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　　摘要：为优化癞葡萄中总黄酮的超声波辅助提取工艺，通过单因素试验确定乙醇体积分数、液固比、提取时间、提
取温度、超声功率５个提取工艺参数的最适水平范围，并通过响应面分析法（ＲＳＭ）对乙醇体积分数、提取温度、提取时
间进行优化。结果表明，超声波辅助提取癞葡萄总黄酮的最佳工艺条件为：乙醇体积分数７２％、提取温度６８℃、提取
时间３４ｍｉｎ，此条件下黄酮提取率为２．５３％；验证试验表明，黄酮提取率为２．５４％，与理论值相符合。
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　　癞葡萄（ＭｏｍｏｒｄｉｃａｃｈａｒａｎｔｉａＬ．ｖａｒ．ａｂｂｒｅｖｉａｔａＳｅｒ．）别
称名金铃子，是葫芦科苦瓜属（Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ）的栽培种之一，其
果实呈纺锤状，果面呈不规则尖刺状，长约４ｃｍ、宽约３ｃｍ、
单果质量２５～３０ｇ，未成熟果实呈浅绿色，成熟后呈金黄色。
目前关于癞葡萄中活性肽、皂苷的研究较多［１－２］，而对癞葡萄

中黄酮的研究较少。癞葡萄的果实、叶中均富含黄酮，黄酮是

一种强抗氧化剂，具有清除自由基、抗衰老、抗炎抑菌、降低胆

固醇含量等多种生理功效［３－５］。

提取植物中总黄酮的传统方法是热回流提取法。近年

来，随着提取技术的不断发展，许多学者使用超声波辅助法分

别从黄花菜［６］、马齿苋［７］、苦荞［８］等植物中提取总黄酮。超

声波提取是利用超声波破碎细胞（空化）和强化传质（机械）

作用，使溶剂分子渗透到组织细胞中与溶质分子充分接触，从

而使细胞中的可溶成分更快释放出来，该方法具有提取速度

快、得率高、对热不稳定物质破坏少等特点［９］。本研究通过

单因素试验、响应面分析法优化超声波辅助提取癞葡萄总黄

酮的工艺，以期为癞葡萄黄酮的开发利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
癞葡萄采自南京市郊区，于７０℃下烘干，冷却后粉碎过

４０目筛，置于干燥器中保存备用。芸香苷购自中国医药（集
团）上海化学试剂公司；无水乙醇（ＡＲ）、亚硝酸钠、硝酸铝、
氢氧化钠均为分析纯。

ＸＡ－１型高速万能粉碎机（江苏省姜堰市银河实验仪器
厂产品），ＷＦＪ７２００型可见分光光度计（上海尤尼柯仪器有限
公司产品），ＫＱ－２００ＶＤＥ型双频数控超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司产品），ＳＨＺ－Ｄ型循环水式真空泵（郑州
市长城科工贸有限公司产品）。

１．２　试验方法

１．２．１　标准曲线的制作　精确称取芸香苷标准品０．０１ｇ，用
７０％乙醇溶解并定容至１００ｍＬ，得到浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的标
准溶液。分别准确吸取芸香苷标准溶液０．０、０．５、１．０、１．５、
２．０、２．５、３．０ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，加入０．５ｍＬ质量分数
为５％的ＮａＮＯ２溶液，摇匀并静置６ｍｉｎ，加入０．５ｍＬ质量分
数为 １０％的 Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，摇匀并静置 ６ｍｉｎ，再加入
４．０ｍＬ质量分数为４％的 ＮａＯＨ溶液，最后添加７０％乙醇至
刻度，摇匀并静置１５ｍｉｎ，于波长５１０ｎｍ处测定吸光度，到得
芸香苷浓度Ｃ（ｍｇ／ｍＬ）与吸光度Ｄ之间的回归方程：

Ｃ＝０．０８５３Ｄ＋０．００２５，ｒ２＝０．９９８８。
１．２．２　癞葡萄总黄酮的提取及测定　精确称取脱脂后的癞
葡萄粉１．０ｇ，加入一定体积分数的乙醇溶液，按相应条件进
行超声波辅助提取，减压抽滤并将滤液移至烧杯中待测。吸

