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摘要：研究银杏叶中总黄酮的最佳提取工艺条件。在对乙醇

浓度、固液比与提取 时 间 进 行 单 因 素 试 验 的 基 础 上，设 计 三

因素三水平的Ｌ９（３３）正 交 试 验 优 化 超 声 辅 助 乙 醇 提 取 银 杏

叶总黄酮的最佳提取条件。结果表明：银杏叶中总黄酮的最

佳工艺条件为：乙醇浓度６０％、固液比１∶５０（ｍ∶Ｖ）与 提 取

时间３０ｍｉｎ。通过差异性分析可知，乙醇浓度对总黄酮的提

取率影响最大（Ｐ＜０．０１），其 次 为 固 液 比（Ｐ＜０．０５），提 取 时

间对其提取率影响最小（Ｐ＞０．０５）。在 最 佳 工 艺 条 件 下，银

杏叶醇提物中的总黄 酮 提 取 量 为８．０７５ｍｇ／ｇ，提 取 率 为８０
．７５％。
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银杏（Ｇｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａ）又名白 果，属 裸 子 植 物，素 有“活 化

石”之称。中国是银杏的发源地，除黑龙江、吉林、青海、西藏

外，其他各省区均有分布。全国银杏叶产量２万ｔ以上，占世

界总量的７０％左右［１］。银杏叶中含有３０余种黄酮化合物和

萜类、酚类、微量元素及氨基酸等有效成分，具有降低血清胆

固醇、增 加 冠 脉 流 量、改 善 脑 循 环、解 痉、松 弛 支 气 管 和 抑 菌

等生 物 作 用，临 床 上 对 治 疗 冠 心 病、心 绞 痛、心 脑 血 管 疾 病，

保护肝脏，预防脑功 能 障 碍、脑 伤 后 遗 症 和 抗 衰 老 等 方 面 均

有效果［２］。

近年来，研究者围绕银杏叶的抗氧化活性开展了相应研

究。银杏叶 提 取 物 已 被 广 泛 用 来 生 产 保 健 品 及 功 能 性 饮

料［３］。温啸等［４］研究 发 现 干 酪 乳 杆 菌 与 银 杏 叶 提 取 物 有 协

同作用，具有控制小鼠体质量、降血脂、促进胆固醇代谢的功

效，可用于预防和治疗高脂血症；Ｘ．Ｑ．Ｔｉａｎ等［５］研究 了 银

杏叶中的活性物质对 小 鼠 诱 导 氧 化 应 激 与 神 经 元 凋 亡 的 影

响，发现其对小鼠的 认 知 缺 损 具 有 良 好 的 预 防 作 用，且 能 延

缓小鼠脑部海马体的衰亡，但对将银杏叶提取液作为天然食

品保鲜剂使用的研究还不 多。研 究［６－８］证 明，银 杏 叶 中 的 抗

氧化成分对果蔬与肉类具有较好的保鲜护色作用，其中抗氧

化的有效成分主要为黄酮类化合物。此外，也有部分学者开

展了银杏叶中 生 物 活 性 物 质 的 抑 菌 性 能 研 究。李 虎 等［９］采

用抑菌圈法研究了银杏叶黄酮粗提物对细菌（金黄色葡萄球

菌、大肠杆菌）与真菌（禾谷镰刀菌、烟草赤星病菌）的抑菌性

能，结果发现 银 杏 叶 黄 酮 粗 提 物 对４种 菌 均 有 一 定 抑 制 作

用，其对大肠杆菌的 抑 制 性 能 最 强，对 禾 谷 镰 刀 菌 与 烟 草 赤

星病菌也有较明显的抑 制 效 果。李 焰 等［１０］研 究 了 银 杏 叶 提

取物对畜禽常见致病菌的抑菌效果，结果发现银杏叶提取物

对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌与多杀性巴氏杆菌的抑菌性能
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良好。随着国家对植物源生物保鲜剂的开发研究逐渐重视，

