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金花葵花黄酮超声辅助提取工艺优化及性能 

王  欣 1，刘雨默 1，郝  静 2，赵海宁 3，李  萌 1*，王昌涛 1* 
（1. 北京工商大学 轻工科学与工程学院 北京市植物资源研究开发重点实验室，北京  100048；2. 中国

检验检疫科学研究院，北京  100176；3. 青岛西海岸新区疾病预防控制中心，山东 青岛  266000） 

摘要：以金花葵花为原料，采用超声辅助提取法提取了金花葵花黄酮，通过单因素实验和正交实验优化了提取

工艺，评估了最佳工艺条件下提取的金花葵花黄酮的抗氧化活性及安全性。结果表明，金花葵花黄酮最佳提取

工艺为：料液比（g∶mL）1∶15、体积分数 80%的乙醇水溶液为溶剂、超声功率 300 W、超声时间 35 min、提

取温度 75 ℃，在该条件下，金花葵花黄酮提取率为 89.97%。质量浓度为 1.00 g/L 金花葵花黄酮对 1,1-二苯基-2-

苦基苯肼自由基、羟基自由基和 2,2ʹ-联氮-双(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)自由基的清除率最高，分别为 94.81%、

95.24%、82.80%；对三者的半数抑制质量浓度（IC50）分别为 106.00、70.06 和 213.80 μg/mL。金花葵花黄酮质

量浓度≤0.4 g/L 时，其对红细胞溶血率均<10%，属于轻度刺激；质量浓度为 1.00 g/L 的金花葵花黄酮对鸡胚绒

毛尿囊膜无溶血。 
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Ultrasonic-assisted extraction process optimization and  
properties of Hibiseu manihot L. flower 

WANG Xin1, LIU Yumo1, HAO Jing2, ZHAO Haining3, LI Meng1*, WANG Changtao1* 
（1. Beijing Key Laboratory of Plant Resource Research and Development, College of Light Industry Science and 
Engineering, Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China; 2. Chinese Academy of Inspection and 
Quarantine Sciences, Beijing 100176, China; 3. Qingdao West Coast New Area Center for Disease Control and 
Prevention, Qingdao 266000, Shandong, China） 

Abstract: Flavonoids from Hibiseu manihot L. flower were extracted by ultrasonic-assisted extraction 
method, which was optimized by single factor and orthogonal experiment. The Hibiseu manihot L. flower 
extracted under the optimal process conditions were then evaluated for its antioxidant activity and safety. 
The results showed that the optimum extraction process conditions of flavonoids from Hibiseu manihot L. 
flower were as follows: ultrasonic power 300 W, ethanol volume fraction in ethanol-water 80%, ultrasonic 
time 35 min, extraction temperature 75 ℃, solid-liquid ratio (g∶mL) 1∶15. Under the above-mentioned 
optimum extraction process conditions, the maximum extraction rate of flavonoids from Hibiseu manihot L. 
flower was 89.97%. Flavonoids from Hibiseu manihot L. flower with a mass concentration of 1.00 g/L 
exhibited the highest scavenging rates on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical, hydroxyl radical and 
diammonium 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfpnic acid) free radical, which were 94.81%, 
95.24% and 82.80%, respectively, with the corresponding half maximal inhibitory mass concentration (IC50) 
of 106.00, 70.06 and 213.80 μg/mL, respectively. Flavonoids from Hibiseu manihot L. flower with a mass 
concentration of less than 0.4 g/L showed a hemolysis rate of less than 10% on red blood cells, indicating 
mild irritation, while flavonoids from Hibiseu manihot L. flower with a mass concentration of 1.00 g/L 
displayed no hemolysis on chick embryo chorioallantoic membrane. 

Key words: Hibiseu manihot L.; flavonoids; ultrasonic-assisted extraction method; process optimization; 

antioxidant activity; safety; drug materials 

医药与日化原料 



第 6 期 王  欣，等: 金花葵花黄酮超声辅助提取工艺优化及性能 ·1311· 

 

