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摘要!采用超声辅助法提取黄花草总黄酮"通过单因素试
验和正交试验确定了总黄酮的最佳提取工艺条件"并研
究了黄花草总黄酮对羟基自由基!0

LP

#$

M@@P

自由基
!

M@@P

0#和亚硝酸盐的清除效果%结果表明'黄花草总
黄酮的最佳提取工艺条件为料液比

!

$

!:

!

F

(

&Y

#"乙醇
浓度

:8[

"提取功率
98 V

"超声时间
:8&(0

"提取温度
:8e

"该条件下黄花草总黄酮得率为!

75W!!i85887
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黄花草总黄酮对0

LP

和亚硝酸盐具有明显清除能力"

对
M@@P

0具有较强清除能力"最大清除率分别为
!

:759Xi85XX
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"表
明黄花草中的总黄酮具有较好的抗氧化能力%

关键词!黄花草&总黄酮&超声辅助&提取工艺&抗氧化
活性
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黄花草是山柑科药用植物!主要分布在热带及亚热
带地区!在中国云南)广西和福建等地都有种植*

!

+

!其种
子可入药)榨油!鲜叶可用于治疗眼病*

7

+

"目前有关黄花
草的研究主要集中于药用价值及重金属胁迫下种子萌发
等方面!如

@'?(&')'6+=(

等*

J

+研究了黄花草提取物对老鼠
的止痛作用机制!周鑫磊*

9

+研究了
O0

7̀ 对黄花草种子萌
发)幼苗生长等的影响及胁迫生理生化特征的变化!而关
于黄花草有效成分及抗氧化方面的研究鲜见报道"黄酮
类成分是普遍存在于植物体中的一种天然抗氧化剂!具
有抗氧化*

:

+

)抑菌*

#

+和抗病毒*

W

+等药理作用"目前提取
植物体中总黄酮的常见方法有溶剂浸提法)酶辅助提取
法和超声辅助提取法等!其中超声辅助提取法因具有简
单)安全)高效等优点而备受关注*
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+

"

试验拟以黄花草为原料!采用超声辅助法提取黄花
草中的总黄酮!优化其提取工艺条件!并研究黄花草总黄
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酮对-
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-和亚硝酸盐的清除能力!以期为黄花
草的研究及开发利用提供理论依据"

!

!

材料与方法

!5!

!

材料与仪器
!5!5!

!

材料与试剂
黄花草&摘自广西崇左市江州区市政府公园!经广西

民族师范学院黄秋蝉教授鉴定为山柑科植物黄花草
#

75+(8+@094(91Y5

%(

芦丁标准品&生化试剂!上海晶纯试剂有限公司(

无水对氨基苯磺酸&分析纯!天津市光复精细化工研
究所(

盐酸萘乙二胺&分析纯!国药集团化学试剂有限
公司(

!

!

!%

二苯基
%7%

三硝基苯肼#

M@@P

%&

+

"W58[

!阿拉
丁公司(

氢氧化钠&分析纯!广东光华科技股份有限公司(

":[

乙醇)

J8[

过氧化氢)亚硝酸钠)硝酸铝)水杨
酸)七水合硫酸亚铁等&分析纯!成都市科龙化工试剂厂"

!5!57

!

主要仪器设备
高速万能粉碎机&

KV!88

型!天津市泰斯特仪器有限
公司(

电子天平&

\G!88J;

!上海精密科学仪器有限公司(

循环水式真空泵&

ZP̂%M

#

,

%型!巩义市予华仪器有
限责任公司(

可见分光光度计&

W788

型!上海舜宇恒平科学仪器有
限公司(

超声波清洗器&

Zb7788P@I

型!上海冠特超声仪器
有限公司"

!57

!

方法
!575!

!

黄花草的预处理工艺流程
!

黄花草洗净
&

电热鼓风干燥箱烘干!

#8e

#

&

粉碎
&

过筛!

#8

目#

&

脱脂脱色!石油醚中浸泡$搅拌#

&

抽滤
&

烘箱干燥!

:8e

#

&

避光保存备用
!5757

!

黄花草总黄酮的提取
!

取
!58888

F

黄花草粉末!

加入一定量乙醇溶液!充分混匀!设定提取功率!在一定
温度下超声提取至指定时间!过滤!将滤液定容至

:8&Y

容量瓶中!摇匀备用"

!575J

!

芦丁标准曲线的绘制
!

