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　　摘要：为优化枸骨总皂苷的提取工艺，研究枸骨总皂苷的抗氧化活性。用超声－微波协同萃取法，以提取时间、提
取功率、料液比为考察因素，在单因素试验基础上，采用响应曲面法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，简称 ＲＳＭ）Ｂｏｘ－
Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验设计，优化枸骨总皂苷的提取工艺；采用清除１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－
２－ｐｉｃｒｙｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，简称ＤＰＰＨ）自由基能力分析枸骨总皂苷的抗氧化活性。结果表明，采用超声 －微波协同萃取法，
在提取时间１８０ｓ、提取功率 １００Ｗ、料液比 １ｇ∶３０ｍＬ、乙醇体积分数 ８０％的条件下，枸骨总皂苷的提取率为
３．７３９３％；抗氧化试验结果表明，枸骨总皂苷浓度为６２．２４μｇ／ｍＬ时，对ＤＰＰＨ自由基的清除率为２４．２２％，表明响应
曲面法优化了枸骨总皂苷的提取工艺，枸骨总皂苷具有一定的抗氧化活性。
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　　枸骨（Ｉｌｅｘｃｏｒｎｕｔａ）为冬青科冬青属常绿植物，主要分布
于长江流域、秦岭山脉的局部及以南各地，是苦丁茶的主要植

物来源之一［１－２］。枸骨叶中含有多种对人体有益的成分包括

氨基酸、维生素、苦味素、脂多糖和多种微量元素［３］。其根、

枝、叶和果实均可入药，具有清火解毒、止渴生津的功效，主要

的活性成分是三萜皂苷：枸骨叶含有冬青苷Ⅰ甲酯（ｉｌｅｘｏｓｉｄｅ
Ⅰ ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ）、冬青苷Ⅱ（ｉｌｅｘｏｓｉｄｅⅡ）、苦丁茶苷等皂苷类
化合物［４－６］。皂苷广泛存在于植物体内，具有广泛的生物活

性和功能，如抗菌消炎、抗肿瘤、抗病毒、抗生育、免疫调节、降

血脂、保肝活性等作用［３，６－７］。

超声－微波协同萃取是近年来发展的一门新技术，用于
枸骨总皂苷的提取，不但操作简便、副产物少，而且能缩短提

取时间、增加提取率，还能降低操作费用，符合环境保护的要

求［８］。响应曲面法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，简称 ＲＳＭ）
可以采用二次回归方程拟合多个因素与多个响应值之间的函

数关系，通过回归方程分析寻求最佳工艺参数。响应曲面法

具有周期短、回归方程精度高、能研究多种因素间交互作用等

优点［８］。

关于枸骨叶皂苷提取的研究还很少［９－１０］，本研究拟通过

超声－微波的提取方法和响应曲面法确定枸骨叶中皂苷提取
的最佳工艺条件，并对其抗氧化作用进行探讨，为进一步开发

利用枸骨叶提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
材料：２０１６年７月于江西省九江市南湖公园采集枸骨叶

片，烘干，粉碎，过６０目筛，备用。
试剂：齐墩果酸标准品（上海如吉生物科技公司）；维生

素Ｃ对照品（ＢＴＨ，德国进口）；１，１－二苯基 －２－三硝基苯
肼（１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，简称 ＤＰＰＨ，南京奥多
福尼生物科技有限公司）；无水乙醇、正丁醇、过氧化氢

（３０％）、香草醛、冰醋酸、高氯酸，均为分析纯。
１．２　仪器与设备

超声－微波协同萃取仪（ＣＷ－２０００，新拓分析仪器科技
有限公司）；电子天平（ＢＳＡ１２４Ｓ，赛多利斯科学仪器有限公
司）；低速台式大容量离心机（ＴＤＬ－４０Ｂ，上海安亭科学仪器
厂）；可见分光光度计（７２１，天津普瑞斯仪器有限公司）；水浴
锅等。

１．３　试验方法
１．３．１　标准曲线的制备　精确称量齐墩果酸０．００５ｇ，用无
水乙醇溶解定容至１０ｍＬ；精准移取浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ的齐
墩果酸样品０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６ｍＬ标准溶液于６支
１０ｍＬ的试管中，水浴蒸干后分别加入０．３ｍＬ新配置的５％
香草醛 －冰醋酸溶液及 １．０ｍＬ高氯酸溶液，将它们置于
６０℃ 水浴锅中加热２０ｍｉｎ，取出后用流水冷却至室温后在试
管中分别加入５．０ｍＬ冰醋酸，摇匀。在５６０ｎｍ波长处测吸
光度［１０－１１］。以吸光度为纵坐标、齐墩果酸浓度为横坐标，绘

