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摘要： 目的　 优化王枣子叶总黄酮纤维素酶⁃超声辅助提取工艺， 并评价其抗氧化活性。 方法　 在单因素试验基础上，
以乙醇体积分数、 料液比、 超声功率、 超声时间为影响因素， 总黄酮得率为评价指标， 响应面法优化提取工艺。 考察

总黄酮对 ＤＰＰＨ·、·ＯＨ 的清除作用。结果　 最佳条件为乙醇体积分数 ６４％ ， 料液比 １ ∶ ３９， 超声功率 １３０ Ｗ， 超声时

间 １６ ｍｉｎ， 总黄酮得率为 １３􀆰 ９２％ 。 总黄酮对 ＤＰＰＨ·的清除作用与其质量浓度呈正相关，在 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 时清除率达

９３􀆰 ５５％ ， 而在 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ 时对·ＯＨ 的清除率达８８％ 。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于纤维素酶⁃超声辅助提取具有

较强抗氧化活性的王枣子叶总黄酮。
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瘤、 抗血栓、 抗癌等药理作用［１⁃６］。 大量研究表

明， 黄酮具有抗氧化、 抗衰老、 抗疲劳、 抗类风湿

关节炎、 抗菌、 抗病毒、 抗癌、 防治糖尿病肾病等

多种药理活性［７⁃２１］， 越来越受到广泛关注， 虽然王

枣子茎叶中也含有丰富的该类成分［３，６］， 但尚无关

于其提取工艺的报道。
因此， 本实验采用纤维素酶⁃超声辅助提取王

枣子叶总黄酮， 不仅能缩短提取时间， 还可大大提

高总黄酮提取率， 同时优化该工艺， 评价该成分抗

氧化活性， 以期为该药材开发利用提供依据。
１　 材料

ＨＫ⁃０４Ａ ２００ ｇ 型手提式粉碎机 （广州市旭朗

机械设备有限公司）； Ｕ⁃３３１０ 型紫外分光光度计

（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）； ＸＯ⁃２５０ 型超声波细胞粉碎仪

（南京先欧仪器制造有限公司）； ＲＥ⁃５２ 型旋转蒸

发器 （上海青浦泸西仪器厂）； ＰＨ 酸度计 （德国

赛多利斯公司）。 芦丁对照品 （中国食品药品检定

研究院， 批号 １０００８０⁃２０１４０８）； 纤维素酶 （上海

源叶生物科技有限公司， 活性 ５０ Ｕ ／ ｍｇ）； １， １⁃二
苯基⁃２⁃苦基苯肼 （ＤＰＰＨ， 批号 Ｗ３００８Ｅ４６５７２， 美

国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 其他试剂均为分析纯。 王枣子叶

购自宿州绿源中医药科技有限公司， 经安徽中医药

大学药学院周建理教授鉴定为正品。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 药材预处理　 将新鲜王枣子叶置于 ５５ ℃烘箱

中干燥 ２ ｈ， 控制其含水量在 ５％ 以内， 粉碎后过

８０ 目筛， 装入干燥磨口瓶中备用。
２􀆰 ２　 总黄酮提取液制备 　 精密称取 ０􀆰 ５ ｇ “２􀆰 １”
项下预处理药材， 加入 ５０ 倍量 ２％ 纤维素酶溶液，
５０ ℃下酶解 ６ ｈ 后在 ７５ ℃热水中灭酶 １０ ｍｉｎ［２５］，
冷却浓缩至粘稠状， 按一定乙醇体积分数、 料液

比、 超声功率、 超声时间进行处理， 滤液定容至

１００ ｍＬ 量瓶中， 即得。
２􀆰 ３　 总黄酮含有量测定

２􀆰 ３􀆰 １　 线性关系考察　 精密称取干燥至恒定质量

的芦丁对照品 ０􀆰 ０１３ ７ ｇ， ８０％ 乙醇完全溶解后定

容于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 得到 ０􀆰 ５４８ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶

液， 精密吸取 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ５􀆰 ０、 ６􀆰 ０ ｍＬ
至２５ ｍＬ比色管中， ８０％ 乙醇定容至 １０ ｍＬ， 加入