取１．０ｍＬ待测液于１０ｍＬ容量瓶中，按照“１．２．１”节的方法
测定黄酮质量，黄酮提取率的计算公式为：

黄酮提取率＝Ｃ×１０×Ｖｍ ×１００％。

式中：Ｃ为总黄酮浓度（ｍｇ／ｍＬ）；ｍ为癞葡萄粉质量（ｍｇ）；Ｖ
为癞葡萄提取液体积（ｍＬ）。
１．２．３　单因素试验　分别考察乙醇体积分数、液固比、提取
温度、提取时间、超声功率对癞葡萄黄酮提取率的影响。试验

中各考察因素的设定水平分别为：乙醇体积分数５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％；液固比（ｍＬ∶ｇ）１０∶１、２０∶１、３０∶１、４０∶１、
５０∶１；提取温度４０、５０、６０、７０、８０、９０℃；提取时间１０、２０、３０、
４０、５０ｍｉｎ；超声功率１２０、１４０、１６０、１８０、２００Ｗ。除考察因素外，
其他因素的条件为：乙醇体积分数７０％、液固比３０ｍＬ∶１ｇ、
超声功率１８０Ｗ、提取温度７０℃、提取时间３０ｍｉｎ。
１．２．４　响应面优化试验　在单因素试验的基础上，以乙醇体
积分数、提取温度、提取时间为因素，采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软
件的中心组合试验Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计３因素３水平（表１）
的中心旋转组合试验。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　乙醇体积分数的影响　当乙醇体积分数低于７０％
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表１　癞葡萄总黄酮提取工艺响应面优化试验的因素与水平

试验

水平

因素

乙醇体积分数

Ｘ１（％）
提取温度

Ｘ２（℃）
提取时间

Ｘ３（ｍｉｎ）

－１　 ６０ ６５ ２０
０ ７０ ７０ ３０
１ ８０ ７５ ４０

时，癞葡萄黄酮提取率随乙醇体积分数的提高逐渐增大；当乙

醇体积分数高于７０％时，黄酮提取率反而下降（图 １）。可
见，乙醇体积分数为７０％左右时，溶剂与溶质极性最相似；乙
醇体积分数过高则叶绿素等脂溶性物质的溶出量增多，不利

于黄酮的提纯［１０］，因此确定乙醇体积分数为７０％。

２．１．２　液固比的影响　当液固比小于３０ｍＬ∶１ｇ时，癞葡
萄黄酮提取率随液固比的增加显著提高；当液固比大于

３０ｍＬ∶１ｇ时，黄酮提取率的增幅降低（图２）。液固比过高
将增加溶剂成本，并加重后续的浓缩和干燥工作，因此确定液

固比为３０ｍＬ∶１ｇ。

２．１．３　提取时间的影响　在提取的前３０ｍｉｎ内，癞葡萄黄
酮提取率随提取时间的延长显著提高；当提取时间继续延长

时，黄酮提取率的增幅降低（图３）。为提高工作效率，确定提
取时间为３０ｍｉｎ。

２．１．４　提取温度的影响　当温度低于７０℃时，癞葡萄黄酮
提取率随温度的升高显著增大；当温度高于７０℃时，黄酮提
取率反而降低（图４）。温度升高会加剧溶剂和溶质分子运
动，有利于黄酮浸出；而温度过高会增加其他物质的溶出，并

可能破坏黄酮活性成分，因此确定提取温度为７０℃。

２．１．５　超声功率的影响　当超声功率低于１８０Ｗ时，癞葡
萄黄酮提取率随超声功率的增加而增大；当超声功率高于

１８０Ｗ时，黄酮提取率反而下降（图５）。超声功率增大则空化
作用大，总黄酮传质速率高；超声功率过高会使分子运动加剧、

溶剂温度升高，从而破坏黄酮组分并增加其他杂质的溶出［１１］，

使癞葡萄黄酮提取率降低，因此确定超声功率为１８０Ｗ。

２．２　响应面优化提取工艺条件
２．２．１　响应面试验设计与结果　确定超声功率、液固比后，
以乙醇体积分数（Ｘ１）、提取温度（Ｘ２）、提取时间（Ｘ３）为变
量，开展３因素３水平的响应面试验。本次提取工艺优化试
验采取中心旋转组合设计，试验设计和结果见表２。
２．２．２　回归模型的建立及方差分析　以黄酮提取率为响应
值，经回归拟合，各试验因子对响应值的影响可用回归方程

