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摘要：为确定乌饭树叶总黄酮超声辅助提取最佳工艺条件，以总黄酮提取量为指标，在单因素试验基础上，利用响

应面法建立数学模型考察乙醇体积分数、液料比、超声时间及超声温度对乌饭树叶总黄酮提取量的影响，优化乌饭

树叶总黄酮提取工艺。 结果表明，最佳提取工艺条件为：以体积分数 ７５％乙醇为提取溶剂，液料比 ６５ ∶１ ｍＬ ／ ｇ，超声

时间 ８０ ｍｉｎ，超声温度 ６５ ℃，在此工艺条件下的总黄酮提取量为 ２３􀆰 ４１ ｍｇ ／ ｇ。 该结果与模型预测值相近，表明利

用响应面法优化乌饭树叶总黄酮提取工艺合理可行。
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　 　 乌饭树（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ ｂｒａｃｔｅａｔｕｍ Ｔｈｕｎｂ􀆰 ）为杜鹃

花科（Ｅｒｉｃａｃｅａｅ）越桔属常绿灌木，主要分布于长江

以南地区。 作为我国传统的药食同源植物，具有极

高的食用和药用价值。 江、浙、闽一带素有用乌饭

树嫩叶制作乌米饭食用的习俗［１］。 据《中药大辞

典》记载，乌饭树具有益肾固精、强筋明目、散瘀消

肿等药效［２］。 研究表明，除了银杏等树种含有黄酮

类物质外［３］，乌饭树中也含有黄酮类次生代谢产

物，且其种类多样，含量较高（约 １９􀆰 ４８％） ［４］，在抗

氧化［５］、抗肿瘤［６］和抑菌消炎［７］ 等方面均具有显著

效果，是其预防和治疗疾病的关键成分，因而成为

目前研究的热点［８］。
乌饭树叶黄酮类提取物在食品和药品的开发

以及食品防腐中已经开始使用，且具有较大的市场

前景［５，９］，因此研究乌饭树叶黄酮提取工艺具有重

要意义。 目前比较常见的黄酮提取方法有浸提

法［１０⁃１１］、酶提取法［１２］、超声提取法［１３］ 等。 不同的提

取方法各有利弊，需根据提取对象考虑试验的安全
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性、经济性和目的性［１４］。 已有部分学者对乌饭树叶

黄酮提取工艺进行研究，章海燕等［１５］ 对水提取黄酮

的工艺进行了优化；王晓仙等［１６］ 采用正交设计优化

乙醇超声提取乌饭树叶总黄酮的工艺。 响应面法

是解决多变量问题的一种统计学方法，通过多元二

次回归方程来拟合因素与响应值之间的函数关系

以寻找响应因素的最佳条件，作为有效的分析方法

在许多研究领域中得到了应用［１０，１２，１４］。 本研究以

乌饭树叶为原料，采用超声波辅助法，在单因素试

验基础上利用响应面法对影响乌饭树叶黄酮提取

量的主要因素进行分析和优化，以期筛选乌饭树叶

黄酮的最佳提取工艺条件，为进一步开发利用乌饭

树叶黄酮资源奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料与试剂

乌饭树叶采自江苏省林业科学研究院资源圃，
用硅胶保存并带回实验室，擦拭干净，６０ ℃烘干至

恒重，粉碎后过 ６０ 目筛备用。
槲皮素标准品（纯度≥９８％）购于北京盛世康

普化工技术研究院；醋酸钠、无水乙醇、六水合三氯

化铝均为分析纯。
１．２　 仪器与设备

ＤＨＧ⁃９４２３Ａ 型电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏

实验设备有限公司）；ＦＷ１００ 型高速万能粉碎机（天
津市泰斯特仪器有限公司）；ＫＨ⁃５００ＤＢ 型数控超声

波清洗器（昆山禾创超声仪器有限公司）；ＳＨＺ⁃ＤＩＩＩ
型循环水式真空泵（巩义市矛华仪器有限责任公

司）；ＷＦＺ ＵＶ⁃２１００ 型紫外可见分光光度计（上海尤

尼柯仪器有限公司）。
１．３　 试验方法

１．３．１　 标准曲线绘制　 黄酮测定采用三氯化铝比色

法［１７］。 精密称取 １０ ｍｇ 槲皮素标准品，加 ５０％乙醇

定容至 ５０ ｍＬ，摇匀即得质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的槲

皮素标准溶液。 精确量取 ０，０􀆰 ２，０􀆰 ４，０􀆰 ６，０􀆰 ８，１􀆰 ０，
１􀆰 ２ ｍＬ 槲皮素标准液置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，依次加

