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金莲花总黄酮提取纯化工艺优化及其抗光老化作用评价
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摘要： 目的　 优化金莲花总黄酮提取纯化工艺， 并评价其抗光老化作用。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分

数、 料液比、 提取时间、 提取温度为影响因素， 总黄酮得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 以上

样质量浓度、 径高比、 上样体积流量、 洗脱液 （乙醇） 体积分数、 洗脱体积流量、 洗脱体积为影响因素， 总黄酮纯

度为评价指标， 单因素试验优化纯化工艺。 再测定 ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ＋·、ＯＨ·、Ｏ２
－·自由基清除率及弹性蛋白酶抑制

率，建立中波紫外线 （ＵＶＢ） 诱导人原代真皮成纤维细胞 （ＨＤＦ） 光老化模型， 检测细胞存活率， ＲＯＳ、 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃６、
ＭＭＰ⁃１、 ＣＯＬ⁃１ 水平及 ＳＯＤ 活性。 结果　 最佳提取工艺为乙醇体积分数 ７０％ ， 料液比 １ ∶ ９， 提取时间 １１０ ｍｉｎ， 提取

温度 ７５ ℃， 总黄酮得率为 １２􀆰 ４７％ 。 最佳纯化工艺为上样质量浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ， 径高比 １ ∶ ９， 上样体积流量

１􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ， 乙醇体积分数 ３０％ ， 洗脱体积流量 ３ ＢＶ ／ ｈ， 洗脱体积 ４ ＢＶ， 总黄酮纯度为 ８９􀆰 ３３％ 。 总黄酮对 ４ 种自由基

的 ＩＣ５０值分别为 １３􀆰 ５２ μｇ ／ ｍＬ、 ５􀆰 ６０８ μｇ ／ ｍＬ、 ５􀆰 １０３ ｍｇ ／ ｍＬ、 ２８􀆰 １１ ｍｇ ／ ｍＬ， 清除率呈剂量依赖性。 弹性蛋白酶抑制

率呈剂量依赖性， 总黄酮质量浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 时达 ４９􀆰 ７８％ 。 与模型组比较， ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 总黄酮组细胞存活

率、 ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＭＰ⁃１ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 产生被抑制； ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 总黄酮组 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃６
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＯＬ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取纯化抗光

老化作用较强的金莲花总黄酮。
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０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｈｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｔ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｎｇ ａｎｔｉ⁃ｐｈｏｔｏａｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｔｒｏｌｌｉｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｂｇｅ．； ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ； ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ； ａｎｔｉ⁃ｐｈｏｔｏａｇｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔ； ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ Ｂ （ＵＶＢ）； ｈｕｍａｎ ｄｅｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ （ＨＤＦ）； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ；
ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ

　 　 金莲花为毛茛科金莲花属植物金莲花 Ｔｒｏｌｌｉｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｂｇｅ． 的干燥花， 始载于 《本草纲目拾

遗》， 其性寒， 味苦， 无毒， 具有明目、 解岚瘴等

功效， 主治口疮喉肿、 浮热牙宣等症［１］， 广泛分

布于我国河北省及东北地区， 在临床上可治疗上呼

吸道感染［２］、 扁桃体炎［３］ 等疾病。 黄酮、 有机酸

等化合物是金莲花主要成分， 具有抗菌、 抗氧化、
抗炎等多种药理作用［４⁃５］， 相关制剂已被 ２０２５ 年版

《中国药典》 一部收载， 例如金莲花片、 金莲花胶

囊等［６］。
近年来研究表明， 黄酮类成分具有潜在的抗光

老化潜力， 能通过多种途径来减轻紫外线引起的皮

肤损伤［７⁃１０］。 目前， 国内关于金莲花黄酮类成分的

研究涵盖抗氧化、 抗炎等方面［４⁃５］， 但尚未涉及抗

光老化。 因此， 本实验优化金莲花总黄酮提取纯化

工艺， 并评价该类成分对中波紫外线 （ＵＶＢ） 诱

导人原代真皮成纤维细胞 （ＨＤＦ） 光老化的保护

作用， 从而为其进一步开发利用奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药材　 硝酸钠（批号 ７６３１⁃９９⁃４， 纯度≥
９９％ ）、 氢氧化钠 （批号 １３１０⁃７３⁃２， 纯度≥９６％ ）、
亚硝 酸 钠 （ 分 析 纯， 批 号 ７６３２⁃００⁃０， 纯 度 ≥
９９％ ）、 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂 （批号 ９０６０⁃０５⁃３）、 维

生素 Ｃ （批号 ２０２２０２２４）、 水杨酸 （分析纯， 批号

２０２２０６０２）、 焦 性 没 食 子 酸 （ 分 析 纯， 批 号

２０２２０６２１） 均购自国药集团化学试剂有限公司；
２， ２⁃联 苯 基⁃１⁃苦 基 肼 基 （ ＤＰＰＨ， 批 号

Ｃ１５５６８５２３） 购自上海麦克林生化科技股份有限公

司； 硫酸亚铁 （分析纯， 批号 Ｊ２０ＨＴ１７４６４３） 购自

上海源叶生物科技有限公司； ３０％ 过氧化氢 （分析

纯， 批号 ２０２３１１３０） 购自广东光华科技股份有限

公司； Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液 （ｐＨ ８􀆰 ２， 批号 ２０２４０１１４６）
购自上海博尔森生物科技有限公司； ２， ２′⁃联氮⁃
双⁃ （３⁃乙基苯并噻唑啉⁃６⁃磺酸） （ ＡＢＴＳ， 批号

