
［基金项目］大学生创新训练项目（ｃｘ２０２００６３）；济宁医学
院教师科研扶持基金（ＪＹＦＣ２０１８ＫＪ０５５）

△［通信作者］王盈盈，Ｅｍａｉｌ：ｙｍ８６＿８７＠１６３．ｃｏｍ

济宁医学院学报２０２１年１０月第４４卷第５期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２１，Ｖｏｌ４４，Ｎｏ．５

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９７６０．２０２１．０５．００２

毒根斑鸠菊花枝总黄酮的提取工艺

贾紫菲１　王盈盈１△　王开明２　李　霄１　白　瑶１　周凤玲１

（１济宁医学院基础医学院；２山东理工职业学院能源与材料工程学院，济宁 ２７２０６７）

　　摘　要　目的　对毒根斑鸠菊花枝中总黄酮的提取工艺进行最优选择。方法　采用单因素实验研究超声

波功率、提取温度、乙醇浓度、液料比以及提取时间对毒根斑鸠菊花枝中总黄酮提取率的影响并用正交实验进行

验证。结果　超声波功率５４０Ｗ、温度７０℃、乙醇浓度 ７０％、料液比 １∶２０ｇ／ｍＬ、提取时间 ７０ｍｉｎ为最佳提取条

件。在此条件下，毒根斑鸠菊花枝提取总黄酮含量为８１．５９ｍｇ·ｇ－１。结论　 本研究优化了毒根斑鸠菊花枝总

黄酮的提取工艺，该工艺稳定可行，重复性好，提取效率较高。
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　　毒根斑鸠菊（ＶｅｒｎｏｎｉａｃｕｍｉｎｇｉａｎａＢｅｎｔｈ）为斑
鸠菊属（Ｖｅｒｍｏｎｉａ），是含有 １０００多种植物的菊科
（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）大属，主要分布于福建、台湾、广东、
海南、广西等地。斑鸠菊属植物中分离得到的化学

成分种类较多，且含有多样生物活性，包括苯丙素

类、甾体、萜类［１３］、黄酮类［４］、脂肪酸等［５］。其药

理学研究表明，该属植物具有抗肿瘤［６］、抑菌［７］、

抗炎［８］、免疫和抗感染活性［９１１］，目前关于其黄酮

提取的报道很少。本实验采用正交试验方法从毒

根斑鸠菊提取总黄酮，利用紫外分光光度法测定总

黄酮的含量，为开发和利用毒根斑鸠菊资源提供了

重要的理论基础。
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１　仪器与材料

１．１　样品来源
本实验所用毒根斑鸠菊花枝样品于２０１９年１

月采自于海南省昌江黎族自治县，由青岛科技大学

化学与分子工程学院钟惠民教授鉴定。凭证样品

保存于济宁医学院分子医学与化学实验室。

１．２　仪器与试剂
芦丁标准品（ＣＡＳ：１５３１８４Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１６，ＭＷ：

６１０．５２，如吉生物科技公司）；甲醇、硝酸铝、蒸馏
水、无水乙醇、氢氧化钠、亚硝酸钠均为分析纯试剂

（国药集团化学试剂有限公司）。电子天平［赛多

利斯科学仪器（北京）有限公司］；旋转蒸发仪（上

海亚荣生化仪器厂）；超声机（杭州萧山余祝超声

波设备厂）；移液枪（美国 ｔｈｅｒｍｏ热电移液器）；紫
外可见分光光度计５１００ＵＶ（上海元析仪器有限公
司）。

２　方法与结果

２．１　芦丁标准品制备
在５０ｍＬ容量瓶中精准称取芦丁标准品 ２０

ｍｇ，将其溶解在甲醇中并稀释至容量瓶标线，使溶
液的浓度为 ０．４０ｍｇ·ｍＬ－１。
２．１．１　测定波长选择　于１０ｍＬ玻璃比色管中加
入１．００ｍＬ上述标准品溶液，再依此加入 ＣＨ３ＯＨ
溶液４．００ｍＬ５％ＮａＮＯ２溶液０．６０ｍＬ，旋涡混合
器混匀于 ６ｍｉｎ后，再加入 １０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液
０．６０ｍＬ，旋涡混合器混匀，静置 ６ｍｉｎ，最后加入
１０％氢氧化钠３．００ｍＬ后并以 ＣＨ３ＯＨ溶液定容
至刻度线，摇匀，得空白、对照品溶液，将上述溶液

