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响应面法优化水提白附片中的总生物碱 
 

魏海柳，李琳，马明松，余可越，胡松青 
（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640) 

摘要：以白附片为原料，利用酸水法提取，在单因素实验基础上根据 Box-Behnken 实验设计原理，采用四因素三水平的响应面

分析法对总生物碱的提取工艺进行了优化。通过响应面实验，建立了白附片中总生物碱提取率与四个因素变化的二次回归方程。同

时依据回归模型进行了计算机模拟实验及绘制曲面图，了解白附片中总生物碱提取率随主要因素水平的变化方向及优化点。结果表

明：白附片中总生物碱提取的最佳工艺条件为 pH 3.4，液料比 11 mL/g，温度 30 ℃，时间 4.6 h，在此条件下，白附片中总生物碱的

提取率为 48.5%±1.7%。 
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Abstract: Total alkaloid was extracted from white prepared lateral root of Aconite by acidic water method, which was optimized by 

response surface designs. Based on the results of one-factor test, response surface methodology with 4 factors and 3 levels was adopted 

according to box-behnken experimental design principle. Two regression equations for the influence relationships of the extraction rate and four 

varietals factors were established by response surface experiments. On the basis of regression models, the results with surface were simulated to 

give optimized result and influencing trends of the main factors on the extraction rate. The optimum extracting conditions are as follows: pH 3.4, 

liquid-to-solid ratio 11 mg/g, extraction time 4.6 h and temperature 30 ℃. Under these conditions, the extraction rate was 48.5%±1.7%. 
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白附片为毛茛科植物乌头（Aconitum carmichaeli 

Debx）的子根的加工品，为中医临床常用的中草药。

现代药理研究证实，大多数乌头类药材都具有抗炎[1]、

麻醉止痛[2,3]、调节免疫作用[4]、抗肿瘤作用[5,6]，对心

血管系统则表现为强心作用[7]，除此之外研究还发现乌

头类药材还具有抗病毒[8]、抗吗啡成瘾[9]和缓解哮喘[10]

等作用。白附片药效的成分主要为其富含的双酯型乌

头类，其在低剂量时可以用来镇痛、抗炎、强心等；

高剂量时会产生毒性，如乌头碱口服0.2 mg即可中毒，

3~5 mg可以致死，肌注0.2~0.3 mg可致死[11]。双酯型生

物碱性质不稳定，在酸性、加热等条件下易降解为亲

水性较强的单酯型生物碱苯甲酰乌头胺等，毒性仅为 
乌头碱的1/200，进一步降解为胺醇类生物碱后，毒性 
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可减小为乌头碱类的1/2000[12]，仍保持很高的药效。可

见乌头类生物碱具有很高的药用价值，从白附片中分

离获得高纯度的乌头类生物碱具有很高的经济意义。 
生物碱的提取方法有很多，主要有：酸水提取法、

醇提法、半仿生提取法（SBE）、酶法等[13]。酸水法具

有环境友好、污染小、成本低等优点，并且可以将生

物碱转变为生物碱盐以提高其水溶性，进而提高其提

取率。考虑到生产成本和操作方便等方面，酸水法相

对简单易行、污染小。响应面分析法（RSM）[14]是采

用多元二次回归方法作为函数估计的工具，将多因子

实验中因素与指标的相互关系用多项式近似拟合。本

文应用响应面法考察酸水法提取白附片中生物碱工艺

中各因素对提取率的影响，对提取工艺进行了优化，

旨在为白附片中乌头类生物碱进一步开发利用提供技

术参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 
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白附片（产地：四川），购自广州市清平中药市场；

氯仿、氨水、无水乙醇、甲基红、酚酞、无水碳酸钠、

盐酸、硫酸、氢氧化钠、邻苯二甲酸氢钾（广州化学

试剂厂），均为分析纯。 
PB-10型pH计、BS224S电子分析天平，Sartorius，

德国；KR25i型高速冷冻离心机，法国Jouan公司；

RE-52AA旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；THZ-82A
恒温振荡器，金坛富华仪器厂。 
1.2  实验方法 
1.2.1  白附片中总生物碱的提取 

