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超声波&大孔树脂联用提取富集追风七总黄酮

及其清除自由基活性研究
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摘要!采用超声波法提取!大孔树脂富集纯化追风七总黄酮$

并测试其清除自由基活性能力"以液料比!乙醇浓度!超声功

率!超声温度!超声时间为自变量$总黄酮提取量为因变量$采

用单因素试验和响应面设计优化提取工艺'以总黄酮的吸附

量和解析率为评价指标$考察纯化追风七总黄酮大孔树脂的

吸附性和洗脱参数'采用清除
EXXU

自由基活性评价追风七

中总黄酮的抗氧化能力"结果表明#超声提取追风七总黄酮

的最佳工艺为#超声功率
!##_

!乙醇浓度
%&e

!液料比
"0

(

"

%

3b

(

9

&!超声时间
"#$358

$超声温度
*!a

$在该条件下总黄

酮提取量为
"*>#$3

9

(

9

'

Ẑ2W

树脂富集纯化追风七总黄酮最

佳工艺条件为#树脂柱径高比
"

(

0

$上样质量浓度为

#>&

9

(

3b

$上样量为
$#3b

%

$ B̂

&$乙醇体积分数
%#e

$洗脱

液用量
0#3b

%

0 B̂

&"纯化后总黄酮保留率达
W!>!e

$精制

倍数达
%>&

倍$总黄酮含量达
0"e

"清除自由基试验结果表

明#总黄酮纯化物的
-E

&#

明显小于总黄酮提取物$略大于
B

+

$

其
EXXU

自由基清除
-E

&#

值为
&*>%

"

9

(

3b

$其
-E

&#

大小顺序

为
B

+

$

总黄酮纯化物
$

总黄酮提取物"

关键词!追风七'总黄酮'超声波辅助提取'大孔树脂'清除自

由基
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>Ẑ2W34AJC

L

CJC=<J?<58

L

=J5H5A4I5C8I?A;85

7

=?<AC8@52

I5C8<K?J?

#

AC8A?8IJ4I5C8CHH??@#>&

9

(

3b

$

I;?J4I5CCH@543?I?J2

;?5

9

;I"

#

0

$

I;?OC6=3?CH

L

C6

ML

;?8C6<<43

L

6?$#3b

%

$ B̂

&$

?6=I?

?I;48C6AC8A?8IJ4I5C8%#e

$

?6=I?OC6=3?0# 3b

%

0 B̂

&

>ZHI?J

?6=I?@K5I; Ẑ2WJ?<58
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#属蔷薇科水杨梅属植物(为,太

白七药-之一(主要分布于太白山区海拔
$*##

#

$)##3

(资源

丰富(民间以全草或根入药(具有清热解毒+利尿+消肿止痛

功效%

"

&

)研究%

$

&表明(合成抗氧化剂
ÛZ

*

ÛG

具有致癌

作用(而天然抗氧化剂具有抗氧化效率高+清除氧自由基效

率高+作用时间长+毒副作用小等特点)黄酮类化合物作为

0&"



一类植物次生代谢产物越来越受关注(不仅具有抗肿瘤+降

血糖等生理功能(还具有较强的抗氧化性%

$T%

&

)文献%

&

#

0

&

报道的从追风七中分离到的化合物有鞣质+三萜+黄酮等)

目前关于追风七总黄酮提取纯化工艺研究尚未见报道(本研

究拟采用超声波提取法优化追风七总黄酮提取工艺(并对提

取物进行富集纯化及其清除自由基试验(旨在为下一步研究

提供试验基础)

"

!

材料与方法
">"

!

材料与仪器

">">"

!

材料与试剂

追风七"陕西太白产(购于当地药材市场(经西安医学院

冯永辉教授鉴定为蔷薇科水杨梅属植物追风七的全草$

芦丁标准品"纯度
*

)We

(批号"

$#"%#)")

(上海士峰生

物科技有限公司$

EXXU

试剂+

B

+

"纯度
*

)We

(美国
[5

9

342Z6@J5A;

公司$

亚硝酸纳+氢氧化钠等"分析纯)

">">$

!

