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兔儿伞总黄酮提取工艺的优化及体外活性研究

杨务彬
（十堰市太和医院·湖北医药学院附属医院 药学部，湖北 十堰 ４４２０００）

摘要：通过响应面法优化了乙醇体积分数、超声时间和液料比等影响兔儿伞总黄酮超声提取工

艺的关键参数，以ＤＰＰＨ自由基、超氧阴离子、ＡＢＴＳ＋自由基清除能力及对酪氨酸酶抑制活性为
评价指标，研究兔儿伞总黄酮的体外活性．在乙醇体积分数为６１％、提取时间为３４ｍｉｎ、液料比
为４５ｍＬ／ｇ的条件下，兔儿伞总黄酮的可以实现最佳提率，高达（１１５３±０１６）％，该值与预测
值相符．体外活性研究发现，兔儿伞总黄酮对ＤＰＰＨ自由基、超氧阴离子和ＡＢＴＳ＋自由基具有较
强的清除能力，同时具备较好的酪氨酸酶抑制活性．该提取工艺具有可行性，且总黄酮具有一定
的体外活性，为兔儿伞总黄酮的开发提供了重要的研究基础．
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　　兔儿伞，首次记载于《救荒本草》，属于菊科多年生草本植物，学名为Ｓｙｎｅｉｌｅｓｉｓａｃｏｎｉｔｉｆｏｌｉａ（Ｂｕｎｇｅ）Ｍａｘｉｍ．
因其具大型伞房状花序，故又称“雨伞菜”、“一把伞”、“水鹅掌”等［１］．兔儿伞味苦、辛，性温，具有祛风除湿，解
毒活血，消肿止痛的功效．其药用价值较高，兔儿伞能有效消除巴豆油合剂引发的肿胀与炎症［２］，表现出显著的

抗炎镇痛作用，其机制可能与降低血管通透性及抑制ＰＧＥ２的合成释放有关
［３］．与阴性对照相比，兔儿伞的醇提

物在Ｓ１８０荷瘤小鼠实验中表现出显著的抗肿瘤作用，能够增加胸腺指数、减小肿瘤体积、延长存活期，且呈现剂
量依赖性［４］．此外，兔儿伞的乙醇提取物具有较好的清除羟自由基和超氧阴离子自由基的抗氧化能力［５］．

兔儿伞中富含多种生物活性成分，这些成分赋予其广泛的药理作用．研究表明，兔儿伞中含有挥发油（β－
芹子烯、大根香叶－１β－醇等）［６］、黄酮类成分（大豆苷、异槲皮苷、槲皮苷、山柰酚－３－Ｏ－α－Ｌ－鼠李糖苷、
芒柄花苷等）［７－８］、三萜（齐墩果酸尼洛替星、β－香树酯醇、羽扇豆酮、４－表常春藤酸）［９］、甾体（胡萝卜苷等）、
芪类化合物（α－葡萄素）、吡咯里西啶型生物碱（ｓｙｎｅｉｌｅｓｉｎｅ、ａｃｅｔｙｌｓｙｎｅｉｌｅｓｉｎｅ等）［１０］等多种化学成分．其中，黄
酮类成分为兔儿伞的主要活性成分［１１］，与模型组相比，不同剂量的兔儿伞总黄酮（１００、２００和４００ｍｇ／ｋｇ）能显
著抑制小鼠耳朵二甲苯引发的肿胀，降低醋酸导致的毛细血管通透性，以及棉球引发的肉芽肿质量，并减少小

鼠气囊中的炎性因子前列腺素Ｅ２和白细胞含量．然而，目前关于兔儿伞黄酮类的超声提取及其抗氧化活性的
研究尚未见报道．本研究首次采用响应面法优化了兔儿伞总黄酮的超声提取工艺，并对其体外抗氧化及抑制酪
氨酸酶活性进行研究，以期为兔儿伞总黄酮在食品和美白类化妆品领域的应用提供科学依据．

