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响应曲面法优化超声辅助提取诸葛菜总黄酮
工艺及抗氧化活性研究
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　　摘　要　目的　采用响应曲面法优化超声提取诸葛菜总黄酮工艺及研究其抗氧化活性。方法　在单因素
试验基础上，以料液比、提取时间、超声温度、乙醇浓度为自变量，总黄酮提取率为响应指标，采用响应曲面法研

究各自变量及其交互作用对总黄酮提取率的影响。通过测定诸葛菜总黄酮对 ＤＰＰＨ自由基清除率来考察其抗
氧化生物活性。结果　优化超声提取诸葛菜总黄酮的工艺为：料液比１∶５０，超声时间５１ｍｉｎ，超声温度３８℃，乙
醇浓度７０％，得到诸葛菜总黄酮平均提取率为２１．７６ｍｇ／ｇ。抗氧化试验结果表明，供试品浓度在１０～５０μｇ／ｍｌ
时，对ＤＰＰＨ自由基清除能力均随着样品溶液浓度增大而增加。结论　响应曲面法优化超声提取诸葛菜总黄酮
的工艺具有可行性。诸葛菜总黄酮有一定的抗氧化活性。
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　　诸葛菜（ＯｒｙｃｈｏｐｈｒａｇｍｕｓｖｉｏｌａｃｅｕｓＬ．Ｓｃｈｕｌｚ）别
名二月兰，系十字花科诸葛菜属植物，是一种分布

广泛，生态适应性强的野生植物［１２］。诸葛菜嫩叶
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和茎可食用，含胡萝卜素等多种营养成分，全草入

药具有开胃下气、利湿解毒的功效［３］，现代药理研

究表明，诸葛菜还有抑菌、抗肿瘤、促进消化、降低

胆固醇等作用。总黄酮是其重要的生理活性物质，

具有抗炎、抗辐射、抗氧化、免疫调节等作用。

超声辅助技术在中药提取中具有提取效率高，

提取时间短，提取条件温和，绿色环保等优势［４５］。

本文采用超声辅助提取诸葛菜中总黄酮，通过

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实 验 设 计 （ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ，
ＢＢＤ）［６７］，设计四因素三水平响应曲面分析方法优
选超声提取工艺参数，并研究其抗氧化活性，为诸

葛菜进一步的开发利用提供依据和参考。响应曲

面法通过建立连续变量的模型，对各影响因素及交

互作用进行优化和评价，同时用曲面图和等高线图

表示出来，比正交设计更直观、精确。该方法现已

广泛用于中药提取、食品工业等领域的工艺优化。

１　仪器与材料

１．１　仪器
１０２２Ａ型电热鼓风干燥箱（龙口市先科仪器

公司）；ＪＪ２２４ＢＣ电子天平（美国 Ｇ＆Ｇ公司）；ＪＤＨ
２Ｇ微波干燥杀菌箱（广州永泽微波能设备有限公
司）；ＣＳ７００高速多功能粉碎机（永康市天棋盛世
工贸有限公司）；ＫＱ５００ＤＢ数控超声波清洗器（昆
山市超声仪器有限公司）；ＵＶ１９０１双光束紫外可
见分光光度计（郑州科泰实验设备有限公司）。

１．２　材料
诸葛菜（本品于２０１７年４月、５月、６月采集于

济宁医学院日照校区本草园，经济宁医学院药学院

王建安副教授鉴定为十字花科诸葛菜属植物诸葛

菜 ＯｒｙｃｈｏｐｈｒａｇｍｕｓｖｉｏｌａｃｅｕｓＬ．Ｓｃｈｕｌｚ，干燥，粉碎，
过６０目筛，置干燥器内保存备用）；芦丁对照品
（批号：２０１５０７０１）购于中国食品药品检定研究院；
Ｄ４３１３ＤＰＰＨ（批号：ＡＹＳＪＢＩＱ）购于东京化成工业
株式会所；ＡＲ抗坏血酸（批号：２０１２０９１０）购于江
苏强盛功能化学股份有限公司；亚硝酸钠、氢氧化

