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0 引言

扁桃斑鸠菊（Vernonia amygdalina Del.）别名桃

叶斑鸠菊、杏叶斑鸠菊、神奇叶、尖尾凤、肝连、苦

树、苦胆叶、苦叶、苦茶叶、南非树等，原产于热带非

洲，在尼日利亚等地被当作一种蔬菜[1]。在我东南

沿海地区被称为“将军叶”，这是由于它生长能力

强，四季皆宜种。另外，它又俗称苦茶[2]。扁桃斑鸠

菊作为药食两用特色植物，其叶味苦涩性凉，具有

功能散热、凉血和清热解毒的功效，适用于降血压、

降胆固醇、风热性或血热性皮肤病，对闪光、老花

眼、近视及青光眼也有显著的功效[3]。东南亚民间

常用扁桃斑鸠菊水煎剂治疗发热、疟疾、腹泻、痢

疾、咳嗽、头痛和胃痛等疾病，该水煎剂具有抗氧化

性、保肝、促胃酸分泌、降血脂、抗疟原虫[4]等功效，

扁桃斑鸠菊水煎剂中含有的倍半萜内酯和斑鸠菊

苷都有很强的抗癌药理活性[5-6]。医学研究表明，黄

酮类物质能通过多种途径发挥较强的抗肿瘤作用，

其主要机理包括：调节免疫功能[7-8]、降低细胞黏附

和促进细胞间信号传递[9]、促进细胞凋亡[10]、清除自

由基和抗氧化作用[11-12]等机制。因此，研究扁桃斑

鸠菊的黄酮含量和抗氧化在卫生保健和医药领域
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摘要：为探讨提取扁桃斑鸠菊（Vernonia amygdalina Del.）黄酮及自由基的最佳提取工艺，以扁桃斑鸠菊的叶

片为试材，运用单因素和响应面试验相结合的方法，通过超声波辅助对其总黄酮的提取进行优化，并对其黄

酮含量进行测定与抗氧化活性分析。研究结果表明：扁桃斑鸠菊黄酮最佳提取条件为超声波功率409.6 W，

超声频率 35 kHz，乙醇浓度 100%，料液比为 1∶48.5 g/mL，提取温度 61.9℃，提取时间 20 min，黄酮得率为

5.7%。当扁桃斑鸠菊黄酮浓度为2 mg/mL时，其对·OH、DPPH·和O
-
2•的最大清除率分别为54.7%、79.2%和

32%，并具有很好的还原能力。通过热溶剂浸提超声波辅助提取法提取扁桃斑鸠菊中的黄酮类化合物，所用

时间短，要求温度低，提取率好，方法简单易行，具有明显的优势。
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具有广泛的前景。

