
第 ４６ 卷第 ５ 期 现代化工 Ｍａｙ ２０２６
２０２６ 年 ５ 月 Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

超声辅助 ＤＥＳ 提取人参皂苷 Ｒｂ１ 与 Ｒｄ 的
工艺优化及抗氧化活性研究
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摘要:采用深共熔溶剂(ＤＥＳ)辅助超声技术优化三七中人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 的提取工艺ꎮ 通过单因素实验和响应面法优

化得到最优条件:甜菜碱 / 尿素 ＤＥＳ(摩尔比 １ ∶２)ꎬ添加量 ９􀆰 ３％(体积分数)ꎬ含水量 ３０％ꎬ超声功率 ５００ Ｗꎬ温度 ６１􀆰 ２℃ꎬ时间

９􀆰 ８ ｍｉｎꎬ料液比 １ ∶２０ ｇ / ｍＬꎮ 在此条件下ꎬ人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 的提取率分别为(３６􀆰 ０７±０􀆰 １６) ｍｇ / ｇ 和(８􀆰 ９３±０􀆰 ０５) ｍｇ / ｇꎬ较传

统乙醇回流法分别提高 ４１􀆰 ７５％和 ５５􀆰 ６９％ꎮ 体外抗氧化实验表明ꎬ４ ｇ / Ｌ 提取物对 ＤＰＰＨ 和 ＡＢＴＳ＋ 自由基的清除率分别为

７９􀆰 ２１％和 ９５􀆰 ５９％ꎬ总还原能力(０􀆰 ７５９)接近维生素 Ｃ 对照组(０􀆰 ９７２)ꎮ 分子模拟显示ꎬ人参皂苷 Ｒｄ 与 ＤＥＳ 的氢键作用更强

(结合能－２６５ ｋＪ / ｍｏｌ)ꎬ为高效绿色提取人参皂苷及其后续开发提供了理论和实践基础ꎮ
关键词:人参皂苷 Ｒｂ１ꎻ人参皂苷 Ｒｄꎻ深共熔溶剂ꎻ提取工艺优化ꎻ抗氧化活性ꎻ分子模拟
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为天然产物研究与开发ꎬ通讯联系人ꎬｐｅｎｇｘｉａｏｍｉｎｇ＠ ｂｉｐｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 三七(Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ)为五加科人参属植物ꎬ
主产于中国云南、广西等地ꎬ是我国传统名贵中药

材ꎬ具有活血化瘀、消肿定痛之功效[１]ꎮ 现代药理

研究表明ꎬ三七中的人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 是其重要

活性成分ꎬ具有显著的抗炎、抗氧化和神经保护作

用[２] ꎮ 值得注意的是ꎬＲｂ１ 和 Ｒｄ 不仅是具有直接

药理活性的成分ꎬ更是制备稀有人参皂苷 (如

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｋ)的关键前体[３]ꎮ 通过生物转化获得的

这些稀有皂苷ꎬ在抗肿瘤和免疫调节方面展现出比

原型皂苷更强的生物活性[４]ꎮ

􀅰３９􀅰
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在提取技术方面ꎬ传统方法主要采用甲醇和乙

醇等有机溶剂ꎮ 甲醇提取虽然提取率较高(Ｒｂ１:
２􀆰 ５％~３􀆰 ５％ꎻＲｄ:０􀆰 ５％ ~１􀆰 ２％)ꎬ但其毒性大、溶剂

残留问题严重[５]ꎮ 乙醇提取相对安全ꎬ但效率偏低

(Ｒｂ１:２􀆰 ９９％~３􀆰 １５％ꎻＲｄ:０􀆰 ７％~１􀆰 １％)ꎬ且需多次

提取才能达到理想提取率[６]ꎮ 这些局限性严重制

约了人参皂苷的工业化生产与应用ꎮ
深共熔溶剂(ＤＥＳ)作为一种新型绿色溶剂ꎬ因

其低毒性、可生物降解和可设计性强等特点ꎬ在天然

产物提取领域展现出独特优势[７]ꎮ 本研究创新性

地将超声辅助 ＤＥＳ 技术应用于人参皂苷提取ꎬ通过

优化工艺参数ꎬ显著提高了 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 的提取率ꎮ
同时ꎬ结合分子模拟技术阐明 ＤＥＳ 与皂苷的相互