白附片粉碎，过40目筛。准确称取20 g白附片粉末

于250 mL三角瓶中，加入一定量的溶剂，在一定温度

下恒温水浴振荡提取一定时间，离心取上清液得乌头

类生物碱类物质的粗提液待测。 
1.2.2  总生物碱提取率测定 

含量测定参照《中国药典》2010版[15]对本品进行

含量测定。将提取液(相当于白附片药材20 g)，加氨水

调pH至10~12，再用氯仿萃取3次，每次30 mL，合并氯

仿提取液，减压浓缩蒸干。加入5 ml无水乙醇将残渣充

分溶解，依次加入硫酸滴定液（0.01 mol/L）15 mL、
15 mL去离子水、甲基红指示液3滴，用氢氧化钠（0.01 
mol/mL）滴定至黄色。每1 mL 硫酸滴定液（0.01 mol/L）
相当于12.9 mg的乌头碱（C34 H47NO11）。 
1.3  实验设计 

实验方法采用Design Expert 8.0.5对提取工艺条件

进行最优化实验设计并进行数据分析。选择单因素实

验中对响应值（总生物碱量）有显著影响的因素，采

用中心复合模型[16]（Box-Behnken）建立实验数学模型。

由软件失拟项测试推荐的二次模型拟合实验数据，应

用二次模型对结果进行变异分析。 

2  结果与讨论 

2.1  响应面实验 
表1 响应面分析因素水平表 

Table 1 Factors and levels of response surface design 

因素 
水平 

-1 0 +1 

A (pH) 3 4 5 

B [液料比/(mL/g)] 5 9 13 

C (温度/℃) 30 50 70 

D (时间/h) 2 4 6 

在单因素实验基础上，根据Box-Behnken的中心组

合试验设计原理，综合单因素影响试验结果，选取提

取pH、液料比、提取温度、提取时间对总生物碱提取

率影响显著的4个因素，在单因素试验基础上采用四因

素三水平的响应面分析方法，因素与水平见表1。 
2.2.  响应面试验设计及结果分析 

表2 响应面试验设计及结果 

Table 2 Experimental design and results of RSM 

实验号 A B C D 预测值/% Y 总生物碱 
提取率/% *

1 0 0 -1 -1 41.9 41.1±2.0 

2 0 1 -1 0 45.1 47.8±5.3 

3 0 0 0 0 40.4 40.4±3.1 

4 0 1 0 -1 35.3 35.0±2.2 

5 -1 0 -1 0 46.3 45.8±1.2 

6 1 -1 0 0 31.5 32.7±2.2 

7 1 1 0 0 33.1 31.6±3.1 

8 0 0 0 0 40.4 40.4±3.1 

9 0 0 0 0 40.4 40.4±3.1 

10 0 0 1 1 32.4 32.7±2.2 

11 0 -1 0 -1 28.0 25.9±1.2 

12 1 0 0 1 34.4 37.0±4.3 

13 0 -1 -1 0 38.0 39.7±2.3 

14 -1 -1 0 0 25.7 26.6±8.6 

15 0 0 -1 1 45.5 44.4±1.2 

16 -1 0 0 -1 33.3 34.0±2.5 

17 -1 0 1 0 30.6 30.0±2.3 

18 0 0 1 -1 34.6 35.0±0.0 

19 0 0 0 0 40.4 40.4±3.1 

20 0 1 1 0 34.8 36.4±1.2 

21 0 1 0 1 35.7 35.0±4.2 

22 1 0 1 0 36.6 34.3±6.2 

23 0 -1 0 1 29.0 26.6±4.9 

24 1 0 -1 0 41.2 39.1±2.0 

25 0 -1 1 0 28.0 28.6±2.0 

26 1 0 0 -1 34.4 36.4±1.2 

27 -1 1 0 0 38.1 36.4±4.3 

28 -1 0 0 1 34.7 36.0±3.1 

29 0 0 0 0 40.4 40.4±3.1 

注：*表示 3 次重复试验 

酸水提取白附片中总生物碱提取率响应面试验结

果 如 表 2 。 采 用 Design Expert 8.0.5 软 件 中 的

Box-Behnken对实验结果进行响应面分析，得出回归模

型方差分析表和响应曲面图，分别见表3和图1。从表3
可以看出，拟合模型的显著水平远远小于0.01，此时

Quadratic回归方差模型极显著。还可以看出，对提取率

影响的大小依次为温度（C）>液料比（B）>时间（D）>pH
（A）。采用spss16.0软件对表2中的实测值与预测值两

组数据进行统计分析，两组间的数据比较采用配对T-
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检验，结果表明两组数据没有显著差异（P=0.990），证