静置１５ｍｉｎ后，空白不加标准品溶液，利用紫外分
光光度法在 ４００～８００ｎｍ波长范围内测定上述标
准液的吸光度值Ａ［１２］，最后确定其测定波长为５１０
ｎｍ。
２．１．２　芦丁标准曲线绘制　在２５ｍＬ容量瓶中，
分别加入制备好的标准品溶液 ０．００、０．１０、０．２０、
０．４０、０．６０、０．８０、１．００ｍＬ，再依此加入 ＣＨ３ＯＨ溶
液４．００ｍＬ、５％ＮａＮＯ２溶液０．６０ｍＬ，旋涡混合器
混匀于 ６ｍｉｎ后，再加 １０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液 ０．６０
ｍＬ，旋涡混合器混匀，静置 ６ｍｉｎ，最后加入 １０％

氢氧化钠３．００ｍＬ后并以ＣＨ３ＯＨ溶液定容至刻度
线，得空白、对照品溶液，１５ｍｉｎ后，于５１０ｎｍ波长
处测定吸光度值Ａ。依照回归线方程ｙ＝６．７８８２ｘ＋
０．０２３０，Ｒ２＝０．９９５２，横坐标为芦丁浓度，纵坐标为
吸光度值Ａ，得回归曲线显示各点分布均匀一致，
呈正相交。见图１。

图１　芦丁标准曲线

２．２　样品液制备及总黄酮含量的测定
精确称取０．５０ｇ毒根斑鸠菊花枝粉末用９５％

乙醇１０ｍＬ溶解，采用超声波提取，将提取液过滤
后并减压浓缩，用 ＣＨ３ＯＨ溶液于５０ｍＬ容量瓶对
浓缩液定容。用移液枪量取０．１０ｍＬ的上述样品
液，按“２．１．２”的操作方法测定吸光度值 Ａ，总黄
酮含量由回归方程计算得出。

２．３　单因素试验
２．３．１　超声波功率　取１０ｍＬ９５％乙醇溶液溶解
精确称取的毒根斑鸠菊花枝粉末０．５０ｇ，分别按照
６０、１８０、３００、４２０、５４０和７８０Ｗ的超声功率梯度进
行提取３０ｍｉｎ后，过滤并减压浓缩，用５０ｍＬ容量
瓶以ＣＨ３ＯＨ溶液定容，按照＂２．１．２＂项步骤测吸
光度Ａ，据回归方程计算总黄酮含量。由图 ２得
出，总黄酮提取含量总体表现为先升高后降低，功

率为３００～４２０Ｗ时黄酮量变化不明显。当超声波
功率达 ５４０Ｗ时，提取的总黄酮含量最高。由此
可以得出最佳超声波功率为５４０Ｗ。

图２　超声波功率对毒根斑鸠菊花枝总黄酮

提取效果的影响

２．３．２　提取温度　取 １０．００ｍｌ的 ９５％乙醇溶解

·１１３·
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精确称取的毒根斑鸠菊花枝粉末０．５０ｇ，分别在温
度梯度为３０℃、５０℃、６０℃、７０℃、８０℃，超声提
取３０ｍｉｎ后，过滤并减压浓缩提取液，用５０ｍＬ容
量瓶以ＣＨ３ＯＨ溶液定容，按照＂２．１．２＂项步骤测
取吸光度值Ａ，结合回归方程得黄酮含量。由图３
得出，曲线在初始阶段变化不明显，当温度超过５０
℃时，逐渐递增，且增幅较大。一旦温度超过７０℃
时，总黄酮含量开始降低，可能是由于温度升高导

