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正交试验优化翠云草黄酮的提取工艺
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　　摘要：采用单因素试验考察料液比、乙醇浓度、超声时间、超声温度、超声功率对黄酮提取率的影响，在此基础上进
行正交试验，确定翠云草黄酮的最佳工艺条件。结果表明：最佳提取工艺条件是料液比１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇浓度８０％、超
声时间１０ｍｉｎ、超声温度５０℃、超声功率５０Ｗ，在此条件下，翠云草黄酮的平均提取率为 ０．７７％，加样回收率为
９９３６％，ＲＳＤ为２．３６％。说明采用超声波法提取翠云草黄酮的工艺简易、可行、省时且无污染，对进一步工艺开发有
较好的参考价值。
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　　翠云草［Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｕｎｃｉｎａｔａ（Ｄｅｓｖ．）Ｓｐｒｉｎｇ］别称龙须、
蓝草、蓝地柏、绿绒草，为卷柏科卷柏属蕨类植物，也是民间应

用较广的中草药，主要分布于广西、广东、贵州、云南、四川、浙

江、福建等地，全年可采，以全草入药。《湖南药物志》记载翠

云草有化痰止咳的功效，其味微淡、苦，性寒，有清热解毒，利

湿通络、止血生肌等功能，内服用于治疗黄疸性肝炎、痢疾、胆

囊炎、风湿性关节炎等症，外用可治疗荨麻疹、烧烫伤、外伤出

血、跌打损伤等症［１］。翠云草中含有黄酮类、多糖及少量苷

类等物质［２－３］，黄酮类物质具有明显的抗肿瘤、抗炎、抗病毒、

抗氧化、抗血栓、扩张血管等作用。翠云草具有较高的药用

价值。

黄酮类化合物的提取方法有热水提取、有机溶剂提取、超

声波提取法、微波提取法、超临界流体提取法、酶法提取、半仿

生提取法等［４－５］。而超声波提取具有节能、减少对环境的污

染等优点，在工业上的推广有很大的可行性。超声波技术广

泛用于银杏叶、紫菀、甘草、半边莲、白花蛇舌草、荷叶以及各

种植物的黄酮提取［６－１１］，而超声波法提取翠云草黄酮的研究

尚未见报道。

本研究以翠云草中黄酮提取和含量的测定为目标，以芸

香苷为对照品绘制标准曲线，采用分光光度法测定黄酮含量，

用超声波提取法，通过单因素和正交试验考察不同因素和水

平对提取工艺的影响，从料液比、乙醇浓度、超声时间、超声温

度、超声功率５个影响因素进行研究，以翠云草中黄酮的提取
率为指标，选用Ｌ１６（４

５）正交试验对翠云草提取工艺参数进行

优选，为进一步研究利用翠云草提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　材料　翠云草于２０１２年３月采自广西宜州市小龙

村，经河池学院化学与生命科学系邓晰朝副教授鉴定为翠云

草全草。

１．１．２　试剂　芸香苷标准品（上海源叶生物科技有限公司，
批号：２０１１０８２５）；无水乙醇、石油醚、醋酸铅、碱式醋酸铅、
ＮａＮＯ２、Ａｌ（ＮＯ３）３、ＮａＯＨ、浓ＨＣｌ均为分析纯。
１．１．３　仪器　高速多功能粉碎机，上海冰都电器有限公司生
产；分析天平，ＡＥ２４０Ｓ，梅特勒—托利多（上海）有限公司生
产；电热恒温鼓风干燥箱，上海跃进医疗器械厂生产；

ＫＱ２２００ＤＥ型数控超声波清洗器，江苏省昆山市超声仪器有
限公司生产；ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂生
产；ＳＨＢ－Ⅲ型循环水式多用真空泵，河南郑州长城科工贸有
限公司生产；ＵＶ－２１０２ＰＣＳ型紫外分光光度计，尤尼科仪器
有限公司生产。

１．２　方法
１．２．１　样品的预处理　将翠云草放入电热恒温鼓风干燥箱
３０℃干燥２４ｈ，用粉碎机粉碎过４０目筛，用石油醚浸泡５ｈ，
进行脱脂、去除叶绿素，抽滤，收集滤渣并将其晾干，备用。

