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响应面法优化槲蕨总黄酮提取工艺及其抗氧化活性

段小华，罗时静，王伟琪，邓荣根，鲁顺保
( 江西师范大学生命科学学院，江西省亚热带植物资源保护与利用重点实验室，江西 南昌 330022)

摘要:为了优化槲蕨总黄酮的提取工艺并研究其抗氧化活性，该文以料液比、乙醇体积分数、超声处理功
率和超声辅助提取时间为考察因素，以槲蕨总黄酮产率为研究目标，在单因素实验的基础上运用响应曲

面分析法优化槲蕨总黄酮的提取工艺，并探讨了超声波提取的槲蕨总黄酮的抗氧化活性．研究结果表明:
超声波辅助乙醇提取槲蕨总黄酮的最佳工艺是料液比为 1∶ 30． 00 ( g·mL －1 ) 、超声功率为 450． 00 W、乙
醇体积分数为 68． 00%，在该优化条件下槲蕨总黄酮的产率为 1． 452 mg·g －1 ．抗氧化研究表明: 槲蕨总
黄酮对羟自由基、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基( DPPH·) 和超氧阴离子( O －

2 ·) 具有较强的清除能
力，这说明槲蕨总黄酮具有良好的抗氧化活性．
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0 引言

槲蕨( Drynaria roosii Nakaike) 属于槲蕨科( Dry-
nariaceae) 槲蕨属( Drynaria) 植物［1］，主要分布于中
国南方城市，为多年生附生蕨类，通常附生于岩石

壁、墙壁或树干上［2］．在《中国药典》中记载，槲蕨的
根状茎“骨碎补”常被作为中药材使用，具有疗伤止
痛、补肾强骨等功效，外用还能消风祛斑［3］． 现代研
究表明: 槲蕨根茎具有修复牙周组织［4］、治疗骨质
疏松［5］、活血化瘀［6］、强心、镇痛镇静［7］、抗炎、抗氧
化［8］和抗过敏［9］等药理作用．槲蕨根状茎所含的化
学成分包括黄酮类、三萜类、木质素、苯丙素类等化
合物［10-11］，但其药理作用的主要活性物质是黄酮类

化合物．黄酮类化合物具有抗炎、抗菌抑菌、抗癌、抗
肿瘤、抗氧化、抗衰老、抗疲劳、降血脂、降血清胆固
醇、治疗心血管疾病等多种生物活性功能［12-15］． 因
此，槲蕨总黄酮的提取及其活性研究受到研究者的

普遍关注［16-17］．

传统提取总黄酮的方法有乙醇浸提法、水煎煮
法、水浸提法等［17］，此类方法虽然经济节约，但是耗
时较长．超声波提取法具有设备简单、操作方便、提
取时间短、提取率高等优点［18］，是目前提取天然植
物有效成分常用的方法． 响应面法( response surface
methodology，ＲSM) 是一种较优且应用较广的实验优
化方法．目前，有关槲蕨总黄酮超声波提取工艺优化
大多数采用正交实验法［19-20］．李景等［21］对槲蕨总黄
酮的超声波提取工艺进行了响应面优化，但他们没

有考虑超声波功率这个重要的因子． 为完善槲蕨总
黄酮的提取工艺，本文采用超声波辅助乙醇提取，结

合响应面法来进一步优化槲蕨总黄酮的提取工艺，

并探究了槲蕨总黄酮的抗氧化作用，为充分利用槲

蕨资源、进一步研究其药理活性提供参考．

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂

槲蕨来源于市售，于 80 ℃恒温箱中烘干至恒质
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量，粉碎后过 60 目筛，将干燥样品粉末置于 4 ℃冰
箱中保存备用．
芦丁标准品购自中国药品生物制品检定所;

DPPH购自上海麦克林生化科技有限公司; 无水乙
醇、95%乙醇、氢氧化钠、亚硝酸钠、硝酸铝、氯化钠、
水杨酸、30% H2O2 溶液、九水合硝酸铝、硫酸亚铁、
抗坏血酸、Tris、盐酸、邻苯三酚等均为分析纯试剂．