致黄酮化学结构的破坏，从而使部分失活，由此得

知当提取温度为７０℃时，总黄酮含量可达至最大
值，发挥最大效应。

图３　提取温度对毒根斑鸠菊花枝总黄酮提取量的影响

２．３．３　乙醇浓度　用１０ｍＬ的乙醇溶解毒根斑鸠
菊花枝粉末 ０．５０ｇ，乙醇浓度梯度为 １０％、３０％、
５０％、７０％、９０％、１００％，超声提取后过滤并减压浓
缩，于５０ｍＬ容量瓶中以 ＣＨ３ＯＨ溶液定容。按照
“２．１．２”项步骤测取吸光度值 Ａ，由回归方程计算
总黄酮含量。由图４得出，随乙醇浓度的增大，总
黄酮提取总量逐渐升高，在乙醇浓度为 ７０％时达
其高峰，随之大幅下降。因此，确定最佳提取乙醇

浓度为７０％。

图４　乙醇浓度对毒根斑鸠菊花枝总黄酮提取效果的影响

２．３．４　料液比　精密称取毒根斑鸠菊花枝粉末
０．５０ｇ，１０ｍＬ９５％乙醇溶解，按料液比分别为 １∶
１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０和１∶５０ｇ／ｍＬ，之后在超声条
件下提取３０ｍｉｎ，甲醇定容至５０ｍＬ，按照“２．１．２”
项步骤测取吸光度值Ａ，由回归方程计算总黄酮含

量。由图５得出，在初始阶段时，黄酮含量变化不
明显，之后便大幅上升，达其峰值，对应料液比是１
∶２０ｇ／ｍＬ。峰值后的曲线呈明显的下降趋势，当料
液比继续增大时，总黄酮含量却呈降低状态，说明

过大的料液比并不利于总黄酮的提取。因此，选用

１∶２０ｇ／ｍＬ料液比为最宜。

图５　料液比对毒根斑鸠菊花枝总黄酮提取效果的影响

２．３．５　提取时间　精密称取毒根斑鸠菊花枝粉末
０．５０ｇ，１０ｍＬ９５％乙醇溶解，超声下分别提取１０、
２０、３０、５０和 ７０ｍｉｎ后过滤并减压浓缩，用 ５０ｍＬ
容量瓶以甲醇定容，按照“２．１．２”步骤来测取吸光
度Ａ，结合回归方程得黄酮含量。由图 ６得出，有
一明显单峰，对应横坐标值为７０ｍｉｎ，黄酮含量为
最大。７０ｍｉｎ后，继续延长时间，总黄酮含量反而
有所降低。因此，确定最佳提取时间为７０ｍｉｎ。

图６　毒根斑鸠菊花枝总黄酮含量

在不同提取时间下的效果图

２．４　正交试验
根据上述各因素实验所得结果，设计正交试验

Ｌ１６（４
５）表。对毒根斑鸠菊花枝总黄酮含量计算按

照“２．１．２”的操作方法，由此来确定最佳的毒根斑
鸠菊花枝总黄酮含量的提取条件。见表１。

表１　Ｌ１６（４
５）正交实验设计

水平
Ａ乙醇浓
度／％

Ｂ料液比
／ｇ·ｍＬ－１

Ｃ提取时
间／ｍｉｎ

Ｄ提取温
度／℃

Ｅ超声波
功率／Ｗ

１ ３０ １∶２０ ２０ ５０ １８０

２ ５０ １∶３０ ３０ ６０ ３００

３ ７０ １∶４０ ５０ ７０ ４２０

４ ９０ １∶５０ ７０ ８０ ５４０

·２１３·
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　　由表２的５个因素４个 Ｋ值大小可以得出以
下结论，Ａ种因素Ａ３＞Ａ２＞Ａ１＞Ａ４，Ｂ种因素Ｂ１＞Ｂ２＞
Ｂ３＞Ｂ４，Ｃ种因素Ｃ４＞Ｃ２＞Ｃ３＞Ｃ１，Ｄ种因素 Ｄ３＞Ｄ２＞
Ｄ１＞Ｄ４，Ｅ种因素 Ｅ４＞Ｅ１＞Ｅ２＞Ｅ３，正交实验结果见
表２。

