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响应面分析法优化离子液体双水相 
提取香樟叶中总黄酮的工艺条件 

 

刘宝亮，曹桂萍 

（常州工学院数理与化工学院，江苏常州 213002） 

摘要：利用离子液体([Bmim]BF4)双水相提取香樟叶中的黄酮，首先确定稳定的双水相体系，在单因素试验基础上，选择浸提时

间、浸提温度、溶液 pH 为影响因子，应用 Box-Benhnken 中心组合法进行 3 因素 3 水平试验设计，以香樟叶总黄酮得率为响应值，

进行响应面分析，利用 Al(NO3)3-NaNO2-NaOH 分光光度法测定黄酮的含量。研究结果表明：稳定的离子液体双水相体系：成相盐为

硫酸铵，加入量为 0.8 g，[Bmim]BF4与水的体积比为 2:2；响应面分析法的优化提取条件：0.1 g 的香樟叶粉末时，得出对黄酮提取率

影响大小的因素依次为提取时间、提取温度、pH，最佳浸提条件为：浸提时间 3.70 h，浸提温度 82 ℃，pH 为 9.60，在此条件下黄酮

提取率达 10.62%。同时建立了离子液体双水相提取香樟叶叶总黄酮的二次数学模型，对目标产物提取具有良好的预测作用，为该体

系的放大实验或规模化生产提供理论指导。 
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Response Surface Methodology for Optimization of Extraction Process of 

Total Flavonoids from Camphor Leaves by an Ionic Liquid/Aqueous 

Two-phase System 
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China) 

Abstract: Flavonoids of camphor leaves was extracted by an ionic liquid/aqueous two-phase system in this paper. First, the stability of aqueous 

two-phase was investigated. Based on single-factor tests, Box-Benhnken center composite experiment was carried out with three factors and three levels 

of experimental design using extraction time, extraction temperature and pH as the influence factors. Besides, the content of flavonoids was 

determined by Al(NO3)3-NaNO2-NaOH spectrophotometric method. For a stable ionic liquid aqueous two-phase system, the phase-forming salt 

is ammonium sulfate ( (NH4)2SO4); the addition amount is 0.8 g; and the volume ratio of the [Bmim] BF4 to water was 2: 2. Response surface 

analysis showed that for 0.1 g of camphor leaves powder, the influence of factors that affected the extraction rate of flavonoids were in a  

descending order of extraction time, extraction temperature and pH. The optimized extraction conditions were as follows: extraction time 3.7 h, 

extraction temperature 82 , and the solution acidity 9.6. Under the optimum conditions, the extraction rate of flavonoids reached 10.62%. ℃ At 

the same time, the secondary mathematical model for extraction of total flavonoids from camphor leaves with ionic liquid aqueous two-phase 

system was established, which has a good predictive effect on target product extraction, and provided theoretical guidance for the scale-up 

experiment or large-scale production of this system. 
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香樟树又名木樟，属于樟科类植物，主要分布在 
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我国长江以南及西南地区，是国家二级重点保护野生

植物，它在我国资源丰富。研究表明，香樟树的各个

部位都含有丰富的黄酮类化合物，黄酮类化合物具有

捕获游离基[1]、扩张脑血管[2]、抗菌抗病毒[3]和抗癌抗

肿瘤[4]等功能。 
离子液体，是指一般由有机阳离子和无机阴离子
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组成的在室温条件下呈现液态的液体。离子液体的蒸

