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响应面法优化红莲外皮原花青素的提取工艺研究 
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摘要：本实验采用单因素试验和响应面分析法来确定红莲外皮中原花青素提取的最佳工艺条件。通过单因素试验探讨提取溶剂

的种类、提取溶剂的浓度、酸的种类、pH、液料比、提取温度、提取时间、提取次数这几个因素对原花青素提取效果的影响；根据

单因素试验结果固定提取温度 40 ℃，提取时间 90 min，提取次数 1次，选择 pH、液料比和丙酮浓度进行三因素三水平的响应面试

验，依据回归分析得到最优工艺条件为：pH 2.6，液料比 55 mL/g，丙酮浓度 67%。此工艺条件下红莲外皮原花青素提取率为 9.57%。 
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Abstract: The extraction of proanthocyanidins from skin of red locus seed were investigated by the single experiments and response 

surface methodology. The single experiments were used to explore the effects of different extractant, extractant concentration, different acid, pH, 

liquid-to-material ratio, extraction temperature, extraction time and extraction times on the yield of proanthocyanidins. The best extraction 

temperature, extraction time and extraction times were determined as 40 ℃, 90 min and one time, respectively. Then the extraction pH, 

liquid-to-material ratio, and acetone concentration were investigated through response surface experiment. Based on the regression analysis, the 

extractive conditions were optimized as follows: pH 2.6, liquid-to-material ratio 55 mL/g and acetone concentration 67%. The extraction rate of 

proanthocyanidins of this optimized procedure reached 9.57 %. 
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莲子具有很高的营养价值和保健价值，是滋补元

气的珍品。但莲子的加工一般要经过干燥、分级、去

壳、除皮、去心等工序。其中采用机械磨皮法除去外

皮，每加工 100 kg 红莲，就会磨去约 15 kg红皮粉，

只能得到约 85 kg 白莲[1]。目前这层红皮粉尚无有效的

利用方式，由于味涩甚至不能作为牲畜饲料，这造成

了很大的资源浪费。因此，对红莲外皮粉进行深度开

发研究具有重要的经济价值和社会意义。 

原花青素(proanthocyanidin，PC)，又称聚黄烷醇

类多酚，是一类黄烷类单体及其聚合体的多酚类化合

物，前者为黄烷-4-醇或黄烷-3,4-二醇，后者则为缩合

单宁和酚酸[2]。经多年药理学研究和临床应用发现：

原花青素具有清除自由基、抗氧化、抗动脉硬化、防 
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癌抗癌等功能[3~6]。目前在食品、保健品、药品、化妆

品等领域已有应用，在欧美等国家享有“皮肤维生素”

和“口服化妆品”的美誉[7]。 

响应面分析法（response surface methodology，

RSM）是利用合理的试验设计，采用多元二次回归方

程拟合因素与响应值之间的函数关系，通过对回归方

程的分析来寻求最佳工艺参数，能以用较少的试验数

量和时间对试验进行全面研究，对因素及其交互作用

的影响也可以进行评价。本文采用单因素试验和响应

面分析法，以红莲外皮原花青素提取率为考察指标，

对红莲外皮原花青素的提取工艺进行研究，旨在为进

一步研究红莲外皮原花青素的化学结构和生物活性提

供科学依据，为红莲外皮粉的开发利用奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
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红莲外皮粉，厂家提供；甲醇、丙酮等试剂均为

