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摘要： 目的　 优化白及提取工艺， 并考察其抗氧化、 酪氨酸酶抑制活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以超声时间、
乙醇体积分数、 料液比为影响因素， 天麻素、 原儿茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基

苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯、 山药素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药

素Ⅲ总提取量为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 测定提取物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋自由基的清除作用， 以

及对酪氨酸酶的抑制活性。 结果　 最佳条件为超声时间 ４９ ｍｉｎ， 乙醇体积分数 ５５％ ， 料液比 １ ∶ ３０， 提取次数 ２ 次，
总提取量为 １３􀆰 １８ ｍｇ ／ ｇ。 提取物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋ 自由基及酪氨酸酶的 ＩＣ５０ 分别为 １０􀆰 １２、 ３１４􀆰 ０７、 １􀆰 ７０ μｇ ／ ｇ。
结论　 该方法简便、 可靠、 稳定， 可用于提取抗氧化、 酪氨酸酶抑制活性较强的白及。
关键词： 白及； 提取工艺； 抗氧化活性； 酪氨酸酶抑制活性； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法
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Ｂｅｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 白及系兰科植物白及 Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ （Ｔｈｕｎｂ．）
Ｒｅｉｃｈｂ． ｆ． 的干燥块茎， 为传统常用中药， 始载于

《神农本草经》， 功效收敛止血、 消肿生肌， 临床

广泛用于治疗咯血、 外伤出血、 烧烫伤、 消化道溃

疡等疾病［１］， 有着抗肿瘤、 抗氧化、 美白、 抗衰

老、 免疫调节等药理活性［２］， 含有多糖、 苹果酸

酯类、 联 苄 类、 菲 类、 甾 体、 三 萜 等 化 学 成

分［２⁃５］。 研究表明， １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄

基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯等苹果酸酯类化合物是兰

科植物的主要活性物质， 具有益智、 延缓衰老等作

用［６⁃７］， ２０２０ 年版 《中国药典》 也以其为白及含量

测定的指标成分； ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ、 二氢赤松

素、 山药素Ⅲ等为联苄类化合物， 具有显著的抗

炎、 抗氧化作用［８］； 天麻素是天麻、 白及等兰科

植物中的主要活性成分， 有着显著的神经保护作

用， 可改善认知障碍、 神经性疼痛等［９］； 原儿茶

醛、 对羟基苯甲醛等酚酸类成分具有明显的抗氧

化、 抗炎、 镇痛等活性［１０⁃１１］。 本实验以上述成分

提取量为评价指标， 采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优

化白及提取工艺， 并考察其抗氧化、 酪氨酸酶抑制

活性， 以期为该药材综合开发利用奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＬＣ⁃２０ＡＤＸＲ 型高效液相色谱仪 （日本

岛津公司）； ＦＡ２００４ 型电子天平 （上海舜宇恒平

科学仪器有限公司）； ＥＸ⁃１２５ＤＺＨ 型电子分析天平

（奥豪斯仪器常州有限公司）； ＳＢ⁃５２００ＤＴ 超声波

清洗机 （宁波新芝生物科技股份有限公司）；
ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ Ｓｋｙ 酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药材　 天麻素 （批号 ＡＦ２０１００４５４， 纯

度 ９８％ ）、 原儿茶醛 （批号 ＹＴＯ１０１３ＦＢ１４， 纯度

９８％ ）、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁

基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷 （批号 ＡＦ２１０７１６０２， 纯度

９８％ ）、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁

基苹果酸酯 （批号 ＰＳ０１１０９８， 纯度 ９８％ ）、 山药素

Ⅲ （批号 ＡＦＣＤ１７１５， 纯度 ９８％ ）、 二氢赤松素

（批号 ＡＦ２２０３２２０２， 纯度 ９７％ ）、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素

Ⅲ （批号 ＡＦ２１０９２６０８， 纯度 ９８％ ）、 熊果苷 （批
２７１２
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号 ＡＦ２１０４１１５， 纯度 ９８％ ） 对照品均购自成都埃法