作用机制[８] ꎬ为人参皂苷的绿色高效提取提供了

新思路ꎮ 该研究不仅有助于提升三七资源的利用

价值ꎬ也为其他中药活性成分的提取提供了可借

鉴的方法ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与设备

人参皂苷 Ｒｂ１、Ｒｄ 标准品(ＨＰＬＣ 测定质量分

数均≥９８％)ꎬ购于云南西力生物技术股份有限公

司ꎻ三七根粉末ꎬ采自云南产地ꎻ三氯乙酸 (纯度

≥９９％)、甜菜碱 (纯度≥９８％)、氯化胆碱 (纯度

≥９８％)、左旋肉碱(纯度≥９８％)ꎬ购于上海麦克林

生化科技有限公司ꎻ乙二醇(纯度≥９９％)、尿素(纯
度≥９９％)、异山梨醇(纯度≥９８％)、１ꎬ３ －丁二醇

(纯度≥９８％)ꎬ购于福晨(天津)化学试剂有限公

司ꎻ乙腈(色谱纯)ꎬ购于德国默克公司ꎻ甲醇(色谱

纯)ꎬ购于北京百灵威科技有限公司ꎻＤＰＰＨ 自由基

(纯度≥９６％)ꎬ购于梯希爱化成工业发展有限公

司ꎻ过硫酸钾(纯度≥９９􀆰 ５％)ꎬ购于阿法埃莎化学有

限公司ꎻ三氯乙酸(纯度≥９５％)ꎬ购于上海阿拉丁

生化 科 技 股 份 有 限 公 司ꎻ ＡＢＴＳ 自 由 基 ( 纯 度

≥９８％)ꎬ购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ铁氰化钾 (纯度

≥９９％)、三氯化铁(纯度≥９９％)ꎬ购于上海阿拉丁

试剂有限公司ꎻ抗坏血酸(纯度≥９９％)ꎬ购于山东

西亚股份有限公司ꎻ９５％乙醇(纯度≥９９􀆰 ８％)ꎬ购于

北京化工厂有限责任公司ꎻＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ ＝ ７􀆰 ４)ꎬ
购于大连美仑生物技术有限公司ꎮ
１􀆰 ２　 仪器与设备

Ｗａｔｅｒｓ Ｅ２６９５ 型高效液相色谱仪ꎬ配备 ２９９８
ＰＤＡ 检测器ꎬ购于美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司ꎻＫＱ－５００Ｅ 型超

声波清洗器ꎬ购于昆山禾创超声仪器有限公司ꎻ

ＳＬＸＦＡＴＳ 型酶标仪ꎬ购于美国伯腾仪器有限公司ꎻ
ＷＢ－２０００ 型恒温水浴锅ꎬ购于郑州长城科工贸有限

公司ꎻＳａｒｔｏｒｉｕｓ ＵＩＮＴＩＸ３５－１ＣＮ 型电子天平、ＳＱＰ 型

十万分之一分析天平ꎬ均购于德国赛多利斯有限公

司ꎻＲ－１００５ 型旋转蒸发仪ꎬ购于郑州长城科工贸有

限公司ꎻ３Ｋ１５ 型低温高速台式离心机ꎬ购于德国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＤＥＳ 的制备

以氯化胆碱、左旋肉碱和甜菜碱为氢键受体ꎬ以
苹果酸、异丙醇、乙二醇、尿素和 １ꎬ３－丁二醇为氢键

供体ꎬ按照摩尔比(氢键受体 ∶氢键供体 ＝ １ ∶２)称取

原料ꎬ加入体积分数 １０％的水ꎬ将混合物加热至

７５℃并持续搅拌至完全溶解ꎬ制备得到 ＤＥＳ 溶液ꎮ
将制备好的 ＤＥＳ 溶液静置 ２４ ｈ 后ꎬ筛选出未凝固且

保持澄清透明的样品ꎬ分别标记为 ＤＥＳ－１ 至 ＤＥＳ－
６ꎮ 各 ＤＥＳ 的具体组成见表 １ꎮ

表 １　 不同 ＤＥＳ 体系的组成

序号 氢键受体 氢键供体 摩尔比

ＤＥＳ－１ 氯化胆碱 异山梨醇

ＤＥＳ－２ 　 １ꎬ３－丁二醇 　

ＤＥＳ－３ 左旋肉碱 尿素 １ ∶２
ＤＥＳ－４ 　 异山梨醇 　

ＤＥＳ－５ 甜菜碱 乙二醇 　

ＤＥＳ－６ 　 尿素 　

１􀆰 ３􀆰 ２　 人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 的提取

乙醇回流提取法:准确称取 ５􀆰 ００ ｇ 三七根粉

末ꎬ按料液比 １ ∶ ２０ ( ｇ / ｍＬ) 加入 ７０％ (体积分数ꎬ
ｖ / ｖ)乙醇溶液ꎬ在 ６５℃条件下回流提取 ３０ ｍｉｎꎮ

超声辅助 ＤＥＳ 提取法:准确称取 １􀆰 ００ ｇ 三七根

粉末ꎬ在以下条件下进行超声提取:温度 ７０℃、料液

比 １ ∶２０(ｇ / ｍＬ)、超声功率 ５００ Ｗ、ＤＥＳ 含水率 １０％
(ｖ / ｖ)ꎬ使用体积分数 １０％( ｖ / ｖ)的 ＤＥＳ 溶液(甜

菜碱－尿素ꎬ摩尔比 １ ∶２)ꎬ超声提取 １０ ｍｉｎꎮ 同时

设置 ７０％乙醇在相同条件下提取人参皂苷作为空

白对照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 标准曲线的制备和人参皂苷 Ｒｂ１、Ｒｄ 的含

量测定

采用高效液相色谱法测定人参皂苷含量ꎬ具体

色谱条件如下:色谱柱:Ｃ１８ 反相色谱柱(２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ柱温:３５℃ꎻ流速:１􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎻ检测

波长:２０３ ｎｍꎻ流动相梯度程序见表 ２[９－１０]ꎮ

􀅰４９􀅰
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表 ２　 液相色谱梯度洗脱程序

时间 / ｍｉｎ 水 / ％ 乙腈 / ％

０~１０ ３５ ６５

１０~３５ ３５~５５ ６５~４５

３５~４５ ５５~８０ ４５~２０

标准曲线制备:精密称取人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ
标准品(纯度≥９８％)ꎬ用甲醇溶解并配制成 ８０ μｇ / ｍＬ
的混合对照品储备液ꎮ 通过梯度稀释得到 ８０、４０、
２０、１０、５ μｇ / ｍＬ 和 ２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 的系列标准溶液ꎮ 按

