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枳椇子中总黄酮提取工艺的研究①
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摘要:利用响应面分析法对葛花与枳椇子中总黄酮的提取工艺进行优化.通过单因素试验分别考察原料比、粉碎粒

度、料液比和提取时间对总黄酮得率的影响.选择适当的试验因素和水平,利用DesignExpert软件和Box-Behnken
设计法设计响应面试验,对各个因素的显著性以及交互作用进行分析.结果表明:葛花与枳椇子中总黄酮的提取工

艺最佳条件为原料比(葛花与枳椇子)2.2∶1,不粉碎,料液比1∶21,时间85min,在该条件下验证,总黄酮得率

可达到8.31mg/g,接近预测值8.37mg/g.最优提取条件下的提取次数试验表明,提取2次效果最好.
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葛花(flospuerariae)是豆科植物甘葛藤、野葛的花.葛花是传统的解酒醒脾中药,可以治伤酒发热烦

渴、呕逆吐酸、不思饮食、吐血和肠风下血等,是中医中具有代表性的解酒药物[1].近代研究表明,葛花具

有解酒保肝[2-5]、抗过敏[6-7]、降血糖降血脂[8-9]等作用,黄酮为主要的解酒保肝活性物质[10-11].枳椇又名

拐枣、金钩子等,为鼠李科拐枣属落叶乔木,枳椇子为枳椇植物干燥成熟的果实或种子,具有解酒毒、清热

利尿的功效[12].许多学者研究发现枳椇子的疗效与其含有成分的抗氧化作用密切相关,尤其是黄酮类物

质[13-14].有研究[15-18]发现葛花与枳椇子混合物的水提取液的解酒保肝效果优于其他方式.但目前对于葛花

与枳椇子混合物中黄酮的提取工艺尚未有系统研究.响应面分析法结合Box-Behnken设计方法将各个因素

与响应值之间的函数关系用多项式进行拟合,通过对回归方程及响应面分析求得最佳工艺条件[19-20].本工

作拟通过单因素试验和响应面分析法将葛花与枳椇子混合物的水提工艺进行优化,因为总黄酮类部位为解

酒保肝的药理活性物质,因此选择总黄酮的得率作为工艺优化的评价指标,为以葛花与枳椇子为原料的解

酒保肝类保健品的规模化生产提供参考.

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 材料与试剂

葛花,广西玉林;枳椇子,湖北恩施;芦丁(98%生化试剂),上海源叶生物科技有限公司;亚硝酸钠、
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硝酸铝、氢氧化钠均为分析纯,成都市科龙化工试剂厂.
1.1.2 仪器与设备

DL-1万用电炉,北京市中兴伟业仪器有限公司;UV-2450紫外分光光度计,日本岛津公司;FA1004A
型分析天平,上海精天电子仪器有限公司;YP2001N 型电子天平,上海舜宇恒平科学仪器有限公司;