制标准曲线，求得回归方程为 ｙ＝０．２６２ｘ＋０．１３１４（ｒ２ ＝
０．９９８６）。
１．３．２　枸骨叶皂苷提取流程　提取流程：枸骨叶烘干—粉
碎—过６０目筛—超声－微波协同萃取仪提取枸骨中的皂苷
（２次）—抽滤、合并提取液—水浴旋转蒸发—加入正丁醇—
水浴旋转蒸发—加入过氧化氢—水浴加热（９９℃）—定容至
１０ｍＬ得样品溶液［１２－１５］。取样品溶液０．２ｍＬ，采用“１．３．１”
节的方法测定吸光度，按上述回归方程，计算总皂苷的含量。

提取率＝ｍ２／ｍ１×１００％。
式中：ｍ２为提取到的枸骨总皂苷的质量（ｇ）；ｍ１为枸骨叶粉
末的质量（ｇ）。
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１．３．３　单因素试验　在开启超声波的条件下，以乙醇体积分
数８０％为溶剂［９］、固定提取时间为２４０ｓ、提取功率为１８０Ｗ，
分析料液比分别为 １∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０、１∶６０
（ｇ∶ｍＬ）对枸骨总皂苷提取率的影响；固定提取时间为
２４０ｓ、料液比为 １ｇ∶３０ｍＬ，考察微波功率分别为 ６０、１２０、
１８０、２４０、３００Ｗ对枸骨总皂苷提取率的影响；固定提取功率
为１２０Ｗ、料液比为 １ｇ∶３０ｍＬ，考察提取时间分别为１２０、
１８０、２４０、３００、３６０ｓ对枸骨总皂苷提取率的影响。
１．３．４　响应曲面试验设计　在单因素试验的基础上，根据
Ｂｏｘ－ｂｅｎｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ中心组合试验设计原理，以提取时间、
提取功率、料液比为自变量，以枸骨总皂苷提取率为响应值，

设计３个因素３个水平的响应曲面分析试验，建立枸骨总皂
苷提取工艺条件的二次模型。因素水平见表１。
表１　响应曲面分析枸骨总皂苷提取工艺试验的因素和水平

水平
Ａ：提取时间
（ｓ）

Ｂ：微波功率
（Ｗ）

Ｃ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

－１ １２０ ６０ １∶２０
０ １８０ １２０ １∶３０
１ ２４０ １８０ １∶４０

１．３．５　抗氧化试验　本试验采用的方法是通过测定皂苷清
除ＤＰＰＨ自由基的能力判断枸骨总皂苷的抗氧化能力［１２－２０］。

溶液的制备：（１）ＤＰＰＨ溶液的制备：取０．００２０ｇＤＰＰＨ
固体，用９５％乙醇溶液溶解，定容至２５ｍＬ摇匀，现配现用；
维生素Ｃ对照品（ＢＴＨ）溶液的制备：取０．００２２ｇＢＴＨ固体，
用９５％乙醇溶液溶解，定容至５０ｍＬ，现配现用。

枸骨总皂苷抗氧化性试验：吸取２ｍＬＤＰＰＨ溶液于试管
中，加入２ｍＬ样品溶液，摇匀，常温下避光反应 ４５ｍｉｎ，在
５１７ｎｍ波长处测定其吸光度，记为样品吸光度ＤＡ１；取样品溶
液２ｍＬ，加入８０％乙醇溶液，摇匀，常温下避光反应４５ｍｉｎ，
测其吸光度；记为干扰吸光度ＤＡ２；取２ｍＬ８０％乙醇溶液，再
加入２ｍＬＤＰＰＨ溶液，摇匀，常温下避光反应４５ｍｉｎ，测定其
吸光度，记为对照吸光度ＤＡ０。样品设有６组浓度梯度，每组
３个平行。清除率＝１－（ＤＡ１－ＤＡ２）／ＤＡ０×１００％。