生物科技股份有限公司； 对羟基苯甲醛 （自制，
纯度＞９８％ ）、 １， １⁃二苯基⁃２⁃苦基肼 （ＤＰＰＨ） 自

由基、 ２， ２′⁃联氮⁃双⁃３⁃乙基苯并噻唑啉⁃６⁃磺酸

（ＡＢＴＳ＋） 自由基对照品均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
酪氨酸酶、 左旋多巴对照品均购自上海麦克林生化

科技有限公司； 抗坏血酸对照品购自西陇科学股份

有限公司。 白及购自江山六禾中药材有限公司， 经

浙江药科职业大学罗益远副教授鉴定为兰科植物白

及 Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｒｅｉｃｈｂ． ｆ． 的干燥块茎。
乙腈为色谱纯； 其他试剂均为分析纯； 水为纯净水

（杭州娃哈哈集团有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２􀆰 １􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃乙腈

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ １０ ｍｉｎ， ５％ ～ １７％ Ｂ； １０ ～ １２
ｍｉｎ， １７％ ～ １７􀆰 ５％ Ｂ； １２ ～ １８ ｍｉｎ， １７􀆰 ５％ Ｂ； １８ ～
２２ ｍｉｎ， １７􀆰 ５％ ～２０％ Ｂ； ２２ ～ ２７ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ； ２７ ～
４０ ｍｉｎ， ２０％ ～３０％ Ｂ； ４０ ～ ５０ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ； ５０ ～ ６０
ｍｉｎ， ３０％ ～ ３８％ Ｂ； ６０ ～ ６５ ｍｉｎ， ３８％ Ｂ； ６５ ～ ７５
ｍｉｎ， ３８％ ～ ４２％ Ｂ； ７５ ～ ８５ ｍｉｎ， ４２％ ～ ５５％ Ｂ；
８５～９０ ｍｉｎ， ５５％ Ｂ； ９０～９４ ｍｉｎ， ５５％ ～５％ Ｂ； ９４～
９６ ｍｉｎ， ５％ Ｂ）； 体 积 流 量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱 温

２５ ℃； 检测波长 ２７０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。 色谱图

见图 １。
２􀆰 １􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取天麻素、 原儿

茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧）
苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷、 １， ４⁃二
［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯、 山药

素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ对照品适

量， 制成质量浓度分别为 ２８５􀆰 ００、 １０􀆰 ００、 １２􀆰 ５０、
１００􀆰 ００、 ７６０􀆰 ００、 ６０􀆰 ００、 ３０􀆰 ００、 ２０􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ 的

溶液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 供试品溶液制备　 精密称取药材粉末 （过
３ 号筛） ０􀆰 ５０ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入 １５
ｍＬ ５５％ 乙醇， 超声处理 ４９ ｍｉｎ （或按相应工艺进

行提取）， 共 ２ 次， 提取液置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 相

应溶剂稀释至刻度， 摇匀， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜，
即得。
２􀆰 １􀆰 ４　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下

对照品溶液适量， ５０％ 甲醇依次稀释 ４、 ８、 １６、
３２、 ６４、 １２８、 ２５６ 倍， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰

注： Ａ 为对照品， Ｂ 为供试品。
１． 天麻素　 ２． 原儿茶醛　 ３． 对羟基苯甲醛　 ４􀆰 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡
萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷 　 ５􀆰 １， ４⁃二 ［４⁃
（葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯 　 ６． 山药素Ⅲ　 ７． 二氢