１　实验

１．１　主要材料、试剂与仪器
兔儿伞购自河北保定安国橘井中药养生堂，经十堰市太和医院叶方副教授鉴定为菊科植物兔儿伞的全

草．芦丁标准品（批号：２０２１０６１４，纯度≥９８％）购自青岛捷世康生物科技有限公司；维生素 Ｃ（批号：
２０２００１０５）、熊果苷（批号：２０２１０４０８）、１，１－二苯基－２－苦基肼自由基（ＤＰＰＨ，批号：２０２００４２９）均购自上海
纯优生物科技有限公司．

ＵＶ－２５５０型紫外－可见分光光度计（日本岛津公司）；ＫＱ－３００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声



仪器有限公司）．
１．２　实验方法
１．２．１　标准曲线的绘制

精密称取芦丁标准品５１２ｍｇ，置于２５ｍＬ棕色容量瓶中，加入体积分数６０％的乙醇溶液２０ｍＬ，超声至溶
解，自然冷却至室温，用上述乙醇溶液定容至刻度，摇匀，得到质量浓度为０２０５ｍｇ／ｍＬ的对照品储备溶液．取
对照品储备溶液００、０１、０６、１２、１８、２４和３０ｍＬ，分别置于１０ｍＬ容量瓶，加入０５ｍＬ质量分数为５％
ＮａＮＯ３，混匀，静置６ｍｉｎ，再加入０５ｍＬ质量分数为１０％Ａｌ（ＮＯ３）３，混匀静置６ｍｉｎ，随后加入５ｍＬ质量分数
为４％ＮａＯＨ溶液，最后用体积分数为６０％的乙醇溶液定容，制成质量浓度分别为０００２、００１３、００２５、００３７、
００４９和００６１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液．混匀后全波长扫描，发现５１０ｎｍ为对照品溶液的最大吸收波长．以吸光
度Ａ为纵坐标，芦丁的质量浓度ρ１为横坐标，拟合获得的标准曲线为Ａ＝５４７３３ρ１＋０００９６，相关系数Ｒ

２＝
０９９８２，这表明芦丁在０００２０４８～００６１４４ｍｇ／ｍＬ范围内具有良好的线性关系．
１．２．２　兔儿伞总黄酮提取率的测定

取兔儿伞药材，打碎，过６０目筛．准确称取兔儿伞粉末３０ｇ，添加适量体积分数的乙醇溶液，称重，设定
超声功率８０Ｗ，提取温度６０℃，超声提取，用对应体积分数的乙醇补足损失的重量，过滤，即得兔儿伞样品
溶液．移取适量样品溶液，按照“１２项下”的方法，进行吸光度测定并按照式（１）计算兔儿伞总黄酮提取率．

总黄酮提取率（％）＝
ρ２×Ｖ×ｎ
ｍ ×１００％． （１）

式中：ρ２为提取液中总黄酮的质量浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｖ为提取液定容后的体积（ｍＬ），ｎ为稀释倍数，ｍ为兔儿
伞质量（ｇ）．
１．２．３　提取工艺优化

分别考察不同乙醇的体积分数（３０％、４０％、５０％、６０％、７０％和８０％）、不同超声提取时间（１０、２０、３０、
４０、５０和６０ｍｉｎ）、不同液料比（２０、３０、４０、５０、６０和７０ｍＬ／ｇ）对兔儿伞总黄酮提取率的影响．根据单因素试
验结果，以乙醇体积分数、提取时间、液料比为考察因素，利用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计优化兔儿伞总黄酮的提取
工艺．试验的因素及水平见表１．

表１　试验的因素水平表

水平
因素

Ａ乙醇的体积分数／％ Ｂｔ／ｍｉｎ Ｃ液料比／（ｍＬ·ｇ－１）
－１ ５０ ２０ ３０
０ ６０ ３０ ４０
１ ７０ ４０ ５０

１．２．４　兔儿伞总黄酮的体外活性研究
１）对ＤＰＰＨ自由基清除能力的影响
参照文献［１２］的研究方法，精确称取５０ｍｇ的 ＤＰＰＨ，适量无水乙醇溶解，即得质量浓度００５ｍｇ／ｍＬ