Ｂ２３０８１９０） 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司； 水为超纯水。 金莲花购于河北安国， 经湖北

中医药大学药学院生药教研室李娟教授鉴定为

正品。
１􀆰 ２　 仪器　 ＵＶ⁃１８００ＰＣ 紫外可见分光光度计 ［翱
艺仪器 （上海） 有限公司］； 振荡培养箱、 倒置生

物显微镜 （上海润度生物科技有限公司）； 二氧化

碳培养箱、 真空冷冻干燥机 （青岛永合创信电子

科技有限公司）。
１􀆰 ３　 细胞　 人原代真皮成纤维细胞 （ＨＤＦ， 批号

ＨＵＭ⁃ＣＥＬＬ⁃０１３２， 武汉原生原代生物医药科技有

限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 供试品溶液制备　 参照文献 ［１１］ 报道， 精
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密称取药材 ２０􀆰 ０ ｇ， 置于圆底烧瓶中， 加入 １２０
ｍＬ ７０％ 乙醇， 加热回流提取 ３０ ｍｉｎ， 称定质量，
放冷至室温， ７０％ 乙醇补足减失的质量， 混匀， 过

滤， 取滤液， 即得。
２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取芦丁对照品 １０􀆰 ０
ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 棕色量瓶中， 加入一定量甲醇，
水浴溶解， 放冷至室温， 甲醇定容至刻度， 轻微摇

晃混匀， 精密移取 ５ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加

水定容至刻度， 混匀， 即得 （每 １ ｍＬ 含 ０􀆰 ２ ｍｇ 该

成分）。
２􀆰 ３　 总黄酮含量测定 　 以芦丁为对照品， 采用

ＮａＮＯ２⁃Ａｌ （ＮＯ３） ３⁃ＮａＯＨ 显色体系［１２］。 分别精密

量取对照品溶液 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ５􀆰 ０、 ６􀆰 ０
ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入 １ ｍＬ ５％ 亚硝酸钠

溶液， 混匀， 静置 ６ ｍｉｎ， 加入 ｌ ｍＬ １０％ 硝酸铝溶

液， 混匀， 静置 ６ ｍｉｎ， 加入 １０ ｍＬ ５％ 氢氧化钠溶

液， 加水定容至刻度， 混匀， 静置 １５ ｍｉｎ， 以第 １
管 （相应试剂） 为空白对照， 在 ５０４ ｎｍ 波长处测

定吸光度。 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 ＝
９􀆰 ４７９ １Ｘ＋０􀆰 ００７ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ４）， 在 ０􀆰 ００８ ～ ０􀆰 ０４８
ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好， 再计算总黄酮得率，

公式为 Ｗ ＝ ρ × ｖ × ｎ
ｍ

×１００％ ， 其中 Ｗ 为总黄酮提

取率， ｎ 为稀释倍数， ρ 为总黄酮质量浓度， Ｖ 为

提取液体积， ｍ 为药材质量。
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 精密度试验 　 精密量取 “２􀆰 １” 项下对照

品溶液 １􀆰 ０ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定吸光度 ６
次， 测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ２４％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 重复性试验 　 精密量取 “２􀆰 １” 项下对照

品溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 共 ６ 份， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定

吸光度， 测得总黄酮含量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ８６％ ， 表明该

方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验 　 精密量取 “２􀆰 １” 项下对照

品溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法每隔 ２ ｈ 测定

１ 次吸光度， 共 ６ 次， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ８７％ ， 表明

溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 加样回收率试验 　 精密量取 “２􀆰 １” 项下

对照品溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 共 ６ 份， 精密加入 ０􀆰 ５ ｍＬ
０􀆰 ５００ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液， 按 “２􀆰 ３” 项下方法

测定吸光度， 计算回收率。 结果， 总黄酮平均加样

回收率为 ９８􀆰 １８％ ， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ９９％ 。
２􀆰 ５　 单因素试验　 本实验分别考察了乙醇体积分

数 ５０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ ， 料液比 １ ∶ ６、
１ ∶ ８、 １ ∶ １０、 １ ∶ １２、 １ ∶ １４， 提取温度 ５０、 ６０、
７０、 ８０、 ９０ ℃， 提取时间 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、 ２、 ３ ｈ，
提取次数 １、 ２、 ３、 ４ 次， 每个因素重复 ３ 次， 取

