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摘要：目的 选用聚乙二醇（PEG）-硫酸铵（(NH4)2SO4）双水相体系萃取虎舌红皂苷，并研究皂苷的稳

定性。方法 以萃取率为指标，考察水浴时间、水浴温度、PEG 平均分子量、PEG 质量分数、(NH4)2SO4

质量分数、体系 pH 值对萃取效果的影响，采用响应曲面法对萃取条件进行优化，并对虎舌红皂苷进行

稳定性研究。结果 得到了最佳萃取条件，水浴时间为 40 min，水浴温度为 70 ℃，PEG600 质量分数为

25.0%，(NH4)2SO4 质量分数为 21.0%，pH 值为 6.20，此时虎舌红皂苷的萃取率为 4.73%。研究表明，

虎舌红皂苷适于保存在 20 ℃以下、pH 为 6 的低温微酸性环境中。结论 此体系的建立能有效萃取虎舌

红皂苷，为其后续研究提供参考依据。 
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Extraction of Saponins from Ardisia Mamillata by Aqueous Two-phase System 
and Stability of Saponins 
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ABSTRACT: The paper aims to extract saponins from Ardisia mamillata by polyethylene glycol (PEG)-ammonium sul-

fate (NH4)2SO4 two-phase system to study the stability of saponin. The effects of water bath time, temperature, PEG av-

erage molecular weight, PEG mass fraction, (NH4)2SO4 mass fraction and pH on the extraction efficiency were observed 

with the extraction rate of saponins in the system as index. The optimum extraction conditions were optimized by re-

sponse surface methods, and the stability was studied. The results showed that the water bath time was 40 minutes and the 

temperature was 70 ℃, PEG600 mass fraction, (NH4)2SO4 mass fraction and pH was 25.0%, 21% and 6.20, respectively. 

Under these conditions, the extraction rate of saponins was 4.73%. Ardisia mamillata saponins was suitable for preserva-

tion at temperatures below 20 ℃ and pH 6. The establishment of this system can effectively extract saponins from Ardisia 

mamillata and provide reference for its follow-up study. 
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虎 舌 红 （ Ardisia mamillata ） 为 紫 金 牛 科

（Myrsinaceae）紫金牛属（Ardisia）植物，又称红毛

毡、宝鼎红、天仙红衣、毛凉伞、金丝红珠，常见于

岭南山区，药用价值较高，有治跌打，清利热，治疗

肝炎、胆囊炎等功效[1]。目前关于虎舌红活性成分的

研究多集中于挥发油[2]、多糖[3]、黄酮类[4]等，关于

皂苷的研究报道较为少见。研究表明，紫金牛属植物

中皂苷类化合物含量最高[5]，且具有多种药理作用[6]

