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差异明显，得率变幅较大，容重变幅较小，酥脆度、综合品质等

感官指标表现较好。四粒红、花育１９可以作为真空油炸花生
加工的专用品种。
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菊花中绿原酸超声提取工艺与测定方法研究
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　　摘要：采用正交试验，考察提取显色条件对药用菊花中绿原酸提取与测定的影响。结果表明，菊花中绿原酸提取
测定最优方法为用８０％甲醇作提取剂，超声提取３０ｍｉｎ，加０．０２ｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３０．５ｍＬ进行显色反应，静置３０ｍｉｎ后在

分光光度计７５５ｎｍ波长下测定吸光度，该方法简单、准确、灵敏、重复性强，可用于菊花中绿原酸的提取测定。
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　　菊花为多年生菊科草本植物，以头状花序入药，是我国传
统中药，主要功效有散风清热、平肝明目、解毒、降压等，主治

风热感冒、头痛眩晕、目赤肿痛、明目昏花等症［１］。绿原酸是

菊花主要的活性成分，它是植物体在有氧呼吸过程中合成的

一种苯丙素类物质，具有清除自由基、抗菌消炎、抗病毒、降

糖、降脂、保肝利胆等多种功效［２－３］。目前，提取药用植物中

绿原酸采用的方法主要有超高压提取法、热回流法、溶剂浸提

法、酶解法、微波辅助萃取法、超声提取法等［４－７］。绿原酸含

量测定方法主要有高效液相色谱法、高效毛细管电泳法、紫外

分光光度法等［８－１０］。有学者利用可见分光光度法测定绿原

酸含量，该方法主要是利用绿原酸能与 ＦｅＣｌ３进行特殊的显
色反应来测定植物中绿原酸含量，具有原理简单、仪器常见、

成本低等优点［１１］。笔者在前人研究的基础上对超声提取、显

色条件进行深入研究，进一步完善采用可见分光光度法快速

测定植物中绿原酸含量的方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
主要仪器：７２２型可见分光光度计（上海舜宇恒平科学仪

器有限公司），２４０ＷＰＳ－４０Ａ型数控超声波清洗器（深圳市
康洁洗净电器有限公司）。主要试剂：标准绿原酸（纯度

９５％，阿拉丁试剂上海有限公司）、ＦｅＣｌ３溶液、甲醇、乙醇。
笔者所在实验室种植的怀菊，将菊花头状花序在１０５℃下杀
青３０ｍｉｎ，５５～６０℃下烘干至恒质量，粉碎、过筛，混匀备用。
１．２　超声波提取条件优化
１．２．１　提取溶剂　用６０％甲醇、６０％乙醇进行提取溶剂试
验，比较不同提取剂对绿原酸提取效果的影响。取０．３ｇ干
样，分别加入１５ｍＬ６０％甲醇、１５ｍＬ６０％乙醇溶液，超声提
取３０ｍｉｎ，过滤后用提取溶剂定容至２５ｍＬ刻度管内；取１ｍＬ
上述溶液加４ｍＬ提取溶剂，置于１０ｍＬ刻度管中，加０．５ｍＬ
０．０２ｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３溶液（分别用６０％甲醇、６０％乙醇配制）振
荡摇匀后静置６０ｍｉｎ，用７２２型分光光度计于７５５ｎｍ波长下
进行比色，确定最佳提取溶剂。

１．２．２　提取容器　选择等容积的烧杯、锥形瓶、塑料瓶、试管
进行试验，提取溶剂为６０％甲醇溶液，提取方法、测定步骤同
“１．２．１”节，比较提取容器对绿原酸提取效果的影响。
１．２．３　浸泡时间　用甲醇提取液分别浸泡样品０、３、６、１２、
１８、２４ｈ后进行超声提取，测定方法同“１．２．１”节，比较浸泡
时间对绿原酸提取效果的影响。
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１．２．４　提取时间　用甲醇提取液分别超声提取样品１０、２０、
３０、４０、５０、６０ｍｉｎ，测定方法同“１．２．１”节，比较超声提取时间
对绿原酸提取效果的影响。

１．２．５　提取次数　用甲醇提取液分别经超声波提取样品１、
２、３、４次，每次时间１０ｍｉｎ，每次加入最佳提取溶剂５ｍＬ，提
取完成后合并每次的提取液，过滤并定容，测定方法同

“１．２．１”节，比较提取次数对绿原酸提取效果的影响。
１．２．６　提取溶剂浓度　分别用 ２０％、４０％、６０％、８０％、
１００％甲醇溶液提取样品，其他条件为已选出的最佳条件，测
定方法同“１．２．１”节方法，比较不同浓度甲醇提取液对绿原
酸提取效果的影响。

