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表２　玉米抗性淀粉制备工艺Ｌ９（３４）正交试验结果

试验号

因素

Ａ：淀粉乳
含量

Ｂ：超声
时间

Ｃ：超声
功率

Ｄ：超声
温度

抗性淀

粉得率

（％）

１ １ １ １ １ ２３．６０
２ １ ２ ２ ２ ２３．７１
３ １ ３ ３ ３ ２３．６７
４ ２ １ ２ ３ ２５．０６
５ ２ ２ ３ １ ２４．５４
６ ２ ３ １ ２ ２４．６２
７ ３ １ ３ ２ ２３．５９
８ ３ ２ １ ３ ２３．４８
９ ３ ３ ２ １ ２３．５３
ｋ１ ２３．６６ ２４．０８ ２３．９０ ２３．８９
ｋ２ ２４．７４ ２３．９１ ２４．１０ ２３．９７
ｋ３ ２３．５３ ２３．９４ ２３．９３ ２４．０７
Ｒ １．２１ ０．１７ ０．２０ ０．１８

淀粉的最佳工艺条件是淀粉乳含量２５％，超声时间１０ｍｉｎ，

超声功率６００Ｗ，超声温度４５℃，回生时间２４ｈ，此时抗性淀
粉得率为２５．０６％。
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超声波辅助的乙醇 －硫酸铵双水相联合
提取鱼腥草总黄酮工艺

郝红英，周　芳，王改利，丁小娟
（黄河科技学院医学院，河南郑州４５００６３）

　　摘要：为了优化超声波辅助的乙醇－硫酸铵双水相联合提取鱼腥草总黄酮的工艺，通过单因素试验优化影响总黄
酮提取率的各因素水平，通过正交试验确定各因素组合的影响程度。结果表明，各因素的影响排序为乙醇浓度＞提取
温度＞提取时间＞料液比；最佳提取条件为脱脂鱼腥草粉末 ２．０ｇ、乙醇用量 ３２．５０％（质量分数）、硫酸铵用量
１６００％（质量分数）、料液比１ｇ∶２０ｍＬ、超声波频率３００Ｗ、超声波处理温度７０℃、超声波处理时间５０ｍｉｎ，在此条
件下，鱼腥草总黄酮提取率为２．９７％。由结果可知，超声波－乙醇／硫酸铵双水相联合提取法提取效率高，操作简便，
是一种很有发展前途的提取方法。

　　关键词：双水相；鱼腥草；总黄酮；提取工艺；正交设计；超声波辅助提取
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　　鱼腥草（ＨｏｕｔｔｕｙｎｉａｃｏｒｄａｔａＴｈｕｎｂ．）是三白草科蕺菜属多
年生草本植物，营养丰富，具有多种药理作用：抗菌、抗病毒、

抗炎、抗过敏、抗肿瘤，此外，鱼腥草还可以增强机体免疫功

能［１－２］。鱼腥草含有多种成分［３－４］，如挥发油、阿福豆苷、金

丝桃苷及蕺菜碱等，其中黄酮类成分有斛皮素、斛皮苷、绿原

酸、金丝桃苷等。目前关于鱼腥草活性成分的提取尚无统一

的方法，主要运用的提取方法有水煎煮法、醇提取法、索式抽

提取法、超声波提取法等［５］。超声波能使植物组织细胞破

裂，利于细胞中的成分进入溶剂中，加速细胞成分与溶剂的相

互渗透和溶解，从而提高黄酮类化合物在溶剂中的溶解

度［６］。超声波提取法具有操作简单、能耗低、可以缩短提取

时间、可提高有效成分的提取率、减少溶剂的使用量、提取成

本低等特点，因此，目前超声波技术广泛应用于植物有效成分

的提取［７］。双水相提取技术因设备投资少、操作简单，引起

了人们极大的重视，并且被广泛用于生物化学、细胞生物学和

生物化工等领域［８］，但是目前未见采用超声波 －双水相联合
提取鱼腥草总黄酮的报道。因此，本研究结合超声波辅助提

取法、双水相萃取法２种方法的优点，采用超声波 －乙醇／硫
酸铵双水相体系提取鱼腥草中主要成分黄酮，以总黄酮得率

为指标，采用单因素和正交试验法，确定提取总黄酮有效成分
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的较佳工艺，旨在为鱼腥草总黄酮提取工艺的产业化提供理

论参考。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
鱼腥草，购自当地药店。芸香苷标准样品，由中国药品生

