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［摘　要］　利用响应曲面法对苹果酸催化合成精氨酸单糖苷（ＡＦ）条件进行优化。本文在单因素

的基础上，以精氨酸单糖苷的合成率为考察指标，建立以反应时间、反应温度、料液比和苹果酸加入

量的４因素３水平的实验模型，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６分析软件对精氨酸单糖苷的合成条件进行

优化研究。结果表明，合成 ＡＦ的最佳工艺条件，反应温度为 ８５℃，反应时间 １５０ｍｉｎ，料液比

１∶２０ｇ／ｍＬ，苹果酸加入量为０．７５ｇ。优化出来的最佳合成条件稳定可行、合成率高。
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ｔｅｓｔｗｉｔｈＡＦｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒａｔｉｏａｓｓｅｌｅｃｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄ．ＯｐｔｉｍｉｚｉｎｇｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆＡＦｗａｓｓｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＤｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．ＴｈｅｂｅｓｔｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆＡＦｗａｓｒｅｃｅｉｖｅｄｗｉｔｈ０．７５ｇｍａｌｉｃａｃｉｄ，８５℃，１５０ｍｉｎａｎｄ１∶２０

ｇ／ｍＬｓｏｌｖｅｎｔｒａｔｉｏ．ＴｈｉｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＡＦｈａｓｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｈｉｇｈｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒａｔｅａｎｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｒｇｉｎｙｌ－Ｆｒｕｃｔｏｓｅ；ｍａｌｉｃａｃｉｄ；ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

　　精氨酸单糖苷英文名为 Ａｒｇｉｎｙｌ－Ｆｒｕｃｔｏｓｅ，简

称ＡＦ，又称为精氨酸果糖苷，存在于自然界的许多
动植物中，郑毅男［１－２］在鲜参加工成生晒参、红参

的过程中，发现 ＡＦ的存在。为美拉德反应的非褐

变部分，是精氨酸与葡萄糖羟醛脱水缩合的产

物［３－５］。分子量为３３７．３，化学名称为１－（精氨酸
－Ｎα基）－１－去氧－Ｄ果糖，其结构如图１所示。

纯化后的ＡＦ单体为白色粉末，ＡＦ极易溶于水，几

乎不溶于有机溶剂，如甲醇等，具有吸湿性，对热不

稳定。研究表明，ＡＦ具有抗氧化［６－８］、抗肿瘤［９］、

促进微循环［１０］等功能，而且具有抑制葡萄糖苷酶、

抗糖尿病［１１－１２］等作用。

ＡＦ单体在自然界中含量较低，不易分离纯化

且成本较高，因此人工合成的方法成为获取大量
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图１　ＡＦ化学结构

ＡＦ的主要途径。目前，合成ＡＦ的主要方法是以精

氨酸和葡萄糖为底物，冰醋酸为催化剂，但此方法

合成率低，且冰醋酸强烈的刺激气味限制了生产应

用。本研究以可食用的苹果酸为催化剂，丙三醇为

溶酶体，优化ＡＦ合成条件，以促进其开发应用。

响应曲面法（Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，

ＲＳＭ）是一种优化生物过程的统计学试验，采用多

元二次回归方程来拟合响应值与因素之间函数关

系的一种优化统计方法［１３－２１］。本文在单因素的基

础上，以反应时间、反应温度、料液比和苹果酸加入

量为关键因子，利用相应曲面法对 ＡＦ合成条件进

行优化，确定其最佳合成工艺。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　Ｌ－精氨酸（奥博星生物技术有

限公司）；葡萄糖、丙三醇、冰乙酸、磷酸（北京化工

厂）；苹果酸（广州利源食品添加剂有限公司）；乙

酸钠（西陇化工股份有限公司）；乙腈（美国，ＯＭＮＩ

ＣＨＥＭ，色谱级）；水（杭州娃哈哈集团有限公司）。

１．２　仪器与设备　电子天平（梅特勒 －托利多仪

器（上海）有限公司）；水浴恒温振荡器（上海龙跃

仪器设备有限公司）；冷冻干燥机（北京博医康实验

仪器有限公司）；ＬＣ－２０１０Ａ高效液相色谱仪（ＬＣ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ工作站、ＳＰＤ－２０Ａ紫外检测器、ＬＣ－２０ＡＴ