上述色谱条件进行分析ꎬ进样量 ２０ μＬꎮ 以峰面积

(ｙ)对浓度(ｘ)进行线性回归ꎬ得到标准曲线方程ꎬ
如式(１)、式(２)所示ꎮ

人参皂苷 Ｒｂ１:
ｙ ＝ ３ ９２７􀆰 ６ｘ ＋ １ ０８４􀆰 １ꎬｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５

(线性范围 ２􀆰 ５ ~ ８０ μｇ / ｍＬ) (１)

　 　 人参皂苷 Ｒｄ:
ｙ ＝ ４ ９３１􀆰 ３ｘ － １ ２３０􀆰 ３ꎬｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９

(线性范围 ２􀆰 ５ ~ ８０ μｇ / ｍＬ) (２)

　 　 样品测定:将 １􀆰 ３􀆰 ２ 节所得提取液静置后取上

清液ꎬ用甲醇定容ꎬ经 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤后进

样分析ꎮ 按公式(３)计算人参皂苷含量:
Ｒ ＝ ｍ / Ｍ (３)

式中:Ｒ 为人参皂苷含量ꎬｍｇ / ｇꎻｍ 为测得人参皂苷

质量ꎬｍｇꎻＭ 为三七根粉末质量ꎬｇꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＤＥＳ 种类及关键物性参数的筛选

(１)ＤＥＳ 类型筛选[１１]

准确称取 １􀆰 ００ ｇ 三七根粉末ꎬ在料液比 １ ∶ ２０
(ｇ / ｍＬ)、超声功率 ３００ Ｗ、温度 ６０℃条件下ꎬ考察 ６
种不同 ＤＥＳ 体系(ＤＥＳ－１ 至 ＤＥＳ－６)对人参皂苷

Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响ꎮ 所有实验均设置 ３ 个平

行实验(下同)ꎮ
(２)ＤＥＳ－６ 含水率的影响

在确定 ＤＥＳ－６(甜菜碱－尿素ꎬ摩尔比 １ ∶２)为

最佳溶剂体系后ꎬ固定料液比 １ ∶２０(ｇ / ｍＬ)、超声功

率 ３００ Ｗ、温度 ６０℃、超声时间 １５ ｍｉｎꎬ考察 ＤＥＳ－６
不同含水率(１０％、２０％、３０％、４０％、５０％ꎬｖ / ｖ)对人

参皂苷提取率的影响ꎮ
(３)超声功率的影响

基于前期优化条件ꎬ固定 ＤＥＳ－６ 含水率 ３０％、
料液比 １ ∶２０(ｇ / ｍＬ)、温度 ６０℃、超声时间 １５ ｍｉｎꎬ
研究不同超声功率(１００、２００、３００、４００、５００ Ｗ)对人

参皂苷提取率的影响ꎮ

　 　 (４)ＤＥＳ 添加量的影响

在优化含水率和超声功率后ꎬ考察 ＤＥＳ－６ 添加

量(１％、５％、１０％、１５％、２０％ꎬｖ / ｖ)对提取效果的影

响ꎬ其他条件保持:料液比 １ ∶２０( ｇ / ｍＬ)、超声功率

３００ Ｗ、温度 ６０℃、超声时间 １５ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 单因素实验

(１)超声温度的影响

固定 ＤＥＳ－６ 含水率 ３０％、添加量 １０％、料液比

１ ∶２０(ｇ / ｍＬ)、超声功率 ３００ Ｗ、超声时间 １５ ｍｉｎꎬ研
究不同提取温度(４０、５０、６０、７０、８０ ℃)对人参皂苷

提取率的影响ꎮ
(２)超声时间的影响

在确定最佳温度后ꎬ考察超声时间(５、１０、１５、
２０、２５ ｍｉｎ)对提取率的影响ꎬ其他条件为:ＤＥＳ－６ 含

水率 ３０％、添加量 １０％、料液比 １ ∶２０(ｇ / ｍＬ)、超声

功率 ３００ Ｗ、温度 ６０℃ꎮ
(３)料液比的影响

最后考察不同料液比(１ ∶１０、１ ∶１５、１ ∶２０、１ ∶２５、
１ ∶３０ꎬｇ / ｍＬ)对人参皂苷提取率的影响ꎬ固定 ＤＥＳ－６
含水率 ３０％、添加量 １０％、超声功率 ３００ Ｗ、温度

６０℃、超声时间 １５ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 响应面实验设计

基于单因素实验结果ꎬ采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计

(ＢＢＤ)进行三因素三水平的响应面优化实验ꎮ 选

取对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率影响显著的 ３ 个关

键因素ꎬＡ:ＤＥＳ 添加量(％)、Ｂ:超声时间(ｍｉｎ)、Ｃ:
超声温度(℃)ꎮ

每个因素设置 ３ 个水平ꎬ具体编码如表 ３ 所示ꎮ
实验共设计 １７ 组ꎬ包括 １２ 个析因实验点和 ５ 个中

心点 (用于评估实验误差)ꎮ 响应值为人参皂苷

Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 的总提取率(ｍｇ / ｇ)ꎮ
表 ３　 响应面分析因素和水平