DHG-9240A电热恒温鼓风干燥箱,上海齐欣科学仪器有限公司;103B高速中药粉碎机,瑞安市永历制药

机械有限公司;612/2型土埌检验筛(20,40,60,80,100目),浙江省诸暨南山纱筛厂.
1.2 实验方法

1.2.1 总黄酮的提取方法

准确称取除杂干燥后的不同比例的葛花枳椇子共2.0g,分别加入一定比例的水浸泡30min,然后在

电炉上煮沸一段时间,过滤并收集滤液,测定滤液中总黄酮含量,计算得率.
1.2.2 总黄酮含量的测定

1.2.2.1 芦丁标准溶液的配制及标准曲线

参考DB13/T385-1998《食品中总黄酮(芦丁)的测定》[21]方法,根据实际情况略做修改.以吸光度为纵

坐标,芦丁的质量为横坐标,绘制标准曲线,以最小二乘法计算出回归方程为y=0.4027x,相关系数为

R2=0.9996.
1.2.2.2 总黄酮含量的测定

取一定量的提取液,用0.1moL/LNaOH调pH到中性,然后定容到100mL,吸取2.00mL定容后

的溶液两等份,分别置于25mL具塞比色管中,补水至约10mL,以下步骤按1.2.2.1操作,其中一份不

加1.0mL100g/L硝酸铝溶液做样品空白.显色后用滤纸过滤,弃去初滤液,收集滤液备测.以试剂空白

溶液调整零点,在波长510nm处测样品和样品空白的吸光度.测得样品吸光度减去样品空白吸光度,参照

芦丁标准曲线或用回归方程计算出样品溶液中总黄酮的含量.
1.2.2.3 黄酮得率的计算公式

W =
m2×50×V1

V2×m1

式中:W 为总黄酮得率(mg/g);m1 为葛花与枳椇子样品总质量(g);m2 为比色管(25mL)中总黄酮质量

(mg);V1 为提取液总体积(mL);V2 为用于总黄酮含量测定的提取液体积(mL).
1.2.3 单因素实验对提取总黄酮的条件优化

1.2.3.1 原料比对葛花与枳椇子总黄酮得率的影响

按照1.2.1节的方法,选择不粉碎的原料,料液比为1∶20,提取时间为60min,分别考察原料比(葛
花与枳椇子)为4∶1,3∶1,2∶1,1∶1,1∶2,1∶3,1∶4时对总黄酮得率的影响.
1.2.3.2 粉碎粒度对葛花与枳椇子总黄酮得率的影响

按照1.2.1节的方法,选择原料比(葛花与枳椇子)为2∶1,料液比为1∶20,提取时间为60min,分

别考察粉碎粒度为不粉碎,20,40,60,80,100目时对总黄酮得率的影响.
1.2.3.3 料液比对葛花与枳椇子总黄酮得率的影响

按照1.2.1节的方法,选择选择原料比(葛花与枳椇子)为2∶1,不粉碎,提取时间为60min,分别考

察料液比为1∶10,1∶15,1∶20,1∶25,1∶30,1∶35时对总黄酮得率的影响.
1.2.3.4 提取时间对葛花与枳椇子总黄酮得率的影响

按照1.2.1节的方法,选择选择原料比(葛花与枳椇子)为2∶1,不粉碎,料液比为1∶20,分别考察提

取时间为30,45,60,75,90,105,120min时对总黄酮得率的影响.
1.2.4 响应面法对提取总黄酮的条件优化

通过spss16.0软件对各个单因素进行分析,确定Box-Behnken中心组合实验设计的自变量,以总

黄酮得率为响应值,通过响应面分析进行提取条件的优化.根据单因素试验的结果,以原料比 A、料

液比B 和提取时间C 为自变量,以总黄酮得率Y 为响应值,进行3因素3水平试验设计,因素水平

及编码见表1.
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表1 响应面分析因素水平及编码

因   素
编码水平

-1 0 1
原料比A(葛花与枳椇子/g) 1∶1 2∶1 3∶1

液料比B/(mL·g-1) 15∶1 20∶1 25∶1
提取时间C/min 75 90 105

1.3 数据统计分析

采用Design-Expert.8.0软件进行一般线性方差分析,显著水平为p<0.05.

2 结果与分析

2.1 单因素实验结果

2.1.1 原料比对总黄酮得率的影响

由图1可知,随着葛花比例的减小,总黄酮含量成先增加后减小的趋势,在原料比(葛花与枳椇子)为
2∶1时总黄酮的得率最高.柳海艳[15-18]研究发现的葛花枳椇子2∶1的比例配伍对改善酒精性肝损伤大鼠

肝脏功能的效果最佳,而用于解酒保肝的活性物质为黄酮类物质,因此本试验得出的原料比(葛花与枳椇

子)为2∶1配伍时的总黄酮得率最高是与之相符的.不同比例葛花与枳椇子配伍的总黄酮得率不同,可能

是因为葛花与枳椇子两物质之间存在互相影响,进而影响了两种物质所含黄酮的溶出.本实验选择原料比

(葛花与枳椇子)为2∶1.
2.1.2 不同粉碎粒度对总黄酮得率的影响

由图2可知,除了未粉碎样品,随着样品粒度的增加,总黄酮得率逐渐增加,但当粒度超过60目

时,总黄酮得率呈下降的趋势.这说明,在一定粒度范围内,随着粒度的增加,总黄酮的溶解性增强,但

粒度过细时,黄酮在样品颗粒表面的吸附增加,从而降低其在溶剂中的溶解性[22].虽然60目时黄酮得

率最高,但未粉碎样品的总黄酮得率仅次于60目时的总黄酮得率,这可能是因为葛花与枳椇子植物本

身存在一些孔径,使黄酮溶于溶剂而通过细胞孔径中游离出来[23].从原料利用率考虑,选择未粉碎的葛

花与枳椇子为原料.