物制品检定所提供，为生化试剂；其他试剂均为分析纯。

超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；电热恒温水温

箱，北京市永光明医疗仪器厂；ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）循环水式真空
泵，巩义市予华仪器有限责任公司；７２３０Ｇ型可见分光光度
计，上海菁华科技仪器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　标准曲线的绘制　鱼腥草中黄酮类化合物含量的测
定参照文献［９－１０］的方法，以芸香苷为标样测定鱼腥草总
黄酮类化合物含量，所得标准曲线回归方程为ｙ＝０．０９３８ｘ＋
０．０００１。式中：ｙ为芸香苷质量浓度，ｇ／ｍＬ；ｘ为吸光度；ｒ２＝
０．９９９８。
１．２．２　鱼腥草总黄酮的提取与测定　鱼腥草总黄酮的提取：
称取鱼腥草干细粉（过６０目筛）于索氏提取器中，经石油醚
脱脂，并除去部分色素。称取２．０ｇ处理样品于２５０ｍＬ碘量
瓶中，按一定的料液比加入乙醇－硫酸铵双水相溶液，置于超
声波清洗器中，提取一段时间后，过滤，静置分层，将滤液用分

液漏斗将两相分开，将醇相提取液高速离心２５ｍｉｎ，即得鱼腥
草总黄酮类化合物提取液，后经微孔滤膜过滤，精确称取一定

量用甲醇定容至２５０ｍＬ，以供分析测试用。
鱼腥草总黄酮的测定：取２．５ｍＬ样品溶液至２５ｍＬ容量

瓶中，加１ｍＬ５％ ＮａＮＯ２（质量体积比，下同），摇匀，放置
５ｍｉｎ后加入１ｍＬ１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３（质量体积比，下同），５ｍｉｎ
后再加入１０ｍＬ４％ ＮａＯＨ（质量体积比，下同），摇匀，用蒸馏
水稀释至刻度，１０ｍｉｎ后于 ７２３０Ｇ型可见分光光度计上在
５１０ｎｍ处测定吸光度Ｄ５１０ｎｍ，根据芸香苷标准曲线回归方程，
得到提取液浓度，总黄酮提取率按照下式计算：

Ｅｔ＝（Ｃ×Ｖ×Ｄ）／ｍ×１００％。
式中：Ｅｔ为总黄酮提取率，％；Ｃ为测得的提取液浓度，ｇ／ｍＬ；
Ｖ为提取液体积，ｍＬ；Ｄ为稀释倍数；ｍ为原料的质量，ｇ。
１．２．３　超声波处理时间对鱼腥草总黄酮提取率的影响　采
用超声波功率３００Ｗ、恒定的乙醇用量３２．５０％（质量分数，
下同）、超声波处理温度５０℃、硫酸铵用量１６．００％（质量分
数，下同）的条件，称取 ２．０ｇ处理样品，选择料液比
１ｇ∶２０ｍＬ，研究不同超声波处理时间（１０、２０、３０、４０ｍｉｎ）对
鱼腥草总黄酮提取率的影响。

１．２．４　料液比对鱼腥草总黄酮提取率的影响　采用超声波
功率 ３００Ｗ、超声波处理时间 ２０ｍｉｎ、恒定的乙醇用量
３２５０％、超声波处理温度 ５０℃、硫酸铵用量 １６．００％的条
件，称取 ２．０ｇ处理样品，研究不同料液比（１ｇ∶１５ｍＬ、
１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ）对鱼腥草总黄酮提取率
的影响。

１．２．５　超声波处理温度对鱼腥草总黄酮提取率的影响　采
用超声波功率３００Ｗ、超声波处理时间２０ｍｉｎ、硫酸铵用量
１６．００％、乙醇用量３２．５０％的条件，称取２．０ｇ处理样品，料
液比选择１ｇ∶２０ｍＬ，研究不同超声波处理温度（３０、４０、５０、

