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摘要　目的：利用响应面分析法优化一叶种子壳中一叶碱的提取工艺参数。方法：采取酸水浸泡提取法、离子交换法
及索氏抽提法结合的方法对一叶种子壳中一叶碱提取进行优化。经过单因素法与响应面ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ法选择初始参
数，之后利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件进行二次回归分析对参数进一步优化。结果：最优参数为提取次数３次，乙醇浓度８５％，
酸浓度４７‰。结论：所优选的提取工艺具有良好的可行性。
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　　一叶（ＳｕｆｆｒｕｔｅｓｃｅｎｔＳｅｃｕｒｉｎｅｇａＴｗｉｇ）又名叶底
珠，狗杏条，为大戟科叶下珠族白饭树属植物。其主

要生物活性成分为一叶碱，属于吲哚里西啶类生

物碱，具有良好的抗肿瘤活性和兴奋中枢神经作用，

应用前景十分广阔［３］。一叶总碱主要从一叶种

子中用溶剂法提取获得，传统的提取工艺周期长，有

机溶剂用量多，而得率仅为万分之四左右［４］。并且

一叶种子壳中也含有一叶碱，传统提取将其作

为废料处理。我们从一叶种子壳中提取一叶

碱，采用新的提取方法，用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ法设计试验
并利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件进行分析，得到了优化的
提取方案。该方法对一叶种子壳中一叶碱的提

取进行了条件优化，提高了一叶种子壳中一叶

碱的得率，降低了生产成本，为大规模化提取生物碱

奠定了基础。

１　材料与方法
１１　材料　一叶植物种子２０１２年１０月采摘自
吉林省集安市，自然晾干，取种子壳。７３２磺酸型阳

离子树脂（河北华众化工有限公司）；乙醇；冰醋酸；

乙酸乙酯；碘化铋钾；浓盐酸；氢氧化钠；乙酸乙酯；

石油醚；硅钨酸；苦味酸；氯仿；甲醇（均购自北京鼎

国试剂有限公司）。数显恒温水浴锅 Ｈ８８（国华电
器有限公司）；电子天平ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ（上海托
利多仪器有限公司）；ＨＬ—２Ｂ恒流泵（上海实业精
科有限公司）；旋转蒸发仪 ＲＥ５２９９（上海亚荣生化
仪器）；ＦＷ１７７微型植物粉碎机（天津泰斯特仪器有
限公司）；电热恒温鼓风干燥箱ＧＺＸ９２４０（上海博迅
实业有限公司）；ＫＱ５０Ｂ超声仪（上海司乐仪器有
限公司）。

１２　实验方法
１２１　对７３２磺酸型阳离子树脂的预处理　将新
树脂用蒸馏水反复清洗，每隔约１０ｍｉｎ换水１次，水
洗至水不带颜色且泡沫很少时为止。之后用５％的
盐酸浸泡，浸泡１ｈ后用蒸馏水洗至中性。再用５％
氢氧化钠浸泡，浸泡１ｈ后用蒸馏水洗至中性。用
５％的盐酸将树脂转成氢型，用蒸馏水洗至中性，备
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用。

１２２　对一叶种子壳的预处理　将植物一叶
种子壳晾干，放置干燥箱，７５℃干燥１１ｈ后用粉碎
机粉碎成一叶种子壳粉末，过４０目筛备用。
１２３　对树脂柱的装柱流程　本实验采用湿法装
柱。将柱子垂直放置，在交换柱底部筛板上部放入

一片小滤纸，用漏斗将树脂以一定的速度加入交换

柱中，等到树脂颗粒充分下沉后，在交换柱的上面再

覆盖一层脱脂棉，最后在交换柱的上部加入含有一

叶碱的酸液并且控制酸液流速１ｍＬ／ｍｉｎ。
１３　一叶种子壳中一叶碱提取工艺流程　粉
碎后过４０目筛的一叶种子壳用５００ｍＬ盐酸溶液
浸润１２ｈ后超声２５ｍｉｎ，过滤，取滤液。将酸水液
通过７３２磺酸型阳离子交换柱，交换完全后将树脂
水洗至澄明状态，室温风干备用。风干后的树脂放

