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摘  要: 目的  研究甘草酸的超声最佳提取工艺参数。方法  以料液比、提取时间及提取温度为主要研究因

素, 以提取的甘草酸含量为响应值, 先利用单因素确定 3 个水平的拐点, 再用 Box-Behnken 实验设计不同水平

实验, 运用 Design-Expert 10.0.3 软件对测得的结果建立二次回归模型。结果  通过对单因素实验的分析, 确

定料液比 3 个水平分别取 1:50、1:65、1:80(g/mL)。提取温度分别取 20、25、30 ℃ 3 个水平, 提取时间分别

取 2、5、8 min 3 个水平, Box-Behnken 试验结果得甘草酸超声提取工艺最佳参数应为料液比为 1:59(g/mL), 提

取温度 25.5 ℃, 提取时间 5.7 min 时能取得最大值。结论  经过试验反复验证, 所得到的实测值与预测值吻合

程度良好, 即说明响应面模型具有较好的预测能力, 能够有效用于甘草酸提取值的预测。 
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ABSTRACT: Objective  To study the optimal ultrasonic extraction parameters of glycyrrhizic acid. Methods  

With the ratio of material to liquid, extraction time and extraction temperature as the main research factors, and the 

extracted glycyrrhizic acid content as the response value, three inflection points at three levels were determined by 

single factor, and then Box-Behnken was used to design experiments at different levels. A quadratic regression model 

was established for the measured results by using the design-expert 10.0.3 software. Results  Through the analysis 

of single factor experiment, three levels of material-liquid ratio were determined: 1:50, 1:65 and 1:80 (g/mL), 

respectively. The extraction temperature was set at 20, 25 and 30 ℃, and the extraction time was set at 2, 5 and 8 min, 

respectively. The box-behnken test results showed that the optimal ultrasonic extraction parameters of glycyrrhizic 

acid were the ratio of material to liquid 1:59 (g/mL), the extraction temperature was 25.5 ℃, and the extraction time 

was 5.7 min. Conclusion  The experimental results show that the measured value is in good agreement with the 
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predicted value, which indicates that the response surface model has a good prediction ability and can be effectively 

used for the prediction of glycyrrhizic acid extraction value. 
KEY WORDS: response surface; ultrasonic extraction; glycyrrhizic acid; process parameter 
 
 

1  引  言 

甘草, 又名甜草、密甘等, 是一种常见的药用价值高

的中草药之一。甘草的成分包括甘草酸、类黄酮、异黄酮、

查耳酮、香豆素、三萜类化合物等, 其中甘草酸是甘草的

最主要的活性成分, 含量约 10%。甘草酸具有肾上腺皮质

激素样作用, 能抑制毛细血管通透性, 减轻过敏性休克的

症状。可以降低高血压病人的血清胆醇, 还具有抗癌防癌、

干扰素诱生剂及细胞免疫调节剂等功能[1]。目前, 随促生

长类抗菌药物饲料添加剂品种的退出, 植物提取物产品成

为今年来研究热点。然而, 植物提取物行业仍然存在一些

问题, 提取工艺效率低, 产品质量参差不齐等。甘草酸的

提取方法中, 单罐分批提取法属于固相萃取其缺点是溶剂

用量大、萃取时间长、萃取效率低[2]。而超声提取的收率

更高、速度更快, 简单方便是植物提取行业应用较多的提

取方法[3, 4]。然而, 用于甘草酸的提取, 超声提取工艺中料

液比、时间及温度等因素对提取效率的影响却尚不清楚。

本实验利用 Box-Behnken 响应面回归设计, 以提取的甘草

酸含量为评价指标, 探究料液比、提取时间和提取温度的

最佳组合工艺参数, 以期为甘草提取物产品的加工提供技

术支持。 

2  材料与方法 

2.1  试验仪器 

DJ-05 小型高速粉碎器(烟台凌宇粉末机械有限公司); 
Multifuge X1R 台式离心机(上海智岩科学仪器有限公司); 
CSZD-85 超声振荡器(常州易晨仪器制造有限公司); 1260 
Infinity 高效液相色谱仪(上海莱睿科学仪器有限公司)。 