１．３　显色条件优化
配制０．０１、０．０２、０．０３ｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３－甲醇显色溶液，显色

时分别在样品液中加入０．５、１．０ｍＬ进行试验，提取条件采用
“１．２”节的优化条件。
１．４　正交试验

在提取、显色条件优化试验结果基础上设计正交试验，选

出最优水平组合。选取对测定结果影响较大的２个因素，即
提取剂浓度、显色剂用量进行正交试验。

１．５　标准溶液的配制
准确称取绿原酸对照品１０ｍｇ，加入最佳提取溶剂溶解

并定容至５０ｍＬ，制成２００μｇ／ｍＬ标准液。在７个１０ｍＬ刻
度管内分别加入０、１、２、３、４、５、６ｍＬ标准贮备液，用８０％甲
醇稀释至标线，分别制成０、２０、４０、６０、８０、１００、１２０μｇ／ｍＬ标
准液。按“１．３”节优化结果进行显色、测定。

２　结果与分析

２．１　超声波提取条件优化
２．１．１　提取溶剂对绿原酸提取效果的影响　绿原酸是由咖
啡酸与奎尼酸形成的酯，分子结构中有酯键、不饱和双键、多

元酚３个不稳定部分，可以利用甲醇、丙酮、乙醇等极性溶剂
从植物中提取出来。笔者分别以甲醇、乙醇为提取溶剂进行

试验，试验过程中发现，以乙醇为提取剂在显示过程中容易出

现沉淀，因此下面其他优化试验都用甲醇作为提取溶剂。

２．１．２　提取容器对绿原酸提取效果的影响　由表１可知，试
管提取效果最佳，另外，利用试管作为提取容器操作更方便。

因此，本试验选用试管作为提取容器。

表１　不同容器对绿原酸提取效果的影响

容器 Ｄ７５５ｎｍ
烧 杯 ０．１８８±０．００５ｂ
锥形瓶 ０．１８１±０．００７ａｂ
塑料瓶 ０．１８９±０．００９ａｂ
试 管 ０．２１１±０．００４ａ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
下表同。

２．１．３　样品浸泡时间、提取时间、提取次数对绿原酸提取效
果的影响　由表２至表４可知，浸泡时间、提取时间、提取次
数３个因素对绿原酸提取没有显著影响，因此选择不浸泡，超
声提取１次，提取时间为３０ｍｉｎ。
２．１．４　提取溶剂浓度对绿原酸提取效果的影响　由表５可
知，甲醇浓度对菊花中绿原酸的提取效果有显著影响。提取

表２　浸泡时间对绿原酸提取效果的影响

浸泡时间（ｈ） Ｄ７５５ｎｍ
２４ ０．１５７±０．００９ｂ
１８ ０．１６２±０．００４ａｂ
１２ ０．１６６±０．００２ａｂ
６ ０．１６８±０．００３ａｂ
３ ０．１６７±０．００３ａｂ
０ ０．１７８±０．００３ａ

表３　提取时间对绿原酸提取效果的影响

提取时间（ｍｉｎ） Ｄ７５５ｎｍ
６０ ０．２１３±０．００２ａ
５０ ０．１９２±０．０１１ａ
４０ ０．１９５±０．００８ａ
３０ ０．２０２±０．００３ａ
２０ ０．１８４±０．０１０ａ
１０ ０．２０５±０．００６ａ

表４　提取次数对绿原酸提取效果的影响

提取次数（次） Ｄ７５５ｎｍ
４ ０．１８９±０．００２ａ
３ ０．１８３±０．００２ａ
２ ０．１６３±０．００４ｂ
１ ０．１６０±０．００７ｂ

液吸光度随甲醇浓度的增加而增大。当甲醇浓度≤６０％时，
提取液吸光度随着浓度的增加变化比较剧烈，当甲醇浓度 ＞
６０％时，提取液吸光度变化比较平缓，并且８０％、１００％甲醇
处理对绿原酸的提取效果差异不显著。

表５　提取溶剂浓度对绿原酸提取效果的影响

甲醇浓度（％） Ｄ７５５ｎｍ
２０ ０．０２８±０．００３ｄ
４０ ０．０７８±０．００６ｃ
６０ ０．１９５±０．００４ｂ
８０ ０．２１８±０．０００ａ
１００ ０．２２２±０．００３ａ

２．２　显色条件优化
表６表明，当显色剂浓度为０．０１ｍｏｌ／Ｌ、用量为０．５ｍＬ

时，样品产生沉淀，这可能是因为 ＦｅＣｌ３含量不足；当显色剂
浓度为０．０２ｍｏｌ／Ｌ、用量为０．５ｍＬ时，吸光度最大；当显色剂
浓度为０．０３ｍｏｌ／Ｌ时，吸光度显著降低。