主要仪器设备

紫外
2

可见分光光度计"

+4J

M

20#

型(美国
Z

9

56?8I

公司$

超声波清洗仪"

/]

型(昆山超声仪器有限公司$

电子天平"

[]X

型(德国
[4JICJ5=<

公司$

电子天平"

+X$"#$

型(奥豪斯仪器有限公司$

旋转蒸发仪"

Y?

型(上海亚荣生化仪器设备厂$

电热鼓风干燥箱"

.V)"%*

型(温州顶历医疗器械有限

公司)

">$

!

方法

">$>"

!

总黄酮标准曲线的建立
!

精密称取
&>##3

9

芦丁对

照品于
$&3b

容量瓶中(加
0#e

乙醇超声溶解并用其定容

至刻度(即得对照品溶液)精密移取上述对照品溶液
$>#3b

置于
$&3b

具塞试管中(加入
&e

亚硝酸纳溶液
#>&3b

(摇

匀(静置
&358

(再加入
"#e

硝酸铝溶液
#>&3b

(摇匀(静置

&358

(再加入
%e

氢氧化钠溶液
"#3b

(最后用
0#e

乙醇定

容至刻度线(摇匀(放置
"&358

%

*

&

)于
%##

#

0##83

范围内

扫描(

&#083

处为最大吸收峰(故选择
&#083

为测定波长)

用移液管准确吸取芦丁标准溶液
$>##

(

!>##

(

%>##

(

&>##

(

0>##3b

分别置于
$&3b

具塞试管中(按照上述方法显色(

以试剂空白为参照(在
&#083

波长处测定吸光度(进而建立

总黄酮标准曲线)样品溶液按照上述显色方法制样(测定其

吸光度并计算总黄酮含量(总黄酮提取量以每克药材中总黄

酮量表示!

3

9

*

9

#)

">$>$

!

响应面法优化超声提取试验
!

参照文献%

W

#

)

&并结

合单因素试验结果(选取液料比+超声时间+乙醇浓度和超声

温度
%

个因素为自变量(采用
ĈN2̂?;8Q?8

设计原理进行四

因素三水平响应面试验安排(以总黄酮提取量为响应值(进

行二次多项回归方程的拟合及提取工艺条件的优化)

">$>!

!

追风七总黄酮的纯化试验

!

"

#大孔树脂的预处理"将各种型号树脂分别用
)&e

乙

醇浸泡
$%;

(待其充分溶胀后(用水洗至无白色浑浊现象(再

以蒸馏水洗至无醇味(然后用
%e U+6

溶液浸泡
%;

(然后用

蒸馏水洗至中性(再用
%e D4\U

溶液浸泡
%;

(用蒸馏水洗

至中性(储存于蒸馏水中备用)

!

$

#大孔树脂型号的筛选"称取预处理好的
%

种型号树

脂"

Ẑ2W

+

E2"#"

+

UXE2*$$

+

UXE2"##

各
$>#

9

!湿#(置

"##3b

锥形瓶中(分别加入
&#3b

样品液(充分振荡(每
";

振摇
"

次(共
$%;

(计算各种型号树脂的吸附率)将滤出的

各树脂另置于
"##3b

具塞锥形瓶中(加入
*#e

乙醇
&#3b

(

充分振荡(每
";

振摇
"

次(共
"$;

(取上清液得解吸液(计算

解吸率)综合吸附率和解吸率选择树脂类型)

!

!

#上样液质量浓度考察"取上样液
%

份(每份
"&3b

(

分别加水制成
">#

(

#>&

(

#>$&

(

#>"&

9

*

3b

(上柱(加入
&#3b

蒸馏水水洗(收集过柱液和水洗液(定容(按,

">$>"

-项中方法

测定总黄酮含量(计算吸附率进而选择最佳上样质量浓度)

!

%

#树脂径高比"取上样液
!