根据文献*

"

+!修改如下&

先用
W8[

#体积分数!下同%乙醇溶液配制
857&

F

'

&Y

的
芦丁标准溶液!再准确吸取

858

!

85#

!

!57

!

!5X

!

759

!

J58&Y

857&

F

'

&Y

芦丁标准溶液置于比色管中!用
W8[

乙醇溶
液定容!摇匀备用"吸取

!58&Y

标准溶液于
!8&Y

的比
色管中!加入

85J &Y:[

的亚硝酸钠溶液摇匀!静置
#&(0

(随后加入
85J&Y!8[

的硝酸铝溶液!摇匀!静置
#&(0

(再加入
958&Y9[

氢氧化钠溶液!然后用
W8[

乙

醇溶液定容至
!8&Y

!摇匀后放置反应
!:&(0

!以
W8[

乙
醇溶液作为空白!于

:!80&

处测定溶液吸光度"以芦丁
标准溶液浓度为横坐标!吸光度为纵坐标!得到标准曲线
方程为&

#g!85XX72_858887

!

I

7

g85"""W

!说明在此浓
度范围内!吸光度与芦丁标准品的浓度具有较好线性
关系"

!5759

!

单因素试验设计
#

!

%乙醇浓度&取
!58888

F

黄花草粉末!按料液比
!

$

78

#

F

'

&Y

%分别与
J8[

!

98[

!

:8[

!

#8[

!

W8[

的乙醇
混合!提取功率

J8V

!在
#8e

下超声提取
78&(0

!分析
乙醇浓度对总黄酮得率的影响"

#

7

%料液比&取
!58888

F

黄花草粉末!分别按料液比
!

$

!8

!

!

$

!:

!

!

$

78

!

!

$

7:

!

!

$

J8

#

F

'

&Y

%与
:8[

乙醇混
合!提取功率

J8V

!在
#8e

下超声提取
78&(0

!分析料
液比对总黄酮得率的影响"

#

J

%提取功率&取
!58888

F

黄花草粉末!按料液比
!

$

!:

#

F

'

&Y

%与
:8[

乙醇混合!提取功率分别为
J8

!

98

!

:8

!

#8

!

W8V

!在
#8e

下超声提取
78&(0

!分析提取功率
对总黄酮得率的影响"

#

9

%提取温度&取
!58888

F

黄花草粉末!按料液比
!

$

!:

#

F

'

&Y

%与
:8[

乙醇混合!提取功率分别为
98V

!

分别在
J8

!

98

!

:8

!

#8

!

W8e

下超声提取
78&(0

!分析提取
温度对总黄酮得率的影响"

#

:

%超声时间&取
!58888

F

黄花草粉末!按料液比
!

$

!:

#

F

'

&Y

%与
:8[

乙醇混合!提取功率分别为
98V

!

在
:8e

下分别超声提取
78

!

J8

!

98

!

:8

!

#8&(0

!分析超声
时间对总黄酮得率的影响"

!575:

!

正交试验设计
!

在单因素试验基础上!以对总黄
酮得率影响较大的

9

个因素设计
Y

"

#

J

%

9正交试验!以黄
花草总黄酮得率为评价指标!优化黄花草总黄酮提取
工艺"

!575#

!

黄花草总黄酮得率的测定
!

吸取
!58&Y

样品液
于

!8&Y

比色管中!按/

!575J

0方法测定吸光度!再根据
式#

!

%计算总黄酮得率"

7

X

8

Y

V

Y

$

M

Y

!88[

! #

!

%

式中&

7

$$$总黄酮得率!

[

(

8

$$$黄花草提取液的质量浓度!

&

F

'

&Y

(

V

$$$样品定容体积!

&Y

(

$

$$$稀释倍数(

M

$$$黄花草干粉质量!

&

F

"

!575W

!

黄花草总黄酮抗氧化活性测定
#

!

%对羟基自由基#-

LP

%清除能力的测定&根据文
献*

!8

+!修改如下&分别在
!8&Y

比色管中加入
!&Y

不
同浓度#

858:

!

85!8

!

85!:

!

8578

!

857:&

F

'

&Y

%的黄花草总

''!

"

S<)5J#

$
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许建本等!黄花草总黄酮超声辅助提取工艺优化及抗氧化活性研究



黄酮提取液!再加入
7&Y"&&<)

'

YK+ZL

9

溶液!摇匀!