图1 原料比对总黄酮提取得率的影响 图2 粉碎粒度对总黄酮提取得率的影响

2.1.3 料液比对总黄酮得率的影响

由图3可知,葛花与枳椇子的总黄酮得率随着液体比例的增大呈先增加后减小的趋势,在1∶20时最

大.样品量一定时,随着料液比的增加,溶剂含量增大,样品细胞壁内外的浓度差增大,由于浓度差是提取

过程的推动力,使得总黄酮的提取速度也增大,从而使更多的黄酮物质溶出[22].而且在没有搅拌的情况下,
沸腾可使固液两相有较高的相对运动速度,有利于加速提取速率.但增加到一定程度,可能使得其他一些

非黄酮类可溶性杂质的溶解度也逐渐增大,从而导致总黄酮得率降低[24].所以选择1∶20为提取葛花与枳

椇子中总黄酮的最佳料液比.
2.1.4 提取时间对总黄酮得率的影响

由图4可知,随着提取时间的延长,总黄酮得率逐渐增加,在90min以后几乎不再增加.在30~
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45min总黄酮得率增加幅度较显著,可能是因为烘干后的葛花与枳椇子质地疏松,溶剂易于进入,较大的

浓度差使得总黄酮的提取速度较快,在45~75min阶段细胞内外的浓度差差别不大,提取速度缓慢,在75
~90min,干燥的葛花与枳椇子吸水后细胞充分溶胀,使得细胞内的黄酮物质较快的扩散到细胞外[25].

图3 料液比对总黄酮提取得率的影响 图4 提取时间对总黄酮提取得率的影响

2.2 响应面优化葛花与枳椇子总黄酮提取工艺

2.2.1 响应面分析方案及结果

综合单因素试验结果,以原料比A、料液比B 和提取时间C 为主要影响因素,以总黄酮得率Y 为响应

值,利用Designer-Expert8.0软件进行数据拟合,试验设计方案及结果见表2.
表2 响应面分析试验设计方案及结果

试验号 A B C Y/(mg·g-1)

1 0 1 1 5.03
2 0 0 0 7.84
3 -1 -1 0 4.91
4 1 0 -1 6.97
5 -1 0 -1 6.44
6 1 -1 0 6.09
7 0 0 0 8.35
8 0 1 -1 6.82
9 0 0 0 8.32
10 -1 0 1 5.29
11 0 -1 -1 5.98
12 1 0 1 5.18
13 0 0 0 7.94
14 -1 1 0 5.71
15 0 0 0 7.83
16 0 -1 1 5.23
17 1 1 0 6.72

  通过Designer-Expert8.0软件将表2所得的试验数据进行统计分析,得到总黄酮得率对原料比、料液

比和提取时间的二次多项回归模型为

Y =7.92+0.33A+0.26B-0.69C-0.93A2-1.13B2-1.02C2

式中:A 为原料比(葛花与枳椇子);B 为液料比;C 为提取时间.
2.2.2 响应面结果分析

为了检验回归模型的有效性,确定各因素对总黄酮得率的影响程度,对回归模型进行方差分析,结果

见表3.
由表3可知,模型的p<0.0001,回归方程模型极显著,失拟项的p 值为0.4732,不显著,且R2 为

0.9356,拟合模型的修正相关系数平方(R2)为0.8970,说明方程可靠,模型的拟合度较好,回归方程可

4 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.cn     第36卷



以很好地描述各因素与响应值之间的关系,能通过此响应面模型来确定最佳提取工艺条件.
回归模型中一次项C 的p<0.001,表明其对总黄酮得率影响极显著,A 的p<0.005,表明其对总黄

酮得率影响显著,B 的p>0.005,表明其对总黄酮得率影响不显著;二次项A2,B2,C2的p 值均小于

0.001,为极显著.由此得出3个因素对总黄酮得率的影响程度由大到小为提取时间>原料比>料液比.
表3 回归模型方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性

模型 20.08414 6 3.34735598 24.23215 <0.0001 **
A 0.851513 1 0.8515125 6.164261 0.0324 *
B 0.535613 1 0.5356125 3.877401 0.0773
C 3.7538 1 3.7538 27.17447 0.0004 **
A2 3.616276 1 3.616276053 26.17891 0.0005 **
B2 5.393087 1 5.393086579 39.04158 <0.0001 **
C2 4.374192 1 4.374191842 31.66561 0.0002 **
残差 1.38137 10 0.138137

失拟项 0.86965 6 0.144941667 1.132976 0.4732 notsignificant
纯误差 0.51172 4 0.12793
总和 21.46551 16

  注:**为差异极显著(p<0.01);*为差异显著(p<0.05).

2.2.3 葛花与枳椇子中总黄酮提取工艺的响应面分析

各影响因素和响应值构成三维空间的曲面图和二维平面上的等高线图能够较为直观地反映出各因素的

相互作用以及对总黄酮得率的影响.
通过DesignExpert软件中的Box-Behnken模型,将影响葛花枳椇子总黄酮得率的1个因素固定为零

水平,得到的另外2个因素对得率的交互影响结果,其对应的响应面图及等高线图如图5,图6和图7所示.

