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摘要： 目的　 优化凌霄花总黄酮超声提取工艺， 并评价其抗氧化、 抗炎活性。 方法 　 在单因素试验基础上， 以料液

比、 乙醇体积分数、 超声功率为影响因素， 总黄酮含量为评价指标， 响应面法优化超声提取工艺。 再测定总黄酮对

ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力， 以及对 ５⁃ＬＯＸ 的抑制作用。 结果　 最佳条件为料液比 １ ∶ ４５， 乙醇体积分数 ７１％ ，
超声功率 ２１０ Ｗ， 超声时间 ４０ ｍｉｎ， 超声温度 ７０ ℃， 总黄酮含量为 ６７􀆰 １６ ｍｇ ／ ｇ。 总黄酮对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基及 ５⁃
ＬＯＸ 的 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ０２４ ９、 ０􀆰 ０１９ ２、 ０􀆰 １９３ ９ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于超声提取抗氧化、 抗炎活性

较强的凌霄花总黄酮。
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ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ； ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 凌霄花为紫葳科凌霄属植物凌 霄 Ｃａｍｐｓｉｓ
ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｋ． Ｓｃｈｕｍ． 或美洲凌霄 Ｃａｍｐｓｉｓ
ｒａｄｉｃａｎｓ （Ｌ．） Ｓｅｅｍ． 的干燥花［１］， 具有活血破瘀、
清热祛风功效， 临床上主要用于治疗血瘀所致闭

经、 痛经、 癥瘕积聚、 崩漏、 血热瘙痒、 疮疖、 瘾

疹等病症， 具有抗脑缺血［２］、 抗炎、 镇痛［３］、 抗

凝血［４］、 抗氧化［１］ 等作用， 并且其提取物包含三

萜、 黄酮、 花色素、 脂肪酸、 酚酸等多种活性物

质［５］。 研究表明， 植物总黄酮提取方法主要有溶

剂提取［６］、 双水相体系萃取［７］、 微波辅助提取［８］、
酶辅助提取［９］、 超声提取［１０］ 等， 其中超声提取可

增加提取效率， 保障提取物纯度， 兼具节能环保、
操作方便的优势［１１］。

目前， 已有关于凌霄花总黄酮含量测定的报

道［１２］， 但尚未涉及超声提取。 因此， 本实验采用

响应面法优化凌霄花总黄酮的超声提取工艺， 并评

价其抗氧化、 抗炎活性， 以期为该类成分药理活性

及其作用机制的深入研究提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药材　 凌霄花由江西百仁中药饮片有

限公司提供， 经华东理工大学药学院马磊教授鉴定

为正品。 芦丁三水合物 （ＣＡＳ 号 １５３⁃１８⁃４， 上海笛

柏生物科技有限公司）； 亚硝酸钠、 硝酸铝、 氢氧

化钠 （分析纯， 上海麦克林生化科技有限公司）；
１， １⁃二苯基⁃２⁃苦基肼 （ ＤＰＰＨ， ＣＡＳ 号 １８９８⁃６６⁃
４）、 ２， ２′⁃联氮⁃双 （ ３⁃乙基苯并噻唑啉⁃６⁃磺酸）
二胺盐 （ＡＢＴＳ， ＣＡＳ 号 ３０９３１⁃６７⁃０） （上海源叶生

物科技有限公司）； 抗坏血酸 （Ｖｃ， ＣＡＳ 号 ５０⁃８１⁃
７， 上海源聚生物科技有限公司）； 脂肪氧化酶

（５０ ０００ Ｕ ／ ｍｇ， ＣＡＳ 号 ９０２９⁃６０⁃１）、 去甲二氢愈创

木酸 （ＮＤＧＡ， ＣＡＳ 号 ５００⁃３８⁃９， 上海皓鸿生物医

药科技有限公司）。 盐酸、 硫酸、 无水乙醇、 邻苯

三酚、 磷酸氢二钠、 Ｔｒｉｓ ｂａｓｅ、 亚油酸、 二甲酚

橙、 硫酸亚铁铵、 甲醇等均为分析纯。
１􀆰 ２　 仪器　 ＦＡ２００４ 电子天平 （上海舜宇恒平科学

仪器有限公司）； ＤＺＦ⁃６１２３ 真空干燥箱 （上海一恒

科学仪器有限公司）； ＤＬＦ⁃１８ 流水式中药粉碎机

（温州顶历医疗器械有限公司）； ＫＱ⁃３００ＤＥ 数控超

声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）； ＳＨＺ⁃Ｄ
（Ⅲ） 循环水真空泵（上海予华仪器设备有限公司）；
ＵＶ⁃７５４Ｎ 紫外⁃可见分光光度计 （上海悦析仪器科

