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　　摘要：以野生蕨菜为原料，采用超声波辅助提取法，研究不同提取条件对野生蕨菜中总黄酮含量的影响及其清除
１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基的能力。首先在单因素试验基础上考察各因素对野生蕨菜总黄酮提取
率的影响，然后采用正交试验优化野生蕨菜总黄酮的提取工艺条件，同时比较其与维生素Ｃ在清除ＤＰＰＨ自由基方面
的差异。结果表明，超声辅助提取野生蕨菜中总黄酮的最优条件：超声功率２４０Ｗ，料液比１ｇ∶３５ｍＬ，超声时间
７０ｍｉｎ，超声温度６０℃。其中的显著影响因素是超声功率、超声温度，在最优条件下超声波辅助提取野生蕨菜中总黄
酮的提取率可以达到 ３．３４％。另外，野生蕨菜黄酮类化合物对ＤＰＰＨ自由基的清除率比相同浓度的维生素Ｃ溶液清
除率高，其ＩＣ５０值为 ０．００５ｍｇ／ｍＬ，说明野生蕨菜总黄酮具有很好的抗氧化活性，从而为其综合开发提供了一定的理

论依据。
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　　被誉为“山菜之王”的蕨菜自古享有诸多美誉，它富含对
人体有益的多种营养成分，并且随着科学技术的发展和研究

的进步，人们发现其具有清热化痰的药用价值。据相关文献

报道，野生蕨菜中富含黄酮类物质。现代药理研究表明，黄酮

是一类天然色素及苷类物质的总称，药用价值很高。黄酮具

有清除自由基、抗凝等作用［１］，还具有抗白血病、抗辐射、抗

肿瘤等作用［２］，此外，黄酮类化合物对内分泌也有一定的

影响。

目前有多种黄酮提取方法，但在众多方法中，有机溶剂提

取法存在溶剂成本高、毒性大等缺点，大孔树脂吸附法的重现

性差、预处理麻烦，酶提取法、超临界流体提取法都存在成本

偏高的劣势，只有超声波辅助提取法能高效地提取蕨菜中的

黄酮类物质，既能降低成本，又能缩短提取时间。但是对蕨菜

黄酮的超声波辅助提取未见报道，因此本研究以野生蕨菜为

对象，采用单因素试验与正交试验相结合的方法，考察超声波

辅助提取野生蕨菜总黄酮的优选工艺及其清除１，１－二苯
基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基的能力，以期为野生蕨菜
的综合开发利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
野生蕨菜，产自黑龙江伊春。

１．２　试剂与仪器
芸香苷标准品（纯度＞９９％），购自成都市科龙化工试剂

厂；ＤＰＰＨ，购自西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；亚硝
酸钠、无水乙醇、维生素Ｃ、硝酸铝等，均为分析纯。试验用水
均为二次蒸馏水。

ＫＱ－４００ＫＤＥ型高功率数控超声波清洗器，昆山市超声
仪器有限公司；ＵＶ－２５００紫外 －可见分光光度计，日本岛津
公司等。

１．３　试验方法
１．３．１　野生蕨菜的预处理　将野生蕨菜用蒸馏水洗净，然后
放于６０℃烘箱中干燥，最后用粉碎机粉碎并过１００目筛，装
瓶置于阴凉处备用。

１．３．２　最大吸收波长的选择　野生蕨菜中的黄酮类物质中
含有游离的羟基，在一定条件下能与金属铝离子形成金属络

合物而显色，所以本试验中选择硝酸铝比色法测定野生蕨菜

中的总黄酮含量［３］。

准确称取１００ｍｇ芸香苷标准品，置于５０ｍＬ容量瓶中，
加约３０ｍＬ５０％乙醇，在水浴中加热溶解，放冷，加５０％乙醇
稀释到刻度，混合均匀，准确量取５ｍＬ上述溶液于１００ｍＬ容
量瓶中，用蒸馏水定容，混合摇匀，即得０．１００ｍｇ／ｍＬ芸香苷
标准乙醇溶液。

准确量取２．０ｍＬ芸香苷标准溶液于２５ｍＬ比色管中，加
入１．０ｍＬ５％亚硝酸钠溶液，混合摇匀，静置 ６ｍｉｎ再加
１．０ｍＬ１０％硝酸铝溶液，混合均匀，静置 ６ｍｉｎ，最后加
１０．０ｍＬ４％氢氧化钠溶液，加５０％乙醇定容后，混合均匀，静
置１５ｍｉｎ。取另一个比色管加１ｍＬ５％亚硝酸钠，再加１ｍＬ
１０％硝酸铝，最后加１０ｍＬ４％氢氧化钠，加５０％乙醇定容至
刻度作为空白对照，在２００～８００ｎｍ波长范围内进行紫外扫
描，由图１可见，在５１３ｎｍ处有最大吸收峰，因此本试验选择
５１３ｎｍ为测定波长。
１．３．３　芸香苷标准曲线的绘制　准确量取芸香苷标准品乙
醇溶液０．０、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０、６．０ｍＬ，分别置于２５ｍＬ
比色管中，加１．０ｍＬ５％亚酸钠溶液，混合均匀，静置６ｍｉｎ，

