
235

王 倩，常丽新
* ，贾长虹，唐红梅

( 河北理工大学化工与生物技术学院，河北唐山 063009)

摘 要:以乙醇作为提取剂，采用振荡提取法从狗枣猕猴桃叶中提取黄酮类化合物，研究了乙醇浓度、样品粒度、料液
比、浸提温度、浸提时间及浸提次数对提取效果的影响。结果表明，料液比对黄酮提取效果影响最大，其次为提取时间
和提取温度，而样品粒度和乙醇浓度影响较小。狗枣猕猴桃叶黄酮的最佳提取工艺条件为: 乙醇浓度 75%，粒度 80
目，料液比 1∶15，浸提温度 80℃，浸提时间 2h，浸提次数 3 次，在此条件下黄酮提取率可达 7.250%。
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狗枣猕猴桃为猕猴桃科猕猴桃属多年生落叶藤

本植物，别名深山木天寥、狗枣子，主要分布于我国
东北、华北、华中、西北、西南以及朝鲜、日本、俄罗斯
等地。狗枣猕猴桃果实和叶均可入药，它自生山野，
具有较高的经济价值和药用价值。其果实含有丰富
的蛋白质、VC、脂肪、糖类、氨基酸等营养成分; 叶子
和根含有咖啡酸、香豆素、生物碱、黄酮类等物
质
［1－2］。研究发现狗枣猕猴桃叶黄酮对缺血后大鼠
神经元形态和超微结构具有保护作用，对急性缺血

性脑细胞和心肌细胞具有保护作用且存在量效关

系
［3－4］。目前国内外关于狗枣猕猴桃叶黄酮提取工
艺的研究报道较少

［5－7］。本文以乙醇作为提取剂结
合振荡浸提法，通过单因素实验和正交实验对狗枣

猕猴桃叶黄酮提取工艺进行了研究，以期为狗枣猕

猴桃的综合开发和利用提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 材料与设备

狗枣猕猴桃叶 2009 年 9 月底采自河北省雾灵
山，将采集的狗枣猕猴桃叶先用自来水洗净，再用蒸

馏水洗 3 遍，用滤纸或纱布吸干表面水分，于 90℃杀
酶 15min，在 60～65℃烘干至脆。将烘干的狗枣猕猴
桃叶粉碎，依次用 20、40、60、80、100、120 目的样品筛
筛选，备用;无水乙醇、亚硝酸钠、芦丁 中国药品生
物制品检定所;硝酸铝、氢氧化钠 均为分析纯。

202－0 台式电热干燥箱 中国天津泰斯特仪器
有限公司;标准检验筛 浙江上虞市道墟路达仪器

厂; BM251 搅拌机 美的; JA2003 电子天平 上海上
平仪器公司; SHA－B 水浴恒温振荡器 江苏省金坛
市医疗仪器厂; 800－离心机 江苏金坛城西小阳电
子仪器厂; 752 型可见分光光度计 上海精密科学仪
器有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 标准曲线的绘制［8］ 准确称取 105℃烘干至
恒重的芦丁标准品 0.0250g于 100mL容量瓶中，80%
乙醇溶解，定容，冷藏放置于冰箱中。准确吸取 0.0、
2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、12.0、14.0、16.0mL 于 50mL 容
量瓶中，加 5%亚硝酸钠 1.5mL，混匀，放置 6min，加
入 10%硝酸铝 1.5mL，混匀，放置 6min，加 4%氢氧化
钠 20mL，加蒸馏水定容至刻度，摇匀，放置 15min。
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在波长 510nm 下测定吸光度。回归方程为: Y =
0.2364X－0.01024，式中: X 为芦丁含量( mg) ，Y 为吸
光度，R =0.99895。
1.2.2 黄酮提取工艺流程 狗枣猕猴桃叶粉末→ 振荡
提取→提取液→复提→合并提取液并定容→测定黄酮
1.2.3 黄酮提取率的计算 狗枣猕猴桃叶黄酮提取
率( % ) = 狗枣猕猴桃叶黄酮含量 /狗枣猕猴桃叶重
量 × 100%
1.2.4 单因素实验设计 以乙醇浓度、样品粒度、料
液比、浸提温度、浸提时间、浸提次数 6 个因素进行
单因素实验。
1.2.5 正交实验设计 根据单因素实验结果，设计
乙醇浓度、样品粒度、料液比、浸提温度、浸提时间五
因素四水平的正交实验，确定狗枣猕猴桃叶黄酮的

