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摘要： 目的 　 优化构树叶中新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸、 木犀草苷、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷超声提取工艺。
方法　 在单因素试验基础上， 以超声时间、 甲醇体积分数、 料液比为影响因素， 各成分总得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ
响应面法优化超声提取工艺。 结果　 最佳条件为超声时间 ５４ ｍｉｎ， 甲醇体积分数 ６９％ ， 料液比 １ ∶ ５０， 超声温度 ３０ ℃，
各成分总得率为 １８􀆰 ８２ ｍｇ ／ ｇ。 结论　 该方法简便稳定， 可为构树叶成分含量测定及药理活性研究提供参考。
关键词： 构树叶； 新绿原酸； 绿原酸； 隐绿原酸； 木犀草苷； 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷； 超声提取工艺； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响

应面法

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 ２　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）１０⁃３４３５⁃０４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ０４２

　 　 构树叶又称构叶、 褚叶［１］ 、 谷黄叶、 酱黄叶等［２］ ， 为

桑科植物构树 Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ ｐａｐｙｒｉｆｅｒａ （Ｌ．） ｖｅｎｔ． 的干燥叶，
其味甘， 无毒， 具有清热凉血、 利湿杀虫的功效， 可用于

鼻衄、 顽癣、 皮炎、 虫咬、 肠炎、 痢疾等症［３］ ， 药用历史

悠久［４］ ， 始载于 《名医别录》， 列为上品， 《子母秘录》
《简便单方》 《生草药性备药》 等古籍中也均有记载［５］ ， 其

主要成分为黄酮类、 香豆素类、 挥发油类、 萜类等［６］ ， 具

有抗氧化［７］ 、 抗癌［８］ 、 抑菌［９］ 、 抗病毒［１０］ 等多种生物活

性， 在河南民间部分地区用其治疗慢性前列腺炎［１１］ ， 资源

丰富， 分布于河南、 安徽、 湖南等省［１２］ 。 但仅贵州省有构

树叶标准［１３］ ， 并且指标成分较少［１４］ ， 未对有机酸类成分

进行测定。
目前， 关于构树叶成分提取的常用方法有索式提取、

加热回流、 超声提取等。 本实验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面

法优化构树叶中各成分超声提取工艺， 以期为该药材进一

步开发利用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 新绿原酸对照品 （批号 ２１０１０２１， 纯度

≥９８􀆰 ０％ ） 购于北京索莱宝科技有限公司； 绿原酸 （批号

ＭＵＳＴ⁃１８０３０６２０， 纯度≥９９􀆰 ４％ ）、 隐绿原酸 （批号 ＭＵＳＴ⁃
１８０３２４０３， 纯度≥９９􀆰 １％ ） 对照品均购于成都曼思特生物

科技有限公司； 木犀草苷对照品 （批号 Ｙ２３Ｓ７Ｈ２１７８５， 纯

度≥９８􀆰 ０％ ） 购于上海源叶生物科技有限公司； 芹菜素⁃７⁃
Ｏ⁃葡萄 糖 醛 酸 苷 对 照 品 （ 批 号 ｗｋｑ２２０３１５０７， 纯 度 ≥
９８􀆰 ０％ ） 购于四川维克奇生物科技有限公司。 甲醇为色谱

纯 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 甲酸为色谱纯

（天津市大茂化学试剂厂）； 甲醇为分析纯 （天津市富宇精

细化工有限公司）； 水为超纯水 （实验室自制）。 构树叶采

自河南省南阳市宛城区， 经河南中医药大学陈随清教授鉴

定为桑科植物构树 Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ ｐａｐｙｒｉｆｅｒａ （ Ｌ．） ｖｅｎｔ． 的干

燥叶。
１􀆰 ２　 仪器　 ＬＴ３００２Ｅ 电子天平 （常熟市天量仪器有限责任

公司）； ＢＳＡ１２４Ｓ⁃ＣＷ 电子天平 （十万分之一）、 ＢＴ２５Ｓ 电

子天平 （万分之一） （德国赛多利斯公司）； ＫＱ⁃５００ＤＶ 数

控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
ＩＱ７０００ 超纯水机 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效

液相色谱仪， 配置 ｅ２６９５ 进样系统和 ２９９８ＰＤＡ 检测器 （美
国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇 （Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 甲酸 （Ｂ）， 梯度洗

脱 （０～１０ ｍｉｎ， １８％ ～ ２０％ Ａ； １０ ～ １５ ｍｉｎ， ２０％ ～ ４０％ Ａ；
１５～３０ ｍｉｎ， ４０％ ～４５％ Ａ； ３０～３２ ｍｉｎ， ４５％ ～ ９０％ ； ３２～ ３５
ｍｉｎ， ９０％ ～ １８％ Ａ； ３５ ～ ４５ ｍｉｎ， １８％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长 ３２５ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取新绿原酸、 绿原酸、 隐绿

