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　　摘要：以艾纳香为原料、艾纳香总黄酮得率为指标，采用超声辅助乙醇－硫酸铵双水相体系对艾纳香总黄酮提取
工艺进行单因素及Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面试验优化，并用羟自由基清除力、ＤＰＰＨ自由基清除力以及还原力与一般回
流提取所得的总黄酮的抗氧化能力进行比较研究。结果表明，艾纳香总黄酮超声辅助双水相提取的最佳工艺条件为

超声时间３１ｍｉｎ、（ＮＨ４）２ＳＯ４用量０．４ｇ／ｍＬ、液料比为３２ｍＬ∶１ｇ，此条件下提取的艾纳香总黄酮得率为（１３．３１±

０２１）％。对ＤＰＰＨ自由基、羟自由基有较强的清除能力以及较高的还原力，且超声辅助双水相提取的艾纳香总黄酮
抗氧化能力显著高于一般回流提取。
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　　艾纳香，别称大风叶、大风艾等，为菊科艾纳香属植物艾
纳香［Ｂｌｕｍｅａｂａｌｓａｍｉｆｅｒａ（Ｌ．）ＤＣ］新鲜或干燥地上部分，在
我国主要分布于广西、贵州等长江以南地区。其性味辛温，具

有温中活血、祛风除湿、杀菌止痒、消炎镇痛等功效。现代临

床主要应用于抗菌、杀虫、保肝及降血压、扩张血管、抑制交感

神经等［１－２］。主要含有黄酮类、挥发油等成分，其中艾纳香黄

酮类成分有抗肿瘤活性、抗氧化活性、抗酪氨酸激酶活性，开

发潜力大，市场前景广阔［３］。近年来“绿色化学”“环境友好

型”提取工艺备受青睐［４］。超声辅助提取是利用超声波技术

强化提取分离过程，能有效地缩短提取时间，提高产品的得

率，还可以减少化学与物理危害，提高产品质量［５］。双水相

提取是基于乙醇、异丙醇等有机物与无机盐形成的新型双水

相体系与传统的双水相体系，根据被分离物质在不同相中分

配系数的不同从而实现分离的方法［６－７］。目前醇－盐双水相
体系已经被广泛用于提取分离天然小分子化合物，成本低，萃

取相不含黏度大、难处理的聚合物，有利于醇类的回收和具有

良好的分离性能［８－９］。因此本研究以艾纳香总黄酮提取率为

指标，通过单因素及Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面试验进行优化超
声辅助双水相提取工艺条件，并用羟自由基清除力、ＤＰＰＨ自
由基清除力以及还原力对抗氧化能力进行研究，以期为艾纳

香黄酮的药用和食用研究提供一定的参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

１．１．１　材料　艾纳香叶采自贵州省罗甸艾纳香种植基地。
１．１．２　试剂　无水乙醇、（ＮＨ４）２ＳＯ４、铁氰化钾、无水
Ｎａ２ＣＯ３等试剂均为分析纯（国药集团化学试剂有限公司），
芸香苷标准品（含量≥９８％，西安汇林生物科技有限公司）。
１．１．３　仪器　数控超声清洗器（ＫＱ５２００ＤＥ，昆山市超声仪
器有限公司）；电子天平（ＦＡ１００４Ｂ，上海越平科学仪器有限公
司）；旋转蒸发器（上海上天精密仪器有限公司）；紫外－可见
分光光度计（ＵＶ－２５５０型，梅特勒 －托利多国际股份有限公
司）。

１．３　试验方法
１．３．１　双水相体系的确定及超声辅助双水相提取艾纳香总
黄酮的工艺　准确称取一定量艾纳香叶，经４０℃干燥后粉碎
装入三角烧瓶中。加入适量的乙醇 －硫酸铵溶液，按试验要
求在超声辅助条件下提取艾纳香总黄酮。浸提后以