表２　正交实验结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ 总黄酮含量／ｍｇ·ｇ－１

１ １ １ １ １ １ ６８．９６

２ １ ２ ２ ２ ２ ６７．６９

３ １ ３ ３ ３ ３ ６８．４２

４ １ ４ ４ ４ ４ ７５．８７

５ ２ １ ２ ３ ４ ７５．７７

６ ２ ２ １ ４ ３ ７０．７２

７ ２ ３ ４ １ ２ ６８．９６

８ ２ ４ ３ ２ １ ６９．３７

９ ３ １ ３ ４ ２ ７５．９０

１０ ３ ２ １ ３ １ ７７．２１

１１ ３ １ ４ ３ ４ ８１．３５

１２ ３ ４ ２ １ ３ ６９．４２

１３ ４ １ ４ ２ ３ ６７．８１

１４ ４ ２ ３ １ ４ ７０．８６

１５ ４ ３ ２ ４ １ ７０．４８

１６ ４ ４ １ ３ ２ ６３．８２

Ｋ１ ５６．１９７２．１１７０．１８６９．５５７１．５１

Ｋ２ ７１．２１７１．６２７０．８４７１．４０６７．８４

Ｋ３ ７５．８２７２．１５７１．１４７１．３１６９．０９

Ｋ４ ６８．２４６９．６１７３．３５７３．２４７５．８１

Ｒ １９．６３ ２．５４ ３．１７ ３．７０ ７．９７

２．５　试验方法的考察
２．５．１　精密度试验　称１．００ｍＬ芦丁标准品溶液
共５份，按“２．１．２”项操作于 λ＝５１０ｎｍ处测得吸
光度后计算ＲＳＤ值为１．２９％（ｎ＝５）。
２．５．２　显色稳定试验　精密称取毒根斑鸠菊花枝
样品的溶液０．１０ｍＬ到试管中后加入４．９０ｍＬ甲
醇，按照“２．１．２”项的操作方法进行显色，空白对
照管不加入ＮａＮＯ２的溶液，分别在０、１０、２０、３０、４０
ｍｉｎ测１次吸光度值，做５次平行实验后计算毒根
斑鸠菊花枝中总黄酮含量，经过计算得到的 ＲＳＤ
值为１．６７％（ｎ＝５）。
２．５．３　方法重现性试验　称５份５．００ｇ花枝粉末
根据最佳提取条件提取总黄酮，过滤、减压浓缩，在

１００ｍＬ容量瓶中加入斑鸠菊花枝浓缩液并用甲醇
定容。将０．１０ｍＬ的花枝提取液置于比色管并用
甲醇定容至５ｍＬ，按“２．１．２”项方法显色并测定其

吸光度，算得ＲＳＤ值为０．９７％（ｎ＝５）。
２．５．４　回收率试验　称５．００ｇ毒根斑鸠菊花枝５
份，于最佳提取条件下进行提取总黄酮，按“２．１．
２”项操作显色并于 λ＝５１０ｎｍ处测吸光度后计算
ＲＳＤ值为０．９６％（ｎ＝５），加样回收率为９９．１０％。
２．５．５　试验方法结果　根据芦丁标准曲线方程可
知，在浓度为０．００５～０．０７０ｍｇ·ｍＬ－１时，其质量浓
度与吸光度之间呈良好的线性关系；稳定性、回收