平均值。
由图 １Ａ 可知， 总黄酮得率随着乙醇体积分数

增加而升高， 为 ６０％ 时达最大值， 之后降低， 可

能是因为乙醇体积分数过高时可促进杂质溶出， 降

低组织通透性， 导致部分总黄酮溶解或分解， 故确

定为 ６０％ 。 由图 １Ｂ 可知， 总黄酮得率随着液料比

增加而先升后降， 为 １ ∶ １０ 时达到最大值， 之后杂

质逐渐溶出， 影响总黄酮得率， 故确定为 １ ∶ １０。
由图 １Ｃ 可知， 总黄酮得率随着提取温度增加而升

高， 可能是因为分子扩散增强， 细胞壁破坏， 但温

度过高时由于黄酮热不稳定性而导致其结构被破

坏， 得率降低， 故确定为 ７０ ℃。 由图 １Ｄ 可知，
总黄酮得率随着提取时间延长而升高， 为 ２ ｈ 时达

到最大值， 之后降低， 可能是因为前期溶剂对总黄

酮的提取作用增强， 但后期溶剂过度提取时杂质溶

出， 导致其得率下降， 故确定为 ２ ｈ。 由图 １Ｅ 可

知， 提取次数为 ３ 次时总黄酮得率接近最大值， 之

后趋缓， 同时增加了生产成本， 故确定为 ３ 次。
２􀆰 ６　 提取工艺优化　 在单因素试验基础上， 以乙

醇体积分数 （Ａ）、 料液比 （Ｂ）、 提取温度 （Ｃ）、
提取时间 （Ｄ） 为影响因素， 总黄酮得率 （Ｙ） 为

评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺，
因素水平见表 １， 结果见表 ２。 另外， 由于提取次

数为非连续变量， 不宜作为影响因素， 故将其固定

为 ３ 次。
表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

Ｔａｂ􀆰 １ 　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

水平 Ａ 乙醇体积分数 ／ ％ Ｂ 料液比 Ｃ 提取时间 ／ ｈ Ｄ 提取温度 ／ ℃
－１ ５０ １ ∶ ８ １ ６０
０ ６０ １ ∶ １０ ２ ７０
１ ７０ １ ∶ １２ ３ ８０

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

回归分析， 得方程为 Ｙ ＝ １２􀆰 ０１ ＋ ０􀆰 ７９Ａ － ０􀆰 ３７Ｂ ＋
０􀆰 ２１Ｃ＋ ０􀆰 ３１Ｄ － ０􀆰 ０６３ＡＢ ＋ ０􀆰 ３３ＡＣ － １􀆰 ０ × １０－２ ＡＤ －
０􀆰 ０７８ＢＣ － ０􀆰 １９ＢＤ － １􀆰 ３５ＣＤ － ０􀆰 ７０Ａ２ － ０􀆰 ４２Ｂ２ －
０􀆰 ６１Ｃ２－１􀆰 ４４Ｄ２， 方差分析见表 ３。 由此可知， 模

型 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 具有高度显著性； 相关系数 Ｒ２ 为

０􀆰 ９３１ ４， 表明预测值与实验值之间存在显著相关

性， 拟合度良好； 失拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明实验误差
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图 １　 各因素对总黄酮得率的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｙｉｅｌｄ （ｎ＝３）

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ 总黄酮得率 ／ ％
１ １ －１ ０ ０ １２􀆰 ２４
２ ０ １ －１ ０ １０􀆰 ９４
３ ０ ０ －１ １ １１􀆰 ３２
４ ０ －１ １ ０ １１􀆰 ３２
５ －１ ０ ０ １ ９􀆰 １５
６ ０ １ ０ １ ９􀆰 ９９
７ －１ ０ １ ０ ９􀆰 ４２
８ －１ ０ －１ ０ ９􀆰 ８２
９ －１ －１ ０ ０ １０􀆰 ８７
１０ １ ０ ０ １ １０􀆰 ７６
１１ ０ ０ ０ ０ １２􀆰 ４０
１２ １ ０ ０ －１ １０􀆰 ７８
１３ －１ ０ ０ －１ ９􀆰 １３
１４ ０ ０ ０ ０ １２􀆰 ５０
１５ －１ １ ０ ０ ９􀆰 ７８
１６ ０ ０ ０ ０ １１􀆰 ６６
１７ ０ ０ １ １ ９􀆰 ５１
１８ ０ －１ ０ １ １１􀆰 ０８
１９ ０ ０ －１ －１ ７􀆰 ８３
２０ １ １ ０ ０ １０􀆰 ９０
２１ ０ １ ０ －１ ９􀆰 ３１
２２ ０ ０ １ －１ １１􀆰 ４３
２３ ０ ０ ０ ０ １１􀆰 ７６
２４ ０ －１ －１ ０ １１􀆰 ０８
２５ ０ －１ ０ －１ ９􀆰 ６５
２６ １ ０ １ ０ １１􀆰 ９７
２７ ０ ０ ０ ０ １１􀆰 ７１
２８ １ ０ －１ ０ １１􀆰 ０４
２９ ０ １ １ ０ １０􀆰 ８７