３０００ｒ／ｍｉｎ冷冻高速离心２０ｍｉｎ。取上清液于４０℃下真空
旋转蒸发回收溶剂，所得浓缩液真空冷冻干燥，得艾纳香总黄

酮提取物。据前期预试验可知，当乙醇体积分数为４０％时，
（ＮＨ４）２ＳＯ４用量在０．２～０．６ｇ／ｍＬ能形成较稳定的双水相
体系。因此本试验固定乙醇体积分数为４０％进行其他工艺
参数的考察。

１．３．２　标准曲线的绘制　精确称取芸香苷标准品，４０％乙醇
配制得１３５．０ｍｇ／Ｌ的芸香苷储备液。精确吸取０、１．０、２．０、
３．０、４．０、５．０ｍＬ芸香苷储备液，依次加入４０％乙醇４．０ｍＬ、
５％亚硝酸钠溶液０．５ｍＬ、１０％硝酸铝溶液０．５ｍＬ，摇匀，静
置 ５ｍｉｎ，最后加入 ４％氢氧化钠溶液 ３ｍＬ，乙醇定容至
１０ｍＬ。充分摇匀，静置１５ｍｉｎ后，５０９ｎｍ下测定吸光度。得
吸光度Ｙ与浓度 Ｘ（ｍｇ／Ｌ）的标准回归方程 Ｙ＝０．１０１２Ｘ－
００００５，ｒ２＝０．９９９２。
１．３．３　单因素考察超声提取工艺　本试验针对超声时间
（１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ）、（ＮＨ４）２ＳＯ４用量（０．２、０．３、０．４、０．５、
０．６ｇ／ｍＬ）液料比［２０∶１、２５∶１、３０∶１、３５∶１、４０∶１
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（ｍＬ∶ｇ）］３个因素，保持其中２个变量固定不变，对另一个
变量进行单因素试验，以艾纳香总黄酮提取率为指标［１０－１１］，

以确定Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面设计所需的水平范围。
１．３．４　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面法优选艾纳香总黄酮提取工
艺　在单因素试验的基础上，选取微波功率、提取时间、液料
比 ３个对艾纳香总黄酮提取率影响较大的因素，采用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６提供的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验，以艾纳香
总黄酮提取率为指标优化提取工艺参数，试验设计如表１、表
２所示。

表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面试验因子与水平

水平

因素

Ａ：超声时间
（ｍｉｎ）

Ｂ：（ＮＨ４）２ＳＯ４
用量（ｇ／ｍＬ）

Ｃ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

－１ ２０ ０．３ ２５∶１
０ ３０ ０．４ ３０∶１
１ ４０ ０．５ ３５∶１

表２　艾纳香总黄酮提取的Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面试验设计
及评价指标

序号
Ａ：超声时
间（ｍｉｎ）

Ｂ：（ＮＨ４）２ＳＯ４
用量（ｇ／ｍＬ）

Ｃ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

总黄酮提

取率（％）

１ ３０ ０．４ ３０∶１ １３．２９
２ ３０ ０．４ ３０∶１ １３．２８
３ ３０ ０．４ ３０∶１ １３．２１
４ ３０ ０．３ ２５∶１ １２．８９
５ ３０ ０．５ ２５∶１ １３．０２
６ ３０ ０．４ ３０∶１ １３．１８
７ ２０ ０．４ ３５∶１ １２．５５
８ ４０ ０．４ ３５∶１ １２．８８
９ ３０ ０．４ ３０∶１ １３．２５
１０ ４０ ０．３ ３０∶１ １２．６５
１１ ２０ ０．３ ３０∶１ １２．１７
１２ ２０ ０．４ ２５∶１ １２．５８
１３ ４０ ０．４ ２５∶１ １２．３６
１４ ２０ ０．５ ３０∶１ １２．４６
１５ ３０ ０．５ ３５∶１ １３．０９
１６ ３０ ０．３ ３５∶１ １３．１４
１７ ４０ ０．５ ３０∶１ １２．４５