—４９１— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２３期



然后加１．０ｍＬ１０％硝酸铝溶液，混合均匀，静置 ６ｍｉｎ，再然
后加１０ｍＬ４％氢氧化钠溶液，最后加５０％乙醇定容到刻度，
混合均匀，静置１５ｍｉｎ，在波长５１３ｎｍ处测定吸光度。由图２
可知，回归方程为Ａ＝１０．９９３Ｃ－０．０００７，ｒ２＝０．９９７。结果表
明，芸香苷标准品浓度在４～２４μｇ／ｍＬ范围内，吸光度与浓
度线性关系良好。

１．３．４　样品的测定［４］　准确称取１．００００ｇ野生蕨菜于锥形
瓶中，超声提取，常压过滤，用乙醇溶剂洗至滤液无色即得到

待测液。准确移取２．０ｍＬ野生蕨菜待测液于２５ｍＬ比色管
中，用“１．３．２”节的显色方法测定吸光度，代入标准方程计算
野生蕨菜中总黄酮含量和提取率，其中总黄酮含量的计算公

式：总黄酮含量 ＝（提取液中总黄酮的质量／样品质
量）×１００％。
１．３．５　单因素试验［５］　（１）超声功率对野生蕨菜中总黄酮
提取率的影响。准确称取 ５份野生蕨菜粉末，每份
１．００００ｇ，分别加入３０ｍＬ７０％（体积分数）乙醇，超声温度
为５０℃，分别在１６０、２００、２４０、２８０、３２０Ｗ的功率下超声提取
４０ｍｉｎ，常压过滤至滤液无色，测量提取液体积并取２．０ｍＬ
提取液于２５ｍＬ比色管中，采用硝酸铝比色法测定溶液吸光
度，计算蕨菜的总黄酮含量。

（２）料液比对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响。准确称
取５份野生蕨菜粉末，每份１．００００ｇ，分别加入２５、３０、３５、
４０、４５ｍＬ７０％（体积分数）乙醇，在超声温度为５０℃、超声功
率为２４０Ｗ的条件下超声提取４０ｍｉｎ，其余步骤同（１）。

（３）超声时间对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响。准确
称取５份野生蕨菜粉末，每份 １．００００ｇ，分别加入 ３０ｍＬ
７０％（体积分数）乙醇，分别在５０℃超声温度、２８０Ｗ超声功
率下超声提取３０、５０、７０、９０、１１０ｍｉｎ，其余步骤同（１）。

（４）乙醇浓度对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响。准确

称取５份野生蕨菜粉末，每份１．００００ｇ，分别加入３０ｍＬ体
积分数为４０％、５０％、６０％、７０％、８０％的乙醇，在２８０Ｗ超声
功率、５０℃超声温度下超声提取９０ｍｉｎ，其余步骤同（１）。

（５）超声温度对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响。准确
称取５份野生蕨菜粉末，每份 １．００００ｇ，分别加入 ３０ｍＬ
６０％（体积分数）乙醇，分别在２５、３０、４０、５０、６０℃温度下以
２８０Ｗ的超声功率超声提取７０ｍｉｎ，其余步骤同（１）。
１．３．６　正交试验［６］　在单因素基础上，选取超声功率、料液
比、超声时间、超声温度作为考察因素，以野生蕨菜中总黄酮

含量为目标，每个因素设３个水平，采用 Ｌ９（３
４）的正交设计

试验，因素水平设计如表１所示。

表１　正交试验因素与水平

水平

因素

Ａ：超声功率
（Ｗ）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：超声时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：超声温度
（℃）