2.2  试验材料和试剂 

甘草样品(乌拉尔甘草, 市购); 甲醇(色谱纯, 广州市

信洪贸易有限公司); 冰醋酸(分析纯, 广州市信洪贸易有

限公司); 0.2 mol/L 醋酸铵溶液(取醋酸铵 15.42 g 加水溶解

成 1000 mL 溶液)、甘草酸按标准品(USP 标准品, 上海甄

淮生物科技有限公司); 实验用水均为超纯水。 

2.3  实验方法 

采用高效液相色谱条件为色谱柱: Agela Odyssil C18

柱, ( 250 mm×4.6 mm, 5 μm)。柱温: 25 ℃。紫外检测器: 检
测波长 250 nm。流动相 A 为甲醇: 0.2 mol/L、B 为醋酸铵

溶液 : 冰醋酸=67:33:1(V/V/V)。进样量 : 10 μL。流速 :     
1.0 mL/min。 

单因素试验影响甘草酸含量的主要因素有料液比、提

取温度、提取时间。料液比采用 1:20、1:50、1:80、1:100、
1:200(g/mL)5 个水平, 提取温度采用 10、20、30、40、50、
60 ℃, 6 个水平; 提取时间采用 0、2、4、6、8、10、20、
30、40、50、60 min, 11 个水平, 分别考察它们对甘草酸提

取效果的影响。 
在单因素试验的基础上, 选取合适范围的因素参数, 

采用 3 因素 3 水平的响应面分析法进行优化试验, 得到超

声波提取甘草酸的最佳工艺参数。 

2.4  数据统计分析 

试验数据采用 SPSS 13.0 软件进行差异显著性检验, 
试验数据用平均值±标准差表示, P<0.05 为差异显著, 建立

以甘草酸含量(Y)和自变量的函数关系, 将得到的回归方程

求解, 获得最佳提取条件。 

3  结果与分析 

3.1  单因素试验结果 

3.1.1  料液比对甘草酸提取的影响 
超纯水为溶剂, 按照料液比分别为 1:20、1:50、1:80、

1:100、1:200(g/mL), 提取温度为 25 ℃, 超声提取时间为

20 min, 频率 50 Hz, 进行单因素试验, 将料液比转化为统

一浓度下, 由图表 1 可知, 料液比最佳为 1:65(g/mL)。 
 

 
 

注: 数据肩标相同字母表示差异不显著(P＞0.05), 不同表示差异

显著(P＜0.05), 下表同。 
图 1  不同料液比下甘草酸提取结果 

Fig.1  Extraction results of glycyrrhizic acid under different 
material ratio 

 
3.1.2  提取温度对甘草酸提取的影响 

以超纯水为溶剂, 料液比为 1:100(g/mL), 提取温度

分别为 10、20、30、40、50、60 ℃, 提取时间为 20 min, 频
率 50 Hz。由图 2 可知, 最佳提取温度为 25 ℃。 
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图 2  不同温度下甘草酸提取结果 
Fig.2  Extraction results of glycyrrhizic acid at different 

temperatures 
 

3.1.3  提取时间对甘草酸提取的影响 
以超纯水为溶剂, 按照料液比为 1:100(g/mL), 提取

温度为 25 ℃, 提取时间分别为 0、2、4、6、8、10、20、
30、40、50、60 min, 频率 50 Hz。由图 3 可知, 最佳提取

时间为 5 min。 
 

 
 

图 3  不同提取时间下甘草酸的提取结果 
Fig.3  Extraction results of glycyrrhizic acid at different extraction 

time 
 

3.2  Box-Behnken 试验 

通过对单因素实验的分析, 可以确定拐点数据, 最终

确定出料液比 3 个水平分别取 1:50、1:65、1:80(g/mL)。提

取温度分别取 20、25、30 ℃ 3 个水平, 提取时间分别取 2、
5、8 min 3 个水平, Box-Behnken 实验设计因素和水平编码

见表 1。 
 

表 1  Box-Behnken 实验设计因素和水平编码 
Table 1  The factor of Box-Behnken experimental design and 

horizontal coding 

水平 料液比/(g/mL) 提取温度/℃ 提取时间/min 

-1 1:80 20 2 

0 1:65 25 5 

1 1:50 30 8 

 
依据单因素预试验结果, 筛选以料液比(A)、提取温度

(B)、提取时间 (C)中的合理条件进行三因素三水平的

Box-Behnken 响应面分析试验, 试验设计及结果见表 2。 

表 2  Box-Behnken 实验结果 
Table 2  Box-Behnken results 

试验处

理组 
料液比
/(g/mL) 