有必要开展银杏叶天 然 活 性 成 分 的 分 离 纯 化 工 艺 优 化 与 活

性物质的综合利用研究。

传统的黄酮提 取 方 法 主 要 有 浸 渍 法、回 流 提 取 法 等，新

兴的方法主要有微波辅助提取法、超声波辅助提取法与超临

界萃取法［１１］。目 前，微 波 辅 助 提 取 法 的 应 用 研 究 还 处 于 初

始阶段，且操作过程 需 要 严 格 把 控 时 间；超 声 波 辅 助 提 取 法

所用仪器简 单，自 动 化 程 度 极 高，便 于 大 规 模 生 产 使 用［１２］。

因此，已有相关学 者 采 用 此 法 分 别 从 紫 苏 叶［１３］、辣 椒 叶［１４］、

沙棘叶［１５］、甜荞麦［１６］与松籽 壳［１７］中 提 取 总 黄 酮。本 研 究 拟

采用超声波辅助乙醇浸提法提取银杏叶中的生物活性物质，

课题组在前期选取乙醇浓度、固液比与提取时间进行银杏叶

中总黄酮提取量单因素试验的基础上，开展三因素三水平的

Ｌ９（３３）正交试验，对 提 取 工 艺 进 行 优 化，旨 在 为 后 期 实 现 植

物源产品的高值化开发利用提供理论基础与参考依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料

１．１．１　试验原料

银杏叶：于２０１４年６月 摘 自 上 海 海 洋 大 学 校 园 主 环 路

上，新鲜，无病虫害。

１．１．２　药品试剂

芦丁标准品（芸 香 叶 苷）：含 量≥９８％，上 海 维 编 科 贸 有

限公司；

乙醇、硝酸铝、亚 硝 酸 钠：分 析 纯，国 药 集 团 化 学 试 剂 有

限公司。

１．１．３　仪器设备

超声波清洗器：ＳＢ－２５－１２ＤＴ型，宁 波 新 芝 生 物 科 技 股 份

有限公司；

高速多功能粉碎机：ＨＣ－５００Ｔ２型，永康市天祺盛世工贸

有限公司；

电热鼓风干燥箱：ＤＨＧ－９０５３Ａ型，上海一恒科科学仪器

有限公司；

紫外可见分光光度计：Ｖ－５１００型，上 海 元 析 仪 器 有 限 公

司；

隔膜 真 空 泵：ＧＭ－０．３３Ａ型，天 津 市 津 腾 实 验 设 备 有 限

公司；

精密电子天 平；ＸＳ　２２５Ａ型，普 利 赛 斯 国 际 贸 易（上 海）

有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　芦丁（芸香叶苷）标准溶液的配制　参考文献［１８］方

法配制芦丁标准溶液。准 确 称 取５．０ｍｇ芦 丁 标 准 品，用 浓

度为７０％乙醇溶液溶解，并定量转移至５０ｍＬ容量瓶 中，稀

释至刻度，配置成浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的芦丁标准溶液。

１．２．２　标 准 曲 线 的 绘 制　准 确 吸 取０．１ｍｇ／ｍＬ的 芦 丁 标

准溶液０．００，０．１０，０．２０，０．４０，０．６０，０．８０，１．００ｍＬ，分 别 置

于７个１０ｍＬ具塞试管中，加入７０％乙醇至２ｍＬ，再加５％

ＮａＮＯ２０．３ ｍＬ，摇 匀，放 置 ６ ｍｉｎ；加１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３ ０

．３ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ；加１０％ ＮａＯＨ　３．０ｍＬ，摇匀后放置

１５ｍｉｎ，以试剂空白作为参比，在５１０ｎｍ处测定吸光度，以芦

丁浓度（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准曲线（见

图１），得回归方程：Ｙ＝９．４０６　８　Ｘ－０．００４　７，Ｒ２＝０．９９５　８。
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图１　芦丁标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｒｕｔｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ

１．２．３　银杏叶黄酮 粗 提 液 提 取　将 银 杏 叶 用 蒸 馏 水 洗 净，

时间控制在３～５ｍｉｎ，以免有效成分流失，洗净后置于６５℃

烘箱中烘干至 水 分 含 量 低 于１０％，用 粉 碎 机 粉 碎，过６０目

筛，得干燥粉末。以７０％乙 醇 按 固 液 比１∶２０（ｍ∶Ｖ）在６０

℃下超声（４００Ｗ）提取４０ｍｉｎ，真空抽 滤 后 滤 液 即 为 银 杏 叶

提取液样品。

１．２．４　银杏叶粗提液中的总黄酮含量测定　取１ｍＬ样品，

按标准曲线建立的方法测定提取液在５１０ｎｍ条件下的吸光

值，通 过 标 准 曲 线 计 算 出１ｍＬ中 样 品 的 总 黄 酮 含 量，按 式

（１）计算得到黄酮提取量值。

Ｘ＝ｍ×ＶＭ
（１）

式中：

Ｘ———黄酮提取量，ｍｇ／ｇ；

ｍ———超声后１．０ｍＬ样品中的总黄酮含量，ｍｇ／ｍＬ；

Ｖ———提取液的总体积，ｍＬ；

Ｍ———称取的银杏叶干粉质量，ｇ。

１．２．５　单因素试验设计　采用超声辅助乙醇法进行银杏叶

中总黄酮提取的过程中，多种因素如乙醇浓度、固液比、提取

时间、提取温度、超声波频率、样品采摘时间与破碎程度等都

会对总黄酮提取量产生影响。根据冯金霞等［６］的研究结果，

本课题组以乙醇浓度７０％，固液比１∶２０（ｍ∶Ｖ），浸 提 时 间

４５ｍｉｎ为基础条件，分别 选 择 乙 醇 浓 度、固 液 比 与 提 取 时 间

３个因素作５个水平的单 因 素 试 验，进 行 银 杏 叶 中 总 黄 酮 的

提取。

（１）提取溶剂浓度 单 因 素 试 验：准 确 称 取３．０ｇ银 杏 叶

干品，置于２００ｍＬ烧杯中。在恒定固液比１∶２０（ｍ∶Ｖ），浸
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提时间４５ｍｉｎ的 条 件 下，分 设３０％，４０％，５０％，６０％，７０％

共５个浓度梯 度 进 行 提 取。取 一 定 量 样 品，测 其 黄 酮 含 量，

计算银杏叶中总黄酮的含量，通过总黄酮提取量的高低确定

最佳提取溶剂浓度。

（２）固液比单因素试验：准确称取３．０ｇ银杏叶干品，置

于２００ｍＬ烧杯中。在恒定乙醇浓度７０％，浸提时间４５ｍｉｎ

的条件下，分别使用固液比为１∶１５，１∶３０，１∶３５，１∶４０，１

∶５０（ｍ∶Ｖ）进行提取。取一定量样品，测出黄酮 含 量，计 算

银杏叶中总黄酮的含量，通过总黄酮提取量的高低确定最佳

固液比浓度。

（３）提取时间单因素试验：准确称取３．０ｇ银杏叶干品，

置于２００ｍＬ烧杯中。在 恒 定 乙 醇 浓 度７０％，固 液 比１∶２０

（ｍ∶Ｖ）的条件下，分别选择３０，４５，６０，７５，９０ｍｉｎ进行提取。

取一定量样品，测出黄酮含量，计算银杏叶中总黄酮的含量，

通过总黄酮提取量的高低确定最佳提取时间。

１．２．６　正交试验　在 单 因 素 试 验 结 果 的 基 础 上，以 黄 酮 提

取量为评价指标进行正交试验，以获得银杏叶中总黄酮的最

佳工艺条件。

１．２．７　数据 处 理　试 验 数 据 均 采 用３次 平 行 试 验 的 平 均

值，使用ＳＰＳＳ　１３．０软 件 进 行 统 计 分 析，利 用 Ｏｒｉｇｉｎ　８．０进

行绘图，结果以平均值±标 准 偏 差 表 示。组 间 分 析 采 用ｔ－

检验，显著性界值以Ｐ＜０．０１为 极 显 著，Ｐ＜０．０５为 显 著，Ｐ

＞０．０５为不显著。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果与分析

２．１．１　提取溶剂浓度单因素试验　由图２可知，随着乙醇
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图２　乙醇浓度对银杏叶总黄酮提取量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｙｉｅｌｄ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓ

