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摘要： 目的　 优化补骨脂总黄酮提取工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分数、 液料比、 提取温度为影响

因素， 总黄酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 结果　 最佳条件为乙醇体积

分数 ９３％ ， 液料比 ４２ ∶ １， 提取温度 ４１ ℃， 总黄酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率分别为 （８８􀆰 ５６±０􀆰 ０９）％ 、 （３４􀆰 ５２±０􀆰 １５）％ 。
结论　 该方法稳定可行， 可为后续深入开发利用补骨脂总黄酮提供理论基础。
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　 　 随着机体的衰老， 一些内源性抗氧化酶的活力逐渐降

低， 使得小分子活性氧自由基在体内蓄积过多， 细胞膜中

的不饱和脂肪酸被过多的活性氧自由基损害， 引起脂质过

氧化反应［１⁃２］ ， 这类反应会对细胞器的结构和功能产生损

害， 并且引起细胞受损甚至死亡， 导致心血管疾病、 神经

退行性疾病和癌症等疾病［３⁃６］ 。 为了降低脂质过氧化对机体

造成的损伤， 研发抗氧化剂已成为热点， 而中药作为优良

的天然抗氧化剂， 正获得了人们青睐。
补骨脂为豆科补骨脂属植物补骨脂 Ｐｓｏｒａｌｅａ ｃｏｒｙｌｉｆｏｌｉａ

Ｌ． 的干燥成熟果实， 已广泛应用于医疗、 食品、 化妆品等

多个领域， 具有多种生物作用， 如抗氧化、 抗菌、 雌激素

样、 抗抑郁、 抗肿瘤、 抗骨质疏松等［７⁃９］ ， 主要含有黄酮、
苯并呋喃、 单萜酚、 香豆素、 拟雌内酯等活性成分［７⁃８，１０］ ，
现已从中分离出黄酮、 二氢黄酮、 异黄酮、 查尔酮等五十

余种黄酮［７⁃８］ 。 目前， 对补骨脂黄酮的研究大多为补骨脂异

黄酮、 补骨脂二氢黄酮甲醚等单一成分， 或醇提黄酮的药

理活性或构⁃效关系［９，１１⁃１３］ ， 鲜有涉及总黄酮提取工艺。
中药所含成分复杂， 仅凭借个别化合物含量高低来评

价其提取工艺的优劣具有一定局限性， 若能采用提取率与

生物活性相整合的方法， 则可更综合全面地进行评

价［１４⁃１６］ 。 因此， 本实验在整合 “成分⁃抗氧化活性” 的模

式下， 以提取率、 体外抗氧化活性为指标， 采用双响应面

法优化补骨脂总黄酮提取工艺， 以期为该成分的深入研发

利用提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物 　 芦丁对照品 （纯度大于 ９８％ ， 上海源

叶生 物 科 技 有 限 公 司 ）。 １， １⁃二 苯 基⁃２⁃三 硝 基 苯 肼

（ＤＰＰＨ， 纯度≥９７％ ） 购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司。 补骨脂 （产地四川） 购自安徽亳州中药材批发市

场， 经山东中医药大学孙稚颖教授鉴定为豆科补骨脂属植

物补骨脂 Ｐｓｏｒａｌｅａ ｃｏｒｙｌｉｆｏｌｉａ Ｌ． 的干燥成熟果实。 亚硝酸钠

（分析纯， 中国医药集团上海化学试剂公司）； 硝酸铝 （分
析纯， 天津市大茂化学试剂厂）； 氢氧化钠 （分析纯， 天

津市汇杭化工科技有限公司）； 无水乙醇 （分析纯， 天津

富宇精细化工有限公司）。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｘ⁃５ 紫外可见分光光度计 （上海元析仪器有限

公司）； ＳＴ １６Ｒ 高速冷冻离心机 （赛默飞世尔科技有限公

司）； ＫＱ⁃５００ＧＶＤＶ 双频恒温数控超声波清洗器 （昆山市

超声仪器有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 供试品溶液制备 　 精密称取 ０􀆰 ５ ｇ 药材粉末， 置于

５０ ｍＬ离心管中， 超声提取后 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２５ ｍｉｎ， 取

上清液， 即得。
２􀆰 ２　 总黄酮含量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １　 线性关系考察　 采用 ＮａＮＯ２ ⁃Ａｌ （ＮＯ３） ３ ⁃ＮａＯＨ 显