最佳工艺条件。
表 1 L16 ( 4

5 ) 正交实验因素水平表

水平

因素

A乙醇
浓度
( % )

B粒度
( 目)

C料液比
( g /mL)

D浸提
温度
( ℃ )

E浸提
时间
( h)

1 70 60 1∶10 60 1
2 75 80 1∶15 70 2
3 80 100 1∶20 80 3
4 85 120 1∶25 90 4

2 结果与分析
2.1 单因素实验结果与分析
2.1.1 乙醇浓度对狗枣猕猴桃叶黄酮提取效果的影
响 称取狗枣猕猴桃叶粉末( 60 目) 0.2000g，按料液
比 1 ∶20 ( g /mL) 分别加入浓度为 20%、25%、30%、
35%、40%、45%、50%、55%、60%、65%、70%、75%、
80%、85%、90%、95%的乙醇溶液，置于 20℃水浴恒温
振荡器中振荡浸提 1h，离心，再按同样条件浸提 1 次，
离心，合并提取液，定容至 25mL，测定黄酮的提取率。
从图 1 可以看出，随着乙醇浓度的增大，黄酮提

取率逐渐升高，但当乙醇浓度超过 80%时，提取率有
所下降，这说明野生狗枣猕猴桃叶中的黄酮可能主

要是以苷类的形式存在。因此确定乙醇溶液的最佳
浓度为 80%。

图 1 乙醇浓度对提取效果的影响

2.1.2 样品粒度对狗枣猕猴桃叶黄酮提取效果的影
响 称取粒度为 20、40、60、80、100、120 目狗枣猕猴
桃叶粉末各 0.2000g，按料液比 1 ∶ 20 ( g /mL ) 加入
80%乙醇溶液，置于 20℃水浴恒温振荡器中振荡浸
提 1h，离心，再按同样条件浸提 1 次，离心，合并提取
液，定容至 25mL，测定黄酮的提取率。
从图 2 可以看出，在 20～80 目，随样品粒度的增

大，黄酮提取率逐渐升高，但当粒度超过 80 目时，提
取率呈下降趋势。这说明，在一定粒度范围内，随粒
度的增加，黄酮的溶解性增强，但粒度过细，会使黄

酮在样品颗粒表面的吸附增加，从而降低其在溶剂

中的溶解性。因而选择 80 目为最佳粒度。

图 2 粒度对提取效果的影响

2.1.3 料液比对狗枣猕猴桃叶黄酮提取效果的影响
称取粒度 80 目的狗枣猕猴桃叶粉末 0.2000g，按料
液比 1∶10、1∶15、1∶20、1∶25、1∶30 加入 80%乙醇溶液，
置于 20℃水浴恒温振荡器中振荡浸提 1h，离心，再按
同样条件振荡浸提 1 次，离心合并提取液，定容至
25mL，测定黄酮的提取率。
从图 3 可以看出，随料液比的增大，黄酮提取率

呈上升趋势，但料液比超过 1∶15 时呈下降趋势。通
常在样品量一定的情况下，增加溶剂的量可以使原

料颗粒周围的浓度降低，增大细胞壁内外两侧的浓

度差，从而促进有效成分的溶出。因此在振荡的作
用下，溶剂量的适当增加有利于黄酮提取率的提高，

但增加到一定程度会减小恒温水浴振荡器的振荡作

用，降低了黄酮提取率。因此选 1∶15 为最佳料液比。

图 3 料液比对提取效果的影响

2.1.4 浸提温度对狗枣猕猴桃叶黄酮提取效果的影
响 称取粒度 80 目的狗枣猕猴桃叶粉末 0.2000g，按
料液比 1∶15( g /mL) 加入 80%乙醇溶液，置于 20、30、
40、50、60、70、80、90、100℃水浴恒温振荡器中振荡浸
提 1h，离心，再按同样条件浸提 1 次，离心，合并提取
液，定容至 25mL，测定黄酮的提取率。
从图 4 可以看出，随浸提温度的升高，黄酮提取