金花葵（Hibiseu manihot L.）是锦葵科秋葵属，

一年生草本植物，又称菜芙蓉、野芙蓉[1]。其耐热

耐寒，适应性较强，目前国内已有很多金花葵种植

基地[2]。金花葵作为一种药食同源植物，含有丰富

的活性成分，采用超高效液相色谱-四极杆飞行时间

质谱（UPLC-QTOF-MS）对金花葵花全组分进行分

析，共鉴定出 100 多种化合物，包括黄酮类化合物

以及氨基酸类化合物、脂类化合物、核苷类化合物、

亚油酸等不饱和脂肪酸以及一些糖类、有机酸、五

环三萜、环烯醚萜类化合物、微量元素和不皂化物

等[3-4]。据《本草纲目》和《嘉佑本草》中记载，金

花葵具有清利湿热、消炎镇痛之功效。另据报道，

金花葵还可以抗氧化、抗炎、抗抑郁、增强免疫和

治疗血管疾病以及肝肾疾病等[5]。金花葵的优势在

于其花中含有丰富的黄酮类化合物，尤其是其中的

金丝桃苷类黄酮成分[6]。因此，提高金花葵中黄酮

类成分的提取率非常重要。目前，提取植物黄酮的

技术有很多，其中，超声波辅助提取法具有操作简

单、提取快、提取率高、环保无污染等优势，广泛

应用于植物天然活性成分的提取中，最适合提取黄

酮类化合物[7]。 

当前，金花葵作为原料在食品领域的应用较为

成熟，市面上已有许多相关产品。例如：金花葵花

茶、金花葵粉面食、金花葵果汁等[8]。然而，金花

葵在化妆品方面的应用报道较少，还未收录于由国

家药品监督管理局发布的《已使用化妆品原料目录》

中，但基于其丰富的活性成分和优良的性能，金花

葵具有成为化妆品原料的潜质。另一方面，国内对

金花葵的研究起步较晚，对其黄酮成分的提取方法

和工艺优化还不够完善，对其功效研究不够深入。 

本文拟选用超声辅助提取法对金花葵花总黄酮

进行提取，通过单因素实验和正交实验优化提取工

艺，并对其抗氧化活性和安全性进行评估。以期为

金花葵花黄酮的深加工及其在化妆品原料和医药等

方面的应用提供参考。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

金花葵花，北京同仁堂股份有限公司；1,1-二苯

基苦基苯肼（DPPH）、羟基自由基（•OH），美国

Sigma-Aldrich 公司；芦丁标准品，上海源叶生物科

技有限公司；抗坏血酸（Vc）、2,2-联氮-双(3-乙基-

苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐（ABTS），北京百瑞极生物

科技有限公司；葡萄糖、无水乙醇、亚硝酸钠、硝

酸铝、氢氧化钠、水杨酸、过氧化氢、硫酸亚铁，

分析纯，市售；实验用水为纯净水。 

KQ-50E 型超声清洗机，昆山禾创超声仪器有限

公司；TGL-16 型离心机、ME104E 型分析天平，上

海爱朗仪器有限公司；Infinite M200 PRO 型酶标仪，

上海闪谱生物科技有限公司；752 型紫外-可见分光

光度计，上海舜宇恒平科学仪器有限公司；PRO 

110-4 型冻干机，丹麦 LaboGene 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  金花葵花的预处理和黄酮提取 

