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摘要： 目的　 优化超声辅助低共熔溶剂提取红豆杉叶总黄酮工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以低共熔溶剂 （氯化

胆碱⁃乙二醇⁃水） 体积分数、 液料比、 提取时间为影响因素， 总黄酮提取率为评价指标， 响应面法优化提取工艺。
结果　 最佳条件低共熔溶剂体积分数 ７２％ ， 液料比 ２７ ∶ １， 提取时间 ５１ ｍｉｎ， 总黄酮提取率 ６􀆰 ７０３％ 。 结论　 低共熔溶

剂作为提取介质时， 具有高效、 环保的特点， 可用于红豆杉叶总黄酮的提取。
关键词： 红豆杉叶； 总黄酮； 提取； 超声； 低共熔溶剂； 响应面法
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　 　 低共熔溶剂是一种新型溶剂， 它是由某些固体有机分

子与特定的离子型化合物按照一定比例混合， 在室温下呈

液体状态的低共熔混合物［１］ ， 具有低熔点、 低成本、 低毒

性、 易制备、 能再生、 可生物降解等优点［２］ 。 现代研究表

明， 低共熔溶剂能显著提高多酚、 黄酮、 多糖等成分的提

取率［３⁃４］ ， 是提取中药活性成分的理想溶剂。
南方红豆杉 Ｔａｘｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ． ｍａｉｒｅｉ 是国内特有的红

豆杉科红豆杉属植物［５］ ， 其叶中成分主要为紫杉萜、 黄
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酮、 多糖、 生物碱、 挥发油等［６］ ， 其中黄酮具有抗癌、 抗

肝脏毒性、 抗菌、 抗氧化等多种药理作用［７］ 。 目前， 中药

中黄酮类成分的提取溶剂主要是水和有机溶剂［８］ ， 但均存

在能耗高、 制备周期长、 提取率低、 不够环保等缺点， 故

寻找绿色溶剂具有重要意义。 本实验采用超声辅助提取技

术， 研究不同低共熔溶剂对总黄酮提取率的影响， 并利用

响应面对工艺进行优化， 以期为该成分开发利用提供参考

依据。
１　 材料

紫外⁃可见光分光光度计 （型号 ＵＶ⁃１８００， 日本岛津公

司）； 电子分析天平 （型号 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＳ２２４Ｓ， 德国赛多利

斯公司）； 超声清洗器 （型号 ＫＱ５２００ＤＥ， 昆山市超声仪器

有限公司）； 磁力搅拌器 （型号 ９０⁃２， 常州越新仪器制造

有限公司）。
氯化胆碱 ［阿拉丁试剂 （上海） 有限公司， 批号

Ｂ１９２００３９］； １， ４⁃丁二醇 （批号 Ｂ１８０７１４１）、 丙三醇 （批
号 １７０３１５）、 １， ３⁃丁二醇 （批号 Ｄ１７２６００６）、 乙二醇 （批
号 ２０１７０４２５） （西陇科学股份有限公司）； 硝酸铝 （美国

Ｍａｃｋｉｎ 公 司， 批 号 Ｃ１０３７３９２７ ）； 亚 硝 酸 钠 （ 批 号

２０１４０１０７）、 氢氧化钠 （批号 ２０１２１１１４） （国药集团化学试

剂有限公司）。 芦丁对照品 （中国食品药品检定研究院，
批号 １０００８０⁃２０１４０９）。 红豆杉叶购于宁波泰康红豆杉生物

科技有限公司， 经浙江省中医药研究院药用资源研究中心

浦锦宝研究员鉴定为南方红豆杉 Ｔａｘｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ． ｍａｉｒｅｉ
枝叶。 超纯水为自制。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 低共熔溶剂制备　 按照 １ ∶ １ ∶ １ 摩尔比精密称取氯化

胆碱⁃ （１， ４⁃丁二醇） ⁃水、 氯化胆碱⁃丙三醇⁃水、 氯化胆

碱⁃乙二醇⁃水、 氯化胆碱⁃ （１， ３⁃丁二醇） ⁃水适量， 置于

烧杯中， 在 ８５ ℃下磁力搅拌器充分搅拌至产生均匀剔透的

液体为止， 冷却至室温， 即得。
２􀆰 ２　 线性关系考察　 参考文献 ［８］ 报道， 精密称取芦丁

对照品 ５ ｍｇ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， ６５％ 乙醇定容至刻度，
超声溶解， 配制 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 母液， 分别精密吸取 ５、 ４、 ３、
２、 １、 ０ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 量瓶中， ６５％ 乙醇定容至 ５ ｍＬ， 摇