１ ２４０ １∶２５ ５０ ４０
２ ２８０ １∶３０ ７０ ５０
３ ３２０ １∶３５ ９０ ６０

１．３．７　野生蕨菜中总黄酮与维生素 Ｃ分别清除 ＤＰＰＨ自由
基的测定　（１）蕨菜总黄酮清除 ＤＰＰＨ自由基测定。准确称
取２５ｍｇＤＰＰＨ，用无水乙醇定容于１００ｍＬ棕色容量瓶中，制
得 ＤＰＰＨ母液，于冰箱中避光保存，用时稀释 ５倍，得
５０ｍｇ／ｍＬＤＰＰＨ溶液。另将野生蕨菜提取液分别配成
０．０２６４、０．０２１１、０．０１５８、０．０１０６、０．００７９、０．００５３、０．００４
０、０．００２６、０．００１３ｍｇ／ｍＬ９个浓度，反应３０ｍｉｎ后于１ｃｍ
比色皿中测定其在５１７ｎｍ处的吸光度。

（２）维生素 Ｃ清除 ＤＰＰＨ自由基测定。准确称取
２６．４ｍｇＶＣ，用６０％乙醇溶液定容于５０ｍＬ容量瓶中，制得
ＶＣ母液，取 １０ｍＬ母液稀释于 ５０ｍＬ容量瓶中，得
０．０５２８ｍｇ／ｍＬＶＣ溶液。ＶＣ浓度梯度与ＤＰＰＨ自由基清除
试验中蕨菜浓度一致，反应３０ｍｉｎ后于１ｃｍ玻璃比色皿中
测定其在５１７ｎｍ处的吸光度。

按下列公式计算ＤＰＰＨ自由基的清除率：清除率 ＝［１－
（Ｄｓ－Ｄｃ）／Ｄ０×１００］×１００％，其中抗氧化剂清除自由基能力
采用清除率为５０％时所对应的抗氧化剂溶液浓度（即 ＩＣ５０
值）表示。式中：Ｄ０为 ４．０ｍＬ５０ｍｇ／ＬＤＰＰＨ乙醇溶液 ＋
１．０ｍＬ６０％乙醇溶液的吸光度；Ｄｓ为４．０ｍＬ５０ｍｇ／ＬＤＰＰＨ
乙醇溶液 ＋１．０ｍＬ不同浓度样品溶液的吸光度；Ｄｃ为
４．０ｍＬ无水乙醇溶液 ＋１．０ｍＬ不同浓度样品溶液的吸
光度［７］。

２　结果与分析

２．１　单因素试验分析
２．１．１　超声功率对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响　如图
３所示，在１６０～２４０Ｗ超声功率范围内，野生蕨菜中总黄酮
的提取率缓慢升高；在２４０～２８０Ｗ超声功率范围内，提取率
迅速提高，在２８０Ｗ超声功率处理下，野生蕨菜中总黄酮的
提取率达到最大值；但从２８０Ｗ超声功率开始，提取率急剧
下降，这可能是因为超声功率达到一定程度时会破坏黄酮类

分子的结构，使黄酮含量降低［６］。因此，确定２８０Ｗ为最佳
超声功率。
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２．１．２　料液比对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响　如图４
所示，在料液比１ｇ∶２５ｍＬ～１ｇ∶３０ｍＬ的范围内，野生蕨菜
中总黄酮的提取率逐渐提高，但从料液比为１ｇ∶３０ｍＬ开
始，溶剂越多，野生蕨菜中总黄酮的提取率急剧降低。这可能

是由于随着溶剂的增多，所溶解的杂质也增多，从而使黄酮提

取率降低。综合提取效果与减少溶剂用量等方面［８］，确定最

佳料液比为１ｇ∶３０ｍＬ。

２．１．３　超声时间对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响　如图
５所示，野生蕨菜中总黄酮的提取率随着超声时间的增加呈
现先提高后降低的趋势，这可能是由于过长的提取时间破坏

了黄酮类化合物的结构，降低了总黄酮的含量。所以，确定最

佳超声时间为７０ｍｉｎ。

２．１．４　乙醇浓度对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响　如图
６所示，野生蕨菜中总黄酮的提取率随着乙醇浓度的增加呈
现先提高后降低的趋势，这可能是由于高浓度乙醇溶解了部

分脂溶性化合物，导致溶解黄酮化合物的能力降低［５］。因

此，确定最佳乙醇浓度为６０％。
２．１．５　超声温度对野生蕨菜中总黄酮提取率的影响　如图

７所示，野生蕨菜中总黄酮的提取率随着超声温度的逐渐上
升呈现先提高后降低的趋势，这可能由于温度过高，溶剂挥

发，使得野生蕨菜中总黄酮提取率降低［５］。所以，确定５０℃
为最佳超声温度。

２．２　正交试验结果
根据表２正交试验结果可知，各因素对野生蕨菜总黄酮

提取率影响大小顺序为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即超声温度 ＞超声功
率＞超声时间＞料液比，野生蕨菜中总黄酮超声提取最佳的
条件 组 合 为 Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即 超 声 功 率 ２４０Ｗ，料 液 比
１ｇ∶３５ｍＬ，超声时间７０ｍｉｎ，超声温度６０℃。由表３分析
可知，显著的影响因素是超声功率和超声温度。