１．３．５　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定　以无水乙醇为溶剂，将
总黄酮配制成０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｇ／ｍＬ的溶液备用。
精确吸取上述不同浓度的溶液 ３００μＬ，与 ２ｍＬ０．００４％
ＤＰＰＨ溶液充分混合后室温下静置２０ｍｉｎ，在５１７ｎｍ处测其
吸光度（Ｄ１）。以不加提取液的ＤＰＰＨ为空白对照，测定溶液

在５１７ｎｍ处的吸光度（Ｄ０）。精确吸取上述不同质量浓度总
黄酮溶液３００μＬ，分别与２ｍＬ无水乙醇混合均匀后，以无水
乙醇为对照，测定各溶液在５１７ｎｍ处的吸光度（Ｄ２）

［１２］。同

法对回流提取得到的总黄酮的ＤＰＰＨ自由基清除能力进行测
定。计算公式为：

ＤＰＰＨ自由基清除率＝（１－
Ｄ１－Ｄ２
Ｄ０

）×１００％。

１．３．６　铁氰化钾还原法测定还原力　配制不同浓度的总黄
酮样品溶液，取１．５ｍＬ样品，加入１．５ｍＬ、ｐＨ值６．６的磷酸
盐缓冲液和１．５ｍＬ六氰合铁酸钾溶液，混匀后于５０℃恒温
２０ｍｉｎ，快速冷却后加入 １ｍＬ１０％ 三氯乙酸溶液，于

３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液１ｍＬ再加入１ｍＬ蒸馏
水和１ｍＬ０．１％ 三氯化铁溶液，充分混匀静置后，于 ７００ｎｍ
处测定吸光度，以吸光度表示还原能力［１３］。同法对回流提取

得到的总黄酮还原力进行测定。

１．３．７　羟自由基清除率　配制不同浓度的总黄酮样品溶液，
取１．５ｍＬ样品，分别加入１．０ｍＬ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的水杨酸溶
液、１．０ｍＬ５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＦｅＳＯ４溶液和２．０ｍＬ蒸馏水，充分混
匀，加入１．０ｍＬ５ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２，置于３７℃恒温水浴锅中
反应３０ｍｉｎ，再置于５１０ｎｍ处测定其吸光度，以蒸馏水作空
白参比［１４］。同法对回流提取得到的总黄酮羟自由基清除率

进行测定。

羟自由基清除率＝
Ｄ０－（Ｄ２－Ｄ１）

Ｄ[ ]
０

×１００％。

式中：Ｄ０为空白对照吸光度；Ｄ２为加Ｈ２Ｏ２样品溶液吸光度；
Ｄ１为不加Ｈ２Ｏ２样品溶液吸光度。

２　结果与分析

２．１　单因素考察艾纳香总黄酮超声辅助提取工艺
２．１．１　超声时间对艾纳香总黄酮提取率的影响　由图１－ａ
可知，随着超声时间的增加，艾纳香总黄酮提取率呈现先上升

后下降再保持稳定状态的趋势。当超声时间为３０ｍｉｎ时，艾
纳香总黄酮提取率为１２．９８％，继续延长超声时间，总黄酮提
取率维持在１２．４０％左右波动。这主要是由于超声波破坏了
某些黄酮类成分的结构而有所损失，造成提取率下降。因此

选定２０～３０ｍｉｎ为超声时间所需的水平范围。
２．１．２　（ＮＨ４）２ＳＯ４用量对艾纳香总黄酮提取率的影响　由
图１－ｂ可知，随着（ＮＨ４）２ＳＯ４用量的增加，艾纳香总黄酮提
取率先上升后稳定在一定水平。当（ＮＨ４）２ＳＯ４用量大于
０．４ｇ／ｍＬ时，提取率稳定在１２．７８％左右波动，当继续增加
（ＮＨ４）２ＳＯ４用量时总黄酮提取率并没有显著增加。这主要
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是由于（ＮＨ４）２ＳＯ４用量增加会与乙醇争夺体系中的水，使总
黄酮在乙醇相的含量减少，导致提取率下降。因此选定