（抗肿瘤、抗病原生物、抗炎镇痛等），所以探索一

种高效、简捷、方便的虎舌红皂苷提取方法，对于虎

舌红皂苷的组成、结构及功能研究具有重要意义。 
双水相体系萃取技术（Aqueous Two Phase Ex-

traction. ATPE）是一种高效率、性温和的新型生物分

离技术，其特点是传质和分相速度快，溶剂安全易回

收处理，分相操作简便，加上其体系温和的特点也能

起到保护生物物质活性的作用[7]。双水相萃取技术应

用领域广，多用于分离生物活性物质，例如黄酮[8]、

多糖[9]、蛋白[10]、皂苷[11]等。植物中的天然成分被分

离后，在贮藏期间发生的变化对其生理活性的影响巨

大。皂苷类化合物生理活性多样，温度、时间、pH

等贮藏条件是影响其贮藏稳定性的重要因素。皂苷在

稳定性降低后可能会发生降解或转化，对于贮藏研究

来说是不利的变化。研究贮藏稳定性后可为虎舌红皂

苷在提取及纯化处理时提供参考，为虎舌红药材和皂

苷产品的制备提供科学依据，这样才能更好地保证药

材和制剂的质量。文中拟研究探索 PEG-(NH4)2SO4

双水相体系萃取虎舌红皂苷的条件，并对其进行贮藏

稳定性研究，该研究对虎舌红的开发利用具有重要意

义，能为研究虎舌红皂苷功能奠定理论基础。 

1  实验 

1.1  材料与试剂 

主要材料与试剂：虎舌红，采摘自湖南省永州市湖

南科技学院西山；人参皂苷 Rg1 标准品，成都曼思特

生物科技有限公司；香草醛、高氯酸、各分子量 PEG、

氢氧化钠、盐酸、(NH4)2SO4 等，均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

主要仪器和设备：FW177 型中草药粉碎机，天津

市泰斯特仪器有限公司；HWS-26 型电热恒温水浴锅，

上海一恒科学仪器有限公司；FA1104B 型电子分析天

平，上海越平科学仪器有限公司；UV-5200 型紫外可见

分光光度计，上海元析仪器有限公司；TG16-WS 型台

式高速离心机，湖南湘仪离心机仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  皂苷含量的测定 

采用香草醛-高氯酸显色法[12]，准确吸取 100 µL

待测液于具塞试管，热风风干溶剂，量取质量分数为

5%的香草醛-冰醋酸溶液 0.2 mL、高氯酸 0.8 mL 加

入试管，封口后 60 ℃水浴 15 min，取出后立即置于

冰水中冷却，再加冰醋酸 5 mL 后摇匀静置 10 min，

甲醇溶液作为空白对照，在波长 548 nm 处进行比色

测定。 

1.3.2  标准曲线的绘制 

标准品人参皂苷 Rg1 干燥至恒质量后，称取 5 mg

置于 5 mL 容量瓶中，甲醇定容后作为标准品溶液。

分别精密量取标准品溶液 30，60，90，120，150，

180 µL 置于具塞试管中，采用热风风干溶剂，按方法

1.3.1 进行显色测定，绘制标准曲线（横坐标为皂苷

质量，纵坐标为吸光度值），得出相关回归方程

y=6.0819x+0.2204（R2=0.9984，y 为吸光度值，x 为皂

苷质量）。 

1.3.3  PEG-(NH4)2SO4双水相相图的绘制 

采用浊点滴定法绘制相图[13]。操作方法：室温条

件下，称取质量分数为 50%的 PEG 溶液 10 g 置于锥

形瓶中后，逐滴滴入质量分数为 25%的(NH4)2SO4 溶

液，同时摇晃锥形瓶，当体系中出现浑浊时，记录

(NH4)2SO4 溶液的滴加量；再滴加去离子水至完全澄

清，记录所加水的质量，重复操作至体系不再发生浑

浊；计算各个浊点时 PEG 和(NH4)2SO4 的质量分数，

绘制 PEG-(NH4)2SO4 双水相相图。 

1.3.4  PEG-(NH4)2SO4双水相体系萃取虎舌红皂苷 

将 PEG 和(NH4)2SO4溶液按照一定质量分数与虎

舌红干粉混合并摇匀，恒温水浴震荡处理一段时间

后，在 8000 r/min 条件下离心 10 min，精确分离两相，

并测量上相体积和皂苷含量，测定方法见 1.3.1。计

算萃取率 R： 
R=C1V1/m 
式中：C1 为上相中皂苷浓度（mg/mL）；V1 为上

相体积（mL）；m 为虎舌红干粉质量（g）；R 为皂苷

萃取率（%）。 
1.3.4.1  单因素实验 

以萃取率为指标，对 PEG 平均分子量（400，600，

2000，6000）、PEG 质量分数（20%，25%，30%，35%，

40 %）、(NH4)2SO4 质量分数（15%，18%，21%，24%，

27 %）、pH（4，5，6，7，8）、水浴温度（30，40，

50，60，70，80 ℃）、水浴时间（20，30，40，50，

60 min）进行单因素实验，各进行 3 次平行实验。 
1.3.4.2  响应曲面优化实验 

基于单因素实验结果，根据 Box-Behnken 设计原

理，确定实验的因素与水平。以皂苷萃取率为响应值，

通过响应曲面优化双水相萃取虎舌红皂苷条件，实验

因素和水平见表 1。 

1.3.5  虎舌红皂苷稳定性研究 

在温度为 30 ℃，保存时间为 48 h 的条件下，考 
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表 1  响应曲面实验设计因素和水平 
Tab.1 Design factors and levels of response surface  