水平
Ａ

ＤＥＳ 添加量 / ％
Ｂ

超声时间 / ｍｉｎ
Ｃ

超声温度 / ℃

－１ ５ ５ ５０

０ １０ １０ ６０

１ １５ １５ ７０

１􀆰 ３􀆰 ７　 分子模拟与作用机制分析

ＤＥＳ 对人参皂苷的提取机制可通过分子模拟

(量子化学计算)来进行阐释[１２]ꎮ
分子构建与优化:从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库[１３] 获取

人参皂苷 Ｒｂ１ / Ｒｄ 及 ＤＥＳ 组分(甜菜碱、尿素)的初

始结构ꎻ使用 Ａｖｏｇａｄｒｏ 软件[１４] 构建 ３Ｄ 模型ꎬ并通
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过 ＭＭＦＦ９４ 力场[１５]进行几何优化ꎬ调整氢原子位置

至稳定构型ꎮ
量子化学计算:采用 ＯＲＣＡ 程序[１６] 在 Ｂ３ＬＹＰ－

Ｄ３(ＢＪ) / ６－３１１Ｇ(ｄꎬｐ)理论水平[１７－１８] 下完成:结构

优化(收敛标准:能量变化<１×１０－６ ａ􀆰 ｕ.)ꎻ单点能计

算(含 Ｄ３－ＢＪ 色散校正)ꎻ通过 Ｍｕｌｔｉｗｆｎ 程序[１９] 分

析分子静电势分布ꎬ识别关键相互作用位点ꎮ
结合能计算:基于 ＤＦＴ 优化后的能量差值ꎬ参

考非共价相互作用研究方法[２０]ꎻ氢键网络分析:使
用 ＶＭＤ 软件[２１] 可视化分子间作用 (截断半径

３􀆰 ５ Åꎬ角度>１２０°)ꎻ静电势匹配:定量比较 ＤＥＳ 组

分与皂苷的极性区域互补性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８　 三七根提取物的抗氧化活性测定

参照文献[２２－２３]方法ꎬ以维生素 Ｃ(ＶＣ)为阳

性对照ꎬ使用旋转蒸发仪浓缩样品ꎮ 测定提取物的

抗氧化活性:
ＤＰＰＨ 自由基清除率: ５１７ ｎｍ 测定吸光度ꎻ

ＡＢＴＳ＋自由基清除率:７３４ ｎｍ 测定吸光度ꎻ总还原能

力:７００ ｎｍ 测定普鲁士蓝复合物吸光度ꎮ 所有实验

设 ３ 次重复ꎬ结果表示为均值±ＳＤꎮ
１􀆰 ３􀆰 ９　 数据处理

实验数据:ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８􀆰 ５ 绘图(误差棒 ＝ ±ＳＤꎬ
ｎ＝ ３)ꎻ响应面分析:Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０５ｂ(ＡＮＯＶＡ 检

验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 为显著)ꎻ量子计算结果:结构优化能量收

敛ꎻΔＥ<１×１０－６ ａ􀆰 ｕ.ꎬ结合能计算误差:±２􀆰 ５ ｋＪ / ｍｏｌꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＤＥＳ 种类及关键物性参数的筛选

图 １(ａ)结果表明ꎬＤＥＳ－６(甜菜碱 /尿素)作为

提取 溶 剂 时ꎬ Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提 取 率 最 高ꎬ 分 别 为

(３４􀆰 ８２７±０􀆰 ３２５) ｍｇ / ｇ 和(８􀆰 １９９±０􀆰 ０２６) ｍｇ / ｇ(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＤＥＳ－６ 的优异性能可能源于其独特的分子

作用机制:甜菜碱－尿素体系能有效破坏植物细胞

壁结构ꎬ同时通过多重氢键与皂苷糖基团特异性结

合ꎬ表现出显著的选择性提取优势[２４－２５]ꎮ
水分可改变 ＤＥＳ 的黏度等物理性质和对活性

物质的提取性能ꎮ 图 １(ｂ)为 ＤＥＳ－６ 含水率对人参

皂苷提取提取率的影响ꎮ 当含水率为 ３０％时ꎬＲｂ１
和 Ｒｄ 提取率达到峰值[(３４􀆰 ６７５±０􀆰 ０４１) ｍｇ / ｇ 和

(８􀆰 ６７６±０􀆰 ０７４) ｍｇ / ｇ)]ꎮ 适量水分(１０％ ~ ３０％)
可降低体系黏度促进传质ꎬ但超过 ３０％会破坏 ＤＥＳ
氢键网络导致效率下降[２５]ꎮ

超声功率优化结果如图 １( ｃ)显示ꎬＲｂ１ 和 Ｒｄ
分别在 ５００ Ｗ[(３５􀆰 １０７ ± ０􀆰 ０６０) ｍｇ / ｇ] 和 ４００ Ｗ

[(８􀆰 ６２４±０􀆰 ００１) ｍｇ / ｇ]时提取率最高ꎮ 高功率需

求与三七致密细胞结构相关ꎬ但需避免局部过热导

致皂苷降解[２６]ꎮ
ＤＥＳ 添加量优化结果如图 １(ｄ)表明ꎬ１０％添加

量时 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率最高[(３５􀆰 ２９３±０􀆰 ４１５) ｍｇ / ｇ
和(８􀆰 ７７３±０􀆰 ０１８) ｍｇ / ｇ)]ꎬ过量 ＤＥＳ 可能导致尿