提取温度
/℃ 

提取时间
/min 

峰面积 

1 1:80 20 5 2147.5 

2 1:50 20 5 2153.6 

3 1:80 30 5 2157.7 

4 1:50 30 5 2185.5 

5 1:80 25 2 2143.5 

6 1:50 25 2 2152.7 

7 1:80 25 8 2159.2 

8 1:50 25 8 2162.4 

9 1:65 20 2 2157.5 

10 1:65 30 2 2167.4 

11 1:65 20 8 2168.5 

12 1:65 30 8 2179.8 

13 1:65 25 5 2207.5 

14 1:65 25 5 2213.1 

15 1:65 25 5 2219.3 

16 1:65 25 5 2206.5 

17 1:65 25 5 2218.4 

 
用 Design-Expert 8.05 对表 2 中的数据进行方差分析

和显著性检验, 得甘草酸(Y)与 3 因子 A、B、C 的三元二次

多项式回归方程:  
Y=2212.98+5.7875*A+7.875*B+6.0625*C+5.425*AB

1.5*AC+0.275*BC32.84*A219.065*B225.69*C2 
由表 3 分析可知, 一次项 B, 二次项 A2, B2, C2 对提取

效果有极显著性影响; 一次项 A, C 对提取效果有显著性影

响; 交互项 AC, BC, AB 对提取效果影响不够显著。本试验

模型 P＜0.01, 说明响应面的模型显著性较高; 而失拟误

差项 P＞0.05, 说明响应面模型对试验拟合的情况较好, 
试验误差小, 可以很好的对甘草酸超声提取效果进行分析

和预测。 
利用 Design-Expert 10.0.3 软件, 根据回归方程绘制

不同影响因素对响应值(综合评价)的三维曲线图, 响应面

分析图形是特定响应值对应自变量构成的一个三维空间图

(见图 4), 可以直观的反映出各自变量对响应值的影响。看

图可知提取时间和提取温度一定时, 峰面积随料液比的增

大而增大, 到达一定值后, 又随料液比的增大而减小。当

料液比和提取时间一定时, 峰面积随提取温度增大而增大

在到达一定值后, 又随提取温度增大而减小。当料液比和

提取温度一定时, 峰面积随提取时间增长而增大, 在到达

一定值后随提取时间增长而缩小。利用  Design-Expert 
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10.0.3 软件可以推导出甘草酸超声提取工艺最佳参数应

为 料 液 比 为 1:59(g/mL)( 实 际 为 1:58.82), 提 取 温 度

25.5 ℃(实际为 25.54 ℃), 提取时间 5.7 min 时能取得最大

值。响应面的陡峭程度表明各个因素对于甘草酸含量的影

响情况。等高线图表示两因素之间交互作用的强弱程度。

等高线为椭圆时表示两种因素之间的交互作用强, 等高线

为圆形时则表示两种因素之间的交互作用较弱。等高线的

密集程度也可以表示因素的变化对甘草酸含量的影响。 
 

表 3  回归模型方差分析 
Table 3  Regression model analysis of variance 

方差来源 平方和 f 均方 F P 

模型 11009.51 9 1223.28 33.09 ＜0.00011)

A-料液比 267.96 1 267.96 7.25 0.03102) 

B-提取时间 496.13 1 496.13 13.42 0.00801) 

C-提取温度 294.03 1 294.03 7.95 0.02582) 

AB 117.72 1 117.72 3.18 0.11753) 

AC 9.00 1 9.00 0.24 0.63683) 

BC 0.30 1 0.30 8.183E-003 0.93053) 

A2 4540.91 1 4540.91 122.84 ＜0.00011)

B2 1530.42 1 1530.42 41.40 0.00041) 

C2 2778.85 1 2778.85 75.17 ＜0.00011)

