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甘薯叶黄酮的基因型差异及磷酸氢二钾乙醇

双水相提取工艺的响应面优化
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　　摘要：选用２０个各地主栽品种，测其甘薯叶黄酮含量，其中观赏品种台湾红的黄酮含量最高，为２５．３７ｍｇ／ｇ，徐薯
２７的黄酮含量最低，为１０．６３ｍｇ／ｇ，不同品种间甘薯叶黄酮含量差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。不同品种间的甘薯
叶黄酮含量为紫叶甘薯品种＞绿叶紫薯品种＞绿叶常规品种。超声辅助双水相法提取甘薯叶黄酮，在单因素试验的
基础上，选取磷酸氢二钾用量、乙醇用量和样品量为自变量，甘薯叶黄酮得率为响应值，运用Ｍｉｎｉｔａｂ１７软件通过
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及响应面分析法，分析各自变量之间交互作用对黄酮得率的影响，建立了黄酮得率的二次多
项式回归方程的预测模型。各单因素及其交互作用对黄酮得率的影响，优化甘薯叶黄酮的提取工艺条件。结果表明，

优化后的提取条件为磷酸氢二钾用量３ｇ（３０％），乙醇用量３．０６ｇ（３０．６５％），样品量是０．４５ｇ，此时最大萃取得率为
８．１１％。
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　　甘薯［Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｅｓｃｕｌｅｎｔａ（Ｌｏｕｒ．）Ｂｕｒｋｉｌｌ］，是旋花科
（Ｃｏｎｖｏｌｖｕｌａｃｅａｅ）薯蓣属一年生或多年生蔓生草本植物，别称
红薯、地瓜、番薯、甜薯等。甘薯是粮食作物［１］和经济作物，

具有高产、稳产、适应性广等优点。我国是甘薯重要的产区之

一，是甘薯种植的第一大国，我国甘薯种植面积占世界甘薯种

植面积的６５％左右，年产１．２亿 ｔ，占世界甘薯产量的８６％。
近几年，我国甘薯种植面积呈现缓慢下降趋势［２］，而种植专

用型甘薯品种的面积在不断增加。随着消费多元化的发展，

甘薯育种方向和加工方式都趋向于多元化发展。所以对甘薯

茎叶的资源再利用具有十分重要的价值。甘薯茎叶含有丰富

的蛋白质、氨基酸、胡萝卜素、维生素Ｂ、维生素Ｃ以及铁、钙、
镁、钠等矿质元素，而且富含活性多糖、多酚和黄酮类化合物，

具有清除自由基、调剂免疫力、抗疲劳、抗菌、抗肿瘤、抗糖尿

病等一系列功能。随着天然产物的开发检测技术日趋成熟，

关于甘薯抗氧化功能物质的研究越来越多。由于甘薯是我国

重要的粮食经济作物，对于废弃甘薯茎叶的开发利用变得尤

为重要。本研究应用新型提取方法优化提取的工艺条件，探

究甘薯叶黄酮的最佳提取工艺条件，为甘薯叶黄酮的开发利

用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　２０１７年５月９日在浙江省杭州市临安区
浙江农林平山试验基地种植徐薯２２。每个小区面积３．６ｍ２，
并扦插６０株，３次重复。８月５日开始采收测定小区内的甘
薯叶，间隔１０ｄ再进行１次采收，至８月２５日共采收３次；采
收的甘薯叶片叶柄在４５℃烘干至恒质量，粉碎、过９０目筛低
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温保存待测。

１．１．２　试验试剂　芸香苷标准品（上海源叶生物科技有限
公司）；磷酸氢二钾、氯化钠、硫酸铵、碳酸钠、乙醇试剂（分析

纯，浙江卡尔生物技术有限公司）。

１．１．３　主要仪器　ＤＨＧ－９１２３Ａ鼓风干燥箱烘箱（上海精宏
实验设备有限公司）、ＴＰ－２１４分析天平（美国丹佛仪器有限
公司）、分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）、锤式

