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摘 要：用乙醇回流法从葡萄枝蔓中提取白藜芦醇，以乙醇体积分数(x1)、回流时间(x2)和溶媒比(x3)为自变量，

以白藜芦醇得率(y)为因变量，得二次回归方程 y=–6.186 39+0.181 78x1–0.012 371x2+0.122 93x3+0.000 273x1x2– 

0.000 545x1x3–0.000 164x2x3–0.001 178x1
2–0.000 042x2

2–0.002 998x3
2 (r =0.936 1，P<0.01)。用星点设计–效应面法优

化提取工艺条件，优化后的较佳提取工艺条件为乙醇体积分数 90.2%，提取时间 129.5 min，溶媒比 8.8，共提取

2次。 
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Abstract: Resveratrol was extracted from grapevine by ethanol reflux extraction, and the quadratic regression equation 
y=–6.186 39+0.181 78x1–0.012 371x2+0.122 93x3+0.000 273x1x2–0.000 545x1x3–0.000 164x2x3–0.001 178 x1

2 –0.000 042x2
2 – 

0.002 998x3
2 (r= 0.936 1，P<0.01) was obtained by selecting the ethanol concentration (x1), time for refluxing extraction 

(x2) and ratio of solvent to raw material (x3) as independent variables and the extraction rate of resveratrol as dependent 
variables. Then the extraction process was optimized using central composite design and response surface method. The 
optimal conditions of extraction process were as follows: extracted 2 times, 129.5 min for each extraction, with 90.2% 
ethanol and solvent to raw material ratio of 8.8∶1.  
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葡萄(Vitis vinifera L.)的根、茎、叶、果实均可
入药，具有补气血、利小便、解毒、消肿等功效[1]。

Sierra等 [2]发现葡萄枝条中含有反式白藜芦醇

(trans–resveratrol)和葡萄素。杨敬芝等[3]从刺葡萄地

上部分分离得到白藜芦醇等7个芪化物。白藜芦醇
(3,4’,5–三羟基二苯乙烯)是含有芪类结构的非黄酮
多酚化合物，具有抗氧化、抗癌、预防心血管疾病

等作用[4]。目前国内多采取正交设计或均匀设计法

优化植物中有效成分的提取工艺。这两种方法均采

用线性数学模型，精度不高。星点设计 (central 
composite design，CCD)是在析因设计的基础上，采
用非线性数学模型拟合，复相关系数较高，于中心

点进行的重复性试验可提高试验精度，预测值更接

近于真实值，并且具有试验次数较少、可采用直观
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三维效应面进行数据处理与拟合等优点，已在药物

提取和处方工艺的优化中应用[5–10]。本试验中以葡

萄栽种过程中废弃的葡萄枝蔓为原料，以白藜芦醇

得率为指标，运用星点设计–效应面法优化白藜芦
醇的提取工艺条件，旨在为白藜芦醇的工业化生产

提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材  料 

葡萄枝蔓样品由湖南省中药提取工程研究中

心提供。白藜芦醇对照品购自中国药品生物制品检

定所(批号为 111535–200502，纯度≥98%)。 

1.2 主要试剂及仪器设备 

甲醇、乙酸为色谱纯，其他试剂均为分析纯，

所有试剂均购自国药集团化学试剂有限公司。 
主要仪器：Waters 1525 型高效液相色谱仪，

Waters 2998 工作站 (美国沃特世公司 )；Mettler  
ML204电子天平(梅特勒–托利多仪器有限公司)；数
显恒温水浴锅(江苏省金坛市荣华仪器制造有限公
司)；高速中药粉碎机(浙江瑞安市永历制造机械有
限公司)；KQ–5200DB台式数控超声清洗器(昆山市
超声仪器有限公司)。 