原酸、 木犀草苷、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷对照品适量，
甲醇制成质量浓度分别为 ３８０、 ５１０、 １８０、 ２９０、 ５００ μｇ ／ ｍＬ
的溶液， 即得。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 精密称取构树叶粉末 （过 ２ 号筛）
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１ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 加入 ５０ ｍＬ ５０％ 甲醇， 密塞， 称

定质量， 超声 （５００ Ｗ、 ４０ ｋＨｚ） 提取 １ ｈ， 冷却至室温，
５０％ 甲醇补足减失的质量， 摇匀， 取续滤液， 过 ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ４　 系统适应性试验 　 精密吸取对照品、 供试品溶液各

１０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果见图 １。
由此可知， 各成分色谱峰分离度良好。

１． 新绿原酸　 ２． 绿原酸　 ３． 隐绿原酸 　 ４． 木犀草苷 　 ５． 芹

菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ５　 方法学考察

２􀆰 ５􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 ２” 项下对照品溶液

适量， 依次稀释 １、 ２、 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００ 倍， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定。 以对照品峰面积为纵坐标 （Ｙ），
质量浓度为横坐标 （Ｘ） 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

成分 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
新绿原酸 Ｙ＝ ３３ ２１５Ｘ－６９ ９４８ ０􀆰 ９９９ ７ ３􀆰 ８～３８０􀆰 ０
绿原酸 Ｙ＝ ３１ ２２３Ｘ－１２４ ５６３ ０􀆰 ９９９ ６ ５􀆰 １～５１０􀆰 ０
隐绿原酸 Ｙ＝ ２８ ４４２Ｘ－４２ ５２０ ０􀆰 ９９９ ６ １􀆰 ８～１８０􀆰 ０
木犀草苷 Ｙ＝ １８ ７１５Ｘ－４１ ３２２ ０􀆰 ９９９ ６ ２􀆰 ９～２９０􀆰 ０
芹菜 素⁃７⁃Ｏ⁃葡 萄 糖

醛酸苷

Ｙ＝ ２２ ５３４Ｘ－８３ １８５ ０􀆰 ９９９ ６ ５􀆰 ０～５００􀆰 ０

２􀆰 ５􀆰 ２　 精密度试验　 精密吸取 “２􀆰 ２” 项下对照品溶液适

量， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得新绿原

酸、 绿原酸、 隐绿原酸、 木犀草苷、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛

酸苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ０６％ 、 ０􀆰 ３４％ 、 １􀆰 ７５％ 、 ０􀆰 ３９％ 、
０􀆰 ７１％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ５􀆰 ３　 重复性试验　 取同一批构树叶粉末约 １ ｇ， 共 ６ 份，
精密称定， 按 “ ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得新绿原酸、 绿原酸、
隐绿原酸、 木犀草苷、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷峰面积

ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ４９％ 、 １􀆰 ７４％ 、 ２􀆰 ００％ 、 １􀆰 ２５％ 、 １􀆰 ８６％ ， 表

明该方法重复性良好。
２􀆰 ５􀆰 ４　 稳定性试验 　 取构树叶粉末约 １ ｇ， 精密称定，
按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、
１２、 ２４ ｈ在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得新绿原

酸、 绿原酸、 隐绿原酸、 木犀草苷、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛

酸苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １９％ 、 １􀆰 ３７％ 、 １􀆰 ７７％ 、 ０􀆰 ９９％ 、
１􀆰 ００％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ５􀆰 ５　 加样回收率试验 　 取各成分含量已知的构树叶 ６
份， 每份约 ０􀆰 ５ ｇ， 精密称定， 按 １ ∶ １ 比例加入对照品，
按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 计算回收率。 结果， 新绿原酸、 绿原酸、
隐绿原酸、 木犀草苷、 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸苷平均加样

回收 率 分 别 为 １０１􀆰 ４４％ 、 ９８􀆰 ３３％ 、 １０３􀆰 ２３％ 、 ９８􀆰 ８９％ 、
９９􀆰 ６７％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １２％ 、 ０􀆰 ７４％ 、 １􀆰 ５６％、 １􀆰 ５３％、 １􀆰 ２２％。
２􀆰 ６　 单因素试验

２􀆰 ６􀆰 １　 提取溶剂　 精密称取构树叶粉末 （过 ２ 号筛） １ ｇ，
置于具塞锥形瓶中， 加入 ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、 ９０％ 、 １００％
甲醇各 ２５ ｍＬ， 密塞， 称定质量， 超声处理 １ ｈ， 冷却至室

