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[摘要] 　 采用响应面优化野艾蒿二咖啡酰奎尼酸的提取工艺. 考察乙醇浓度、温度、时间、料液比 ４ 个重要因素

对二咖啡酰奎尼酸得率的影响. 在乙醇浓度 ７２％、温度 ５３ ℃ 、提取时间 １０２ ｍｉｎ、料液比 １ ∶５４(ｇ / ｍＬ)条件下ꎬ二
咖啡酰奎尼酸的提取率为 ９１％ꎬ得率达 ３.３０％ꎻＬＣ / ＭＳ 等方法对野艾蒿中二咖啡酰奎尼酸的定量结果表明ꎬ野艾

蒿中二咖啡酰奎尼酸由 ３ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ、４ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ 和 １ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ 组成ꎬ其含量分别为 １４.２、１０.５ 和 ８.３ ｍｇ / ｇꎬ因而野

艾蒿是一种二咖啡酰奎尼酸含量丰富的材料.
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野艾蒿(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｌａｖａｎｄｕｌａｅｆｏｌｉａ ＤＣ.)是菊科蒿属植物ꎬ资源丰富ꎬ具抗菌、消炎、抗氧化、抗过敏等多种

生物活性[１]ꎬ这些活性主要是来自黄酮、多酚类等成份[２] . 本研究发现野艾蒿中咖啡酰奎尼酸类的含量丰富.
咖啡酰奎尼酸是性能优良的天然酚酸类物质[３]ꎬ有抗菌、抗病毒[４]、保肝利胆[５ꎬ６]、降压降脂、清除自

由基[７ꎬ８]、抗肿瘤[９]等作用ꎬ是目前的研究热点之一. 咖啡酰奎尼酸类物质提取的传统原料主要是杜仲叶、
金银花、咖啡豆等. 这些资源因有的是国家保护植物或只限于叶、花、果等生物量小的部位而无法成为大

宗资源ꎬ而野艾蒿分布广ꎬ生物量大ꎬ全株可用ꎬ因而在成本和资源量方面有巨大的优势[１０] .
响应面试验设计方法是利用合理的试验设计并通过试验得到的一定数据ꎬ采用多元二次回归方程拟

合因素与响应值的函数关系ꎬ通过对回归方程的分析来寻求最优工艺参数ꎬ解决多变量问题的一种方

法[１１] . 与传统的正交实验设计法相比ꎬ具有高效、全面和回归方程精确度高等优势. 本工作在发现野艾蒿

含丰富的咖啡酰奎尼酸类物质的基础上ꎬ用响应面法对其高效提取分离进行了研究.
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１　 材料、设备与方法

１.１　 材料与试剂

野艾蒿(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｌａｖａｎｄｕｌａｅｆｏｌｉａ ＤＣ.)ꎬ采自江苏南京ꎻ干燥至恒重粉碎备用.
１ꎬ５－二咖啡酰奎尼酸、３ꎬ５－二咖啡酰奎尼酸、４ꎬ５－二咖啡酰奎尼酸标准品(成都普瑞法科技开发有限

公司)ꎻ乙醇、乙酸(国药集团化学试剂有限公司)ꎬ分析纯.
１.２　 方法

１.２.１　 ＨＰＬＣ 分析

Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＡＱ￣Ｃ１８(２５０ ｍｍ×４.６ ｍｍꎬ５ μｍ)色谱柱ꎻ流动相 Ａ:０.０５％乙酸水(ｐＨ ３.０)ꎬ流动相 Ｂ:乙腈ꎻ
流速:０.６ ｍＬ / ｍｉｎꎻ检测波长:３２７ ｎｍꎻ柱温:３０ ℃ꎻ进样量:２０ μＬ. 洗脱梯度为 ８８％Ａ~７０％Ａ(０~１５ ｍｉｎ)ꎬ
７０％Ａ~６０％Ａ(１５~２５ ｍｉｎ)ꎬ６０％ Ａ~８８％Ａ(２５~３５ ｍｉｎ) .
１.２.２　 ＬＣ / ＭＳ 分析

