
基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８１３７３６６８）；重庆市卫生局

科技项目（编号：２０１２２１４４）

作者简介：欧阳凯，女，重庆医科大学在读硕士研究生。

通讯作者：何先元（１９６３—），男，重庆医科大学教授。

Ｅｍａｉｌ：ｈｘｙ９４１８＠１２６．ｃｏｍ

收稿日期：２０１５－１１－２５

第３２卷第７期

２０１６年７月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．７

Ｊｕｌ．２０１６

犇犗犐：１０．１３６５２／犼．犻狊狊狀．１００３－５７８８．２０１６．０７．０３３
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摘要：通过单因素和响应面分析试验设计，以总皂苷得率为

响应值，对四齿四棱草总皂苷超声提取工艺进行优化。同时

采用紫外分光光度法检测四齿四棱草总皂苷对ＤＰＰＨ自由

基、ＡＢＴＳ自由基的清除能力和总的还原能力。结果表明：

优化工艺条件为提取时间４０ｍｉｎ、液料比３０１（ｍＬ／ｇ）、乙

醇浓度７７％，该条件下四齿四棱草总皂苷得率为３．１ｍｇ／ｇ。

四齿四棱草总皂苷对ＤＰＰＨ自由基的清除作用较强，总的还

原能力及对ＡＢＴＳ自由基的清除作用相对较弱。

关键词：四齿四棱草；总皂苷；抗氧化性；紫外分光光度法
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Ｇ．Ｃｈｅｎ］又名四棱筋骨草、筋骨草，是中国特有的四棱草属