表６　显色剂浓度及用量对绿原酸提取效果的影响

显色剂浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）
显色剂用量

（ｍＬ）
Ｄ７５５ｎｍ

０．０１ ０．５ ０（沉淀）
１．０ ０．１６５±０．００４ｂ

０．０２ ０．５ ０．１８２±０．００４ａ
１．０ ０．１０１±０．００２ｄ

０．０３ ０．５ ０．１３６±０．００３ｃ
１．０ ０．０７７±０．００１ｅ

２．３　正交试验结果
选取对绿原酸提取、显色影响明显的因子进行正交试验。

以提取剂浓度、０．０２ｍｏｌ／Ｌ显色剂 ＦｅＣｌ３的用量为考察因素，
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设计正交试验 （表 ７、表 ８）。由此可知，最优水平组合为
Ａ２Ｂ２，即甲醇浓度８０％，显色剂用量０．５ｍＬ。

表７　正交试验因素水平

水平
因素

Ａ：提取剂浓度（％） Ｂ：显色剂用量（ｍＬ）
１ ６０ ０．２５
２ ８０ ０．５０
３ １００ ０．７５
４ １．００

表８　正交试验结果与极差分析

序号
因素水平

Ａ：提取剂浓度 Ｂ：显色剂用量
吸光度

１ １ １ ０（沉淀）
２ １ ２ ０．２０６±０．００１ｄ
３ １ ３ ０．１７０±０．００２ｅ
４ １ ４ ０．１５４±０．００２ｆ
５ ２ １ ０．２６９±０．００４ａ
６ ２ ２ ０．２３９±０．００３ｂ
７ ２ ３ ０．２２４±０．００２ｃ
８ ２ ４ ０．２１７±０．００３ｃ
９ ３ １ ０．２４０±０．００４ｂ
１０ ３ ２ ０．２３９±０．００３ｂ
１１ ３ ３ ０．２４０±０．００４ｂ
１２ ３ ４ ０．２３７±０．００５ｂ
ｋ１ ０．１７７ ０．１２７
ｋ２ ０．３１６ ０．１７１
ｋ３ ０．３１９ ０．１５９
ｋ４ ０．１５２

极差Ｒ ０．１４２ ０．０４４

２．４　标准曲线
取不同浓度标准液５ｍＬ，加入显色剂 ＦｅＣｌ３－甲醇溶液

０．２５ｍＬ充分振荡，静置３０ｍｉｎ后于波长７５５ｎｍ下比色，以
８０％甲醇加显色剂作参比调零。以吸光度为纵坐标、相对应
的绿原酸浓度为横坐标绘制标准曲线，回归方程为 ｙ＝
０．００２３ｘ－０．０１０４，ｒ２＝０．９９５９（图１）。

２．５　加标回收率
称取菊花干样粉末６份，每份０．３ｇ，按正交试验筛选出

的最优条件进行提取，取６支试管，分别加入提取液０．５ｍＬ、

６０μｇ／ｍＬ标液０．５ｍＬ，定容至５ｍＬ，加０．２５ｍＬ显色剂进行
显色，利用分光光度分析加标率直接计算数学模型［１２］，得出

平均回收率为１００．８３％。
２．６　精密度

对１２０μｇ／ｍＬ标准溶液连续测定２０次，测得样品中绿原
酸吸光度ＲＳＤ值为０．２２％，符合相关规定，表明试验精密度
很好。

２．７　重复性
称取５份样品，每份０．３ｇ，按照优化条件进行提取测定。

经计算ＲＳＤ值为１．１０％，表明试验重复性符合有关规定。

３　结论

与常规提取方法相比，超声波提取法具有操作简单、溶剂

用量少、提取时间短、对环境污染小、被提取活性物质不易被

破坏、提取率较高等优点［１３］。酚类物质与 ＦｅＣｌ３发生显色反
应，能够用来检验酚羟基的存在，并对绿原酸进行简单快速的

定量分析［１４］。本试验综合考虑了与测定相关的提取及显色

因子，结果表明，菊花中绿原酸提取测定最优方法为用８０％
甲醇作提取剂，超声提取３０ｍｉｎ，加０．０２ｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３０．５ｍＬ
进行显色反应，静置３０ｍｉｎ后，在可见分光光度计 ７５５ｎｍ波
长下测定吸光度。本方法成本低、简便易操作、精密度好、重

复性强，可用于菊花中绿原酸的提取测定。
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