泵，ＣＴＯ－１０ＡＳＶＰ柱温箱，日本岛津公司）

１．３　方法

１．３．１　标准曲线的绘制　精密称取 ＡＦ对照品

５ｍｇ，用水定容于１０ｍＬ容量瓶中，分别移取２、４、

６、８ｍＬ对照品溶液于１０ｍＬ容量瓶中，用水定容

至刻度，得质量浓度分别为 ０．１、０．２、０．３、

０．４ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。

ＨＰＬＣ条件：Ｖｅｎｕｓｉｌ－ＡＡ氨基酸分析专用柱

（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：Ａ相 －乙酸钠

缓冲溶液（９２５ｍＬ纯净水，７．６ｇ乙酸钠，２ｍＬ磷

酸，２～３ｄ冰乙酸，７５ｍＬ乙腈），Ｂ相 －有机相（乙

腈∶水 ＝４∶１）。流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长

２５４ｎｍ；柱温４０℃；进样量２０μＬ。

１．３．２　单因素试验

１．３．２．１　筛选最佳反应时间　固定反应温度

８５℃，料液比１∶２０，苹果酸加入量０．７５ｇ，考察反应

时间为 ６０、９０、１２０、１５０、１８０ｍｉｎ对 ＡＦ合成率的

影响。

１．３．２．２　筛选最佳反应温度　固定反应时间

１５０ｍｉｎ，料液比１∶２０，苹果酸加入量０．７５ｇ，考察

反应温度为 ７０、７５、８０、８５、９０℃对 ＡＦ合成率的

影响。

１．３．２．３　筛选最佳料液比　固定反应时间

１５０ｍｉｎ，反应温度８５℃，苹果酸加入量０．７５ｇ，考

察料液比１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０ｇ／ｍＬ对 ＡＦ

合成率的影响。

１．３．２．４　筛选最佳苹果酸加入量　固定反应时间

１５０ｍｉｎ，反应温度８５℃，料液比１∶２０，考察苹果酸加

入量０．５、０．７５、１．０、１．２５ｇ对ＡＦ合成率的影响。

１．３．３　响应面法试验　在单因素的基础上，采用

统计分析软件 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６，根据 Ｂｏｘ－

Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组合实验设计原理，以反应时间

（Ｘ１）、反应温度（Ｘ２）、料液比（Ｘ３）、苹果酸加入

量（Ｘ４）为自变量，ＡＦ合成率（Ｙ）为响应值，进行

优化，试验因素与水平编码如表１所示。
表１　响应面优化试验因素水平

因素
编码水平

－１ ０ ＋１

Ｘ１反应时间／ｍｉｎ １２０ １５０ １８０

Ｘ２反应温度／℃ ８０ ８５ ９０

Ｘ３料液比／（ｇ·ｍＬ－１） １５ ２０ ２５

Ｘ４苹果酸加入量／ｇ ０．５ ０．７５ １．０

２　结果与分析
２．１　标准曲线的绘制　测定不同浓度的 ＡＦ对照
品溶液在 ２５４ｎｍ下的峰面积，以质量浓度 Ｘ
（ｍｇ／ｍＬ）对峰面积Ｙ绘制标准曲线，得到回归方程
为：Ｙ＝３０１９５９Ｘ＋１０５２．８，Ｒ２＝０．９９９３，在质量浓

·６４·
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度 ０．１～０．５ｍｇ／ｍＬ内呈良好线性关系。
２．２　单因素试验
２．２．１　反应时间对 ＡＦ合成率的影响　在其它试
验条件不变的情况下，随着时间的延长，苹果酸催