０􀆰 ７ ｍＬ ５％ 亚硝酸钠溶液反应 ６ ｍｉｎ， 加入 ０􀆰 ７ ｍＬ
１０％ 硝酸铝溶液摇匀后静止 ６ ｍｉｎ， 再加入 ５ ｍＬ
１０％ 氢氧化钠溶液混合均匀， ８０％ 乙醇定容至

２５ ｍＬ， 静置 １５ ｍｉｎ， 于 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光

度， 平行 ３ 次， 取平均值。 以溶液质量浓度为横坐

标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行回归， 得方

程为 Ａ＝ １１􀆰 １３４ ０Ｘ＋０􀆰 ００５ ２ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ８）， 在 ０ ～
０􀆰 １２ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 得率测定 　 精密吸取 “２􀆰 ２” 项下提取液

１ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法测定吸光度， 平行 ３
次， 取平均值， 计算总黄酮得率， 公式为得率 ＝
（总黄酮质量浓度 ×提取液体积 ／预处理药材质

量） ×１００％ ， 预处理药材取自 “２􀆰 １” 项下。
２􀆰 ３􀆰 ３　 精密度试验　 精密吸取对照品溶液 １ ｍＬ，
按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法测定 ６ 次吸光度， 测得其

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８４％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 重复性试验 　 精密称取同一批 “２􀆰 １” 项

下预处理药材 ６ 份， 每份 ０􀆰 ５ ｇ， 按 “２􀆰 ２” 项下方

法制备提取液， 各精密吸取 １ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项

下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 １２％ ， 表明

该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 稳定性试验　 精密称取同一批 “２􀆰 １” 项下

预处理药材 ６ 份， 每份 ０􀆰 ５ ｇ， 按 “２􀆰 ２” 项下方法

制备提取液， 各精密吸取 １ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下

方法每隔 １５ ｍｉｎ 测定吸光度 １ 次， 持续 １２０ ｍｉｎ， 测

得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２１％ ， 表明溶液在 １２０ ｍｉｎ 内稳定性

良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密称取同一批 “２􀆰 １”
项下预处理药材 ６ 份， 每份 ０􀆰 ５０ ｇ， 按 “２􀆰 ２” 项

下方法制备提取液， 各精密吸取 １ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ
比色 管 中， 精 密 加 入 对 照 品 溶 液 １ ｍＬ， 按

“２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法测定吸光度， 测得总黄酮平均

加样回收率为 ９８􀆰 ９０％ ， ＲＳＤ 为 １􀆰 １９％ 。
２􀆰 ４　 单因素试验 　 图 １Ａ 显示， 随着乙醇体积分

数增加， 总黄酮得率先升后降， 在 ６０％ 时达到最

大值 １３􀆰 ９６％ ； 图 １Ｂ 显示， 随着 “２􀆰 １” 项下预处

理药材料液比的增加， 总黄酮得率先升后降， 在

１ ∶ ４０ 时达到最大值 １５􀆰 ０７％ ； 图 １Ｃ 显示， 随着超

声功率增加， 总黄酮得率先升后降， 在 １２５ Ｗ 时

达到最大值 １３􀆰 ６３％ ； 图 １Ｄ 显示， 随着提取时间

延长， 总黄酮得率先升后降， 在 １６ ｍｉｎ 时达到最

大值为 １３􀆰 ９４％ 。 因此， 确定最佳单因素为乙醇体

积分数 ６０％ ， 料液比１ ∶ ４０， 超声功率 １２５ Ｗ， 提

取时间 １６ ｍｉｎ。
２􀆰 ５　 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择乙醇

体积分数 （Ａ）、 料液比 （Ｂ）、 超声功率 （Ｃ）、 超

声时间 （Ｄ） 作为影响因素， 总黄酮得率 （Ｙ） 作

为评价指标， 采用 ４ 因素 ３ 水平响应面法优化提取

工艺， 因素水平见表 １， 结果见表 ２。
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图 １　 各因素对总黄酮得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｙｉｅｌｄ

表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

水平
因素

Ａ 乙醇 ／ ％ Ｂ 料液比 Ｃ 超声功率 ／ Ｗ Ｄ 超声时间 ／ ｍｉｎ
－１ ５５ １ ∶ ３０ １００ １４
０ ６０ １ ∶ ４０ １２５ １６
１ ６５ １ ∶ ５０ １５０ １８

表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ
试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ 总黄酮得率 ／ ％

１ ０ －１ １ ０ １３􀆰 ９０
２ ０ ０ ０ ０ １４􀆰 １３
３ １ －１ ０ ０ １３􀆰 ４０
４ ０ ０ ０ ０ １４􀆰 ３７
５ ０ －１ －１ ０ １３􀆰 ３０
６ ０ １ ０ １ １３􀆰 ５３
７ ０ １ －１ ０ １３􀆰 ７０
８ －１ ０ －１ ０ １３􀆰 ４６
９ ０ ０ －１ １ １２􀆰 ８９
１０ ０ ０ ０ ０ １４􀆰 ２４
１１ ０ －１ ０ －１ １３􀆰 ６５
１２ ０ １ ０ －１ １３􀆰 ６０
１３ ０ ０ １ １ １３􀆰 ７５
１４ －１ ０ ０ －１ １３􀆰 ５７
１５ ０ ０ ０ ０ １４􀆰 ３４
１６ １ ０ ０ －１ １３􀆰 ６６
１７ １ １ ０ ０ １３􀆰 ２５
１８ ０ ０ ０ ０ １４􀆰 １１
１９ －１ １ ０ ０ １２􀆰 ７１
２０ －１ ０ １ ０ １２􀆰 ９６
２１ ０ ０ －１ －１ １３􀆰 ２５
２２ －１ －１ ０ ０ １３􀆰 ２２
２３ －１ ０ ０ １ １３􀆰 ４５
２４ ０ １ １ ０ １３􀆰 ４４
２５ ０ －１ ０ １ １３􀆰 ５８
２６ １ ０ ０ １ １３􀆰 １３
２７ １ ０ －１ ０ １２􀆰 ４９
２８ ０ ０ １ －１ １３􀆰 ２６
２９ １ ０ １ ０ １３􀆰 ４９

　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对表 ２ 数据进行

拟合， 得 到 二 次 多 元 回 归 方 程 为 Ｙ ＝ １４􀆰 ２４ ＋
０􀆰 ００２ ５Ａ － ０􀆰 ０６８Ｂ ＋ ０􀆰 １４Ｃ － ０􀆰 ０５５Ｄ ＋ ０􀆰 ０９０ＡＢ ＋
０􀆰 ３７ＡＣ－ ０􀆰 １０ＡＤ － ０􀆰 ２１ＢＣ ＋ ０􀆰 ２１ＣＤ － ０􀆰 ６３Ａ２ － ０􀆰 ３２
Ｂ２－０􀆰 ４９Ｃ２－０􀆰 ３１Ｄ２， 方差分析见表 ３。