扁桃斑鸠菊目前的研究主要集中在化学成分

提取[13]、结构分析[14]和快速繁殖[15]等方面，而运用响

应面分析法优化总黄酮的提取及抗氧化性的研究

报道较少。由于取材的不同，提取条件的选择差异

使得扁桃斑鸠菊总黄酮发挥的作用也不尽相同[16]。

本研究拟运用单因素和响应面试验相结合，通过超

声波辅助对扁桃斑鸠菊总黄酮的提取工艺进行优

化，通过紫外可见分光光度法[16]对黄酮含量进行测

定并研究了其体外抗氧化活性，确定扁桃斑鸠菊黄

酮提取的最佳工艺，从而为其进一步开发利用提供

理论基础。

1 材料与方法

1.1 原料与试剂

供试材料：扁桃斑鸠菊原材料于2018年9月采

自广西植物研究所喀斯特药用植物园，取其完整叶

片，烘干、粉碎后过60目筛备用。

供 试 试 剂 ：芦 丁 标 准 品（ 批 号 ：MUST-

12040302，中国药品生物制品检定所）；蒸馏水；乙

醇、5% 亚硝酸钠、10% 硝酸铝、4% 氢氧化钠、

Al（NO3）3、NaNO2、NaOH、VC、铁氰化钾、磷酸盐缓

冲液、三氯乙酸、三氯化铁、DPPH、Tris-HCL、邻苯

三酚、HCl、邻二氮菲、PBS、FeSO4、H2O2均为分析纯

试剂，均购自桂林卓一生物有限公司。

1.2 仪器与设备

TU-1901型双光束紫外可见分光光度计（北京

普析通用仪器有限责任公司）；DL-720E智能超声

波；电子分析天平（梅特勒-托利多仪器有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 标准曲线的制备

精密称取真空干燥至恒重的芦丁标准品 20

mg，无水乙醇溶解制成0.4 mg/mL的对照品溶液[17]。

分别取制备好的对照品溶液 0.0 mL，0.1 mL，0.2

mL，0.4 mL，0.6 mL，0.8 mL，1.0 mL 及提取液 1.0

mL，置于 25 mL容量瓶中。加 50%乙醇至 10 mL，

加5%亚硝酸钠1 mL，混匀，静置6 min；加10%硝酸

铝溶液1 mL，混匀，静置6 min；加4%氢氧化钠溶液

10 mL，50%乙醇调至刻度，混匀，得空白液、对照品

溶液及样品供试液；静置15 min后在190~900 nm处

进行光谱扫描，确定选用510 nm作为测定波长。以

吸光度为纵坐标，总黄酮浓度为横坐标绘制回归曲

线，回归方程为 y=0.2038x-0.0078，R2=0.999 2，总黄

酮浓度为0.001 3~0.013 mg/mL，线性关系良好。

1.3.2 供试品溶液的制备

称取扁桃斑鸠菊样品粉末0.5 g，按照料液比为

1∶48.5 g/mL加无水乙醇 24.5 mL，61.9℃水浴提取

20 min，超声波频率为 35 kHz，超声波功率为 409.6

W，提取结束后过滤，洗涤液合并，定容至50 mL，即

得供试品溶液。

1.3.3 扁桃斑鸠菊黄酮提取工艺优化试验

1.3.3.1 单因素试验

（1）超声波频率对扁桃斑鸠菊黄酮得率的影响

准确称取 0.5 g样品粉末，按照料液比 1∶20 g/

mL加入 50%乙醇 10 mL，40℃水浴中提取 30 min，

超声波功率为 180 W，超声波频率分别为高频（61

kHz）和低频（35 kHz），过滤，定容至50 mL，取1 mL

移至25 mL容量瓶中。

（2）超声波功率对扁桃斑鸠菊黄酮得率的影响

准确称取样品粉末 0.5 g，按料液比 1∶20 g/mL

加入50%乙醇10 mL，40℃水浴中提取30 min，超声

波功率分别为 60 W、180 W、300 W、420 W、540 W，

超声波频率为高频（61 kHz），过滤，定容至 50 mL，

按照制备芦丁标准曲线步骤加样，测定吸光度，计

算总黄酮含量。

（3）提取温度对扁桃斑鸠菊黄酮得率的影响

准确称取样品粉末 0.5 g，按料液比 1∶20 g/mL

加入 50% 乙醇 10 mL，分别在 30℃、50℃、60℃、

70℃、90℃水浴中提取 30 min，超声波功率分别为

420 W，超声波频率为高频（61 kHz），过滤，定容至

50 mL，按照制备芦丁标准曲线步骤加样，测定吸光

度，计算总黄酮含量。

（4）乙醇浓度对扁桃斑鸠菊黄酮得率的影响

准确称取样品粉末0.5 g，按料液比1∶20 g/mL，

分别加入20%、40%、60%、80%、无水乙醇10 mL，在

60℃水浴中提取30 min，超声波功率为420 W，超声

波频率为高频（61 kHz），过滤，定容至 50 mL，按照

制备芦丁标准曲线步骤加样，测定吸光度，计算总

黄酮含量。

（5）料液比对扁桃斑鸠菊黄酮得率的影响

准确称取样品粉末0.5 g，分别按料液比1∶20 g/

mL、1∶30 g/mL、1∶40 g/mL、1∶50 g/mL、1∶60 g/mL，

加入无水乙醇V mL，在 60℃水浴中提取 30 min，超

声波功率为420 W，超声波频率为高频（61 kHz），过
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滤，定容至 50 mL，按照制备芦丁标准曲线步骤加