匀， 加入 ５％ 亚硝酸钠溶液 ０􀆰 ３ ｍＬ， 摇匀， 放置 ６ ｍｉｎ， 加

入 １０％ 硝酸铝溶液 ０􀆰 ３ ｍＬ， 摇匀， 放置 ６ ｍｉｎ， 加入 ４％ 氢

氧化钠溶液 ４ ｍＬ， ６５％ 乙醇定容， 摇匀， 放置 １５ ｍｉｎ。 采

用紫外⁃可见光分光光度计测定芦丁在 ２００～ ８００ ｎｍ 波长处

的吸光度， 发现该成分在 ５０８ ｎｍ 处有最大吸收。 以芦丁质

量浓度为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行回归，
得到方程为 Ａ＝ １１􀆰 ９５８Ｘ＋０􀆰 ０１９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３）， 在 ０􀆰 ０１９～
０􀆰 ０９６ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好的线性关系。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取红豆杉叶末约 ０􀆰 １ ｇ， 精密称定，
加入一定体积不同体积分数 （ ０、 １２􀆰 ５％ 、 ２５％ 、 ７５％ 、
１００％ ） 的低共熔溶剂水溶液， 在一定温度下超声提取一段

时间， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得供试品溶液， 精密量

取 ０􀆰 ２ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， ６５％ 乙醇定容 ５ ｍＬ， 摇

匀， 加入 ５％ 亚硝酸钠溶液 ０􀆰 ３ ｍＬ， 摇匀， 放置 ６ ｍｉｎ， 加

入 １０％ 硝酸铝溶液 ０􀆰 ３ ｍＬ， 摇匀， 放置 ６ ｍｉｎ， 加入 ４％ 氢

氧化钠溶液 ４ ｍＬ，再以 ６５％ 乙醇定容，摇匀，放置 １５ ｍｉｎ，测
定吸光度，计算总黄酮提取率，公式为提取率 ＝ ［（Ｃ×Ｖ ／ ０􀆰 ２×
Ｎ） ／Ｍ］×１００％ ，其中 Ｃ 为总黄酮质量浓度， Ｖ 为样品溶液体

积， Ｎ 为稀释倍数 （１０ 倍）， Ｍ 为样品质量。
２􀆰 ４　 单因素试验

２􀆰 ４􀆰 １　 低共熔溶剂种类　 考察氯化胆碱⁃ （１， ４⁃丁二醇） ⁃
水、 氯化胆碱⁃丙三醇⁃水、 氯化胆碱⁃乙二醇⁃水、氯化胆碱⁃
（１，３⁃丁二醇）⁃水对总黄酮提取率的影响， 结果见图 １。 由

此可知， ４ 种低共熔溶剂的提取率均高于 ６５％ 乙醇提取，
以氯化胆碱⁃乙二醇⁃水更明显， 故选择其作为提取溶剂。

注： ＤＥＳ⁃１ 为氯化胆碱⁃乙二醇⁃水， ＤＥＳ⁃２ 为氯化胆

碱⁃丙三醇⁃水， ＤＥＳ⁃３ 为氯化胆碱⁃ （１， ４⁃丁二醇） ⁃
水， ＤＥＳ⁃４ 为氯化胆碱⁃ （１， ３⁃丁二醇） ⁃水。

图 １　 低共熔溶剂种类对总黄酮提取率的影响

２􀆰 ４􀆰 ２ 　 低共熔溶剂体积分数 　 考察 ０、 １２􀆰 ５％ 、 ２５％ 、
７５％ 、 １００％ 对总黄酮提取率的影响， 结果见图 ２。 由此可

知， 在 ７５％ 时总黄酮提取率最高， 故选择其作为低共熔溶

剂体积分数。

图 ２　 低共熔溶剂体积分数对总黄酮提取率的影响

２􀆰 ４􀆰 ３　 液料比　 考察 １０ ∶ １、 ２０ ∶ １、 ３０ ∶ １、 ４０ ∶ １、 ５０ ∶
１ 对总黄酮提取率的影响， 结果见图 ３。 由此可知， 总黄酮