赤松素　 ８􀆰 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ
１． ｇａｓｔｒｏｄｉｎ　 ２． ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕａｌｄｅｈｙｄｅ 　 ３． ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ 　
４． １， ４⁃ｂｉｓ ［４⁃ （ｇｌｕｃｏｎｏｘｙ） ｂｅｎｚｙｌ］ ⁃２⁃ｉｓｏｂｕｔｙｌｍａｌａｔｅ⁃２⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ　
５． １， ４⁃ｂｉｓ ［４⁃ （ｇｌｕｃｏｎｏｘｙ） ｂｅｎｚｙｌ］ ⁃２⁃ｉｓｏｂｕｔｙｌｍａｌａｔｅ　 ６． ｙａｍ Ⅲ　
７． ｄｉｈｙｄｒｏｐｉｎｏｓｉｎ　 ８． ３′⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌｙａｍ Ⅲ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表 １， 可知

各成分在各自范围内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
天麻素 Ｙ＝４４６􀆰 ６Ｘ＋１ ５８２􀆰 ６ ０􀆰 ９９９ ３ ４􀆰 ４５～２８５􀆰 ００
原儿茶醛 Ｙ＝２８ ６７６􀆰 ０Ｘ－２ ９７４􀆰 １ ０􀆰 ９９９ ２ ０􀆰 １６～１０􀆰 ００
对羟基苯甲醛 Ｙ＝９０ ６８３􀆰 ０Ｘ＋３５５􀆰 ２ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ２０～１２􀆰 ５０
１，４⁃二［４⁃（葡萄糖氧）苄基］⁃
２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷

Ｙ＝３ ４０５􀆰 ６Ｘ－５ ８８６􀆰 ４ ０􀆰 ９９９ １ ０􀆰 ７８～１００􀆰 ００

１，４⁃二［４⁃（葡萄糖氧）苄基］⁃
２⁃异丁基苹果酸酯

Ｙ＝３ ７２４􀆰 ３Ｘ－２ ７８６􀆰 ２ ０􀆰 ９９９ ７ ２􀆰 ９７～７６０􀆰 ００

山药素Ⅲ Ｙ＝２ ８１８􀆰 ５Ｘ－２２１􀆰 ７ ０􀆰 ９９９ １ １􀆰 ５８～６０􀆰 ００
二氢赤松素 Ｙ＝１０ ２３８􀆰 ０Ｘ－１１ ６４１􀆰 ０ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ９４～３０􀆰 ００
３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ Ｙ＝１２ ４０７􀆰 ０Ｘ＋１ ２１０􀆰 ５ ０􀆰 ９９９ ４ ０􀆰 ０６～２０􀆰 ００

２􀆰 １􀆰 ５　 精密度试验 　 取同一份对照品溶液， 在

“２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得天麻

素、 原儿茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡
萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷、
１， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸

酯、 山药素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ
峰面 积 ＲＳＤ 分 别 为 ３􀆰 ３３％ 、 ０􀆰 ８０％ 、 ０􀆰 ７４％ 、
１􀆰 ９２％ 、 １􀆰 ０７％ 、 ０􀆰 ４３％ 、 ２􀆰 ３５％ 、 ３􀆰 ３４％ ， 表 明

仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ６　 重复性试验 　 精密称取同一批药材， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 在

“２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得天麻素、
３７１２
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原儿茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖

氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷、 １， ４⁃
二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯、
山药素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ提取

量 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ０２％ 、 ３􀆰 ３９％ 、 ２􀆰 ５９％ 、 １􀆰 ８０％ 、
０􀆰 ７０％ 、 ２􀆰 ８２％ 、 ３􀆰 １０％ 、 ３􀆰 ６５％ ， 表明该方法重

复性良好。
２􀆰 １􀆰 ７　 稳定性试验 　 精密称取同一批药材， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ３、 ６、
９、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
测得天麻素、 原儿茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二
［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡
萄糖苷、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁

基苹果酸酯、 山药素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基

山药 素 Ⅲ 提 取 量 ＲＳＤ 分 别 为 ３􀆰 ３５％ 、 １􀆰 ９６％ 、
３􀆰 ２４％ 、 １􀆰 ８３％ 、 １􀆰 ５５％ 、 ３􀆰 ３７％ 、 １􀆰 ５４％ 、 ２􀆰 ５０％ ，
表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ８　 加样回收率试验　 精密称取同一批各成分