维生素Ｃ标准品对照试验：分别吸取ＢＴＨ溶液２．５、３３、
５．０、６．６、８．３、９．１、１０．０ｍＬ用 ９５％乙醇溶液定容至
２５．０ｍＬ，摇匀。分别取２．０ｍＬ于具塞试管中，加入２．０ｍＬ
ＤＰＰＨ溶液，摇匀，避光反应４５ｍｉｎ，测其吸光度，记为样品吸
光度 ＤＢ１；取稀释液各 ２．０ｍＬ于具塞试管中，分别加入
２．０ｍＬＤＰＰＨ溶液，摇匀，避光反应４５ｍｉｎ，测其吸光度，记为
干扰吸光度 ＤＢ２；取 ２．０ｍＬ９５％乙醇溶液，再加入 ２．０ｍＬ
ＤＰＰＨ溶液，摇匀，常温下避光反应４５ｍｉｎ，测定其吸光度，记
为对照吸光度ＤＢ０。清除率＝１－（ＤＢ１－ＤＢ２）／ＤＢ０×１００％。
１．３．６　数据处理　采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件作图，Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８．０．６软件进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　料液比对枸骨总皂苷提取率的影响　在微波功率
１８０Ｗ、提取时间２４０ｓ的条件下，分析不同料液比对枸骨总
皂苷提取率的影响。如图１所示，当料液比小于１ｇ∶３０ｍＬ
时，随着料液比的增加，枸骨总皂苷含量呈上升趋势。提取剂

的增加，更有利于枸骨总皂苷的溶出，这是因为溶剂和原料间

的浓度差越大，其提取效率就越高，目标物质就越容易溶出，

当料液比超过１ｇ∶３０ｍＬ时，枸骨总皂苷含量有下降的趋
势，可能是由于溶剂过大，超声波协同微波的能量在相同时间

提供的热量被提取剂吸收的比例增加以及空化效应和机械效

应等效应的强度减弱等影响了提取效率。因此选择液料比

１ｇ∶３０ｍＬ于后面的试验继续考察。

２．１．２　微波功率对枸骨总皂苷提取率的影响　由图２可知，
在微波功率为１２０Ｗ之前，枸骨总皂苷提取率呈上升趋势，
随后就开始下降。可能由于随着微波功率的增加，物质的加

热程度也随之增加，使枸骨总皂苷更容易被提取出来，即皂苷

提取效率增加。在微波功率达到１２０Ｗ之后，枸骨总皂苷提
取率有减少趋势，这可能是由于高微波功率导致的热效应使

枸骨总皂苷分解。因此，１２０Ｗ为最佳微波功率。

２．１．３　超声－微波协同提取时间对枸骨总皂苷提取率的影
响　由图３可知，在超声－微波协同提取时间为１８０ｓ之前，
枸骨总皂苷不能充分地转移到溶液中，随着提取时间的延长，

枸骨总皂苷的提取率增加，在１８０ｓ时达到峰值，提取时间继
续延长，枸骨总皂苷提取率明显下降，这可能是因为随着微波

时间的延长，温度急剧升高，导致皂苷分解。因此，１８０ｓ为最
佳提取时间。

２．２　响应曲面法分析枸骨总皂苷的提取工艺
２．２．１　响应曲面法分析枸骨总皂苷的提取工艺试验设计及
结果　根据单因素试验结果，以提取时间、微波功率和液料比
为自变量，按表１中的因素、水平，利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６
软件，采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计响应曲面试验方案。如表２所
示，共１７个试验点，其中１２个为析因点，５个为零点，析因点
为自变量取值在Ａ、Ｂ、Ｃ所构成的三维顶点；零点为区域的中
心点，其中零点试验重复５次，用以估算试验误差。

—６０２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２２期



表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ分析枸骨总皂苷提取工艺的试验结果

试验号 提取时间 提取功率 料液比 皂苷提取率（％）
１ １ １ ０ １．０８７
２ ０ ０ ０ ３．６４２
３ ０ －１ －１ ２．５１３
４ －１ ０ －１ １．２３５
５ ０ ０ ０ ３．６０９
６ －１ －１ ０ ２．７９７
７ １ ０ －１ ２．１５６
８ －１ １ ０ １．６９５
９ ０ －１ １ ２．７６８
１０ ０ １ －１ １．７０９
１１ －１ ０ １ １．９７３
１２ ０ ０ ０ ３．５３８
１３ １ ０ －１ １．９３７
１４ １ －１ ０ ２．２１３
１５ ０ ０ ０ ３．８４２
１６ ０ －１ －１ ２．５６０
１７ ０ ０ ０ ３．７１７

２．２．２　响应曲面法分析枸骨总皂苷提取工艺模型的建立及
显著性检验　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件通过逐步回归对
表２数据进行多元回归拟合，得到枸骨总皂苷提取率对提取
时间、提取功率、料液比的回归方程为Ｙ（％）＝３．６７－００３８Ａ－
０．４２Ｂ＋０．１９Ｃ＋０．００６Ａ×Ｂ－０．２４Ａ×Ｃ＋０．１２Ｂ×Ｃ－
１１３Ａ２－０．５９Ｂ２－０．７１Ｃ２。