素与皂苷竞争结合位点[２７]ꎮ

(ａ)不同 ＤＥＳ 对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响

(ｂ)ＤＥＳ－６ 含水率对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响

(ｃ)超声功率对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响

(ｄ)ＤＥＳ 添加量对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响

１—人参皂苷 Ｒｂ１ 的含量ꎻ２—人参皂苷 Ｒｄ 的含量

图 １　 ＤＥＳ 种类及关键物性参数的筛选
(肩标小写字母不同表示差异显著ꎬＰ<０􀆰 ０５)

２􀆰 ２　 单因素实验结果

温度优化结果[图 ２(ａ)]显示ꎬ６０℃时 Ｒｂ１ 和

Ｒｄ 提取率最高[(３４􀆰 ９８２±０􀆰 ０６５) ｍｇ / ｇ 和(８􀆰 ８４０±
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０􀆰 ０１２) ｍｇ / ｇ]ꎮ 超过 ６５℃ 会导致尿素分解ꎬ破坏

ＤＥＳ 体系稳定性ꎮ
时间优化结果[图 ２(ｂ)]表明ꎬ１０ ｍｉｎ 提取即

可达到最佳效果[Ｒｂ１:(３４􀆰 ８４４±０􀆰 ６７９) ｍｇ / ｇꎻＲｄ:
(９􀆰 ０５１± ０􀆰 ０７４) ｍｇ / ｇ]ꎬ延长时间可能引发皂苷

水解[２８]ꎮ
料液比优化结果[图 ２( ｃ)]显示ꎬ料液比 １ ∶２０

(ｇ / ｍＬ)时提取效果最佳ꎬＲｂ１ 和 Ｒｄ 提取率分别达

(３５􀆰 ３０５ ± ０􀆰 ５７５) ｍｇ / ｇ 和 (８􀆰 ４７５ ± ０􀆰 １７６) ｍｇ / ｇꎮ
该优化比例介于文献[２４－２５]报道值之间ꎬ既能保

证溶剂充分浸润药材ꎬ又可避免提取物过度稀释ꎮ

(ａ)超声温度对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响

(ｂ)超声时间对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响

(ｃ)料液比对人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率的影响

１—人参皂苷 Ｒｂ１ 的含量ꎻ２—人参皂苷 Ｒｄ 的含量

图 ２　 单因素实验结果图
(肩标小写字母不同表示差异显著ꎬＰ<０􀆰 ０５)

２􀆰 ３　 响应面实验结果

２􀆰 ３􀆰 １　 实验结果及方差分析

在单因素结果的基础上以 ＤＥＳ 添加量(Ａ)、超
声时间(Ｂ)、提取温度(Ｃ)为 ３ 个因素ꎬ以人参皂苷

Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 的总提取率为指标ꎬ采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
软件中的 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计 ( Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅ

ｄｅｓｉｇｎꎬＢＢＤ)方法构建三因素三水平响应面优化实

验ꎮ 如表 ４ 所示ꎬ该实验设计共包含 １７ 个实验点ꎬ
其中包括 １２ 个析因实验点和 ５ 个中心点重复实验ꎮ
对表 ４ 中的实验结果进行回归拟合分析ꎬ得到二次

回归方程ꎬ如式(４)所示ꎮ
Ｒ ＝ ＋ ４４􀆰 ６１ － ０􀆰 ５３７ ８Ａ － ０􀆰 ４３３ ４Ｂ ＋ １􀆰 ０９Ｃ ＋
０􀆰 ８６６ ２ＡＢ ＋ ０􀆰 ５５２ １ＡＣ ＋ ０􀆰 ３４３ ２ＢＣ － ２􀆰 ９２Ａ２ －

２􀆰 ０３Ｂ２ － １􀆰 ５９Ｃ２ (４)
表 ４　 响应面实验结果

水平

Ａ
添加量 /

％

Ｂ
超声时间 /

ｍｉｎ

Ｃ
超声温度 /

℃

Ｒ
三七皂苷含量 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

１ １０ １０ ６０ ４４􀆰 ３４７

２ ５ １０ ７０ ４１􀆰 ０２０

３ １０ ５ ７０ ４２􀆰 ０２９

４ １５ １０ ７０ ４１􀆰 ３５６

５ １５ １０ ５０ ３８􀆰 ０８７

６ １５ １５ ６０ ３９􀆰 ２６７

７ １０ １５ ５０ ３９􀆰 ２８３

８ １０ １０ ６０ ４４􀆰 ５５１

９ １０ ５ ５０ ４０􀆰 ５３９

１０ １５ ５ ６０ ３８􀆰 ６９８

１１ １０ １０ ６０ ４４􀆰 ５５１

１２ ５ １０ ５０ ３９􀆰 ９６８

１３ １０ １５ ７０ ４２􀆰 １４６

１４ １０ １０ ６０ ４４􀆰 ９６３

１５ ５ １５ ６０ ３８􀆰 ９０９

１６ ５ ５ ６０ ４１􀆰 ８０５

１７ １０ １０ ６０ ４４􀆰 ６４３

表 ５　 方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

模型 ８８􀆰 ４３ ９ ９􀆰 ８３ １２３􀆰 ４６ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ａ ２􀆰 ３１ １ ２􀆰 ３１ ２９􀆰 ０７ ０􀆰 ００１０ ∗∗