技有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总黄酮含量测定

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备 　 参照文献 ［１３］ 报道，
并进行改进。 将 １０ ｍｇ 芦丁对照品溶于 ６０％ 乙醇

中， 再定容至 １００ ｍＬ 量瓶中， 即得 （质量浓度为

０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 １􀆰 ２　 提取液制备　 将药材置于 ５５ ℃恒温烘箱中

烘干， 粉碎， 过 ２０ 目筛， 置于阴凉干燥处。 精密

称取粉末 ２ ｇ， 加入 ７０ ｍＬ ６０％ 乙醇， 在温度

７０ ℃、 超声功率 ２４０ Ｗ 条件下超声提取 ４０ ｍｉｎ，
放冷， 抽滤， 去离子水定容至 １００ ｍＬ， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 线性关系考察 　 按 “２􀆰 １􀆰 １” 项下方法制

备对照品溶液， 依次稀释至 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２５、
０􀆰 ５、 １ ｍｇ ／ ｍＬ， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ５％ 亚硝酸钠溶液，
反应 ６ ｍｉｎ， 接着加入 ０􀆰 ５ ｍＬ １０％ 硝酸铝溶液， 继

续反应 ６ ｍｉｎ， 最后加入 ５ ｍＬ ４％ 氢氧化钠溶液显

色， 静置 １５ ｍｉｎ， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光

度［１３］。 以吸光度为纵坐标 （Ａ）， 对照品质量浓度

为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 得方程为 Ａ＝ ０􀆰 ９０２ ２Ｘ－
０􀆰 ０１６ ６ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 在 ０ ～ １ ｍｇ ／ ｍＬ范围内线

性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ４　 精密度试验 　 取同一份供试品溶液， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法测定吸光度 ６ 次， 测得其 ＲＳＤ
为 ２􀆰 ４２％ ， 表明仪器精密度良好。
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２􀆰 １􀆰 ５　 重复性试验　 精密称取药材粉末 ２ ｇ， 共 ６
份， 按“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ６％ ，
表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ６　 稳定性试验 　 精密称取药材粉末 ２ ｇ， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 显色后于 ０、
１０、 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方

法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ４１％ ， 表明溶液

在 ６０ ｍｉｎ 内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ７　 加样回收率试验　 按 “２􀆰 １􀆰 ５” 项下方法，
测得供试品溶液中总黄酮含量为 １ ｍｇ ／ ｍＬ。 取供试

品溶液 １ ｍＬ， 共 ６ 份， 分别加入 １ ｍｇ 对照品， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 显色后按

“２􀆰 １􀆰 ３” 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 ９９􀆰 ３３％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ９４％ 。
２􀆰 ２　 单因素试验 　 分别对不同超声时间 （ １０、
２０、 ３０、 ４０、 ５０ ｍｉｎ）、 料液比 （１ ∶ ３５、 １ ∶ ４０、
１ ∶ ４５、 １ ∶ ５０、 １ ∶ ５５）、 超声温度 （４０、 ５０、 ６０、
７０、 ８０ ℃）、 乙醇体积分数 （ ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、
９０％ 、 １００％ ）、 超声功率 （ １８０、 ２１０、 ２４０、 ２７０、
３００ Ｗ） 进行考察， 并以原始条件 （超声时间 ４０
ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ３５， 超声温度 ７０ ℃， 乙醇体积分