提取率随着液料比增加先显著升高， 后略有降低， 在 ３０ ∶
１ 时最高， 故选择其作为液料比。
２􀆰 ４􀆰 ４　 提取时间　 考察 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ ｍｉｎ 对总黄酮

提取率的影响， 结果见图 ４。 由此可知， 提取 ６０ ｍｉｎ 时提

取率最高， 故选择其作为提取时间。
２􀆰 ４􀆰 ５　 提取温度 　 考察 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ ℃对总黄酮

提取率的影响， 结果见图 ５。 由此可知， 提取率随着提取

温度增加先升后降， 在 ６０ ℃ 时最高， 故选择其作为提取

温度。
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图 ３　 液料比对总黄酮提取率的影响

图 ４　 提取时间对总黄酮提取率的影响

图 ５　 提取温度对总黄酮提取率的影响

２􀆰 ５　 响应面试验　 依据单因素试验结果， 选择对总黄酮提

取率影响较大的低共熔溶剂体积分数 （Ａ）、 液料比 （Ｂ）、
提取时间 （Ｃ） 作为影响因素， 总黄酮提取率作为评价指

标 （Ｙ）， 依据 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计原理进行 ３ 因素 ３ 水平试

验， 共 １７ 组， 因素水平见表 １， 结果见表 ２。
表 １　 因素水平

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 低共熔溶剂 ／ ％ ５０ ７５ １００
Ｂ 液料比 ２０ ∶ １ ３０ ∶ １ ４０ ∶ １
Ｃ 提取时间 ／ ｍｉｎ ４０ ５０ ６０

　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行多元回归拟合， 得

方程为 Ｙ ＝ ６５􀆰 ４５－１􀆰 ８０Ａ－１􀆰 ２６Ｂ＋０􀆰 ９６Ｃ＋０􀆰 ３５ＡＢ－０􀆰 ７９ＡＣ－
０􀆰 ６４ＢＣ－８􀆰 ０１Ａ２－１􀆰 ８３Ｂ２ －３􀆰 ８３Ｃ２， 方差分析见表 ３。 由此

可知， 模型 Ｐ＜ ０􀆰 ０１， 具有显著性差异； 失拟项 Ｐ＞ ０􀆰 ０５，
表明模型失拟度不显著， 结果准确可靠； 相关系数 Ｒ２ 为

０􀆰 ９８０ ８， 表明可用该方程解释 ９８􀆰 ０８％ 的数据； 因素 Ａ、 Ｂ、
Ｃ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 对总黄酮提取率均有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５，

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 影响程度依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ。
表 ２　 试验设计与结果

试验号
因素

Ａ 低共熔溶剂 ／ ％ Ｂ 液料比 Ｃ 提取时间 ／ ｍｉｎ
Ｙ 总黄酮提

取率 ／ ％
１ ５０ ３０ ∶ １ ６０ ５􀆰 ６５５
２ ７５ ２０ ∶ １ ６０ ６􀆰 ３５６
３ ５０ ２０ ∶ １ ５０ ５􀆰 ８７１
４ ５０ ４０ ∶ １ ５０ ５􀆰 ５８９
５ ７５ ４０ ∶ １ ６０ ５􀆰 ９３５
６ ７５ ３０ ∶ １ ５０ ６􀆰 ５００
７ １００ ４０ ∶ １ ５０ ５􀆰 ３２０
８ １００ ３０ ∶ １ ４０ ５􀆰 ２２４
９ １００ ２０ ∶ １ ５０ ５􀆰 ４６２
１０ ７５ ３０ ∶ １ ５０ ６􀆰 ７２１
１１ ７５ ３０ ∶ １ ５０ ６􀆰 ７２１
１２ ５０ ３０ ∶ １ ４０ ５􀆰 ４４７
１３ ７５ ２０ ∶ １ ４０ ５􀆰 ８９４
１４ ７５ ３０ ∶ １ ５０ ６􀆰 ７２１
１５ ７５ ４０ ∶ １ ４０ ５􀆰 ７３１
１６ １００ ３０ ∶ １ ６０ ５􀆰 １１７
１７ ７５ ３０ ∶ １ ５０ ６􀆰 ７２１