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 ３３􀆰 ８７ １４ ２􀆰 ４２ １３􀆰 ５７ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ７􀆰 ５５ １ ７􀆰 ５５ ４２􀆰 ３５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ １􀆰 ６５ １ １􀆰 ６５ ９􀆰 ２５ ０􀆰 ００８ ８
Ｃ ０􀆰 ５２ １ ０􀆰 ５２ ２􀆰 ９０ ０􀆰 １１０ ８
Ｄ １􀆰 １３ １ １􀆰 １３ ６􀆰 ３３ ０􀆰 ０２４ ７
ＡＢ ０􀆰 ０１６ １ ０􀆰 ０１６ ０􀆰 ０８８ ０􀆰 ７７１ ６
ＡＣ ０􀆰 ４４ １ ０􀆰 ４４ ２􀆰 ４８ ０􀆰 １３７ ６
ＡＤ ４􀆰 ０×１０－４ １ ４􀆰 ０×１０－４ ２􀆰 ２４３×１０－３ ０􀆰 ９６２ ９
ＢＣ ０􀆰 ０２４ １ ０􀆰 ０２４ ０􀆰 １３ ０􀆰 ７１９ １
ＢＤ ０􀆰 １４ １ ０􀆰 １４ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ３８９ ５
ＣＤ ７􀆰 ３２ １ ７􀆰 ３２ ４１􀆰 ０３ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ２ ３􀆰 １３ １ ３􀆰 １３ １７􀆰 ５７ ０􀆰 ０００ ９
Ｂ２ １􀆰 １７ １ １􀆰 １７ ６􀆰 ５３ ０􀆰 ０２２ ８
Ｃ２ ２􀆰 ４０ １ ２􀆰 ４０ １３􀆰 ４８ ０􀆰 ００２ ５
Ｄ２ １３􀆰 ３６ １ １３􀆰 ３６ ７４􀆰 ９１ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ２􀆰 ５０ １４ ０􀆰 １８ — —
失拟项 １􀆰 ８３ １０ ０􀆰 １８ １􀆰 １０ ０􀆰 ５０６ ４
纯误差 ０􀆰 ６７ ４ ０􀆰 １７ — —
总回归 ３６􀆰 ３７ ２８ — — —

较小； 各因素影响程度依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ。 响应面

分析见图 ２。
　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件， 确定最优工艺

为乙醇体积分数 ７０％ ， 提取温度 ７６􀆰 ８ ℃， 料液比

１ ∶ ８􀆰 ９４， 提 取 时 间 １􀆰 ８２ ｈ， 总 黄 酮 得 率 为

１２􀆰 ３７％ ， 为了便于后期实际操作， 将其修正为乙

醇体积分数 ７０％ ， 料液比 １ ∶ ９， 提取温度 ７５ ℃，
提取时间 １１０ ｍｉｎ。 再按上述优化工艺进行 ３ 批验

证试验， 测得总黄酮平均得率为 １２􀆰 ４７％ ， 与预测
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注： Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｙ 分别为乙醇体积分数、 料液比、 提取温度、 提取时间、 总黄酮得率。 第 １、 ３ 列为等高线图， 第 ２、 ４ 列为三维曲面图。

图 ２　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

值 １２􀆰 ３７％ 接近 （相对误差为 ０􀆰 ７５％ ）， 表明该模

型拟合效果良好。
２􀆰 ７　 纯化工艺优化

２􀆰 ７􀆰 １　 大孔吸附树脂筛选 　 参照文献 ［１３］ 报

道， 选择 Ｄ⁃１０１ 树脂进行后续实验。
２􀆰 ７􀆰 ２　 样品溶液制备 　 按 “２􀆰 ６” 项下最优工艺

提取， 减压浓缩至上样质量浓度分别为 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 的溶液， 即得。
２􀆰 ７􀆰 ３　 吸附率、 解吸率计算 　 公式分别为 Ｑ ＝
（Ｃ０－Ｃ１） ×Ｖ吸附

Ｃ０×Ｖ吸附

×１００％ 、 Ｄ ＝
Ｃ２×Ｖ解吸

（Ｃ０－Ｃ１） ×Ｖ解吸

×１００％ ，

其中 Ｑ 为吸附率， Ｄ 为解吸率， Ｃ０ 为粗提液初始

质量浓度， Ｃ１ 吸附液中总黄酮质量浓度， Ｃ２ 为解

吸液中总黄酮质量浓度， Ｖ吸附为吸附液体积， Ｖ解吸

为解吸液体积。
２􀆰 ７􀆰 ４　 单因素试验 　 取经预处理的 ６０ ～ ９０ 目 Ｄ⁃
１０１ 树脂 １０ ｇ， 湿法装入层析柱中并使树脂表面平

齐。 取 “２􀆰 ７􀆰 ２” 项下样品溶液适量， 以上样质量

浓度 （０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ）、 径高比 （１ ∶
３、 １ ∶ ６、 １ ∶ ９、 １ ∶ １２）、 上样体积流量 （ １、
１􀆰 ５、 ２、 ２􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ）、 洗脱液 （乙醇） 体积分数

（２０％ 、 ３０％ 、 ４０％ 、 ５０％ ）、 洗脱体积流量 （ １、
２、 ３、 ４ ＢＶ ／ ｈ）、 洗脱体积 （１、 ２、 ３、 ４、 ５、 ６、

７、 ８ ＢＶ） 为影响因素， 平行 ３ 次。
由图 ３Ａ 可知， 上样质量浓度为 ０􀆰 ２ ～ ０􀆰 ３

ｍｇ ／ ｍＬ时总黄酮吸附率升高， 为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 时达

到最大值， 之后呈下降趋势， 可能是因为总黄酮质

量浓度较高时树脂吸附过饱和， 上样液随之流出，
使馏分中其含量降低， 之后随着上样质量浓度增加

树脂吸附率逐渐降低。 最终确定， 最佳上样质量浓

度为 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ。
由图 ３Ｂ 可知， 径高比为 １ ∶ ３～ １ ∶ ９ 时总黄酮