表 ３　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ５􀆰 ０６ １４ ０􀆰 ３６ ６􀆰 ４０ ０􀆰 ０００ ７
Ａ ７􀆰 ５００×１０－５ １ ７􀆰 ５００×１０－５ １􀆰 ３２８×１０－３ ０􀆰 ９７１ ４
Ｂ ０􀆰 ０５６ １ ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ９９ ０􀆰 ３３６ １
Ｃ ０􀆰 ２５ １ ０􀆰 ２５ ４􀆰 ４２ ０􀆰 ０５４ ２
Ｄ ０􀆰 ０３６ １ ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ６４ ０􀆰 ４３６ １
ＡＢ ０􀆰 ０３２ １ ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ４６１ ４
ＡＣ ０􀆰 ５５ １ ０􀆰 ５５ ９􀆰 ７０ ０􀆰 ００７ ６
ＡＤ ０􀆰 ０４２ １ ０􀆰 ０４２ ０􀆰 ７４ ０􀆰 ４０２ ９
ＢＣ ０􀆰 １８ １ ０􀆰 １８ ３􀆰 ２７ ０􀆰 ０９１ ９
ＢＤ －８􀆰 ８８２×１０－１６ １ －８􀆰 ８８２×１０－１６ －１􀆰 ５７３×１０－１４ １􀆰 ０００ ０
ＣＤ ０􀆰 １８ １ ０􀆰 １８ ３􀆰 ２０ ０􀆰 ０９５ ４
Ａ２ ２􀆰 ５６ １ ２􀆰 ５６ ４５􀆰 ３８ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ０􀆰 ６６ １ ０􀆰 ６６ １１􀆰 ７５ ０􀆰 ００４ １
Ｃ２ １􀆰 ５６ １ １􀆰 ５６ ２７􀆰 ７０ ０􀆰 ０００ １
Ｄ２ ０􀆰 ６４ １ ０􀆰 ６４ １１􀆰 ３８ ０􀆰 ００４ ５
残差 ０􀆰 ７９ １４ ０􀆰 ０５６ — —
失拟项 ０􀆰 ７３ １０ ０􀆰 ０７３ ５􀆰 ２６ ０􀆰 ０６１ ９
纯误差 ０􀆰 ０５６ ４ ０􀆰 ０１４ — —
总和 ５􀆰 ５８ ２８ — — —
Ｒ２ ０􀆰 ８６４ ８ — — — —
变异系数 ／ ％ １􀆰 ７６ — — — —
信噪比 ９􀆰 ５４４ — — — —
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　 　 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 表明模型极显著；
失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明模型拟合程度良好； 变异系

数为 １􀆰 ７６％ ， 表明模型精确度良好； 信噪比 ＞ ４，
表明模型可用于分析和预测； 因素 ＡＣ、 Ａ２、 Ｂ２、
Ｃ２、 Ｄ２ 具有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各因素影响程

度依次为超声功率 （Ｃ） ＞料液比 （Ｂ） ＞超声时间

（Ｄ） ＞乙醇体积分数 （Ａ）。
响应面分析见图 ２～３。 由此可知， 超声功率与

乙醇体积分数交互作用最强， 曲线陡峭， 等高线呈

椭圆形， 对提取工艺有显著影响； 超声功率与料液

比、 超声功率与超声时间交互作用次之， 曲线较陡

峭， 等高线呈椭圆形， 对提取工艺有一定影响； 乙

醇体积分数与料液比、 乙醇体积分数与超声时间交

互作用较小， 曲线平缓， 等高线呈近圆形， 对提取

工艺无明显影响。

图 ２　 各因素响应面图 （三维曲面图）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ （ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ）

图 ３　 各因素响应面图 （等高线图）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ （ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ）

　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ 软件， 得到最优工艺为乙

醇体 积 分 数 ６４％ ， 料 液 比 １ ∶ ３９， 超 声 时 间

１６ ｍｉｎ， 超声功率 １３０ Ｗ， 总黄酮得率为 １３􀆰 ９６％ 。
再按上述优化工艺进行 ３ 批验证试验， 测得总黄酮

得率为 １３􀆰 ９２％ ， 与预测值 １３􀆰 ９６％ 接近， 表明该

工艺稳定可靠。
２􀆰 ６　 抗氧化活性研究

２􀆰 ６􀆰 １　 对 ＤＰＰＨ·的清除作用　 按文献［２２］ 报道

的方法， 取 ５ 支具塞试管， 加入０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ
溶液各 ３ ｍＬ， 再加入 “２􀆰 ２” 项下提取液各 ３ ｍＬ，
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摇匀后静置 ３０ ｍｉｎ， 以无水乙醇调零， 在 ５１７ ｎｍ
波长处测定吸光度 Ａｉ； 取无水乙醇、 提取液各

３ ｍＬ， 混合后在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａｊ； 取

无水乙醇、 ＤＰＰＨ 溶液各 ３ ｍＬ， 混合后在 ５１７ ｎｍ
波长处测定吸光度 Ａ０， 平行 ３ 次， 计算清除率，
公式为清除率＝ ［１－ （Ａｉ－Ａ ｊ） ／ Ａ０］ ×１００％ 。