浓度的升高，银 杏 叶 中 总 黄 酮 的 提 取 量 呈 现 先 增 后 减 的 趋

势，因此选择乙醇浓度５０％，６０％，７０％作为正交试验中乙醇

浓度的３个水平。

２．１．２　固液比单因素试验　由表１可知，在一定范围内，总

黄酮提取量与固液比 呈 正 相 关。当 固 液 比 达 到１∶３０（ｍ∶

Ｖ）时，银杏叶中黄酮 提 取 量 明 显 上 升。随 着 固 液 比 的 增 加，

黄酮提取量显著提高。但从经济适用角度上考虑，并非液料

比越高越好。因此选择 固 液 比１∶３０，１∶４０，１∶５０（ｍ∶Ｖ）

作为正交试验中固液比的３个水平。

２．１．３　提取时间单 因 素 试 验　由 图３可 知，随 着 提 取 时 间

的延长，银杏 叶 中 总 黄 酮 的 提 取 量 出 现 先 上 升 后 下 降 的 特

点。当提取时间为６０ｍｉｎ时，银 杏 叶 中 的 黄 酮 提 取 率 最 高。

从正交试验的因素选 取 原 则 与 实 际 生 产 应 用 的 可 行 性 方 面

综合考虑，最终选 择 提 取 时 间３０，４５，６０ｍｉｎ作 为 正 交 试 验

中提取时间的３个水平。

表１　固液比对银杏叶总黄酮提取量的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｓｏｌｉｄ－ｌｉｑｕｉｄ　ｒａｔｉｏ　ｏｎ　ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｙｉｅｌｄ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓ

固液比（ｍ∶Ｖ） １∶１５　 １∶３０　 １∶３５　 １∶４０　 １∶５０

黄酮提取量／（ｍｇ·ｇ－１） ５．０２±０．０１　 ６．０３±０．２４　 ６．１６±０．２０　 ６．４８±０．１０　 ６．７４±０．１３
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图３　提取时间对银杏叶总黄酮提取量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ　３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

ｙｉｅｌｄ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓ

２．２　正交试验结果与分析

根据单因素试 验 结 果，选 择 乙 醇 浓 度、固 液 比 与 提 取 时

间中有意义的水平（表２），采用Ｌ９（３３）正交试验优化超声辅

助乙醇提取银杏 叶 总 黄 酮 的 最 佳 提 取 条 件。正 交 试 验 的 结

果见表３，方差分析见表４。

综合表３、４可以看出：影响总黄酮含量的各因素水平按

强弱顺序排列：Ａ２＞Ａ１＞Ａ３，Ｂ３＞Ｂ２＞Ｂ１，Ｃ３＞Ｃ１＞Ｃ２。乙

醇浓度对银杏叶中总 黄 酮 提 取 率 的 影 响 极 显 著（Ｐ＜０．０１），

固液比对其总黄酮提取率的影响显 著（Ｐ＜０．０５），提 取 时 间

表２　因素水平表

Ｔａｂｌｅ　２　Ｆａｃｔｏｒｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ

ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｆｒｏｍＧｉｎｋｇｏ　ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓ

水平 Ａ乙醇浓度／％ Ｂ固液比（ｍ∶Ｖ） Ｃ提取时间／ｍｉｎ

１　 ５０　 １∶３０　 ３０

２　 ６０　 １∶４０　 ４５

３　 ７０　 １∶５０　 ６０
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表３　正交试验结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验号 Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ空列
黄酮提取量／

