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响应面法优化超声辅助离子液体提取银杏叶总黄酮

周艳红，唐　静，张　川
（陕西国际商贸学院，陕西 咸阳７１２０４６）

摘　要：以离子液体浓度、提取时间、提取温度、料液比为考察因素，以银杏叶总黄酮提取率为评价指标，采用响应面

法优化超声辅助离子液体提取银杏叶总黄酮。结果表明，在料液比为１∶４０（ｇ∶ｍＬ）、提取时间为２２ｍｉｎ、离子液体浓度

为１．１ｍｏｌ·Ｌ－１、提取温度为５４℃的最优条件下，银杏叶总黄酮提取率可达到２６．４８ｍｇ·ｇ－１，与预测值（２６．９８ｍｇ·

ｇ－１）接近。该方法稳定可行，重复性好，可用于提取银杏叶总黄酮。

关键词：银杏叶；总黄酮；离子液体；超声辅助提取；响应面法

中图分类号：ＴＱ０４１．８　Ｒ２８４．２　　　　文献标识码：Ａ　　　　文章编号：１６７２－５４２５（２０１８）１０－００３６－０５

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｏｎｉｃ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｂａｓｅｄ　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ－Ａｓｓｉｓｔｅｄ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｏｔａｌ
Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａ　Ｌｅａｖｅｓ　ｂｙ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

ＺＨＯＵ　Ｙａｎ－ｈｏｎｇ，ＴＡＮＧ　Ｊｉｎｇ，ＺＨＡＮＧ　Ｃｈｕａｎ
（Ｓｈａａｎｘｉ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｔｒａｄｅ　＆Ｃｏｍｍｅｒｃｅ，Ｘｉａｎｙａｎｇ７１２０４６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｕｓｉｎｇ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ，ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ａｎｄ　ｓｏｌｉｄ－ｌｉｑｕｉｄ　ｒａｔｉｏ　ａｓ
ｉｎｆｌｕｅｎｔｉａｌ　ｆａｃｔｏｒｓ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓ　ａｓ　ａｎ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｉｎｄｅｘ，

ｗｅ　ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ　ｔｈｅ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄ　ｂａｓｅｄ　ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉ－
ｌｏｂａｌｅａｖｅｓ　ｂｙ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｒｅａｃｈｅｓ
２６．４８ｍｇ·ｇ－１，ｗｈｉｃｈ　ｉｓ　ｃｌｏｓｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ　ｖａｌｕｅ（２６．９８ｍｇ·ｇ－１）ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍａｌ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｓ　ｆｏｌ－
ｌｏｗｓ：ｔｈｅ　ｓｏｌｉｄ－ｌｉｑｕｉｄ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　１∶４０（ｇ∶ｍＬ），ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　２２ｍｉｎ，ｔｈｅ　ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　１．１
ｍｏｌ·Ｌ－１，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｆ　５４℃．Ｔｈｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｉｓ　ｓｔａｂｌｅ　ａｎｄ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ａｎｄ　ｃａｎ　ｂｅ　ｕｓｅｄ　ｔｏ
ｅｘｔｒａｃｔ　ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｇｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａ　ｌｅａｆ；ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ；ｉｏｎｉｃ　ｌｉｑｕｉｄ；ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

　　离子液体是一种极具潜力的新型绿色溶剂［１－２］，与
传统溶剂相比，具有黏度大、溶解性好、蒸气压低、萃取
能力强、热稳定性好、可设计等特点。离子液体常与微
波及超声技术联用，不仅对环境污染小，而且操作简
单、提取时间短、对药材的浪费少、提取率高，是一种理
想的中药提取新方法，已被广泛应用于植物活性成分

的提取［３－９］。
银杏，又称白果，是我国特有的老树种之一［１０］。

药理实验和临床研究证明，银杏黄酮在临床治疗中起
着重要作用［１１－１２］。银杏叶富含黄酮类活性物质，如何
提高银杏叶提取物的质量已成为该领域的研究热点。
鉴于此，作者选择［Ｃ４ｍｉｍ］Ｂｒ咪唑类离子液体作

