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　　摘要：利用超声波辅助提取技术对阴地蕨根的总黄酮提取工艺进行优化研究，同时考察黄酮提取液的还原力和清
除羟基自由基（·ＯＨ）、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）以及１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基的能力。通过

单因素试验和正交试验分析影响黄酮提取率的主要因素，结果发现，影响阴地蕨种黄酮提取率的因素主次顺序为乙醇

浓度＞料液比＞提取时间＞提取温度；最佳提取条件为乙醇浓度９０％，料液比１ｇ∶７０ｍＬ，提取温度６０℃，提取时间
４０ｍｉｎ。阴地蕨根总黄酮提取液具有较强的还原力，对·ＯＨ、Ｏ－２·、ＤＰＰＨ·均有明显的清除作用。通过正交试验得

出清除每种自由基的最佳提取工艺。
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　　阴地蕨［Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍｔｅｒｎａｔｕｍ（Ｔｈｕｎｂ）Ｓｗ．］为阴地蕨科阴
地蕨属植物，别称一朵云、小春花、四块瓦等［１］，具有清热解

毒、平肝熄风、止咳、止血、明目去翳等作用［２］，药用价值高。

现代药理学研究表明，阴地蕨具有增强机体免疫力［３］、祛

痰［４］、抗肿瘤［５］、抗氧化［６］、改善肝功能以及阻断和逆转肝纤

维化等功效［７］。对阴地蕨成分的研究表明，阴地蕨含有丰富

的黄酮类化合物［８］。黄酮类物质因具有活性高、作用广泛等

特点而被用于医药、保健食品及化妆品等领域［９－１１］。因此，

本试验采用超声波辅助法提取阴地蕨根中的总黄酮，并采用

正交试验优化确定最佳提取工艺，对总黄酮抗氧化活性进行

研究，以期为阴地蕨根黄酮的药理效用研究及天然的抗氧化

剂开发利用提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
以阴地蕨根为试验材料。试验所用试剂包括芸香苷标准

品（上海源叶生物科技公司）；亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、

水杨酸、硫酸亚铁（ＦｅＳＯ４）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、三羟基氨基甲
烷、邻苯三酚、盐酸、１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、
铁氰化钾、三氯乙酸、三氯化铁（国药化学基团有限公司）等

为国产分析纯。

１．２　仪器与设备
ＫＱ５２００Ｅ型超声波清洗器、ＦＷ１３５粉碎机（天津市泰斯

特仪器有限公司）；电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司）；

７２２分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；８０－２Ｂ型离
心机（江苏正基仪器有限公司）；旋转蒸发仪（ＥＹＥＬＡ－Ｎ－
１１００，东京理化器械株式会社）。
１．３　试验方法
１．３．１　标准曲线的绘制　采用硝酸铝络合紫外分光光度法，
以芸香苷标准品为标准样绘制标准曲线。通过测定不同质量

浓度芸香苷标准品在５１０ｎｍ处的吸光度，得到标准曲线回归
方程ｙ＝１０．５３ｘ＋０．００８，其中，ｙ表示测试样品液在５１０ｎｍ
处的吸光度，ｘ表示样品液的浓度，标准曲线适用范围为０～
１００μｇ／ｍＬ［１２］。　
１．３．２　阴地蕨根总黄酮提取及含量的测定　准确称取阴地
蕨根干粉末０．０８ｇ，并将其置于１０ｍＬ离心管中，按一定料液
比（ｇ∶ｍＬ）添加乙醇溶液，采用一定功率超声波在一定时间
内提取总黄酮。提取液在４０００ｒ／ｍｉｎ的转速下离心 ５ｍｉｎ，
滤渣以同样条件提取、离心、合并上清液，然后用乙醇溶液定

容至２５ｍＬ。取定容好的样品２ｍＬ进行检测，每个水平的试
验在相同条件下提取３个平行样［１３－１４］。

用制作标准曲线的方法测定阴地蕨根提取液中总黄酮的

吸光度，根据标准曲线的回归方程计算提取液总黄酮的质量
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浓度，根据公式（１）计算总黄酮提取率。

提取率＝测量质量浓度×稀释倍数×提取液体积
材料粉末质量

×１００％。

（１）
１．３．３　正交试验设计　依据单因素试验结果，设计正交试
验，正交试验的因素水平见表１，优化黄酮提取工艺，并检测
提取物清除·ＯＨ、Ｏ－２·、ＤＰＰＨ·的能力及其总还原力。