表 ３　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ５１４􀆰 ５９ ９ ５７􀆰 １８ ４８􀆰 ３８ ０􀆰 ０００ １
Ａ ２５􀆰 ８５ １ ２５􀆰 ８５ ２１􀆰 ８７ ０􀆰 ００２ ３
Ｂ １２􀆰 ６８ １ １２􀆰 ６８ １０􀆰 ７３ ０􀆰 ０１３ ６
Ｃ ７􀆰 ３４ １ ７􀆰 ３４ ６􀆰 ２１ ０􀆰 ０４１ ５
ＡＢ ０􀆰 ４９ １ ０􀆰 ４９ ０􀆰 ４２ ０􀆰 ５３９ ４
ＡＣ ２􀆰 ４８ １ ２􀆰 ４８ ２􀆰 １０ ０􀆰 １９０ ４
ＢＣ １􀆰 ６６ １ １􀆰 ６６ １􀆰 ４１ ０􀆰 ２７４ ２
Ａ２ ３１６􀆰 ８３ １ ３１６􀆰 ８３ ２６８􀆰 １２ ０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ２６􀆰 １３ １ ２６􀆰 １３ ２２􀆰 １１ ０􀆰 ００２ ２
Ｃ２ ８４􀆰 ８６ １ ８４􀆰 ８６ ７１􀆰 ８１ ０􀆰 ０００ １

残差 ８􀆰 ２７ ７ １􀆰 １８ — —
失拟项 ４􀆰 ３８ ３ １􀆰 ４６ １􀆰 ５０ ０􀆰 ３４３ ２
纯误差 ３􀆰 ８９ ４ ０􀆰 ９７ — —
总计 ５２２􀆰 ８６ １６ — — —

　 　 响应面分析［９］ 见图 ６。 由此可知， 随着液料比、 低共

熔溶剂体积分数增加， 总黄酮提取率先升后降， 低共熔溶

剂体积分数的变化曲面比液料比陡峭， 等高线沿前者方向

的变化相对密集， 表明它对响应值峰值的影响更大； 低共

熔溶剂体积分数的变化曲面比提取时间陡峭， 表明前者对

响应值峰值的影响大于后者； 液料比、 提取时间的变化曲

面坡度相差不大， 两者交互作用不明显。
２􀆰 ６　 验证试验　 根据 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件， 得到最优

工艺为低共熔溶剂体积分数 ７２􀆰 １３％ ， 液料比 ２７􀆰 ２２ ∶ １，
提取时间 ５１􀆰 ３７ ｍｉｎ， 总黄酮提取率为 ６􀆰 ７１１％ ， 为了后续

实验方便操作， 将其修正为低共熔溶剂体积分数 ７２％ ， 液

料比 ２７ ∶ １， 提取时间 ５１ ｍｉｎ。 在此优化工艺下进行 ３ 批验

证试验， 测得总黄酮平均提取率为 ６􀆰 ７０３％ ， 与预测值

６􀆰 ７１１％ 接近， 表明该工艺稳定可靠。
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图 ６　 各因素响应面图

３　 讨论

文献 ［１０］ 报道， 提取红豆杉总黄酮最佳提取溶剂为

６５％ 乙醇； 本实验发现， 与 ６５％ 乙醇提取比较， ４ 种低共

熔溶剂的提取率分别高出 ２３􀆰 １７％ 、 １６􀆰 ３４％ 、 １９􀆰 ０７％ 、
１７􀆰 ７６％ ， 表明低共熔溶剂可显著提高总黄酮提取率， 其原

因可能是它对植物细胞壁有较强的破坏作用［１１］ ， 并且具有

一定黏度， 有利于红豆杉叶粉末悬浮分散在溶剂中， 增大

接触面积， 从而更有利于黄酮流出。 结果表明， 低共熔溶

剂种类不同， 提取率升高程度有所差异， 以丙二醇最明显，
推测可能是其本身溶解性、 黏性、 导电性等物理性质的差

异所致。

　 　 另外， 低共熔溶剂体积分数对总黄酮提取率也有显著

影响， 其较高时溶液比较黏稠， 不利于进入红豆杉叶基质

内部， 导致提取率下降； 当加入一定量水后， 可显著降低

黏度， 使其更好地渗入到基质内部， 破坏细胞壁， 促进黄

酮流出， 但含水量过高时会破坏醇羟基与氯化胆碱之间的

氢键， 减少低共熔溶剂与黄酮之间的相互作用［１２］ ， 导致提

取率下降。
综上所述， 本实验在单因素试验基础上采用响应面法

优化超声辅助低共熔溶剂提取红豆杉叶总黄酮工艺， 发现

该方法优于传统有机溶剂提取工艺， 可为该成分开发利用

提供参考。
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