为溶剂，采用响应面法对超声辅助离子液体提取银杏
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叶总黄酮的工艺条件进行优化，旨在为其工业化应用
和深入研究提供理论依据和实验基础。

１　实验

１．１　材料、试剂与仪器
银杏叶，于４月份采自陕西西安西咸新区管委会

的银杏林。
芦丁标准品（含量＞９８％，批号１０００８０－２０１２０２），

中国食品药品检定研究院；离子液体，阿拉丁试剂（上
海）有限公司；硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠等均为分析
纯，国药集团化学试剂有限公司。

ＵＶ－２１０２ＰＣ型紫外可见分光光度计；ＫＱ－２５０ＤＥ
型医用数控超声波清洗器，昆山超声仪器有限公司；

Ｄ５－Ｒ２型离心机，湖南湘仪离心机仪器有限公司；电
子天平，北京赛多利斯天平有限公司；多功能粉碎机，
天津泰斯特仪器有限公司。

１．２　标准曲线的绘制
以芦丁为标准物，测定５１０ｎｍ处吸光度，以芦丁

溶液浓度（ｃ）为横坐标、吸光度（Ａ）为纵坐标绘制标准
曲线，拟合芦丁标准曲线，得到线性回归方程为：Ａ＝
１．３６４３ｃ＋０．００４７（Ｒ２＝０．９９９２）。

１．３　银杏叶的预处理
将银杏叶于６０℃烘干至恒重，粉碎，过筛；取干燥

后的银杏叶粉若干，加入石油醚，用索氏提取器进行脱
色处理；然后将得到的银杏叶粉置于阳光下，除去其中

的石油醚，装入密封袋中，备用。

１．４　银杏叶总黄酮的提取
称取一定质量的银杏叶粉，加入一定浓度的离子

液体，在一定的料液比、提取时间、提取温度下超声提
取；将提取液于４　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，收集上清
液，采用亚硝酸钠－硝酸铝－氢氧化钠显色法测定银杏
叶总黄酮含量。按下式计算银杏叶总黄酮提取率（ｍｇ
·ｇ－１）：

提取率＝
提取液中总黄酮质量
银杏叶粉质量

１．５　提取工艺优化
在超声功率为１００Ｗ 的条件下，进行单因素实

验，分别考察料液比、提取时间、提取温度和离子液体
浓度对银杏叶总黄酮提取率的影响；依据 Ｂｏｘ－Ｂｅ－
ｈｎｋｅｎ中心组合实验设计原理，在单因素实验的基础
上选择提取时间（Ａ）、离子液体浓度（Ｂ）、提取温度
（Ｃ）为考察因素，利用响应面法优化银杏叶总黄酮的
提取工艺参数。

２　结果与讨论

２．１　单因素实验结果
在超声功率为１００Ｗ 的条件下，料液比、提取时

间、提取温度和离子液体浓度对银杏叶总黄酮提取率
的影响如图１所示。

图１　单因素实验结果

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ－ｆａｃｔｏｒ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
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　　由图１ａ可以看出，随着料液比的减小，即提取溶
剂离子液体用量的增加，银杏叶总黄酮提取率先升高
后略微降低；当料液比达到１∶４０（ｇ∶ｍＬ，下同）时，
提取率达到最高。这是因为，随着提取溶剂用量的增
加，银杏叶其它成分也随之溶出，影响了黄酮类化合物
的溶出。故，料液比以１∶４０较为适宜。
由图１ｂ可以看出，随着提取时间的延长，银杏叶

总黄酮提取率逐渐升高；３０ｍｉｎ时，提取率达到最高；

３０ｍｉｎ后，提取率开始降低。这可能是因为，随着提
取时间的延长，提取溶剂损失量增加，导致部分有效成
分结构破坏，致使提取率降低。故，提取时间以３０
ｍｉｎ较为适宜。
由图１ｃ可以看出，随着提取温度的升高，银杏叶