汽压几乎为零、没有挥发性、无色、无味；温度范围

较稳定，化学性质稳定；对阴离子和阳离子的组成进

行调节设计，可以形成多种不同性质的离子液体，被

称为“设计者溶剂”，是一种新型的绿色溶剂[5,6]。

Gutowski 等[7]于 2003 年首次提出了离子液体双水相

的概念，通过研究发现了水合磷酸钾和亲水性离子液

体[Bmim]Cl 可以形成离子液体为上相和磷酸钾溶液

为下相的双水相体系。离子液体双水相操作条件温和，

体系易于放大，耗能小。目前，离子液体双水相萃取

技术在生物分析[8~10]、药物分析[11,12]以及天然有机物

的提纯[13~15]等方面有广泛的应用。 
响应面法设计方法(response surface methodology，

RSM)最早是由数学家Box和Wilson于1951年提出来

的，响应面设计方法是利用合理的试验设计方法并通

过实验得到一定数据，采用多元二次回归方程来拟合

因素与响应值之间的函数关系，通过对回归方程的分

析来寻求最优工艺参数，解决多变量问题的一种统计

方法。利用回归方程作为函数估算的工具，将多因子

试验中因素与目标响应值的关系用多项式拟合，将因

子与目标响应值的关系函数化，因而可对函数的响应

面进行分析，研究因子与目标响应值之间、因子与因

子之间的相互关系，并进行优化，得到最佳条件。它

克服了正交试验只能对一个个孤立的试验点进行分析

而不能给出直观图形的缺陷，响应面设计方法得到了

广泛的应用[16,17]。本文利用离子液体[Bmim]BF4 双水

相技术，采用单因素试验和响应面分析法，以香樟叶

中黄酮类化合物提取率为考察指标，对香樟叶中黄酮

类化合物的提取工艺进行研究，旨在为进一步研究香

樟中黄酮类化合物的化学结构和生物活性提供科学依

据，为香樟叶的开发利用奠定理论基础。 
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本论文采用萃取香樟叶中的黄酮类化合物，利用

响应面法优化浸提条件。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

香樟叶，校园内采集，烘干、粉碎备用；芦丁标

准品，[Bmim]BF4，硫酸铵，磷酸氢二钾，亚硝酸钠，

硝酸铝，盐酸，氢氧化钠等试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

UV1102 紫外可见分光光度，上海大普仪器有限

公司；CQ-250S 超声清洗仪器，上海吉理超声仪器有

限公司；SHB-ⅢS 循环水式多用真空泵，常州长城科

工贸有限公司；FA1004 型电子天平，上海越平科学仪

器有限公司；HH-601 超级恒温水浴，江苏省金坛市

荣华仪器制造有限公司；XH-MC-1 实验微波合成仪，

北京祥鹄科技发展有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  四氟硼酸-1-丁基-3-甲基咪唑的制备 
采用微波辐射两步合成法，首先利用 1-甲基咪唑

和溴代正丁烷为原料，制备中间产物[Bmim]Br，然后

再以丙酮为溶剂溶解[Bmim]Br，与硼氟酸钠进行取代

反应，制备[Bmim]BF4。该实验的加热过程是间歇式

加热。 
1.3.2  芦丁标准曲线的绘制 

 
图1 不同芦丁浓度的吸光度值 

Fig.1 The absorbency value of different rutin concentration 
配制浓度为 0.2 mg/mL 的芦丁标准溶液 50 mL，

分别吸取 0.0 mL，2.0 mL，4.0 mL，6.0 mL，8.0 mL，
10.0 mL 储备液于 25 mL 容量瓶，加入 1 mL 浓度为

5%的NaNO2溶液，摇匀，静置6 min，再加入1 mL 10% 
Al(NO3)3溶液，摇匀，静置 6 min，加入 4% NaOH 溶

液 5 mL，加入 60%乙醇定容至刻度，放置 15 min，
用分光光度计在 510 nm 处测定其吸光度。实验结果

见图 1。 
由图 1 可知，该标准曲线的线性回归方程为

A=6.3937 C+0.0054，线性回归系数 R2=0.9994。 
1.3.3  香樟叶的预处理 

香樟叶于四月份采自常州工学院新北校区二号楼

旁边的落叶。将采集到的香樟叶浸泡 10 min，洗净除

去泥土，于太阳下晒干，除去水分，并捣碎制成粉末

放入干燥器中备用。取干燥后的香樟叶若干于密封的

玻璃仪器内，以原料比 1:4 向其中加入石油醚脱脂，

脱脂时间 25 min，用真空泵抽滤，除去石油醚，继续

加入石油醚脱脂，重复上述操作，共三次，将得到的

香樟叶粉末放入小烧杯中，置于阳光下挥发，除去其

中的石油醚，装入密封袋中备用。 
1.3.4  香樟叶中黄酮的提取及测定 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.4 