1.3  样品溶液中白藜芦醇得率的确定 

1.3.1  对照品溶液和样品溶液的制备 

对照品溶液的制备：精密称取白藜芦醇对照品

10.5 mg，置于 50 mL量瓶中，用甲醇溶解，稀释到
刻度，摇匀。 
样品溶液的制备：将葡萄枝蔓粉碎后，过孔径

(850±29) μm筛，精密称取葡萄枝蔓粉碎样 5.0 g，
用乙醇回流提取法提取，将提取液冷却至室温后

5 000 r/min离心 15 min，取上清液，经 0.45 μm微
孔滤膜抽滤，得供试品溶液。 

1.3.2  标准曲线的制作 

分别精密量取对照品溶液 0.5、1.0、2.0、5.0、
8.0、10.0 mL，置于 10 mL容量瓶中，加入甲醇稀
释至刻度，摇匀。按色谱条件进样检测。色谱条件

为：色谱柱为 Hypersil，BDS C18(4.6 mm×250 mm，
5 µm)；流动相为甲醇和 1%乙酸水，梯度洗脱；流

速 0.8 mL/min；柱温 35 ℃；进样量 5 μL；检测波长
310 nm。以对照品质量浓度(μg/mL)为横坐标(x)，以
白藜芦醇色谱峰面积为纵坐标(y)，绘制标准曲线。 

1.3.3  精密度试验、稳定性试验和重复性试验 

精密度试验：取同一对照品溶液，重复进样6

次，按1.3.2中色谱条件进行测定，记录高效液相色

谱图中白藜芦醇的峰面积。根据峰面积计算相对标

准偏差。 

稳定性试验：取同一供试品溶液，在溶液配制

后0、2、4、8、12、24 h各进样5 μL，按1.3.2中色

谱条件进行测定，记录高效液相色谱图中白藜芦醇

的峰面积。根据峰面积计算相对标准偏差。 

重复性试验：取同一批供试品6份，按1.3.2中

色谱条件进行测定，记录高效液相色谱图中白藜芦

醇的峰面积。根据峰面积计算相对标准偏差。 

1.3.4  加样回收率测定 

精密称取 6份葡萄枝蔓粉碎样，每份 3.0 g，分

别加入白藜芦醇对照品 5.0 mg，按样品溶液制备方

法制备，按 1.3.2 中色谱条件进行测定。计算白藜

芦醇的回收率及回收率相对标准偏差。 

1.3.5  白藜芦醇含量的测定 

精密吸取抽滤后的提取液5 μL，按1.3.2中色谱

条件进行测定，每个样品进样3次，得样品中白藜

芦醇含量。 

根据样品溶液中白藜芦醇含量计算白藜芦醇

得率。白藜芦醇得率=提取液白藜芦醇质量浓度

(mg/mL)×提取液体积(mL)/样品质量(g)。 

1.4 提取工艺的优化 

采用星点设计–效应面法优化葡萄枝蔓中白藜

芦醇的提取工艺。提取因素为乙醇体积分数、提取

时间和溶媒比、提取次数。因提取次数为非连续变

量，不能进行回归处理，结合预试验结果和工业生

产实际，暂固定为2次。预试验中乙醇体积分数(x1)、

提取时间(x2)和溶媒比(x3)的值分别为65%～95%、

50～150 min、5～15。按试验设计的统计学要求[5]

确定星点设计的因素与水平(表1)。 
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表1 星点设计的因素与水平 