表１　正交试验的因素水平

水平
Ａ：料液比
（ｇ／ｍＬ）

Ｂ：提取时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：乙醇浓度
（％）

Ｄ：提取温度
（℃）

１ １∶５０ ４０ ７０ ４０
２ １∶６０ ５０ ８０ ５０
３ １∶７０ ６０ ９０ ６０

１．３．４　提取物体外抗氧化活性试验
１．３．４．１　清除·ＯＨ能力的测定　参考樊琛等的方法［１５］测

定提取物对·ＯＨ的清除能力。向带塞１０ｍＬ试管中依次加
入 １ｍＬ样品溶液、２ｍＬ１．８ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４ 溶液、２ｍＬ
１．８ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸－乙醇溶液和２ｍＬ１．９６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶
液。以蒸馏水代替样品液做空白对照，设其在５１０ｎｍ处的吸
光度为 Ｄ０，样品溶液的吸光度为 Ｄｘ，不加显色剂 Ｈ２Ｏ２时的
蒸馏水对照组吸光值为 Ｄ１；整个反应时间为３０ｍｉｎ，平行测
定３次。根据公式（２）计算·ＯＨ清除率：

Ｋ１＝［Ｄ０－（Ｄｘ－Ｄ１）］／Ｄ０×１００％。 （２）
１．３．４．２　清除 Ｏ－２·能力的测定　参照储维维等的方法

［１６］

测定提取物对 Ｏ－２·的清除能力。取２ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｒｉｓ－盐酸
缓冲溶液（ｐＨ值８．２）４．５ｍＬ，加入带塞１０ｍＬ试管中，置于
恒温水浴锅中并在２５℃条件下水浴预热２０ｍｉｎ后，分别加
入２．０ｍＬ试样溶液和０．４ｍＬ５ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶液，混匀
后于２５℃条件下水浴反应５ｍｉｎ，加入１．０ｍＬ１．６ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ终止反应，测定样品溶液在波长为３２５ｎｍ处的吸光度
Ｄ１；以蒸馏水为空白对照，在同样的条件下测定其吸光度Ｄ０，
平行测定３次。根据公式（３）计算清除率：

Ｋ２＝（Ｄ０－Ｄ１）／Ｄ０×１００％ （３）
１．３．４．３　清除ＤＰＰＨ·能力的测定　参照李波等的方法［１７］

测定提取物对ＤＰＰＨ·的清除能力。将 ＤＰＰＨ用无水乙醇配
制成０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的溶液，分别吸取 ２．０ｍＬ的样品溶液和
２．０ｍＬ的ＤＰＰＨ溶液，避光混匀，反应３０ｍｉｎ后，于 ５１７ｎｍ
波长处测定吸光度值 Ｄ１；另取２．０ｍＬ不同质量浓度总黄酮
乙醇溶液，加入２．０ｍＬ无水乙醇混合均匀后测定吸光度Ｄ２；
测定２．０ｍＬ蒸馏水加入２．０ｍＬＤＰＰＨ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）溶液后的
吸光度Ｄ０。根据公式（４）计算ＤＰＰＨ·清除率：

Ｋ３＝［１－（Ｄ１－Ｄ２）／Ｄ０］×１００％。 （４）
１．３．４．４　总还原力的测定　参照董兰芳等的方法［１８］测定提

取物的总还原力。取２．０ｍＬ样品溶液，加入２．５ｍＬ磷酸缓
冲液（浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为６．６）和２．５ｍＬ１％铁氰化
钾［Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６］溶液。将此混合物在 ５０℃条件下放置
２０ｍｉｎ后，加入２．５ｍＬ１０％的三氯乙酸，然后离心１０ｍｉｎ，吸
取２．５ｍＬ上清液，加入２．５ｍＬ蒸馏水和０．５ｍＬ０．１％三氯
化铁，均匀混合后在７００ｎｍ波长处测定吸光度 Ｄ１。用蒸馏
水做空白对照，在同样的条件下测定其吸光度Ｄ０，平行测定３

次。按公式（５）计算提取物的总还原力：
Ｋ＝（Ｄ１－Ｄ０）／Ｄ１×１００％。 （５）

２　结果与分析

２．１　阴地蕨根总黄酮提取单因素试验结果
２．１．１　料液比对黄酮提取率的影响　由图１可知，当料液比
低于１ｇ∶６０ｍＬ时，随着料液比的增大，总黄酮提取率增加，
当料液比为１ｇ∶６０ｍＬ时，提取率达到最大值，而当料液比
继续增大时提取率降低。

２．１．２　温度对黄酮提取率的影响　由图２可知，在温度低于
６０℃时，随着提取温度的升高，黄酮提取率整体呈增大趋势，
当提取温度达到６０℃时，提取率增加到最大值，而且当温度
再升高时，提取率不再增加。说明升高温度有利于黄酮类物