份(每份
"&3b

(分别通过

!

根树脂量相等且径高比分别为
"

(

0

(

"

(

W

(

"

(

"#

大孔树脂

柱(以
" B̂

*

;

动态吸附(水洗至无盐酸镁粉反应(收集洗脱

液(定容(按,

">$>"

-项中方法测定总黄酮含量(计算吸附率进

而计算最佳树脂径高比)

!

&

#渗漏曲线考察"称取经预处理的
Ẑ2W

树脂
"#

9

!抽

干#(以湿法进行装柱(取经处理过的药液
0#3b

(上柱(分段

收集过柱液(每
&3b

作为一流分(计算总黄酮含量(以累计

流分总体积为横坐标(以各组分中总黄酮含量为纵坐标(绘

制渗漏曲线)

!

0

#乙醇体积分数考察"称取经预处理的
Ẑ2W

树脂

"#

9

!抽干#(以湿法进行装柱(取经处理过的药液
"&3b

(按

照上述优选工艺条件上柱(先用
&#3b

蒸馏水进行水洗(再

用
!#e

(

%#e

(

&#e

(

0#e

(

*#e

(

W#e

乙醇
& B̂

分别进行洗

脱(收集各洗脱液(计算总黄酮含量)

!

*

#洗脱液用量考察"称取经预处理的
Ẑ2W

树脂
"#

9

!抽干#并进行湿法装柱(精密移取经处理过的药液
"&3b

上

柱(先用
& B̂

!

&#3b

#纯化水水洗(再用
%#e

乙醇
0 B̂

!

0#3b

#进行洗脱(分段收集洗脱液(每
&3b

作为一流分)

以累计流分总体积为横坐标(以各组分总黄酮含量为纵坐

标(绘制洗脱曲线)

">$>%

!

清除自由基活性试验
!

EXXU

在有机溶剂中呈现紫

色(在
&"*83

波长处有较大吸收)当加入抗氧化剂时

EXXU

的单电子被配对使其在此波长下吸收减弱(根据颜色

变浅的程度与配对电子数成化学计算关系进行定量分析(清

除率越高表示抗氧化能力越强%

"#T""

&

)称取
EXXU

试剂适

量(加入无水乙醇溶解后配制成
">&3

9

*

3bEXXU

溶液)

将
"3b

不同浓度的样品溶液!总黄酮提取物+总黄酮纯化

物+

B

+

#加入
$ 3bEXXU

溶液中(再加无水乙醇定容至

"#3b

(暗光反应
!#358

(于
&"*83

处测定吸光度)

EXXU

清除率按式!

"

#计算"

,

J

"

O

#

"

O

#

$

#

!

! #

K

"##e

( !

"

#

式中"

,

'

EXXU

清除率(

e

$

#

"

'''加入
EXXU

后样品液测得吸光度$

#

$

'''未加入
EXXU

样品液测得吸光度$

#

!

'''空白对照吸光度)

并且计算
-E

&#

!半数抑制浓度#(即
EXXU

自由基清除

率为
&#e

时的总黄酮浓度)

*&"

提取与活性
!

$#"0

年第
"$

期



$

!

结果与分析
$>"

!

总黄酮标准曲线的确定

以芦丁的质量浓度!

E

#为横坐标(吸光度!

#

#为纵坐标(

得回归方程
#c#>%*#"Ed#>#$"*

(

>c#>)))&

(

#

与
E

在

#>!)

#

">$#3

9

*

3b

范围内线性关系良好)

$>$

!

响应面法优化追风七总黄酮提取工艺

根据单因素试验结果(确定影响追风七总黄酮提取量的

%

个因素"料液比+超声时间+乙醇浓度+超声温度)因素水

平见表
"

(试验设计与结果见表
$

)

表
"

!

试验因素水平表

G4P6?"

!

R4AICJ<48@6?O?6<CH?N

L

?J53?8I@?<5

9

8?@

因素水平
Z

液料比

!