1． 2 实验仪器

实验仪器主要有: DHG-9070 型电热恒温鼓风
干燥箱( 上海一恒科学仪器有限公司) ，JYS-M01 九
阳磨粉机( 九阳股份有限公司) ，JA5003N 电子天平
( 上海精密科学仪器有限公司) ，KQ-500DE 数控超
声波清洗器( 昆山市超声仪器有限公司) ，SHZ-D
( Ⅲ) 循环水式真空泵( 巩义市英峪予华仪器厂) ，
759S紫外-可见分光光度计( 上海棱光技术有限公司) ．

1． 3 实验方法

1． 3． 1 槲蕨总黄酮的提取工艺流程 槲蕨根→
60 ℃烘干至恒质量→粉碎→过 60 目筛→精确称取
1 g槲蕨根粉末→按一定料液比添加提取剂于常温
下浸泡 24 h→超声波辅助提取→减压抽滤→收集滤
液→定容→取样测定→计算总黄酮产率．
1． 3． 2 槲蕨总黄酮产率的测定 参照杨斌等［22］和
许远等［23］的方法测定样品中槲蕨总黄酮含量，并计

算总黄酮产率．
1． 3． 3 单因素实验 采用超声波辅助乙醇法提取
槲蕨总黄酮，在其他条件相同的情况下，各单因素变

量分别设置为: 乙醇体积分数为 35%、45%、55%、
65%、75%、85%，超声功率为 300、350、400、450、
500 W，超声时间为 15、30、45、60、75 min，料液比为
1∶ 20、1∶ 25、1∶ 30、1∶ 35、1∶ 40 g·mL －1，分析各因素

对槲蕨总黄酮产率的影响．
1． 3． 4 响应面实验设计 在单因素实验的基础上，
选取料液比( A) 、超声功率( B) 、乙醇体积分数( C)
3 个因素为自变量，槲蕨总黄酮产率为响应值，采用
Design-Expert 8． 0． 6 软件依据 Box-Behnken 中心组
合设计原理，设计 3 因素 3 水平的响应面实验优化
槲蕨总黄酮的提取工艺，各因素水平如表 1 所示．

表 1 响应面实验设计

水平
因素

A / ( g·mL －1 ) B /W C /%
－ 1 1∶ 25 400 55
0 1∶ 30 450 65

+ 1 1∶ 35 500 75

1． 3． 5 槲蕨总黄酮抗氧化活性测定 DPPH·清除
能力的测定方法参照文献［23］; 羟基自由基

( ·OH) 清除能力的测定方法参照文献［24］; 氧自
由基( O －

2 ·) 清除能力的测定采用邻苯三酚自氧化
法，并参照文献［25］的方法进行．
1． 3． 6 数据统计分析 采用 Microsoft Excel 2016
软件对单因素实验数据和抗氧化活性实验数据进行

数据分析和绘图，用 Design-Expert 8． 0． 6 软件对响
应面优化实验设计进行分析以及对响应面实验数据

进行分析和绘图( n = 3) ．

2 结果与分析

2． 1 单因素试验结果与分析

2． 1． 1 料液比对槲蕨总黄酮产率的影响 料液比
对槲蕨总黄酮产率的影响如图 1 ( a) 所示． 由图 1
( a) 可知: 槲蕨总黄酮产率随着料液比的增大先呈
上升趋势; 当料液比为 1 ∶ 30 ( g·mL －1 ) 时，总黄酮

产率达到最高值，然后随着料液比继续增大，总黄酮

的产率呈下降趋势．其原因可能是: 随着料液比的增
大，槲蕨根茎粉末在溶液中的分散程度增大［26］，接

触面积也越来越大，总黄酮产率提高．但当料液比超
过 1∶ 30( g·mL －1 ) 时，黄酮的溶出已达到极限，可

能还有其他物质溶出，影响了槲蕨总黄酮的提取效

果，导致其产率下降［27］． 因此，本文选取料液比为
1∶ 25 ～ 1∶ 35( g·mL －1 ) 进行响应面实验．
2． 1． 2 超声功率对槲蕨总黄酮产率的影响 超声
功率对槲蕨总黄酮产率的影响如图 1 ( b) 所示． 由
图 1( b) 可知: 在超声功率≤450 W 时，槲蕨总黄酮
产率随着超声强度的增大而提高; 当超声功率达到
450 W 时，槲蕨总黄酮产率达到最大值; 当超声功
率 ＞ 450 W时，槲蕨总黄酮产率随超声功率的增大
而减小．其原因可能是: 超声波功率越大，超声波所
产生的破碎效应和空化效应越明显，对细胞壁的破