分析纯。 

1.2  仪器与设备 

SKY-200B 恒温培养振荡器，上海沪粤明科学仪

器有限公司；RE-2000B 旋转蒸发器，巩义市予华仪

器有限责任公司；SHZ-D(Ⅲ)循环水式真空泵，巩义

市予华仪器有限责任公司；HH-8 数显恒温水浴锅，

上海浦东物理光学仪器厂；WFJ7200 可见分光光度

计，尤尼柯（上海）仪器有限公司；XH-C 旋涡混合

器，金坛市医疗仪器厂。 

1.3  方法 

1.3.1  原花青素的提取 

取 1 g 红莲外皮粉加入 100 mL的锥形瓶中，再加

入一定体积和 pH 的提取液，瓶口用保鲜膜密封，将

锥形瓶放入恒温培养箱内，保持振动频率为 120 

r/min，设置提取温度与时间，提取结束后进行抽滤，

取滤液于 45 ℃旋转蒸发除去丙酮后，加蒸馏水定容

至 200 mL后测定原花青素的浓度。 

1.3.2  原花青素含量的测定 

采用香草醛-盐酸法[8]。实验组：依次取 0.5 mL

提取液，3 mL质量分数 4%香草醛-甲醇溶液以及 1.5 

mL 浓盐酸加入试管中，充分混匀后于 30 ℃水浴 20 

min 后在 500 nm 处测定吸光度 A1。对照组：依次取

0.5 mL提取物溶液，3 mL甲醇以及 1.5 mL浓盐酸加

入试管中，充分混匀后于 30 ℃水浴 20 min 后在 500 

nm 处测定吸光度 A0。空白组：蒸馏水。 

原花青素的吸光度：A=A1 平－A0 平 

注：A1 平为三次测定 A1的平均值，A0平为三次测定 A0 的

平均值。 

以儿茶素为标准品，测得标准曲线方程为

y=1.3476x+0.0166，R2=0.9996。线性范围为0.04~0.64 

mg/mL。其中，x为儿茶素浓度(mg/mL)，y为吸光度。 

1.3.3  原花青素提取率的计算 

红莲外皮原花青素的提取率/% 

%100



莲红皮粉的质量

提取液的体积度提取液中原花青素的浓  

1.3.4  提取工艺优化 

1.3.4.1  单因素试验 

分别以提取溶剂的种类、提取溶剂的浓度、酸的

种类、pH、液料比、提取温度、提取时间这几个因素

做单因素试验，考察各因素对红莲外皮原花青素提取

效果的影响，以原花青素提取率为指标。 

1.3.4.2  响应曲面法优化提取工艺 

根据单因素试验的结果分析和 Box-Behnken 原

理，运用 Design-Expert 8.0.5 软件进行响应面设计，

优化红莲外皮原花青素的提取工艺。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验分析 

2.1.1  不同提取剂对原花青素提取效果的影响 

在自然 pH，液料比为 30 mL/g，提取温度为 40 ℃，

提取时间为 120 min，提取次数为 1 次的条件下，分

别采用体积分数为 40%、50%、60%、70%、80%的甲

醇、乙醇、丙酮溶液提取红莲外皮原花青素，以各提

取剂体积分数为横坐标，原花青素提取率为纵坐标作

图，得图 1。 

 
图 1 不同提取剂对原花青素提取效果的影响 

Fig.1 Effect of extraction agent on the extraction of 

proanthocyanidins  

由图 1 可知，甲醇、乙醇和丙酮均可不同程度的

渗透植物细胞，与原花青素结合，将其溶出。随着各

提取剂体积分数的增加，原花青素的提取率先增大后

减少，其中丙酮的提取效果最好。这是由于丙酮的羰

基氧可作为强的氢键受体，能在葡聚糖上将结合的多

聚体酚类取代下来[9]。故选择丙酮为提取溶剂。 

2.1.2  丙酮浓度对原花青素提取效果的影响  

 

图 2 丙酮浓度对原花青素提取效果的影响 

Fig.2 Effect of acetone concentration on the extraction of 

proanthocyanidins 

在自然 pH，液料比为 30 mL/g，提取温度为 40 ℃，

提取时间为 120 min，提取次数为 1 次的条件下，分

别采用体积分数为 60%、65%、70%、75%、80%的丙
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酮溶液提取红莲外皮原花青素，以丙酮浓度为横坐标，