钠、硝酸铝、乙酸钠、结晶乙酸钠、三氯化铝、乙酸试

剂均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　诸葛菜总黄酮的测定
２．１．１　对照品溶液的制备　精密称定芦丁对照品

２０．００ｍｇ于１００ｍｌ容量瓶中，加入６０％乙醇溶解，
定容至刻度，摇匀，即得浓度为０．２０ｍｇ／ｍＬ的芦丁
对照品溶液。

２．１．２　供试品溶液的制备　将采集于济宁医学院
日照校区本草园花蕾期的诸葛菜，低温干燥，粉碎，

过６０目筛，精密称取０．５０００ｇ置于５０ｍｌ具塞锥形
瓶中，加入６０％乙醇２０ｍｌ，超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，
即得供试品溶液。

２．１．３　标准曲线的绘制和线性范围　精密吸取芦
丁标准溶液０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５ｍｌ于
２５ｍｌ容量瓶中，用６０％乙醇补充至５．０ｍｌ，加入０．
１ｍｏｌ／ＬＡｌＣｌ３溶液４．０ｍｌ，ｐＨ５．４ＮａＡｃＨＡｃ缓冲
溶液４．０ｍｌ，４０℃水浴显色２０ｍｉｎ，室温放置１０ｍｉｎ
后用６０％乙醇定容至刻度，采用紫外可见分光光
度计于４１０ｎｍ处测其吸光度，以芦丁对照品浓度
为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准曲线得线性回

归方程为ｙ＝２６．７８６ｘ＋０．０１９９（Ｒ２＝０．９９９２），结
果表明芦丁在４～２８ｇ／ｍｌ范围内线性关系良好。
２．１．４　精密度试验　取同一供试品溶液，按２．１．
３项下的方法，连续测定６次，计算总黄酮吸光度
的ＲＳＤ为０．６１％（ｎ＝６），表明精密度良好。
２．１．５　稳定性试验　取同一供试品溶液，按２．１．
３项下的方法，分别在０、１０、２０、３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ
时各测定 １次，计算总黄酮吸光度的 ＲＳＤ为 １．
０７％（ｎ＝６），结果表明供试品溶液在１２０ｍｉｎ内稳
定性良好。

２．１．６　重复性试验　精密称定诸葛菜粉末６份，
每份０．５０００ｇ于 ５０ｍｌ具塞锥形瓶中，分别加入
２０ｍｌ６０％乙醇，超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，记录滤液体
积，精密吸取上述样品溶液１．０ｍｌ置２５ｍｌ容量瓶
中，用６０％乙醇补足至５．０ｍｌ，按２．１．３下的显色
方法显色，在４１０ｎｍ处测定吸光度，计算总黄酮平
均含量为１４．１５ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为１．０３％（ｎ＝６），表明
该方法重复性良好。

２．１．７　加样回收率试验　精密称定已知含量的诸
葛菜粉末６份，每份０．２５００ｇ，分别精密加入一定
量的芦丁对照品，依法制备供试品溶液进行测定，

测得芦丁的平均回收率为 １０２．２２％，ＲＳＤ为 １．
６３％，表明该方法准确性良好。
２．２　超声提取诸葛菜总黄酮工艺研究
２．２．１　单因素试验　１）超声温度对总黄酮提取
率的影响 采用乙醇浓度６０％，料液比１∶４０，超声
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时间３０ｍｉｎ，超声提取诸葛菜总黄酮，考察不同超
声温度（２０、３０、４０、５０、６０、７０℃）对总黄酮提取率
的影响。见图１。

图１　超声温度对总黄酮提取率的影响

图１表明，随超声温度的增加，总黄酮提取率
逐渐提高，当温度达到４０℃，总黄酮提取率达到最
大，之后总黄酮提取率随温度升高而降低，因此最

佳超声温度选择４０℃。
２）料液比对总黄酮提取率的影响：采用乙醇

浓度６０％，超声温度４０℃，超声时间３０ｍｉｎ条件
提取诸葛菜总黄酮，考察不同料液比１∶３０、１∶４０、１
∶５０、１∶６０、１∶７０对总黄酮提取率的影响。见图２。