色法［１７］ ， 分别精密吸取 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液 ０、
０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ５ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 加水

至 ２􀆰 ５ ｍＬ， 加入 ０􀆰 ４ ｍＬ ５％ ＮａＮＯ２ 溶液， 摇匀， 反应

６ ｍｉｎ； ０􀆰 ４ ｍＬ １０％ Ａｌ （ＮＯ３ ） ３ 溶液， 摇匀， 反应 ６ ｍｉｎ；
６􀆰 ０ ｍＬ ４％ ＮａＯＨ 溶液， 无水乙醇定容至刻度， 摇匀， 室温

静置 １５ ｍｉｎ， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 平行 ３ 次， 取

平均值， 以吸光度为纵坐标 （Ａ）， 芦丁质量浓度为横坐标

（Ｘ）进行回归，得方程为 Ａ＝ １１􀆰 ９３６Ｘ－０􀆰 ００３ ４（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ２），
在 ０～０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 精密度试验　 精密吸取 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶
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液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项下方法测定吸光度 ６ 次， 测

得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２３％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３　 稳定性试验　 取 “２􀆰 １” 项下供试品溶液０􀆰 ２ ｍＬ，
于 ０、 ２、 ４、 ８、 ２４、 ４８ ｈ 按 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项下方法测定吸

光度， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ５３％ ， 表明溶液在 ４８ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ４　 重复性试验　 精密称取 ０􀆰 ５ ｇ 药材粉末， 平行 ６
份， 按 “２􀆰 １” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶液， 按

“２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ７４％ ，
表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 １􀆰 ５　 加样回收率试验　 精密称取总黄酮含量已知的药

材粉末 ０􀆰 ５ ｇ， 平行 １２ 份， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备供试品

溶液， 其中 ３ 份为空白， 其他 ９ 份每 ３ 份分别加入高、 中、
低质量浓度芦丁对照品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 １􀆰 １” 项下方法测定

吸光度， 计算回收率。 结果， 芦丁平均加样回收率为

１０１􀆰 ３５％ ， ＲＳＤ 为 １􀆰 １３％ 。
２􀆰 ２　 抗氧化活性研究 　 参考文献 ［１８］ 报道的方法并稍

作修改， 计算公式为 ＤＰＰＨ 清除率 ＝ （１－
ＡｉＡｊ

Ａ０
） × １００％ ，

其中 Ａ０ 为 ＤＰＰＨ 在 ５１７ ｎｍ 波长处的吸光度， Ａｉ 为提取液

与 ＤＰＰＨ 作用后在 ５１７ ｎｍ 波长处的吸光度， Ａｊ 为提取液在

５１７ ｎｍ 波长处的吸光度。
２􀆰 ３　 单因素试验　 精密称取 ０􀆰 ５ ｇ 药材粉末， 分别设定乙

醇体积分数为 ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 、 １００％ ， 液料比为

１０ ∶ １、 ２０ ∶ １、 ３０ ∶ １、 ４０ ∶ １、 ５０ ∶ １， 提取温度为 ３０、
４０、 ５０、 ６０、 ７０ ℃， 提取时间为 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ，
提取功率为 ２５０、 ３００、 ３５０、 ４００、 ４５０ Ｗ。
２􀆰 ３􀆰 １　 乙醇体积分数 　 由图 １ 可知， 乙醇体积分数在

７０％ ～９０％ 范围内时， 总黄酮提取率明显升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
在 ９０％ 时达到最大值， 但在 １００％ 时略有降低； ＤＰＰＨ 清除

率随乙醇体积分数的变化趋势与总黄酮提取率呈现较好的

一致性。 因此， 选择 ８０％ ～１００％ 作进一步优化。

图 １　 乙醇体积分数对总黄酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率的影响

２􀆰 ３􀆰 ２　 液料比　 由图 ２ 可知， 随着液料比升高， 总黄酮提

取率、 ＤＰＰＨ 清除率均大体呈先升后降的趋势， 在 ４０ ∶ １
时均达到最大值。 因此， 选择 ３０ ∶ １ ～ ５０ ∶ １ 作进一步

优化。

图 ２　 液料比对总黄酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率的影响

２􀆰 ３􀆰 ３　 提取温度　 由图 ３ 可知， 随着提取温度升高， 总黄

酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率均呈先升后降的趋势， 在 ３０ ～
５０ ℃时两者一致性良好； 在 ５０ ℃后 ＤＰＰＨ 清除率急剧下