１．２．２　样品溶液的制备　准确称取 １０ｇ翠云草粉末于
２５０ｍＬ烧杯中，按要求加入一定量浓度的乙醇浸泡３０ｍｉｎ，
在一定温度和功率下超声波辅助提取一定时间，趁热减压抽

滤，将滤液转移至５００ｍＬ容量瓶中，用相应浓度的乙醇定容
至刻度，摇匀，作为待测液。

１．２．３　标准品溶液的制备　准确称取芸香苷标准品１０ｍｇ于
烧杯中，用６０％乙醇溶解，待溶解后完全转移至１００ｍＬ容量瓶
内，用６０％乙醇定容至刻度，摇匀，即得标准液０．１ｍｇ／ｍＬ。
１．２．４　波长选择　用吸量管分别准确吸取２．０ｍＬ样品溶液
和２．０ｍＬ标准品溶液于２５ｍＬ容量瓶中，各加０．７ｍＬ５％
ＮａＮＯ２溶液，摇匀，放置６ｍｉｎ；再加０．７ｍＬ１０％Ａｌ（ＮＯ３）３溶
液，摇匀，放置６ｍｉｎ；再加５ｍＬ４％ＮａＯＨ溶液，并用６０％乙
醇稀 释 至 刻 度，摇 匀，放 置 １５ ｍｉｎ。 以 空 白 的

ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ液作参比液，在４００～６００ｎｍ范
围内测定吸光度，然后以波长为横坐标，吸光度为纵坐标，绘

制吸收曲线。样品溶液在５００ｎｍ处有最大吸光度，与芸香苷
标准品溶液吸收曲线相似，故选择５００ｎｍ为测定波长。
１．２．５　标准曲线的制作　准确吸取标准液０．０、１．０、２．０、
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３０、４．０、５．０、６．０ｍＬ，分别置于 ７支 ２５ｍＬ容量瓶中，加
０．７ｍＬ５％ＮａＮＯ２溶液，摇匀，放置６ｍｉｎ；再加０．７ｍＬ１０％
Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，摇匀，放置６ｍｉｎ；再加５ｍＬ４％ ＮａＯＨ溶液，
并用６０％乙醇稀释至刻度，摇匀，放置 １５ｍｉｎ，以空白的
ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ液作参比液，在５００ｎｍ处测定吸
光度。以浓度（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，吸光度 Ｄ为纵坐标，绘制
标准曲线，得到回归方程：ｙ＝８．８５７１ｘ－０．００４，ｒ＝０．９９９５，
结果表明，当芸香苷的浓度在０～０．０２４ｍｇ／ｍＬ时，浓度与吸
光度呈良好的线性关系。

１．２．６　样品提取液中黄酮含量的测定　精确吸取５．０ｍＬ翠
云草待测液于２５ｍＬ容量瓶中，按照“１．２．５”标准曲线制作
的显色方法进行显色，用空白的 ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ
溶液调零，在５００ｎｍ处测吸光度，然后代入回归方程计算，可
得黄酮的浓度，再利用公式计算即得样品中黄酮的提取率。

２　结果与分析

２．１　正交试验
结合单因素试验结果，本研究以料液比（Ａ）、乙醇浓度

（Ｂ）、超声时间（Ｃ）、超声温度（Ｄ）、超声功率（Ｅ）５因素对黄
酮提取工艺进行正交试验，并以黄酮提取率作为提取工艺的

判断指标，各因素及水平设置如表１所示。正交试验采用Ｌ１６
（４５）进行试验，试验结果见表２。

表１　翠云草黄酮提取工艺正交试验因素与水平

水平
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：乙醇
浓度（％）

Ｃ：超声时
间（ｍｉｎ）

Ｄ：超声温
度（℃）

Ｅ：超声
功率（Ｗ）

１ １∶２０ ５０ １０ ４０ ５０
２ １∶２５ ６０ １５ ５０ ６０
３ １∶３０ ７０ ２０ ６０ ７０
４ １∶３５ ８０ ２５ ７０ ８０

　　由表２中的极差分析结果可知，各因素组合的极差从大
到小表现为Ｂ＞Ｃ＞Ａ＞Ｄ＞Ｅ，各因素对试验影响顺序为Ｂ＞
Ｃ＞Ａ＞Ｄ＞Ｅ，即各因素对翠云草黄酮提取率的影响程度为：
乙醇浓度＞超声时间＞料液比＞超声温度＞超声功率。得出
最佳提取工艺条件为 Ａ３Ｂ４Ｃ１Ｄ２Ｅ１，即料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，
乙醇浓度为８０％，超声时间为１０ｍｉｎ，超声温度为５０℃，超
声功率为５０Ｗ。