入 ５ ｍＬ 的 １％ ＡｌＣｌ３溶液和１ ｍＬ的 １０％醋酸钠溶液，
然后用 ５０％乙醇定容至２５ ｍＬ，摇匀，静置 １０ ｍｉｎ，于
３９０ ｎｍ 处测定吸光度。 以吸光度（Ｙ）对槲皮素标准

品浓度（Ｘ）进行线性回归，得回归方程 Ｙ ＝ ２􀆰 ７１９ ３Ｘ
－０􀆰 ００１ ３，Ｒ２ ＝０􀆰 ９９９ ７，表明在 ０ — ０􀆰 ３２ ｍｇ ／ ｍＬ 范围

内槲皮素标准品的质量浓度和吸光度呈良好的线性

关系。

图 １　 槲皮素标准曲线

１􀆰 ３􀆰 ２　 乌饭树叶总黄酮的提取和含量测定　 准确

称取乌饭树叶干燥粉末 ０􀆰 ５００ ｇ，加入一定体积分数

乙醇溶剂，在设定的条件下超声回流提取，抽滤，洗
涤滤渣 ３ 次，合并滤液并用乙醇定容至５０ ｍＬ。 取

０􀆰 ５ ｍＬ黄酮提取液于 ２５ｍＬ 容量瓶中，测定吸光度，
计算样品中总黄酮含量（ｍｇ ／ ｇ）。
１．３．３　 单因素试验设计　 固定液料比（４０ ∶１ ｍＬ ／ ｇ）、
超声时间（３０ ｍｉｎ）、超声温度（５５ ℃），考察乙醇体

积分数（０，３０％，５０％，７０％，９０％，１００％）对总黄酮提

取量的影响；采用筛选出的提取溶剂，固定超声时

间（３０ ｍｉｎ）和超声温度（５５ ℃），考察液料比（２０ ∶１，
４０ ∶１，６０ ∶１，８０ ∶１ ｍＬ ／ ｇ）对总黄酮提取量的影响；采
用筛选出的提取溶剂和液料比，固定超声温度

（５５ ℃），考察超声时间（３０，５０，７０，９０，１１０ ｍｉｎ）对
总黄酮提取量的影响；采用筛选出的提取溶剂、液
料比和超声时间，考察超声温度（４５，５５，６５，７５ ℃）
对总黄酮提取量的影响。
１．３．４ 　 响应面分析 　 以单因素试验为基础，利用

Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ５ 软件，依据 Ｂｏｘ⁃ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设

计原理，以乙醇体积分数（Ａ）、液料比（Ｂ）、超声时

间（Ｃ）及超声温度（Ｄ）设置为自变量，以总黄酮提

取量（Ｙ）为响应值，设计 ４ 因素 ３ 水平二次回归正

交组合试验，各试验因素水平设计见表 １。
表 １　 响应面分析因素与水平

因素
水平

－１ ０ ＋１

Ａ ／ ％ ６５ ７０ ７５

Ｂ ／ （ｍＬ ／ ｇ） ５０ ∶１ ６０ ∶１ ７０ ∶１

Ｃ ／ ｍｉｎ ８０ ９０ １００

Ｄ ／ ℃ ６２ ６５ ６８

２
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１􀆰 ４　 数据统计与分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 和 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行数据统计分

析；利用 Ｏｒｉｇｉｎ ９􀆰 ０ 对单因素试验数据制图；使用

Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ８􀆰 ０􀆰 ５ 软件进行响应面试验数据分析

和图形输出。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 单因素试验

２．１．１　 乙醇体积分数对乌饭树叶总黄酮提取量的

影响　 由图 ２ 可知，水作为提取溶剂时总黄酮提取

量最小。 在乙醇体积分数 ３０％—９０％范围内，随着

乙醇体积分数的增加，总黄酮提取量逐渐增加，当
１００％乙醇作为提取溶剂时，提取量较 ９０％乙醇稍有

降低，但两者差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 研究发现，
９０％和 １００％乙醇作为提取溶剂时，提取液呈现绿色

（其他均为黄色）且出现明显的沉淀，判断是由于原

料中叶绿素、脂溶性物质、糖类等杂质大量析出，从
而增加对总黄酮纯化处理的难度和成本［１０，１８］。 因

此考虑到生产成本，选择 ７０％乙醇作为提取溶剂。

注：不同小写字母表示存在显著性差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 乙醇体积分数对总黄酮提取量的影响