然后加入
7&Y"&&<)

'

Y

水杨酸$乙醇溶液!充分摇匀!

最后加入
7&YX5X&&<)

'

YP

7

L

7

!摇匀"静置
J8&(0

后!在
:!80&

处测定吸光度!

S

>

作为阳性对照"对照组
以蒸馏水代替

P

7

L

7

"空白组以蒸馏水代替黄花草总黄
酮提取液"按式#

7

%计算-

LP

清除率"

H

!

X

!

Z

#

!

Z

#

7

#

J

# %

Y

!88[

! #

7

%

式中&

H

!

$$$-

LP

清除率!

[

(

#

!

$$$样品组吸光度(

#

7

$$$对照组吸光度(

#

J

$$$空白组吸光度"

#

7

%对
M@@P

自由基#

M@@P

-%清除能力的测定&参
照文献*

!!

+"

#

J

%对亚硝酸盐清除能力的测定&根据文献*

!7

+!修
改如下&分别在

!8&Y

比色管中加入
7&Y

不同浓度
#

858:

!

85!8

!

85!:

!

8578

!

857:&

F

'

&Y

%的黄花草总黄酮提
取液!再加入

:&Y

A

PJ58

的柠檬酸$磷酸氢二钠缓冲
液!

!&Y!88

(

F

'

&Y

亚硝酸钠溶液!将混合物置于
JWe

的恒温水浴锅中
!/

!取出!立即加入
7&Y9&

F

'

&Y

对
氨基苯磺酸!摇匀!静置

:&(0

!再加入
!&Y7&

F

'

&Y

盐
酸萘乙二胺!用蒸馏水定容!摇匀!静置

!: &(0

后!在
:980&

处测定吸光度!

S

>

作为阳性对照"空白组以蒸馏
水代替黄花草总黄酮提取液"按式#

J

%计算亚硝酸盐清
除率"

H

7

X

#

8

Z

#

#

8

Y

!88[

! #

J

%

式中&

H

7

$$$亚硝酸盐清除率!

[

(

#

$$$样品组吸光度(

#

8

$$$空白组吸光度"

!5J

!

数据处理
采用

O(2?<1<*4$-2)+

#

L**(2+78!8

%)

L?(

F

(0X5:

软件
进行数据处理及分析"所有试验重复

J

次"

7

!

结果与分析
75!

!

单因素试验
75!5!

!

乙醇浓度对黄花草总黄酮得率的影响
!

从图
!

可
以看出!适当提高乙醇浓度!总黄酮得率增大"这是因为
随着乙醇浓度增大!溶剂与黄酮类成分的极性越来越接
近!黄花草细胞发生溶胀现象!有利于总黄酮溶出"当乙
醇浓度为

:8[

时!黄花草总黄酮得率达到最大"继续增
加乙醇浓度!溶剂与黄酮类成分的极性差异增大!影响了
黄酮类成分的溶解性*

!J

+

!而且黄花草中醇溶性杂质大量
溶出!这些杂质与黄酮类成分竞争溶剂!导致总黄酮得率
减小"因此!选择最佳乙醇浓度为

:8[

"

图
!

!

乙醇浓度对黄花草总黄酮得率的影响
K(

F

3?+!

!

$**+24<*+4/'0<)2<02+04?'4(<0<0+-4?'24(<0

C

(+)6<*4<4')*)'=<0<(61*?<&75+(8+@094(91

75!57

!

料液比对黄花草总黄酮得率的影响
!

从图
7

可以
看出!随着料液比增大!黄花草总黄酮得率先增大后减
小"这是因为在一个合适的料液比范围内!增加溶剂!黄
花草细胞内总黄酮和溶剂的浓度差增大!加大了传质效
率!有利于总黄酮溶出*

!9

+

!因此!总黄酮得率增大"当料
液比为

!

$

!:

#

F

'

&Y

%时!总黄酮得率最大"继续增加料
液比!溶剂量过大!超声辅助效果减小!还会加大非黄酮
类成分的溶出!导致总黄酮得率减小*

!:

+

"因此!选择最佳
料液比为

!

$

!:

#

F

'

&Y

%"

图
7

!

料液比对黄花草总黄酮得率的影响
K(

F

3?+7

!

$**+24<*&'4+?(')%4<%)(

d

3(6?'4(<<0+-4?'24(<0

C

(+)6<*4<4')*)'=<0<(61*?<&75+(8+@094(91

75!5J

!