表２　正交试验结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 提取率

（％）

１ １ １ １ １ ３．０４４
２ １ ２ ２ ２ ３．１００
３ １ ３ ３ ３ ３．１９２
４ ２ １ ２ ３ ３．０７５
５ ２ ２ ３ １ ２．８０１
６ ２ ３ １ ２ ２．９６３
７ ３ １ ３ ２ ２．８９７
８ ３ ２ １ ３ ３．０３１
９ ３ ３ ２ １ ２．８６６
ｋ１ ３．１１２ ３．００５ ３．０１３ ２．９０４
ｋ２ ２．９４６ ２．９７７ ３．０１４ ２．９８７
ｋ３ ２．９３１ ３．００７ ２．９６３ ３．０９９
Ｒ ０．１８１ ０．０３０ ０．０５１ ０．１９５

２．３　验证试验
为了更好地考察正交试验的最优工艺的稳定性，根据分

析结果，选取最优提取条件即超声功率２４０Ｗ，料液比
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表３　方差分析结果

类别 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｆ临界值 Ｐ值
Ａ １．１２６ ２ ０．５６３ ５６３ ９９ ＜０．０１
Ｂ ０．００２ ２ ０．００１ １ １９
Ｃ ０．００５ ２ ０．００２５ ０．００２５ １９
Ｄ ０．０５８ ２ ０．０２９ ２９ １９ ＜０．０５
误差 ０．００１ ２ ０．００１

１ｇ∶３５ｍＬ，超声时间 ７０ｍｉｎ，超声温度 ６０℃，乙醇浓度
６０％，进行３次平行试验。结果表明，蕨菜总黄酮提取率达到
３．３４％，说明此工艺可行。
２．４　蕨菜中总黄酮与维生素Ｃ分别清除ＤＰＰＨ自由基

ＤＰＰＨ自由基作为一种十分稳定、能长时间保存的自由
基，当它在适当的介质条件下会被还原［９－１０］，消除了该自由

基，溶液中化合物的颜色会由原来的紫色变成淡黄色［１１］。

如表４、图８所示，清除ＤＰＰＨ自由基的能力随着维生素
Ｃ质量浓度的增加在逐渐增强：当维生素 Ｃ的质量浓度达到
０．０２１１ｍｇ／ｍＬ时，维生素 Ｃ的清除率达到７５．８３％，其清除
能力也趋于稳定状态，维生素 Ｃ清除率达到 ＩＣ５０值所对应的
浓度为 ０．０１４ｍｇ／ｍＬ。清除ＤＰＰＨ自由基的能力随着蕨菜总
黄酮 质 量 浓 度 的 增 大 而 增 强，当 质 量 浓 度 达 到

０．０１５８ｍｇ／ｍＬ时，其清除率达到８７．９６％，且趋于稳定，野生
蕨菜清除率达到ＩＣ５０值所对应的浓度为 ０．００５ｍｇ／ｍＬ

［１２－１８］。

因此表明，蕨菜中黄酮类化合物可以较好地清除 ＤＰＰＨ自由
基，同时也说明其清除能力比维生素Ｃ强。

表４　野生蕨菜中总黄酮与维生素Ｃ清除ＤＰＰＨ自由基结果

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
ＤＰＰＨ自由基清除率（％）

黄酮类化合物 维生素Ｃ
０．０２６４ ８８．０５ ７６．７０
０．０２１１ ８８．０４ ７５．８３
０．０１５８ ８７．９６ ６３．００
０．０１０６ ８１．６０ ４５．５５
０．００７９ ７７．３１ ３９．６２
０．００５３ ５３．６６ ３１．６８
０．００４０ ４４．７６ ３０．５４
０．００２６ ３１．４１ ２７．０５
０．００１３ １９．９０ ２２．６９

３　结论

超声辅助提取野生蕨菜总黄酮的最优条件为乙醇浓度

６０％，超声功率２４０Ｗ，料液比１ｇ∶３５ｍＬ，时间７０ｍｉｎ，超声
温度６０℃。根据正交试验结果分析可知，超声功率、超声温
度对野生蕨菜中总黄酮的提取率具有显著影响。

野生蕨菜总黄酮对 ＤＰＰＨ自由基具有很好的清除能力，
其ＩＣ５０为０．００５ｍｇ／ｍＬ，表明野生蕨菜总黄酮具有较强的抗
氧化活性。
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