图２　料液比对总黄酮提取率的影响

由图２可知，诸葛菜总黄酮提取率随料液比的
增加而升高，当料液比为１∶５０时总黄酮提取率达
到最高，其后随料液比升高提取率下降，因此最佳

料液比选取１∶５０。
３）超声时间对总黄酮提取率的影响：采用料

液比１∶５０，乙醇浓度６０％，超声温度４０℃ 条件超
声提取总黄酮，考察不同超声时间３０、４０、５０、６０、
７０ｍｉｎ对诸葛菜总黄酮提取率的影响。见图３。

图３表明，随超声时间的延长，诸葛菜总黄酮
提取率逐渐增大，总黄酮提取率在５０ｍｉｎ时达到最
大，其后随时间的增加总黄酮提取率逐渐降低，因

此５０ｍｉｎ为最佳提取时间。

图３　料液比对总黄酮提取率的影响

４）乙醇浓度对总黄酮提取率的影响：采用料
液比１∶５０，超声温度４０℃，超声时间５０ｍｉｎ条件
提取总黄酮，研究乙醇浓度 ４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％对总黄酮提取率的影响。见图４。

图４　乙醇浓度对总黄酮提取率的影响

图４表明，随着乙醇浓度的增大，诸葛菜中总
黄酮提取率逐渐升高，当乙醇浓度达７０％时，总黄
酮提取率达到最高，其后随乙醇浓度的增大，总黄

酮提取率降低，因此最佳乙醇浓度为７０％。
２．２．２　响应曲面优化试验　在单因素试验的基础
上，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件，依据 ＢｏｘＢｅ
ｈｎｋｅｎ试验设计原理，选择料液比（Ａ）、超声时间
（Ｂ）、乙醇浓度（Ｃ）、超声温度（Ｄ）影响总黄酮提取
率的四个主要因素，以诸葛菜总黄酮含量为响应

值，进行试验分析。试验因素水平编码设计及试验

结果见表１、２、３。

表１　响应曲面设计因素与水平表

水平 因 素
料液比（Ａ）
（ｇ／ｍｌ）

超声时间（Ｂ）
（ｍｉｎ）

乙醇浓度（Ｃ）
（％）

超声温度（Ｄ）
（℃）

－１ １∶４０ ４０ ５０ ３０

０ １∶５０ ５０ ７０ ４０

１ １∶６０ ６０ ９０ ５０

·５５·
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表２　响应曲面中心组合方案与响应值

编号
料液比

（ｇ／ｍｌ）
超声时间

（ｍｉｎ）
乙醇浓度

（％）
超声温度

（℃）
含量

（ｍｇ／ｇ）
１ １ ０ １ ０ １４．３５
２ ０ ０ １ １ ９．９５
３ ０ ０ ０ ０ ２１．４６
４ ０ －１ １ ０ １３．４７
５ －１ ０ ０ １ １０．５１
６ －１ －１ ０ ０ １４．３６
７ ０ ０ ０ ０ ２１．１８
８ －１ ０ ０ －１ １５．４９
９ －１ １ ０ ０ １４．９５
１０ ０ １ ０ －１ １６．４８
１１ ０ －１ ０ －１ １４．１７
１２ ０ ０ ０ ０ ２１．５４
１３ ０ １ －１ ０ １６．７９
１４ ０ ０ １ －１ １２．９０
１５ ０ ０ ０ ０ ２１．３７
１６ ０ －１ －１ ０ １５．０３
〗１７ １ ０ ０ １ １２．２４
１８ ０ ０ ０ ０ ２１．５０
１９ １ １ ０ ０ １５．８５
２０ －１ ０ －１ ０ １６．５７
２１ ０ １ １ ０ １２．６３
２２ ０ １ ０ １ １０．１９
２３ １ ０ ０ －１ １６．０１
２４ －１ ０ １ ０ １１．２１
２５ １ －１ ０ ０ １５．７５
２６ ０ ０ －１ －１ １５．６０
２７ ０ ０ －１ １ １４．１３
２８ １ ０ －１ ０ １５．５９
２９ ０ －１ ０ １ １０．８１