3b

*

9

#

^

超声时

间*
358

+

乙醇浓

度*
e

E

超声温

度*
a

T" "0

(

" )# !# 0#

# "W

(

" "$# %# *#

" $#

(

" "&# &# W#

表
$

!

响应面试验设计及结果

G4P6?$

!

1N

L

?J53?8I46@?<5

9

8 48@ J?<=6I< CHJ?<

L

C8<?

<=JH4A?3?I;@C6C

9M

试验号
Z ^ + E

-

总黄酮提取量*

!

3

9

.

9

T"

#

" " # " # "%>W%

$ T" # T" # "">$%

! # # # # "0>&$

% T" # # T" "&>W%

& # " T" # "">&*

0 T" T" # # "$>W*

* # T" T" # "$>0*

W # T" # " "&>$0

) T" # # " "&>WW

"# " # # " "&>0"

"" " # T" # "">)*

"$ T" # " # "0>$!

"! T" " # # "">!&

"% # # " " "%>0$

"& # # T" " "!>)"

"0 # " " # "#>$$

"* " T" # # "">$%

"W " " # # "#>*%

") # # T" T" "#>$0

$# # # # # "0>0%

$" # T" " # "&>&*

$$ # # # # "0>&&

$! # T" # T" "!>&!

$% " # # T" "">%0

$& # # # # "%>)!

$0 # " # " "$>!0

$* # # # # "0>0W

$W # # " T" "%>*0

$) # " # T" "$>*0

!!

根据表
$

试验结果(利用
E?<5

9

821N

L

?JIW>#>&

软件进行

多元回归方程拟合和方差分析(方差分析结果见表
!

(回归方

程为"

Ic"0>$0T#>&!#T">"!7d">$%Ed#>*&MT#>#%#7T

#>&!#Ed">#!#MT">"!7ET#>&$7MT#>)&EMT">!!#

$

T

$>%&7

$

T">0!E

$

T#>0"M

$

) !

$

#

二次方程模型具有极显著性!

X

$

#>#"

#(失拟项不显著

!

X

)

#>#&

#(相关系数
P

$

c#>)#&"

(说明回归方程模型得出

预测值与实测值具有高度相关性(拟合性较好(试验误差较

小(可用于该试验结果的预测)

超声时间和乙醇浓度对提取量影响极显著!

X

$

#>#"

#(

超声温度对提取量影响显著!

X

$

#>#&

#(各因素影响顺序为"

乙醇浓度
)

超声时间
)

超声温度
)

料液比)将表
$

中数据

进行响应面曲面分析(得到两个因素交互作用对响应值的影

响(二者呈较好的二次抛物线关系)

利用
E?<5

9

821N

L

?JIW>#>&

软件分析得出(总黄酮提取量

最大理论预测值为
"0>W) 3

9

*

9

(工艺条件为"超声功率

!##_

(液比料
"0>$

(

"

!

3b

*

9

#(提取时间
"#$>&358

(乙醇浓

度
%%>&e

(提取温度
*$>Wa

)考虑试验可操作性(将工艺优

化为"超声功率
!## _

(液料比
"0

(

"

!

3b

*

9

#(超声时间

"#$358

(乙醇浓度
%&e

(超声温度
*!a

)在此条件下进行

验证性实验(总黄酮提取量均值为
"*>#$ 3

9

*

9

(

Y[E

为

#>$)e

(相对误差为
#>**e

(试验结果表明预测值与实际值

的偏差较小(所建立的模型预测较好)

表
!

!

回归模型方差分析f

G4P6?!

!

Z846

M

<5<CHO4J548A?K5I;J?

9

J?<<5C83C@?6

项目 平方和 自由度 均方
.

值
X

值 显著性

模型
""#>"$## "% *>W0&* 0>%"%%

!

