。

为进一步确定最佳点, 对模型 (3)取一阶偏导等

于零, 得到:

- 2. 36x 1 - 0. 25x 2 + 0. 34x 3 = 0. 43 (4)

- 0. 25x 1 - 1. 5x 2 + 0. 083x 3 = - 0. 25 (5)

0. 34x 1 + 0. 082x 2 - 0. 168x 3 = - 0. 26 (6)

　　解方程得到: x 1 = 0. 044 7, x 2 = 0. 255 6, x 3 =

1. 267 8。 变换为真实值可得: 浸泡时间为 151. 3

m in, 超声时间为48. 8 m in, 液固比为10. 2 mL ög, 在

此条件下, 甘草酸提取率理论值可达到21. 10%。

为检验响应曲面法所得结果的可靠性, 采用上

述优化提取条件进行甘草酸的超声提取, 考虑到实

际操作的便利, 将提取工艺参数修正为: 浸泡时间为

150 m in, 超声时间为50 m in, 液固比为10 mL ög, 在

此条件下提取 5 次, 实际测得的平均提取率为

21. 06% , 与理论预测值相比, 其相对误差约为
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0. 2%。因此, 基于响应曲面法所得的优化提取工艺

参数准确可靠, 具有实用价值。

3　结　论

1) 基于试验设计软件D esign2Expert 7. 0, 通过

二次回归设计得到了甘草酸超声提取率与浸泡时

间、超声时间和液固比关系的回归模型, 经检验证明

该模型是合理可靠的, 能够较好地预测甘草酸的超

声提取率。

2) 利用模型的响应面及其等高线, 对影响甘草

酸超声提取率的关键因素及其相互作用进行探讨,

得到的优化工艺参数为: 浸泡时间 151. 3 m in, 超声

时间48. 8 m in, 液固比10. 2 mL ög。考虑到操作的便

利, 对此条件进行适当修正后, 甘草酸平均提取率为

21. 06%。因此, 利用响应面分析方法对甘草酸超声

提取工艺进行优化, 可获得最优的工艺参数, 能有效

减少工艺操作的盲目性, 从而为进一步的试验研究

奠定基础。
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O p tim iza t ion of the u lt rason ic ex tract ion techn ique of

g lycyrrh izic acid by u sing respon se su rface m ethodo logy

GUO Rong1, 2a ,L I J ian - jun 2b, GUO L iang1, CHENG Guang-xu2a

(1 S chool of Op toelectron ica l E ng ineering , X iπan T echnolog ica l U niversity , X iπan, S haanx i 710032, Ch ina;

2 a S chool of E nergy and P ow er E ng ineering; b S chool of L if e S cience and T echnology , X iπan J iaotong U niversity , X iπan, S haanx i 710049, Ch ina)

Abstract: T he u lt rason ic ex tract ion p rocess of g lycyrrh izic acid from glycyrrh iza u ra len sis w as re2
searched. O n the basis of one2facto r tests and the Box2Behnken cen ter2un ited experim en ta l design p rinci2
p le, the m ethod of respon se su rface analysis w ith 3 facto rs and 3 levels w as adop ted. A second o rder

quadra t ic equat ion fo r u lt rason ic ex tract ion of g lycyrrh izic acid w as bu ilt. R espon se su rface and con tou r

w ere graphed w ith the ex tract ion ra te of g lycyrrh izic acid as the respon se value. Based on the analysis of

the respon se su rface p lo ts and their co rresponding con tou r p lo ts, effects of m arinat ing t im e, opera t ing t im e

of u lt rason ic w ave, and liqu id2to2so lid ra t io w ere exp lo red. By u sing th is new m ethod, the op t im um ex trac2
t ion condit ion w as ob ta ined as fo llow s: m arinat ing t im e 151. 3 m inu tes, opera t ing t im e of u lt rason ic w ave

48. 8 m inu tes, and liqu id2to2so lid ra t io 10. 2 mL ög. U nder the op t im ized condit ion, the average ex tract ion

ra te of g lycyrrh izic acid w as 21. 06%.

Key words: g lycyrrh izic acid; u lt rason ic ex tract ion; respon se su rface m ethodo logy (R SM ) ; op t im izat ion

of ex tract ion condit ion
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