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摘　要　采用超声辅助法提取白 茎皮中总黄酮化合物, 通过单因素试验和正交试验, 研究了超声提

取条件 (超声功率, 乙醇浓度, 料液比, 时间) 对其中总黄酮提取的影响。白 茎皮总黄酮最佳提取工艺为:

料液比 1∶30, 乙醇浓度 70% , 超声功率 120W , 提取时间 25m in。在此工艺条件下提取, 总黄酮含量为

53. 0843m gög。
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1　前言
白 (A canthop anan trif oliatus (L ) M err. ) , 又称鹅掌 、三加皮、三叶五加等, 为五加科

(A raliaceae)五加属 (A canthop anan)攀援状灌木。白 味苦、辛、凉, 具有清热解毒、祛风利湿、舒筋活

骨、止咳平喘之功效[1 ]。目前国外学者对白 及五加属植物的研究多处于对其三萜皂苷的研

究[2—4 ] , 国内学者对白 主要从其作为野生食用蔬菜方面进行研究[5 ] , 对药用化学成分近 20 年来

偶见对白 叶中挥发油的研究[6 ]。本课题组的前期实验结果表明白 各部位中均含有黄酮。黄酮类

化合物具有多种生物活性, 主要表现为清除自由基、抗癌作用、抗突变作用、免疫增强等作用[7 ] , 如

何充分利用这一资源大量制备生物活性黄酮将会具有十分重大的经济价值和现实意义。

目前黄酮类化合物常用的提取方法有溶剂提取法、微波提取法、超声波提取法、酶解法、超临界

流体萃取法等。超声提取原理是利用超声波在液体中产生“空穴作用”, 破坏植物细胞和细胞膜结

构, 从而增加细胞内容物通过细胞膜的穿透能力, 有助于黄酮类化合物的释放与溶出; 超声波使提

取液不断震荡, 有助于溶质扩散, 缩短了提取时间, 提高了有效成分的提取率和原料的利用率[8, 9 ]。

超声波提取操作简便快捷, 无需加热, 提取率高速度快, 提取物的结构未被破坏, 具有明显的优

势[10, 11 ]。本研究采用超声波法提取白 茎皮中总黄酮, 通过试验确定出最佳提取工艺, 力求寻找出

一种高效的提取方法, 为白 的大规模开发利用提供技术保证。

2　实验部分
2. 1　材料与试剂

白 于 2007 年 8 月采于贵州省天柱县渡马乡, 经西华师范大学生命科学学院秦自生教授鉴定



为五加属植物白 。标本保存于西华师范大学生命科学学院标本室。

芦丁标准品 (≥98% , 中药固体制剂制造技术国家工程研究中心, 编号: 10972060918) ; 无水乙

醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠均为分析纯。实验用水为蒸馏水。

2. 2　仪器与设备

R 2200 旋转蒸发仪, 配有蒸汽温度传感器 (瑞士Buch i公司) ; Eppendorf R esearch 移液器 (德国

Eppendorf 公司) ; SH Z2Ê 循环水真空泵 (上海亚荣生化仪器厂) ; 101A 22 电热鼓风恒温干燥箱 (杭

州蓝天化验仪器厂) ; JA 1003 电子天平 (上海精科天平厂) ; UV 22102C 型紫外分光光度计配有标准

的R S2232 双向通讯接口 (上海龙尼柯仪器有限公司) ; KQ 3200D E 型数控超声清洗槽 (昆山市超声

仪器有限公司)。

2. 3　实验方法

2. 3. 1　样品处理和提取液的制备

称取自然干燥的白 茎皮粉末 50g, 过 40 目筛, 置于 500mL 锥形瓶中, 加 100mL 石油醚脱脂、

脱色 2h, 重复几次, 至石油醚层几乎无色, 倾去浸提液, 样品置于通风处干燥备用。

准确称取上述白 茎皮粉末 2. 000g, 置 100mL 锥形瓶中, 加 40% 乙醇, 超声间歇提取 2 次, 每

次 30m in, 超声功率 100W , 合并提取液, 减压蒸干, 用 40% 乙醇溶解并定容于 100mL 容量瓶, 待用。

2. 3. 2　最大吸收波长的确定

准确吸取芦丁标准溶液和提取液 1mL 分别置于 1、2 号两支 10mL 具塞试管中, 用体积分数为

30% 的乙醇补充至 5mL , 再分别加入 0. 3mL 质量分数为 5% N aNO 2 溶液, 混匀, 放置 5m in 后分别

加入 0. 3mL 质量分数为 10% 的A l(NO 3) 3 溶液, 混匀, 6m in 后分别加入 4mL 浓度为 1molöL 的

N aOH 溶液, 混匀, 用体积分数为 30% 的乙醇标定至刻度线, 放置 10m in 后, 以 0 号试剂作为空白

参照, 在波长 400—600nm 之间测定吸光度, 确定 510nm 为最大吸收波长。

2. 3. 3　芦丁校准曲线及回归方程的建立

2. 3. 3. 1　芦丁标准溶液的制备

准确称取经 120℃减压干燥至恒重的芦丁标准品 10m g, 用 30% 的乙醇溶解, 并转入 50mL 容

量瓶中, 再用 30% 的乙醇定容, 摇匀。即得质量浓度为 0. 2m gömL 的标准溶液。

2. 3. 3. 2　校准曲线的绘制

准确吸取芦丁标准溶液 0、0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5 和 3. 0mL , 分别置于 0、1、2、3、4、5 和 6 号共