２．１． ２ 　 液料比对乌饭 树 叶 总 黄 酮 提 取 量 的 影

响　 由图 ３ 可以看出，当液料比在 ２０ ∶１— ６０ ∶１之间

时，随着液料比的增加黄酮提取量增加，当液料比

超过 ６０ ∶１ ｍＬ ／ ｇ 时，黄酮提取量显著下降。 原因可

能是随着溶剂体积的增加，溶剂与物料接触更加充

分，促进乌饭树叶中总黄酮的有效浸提，但当溶剂

量超过某一值时，其他物质随之渗出并阻碍黄酮的

析出［１９⁃２０］。 因此，液料比选择为 ６０ ∶１ ｍＬ ／ ｇ。
２．１． ３ 　 超声时间对乌饭树叶总黄酮提取量的影

响　 由图 ４ 可知，随着超声时间的增加，总黄酮提取

量呈现出“Ｍ”型变化趋势，在 ９０ ｍｉｎ 时达到最大

注：不同小写字母表示存在显著性差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ３　 液料比对总黄酮提取量的影响

值。 超声时间超过 ９０ ｍｉｎ 后，总黄酮提取量显著下

降，推测超声时间过长导致部分类黄酮物质被超声

波所分解［１２］。 因此，从总黄酮稳定性考虑，选择超

声时间为 ９０ ｍｉｎ。

注：不同小写字母表示存在显著性差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ４　 超声时间对总黄酮提取量的影响

２．１． ４ 　 超声温度对乌饭树叶总黄酮提取量的影

响　 由图 ５ 可知，当浸提温度在 ４５—６５ ℃之间时，
随着超声温度升高，分子运动速率不断加快，类黄

酮物质的渗透和扩散速率加快，导致黄酮提取量随

之增加，在 ６５ ℃时达到最大值。 随着浸提温度继续

升高，总黄酮提取量有所降低，判断是由于当温度

过高，导致黄酮类组分被氧化［１２］，以及乙醇挥发较

快，叶中黄酮物质不能充分被溶解［１４］，导致总黄酮

提取量有所降低。 因此，选择超声温度为 ６５ ℃。
２．２　 响应面分析

２．２．１　 回归模型的建立与分析 　 表 ２ 是响应面优
化方案及试验结果。 利用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ５ 软件

对数据进行多元回归拟合分析，得到乌饭树叶总黄

酮提取量的预测值 （ Ｙ） 对自变量乙醇体积分数

（Ａ）、液料比（Ｂ）、超声时间（Ｃ）和超声温度（Ｄ）的

３



江 苏 林 业 科 技 第 ４７ 卷

注：不同小写字母表示存在显著性差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ５　 超声温度对总黄酮提取量的影响