含量已知的药材 ０􀆰 ２５ ｇ， 加入适量对照品溶液， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 天麻

素、 原儿茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡
萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷、
１， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸

酯、 山药素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ
平均加样回收率分别为 ９６􀆰 ９％ 、 ９５􀆰 ３％ 、 １０２􀆰 ３％ 、
９８􀆰 ７％ 、 １０１􀆰 １％ 、 １００􀆰 ５％ 、 １０３􀆰 ３％ 、 ９５􀆰 ７％ ，
ＲＳＤ 分 别 为 ４􀆰 ７４％ 、 ２􀆰 ９５％ 、 ４􀆰 ９８％ 、 １􀆰 ３６％ 、
４􀆰 ２９％ 、 ２􀆰 ８１％ 、 ４􀆰 ０５％ 、 ３􀆰 ４３％ 。
２􀆰 ２　 单因素试验 　 分别对提取时间 （ ２０、 ３０、
４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ）、 料液比 （１ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶
３０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ５０）、 乙醇体积分数 （５０％ 、 ６０％ 、
７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ ）、 提取次数 （ １、 ２、 ３） 进行

考察。
２􀆰 ２􀆰 １　 提取时间 　 如图 ２Ａ 所示， 在 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ
内总提取量随着提取时间延长先升高后降低， 为

５０ ｍｉｎ 时达到最大值。 因此， 选择 ４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ
进行后续优化。
２􀆰 ２􀆰 ２　 料液比 　 如图 ２Ｂ 所示， 总提取量随着料

液比增加先升高后降低， 当 １ ∶ ３０ 时达到最大值。
因此， 选择 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ４０ 进行后续优化。
２􀆰 ２􀆰 ３　 乙醇体积分数 　 如图 ２Ｃ 所示， 在 ５０％ ～
６０％ 内总提取量呈升高趋势， 为 ６０％ 时达到最大

值。 因此， 选择 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 进行后续优化。

２􀆰 ２􀆰 ４　 提取次数 　 如图 ２Ｄ 所示， 提取次数对提

取量的影响较小， 为 ２ 次时达到最大值。 因此， 固

定提取次数为 ２ 次， 不再进行后续优化。

图 ２　 单因素试验结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ

２􀆰 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法 　 在单因素试验基础

上， 选择超声时间 （Ａ）、 乙醇体积分数 （Ｂ）、 料

液比 （Ｃ） 作为影响因素， 各成分总提取量 （Ｙ）
作为评价指标， 每个因素设置 ３ 个水平， 采用

Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ１３􀆰 ０ 软件进行优化， 结果见表 ２。
通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ１３􀆰 ０ 软件对表 ２ 数据进行多

元回归拟合， 得方程为 Ｙ ＝ －６６􀆰 ４１４ ２＋０􀆰 ９０８ ８Ａ＋
６􀆰 １７９ ７Ｂ ＋ ９􀆰 ０３９ １Ｃ ＋ ０􀆰 ０１６ ７ＡＢ － ０􀆰 ０７１ ９ＡＣ －
０􀆰 ００１ ９ＢＣ－０􀆰 ０１８ ６Ａ２ －０􀆰 ０６３ ８Ｂ２ －６􀆰 ０６５ １Ｃ２， 方