的ＤＰＰＨ溶液，室温条件下反应３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ处进行吸光度值测定，记为 Ａ０；将最佳条件条件下提取的
总黄酮溶液稀释成不同的质量浓度，分别取２ｍＬ稀释后的总黄酮溶液，加入２ｍＬＤＰＰＨ溶液，混匀后进行
反应，测定吸光度，记为 Ａ１．另取２ｍＬ最佳条件下提取的总黄酮溶液，加入２ｍＬ无水乙醇溶液，混匀后反
应，测定吸光度，记为Ａ２．阳性对照为维生素Ｃ，ＤＰＰＨ自由基清除率计算见公式（２）．

ＤＰＰＨ自由基的清除率＝
Ａ０－（Ａ１－Ａ２）

Ａ０
×１００％． （２）

２）对超氧阴离子自由基清除能力的影响
对兔儿伞总黄酮提取液进行稀释，根据文献［１３］的方法于５１７ｎｍ处进行吸光度测定，其中样品溶液的

吸光度值为Ａ１，空白溶液的吸光度值记为 Ａ０，超氧阴离子自由基清除率见公式（３）．

超氧阴离子自由基清除率＝ １－
Ａ１
Ａ( )
０
×１００％． （３）
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３）对ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力的影响
依据文献［１４］报道的方法对兔儿伞总黄酮清除ＡＢＴＳ＋自由基的能力进行测定，以维生素Ｃ为阳性对照，

于５１７ｎｍ波长进行吸光度值测定，其中ＡＢＴＳ溶液与蒸馏水混合后的吸光度值为Ａ′０，ＡＢＴＳ溶液与兔儿伞总黄
酮提取液的吸光度值为Ａ′１，蒸馏水与兔儿伞总黄酮溶液的吸光度为Ａ′２，ＡＢＴＳ

＋自由基清除率见下述公式（４）．

ＡＢＴＳ＋自由基清除率＝
Ａ′０－（Ａ′１－Ａ′２）

Ａ′０
×１００％． （４）

４）对酪氨酸酶活力的影响
取８个１０ｍＬ容量瓶，将最优条件下提取的兔儿伞总黄酮提取液稀释，分别得到质量浓度为０１、０２、

０４、０６、０８、１０、１２和１４ｍｇ／ｍＬ的样品溶液．同时将熊果苷配成相同质量浓度的阳性对照溶液．参考文
献［１５］方法并进行改进，取多支比色管，均放入０５ｍＬ浓度为４８ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｌ－多巴及３５ｍＬｐＨ＝６８
ＰＢＳ缓冲溶液，依次０５ｍＬ加入不同质量浓度的样品溶液或阳性对照溶液；另取体积分数为６１％的乙醇溶
液０５ｍＬ，代替样品溶液，作为空白对照，各比色管加入酪氨酸酶溶液０５ｍＬ，常温下反应５ｍｉｎ，在４９０ｎｍ
测定吸光度值，重复３次．

２　结果与讨论

２．１　乙醇体积分数对兔儿伞总黄酮提取率的影响
从图１可知，乙醇体积分数达到 ６０％时，兔儿伞总黄酮的提取量最高．然而，随着乙醇体积分数进一步

增加，提取率逐渐下降．这可能是由于乙醇体积分数过高改变了溶剂的极性，从而降低了兔儿伞粉末中细胞
的通透性，导致总黄酮的提取率下降．因此，选择体积分数为６０％的乙醇作为提取工艺优化的关键参数．
２．２　超声提取时间对兔儿伞总黄酮提取率的影响

图２为不同超声提取时间下兔儿伞总黄酮的提取率．可以看出，延长提取时间有助于增加兔儿伞总黄酮的
溶出量．当提取时间达到３０ｍｉｎ时，总黄酮的溶出量达到最大值．随后，随着提取时间的进一步延长，溶出量反
而减少．这可能是由于超声提取时间过长，导致兔儿伞中的不稳定黄酮类成分发生分解，或者是黏液质、糖类等
杂质的溶出增加了溶液的黏度，阻碍了总黄酮的进一步溶出．因此，选取３０ｍｉｎ作为超声提取时间的优化参数．
２．３　液料比对兔儿伞总黄酮提取率的影响