表２　翠云草黄酮提取工艺正交试验结果

试验号
样品质量

（ｇ） 料液比 乙醇浓度 超声时间 超声温度 超声功率 吸光度
黄酮提取率

（％）

１ １．０００７ １ １ １ １ １ ０．１０７ ０．３１３
２ １．０００５ １ ２ ２ ２ ２ ０．１２９ ０．３７５
３ １．０００８ １ ３ ３ ３ ３ ０．１７４ ０．５０２
４ １．０００５ １ ４ ４ ４ ４ ０．２５５ ０．７３１
５ １．０００５ ２ １ ２ ３ ４ ０．１０３ ０．３０２
６ １．０００８ ２ ２ １ ４ ３ ０．１４３ ０．４１５
７ １．０００９ ２ ３ ４ １ ２ ０．２０１ ０．５７８
８ １．０００４ ２ ４ ３ ２ １ ０．２６４ ０．７５６
９ １．０００７ ３ １ ３ ４ ２ ０．１１５ ０．３３６
１０ １．０００８ ３ ２ ４ ３ １ ０．１４５ ０．４２０
１１ １．０００４ ３ ３ １ ２ ４ ０．２１２ ０．６０９
１２ １．０００８ ３ ４ ２ １ ３ ０．２４１ ０．６９１
１３ １．０００８ ４ １ ４ ２ ３ ０．１１４ ０．３３３
４ １．０００４ ４ ２ ３ １ ４ ０．．１２５ ０．３６４
１５ １．０００５ ４ ３ ２ ４ １ ０．１９８ ０．５７０
１６ １．０００６ ４ ４ １ ３ ２ ０．２５９ ０．７４２
ｋ１ ０．４８０ ０．３２１ ０．５２０ ０．４８７ ０．５１５
ｋ２ ０．５１３ ０．３９４ ０．４８５ ０．５１８ ０．５０８
ｋ３ ０．５１４ ０．５６５ ０．４９０ ０．４９２ ０．４８５
ｋ４ ０．５０２ ０．７３０ ０．５１６ ０．５１３ ０．５０２
Ｒ ０．０３４ ０．４０９ ０．０３５ ０．０３１ ０．０３０

２．２　方差分析
对正交试验结果进行方差分析，结果（表３）显示，乙醇浓

度在各水平间差异有显著意义，料液比、超声时间、超声温度、

超声功率在各水平间差异均不显著，表明在５因素所确定的
水平范围内，乙醇浓度对翠云草黄酮提取率影响很大。

表３　翠云草黄酮提取工艺方差分析

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 Ｆ Ｆ０．０５（３，３） Ｐ 显著性

Ａ ０．００３０１ ３ ０．００１００ １．５１５２ ９．２８ ＞０．０５ 不显著

Ｂ ０．４０１９０ ３ ０．１３３９７ ２０２．９８００ ９．２８ ＜０．０５ 显著

Ｃ ０．００３９２ ３ ０．００１３１ １．９８４８ ９．２８ ＞０．０５ 不显著

Ｄ ０．００３０３ ３ ０．００１０１ １．５３０３ ９．２８ ＞０．０５ 不显著

Ｅ ０．００１９９ ３ ０．０００６６ １．００００
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２．３　验证性试验
为了考察上述工艺的稳定性，按该工艺的最佳条件

Ａ３Ｂ４Ｃ１Ｄ２Ｅ１，即料液比为１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇浓度为８０％、超声
时间为１０ｍｉｎ、超声温度为５０℃、超声功率为５０Ｗ的条件下
进行重复性试验５次，按“１．２．３”样品溶液的制备及“１．２．５”
标准曲线制作的操作方法分别试验，测定吸光度，算出黄酮的