experimental design 

水平 
PEG 质量 

分数/% 

(NH4)2SO4 

质量分数/% 
pH 值 

−1 20 18 5 

0 25 21 6 

1 30 24 7 

 
察不同 pH 值（2，3，4，5，6，7，8，9，10）对虎

舌红皂苷保留率的影响。 
在 pH 为 6，保存时间为 48 h 的条件下，考察不

同温度（10，20，30，40，50，60，70，80，90，100 ℃）

对虎舌红皂苷保留率的影响。 
在温度为 20 ℃，pH 为 6 的条件下，考察不同时

间（0.5，1，2，3，4，5，6，7 d）条件下虎舌红皂

苷的保留率。 
观察各组变化情况，得出各因素对虎舌红皂苷稳

定性的影响程度[14—15]。各因素分别进行 3 次平行实

验。保留率计算公式： 
保留率=C 后/C 前×100% 
式中：C 后为保留后皂苷的质量浓度（mg/mL）；

C 前为保留前皂苷的质量浓度（mg/mL）。 

1.4  数据分析 

使用 SPSS17.0 软件分析实验数据，以平均值±

标准差表示。响应曲面实验设计使用 Design-Expert 

8.0.6 软件进行。 

2  结果与讨论 

2.1  PEG-(NH4)2SO4双水相相图 

PEG-(NH4)2SO4 双水相相图见图 1。各分子量

PEG 与(NH4)2SO4 在质量分数较大的情况下均能形成

双相，但分子量不同的 PEG 与(NH4)2SO4 构成的双水 
 

 
 

图 1  PEG-(NH4)2SO2 双水相相图 
Fig.1 Diagram of PEG-(NH4)2SO2 two-phase phase 

相体系双结线不同，且分子量越小双结线越高。根据

相图，可以发现当成相物质的质量分数都处于双结线

之上时才能成两相，处于双结线之下时不能成两相，

或者说双结线之上为两相区，之下为均相区。在相图

绘制实验中发现，随着 PEG 分子量的增大，成相时

间增加，体系粘度增大，相比减小。MURARI 等人[16]

在研究 PEG+(NH4)2SO4+水形成的体系相图平衡数据

和热力学模型时同样发现，随着聚合物摩尔质量的增

加，两相区增大。 

2.2  单因素实验结果 

2.2.1  PEG 平均分子量的确定 

在室温 22~25 ℃，(NH4)2SO4 质量分数为 15%，

PEG 质量分数为 35%，pH 为 7 的条件下，考察 PEG

不同分子量对萃取效果的影响，结果见图 2。 

 

图 2  PEG 平均分子量对萃取效果的影响 
Fig.2 Effects of average molecular weight of 

PEG on extraction efficiency 

当 PEG 分子量发生改变，虎舌红皂苷萃取率发

生变化。理论上 PEG 分子量出现增大时会影响疏水

性，并导致其增大，使得分相时皂苷更容易集中于上

相，但大分子量 PEG 粘度很大，会影响传质，导致

皂苷萃取率反而会下降。杜梦扬等[17]在采用 PEG-无

机盐体系进行萃取水榆花楸叶中总黄酮的实验中，考

察了 PEG 分子量从 1000~10 000 对萃取率的影响，结

果显示当 PEG 分子量为 1000 时萃取率最高，与文中

研 究 趋 势 相 符 。 结 果 表 明 ， 虎 舌 红 皂 苷 在

PEG600-(NH4)2SO4 体 系 中 的 萃 取 率 最 高 ， 确 定

PEG600 为后续实验的成相组成。 

2.2.2  PEG600 质量分数的确定 

在室温 22~25 ℃，(NH4)2SO4 质量分数为 15%，

pH 为 7 的条件下，考察 PEG600 质量分数对萃取效

果的影响，结果见图 3。 

当体系中 PEG600 质量分数在 20%~40%范围内

时，皂苷萃取率呈现先升高后降低的趋势。当 PEG600

质量分数为 20%，萃取率较低，而当质量分数为 25%，

萃取率达到最高（3.69%），随后随着质量分数的增加， 
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图 3  PEG 质量分数对萃取效果的影响 
Fig.3 Effects of PEG mass fraction on extraction efficiency 

萃取率又逐渐降低。出现此现象的原因是当质量分数

增加时，体系中的疏水性也增大，使得皂苷趋于上相

分布。当 PEG 质量分数过大时，体系中粘度也会增

大，从而导致皂苷向上相运动过程受阻，出现萃取率

又降低的现象。综上所述，选取 PEG600 质量分数 25%

作为体系构成。 

2.2.3  PEG-(NH4)2SO4质量分数的确定 

在室温 22~25 ℃，PEG600 质量分数为 25%，pH

为 7 的条件下，考察(NH4)2SO4 质量分数对萃取效果

的影响，结果见图 4。随着(NH4)2SO4 质量分数的增

大，体系中皂苷萃取率在质量分数 15%~27%的区间

内呈现先升高后降低的趋势，并且在 21%时达到最

高，所以选择(NH4)2SO4 质量分数 21%作为体系构成。 

 