坏作用也越大，这有利于黄酮的加速溶出［28］． 但若
超声强度过大，则会破坏黄酮物质的结构，从而使总

黄酮的产率降低［29］． 因此，本文选取超声功率为
400 ～ 500 W进行响应面实验．
2． 1． 3 乙醇体积分数对提取的影响 乙醇体积分
数对槲蕨总黄酮产率的影响如图 1 ( c) 所示． 由图
1( c) 可知: 槲蕨总黄酮产率开始随着乙醇体积分数
的增加而增加． 当乙醇的体积分数为 65%时，总黄
酮产率达到最大值，然后随着乙醇体积分数继续增

加，总黄酮产率反而下降． 其原因可能是: 黄酮与乙
醇极性相近，随着乙醇体积分数的增加，黄酮的溶出

也增多，从而使其产率增加［28］． 当乙醇的体积分数
过高时，一些醇溶性杂质、脂溶性杂质和色素等成分
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大量溶出［30］，影响黄酮的溶出，从而使槲蕨总黄酮

产率下降．因此，本文选取乙醇体积分数为 55% ～
75%进行响应面实验．
2． 1． 4 超声时间对提取的影响 超声时间对槲蕨
总黄酮产率的影响如图 1( d) 所示．由图 1( d) 可知:
在 15 ～ 30 min内，槲蕨总黄酮产率随着超声提取时
间的增加而提高; 在 30 ～ 45 min 内，总黄酮产率下
降; 当超声时间 ＞ 45 min 时，总黄酮产率随超声时
间延长而提升．其原因可能是: 在提取之初，随着超
声时间增加，总黄酮逐渐溶于乙醇提取液，产率逐渐

增加，但在到达一定时间后，原料内外黄酮质量浓度

达到相对平衡状态［31］，在样品内的黄酮不易被继续

溶出，同时有些骨碎补黄酮类化合物成分的结构被

破坏，从而导致产率有所减少．然后随着超声时间的
延长，超声波的机械震动和空化作用持续加强，导致

槲蕨细胞破碎程度增大，总黄酮的溶出又继续增加，

从而使黄酮的产率增加［32］．考虑到超声提取时间越
长，能耗和经济成本越大． 因此，本文在响应面实验
中将超声波提取时间定为 30 min，且不作为响应面
考察因素．

图 1 料液比、超声功率、乙醇体积分数、超声时间对桷蕨总黄酮产率的影响

2． 2 响应面结果与分析

根据响应面实验设计方案，在单因素实验基础
上，以料液比、超声功率和乙醇体积分数为考察因
素，以总黄酮产率为响应值进行响应面实验，实验设
计及结果如表 2 所示．
采用 Design-expert8． 0． 6 软件对表 2 数据进行

多元回归拟合，得到槲蕨总黄酮产率( Y) 与超声辅
助各因素变量间的回归方程:

Y = 1． 43 + 0． 028A + 0． 029B + 0． 029C － 5． 061 ×
10 －3AB －2．956 ×10 －3AC +8． 124 ×10 －4BC －0． 062A2 －
0． 22B2 － 0． 038C2 ．
对回归模型进一步进行方差分析，结果如表 3

所示．由表 3 可知: 模型的 P ＜ 0． 000 1 说明回归模
型方程极显著; 失拟项的 P = 0． 582 7 ＞ 0． 05 ( 不显
著) ，这说明回归方程与实验拟合较好． 相关系数
Ｒ2 = 0． 974 5、调整系数 Ｒ调 = 0． 941 8，这表明模型
拟合较好; CV = 2． 47%表明实验的可信度和精确度
较高．根据回归方程各项分析可知: 回归模型 1 次项
A、B、C和平方项 C2 为模型显著因素，平方项 A2 和
B2 为模型极显著因素，其他各因素对槲蕨总黄酮产