由图３可知，兔儿伞总黄酮的提取率随着液料比的增加而增加，但在液料比继续增大后，提取率出现了
轻微下降．当液料比达到４０ｍＬ／ｇ时，总黄酮的提取率达到最高值．这可能是由于在液料比较低时，扩散过程
受阻，导致黄酮无法完全溶出．然而，过高的液料比会影响超声波能量的有效传递，反而降低了提取效率．因
此，选择４０ｍＬ／ｇ的液料比作为工艺优化的关键参数．

　　图１　乙醇体积分数对兔儿伞　　　　图２　超声提取时间对兔儿伞　　　　图３　液料比对兔儿伞总黄酮
总黄酮提取率的影响（ｎ＝６）　　　　 总黄酮提取率的影响（ｎ＝６）　　　　　　提取率的影响（ｎ＝６）

２．４　响应面法试验
２．４．１　响应面设计及结果分析

对试验结果进行多元回归分析，得到二次多项回归方程为 Ｙ＝１１４６８＋０３８７５Ａ＋０３６５Ｂ＋０３３５Ｃ＋
０３２７５ＡＢ－０３８２５ＡＣ＋０１６７５ＢＣ－１５７５２５Ａ２－０５４０２５Ｂ２－０３５５２５Ｃ２，该方程的决定系数 Ｒ２＝
０９７６０，调整系数Ｒ２Ａｄｊ＝０９４５１，表明该模型具有较高的准确性，适用于兔儿伞总黄酮提取率的预测分析．
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表２　试验设计及结果 （ｎ＝３）

序号 Ａ乙醇体积分数／％ Ｂｔ／ｍｉｎ Ｃ液料比／（ｍＬ·ｇ－１） 总黄酮提取率／％

１ ７０ ３０ ５０ ９．６５±０．２４

２ ７０ ２０ ４０ ９．２６±０．１６

３ ７０ ３０ ３０ ９．８７±０．１１

４ ６０ ３０ ４０ １１．４７±０．２９

５ ５０ ３０ ３０ ８．６６±０．２３

６ ６０ ３０ ４０ １１．１３±０．３１

７ ６０ ４０ ５０ １１．５５±０．１９

８ ６０ ２０ ３０ ９．９３±０．２２

９ ５０ ２０ ４０ ８．８１±０．１７

１０ ６０ ３０ ４０ １１．５８±０．２５

１１ ６０ ３０ ４０ １１．５２±０．１８

１２ ６０ ２０ ５０ １０．３９±０．３４

１３ ７０ ４０ ４０ １０．５５±０．２８

１４ ６０ ４０ ３０ １０．４２±０．１２

１５ ６０ ３０ ４０ １１．６４±０．２７

１６ ５０ ３０ ５０ ９．９７±０．２１

１７ ５０ ４０ ４０ ８．７９±０．２２

方差分析见表３，回归模型的 Ｆ＝３１６１９，Ｐ＜０００１，说明所建立的回归方程模型极具显著性；失拟项
Ｐ＝０２２６，该值大于００５，表明所选择的因素合理．乙醇体积分数、超声时间以及液料比３因素对兔儿伞总
黄酮提取率的影响均具十分明显的差异（Ｐ＜００１）．其中，ＡＢ、ＡＣ、Ｃ２对兔儿伞总黄酮提取率影响显著
（Ｐ＜００５），Ａ２、Ｂ２对兔儿伞总黄酮提取率的影响极为显著（Ｐ＜００１）．

表３　方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 １７．３２６ ９ １．９２５ ３１．６１９ ＜０．００１ 