图5 原料比和液料比对总黄酮得率的交互影响 图6 原料比和提取时间对总黄酮得率的交互影响

图7 液料比和时间对总黄酮得率的交互影响

对图5至图7分析可知,在椭圆形区域的中心

点为总黄酮得率最高的点,黄酮得率由中心向边缘

逐渐减少.原料比和液料比、原料比和提取时间及

液料比和提取时间的平面图都呈椭圆形,表明它们

的交互作用都较强.提取时间对提取葛花与枳椇子

的总黄酮的得率影响最显著,表现为曲面较陡,其

次为原料比,液料比的影响较小,表现为曲面较为

平滑,这 与 响 应 面 回 归 分 析 的 结 果 吻 合.Design
Expert软件对试验参数进行优化,得出最优的提取

条件为原料比(葛花与枳椇子)为2.18∶1,液料比

为20.57∶1,提取时间为84.95min,可获得总黄
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酮得率为8.37mg/g.
2.2.4 验证试验

采用此最佳工艺条件,即原料比(葛花与枳椇子)为2.2∶1,料液比为1∶21,提取时间为85min进行

验证试验.经3次平行试验,实际测得的总黄酮得率平均值为8.31mg/g,与预测值的相对误差为0.71%.
可见提取葛花与枳椇子总黄酮的得率与预测值基本吻合,说明预测模型与实际情况拟合较好.

图8 提取次数对总黄酮得率的影响

2.2.5 提取次数对总黄酮得率的影响

根据单因素和响应面试验结果,取未粉碎的葛花

与枳椇子,按原料比(葛花与枳椇子)为2.2∶1,料液

比为1∶21,提取时间85min,过滤后重复提取3次,
探讨提取次数对总黄酮得率的影响.由图8可知,葛

花与枳椇子中总黄酮的得率在第1次提取时最高,2
次提取后总黄酮的得率明显减少,第3次提取后总黄

酮的量很少,几乎不再检出.

3 结 论

1)本试验通过单因素分别考察了原料比、粉碎

粒度、料液比、提取时间对葛花枳椇子提取的总黄酮得率的影响,确定了影响总黄酮得率的主要因素,然

后利用DesignExpert软件的Box-Behnken设计法设计响应面试验,建立了数学模型,并通过方差分析,得

出原料比和料液比、原料比和提取时间及料液比和提取时间的交互作用都较强,同时表明影响葛花与枳椇

子总黄酮得率的因素主次关系为提取时间,原料比,料液比.
2)在此基础上考察了提取次数对总黄酮得率的影响,最终得出葛花枳椇子提取的总黄酮得率最佳工

艺条件为原料比(葛花与枳椇子)2.2∶1,料液比1∶21,时间85min,提取2次.
3)此优化模型能较好地预测葛花枳椇子提取的总黄酮得率,对从葛花与枳椇子中提取总黄酮用于解

酒保肝研究的产业化具有一定的理论指导意义.
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OptimizationofExtractionTechnologyfor
TotalFlavonoidsfromFlospuerariaeand
HoveniadulcisbyRSMofBox-Behnken

HONGJin-yan1, LIHong-jun1,2, GAN Yi1,
CHEN Kang1, XIAQi-yu1, HEZhi-fei1,2

1.SchoolofFoodScience,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.ChongqingKeyLaboratoryofAgriculturalProductsProcessingTechnology,Chongqing400716,China

Abstract:Responsesurfaceanalysismethodology(RSM)wasusedforoptimizingtheextractiontechnolo-
gyfortotalflavonoidsfromFlospuerariaeandHoveniadulcis.Insingle-factortests,rawmaterialratio,

finenessofpulverization,liquid-materialratioandextractiontimeonextractionratewereexplored.Are-
gressionmodeldescribingextractionratefortotalflavonoidsasafunctionofthreevariableswasestab-
lishedwiththeDesign-ExpertsoftwareaccordingtotheBox-Behnkendesignprincipleandexperimentalda-
ta.TheoptimalextractionconditionsfortotalflavonoidsfromF.puerariaeandH.dulciswererawma-
terialratioof2.2∶1,non-grinding,material-liquidratioof1∶21,extractiontimeof85minandextrac-
tiontwice.Undertheoptimalextractionconditions,themaximumextractionyieldoftotalflavonoidswas
8.31mg/g,whichwasclosetothepredictedvalue(8.37mg/g).
Keywords:Flospuerariae;Hoveniadulcis;totalflavonoids;responsesurfaceanalysismethodology

(RSM);extraction
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