率的影响均不显著． 各因素对槲蕨总黄酮产率的影
响作用大小依次为 C ＞ B ＞ A．

表 2 Box-Behnken实验设计与结果

编号 A / ( g·mL －1 ) B /W C /% 产率 /%

1 1∶ 30 450 65 1． 415

2 1∶ 30 450 65 1． 374

3 1∶ 35 450 75 1． 384

4 1∶ 35 400 65 1． 122

5 1∶ 25 450 55 1． 262

6 1∶ 35 500 65 1． 190

7 1∶ 25 450 75 1． 310
8 1∶ 30 500 75 1． 222
9 1∶ 35 450 55 1． 348
10 1∶ 30 400 55 1． 108
11 1∶ 30 450 65 1． 447
12 1∶ 30 400 75 1． 182
13 1∶ 25 500 65 1． 168
14 1∶ 30 450 65 1． 460
15 1∶ 30 500 55 1． 145
16 1∶ 25 400 65 1． 080
17 1∶ 30 450 65 1． 432
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表 3 响应面方差分析

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
模型 0． 27 9 0． 030 29． 78 ＜ 0． 000 1＊＊

A 6． 288 × 10 －3 1 6． 288 × 10 －3 6． 34 0． 039 9*

B 6． 867 × 10 －3 1 6． 867 × 10 －3 6． 93 0． 033 8*

C 6． 905 × 10 －3 1 6． 905 × 10 －3 6． 97 0． 033 5*

AB 1． 025 × 10 －4 1 1． 025 × 10 －4 0． 10 0． 757 2
AC 3． 495 × 10 －5 1 3． 495 × 10 －5 0． 035 0． 856 4
BC 2． 640 × 10 －6 1 2． 640 × 10 －6 2． 663 × 10 －3 0． 960 3
A2 0． 016 1 0． 016 16． 23 0． 005 0＊＊

B2 0． 21 1 0． 21 212． 38 ＜ 0． 000 1＊＊

C2 5． 952 × 10 －3 1 5． 952 × 10 －3 6． 01 0． 044 1*

残差 6． 938 × 10 －3 7 5． 952 × 10 －3

失拟项 2． 468 × 10 －3 3 9． 912 × 10 －3 0． 74 0． 582 7
纯误差 4． 470 × 10 －3 4 1． 117 × 10 －3

总离差 0． 27 16

注: * 表示 P ＜ 0． 05;＊＊表示 P ＜ 0． 01．

各因素交互作用对槲蕨总黄酮产率影响的响应
面结果如图 2 所示． 响应面图和等高线图能够将回
归模型直观生动地表现出来: 3D响应面图形状越陡
峭、2 维等高线越趋近于椭圆形表明 2 因素交互作
用越显著; 若响应曲面坡度平缓、等高线趋近于圆
形，则 2 因素交互作用对响应值的影响较小［33-34］．
由图 2 可知: 超声功率和料液比、乙醇体积分数和料
液比、乙醇体积分数和超声功率这 3 组交互作用的
响应曲面图都较为平缓，它们对槲蕨总黄酮产率的
影响均不显著．该结果与模型方差分析结果一致．
根据回归模型预测槲蕨总黄酮提取的最佳工艺

条件为料液比 1 ∶ 31． 08 ( g· mL －1 ) 、超声功率
453． 22 W、乙醇体积分数 68． 84%，在该条件下槲蕨
总黄酮的产率为 1． 435% ．结合试验实际情况，将最
优提取工艺参数调整为料液比 1 ∶ 30． 00 ( g·
mL －1 ) 、超声功率 450． 00 W、乙醇体积分数
68． 00%，在该条件下进行 3 次平行试验验证，取平
均值，得到槲蕨总黄酮的产率为 1． 452%，与预测值
接近．这说明该模型能较好地反映槲蕨总黄酮的提
取条件，与实际情况拟合较好．
2． 3 槲蕨总黄酮抗氧化性分析
2． 3． 1 槲蕨总黄酮对 DPPH·清除能力 不同质
量浓度的槲蕨总黄酮对 DPPH·清除能力如图 3 所
示．从图 3 可知: 槲蕨总黄酮对 DPPH·的清除率随
槲蕨总黄酮质量浓度的增加而增大，具有较好的量
效关系．当槲蕨总黄酮质量浓度为 0． 066 mg·mL －1

时，对 DPPH·的清除率为 65． 74% ． 维生素 C 对
DPPH·清除率的变化趋势与槲蕨总黄酮的相似，但
在相同质量浓度的条件下，槲蕨总黄酮对 DPPH·
的清除能力均显著低于维生素 C 对 DPPH·的清除
能力．