质的溶出，但温度升高到一定程度时，可能会导致一些黄酮类

物质的结构被氧化破坏，从而导致总黄酮提取率降低［１９］。

２．１．３　提取时间对黄酮提取率的影响　由图３可知，随着提
取时间的增加，阴地蕨根的总黄酮提取率呈先增大后减小的

趋势，当提取时间为５０ｍｉｎ时，提取率增加到最大值，而随着
提取时间的继续延长，提取率减小。可能的原因是一部分黄

酮类物质被超声波分解，导致总黄酮提取率下降［２０－２１］。

２．１．４　乙醇浓度对黄酮提取率的影响　由图４可知，乙醇浓
度过低，不利于阴地蕨根的总黄酮提取，低浓度乙醇条件下，

黄酮的提取率较低，随着乙醇浓度的提高，提取率先增大后减

小，当乙醇浓度超过８０％时，提取率随着乙醇浓度的增大而
降低。

２．１．５　提取次数对黄酮提取率的影响　由图５可知，随着提
取次数的增多，阴地蕨根总黄酮提取率逐渐增大，当提取次

数≥２次时，提取率的增长量较少。
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２．２　正交试验与抗氧化活性分析
２．２．１　正交试验结果与分析　由表２可知，４种因素对提取
效果的影响与“２．１”节的单因素试验结果基本相同，各因素
水平之间的极差大小依次为 Ｃ＞Ａ＞Ｂ＞Ｄ，因此影响阴地蕨
根总黄酮提取率的因素主次顺序表现为乙醇浓度＞料液比＞
提取时间 ＞提取温度。由正交试验结果可知，最佳提取工艺
为Ｃ３Ａ３Ｄ３Ｂ１，即乙醇浓度为９０％，料液比为１ｇ∶７０ｍＬ，温度
为６０℃，提取时间为４０ｍｉｎ。
２．２．２　清除·ＯＨ正交试验结果　由表３可知，各试验组黄
酮提取物对 ·ＯＨ的清除作用差异较大，４种因素对黄酮提
取物清除羟基自由基能力的影响表现为 Ｃ＞Ｄ＞Ｂ＞Ａ，最佳
试验条件为 Ｃ１Ｄ１Ｂ２Ａ３，即乙醇浓度为 ７０％，提取温度为
４０℃，提取时间为５０ｍｉｎ，料液比为１ｇ∶７０ｍＬ。
２．２．３　清除ＤＰＰＨ·正交试验结果　由表４可知，各试验组
黄酮提取物对ＤＰＰＨ·都有一定的清除作用，且４种因素对
黄酮提取物清除羟基自由基能力的影响表现为 Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞
Ｂ，且最佳试验条件为Ｄ３Ａ２Ｃ２Ｂ１，即提取温度为６０℃，料液比
为１ｇ∶６０ｍＬ，乙醇浓度为８０％，提取时间为４０ｍｉｎ。

表２　提取正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 提取率

（‰）

１ ２ １ ２ １ １．５９
２ ３ ２ １ １ ０．５１
３ １ ３ ３ １ １．３３
４ ３ １ ３ ２ ３．３３
５ １ ２ ２ ２ １．００
６ ２ ３ １ ２ ０．６
７ １ １ １ ３ ０．７２
８ ２ ２ ３ ３ ２．０４
９ ３ ３ ２ ３ ２．６３

均值１ １．０２ １．８８ ０．６１ １．１４
均值２ １．４１ １．１８ １．７４ １．６４
均值３ ２．４７ １．５２ ２．２３ １．８０
极差 １．４５ ０．７０ １．６３ ０．６６

表３　清除·ＯＨ正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 实际清除率

（％）

１ ２ １ ２ １ １７．４２
２ ３ ２ １ １ ６５．３８
３ １ ３ ３ １ １４．８１
４ ３ １ ３ ２ ０．３７
５ １ ２ ２ ２ ２０．２５
６ ２ ３ １ ２ ５．９９
７ １ １ １ ３ １７．５７
８ ２ ２ ３ ３ －１．３２
９ ３ ３ ２ ３ ７．０６

均值１ １７．５４ １１．７８ ２９．６５ ３２．５４
均值２ ７．３６ ２８．１０ １４．９１ ８．８７
均值３ ２４．２７ ９．２９ ４．６２ ７．７７
极差 １６．９１ １８．８１ ２５．０３ ２４．７７

表４　清除ＤＰＰＨ·正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 实际清除率

（％）

１ ２ １ ２ １ ２１．８７
２ ３ ２ １ １ １６．８１
３ １ ３ ３ １ １３．９４
４ ３ １ ３ ２ ２６．４０
５ １ ２ ２ ２ ２１．０５
６ ２ ３ １ ２ ２５．５５
７ １ １ １ ３ ２３．０４
８ ２ ２ ３ ３ ２７．６７
９ ３ ３ ２ ３ ３０．８６