植物。多年生草本植物，具有祛风除湿、舒筋活络的功效，主

治风湿筋骨痛、腰痛、四肢麻木、跌打肿痛等症［１］。分布于四

川省阿坝、重庆、涪陵等地［２］，民间应用广泛，多用于泡酒、炖

猪蹄。研究［３－５］表明，四齿四棱草含有黄酮、多糖、生物碱和

皂苷类化学成分。皂苷作为一类具有多种生理功能的生物

活性物质，有抗氧化［６］、降血糖、降血脂［７］、抗炎［８］、免疫调

节［９］等功效。

目前，皂苷的提取方法有微波辅助提取法、酶法提取法、

回流法及超声提取法等［１０］，与其他提取方法相比，超声提取

法具有提取效率高、经济成本低、提取方法简单、不破坏产物

的理化性质及结构等特点。近年来超声提取法已经广泛应

用于多糖［１１］、黄酮［１２－１３］、多酚［１４］等成分的研究中。目前尚

未见有关超声提取法应用于四齿四棱草总皂苷提取的报道。

本试验拟采用响应面法优化四齿四棱草总皂苷的超声提取

工艺，并对其抗氧化活性进行研究，以期为后续四齿四棱草

药理活性的深入研究提供理论依据，为四齿四棱草的综合开

发利用提供理论指导。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

四齿四棱草：采自重庆市南川区金佛山；

１４１



齐墩果酸：批号１４０８２４，成都普菲生物技术有限公司；

ＶＣ：批号２４０４０，美国Ａｃｃｕｓｔａｎｄａｒｄ公司；

ＤＰＰＨ（１，１，二苯基２三硝基苯肼）：批号：Ｍ０７３３４，成

都格雷西亚化学技术有限公司；

ＡＢＴＳ：批号：Ｇ６１８２６，成都格雷西亚化学技术有限

公司；

其他试剂：分析纯，市售。

１．２　主要仪器设备

紫外分光光度计：ＵＶ１７５０型，岛津仪器（苏州）有限

公司；

高速粉碎机：ＦＷ１００型，上海金鹏分析仪器有限公司；

电子天平：ＡＬ２０４型，梅特勒—托利多仪器（上海）有限

公司；

超声波清洗器：ＫＱ５２００ＤＡ型，昆山市超声仪器有限

公司；

恒温水浴锅：ＨＨ６型，江苏省金坛市荣华仪器制造有

限公司；

旋转蒸发器：ＲＥ３０００型，上海亚荣生化仪器厂；

循环水式真空泵：ＳＨＺＤ（Ⅲ）型，巩义市予华仪器有限

公司。

１．３　试验方法

１．３．１　标准曲线的绘制　称取齐墩果酸标准品１．４ｍｇ，加入

无水乙醇超声溶解，定容至１０ｍＬ，摇匀，即得齐墩果酸标准

品溶液。分别移取０．１，０．２，０．４，０．６，０．８，１．０ｍＬ齐墩果酸标

准品溶液于１０ｍＬ具塞试管中，８０℃恒温水浴蒸干，加入

５％香草醛—冰醋酸溶液０．２ｍＬ和高氯酸０．８ｍＬ摇匀，

６５℃反应２０ｍｉｎ，冷却至室温后，加乙酸乙酯定容至刻度，

摇匀，以试剂空白为对照，在５５０ｎｍ波长下测定吸光度。以

吸光度为纵坐标，质量浓度为横坐标作标准曲线，得回归方

程为：犃＝５０．２８３犆－０．０１８６，犚２＝０．９９９６，线性范围为

０．００１４～０．０１４０ｍｇ／ｍＬ。

１．３．２　四齿四棱草总皂苷的提取　将四齿四棱草粉碎，过

８０目筛，称取粉末１．０ｇ，置于锥形瓶中，根据单因素条件及

响应面试验设计进行超声提取（２００Ｗ，４０ｋＨｚ）。提取液过

滤，减压浓缩后加蒸馏水溶解，以乙酸乙酯萃取３次，每次

２０ｍＬ，合并脂层并用水洗涤，合并水层，用水饱和正丁醇萃

取３次，每次２０ｍＬ，合并萃取液并用正丁醇饱和水洗涤，将

正丁醇层浓缩后用无水乙醇定容至１０ｍＬ，即得四齿四棱草

总皂苷溶液［１５］。

１．３．３　总皂苷的测定　吸取总皂苷溶液１．０ｍＬ，置于１０ｍＬ

具塞试管中，８０℃恒温水浴蒸干，按１．３．１的方法测定吸光

度。根据其回归方程计算出溶液浓度，按式（１）求得总皂苷

的得率。

犢 ＝
犆×犞１×犞３

犞２×犿
， （１）

式中：

犢———总皂苷得率，ｍｇ／ｇ；

犆———测量液的皂苷浓度，ｍｇ／ｍＬ；

犞１———测量液的定容体积，ｍＬ；

犞２———测量时的量取体积，ｍＬ；

犞３———提取液的定容体积，ｍＬ；

犿———样品的质量，ｇ。

１．３．４　单因素试验设计

（１）超声提取时间对四齿四棱草总皂苷得率的影响：按

液料比３０１（ｍＬ／ｇ）加７５％乙醇，超声提取时间分别为１０，

２０，３０，４０，５０，６０ｍｉｎ，考察超声提取时间对四齿四棱草总皂

苷得率的影响。

（２）液料比对四齿四棱草总皂苷得率的影响：提取时间

为３０ｍｉｎ，分别以１０１，２０１，３０１，４０１，５０１，６０１

（ｍＬ／ｇ）的液料比加入７５％乙醇，考察液料比对四齿四棱草

总皂苷得率的影响。

（３）乙醇浓度对四齿四棱草总皂苷得率的影响：以液料

比３０１（ｍＬ／ｇ）分别加入４５％，５５％，６５％，７５％，８５％，

９５％乙醇，超声提取３０ｍｉｎ，考察乙醇浓度对四齿四棱草总

皂苷得率的影响。

１．３．５　响应面试验优化四齿四棱草总皂苷提取条件　以超

声提取时间、液料比、乙醇浓度为变量，以总皂苷的得率为评

价指标，采用三因素三水平的响应面分析法，依据回归分析

确定各工艺条件的影响因素，分析优化四齿四棱草总皂苷的