总黄酮提取率先升高后降低，在提取温度为６０℃时，
提取率达到最高。这是因为，一方面，升高温度可以减
小溶剂的黏度，增大黄酮的溶解度，使得有效成分迅速
扩散，提取率相应升高；另一方面，当提取温度升高到
一定值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。故，提取温度以６０℃较为适宜。
由图１ｄ可以看出，随着离子液体浓度的增加，银

杏叶总黄酮提取率逐渐升高；当离子液体浓度达到１．２
ｍｏｌ·Ｌ－１时，离子液体极性与黄酮类化合物相近，根
据相似相溶的原理，黄酮类化合物快速溶出，提取率达
到最高；继续增加离子液体浓度，其极性占据主要因
素，与黄酮类化合物的极性相差越来越大，导致提取率
降低。故，离子液体浓度以１．２ｍｏｌ·Ｌ－１较为适宜。

２．２　响应面法实验结果

２．２．１　方案设计与结果
在单因素实验的基础上，设计因素实验１２次、重

复中心组合实验５次，利用响应面法优化银杏叶总黄
酮的提取工艺参数。响应面法实验的因素与水平见表

１，设计方案与结果见表２。

表１　 响应面法实验的因素与水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ

水平

因素

Ａ．提取时间

ｍｉｎ

Ｂ．离子液体浓度

ｍｏｌ·Ｌ－１
Ｃ．提取温度

℃

－１　 ２０　 ０．７０　 ５０

０　 ２５　 ０．９５　 ５５

１　 ３０　 １．２０　 ６０

２．２．２　回归方程和方差分析
以银杏叶总黄酮提取率为指标，采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘ－

ｐｅｒｔ　８．０．６软件对表２数据进行分析，得到回归方程

为：Ｙ＝２６．６８＋０．２４Ａ＋２．５０Ｂ＋０．０６８Ｃ＋０．２０ＡＢ＋
０．０７７ＡＣ－０．２０ＢＣ－０．２２Ａ２－２．５５Ｂ２－０．７０Ｃ２。
表２　 响应面法实验的设计方案与结果

Ｔａｂ．２　 Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ

序号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｙ．总黄酮提取率／（ｍｇ·ｇ－１）

１　 ０　 ０　 ０　 ２５．５８

２　 ０　 ０　 ０　 ２１．６４

３ －１　 ０ －１　 ２０．９７

４　 ０　 ０　 ０　 ２５．０５

５ －１　 ０　 １　 ２６．８９

６　 ０　 ０　 ０　 ２６．２８

７　 １　 １　 ０　 ２６．１２

８　 ０ －１ －１　 ２６．５８

９　 ０　 １　 １　 ２５．８９

１０　 １　 ０　 １　 ２６．２３

１１　 ０　 １ －１　 ２１．２０

１２　 １　 ０ －１　 ２０．８９

１３　 １ －１　 ０　 ２５．４８

１４　 ０ －１　 １　 ２６．５３

１５　 ０　 ０　 ０　 ２６．４５

１６ －１　 １　 ０　 ２６．６３

１７ －１ －１　 ０　 ２６．５８

　　方差分析见表３。

表３　 回归模型的方差分析

Ｔａｂ．３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ８１．７４　 ９　 ９．０８　 ５７．６６ ＜０．０００１