样，测定吸光度，计算总黄酮含量。

（6）提取时间对扁桃斑鸠菊黄酮得率的影响

准确称取样品粉末0.5 g，按料液比1∶20 g/mL，

加入无水乙醇 10 mL，在 60℃水浴中分别提取 10

min、30 min、60 min、90 min、120 min，超声波功率为

420 W，超声波频率为高频（61 kHz），过滤，定容至

50 mL，按照制备芦丁标准曲线步骤加样，测定吸光

度，计算总黄酮含量。

1.3.3.2 黄酮得率的计算方法

黄酮得率（%）=(C*V)/M*100%，

式中[18]：C为提取液中黄酮的含量（mg/mL）；V为提

取液体积（mL），M为样品粉末质量（g）。

1.3.3.3 响应面分析

采用 Design Expert 8.0.6 软件设计响应面试

验。根据 Box-Behnken 的中心组合试验设计原理，

从单因素试验中选取对提取结果影响比较大的 4

个因素：料液比（A）、超声功率（B）、提取温度（C）、

提取时间（D）为自变量，黄酮得率为响应值，共计

29 个试验点进行组合试验[19-22]。因素与水平

见表1。
表1 响应面试验因素与水平表

Table 1 The factor and level table of response surface ex-

periment

水平

Level

-1

0

1

因素Factor

A（g/mL）

1∶30

1∶40

1∶50

B（W）

180

300

420

C（℃）

50

60

70

D（min）

10

30

60

1.3.4 体外抗氧化活性试验

1.3.4.1 对·OH的清除作用

试管中加入 1 mL 0.75 mol/L 邻二氮菲，2 mL

pH值为 7.45的 PBS 溶液、1 mL 蒸馏水、1 mL 0.75

mmol/L FeSO4溶液，1 mL 0.01% H2O2，充分混匀后

于 37℃下恒温水浴 1 h。536 nm 处测定其吸光度

Ap；用1 mL 水代替H2O2，测定其吸光度Ab；用1 mL

样液代替 1 mL 水，测定其吸光度 As[23]。以 VC 做

对照。

·OH清除率（%）=（As-Ap）/（Ab-Ap）×100%。

1.3.4.2 对DPPH·的清除作用

不同浓度的黄酮样液与DPPH•溶液等体积混

合，30 min后用无水乙醇作参比，在 517 nm 处测定

其吸光度A1，测定不同浓度的样液与无水乙醇等体

积混合液的吸光度A2，以及DPPH•溶液与无水乙醇

等体积混合液的吸光度A0。取3 次平行试验结果根

据下列公式计算不同浓度的黄酮样液对DPPH·的

清除率[24]。以VC做对照。

DPPH·清除率（%）=[A0-（A1-A2）]/A0×100%。

1.3.4.3 对O
-
2•的清除作用

取 5 mL 0.05 mol/L，pH值为 8.2 的Tris-HCl 缓

冲液 25℃水浴预热 20 min，分别加入 1 mL 样液，

0.5 mL 25 mmol/L的邻苯三酚，混匀后 25℃水浴准

确反应4 min，立即加入2滴8 mol/L HCl终止反应。

299 nm处测定吸光度A'1，空白对照组的吸光度A'0。

将邻苯三酚溶液用0.5 mL蒸馏水代替，得到吸光度

A'2。取 3 次平行试验结果计算样液对 O
-
2•的清除

率[25]。以VC做对照。

O
-
2•清除率(%)=[A'0-（A'1-A'2）]/A'0×100%。

1.3.4.4 总还原力的测定

1.0 mL样液加入2.5 mL的1%铁氰化钾溶液和

2.5 mL的 0.22 mol/L磷酸盐缓冲液，混合均匀后于

50℃水浴中反应 30 min，迅速冷却加入 10%三氯乙

酸2.5 mL，在4 000 r/min下离心10 min。最后取2.5

mL上清液，加2.5 mL 蒸馏水和2.5 mL 0.1%三氯化

铁溶液，混匀后静置10 min测定700 nm处的吸光度

值[26]。以VC做对照。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 提取温度的选择

如图1所示，在超声处理中，扁桃斑鸠菊中总黄

酮的得率随水浴温度的升高先增加后降低，在70℃

时，所提取的总黄酮得率达到最高值3.89%。继续

图1 温度对黄酮提取率的影响

Fig.1 Effect of different temperature on yield of flavonoid
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升高温度，总黄酮提取率逐渐降低。这可能是在高