吸附率升高， 可能是因为随着径高比增加样品流过

树脂的路径变长， 导致其吸附停留时间更长， 有利

于充分吸附， 但进一步增加径高比时样品停留在树

脂中的时间过长， 可能导致吸附的总黄酮又被解吸

下来， 导致其吸附率下降。 最终确定， 最佳径高比

为 １ ∶ ９。
由图 ３Ｃ 可知， 上样体积流量为 １ ～ １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ

时总黄酮吸附率升高， 为 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ 时达到最大值，
之后呈下降趋势， 可能是因为起初上样液在萃取柱

上的停留时间较长， 有利于分子与树脂充分作用和

强化吸附， 但体积流量过小时固相孔隙易堵塞， 反

而导致吸附效果变差， 而超过 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ 后上样液停

留时间较短， 分子与树脂接触较少， 导致吸附效率

下降。 最终确定， 最佳上样体积流量为 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ。
由图 ３Ｄ 可知， 洗脱液体积分数为 ２０％ ～ ３０％
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时总黄酮解吸率升高， 为 ３０％ 时达到最大值， 之

后总黄酮难以解吸附， 导致其解吸率降低。 最终确

定， 最佳洗脱液体积分数为 ３０％ 。
由图 ３Ｅ 可知， 洗脱体积流量为 １～３ ＢＶ／ ｈ 时总

黄酮解吸率升高， 为 ３ ＢＶ／ ｈ 时达到最大值， 之后呈

下降趋势。 最终确定， 最佳洗脱体积流量为 ３ ＢＶ／ ｈ。
由图 ３Ｆ 可知， 洗脱体积为 ２ ～ ４ ＢＶ 时总黄酮

解吸率升高， 为 ４ ＢＶ 时达到最大值， 为 ５ ＢＶ 时趋

于平衡， 之后呈下降趋势。 最终确定， 最佳洗脱体

积为 ４ ＢＶ。

图 ３　 各因素对 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂吸附、 解吸的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｄ１０１ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒｅｓｉｎ （ｎ＝３）

２􀆰 ７􀆰 ５　 验证试验 　 按 “２􀆰 ７􀆰 ４” 项下结果， 得到

最优工艺为上样质量浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ， 径高比 １ ∶
９， 上样体积流量 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ， 乙醇体积分数 ３０％ ，
洗脱体积流量 ３ ＢＶ ／ ｈ， 洗脱体积 ４ ＢＶ。 再按上述

优化工艺进行 ３ 批验证试验， 测得总黄酮平均纯度

为 ８９􀆰 ３３％ ， 与纯化前相比增加了 ４􀆰 ０７ 倍， 表明该

工艺稳定可靠。
２􀆰 ８　 抗氧化活性研究

２􀆰 ８􀆰 １　 ＤＰＰＨ·自由基清除实验 　 参照文献［１４］
报道， 实验组取样品、 维生素 Ｃ 溶液 （两者质量

浓度一致） 各 １００ μＬ， 置于 ９６ 孔板中， 加入 ０􀆰 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 乙醇溶液， 轻微振荡混匀， ２５ ℃避

光处理并静置 ３０ ｍｉｎ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光

度 Ａ１； 空白组以等体积去离子水代替样品溶液，
其他操作同实验组， 在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度

Ａ２； 对照组以等体积乙醇代替 ＤＰＰＨ 乙醇溶液， 其

他操作同实验组， 在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度

Ａ０， 平行 ３ 次， 计算 ＤＰＰＨ·自由基清除率，公式

为清除率＝ ［１－ （Ａ１ －Ａ０） ／ Ａ２］ ×１００％ ， 结果见

图 ４Ａ。 由此可知， 随着总黄酮质量浓度增加清除

率升高， ＩＣ５０值为 １３􀆰 ５２ μｇ ／ ｍＬ， 清除能力略弱于

维生素 Ｃ （ＩＣ５０值为 ８􀆰 ０４０ μｇ ／ ｍＬ）。

２􀆰 ８􀆰 ２　 ＡＢＴＳ＋·自由基清除实验 　 参照文献［１５］
报道， 实验组取样品、 维生素 Ｃ 溶液 （两者质量

浓度一致） 各 ５０ μＬ， 置于 ９６ 孔板中， 加入 １５０
μＬ ＡＢＴＳ 溶液， 轻微振荡混匀， ２５ ℃ 避光静置 ８
ｍｉｎ， 在 ７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ１； 空白组以

等体积去离子水代替样品溶液， 其他操作同实验

组， 在 ７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ２； 对照组以等

体积去离子水代替 ＡＢＴＳ 溶液， 其他操作同实验

组， 在 ７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ０， 平行 ３ 次。
按 “２􀆰 ８􀆰 １” 项下公式计算 ＡＢＴＳ＋ ·自由基清除

率，结果见图 ４Ｂ。 由此可知， 随着总黄酮质量浓度

增加清除率升高， ＩＣ５０值为 ５􀆰 ６０８ μｇ ／ ｍＬ， 清除能

力略弱于维生素 Ｃ （ＩＣ５０值为 ５􀆰 １１９ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ８􀆰 ３　 ＯＨ·自由基清除实验　 参照文献［１６］ 报