旋风磨（杭州大吉光电仪器有限公司）、超声清洗机（昆山市

超声仪器有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　乙醇与不同种类无机盐相图的绘制和分相能力的对
比　双水相体系分相能力的研究参照池汝安等的方法［３］进

行。试验结果表明，氯化钠不能与无水乙醇形成双水相，因为

温度对碳酸钠的溶解度有很大影响，所以容易产生晶体而不

能与乙醇形成稳定的双水相体系，磷酸氢二钾、硫酸铵都能与

乙醇形成稳定的双水相体系。室温下，通过改变盐的用量，采

用浊点法绘制各双水相体系见图１。

　　由图１可知，乙醇／磷酸氢二钾、乙醇／碳酸钠、乙醇／硫酸
铵３种双水相体系中，磷酸氢二钾分相能力较强，在较少的乙
醇和盐的用量时，就能形成稳定的双水相体系，碳酸钠在水中

溶解度较另外２种盐低，在含盐量较低时该双水相体系的分
配系数较小，无法考察含盐量较高时该双水相体系对目标萃

取物的萃取效果，故不适合作萃取体系；硫酸铵能够稳定分相

且持续时间长但在水中的溶解度没有磷酸氢二钾好，故不适

合作萃取体系；磷酸氢二钾既能够稳定分相，而且持续时间

长，分相的浓度范围广，萃取能力强，故选用磷酸氢二钾与乙

醇为萃取甘薯叶多酚的双水相体系，并对其进一步研究。

１．２．２　黄酮的测定　参考陆国权等的方法［４］。

２　结果与分析

２．１　不同基因型品种甘薯叶黄酮含量
从表１、表２可知，甘薯叶的黄酮含量分布在１０～３０ｍｇ／ｇ

之间，观赏品种台湾红的黄酮含量最高，为２５．３７ｍｇ／ｇ，其次
是秦紫薯３号，为２１．１４ｍｇ／ｇ，徐薯２７的黄酮含量最低，为
１０．６３ｍｇ／ｇ，不同品种间甘薯叶黄酮含量差异达到极显著水
平（Ｐ＜０．０１）。不同品种间的甘薯叶黄酮含量为紫叶甘薯品
种＞绿叶紫薯品种＞绿叶常规品种。
２．２　单因素影响试验
２．２．１　样品量对提取率的影响　由图２可以看出，样品用量

表１　不同基因型甘薯叶黄酮含量及抗氧化能力

品种
黄酮含量

（ｍｇ／ｇ）
自由基清除能力

（％）

台湾红 ２５．３７１±０．６１Ａ ９４．７±１．３ＡＢ
秦紫薯３ ２１．１３６±０．４８Ｂ ９２．０±０．６ＡＢ
商薯１９ １８．２５０±０．２７ＣＤＥ ９３．６±０．３ＡＢ
福薯７－６ １６．１３０±０．６５ＤＥＦ ９２．９±０．１ＡＢ
烟紫薯４ １８．９１２±０．８８ＤＣ ９８．１±０．１Ａ
浙薯６０２５ １５．９９６±０．６０ＤＥＦ ８９．０±０．８Ｂ
黔紫薯３ １４．２６７±０．８０ＦＧＨ ９４．１±０．６ＡＢ
徐薯２７ １０．６３２±０．７２Ｉ ９３．５±２．８ＡＢ
苏薯８ １３．５４１±０．１２ＦＧＨ ９１．０±１．３ＡＢ
黔薯２ １２．６６１±０．３４ＨＩ ９４．５±３．４ＡＢ
徐薯３２ １６．０９６±０．３０ＤＥＦ ８９．７±０．３Ｂ
秦薯５ １４．２８１±０．０８ＦＧＨ ９０．０±１．１Ｂ
徐薯２２ １６．１１０±０．６２ＤＥＦ ９１．６±０．１ＡＢ
商薯８ １３．７１６±０．５１ＦＧＨ ８９．６±０．０Ｂ
川紫薯６ １２．２５３±０．１３ＨＩ ９３．２±０．４ＡＢ
商薯１２ １５．５１９±０．６８ＥＦＧ ９０．３±０．９ＡＢ
冀薯９８２ １２．９１２±０．３９ＧＨＩ ９１．０±２．５ＡＢ
秦紫薯４ １８．６３８±０．９０ＢＣＤ ９４．１±２．９ＡＢ
徐薯２５ １２．８８７±０．３７ＧＨＩ ８９．９±０．４Ｂ
冀紫薯２ １１．７８５±０．２９ＨＩ ９３．０±３．５ＡＢ