181 

1.3.4.1  稳定离子液体双水相的确定 
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通过改变成相盐的种类、成相盐的加入量、离子

液体与水的体积比，以黄酮化合物提取率为指标，确

定稳定高效离子液体双水相的组成。 

 
R-香樟叶中黄酮的提取率，%；C-溶液浓度，mg/L；m-

香樟叶的质量，g。 

1.3.4.2  单因素实验 
2  结果与讨论 

分别以香樟叶的加入量、浸提时间、浸提温度、

溶液的 pH 这几个因素做单因素试验，考察各因素对

香樟叶中黄酮类化合物提取效果的影响，以黄酮类化

合物提取率为指标。 

2.1  离子液体（四氟硼酸-1-丁基-3-甲基咪唑）

双水相体系的确立 
1.3.4.3  响应曲面法优化提取工艺 

2.1.1  成相盐的选择对双水相体系形成的影响 在单因素试验基础上，利用 Box-Behnken 的中心

组合设计原理，利用响应面法比较各种影响因素的重

要性，对影响因素进行比较，确定香樟黄酮化合物提

取的最佳条件。 

取 6 支 10 mL 的比色管，向其中加入 2 mL 的离

子液体，2 mL 的去离子水，并向其中加入 0.8 g 的不

同种类的盐，包括 NaHSO4、NaCl、(NH4)2SO4、

KH2PO4、Na2SO3、KCl，震荡摇晃，使溶液混合均匀，

于室温下放置 15 min，分别比较不同盐类对双水相成

相的影响，实验结果见表 1。 

1.3.4.4  黄酮类化合物提取率的计算 
黄酮类化合物提取液定容 10 mL 的容量瓶中，移

取 2 mL 于 25 mL 容量瓶中，按上述标准曲线的方法

测定，香樟中黄酮类化合物的提取率： 
表1 盐对双水相体系成相的影响 

Table 1 Effects of salt on the phase formation of ionic liquid-aqueous two-phase system 
盐的种类 现象 备注 

NaHSO4 可形成双水相，溶解度不好，效果差 下相离子液体，上相盐 

NaCl 不能形成双相 - 

(NH4)2SO4 可形成双水相，效果较好 离子液体为上相，盐为下相 

KH2PO4 不能形成双水相 - 

Na2SO3 可形成双水相，溶解度小，效果差 下相离子液体，上相盐 
KCl 不能形成双水相 - 

2.1.2  成相盐的加入量对双水相体系形成的影

响 
由表 1 可知，NaCl、KH2PO4、KCl 三种盐无法与

[Bmim]BF4 形成双水相，而 NaHSO4、(NH4)2SO4、

Na2SO3可以与[Bmim]BF4形成双水相，其中 NaHSO4、

Na2SO3虽然可以形成双水相，但是溶解度较小，分相

效果较差，而(NH4)2SO4溶解效果好，且有明显分层，

离子液体为上相，盐为下相，且盐用量很少，溶解也

很快，在成相过程中会发生相转移，因此就可以根据

所要分离目标的需要，通过控制盐的加入量改变离子

液体双水相的相比，以能够更好地用于目标产物的纯

化与分离，所以本实验选择硫酸铵作为[Bmim]BF4 体

系的成相盐。  
由表 1 还可知，盐能否与离子液体形成双水相体

系，与其包含的阴离子、阳离子都有关系，这可能是

由于阴离子的水合导致其周围分子的电子结构紧缩，

增强了水分子对半径适当的阳离子的作用力，从而增

强了盐与水的聚合，使其表面张力发生变化，当其与

离子液体的表面张力差达到一定程度，就会分相形成

双水相。 

图2 盐的加入量对双水相体系成相的影响 

Fig.2 Effects of adding amount of salt on the phase formation of 

ionic liquid- aqueous two-phase system 

取 10 mL 的比色管 5 支，向其中加入 2 mL 的离

子液体，2 mL 的去离子水，改变硫酸铵盐的加入量，

震荡摇晃，使溶液混合均匀，静置，待溶液出现明显

分层后，向其中加入 0.10 g 的香樟叶粉末，上下摇晃，
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充分混合均匀，在室温条件下，静置半小时，利用分