表３　二次回归模型的方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ 显著性

模型 ３３８．６８ １４ ２４．１９ ４７．６３ ＜０．０００１ 显著

Ａ ３．７４ １ ３．７４ ７．３７ ０．０１６８
Ｂ ０．９１ １ ０．９１ １．７９ ０．２０２６
Ｃ ３０．７２ １ ３０．７２ ６０．４９ ＜０．０００１
Ｄ ４３．４０ １ ４３．４０ ８５．４４ ＜０．０００１
ＡＢ ０．０６０ １ ０．０６０ ０．１２ ０．７３６１
ＡＣ ４．２４ １ ４．２４ ８．３６ ０．０１１９
ＡＤ ０．３７ １ ０．３７ ０．７２ ０．４１０２
ＢＣ １．６９ １ １．６９ ３．３３ ０．０８９５
ＢＤ ２．１５ １ ２．１５ ４．２３ ０．０５９０
ＣＤ ０．５５ １ ０．５５ １．０８ ０．３１６７

Ａ２ ６２．５２ １ ６２．５２ １２３．１０ ＜０．０００１

Ｂ２ ７５．１９ １ ７５．１９ １４８．０４ ＜０．０００１

Ｃ２ ８８．１８ １ ８８．１８ １７３．６２ ＜０．０００１

Ｄ２ １５６．０３ １ １５６．０３ ３０７．２２ ＜０．０００１
残差 ７．１１ １４ ０．５１
差拟项 ５．３４ １０ ０．５３ １．２１ ０．４６４２ 不显著

纯误差 １．７７ ４ ０．４４
总离差 ３４５．７９ ２８

如表３方差分析所示，乙醇浓度（Ｐ＜０．００１）、
超声温度（Ｐ＜０．００１）对诸葛菜总黄酮提取率有极
显著性影响，料液比（Ｐ＜０．０５）对诸葛菜总黄酮提
取率有显著性影响，而超声时间影响不显著，ＡＣ、
Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２是显著型模型。

以总黄酮含量为响应值，经回归拟合后，得到

回归方程：总黄酮含量 ＝２１．５１＋０．５６Ａ＋０．２８Ｂ－
１．６０Ｃ－１．９０Ｄ－０．１２ＡＢ＋１．０３ＡＣ＋０．３ＡＤ－０．
６５ＢＣ－０．７３ＢＤ－０．３７ＣＤ－３．１０Ａ２－３．４０Ｂ２－３．
６９Ｃ２－４．９０Ｄ２，根据方差结果显示，Ｆ回归 ＝４７．６３，Ｐ
＜０．０００１，表明二次多元回归方程与响应值之间的
关系模型显著，差拟项检验值 Ｐ＝０．４６４２＞０．０５
（不显著），Ｒ２＝０．９０３１，说明模型充分拟合试验数
据，可用此回归方程确定诸葛菜总黄酮的最佳提取

工艺。

２．２．３　效应面分析　通过多元回归方程绘制效应
曲面图，可以直观的反应各因素及两两因素间的交

互作用对响应值的影响，效应曲面图见图５。

图５　料液比（Ａ）、超声时间（Ｂ）、乙醇浓度（Ｃ）
与超声温度（Ｄ）两两交互作用对总黄酮提取率影响的

效应曲面图

如图５所示，三维空间曲面直观反映了各变量
交互作用对总黄酮提取率的影响，随着 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ
值的增大，总黄酮提取率逐渐提高，当达到最大值

后，随着各变量值的继续增大，总黄酮提取率有所

下降。通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件进行分析，诸
葛菜总黄酮最佳提取工艺条件为料液比１∶５０，超