数 ６０％ ， 超声功率 ２４０ Ｗ） 为基准。
２􀆰 ２􀆰 １　 超声时间　 如图 １ 所示， 在 １０ ～ ４０ ｍｉｎ 范

围内总黄酮含量升高， 为 ４０ ｍｉｎ 时达到最大值，
但 ４０ ｍｉｎ 后呈现小幅降低趋势， 这可能是因为提

取时间延长有助于黄酮类成分完全溶解， 但时间过

长可能会引发氧化反应， 导致其部分结构被破坏，
从而含量降低［１４］， 并且 ３０ ～ ５０ ｍｉｎ 范围内提取率

差异不大， 考虑时间与效率， 最终确定为 ４０ ｍｉｎ。

图 １　 超声时间对总黄酮含量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ （ｎ＝３）

２􀆰 ２􀆰 ２　 料液比　 如图 ２ 所示， 随着溶剂量增加总

黄酮含量升高， 为 １ ∶ ４５ 时达到最大值， 但 １ ∶ ４５
后降低， 这可能是因为溶剂用量增加会形成浓度梯

度， 促进黄酮类成分从细胞内部向外扩散， 但溶剂

过多会使其他物质溶解出来， 导致其含量降低［１５］，
为了优化提取过程， 最终确定为 １ ∶ ３５、 １ ∶ ４５、
１ ∶ ５５。

图 ２　 料液比对总黄酮含量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ （ｎ＝３）

２􀆰 ２􀆰 ３　 超声温度　 如图 ３ 所示， 随着提取温度增

加总黄酮含量升高， 为 ７０ ℃ 时达到最大值， 但

７０ ℃后降低， 这可能是因为升温能通过增加溶剂

溶解性来促进黄酮类成分的溶出与扩散， 提高其提

取效率， 但温度过高易造成杂质溶出［１６］， 导致后

续纯化工艺操作更复杂， 考虑到节能， 最终确定为

７０ ℃。

图 ３　 超声温度对总黄酮含量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ （ｎ＝３）

２􀆰 ２􀆰 ４　 乙醇体积分数　 如图 ４ 所示， 随着乙醇体

积分数增加总黄酮含量升高， 为 ７０％ 时达到最大

值， 但 ７０％ 后降低， 这可能是因为 ７０％ 乙醇具有

良好的溶解性， 能有效破坏植物细胞壁， 促进黄酮

类成分释放， 但其体积分数过高时， 部分脂溶性杂

质也会从细胞内部向外渗出， 与黄酮类成分产生拮

抗作用， 导致其提取量降低［１７］， 为了优化提取过

程， 最终确定为 ６０％ 、 ８０％ 、 １００％ 。
０７１２
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图 ４　 乙醇体积分数对总黄酮含量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ （ｎ＝３）

２􀆰 ２􀆰 ５　 超声功率　 如图 ５ 所示， 随着超声功率增

加总黄酮含量升高， 在 ２１０ Ｗ 时达到最大值， 但

２１０ Ｗ 后降低， 这可能是因为超声波作用于提取液

时， 后者中的微小气泡或蒸汽泡会形成共振并逐渐

膨胀， 直至破裂， 其间产生温度、 压力非常高的冲

击波， 可破坏药材细胞结构， 促进胞内成分释放，
但随着时间延长气泡数量减少， 其破裂后释放的冲

击作用减弱， 导致其含量升高程度逐渐减小［１８］， 为

了优化提取过程， 最终确定为 １８０、 ２１０、 ２４０ Ｗ。

图 ５　 超声功率对总黄酮含量的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｐｏｗｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ （ｎ＝３）

２􀆰 ３　 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择料液

比 （Ａ）、 乙醇体积分数 （Ｂ）、 超声功率 （Ｃ） 作

为影响因素， 总黄酮含量 （Ｙ） 作为评价指标， 采

用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件设计 １７ 组试验， 因素水平

见表 １， 结果见表 ２。
通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件对表 ２ 数据进行多

元回 归 拟 合， 得 二 次 回 归 方 程 为 Ｙ ＝ ６５􀆰 ８３ －
０􀆰 １５８ ５Ａ－５􀆰 ２６Ｂ－０􀆰 ０８５ ０Ｃ－１􀆰 １９ＡＢ－０􀆰 ０５４ ３ＡＣ－
０􀆰 ５２７ ８ＢＣ－１􀆰 ２５Ａ２ －６􀆰 ０４Ｂ２ －１􀆰 ３１Ｃ２， 方差分析见

表 ３。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具有高度显著性；
Ｒ２

ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９８４ ３， Ｒ２
ｐｒｅｄ ＝ ０􀆰 ９１６ ３， 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 相