响应回归方程：
Ｙ ＝ ２２􀆰 ８５ ＋ ０􀆰 ８８Ａ ＋ ０􀆰 ２６Ｂ ＋ ０􀆰 ３０Ｃ ＋ ０􀆰 ３５Ｄ⁃

０􀆰 ２０ＡＢ － ０􀆰 ５４ＡＣ ＋ ０􀆰 ３３ＡＤ ＋ ４􀆰 ６７ＢＣ ＋ ０􀆰 ３３ＢＤ －
０􀆰 ３１ＣＤ－０􀆰 ５２Ａ２－０􀆰 ２５Ｂ２－０􀆰 １３ Ｃ２－１􀆰 ５８Ｄ２

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｋｎｈｅｎ 试验设计及结果

序号
乙醇体积
分数 ／ ％

液料比 ／
（ｍＬ ／ ｇ）

超声时
间 ／ ｍｉｎ

超声温
度 ／ ℃

总黄酮提取
量 ／ （ｍｇ ／ ｇ ＤＷ）

１ －１ －１ ０ ０ ２０􀆰 ８６±０􀆰 １４
２ １ －１ ０ ０ ２２􀆰 ６５±０􀆰 ０６
３ －１ １ ０ ０ ２１􀆰 ７６±０􀆰 ０９
４ １ １ ０ ０ ２２􀆰 ７６±０􀆰 １４
５ ０ ０ －１ －１ ２０􀆰 ２５±０􀆰 １９
６ ０ ０ １ －１ ２１􀆰 １９±０􀆰 １１
７ ０ ０ －１ １ ２１􀆰 ５８±０􀆰 １４
８ ０ ０ １ １ ２１􀆰 ２６±０􀆰 ２７
９ －１ ０ ０ －１ １９􀆰 ８４±０􀆰 １２
１０ １ ０ ０ －１ ２０􀆰 ９１±０􀆰 ０４
１１ －１ ０ ０ １ ２０􀆰 ３６±０􀆰 １４
１２ １ ０ ０ １ ２２􀆰 ７５±０􀆰 ０３
１３ ０ －１ －１ ０ ２２􀆰 ２２±０􀆰 ０９
１４ ０ １ －１ ０ ２２􀆰 ３９±０􀆰 ３１
１５ ０ －１ １ ０ ２２􀆰 ９９±０􀆰 ０７
１６ ０ １ １ ０ ２３􀆰 １８±０􀆰 ２４
１７ －１ ０ －１ ０ ２０􀆰 ０７±０􀆰 ２３
１８ １ ０ －１ ０ ２３􀆰 ２９±０􀆰 １７
１９ －１ ０ １ ０ ２１􀆰 ８９±０􀆰 ２１
２０ １ ０ １ ０ ２２􀆰 ９４±０􀆰 １４
２１ ０ －１ ０ －１ ２０􀆰 ６５±０􀆰 ０２
２２ ０ １ ０ －１ ２０􀆰 ８４±０􀆰 １６
２３ ０ －１ ０ １ ２０􀆰 ２３±０􀆰 １６
２４ ０ １ ０ １ ２１􀆰 ７４±０􀆰 ０７
２５ ０ ０ ０ ０ ２２􀆰 ３６±０􀆰 ０８
２６ ０ ０ ０ ０ ２３􀆰 １０±０􀆰 １０
２７ ０ ０ ０ ０ ２２􀆰 ８４±０􀆰 ０７
２８ ０ ０ ０ ０ ２２􀆰 ８０±０􀆰 １５
２９ ０ ０ ０ ０ ２３􀆰 １３±０􀆰 １１

　 　 由表 ３ 可知，该模型方差分析差异极显著（Ｐ＜
０􀆰 ０１），决定系数 Ｒ２为 ０􀆰 ９３８ ８，表明其拟合度良好；
失拟项检验不显著（Ｐ ＝ ０􀆰 ３０２ ８＞０􀆰 ０５），表明未知

因素对试验结果干扰较小；从 Ｆ 值可知，各因素对

总黄酮提取量的影响程度依次为 Ａ（乙醇体积分数）
＞ Ｄ（超声温度） ＞ Ｃ（超声时间） ＞ Ｂ（液料比）。 其

中，一次项 Ｂ 和 Ｃ 以及交互项 ＡＣ 对试验结果有显

著影响（Ｐ＜０􀆰 ０５）；一次项 Ａ 和 Ｄ 以及二次项 Ａ２和

Ｄ２对试验结果的影响极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 ３　 多元回归模型方差分析

方差
来源

平方和
ＳＳ

自由度
Ｄｆ

均方
ＭＳ Ｆ 值 Ｐ 显著

程度

总模型 ３２􀆰 ０７ １４ ２􀆰 ２９ １５􀆰 ３４ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ａ ９􀆰 ２４ １ ９􀆰 ２４ ６１􀆰 ８６ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｂ ０􀆰 ７９ １ ０􀆰 ７９ ５􀆰 ２７ ０􀆰 ０３７ ７ ∗

Ｃ １􀆰 １１ １ １􀆰 １１ ７􀆰 ４４ ０􀆰 ０１６ ３ ∗

Ｄ １􀆰 ４９ １ １􀆰 ４９ １０􀆰 ０１ ０􀆰 ００６ ９ ∗∗

ＡＢ ０􀆰 １５ １ ０􀆰 １５ １􀆰 ０２ ０􀆰 ３２９ ３

ＡＣ １􀆰 １８ １ １􀆰 １８ ７􀆰 ８９ ０􀆰 ０１４ ０ ∗

ＡＤ ０􀆰 ４３ １ ０􀆰 ４３ ２􀆰 ９０ ０􀆰 １１０ ４

ＢＣ ３􀆰 １８×１０－５ １ ３􀆰 １８×１０－５ ２􀆰 １３×１０－４ ０􀆰 ９８８ ６

ＢＤ ０􀆰 ４３ １ ０􀆰 ４３ ２􀆰 ８８ ０􀆰 １１２ ０

ＣＤ ０􀆰 ３９ １ ０􀆰 ３９ ２􀆰 ６２ ０􀆰 １２７ ５

Ａ２ １􀆰 ７６ １ １􀆰 ７６ １１􀆰 ７８ ０􀆰 ００４ ０ ∗∗

Ｂ２ ０􀆰 ４ １ ０􀆰 ４ ２􀆰 ６８ ０􀆰 １２４ ０

Ｃ２ ０􀆰 １ １ ０􀆰 １ ０􀆰 ６８ ０􀆰 ４２２ ０

Ｄ２ １６􀆰 ２ １ １６􀆰 ２ １０８􀆰 ５２ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

残差 ２􀆰 ０９ １４ ０􀆰 １５

失拟误差 １􀆰 ７１ １０ ０􀆰 １７ １􀆰 ７９ ０􀆰 ３０２ ８

纯误差 ０􀆰 ３８ ４ ０􀆰 ０９６

总和 ３４􀆰 １６ ２８
　 　 注：∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５，差异显著；∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１，差异极显著。