差分析见表 ３。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０５， 具有高

度显著性； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明未知因素对结果

影响较小； 决定系数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ８７９ ５， 校正决定系数

Ｒ２
ａｄｊ为 ０􀆰 ７２４ ７， 表明模型拟合程度良好； 变异系数

（ＣＶ） 为 ３􀆰 ６７％ ， 表明模型置信度较高， 能反映真

实值［１２］； 因素 Ｂ、 Ｃ、 Ｂ２、 Ｃ２ 有显著或极显著影

响 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明简单的线性关系不

能直接反映各因素影响； 各因素影响程度依次为

Ｂ＞Ｃ＞Ａ。 响应面分析见图 ３。
２􀆰 ４　 验证试验　 图 ３ 显示， 最优工艺为提取时间

４８􀆰 １０ ｍｉｎ， 乙醇体积分数 ５４􀆰 ７４％ ， 料液比 １ ∶
３０􀆰 ４５， 总提取量为 １２􀆰 ９７ ｍｇ ／ ｇ， 考虑到可操作

性， 将其修正为提取时间 ４９ ｍｉｎ， 乙醇体积分数

５５％ ， 料液比 １ ∶ ３０。 按上述优化工艺进行 ３ 批验

证试验， 测得总提取 量 分 别 为 １３􀆰 １４、 １３􀆰 ３８、
１２􀆰 ９８ ｍｇ ／ ｇ， 平 均 值 为 １３􀆰 １７ ｍｇ ／ ｇ， ＲＳＤ 为

１􀆰 ５３％ ， 与预测值 １２􀆰 ９７ ｍｇ ／ ｇ 接近， 表明模型具

有较高的准确度和良好的预测性。
４７１２
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表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

试验号
Ａ 提取时间 ／

ｍｉｎ
Ｂ 乙醇体积

分数 ／ ％
Ｃ 料液比

提取量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

Ｙ 总提取量 ／

（ｍｇ·ｇ－１）
１ ６０ ６０ １ ∶ ４０ ３􀆰 ５８８ ０􀆰 １０９ ０􀆰 ０３２ １􀆰 ３３６ ５􀆰 ５７１ ０􀆰 ８７６ ０􀆰 ４９５ ０􀆰 １３０ １２􀆰 １４
２ ４０ ５０ １ ∶ ３０ ３􀆰 ８９０ ０􀆰 １０６ ０􀆰 ０３１ １􀆰 ３２０ ５􀆰 ４６２ ０􀆰 ７８９ ０􀆰 ４３１ ０􀆰 ０４６ １２􀆰 ０８
３ ４０ ６０ １ ∶ ４０ ３􀆰 ６１２ ０􀆰 １１１ ０􀆰 ０３３ １􀆰 ３１６ ５􀆰 ５９５ ０􀆰 ９３５ ０􀆰 ４９８ ０􀆰 １２４ １２􀆰 ２２
４ ６０ ６０ １ ∶ ２０ ３􀆰 ２０１ ０􀆰 １０１ ０􀆰 ０３０ １􀆰 ２８６ ５􀆰 １０６ ０􀆰 ８４７ ０􀆰 ４４８ ０􀆰 ０７１ １１􀆰 ０９
５ ５０ ７０ １ ∶ ４０ ２􀆰 ２９８ ０􀆰 １０９ ０􀆰 ０３４ １􀆰 ３１０ ５􀆰 ４７０ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ４９６ ０􀆰 ０７０ １０􀆰 ７５
６ ６０ ５０ １ ∶ ３０ ３􀆰 ５２７ ０􀆰 １１４ ０􀆰 ０３２ １􀆰 ３５５ ５􀆰 ５０２ ０􀆰 ８５７ ０􀆰 ４２９ ０􀆰 ０６８ １１􀆰 ８８
７ ５０ ５０ １ ∶ ４０ ３􀆰 ７１０ ０􀆰 １０７ ０􀆰 ０３２ １􀆰 ６０６ ５􀆰 ６５８ ０􀆰 ８３５ ０􀆰 ４３０ ０􀆰 ０８１ １２􀆰 ４６
８ ５０ ６０ １ ∶ ３０ ３􀆰 ５６６ ０􀆰 １１１ ０􀆰 ０３３ １􀆰 ３３６ ５􀆰 ４７４ ０􀆰 ９２７ ０􀆰 ４６８ ０􀆰 ２３６ １２􀆰 １５
９ ５０ ６０ １ ∶ ３０ ３􀆰 ６１６ ０􀆰 １１１ ０􀆰 ０３３ １􀆰 ３２９ ５􀆰 ８０１ ０􀆰 ９０４ ０􀆰 ４６９ ０􀆰 １７３ １２􀆰 ４４
１０ ５０ ６０ １ ∶ ３０ ３􀆰 ４９５ ０􀆰 １１０ ０􀆰 ０３３ １􀆰 ３２４ ５􀆰 ４５７ ０􀆰 ９１２ ０􀆰 ４７８ ０􀆰 ２８２ １２􀆰 ０９
１１ ６０ ７０ １ ∶ ３０ ２􀆰 ４３８ ０􀆰 １０９ ０􀆰 ０３１ １􀆰 ２３７ ６􀆰 ０２４ １􀆰 ０２０ ０􀆰 ４４５ ０􀆰 ０６５ １１􀆰 ３７
１２ ５０ ７０ １ ∶ ２０ ２􀆰 ０５３ ０􀆰 １０１ ０􀆰 ０３１ １􀆰 ２５５ ５􀆰 １６０ ０􀆰 ６９１ ０􀆰 ４３４ ０􀆰 ０８７ ９􀆰 ８１
１３ ４０ ７０ １ ∶ ３０ ３􀆰 ０２３ ０􀆰 １０４ ０􀆰 ０３０ １􀆰 ２０５ ５􀆰 ０４８ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ４４８ ０􀆰 １８４ １０􀆰 ８９
１４ ５０ ６０ １ ∶ ３０ ３􀆰 ３６５ ０􀆰 ０９０ ０􀆰 ０３３ １􀆰 ３２９ ５􀆰 ６２５ ０􀆰 ９２７ ０􀆰 ５１６ ０􀆰 １５４ １２􀆰 ０４
１５ ５０ ６０ １ ∶ ３０ ４􀆰 ５６５ ０􀆰 ０６５ ０􀆰 ０２５ １􀆰 ３１９ ５􀆰 ６６９ ０􀆰 ８９５ ０􀆰 ４６１ ０􀆰 １７７ １３􀆰 １８
１６ ４０ ６０ １ ∶ ２０ ２􀆰 ５２３ ０􀆰 １０８ ０􀆰 ０３１ １􀆰 ２０２ ５􀆰 ５６７ ０􀆰 ８５４ ０􀆰 ５２２ ０􀆰 ０８５ １０􀆰 ８９
１７ ５０ ５０ １ ∶ ２０ ３􀆰 ５０８ ０􀆰 １０５ ０􀆰 ０３１ １􀆰 ２８７ ５􀆰 １１４ ０􀆰 ８１９ ０􀆰 ４２８ ０􀆰 ２２２ １１􀆰 ５１

