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菊花中总黄酮成分不同提取工艺的比较
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　　摘要：采用超声法、酶法结合半仿生法提取野菊花中的总黄酮类物质，通过正交试验优化提取条件，用分光光度法
测定总黄酮含量。结果表明，超声法的最佳提取条件为：提取溶剂５０％乙醇，提取温度７０℃，料液比１ｇ∶４０ｍＬ，时间
３０ｍｉｎ；酶法结合半仿生法的最佳提取条件为：于３７℃分别在模拟胃肠环境ｐＨ值条件下提取２ｈ，果胶酶酶解最佳料
液比为１ｇ∶２０ｍＬ，纤维素酶酶解最佳料液比为１ｇ∶１５ｍＬ，但果胶酶酶解效果更优。综合比较可以发现，超声提取
法简单易行且提取率较高，酶法结合半仿生提取法的耗时较长，提取率较低，但更符合口服给药的药物代谢原理。
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　　野菊花为菊科植物野菊的头状花序。在我国分布广泛，
野生资源非常丰富［１］。野菊花的主要药效成分是黄酮类化

合物，具有保护心脑血管、抗癌抗氧化、利胆保肝等多种生物

活性［２］。野菊花在临床上的主要作用是抗菌消炎，主要产品

有菊藻丸、野菊花注射液、野菊花栓等，在食品、化妆品、保健

品等行业还具有进一步开发利用的广阔前景［３］。为了对生

物资源进行综合利用，提取方法的选择在制剂工艺中占据十

分重要的地位，传统的方法有水提、醇提、碱提酸沉等，随着科

学技术的进步，发展出了诸如半仿生提取、酶提取、超声提取、

微波提取和超临界流体萃取等方法，从而大大提高了中药制

剂的产量和质量［４］。本研究采用半仿生法和酶法相结合的

方式，模拟人体消化吸收的过程对野菊花总黄酮成分进行提

取，并与提取效率较高的超声法提取结果进行比较［５］，以期

得到更加适宜的总黄酮提取方法，为更好地开发利用野菊花

提供一定参考。

１　材料与方法

１．１　仪器与材料
１．１．１　试验仪器　ＸＨ－２００８ＤＥ型智能温控双频超声波合
成／萃取仪，北京祥鹄科技发展有限公司；ＲＥ－２０００Ａ旋转蒸
发仪，巩义市予华仪器有限责任公司；ＵＶ－２０１２Ｃ／ＰＣ／ＰＣＳ紫
外－可见分光光度计，尤尼柯仪器有限公司；ＰＢ－１０型酸度
仪，赛多利斯科学仪器有限公司；ＦＷ－２００型高速万能粉碎
机，北京中兴伟业仪器有限公司；ＷＯ－５０１恒温水浴锅，北京
科伟永兴仪器有限公司。

１．１．２　试剂与药材　无水乙醇、氢氧化钠、硝酸铝、亚硝酸
钠、磷酸氢二钠、柠檬酸均为分析纯；果胶酶、纤维素酶购自国

药集团化学试剂有限公司；芸香苷标准品由中国食品药品检

定研究院提供；野菊花于２０１０年１０月采自陕西秦岭山区。
１．２　试验方法
１．２．１　分光光度法测定总黄酮含量　分别精密吸取１．００、
１．５０、２．００、２．５０、３．００、３．５０ｍＬ浓度为０．２１４ｍｇ／ｍＬ的芸香
苷标准品贮备液于１０ｍＬ的容量瓶中，分别加入０．３ｍＬ５％
ＮａＮＯ２溶液，振摇后静置 ６ｍｉｎ；再分别加入 ０．３ｍＬ１０％
Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，振摇后静置６ｍｉｎ；再分别加入４．０ｍＬ４％
ＮａＯＨ溶液，用６０％乙醇定容后摇匀，静置１３ｍｉｎ进行显色；
将上述溶液在４００～７００ｎｍ波长范围内进行扫描，并以标准
品浓度（ｘ）为横坐标、吸光度（ｙ）为纵坐标绘制标准曲线。
１．２．２　超声法提取　野菊花洗净沥干后置于烘箱中，在
５０℃条件下烘至恒重，粉碎后过６０目筛，密封保存备用。称
取野菊花粉末，加入乙醇溶液溶解，超声提取后将提取液经离