超声提取工艺［１６］。

１．３．６　四齿四棱草总皂苷的抗氧化性

（１）清除ＤＰＰＨ自由基的作用：分别取０．０１２５，０．０２５，

０．０５，０．１，０．２ｍｇ／ｍＬ的总皂苷溶液１．５ｍＬ于试管中加入

ＤＰＰＨ（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）溶液１．５ｍＬ，摇匀后避光保存３０ｍｉｎ，

于５１７ｎｍ波长处测定吸光度值犃１。空白吸光度值犃０为

１．５ｍＬ无水乙醇与１．５ｍＬＤＰＰＨ混合后测定的吸光度，以

样品溶液１．５ｍＬ和无水乙醇１．５ｍＬ的混合溶液为吸光度

犃２。ＶＣ为阳性对照，在５１７ｎｍ 波长处测定吸光度
［１７］。

ＤＰＰＨ自由基清除率（犚１）按式（２）计算：

犚１＝１－
犃１－犃２

犃０
×１００％， （２）

（２）清除ＡＢＴＳ自由基的作用：称取ＡＢＴＳ４０．０ｍｇ，加

入蒸馏水１０ｍＬ，１．０ｍｇ／ｍＬ的过硫酸钾溶液８．０ｍＬ，在室

温条件下避光反应１６ｈ后移至２５０ｍＬ容量瓶，加入蒸馏水

３２ｍＬ，无水乙醇定容，放置１０ｈ，备用。以 ＶＣ为阳性对照，

分别往试管中加入０．０２，０．０４，０．０６，０．０８，０．１０ｍｇ／ｍＬ的样

品溶液０．５ｍＬ，８０％乙醇１．５ｍＬ，ＡＢＴＳ反应液２．０ｍＬ，静

置６ｍｉｎ，于７３４ｎｍ处测定吸光度犃１，以溶剂代替样液为空

白对照，其测定的吸光度值为犃０
［１８］。ＡＢＴＳ自由基清除率

（犚２）按式（２）计算：

犚２＝
犃０－犃１

犃０
×１００％， （３）

（３）总还原力的测定：以 ＶＣ为阳性对照，取１ｍＬ样品

液，依次加入ｐＨ＝６．６，０．２ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液２．５ｍＬ，

１％铁氰化钾溶液２．５ｍＬ，混匀，５０℃水浴２０ｍｉｎ，加入１０％

三氯乙酸溶液２．５ｍＬ，取２．５ｍＬ 上清液，加入蒸馏水

２．５ｍＬ，１０％三氯化铁溶液，７００ｎｍ测定吸光度。以吸光度

值的大小来表示样品还原能力的大小［１９］。
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２　结果与分析
２．１　单因素试验

２．１．１　超声提取时间对四齿四棱草总皂苷得率的影响　由

图１可知，当超声提取时间为３０ｍｉｎ时，总皂苷的得率达到

最高值，３０ｍｉｎ后，随着时间的延长，总皂苷得率逐渐降低，

这可能是超声能使细胞壁破碎，有利于总皂苷的流出，但超

声时间过长可能会使总皂苷的结构破坏，得率下降［２０］。因

此，最佳的提取时间选择３０ｍｉｎ。

图１　提取时间对总皂苷得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓｙｉｅｌｄ

２．１．２　液料比对四齿四棱草总皂苷得率的影响　由图２可

知，当液料比小于４０ｍＬ／ｇ时，随液料比的增加，总皂苷得率

逐渐升高；当料液比超过４０ｍＬ／ｇ时，随液料比增加总皂苷

得率反而降低。可能是液料比太低，四齿四棱草在提取溶剂

中的浸泡不完全，短时间内不利于总皂苷的浸出，当提取液

体积过大时，易提取出杂质影响后续处理［２０］。因此，最佳的

液料比选择４０ｍＬ／ｇ。

图２　液料比对总皂苷得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｗａｔｅｒｔｏｍａｔｅｒｉａｌｏｎｔｏｔａｌ

ｓａｐｏｎｉｎｓｙｉｅｌｄ

２．１．３　乙醇浓度对四齿四棱草总皂苷得率的影响　据图３

可知，当乙醇浓度在４５％～７５％时总皂苷的得率随着乙醇浓

度的升高而增加，继续增加乙醇浓度总皂苷得率反而下降，

这可能是随着提取溶剂浓度的增加，溶剂的极性发生变化，

使得提取出来的杂质增多，从而影响了总皂苷的得率。故最

佳的乙醇浓度选择７５％。

２．２　响应面法优化提取工艺条件

２．２．１　响应面试验结果与分析　采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ的中心

组合试验设计原理，以总皂苷得率为响应值，试验因素与水

平安排见表１，试验设计及结果见表２。

图３　乙醇浓度对总皂苷得率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｏｔａｌ

ｓａｐｏｎｉｎｓｙｉｅｌｄ

表１　响应面分析因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＲＳＭ

水平
Ａ超声提取

时间／ｍｉｎ

Ｂ液料比

（ｍＬ／ｇ）

Ｃ乙醇浓

度／％

－１ ２０ ３０ ６５

０ ３０ ４０ ７５

１ ４０ ５０ ８５

表２　响应面试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＳＭ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
总皂苷得率／