对模型进行方差分析，结果见表３。由表３可知，该模型
具有高度显著性（Ｐ＜０．０１），失拟项不显著（Ｐ＝０．７３），Ｒ２ａｄｊ＝
０．９１２６，Ｒ２＝０．９３８７，信噪比为１１．９１０，远大于４，可知回归
方程拟合度和可信度均较高，说明这种试验方法是准确可靠

的，使用该方程模拟真实的３个因素３个水平的分析是可行
的。在所选的各因素水平范围内，对结果的影响排序为微波

处理功率 ＞液料比 ＞提取时间。模型的复相关系数 Ｒ２为
９３．８７％，大于９０％，说明模型拟合程度良好，试验误差小，该
模型是合适的。因此可以用该模型方程来分析和预测不同提

取条件下枸骨总皂苷提取率的变化。由表３的 Ｐ值可知，方
程中Ｂ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对枸骨总皂苷提取率 Ｙ值的影响极显著，
表明试验因素对响应值的影响不是简单的线性关系，二次项

对响应值也有很大的影响，交互项作用的影响较小。这与模

拟回归中线性和二次项影响显著相对应。

２．２．３　枸骨总皂苷提取工艺的响应曲面分析与优化　根据
二次模型得到的等高线及响应曲面可以评价试验因素之间的

表３　拟合二次多项式模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型　 １１．９３０ ９ １．３３０　 １１．９１０ ０．００１８

Ａ ０．０１２ １ ０．０１２ ０．１１０ ０．７５４３
Ｂ １．４００ １ １．４００ １２．５４０ ０．００９５

Ｃ ０．２９０ １ ０．２９０ ２．６１０ ０．１５０１
ＡＢ ０．０２６ １ ０．０２６ ０．０６４ ０．９７２３
ＡＣ ０．２３０ １ ０．２３０ ２．０６０ ０．１９４７
ＢＣ ０．０６１ １ ０．０６１ ０．５５０ ０．４８１８
Ａ２ ５．３７０ １ ５．３７０ ４８．２６０ ０．０００２

Ｂ２ １．４８０ １ １．４８０ １３．２７０ ０．００８３

Ｃ２ ２．１５０ １ ２．１５０ １９．３２０ ０．００３２

残差　 ０．０００７８０ ７ ０．０００１１０ ９９．９８０ ０．０００９
失拟性 ０．００００７３ ３ ０．０００２４０
纯误差 ０．００５４００ ４ ０．０００１３０
总差　 １２．７１００００ １６

　　注：“”表示Ｐ＜０．０１，模型或考察因素有极显著影响；Ｒ２＝

０．９３８７，Ｒ２ａｄｊ＝０．９１２６。

交互作用强度，确定各因素的最佳水平范围。从图４至图９
中的响应曲面最高点及其等高线可知，在所选范围内存在极

值，即响应曲面最高点，同时也是等高线最小椭圆的中心点。

由图４、图５可知，当料液比为１ｇ∶３０ｍＬ时，在提取时
间 １２０～１８０ｓ的范围内皂苷提取率先迅速增加，在１８０ｓ之
后皂苷提取率有下降的趋势。在微波处理功率 ６０～１２０Ｗ
范围内，皂苷提取率不断增加，之后随着提取时间的延长，皂

苷提取率有下降的趋势。随着提取时间和微波功率的增加，

皂苷提取率先迅速增加，达到最高点之后略有下降的趋势。

　　从图６、图７可以看出，当微波处理功率为１２０Ｗ时，随
时间的延长、液料比的增大，皂苷提取率逐渐升高，达到最高

点之后有下降的趋势。

由图８、图 ９可知，当提取时间为 １８０ｓ时，在料液比
１ｇ∶（２０～３０）ｍＬ范围内，皂苷提取率不断增加，之后随着
微波功率的增大，皂苷提取率有下降趋势。微波处理功率在