Ｂ １􀆰 ５０ １ １􀆰 ５０ １８􀆰 ８８ ０􀆰 ００３４ ∗∗

Ｃ ９􀆰 ４２ １ ９􀆰 ４２ １１８􀆰 ４１ <０􀆰 ０００１ ∗∗

ＡＢ ３􀆰 ００ １ ３􀆰 ００ ３７􀆰 ７２ ０􀆰 ０００５ ∗∗

ＡＣ １􀆰 ２２ １ １􀆰 ２２ １５􀆰 ３２ ０􀆰 ００５８ ∗∗

ＢＣ ０􀆰 ４７１１ １ ０􀆰 ４７１１ ５􀆰 ９２ ０􀆰 ０４５２ ∗

Ａ２ ３５􀆰 ７８ １ ３５􀆰 ７８ ４４９􀆰 ５９ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｂ２ １７􀆰 ２９ １ １７􀆰 ２９ ２１７􀆰 ２０ <０􀆰 ０００１ ∗∗

Ｃ２ １０􀆰 ５９ １ １０􀆰 ５９ １３３􀆰 ０７ <０􀆰 ０００１ ∗∗

􀅰７９􀅰
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续表

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

残差 ０􀆰 ５５７１ ７ ０􀆰 ０７９６ — — —

失拟项 ０􀆰 ３５５５ ３ ０􀆰 １１８５ ２􀆰 ３５ ０􀆰 ２１３５ 不显著

误差项 ０􀆰 ２０１６ ４ ０􀆰 ０５０４ — — —

总和 １６ ８８􀆰 ９９ — — — —

　 　 注:∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ显著ꎻ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ极显著ꎮ

表 ５ 的方差分析结果表明ꎬ该二次回归模型具

有高度显著性(Ｐ < ０􀆰 ０００ １)ꎬ模型相关系数 Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９３ ７ꎬ说明模型能够解释 ９９􀆰 ３７％以上的响应值

变化ꎬ预测能力良好ꎮ 信噪比(Ａｄｅｑ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ) 为

３０􀆰 ８５６ꎬ远大于 ４ 的可接受阈值ꎬ表明实验设计合

理ꎬ数据可靠性高ꎬ能够有效区分信号与噪声ꎮ
一次项中ꎬＤＥＳ 添加量(Ａ)、超声时间(Ｂ)和超

声温度(Ｃ)的 Ｐ 值均小于 ０􀆰 ０１ꎬ达到极显著水平ꎻ
交互项 ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ 的 Ｐ 值均小于 ０􀆰 ０５ꎬ表明 ３ 个因

素之间存在显著的交互作用ꎻ二次项 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２ 也均

达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
根据 Ｆ 值大小判断各因素对提取率的影响程

度依次为:超声温度(Ｃ) >ＤＥＳ 添加量(Ａ) >超声时

间(Ｂ)ꎮ 这一结果与单因素实验结果相互印证ꎬ说
明超声温度是影响人参皂苷提取率的最关键因素ꎬ
其次是 ＤＥＳ 添加量ꎬ超声时间的影响相对较小ꎮ 各

因素间的交互作用表明ꎬ在优化提取工艺时需要综

合考虑多因素的协同效应ꎬ而非简单的单因素叠加ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 响应曲面及等高线

根据上述实验数据ꎬ得到响应面等高线图和 ３Ｄ
图ꎬ如图 ３ 所示ꎮ

等高线图

响应曲面图

(ａ)ＤＥＳ 添加量与超声时间对人参皂苷提取率的影响

等高线图

响应曲面图

(ｂ)ＤＥＳ 添加量和超声温度对人参皂苷提取率的影响

等高线图

响应曲面图

(ｃ)超声温度和超声时间对人参皂苷提取率的影响

图 ３　 各因素交互作用的响应面

通过响应面分析图可以观察到ꎬ三维响应曲面

呈现明显的向下开口特征ꎬ这表明在实验设计范围

内存在最优提取条件组合ꎮ 方差分析结果 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)证实各因素(ＤＥＳ 添加量、超声时间、超声温

度)之间存在显著的交互作用ꎮ 模型预测的最佳工

艺参数为: ＤＥＳ 添加量: ９􀆰 ３％ ( Ａ)ꎻ 超声时间:
９􀆰 ８ ｍｉｎ(Ｂ)ꎻ超声温度:６１􀆰 ２℃(Ｃ)ꎮ

预测的三七总皂苷提取率为 ４５􀆰 １２０ ｍｇ / ｇꎮ 在

最优条件下进行的 ３ 次重复实验显示ꎬ实际测得的

􀅰８９􀅰
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三七总皂苷平均提取率为 ４５􀆰 ００５ ｍｇ / ｇꎬ相对标准

偏差(ＲＳＤ)为 ０􀆰 ２６０％ꎮ
２􀆰 ４　 ＤＥＳ 提高人参皂苷含量的机理研究结果

２􀆰 ４􀆰 １　 静电势结果分析

通过对分子表面点位分析如图 ４ 所示ꎮ

(ａ)人参皂苷 Ｒｂ１ ＥＳＰ

(ｂ)人参皂苷 Ｒｄ ＥＳＰ

图 ４　 两种人参皂苷静电势表面着色(ＥＳＰ)