原花青素提取率为纵坐标作图，得图2。 

由图 2 可知，随着丙酮浓度的增大，原花青素提

取率逐渐增大，当丙酮浓度大于 70%后，丙酮浓度增

加，提取效果反而降低。这可能是因为原花青素属于

多酚类化合物，含有大量羟基，具有一定的极性，根

据相似互溶原理，当溶剂的极性与原花青素的极性相

当时，其溶解度最大，提取量最多。但随着丙酮浓度

的增加，一些脂溶性物质大量溶出，与原花青素竞争

与丙酮的结合，从而也导致原花青素提取量下降。故

提取原花青素的最佳丙酮浓度为70%。 

2.1.3  丙酮加不同酸对原花青素提取效果的影响 

在丙酮浓度为 70%，液料比为 30 mL/g，提取温

度为 40 ℃，提取时间为 120 min，提取次数为 1次的

条件下，分别往丙酮溶液中添加盐酸、柠檬酸和磷酸，

调节丙酮溶液的 pH 分别 2、3、4、5，与自然 pH 条

件的丙酮溶液提取效果一起比较，以丙酮溶液 pH 为

横坐标，原花青素提取率为纵坐标作图，得图3。 

 
图 3 丙酮加不同酸对原花青素提取效果的影响 

Fig.3 Effect of different acid in the acetone solvent on the 

extraction of proanthocyanidins 

由图 3 可知，往丙酮溶液中加酸后提取效果明显

比未加酸时好。这可能是因为原花青素富含酚羟基，

呈弱酸性，所以酸性条件有利于它的溶出。同时，在

同一 pH的条件下，加柠檬酸调整 pH的丙酮溶液的提

取效果明显比加盐酸或磷酸好。故选择柠檬酸来调节

丙酮溶液的 pH。 

2.1.4  pH对原花青素提取效果的影响 

在丙酮浓度为 70%，液料比为 30 mL/g，提取温

度为 40 ℃，提取时间为 120 min，提取次数为 1次的

条件下，往丙酮溶液中加入柠檬酸分别调节 pH为 2、

2.5、3、3.5、4，以丙酮溶液pH为横坐标，原花青素

提取率为纵坐标作图，得图4。 

由图 4 可知，随着 pH 的增大，原花青素的提取

率先增大后减少，在 pH 为 3 的时候原花青素提取率

最大，故最佳 pH为 3。 

 