Ａ １．２０１ １ １．２０１ １９．７３１ ０．００３ 

Ｂ １．０６６ １ １．０６６ １７．５０６ ０．００４ 

Ｃ ０．８９８ １ ０．８９８ １４．７４６ ０．００６ 

ＡＢ ０．４２９ １ ０．４２９ ７．０４７ ０．０３３ 

ＡＣ ０．５８５ １ ０．５８５ ９．６１２ ０．０１７ 

ＢＣ ０．１１２ １ ０．１１２ １．８４３ ０．２１７ —

Ａ２ １０．４４８ １ １０．４４８ １７１．６０９ ＜０．００１ 

Ｂ２ １．２２９ １ １．２２９ ２０．１８５ ０．００３ 

Ｃ２ ０．５３１ １ ０．５３１ ８．７２８ ０．０２１ 

残差 ０．４２６ ７ ０．０６１ — — —

失拟项 ０．２６７ ３ ０．０８９ ２．２３９ ０．２２６ —

纯误差 ０．１５９ ４ ０．０４０ — — —

总差 １７．７５２ １６ — — — —

　　注：表示Ｐ＜０．０１差异十分显著；表示Ｐ＜０．０５差异显著．

２．４．２　响应面分析
各条件对兔儿伞总黄酮提取率影响的相互作用见图４．乙醇体积分数与超声时间的交互作用以及乙醇
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体积分数与液料比的交互作用曲面均呈陡峭状态，表明它们的相互作用对兔儿伞总黄酮提取率的影响显著；

而超声时间与液料比交互作用曲面较为平缓，说明二者的交互作用对兔儿伞总黄酮提取率的影响不显著．该
分析结果与回归分析一致，进一步证明了所建立模型的合理性和适用性．

　　（ａ）超声时间和乙醇体积分数　　　　　　　（ｂ）液料比和乙醇体积分数　　　　　　　　（ｃ）液料比和超声时间

图４　影响兔儿伞总黄酮提取率的响应面图

２．４．３　最佳工艺的验证
在体积分数为 ６１％的乙醇，３２８２ｍｉｎ的提取时间，４２７８ｍＬ／ｇ的液料比的条件下，预测提取率为

１１６６％．为增强工艺的可操作性，修正提取工艺为体积分数为６５％的乙醇，３３ｍｉｎ的提取时间，４３ｍＬ／ｇ的
液料比．此工艺下兔儿伞总黄酮的平均提取率为（１１５３±０１６）％，这与预测值接近．并且该值优于文献
［１６］报道的正交设计微波获得的兔儿伞总黄酮提取率（１１％）．这可能是由于正交设计因素取值范围较固
定，通常直接分析各水平效应，不进行回归，响应面法是序贯且可调的，且进行回归分析．此外，由于微波的功
率较高，可能导致部分兔儿伞总黄酮破坏．
２．５　兔儿伞总黄酮的体外活性研究
２．５．１　对ＤＰＰＨ自由基清除能力的影响

图５为兔儿伞总黄酮提取液的质量分数对ＤＰＰＨ自由基清除率的影响．兔儿伞总黄酮对 ＤＰＰＨ自由基
清除活性存在质量浓度依赖性．当兔儿伞总黄酮提取液质量浓度小于１０ｍｇ／ｍＬ时，ＤＰＰＨ自由基清除率随
其质量浓度增加而升高，随后提取液的质量浓度增加，抑制率基本不变．与阳性对照维生素 Ｃ比较，当质量
浓度低于０８ｍｇ／ｍＬ时，二者对ＤＰＰＨ自由基清除活性差异非常显著；当质量浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，差异较
为显著；当质量浓度大于１２ｍｇ／ｍＬ时，差异不具有显著性，表明兔儿伞总黄酮具备较好的 ＤＰＰＨ自由基清
除能力．
２．５．２　对超氧阴离子自由基清除能力的影响