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ６４６０ Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ＬＣ / ＭＳ 液质联用仪ꎬ电喷雾电离(ＥＳＩ)接口ꎻ负离子模式监测ꎻ
加热毛细管温度 ３２０ ℃ꎻ扫描范围 ｍ / ｚ ５０~８００ꎻ吹扫气压力 ４５ ｐｓｉꎻ雾化电压 ３.５ ｋＶꎻ一级质谱碰撞能量 ５
ｅＶꎬ二级质谱碰撞能量为 ５ ｅＶ 和 １５ ｅＶꎬＨＰＬＣ 条件同 １.２.１.
１.２.３　 咖啡酰奎尼酸提取的单因素实验

准确称取野艾蒿样品 ０.２ ｇꎬ按料液比加入不同浓度的乙醇溶液ꎬ在不同提取温度、提取时间下进行浸

提. 提取液稀释后经 ０.４５ μｍ 滤膜过滤ꎬ使用 ＨＰＬＣ 分析. 二咖啡酰奎尼酸的提取率(％)＝ 二咖啡酰奎尼

酸提取量(ｇ) /样品中二咖啡酰奎尼酸含量(ｇ)×１００(以多次提取的含量之和作为样品二咖啡酰奎尼酸的

含量)ꎬ得率(％)＝ 二咖啡酰奎尼酸量(ｇ) /样品重量(ｇ)×１００.
１.２.４　 二咖啡酰奎尼酸提取的响应面法优化

根据 Ｂｏｘ￣Ｂｅｋｎｈｅｎ 中心组合实验设计原理ꎬ选取乙醇浓度、温度、时间、料液比为自变量ꎬ野艾蒿二咖

啡酰奎尼酸得率为响应值ꎬ设计四因素三水平实验ꎬ因素及水平如表 １ 所示.
表 １　 响应面的因素和水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ

水平
因素

乙醇浓度 Ａ / ％ 提取温度 Ｂ / ℃ 提取时间 Ｃ / ｍｉｎ 料液比 Ｄ / (ｇ / ｍＬ)
－１ ６０ ４０ ９０ １ ∶４０
０ ７０ ５０ １００ １ ∶５０
１ ８０ ６０ １１０ １ ∶６０

１.２.５　 响应面法优化的统计分析

数据分析采用 ＳＰＳＳ１７ 软件ꎬ回归分析采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖｅｒｓｉｏｎ ８.０.５ 软件.

２　 结果与讨论

２.１　 二咖啡酰奎尼酸提取的单因素实验

２.１.１　 乙醇浓度对提取率的影响

由图 １(ａ)可见ꎬ对乙醇浓度的单因素实验结果表明ꎬ７０％乙醇浓度提取时ꎬ二咖啡酰奎尼酸的得率达

到最大值ꎻ增大乙醇浓度至 ８０％时ꎬ二咖啡酰奎尼酸的得率无明显增加ꎬ却增加了野艾蒿中色素等组分的

溶出ꎬ使后期分离复杂化.
２.１.２　 温度对提取的影响

由图 １(ｂ)可见ꎬ提取二咖啡酰奎尼酸的温度以 ５０ ℃较为适合ꎬ温度低时提取不完全ꎬ温度过高时容

易导致目标物分解.
２.１.３　 时间对提取的影响

由图 １(ｃ)可见ꎬ二咖啡酰奎尼酸的提取量在 ４０~８０ ｍｉｎ 时增加较快ꎬ在 ８０~１２０ ｍｉｎ 时的增加量趋于

平稳. 从提取量及时效考虑ꎬ１００ ｍｉｎ 为适宜时间.
—４７—
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２.１.４　 料液比对提取的影响

由图 １(ｄ)可见ꎬ当料液比小于 １ ∶５０ 时ꎬ咖啡酰奎尼酸的提取量呈上升的趋势ꎻ料液比再提高后ꎬ提取

液中目标物的浓度下降. 因此ꎬ料液比选为 １ ∶５０ ｇ / ｍＬ.