图 4 pH 对原花青素提取效果的影响 

Fig.4 Effect of pH on the extraction of proanthocyanidins 

2.1.5  液料比对原花青素提取效果的影响 

在自然 pH，丙酮浓度为 70%，提取温度为 40 ℃，

提取时间为 120 min，提取次数为 1 次的条件下，使

液料比分别为 30 mL/g、35 mL/g 、40 mL/g、45 mL/g 、

50 mL/g、55 mL/g，以液料比为横坐标，原花青素提

取率为纵坐标作图，得图 5。 

 
图 5 液料比对原花青素提取效果的影响 

Fig.5 Effect of liquid-to-material ratio on the extraction of 

proanthocyanidins 

由图 5 可知，随着液料比的增大，原花青素的提

取率量逐渐增大，当液料比达到 50 mL/g 后，继续增

大液料比，原花青素的提取量缓慢下降。这是因为随

着提取液体积的增大，提取液与原料粉末的接触面积

变大，从而有利于促进原花青素成分的溶出[10]。当液

料比增大到一定程度后，原花青素已能够充分溶出，

再增加提取液体积，反而会增大杂质的溶出量，降低

原花青素的纯度，同时过高的液料比也会造成溶剂的

浪费。故最适宜的液料比为50 mL/g。 

2.1.6  提取温度对原花青素提取效果的影响 

在自然 pH，丙酮浓度为 70%，液料比为 30 mL/g，

提取时间为 120 min，提取次数为 1 次的条件下，设

置提取温度分别为 30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃，

以提取温度为横坐标，原花青素提取率为纵坐标作图，

得图 6。 
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图 6 提取温度对原花青素提取效果的影响 

Fig.6 Effect of extraction temperature on the extraction of 

proanthocyanidins 

由图 6 可知，随着提取温度的增高，原花青素的

提取率逐渐增大，当提取温度超过 40 ℃后，原花青

素提取率随着温度的增加而下降。这是因为温度升高，

分子运动速度加快，渗透、扩散、溶解速度加快，原

花青素提取量增加；但是过高的温度会使原花青素发

生氧化，结构被破坏[11]。故最适宜的提取温度是40 ℃。 

2.1.7  提取时间对原花青素提取效果的影响 

在自然 pH，丙酮浓度为 70%，液料比为 30 mL/g，

提取温度为 40 ℃，提取次数为 1 次的条件下，设置

提取时间分别为 30 min、60 min、90 min、120 min、

150 min，以提取时间为横坐标，原花青素提取率为纵

坐标作图，得图 7。 

 
图 7 提取时间对原花青素提取效果的影响 

Fig.7 Effect of extraction time on the extraction of 

proanthocyanidins 

由图 7 可知，随着提取时间的延长，原花青素的

提取率逐渐增大，当提取时间达到 90 min 后，再延长

提取时间，提取率逐渐下降。这是因为萃取是一个动

态的过程，需要一定的时间，所以延长提取时间，可

以使原花青素提取量增多；但原花青素不稳定，长时

间受热会破坏它的结构，使原花青素热分解。故最适

宜的提取时间为 90 min。 

2.1.8  提取次数对原花青素提取效果的影响 

在自然 pH，丙酮浓度为 70%，液料比为 30 mL/g，

提取温度为 40 ℃，提取时间为 120 min 的条件下，提

取 1 次后，取抽滤后的残渣进行第 2 次提取，再其残

渣进行第 3 次提取，以提取次数为横坐标，每次提取

时原花青素的提取率为纵坐标作图，得图8。 

 
图 8 提取次数对原花青素提取效果的影响 

Fig.8 Effect of extraction times on the extraction of 

proanthocyanidins 

由图 8 可知，每次提取后残渣的原花青素提取率

都比原来的提取率率低很多。因此从生产效率和节约

能源的角度出发，提取1 次即可。 

2.2  响应面试验分析 

2.2.1  响应曲设计与结果分析 

综合单因素试验结果固定提取温度 40 ℃，提取

时间 90 min，提取次数 1 次，利用响应曲面法研究 pH、

液料比和丙酮浓度对原花青素提取率的影响。 

根据 Box-Behnken 原理，以pH (X1)、液料比(X2)、

丙酮浓度(X3)为自变量，原花青素提取率 Y为响应值，

以-1、0、1分别代表变量的三个水平，按方程 X=(x-x0)/

△x 对自变量进行编码。式中，X 为变量的编码，x

为变量的真实值，x0 为试验中心点变量的真实值，△x

为变量的变化步长[12]。在单因素试验的基础上，确定

各变量的参数范围，试验因素编码及各自变量水平见

表 1。 

表 1 Box-Behnken 试验因素水平编码表 

Table l Factors and coded levels of Box-Behnken design 

水平 
因素 

X1 (pH) X2 [液料比/(mL/g)] X3 (丙酮浓度/%) 

1 3.5 55 75 

0 3 50 70 

-1 2.5 45 65 

采用三因素三水平共 15 个试验点的响应面分析

试验，其中标准序 1~12 组为析因试验，13~15 组为中

心试验，用来估计试验误差。为了避免人为因素导致

的系统误差，将标准序打乱，按照运行序来进行响应

面试验，响应面分析试验设计见表 2。 
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表 2 响应面分析试验设计及结果 

Table 2 experimental design and results for response surface 

analysis 

标准序 运行序 X1 X2 X3 提取率/% 

4 1 1 1 0 8.93 

15 2 0 0 0 9.28 

11 3 0 -1 1 9.10 

10 4 0 1 -1 9.44 

1 5 -1 -1 1 9.37 

9 6 0 -1 -1 9.00 

3 7 -1 1 0 9.52 

7 8 -1 0 1 9.09 

5 9 -1 0 -1 9.27 

8 10 1 0 1 8.64 

12 11 0 1 1 9.03 

2 12 1 -1 0 8.93 

6 

13 

14 

13 

14 

15 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

-1 

0 

0 

8.87 

9.37 

9.36 

应用 Design-Expert 对试验数据进行多元回归拟

合，得到红莲外皮原花青素的提取率与所选 3 个因素

的二次多项回归模型为。 

Y=-54.925+4.52X1+0.3633X2+1.4117X3-0.015X1X

2-0.005X1X3-0.0051X2X3-0.6483X1
2+0.0005X2

2-0.0083

X3
2 

注：Y 为红莲外皮原花青素的提取率，X1为 pH，X2为液

料比，X3为丙酮浓度。 

通过比较方程中一次项系数的绝对值大小，可以

直接判断因子影响的主次性[13]。由回归方程可知，pH

对红莲外皮原花青素的提取率影响最大，其次是丙酮

浓度，最后是液料比。 

对表 2 中试验结果进行统计分析，得方差分析结

果见表 3。由表 3 可知，模型的P=0.008，表明模型显

著。其中一次项 X1、X3、交互作用项 X2X3、二次项

X1
2、X3

2 对响应值 Y 影响极显著（P<0.01）；一次项

X2 对响应值 Y 影响显著（P<0.05）；其余项均不显著

（P>0.05）。失拟项 P=0.4145>0.05，表明模型失拟度

不显著，说明残差均由随机误差引起，建立的回归模

型能代替实验真实点解释响应结果。模型决定系数

R2=0.9814，说明该模型可以解释 98.14%的试验，方

程的拟合度较高。离散系数 CV 表示实验的精确度，

CV值越低，实验的可靠性越高，本实验的 CV=0.62%，

说明实验操作可信[14]。信噪比为 19.247，远大于 4，

说明该模型拟合度和可信度均较高[15]。由此可见，此

模型可用于红莲外皮原花青素提取条件的分析和预

测。 

表 3 方差分析结果 

Table 3 Analysis of variance of the primarily established 

quadric regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 0.86 9 0.095 29.29 0.0008 ** 