图 4  (NH4)2SO2 质量分数对萃取效果的影响 
Fig.4 Effects of mass fraction of (NH4) 2SO2 

on extraction efficiency 

2.2.4  体系 pH 的确定 

在室温 22~25 ℃，PEG600 质量分数为 25%，

(NH4)2SO4 质量分数为 21%的条件下，考察体系 pH

对萃取效果的影响，结果见图 5。 

当体系中 pH 逐渐增大，皂苷萃取率在 pH 为 4~8

的区间内先增大后减小，并且在 pH 为 6 时达到最大。

出现此结果的原因可能是(NH4)2SO4 为强酸弱碱盐，

在双水相体系 pH 逐渐接近中性甚至达到弱碱性的过 

 

图 5  体系 pH 对萃取效果的影响 
Fig.5 Effects of pH on extraction efficiency 

程中，体系中的(NH4)2SO4 有可能会发生中和反应，

导致(NH4)2SO4 的质量分数减小，下相体积减小，从

而导致萃取率呈现下降趋势[8]。综上所述，将 6 选为

体系 pH 值。 

2.2.5 水浴温度及时间的确定 

在 考 察 水 浴 温 度 及 水 浴 时 间 对 PEG600- 

(NH4)2SO4 双水相体系萃取虎舌红皂苷的过程中，

得到温度及时间对萃取效果的影响，结果见图 6。

随着温度及时间的增加，萃取率逐步上升，达到  

 

图 6  水浴温度及时间对萃取效果的影响 
Fig.6 Effects of water bath temperature and time on 

extraction efficiency 
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一定程度时均不再增加。在后续实验设计中不再

对温度和时间进行探讨，固定为温度 70 ℃，时间 40 

min。 

2.3  响应曲面优化双水相分离体系 

2.3.1  响应曲面实验设计与实验结果 

采用 Design-Expert 8.0.6 软件进行响应曲面实验

设计，选取 PEG600 质量分数、(NH4)2SO4 质量分数

和体系 pH 这 3 个因素进行响应曲面实验。试验设计

与结果见表 2。 

表 2  Box-Behnken 试验设计及结果 
Tab.2 Design and results of Box-Behnken test 

试验号 
PEG600 质

量分数/% 

（NH4）2SO4

质量分数/% 
pH 萃取率/% 

1 0 0 0 4.57±0.10 

2 0 1 1 3.99±0.09 

3 1 0 −1 3.87±0.09 

4 −1 −1 0 3.76±0.11 

5 0 -1 1 4.00±0.10 

6 −1 0 −1 4.01±0.07 

7 0 0 0 4.56±0.13 

8 0 1 −1 4.23±0.11 

9 0 0 0 4.55±0.12 

10 −1 1 0 4.52±0.09 

11 0 0 0 4.60±0.08 

12 0 0 0 4.58±0.11 

13 −1 0 1 4.09±0.09 

14 1 0 1 3.99±0.09 

15 1 1 0 4.41±0.10 

16 1 −1 0 4.16±0.10 

17 0 −1 −1 3.60±0.08 

2.3.2  回归方程与方差分析 

利用 Design Expert 8.0.6 软件对表 2 的数据进行

多元回归拟合，并进行方差分析，结果见表 3。表 3

方差分析表明，模型的 F 值为 19.07，P 值小于 0.001，

说明模型对体系分离效果极显著。获得关于体系中

PEG600 质量分数（X1）、(NH4)2SO4 质量分数（X2）

和 pH（X3）的二次多项回归模型方程： 
Y=4.57+0.006X1+0.2X2+0.037X3−0.13X1X2+ 
0.0001X1X3−0.15X2X3−0.17X1

2−0.19X2
2−0.41X3

2 
式中：Y 为萃取率（%）；X1 为 PEG600 质量分数

（%）；X2 为(NH4)2SO4 的质量分数（%）；X3 为 pH。 

表 3  方差分析 
Tab.3 Analysis of variance 

项目 自由度 平方和 F 值 P 值 显著性

模型 9 1.55 19.07 0.0004 *** 

X1 1 3.125×104 0.035 0.8576  

X2 1 0.31 34.15 0.0006 *** 

X3 1 0.011 1.25 0.0210 *** 

X1X2 1 0.065 7.21 0.0005 *** 

X1X3 1 4.000×104 0.044 0.0180 * 

X2X3 1 0.084 9.32 <0.0001 *** 

X1
2 1 0.12 13.45 0.7354  

X2
2 1 0.15 16.80 <0.0001 *** 

X3
2 1 0.72 79.31 0.0004 *** 

残差 7 0.063    

失拟项 3 0.062 55.56 0.2305  

纯误差 4 1.480×103    

总值 16 1.61    

注：R2=0.9608，R2
Adj=0.9104，*P<0.05，**P<0.01， 

***P<0.001 

2.3.3  各因素交互作用的分析与优化 

考察 PEG600-(NH4)2SO4 双水相萃取虎舌红皂苷

响应曲面实验各因素之间的交互作用对萃取率的影

响，作出各交互作用响应曲面和等高线图（图 7—9）。 

 
 