均值１ １９．３４ ２３．７７ ２１．８０ １７．５４
均值２ ２５．０３ ２１．８４ ２４．５９ ２４．３３
均值３ ２４．６９ ２３．４５ ２２．６７ ２７．１９
极差 ５．６９ １．９３ ２．７９ ９．６５

２．２．４　清除Ｏ－２·正交试验结果　由表５可知，各试验组黄酮
提取物对 Ｏ－２·都有较好的清除作用，且４种因素对黄酮提取
物清除羟基自由基能力的影响表现为 Ｃ＞Ｄ＞Ｂ＞Ａ，最佳试
验条件为Ｃ２Ｄ３Ｂ１Ａ３，即乙醇浓度为８０％，提取时间为４０ｍｉｎ，
提取温度为６０℃，料液比为１ｇ∶７０ｍＬ。
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表５　清除 Ｏ－２·正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 实际清除率

（％）

１ ２ １ ２ １ ６６．７７
２ ３ ２ １ １ ３１．１９
３ １ ３ ３ １ ５８．７５
４ ３ １ ３ ２ ７９．４０
５ １ ２ ２ ２ ６３．０２
６ ２ ３ １ ２ ４４．６６
７ １ １ １ ３ ５５．１８
８ ２ ２ ３ ３ ７８．５１
９ ３ ３ ２ ３ ８９．４５

均值１ ５８．９８ ６７．１２ ４３．６８ ５２．２４
均值２ ６３．３２ ５７．５７ ７３．０８ ６２．３６
均值３ ６６．６８ ６４．２９ ７２．２２ ７８．３８
极差 ７．７０ ９．５５ ２９．４０ ２６．１４

２．２．５　总还原力正交试验结果　由表６可知，黄酮提取物的
总还原力较强，且４种因素对黄酮提取物还原能力的影响表
现为Ａ＞Ｄ＞Ｂ＞Ｃ，最佳试验条件为 Ａ３Ｄ３Ｂ１Ｃ３，即料液比为
１ｇ∶７０ｍＬ，提取温度为６０℃，提取时间为４０ｍｉｎ，乙醇浓度
为９０％。

表６　总还原力正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 实际清除率

（％）

１ ２ １ ２ １ ９７．１０
２ ３ ２ １ １ ９５．６１
３ １ ３ ３ １ ９６．４７
４ ３ １ ３ ２ ９７．５７
５ １ ２ ２ ２ ９６．９０
６ ２ ３ １ ２ ９７．２８
７ １ １ １ ３ ９７．１８
８ ２ ２ ３ ３ ９７．５３
９ ３ ３ ２ ３ ９７．５５

均值１ ９６．８５ ９７．２９ ９６．６９ ９６．４０
均值２ ９７．３１ ９６．６８ ９７．１８ ９７．２５
均值３ ９７．９１ ９７．１０ ９７．１９ ９７．４２
极差 １．０６ ０．６１ ０．５０ １．０２

３　结论

本研究在单因素试验的基础上，进一步采用正交试验优

化阴地蕨根中总黄酮提取工艺条件，结果发现，影响阴地蕨根

总黄酮提取率的因素主次顺序依次为乙醇浓度＞料液比＞提
取时间 ＞提取温度；优化后的提取工艺条件为乙醇浓度
９０％，料液比１ｇ∶７０ｍＬ，温度６０℃，时间４０ｍｉｎ。试验结果
为进一步研究开发利用阴地蕨奠定了基础。

抗氧化性结果表明，阴地蕨根黄酮提取物清除各自由基

的最佳提取条件存在差异，其中清除·ＯＨ的最佳提取条件
为乙醇浓度７０％，料液比１ｇ∶７０ｍＬ，提取温度４０℃，提取时
间５０ｍｉｎ；清除ＤＰＰＨ·的最佳提取条件为乙醇浓度８０％，料
液比１ｇ∶６０ｍＬ，提取温度 ６０℃、提取时间 ４０ｍｉｎ；清除
Ｏ－２· 的最佳提取条件为提取乙醇浓度 ８０％，料液比
１ｇ∶７０ｍＬ，提取温度６０℃，提取时间４０ｍｉｎ；总还原力的最

佳提取工艺为乙醇浓度９０％，料液比１ｇ∶７０ｍＬ，提取温度
为６０℃，提取时间４０ｍｉｎ。阴地蕨根黄酮类化合物对·ＯＨ、
Ｏ－２·、ＤＰＰＨ·均具有较强的清除作用，且其总还原能力强，
说明阴地蕨根中的黄酮是一种很好的、潜在的抗氧化植物

资源。
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