入索氏提取器中用２００ｍＬ乙醇溶液回流洗脱１５
ｈ，减压回收溶剂，浓溶液用少量０１％盐酸溶液洗
脱后再用５％氢氧化钠溶液中和，等比乙酸乙酯萃
取。重结晶精制提纯得一叶碱晶体。

１４　单因素试验　取一叶种子壳粉末１００ｇ，以
一叶种子壳中一叶碱的得率为指标，采用单因

素实验研究萃取次数，乙醇浓度，酸浓度３个因素对
一叶种子壳中一叶碱得率的影响。

１５　响应面法优化试验　根据响应面 Ｂｏｘ
Ｂｅｎｈｎｋｅｎ设计原理，将单因素试验中对一叶种子
壳中一叶碱得率影响明显的因素进行分析试验，

以萃取次数，乙醇浓度，酸浓度３个因素为自变量，
一叶种子壳中一叶碱的得率为响应值，设计三

因素三水平的响应面分析试验。各参数所代表因素

及其水平编码表见表１。

表１　响应面ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计因素编码表及水平值

代码 因素
水平

－１ ０ １

Ａ 萃取次数（次） ２ ３ ４
Ｂ 乙醇浓度（％） ８０ ８５ ９０
Ｃ 酸浓度（‰） ３５ ４７ ５９

１６　模型验证　通过响应面法优化一叶种子壳
中一叶碱的提取条件进行提取试验，比较模型预

测值和试验值，验证模型的有效性。

１７　数据分析　采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７０软件设计３
因素３水平响应面分析试验，试验结果采用 Ｄｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｔ７０软件进行数据处理和分析，确定最佳试验
条件。

２　结果与分析
２１　单因素试验结果分析　实验分别考察了萃取
次数，乙醇浓度，酸浓度３个因素对一叶种子壳中
一叶碱的得率影响，如图１至图３所示。

图１　萃取次数对一叶种子壳中
一叶碱得率的影响

图２　乙醇浓度对一叶种子壳中一叶碱得率的影响

图３　酸浓度对一叶种子壳中一叶碱得率的影响

　　如图１所示，随着萃取次数的增加，一叶种子
壳中一叶碱得率也在增加，萃取３次一叶碱得
率增长的幅度很大。当萃取次数超过３以后，得率
增加量微乎其微，原因是随着萃取次数的增加，一叶

碱几乎全部溶解在萃取液中，所以对一叶种子

壳中一叶碱得率的增加没有明显的作用。

如图２所示，随着乙醇浓度的增加，一叶种子
壳中一叶碱得率不断增加，当乙醇浓度为８５％的
时候一叶种子壳中一叶碱得率几乎不再增加，

８５％是其浓度的最大值点。
如图３所示，随着酸水液浓度的增加，一叶种
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子壳中一叶碱得率明显增加，但在酸水液的浓度

大于４７‰后，一叶种子壳中一叶碱得率随着
酸水液浓度的增大而降低。说明在４７‰时一叶
种子壳中一叶碱得率最高，浓度在增大一叶种

子壳中一叶碱得率反而减小可能原因是酸水使一

叶碱发生了变化。

表２　响应面ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计及相应的实验结果

试验号
因素Ａ
萃取次数

因素Ｂ
乙醇浓度％

因素Ｃ
酸浓度‰

一叶碱含量

ｇ
１ －１ ０ －１ ００６
２ １ ０ －１ ００５
３ －１ －１ ０ ００３４９
４ ０ １ －１ ００２９６
５ ０ ０ ０ ００６７８
６ ０ ０ ０ ００６５４
７ １ ０ １ ００６５
８ ０ ０ ０ ００６５３
９ ０ －１ １ ００３３
１０ －１ １ ０ ００４２８
１１ ０ ０ ０ ００６８９
１２ ０ －１ －１ ００４８２
１３ ０ １ １ ００３９８
１４ １ １ ０ ００２８９
１５ １ －１ ０ ００４８
１６ －１ ０ １ ００３８
１７ ０ ０ ０ ００６６４