本研究通过分子静电势(ＥＳＰ)分析和量子化学

计算ꎬ深入揭示了 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 与 ＤＥＳ 相互作用的分

子机制ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ分子表面静电势分布呈现显

著差异(红色代表正电性区域ꎬ蓝色代表负电性区

域):Ｒｄ 分子表面分布着更多正电势区域ꎬ而 Ｒｂ１
则以负电势为主导ꎮ 这种差异直接影响了它们与

ＤＥＳ 组分的结合特性ꎮ
量子化学计算结果表明:极性范围:Ｒｄ(－１４４ ~

１４５ ｋＪ / ｍｏｌ)显著大于 Ｒｂ１(－８１~８４ ｋＪ / ｍｏｌ)ꎮ
氢键相互作用:Ｒｄ 与甜菜碱－尿素 ＤＥＳ 形成的

氢键数量多于 Ｒｂ１ꎮ 这些分子层面的差异在提取实

验中 表 现 为: 提 取 率 提 升: Ｒｄ ( ５５􀆰 ６９％) > Ｒｂ１
(４１􀆰 ７５％)ꎻ绝对提取量:Ｒｂ１>Ｒｄꎮ 这种看似矛盾的

现象可归因于:原料中 Ｒｂ１ 的初始含量较高ꎻＲｂ１
更强的疏水性使其更易被溶剂渗透ꎻＲｄ 虽与 ＤＥＳ
结合更强ꎬ但强氢键作用增加了体系黏度ꎬ反而限制

了其传质效率[２８]ꎮ 这一发现为理解 ＤＥＳ 选择性提

取机制提供了重要理论依据ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 人参皂苷与 ＤＥＳ 反应的结合能分析

图 ５ 展示了人参皂苷与 ＤＥＳ 反应的结合能ꎮ
本研究通过量子化学计算揭示了甜菜碱－尿素

(１ ∶２)ＤＥＳ 体系的分子作用机制ꎮ 该 ＤＥＳ 自身结合

能为－１３􀆰 ４ ｋＪ / ｍｏｌꎬ表现出典型的天然深共熔溶剂

(ＮＡＤＥＳ)氢键网络特征[２７]ꎮ

(ａ)人参皂苷 Ｒｂ１ 与 ＤＥＳ 反应的结合能分析

(ｂ)人参皂苷 Ｒｄ 与 ＤＥＳ 反应的结合能分析

图 ５　 人参皂苷与 ＤＥＳ 反应的结合能

针对不同皂苷体系的结合能分析显示:Ｒｄ 体系

的基础结合能(ＤＥＳ＋Ｒｄ):－１２５ ｋＪ / ｍｏｌꎻ乙醇辅助

体系:－ ２６５ ｋＪ / ｍｏｌꎻ表明乙醇通过显著增强 ＤＥＳ
的溶剂化能力ꎬ使 Ｒｄ 溶解性提升 １１２％ꎮ Ｒｂ１ 体

系的基础结合能(ＤＥＳ＋Ｒｂ１):－５３􀆰 ４ ｋＪ / ｍｏｌꎻ乙醇

辅助体系:－１７８􀆰 ８ ｋＪ / ｍｏｌꎮ 显示 Ｒｂ１ 与 ＤＥＳ 的原

始相互作用较弱ꎬ乙醇的增强效应(提升 ２３５％)更
为显著ꎮ

乙醇的作用机制解析:直接结合能较弱ꎬ其主要

功能为破坏 ＤＥＳ 氢键网络(结合能降低约 ４０％)和
提高体系传质效率(扩散系数提升 ２􀆰 ３ 倍)ꎬ这些发

现从分子层面阐明了乙醇在 ＤＥＳ 辅助提取中的双

重角色:既不完全替代 ＤＥＳ 的氢键作用ꎬ又能有效

改善提取体系的传质性能[２７]ꎮ
２􀆰 ５　 三七根提取物的抗氧化研究

图 ６~图 ８ 为三七根提取物的体外抗氧化活性

测试结果ꎮ
图 ６~图 ８ 的抗氧化活性测试结果表明ꎬ三七根

提取物在 ０~ ４ ｇ / Ｌ 浓度范围内呈现显著的剂量依

􀅰９９􀅰



现代化工 第 ４６ 卷第 ５ 期

　 　 　 　 　 　 　

１—ＤＥＳ 辅助超声提取组ꎻ２—超声提取对照组ꎻ３—ＶＣ 对照组

图 ６　 三七根提取物的 ＤＰＰＨ 自由基清除率

１—ＤＥＳ 辅助超声提取组ꎻ２—超声提取对照组ꎻ３—ＶＣ 对照组

图 ７　 三七根提取物的 ＡＢＴＳ＋自由基清除率

１—ＤＥＳ 辅助超声提取组ꎻ２—超声提取对照组ꎻ３—ＶＣ 对照组

图 ８　 三七根提取物的总还原能力

赖性抗氧化效应ꎮ 随着浓度升高ꎬ其清除自由基能

力不断增强ꎬ并且接近阳性对照组 ＶＣ 的抑制率ꎮ
当浓度达到 ４ ｇ / Ｌ 时ꎬ对 ＤＰＰＨ 自由基、ＡＢＴＳ＋自由

基的 清 除 率 分 别 达 到 ７９􀆰 ２０６％ ± ０􀆰 ８４８％ 和

９５􀆰 ５８７％±３􀆰 ３８４％ꎬ总还原能力为 ０􀆰 ７５９±０􀆰 ０３１(吸
光度)ꎮ

ＤＥＳ 辅助超声提取组 ＤＰＰＨ 自由基清除的 ＩＣ５０

值为 ０􀆰 ０３８ ｍｇ / ｍＬꎬ低于文献[２９]报道值以及超声

提取组(０􀆰 ０４２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ表明实验数据可靠ꎮ ＤＥＳ
辅助超声提取组的 ＡＢＴＳ＋ 自由基清除的 ＩＣ５０ 值为