道， 实验组取样品、 维生素 Ｃ 溶液 （两者质量浓

度一致） 各 ５０ μＬ， 置于 ９６ 孔板中， 加入适量 ９
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＳＯ４ 溶液、 适量水杨酸乙醇溶液、 ４􀆰 ４
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 及 １００ μＬ 蒸馏水， 轻微振荡混匀，
３７ ℃静置 ６０ ｍｉｎ， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度

Ａ１； 空白组以等体积去离子水代替样品溶液， 其他

操作同实验组， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ２；
对照组以等量去离子水代替 Ｈ２Ｏ２， 其他操作同实
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验组， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ０， 平行 ３ 次，
按 “２􀆰 ８􀆰 １” 项下公式计算 ＯＨ·自由基清除率，结
果见图 ４Ｃ。 由此可知， 随着总黄酮质量浓度增加

清除率升高， ＩＣ５０值为 ５􀆰 １０３ ｍｇ ／ ｍＬ， 清除能力明

显弱于维生素 Ｃ （ＩＣ５０值为 ０􀆰 １６９ ５ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ８􀆰 ４　 Ｏ２

－自由基清除实验 　 参照文献 ［１７］ 报

道， 实验组取适量 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 三羟甲基氨基甲烷

盐酸盐 （Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ） 缓冲液 （ｐＨ ８􀆰 ２）， 置于 ９６ 孔

板中， 加入样品、 维生素 Ｃ （两者质量浓度一

致）、 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 邻苯三酚溶液各 ２５ μＬ， 轻微振荡

混匀， ２５ ℃水浴反应 ３ ｍｉｎ， 加入 ２５ μＬ １０ ｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸终止反应， 在 ３２５ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ１；
空白组以等体积去离子水代替样品溶液， 其他操作

同实验组， 在 ３２５ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ２； 对照

组以等体积蒸馏水代替邻苯三酚溶液， 其他操作同

实验组， 在 ３２５ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ０， 平行 ３
次， 按 “２􀆰 ８􀆰 １” 项下公式计算 Ｏ２

－自由基清除率，
结果见图 ４Ｄ。 由此可知， 随着总黄酮质量浓度增

加清除率升高， ＩＣ５０值为 ２８􀆰 １１ ｍｇ ／ ｍＬ， 清除能力

明显弱于维生素 Ｃ （ＩＣ５０值为 ０􀆰 ０６０ ８ ｍｇ ／ ｍＬ）。

图 ４　 总黄酮对自由基的清除能力 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

ｖａｒｉｏｕｓ ｏｎ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ （ｎ＝３）

２􀆰 ９　 弹性蛋白酶抑制实验 　 参照文献 ［１８］ 报

道， 取不同质量浓度样品溶液各 ５０ μＬ， 置于 ９６
孔板中， 依次加入 ２５ μＬ 弹性蛋白酶溶液、 １００ μＬ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液 （ ｐＨ ８􀆰 ２）， 在 ２５ ℃ 下孵育 ２０
ｍｉｎ， 再加入 ２５ μＬ 底物 ［Ｎ⁃琥珀酰⁃丙氨酸⁃丙氨

酸⁃丙氨酸⁃对硝基苯胺 （ＮＡＡＡＰＮ） ］， 振荡混匀，
在 ４０５ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ， 然后在相同条件

下孵育 １０ ｍｉｎ， 测定吸光度 Ａ′， 计算 ΔＡ， 公式为

ΔＡ＝Ａ′－Ａ， 以及弹性蛋白酶抑制率， 公式为抑制

率＝ ［１－ （ΔＡ１ －ΔＡ０） ／ ΔＡ２］ × １００％ ， 其中 ΔＡ１

为实验组吸光度， ΔＡ２ 为空白组吸光度， ΔＡ０ 为对

照组吸光度， 平行 ３ 次， 结果见图 ５。 由此可知，
随着总黄酮质量浓度增加抑制率升高， 前者为 ２
ｍｇ ／ ｍＬ 时后者达 ４９􀆰 ７８％ ， 而阳性药 ［西维来司钠

（１５ μｇ ／ ｍＬ） ］ 为 ９５􀆰 ３２％ 。

图 ５　 总黄酮对弹性蛋白酶的抑制作用 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ ｅｌａｓｔａｓｅ （ｎ＝３）

２􀆰 １０　 抗光老化作用研究

２􀆰 １０􀆰 １　 细胞培养 　 将 ＨＤＦ 细胞接种于含 １０％
ＦＢＳ、 １％ 双抗、 １％ 添加剂的培养基中， 置 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温恒湿培养箱中培养， 其间始终

保持培养基充足， 于细胞生长至 ７０％ ～ ８０％ 时分别

以 １×１０４、 １×１０５ 个 ／孔的密度接种于 ９６、 ６ 孔板，
用于后续实验。
２􀆰 １０􀆰 ２　 细胞存活率测定 　 ＨＤＦ 细胞贴壁后， 设

置 实 验 组 （ ６􀆰 ２５、 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、 ２００
μｇ ／ ｍＬ）、 空白组、 对照组， 每组 ３ 个复孔， 置于
细胞培养箱中培养 ２４ ｈ， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶

液， 继续孵育 １ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度

Ａ， 计算细胞存活率， 公式为存活率 ＝ ［ （Ａ实验组 －
Ａ空白组） ／ （ Ａ对照组 － Ａ空白组 ） ］ × １００％ ， 结果见图

６Ａ。 由此可知， 与空白组比较， ５０、 １００、 ２００
μｇ ／ ｍＬ总黄酮组细胞活性无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
最终选择 １００ μｇ ／ ｍＬ 进行后续实验。
２􀆰 １０􀆰 ３　 模型建立与给药　 参照课题组前期研究结

果， 除空白组外， 其余各组给予 ＵＶＢ 照射， 即用

ＵＶＢ 灯管平行放置于 ＨＤＦ 细胞上方 ６ ｃｍ 处， 照射

总强度为 ６０ ｍＪ ／ ｃｍ［１９⁃２０］， 照射时用磷酸盐缓冲液覆

盖细胞， 其中实验组、 阳性组在照射前 ２４ ｈ 分别给

予 ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 样品溶液处理， 而对照组用

锡纸包住， 照射结束后置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱

中培养 ２４ ｈ， 按 “２􀆰 １０􀆰 ２” 项下方法计算细胞存活

率， 结果见图 ６Ｂ。 由此可知， 与空白组比较， 模型

组细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ２５、
５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 总黄酮组和阳性药组 （５ ｍｍｏｌ Ｎ⁃乙
酰半胱氨酸） 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 总黄酮对 ＵＶＢ 诱导 ＨＤＦ 细胞活性的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＵＶＢ⁃

ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＤＦ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

２􀆰 １０􀆰 ４　 细胞衰老检测 　 ＨＤＦ 细胞按 “２􀆰 １０􀆰 １”
项下方法培养并接种于 ６ 孔板中， 按 “２􀆰 １０􀆰 ３”
项下方法造模， ２４ ｈ 后按 β⁃半乳糖苷酶染色试剂

盒说明书固定细胞， 进行 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色， 转移至

３７ ℃、 无 ＣＯ２ 培养箱中孵育过夜， 在荧光显微镜

下观察， 结果见图 ７。 由此可知， 与对照组比较，
模型组染蓝细胞显著增加， 并且长梭型变为铺展

型、 无定型； 与模型组比较， ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ
总黄酮组和阳性药组细胞由铺展型、 无定型转变为

长梭型， 表明总黄酮能延缓细胞衰老。

图 ７　 各组 ＵＶＢ 诱导 ＨＤＦ 细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色图 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＵＶＢ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＤＦ ｃｅｌｌｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝３）

２􀆰 １０􀆰 ５　 ＲＯＳ 水平检测 　 ＨＤＦ 细胞按 “２􀆰 １０􀆰 １”
项下方法培养并接种于 ６ 孔板中， 按 “２􀆰 １０􀆰 ３”
项下方法造模， ２４ ｈ 后吸去培养基， 磷酸盐缓冲

液清洗 ２ 次， 依据 ＲＯＳ 试剂盒检测说明书， 每孔

加入至少 １ ｍＬ 稀释至 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的无血清活性氧

荧光探针 （ＤＣＦ⁃ＤＡ）， 转移至培养箱中， ３７ ℃孵

育避光， ３０ ｍｉｎ 后吸去培养基， 磷酸盐缓冲液清洗

多余的荧光探针， 在荧光显微镜下观察， 结果见图

８。 由此可知， 与对照组比较， 模型组细胞 ＲＯＳ 荧

光强度增加； 与模型组比较， ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ
总黄酮组细胞 ＲＯＳ 荧光强度逐渐降低， 为 １００
μｇ ／ ｍＬ时与空白组一致， 表明总黄酮能抑制细胞内

过量 ＲＯＳ 产生， 从而减轻氧化应激反应。

图 ８　 总黄酮对 ＵＶＢ 诱导 ＨＤＦ 细胞 ＲＯＳ 水平的影

响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ｉｎ

ＵＶＢ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＤＦ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）

２􀆰 １０􀆰 ６　 ＭＤＡ 水平、 ＳＯＤ 活性检测 　 ＨＤＦ 细胞按

“２􀆰 １０􀆰 １” 项下方法培养并接种于 ６ 孔板中， 按

“２􀆰 １０􀆰 ３” 项下方法造模， ２４ ｈ 后消化细胞， 置于

离心管中， 室温下 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 收集底

部细胞沉淀， 按照相关试剂盒说明书检测 ＭＤＡ 水

平、 ＳＯＤ 活性， 结果见图 ９。 由此可知， 与对照组

比较， 模型组 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活

性降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； 与 模 型 组 比 较， ５０、 １００
μｇ ／ ｍＬ总黄酮组和阳性药组 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 总黄酮组和

阳性药组 ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 １０􀆰 ７　 ＩＬ⁃６、 ＭＭＰ⁃１、 ＣＯＬ⁃Ｉ 水平检测 　 ＨＤＦ 细