　　注：同列数据后不同大写字母表示在０．０１水平差异极显著。

表２　甘薯叶黄酮含量方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
组间 ４７８．４００ ２９ ２５．１７９ ７７．１７１ ＜０．００１
组内 ６．５２５ ３０ ０．３２６
总数 ４８４．９２６ ５９

直接影响甘薯叶总黄酮的提取率，样品用量过大或者过小都

不利于总黄酮的提取。样品量过小，磷酸氢二钾用量增大，会

因溶剂用量过多，影响双水相的稳定性，从而导致总黄酮提取

率下降；磷酸氢二钾用量过大，溶剂体积过少，黄酮类从样品

扩散到溶剂中的速率低，而且极易达到饱和状态。因此选用

０．４ｇ的样品用量。

２．２．２　磷酸氢二钾用量对提取率的影响　在磷酸氢二钾 －
乙醇双水相中，上相由乙醇和水组成，由于黄酮类化合物易溶

于乙醇所以进入上相。双水相的形成是磷酸氢二钾与乙醇争

夺水分子的过程。随着磷酸氢二钾用量的增加，盐对水的束

缚能力逐渐增强，导致上相中乙醇的相对体积分数增加［５］。

—８２２— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２３期



因此，盐用量的多少可影响到上相的极性，最终影响到黄酮的

提取率［６］。从图３可以看出，随着磷酸氢二钾用量的增加，总
黄酮得率先上升后下降，在磷酸氢二钾２．５ｇ时黄酮的提取
率达到最大值。探究其中的原因，可能是因为磷酸氢二钾在

２．５ｇ时形成的双水相最为稳定，有利于黄酮的溶出和扩散。

２．２．３　乙醇用量对提取率的影响　由图４可知，在乙醇质量
小于３．０ｇ时，随着乙醇质量的增加，黄酮提取率呈现上升趋
势；在 ３．０ｇ时黄酮的提取率达到最大值；在乙醇质量大于
３０ｇ时，黄酮的提取率呈现下降趋势。这是因为乙醇的用量
多少会直接影响双水相提取效果。过低的乙醇用量不利于黄

酮类化合物从植物细胞中溶解出来，而过高的乙醇用量不易

透过亲水性植物细胞壁，也会导致盐的析出［７］。当水的用量

过少时盐不能完全溶解，过多时则无法形成双水相体系。因

此，初步确定乙醇最佳用量为３．０ｇ，此时黄酮提取率最高。

２．２．４　超声时间对提取率的影响　由图５可知，在超声时间
为１０～４０ｍｉｎ时甘薯叶黄酮得率随超声时间的延长而提高，
在 ４０ｍｉｎ时达到最大值，之后继续超声提取得率会有所降
低，可能是因为超声时间过长，甘薯茎叶里面的黄酮已经全部

溶出，过长的超声时间导致黄酮类化合物部分氧化降解［８］，

从而导致提取得率下降。所以，选定 ４０ｍｉｎ为最佳超声
时间。

２．３　响应面试验设计
在单因素试验基础上，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计原

理，选择磷酸氢二钾用量（Ａ）、乙醇用量（Ｂ）、样品量（Ｃ）进行
三因素三水平的响应面分析，确定甘薯叶黄酮提取的较优条

件，试验因素水平组合见表 ３，Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计和结果见
表４。
　　采用Ｍｉｎｉｔａｂ１７软件对数据进行统计分析，得到甘薯叶黄