化的ＡＦ合成率逐渐升高，当时间达到１５０ｍｉｎ时，
合成率达到最高点，随着反应继续，反应向ＡＦ减少
方向进行（图２）。因此，Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验选取的
反应时间的范围为１２０～１８０ｍｉｎ。

图２　反应时间对ＡＦ合成率的影响

２．２．２　反应温度对 ＡＦ合成率的影响　多次试验
发现，温度７０－９０℃之间时，ＡＦ的合成反应迅速发
生，符合ＡＦ在红参中形成的温度条件，当温度达到
８５℃时，ＡＦ合成率达到最高点，随着温度继续升
高，合成率降低（图３）。因此，Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验
选取的反应温度的范围为８０－９０℃。

图３　反应温度对ＡＦ合成率的影响

２．２．３　料液比对 ＡＦ合成率的影响　在其它试验
条件不变的情况下，以料液比为变量时，丙三醇加

量过低时，反应不易混匀，且反应不彻底，合成率偏

低，随着溶媒体积的增大，达到１∶２０ｇ／ｍＬ时，ＡＦ
合成率最高，随着丙三醇体积继续增加，合成率下

降（图４）。因此，Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验选取的料液比
的范围为１∶１５～１∶２５ｇ／ｍＬ。

图４　料液比对ＡＦ合成率的影响

２．２．４　苹果酸加入量对 ＡＦ合成率的影响　在其
它试验条件不变的情况下，随着苹果酸加入量的增

加，ＡＦ的合成率逐渐升高，苹果酸加入量达到
０．７５ｇ时，合成率达到最大值，随后随着苹果酸含
量的增加而有所降低（图５）。因此，Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
试验选取的苹果酸加入量的范围为０．５～１．０ｇ。

图５　苹果酸加入量对ＡＦ合成率的影响

２．３　响应面法优化合成试验结果与分析
２．３．１　结果分析　运用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６分析
软件进行 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计，设计方案及其试验
结果见表 ２，试验号 １～２４位析因实验，试验号
２５～２９位中心试验。

对表２的试验结果进行分析，得到 ＡＦ合成率
（Ｙ）对反应温度（Ｘ１）、反应时间（Ｘ２）、料液比
（Ｘ３）、加酸量（Ｘ４）的二次多项回归方程为：
Ｙ＝６７．７９＋２．９６Ｘ１＋１．７４Ｘ２－１．７７Ｘ３＋１．０５Ｘ４＋
１．２４Ｘ１Ｘ２＋１．５３Ｘ１Ｘ３ ＋１．７２Ｘ２Ｘ３ －１．５５Ｘ２Ｘ４ －
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２．０１Ｘ３Ｘ４－５．１５Ｘ
２
１－６．０９Ｘ

２
２－５．４９Ｘ

２
３－６．６２Ｘ

２
４。

表３为回归模型的方差分析结果，该模型 Ｆ值
为５３．１８、Ｒ２＝０．９８１５、Ｐ＜０．０００１，说明回归方程
的你和程度较好，试验具有很高的可信性和准确

性。模型的修正相关系数 Ｒ２Ａｄｊ＝０．９６３１，表明该
方程较好地反映了合成时间、合成温度、料液比和

苹果酸加入量与 ＡＦ合成率的关系，说明该模型能
够解释９６．３１％的响应值变化，因此可用此模型对
ＡＦ的合成进行分析和预测。从 Ｆ值的分析结果
（Ａ＝９５．２、Ｂ＝３２．８３、Ｃ＝３４．０３、Ｄ＝１１．８９）可以看
出，在所选的各因素水平范围内，对ＡＦ合成率的影
响大小的顺序为：反应温度＞料液比＞反应时间 ＞
苹果酸加入量。

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计方案与结果
试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ 实际值 理论值