关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９３ １， 表明模型拟合度良好， 未知

因素对结果干扰较小， 数据中的变异主要由随机误

差 （纯误差） 引起， 而不是模型本身缺失重要项；
因素 Ｂ、 ＡＢ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 有极显著影响 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 各因素影响程度依次为 Ｂ＞Ａ＞Ｃ。

表 １　 响应面法因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 料液比 １ ∶ ３５ １ ∶ ４５ １ ∶ ５５

Ｂ 乙醇体积分数 ／ ％ ６０ ８０ １００
Ｃ 超声功率 ／ Ｗ １８０ ２１０ ２４０

表 ２　 响应面法设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｙ 总黄酮含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）
１ －１ －１ ０ ６２􀆰 ８１
２ ０ １ １ ５３􀆰 ５１
３ ０ ０ ０ ６６􀆰 ０３
４ １ ０ －１ ６３􀆰 ７５
５ ０ －１ －１ ６２􀆰 ９９
６ －１ ０ －１ ６３􀆰 ９３
７ ０ －１ １ ６４􀆰 ６４
８ １ １ ０ ５１􀆰 ８９
９ ０ ０ ０ ６５􀆰 ７２
１０ ０ ０ ０ ６６􀆰 ６１
１１ ０ ０ ０ ６６􀆰 ０３
１２ １ ０ １ ６２􀆰 ４９
１３ ０ １ －１ ５３􀆰 ３６
１４ １ －１ ０ ６４􀆰 ８４
１５ －１ ０ １ ６２􀆰 ８９
１６ －１ １ ０ ５４􀆰 ６２
１７ ０ ０ ０ ６６􀆰 ７５

表 ３　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ４１５􀆰 １１ ９ ４６􀆰 １２ １１２􀆰 ５３ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 ２００ ９ １ ０􀆰 ２００ ９ ０􀆰 ４９０ ２ ０􀆰 ５０６ ５
Ｂ ２１９􀆰 ３８ １ ２１９􀆰 ３８ ５３５􀆰 ２４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ ０􀆰 ０３ １ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０７３ ２ ０􀆰 ７９４ ５
ＡＢ ５􀆰 ６６ １ ５􀆰 ６６ １３􀆰 ８２ ０􀆰 ００７ ５
ＡＣ ０􀆰 ０１１ ８ １ ０􀆰 ０１１ ８ ０􀆰 ０２８ ７ ０􀆰 ８７０ ２
ＢＣ ０􀆰 ５６３ ４ １ ０􀆰 ５６３ ４ １􀆰 ３７ ０􀆰 ２７９ ４
Ａ２ ９􀆰 ７６ １ ９􀆰 ７６ ２３􀆰 ８２ ０􀆰 ００１ ８
Ｂ２ １６０􀆰 １４ １ １６０􀆰 １４ ３９０􀆰 ７３ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ８􀆰 ６９ １ ８􀆰 ６９ ２１􀆰 １９ ０􀆰 ００２ ５

残差 ２􀆰 ８７ ７ ０􀆰 ４０９ ９ — —
失拟项 ２􀆰 １１ ３ ０􀆰 ７０４ ６ ３􀆰 ７３ ０􀆰 １１７ ９
纯误差 ０􀆰 ７５５ ４ ４ ０􀆰 １８８ ８ — —
总误差 ４１７􀆰 ９７ １６ — — —

　 　 响应面分析［１９］ 见图 ６。 由此可知， 料液比与

乙醇体积分数之间的响应面陡峭， 等高线呈椭圆
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形， 表明两者交互作用极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 超声功

率与乙醇体积分数、 超声功率与料液比之间的响应

面平缓， 等高线接近于圆形， 说明其交互作用不显

著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

注： 左图为三维曲面图， 右侧为等高线图。 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｙ 分

别为料液比、 乙醇体积分数、 超声功率、 总黄酮含量。

图 ６　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

　 　 最终确定， 最优工艺为料液比 １ ∶ ４４􀆰 ４９、 超

声功率 ２０２􀆰 ９０ Ｗ、 乙醇体积分数 ７０􀆰 ９０％ ， 总黄酮

含量为 ６７􀆰 ２０ ｍｇ ／ ｇ， 考虑到操作方便， 将其修正

为料液比 １ ∶ ４５、 超声功率 ２１０ Ｗ、 乙醇体积分数

７１％ 。 按上述优化工艺进行 ３ 批验证试验， 测得总

黄酮平均含量为 ６７􀆰 １６ ｍｇ ／ ｇ， 与预测值 ６７􀆰 ２０ ｍｇ ／ ｇ
仅相差 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｇ， 表明模型具有良好的预测性和