　 　 注： １～８ 分别为天麻素、 原儿茶醛、 对羟基苯甲醛、 １， ４⁃二 ［４⁃ （葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯⁃２⁃葡萄糖苷、 １， ４⁃二 ［４⁃
（葡萄糖氧） 苄基］ ⁃２⁃异丁基苹果酸酯、 山药素Ⅲ、 二氢赤松素、 ３′⁃Ｏ⁃甲基山药素Ⅲ。

表 ３　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ９４０􀆰 ８ ９ １０４􀆰 ５３ ５􀆰 ６８ ０􀆰 ０１６ １
Ａ ２􀆰 ０１ １ ２􀆰 ０１ ０􀆰 １０９ １ ０􀆰 ７５０ ８
Ｂ ３２６􀆰 ３４ １ ３２６􀆰 ３４ １７􀆰 ７３ ０􀆰 ００４ ０
Ｃ ２２７􀆰 ２ １ ２２７􀆰 ２ １２􀆰 ３４ ０􀆰 ００９ ８
ＡＢ １１􀆰 ２１ １ １１􀆰 ２１ ０􀆰 ６０８ ７ ０􀆰 ４６０ ８
ＡＣ ２􀆰 ０７ １ ２􀆰 ０７ ０􀆰 １１２ ４ ０􀆰 ７４７ ２
ＢＣ ０􀆰 ００１ ４ １ ０􀆰 ００１ ４ ０􀆰 ０００ １ ０􀆰 ９９３ ２
Ａ２ １４􀆰 ６１ １ １４􀆰 ６１ ０􀆰 ７９３ ８ ０􀆰 ４０２ ５
Ｂ２ １７１􀆰 ３５ １ １７１􀆰 ３５ ９􀆰 ３１ ０􀆰 ０１８ ６
Ｃ２ １５４􀆰 ８９ １ １５４􀆰 ８９ ８􀆰 ４１ ０􀆰 ０２３ ０