温， 相应体积分数甲醇补足减失的质量， 摇匀， 取续滤液，
过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 考察不同体积分数甲醇的提取效果，
结果见图 ２。 由此可知， ７０％ 甲醇提取时各成分总得率最

高， 超过 ７０％ 后呈下降趋势， 故选择 ７０％ 甲醇作为提取

溶剂。

图 ２　 甲醇体积分数对各成分总得率的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ６􀆰 ２　 提取时间　 精密称取构树叶粉末 （过 ２ 号筛） １ ｇ，
置于具塞锥形瓶中， 加入 ２５ ｍＬ７０％ 甲醇， 密塞， 称定质

量， 超声处理， 冷却至室温， ７０％ 甲醇补足减失的质量，
摇匀， 取续滤液， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 分别考察超声

１５～６０ ｍｉｎ 的提取效果， 结果见图 ３。 由此可知， 超声处理

４５ ｍｉｎ 时各成分总得率最高， ４５ ｍｉｎ 后呈下降趋势， 故选

择超声时间为 ４５ ｍｉｎ。
２􀆰 ６􀆰 ３　 料液比 　 精密称取构树叶粉末 （过 ２ 号筛） １ ｇ，
置于具塞锥形瓶中， 加入 ７０％ 甲醇， 密塞， 称定质量， 超

声处理 １ ｈ， 冷却至室温， ７０％ 甲醇补足减失的质量， 摇

匀， 取续滤液， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 分别考察料液比

１ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ５０ 的提取效果， 结果见
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图 ３　 超声时间对各成分总得率的影响 （ｎ＝３）

图 ４。 由此可知， 料液比为 １ ∶ ４０ 时各成分总得率最高， 故

选择料液比为 １ ∶ ４０。

图 ４　 料液比对各成分总得率的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ７　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择

甲醇体积分数 （Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 料液比 （Ｃ） 作为影

响因素， 各成分总得率 （Ｙ） 作为评价指标， 进行三因素

三水平设计， 因素水平见表 ２， 结果见表 ３。
表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

水平
因素

Ａ 甲醇体积分数 ／ ％ Ｂ 提取时间 ／ ｍｉｎ Ｃ 料液比

－１ ５０ ３０ １ ∶ ３０
０ ７０ ４５ １ ∶ ４０
１ ９０ ６０ １ ∶ ５０

　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １０􀆰 ０ 软件对表 ３ 数据进行回归， 得

方程为 Ｙ＝ －３􀆰 ４１１ ３８＋０􀆰 ５８１ ５２Ａ＋０􀆰 １０６ ２２Ｂ－０􀆰 ０４１ ９１５Ｃ＋
１􀆰 ６９８ ５４× １０－３ ＡＢ＋ １􀆰 ４８５ ０９ × １０－３ ＡＣ－ １􀆰 ２４０ ５６ × １０－３ ＢＣ－
５􀆰 ５７０ ０７×１０－３Ａ２ －１􀆰 ５５８ ６８×１０－３Ｂ２ ＋３􀆰 ８８５ ０８×１０－４Ｃ２ （ ｒ ＝
０􀆰 ９７１ ６）， 方差分析见表 ４。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具

有高度显著性； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 无显著性差异［１５］ ， 表明

模型拟合度较好； 各因素影响程度依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ； 因素 Ａ、
Ｂ、 Ｃ、 ＡＢ、 Ａ２ 有显著或极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
其他因素无显著影响 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； ＣＶ ＝ ２􀆰 ４３， Ａｄｊ Ｒ２ ＝
０􀆰 ９３５ ０， 表明模型线性关系良好［１６］ 。
　 　 响应面分析见图 ５～７。 由此可知， ＡＢ 等高线图接近椭

圆形， 具有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＡＣ、 ＢＣ 响应面较平， 无

显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 与方差分析一致。

表 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号
Ａ 甲醇体积

分数 ／ ％
Ｂ 提取时

间 ／ ｍｉｎ
Ｃ 料液比

Ｙ 各成分总

得率 ／ （ｍｇ·ｇ－１）
１ ７０ ４５ １ ∶ ４０ １７􀆰 ７９
２ ５０ ６０ １ ∶ ４０ １６􀆰 ８８
３ ７０ ４５ １ ∶ ４０ １８􀆰 １６
４ ９０ ３０ １ ∶ ４０ １２􀆰 ６４
５ ７０ ６０ １ ∶ ３０ １７􀆰 ６４
６ ５０ ４５ １ ∶ ３０ １６􀆰 ７２
７ ７０ ６０ １ ∶ ５０ １８􀆰 ２０
８ ５０ ３０ １ ∶ ４０ １６􀆰 ５６
９ ５０ ４５ １ ∶ ５０ １６􀆰 ６９
１０ ７０ ４５ １ ∶ ４０ １７􀆰 ４４
１１ ７０ ３０ １ ∶ ５０ １７􀆰 ８０
１２ ９０ ６０ １ ∶ ４０ １５􀆰 ００
１３ ９０ ４５ １ ∶ ３０ １４􀆰 ０３
１４ ７０ ３０ １ ∶ ３０ １６􀆰 ５０
１５ ９０ ４５ １ ∶ ５０ １５􀆰 １８
１６ ７０ ４５ １ ∶ ４０ １７􀆰 ５２
１７ ７０ ４５ １ ∶ ４０ １８􀆰 ３２