·６５·
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声时间５０．８０ｍｉｎ，乙醇浓度６７．９２％，超声温度３８．
０９℃，此条件下总黄酮提取率为２１．８８ｍｇ／ｇ，考虑
到实际操作需要，将实验条件修订为料液比１∶５０，
超声时间５１ｍｉｎ，乙醇浓度７０％，超声温度 ３９℃。
在此最优实验条件下进行３次验证试验，诸葛菜总
黄酮平均提取率为２１．８３ｍｇ／ｇ，与理论预测值２１．
８８基本吻合，偏差很小，说明该模型可靠，利用响
应面分析法优化得到的超声提取工艺参数准确，具

有可行性。

２．３　诸葛菜总黄酮含量及抗氧化活性结果比较
２．３．１　体外抗氧化活性测定　精密称取ＤＰＰＨ８．
０ｍｇ于１００ｍｌ棕色容量瓶中，用无水乙醇溶解并定
容到刻度，配成浓度为 ２．０×１０４ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶
液，将样品溶液配成浓度分别为０．０１、０．０２、０．０３、
０．０４、０．０５、０．１、０．１５ｍｇ／ｍｌ，分别加入 ＤＰＰＨ溶液
或无水乙醇后避光反应６０ｍｉｎ后于５１０ｎｍ处测定
吸光度。按照以下公式计算诸葛菜总黄酮对 ＤＰ
ＰＨ·清除率［８１０］。用相同浓度Ｖｃ做阳性对照。
ＤＰＰＨ·清除率％＝［１

!

（Ａ１!Ａ２）／Ａ０］×１００％
Ａ１：样品溶液＋ＤＰＰＨ溶液，Ａ２：样品溶液＋无水乙
醇，Ａ０：无水乙醇＋ＤＰＰＨ溶液
２．３．２　不同生长时期诸葛菜总黄酮含量及抗氧化
活性比较　将诸葛菜花蕾期、初花期、大花期及结
果期的新鲜药材置于阴凉通风处干燥，粉碎，过６０
目筛，分别精密称定上述干燥药材粉末３份，每份
０．５０００ｇ于 ５０ｍｌ具塞锥形瓶中，加入 ７０％乙醇
２５ｍｌ，在３８℃下超声提取５１ｍｉｎ，抽滤，取滤液，显
色后测定吸光度，计算总黄酮含量，按２．３．１测定
体外抗氧化活性。见图６，７。

图６　不同生长期诸葛菜总黄酮含量比较

图７　不同生长期诸葛菜抗氧化活性比较

由图６可知，不同生长期诸葛菜总黄酮含量：
花蕾期＞初花期＞大花期 ＞结果期，由图７所示，
不同生长期诸葛菜总黄酮对 ＤＰＰＨ自由基清除能
力均随着样品溶液浓度增大而增加，在１０～５０μｇ／
ｍｌ增长幅度较大，超过 ５０μｇ／ｍｌ时，逐渐趋于平
缓。由此可知，花蕾期总黄酮含量及抗氧化活性最

高。

２．３．３　不同药用部位诸葛菜总黄酮含量及抗氧化
活性比较　将大花期诸葛菜新鲜药材根、茎、叶、
花、果实分离，分别置微波干燥杀菌箱中４５℃下微
波干燥，将干燥后药材分别粉碎，过６０目筛，按２．
３．１方法测定总黄酮含量及体外抗氧化活性。结
果见图８，９。

图８　不同药用部位诸葛菜总黄酮含量比较

图９　不同药用部位诸葛菜抗氧化活性比较

由图８可知，不同药用部位诸葛菜总黄酮含
量：叶＞花＞茎＞根＞果实，由图９可知，不同药用
部位诸葛菜总黄酮对 ＤＰＰＨ自由基清除能力均随
着样品溶液浓度增大而增加，在１０～５０μｇ／ｍｌ增
长幅度较大，超过５０μｇ／ｍｌ时，逐渐趋于平缓。由
此可知，叶的总黄酮含量及抗氧化活性最高。

２．３．４　不同干燥方法诸葛菜总黄酮含量及抗氧化
活性比较　将置于不同干燥方法下干燥后的大花
期诸葛菜药材粉碎，过６０目筛，按２．３．１方法测定
总黄酮含量及体外抗氧化活性。结果见图１０，１１。
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图１０　不同干燥方法诸葛菜总黄酮含量比较