０．３～０．５ｇ／ｍＬ为响应面设计（ＮＨ４）２ＳＯ４用量的水平范围。
２．１．３　液料比对艾纳香总黄酮提取率的影响　由图１－ｃ可
知，随着液料比的增加，艾纳香总黄酮提取率先上升后稳定在

一定水平，没有显著性增加。当液料比超过３５ｍＬ∶１ｇ时，
总黄酮提取率稳定在１２．８９％左右波动。主要是因为提取液
的增加可使艾纳香叶与提取溶剂充分接触，有利于总黄酮的

浸出，当液料比超过３５ｍＬ∶１ｇ时，总黄酮的提取基本达到
饱和状态。因此选定（２５～３５）ｍＬ∶１ｇ为响应面设计的水平。
２．２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面设计优化艾纳香总黄酮微波辅
助提取工艺

采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６提供的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验，
对各因素进行拟合，得到多元回归方程为：

Ｒ提取率 ＝２．８４１０＋０．３４９４Ａ＋２１．２６７５Ｂ＋０．０３０２Ｃ－
０１２２５ＡＢ＋２．７５００×１０－３ＡＣ－０．０９００ＢＣ－６．２６００×１０－３

Ａ２－１８．３５００Ｂ２－９．４０００×１０－４Ｃ２。
对艾纳香总黄酮提取率的回归模型进行方差及显著性分

析，结果见表３。该模型方程有显著性影响（Ｐ＜０．０００１），失
拟项不显著（Ｐ＝０．２０２１＞０．０５），说明在本试验条件下，该回
归模型所考察的因素足以反映试验中各提取工艺参数对总黄

酮提取率的影响。判定系数 Ｒ２＝０．９８６８，Ｒ２ａｄｊ＝０．９６９９，说
明回归模型与试验值拟合均较好，可用于艾纳香总黄酮提取

率的理论推测和分析，各因素影响大小依次为液料比 ＞超声
时间＞（ＮＨ４）２ＳＯ４用量。由 Ｆ检验可知，一次项中液料比对
总黄酮的提取率具有极显著影响（Ｐ＜０．０１），超声时间对总
黄酮的提取率具有显著影响（Ｐ＜０．０５）；交互项中超声时间
与（ＮＨ４）２ＳＯ４用量、超声时间与料液比之间的交互作用对总
黄酮提取率具有极显著影响（Ｐ＜０．０１）；在二次项中超声时
间、（ＮＨ４）２ＳＯ４用量对总黄酮提取率具有极显著影响（Ｐ＜
００１）；其他因素之间不显著（Ｐ＞０．０５），这与图２中３Ｄ效应
面图反映出的各因素间的交互作用相吻合。

表３　试验结果方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
回归模型 ２．１４ ９ ０．２４ ５８．３７ ＜０．０００１
Ａ ０．０４２ １ ０．０４２ １０．３３ ０．０１４８
Ｂ ３．６１３×１０－３ １ ３．６１３×１０－３ ０．８９ ０．３７７６
Ｃ ０．０８２ １ ０．０８２ ２０．１４ ０．００２８
ＡＢ ０．０６０ １ ０．０６０ １４．７４ ０．００６４
ＡＣ ０．０７６ １ ０．０７６ １８．５７ ０．００３５
ＢＣ ８．１００×１０－３ １ ８．１００×１０－３ １．９９ ０．２０１３
Ａ２ １．６５ １ １．６５ ４０５．１９ ＜０．０００１
Ｂ２ ０．１４ １ ０．１４ ３４．８２ ０．０００６
Ｃ２ ２．３２５×１０－３ １ ２．３２５×１０－３ ０．５７ ０．４７４５
残差 ０．０２９ ７ ４．０７２×１０－３