胞按 “２􀆰 １０􀆰 １” 项下方法培养并接种于 ６ 孔板中，
按 “２􀆰 １０􀆰 ３” 项下方法造模， ２４ ｈ 后按照相应酶

联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ） 试剂盒说明书， 在 ４５０
ｎｍ 波长处测定吸光度， 检测 ＩＬ⁃６、 ＭＭＰ⁃１、 ＣＯＬ⁃１
水平， 结果见图 １０。 由此可知， 与对照组比较，
模型组 ＩＬ⁃６、 ＭＭＰ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＯＬ⁃１
水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ５０、 １００
μｇ ／ ｍＬ 总黄酮组和阳性药组 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＣＯＬ⁃１ 水平升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
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　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜
　 ０􀆰 ０１。

图 ９　 总黄酮对 ＵＶＢ 诱导 ＨＤＦ 细胞 ＭＤＡ 水平 （Ａ）、
ＳＯＤ 活性 （Ｂ） 的影响 （ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ （Ａ） ａｎｄ
ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ （ Ｂ ） ｉｎ ＵＶＢ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＤＦ ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３）

２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ 总黄酮组和阳性药组 ＭＭＰ⁃１
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３　 讨论与结论

本实 验 在 单 因 素 试 验 基 础 上 采 用 Ｂｏｘ⁃
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法， 确定金莲花总黄酮最优提取

工艺为乙醇体积分数 ７０％ ， 料液比 １ ∶ ９， 提取

温度 ７０ ℃ ， 提取时间 １１０ ｍｉｎ， 提取次数 ３ 次，
总黄酮得率为 １２􀆰 ４７％ ； 最优纯化工艺为上样质

量浓度 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ， 径高比 １ ∶ ９， 上样体积流

量 １􀆰 ５ ＢＶ ／ ｈ， 洗脱体积流量 ３ ＢＶ ／ ｈ， 洗脱体积 ４
ＢＶ， 乙 醇 体 积 分 数 ３０％ ， 总 黄 酮 纯 度 为

８９􀆰 ３３％ 。 抗光老化作用研究结果显示， 金莲花总

黄酮能有效清除ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ＋ ·、ＯＨ·、Ｏ２
－ ·

自由基，对机体起到一定保护作用； ＳＯＤ 活性升

高， 表明该成分能增强抗氧化能力， 清除光老化

所致过多自由基； ＭＤＡ 水平降低， 表明该成分能

减弱细胞膜脂质过氧化程度， 维持细胞结构完整

性； ＣＯＬ⁃１ 合成增加， ＭＭＰ⁃１ 表达抑制， 表明该

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 总黄酮对 ＵＶＢ 诱导 ＨＤＦ 细胞 ＩＬ⁃６ （Ａ）、 ＭＭＰ⁃１
（Ｂ）、 ＣＯＬ⁃１ （Ｃ） 水平的影响 （ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ ＩＬ⁃６ （Ａ）， ＭＭＰ⁃１ （Ｂ）
ａｎｄ ＣＯＬ⁃１ （Ｃ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＵＶＢ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＤＦ ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３）

成分能缓解皮肤中胶原蛋白代谢失衡； ＩＬ⁃６ 水平

降低， 表明该成分能抑制炎症， 促进皮肤修复和

再生。
综上所述， 本实验优化金莲花总黄酮提取纯化

工艺， 并证实该类成分具有对 ＵＶＢ 诱导光老化

ＨＤＦ 细胞的保护作用， 可改善皮肤皱纹、 松弛等

问题， 在相关领域应用潜力巨大， 后续将对其物质

基础、 作用机制作进一步研究。
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摘要： 目的　 筛选宽体金线蛭产地加工方法。 方法　 分别采用吊干、 水烫、 酒闷、 盐渍、 碱制进行产地加工， 测定出

干率、 抗凝血酶活性、 可溶性蛋白含量。 建立角叉菜胶诱导大鼠尾血栓模型， ４８ 只大鼠随机分为空白组、 模型组、
阿司匹林组 （４０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 吊干组、 水烫组、 酒闷组、 盐渍组、 碱制组， 每组 ６ 只， 其中后 ５ 组灌胃给予药材混悬液

（０􀆰 ５４ ｇ ／ ｋｇ）， 检测黑尾率、 ＰＴ、 ＡＰＴＴ、 ＴＴ 及 ＦＩＢ、 ＦＤＰ、 Ｄ⁃ｄｉｍｅｒ、 Ｐ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ 水平。 再通过熵权 ＴＯＰＳＩＳ 法进行多维

度决策分析。 结果　 各产地加工方法综合评价依次为盐渍＞碱制＞酒闷＞水烫＞吊干。 其中， 盐渍抗凝血酶活性为 ２４􀆰 ６７
Ｕ ／ ｇ， 黑尾率为 ４９􀆰 ２１％ ， 可溶性蛋白含量为 １３􀆰 ３０ ｍｇ ／ ｇ， ＴＴ、 ＰＴ 明显延长； 吊干 ＦＩＢ 水平、 出干率较低， 抗凝成分

留存明显不足。 结论　 盐渍是最优的宽体金线蛭产地加工方法。 基于 “成分⁃药效⁃产量” 多维标准， 熵权 ＴＯＰＳＩＳ 法

可为建立该药材产地加工技术体系提供可量化、 可推广的评价范式。
关键词： 宽体金线蛭； 产地加工； 抗血栓作用； 熵权 ＴＯＰＳＩＳ 法
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