降， 总黄酮与提取率一致性较差， 这可能是由于过高的温

度在很大程度上破坏了具有体外抗氧化活性成分的结构，
从而使其清除率显著降低。 因此， 选择 ３０～ ５０ ℃作进一步

优化。

图 ３　 提取温度对总黄酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率的影响

２􀆰 ３􀆰 ４　 提取时间　 由图 ４ 可知， 提取时间对总黄酮提取率

无明显影响。 从节约成本、 ＤＰＰＨ 清除率角度考虑， 选择

３０ ｍｉｎ 并不再作进一步优化。

图 ４　 提取时间对总黄酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率的影响
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２􀆰 ３􀆰 ５　 提取功率　 由图 ５ 可知， 提取功率对总黄酮提取率

无明显影响。 从节约成本、 ＤＰＰＨ 清除率角度考虑， 选择

３５０ Ｗ 并不再作进一步优化。

图 ５　 提取功率对总黄酮提取率、 ＤＰＰＨ 清除率的影响

２􀆰 ４　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择

乙醇体积分数 （Ａ）、 液料比 （Ｂ）、 提取温度 （Ｃ） 作为影

响因素， 总黄酮提取率 （Ｙ１）、 ＤＰＰＨ 清除率 （Ｙ２） 作为评

价指标， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件安排试验， 因素水

平见表 １， 结果见表 ２。
表 １　 因素水平

水平
因素

Ａ 乙醇 ／ ％ Ｂ 液料比 Ｃ 提取温度 ／ ℃
－１ ８０ ３０ ∶ １ ３０
０ ９０ ４０ ∶ １ ４０
１ １００ ５０ ∶ １ ５０

表 ２　 试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
总黄酮提取率 ／

（ｍｇ·ｇ－１）

ＤＰＰＨ 清除

率 ／ ％
１ －１ －１ ０ ４５􀆰 １７ ２８􀆰 ６４
２ １ －１ ０ ７９􀆰 ７９ ２８􀆰 ２０
３ －１ １ ０ ４９􀆰 １０ ２８􀆰 ３６
４ １ １ ０ ８３􀆰 ０１ ３１􀆰 ０２
５ －１ ０ －１ ４４􀆰 ５６ ２９􀆰 ０４
６ １ ０ －１ ８１􀆰 ８６ ２９􀆰 ０９
７ －１ ０ １ ４５􀆰 ７４ ２９􀆰 ８０
８ １ ０ １ ８８􀆰 ６６ ２９􀆰 ７５
９ ０ －１ －１ ７４􀆰 ４７ ２８􀆰 ４７
１０ ０ １ －１ ８１􀆰 ９９ ３１􀆰 ４２
１１ ０ －１ １ ８１􀆰 １８ ２９􀆰 ８３
１２ ０ １ １ ８７􀆰 ２８ ３０􀆰 ６５
１３ ０ ０ ０ ８５􀆰 ２１ ３５􀆰 １２
１４ ０ ０ ０ ８３􀆰 ２１ ３４􀆰 ２５
１５ ０ ０ ０ ８４􀆰 ５６ ３４􀆰 ６２
１６ ０ ０ ０ ８３􀆰 ２６ ３４􀆰 ５６
１７ ０ ０ ０ ８２􀆰 １５ ３５􀆰 ０１

　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对表 ２ 数据进行多元回归

和二项式分析， 得方程分别为 Ｙ１ ＝ ８３􀆰 ６８＋１８􀆰 ５９Ａ＋２􀆰 ６０Ｂ＋

２􀆰 ５０Ｃ－０􀆰 １７７ ５ＡＢ＋１􀆰 ４０ＡＣ－０􀆰 ３５５ ０ＢＣ－１７􀆰 ７２Ａ２ －１􀆰 ６９Ｂ２ －
０􀆰 ７５５ ３Ｃ２、 Ｙ２ ＝ ３４􀆰 ７１ ＋ ０􀆰 ２７７ ５Ａ ＋ ０􀆰 ７８８ ８Ｂ ＋ ０􀆰 ２５１ ２Ｃ ＋

０􀆰 ７７５ ０ＡＢ － ０􀆰 ０２５ ０ＡＣ － ０􀆰 ５３２ ５ＢＣ － ３􀆰 １６Ａ２ － ２􀆰 ４９Ｂ２ －
２􀆰 １３Ｃ２， 方差分析见表 ３ ～ ４。 由此可知， ２ 个模型显著性