表３　响应面优化试验因素水平

水平
磷酸氢二钾用量

（ｇ）
乙醇用量

（ｇ）
样品量

（ｇ）

－１　 ２．０ ２．５ ０．３
０ ２．５ ３．０ ０．４
１ ３．０ ３．５ ０．５

表４　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计和结果

试验号
磷酸氢二钾用量

（ｇ）
乙醇用量

（ｇ）
样品量

（ｇ）
提取率

（％）

１ １ ０ １ ７．６４
２ ０ １ １ ７．９１
３ ０ ０ ０ ８．１１
４ －１ １ ０ ７．８６
５ －１ ０ １ ７．８２
６ １ １ ０ ７．６８
７ １ ０ －１ ７．９０
８ －１ －１ ０ ７．５９
９ ０ １ －１ ７．８７
１０ １ －１ ０ ７．７６
１１ ０ ０ ０ ８．１３
１２ ０ －１ －１ ７．８９
１３ ０ ０ ０ ８．０８
１４ －１ ０ －１ ７．７３
１５ １ －１ １ ７．６０

酮提取率对Ａ（磷酸氢二钾用量）、Ｂ（乙醇用量）、Ｃ（样品量）的
二次多项回归方程为黄酮提取率 ＝－９．６５２＋６．５４５Ａ＋
４．９１０Ｂ＋１．８２３Ｃ－０．８５８３Ａ２ －０．６７８３Ｂ２ －１．９１３Ｃ２ －
０．３５００Ａ×Ｂ－０．７００Ａ×Ｃ＋０．６６０Ｂ×Ｃ。
　　回归模型分析：Ｒ２为 ９９．３５％；Ｒ２（调整）为 ９８．１７％；
Ｒ２（预测）为９５．１１％。

由表５可知，整体模型显著性水平Ｐ＜０．０１，表明该模型
达到了极显著水平。校正决定系数 Ｒ２（调整）为值为
９８．１７％，说明多酚得率的变化有９８．１７％来自此３个因素。
由表中的 Ｆ值和 Ｐ值可以看出模型中 Ｂ、Ｃ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２，和
Ａ×Ｂ、Ａ×Ｃ、Ｂ×Ｃ对甘薯叶黄酮提取率有极显著影响。由 Ｆ
值大小可知因素的主效应关系为乙醇＞样品量＞磷酸氢二钾
用量。

２．４　响应面分析
使磷酸氢二钾用量、乙醇用量、样品量三因素交互作用，

做响应曲面，由图６可知，磷酸氢二钾用量与样品量相互作用
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表５　回归模型的方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ９ ０．４２８１２３ ０．０４７５６９ ７１．７１ ０．０００
线性 ３ ０．０５０９００ ０．０１６９６７ ２５．５８ ０．００２
Ａ（磷酸氢二钾用量） １ ０．００００５０ ０．００００５０ ０．０８ ０．７９５
Ｂ（乙醇用量） １ ０．０２８８００ ０．０２８８００ ４３．４２ ０．００１
Ｃ（样品量） １ ０．０２２０５０ ０．０２２０５０ ３３．２４ ０．００２
平方和 ３ ０．２８８７４８ ０．０９６２４９ １４５．１０ ０．０００
Ａ２ １ ０．１７００１６ ０．１７００１６ ２５６．３１ ０．０００
Ｂ２ １ ０．１０６１８５ ０．１０６１８５ １６０．０８ ０．０００
Ｃ２ １ ０．０５２８０１ ０．０５２８０１ ７９．６０ ０．０００
２因素交互 ３ ０．０８８４７５ ０．０２９４９２ ４４．４６ ０．０００
Ａ×Ｂ １ ０．０３０６２５ ０．０３０６２５ ４６．１７ ０．００１
Ａ×Ｃ １ ０．０３０６２５ ０．０３０６２５ ４６．１７ ０．００１
Ｂ×Ｃ １ ０．０２７２２５ ０．０２７２２５ ４１．０４ ０．００１
残差 ５ ０．００３３１７ ０．０００６６３
失拟值 ３ ０．００２０５０ ０．０００６８３ １．０８ ０．５１４
纯误差 ２ ０．００１２６７ ０．０００６３３
总差 １４ ０．４３１４４０