图 １　 不同因素对咖啡酰奎尼酸提取得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｄｉＣＱＡｓ

２.２　 响应面法的条件优化

根据表 １ 的响应面因素和水平设计ꎬ共设计 ２９ 组实验(其中 ２４ 组为分析实验ꎬ５ 组为中心实验) . 结

果如表 ２ 和 ３ 所示. 经 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８.０ 软件的多元回归拟合ꎬ建立的多元二次回归模型为:
Ｙ＝ ３.２５＋０.３５Ａ＋０.１０Ｂ＋０.０５２Ｃ＋０.０６０Ｄ－０.０７８ＡＢ－０.０１０ＡＣ－０.０３７ＡＤ－０.０１７ＢＣ＋

０.２９ＢＤ＋０.０３０ＣＤ－０.９０Ａ２－０.４１Ｂ２－０.１８Ｃ２－０.１５Ｄ２

表 ２　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｋｎｈｅｎ ｄｅｓｉｇｎ 设计及结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｋｎｈｅｎ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 得率 / ％ 序号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 得率 / ％

１ －１ －１ ０ ０ １.４５ １６ ０ １ １ ０ ２.７９
２ １ －１ ０ ０ ２.３２ １７ －１ ０ －１ ０ １.７１
３ －１ １ ０ ０ １.７４ １８ １ ０ －１ ０ ２.３４
４ １ １ ０ ０ ２.３０ １９ －１ ０ １ ０ １.９７
５ ０ ０ －１ －１ ２.９１ ２０ １ ０ １ ０ ２.５６
６ ０ ０ １ －１ ２.８３ ２１ ０ －１ ０ －１ ２.７５
７ ０ ０ －１ １ ２.９７ ２２ ０ １ ０ －１ ２.４７
８ ０ ０ １ １ ３.０１ ２３ ０ －１ ０ １ ２.２８
９ －１ ０ ０ －１ １.７２ ２４ ０ １ ０ １ ３.１５
１０ １ ０ ０ －１ ２.５７ ２５ ０ ０ ０ ０ ３.２３
１１ －１ ０ ０ １ １.９３ ２６ ０ ０ ０ ０ ３.２５
１２ １ ０ ０ １ ２.６３ ２７ ０ ０ ０ ０ ３.２７
１３ ０ －１ －１ ０ ２.５２ ２８ ０ ０ ０ ０ ３.２０
１４ ０ １ －１ ０ ２.７３ ２９ ０ ０ ０ ０ ３.２９
１５ ０ －１ １ ０ ２.６５

表 ３　 回归模型系数的显著性检验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ７.６８ １４ ０.５５ １０２.５７ <０.０００ １
残差 ０.０７５ １４ ５.３４７×１０－３

失拟项 ０.０７０ １０ ６.９９８×１０－３ ５.７４ ０.０５３ ５
纯误差 ４.８８０×１０－３ ４ １.２２０×１０－３

总误差 ７.７５ ２８

　 　 由表 ３ 可见ꎬ模型的 ｐ<０.０１ꎬ表明该模型

拟合极显著ꎬ在统计学上是有意义的ꎻ模型失

拟项 ｐ>０.０５ꎬ不显著ꎬ表明该模型对实验结果

拟合良好. Ｒ２ ＝ ０.９９０ ３ꎬＲ２
Ａｄｊ ＝ ０.９８０ ７ꎬ说明该

模型只有 １.９３％的变异不能用模型解释ꎻ而相

关系数和校正系数较近ꎬ表明该模型的拟合度

高ꎬ实验误差小. 该模型可作为野艾蒿二咖啡

酰奎尼酸得率与提取工艺参数的合适数学模型进行提取的预测.

—５７—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉
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图 ２ 是该模型产生的响应面. 在这 ４ 个变量中ꎬ当分析其中 ２ 个变量关系时另 ２ 个变量固定在 ０ 水

平. 由图 ２(ａ)可见ꎬ当乙醇浓度为 ７２.０％、温度为 ５１.４ ℃时ꎬ二咖啡酰奎尼酸的得率达到最大值ꎻ随着乙

醇浓度和温度的进一步升高ꎬ得率有所下降. 图 ２(ｂ) ~ (ｄ)结果显示乙醇浓度与提取时间、乙醇浓度与料

液比、温度和时间的相互作用是不显著的. 图 ２(ｅ)显示的提取温度和料液比之间的相互作用是显著的ꎬ当
提取温度为 ５２.９ ℃、料液比为 １ ∶５４.８(ｇ / ｍＬ)时ꎬ二咖啡酰奎尼酸的得率达到最大值. 当提取时间和料液

比在适当值时ꎬ得率达到最大值(见图 ２( ｆ))ꎬ但 ２ 个因素间的相互作用是不显著的.