表３　响应面ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ方差分析表

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐｒｏｂ＞Ｆ 显著性

模型 ３３７５Ｅ００３ ９ ３７５０Ｅ００４５２５８ ＜００００１ 

Ａ ３２８１Ｅ００５ １ ３２８１Ｅ００５ ４６０ ００６９１
Ｂ ６６１２Ｅ００５ １ ６６１２Ｅ００５ ９２７ ００１８７ 

Ｃ １８００Ｅ００５ １ １８００Ｅ００５ ２５２ ０１５６２
ＡＢ １８２３Ｅ００４ １ １８２３Ｅ００４２５５５ ０００１５ 

ＡＣ ３４２３Ｅ００４ １ ３４２３Ｅ００４４７９９ ００００２ 

ＢＣ １６１３Ｅ００４ １ １６１３Ｅ００４２２６２ ０００２１ 

Ａ２ １６４７Ｅ００４ １ １６４７Ｅ００４２３１０ ０００２０ 

Ｂ２ ２０１１Ｅ００３ １ ２０１１Ｅ００３２８２００＜００００１ 

Ｃ２ ２２１６Ｅ００４ １ ２２１６Ｅ００４３１０８ ００００８ 

残差 ４９９２Ｅ００５ ７ ７１３２Ｅ００６
失拟项 ４０１５Ｅ００５ ３ １３３８Ｅ００５ ５４８ ００６７０
净误差 ９７７２Ｅ００６ ４ ２４４３Ｅ００６
总离差 ３４２５Ｅ００３ １６

注：（Ｐ＜００５）为差异有统计学意义；（Ｐ＜００１）为差异有显著

性意义；（Ｐ＜００００１）为差异有非常显著性意义

２２　响应面法优化试验结果分析
２２１　二次回归模型拟合以及方差分析　根据试
验结果，利用响应面分析软件对实验数据进行分析，

以一叶种子壳中一叶碱得率为因变量，以提取

次数、乙醇浓度，酸浓度为自变量建立回归方程：

Ｙ＝００６７＋２０２５×１０－３Ａ－２８７５×１０－３Ｂ－

１５００×１０－３Ｃ－６７５０×１０－３ＡＢ＋９２５０×１０－３ＡＣ
＋６３５０×１０－３ＢＣ－６２５５×１０－３Ａ２－００２２Ｂ２－
７２５５×１０－３Ｃ２

回归方程的决定系数 Ｒ２为０９８５４。并对实验
结果进行方差分析，结果见表３，当Ｐ＜００５，表示该
项指标显著，Ｐ＜００１，表示该项指标差异有显著性
意义，Ｐ＜００００１，表示该项指标差异有非常显著性
意义。表３表明，一叶种子壳中一叶碱与试验
中３个因素的回归方程 Ｆ值为 ５２５８，整体模型
“Ｐｒｏｂ