光光度计测定吸光度，并计算出香樟叶黄酮的提取率，

实验结果见图 2。 
由图2可知，硫酸铵盐的加入量在0.60~1.60 g时，

盐均能完全溶解并且形成明显分层，双水相澄清透明，

分相迅速，盐的加入量越大，富含离子液体的上相所

占的体积比就越大。 
当硫酸铵盐的加入量从 0.60 g 增加到 0.80 g 时，

黄酮的提取率不断上升，硫酸铵盐的加入量为 0.80 g
时，黄酮的提取率最高，达到 7.84%，出现这种现象

的原因可能是随着硫酸铵盐的不断加入，盐与离子液

体争夺水分子，下相的离子液体减少，转移至上相，

而黄酮类化合物在离子液体中溶解度比较大，溶解在

下相的黄酮类化合物上相，所以在硫酸铵质量分数从

0.60 变化到 0.80，总的黄酮提取率不断增加。在硫酸

铵盐的加入量继续增加时，黄酮的提取率趋于平稳，

但都低于 0.80 g 时的提取率，且硫酸铵盐的加入量为

1.50 g时，硫酸铵无法完全溶解于2 mL的去离子水中。

可能是由于当加入的硫酸铵盐过饱和时，在硫酸铵盐

不断溶解、析出的过程中，部分黄酮类物质会被其吸

附，造成吸光度值减小，并且硫酸铵盐的过饱和也会

造成实验药品的浪费，所以本实验盐的加入量为 0.80 
g。 
2.1.3  离子液体与水的体积比对双水相体系的

影响 
取 10 mL 的比色管 5 支，分别向其中加入不同体

积的离子液体和不同体积的的去离子水（1:3、2:5、
2:4、2:3、2:2、2:1），0.80 g 的硫酸铵盐，，震荡摇晃，

使溶液混合均匀，静置 15 min，待完全分层后，向其

中加入 0.10 g 的香樟叶粉末，摇晃均匀，于室温下放

置半小时，利用分光光度计测定其吸光度，并计算香

樟叶中黄酮的提取率，实验结果见表 2。 
表2 离子液体与水的体积比对黄酮提取率的影响 

Table 2 Effects of volume ratio of ionic liquid to water on the extraction rate of flavonoids 

