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　　摘要：以木犀草素、槲皮素、芹黄素为对照品，以总黄酮提取率为考察指标，采用单因素和正交试验优化狼把草总
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　　狼把草（ＢｉｄｅｎｓｔｒｉｐａｒｔｉｔａＬ．）为菊科鬼针草属植物，别名
鬼叉、接力草、针线包等，广泛分布于我国大部分地区。狼把

草药用历史悠久，其药用价值在《本草拾遗》《本草纲目》等文

献中多有记载［１］，主要功效为养阴益肺、清利湿热，主治气管

炎、肺结核、咽喉炎及丹毒、癣疮等，其药用主要有效成分为黄

酮化合物木犀草素、槲皮素、芹黄素及糖苷［２］。黄酮类化合

物是一种生理活性物质，具有抗病毒、抗炎、抗癌防癌、降低血

压、防止动脉粥样硬化和抗氧化、防衰老等作用［３－８］，该化合

物已成为国内外医药界研究的热门话题，是一类具有广泛开

发前景的天然药物［９］。本试验以总黄酮提取率为指标，采用

单因素和正交试验，优选狼把草的微波提取工艺，为狼把草的

综合利用及相关领域的深入研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　仪器与设备　微波辅助萃取仪（ＭＡＳ－Ⅱ，上海新仪
器微波化学科技有限公司）；高效液相色谱仪（ＬＣ－２０ＡＴ，日
本岛津）；紫外检测器（ＳＰＤ－２０Ａ，日本岛津）；色谱柱
（Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＶＰ－ＯＤＳ，日本岛津）；超声波清洗器（ＡＳ３１２０，
天津奥特赛恩斯）；旋转蒸发仪（ＲＥ－５２Ａ，上海亚荣生化仪
器厂）；电子分析天平（ＦＡ２００４Ｎ，上海精密科学仪器有限
公司）。　
１．１．２　试验材料　狼把草购自吉林市江城大药房，经鉴定为
狼把草（ＢｉｄｅｎｓｔｒｉｐａｒｔｉｔａＬ．）干燥全草；木犀草素、槲皮素、芹
黄素由北京捷诚科远化工技术研究院提供；无水甲醇、乙酸均

为分析纯。

１．２　狼把草总黄酮含量测定
１．２．１　色谱条件　色谱柱为Ｃ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇 ∶水 ∶乙酸为７５∶３０∶０．４，用前微孔滤膜过滤
并经超声脱气处理；检测波长为２５４ｎｍ，流速为０．７ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温为室温；测试样品每次进样量为１０μＬ。
１．２．２　对照品溶液的制备与线性试验　精密称取干燥至恒

重的木犀草素、槲皮素、芹黄素标准品，用流动相溶解并定容

制成６０．５、３０．３、２６．３ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液；分别精密吸取
１、３、５、７、９ｍＬ，用流动相定容至１０ｍＬ，用高效液相色谱仪进
行测定。以峰面积（Ａ）对浓度 Ｃ进行线性回归，得回归方程
为：木犀草素 Ａ＝７．６５×１０３Ｃ＋６８５，ｒ＝０．９９９７，浓度范围
６０５～６０．５９μｇ／ｍＬ；槲皮素 Ａ＝２．０２×１０４Ｃ－１．６５×１０３，
ｒ＝０９９９８，浓度范围 ３．０３～３０．３９μｇ／ｍＬ；芹黄素 Ａ＝
５．６１×１０３Ｃ＋３９５，ｒ＝０．９９９７，浓度范围２．６３～２６．３９μｇ／ｍＬ。
１．２．３　供试品溶液的制备与测定　准确称取５．０ｇ狼把草
生药粉末于三颈瓶中，加入一定量７５％乙醇溶液作溶剂，在
设定的试验参数下进行微波萃取，抽滤，滤渣加入等量７５％
乙醇提取第２次；合并２次提取液旋蒸，所得溶液放入坩埚，
在７０℃水浴锅中水浴蒸发；在烘箱中干燥至恒重得干浸膏，
取一定量干浸膏用流动相溶解定容，用高效液相色谱仪测定