#>###*

""

Z !>!W"% " !>!W"% $>*&*& #>"")#

^ "&>$!$& " "&>$!$& "$>%$$# #>##!%

""

+ "W>!#$* " "W>!#$* "%>)$&* #>##"*

""

E 0>*)&" " 0>*)&" &>&%"! #>#!!*

"

Ẑ #>##0% " #>##0% #>##&$ #>)%!%

Z+ ">"$!0 " ">"$!0 #>)"0! #>!&%*

ZE %>$$!# " %>$$!# !>%%!W #>#W%*

+̂ %>)&#0 " %>)&#0 %>#!*$ #>#0%$

Ê ">"!%$ " ">"!%$ #>)$&# #>!&$&

+E !>&)"# " !>&)"# $>)$W& #>"#)"

Z

$

"">&#"! " "">&#"! )>!*)$ #>##W%

""

^

$

!W>W00! " !W>W00! !">0)&"

$

#>###"

""

+

$

"*>$%"# " "*>$%"# "%>#&)) #>##$$

""

E

$

$>!W0* " $>!W0* ">)%0! #>"W%*

残差
"*>"0*0 "% ">$$0!

'''''''''''''''''''''''

失拟项
"%>)$0$ "# ">%)$0 $>00!W #>"*WW

误差
$>$%"! % #>&0#!

总和
"$*>$W*& $W

!

f

!"

表示差异显著(

X

$

#>#&

$

""

表示差异极显著(

X

$

#>#"

$

P

$

c#>)#&"

)

W&"

第
!$
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"$
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!

程等"超声波'大孔树脂联用提取富集追风七总黄酮及其清除自由基活性研究
!



$>!

!

大孔吸附树脂试验

$>!>"

!

大孔树脂的筛选
!

由图
"

可知(大孔树脂对总黄酮类

化合物具有较强的吸附能力(吸附能力顺序为
Ẑ2W

)

UXE2*$$

)

UXE2"##

)

E"#"

(说明大孔树脂对追风七总黄酮

有较强的选择性)

Ẑ2W

型树脂的吸附率和解吸率均优于其

他类型的树脂)综合以上试验结果(采用
Ẑ2W

型树脂对追

风七总黄酮进行纯化)

图
"

!

不同类型树脂对总黄酮的静态吸附和解吸的影响

R5

9

=J?"

!

1HH?AIC8<I4I5A4@<CJ

L

I5C848@@?<CJ

L

I5C8J4I?CH

@5HH?J?8II

ML

?<CHJ?<58HCJICI46H64OC8C5@<

$>!>$

!

上样质量浓度的影响
!

由图
$

可知(吸附率随着上样

浓度的变化呈抛物线的趋势(原因可能是浓度较低时总黄酮

分子与树脂接触机会大(浓度过大时分子扩散受抑制(导致

吸附量下降)当上样浓度达
#>&

9

*

3b

时吸附率达到最大

值(故选择上样浓度为
#>&

9

*

3b

)

$>!>!

!

树脂径高比的影响
!

由图
!

可知(径高比对大孔树脂

吸附性能影响明显(当径高比达
"

(

0

时吸附率达最大值(故

选择径高比为
"

(

0

)

$>!>%

!

渗漏曲线考察
!

由图
%

可知(当上样量达
$#3b

时基

图
$

!

上样质量浓度对总黄酮吸附率的影响

R5

9

=J?$

!

1HH?AI<CH

L

C6

ML

;?8C6<AC8A?8IJ4I5C8

C84@<CJ

L

I5C8J4I?

图
!

!

径高比对总黄酮吸附率的影响

R5

9

=J?!

!

1HH?AI<CHJ4I5CCH@543?I?J2;?5

9

;IC8

4@<CJ

L

I5C8J4I?

图
%

!

累计渗漏曲线

R5

9

=J?%

!

+=3=64I?<??

L

4

9

?A=JO?

本没有渗漏(超过
$#3b

时发生明显的渗漏(因此在最佳吸

附条件下(大孔树脂的上样量为
$#3b

!

$ B̂

#)

$>!>&

!

洗脱条件考察

!