（ｍｇ·ｇ－１）

１　 １　 １　 １　 １　 ７．０４５　５

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ７．８１０　１

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ７．８８１　０

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ７．０４７　１

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ７．８２７　１

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ８．０７５　０

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ６．６２４　６

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ６．５５３　６

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ６．６４２　５

ｋ１


７．５７８　９　６．９０５　７　７．２２４　７　７．１７１　７

ｋ２ ７．６４９　７　７．３９６　９　７．１６６　６　７．５０３　２

ｋ３ ６．６０６　９　７．５３２　８　７．４４４　２　７．１６０　６

Ｒ　 １．０４２　８　０．６２７　１　０．２７７　７　０．３４２　６

表４　正交试验方差分析结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

变异来源 平方和ＳＳ 自由度ｄｆ 均方ＭＳ　 Ｆ　 Ｐ

因素间　 ９５３．５８０　 １　 ９５３．５８０　８　２４５．８６３　０．０００

乙醇浓度 ４．０７５　 ２　 ２．０３７　 １７．６１８　０．０００

固液比　 １．３０６　 ２　 ０．６５３　 ５．６４６　０．０２１

提取时间 ０．２５７　 ２　 ０．１２９　 １．１１２　０．３６３

误差　　


１．２７２　 １１　 ０．１１６

总计　　 ９６０．４９０　 １８

对提取率的影响不显著（Ｐ＞０．０５）。各试验因素对其影响主

次顺序为：Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即 乙 醇 浓 度＞固 液 比＞提 取 时 间。综

合以上分析，乙醇浸提银杏叶黄酮最佳因素水平为 Ａ２Ｂ３Ｃ１，

即乙醇浓度为６０％，固液比为１∶５０（ｍ∶Ｖ），提取时间为３０

ｍｉｎ。同时，通过对各影响因素与空列组Ｒ值的比较，发现因

素Ｃ的Ｒ值略低于空列组。可 能 是 由 于 在 正 交 试 验 设 计 中

对银杏叶黄酮提取 量 有 影 响 的 其 他 因 素，如 提 取 温 度、超 声

波频率或样品破碎程度等有所忽略。对此，课题组还将在后

期进一步增加正交试验的影响因素，并结合响应面法进行因

素间差异性大小的比较分析。

３　结论

（１）在前期单因素试验研 究 的 基 础 上，通 过 正 交 试 验 得

出，采用超声波辅助乙醇浸提法提取银杏叶总黄酮的３个影

响因素的主次顺序依 次 为：乙 醇 浓 度＞固 液 比＞提 取 时 间。

最佳提取工艺条件为：乙醇浓度６０％，固液比为１∶５０（ｍ∶

Ｖ），提取时间３０ｍｉｎ。

（２）在最佳工艺条件下进 行 银 杏 叶 总 黄 酮 的 提 取，其 浸

提物中的总黄酮含量为８．０７５ｍｇ／ｇ，提取率为８０．７５％。通

过与杨港坚等［１９］采 用 超 声 辅 助 水 提 法 相 比，总 黄 酮 的 提 取

率已有明显提高。刘海鹏 等［２０］采 用 超 声 波 提 取 银 杏 叶 中 总

黄酮的最佳得率为９６％，但因其工艺过程需回流提取３次，

且乙醇浓度为９５％，工业生产上成本较高，操作工艺相对较复

杂。因此，本法具有提取时间短、成本低、提取率高等特点，将

能为后期银杏叶的开发利用提供更加广阔的发展思路。
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１４　王艳丽，何煜波，曹晓 宁，等．辣 椒 叶 中 总 黄 酮 提 取 工 艺 的 优 化

［Ｊ］．食品与机械，２０１３，２９（３）：１３８～１４０，１６８．

１５　李 峰，刘 浩，钟 媛，等．沙 棘 叶 中 总 多 酚 和 总 黄 酮 的 提 取 工 艺

［Ｊ］．食品与机械，２０１２，２８（４）：１２８～１３０．

１６　张素斌，廖燕婷．４种 甜 荞 麦 黄 酮 提 取 方 法 的 比 较 研 究［Ｊ］．食

品与机械，２０１２，２８（６）：１５０～１５３．

１７　董周勇，任辉，周亚军．松籽壳总黄酮超声提取工艺响应面优化

［Ｊ］．食品与机械，２０１１，２７（５）：１００～１０２．

１８　赖红芳，黄秀香，陆俊 宇．超 声 波 辅 助 提 取 山 豆 根 中 的 黄 酮 和

多糖工艺优化［Ｊ］．食品与机械，２０１４，３０（１）：１９６～１９８，２２３．

１９　杨港坚，冯达星．水溶性银杏 总 黄 酮 提 取 工 艺 研 究［Ｊ］．中 医 临

床研究，２０１０，２（３）：１２０～１２１．

２０　刘海鹏，刘延成，马东升，等．超声波／回流法银杏叶总黄酮 提 取

的研究［Ｊ］．化学工程师，２００５（８）：４９～５０．
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