图 ２　 不同因素影响二咖啡酰奎尼酸得率的响应面

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ(３Ｄ)ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｄｉＣＱＡｓ

乙醇浓度、提取温度的 ｐ<０.０１ꎬ表明乙醇浓度和提取温度对野艾蒿二咖啡酰奎尼酸的提取含量影响

达极显著水平ꎻ料液比、提取时间的 ｐ<０.０５ꎬ表明料液比、提取时间对野艾蒿二咖啡酰奎尼酸的提取含量

影响达显著水平. 影响野艾蒿二咖啡酰奎尼酸提取的各因素按影响大小排序依次为乙醇浓度>提取温度>
料液比>提取时间.

通过回归模型预测的野艾蒿中二咖啡酰奎尼酸提取的最佳工艺条件为:乙醇浓度 ７２％、提取温度 ５３
℃、提取时间 １０２ ｍｉｎ、料液比 １ ∶５４(ｇ / ｍＬ) . 验证性实验结果表明ꎬ在最佳条件下ꎬ二咖啡酰奎尼酸的得率

达到 ３.３０％ꎬ符合预测值.
２.３　 提取物的液质联用分析结果

ＬＣ / ＭＳ 鉴定野艾蒿中的二咖啡酰奎尼酸ꎬ一级质谱显示的质荷比均为 ５１５ꎬ二级质谱存在 ｍ / ｚ１９１、
１７３、１７９、１３５ 特征离子碎片(１ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ 二级质谱图如图 ３ 所示) . ｍ / ｚ１９１ 和 ｍ / ｚ１７３ 是奎尼酸的特征碎

片离子峰ꎬｍ / ｚ１９１ 是 ｍ / ｚ３５３ 失去咖啡酰基团形成的ꎬｍ / ｚ１７３ 是 ｍ / ｚ３５３ 失去咖啡酰基团和一分子水形成

的ꎻｍ / ｚ１７９ 是咖啡酸的特征碎片离子峰ꎬ是 ｍ / ｚ３５３ 失去奎尼酸基团形成的ꎻｍ / ｚ１３５ 是咖啡酸的裂解产

物. 除了碎片种类的不同外ꎬ碎片丰度比也存在差异ꎬ根据这些特征碎片ꎬ对比文献[１２－１４]ꎬ确定这 ３ 种

物质分别是 １ꎬ５￣ＣＱＡ、３ꎬ５￣ＣＱＡ、４ꎬ５￣ＣＱＡꎬ含量分别为 ８.３、１４.２ 和 １０.５ ｍｇ / ｇ.
—６７—
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图 ３　 １ꎬ５－二咖啡酰奎尼酸的二级质谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ １ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ

３　 结论

在单因素实验的基础上ꎬ采用响应面优化法对野艾蒿二咖啡酰奎尼酸的提取进行了研究ꎬ建立了二次多

项式回归模型ꎬ各因素影响次序为:乙醇浓度>提取温度>料液比>提取时间ꎬ得到最适提取条件为乙醇 ７２％ꎬ
温度 ５３ ℃ꎬ时间 １０２ ｍｉｎꎬ料液比 １ ∶５４(ｇ / ｍＬ)ꎬ得率达 ３.３０％. 经 ＬＣ / ＭＳ 鉴定ꎬ野艾蒿中二咖啡酰奎尼酸由

１ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ、３ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ、４ꎬ５￣ｄｉＣＱＡ 组成ꎬ含量分别为 ８.３、１４.２ 和 １０.５ ｍｇ / ｇ. 实验结果表明ꎬ响应面法适用于

野艾蒿中二咖啡酰奎尼酸提取的优化ꎬ为野艾蒿中有效活性成分提取分离提供了有效的技术支撑.
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