均很强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但失拟项均不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表明

其拟合度较好［１９］ ； Ｙ１、 Ｙ２ 相关系数 ｒ 分别为 ０􀆰 ９９２ ９、
０􀆰 ９８７ ２， 表明自变量分别可反映 ９９􀆰 ２９％ 、 ９８􀆰 ７２％ 响应值

的变化［２０］ ； 以 Ｙ１ 为响应值时， 因素 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ａ２ 具有显

著性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明 Ａ 对其影响不仅是简单的

线性关系［２１］ ， 而以 Ｙ２ 为响应值时， 因素 Ｂ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２、
ＡＢ、 ＢＣ 具有显著性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各因素对 Ｙ１ 的

影响程度依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ， 对 Ｙ２ 的影响程度依次为 Ｂ＞Ａ＞Ｃ。
表 ３　 总黄酮提取率方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ４ ２４３􀆰 ２７ ９ ４７１􀆰 ４７ １０９􀆰 ３３ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ２ ７６５􀆰 ８２ １ ２ ７６５􀆰 ８２ ６４１􀆰 ３４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ ５３􀆰 ９２ １ ５３􀆰 ９２ １２􀆰 ５０ ０􀆰 ００９ ５
Ｃ ４９􀆰 ９０ １ ４９􀆰 ９０ １１􀆰 ５７ ０􀆰 ０１１ ４
ＡＢ ０􀆰 １２６ ０ １ ０􀆰 １２６ ０ ０􀆰 ０２９ ２ ０􀆰 ８６９ １
ＡＣ ７􀆰 ９０ １ ７􀆰 ９０ １􀆰 ８３ ０􀆰 ２１８ １
ＢＣ ０􀆰 ５０４ １ １ ０􀆰 ５０４ １ ０􀆰 １１６ ９ ０􀆰 ７４２ ５
Ａ２ １ ３２１􀆰 ７６ １ １ ３２１􀆰 ７６ ３０６􀆰 ４９ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ １２􀆰 ０６ １ １２􀆰 ０６ ２􀆰 ８０ ０􀆰 １３８ ３
Ｃ２ ２􀆰 ４０ １ ２􀆰 ４０ ０􀆰 ５５６ ９ ０􀆰 ４７９ ８

残差 ３０􀆰 １９ ７ ４􀆰 ３１ — —
失拟性 ２４􀆰 ３３ ３ ８􀆰 １１ ５􀆰 ５４ ０􀆰 ０６５ ８
纯误差 ５􀆰 ８５ ４ １􀆰 ４６ — —
总误差 ４ ２７３􀆰 ４６ １６ — — —

表 ４　 ＤＰＰＨ 清除率方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １０６􀆰 ９０ ９ １１􀆰 ８８ ５９􀆰 ７５ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 ６１６ １ １ ０􀆰 ６１６ １ ３􀆰 １０ ０􀆰 １２１ ７
Ｂ ４􀆰 ９８ １ ４􀆰 ９８ ２５􀆰 ０４ ０􀆰 ００１ ６
Ｃ ０􀆰 ５０５ ０ １ ０􀆰 ５０５ ０ ２􀆰 ５４ ０􀆰 １５５ ０
ＡＢ ２􀆰 ４０ １ ２􀆰 ４０ １２􀆰 ０９ ０􀆰 ０１０ ３
ＡＣ ０􀆰 ００２ ５ １ ０􀆰 ００２ ５ ０􀆰 ０１２ ６ ０􀆰 ９１３ ９
ＢＣ １􀆰 １３ １ １􀆰 １３ ５􀆰 ７１ ０􀆰 ０４８ ３
Ａ２ ４２􀆰 １７ １ ４２􀆰 １７ ２１２􀆰 １４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ２６􀆰 １５ １ ２６􀆰 １５ １３１􀆰 ５６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ １９􀆰 ０５ １ １９􀆰 ０５ ９５􀆰 ８５ ＜０􀆰 ０００ １