（ｍｇ·ｇ－１）

１ －１ ０ １ ２．３５

２ －１ １ ０ ２．７２

３ －１ －１ ０ ２．８５

４ １ １ ０ ２．８１

５ ０ －１ －１ ２．２２

６ ０ １ －１ １．８８

７ １ ０ －１ ２．２５

８ ０ ０ ０ ２．７０

９ ０ ０ ０ ２．５１

１０ －１ ０ －１ ２．１３

１１ ０ ０ ０ ２．５７

１２ １ －１ ０ ３．０８

１３ ０ １ １ ２．２７

１４ ０ ０ ０ ２．４７

１５ １ ０ １ ２．８４

１６ ０ ０ ０ ２．５０

１７ ０ －１ １ ２．３６

　　运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件对所得数据进行分析，

得到总皂苷得率（犢）对提取时间、液料比、乙醇浓度的二次多

项回归方程为：

犢＝２．５５＋０．１２犃－０．１０犅＋０．１７犆－０．０３５犃犅＋０．０９２犃犆＋

０．０６３犅犆＋０．２６犃２＋０．０５３犅２－０．４２犆２。 （４）

该模型的方差分析结果及可信度分析见表３、４。
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表３　方差分析结果


Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

方差来源 平方和 自由度 均方 犉 值 Ｐ值 显著性

模型 １．４７０ ９ ０．１６０ ２１．２２ ０．０００３ 

Ａ ０．１１０ １ ０．１１０ １４．０６ ０．００７２ 

Ｂ ０．０８６ １ ０．０８６ １１．２０ ０．０１２３ 

Ｃ ０．２２０ １ ０．２２０ ２９．１９ ０．００１０ 

ＡＢ ４．９００×１０－３ １ ４．９００×１０－３ ０．６４ ０．４５０９

ＡＣ ０．０３４ １ ０．０３４ ４．４５ ０．０７２８

ＢＣ ０．０１６ １ ０．０１６ ２．０３ ０．１９７０

Ａ２ ０．２９０ １ ０．２９０ ３７．７３ ０．０００５ 

Ｂ２ ０．０１２ １ ０．０１２ １．５１ ０．２５８９

Ｃ２ ０．７４０ １ ０．７４０ ９６．５９ ＜０．０００１ 

残差 ０．０５４ ７ ７．６８９×１０－３


失拟项 ０．０２０ ３ ６．８０８×１０－３ ０．８２ ０．５４８７

纯误差 ０．０３３ ４ ８．３５０×１０－３

总误差 １．５２０ １６

　　　　　　　　　　　　　　．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１。

表４　模型的可信度分析

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｃｒｅｄｉｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ

标准差 拟合度 平均值 校正决定系数犚２ 变异系数 预测拟合度 感应值 信噪比

０．０８８ ０．９６４６ ２．５０ ０．９１９２ ３．５１ ０．７５１０ ０．３８ １８．９０２

　　由表３、４可知，相关系数犚２＝０．９６４６，失拟项 Ｐ＝

０．５４８７＞０．０５，模型的拟合度良好；由表３可知，模型的犉＝

２１．２２，Ｐ＝０．０００３整体模型达到极显著水平（Ｐ＜０．００１），表

明模型选择适合；由表３中的Ｐ值可知，一次项 Ａ、Ｃ较显

著，Ｂ达显著水平。二次项Ｂ２无显著影响，Ａ２、Ｃ２达显著水

平，交互项均无显著影响，各交互因素的响应曲面图见图４。

由犉 值可知，三因素对总皂苷得率的影响大小为Ｃ＞Ａ＞Ｂ；

由表４中的校正决定系数犚２＝０．９１９２，变异系数为３．５１％，

说明该模型只有８．０８的变异无法用模型解释。本次试验的

信噪比为１８．９０２＞４，表明模型的可信度较高
［２１］，能用该模

型及方程预测和分析四齿四棱草总皂苷的得率。

２．２．２　最佳提取条件的确定及验证实验　通过 Ｄｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件分析得到最优提取条件超声提取时间为