残差 １２８􀆰 ８５ ７ １８􀆰 ４１ — —
失拟项 ４０􀆰 １ ３ １３􀆰 ３７ ０􀆰 ６０２ ４ ０􀆰 ６４７
纯误差 ８８􀆰 ７５ ４ ２２􀆰 １９ — —
总和 １ ０６９􀆰 ６５ １６ — — —

２􀆰 ５　 抗氧化、 酪氨酸酶抑制活性研究

２􀆰 ５􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力 　 参照文献 ［１３］
报道， 制备 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 乙醇溶液， 低温避

光保存， 现配现用。 取不同质量浓度 （ ５、 １０、
２０、 ４０、 ８０ μＬ ／ ｍＬ） 样品溶液各 １００ μＬ， 置于 ９６
孔板中， 加入 １００ μＬ ＤＰＰＨ 乙醇溶液， 混匀， 暗

处反应 ３０ ｍｉｎ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ１，
以无水乙醇代替 ＤＰＰＨ 乙醇溶液， 测定吸光度 Ａ２；
以无水乙醇代替样品溶液， 测定吸光度 Ａ０， 平行 ３
次， 以维生素 Ｃ 为阳性对照， 计算 ＤＰＰＨ 自由基

清除率， 公式为清除率 ＝ １－
Ａ１－Ａ２

Ａ０

æ

è
ç

ö

ø
÷ ×１００％ ， 结果

见图 ４Ａ。 由此可知， 在 １０～８０ μｇ ／ ｍＬ 范围内随着

提取物质量浓度增加， ＤＰＰＨ 自由基清除率升高，
分 别 为 ２６􀆰 １７％ 、 ４３􀆰 ２１％ 、 ７２􀆰 ４４％ 、 ９２􀆰 ４２％ 、
９７􀆰 １３％ ， ＩＣ５０为 １０􀆰 １２ μｇ ／ ｇ， 而维生素 Ｃ 的 ＩＣ５０为

３􀆰 ４８ μｇ ／ ｇ。
２􀆰 ５􀆰 ２　 ＡＢＴＳ＋ 自由基清除能力 　 参照文献 ［１４］
报道， 将 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＴＳ＋ 溶液与 ２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 过

硫酸钾溶液按 １ ∶ １ 比例混合， 室温避光保存 １２ ～
１６ ｈ， ｐＨ ７􀆰 ４ 磷酸盐缓冲液稀释约 ２０ 倍。 取不同

质量浓度 （２００、 ４００、 ７５０、 ８００、 ９５０ μＬ ／ ｍＬ） 样

品溶液各 ５０ μＬ， 置于 ９６ 孔板中， 加入 １５０ μＬ
ＡＢＴＳ＋溶液混匀， 暗处反应 ５ ｍｉｎ， 在 ７３４ ｎｍ 波长

处测定吸光度 Ａ１； 以 １５０ μＬ 纯化水代替 ＡＢＴＳ＋溶

液， 测定吸光度 Ａ２； 以 ５０ μＬ 纯水代替样品溶液，
测定吸光度 Ａ０， 平行 ３ 次， 以维生素 Ｃ 为阳性对

照， 计算 ＡＢＴＳ＋ 自由基清除率， 公式为清除率＝

１－
Ａ１－Ａ２

Ａ０

æ

è
ç

ö

ø
÷ × １００％ ， 结果见图 ４Ｂ。 由此可知， 在

２００～９５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内随着提取物质量浓度增加，
ＡＢＴＳ＋ 自 由 基 清 除 率 升 高， 分 别 为 ３４􀆰 ６８％ 、
５６􀆰 ５６％ 、 ７６􀆰 １５％ 、 ８２􀆰 ４６％ 、 ９２􀆰 ６０％ ， ＩＣ５０ 为