7 支 10mL 具塞试管中, 用体积分数为 30% 的乙醇补充至 5mL , 再分别加入 0. 3mL 质量分数为 5%

N aNO 2 溶液, 混匀, 放置 5m in 后分别加入 0. 3mL 质量分数为 10% 的A l(NO 3) 3 溶液, 混匀, 6m in

后分别加入 4mL 浓度为 1molöL 的N aOH 溶液, 混匀, 用体积分数为 30% 的乙醇标定至刻度线, 放

置 10m in 后, 于 510nm 处, 以 0 号试剂作为空白参照, 分别用比色皿测定其吸光度值。以吸光度为

纵坐标, 浓度为横坐标, 绘制校准曲线。用最小二乘法进行线形回归, 求得回归方程:A = 11. 893C -

0. 0065, r
2= 0. 9935。式中: C——芦丁浓度 (m gömL ) ,A ——吸光度, 表明在 0. 01—0. 06m gömL 浓

度范围内线性良好。

2. 3. 4　白 总黄酮含量的测定

准确吸取 1mL 的待测提取液于 10mL 容量瓶中, 按上述校准曲线进行以下操作, 分别比色测

定其吸光度值, 再按下述公式求出黄酮含量。

总黄酮 (m gög) = (C·V 1·V 2) ö(W ·V 3)
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式中: C ——根据校准曲线得出的供试品液质量浓度 (m gömL ) ; V 1——提取定容体积 (mL ) ; V 2——

显色反应定容体积 (mL ) ;W ——样品重量 (g) ; V 3——显色反应取样体积 (mL )。

3　结果与讨论
3. 1　单因素实验

图 1　乙醇浓度对总黄酮含量的影响

3. 1. 1　乙醇浓度对提取总黄酮含量的影响

以不同含量的乙醇浓度为提取剂, 在 2. 000g 样品
中, 按 1∶25 的料液比分别加入 50mL 浓度为 40%、
50%、60%、70%、80% 和 90% 的乙醇, 在超声波清洗槽
中, 30℃条件下超声提取 30m in, 抽滤, 减压浓缩, 定容,

按照 2. 3. 3. 2 项下方法测其吸光度A 值, 分别计算出
黄酮的含量。结果如图 1 可知, 总黄酮含量随着乙醇浓
度的增加先上升后下降, 本实验中乙醇浓度为 70% 时
最佳。

3. 1. 2　料液比对提取总黄酮含量的影响

在 2. 000g 样品中, 分别按 1∶15、1∶20、1∶25、1∶30、1∶35 和 1∶40 的料液比加入 70% 的
乙醇, 在 30℃条件下超声提取 30m in, 减压, 浓缩, 定容至 100mL , 按照 2. 3. 3. 2 项下方法测其吸光
度A 值, 分别计算出黄酮的含量。结果如图 2 可知, 总黄酮含量随着料液比的增加先上升后下降,

本实验中料液比为 1∶25 时最佳。

3. 1. 3　超声时间对提取总黄酮含量的影响

在 2. 000g 样品中, 在料液比为 1: 25、乙醇浓度为 70% 的情况下, 在 30℃条件下分别超声提取
10、15、20、25、30 和 35m in, 抽滤, 减压浓缩, 定容, 按照 2. 3. 3. 2 项下方法测其吸光度A 值, 分别计
算黄酮的含量。结果如图 3 可知, 总黄酮含量随着超声时间的增加先上升, 30m in 后, 黄酮的含量逐
渐下降, 这可能是由于超声具有较强的机械效应与热效应, 长时间的作用会破坏黄酮, 在后处理过
程中损失增大而影响黄酮的提出率, 造成负面影响。本实验中超声时间为 30m in 时最佳。

图 2　料液比对总黄酮含量的影响 图 3　时间对总黄酮含量的影响

3. 1. 4　超声功率对提取总黄酮含量的影响

在 2. 000g 样品中, 在料液比为 1∶25, 乙醇浓度为 70% 的情况下, 分别在 80、100、120、140 和

160W 功率的条件下超声提取 30m in, 抽滤, 减压浓缩, 定容, 按照 2. 3. 3. 2 项下方法测其吸光度A

值, 分别计算出黄酮的含量, 结果如图 4 可知, 总黄酮含量随着超声功率的增加先上升后下降, 当提

取功率为 120W 时, 黄酮的含量最大, 而后随功率的增加黄酮的含量呈现降低的趋势, 这是由于超

声波对植物细胞的破碎作用, 加速有效成分的溶解, 从而影响了黄酮的提取效果, 因此本实验中超
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图 4　功率对黄酮含量的影响