狼把草中木犀草素、槲皮素、芹黄素的含量。

１．２．４　总黄酮提取率计算　加和每次提取得到浸膏的木犀
草素、槲皮素、芹黄素３类黄酮化合物质量作为浸膏中总黄酮
质量。狼把草总黄酮提取率计算公式为：狼把草总黄酮提取

率＝浸膏中总黄酮质量（ｇ）／所用狼把草粉末量（ｇ）×１００％。
１．３　精确度与稳定性试验
１．３．１　精密度试验　精密吸取木犀草素、槲皮素、芹黄素３
个对照品溶液，按照色谱条件连续进样５次，求得相应含量，
并计算相对标准偏差ＲＳＤ。
１．３．２　重现性试验　在平行条件下，称取６份狼把草药粉各
５．０ｇ，测定样品溶液中木犀草素、槲皮素、芹黄素含量，并计
算ＲＳＤ。
１．３．３　稳定性试验　取供试品溶液，用高效液相色谱仪每隔
２ｈ测定１次样品溶液中木犀草素、槲皮素、芹黄素含量，并计
算ＲＳＤ。
１．３．４　加样回收试验　取６份１．５ｇ狼把草，加入木犀草
素、槲皮素、芹黄素标准品适量，按照供试样品提取条件，提取

并制备相应溶液，测定木犀草素、槲皮素、芹黄素含量，并计

算ＲＳＤ。
１．４　单因素试验
１．４．１　料液比　设定微波功率７００Ｗ、微波温度７０℃、提取
时间 ３０ｍｉｎ、乙醇体积分数 ７５％，分别按 １∶１０、１∶１５、
１∶２０、１∶２５、１∶３０（ｇ∶ｍＬ）的料液比进行微波萃取。
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１．４．２　微波功率　设定微波温度７０℃、提取时间３０ｍｉｎ、料
液比为１ｇ∶２０ｍＬ、乙醇体积分数 ７５％，分别按 ４００、５００、
６００、７００、８００Ｗ的微波功率进行微波萃取。
１．４．３　乙醇体积分数　设定微波功率 ６００Ｗ、微波温度
７０℃、提取时间３０ｍｉｎ、料液比１ｇ∶２０ｍＬ，分别加入体积分
数为４５％、５５％、６５％、７５％、８５％的乙醇进行微波萃取。
１．４．４　微波时间　设定微波功率６００Ｗ、微波温度７０℃、料
液比１ｇ∶２０ｍＬ、乙醇体积分数７５％，分别微波萃取２０、２５、
３０、３５、４０ｍｉｎ。
１．５　正交试验

在单因素试验的基础上，进行４因素３水平的正交试验
（表１）。

表１　狼把草总黄酮提取工艺正交试验因素水平

水平
Ａ：乙醇体积
分数（％）

Ｂ：微波功率
（Ｗ）

Ｃ：微波时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

１ ６５ ５００ ３０ １∶１５
２ ７５ ６００ ３５ １∶２０
３ ８５ ７００ ４０ １∶２５

２　结果与分析

２．１　精确度与稳定性试验
试验结果表明，在精密度试验中，木犀草素、槲皮素、芹黄

素３个对照品溶液的ＲＳＤ分别为１．３８％、１．０９％、１．２８％；在
重现性试验中，木犀草素、槲皮素、芹黄素的 ＲＳＤ分别为
１３８％、１．６８％、２．２６％；在稳定性试验中，连续６次测得木犀
草素、槲皮素、芹黄素的ＲＳＤ分别为１．３７％、１．５４％、１４４％，

该方法在１２ｈ内测定数据比较稳定；在加样回收试验中，木
犀草素、槲皮素、芹黄素回收率分别为 ９８．７％、９８５％、
９９３％，ＲＳＤ分别为１．１３％、１．１５％、１．１２％。各试验 ＲＳＤ均
小于２％，试验精确度与稳定性较好，满足试验要求。
２．２　单因素试验结果