３１４􀆰 ０７ μｇ ／ ｇ， 而维生素 Ｃ 的 ＩＣ５０为 ２􀆰 ７６ μｇ ／ ｇ。
２􀆰 ５􀆰 ３　 酪氨酸酶抑制活性　 参照文献 ［１５⁃１６］ 报

道， 加 入 ７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ６􀆰 ８ ＰＢＳ 缓 冲 液、 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 左旋多巴溶液、 不同质量浓度 （０􀆰 ２、 ２２、
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注： Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｙ 分别为提取时间、 乙醇体积分数、 料液比、 总提取量。 上方 ３ 张小图为三维曲面图， 下方 ３ 张小图为等高线图。

图 ３　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

图 ４　 白及提取液抗氧化、 酪氨酸酶抑制活性测定结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎｔｉ⁃ｏｘｉｄａｎｔ， ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ ｅｘｔｒａｃｔ
２５、 ３０、 ４０ μＬ ／ ｍＬ） 样品溶液各 １００ μＬ， 置于 ９６
孔板中混匀， 在 ３７ ℃恒温装置中反应 ５ ｍｉｎ， 加入

５０ μＬ １２５ Ｕ ／ ｍＬ 酪氨酸酶溶液， ３７ ℃恒温反应 １５
ｍｉｎ， 在 ４７５ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ； 以 ５０ μＬ
ＰＢＳ 缓冲液代替酪氨酸酶溶液， 测定吸光度 Ａ０；
以 １００ μＬ ＰＢＳ 缓冲液代替样品溶液， 测定吸光度

Ｂ； 以 １５０ μＬ ＰＢＳ 缓冲液代替样品溶液与酪氨酸

酶溶液， 测定吸光度 Ｂ０， 平行 ３ 次， 以熊果苷为

阳性对照， 计算酪氨酸酶抑制率， 公式为抑制率 ＝

１－
Ａ－Ａ０

Ｂ－Ｂ０

æ

è
ç

ö

ø
÷ × １００％ ， 结果见图 ４Ｃ。 由此可知， 在

０􀆰 ２０～４０ μｇ ／ ｍＬ 范围内随着提取物质量浓度增加，

酪氨酸酶抑制率升高， 分别为 ３２􀆰 １９％ 、 ６２􀆰 ４２％ 、
７４􀆰 ７２％ 、 ７７􀆰 ３３％ 、 ７９􀆰 １２％ ， ＩＣ５０ 为 １􀆰 ７０ μｇ ／ ｇ，
而熊果苷的 ＩＣ５０为 ２􀆰 ５７ μｇ ／ ｇ。
３　 讨论与结论

目前， 关于白及提取工艺的研究主要集中在多

糖［１７⁃１８］， 但该药材还含有大量苹果酸酯类、 联苄

类、 酚酸类等成分， 具有显著的止血、 抗炎、 抗肿

瘤、 益智、 延缓衰老、 神经保护等活性［２，１９］， 并且

相关报道较少。 韩雪［２０］ 等基于指纹图谱与多元统

计对白及提取工艺进行研究， 发现提取溶剂体积分

数对其成分种类、 含量的影响较大， 与本实验结果

基本一致。
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与均匀设计、 正交设计相比， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响

应面法更真实准确， 广泛用于工艺优化中［２１⁃２２］。
本实验采用该方法优化白及提取工艺， 发现其简

便、 可靠、 稳定， 并且所得提取物具有较强的抗氧

化、 酪氨酸酶抑制活性， 可为该药材综合开发利用

奠定基础。
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