声功率为 120W 时最佳。

3. 2　正交实验

根据单因素实验结果, 选择乙醇浓度, 提取时

间, 料液比, 提取功率四个因素, 采用超声辅助法提

取白 茎皮中的黄酮, 然后按L 9 (34) 表条件对白

黄酮含量进行分析, 以提取的总黄酮含量为评判指

标。

表 1　正交试验因素及水平

水平
因素

A 乙醇浓度 (% ) B 提取时间 (m in) C 功率 (W ) D 料液比 (m gömL )

1 60 25 100 1∶20

2 70 30 120 1∶25

3 80 35 140 1∶30

表 2　正交试验结果

所在列 1 2 3 4

因素 A B C D 实验结果 (m gög)

实验 1 1 1 1 1 42. 0206

实验 2 1 2 2 2 40. 5130

实验 3 1 3 3 3 43. 2667

实验 4 2 1 2 3 52. 4919

实验 5 2 2 3 1 48. 7892

实验 6 2 3 1 2 44. 6270

实验 7 3 1 3 2 41. 1796

实验 8 3 2 1 3 44. 4589

实验 9 3 3 2 1 44. 9634

均值 1 41. 933 45. 231 43. 702 45. 258

均值 2 48. 636 44. 587 45. 989 42. 107

均值 3 43. 534 44. 286 44. 412 46. 739

极差 6. 703 0. 945 2. 287 4. 632

表 3　方差分析

因素 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 显著性

乙醇浓度 (% ) 73. 518 2 52. 588 19. 000 3
时间 (m in) 1. 398 2 1. 000 19. 000

功率 (W ) 8. 224 2 5. 883 19. 000

料液比 (m g·mL - 1) 33. 586 2 24. 024 19. 000 3
相对误差 1. 40 2

　　注: F 0. 05 (2, 2) = 19

根据表 3 (表 1 和表 2 分析得出表 3) 数据结果分析, 4 种因素影响的主次顺序是:A > D > C >

B。白 茎皮总黄酮的最佳提取工艺为A 2B 1C 2D 3, 即选用 70% 的乙醇, 在 120W 的功率下超声提取

25m in, 料液比采用 1∶30, 间歇提取 2 次, 总黄酮含量为 53. 0843m gög。

4　结论
(1) 目前, 采用超声辅助法对白 茎皮中总黄酮的提取研究未见报道, 本文采用石油醚除脂除

色素, 以乙醇为提取剂, 利用超声辅助法提取白 茎皮中的黄酮类化合物。通过L 9 (34) 正交试验确
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定了提取的最佳工艺条件, 方差分析表明, 超声辅助提取白 茎皮总黄酮的最佳工艺条件为: 超声

时间 25m in, 料液比 1∶30, 功率 120W , 乙醇浓度为 70%。该提取工艺具有稳定性好, 操作简便, 生

产成本较低的优点。表明本研究为开发白 黄酮资源提供了理论参考。

(2) 总黄酮含量的测定方式一般有分光光度法和高效液相色谱法[12 ] , 高效液相色谱法虽然重

现性、稳定性等指标均较好, 但仪器设备昂贵, 操作复杂, 费用较高。分光光度法测定黄酮含量, 不但

操作简单方便, 而且结果准确可靠。本实验用芦丁作标准品, 在 510nm 处测定吸光度, 所得校准曲

线线性良好, 回归方程为: A = 11. 893C - 0. 0065, r
2= 0. 9935 稳定性良好, 紫外分光光度法 (以芦丁

作标准品) , 操作简便, 结果准确, 重复性好, 为白 总黄酮含量测定的一种简便可行的方法。
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Reasearch on the Ultrason ic Extraction of Tota l Flavones
from Stem Bark of Acanthop anan Trif olia tus

X IAO H anga　L I Yun2X ianga　CA I L ing2Yuna, b　GAO X iaa　H E L ia

a (College of L if e S cience, K ey L aboratory of E nv ironm ental S cience and B iod iversity Conservation of S ichuan H igher E d ucation,

China W est N orm al U niversity , N anchong , S ichuan 637002, P. R. China)

b (D epartm ent of Chem istry , K aili U niversity , K aili, S ichuan 556003, P. R. China)

Abstract　Total flavones w ere ex tracted from the stem bark of A can thopanan trifo liatus by

m eans of ultrason ic ex traction techn ique. T he operation condition, such as pow er of ultrason ic, the

con ten t of ethano l, ultrason ic tim e and the ratio of samp le w eigh t to so lven t vo lum e w ere studied by

single facto r and orthogonal test. T he op tim al ex traction conditionsw ere obtained as ex traction so lven t

of 70% ethano l, pow er of ultrason ic 120W , ultrason ic tim e in 25 m in and the ratio of samp le w eigh t to

so lven t vo lum e at 1∶30. U nder the op tim ized conditions, the ex traction percen t of to tal flavones from

stem bark of A canthop anan trif oliatus is 53. 0843m gög.

Key words　A canthop anan T rif oliatus; To tal F lavones; U ltrason ic Ex traction; O rthogonal T est
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