温情况下，样品粉末中其他物质析出，影响了总黄

酮的提取；也可能是温度过高使得黄酮化合物的结

构被破坏，导致得率降低。按照单因素试验条件选

择，应暂以70℃为宜。

2.1.2 乙醇浓度的选择

由图2可知，随乙醇浓度的增加，总黄酮的提取

率也随之增加。在无水乙醇条件下，所提取总黄酮

得率达到9.02%。

图2 乙醇浓度对黄酮提取得率的影响

Fig.2 Effect of different ethanol concentration on yield

of flavonoid

2.1.3 料液比的确定

由图3可知，随着料液提取液的增多，黄酮的提

取率呈现先升高再降低再升高的趋势，在料液比

1∶40（g/mL）处，所提取的扁桃斑鸠菊中黄酮得率达

10.34%。随着提取液剂量增加，得率虽有增加但并

没有达到 1∶40（g/mL）的水平，且继续增大溶剂量

既浪费溶剂又不易回收，所以料液比 1∶40（g/mL）

为宜。

图3 料液比对黄酮提取率的影响

Fig.3 Effect of different ratio of solid to liquid on yield

of flavonoid

2.1.4 超声功率的选择

由图4可知，随着超声功率的增大，总黄酮的得

率也相应增加。在超声波功率达到 420 W时，所提

取的扁桃斑鸠菊中黄酮得率达到最高值2.65%。继

续增大超声功率，黄酮物质提取率开始降低。这可

能是超声波功率的增大导致黄酮的结构被破坏，所

以超声功率以420 W为宜。

图4 超声功率对黄酮提取率的影响

Fig.4 Effect of different ultrasonic power on yield of

flavonoid

2.1.5 提取时间的确定

由图5可知，在10~90 min内扁桃斑鸠菊中总黄

酮的得率随着时间的延长而增大，在90 min 时黄酮

提取率达到最高值 10.93%。时间继续增加黄酮得

率开始降低，这可能是因为时间太长，会使黄酮类

化合物的结构遭到破坏，也可能是由于长时间提取

会使粉末溶出其他杂质，使得总黄酮提取率降低。

所以为保证黄酮物质的提取率以及减短提取周期，

以90 min为宜。

图5 时间对黄酮提取得率的影响

Fig.5 Effect of different time on yield of flavonoid
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2.1.6 超声波高低频的选择

如图6所示，当超声频率为低频（35 kHz）时，总

黄酮的提取率达到 1.23%，优于高频（61 kHz）。所

以在超声辅助提取时选用低频（35 kHz）即可。

2.2 响应面试验结果

2.2.1 试验结果

根据表 1 设定的水平和因素，共设 29 个试验

点，其中24个为析因点，5个为零点。得到各个试验

条件的黄酮得率，试验结果见表2、表3。

图6 超声频率对黄酮提取率的影响

Fig.6 Effect of different ultrasonic frequency on yield

of flavonoid

表2 响应面试验设计及结果

Table 2 The design and result of response surface experiment

试验号
Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

料液比
Ratio of solid to liquid

1∶50

1∶50

1∶40

1∶40

1∶40

1∶40

1∶30

1∶40

1∶30

1∶40

1∶40

1∶40

1∶40

1∶30

1∶30

1∶30

1∶50

1∶40

1∶50

1∶40

1∶30

1∶40

1∶40

1∶40

1∶40

1∶40

1∶40

1∶50

1∶50

功率
Power (W)