０􀆰 ０１３ ｍｇ / ｍＬꎬ低于超声提取组 ( ０􀆰 ０２４ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ
ＤＥＳ 辅助超声提取组的总还原能力在 ０􀆰 ５ 吸光度

时的值为 １􀆰 ６７８ ｍｇ / ｍＬꎬ高于超声提取组(２􀆰 １４２
ｍｇ / ｍＬ)ꎮ

通过对比研究发现ꎬＤＥＳ 辅助提取的三七根提

取物抗氧化活性显著优于传统超声提取物[３０]ꎬ这主

要归因于 ＤＥＳ 体系特殊的溶剂环境能够更好地保

护皂苷分子中的活性基团(如酚羟基和糖基结构)ꎬ
使其能够通过氢原子转移 (ＨＡＴ) 和单电子转移

(ＳＥＴ)双重机制更有效地清除自由基ꎮ 此外ꎬＤＥＳ
可能通过调节皂苷分子的空间构象ꎬ使其活性位点

更易与自由基接触ꎬ从而进一步增强抗氧化效果ꎮ
这一发现为开发高效天然抗氧化剂提供了新的思路

和方法ꎮ

３　 结论

本研究创新性地采用甜菜碱－尿素深共熔溶剂

(ＤＥＳ)辅助超声提取技术ꎬ建立了一套高效、绿色的

人参皂苷 Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取工艺体系ꎮ 通过系统优化

获得最佳提取条件:ＤＥＳ 含水率 ３０％(ｖ / ｖ)、超声功

率 ５００ Ｗ、温度 ６１􀆰 ２℃、时间 ９􀆰 ８ ｍｉｎ、料液比 １ ∶２０
(ｇ / ｍＬ)和 ＤＥＳ 添加量 ９􀆰 ３％(ｖ / ｖ)ꎮ 在此条件下ꎬ
Ｒｂ１ 和 Ｒｄ 提取率分别达 (３６􀆰 ０７ ± ０􀆰 １６) ｍｇ / ｇ 和

(８􀆰 ９３± ０􀆰 ０５) ｍｇ / ｇꎬ较传统乙醇回流法分别提高

４１􀆰 ７５％和 ５５􀆰 ６９％ꎬ展现出显著的技术优势ꎮ
通过分子模拟技术首次阐明 ＤＥＳ 与皂苷的相

互作用机制:Ｒｄ 因糖基区域更强的正电分布与 ＤＥＳ
形成更稳定的复合物(结合能－２６５ ｋＪ / ｍｏｌ)ꎬ而 Ｒｂ１
在乙醇辅助下结合能提升至－１７８􀆰 ８ ｋＪ / ｍｏｌꎮ 这一

发现为理解 ＤＥＳ 的选择性提取机制提供了理论

依据ꎮ
体外抗氧化实验显示ꎬ 提取物对 ＤＰＰＨ 和

ＡＢＴＳ＋自由基清除率分别达 ７９􀆰 ２１％和 ９５􀆰 ５９％ꎬ总
还原能力(０􀆰 ７５９)接近维生素 Ｃ 对照组(０􀆰 ９７２)ꎬ
初步证实了 ＤＥＳ 提取物的生物活性ꎮ 其 ＤＰＰＨ 自

由基清除和 ＡＢＴＳ＋自由基清除的 ＩＣ５０值均优于超

声提取组ꎬ总还原能力在 ０􀆰 ５ 吸光度时的浓度也

优于超声提取组ꎬ充分证实了 ＤＥＳ 提取物的抗氧

化优势ꎮ
然而ꎬ本研究仍存在以下不足:首先ꎬ活性评价

仅局限于体外抗氧化实验ꎬ缺乏体内活性验证ꎻ其
次ꎬ对 ＤＥＳ 提取物中其他活性成分的协同作用机制

研究不够深入ꎻ目前的研究数据尚无法充分证实

ＤＥＳ 提取能更好地保留皂苷的活性结构ꎮ
未来研究将重点开展以下工作:建立氧化应激

模型ꎬ系统评价 ＤＥＳ 提取物的体内抗氧化活性ꎻ采
用代谢组学技术解析 ＤＥＳ 提取物的全成分谱及其

协同作用机制ꎻ通过 ＨＰＬＣ－ＭＳ / ＭＳ 等分析技术ꎬ定
量比较 ＤＥＳ 提取物与传统提取物中皂苷结构完整

性的差异ꎬ特别是糖基保留率等关键指标ꎻ结合分子
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对接和动力学模拟ꎬ深入研究 ＤＥＳ 对皂苷活性基团

的保护机制ꎮ
本研究不仅为人参皂苷的绿色提取提供了新思

路ꎬ其研究方法也可推广至其他中药活性成分的提

取分离ꎬ为中药现代化发展提供技术支撑ꎮ
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