Ａ　 ０．４６　 １　 ０．４６　 ２．９０　 ０．１３２６

Ｂ　 ４９．９３　 １　 ４９．９３　 ３１７．００ ＜０．０００１

Ｃ　 ０．０３７　 １　 ０．０３７　 ０．２４　 ０．６４１５

ＡＢ　 ０．１６　 １　 ０．１６　 １．０２　 ０．３４７１

ＡＣ　 ０．０２４　 １　 ０．０２４　 ０．１５　 ０．７０７７

ＢＣ　 ０．１５　 １　 ０．１５　 ０．９８　 ０．３５６２

Ａ２　 ０．２０　 １　 ０．２０　 １．２８　 ０．２９４８

Ｂ２　 ２７．３６　 １　 ２７．３６　 １７３．６９ ＜０．０００１

Ｃ２　 ２．０７　 １　 ２．０７　 １３．１２　 ０．００８５

残差 １．１０　 ７　 ０．１６ — —

失拟项 ０．９４　 ３　 ０．３１　 ７．６０　 ０．０９１６

纯误差 ０．１６　 ４　 ０．０４１ — —

总和 ８２．８４　 １６ — — —

注：Ｐ＜０．０００１，高度显著；Ｐ＜０．０１，极显著；Ｐ＜０．０５，显著。
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由表３可知，模型Ｐ＜０．０００１，达到高度显著水
平；而失拟项（Ｐ＝０．０９１６＞０．０５）并不显著；模型变异
系数ＣＶ为１．５８％，ＣＶ值偏低，说明其置信度较高，
模型方程能更好地反映真实的实验值；相关系数Ｒ２＝
０．９８６７，决定系数Ｒ２ａｄｊ＝０．９６９６，表明所建模型拟合度
良好。各因素对银杏叶总黄酮提取率的影响大小依次
为：离子液体浓度＞提取时间＞提取温度。Ｂ、Ｂ２、Ｃ２

达到极显著水平（Ｐ＜０．０１），其它均不显著，即各因素
对银杏叶总黄酮提取率不是简单线性关系，而是存在
一定交互作用。

２．２．３　响应面分析
固定回归方程中任意１个因素在编码值０的水

平，研究剩余２个因素对银杏叶总黄酮提取率的影响，
结果如图２所示。

图２　因素交互作用对银杏叶总黄酮提取率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｗｏ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓ

　　由图２ａ可知，当提取时间一定时，银杏叶总黄酮
提取率随提取温度的升高呈上升趋势；提取温度一定
时，提取率随提取时间的延长也呈上升趋势，而且响应
面比较平滑，表明提取温度和提取时间的交互作用不
显著。图２ｂ和图２ｃ的响应面变化较为明显，坡度较
陡，等高线呈椭圆形，说明离子液体浓度和提取时间、

提取温度的交互作用显著。离子液体浓度一定时，提
取率随提取时间和提取温度的变化比较平稳；提取温
度、提取时间一定时，提取率随离子液体浓度的变化较
大，说明离子液体浓度对提取率的影响较大。

２．２．４　验证实验
通过回归模型预测的银杏叶总黄酮的最佳提取工

艺条件为：提取时间２２．１３ｍｉｎ、离子液体浓度１．０９
ｍｏｌ·Ｌ－１、提取温度５３．６７℃，银杏叶总黄酮提取率

理论上可达２６．９８ｍｇ·ｇ－１。考虑实际操作的可行
性，将其修正为：提取时间２２ｍｉｎ、离子液体浓度１．１
ｍｏｌ·Ｌ－１、提取温度５４℃，在此工艺条件下进行验证
实验，实际得到的银杏叶总黄酮提取率为２６．４８ｍｇ·

ｇ－１，与理论值相差不大。说明采用响应面法优化得到
的提取工艺参数可靠，具有一定的实用价值。

２．２．５　比较实验
分别以甲醇、乙醇、离子液体作为溶剂，在溶剂质

量分数为２０％、料液比为１∶４０（ｇ∶ｍＬ）、提取时间为

３０ｍｉｎ、提取温度为６０℃的条件下提取银杏叶中总黄
酮，提取率分别为１１．１３ｍｇ·ｇ－１、１３．７４ｍｇ·ｇ－１、

２０．３０ｍｇ·ｇ－１。表明，相同条件下，以离子液体为溶
剂时，银杏叶总黄酮提取率最高，同时由于离子液体对
环境污染小，可以重复利用，因此是一种理想的提取溶
剂。

３　结论

通过响应面法优化超声辅助离子液体提取银杏叶

总黄酮，最佳工艺条件为：料液比１∶４０（ｇ∶ｍＬ）、提
取时间２２ｍｉｎ、离子液体浓度１．１ｍｏｌ·Ｌ－１、提取温
度５４℃，在此条件下，银杏叶总黄酮提取率为２６．４８
ｍｇ·ｇ－１，回归模型拟合度较高，实际应用价值高。该
方法操作简单、提取率高、提取时间短，是一种理想的
中药提取新方法，可作为不同类型中药有效成分提取
方法的选择。
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