心分离抽滤，即得样品溶液，按“１．２．１”节的方法测定吸光
度，根据回归方程计算总黄酮得率。以超声时间、温度、乙醇

浓度、野菊花粉末和乙醇溶液的料液比为因素设计正交试验，

４因素３水平设计见表１。
表１　菊花总黄酮提取工艺因素水平设计

水平

因素

Ａ：时间
（ｍｉｎ）

Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：乙醇浓度
（％）

Ｄ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

１ ２０ ６０ ５０ １∶２０
２ ３０ ７０ ６０ １∶３０
３ ４０ ８０ ７０ １∶４０

１．２．３　酶法结合半仿生法提取
１．２．３．１　纤维素酶酶解　按一定料液比分别在一定量的野
菊花粉末中加入 ｐＨ值为２的磷酸氢二钠 －柠檬酸缓冲液、
０．００４ｇ纤维素酶，３７℃恒温水浴提取２ｈ后抽滤；将滤渣用
蒸馏水洗涤几次后放入 ｐＨ值为 ７．５的缓冲液中，再加入
０．００４ｇ纤维素酶，恒温提取２ｈ，抽滤；洗涤滤渣并放入 ｐＨ
值为８．３的缓冲液中，再加入０．００４ｇ纤维素酶，提取２ｈ后
抽滤并合并滤液，６０℃旋蒸，加 ６０％乙醇溶解。精密吸取
０．２ｍＬ提取液至１０ｍＬ容量瓶中，按“１．２．１”节的方法进行
显色处理，计算总黄酮得率：

总黄酮得率＝由吸光度换算得到的浓度×稀释倍数×溶
解后得到的体积／野菊花总质量×１００％。
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１．２．３．２　果胶酶酶解　按一定料液比分别在一定量的菊花
粉末中加入 ｐＨ值为 ２的磷酸氢二钠 －柠檬酸缓冲液、
０．００４ｇ果胶酶，３７℃恒温水浴提取２ｈ后抽滤；将滤渣放入
ｐＨ值为７．５的缓冲液中恒温提取２ｈ，抽滤；将滤渣放入 ｐＨ
值为８．３的缓冲液中，提取２ｈ后抽滤，合并滤液，６０℃旋蒸，
加６０％乙醇溶解。精密吸取０．２ｍＬ提取液至１０ｍＬ容量瓶
中，按“１．２．１”中的方法进行显色处理，计算总黄酮得率。

２　结果与分析

２．１　分光光度法的标准曲线
研究发现，芸香苷样品在５０８ｎｍ处有最大吸收峰，以标

准品浓度（ｘ）为横坐标，吸光度（ｙ）为纵坐标绘制标准曲线，
得到线性回归方程为：ｙ＝１１．２６ｘ－０．０２３５（ｒ＝０．９９９７）。
２．２　超声法提取正交试验结果

通过单因素试验可知，超声法提取总黄酮物质的影响因素

主要有料液比、乙醇浓度、提取温度和提取时间。以总黄酮得

率为指标，Ｌ９（３
４）正交试验结果见表２。由表２可知，各因素对

总黄酮提取得率影响大小顺序依次为：超声温度＞超声时间＞
乙醇浓度＞料液比。因此最优提取方案为：超声时间３０ｍｉｎ，
超声温度７０℃，乙醇溶液浓度５０％，料液比１ｇ∶４０ｍＬ。

表２　超声法正交试验结果

编号 时间 温度 乙醇浓度 料液比
总黄酮得率

（％）
１ １ １ １ １ ７．９３
２ ２ ２ １ ２ １０．００
３ ３ ３ １ ３ ８．８５
４ １ ２ ２ ３ ９．２５
５ ２ ３ ２ １ ８．９５
６ ３ １ ２ ２ ７．６１
７ １ ３ ３ ２ ８．２９
８ ２ １ ３ ３ ８．１０
９ ３ ２ ３ １ ８．３８
ｋ１ ８．４９ ７．８８ ８．９３ ８．４２
ｋ２ ９．０１ ９．２１ ８．６０ ８．６３
ｋ３ ８．２８ ８．７０ ８．２６ ８．７３
Ｒ ０．７３ １．３３ ０．６６ ０．３２