表示：

Ｙ＝２．４５０＋０．０２４Ｘ１＋０．０５５Ｘ２＋０．０５６Ｘ３－０．１５Ｘ１
２－

０．２０Ｘ２
２－０．１８Ｘ３

２＋０．０９５Ｘ１Ｘ２－０．０８３Ｘ１Ｘ３－０．００５Ｘ２Ｘ３。
对该回归方程进行方差分析及显著性评价（表３），此模

型的Ｐ＜０．０００１，表明响应面回归模型达到极显著水平；失
拟项Ｐ值大于０．０５，呈不显著，表明该方程拟合３个参数与
黄酮提取率之间的关系是可行的；较高的 Ｒ２值（０．９９８６）进
一步表明，试验方程式与实际数据之间具有非常好的拟合性。

　　回归方程系数的显著性分析表明，乙醇体积分数、提取温
度、提取时间均对黄酮提取率具有显著性影响（Ｐ＜０．００１），
影响效果大小依次为：提取时间＞提取温度＞乙醇体积分数。
这３个因素的二次项Ｘ１

２、Ｘ２
２、Ｘ３

３对黄酮提取率也有显著性

影响（Ｐ＜０．００１）。在交互项中，Ｘ１Ｘ２、Ｘ１Ｘ３项的回归系数极
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表２　癞葡萄总黄酮提取工艺ＲＳＡ试验设计和结果

试验

编号

Ｘ１：乙醇
体积分数

Ｘ２：提取
温度

Ｘ３：提取
时间

Ｙ：黄酮提取率
（％）

１ ０ １ １ ２．１８
２ １ ０ １ ２．１２
３ －１ １ ０ ２．２３
４ －１ ０ １ ２．２３
５ －１ －１ ０ １．９３
６ ０ ０ ０ ２．４５
７ ０ ０ ０ ２．４４
８ １ ０ －１ ２．１８
９ ０ －１ １ ２．０８
１０ ０ ０ ０ ２．４５
１１ ０ －１ －１ １．９５
１２ ０ ０ ０ ２．４４
１３ １ １ ０ ２．０８
１４ －１ ０ －１ １．９６
１５ ０ ０ ０ ２．４５
１６ ０ １ －１ ２．０７
１７ １ －１ ０ ２．１６

显著（Ｐ＜０．００１），表明乙醇体积分数与提取温度、乙醇体积
分数与提取时间的交互作用对黄酮提取率的影响极显著；

Ｘ２Ｘ３项的回归系数不显著（Ｐ＝０．１９７３），表明提取温度与
提取时间的交互作用对黄酮提取率的影响不显著。

　　提取条件对癞葡萄黄酮提取率影响的响应面见图６，其
作用均为上凸曲面，表明本试验所选择的区域范围合理。随

着乙醇体积分数、提取温度、提取时间的增大，黄酮提取率均

呈先升高、后下降的变化趋势，表明乙醇体积分数、提取温度、

提取时间对黄酮提取率的影响效果明显。通过分析计算得到

最佳提取条件：乙醇体积分数７２％、提取温度６８℃、提取时
间３４ｍｉｎ，此条件下黄酮提取率的理论值为２．５３％。
　　为检验响应面分析法的可靠性，采用上述优化参数进行
提取试验，实际测得癞葡萄黄酮提取率为２．５４％，与理论预
测值的相对误差为０．４％，表明采用响应面分析法优化得到
的提取工艺参数准确可靠，具有实用价值。