试验结果表明，在微波功率７００Ｗ、微波温度７０℃、提取
时间３０ｍｉｎ、乙醇体积分数７５％条件下，随着料液比的增大，
狼把草总黄酮提取率先增加后减小，１ｇ∶２０ｍＬ时提取率最
大。在微波温度 ７０℃、提取时间 ３０ｍｉｎ、料液比为
１ｇ∶２０ｍＬ、乙醇体积分数 ７５％条件下，随着微波功率的增
大，总黄酮提取率在６００Ｗ时达到最大值，之后有降低趋势。
在微波功率６００Ｗ、微波温度７０℃、提取时间３０ｍｉｎ、料液比
１ｇ∶２０ｍＬ条件下，７５％乙醇为提取溶剂时，狼把草总黄酮提
取效果最好。在微波功率 ６００Ｗ、微波温度 ７０℃、料液比
１ｇ∶２０ｍＬ、乙醇体积分数７５％条件下，３５ｍｉｎ时狼把草总黄
酮提取率最高，此后，提取率随着时间延长而降低。

２．３　正交试验结果
由表２可见，影响狼把草总黄酮提取的因素大小顺序依

次为：微波时间＞乙醇体积分数＞料液比＞微波功率，确定最
优组合为Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３。由表３可知，微波时间和乙醇体积分数
对总黄酮提取影响的显著性较大，料液比和微波功率对试验

影响的显著性较小。由于料液比均值２与均值３较为接近，
因此，从降低成本角度考虑，选择料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，最终
确定最佳提取工艺条件的水平组合为Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ２，即最佳工艺
条件为：乙醇体积分数 ７５％、微波功率 ５００Ｗ、提取时间
３５ｍｉｎ、料液比１ｇ∶２０ｍＬ。

表２　狼把草总黄酮提取正交试验结果

正交试验 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 浸膏质量

（ｇ）
黄酮提取量

（ｍｇ）
提取率

（％）

１ １ １ １ １ ０．７４９３ １５．２０８３ ０．３０４２
２ １ ２ ２ ２ ０．８０６２ ２１．９２４４ ０．４３８５
３ １ ３ ３ ３ ０．７４４６ １８．５１３５ ０．３７０３
４ ２ １ ２ ３ ０．６７７５ ２３．４６３５ ０．４６９３
５ ２ ２ ３ １ ０．５９４９ １７．５１４９ ０．３５０３
６ ２ ３ １ ２ ０．５８７８ １５．２５５３ ０．３０５１
７ ３ １ ３ ２ ０．４９９３ １５．６３６８ ０．３１２７
８ ３ ２ １ ３ ０．５６７６ １４．１７６１ ０．２８３５
９ ３ ３ ２ １ ０．５４８３ １８．３９９４ ０．３６８０

ｋ１（提取率） ０．３７１０ ０．３６２１ ０．２９７６ ０．３４２８
ｋ２（提取率） ０．３７６９ ０．３５９４ ０．４２５３ ０．３５２１
ｋ３（提取率） ０．３２１４ ０．３４７８ ０．３４６４ ０．３７４４
Ｒ（提取率） ０．０５５５ ０．０１４３ ０．１２７７ ０．０３１６

表３　狼把草总黄酮提取结果方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ０．００５ ２ ０．６２５ ３．１１０
!

Ｂ ０．０００ ２ ０．０００ ３．１１０
Ｃ ０．０２５ ２ ３．１２５ ３．１１０

!