"

#乙醇浓度对总黄酮解吸率的影响"由图
&

可知(乙醇

浓度对总黄酮解吸率影响比较明显(总体呈减小趋势(当乙

醇浓度达
%#e

时收集液中总黄酮的含量最高(故选择
%#e

乙醇为最佳洗脱溶媒)

!

$

#洗脱液用量对总黄酮解吸率的影响"由图
0

可知(随

着洗脱液量的增加收集液中总黄酮的含量呈先增加后减小

的趋势(当洗脱液量达
0#3b

!

0 B̂

#时收集液中无总黄酮(

故选择洗脱液用量为
0#3b

!

0 B̂

#)

图
&

!

乙醇浓度对总黄酮解吸率的影响

R5

9

=J?&

!

1HH?AI<CH?I;48C6AC8A?8IJ4I5C8C8

@?<CJ

L

I5C8J4I?

图
0

!

洗脱液用量对总黄酮解吸率的影响

R5

9

=J?0

!

1HH?AI<?6=I?OC6=3?C8@?<CJ

L

I5C8J4I?

$>!>0

!

验证实验
!

为了考察上述工艺条件的稳定性(平行进

行
!

次验证性实验(并计算精制倍数和保留率(经测定保留

率分别为
W!>%$e

(

W!>&!e

(

W$>)&e

$精致倍数达
%>&

倍(工

艺稳定性良好)将解吸液真空干燥至恒重(经计算总黄酮纯

度达
0"e

)

$>%

!

清除自由基活性测定
!

由图
*

可知(追风七总黄酮提取物+总黄酮纯化物对

)&"

提取与活性
!

$#"0

年第
"$

期



EXXU

自由基具有一定的清除作用(并随着浓度的增加(清

除率呈先增加后平缓的趋势(并且在一定的浓度范围内呈量

效关系)总黄酮纯化物对
EXXU

自由基的清除能力明显强

于追风七总黄酮提取物(但略弱于
B

+

)由表
%

可知(总黄酮

纯化物的
-E

&#

明显小于总黄酮提取物(略大于
B

+

(其
EXXU

自由基清除
-E

&#

值为
&*>%

"

9

*

3b

(其
-E

&#

大小顺序为
B

+

$

总黄酮纯化物
$

总黄酮提取物)

图
*

!

EXXU

自由基清除能力

R5

9

=J?*

!

EXXUHJ??J4@5A46<A4O?8

9

58

9

4P565I5?<

表
%

!

EXXU

自由基清除活性的
-E

&#

G4P6?%

!

-E

&#

CHEXXUHJ??J4@5A46<A4O?8

9

58

9

样品
-E

&#

*!

"

9

.

3b

T"

#

B

+

&%>%

总黄酮纯化物
&*>%

总黄酮提取物
"#0>"

!

!

结论
本试验采用超声波联用大孔树脂技术针对追风七中总

黄酮提取纯化工艺进行较为系统的研究(并在此基础上进行

清除自由基试验)响应面法优化得到超声提取工艺条件简

便可行(总黄酮含量达
"*>#$3

9

*

9

$

Ẑ2W

型大孔树脂富集总

黄酮工艺条件可靠(总黄酮保留率较高(其含量
0"e

$对

EXXU

自由基清除作用
-E

&#

大小顺序为
B

+

$

总黄酮纯化

物
$

总 黄 酮 提 取 物(其
EXXU

自 由 基 清 除
-E

&#

值 为

&*>%

"

9

*

3b

)上述研究结果为追风七药效物质基础和制剂

研究提供理论依据)本文研究不足之处"

$

追风七总黄酮

抗氧化活性评价指标选择较单一(下一步体外活性试验将增

加
Ẑ G[

法和
RYZX

法(体内抗氧化活性选取小鼠血清

[\E

活性和
(EZ

含量作为评价指标(进而综合评价体内外

抗氧化活性$

%

对追风七总黄酮应分离和鉴定(围绕构效关

系进一步明确药效物质基础)
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程等"超声波'大孔树脂联用提取富集追风七总黄酮及其清除自由基活性研究
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