Table 1 Factors and levels of central composite design 

水平 
因  素 

–1.732 –1 0 +1 +1.732

乙醇体积分数(x1) 65 71.3 80 88.7 95 

提取时间(x2) 50 71.1 100 128.9 150 

溶媒比(x3)  5 7.1 10 12.9 15 

 
以白藜芦醇得率(y)对乙醇体积分数(x1)、提取

时间(x2)和溶媒比(x3)进行线性回归和二次方程拟

合。对拟合出的较适合的模型进行方差分析[5]。依

据模型方程绘制响应面立体分析图及等高线。因变

量曲面图是三维图，只能表达含两个自变量的函

数，所以，将3个自变量中的一个固定为中值，分

别以拟合的目标函数为数学模型，绘制因变量曲面

图，利用该图对影响白藜芦醇得率的任意2种条件

的交互作用进行分析和评价。通过等高线的形状判

断交互作用的强弱：椭圆形表示两因素交互作用显

著；圆形表示两因素交互作用不强[10]。 

1.5 优化结果验证 

精确称取5.0 g葡萄枝蔓粉碎样3份，按照试验

所得优化提取条件进行提取。将提取液离心15 min

后过0.45 μm微孔滤膜，测定白藜芦醇含量，进而

计算出白藜芦醇得率。将结果与拟合方程预测值进

行比较，计算实测值与预测值的偏差。 

1.6 数据分析 

用Design–Expert 8进行数据分析。 

2 结果与分析 

2.1 白藜芦醇含量检测方法的评价 

以甲醇和1%乙酸水为流动相，高效液相色谱图

基线稳定，样品中组分分离度好，在此色谱条件下，

葡萄枝蔓提取液中白藜芦醇保留效果较好，基本达

到基线分离(图1)。 

 
0.00    5.00   10.00   15.00   20.00   25.00   30.00   35.00   40.00   45.00   50.00   55.00   60.00   65.00 

时间/min 

 
0.00    5.00   10.00   15.00   20.00   25.00   30.00   35.00   40.00   45.00   50.00   55.00   60.00   65.00 

时间/min 

图 1  对照品与样品的高效液相色谱图 
Fig.1  HPLC chromatograms of the standard and the sample  

白藜芦醇质量浓度的标准曲线方程为 y= 

43 217x– 527，r=0.999 5。结果表明：白藜芦醇质量

浓度与峰面积线性关系良好。 

精密度试验结果：白藜芦醇峰面积的相对标准

差为0.4%，表明仪器精密度良好。 

稳定性试验结果：白藜芦醇峰面积的相对标准

差为0.9%，表明样品溶液在24 h内稳定。 

重复性试验结果：白藜芦醇峰面积的相对标准

差为0.7%，表明该方法的重复性良好。 

白藜芦醇回收率为100.31%，相对标准差为

1.7%。 

2.2 提取工艺的优化结果 

2.2.1 星点设计试验结果 

星点设计的试验结果见表2。 
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表 2 星点设计试验结果 

Table 2  Results of central composite design  

试验号 x1 x2 x3 
白藜芦醇 
得率/(mg·g–1)

1 –1 –1 –1 1.47 

2 +1 –1 –1 1.62 

3 –1 +1 –1 1.26 

4 +1 +1 –1 1.72 

5 –1 –1 +1 1.49 

6 +1 –1 +1 1.62 

7 –1 +1 +1 1.26 

8 +1 +1 +1 1.63 

9 –1.732 0 0 1.23 

10 +1.732 0 0 1.66 

11 0 –1.732 0 1.57 

12 0 +1.732 0 1.64 

13 0 0 –1.732 1.58 

14 0 0 +1.732 1.69 

15～20 0 0 0 1.68 

2.2.2 模型方程  

所得白藜芦醇得率的线性回归方程为：

y= 0.377 31+0.015 26x1 –0.000 517x2 +0.002 959x3 

(r = 0.549 7，P<0.01)。 
尽管模型通过检验，但拟合度不佳，预测性较

差，因此线性模型不合适。 

所得白藜芦醇得率的非线性二次方程为：

y=–6.186 39+0.181 78x1–0.012 371x2+0.122 93x3+ 

0.000 273x1x2–0.000 545x1x3–0.000 164x2x3–0.001 178x1
2 – 

0.000 042x2
2 – 0.002 998x3

2 (r = 0.936 1，P<0.01)。 

表3中二次方程的显著性检验结果表明：一次

项乙醇体积分数对白藜芦醇得率线性效应的影响

显著，料液比对白藜芦醇得率线性效应的影响不显

著；二次项中除料液比外的其他两因素对白藜芦醇

得率曲面效应的影响均显著；乙醇体积分数与提取

时间的交互作用极显著。综上可知，二次方程的

r值高于线性方程的，P<0.01，表明二次方程具有

高度显著性，说明模型与试验实际拟合良好，试验

误差小，应用效应面法优化葡萄枝蔓中白藜芦醇的

提取工艺是可行的。 

 