误差 254.23 7 36.32   

失拟项 112.88 3 37.63 1.06 0.4574 

注: 1)P＜0.01 为极其显著, 2)P＜0.05 为显著, 3)P＞0.05 为不够显著。 
 

4  讨  论 

4.1  料液比对甘草酸提取效率的影响 

从料液比这一因素分析, 大部分情况下, 植物提取物

的提取率都与料液比的增大成正比关系, 即料液比的增大

会使提取率增高。胡卫成在进行莲蓬壳总黄酮提取时发现

随着料液比的增大会使黄酮得到更充分的溶解, 在料液比

达到 1:30(g/mL)之前, 随着料液比的增大会使总黄酮提取

率增高, 总黄酮提取量与料液比呈正比[5]。刘娟等[6]在进行

地椒总黄酮提取工艺优化时, 通过单因素实验证明了在料

液比到达 1:35(g/mL)之前, 地椒中总黄酮提取率与料液比

成正比。张赛男等[7]在对夜来香根茎多糖进行超声提取时, 
通过单因素实验得出结论, 在料液比 1:40(g/mL)之前, 料液

比的增大会使多糖提取率随之增大, 同样也说明了随着提

取率与料液比成正比。在一定比例之前, 料液比的增大的确

会使得提取率随之增大, 但是也有一些植物提取物, 或者说

当料液比增大到一定数值后, 因为各种原因会导致随着料

液比的继续增大, 从而使得提取率随之变小。李珍[8]  

 

 
 
 

 
 

图 4  因变量相对各自变量效应面三维图 
Fig.4  Effect plane of dependent variable relative to respective 

variable 
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在苹果皮渣多酚超声提取工艺研究中通过其单因素实验可

以明显看出, 当料液比超过 1:30(g/mL)之后, 提取率并没

有随之增大, 而是随着料液比的继续增大越变越小, 得出

超出一定料液比之后, 提取率会与料液比呈反比。可能是

因为苹果皮渣中一些其他物质如多糖溶解, 妨碍了多酚的

提取分离。也有实验证明当料液比到达一定数值后, 随着

料液比的增大提取率保持动态平衡, 变化不明显[9]。陈亮

在利用响应面法优化黑果枸杞多糖超声提取工艺的实验通

过单因素实验证明了当料液比到达 1:35(g/mL)时, 黑果枸

杞多糖在水中溶解基本到达动态平衡, 料液比继续增大基

本不影响提取率[10]。在赵柯等[11]响应面法优化番木瓜籽油

的超声提取实验中也发现当料液比到达 1:5(g/mL)之后 , 
继续增大料液比并不能使提取率发生变化。综上所述, 结
合本实验, 在料液比到达 1:59(g/mL)之前, 随着料液比的

增大, 甘草酸提取率与其成正比, 这是因为料液比的增大

会提高传质推动力, 所以甘草酸的含量增加。在料液比到

达 1:59(g/mL)时, 甘草酸的提取率到达一个阈值, 随着料

液比的继续增大, 当超过一定数值后 , 会使提取率降低, 
这可能是由于料液比过大使的甘草样品中的有机杂质提取

增多, 不利于甘草酸的溶出。所以出于对生产成本以及提

取率的综合考虑 , 最终得出料液比的最佳提取参数为

1:59(g/mL)。 

4.2  提取时间对甘草酸提取效率的影响 

植物提取物提取率与提取时间一般成正比, 随提取

时间增长提取率一般也会增大。刘娜在超声提取汉麻大麻

素时, 通过单因素实验得出结论超声辅助提取初期, 产生

的空化效果主要作用在物料上, 超声时间的叠加使得细胞

破壁率提高、传质速率增大[12]。蒋志华等[13]通过响应面法

优化仙鹤草总黄酮的超声提取工艺时同样证明了在提取时

间在 20 min 之前, 提取率随提取时间增大。通过赵鹏等[14]