４０ｍｉｎ，液料比为３０１（ｍＬ／ｇ），乙醇浓度为７７．３５％，预测

值为３．１４ｍｇ／ｇ。考虑到实际操作的可行性，将四齿四棱草

总皂苷的提取工艺修正为提取时间为４０ｍｉｎ，液料比为３０

１（ｍＬ／ｇ），乙醇浓度为７７％，在此条件下，重复实验３次，四

齿四棱草总皂苷得率为３．１０ｍｇ／ｇ，与预测值接近。

２．３　四齿四棱草的抗氧化活性测定

２．３．１　对ＤＰＰＨ自由基的清除作用　ＤＰＰＨ自由基是一种

稳定的自由基，含该自由基的溶液呈紫色，当与抗氧化性物

质反应时，抗氧化物质会提供电子，溶液的颜色发生改变。

由图４可知，在０．０１２５～０．２０００ｍｇ／ｍＬ范围内，ＶＣ与总皂

苷随着浓度的增加，清除ＤＰＰＨ自由基的能力逐渐增强。与

ＶＣ相比，总皂苷溶液的作用效果稍弱。当总皂苷溶液浓度

图４　ＶＣ、总皂苷清除ＤＰＰＨ自由基的作用

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆＶＣａｎｄｔｏｔａｌ

ｓａｐｏｎｉｎｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎＤＰＰＨ·

为０．０３８２ｍｇ／ｍＬ时，ＤＰＰＨ自由基的清除率达到５０％，表

明四齿四棱草总皂苷对ＤＰＰＨ自由基的清除能力较强。

２．３．２　对 ＡＢＴＳ自由基的清除作用　ＡＢＴＳ作为一种水溶

性自由基引发剂，经氧化后生成一种蓝色的自由基ＡＢＴＳ＋，

当与抗氧化物质反应时，颜色会由深变淡，吸光度逐渐减小。

由图５可知，随着浓度的增加，样品溶液清除 ＡＢＴＳ自由基

的能力增大。不同浓度的总皂苷溶液对 ＡＢＴＳ自由基的清

除作用均低于相对应的 ＶＣ溶液。在０．０２～０．１０ｍｇ／ｍＬ范

围内，总皂苷对ＡＢＴＳ自由基的清除率低于４０％，说明总皂

苷对ＡＢＴＳ自由基的清除作用较弱。

２．３．３　总的还原能力测定　由图６可知，当浓度为０．０１２５～

０．２０００ｍｇ／ｍＬ时，总皂苷及 ＶＣ的吸光度与浓度均呈良好

的线性关系。回归方程为犢１（ＶＣ）＝１６．０１４０犡 ＋０．１２２９，
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图５　ＶＣ、总皂苷清除ＡＢＴＳ自由基的作用

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴｈｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆＶＣａｎｄｔｏｔａｌ

ｓａｐｏｎｉｎｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎＡＢＴＳ·

图６　ＶＣ、总皂苷总还原能力的测定

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＴｏｔａｌｒｅｄｕｃｉｎｇｐｏｗｅｒｏｆＶＣａｎｄｔｏｔａｌ

ｓａｐｏｎｉｎｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

犚＝０．９９９４；犢２（总皂苷）＝３．２７４２犡 ＋ ０．０２６３，犚＝

０．９９９７。样品的吸光度值随着浓度的增加而增大，即还原能

力随着浓度的增加而增大。但其还原能力相对ＶＣ较弱。

３　结论
本试验应用高效率、低能耗的超声提取法，采用响应面

分析试验设计优化四齿四棱草总皂苷的提取工艺，确定了最

佳提取条件，并对优化工艺条件下提取的总皂苷进行抗氧化

研究。试验结果表明，最优提取条件超声提取时间为

４０ｍｉｎ，液料比为３０１（ｍＬ／ｇ），乙醇浓度为７７．３５％，预测

值为３．１４ｍｇ／ｇ，实际测定值为３．１０ｍｇ／ｇ。四齿四棱草总皂

苷具有较强清除ＤＰＰＨ自由基的能力，有望开发成为天然的

抗氧化剂。本研究为四齿四棱草的开发提供了一定的参考

依据，但是四齿四棱草总皂苷的纯化、结构鉴定及药理活性

等方面的研究还有待进一步研究。
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