离子液体与水的体积比 (NH4)2SO4的质量/g 香樟叶的质量/g 吸光度 A 提取率 R/% 备注 

1:3(0.3) 0.80 0.10 - - 不能形成双水相 

2:5(0.4) 0.80 0.10 - - 
离子液体由上相变为下

相 

2:4(0.5) 0.80 0.10 - - 不能形成双水相 

2:3(0.7) 0.80 0.10 0.30 5.62 - 

2:2(1.0) 0.80 0.10 0.37 6.97 - 
2:1(2.0) 0.80 0.10 - - 盐无法完全溶解 

由表 2 可以看出，离子液体与水的体积比为 2:2，
2:3 时可以形成双水相体系，且体积比为 2:2 时，香樟

叶中黄酮的提取率最大为 6.97%。而当离子液体与水

的体积比为 1:3 和 2:4 时不能形成双水相，当离子液

体与水的体积比为 2:5 时，离子液体由上相变为下相，

体积比为 2:1 时加入的硫酸铵盐无法完全溶解，会造

成实验药品的浪费。离子液体质量分数小时，由于无

机盐与水分子的缔合作用使得加入的少量离子液体滞

留其中，无法成相，之后随着离子液体量的增多，滞

留其中离子液体释放出来，形成双水相。离子液体富

集在上相，黄酮类化合物离子液体中溶解度比较大，

黄酮趋向于上相分配，离子液体质量分数的增大，萃

取率提高。且黄酮类化合物具有一定极性，离子液体

和水的体积比为 2:2 时，萃取剂极性与黄酮类化合物

相近，根据相似相溶的性质，也有助于黄酮类化合物

快速溶出。之后随着离子液体质量分数的再增加，溶

剂极性占据主要因素，溶剂极性和黄酮类化合物极性

相差越来越大，故而提取率降低。所以本实验选择的

离子液体与水的体积比为 2:2。 

2.2  单因素实验对黄酮提取率的影响 

2.2.1  香樟叶的加入量对黄酮提取率的影响 

 
图3 香樟叶的加入量对双水相体系成相的影响 

Fig.3 Effects of addition amount of camphor leaves on the 

phase formation of ionic liquid-aqueous two-phase system 

注：香樟叶的加入量/g。 

取 10 mL 的比色管 5 支，向其中加入 2 mL 的离

子液体，2 mL 的去离子水，0.8 g 的硫酸铵盐，震荡

摇晃，使溶液混合均匀，静置 15 min，待体系出现明

182 
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显分层，在向其中加入不同质量的香樟叶粉末（0.05 g、
0.10 g、0.15 g、0.20 g、0.25 g），于室温条件静置 0.50 
h，利用分光光度计测定吸光度，并计算香樟叶中黄酮