体系中的抗氧化物质通过提供电子与 ＤＰＰＨ·的

配对作用来使其褪色，依据其程度可以衡量清除活

性强弱［２２］。 图 ４ 显示， 对 ＤＰＰＨ·的清除作用与

总黄酮质量浓度呈正相关，在 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 时清除

率达 ９３􀆰 ５５％ 。

图 ４　 总黄酮对 ＤＰＰＨ·的清除作用

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ
ＤＰＰＨ·

２􀆰 ６􀆰 ２　 对·ＯＨ 的清除作用　 按文献［２３］ 报道的

方法， 取 ５ 支具塞试管， 加入 “２􀆰 ２” 项下提取液

各 ２ ｍＬ， 再 依 次 加 入 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＳＯ４ 溶 液

０􀆰 ５ ｍＬ、 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 水 杨 酸⁃乙 醇 溶 液 ２ ｍＬ、
０􀆰 １％ Ｈ２Ｏ２ 溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 在 ３７ ℃ 下反应 １５ ｍｉｎ，
在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａｘ； 以蒸馏水代替

Ｈ２Ｏ２ 溶液， 同法测定吸光度 Ａｘ０； 以蒸馏水代替提

取液， 同法测定吸光度为 Ａ０， 平行 ３ 次， 计算清除

率， 公式为清除率＝ ［１－ （Ａｘ－Ａｘ０） ／ Ａ０］ ×１００％ 。
过氧化氢广泛存在于生物体和食物中， 根据

Ｆｅｎｔｏｎ 反应原理， 当遇到还原性金属离子 （Ｆｅ２＋）
时会释放出氧化能力很强的羟自由基 （·ＯＨ），
水杨酸可与其反应生成有色物质， 而当反应体系中

含有能清除·ＯＨ 的成分时，就会与水杨酸产生竞

争作用， 使有色产物生成量减少［２２⁃２３］。 图 ５ 显示，
随着总黄酮质量浓度升高， 对·ＯＨ 的清除作用不

断增强，在 ０􀆰 ０７～０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内更明显， 其中

在 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ 时清除率达 ８８％ 。
３　 讨论

响应面法以多元二次回归方程为函数估算工

具， 通过对回归方程进行分析来优化工艺参数， 具

图 ５　 总黄酮对·ＯＨ 的清除作用

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ ·ＯＨ

有操作简便、 预测准确的特点［２４］。 纤维素酶可破

坏药用植物细胞壁， 改善细胞壁通透性， 促进黄酮

内容物溶出， 具有作用条件温和、 耗时长等特点。
超声提取利用其空化效应和搅拌作用来破坏植物细

胞壁， 具有时间短、 节省溶剂等特点［２５⁃２６］。
本实验采用纤维素酶⁃超声辅助提取王枣子叶

总黄酮， 得到最优工艺为乙醇体积分数 ６４％ ， 料

液比 １ ∶ ３９， 超声功率１３０ Ｗ， 超声时间 １６ ｍｉｎ，
总黄酮得率为 １３􀆰 ９２％ 。 抗氧化活性实验结果显

示， 王枣子叶总黄酮对 ＤＰＰＨ·的清除作用与其质

量浓 度 呈 正 相 关， 在 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 时 清 除 率 达

９３􀆰 ５５％ ， 而在 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ 时对·ＯＨ 的清除率达

８８％ 。 由此可知， 该方法稳定可靠， 所提取的王枣

子叶总黄酮不仅含有量高， 而且抗氧化活性也较

强， 应用前景广阔。
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摘要： 目的　 对阿胶脆性进行客观表征。 方法　 采用物性测试仪考察压缩模式、 穿刺模式、 三点弯曲模式， 并优化相

关参数， 以筛选阿胶脆性的测试模式和参数。 结果 　 阿胶最佳脆性检测模式为三点弯曲， 最佳条件为测前速率

１ ｍｍ ／ ｓ， 测后速率 １０ ｍｍ ／ ｓ， 测试速率 ０􀆰 ５ ｍｍ ／ ｓ， 支点间距 ５ ｃｍ， 最佳表征参数为脆裂应力。 结论　 该方法可实现

阿胶脆性的精确量化表征评价， 能为该药材品质评价分级及生产工艺优化提供参考。
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