６０℃）对鱼腥草总黄酮提取率的影响
１．２．６　正交试验　在硫酸铵质量浓度、超声波功率确定的情
况下，以乙醇用量（体积分数）、超声波提取温度、料液比

（ｍ鱼腥草∶Ｖ双水相溶剂）、超声提取时间为考察因素，设计 Ｌ９（３
４）

正交表（表１），并按照此正交表安排试验，重复上述操作。

表１　鱼腥草总黄酮提取工艺Ｌ９（３４）正交试验设计

水平

因素

乙醇用量

（％）
料液比

（ｇ∶ｍＬ）
超声提取

温度（℃）
超声处理

时间（ｍｉｎ）

１ ２７．５０ １∶１５ ５０ ４０
２ ３０．００ １∶２０ ６０ ５０
３ ３２．５０ １∶２５ ７０ ６０

２　结果与分析

２．１　超声波处理时间对鱼腥草总黄酮提取率的影响
从图 １可以看出，总黄酮提取率在超声波处理 １０～

２０ｍｉｎ时逐渐增高，而后随着处理时间的延长逐渐降低。其
原因可能是超声波处理时间越长，超声波对鱼腥草细胞壁组

织的破坏程度就越大，更有利于黄酮类物质的释放和进入溶

液，但过长的超声处理时间，可能会引起黄酮类化合物的破坏

和氧化。因此综合分析可知，乙醇 －硫酸铵双水相体系超声
提取鱼腥草总黄酮的处理时间以２０ｍｉｎ为宜。

２．２　料液比对鱼腥草总黄酮提取率的影响
从图２可以看出，总黄酮提取率随料液比的增大而提高，

当料液比为１ｇ∶２０ｍＬ时，提取率最高；随着料液比的进一
步增大，溶剂用量过大，会造成双水相盐用量增加，不仅耗费

大量的溶剂和铵盐，也会给后续处理带来不必要的麻烦。

２．３　超声提取温度对鱼腥草总黄酮提取率的影响
从图３可以看出，随着超声提取温度的升高，总黄酮提取
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率提高；当超声温度超过５０℃时，提取率降低。超声温度低，
导致黄酮不能完全溶出；而温度过高，使超声波破坏鱼腥草细

胞组织的能力增强，黄酮类物质更易浸出，但是在超声波的作

用下，过高的处理温度会导致鱼腥草黄酮类物质因氧化或被

超声波破坏等原因，使变质的量增加，同时温度升高也会增加

乙醇挥发量。因此由结果可以确定，５０℃为鱼腥草总黄酮提
取的最佳温度条件。

２．４　多因素正交试验结果
在单因素考察的基础上，为了得到更好的条件，进行正交

试验。选取３因素４水平，使用 Ｌ９（３
４）正交设计（表１）来安

排试验，结果见表２、表３。

表２　鱼腥草总黄酮提取工艺正交试验结果

试验号 乙醇用量 料液比
超声提

取温度

超声处

理时间

总黄酮提取率

（％）

１ １ １ １ １ １．８５
２ １ ２ ２ ２ ２．２１
３ １ ３ ３ ３ ２．４２
４ ２ １ ２ ３ ２．３０
５ ２ ２ ３ １ ２．５１
６ ２ ３ １ ２ ２．３２
７ ３ １ ３ ２ ２．９５
８ ３ ２ １ ３ ２．５８
９ ３ ３ ２ １ ２．４５
ｋ１ ２．１６０ ２．３６７ ２．２５０ ２．２７０
ｋ２ ２．３７７ ２．４３３ ２．３２０ ２．４９３
ｋ３ ２．６６０ ２．３９７ ２．６２７ ２．４３３
Ｒ ０．５００ ０．０６６ ０．３７７ ０．２２３

表３　鱼腥草总黄酮提取工艺方差分析结果

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ值
乙醇用量 ０．３７７ ２ ２．１３９
料液比 ０．００７ ２ ０．０４０
超声温度 ０．２４１ ２ １．３６７
超声时间 ０．０８０ ２ ０．４５４
误差 ０．７０ ８

　　注：Ｆ０．０５（２，２）＝４．４６０。

　　从表２、表３可知，各因素对提取率影响排序为乙醇用
量＞超声提取温度 ＞超声处理时间 ＞料液比，其中乙醇浓度
对鱼腥草中总黄酮提取率的影响最大。由分析结果初步认

为，超声波－乙醇／硫酸铵双水相体系提取鱼腥草总黄酮的最
佳条件：在鱼腥草质量为 ２．００ｇ的情况下，硫酸铵用量为
１６．００％，乙醇用量 ３２．５０％，料液比 １ｇ∶２０ｍＬ，提取温度
７０℃，处理时间５０ｍｉｎ。
２．５　平行试验结果

为进一步验证此正交试验结果的可考性和重现性，按照

所得最佳条件做了 ３次平行试验，总黄酮提取率分别为
３．００％、２．９７％、２．９４％，均值为２．９７％，ＲＳＤ为０．０３％。结
果表明，使用正交试验得出的方法，优化出了最佳提取工艺，

提取率均值为 ２．９７％，不但提取率较高，而且试验的重现
性好。

３　讨论

通过单因素试验、正交试验法，优选出鱼腥草总黄酮的双

水相最佳提取工艺：脱脂鱼腥草粉末 ２．０ｇ，乙醇用量
３２５０％，硫酸铵用量１６．００％，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，超声波功
率３００Ｗ，提取温度７０℃，处理时间５０ｍｉｎ。在此条件下，鱼
腥草总黄酮提取率为２．９７％。

超声波－乙醇／硫酸铵双水相联合提取法是一种新型的
液－液萃取技术，反应条件温和，提取时间短，提取效率高，操
作简便，不存在有机残留问题，是一种很有发展前景的联合提

取方法。
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