的提取率，实验结果见图 3。 
由图 3 可以看出香樟叶的加入量从 0.05 g 增加到

0.10 g，总黄酮类化合物的提取率不断增加，加入量大

于 0.10 g，黄酮的提取率趋于水平，最大黄酮提取率

为 6.97%。加入的香樟叶太多，相对的提取溶剂比较

少，固相主体溶度和液相主体溶度的溶度差比较小，

这样的结果是传质推动力比较小，有效成分流出速度

慢，并且料液比太大加大过滤和纯化困难，之后随着

比值的减小总黄酮提取率一直增加，到料液比 0.1 g
处之后曲线趋于水平，萃取效果稳定；并且实验中是

固定的双水相的量，改变物料多少，一定的离子液体

溶剂对黄酮的溶解度是一定的，所以在随着香樟叶加

入量增加的情况下，提取率得以提高，到香樟叶加入

为 0.1 g 时，溶剂能全部溶解其中黄酮类化合物，所以

之后香樟叶量增加，黄酮的提取率变化不大。但是料

液比也不是越小越好，在双水相体系中，料液比越小

造成需要的分相盐也增多，增加成本。故而在综合考

虑成本和提取效果这两方面因素，选择香樟叶加入量

为 0.10 g。 
2.2.2  浸提时间对黄酮提取率的影响 

取 10 mL 的比色管 5 支，向其中加入 2 mL 的离

子液体，2 mL 的去离子水，并向其中加入 0.80 g 的硫

酸铵盐，震荡摇晃，使溶液混合均匀，静置 15 min，
待溶液出现明显分层后，向其中加入 0.10 g 的香樟叶

粉末，摇晃均匀，于室温条件放置不同的时间（0.50 h、
1.50 h、2.50 h、3.50 h 和 4.50 h），利用分光光度计测

定吸光度，并算出香樟叶中黄酮的提取率，实验结果

见图 4。 

 
图4 浸提时间对黄酮提取率的影响 

Fig.4 Effects of extraction time on the extraction rate of 

flavonoids 

由图 4 可知，随着提取时间的增加，香樟叶中黄

酮的提取率一直处于上升的趋势，在 1.50~3.50 h 之间

上升趋势尤为明显，因为在浸提初期细胞内的黄酮物

质被释放并扩散到离子液体中，随着时间的增加黄酮

的提取率逐渐增高。在 3.50~4.50 h 之间，黄酮的提取

率没有显著变化，趋于平缓，4.50 h 时的黄酮提取率

达到 10.32%，3.50 h 的提取率在 10.29%，两者差别不

大，表明时间超过 3.50 h，黄酮的提取率已经不会出

现明显变化，这是因为随着浸提时间的逐渐增加，黄

酮类物质几乎被全部释放，黄酮的提取率也会随之稳

定下来，所以为了节约实验时间，提高实验效率，本

实验选择的浸提时间为 3.50 h。 
2.2.3  pH 对黄酮提取率的影响 

取 10 mL 的比色管 5 支，向其中加入 2 mL 的离

子液体，2 mL 的不同 pH 值的 B-R 缓冲溶液（3、5、
7、9、11），0.80 g 的硫酸铵盐，震荡摇晃，使溶液混

合均匀，静置 15 min，待双水相分层后，向其中加入

0.10 g 的香樟叶粉末，摇晃均匀，于室温条件下放置

3.50 h，利用分光光度计测定其吸光度，并计算出香樟

叶中黄酮的提取率，实验结果见图 5。 

 
图5 pH对黄酮提取率的影响 

Fig.5 Effects of pH on the extraction rate of flavonoids 

由图 5 可以看出，pH 在 3~7 之间变化趋势很明

显，陡峭上升，pH 7~9 之间变化幅度不是很大，并在

pH=9 时达到最大值，黄酮的提取率为 8.54%，这是由

于黄酮类物质分子中含有游离酚羟基，可溶于碱性溶

液中，并以酚羟基氧负离子的形式存在，随着 pH 值

的增加，盐溶液中的负电荷逐渐增加，使得它对酚羟

基氧负离子的排斥作用增强，黄酮不断被转移至上相，

提取率不断上升。当 pH 大于 9，溶液碱性增强，黄酮

提取率呈下降的趋势，原因可能是因为碱性过强，破

坏了黄酮母核，导致黄酮的萃取率降低；另外碱性太

强，(NH4)2SO4 水解，释放氨气，造成双水相中盐的

含量减少，影响到双水相的形成和双水相的体积比，

从而会导致黄酮提取率也会降低。综上所述，溶液酸

度为 9 时黄酮的提取率最大，所以本实验选择溶液酸

度为 9。 
2.2.4  浸提温度对黄酮提取率的影响 
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图6 浸提温度对黄酮提取率的影响 

Fig.6 Effects of the extraction temperature on the extraction 

取 10 mL 的比色管 5 支，向其中加入 2 mL 离子

液体，2 mL 的 pH=9 的 B-R 缓冲溶液去离子水，0.80 
g 的硫酸铵盐，震荡摇晃，使溶液混合均匀，静置 15 
min，待完全分层后，向其中加入 0.10 g 的香樟叶粉