对甘薯叶黄酮提取率的影响十分明显，提取率的响应面开口

向下，提取率和双水相萃取体系中的３个制约因素呈现明显
的二次抛物线关系。随着每个因素水平的增加，响应值提取

率也在增大［９］。三因素的增加，响应值提取率出现最大值，

随着三因素水平继续增加，提取率呈现不同斜率的下降，该回

归模型具有稳定点，稳定点是最大值［１０］。借助Ｍｉｎｉｔａｂ１７中多
元二次回归模型对甘薯叶黄酮提取率进行估算，对二次抛物

线函数模型进行极值分析，解方程可得甘薯叶中黄酮的较优

提取条件为磷酸氢二钾用量３ｇ（３０％），乙醇用量是３．０６ｇ
（３０．６５％），样品量是 ０．４５ｇ，此时理论最大萃取得率为
８１１％。考虑实际操作，取磷酸氢二钾３０％，乙醇浓度３０％，
样品量是０．４５ｇ，３次重复试验结果平均值为８．０７％，基本与
预测值相近。由此可见，该模型能够较为准确地反映出三种

因素对甘薯叶中的黄酮提取率的影响。

３　讨论与结论

不同品种间甘薯叶黄酮含量差异极显著，紫色甘薯叶品

种的黄酮含量高于一般品种。紫色甘薯叶品种花青素含量高

于一般品种，花青素和黄酮有相同的合成代谢通路［１１］，所以

甘薯叶黄酮的含量与叶色有很大的相关性。优化提取试验结

果表明，加入相对多的磷酸氢二钾形成了水相体系，所得提取

率略小但差异不显著，主要是目标提取物黄酮进入双水相体

系，表面性质、电荷作用和离子键、氢键、憎水键以及环境等都

会对黄酮在上下相中的分配造成影响［１２］，造成其在上、下两相

中的浓度不同，甘薯叶粉样刚好悬浮于两相之间，易溶于乙醇

相的黄酮提取出后进入上相，易溶于水相的多糖等物质溶于下

相。这样，提取和分离过程同时进行，对甘薯叶提取液中的黄

酮成分起到了一定的纯化、富集作用。本试验优化的甘薯叶黄

酮提取率为８．１１％，与李文芳等的研究结果［１３－１４］存在差异；应

该是本研究材料包括叶柄部分，叶柄中含有木质化纤维等机械

组织影响了提取得率；另外也可能是由试验材料选用的甘薯品

种、种植地点、取样时间、测定方法等差异不同造成的［１５－１６］。

不同品种间甘薯叶黄酮含量差异达到极显著水平。不同

品种间的甘薯叶黄酮含量为紫叶甘薯品种 ＞绿叶紫薯品
种＞绿叶常规品种。磷酸氢二钾 －乙醇双水相超声波辅助
提取甘薯叶中黄酮的较优提取条件为磷酸氢二钾用量 ３ｇ
（质量分数为３０％），乙醇用量３．０６ｇ（质量分数３０．６５％），
样品量是０．４５ｇ，此时理论最大萃取得率为８．１１％。利用乙
磷酸氢二 钾－乙醇双水相超声辅助提取甘薯叶中黄酮的得
率约为８．１１％，得率较高，用时较短，操作不复杂，具有较强
的可操作性。由此可得，磷酸氢二钾 －乙醇双水相超声辅助
提取适合于甘薯叶中黄酮类化合物的提取，为甘薯叶的进一

步资源化开发利用提供了一定的技术支撑。
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