提取功率对黄花草总黄酮得率的影响
!

从图
J

可
以看出!提取功率在

J8

"

98V

范围时!黄花草总黄酮得
率随着功率增大而增大"这是因为超声波具有机械波动
作用和空化效应*

!#

+

!适当增加超声波功率!可以提高对黄
花草细胞壁的破坏效果!有利于总黄酮溶出"当超声波
功率为

98V

时!总黄酮得率最大"继续增加功率!黄酮
类成分结构被过强的超声波破坏!总黄酮得率下降"因
此!选择最佳提取功率为

98V

"

75!59

!

提取温度对黄花草总黄酮得率的影响
!

从图
9

可
以看出!黄花草总黄酮得率随着温度升高呈先增大后减
小的趋势!

:8e

时提取率达到最大"这是因为适当升高

('!
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图
J

!

提取功率对黄花草总黄酮得率的影响
K(

F

3?+J

!

$**+24<*+-4?'24(<0

A

<E+?<0+-4?'24(<0

C

(+)6

<*4<4')*)'=<0<(61*?<&75+(8+@094(91

图
9

!

提取温度对黄花草总黄酮得率的影响
K(

F

3?+9

!

$**+24<*+-4?'24(<04+&

A

+?'43?+<0+-4?'24(<0

C

(+)6<*4<4')*)'=<0<(61*?<&75+(8+@094(91

温度可以增加分子动能!加快分子运动!增强总黄酮的渗
透扩散能力!使得总黄酮得率增大"当提取温度高于
:8e

时!部分不稳定黄酮类成分的结构被破坏!且在高
温下乙醇易挥发!导致溶剂浓度降低!不利于总黄酮溶
出*

!W

+

!使得总黄酮得率下降"综合考虑!选择最佳提取温
度为

:8e

"

75!5:

!

超声时间对黄花草总黄酮得率的影响
!

从图
:

可
以看出!随着超声时间的延长!黄花草总黄酮得率先增大

图
:

!

超声时间对黄花草总黄酮得率的影响
K(

F

3?+:

!

$**+24<*3)4?'1<0(24(&+<0+-4?'24(<0

C

(+)6<*

4<4')*)'=<0<(61*?<&75+(8+@094(91

后减小"这是因为在
78

"

:8&(0

内!黄花草细胞壁逐渐
被破坏!总黄酮从开始溶出至全部溶出!所以总黄酮得率
逐渐增大"再继续延长时间!长时间地加热和超声会使
溶出的总黄酮被氧化或分解!导致总黄酮得率下降"因
此!选择最佳提取时间为

:8&(0

"

757

!

正交试验
在单因素试验基础上!以料液比)乙醇浓度)提取功

率和超声时间
9

个条件为考察因素!设计正交试验"提
取温度取

:8e

!试验因素水平取值见表
!

!试验结果见
表

7

"

表
!

!

因素水平表
I'D)+!

!

K'24<?)+=+)<*+-

A

+?(&+04

水平 G

料液比
#

F

'

&Y

%

T

乙醇浓
度'

[

>

提取功
率'

V

M

超声时
间'

&(0

! !

$

!8 98 J8 98

7 !

$

!: :8 98 :8

J !

$

78 #8 :8 #8

表
7

!

正交试验结果
I'D)+7

!

Q+13)41<*4/+<?4/<

F

<0')4+14

试验号
G T > M

总黄酮得率'
[

! ! ! ! ! 75:#8

7 ! 7 7 7 75#X:

J ! J J J 75:JX

9 7 ! 7 J 75W8!

: 7 7 J ! 75:W:

# 7 J ! 7 75#7!

W J ! J 7 75#9X

X J 7 ! J 75#"9

" J J 7 ! 759"W

U

!

75:"9 75#J# 75#7: 75:99

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

U

7

75#J7 75#:! 75#7X 75#:!

U

J

75#!J 75::7 75:XW 75#99

I 858JX 858"" 8589! 85!8W

!!

从表
7

可以看出!各因素对黄花草总黄酮得率的影
响顺序为

M

%

T

%

>

%

G

!即&超声时间
%

乙醇浓度
%

提取
功率

%

料液比"最佳提取工艺组合为
G

7

T

7

>

7

M

7

!即料液
比为

!

$

!:

#

F

'

&Y

%!乙醇浓度为
:8[

!提取功率为
98V

!