率、精密度和重现性试验的 ＲＳＤ值都小于 ２％，因
此可以得出，此方法有良好的加样回收率、重复性

稳定性与精密度；表３所示为验证实验结果，毒根
斑鸠菊花枝中总黄酮平均含量为 ８１．５９ｍｇ·ｇ－１，
表３所作 ３次平行试验的 ＲＳＤ值为 １．５８％（ｎ＝
３），两者均比正交试验表中的值高，由此可以确定
Ａ３Ｂ１Ｃ４Ｄ３Ｅ４为最佳提取工艺条件。

表３　验证试验结果

试验号 总黄酮含量／ｍｇ·ｇ－１ 平均含量／ｍｇ·ｇ－１ ＲＳＤ／％

１ ８０．４４

２ ８１．３５ ８１．５９ １．５８

３ ８２．９８

３　结论

正交试验是一种科学便利的实验方法，有快

速、高效率、经济、简单易行的特点，多因素综合结

果可由其直接得出，无论单味药［１３］还是组方

药［１４］，提取工艺试验都可通过正交试验验证。本

研究通过正交试验法优化了毒根斑鸠菊花枝总黄

酮的提取工艺，并进行了３次平行试验进行验证得
到最佳提取条件为：超声波功率 ５４０Ｗ、温度 ７０
℃、乙醇７０％、料液比１∶２０ｇ／ｍＬ、提取时间７０ｍｉｎ
为最佳提取条件。此时参数组合为 Ａ３Ｂ１Ｃ４Ｄ３Ｅ４。
得到的毒根斑鸠菊花枝中总黄酮含量为８１．５９ｍｇ
·ｇ－１。综上所述，影响毒根斑鸠菊花枝总黄酮提
取因素排列为：提取时间＞料液比＞乙醇浓度＞超声
波功率＞提取温度。该实验工艺简单、成本低、稳
定可行、重复性好、提取效率较高，具有良好的应用

前景，为毒根斑鸠菊进一步科学研究和开发新的天

然抗氧化剂和保鲜剂提供了理论基础。
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ｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｌｅｖｏｔｈｙｒｏｘｉｎｅｗｉｔｈｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎｕ
ｓｉｎｇｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．Ｊ
ＢｉｏｍｏｌＳｔｒｕｃｔＤｙｎ，２０２０，１１１３．ＤＯＩ：１０．１０８０／

０７３９１１０２．２０２０．１８２２９１９．
［１８］ＬｉＸ，ＹａｎｇＬＱ，ＷａｎｇＹＦ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｂｉｎｄｉｎｇｏｆ

ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡｗｉｔｈｒｅｄｕｃｅｄｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｓｉｌｖｅｒ
ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ［Ｊ］．ＩＥＴＮａｎｏｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２０，１４（４）：
３０８３１３．ＤＯＩ：１０．１０４９／ｉｅｔｎｂｔ．２０１９．０３７７．

［１９］ＸｕＸ，ＭａｏＸ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆ
ｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｓｉｌｖｅｒｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓｗｉｔｈｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎａｎｄｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｒｏｎａ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，２０１８，１１６：４９２５０１．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｉｊｂｉｏｍａｃ．２０１８．０５．０４３．

［２０］ＲｏｓｓＰＤ，ＳｕｂｒａｍａｎｉａｎＳ．Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｓ
ｓｏｃｉａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｓ：ｆｏｒｃｅｓｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇｔｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９８１，２０（１１）：３０９６３１０２．ＤＯＩ：１０．１０２１／
ｂｉ００５１４ａ０１７．

［２１］ＸｕＸＹ，ＤｕＺＹ，ＷｕＷＨ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｒｉａｎｇｕｌａｒ
ｓｉｌｖｅｒｎａｎｏｐｒｉｓｍｓａｎｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｎｔｈｅｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏａｎａｌ
Ｃｈｅｍ，２０１７，４０９（１２）：５３２７５３３６．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ００２１６０１７０４７８４．

（收稿日期　２０２１０５２６）
（本文编辑：石俊强）
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