提取率，再计算其ＲＳＤ，试验结果见表４。

表４　翠云草黄酮提取工艺验证试验结果

样品
样品质量

（ｇ） 吸光度
黄酮提取率

（％）

１ １．０００２ ０．２６６ ０．７６２
２ １．０００３ ０．２７０ ０．７７３
３ １．０００２ ０．２６８ ０．７６８
４ １．０００４ ０．２７２ ０．７７９
５ １．０００１ ０．２６９ ０．７７１
平均 ０．７７０

　　注：ＲＳＤ为０．８２％。

　　由表４分析可知，在此工艺条件下，样品中黄酮的平均提
取率为０．７７％，优于正交试验中的任何组合，ＲＳＤ为０．８２％，
说明该工艺稳定。

２．４　加样回收率试验
分别精确量取５．０ｍＬ已知黄酮含量的样品溶液５份，分

别加入１ｍＬ０．１ｍｇ／ｍＬ芸香苷标准品溶液，按“１．２．５”标准
曲线制作的操作方法分别试验，测定吸光度，根据回归方程，

分别计算翠云草样品中黄酮的含量与样品加标样后黄酮的含

量计算回收率（表５）。

表５　翠云草黄酮提取工艺回收率试验结果

试验号
黄酮含量

（ｍｇ）
芸香苷含量

（ｍｇ）
加标后黄酮

含量（ｍｇ）
回收率

（％）

１ ０．７７９０ ０．１ ０．８８０６ １０１．６０
２ ０．７７９０ ０．１ ０．８７５０ ９６．００
３ ０．７７９０ ０．１ ０．８７７８ ９８．８０
４ ０．７７９０ ０．１ ０．８８０６ １０１．６０
５ ０．７７９０ ０．１ ０．８７７８ ９８．８０

　　注：ＲＳＤ为２．３６％。

　　由试验结果（表５）可知，在 Ａ３Ｂ４Ｃ１Ｄ２Ｅ１条件下，样品加
样平均回收率为９９．３６％，ＲＳＤ为２．３６％，说明此方法具有良
好的加样回收率。

２．５　精密度试验
精确吸取验证试验中的第 １份样品溶液 ５．０ｍＬ于

２５ｍＬ容量瓶中，按照“１．２．５”标准曲线制作的操作方法，重
复做５次，测定吸光度，算出黄酮提取率，得出 ＲＳＤ＝０．６６％
（表６），说明此方法精密度良好。

３　结论

在单因素试验基础上进行多因素正交试验，研究超声波

法提取翠云草黄酮的最佳工艺。从正交试验的结果和方差分

析可知，影响翠云草黄酮提取率的因素主次顺序为：乙醇浓度

表６　翠云草黄酮提取工艺精密度试验

测定次数 吸光度
黄酮提取率

（％）

１ ０．２６５ ０．７５９
２ ０．２６４ ０．７５６
３ ０．２６６ ０．７６２
４ ０．２６４ ０．７５６
５ ０．２６８ ０．７６８
平均 ０．７６０

　　注：ＲＳＤ为０．６６％。

Ｂ＞超声时间Ｃ＞料液比Ａ＞超声温度Ｄ＞超声功率Ｅ。并根
据Ｒ的大小，确定了翠云草黄酮的最佳提取工艺条件为
Ａ３Ｂ４Ｃ１Ｄ２Ｅ１，即料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，乙醇浓度为８０％，超声
时间为１０ｍｉｎ，超声温度为５０℃，超声功率为５０Ｗ。在最佳
工艺条件下，得到翠云草黄酮的平均提取率为０．７７％，加样
回收率为９９．３６％，ＲＳＤ为２．３６％。

翠云草中黄酮的提取率不高，可能是由于黄酮的提取率

与原料的季节性、成熟度、生长环境等方面有关。此次试验采

用的原料是在３月采于广西宜州市小龙村的，３月是翠云草
生长的初期，在此季节采集的翠云草黄酮的含量不是很高，因

此实测黄酮提取率不高。

根据精密度试验、稳定性试验、重复性试验以及样品加样

回收试验结果可知，超声波提取法的提取工艺精密度、稳定

性、重复性良好，加样回收率较好。说明超声波法应用于翠云

草黄酮的提取是合理、可行、省时、无污染的，且提取物稳定不

易变质，为开发利用翠云草以及工业化生产提供理论依据。
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