表 ４　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ３９􀆰 ２３ ９ ４􀆰 ３６ ２６􀆰 ５７ ０􀆰 ０００ １
Ａ １２􀆰 ４８ １ １２􀆰 ４８ ７６􀆰 ０９ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ ２􀆰 ２３ １ ２􀆰 ２３ １３􀆰 ６０ ０􀆰 ００７ ８
Ｃ １􀆰 １１ １ １􀆰 １１ ６􀆰 ７８ ０􀆰 ０３５ ２
ＡＢ １􀆰 ０４ １ １􀆰 ０４ ６􀆰 ３３ ０􀆰 ０４０ ０
ＡＣ ０􀆰 ３５ １ ０􀆰 ３５ ２􀆰 １５ ０􀆰 １８５ ９
ＢＣ ０􀆰 １４ １ ０􀆰 １４ ０􀆰 ８４ ０􀆰 ３８８ ７
Ａ２ ２０􀆰 ９０ １ ２０􀆰 ９０ １２７􀆰 ４２ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ０􀆰 ５２ １ ０􀆰 ５２ ３􀆰 １６ ０􀆰 １１８ ８
Ｃ２ ６􀆰 ３５５×１０－３ １ ６􀆰 ３５５×１０－３ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ８４９ ５

残差 １􀆰 １５ ７ ０􀆰 １６ — —
失拟项 ０􀆰 ５５ ３ ０􀆰 １８ １􀆰 ２２ ０􀆰 ４１１ ７
纯误差 ０􀆰 ６０ ４ ０􀆰 １５ — —
总和 ４０􀆰 ３８ １６ — — —

图 ５　 超声时间与甲醇体积分数交互作用的三维曲面图

（ａ）、 等高线图 （ｂ）

　 　 最终确定， 最优工艺为甲醇体积分数 ６８􀆰 ６２７％ ， 超声

时间 ５４􀆰 ３３ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ４９􀆰 ８７， 各成分总得率为 １８􀆰 ３６
ｍｇ ／ ｇ， 根据实际操作可行性， 将其修正为甲醇体积分数

６９％ ， 超声时间 ５４ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ５０。 按上述优化工艺进

行 ３ 批验证试验， 测得各成分总得率为 １８􀆰 ８２ ｍｇ ／ ｇ， 与预
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图 ６　 甲醇体积分数与料液比交互作用的三维曲面图

（ａ）、 等高线图 （ｂ）

图 ７　 超声时间与料液比交互作用的三维曲面图 （ａ）、
等高线图 （ｂ）

测值 １８􀆰 ３６ ｍｇ ／ ｇ 接近 （相对误差为 ２􀆰 ５％ ）， 表明该工艺稳

定可行， 具有良好的应用价值。
３　 讨论与结论

本实验采用紫外检测器对 ５ 种成分进行全波长扫描，
发现新绿原酸、 绿原酸、 隐绿原酸最大吸收波长均为 ３２５
ｎｍ， 木犀草苷最大吸收波长为 ３４７ ｎｍ， 芹菜素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖

醛酸苷最大吸收波长为 ３３７ ｎｍ， 通过观察峰形和分离度并

查阅相关文献， 最终选择 ３２５ ｎｍ 作为检测波长。 再分别对

甲醇、 乙醇进行考察， 发现前者提取得到的色谱峰更多，
峰面积更大， 故选择其作为提取溶剂。 然后， 分别对超声、
加热回流提取进行考察， 发现 ２ 种方法均能提取出主要成

分， 并且其含量差异不大， 考虑到方法的简便性及可操作

性， 选择超声提取。
通过单因素试验发现， 超声时间、 甲醇体积分数、 料

液比这 ３ 个因素对各成分总得率影响最大。 最终， 选择超

声时间 ４５ ｍｉｎ、 甲醇体积分数 ７０％ 、 料液比 １ ∶ ４０ 作为

　 　 　 　

Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法的中心点。
综上所述， 本实验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化构

树叶中各成分超声提取工艺， 避免了单一成分评价造成的

局限性， 也为该药材质量控制及资源开发提供了科学的理

论依据。
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