率逐渐增加，但超过 80℃时，提取率增加不太明显，
一般情况下，温度升高会使分子运动速度加快，从而

促进溶解，但温度过高可能会引起黄酮类化合物被

氧化破坏，还会造成杂质溶出量的增加［9］，因而选择

80℃为最佳提取温度。
2.1.5 浸提时间对狗枣猕猴桃叶黄酮提取效果的影
响 称取粒度 80 目的狗枣猕猴桃叶粉末 0.2000g，按
料液比 1∶15( g /mL) 加入 80%乙醇溶液，置于 20℃水
浴恒温振荡器中分别振荡浸提 1、2、3、4、5、6h，离心，
再按同样条件浸提 1 次，离心，合并提取液，定容至
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图 4 浸提温度对提取率的影响

25mL，测定黄酮的提取率。
从图 5 可以看出，随浸提时间的延长，黄酮提取

率呈上升趋势，但超过 2h 后，提取率的增加不太明
显，通过方差分析，并从经济方面考虑，选择 2h 为最
佳提取时间。

图 5 浸提时间对提取效果的影响

2.1.6 浸提次数对狗枣猕猴桃叶黄酮提取效果的影
响 称取粒度 80 目的狗枣猕猴桃叶粉末 0.2000g，按
料液比 1∶15( g /mL) 加入 80%乙醇溶液，置于 80℃水
浴恒温振荡器中振荡浸提 2h，离心，再按同样条件分
别提取 1、2、3、4、5 次，离心，合并提取液，定容至
25mL，测定黄酮的提取率。
从图 6 可以看出，随浸提次数的增加，黄酮提取

率逐渐升高，当浸提超过 3 次时，黄酮提取率变化不
大，通过方差分析，并从经济方面考虑，选择浸提 3
次为最佳浸提次数。

图 6 浸提次数对提取效果的影响

2.2 正交实验结果与分析
从表 2 可以看出: 各实验因素及其因素水平对

狗枣猕猴桃叶黄酮提取率的影响表现出一定的差

异，五个因素极差 R值的大小排列顺序为: C ＞ E ＞ D
＞ B ＞ A，即影响黄酮提取率的主要因素是料液比，其
次为浸提时间和浸提温度，而样品粒度和乙醇浓度

影响较小。
由表 3 方差分析可以看出，各因素的 P 值均小

于 0.01，说明这五个因素对狗枣猕猴桃叶黄酮提取
率的影响均极显著，通过 F 值的大小验证了正交实
验极差分析的 C ＞ E ＞ D ＞ B ＞ A结论，即影响狗枣猕
猴桃叶黄酮提取效果的因素顺序: 料液比 ＞浸提时

间 ＞浸提温度 ＞样品粒度 ＞乙醇浓度。通过正交实
验和方差分析结果，可以确定最佳提取工艺条件组

合为 A2B2C2D3E2，即乙醇浓度 75%，样品粒度 80 目，
料液比 1∶15，浸提温度 80℃，浸提时间 2h。

表 2 正交实验结果分析表

实验号 A B C D E 黄酮提取率
( % )

1 1 1 1 1 1 5.470
2 1 2 2 2 2 6.982
3 1 3 3 3 3 7.125
4 1 4 4 4 4 6.305
5 2 1 2 3 4 7.183
6 2 2 1 4 3 7.003
7 2 3 4 1 2 6.570
8 2 4 3 2 1 6.401
9 3 1 3 4 2 7.077
10 3 2 4 3 1 6.549
11 3 3 1 2 4 6.707
12 3 4 2 1 3 6.739
13 4 1 4 2 3 6.147
14 4 2 3 1 4 6.809
15 4 3 2 4 1 6.898
16 4 4 1 3 2 6.432
k1 6.470 6.469 6.403 6.397 6.329
k2 6.789 6.836 6.950 6.559 6.765
k3 6.768 6.825 6.853 6.822 6.754
k4 6.572 6.469 6.393 6.821 6.751
R 0.319 0.367 0.557 0.425 0.436