#

Ｆ”值＜００００１，表明该方程模型差异有非
常显著性意义。

萃取次数对一叶种子壳中一叶碱产量影响

不显著，乙醇浓度对一叶种子壳中一叶碱得率

影响显著，酸浓度对一叶种子壳中一叶碱产量

影响不显著；在交互相中萃取次数和乙醇浓度的交

互影响极显著，萃取次数和酸浓度的交互影响极显

著；乙醇浓度与酸浓度交互影响极显著；在二次项

中，萃取次数，酸浓度的影响极显著，乙醇浓度的影

响差异极显著。同时，表３在响应面优化结果条件
下，反映了各因素显著性对响应值的影响。失拟项

“Ｐｒｏｂ＞Ｆ”值＞００５，说明模型方程拟合度良好，能
够很好的反映真实的实验值，所以可以使用本模型

来分析响应值的变化。

２２２　响应曲面交互作用分析　由图４可以看出，
萃取次数和乙醇浓度的交互作用对一叶种子壳中

一叶碱含量的影响极显著。实验中通过控制萃取

次数和乙醇浓度来获得较高一叶种子壳中一叶

碱的得率，当萃取次数控制在３次，乙醇浓度控制在
８５％时，可以获得一叶种子壳中一叶碱的最大
得率。

图４　萃取次数与乙醇浓度的交互作用对一叶种子壳中
一叶碱得率的响应面和等高线图

　　图５　萃取次数与酸浓度的交互作用对一叶种子壳
中一叶碱得率的响应面和等高线图
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　　由图５可以看出，萃取次数和酸浓度的交互作
用对一叶种子壳中一叶碱含量的影响极显著。

实验中通过控制萃取次数和浓度酸来获得较高一叶

种子壳中一叶碱的得率，当萃取次数控制在３
次，酸浓度控制在４‰时，可以获得一叶种子壳中
一叶碱的最大得率。

图６　乙醇浓度与酸浓度的交互作用对一叶种子壳中
一叶碱得率的响应面和等高线图

　　由图６可以看出，乙醇浓度和酸浓度的交互作
用对一叶种子壳中一叶碱含量的影响极显著。

实验中通过控制乙醇浓度和酸浓度来获得较高一叶

种子壳中一叶碱的得率，当乙醇浓度控制在

８５％时，酸浓度控制在４‰，可以获得一叶种子壳
中一叶碱的最大得率。

３　讨论
中药一叶具有活血舒筋、健脾益肾之功效，用

于治疗风湿腰痛，四肢麻痹和小儿疳积等［５］，最新研

究表明其对老年痴呆症也有潜在的治疗作用。其主

要活性成分一叶碱具有中枢兴奋作用，适量剂量

注射到人体中能提高人体神经元反射的兴奋性，加

强人体神经系统的条件反射区域，有效的缩短神经

系统从感知外界刺激到相应做出反应的时间，能增

强学习新事物的能力并相应的提高记忆力，也能显

著改善饮酒之后对大脑造成的记忆重新再现性障

碍。一叶碱还具有一定的抑制肿瘤作用，一叶

碱与环磷酰胺（ＣＴＸ）结合之后使用有明显的抗肿瘤
效果［６］。鉴于以上临床药用价值，优化一叶碱的

提取工艺并提高其得率有着重要意义。

响应面是研究几种因素间交互作用的回归分析

方法，其优点是可不必连续进行多次试验［７］，用最少

的实验组合数得出因素与响应值的回归方程，本试

验选择该设计方法进行一叶种子壳中一叶碱的

提取工艺优化试验设计，并通过回归方程绘制出了

响应面与等高线图［８］，可以直接得出影响因素的变

化规律，清晰准确［９］。该方法与传统的溶剂提取法

相比，达到了有效节约溶剂，节省能源，减少工作量，

提高工作效率并提高了一叶种子壳中一叶碱得

率的目的。

实验过程中，在用乙醇溶液水浴回流提取一叶

种子壳中的一叶碱时，可能有部分一叶碱随

着乙醇溶液混合蒸发，导致了一叶种子壳中一叶

碱得率的下降。此问题在大规模化生产时仍需考

虑解决方案。

本试验通过单因素试验和响应面试验方法，以

一叶种子壳中一叶碱的得率为指标，得出提取

的最优条件：萃取次数３４９次，乙醇浓度８３４９％，
酸浓度４６３‰，模型预测得率为００６６７６％。考虑
到实际操作的可行性，条件变更为：提取次数３次，
乙醇浓度８５％，酸浓度４７‰。为验证结果的可靠
性，将一叶种子壳中一叶碱在修正后的条件下

提取３次，测得一叶种子壳中一叶碱得率的平
均值为００６７％，与模型预测值基本一致，证实响应
面ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ法在优化一叶种子壳中一叶碱
提取工艺中具有良好的可行性［１０］。
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