420

180

300

180

300

420

300

300

300

420

300

180

300

300

300

420

300

300

300

180

180

420

420

180

300

300

300

300

300

提取温度
Temperature (℃)

60

60

50

60

60

60

50

60

60

70

60

50

70

70

60

60

50

70

60

70

60

50

60

60

50

60

60

70

60

提取时间
Time (min)

30

30

10

60

30

10

30

30

10

30

30

30

60

30

60

30

30

10

10

30

30

30

60

10

60

30

30

30

60

黄酮得率
Flavonoid yield (%)

9.951

9.755

8.429

10.245

8.222

10.196

8.724

8.823

7.694

11.865

8.823

10.491

8.479

8.675

8.675

8.626

9.804

10.540

9.460

9.068

9.362

8.430

9.902

9.460

8.479

8.822

8.823

11.030

10.540
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表3 回归模型的方法分析

Table 3 The analysis of variance of regression model

方差来源

Source of
variance

模型
Model

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差
Residual

失拟误差
Misfit error

纯误差
Pure error

总差
Total difference

自由度

Degree of
freedom

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

平方和

Sum of square

20.84

6.43

0.029

2.34

0.024

0.22

0.041

0.002 45

5.90

0.29

1.11

0.11

3.77

0.77

0.073

4.24

4.24

0.001 2

25.09

均方

Mean square

1.49

6.43

0.029

2.34

0.024

0.22

0.041

0.002 45

5.90

0.29

1.11

0.11

3.77

0.77

0.073

0.30

0.42

0.003

F值
F value

4.91

21.21

0.095

7.72

0.08

0.72

1.34

0.008

19.46

0.96

3.68

0.37

12.45

2.56

0.24

14 150

P值
P value

0.002 6

0.000 4

0.762 0

0.014 8

0.780 8

0.411 6

0.266 3

0.929 6

0.000 6

0.343 8

0.075 9

0.554 8

0.003 3

0.132 2

0.630 9

<0.000 1

显著性

Significant

**

**

*

**

**

**

注：*P<0.05，显著；**P<0.01，极其显著

Note：*P<0.05，significant；**P<0.01，extremely significant

由软件分析得到回归方程为

Y=8.82 + 0.73A + 0.049B + 0.44C + 0.045D +

0.23AB + 0.32AC + 0.025AD + 1.21BC-0.27BD +

0.53CD+0.13A2+0.76B2+0.35C2+0.11D2，

其中Y为扁桃斑鸠菊黄酮含量的预测值。该模型的

预测复相关系数 R2=0.830 8，矫正系数 Adj R2=

0.661 7，说明试验的实际值和预测值拟合度比较

好。由图3可以看出，P<0.000 1，说明该模型极其显

著，在统计学上是有意义的。A和C 两个因素所模

拟的一次项小于 0.05，说明因变量和所选自变量之

间的线性关系显著，该回归方程能代替试验真实点

分析试验结果。模拟的二次项B2（P<0.01），表明B

因素对扁桃斑鸠菊黄酮的提取率达到极其显著的

水平，交互项BC的P<0.05，达到显著水平，由此可
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知，料液比与超声功率、超声功率与提取时间、提取