准确性， 可有效指导总黄酮提取过程。
２􀆰 ４　 抗氧化、 抗炎活性评价

２􀆰 ４􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力 　 参照文献 ［２０］
方法， 并进行改良。 将提取液依次稀释至 ０􀆰 ０１７ ８、
０􀆰 ０２１ ４、 ０􀆰 ０２６ ７、 ０􀆰 ０３５ ６、 ０􀆰 ０５３ ４ ｍｇ ／ ｍＬ， 作为

样品溶液， 分别取 １ ｍＬ， 与 ４ ｍＬ ０􀆰 ０２ ｍｇ ／ ｍＬ
ＤＰＰＨ 乙醇溶液充分混匀， 室温避光反应 ３０ ｍｉｎ，

在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以 Ｖｃ 为对照计算清

除率， 公式为清除率 ＝ ［１ －
（Ａ１－Ａ２）

Ａ０
］ × １００％ ，

其中 Ａ１ 为样品溶液吸光度， Ａ２ 为样品溶液＋对照吸

光度， Ａ０ 为空白＋对照吸光度， 结果见图 ７。 由此可

知， 总黄酮质量浓度在 ０􀆰 ０１７ ８ ～ ０􀆰 ０５３ ４ ｍｇ ／ ｍＬ 范

围内， 对ＤＰＰＨ 自由基的清除率呈升高趋势， ＩＣ５０值

为 ０􀆰 ０２４ ９ ｍｇ ／ ｍＬ， 而 Ｖｃ 的为 ０􀆰 ０１１ ８ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ７　 总黄酮对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ ＤＰＰＨ

ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ （ｎ＝３）

２􀆰 ４􀆰 ２　 ＡＢＴＳ 自由基清除能力 　 参照文献 ［２１］
方法， 并进行改良。 将 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＴＳ 溶液与

２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 过硫酸钾溶液等体积混合， 作为工作

液， 避光静置 ２３ ｈ， 乙醇调整其在 ７３４ ｎｍ 波长处

的吸光度为 ０􀆰 ７００±０􀆰 ００５， 再将提取液依次稀释至

０􀆰 ００６ ７、 ０􀆰 ０１４ ９、 ０􀆰 ０１８ ６、 ０􀆰 ０２４ ８、 ０􀆰 ０３７ ３、
０􀆰 ０７４ ５ ｍｇ ／ ｍＬ， 作为样品溶液。 取 １ ｍＬ 样品溶

液， 与 ４ ｍＬ 工作液混合， 室温避光反应 ８ ｍｉｎ， 在

７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度， 按 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下公式

计算清除率， 结果见图 ８。 由此可知， 总黄酮质量

浓度在 ０􀆰 ００６ ７～ ０􀆰 ０７４ ５ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内， ＡＢＴＳ 自

由基清除率逐渐升高， ＩＣ５０ 值为 ０􀆰 ０１５ ８ ｍｇ ／ ｍＬ，
而 Ｖｃ 的为 ０􀆰 ００８ ２ ｍｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ４􀆰 ３　 ５⁃脂氧合酶 （５⁃ＬＯＸ） 抑制作用 　 参照文

献 ［２２］ 方法， 并进行改良。 将提取液依次稀释

至 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５、 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， 作为样品

溶液。 取 ０􀆰 ８ ｍＬ 脂氧合酶溶液 （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４）， 与

０􀆰 ８ ｍＬ 样品溶液混合， 在 ２５ ℃下孵育 ５ ｍｉｎ， 加

入 ０􀆰 ４ ｍＬ 亚油酸以启动酶促反应， 将反应体系置

于黑暗环境中， 在 ２５ ℃下反应 ２０ ｍｉｎ， 反应完成

后加入 ２ ｍＬ ＦＯＸ 试剂以终止进程， ２５ ℃恒温显色

３０ ｍｉｎ， 在 ５６０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以去甲二

氢愈创木酸 （ＮＤＧＡ） 为对照， 计算抑制率， 公式
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图 ８　 总黄酮对 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８ 　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ

ＡＢＴＳ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ （ｎ＝３）

为抑制率＝ （１－
Ａ２－Ａ３

Ａ０－Ａ１
） ×１００％ ， 其中 Ａ０ 为空白吸

光度， Ａ１ 为空白＋对照吸光度， Ａ２ 为样品溶液吸光

度， Ａ３ 为样品溶液＋对照吸光度 （设置对照时），
底物亚油酸在加入 ＦＯＸ 试剂后再添加， 结果见图

９。 由此 可 知， 总 黄 酮 质 量 浓 度 在 ０􀆰 １５ ～ １􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ范围内时 ５⁃ＬＯＸ 抑制率升高， ＩＣ５０ 值为

０􀆰 １９３ ９ ｍｇ ／ ｍＬ， 而 ＮＤＧＡ 的为 ０􀆰 ００３ ８ ｍｇ ／ ｍＬ，
推测黄酮类成分通过混合抑制机理来作用于 ５⁃
ＬＯＸ， 既表现出对酶活性的高度选择性， 又能有效

调控目标酶的催化功能， 进而实现抗炎作用［２３］。

图 ９　 总黄酮对 ５⁃ＬＯＸ 的抑制活性 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ

５⁃ＬＯＸ （ｎ＝３）

３　 讨论与结论

凌霄花是中医皮肤科常用中药， 其主要成分总

黄酮具有抗炎、 抗氧化等药理作用［２４］。 超声提取

的原理是超声振动产生的声流、 空化剪切力、 冲击

波， 以及微射流形成的物理力直接作用于植物细

胞， 从而释放代谢物［２５］， 并且大量研究强调了相

关参数 （如溶剂、 料液比、 时间、 温度等） 对植

物有效成分的提取效率具有重要影响［２６］。
本实验首先采用单因素试验分别考察了不同超

声时间、 料液比、 超声温度、 乙醇体积分数、 超声

功率对总黄酮提取效果的影响， 从节约能源、 保护

成分、 减少杂质等方面考虑， 将超声时间固定为

４０ ｍｉｎ， 超声温度固定为最大值 ７０ ℃， 从而实现

短时高效提取。 然后， 选择料液比、 乙醇体积分

数、 超声功率作为影响因素， 采用响应面法发现三

者重要程度依次为乙醇体积分数＞料液比＞超声功

率， 相关数据具有较高的可靠性， 验证试验结果符

合预期要求。 最终确定， 最优工艺为超声时间 ４０
ｍｉｎ、 料液比 １ ∶ ４５、 超声温度 ７０ ℃、 乙醇体积分

数 ７１％ 、 超声功率 ２１０ Ｗ， 总黄酮平均含量为

６７􀆰 １６ ｍｇ ／ ｇ， 并以剂量依赖性方式呈现较强的抗氧

化、 抗炎活性， 有望将该类成分开发成缓解衰老、
炎症等疾病保健品， 也为相关天然抗氧化剂、 抗炎

药物的研发提供了新思路。
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摘要： 目的　 优化乳核饮提取工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以浸泡时间、 加水量、 煎煮时间为影响因素， 没食

子酸、 绿原酸、 马钱苷、 芍药苷、 阿魏酸、 菊苣酸、 淫羊藿苷含量及出膏率为评价指标， 层次分析法 （ＡＨＰ） ⁃熵权

法确定权重系数， 正交试验优化提取工艺。 结果　 最佳条件为浸泡时间 ６０ ｍｉｎ、 加水量 １０ 倍、 煎煮时间 ４５ ｍｉｎ、 提

取次数 ２ 次， 马钱苷、 芍药苷、 淫羊藿苷总含量为 ４ ６５２􀆰 ００ μｇ ／ ｇ， 没食子酸、 阿魏酸、 绿原酸、 菊苣酸总含量为

１ ４２０􀆰 １４ μｇ ／ ｇ， 出膏率为 ２８􀆰 ２６％ 。 结论　 该方法科学合理， 可为后续将乳核饮开发成医疗机构制剂提供参考。
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