表 3 拟合二次方程的方差分析结果 

Table 3 Results of variance analysis of quadratic model 

方差 
来源 

平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 0.430 0  9 0.047 0 16.27 <0.000 1 极显著

x1 0.250 0  1 0.250 0 84.57 < 0.000 1 极显著

x2 0.003 1  1 0.003 1 1.07 0.324 6  

x3 0.001 0  1 0.001 0 0.35 0.565 5  

x1 x2 0.038 0  1 0.038 0 13.01 0.004 8 极显著

x1 x3 0.001 5  1 0.001 5 0.52 0.487 2  

x2 x3 0.001 5  1 0.001 5 0.52 0.487 2  

x1
2 0.120 0  1 0.120 0 42.44 <0.000 1 极显著

x2
2 0.019 0  1 0.019 0 6.62 0.027 8 显著 

x3
2 0.009 9  1 0.009 9 3.40 0.095 1  

残差 0.002 9 10 0.002 9   

失拟项 0.002 9  5 0.005 8   

纯误差 0.000 0  5 0.000 0   

总误差 0.450 0 19    

2.2.3 提取条件优化结果 

由图2~4可以看出，乙醇体积分数与提取时间、
溶媒比的交互作用均显著；溶媒比与提取时间的交

互作用不显著。从图2~4中等高线图可以看出各因
素的极值应在圆心处，初步估计乙醇体积分数、提

取时间、溶媒比极值的取值范围为80%～95%、
115～135 min、8～11。通过Design–Expert 8 软件
分析，得出回归模型的最大值点，即乙醇体积分数

90.2%，提取时间129.5 min，溶媒比8.8，在此条件
下，白藜芦醇得率为1.75 mg/g，因此，将乙醇体积
分数90.2%、提取时间129.5 min、溶媒比为8.8，回
流提取2次确定为较优提取工艺。 

 
图2 不同乙醇体积分数与提取时间条件下的白藜芦醇得率 

Fig.2 Resveratrol yield rate under different ethanol 

concentrations and extraction time  
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图3 不同乙醇体积分数与溶媒比条件下的白藜芦醇得率 

Fig.3 Resveratrol yield rate under different ethanol 

concentrations and solvent ratios 

 
图 4 不同溶媒比与提取时间条件下的白藜芦醇得率 

Fig.4 Resveratrol yield rate under different solvent 

ratios and extraction time  

2.3 优化结果的验证  

验证试验的结果表明：白藜芦醇的平均得率为

1.73 mg/g。验证结果与拟合方程预测值的偏差为
1.14%。偏差较小，可见，由数学模型所得到的较
优条件与设计目标相符，试验设计和数学模型具有

可靠性和重现性。 

3 结论与讨论 

本研究结果表明，用乙醇回流提取法从葡萄枝

蔓中提取白藜芦醇，乙醇体积分数、提取时间对白

藜芦醇得率的影响显著。通过回归分析和验证试

验，得到较优提取条件为乙醇体积分数90.2%，提

取时间129.5 min，溶媒比为8.8，回流提取2次。在
此条件下，葡萄枝蔓中白藜芦醇的得率为1.73 mg/g。
该得率不仅比预试验中最佳得率1.69 mg/g的提取
效果高出2.37%，且提取成本降低。经方差分析，
以提取乙醇体积分数(x1)、回流时间(x2)和溶媒比(x3)
为自变量，以白藜芦醇得率(y)为因变量拟合的二次
方程模型有效，对试验结果拟合较好，有一定应用

价值。 

在本试验的基础上还可考察不同提取方法对

白藜芦醇得率的影响，以优化提取效果。 
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