温度与提取时间这些因素之间都存在一定的交互

作用，并且它们之间的交互作用会对扁桃斑鸠菊中

黄酮的提取率产生显著影响。

2.2.2 响应面交互作用分析

通过 Design-Expert 8.0.6 软件，将 AB、BD、CD

交互进行分析比较，做出响应面曲线图，见图7。由

响应面三维图 7可知，当各因素在一定范围内增大

时，对应的响应值也增大；但当响应值达到最高点，

各因素的值继续增大时，其响应值却不断减小。等

高线图的中心点在 3D 图上的投影即最高点，表明

该点的提取率最高。

2.2.3 优化与验证试验

依据以上响应面试验模型和结果分析，得出最

佳提取条件下的扁桃斑鸠菊中总黄酮的提取率为

5.8%，料液比 1∶48.5 g/mL，超声功率 409.6 W，提取

温度61.9℃，提取时间20 min。在此最佳条件下，进

行平行验证试验，重复5次，获得扁桃斑鸠菊黄酮提

取率的平均值为 5.7%。实际所测得提取率的平均

值较预测值少 0.1%，表明该模型的可靠性较高，并

且提取工艺的重复性良好，在后续试验中可选取以

上条件进行抗氧化活性研究。

2.3 扁桃斑鸠菊总黄酮体外抗氧化活性

由图 8 可以看出，扁桃斑鸠菊中黄酮对·OH、

O
-
2•、DPPH·均能够起到清除作用，并且在试验浓度

范围内，对自由基的清除能力呈现量效关系。当扁

桃斑鸠菊黄酮浓度为 2 mg/mL左右时，对·OH、O
-
2•

和 DPPH·的最大清除率分别为 54.7%、79.2% 和

32%。在试验浓度范围内，扁桃斑鸠菊总黄酮和VC

的还原力均随浓度的增大而增大（图8d），线性关系

较好，其中 2 mg/mL的扁桃斑鸠菊黄酮与 0.67 mg/

mL 的 VC 几乎均等，可见其黄酮体外抗氧化活性

较好。

图7 各个因子交互作用的响应面图

Fig.7 Response surface diagram for interaction of every two factors

唐健民等.响应面法优化扁桃斑鸠菊黄酮提取及抗氧化活性研究
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图8 扁桃斑鸠菊总黄酮的·OH、O
-
2•、DPPH·清除率及还原力

Fig.8 ·OH、O
-
2•、DPPH·clearance rate and reducing power of Vernonia amygdalina Del. flavonoids

3 结论

本研究采用响应面法优化扁桃斑鸠菊黄酮的

提取工艺条件，然后在最佳提取条件下测定其含

量，并研究了其体外抗氧化活性。试验获得的最优

提取工艺条件为超声波功率 409.6 W，超声频率 35

kHz，无水乙醇，料液比 1∶48.5 g / mL，提取温度

61.9℃，提取时间20 min，总黄酮得率为5.7%。试验

获得扁桃斑鸠菊黄酮对·OH、O
-
2•、DPPH·均能够起

到清除作用，当其浓度为2 mg/mL左右时，对它们的

最大清除率分别为 54.7%、79.2%和 32%。浓度为 2

mg/mL的扁桃斑鸠菊黄酮与0.67 mg/mL VC的吸光

值几乎均等，可见其黄酮体外抗氧化活性较好。通

过热溶剂浸提超声波辅助提取法提取扁桃斑鸠菊

中的黄酮类化合物，所用时间短、要求温度低、提取

率好，方法简单易行，具有明显的优势。本研究采

用响应面法确定该方法的最佳提取工艺，以期为药

食两用植物扁桃斑鸠菊进一步产业化及开发新天

然抗氧化剂和保鲜剂提供理论基础。
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Abstract：In order to explore the optimal extraction process of flavonoids and free radicals from Vernonia amyg-

dalina Del.，the leaves of Vernonia amygdalina Del. were used as test materials. The combination of single factor

and response surface test was used to optimize the extraction of total flavonoids by ultrasonic assist，and the flavo-

noid content was determined and the antioxidant activity was analyzed. The results showed that the optimal ex-

traction conditions of Vernonia amygdalina Del. flavonoids were that ultrasonic power was 409.6 W，ultrasonic

frequency was 35 kHz，ethanol concentration was 100%，solid-liquid ratio was 1∶48.5 g/mL，extraction tempera-

ture was 61.9℃，extraction time was 20 min，and the flavonoid yield was 5.7%. When the concentration of flavo-

noids was 2 mg/mL，the maximum clearance rates of •OH，DPPH• and O
-
2• were 54.7%，79.2% and 32%，respec-

tively，they had good reducing ability. The flavonoids in Vernonia amygdalina Del. were extracted by ultrasonic

assisted extraction with hot solvent extraction. The extraction time was short，the required temperature was low，

and the extraction rate was good. This method was simple and easy to operate，which had obvious advantages.

Key words：Vernonia amygdalina Del.，response surface method，total flavonoids，antioxidant
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