X1 0.44 1 0.44 136.22 <0.0001 ** 

X2 0.034 1 0.034 10.42 0.0233 * 

X3 0.065 1 0.065 19.98 0.0066 ** 

X1X2 0.005625 1 0.005625 1.73 0.245 N 

X1X3 0.000625 1 0.000625 0.19 0.629 N 

X2X3 0.065 1 0.065 20.05 0.0065 ** 

X12 0.097 1 0.097 29.91 0.0028 ** 

X22 0.000416 1 0.000416 0.19 0.6811 N 

X32 0.16 1 0.16 48.82 0.0009 ** 

残差 0.016 5 0.003243 
   

失拟项 0.011 3 0.003783 1.55 0.4145 N 

纯误差 0.004867 2 0.002433 
   

总离差 0.87 14 
    

注：**表示影响极显著，P≤0.01；*表示影响显著，P≤0.05；

N 表示影响不显著，P>0.05。 

2.2.2  响应面交互作用分析 

根据回归模型，将任一因素固定在零水平，可以

得到体现另外两个因素及其交互作用影响的响应曲面

图及对应的等高线图[16]，见图 9~11。 

 

图 9 pH 和液料比对原花青素提取率影响的响应面及等高线 

Fig.9 Responsive surface and contours of the effect of pH and 

liquid-to-material ratio on the extraction rate of procyanidins 

图 9 为丙酮浓度为 70%时，pH 和液料比及两者

交互作用对原花青素提取率的影响。当液料比不变时，

随着 pH 的增大，红莲外皮原花青素提取率减少；当

pH不变时，随着液料比的增大，红莲外皮原花青素提

取率增大。可见，pH和液料比交互作用不明显。 

图 10 为液料比为50 mL/g时，pH和丙酮浓度及

两者交互作用对原花青素提取率的影响。当丙酮浓度

不变时，随着 pH 的增大，红莲外皮原花青素提取率

减少；当 pH 不变时，随着丙酮浓度的增加，红莲外

皮原花青素提取率先增大后减少。可见，pH和丙酮浓

度交互作用不明显。 
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图 10 pH 和丙酮浓度对原花青素提取率的影响的响应面 

及等高线 

Fig.10 Responsive surface and contours of the effect of pH and 

acetone concentration on the extraction rate of procyanidins 

 

图 11 液料比和丙酮浓度对原花青素提取率的影响 

Fig.11 Responsive surface and contours of the effect of 

liquid-to-material ratio and acetone concentration on the 

extraction rate of procyanidins 

图 11 为 pH为 3 时，液料比和丙酮浓度及两者交

互作用对原花青素提取率的影响。当丙酮浓度处于低

水平时，红莲外皮原花青素提取率随液料比的增大而

逐渐增大；当丙酮浓度达到一定值后，红莲外皮原花

青素提取率随液料比的增大缓慢减少；当液料比不变

时，随着丙酮浓度的增加，红莲外皮原花青素提取率

先增大后减少。可见，料液比和丙酮浓度均能影响原

花青素的得率，且交互作用影响显著。 

综合比较三组图可知，pH对红莲外皮原花青素提

取率的影响最为显著，因为图9a和图10a中曲面最陡。 

2.2.3  红莲外皮原花青素提取工艺条件的确定与验证 

在选取的各因素范围内，根据回归模型通过

Design Expect软件分析得出红莲外皮原花青素最优提

取条件为：pH 2.60，液料比 55.00 mL/g，丙酮浓度

67.4%。在此条件下，红莲外皮原花青素提取率的预

测值为 9.58%。考虑到实际操作的便利，将提取工艺

参数稍作调整为：pH 2.6，液料比55 mL/g，丙酮浓度

67%。 

为检验响应曲面法所得结果的可靠性，采用上述

优化提取条件重复实验 3 次，红莲外皮原花青素提取

率为(9.57±0.03)%，与模型理论最大值（9.58%）非常

接近，说明模型可以较好的反映出莲房原花青素提取

的条件，从而也说明了用响应面法对莲房原花青素提

取条件参数进行优化是可行的。 

3  结论 

本研究在单因素试验的基础上，采用 Box- 

Behnken 试验设计及响应面分析，建立红莲外皮原花

青素提取的二次多项式回归模型。经检验证明该模型

是合理可靠地，能够较准确的预测红莲外皮原花青素

提取率。最终考虑实际操作的便利性得出红莲外皮原

花青素的最佳提取条件为：pH 2.6，液料比 55 mL/g，

丙酮浓度 67%，提取温度 40 ℃，提取时间 90 min，

提取次数 1 次，此时红莲外皮原花青素提取率为

9.57%，与预测值非常接近，且高于任何一次单因素

试验。证明响应面优化法得到的提取工艺科学合理，

准确可靠。 
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