表 3 方差分析表
变异来源 偏差平方和 自由度 方差 F值 P值

A 0.865 3 0.288 96.419 P ＜ 0.01
B 1.549 3 0.516 172.684 P ＜ 0.01
C 3.063 3 1.021 341.480 P ＜ 0.01
D 1.574 3 0.525 175.488 P ＜ 0.01
E 1.611 3 0.573 179.609 P ＜ 0.01
误差 0.096 32 0.003
总变异 8.757 47

2.3 最佳工艺条件验证
准确称取一定量狗枣猕猴桃叶粉末，在上述工

艺条件下对样品连续提取 3 次，并做三次平行实验，
得黄酮平均提取率 7.250%。

表 4 最佳工艺条件验证结果
实验次数 1 2 3
提取率( % ) 7.257 7.173 7.321
平均提取率( % ) 7.250

3 结论
以乙醇作为提取剂，结合振荡提取法提取狗枣

猕猴桃叶黄酮，单因素实验和正交实验结果表明，影

响狗枣猕猴桃叶黄酮提取的主要因素是料液比，其

次是浸提时间和浸提温度，而粒度和乙醇浓度的影

响较小。最佳提取工艺条件为: 以 75%乙醇溶液作
为提取剂，在温度 80℃，料液比 1∶15( g /mL) 条件下，
采用粒度 80 目的样品，浸提 2h，连续提取 3 次，黄酮
提取率可达 7.250%。狗枣猕猴桃叶黄酮含量较高，
因此狗枣猕猴桃叶有重要的开发利用价值。

( 下转第 241 页)
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图 7 微波功率及水浴时间交互影响核糖核酸得率的曲面图

图 8 微波时间及液料比交互影响核糖核酸得率的曲面图

2.02h，茶树菇核糖核酸得率理论值可达 4.6638%。
为检验该法的可靠性，考虑到实际操作的便利，将最

佳工艺参数修正为:微波功率 495W，微波时间 7min，
液料比 18∶1，水浴浸提时间 2.0h。进行核酸提取的
验证实验，经 3 次平行实验，实际得率分别为 4.57%、
4.46%及 4.55%，实际得率平均值为 4.53%，可见，实
验结果与模型符合良好，说明该模型能较好地模拟

和预测茶树菇核糖核酸得率。
2.2.4 与传统核糖核酸提取方法的比较 目前常用
于工业上核糖核酸提取的方法主要有: 浓盐法［9］，稀

碱法
［10］。选取最佳提取条件，以核糖核酸得率为指
标，对微波法、盐法和碱法进行比较。
由图 9 可知，氨法和浓盐法核糖核酸得率分别

为 3.04%和 3.83%，微波法辅助提取核糖核酸得率为

图 9 微波法与浓盐法及氨法提取核糖核酸比较

4.53%，微波法明显高于另外两种常用方法。同时微
波提取对产物核糖核酸无任何污染; 而浓盐法则由

于加入 NaCl，需要在实验后期进行脱盐处理，从而导
致实验过程过于繁琐; 氨法提取所得核糖核酸的纯

度远小于另外两种方法。由此可见，微波法辅助提
取核糖核酸，可大大缩短操作时间，精简实验过程。

3 结论
将微波技术应用于核糖核酸的提取，通过单因

素实验得出微波功率、微波时间、料液比、水浴浸提
时间对总核酸得率有一定程度的影响。并用响应面
分析法优化提取工艺，采用合理的实验设计，依据回

归分析确定各因素对核糖核酸得率的影响，取得了

比较好的结果，经优化后确定微波辅助提取茶树菇

核糖核酸的最佳工艺条件为: 微波功率 495W，微波
作用时间 7min，液料比 18∶1，水浴浸提时间 2h，茶树
菇核糖核酸得率可达 4.53%。同时，与工业上常用
的提取核糖核酸方法相比，微波法辅助提取核糖核

酸可大大缩短操作时间，精简实验过程，为食用菌及

核酸的开发和应用提供了理论基础。
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