残差 １􀆰 ３９ ７ ０􀆰 １９８ ８ — —
失拟性 ０􀆰 ８９１ ３ ３ ０􀆰 ２９７ １ ２􀆰 ３８ ０􀆰 ２１１ ０
纯误差 ０􀆰 ５００ ３ ４ ０􀆰 １２５ １ — —
总误差 １０８􀆰 ２９ １６ — — —

　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行响应面分析， 见图

６～７。 由此可知， 乙醇体积分数与液料比、 液料比与提取

温度对 ＤＰＰＨ 清除率的交互影响较显著［２２］ ； 响应值均随着

自变量的变化先升后降， 但在各因素最高、 最低水平之间

等高线稀疏， 响应曲面较缓和， 故其所对应两因素之间的

交互作用并不显著， 与方差分析结果一致。
２􀆰 ５　 验证试验　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件得到最优提

取工艺为乙醇体积分数 ９２􀆰 ７８％ ， 液料比 ４２􀆰 ３９ ∶ １， 提取

温度 ４１􀆰 １８ ℃， 总黄酮提取率为 ８８􀆰 ３１％ ， ＤＰＰＨ 清除率为

３４􀆰 ６３％ ， 结合实际操作， 将其修正为乙醇体积分数 ９３％ ，
５９１
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注： 左图为三维曲面图， 右图为等高线图。

图 ６　 各因素响应面图 （总黄酮提取率）

液料比 ４２ ∶ １， 提取温度 ４１ ℃。 按上述优化工艺进行 ３ 批

验证试验， 测得平均总黄酮提取率为 （８８􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０９）％ ，
ＤＰＰＨ 清除率为 （ ３４􀆰 ５２ ± ０􀆰 １５）％ ， 与预测值 ８８􀆰 ３１％ 、
３４􀆰 ６３％ 接近， 表明该工艺稳定可行。
３　 讨论

鉴于 “成分反映活性， 活性指向功能” 的中药质量控

制新模式， 中药提取工艺的研究不应仅以其所含成分提取

率为唯一评价指标， 还应综合考虑其他相关因素， 如活性、
毒性等。 同时， 在中医药研究所需动物模型不完善的情况

下， 若采用活性成分提取率和体外活性整合的双指标评价

方法， 则可更综合全面地控制和优化中药提取工艺。 因此，
本实验以提取率与抗氧化活性为指标， 通过双响应面法优

化补骨脂总黄酮提取工艺， 所得最优工艺参数稳定可行，
不仅有利于该成分作为天然抗氧化剂， 在食品、 药品、 化

妆品、 功能性食品、 保健品等领域中的推广应用， 也为其

他中药提取工艺的研究提供了创新思路和方法。

参考文献：
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用及其机制研究进展 ［ Ｊ］ ． 药学学报， ２０１９， ５４ （ ８ ）：

注： 左图为三维曲面图， 右图为等高线图。

图 ７　 各因素响应面图 （ＤＰＰＨ 清除率）
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赶黄草中大环多酚大孔树脂纯化工艺的优化
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摘要： 目的　 优化赶黄草中大环多酚大孔树脂纯化工艺。 方法　 采用静态吸附、 解吸附实验对 １７ 种大孔树脂进行筛

选， 并对上样液体积流量、 上样液质量浓度、 径高比、 上样体积、 洗脱溶剂体积分数、 洗脱液体积进行考察， ＨＰＬＣ
法测定大环多酚含量及其转移率。 结果 　 最佳条件为 ＨＰＤ⁃４００ 型大孔树脂， 大环多酚质量浓度 １􀆰 ６０ ～ ２􀆰 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ，
以 ２～２􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ 体积流量通入径高比 １ ∶ ４ 的树脂柱中， 上样 ９ ＢＶ， １４ ＢＶ ４０％ 乙醇洗脱除杂， 收集 １０ ＢＶ ５０％ 乙醇洗

脱部位， 减压浓缩至干， 大环多酚含量可达 ６５％ 以上， 转移率在 ５０％ 以上， 得率为 ６􀆰 ５６％ 。 结论　 该工艺稳定可行，
可用于大孔树脂纯化赶黄草中大环多酚。
关键词： 赶黄草； 大环多酚； 大孔树脂； 纯化工艺
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