图６为兔儿伞总黄酮提取液的质量浓度对超氧阴离子自由基清除率的影响．兔儿伞总黄酮对超氧阴离
子自由基清除活性随质量浓度的增加而增强，当兔儿伞总黄酮提取液的质量浓度为１２ｍｇ／ｍＬ时，抑制率
基本不变．与阳性对照维生素Ｃ比较，当质量浓度为０１ｍｇ／ｍＬ时，二者对超氧阴离子自由基清除活性无显
著差异；当质量浓度为０２ｍｇ／ｍＬ时，差异较为显著；当质量浓度为０２～１４ｍｇ／ｍＬ时，差异非常显著．上
述结果表明，尽管兔儿伞总黄酮提取液对超氧阴离子自由基的清除能力弱于阳性对照维生素Ｃ，但仍具有一
定的清除超氧阴离子自由基的能力．
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与同质量浓度维生素Ｃ比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５

图５　兔儿伞总黄酮提取液的质量浓度对
ＤＰＰＨ自由基清除率的影响（ｎ＝３）

与同质量浓度维生素Ｃ比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５

图６　兔儿伞总黄酮提取液的质量浓度对超氧
阴离子自由基清除率的影响（ｎ＝３）

２．５．３　对ＡＢＴＳ＋自由基清除能力的影响
图７为兔儿伞总黄酮提取液对ＡＢＴＳ＋自由基清除率的影响．兔儿伞总黄酮对ＡＢＴＳ＋自由基清除活性与质量

浓度存在良好的正相关性．与阳性对照维生素Ｃ比较，当质量浓度为０１和１４ｍｇ／ｍＬ时，二者对ＡＢＴＳ＋自由基
清除率差异具有显著性；当质量浓度为０２～１２ｍｇ／ｍＬ时，差异非常显著．这表明兔儿伞总黄酮提取液对ＡＢＴＳ＋

自由基清除能力虽弱于维生素Ｃ，但仍对ＡＢＴＳ＋自由基具有较好的清除活性．
２．５．４　对酪氨酸酶活力的影响

图８为兔儿伞总黄酮提取液对酪氨酸酶活力的影响．兔儿伞总黄酮对酪氨酸酶活性的抑制存在明显的
质量浓度依赖性．随着质量浓度的增加，酪氨酸酶活性减弱．与阳性对照熊果苷比较，在质量浓度为
０１ｍｇ／ｍＬ时，二者对酪氨酸酶活力抑制能力的差异显著；在质量浓度为０２～１０ｍｇ／ｍＬ时，差异非常显
著；而在１４ｍｇ／ｍＬ时，抑制能力虽存在差异，但不具有显著性．这表明兔儿伞总黄酮提取液虽对酪氨酸酶
的抑制作用稍弱于熊果苷，但其仍能有效抑制黑色素的生成．由于酪氨酸酶催化酪氨酸转化为黑色素［１７］，兔

儿伞总黄酮通过抑制酪氨酸酶活性，可以减少黑色素生成，从而改善皮肤暗沉，在美白化妆品领域具有潜在

应用价值．

与同质量浓度维生素Ｃ比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５

图７　兔儿伞总黄酮提取液的质量浓度对

ＡＢＴＳ＋自由基清除率的影响（ｎ＝３）

与同质量浓度熊果苷比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５

图８　兔儿伞总黄酮提取液的质量浓度对
酪氨酸酶抑制活性的影响（ｎ＝３）

３　结语

通过单因素实验，系统考察了乙醇体积分数、提取时间和液料比等因素对兔儿伞总黄酮提取率的影响，

并利用响应面法进一步优化提取工艺，最终确定最佳提取条件为体积分数为 ６１％的乙醇、提取时间为
３４ｍｉｎ、液料比为４５ｍＬ／ｇ．在此条件下，兔儿伞总黄酮的平均提取率为（１１５３±０１６）％，优于正交设计微
波获得提取率．这不但得益于响应面法的高灵活性和精确性，而且避免了高功率微波对黄酮类化合物可能造
成的破坏．此外，兔儿伞总黄酮在体外表现出良好的抗氧化活性，能够有效清除ＤＰＰＨ自由基、超氧阴离子和
ＡＢＴＳ＋自由基，同时对酪氨酸酶具有显著的抑制作用，展现出作为抗氧化剂和美白剂的开发潜力．未来研究
将进一步纯化和分离其活性成分，进行更广泛的药理研究，为其在临床应用中的合理使用提供科学依据．
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