失拟项 ０．０２０ ３ ６．６０８×１０－３ ３．０５ ０．１５５１
净误差 ８．６８０×１０－３ ４ ２．１７０×１０－３

总和 ２．１７ １６

　　由Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件得出艾纳香总黄酮提取的
最佳工艺参数是超声时间 ３０．９２ｍｉｎ、（ＮＨ４）２ＳＯ４ 用量
０．４ｇ／ｍＬ、液料比为３２．２５ｍＬ∶１ｇ，总黄酮提取率的预测值
为１３．２９％。为便于生产试验需求，定为超声时间３１ｍｉｎ、

（ＮＨ４）２ＳＯ４用量０．４ｇ／ｍＬ、液料比为３２ｍＬ∶１ｇ，进一步验
证试验，得出的总黄酮提取率为（１３．３１±０．２１）％。该值与
预测值比较接近，因此选取此为超声辅助双水相体系提取艾

纳香总黄酮的工艺参数。

２．３　不同提取工艺提取的艾纳香总黄酮抗氧化活性
２．３．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定结果　由图３可知，回流
提取与超声辅助双水相提取得到的艾纳香总黄酮对ＤＰＰＨ自
由基均有较强的清除能力。浓度与ＤＰＰＨ自由基清除率存在
正相关关系，且超声辅助双水相提取的清除能力显著高于一

般回流提取（Ｐ＜０．０５）。当浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时，超声辅助
双水相提取法提取的艾纳香总黄酮对ＤＰＰＨ自由基清除率为
７８．８％，而回流提取的为７３．９％。
２．３．２　还原力测定结果　吸光度与样品的还原力具有正相
关关系，吸光度越大，样品的还原力越强。由图４可知，回流
提取与超声辅助双水相得到的艾纳香总黄酮均具有较强的还

原能力，说明不同提取法也均具有较强的抗氧化能力。在测

定的质量浓度范围内，艾纳香总黄酮的还原力随着浓度的升

高而增强，且超声辅助双水相提取的艾纳香总黄酮还原力显

著高于一般回流提取（Ｐ＜０．０５）。当浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时，
超声辅助双水相提取的吸光度Ｄ７００ｎｍ为１．３５。
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２．３．３　羟自由基清除率　由图５可知，回流提取与超声辅助
双水相提取得到的艾纳香总黄酮对羟自由基均有较强的清除

能力。随着总黄酮浓度的增加清除率也随之提高，且超声辅

助双水相提取的清除能力显著高于一般回流提取（Ｐ＜
００５）。当浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时，超声辅助提取法的清除率
为７５．９％，而回流提取为６９．１％。

３　结论

超声波提取时间短、温度低、效率高，是高效、节能、环保

式的提取方式［１５－１６］，结合乙醇 －硫酸铵双水相体系操作，具
有条件温和、处理量大、易于连续操作等优点，广泛应用于中

药材提取、生物工程、药物分析和金属分离等方面。本研究以

艾纳香为主要原料采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面设计对其总

黄酮超声辅助双水相提取工艺条件进行优化，并比较该法与

传统回流提取所得的总黄酮进行抗氧化能力比较。结果表

明，超声辅助双水相提取艾纳香总黄酮的最佳工艺条件为超

声时间 ３１ｍｉｎ、（ＮＨ４）２ＳＯ４ 的用量 ０．４ｇ／ｍＬ、液料比为
３２ｍＬ∶１ｇ，此条件下提取的艾纳香总黄酮得率为（１３．３１±
０．２１）％。且对ＤＰＰＨ自由基、羟自由有较强的清除能力以及
较高的还原力，且超声辅助双水相提取的艾纳香总黄酮抗氧

化能力显著高于一般回流提取。
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