１ －１ －１ ０ ０ ５１．５３ ５３．０９

２ １ －１ ０ ０ ５６．７３ ５６．５３

３ －１ １ ０ ０ ５３．７１ ５４．０８

４ １ １ ０ ０ ６３．８８ ６２．４８

５ ０ ０ －１ －１ ５４．７３ ５４．３９

６ ０ ０ １ －１ ５３．９６ ５４．８７

７ ０ ０ －１ １ ６１．２５ ６０．５０

８ ０ ０ １ １ ５２．４５ ５２．９４

９ －１ ０ ０ －１ ５３．６１ ５２．８５

１０ １ ０ ０ －１ ５７．０２ ５７．０８

１１ －１ ０ ０ １ ５３．４７ ５３．２５

１２ １ ０ ０ １ ６０．２７ ６０．８７

１３ ０ －１ －１ ０ ５８．６１ ５７．９６

１４ ０ １ －１ ０ ５７．４９ ５７．９９

１５ ０ －１ １ ０ ５１．６３ ５０．９７

１６ ０ １ １ ０ ５７．４１ ５７．９０

１７ －１ ０ －１ ０ ５７．３５ ５７．４８

１８ １ ０ －１ ０ ５９．２７ ６０．３５

１９ －１ ０ １ ０ ５１．９８ ５０．８８

２０ １ ０ １ ０ ６０．０２ ５９．８６

２１ ０ －１ ０ －１ ５０．７１ ５０．７４

２２ ０ １ ０ －１ ５７．２４ ５７．３１

２３ ０ －１ ０ １ ５６．０２ ５５．９３

２４ ０ １ ０ １ ５６．３７ ５６．３１

２５ ０ ０ ０ ０ ６６．３１ ６７．７９

２６ ０ ０ ０ ０ ６８．６８ ６７．７９

２７ ０ ０ ０ ０ ６８．９２ ６７．７９

２８ ０ ０ ０ ０ ６７．６９ ６７．７９

２９ ０ ０ ０ ０ ６７．３７ ６７．７９

表３　回归模型方差分析结果
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ｍｏｄｅｌ ８２３．０６ １４ ５８．７９ ５３．１８ ＜０．０００１ 

Ａ－Ａ １０５．２５ １ １０５．２５ ９５．２１ ＜０．０００１ 

Ｂ－Ｂ ３６．２９ １ ３６．２９ ３２．８３ ＜０．０００１ 

Ｃ－Ｃ ３７．６３ １ ３７．６３ ３４．０３ ＜０．０００１ 

Ｄ－Ｄ １３．１４ １ １３．１４ １１．８９ ０．００３９ 

ＡＢ ６．１７ １ ６．１７ ５．５８ ０．０３３１ 

ＡＣ ９．３６ １ ９．３６３６ ８．４７ ０．０１１４ 

ＡＤ ２．８７ １ ２．８７ ２．５９ ０．１２９２

ＢＣ １１．９０ １ １１．９０２５ １０．７６ ０．００５５ 

ＢＤ ９．５４ １ ９．５４ ８．６３ ０．０１０８ 

ＣＤ １６．１２ １ １６．１２ １４．５８ ０．００１９ 

Ａ^２ １７２．３６ １ １７２．３６ １５５．９１ ＜０．０００１ 

Ｂ^２ ２４０．８６ １ ２４０．８６ ２１７．８７ ＜０．０００１ 

Ｃ^２ １９５．５８ １ １９５．５８ １７６．９２ ＜０．０００１ 

Ｄ^２ ２８４．４７ １ ２８４．４７ ２５７．３２ ＜０．０００１ 

Ｒｅｓｉｄｕａｌ １５．４７ １４ １．１０

ＬａｃｋｏｆＦｉｔ １１．０３ １０ １．１０ ０．９９２５ ０．５５１９

ＰｕｒｅＥｒｒｏｒ ４．４４ ４ １．１１

ＣｏｒＴｏｔａｌ ８３８．５４ ２８

Ｒ２＝０．９８１５，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９６３１，Ｒ２Ｐｒｅｄ＝０．９１５９，ＣＶ＝１．８１