末，摇晃均匀，改变浸提温度（30 ℃、50 ℃、60 ℃、

70 ℃和 90 ℃），分别放置 3.50 h，利用分光光度计测

定其吸光度，并计算香樟叶中黄酮的提取率，实验结

果见图 6。由图 6 可以看出，随着温度的升高，香樟

叶中的黄酮提取率呈上升趋势。在 30 ℃~60 ℃之间，

黄酮的提取率变化幅度不大，但是在 60 ℃~70 ℃时上

升很快，呈明显的陡峭上升趋势，但在 70 ℃~90 ℃时

提取率增加趋势较为平缓，90 ℃时的提取率略大于

70 ℃，提取率为 10.49%。这是因为温度升高可以降

低溶剂的黏度，增高黄酮的溶解度，使得黄酮的有效

成分迅速扩散，从而使得率增大；另一方面，当浸提

温度达到一定程度时可能对黄酮产生一定程度的破

坏，使得黄酮损失，不利于提取，得率逐渐趋于平稳。

为了节约实验时间，提高实验效率，所以选择的实验

浸提温度为 70 ℃。 

2.3  响应曲面分析法优化工艺条件 

2.3.1  Box-Behnken 试验设计(BBD)方案的确

定 
表3 Box-Benhnken试验因子水平编码表 

Table 3 Factor coding and levels of Box-Benhnken experiment 

变量 代码 
编码水平 

-1 0 1 

浸提时间 A  X1 2.50 3.50 4.50 

浸提温度 B  X2 60 70 80 
溶液酸度 C  X3 7 9 11 

综合单因素实验结果，选择浸提时间、浸提温度

以及溶液 pH 值三个因素所确定的水平范围，使用

Design-Expert 7.0 软件设计响应面实验，选择

Box-Behnken 试验设计，以黄酮的提取率为响应值，

进行三因素三水平共 17 个实验点的响应面分析实验，

各因素的编码值与真实值见表 3。实验以随机次序进

行，实验结果见表 4。 
2.3.2  回归模型分析 

利用Design-Eepert软件对试验数据进行二次多项

式逐步回归拟合，建立二次多元回归方程，对该方程

的回归分析与方差分析结果见各因素经多元回归拟

合，得到回归方程为： 
Y=9.69+0.44A+0.35B+0.27C-0.16AB+0.5AC+ 

0.57BC-0.65A2-0.095B2-0.43C2 

由表 5 方差分析可以看出，模型 p 小于 0.01，表

明该模型方程极显著，不同处理间的差异高度显著。

模型相关系数 R2为 94.91%，大于 90%，说明模型拟

合程度良好，试验误差小，该模型是合适的。因此可

以用该模型方程来分析和预测不同提取条件下黑花生

衣中黄酮提取率的变化。由表 5 可知，对黄酮提取率

作用显著的是 A、B、C、AC、BC、A2、C2，它们的

p 值分别为 0.0017、0.0058、0.0200、0.0053、0.0027、
0.0011、0.0098。由表 5 的 p 值可以知道，因素 A、B、
C 对响应值的线性效应显著，A2、C2对响应值的曲面

效应显著，AC、BC 对响应值的交互影响显著，AB
对响应值的交互影响不显著。通过直接比较方程中一

次项系数绝对值的大小，可以判断因素影响的主次性。

对香樟叶中黄酮提取率影响最大的是提取时间，其次

是提取温度，最后是溶液的 pH。 
表4 设计方案及结果 

Table 4 Design scheme and results 

实验序号 时间/h 温度/℃ 溶液酸度 pH 提取率/% 

1 -1 0 1 7.86 

2 0 0 0 9.69 

3 1 1 0 9.35 

4 0 -1 1 8.36 

5 1 -1 0 9.02 

6 -1 0 -1 8.08 

7 0 1 -1 8.82 

8 0 1 1 10.25 

9 0 0 0 9.69 

10 -1 1 0 9.19 

11 0 0 0 9.69 

12 0 -1 -1 9.22 

13 1 0 -1 8.35 

14 -1 -1 0 8.22 

15 0 0 0 9.69 

16 1 0 1 10.14 
17 0 0 0 9.69 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.4 

表5 回归方程方差分析表 

Table 5 Variance analysis of mathematical regression model 

Source Sum of Squares Df Mean square F-value 
p-value 

Prob>F 
significant 

model 8.309487 9 0.923276 14.50633 0.0010 ** 
A-时间 1.540013 1 1.540013 24.19637 0.0017 ** 

B-温度 0.973013 1 0.973013 15.28778 0.0058 ** 

C-pH 0.57245 1 0.57245 8.99422 0.0200 * 

AB 0.1024 1 0.1024 1.608888 0.2452  

AC 1.010025 1 1.010025 15.86931 0.0053 ** 

BC 1.311025 1 1.311025 20.59856 0.0027 ** 

A2 1.778947 1 1.778947 27.95047 0.0011 ** 

B2 0.038 1 0.038 0.597048 0.4650  

C2 0.787605 1 0.787605 12.3747 0.0098 ** 

Residual 0.445525 7 0.063646    

Lack of fit 0.445525 3 0.148508    

Pure error 0 4 0    

Cor Total 8.755012 16     

注：模型的 R2=0.9491，RAdj
2=0.8837；***为差异极其的显著（p<0.0001）；**为差异高度的显著（p<0.01）；*为差异显著（p<0.05）。 