２．３　酶法结合半仿生法提取结果
选择了酶法提取中经常用到的纤维素酶和果胶酶为考察

对象［６］。由于纤维素酶水溶性较好，每次抽滤后将随缓冲液

流失掉，因此在换不同 ｐＨ值的缓冲液时都补充了一定量的
酶；而果胶酶水溶性较差，提取时只一次性加入一定量酶。因

为酶法结合半仿生提取法模拟的是人体消化道（胃、大肠、小

肠）的消化过程，而人体的正常温度是３７℃，因此试验温度
设定在此温度下进行。试验中通过分光光度法监测发现，连

续提取２ｈ后，提取液的吸光度几乎不再升高，因此将提取时
间定为２ｈ。不同料液比下酶解的总黄酮得率见表３，不同
ｐＨ值下２种酶的酶解吸光度拟合情况见图１。
　　试验结果表明，纤维素酶酶解提取的最佳料液比为
１ｇ∶１５ｍＬ，果胶酶酶解提取的最佳料液比为 １ｇ∶２０ｍＬ。
因为野菊花中刺槐黄素与葡萄糖－鼠李糖连接形成的野菊花
苷［７］在水中较难溶解，且具有酚羟基和甲氧基，可溶于偏碱

性水溶液，因此ｐＨ值＝２时虽然是一煎但提取效果最差；ｐＨ
值＝７．５时为二煎，此时纤维素酶和果胶酶具有一定的活性，
因此不同料液比下的吸光度均是最高的；而ｐＨ值＝８．３时为

表３　酶法结合半仿生法提取的总黄酮得率试验结果

料液比

（ｇ∶ｍＬ）
总黄酮得率（％）

纤维素酶酶解 果胶酶酶解

１∶１０ ２．９４ ４．１３
１∶１５ ４．６９ ４．７６
１∶２０ ４．５８ ６．０１
１∶２５ ４．５０ ５．１６

三煎，虽然酸碱度有利于黄酮类物质的提取，但由于纤维素酶

和果胶酶的适宜ｐＨ值均为偏酸性，酶活性受到了抑制，其总
黄酮提取效率也次之。从拟合图中还可看出，果胶酶比纤维素

酶的酶解效果更优，可能由于果胶酶能够降解胶质从而使细胞

壁疏松，降低扩散阻力，使得细胞内的黄酮类物质充分溶解出

来，而纤维素酶只能破除细胞壁，因此效果没有果胶酶好。

３　结论

本研究设计了符合人体消化吸收过程的酶法结合半仿生

法对野菊花中的总黄酮类物质进行提取，并与超声法提取比

较，前者的总黄酮得率最高可达到约６％，比后者的提取得率
（约１０％）低且所耗时间更长。但是包括超声提取法在内的
许多提取方法均需要较高的温度才能获得较高的提取效

率［４］，而酶法结合半仿生法的提取温度只有３７℃，能够保留
更多的活性成分，并协调发挥出酶和ｐＨ值的共同提取作用。
综上所述，酶法结合半仿生法提取有效成分的研究为野菊花

中总黄酮含量的提取优化提供了一定的参考依据。

参考文献：

［１］刘建萍．中药野菊花的研究概况［Ｊ］．天津药学，２００７，１９（４）：
６６－６８．　

［２］陈传千，沈艳平，屈跃丹，等．野菊花提取物药理作用的研究进展
［Ｊ］．吉林医药学院学报，２０１０，３１（３）：１７５－１７８．

［３］王　丹．药用植物野菊花的研究现状及发展前景［Ｊ］．现代中药
研究与实践，２００７，２１（４）：５９－６２．

［４］王　鑫．黄酮类化合物提取方法的应用［Ｊ］．天津药学，２００７，１９
（５）：６１－６６．

［５］马彦梅，李炳奇，廉宜君，等．棉花根茎叶中黄酮类化合物的超声
提取及含量测定［Ｊ］．时珍国医国药，２００８，１９（９）：２２５４－２２５６．

［６］刘佳佳，赵国玲，章晓骅，等．金银花绿原酸酶法提取新工艺研究
［Ｊ］．中成药，２００２，２４（６）：４１６－４１８．

［７］蔡定建，柳茶花，钟鸿鸣，等．野菊花中黄酮类物质的提取和鉴定
［Ｊ］．中国食品添加剂，２０１０（２）：１４３－１４７．

—９１２—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第５期