６０～１２０Ｗ范围内，提取率不断增加，之后随着液料比的增
大，皂苷提取率有下降趋势。

从图４至图９中的响应曲面及其等高线可以看出，等高
线呈椭圆，说明提取时间和微波功率、微波功率和液料比、料

液比和提取时间之间交互影响明显，响应曲面陡峭说明枸骨

总皂苷提取率受提取时间、微波功率和料液比的变化敏感，也

表明各因素对枸骨总皂苷的影响不是简单的线性关系。

—７０２—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２２期



　　通过软件分析，得到皂苷提取的最佳条件为提取时间
１７９．９６ｓ，微波处理功率９８．８４Ｗ，料液比１∶３０（ｇ∶ｍＬ），在
此条件下皂苷提取率的理论值为３．７４２９％。为检验响应曲
面法所得结果的可靠性，采用上述优化提取条件进行皂苷提

取率提取，考虑到实际操作的便利，将提取工艺参数修正为提

取时间１８０ｓ、微波处理功率１００Ｗ、料液比１∶３０（ｇ∶ｍＬ），５
次平行试验皂苷提取率分别为 ３．７３１２％、３．７４０８％、
３．７４１３％、３．７４４１％、３．７３９２％，平均皂苷提取率为
３．７３９３％，数据重现性良好，偏差不大，吸光度测量值稳定，
说明每次测定的皂苷含量稳定，证明该结果是合理可靠的。

２．３　抗氧化活性试验
由图１０可知，枸骨总皂苷在１０～６５μｇ／ｍＬ浓度范围内，

随着枸骨总皂苷浓度的升高，对ＤＰＰＨ清除率增强，当枸骨总
皂苷浓度为６５μｇ／ｍＬ时清除率达最大值，为２５％；之后随着
枸骨总皂苷浓度的升高，对ＤＰＰＨ清除效果有下降趋势。从

图１１可知，维生素Ｃ在低浓度的条件下即可对ＤＰＰＨ表现出
很强的清除能力，当维生素 Ｃ浓度超过１６μｇ／ｍＬ时随浓度
的升高清除率下降。

总之，枸骨总皂苷具有较强的抗氧化能力，但它对 ＤＰＰＨ
的清除效果要小于维生素Ｃ的作用效果，这可能是因为使用
枸骨总皂苷粗提物进行抗氧化试验，含有较多的其他化合物，

从而影响了其对ＤＰＰＨ的清除效果。

３　结论与讨论

在单因素试验的基础上，利用响应曲面法对枸骨总皂苷

超声－微波协同提取工艺参数进行优化研究，选择超声 －微
波协同提取时间、微波功率以及料液比为自变量，总皂苷提取

率为响应值，采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计方法，研究各自变量及
其交互作用对总皂苷提取率的影响。利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件
对数据进行回归分析，得到二次多项式回归方程的预测模型。

结果表明，枸骨总皂苷超声－微波协同提取的优化工艺条件
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为超声－微波协同提取时间１８０ｓ、微波功率１００Ｗ、料液比
１∶３０（ｇ∶ｍＬ）。在此工艺条件下枸骨总皂苷理论提取率为
３．７４２９％，实测提取率为３．７３９３％。张风礼等利用浸提法，
通过乙醇体积分数、料液比、提取温度、提取时间等单因素和

正交试验法优化枸骨叶总皂苷的提取工艺，结果以８０％乙醇
水溶液为溶剂，料液比１ｇ∶１０ｍＬ，６５℃浸提取１．５ｈ时总皂
苷提取率高提取率达４．５１％［１０］。虽然利用该工艺提取枸骨

叶总皂苷提取率达４．５１％，但该工艺提取时间长，耗能较高，
而本试验利用超声－微波协同提取枸骨叶总皂苷的方法具有
操作简便、提取时间短、耗能较少等特点。

枸骨叶是苦丁茶的主要源植物之一，作为日常保健饮品，

具有减肥、强身健体的功效，近年来多数学者对枸骨叶药理学

进行了研究［３，６］。结果表明，枸骨叶具有抗心肌缺血、降血

脂、抗菌、免疫、抑制抗生育和抗氧化等广泛的药理作

用［２０－２７］。旷春桃等在新鲜肥肉熬制的猪油中分别添加自制

的０．０２％枸骨叶多酚类提取物，来检测枸骨叶多酚类提取物
的抗氧化能力，结果表明枸骨叶多酚类提取物能有效抑制猪

油的氧化，表现出较强的抗氧化活性［１９］。本试验通过对

ＤＰＰＨ的清除力来检测不同浓度的枸骨总皂苷体外抗氧化活
性，结果显示枸骨总皂苷浓度为６２．２４μｇ／ｍＬ时，对ＤＰＰＨ自
由基的清除率为２４．２２％，进一步说明枸骨叶有较强的抗氧
化能力。
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