Ｄ ０．００２ ２ ０．２５０ ３．１１０
误差 ０．０３０

２．４　最佳提取工艺验证
在最佳提取工艺条件下，按照单因素试验方法做５次，对

该工艺提取狼把草总黄酮的效率进行验证。由表４可见，在

表４　狼把草总黄酮提取验证性试验结果

试验号
浸膏质量

（ｇ） 吸光度
黄酮质量

（ｍｇ）
提取率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０．７３３５ ０．４８３ ２５．５７５ ０．５１１５
２ ０．７１２３ ０．４８８ ２５．０４７５ ０．５００９
３ ０．７３７９ ０．４８４ ２５．６７０５ ０．５１３４
４ ０．７１８５ ０．４９ ２５．４１９８ ０．５０８４
５ ０．７２２５ ０．４８２ ２５．０８０４ ０．５０１６
平均 ０．５０７２ １．１２

乙醇体积分数７５％、微波功率５００Ｗ、提取时间３５ｍｉｎ、料液
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比１ｇ∶２０ｍＬ的最佳工艺条件下，对样品中狼把草总黄酮的
提取量在 ２５．０８０４～２５．６７０５ｍｇ之间，平均提取率为
０．５０７２％，提取效果比较理想。

３　小结

本试验采用微波工艺提取狼把草黄酮，该方法加热耗能

少，成本低，简单方便。优化所得最佳提取工艺条件为：乙醇

体积分数 ７５％、微波功率 ５００Ｗ、提取时间 ３５ｍｉｎ、料液比
１ｇ∶２０ｍＬ、微波温度７０℃，该优化条件下的平均提取率为
０５０７２％。该研究结果对狼把草总黄酮在药物、食品等领域
的深入开发提供了一定参考。
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　　摘要：采用单因素试验和Ｌ９（３
３）正交试验确定酿酒酵母的最佳超声破碎条件。结果表明，酿酒酵母的最佳超声

破碎条件为：破碎功率３５０Ｗ、总工作时间２５ｍｉｎ、工作时间／间歇时间１５ｓ／２５ｓ。
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　　蔗糖酶（ｓｕｃｒａｓｅ，ＥＣ３．２．１．２６）别称转化酶，能催化蔗糖
水解产生葡萄糖、果糖，是一种广泛存在于自然界中的糖苷

酶［１］。目前蔗糖酶已在农产品加工业［２］、食品工业［３－４］、医药

行业［５－６］中发挥重要作用。工业上一般从酵母中提取蔗糖

酶［７］。蔗糖酶属于胞内水解酶，提取时须对酵母细胞进行破

壁处理，酵母细胞的破壁方法主要有机械研磨法、酶解法、反

复冻融法等［８］，这些方法都有一些不足之处，例如酶解法耗

时长、费用高，机械研磨法操作复杂、损耗大等［９］。超声波具

有空化效应，会产生机械剪切压力而使细胞破碎［１０－１１］。本研

究采用超声波法破碎酵母细胞，以期找出有效保存酵母蔗糖

酶活性的超声破碎条件。

１　材料与方法

１．１　菌株
酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＧＹ７，由辽宁石油化

工大学化学化工与环境学部实验室保存。

１．２　培养基

种子培养基：葡萄糖 １０ｇ／Ｌ，蛋白胨 ５ｇ／Ｌ，酵母膏
１５ｇ／Ｌ，氯化钠４ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０。

摇瓶发酵培养基：葡萄糖２０ｇ／Ｌ，酵母粉１０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
１．５ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．５。
１．３　仪器设备

立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）；全温振荡

器（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）；可见分光光度计

（北京瑞利分析仪器公司）；高速台式离心机（上海安亭科学

仪器厂）；超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技生物有限公

司）。

１．４　方法
１．４．１　酿酒酵母的培养及收集　向装有３０ｍＬ液体种子培
养基的２５０ｍＬ三角瓶中接种两环斜面种子，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养２４ｈ，得到二级种子液。将二级种子液以１０％的接
种量接入１００ｍＬ发酵培养基中，２９℃、摇床转速１６０ｒ／ｍｉｎ
条件下培养２７ｈ左右。取菌液于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，得
到酵母菌体细胞。

１．４．２　超声破碎酿酒酵母　将离心得到的菌体用ｐＨ值４．６
的醋酸－醋酸钠缓冲液冲洗２次，取菌体１ｇ，加入到５０ｍＬ
缓冲液中充分振荡混匀制成菌悬液，在超声细胞破碎仪中破

碎，破碎条件按单因素试验和正交试验表进行。

—７３２—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第４期