３　结论

为探讨超声波辅助提取癞葡萄总黄酮的工艺条件，首先

通过单因素试验确定乙醇体积分数、液固比、提取时间、提取

表３　回归模型方差分析及显著性检验

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ｘ１ １ ０．００４５１３ ０．００４５１３ ９１．５６ ＜０．０００１ 
Ｘ２ １ ０．０２４０００ ０．０２４０００ ４９１．０１ ＜０．０００１ 
Ｘ３ １ ０．０２５０００ ０．０２５０００ ５１３．５９ ＜０．０００１ 
Ｘ１２ １ ０．０９１０００ ０．０９１０００ １８３９．８０ ＜０．０００１ 
Ｘ２２ １ ０．１７００００ ０．１７００００ ３３９１．６６ ＜０．０００１ 
Ｘ３３ １ ０．１３００００ ０．１３００００ ２６６８．９１ ＜０．０００１ 
Ｘ１Ｘ２ １ ０．０３６０００ ０．０３６０００ ７３２．４６ ＜０．０００１ 
Ｘ１Ｘ３ １ ０．０２７０００ ０．０２７０００ ５５２．３９ ＜０．０００１
Ｘ２Ｘ３ １ ０．０００１００ ０．０００１００ ２．０３ ０．１９７３
模型 ９ ０．５５００００ ０．０６１０００ １２４３．６７ ＜０．０００１ 
残差 ７ ０．０００３４５ ０．００００５０
失拟项 ３ ０．０００２２５ ０．００００７５ ２．５０ ０．１９８５
误差 ４ ０．０００１２０ ０．００００３０
Ｒ２ ０．９９８６００

　　注：、分别表示在０．０５、０．０１水平下差异显著。

温度、超声功率的最适水平范围，再通过响应面分析法对乙醇

体积分数、提取温度、提取时间进行优化。结果表明，超声波

辅助提取癞葡萄总黄酮的最佳工艺条件为：乙醇体积分数

７２％、提取温度６８℃、提取时间３４ｍｉｎ，此条件下的黄酮提取
率为２５３％。验证试验表明，黄酮提取率为２．５４％，与理论
值相符合。
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　　新鲜中华寿桃含水量高，组织脆嫩，属于呼吸跃变型，采
后贮运过程中仍进行呼吸作用和酶的生化反应，易出现褐变、

变味甚至腐烂，严重影响其商品质量和货架寿命。随着消费

者对果蔬品质和保藏期要求的提高，功能化、环保化、简便化

逐渐成为果蔬保鲜包装的主流趋势。生物技术保鲜是近年来

新兴的、具有发展前景的贮藏保鲜方法。

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）是一种能产生多种抗菌
素和酶、具有广谱抗菌活性Ｇ＋杆状细菌，在自然界中广泛存
在，对人畜无毒害，不污染环境，备受各国研究者的青睐。保

鲜纸物美价廉、制作简单、使用方便，有广泛的利用空间。目

前还未见到有关生物型保鲜纸在中华寿桃保鲜贮藏上的应用

和相关报道。本试验采用枯草芽孢杆菌 ＢＳＤ－２代谢产物［１］

制成保鲜纸，其保鲜作用是由于ＢＳＤ－２可以产生抗生素、细
菌素、溶菌酶等，利用菌体次生代谢产物抑制或杀死果蔬中的

有害微生物，或与有害微生物竞争果蔬中的糖类等营养物质，

借助保鲜纸载体，在果实与纸之间形成一个“微环境”，起到

气调的效果，从而达到防腐保鲜、延缓贮藏期间桃果维生素Ｃ
和可溶性固形物的含量下降、提高果实质量的目的［２］。

１　材料与方法

１．１　材料
采摘八成熟左右中华寿桃鲜果，裹网套装箱后运至实验

室，选择大小均匀、无病虫害、无机械损伤的寿桃置于

（１０±０．５）℃ 冰箱中预冷，以去除果实的田间热。
采用液体培养基活化 ＢＳＤ－２菌株，摇床转速设为

２００ｒ／ｍｉｎ，３０℃培养２４ｈ，离心去除枯草芽孢杆菌，用微孔
滤膜过滤，得到含有代谢产物的无菌滤液。将薄页纸浸泡在

无菌滤液中，１ｍｉｎ后取出晾干，备用。
１．２　方法
１．２．１　试验设计　将预冷的中华寿桃用保鲜纸单果包装，装
纸箱于１℃低温贮藏，以未处理果实为对照（ＣＫ），均设３个
重复，每个重复２０个果实，每隔１５ｄ取样测定，于采收当天
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