明了模型的可靠性。 
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通过拟合可求出影响因素的一次效应、二次效应

及其交互效应的关联方程[17]，多元回归拟合分析得到

白附片中总生物碱提取率 Y 与各因素变量（A pH，B 
液料比，C 温度/℃，D 时间/h）的二次方程模型为： 
Y=0.40+1.964×10-3A+0.035B-0.051C+3.648×10-3D-0.0
27AB+0.028AC-3.367×10-3AD-8.418×10-4BC-1.684×10
-3BD-0.014CD-0.031A2-0.052B2+0.013C2-0.031D2。 

表3 响应面方差分析结果 

Table 3 ANOVA of response surface quadratic model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

Model 0.082 14 5.83×10-3 14.57 <0.0001 * * 

A-pH 4.63×10-5 1 4.63×10-5 0.12 0.7389  

B-液料比 0.02 1 0.02 36.86 <0.0001 * * 

C-温度 0.03 1 0.03 77.29 <0.0001 * * 

D-时间 1.60×10-4 1 1.60×10-4 0.40 0.5379  

AB 2.90×10-3 1 2.90×10-3 7.25 0.0175 * 

AC 3.09×10-3 1 3.09×10-3 7.71 0.0149 * 

AD 4.54×10-5 1 4.54×10-5 0.11 0.7415  

BC 2.83×10-6 1 2.83×10-6 7.08×10-3 0.9341  

BD 1.13×10-5 1 1.13×10-5 0.028 0.8688  

CD 8.19×10-4 1 8.19×10-4 2.05 0.1746  

A2 6.07×10-3 1 6.07×10-3 15.15 0.0016 * * 

B2 0.02 1 0.02 44.60 <0.0001 * * 

C2 1.13×10-3 1 1.13×10-3 2.82 0.1154  

D2 6.41×10-3 1 6.41×10-3 16.00 0.0013 * * 

总残差 5.61×10-3 14 4.00×10-4    

失拟误差 5.61×10-3 10 5.61×10-4    

纯误差 0.000 4 0.000    

总和 0.087 28     

R2= 93.6%   R2
adj= 87.2% 

注：* *，P<0.01，差异极显著；* ，P<0.05，差异显著 

从表3中方差分析结果可知方程一次项、二次项的

影响均极显著，说明分析结果可靠；从试验所得的响

应面分析结果可以找到它们在提取过程中的交互作

用，如表3和图1可知pH和液料比、pH和温度之间的交

互作用显著，其余项间的交互作用不明显。根据Design 
Expert 8.0.5软件对实验结果进行最优化分析，确定最佳

的提取条件为：pH 3.34，液料比11.03 mL/g，温度

30.00 ℃，时间4.62 h，在此条件下预测总生物碱提取

率为48.8%。 
2.3  验证实验 

根据模型预测结果进行近似验证实验，考虑到实

际操作的便利，将最佳工艺条件修正为 pH 3.4，液料

比 11 mL/g，提取温度 30 ℃，提取时间 4.6 h，在此条

件下总生物碱提取率为 47.8%±1.7%（n=3）。 

 
图1 各两因素交互作用对总生物碱提取率影响的响应面图 

Fig.1 Response surface showing pairwise interactive effects of 

extraction conditions on the extraction rate 

3  结论 

3.1  采用酸水法提取白附片中的总生物碱，根据单因

素实验结果，采用Box-Behnken试验设计以及响应面分

析对酸水法提取工艺进行优化，得出最优工艺条件为

pH 3.4，液料比11 mL/g，提取温度30 ℃，提取时间4 h，
在此工艺条件下，白附片中总生物碱的提取率为

47.8%±1.7%（n=3）。 
3.2  得到白附片总生物碱提取率与酸水法提取各因素

变量的二次方程模型，该模型回归极显著，R2=93.6%
（spss V16.0），对试验拟合较好，为今后大规模的应

用提供一定的参考和依据。 
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