图 2 各因素交互作用的响应面图
2． 3． 2 槲蕨总黄酮对·OH 清除能力 不同质量
浓度槲蕨总黄酮对·OH 的清除能力如图 4 所示．
从图 4 可以看出: 在低质量浓度时，槲蕨总黄酮对
·OH的清除率增长较慢; 当槲蕨总黄酮质量浓度达
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到 0． 016 5 mg·mL －1时，对·OH 的清除率随着浓
度的增加而显著增强; 当槲蕨总黄酮质量浓度为
0． 066 0 mg·mL －1 时，其对·OH 的清除率达到
68． 27%．维生素 C对·OH的清除率随着质量浓度的
增加而增加，在相同质量浓度的条件下，槲蕨总黄酮对
·OH的清除能力均低于维生素 C对·OH的清除能力．

图 3 桷蕨总黄酮和维生素 C对 DPPH·的清除能力

图 4 桷蕨总黄酮和维生素 C对·OH的清除能力
2． 3． 3 槲蕨总黄酮对 O －

2 ·的清除能力 不同质
量浓度的槲蕨总黄酮对 O －

2 ·的清除能力如图 5 所
示．从图 5 可看出: 槲蕨总黄酮和维生素 C 对 O －

2 ·
的清除率均随着其质量浓度的增加而增大，但槲蕨
总黄酮对 O －

2 ·的清除率的增幅大于维生素 C 的清
除率的增幅，在相同质量浓度的条件下，槲蕨总黄酮
对 O －

2 ·的清除能力均强于维生素 C 对 O －
2 ·的清

除能力，当槲蕨总黄酮的质量浓度为 0． 066 0 mg·
mL －1时，槲蕨总黄酮对 O －

2 ·清除率达 42． 86%，这
说明槲蕨总黄酮具有较强的抗氧化能力．

图 5 桷蕨总黄酮和维生素 C对 O －
2 ·的清除能力

3 结论

根据单因素实验和响应面优化分析，超声波辅
助槲蕨总黄酮的最佳提取工艺条件是料液比为
1∶ 30． 00( g·mL －1 ) 、超声功率为 450． 00 W、乙醇体
积分数为 68． 00%，在此条件下槲蕨总黄酮产率为

1． 452% ．体外抗氧化活性实验结果表明: 槲蕨总黄
酮对·OH、DPPH·和 O －

2 ·都具有一定的清除能
力，当槲蕨总黄酮的质量浓度为 0． 066 mg·mL －1

时，其对·OH、DPPH·和 O －
2 ·的清除率分别为

68． 27%、65． 74%和 42． 86%，这说明槲蕨总黄酮具
有较强的抗氧化活性，是一种天然的抗氧化剂．
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The Optimization of Extraction Technology of Total Flavonoids from
Dryopteris roosii by Ｒesponse Surface Methodology and Its Antioxidant Activity

DUAN Xiaohua，LUO Shijing，WANG Weiqi，DENG Ｒonggen，LU Shunbao
( Jiangxi Subtropical Plant Ｒesource Protection and Utilization Key Laboratory，College of Life Science，Jiangxi Normal University，

Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: For optimizing the extraction process of total flavonoids from Drynaria roosii and determined its antioxi-
dant activity，taking extraction yield of total flavonoids as the objective and solid-liquid ratio，ethanol volume frac-
tion，ultrasonic power and ultrasonic-assisted extraction time as main factors，response surface methodology are con-
ducted to acquire the optimum extraction process of total flavonoids from Drynaria roosii on the basis of single factor
test． At the same time，the antioxidant activity of total flavonoids extrated by ultrasonic is evaluated． The result shows
that the optimum conditions of ultrasonic-assisted ethanol extraction are as follows． Solid-liquid ratio is 1∶ 30． 00( g·
mL －1 ) ，ultrasonic power is 450． 00 W，and ethanol volume fraction is 68． 00% ． Under these conditions，the extrac-
tion yield of total flavonoids is 1． 452 ( mg·g －1 ) ，which is consistent with the predict values． The antioxidant study
shows that the total flavonoids from Drynaria roosii has obviously hydroxyl radicals，1，1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
( DPPH·) and superoxide anion ( O －

2 ·) scavenging ability，which suggests it has good antioxidant activity．
Key words: Dryopteris roosii; total flavonoids; response surface method; ultrasonic-assisted extraction; antioxidant ac-
tivity ( 责任编辑:刘显亮)
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