２．３．２　ＡＦ合成工艺的响应面分析与优化　图６
为各因素交互作用对 ＡＦ合成率影响的响应曲面
图。Ａ图为等高线，Ｂ图为相对应的响应曲面图。

图６ｄ、６ｆ曲面陡峭，等高线呈椭圆形，说明反
应温度与料液比、料液比与苹果酸加入量有很强的

交互作用，呈极显著性；图６ａ、６ｅ曲面相对平缓，说
明反应温度与反应时间、反应温度与料液比、反应

时间与料液比有一定的交互作用，但等高线几乎为

圆形，交互作用不是很强；图６ｃ曲面平缓，等高线
为圆形，说明反应温度与苹果酸加入量交互作用不

显著。图６中均存在极值，说明试验所选范围比较
合理。

２．３．３　ＡＦ合成工艺条件的确定　结合回归模型
分析结果可知，ＡＦ合成的最佳工艺条件为反应温
度８５℃、反应时间１５０ｍｉｎ、液料比１∶２０（ｇ／ｍＬ）、苹
果酸加入量０．７５ｇ。在此条件下ＡＦ的理论合成率
为６７．７９％，实际合成率为６８．９２％，理论值与实际
值基本吻合。由此可见，响应面分析法所优化的最

佳合成工艺数据真实可靠。

·８４·



　２０１６，５０（５）：４５～５１／宋明铭，等 中国兽药杂志 ·９４·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（５）：４５～５１／宋明铭，等　

图６　各因素交互作用对ＡＦ合成率影响的等高线图和响应曲面图

·０５·



　２０１６，５０（５）：４５～５１／宋明铭，等 中国兽药杂志

３　讨论与小结
采用响应曲面法优化 ＡＦ合成工艺，通过合理

的实验设计，从而得出各因素对 ＡＦ合成率影响大
小依次为：反应温度＞料液比＞反应时间＞苹果酸
加入量。料液比和苹果酸加入量对ＡＦ合成的交互
影响最为显著。其最佳合成条件为反应温度８５℃、
反应时间１５０ｍｉｎ、料液比１∶２０（ｇ／ｍＬ）、苹果酸加
入量０．７５ｇ，ＡＦ的实际合成率为６８．９２％。实验采
用的响应曲面模型显著性较好，结果准确可靠，该

研究结果是对人工合成 ＡＦ方法的进一步完善，具
有一定的理论参考价值和实际应用前景。

ＡＦ单体在自然界中含量低，分离纯化难，因此
采用人工合成的方法，以降低ＡＦ合成成本，提高利
用价值。赵婷［１１］、郑毅男等［５］以冰醋酸为催化剂

合成ＡＦ，合成率为２０～３０％左右。冰醋酸是一种
有机一元酸，具有腐蚀性，且有强烈的刺激性气味，

其蒸汽对眼和鼻有刺激性作用，且合成率低。所以

需要选取一种在自然状态或加热后呈酸性、无腐蚀

性、无副作用的催化剂。鉴于以上特点，本文选取

苹果酸［２２］为催化剂，它是常用的食品酸味剂，几乎

存在于一切果实中，且味道柔和，从未发现不良反

应，是合成食药通用的ＡＦ较好的选择之一。ＡＦ的
生成是在加热和无水条件下，所以反应媒介必须满

足熔点低、沸点高的条件，无刺激性气味、无毒副作

用、与反应底物不发生反应，且可作为食品等材料使

用。综合考虑及试验筛选，选取丙三醇没反应媒介。

本文利用响应面法优化 ＡＦ合成工艺，克服了
传统数理统计数据量大的缺点，且弥补了正交试验

无法找到因素的最佳组合以及响应值的最优值的

弊端，响应面法更好地处理离散水平值，实验周期

短、精密度高，能对因素间交互作用进行研究，筛选

出最佳合成条件，显著提高了ＡＦ合成率，为下一步
研究奠定基础，也使得ＡＦ大量生产使用成为可能。
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