对金银花中多糖超声提取的单因素实验, 也发现在提取时

间到达 40 min 之前, 提取率同样也是和提取时间成正比。

林国荣[15]在其优化超声提取杏鲍菇皂苷的实验中也能够

对此结论做出证明。张霞忠等[16]在其中心组合优化超声提

取柠檬籽中的柠檬苦素的实验中证明了在提取时间到达

30 min 之前提取率也是与提取时间成正比。但也存在实验

证明, 并不是所有物质提取效率均随时间延长而增大。植

物提取物在提取时间开始增大的时候的确会随其增大, 但
是当超过一定值后, 就不会再继续增大, 甚至还会随之变

小。主要原因可能是当超声时间超过一定值, 超声波会对

物质产生破坏。张彬在超声提取茶多糖工艺的优化实验中, 
同样发现当超声时间过长时提取率也会由于茶多糖结构被

破坏因此下降。还有一些植物提取物, 在超过某一个提取

时间后提取率不会发生很大变化[17]。王莉等[18]在响应面法

优化小丛红景天的实验中, 发现了提取时间到达 40 min 后, 

继续增大提取时间提取率并不会发生变化。另外还有一些

植物提取物十分特殊, 随着提取时间的变大, 提取率会先

增长再下降, 最后又转为增长。赵惠茹等[19]在金银花绿原

酸超声提取工艺优化的实验中, 发现随着提取时间的增大

提取率先增长 , 到 25 min 后提取率变为下降趋势 , 到   
45 min 后又转为增长, 可能是因为超声时间太短, 金银花

中的绿原酸不能完全溶出, 当超声时间过长, 提取液中增

加的杂质会吸附部分绿原酸, 或者由于提取液中的绿原酸

在超声波作用下发生聚合, 使其得率降低。本试验结果表

明, 开始提取时间过短, 甘草酸在超声波产生的空化作用

并不能充分使细胞壁破裂使其溶解, 所以提取率会随着提

取时间增长而增大, 在到达一定时间后, 超声波的空化效

应使得甘草酸细胞壁的破裂基本完成, 导致提取率变小, 
通过利用软件对结果进行分析发现在 5.7 min 左右甘草酸

提取率最高, 因此得出了最佳提取时间参数为 5.7 min。 

4.3  提取超声温度对甘草酸提取效率的影响 

温度越高, 提取效率越高。陈金娥等[20]在响应面法优

化胡麻籽壳多糖的超声提取工艺优化的实验中, 发现了当

温度过低时, 提取率很低, 在 56 ℃之前随着温度的增大提

取率与超声温度成正比关系, 随其增大而增大。杨林等[21]

在响应面法优化锁阳总黄酮超声提取工艺的实验中, 也发

现在超声温度到达 77 ℃之前提取率随温度升高而升高。

对于植物提取物来说高温会导致大部分植物提取物的结构

发生破坏, 所以说当温度在一定范围内的增大确会使提取

率随之升高, 但是到达了一定值时, 内部结构遭到破坏, 
提取率也会相对应的降低。薛众众等[22]在超声提取铁棍山

药中薯蓣皂苷的实验中证明了当超声温度超过 50 ℃后, 
随着温度的继续增高, 导致提取率下降。王飞等[23]在青扦

针叶总黄酮超声提取的实验中同样也发现了当温度超过

65 ℃后, 提取率会随提取温度的增高而变小。结合本实验

分析, 甘草酸的提取也是类似的, 当温度太低时, 没有办

法使甘草酸充分溶解, 所以需要提高超声温度, 但是温度

到达 25.54 ℃之后, 这可能是由于温度过高导致其部分挥

发, 提取率就会变低, 所以出于综合考虑选择温度 25.5 ℃
为温度的最佳提取参数。 

5  结  论 

本实验以甘草提取物甘草酸为研究对象, 通过超声

的方法对甘草中的甘草酸进行提取, 通过高效液相法对提

取物进行检测, 通过观察其峰面积, 从而确定出在不同条

件下, 提取参数对于甘草酸提取的影响。通过单因素实验

及 Box-Behnken 法优化实验, 最终确定甘草酸超声提取工

艺最佳参数应为料液比为 1:59(g/mL), 提取温度 25.5 ℃, 
提取时间 5.7 min 时能取得最大值。 

此技术应用于甘草甘草酸的研究中, 也可以与多种
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提取纯化技术相结合, 取长补短, 优选出效率高、成本低、

重现性好的提取纯化工艺, 以提高甘草酸的收率、纯度。

且本研究采用 Box-Behnken 设计对甘草样品中甘草酸的

超声提取工艺进行了优化, 为其进一步在食品和医药领域

产业化开发提供了科学、合理的理论和实验依据。 
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