2.3.3  响应面交互作用分析 

 
图7 浸提时间和浸提温度对黄酮提取率的交互作用图 

Fig.7 The interaction of extraction time and extraction 

temperature on the extraction rate of flavonoids 

为了进一步考察 3 个试验因子：提取时间（A）、

提取温度（B）及 pH（C）的交互作用以及确定最优

点，对回归模型采用降维法分析，即可得到两因子的

回归模型，并通过 Design-Expert 软件绘制出响应面曲

线图来进行直观的分析。响应面图可以直观地反应出

两变量交互作用的显著程度。极值条件出现在等高线

的圆心处，等高线图最圆，说明它们之间相互作用对

香樟叶中黄酮的提取率的影响最大；而等高线图越扁

平，表示因素之间的相互影响越小。图 7~9 分别显示

了 3 组以香樟叶黄酮提取率为响应值的趋势图。 

 
图8 浸提时间和pH值对黄酮提取率的交互作用 

Fig.8 The interaction of extraction time and pH on the 

extraction rate of flavonoids 

图 7 显示浸提时间与浸提温度对黄酮提取率的交
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互作用，随着提取时间的延长和提取温度的增大，香

樟叶中黄酮的含量不断上升，最后趋于稳定；图 8 显

示浸提时间与浸提溶液pH对黄酮提取率的交互作用，

随着提取时间的延长和溶液 pH 的增大，香樟叶中黄

酮提取含量不断上升，达到较高点后又缓慢下降；图

9 显示浸提温度与浸提溶液 pH 对黄酮提取率的交互

作用，随着提取时间的延长和溶液 pH 的增大，香樟

叶中黄酮提取含量增加趋势。综合以上情况可以得出，

浸提时间与浸提温度、溶液 pH 之间交互作用均较显

著，浸提温度与溶液 pH 间交互作用不明显。 

 
图9 浸提温度和pH值对黄酮提取率的交互作用 

Fig.9 The interaction of extraction time and pH on the 

extraction rate of flavonoids 

通过 Design-Expert 7.0 软件分析，建立了一个以

香樟叶黄酮提取率为目标值，以浸提时间、浸提温度

和溶液 pH 为因子的数学模型。通过对回归方程的优

化计算，得出最优提取工艺条件为：浸提时间为 3.7 h，
浸提温度为 81.90 ℃，溶液酸度为 9.59。考虑到实际

操作的影响，将各因子进行修正：浸提时间为 3.70 h，
浸提温度为 82 ℃，溶液酸度为 9.60。 

取 3 支 10 mL 的比色管，向其中加入向其中加入

2 mL 的离子液体，2 mL 的 pH 为 9.60 的缓冲溶液，

0.80 g 的硫酸铵盐，震荡摇晃，使溶液混合均匀，待

溶液出现明显分层后，向其中加入 0.10 g 的香樟叶粉

末，摇晃均匀，于 82 ℃条件下放置 3.70 h，利用 721 E
分光光度计测定其吸光度，并计算香樟叶中黄酮的提

取率，重复测定三次，得到黄酮的提取率分别为

10.62%、10.65%和 10.59%，三次平均值为 10.62，回

归模型预测实验值为 10.58%，其相对误差为 0.38%，

因此响应面法对香樟叶中黄酮提取条件的优化是可行

的，得到的黄酮提取条件具有实际应用价值。 

3  结论 

3.1  本实验利用自制离子液体，确定了稳定的离子液

体双水相体系为：离子液体为[Bmim]BF4，成相盐为

硫酸铵盐，硫酸铵盐的加入量为 0.80 g，离子液体和

水的体积比位 2:2。 
3.2  在单因素试验的基础上，采用 Box-Behnken 试验

设计及响应面分析，建立香樟叶中黄酮类化合物提取

的二次多项式回归模型。经检验证明该模型是合理可

靠，能够较准确的预测香樟叶中黄酮类化合物的提取

率。最终考虑实际操作的便利性得出香樟叶中黄酮类

化合物的最佳提取条件为：通过单因素实验对香樟叶

粉末的加入量、浸提温度、浸提时间以及溶液酸度进

行探讨，得到最佳实验条件为：0.10 g 的香樟叶粉末，

浸提时间为 3.70 h，浸提温度为 82 ℃，溶液酸度为

9.60，最优条件下得到的黄酮最大提取率为 10.62%，

与预测值相符。响应面优化得到影响次序为：浸提时

间>浸提温度>溶液酸度。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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