２．２．２　 响应面图分析 　 图 ６ 是基于多元回归模型

所绘制的双因素间交互作用对乌饭叶总黄酮提取

量影响的响应面分析图。 响应曲面陡峭程度越大，
说明响应值受所考察因素的交互影响越大，反之，
则影响越小。 等高线越趋于椭圆形，说明响应值受

所考察因素的交互影响越大，越趋于圆形，则影响

越小［２１⁃２３］。 由图 ６ 可以看出，从 ａ 到 ｆ，响应曲面陡

峭程度依次增大，等高线也由圆形向椭圆形逐渐过

渡（ｆ 除外），表明所考察因素间的交互影响作用由

小到大顺序依次为 ＢＣ＜ＡＢ＜ＣＤ＜ＢＤ＜ＡＤ＜ＡＣ，与显著

性检验结果相吻合（见表 ３）。 ｆ 响应曲面扭曲，可能

是由于没有选择提取溶剂单因素试验结果中的最

４
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大值（９０％乙醇）作为响应面设计的中心点，而是基 于实际情况选择了 ７０％乙醇的结果。

图 ６　 ２ 因素间交互作用对乌饭叶总黄酮提取量影响的响应面图

２．２．３　 最佳提取工艺及验证 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ
８􀆰 ０􀆰 ５ 软件对回归方程进行分析处理，得到最佳工

艺条件为乙醇体积分数 ７５％，液料比 ６３􀆰 ４７ ∶１ ｍＬ ／
ｇ，超声时间 ８０ ｍｉｎ，超声温度 ６６􀆰 ０５ ℃ ，总黄酮提

取量的理论值为 ２３􀆰 ５０ ｍｇ ／ ｇ。 从实际操作过程的

方便性角度考虑，选择乙醇体积分数 ７５％，液料比

６５ ∶１ ｍＬ ／ ｇ，超声时间 ８０ ｍｉｎ，超声温度 ６５ ℃，在
该工艺下进行 ５ 次重复试验，总黄酮提取量为

２３􀆰 ４１ ｍｇ ／ ｇ，与理论值相近，证明试验模型选择

可靠。

３　 结论与讨论

乌饭树叶中富含类黄酮化合物，在食品与医药

领域均具有广阔的开发利用前景［１，８］。 本研究以乌

饭树叶干燥粉末为原料，采用乙醇浸提和超声波辅

助法结合响应面法优化提取工艺，所得的 １ 次总黄

酮提取量为 ２３􀆰 ４１ ｍｇ ／ ｇ。 该结果高于章海燕等［１５］利

用水提取黄酮时的结果（提取量达 １６􀆰 ８１７ ｍｇ ／ ｇ），
说明黄酮类物质的醇溶性一般好于水溶性。 王晓

仙等［１６］采用正交试验优化乌饭树叶总黄酮的提取

５
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工艺条件，得到最佳的超声提取工艺为 ７０％乙醇，
液料比 ４０ ∶１ ｍＬ ／ ｇ，超声提取 ３０ ｍｉｎ，提取 ２ 次，提
取量为 ２９􀆰 ７８ ｍｇ ／ ｇ。 本研究中 １ 次提取量与前者 ２
次提取量结果相近，说明响应面优化超声波辅助提

取黄酮的方法可靠。
本研究通过响应面法分析，结合实际操作和生

产效益，得到乙醇超声提取乌饭树叶总黄酮的最佳

工艺条件为以 ７５％乙醇为提取溶剂，液料比 ６５ ∶ １
ｍＬ ／ ｇ，超声时间 ８０ ｍｉｎ，超声温度 ６５ ℃，在此条件

下 １ 次总黄酮提取量为 ２３􀆰 ４１ ｍｇ ／ ｇ，与模型预测值

相近，证明采用响应面法优化提取工艺方法可靠，
可为乌饭树叶黄酮资源提取和开发利用提供一定

科学依据。
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