图 7  PEG600、(NH4)2SO2 质量分数对皂苷萃取率的响应曲面、等高线 
Fig.7 Response surface diagram and contour map of the mass fraction of PEG600 and (NH4)2SO2 on the extraction rate of saponin 
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图 8  PEG600 质量分数、pH 对皂苷萃取率的响应曲面、等高线 
Fig.8 Response surface diagram and contour map of PEG600 mass fraction and pH to saponin extraction rate 

 

 
 

图 9  (NH4)2SO2 质量分数、pH 对皂苷萃取率的响应曲面、等高线 
Fig.9 Response surface diagram and contour map of (NH4)2SO2 mass fraction and pH to saponin extraction rate 

 
由各因素交互作用的响应曲面和等高线图可知，

PEG600 质量分数与(NH4)2SO4 质量分数，PEG600 质

量分数与 pH，(NH4)2SO4 质量分数与 pH 这 3 组交互

作用都显著，表现为其等高线图都呈椭圆形。可以解

释为 3 个交互作用中某一因素的水平上升时，另一因

素水平如果也上升，会导致响应值下降。即在实验过

程中，当 PEG600 质量分数上升时，降低(NH4)2SO4

质量分数能提高皂苷的萃取率，同时升高(NH4)2SO4

质量分数则会导致萃取率下降，其余各因素交互作用

同理。对数据进行分析，得到了模型理论的最佳条件：

PEG600 质量分数为 25.04%（调整为 25.0%），

(NH4)2SO4 质量分数为 21.0%，体系 pH 为 6.20。在此

条件下进行验证实验，平行试验 3 次，皂苷萃取率为

(4.73±0.06)%，与模型预测值(4.70%)接近，说明该模

型可靠。 

2.4 虎舌红皂苷稳定性研究 

利用 PEG600-(NH4)2SO4 双水相体系萃取实验考

察了虎舌红皂苷的稳定性，包括温度、pH 值、保留时

间对其稳定性的影响，见图 10。由于温度、pH 值、

保留时间是物质稳定性的最重要和最常见的影响因

素，所以没有进一步考察其他影响因素[18]。结果发现， 

 
 

图 10  温度、pH、保留时间对虎舌红皂苷稳定性的影响 

Fig.10 Effects of temperature，pH and retention days on stability of Saponins from Ardisia mamillata 
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在考察 pH 对虎舌红皂苷稳定性的影响时，可以明显

看出最适 pH 值为 6；在温度为 20 ℃以下时，虎舌红

皂苷保留率能达到 90%以上；从保留时间上看，在保

留 7 d 后虎舌红皂苷依然有较高的保留率，说明其性

质稳定。郑娜等[19]在研究温度和 pH 值对黄芪皂苷Ⅳ、

Ⅲ、Ⅰ稳定性的影响时发现，随着 pH 值和温度的增

加，黄芪皂苷Ⅰ的含量会逐渐降低。综合来看，对于

虎舌红皂苷的保存，应尽量满足温度在 20 ℃以下，

pH 值为 6 的低温弱酸性环境，才能得到有效保存。 

3  结语 

在以往的研究中，在对天然植物和相关农产品中

含有的皂苷类化合物进行溶剂法提取分离时，通常采

用稀乙醇提取-水饱和正丁醇萃取技术。应用此方法

时，由于稀乙醇溶液中含有大量的水，在提取过程中

不可避免地会混入大量的水溶性成分，例如多糖、水

溶蛋白等，容易导致提取物质纯度的降低。另外正丁

醇的气味较大，且具有低毒性。考虑到这些问题的存

在，找到一种新型绿色的提取方法具有重要意义。研

究 中 通 过 单 因 素 - 响 应 曲 面 法 优 化 了 PEG600- 

(NH4)2SO4 双水相萃取虎舌红皂苷的条件，建立的提

取模型经验证后可靠性较高，对各因素与萃取率的关

系能进行准确预测，能得到有效应用，对于虎舌红的

开发利用具有重要意义。 
通过对虎舌红皂苷的贮藏稳定性进行研究，考察

了其在温度、pH 值、时间变化情况下的保留率，能

够更全面地了解虎舌红皂苷的稳定性。在研究中发

现，虎舌红皂苷在贮藏期间保留率出现一定的降低，

在此过程中是否发生了降解亦或转化还不得而知，是

否发生了新物质的产生也不确定，这在后续中还应继

续跟进研究。 
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