超声时间为
:8&(0

"经
J

次平行实验验证!得到黄花草
总黄酮得率为#

75W!!i85887

%

[

!说明通过正交试验得到
的最佳工艺条件稳定性和重现性较好"

75J

!

加标回收试验
取

!58&Y

最佳提取条件下得到的黄花草提取液
J

份!分别加入到
J

个
!8&Y

比色管中!再在各比色管中

)'!

"

S<)5J#

$

;<57
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分别加入
!58&Y857888&

F

'

&Y

的芦丁标准溶液!摇匀!

静置
!:&(0

后按/

!575J

0方法测定吸光度!得到回收率的
均值为

""5:X[

!

I&Qg85WX[

!说明该方法准确可靠!可
用于黄花草总黄酮得率的测定"

759

!

黄花草总黄酮的抗氧化性
7595!

!

黄花草总黄酮对-

LP

的清除能力
!

由图
#

可
知!随着浓度增加!黄花草总黄酮和

S

>

对-

LP

的清除率
均增大"当黄花草总黄酮的浓度为

857:&

F

'

&Y

时!对
-

LP

的清除率达到#

:759Xi85XX

%

[

!说明黄花草总黄
酮对-

LP

具有一定清除能力!但作用效果弱于
S

>

"

图
#

!

不同质量浓度样品对0

LP

的清除效果
K(

F

3?+#

!

$**+24<*6(**+?+041'&

A

)+1<04/+

12'=+0

F

(0

F

?'4+<*

0

LP

75957

!

黄花草总黄酮对
M@@P

-的清除能力
!

从图
W

可
以看出!在浓度为

858:

"

857:&

F

'

&Y

时!黄花草总黄酮
和

S

>

对
M@@P

-均具有较强的清除能力"当浓度为
858:&

F

'

&Y

时!

S

>

对
M@@P

-的清除率为#

":57:i

859J

%

[

!继续增加浓度!清除率无明显变化"黄花草总黄
酮对

M@@P

-的清除率随着浓度的增大而增大!当其浓
度为

857:&

F

'

&Y

时!对
M@@P

-的清除率达到#

":5:Xi

857X

%

[

!清除能力接近
S

>

!说明黄花草总黄酮对
M@@P

-具有很好的清除效果"

图
W

!

不同质量浓度样品对
M@@P

0的清除效果
K(

F

3?+W

!

$**+24<*6(**+?+041'&

A

)+1<04/+

12'=+0

F

(0

F

?'4+<*M@@P

0

7595J

!

黄花草总黄酮对亚硝酸盐的清除能力
!

从图
X

可
以看出!当浓度为

858:

!

85!8&

F

'

&Y

时!黄花草总黄酮对
亚硝酸盐的清除能力强于

S

>

!继续增大浓度!黄花草总
黄酮对亚硝酸盐的清除能力弱于

S

>

"当浓度为
857:&

F

'

&Y

时!黄花草总黄酮和
S

>

对亚硝酸盐的清除
率分别为#

:W57Wi85!:

%

[

!#

X:5:"i857!

%

[

!说明黄花草
总黄酮对亚硝酸盐具有一定的清除能力!但弱于

S

>

"

图
X

!

不同质量浓度样品对亚硝酸盐的清除效果
K(

F

3?+X

!

$**+24<*6(**+?+041'&

A

)+1<04/+12'=+0

F

(0

F

?'4+<*0(4?(4+

J

!

结论
试验表明!黄花草总黄酮的最佳提取工艺为料液比

!

$

!:

#

F

'

&Y

%!乙醇浓度
:8[

!提取功率
98V

!超声时间
:8&(0

!提取温度
:8e

!此条件下得到黄花草总黄酮得率
为#

75W!!i85887

%

[

"在考察的浓度范围内!黄花草的抗
氧化能力随总黄酮浓度增加而增强!当总黄酮浓度为
857:&

F

'

&Y

时!对-

LP

)

M@@P

-和亚硝酸盐的清除率
分别为#

:759Xi85XX

%

[

!#

":5:Xi857X

%

[

!#

:W57Wi

85!:

%

[

"黄花草中的总黄酮是一种活性较好的抗氧化
剂"试验仅研究了黄花草总黄酮的超声辅助提取工艺及
抗氧化活性!采用其他提取技术总黄酮得率如何!黄花草
中总黄酮的开发利用还有待进一步研究"
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