图１１　不同干燥方法诸葛菜抗氧化活性比较

由图１０可知，不同干燥方法诸葛菜总黄酮含

量：低温鼓风干燥 ＞微波干燥 ＞阴干，由图１１所

示，不同干燥方法诸葛菜总黄酮对ＤＰＰＨ自由基清

除能力在 １０～５０μｇ／ｍｌ范围内呈较好的量效关

系。阴干法清除能力可达８４．９６％，微波干燥法为

８３．５８％，低温鼓风干燥为 ８１．７６％。虽然阴干法

抗氧化活性最高，但总黄酮含量相对较低；低温干

燥法和微波干燥法抗氧化活性差异较小，其中，阴

干法总黄酮含量相对较高，因微波干燥法所需时间

较短，因此选择微波法作为诸葛菜最佳干燥方法。

３　讨论

本课题在单因素试验的基础上，采用响应曲面

法优化诸葛菜总黄酮超声提取工艺，试验结果表

明：在料液比 １∶５０、超声时间 ５１ｍｉｎ、超声温度

３８℃、乙醇浓度６８％条件下，诸葛菜中总黄酮含量

为２１．８３ｍｇ／ｇ，与模型预测值基本相近，从而说明

该方法可行。通过对比不同干燥方法，不同药用部

位和不同生长期诸葛菜总黄酮含量和抗氧化活性，

选择微波法干燥，叶和花蕾期总黄酮含量和抗氧化

活性相对较高。本文通过对诸葛菜总黄酮提取工

艺及抗氧化活性的研究，为诸葛菜有效成分的进一

步开发利用提供理论依据。

参考文献：

［１］　张婷婷，马国需，许福泉，等．诸葛菜水溶性化学成分

的研究［Ｊ］．中国药学杂志，２０１４，４９（２４）：２１６５

２１６７．

［２］　王欣，李向，王红庆．诸葛菜中黄酮类化合物提取方

法和抗氧化性研究［Ｊ］．安徽农业科学，２００７，３５

（２７）：８６６７８６６９．

［３］　李孟良，江东国．不同施氮量对诸葛菜生长及产量的

影响［Ｊ］．安徽科技学院学报，２０１６，３０（５）：１２１６．

［４］　刘杰，胡志平，邓莹．超声波提取总黄酮的工艺研究

现状［Ｊ］．黔南民族医专学报，２０１６，２９（４）：３０８３０９．

［５］　ＶａｒｄａｎｅｇａＲ，ＳａｎｔｏｓＤＴ，ＭｅｉｒｅｌｅｓＭＡ．Ｉｎｔｅｎｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｂｉｏａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓｕ

ｓｉｎｇｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｇｎＲｅｖ，２０１４，８

（１６）：８８９５．ＤＯＩ：１０．４１０３／０９７３７８４７．１３４２３１．

［６］　叶耀辉，郑红梅，张博文，等．ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法

优化鳖血柴胡炮制工艺［Ｊ］．中药材，２０１７，４０（２）：

３３４３３７．

［７］　张百霞，郭庆梅，王真真，等．响应曲面法优化金银花

总酚酸提取工艺［Ｊ］．中成药，２０１３，３５（１０）：２１４４

２１４８．

［８］　林三清，周中流，杨红艳，等．柠檬桉叶总黄酮提取工

艺及其清除自由基活性研究［Ｊ］．中国药业，２０１７，２６

（６）：５８．

［９］　薛梅，李晓英，周卫平．龙牙百合花总黄酮提取工艺

及抗氧化性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２）：１８２

１８４．

［１０］王晓林，王文姣，钟方丽，等．表面活性剂辅助提取黄

芪茎总黄酮及其抗氧化活性［Ｊ］．食品研究与开发，

２０１７，３８（１）：２８３３．

（收稿日期　２０１８０１０９）

（本文编辑：石俊强）
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