预处理：将金花葵花置于 50 ℃的烘箱内进

行干燥直至恒重，粉碎后过筛（60 目），得到金

花葵花干燥粉末，置于密封袋中在干燥环境下保

存待用。  

黄酮提取：取适量金花葵花干燥粉末，加入一

定量不同体积分数的乙醇水溶液，在超声功率 300 

W 条件下，分别在不同提取温度及料液比（g∶mL）

条件下提取不同时间，离心后，上清液为金花葵花

黄酮样品溶液，将其旋蒸浓缩，随后冻干（–80 ℃

冷冻 3 d）得到固体粉末，备用。 

1.2.2  金花葵花黄酮提取率计算 

采用 NaNO2-Al(NO3)3 比色法[9]对金花葵花中的

总黄酮进行检测。 

芦丁标准曲线的创建：配制不同质量浓度（g/L）

的芦丁标准溶液。所有样品测试重复 3 次取算数平

均值。用紫外-可见分光光度计测定芦丁标准溶液在

510 nm 处的吸光度，绘制芦丁溶液吸光度（y）-质

量 浓 度 （ x ） 标 准 曲 线 ， 得 到 的 回 归 方 程 为

y=2.7141x+0.1238（R2=0.992）。吸光度在芦丁质量

浓度为 0~0.054 g/L 范围内，具有良好的线性关系。 

随后，测定金花葵花黄酮样品溶液的吸光度，

依据芦丁溶液吸光度-质量浓度标准曲线的回归方

程和稀释倍数计算得到金花葵花黄酮质量浓度（以

芦丁计），并按照公式（1）计算金花葵花黄酮提取

率（%）。 

 提取率/%=×V×N/(1000×m)×100 （1） 

式中： 为稀释后金花葵花黄酮溶液质量浓度，g/L；

V 为稀释前待测金花葵花黄酮溶液定容体积，mL；

N 为稀释倍数；m 为金花葵花干燥粉末质量，g。 

1.2.3  单因素实验 

（1）取适量金花葵花干燥粉末，在超声功率

300 W 条件下，固定超声时间 25 min，提取温度

70 ℃，料液比（g∶mL）1∶25，考察体积分数分别

为 50%、60%、70%、80%和 90%的乙醇水溶液对金

花葵花黄酮提取率的影响，筛选出最佳体积分数

（φoptimal）的乙醇水溶液进行后续实验。 

（2）取适量金花葵花干燥粉末，在超声功率

300 W 条件下，固定提取温度 70 ℃，料液比（g∶

mL）1∶25，乙醇体积分数 φoptimal，考察超声时间
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分别为 20、25、30、35、40 min 对金花葵花黄酮提

取率的影响，筛选出最佳超声时间（toptimal）进行后

续实验。 

（3）取适量金花葵花干燥粉末，在超声功率

300 W 条件下，固定超声时间 toptimal，料液比（g∶

mL）1∶25，乙醇体积分数 φoptimal，考察提取温度

分别为 40、50、60、70、80 ℃对金花葵花黄酮提

取率的影响，筛选出最佳提取温度（θoptimal）进行后

续实验。 

（4）取适量金花葵花干燥粉末，在超声功率

300 W 条件下，固定提取温度 θoptimal，超声时间

toptimal，乙醇体积分数 φoptimal，考察不同（1∶15、1∶

20、1∶25、1∶30、1∶35）料液比（g∶mL）对金花

葵花黄酮提取率的影响，得到最佳的料液比（g∶mL）。 

1.2.4  正交实验设计 

为提升提取金花葵花黄酮的效果，明确最佳提

取工艺，以单因素实验结果为依据，以 A（乙醇体

积分数）、B（超声时间）、C（提取温度）、D（料液

比）为因素，金花葵花黄酮提取率为指标，设计四

因素三水平的正交实验表（表 1）进一步优化金花

葵花黄酮提取工艺。 
 

表 1  正交实验因素与水平表 
Table 1  Orthogonal test design table 

因素 
水平 

A/% B/min C/℃ D/(g∶mL) 

1 75 25 65 1∶15 

2 80 30 70 1∶20 

3 85 35 75 1∶25 

 

1.3  金花葵花黄酮抗氧化活性测试 

将上述最佳工艺条件下提取得到的金花葵花黄

酮固体粉末，用体积分数为 80%的乙醇水溶液配制

成质量浓度分别为 1.00、0.40、0.20、0.08、0.04 g/L

的金花葵花黄酮测试溶液，同时配制相同质量浓度

的 Vc 溶液作为阳性对照，备用。 

1.3.1  DPPH 自由基清除实验 

按参考文献[10]方法，配制质量浓度为 0.12 g/L

的 DPPH 乙醇溶液，4 ℃储存备用。 

实验设置 6 个组别，分别为空白对照组、样品

组、样品底值组、阳性对照组、阳性对照底值组和

溶剂底值组，其中，样品底值组是为了消除 DPPH

溶液的影响；溶剂底值组是为了消除无水乙醇的影

响。按照表 2 所示的每组配制，实验在 96 孔板上进

行。每组反应液混合均匀后，在暗黑环境中反应

30 min，用酶标仪测其在 517 nm 处的吸光度。每个

质量浓度（0.04、0.08、0.20、0.40、1.00 g/L）的金

花葵花黄酮测试溶液平行实验 3 次，按照公式（2）

计算 DPPH 自由基清除率（%），所得结果以“平均

值±标准差”表示。 

    DPPH 自由基清除率/%＝ 

 〔1－(A2－A3)/(A1－A6)〕×100 （2） 

式中：A1、A2、A3、A6 分别为空白对照组、样品组、

样品底值组、溶剂底值组在 517 nm 处的吸光度。 
 

表 2  DPPH 自由基清除实验各组成分组成 
Table 2  Components of DPPH free radical scavenging 

experiment 

加入量/μL 

组别 金花葵花黄酮

测试溶液 

Vc 
溶液 

无水 

乙醇 

DPPH 
乙醇溶液

空白对照组 0 0 100 100 

样品组 100 0 0 100 

样品底值组 100 0 100 0 

阳性对照组 0 100 0 100 

阳性对照底值组 0 100 100 0 

溶剂底值组 0 0 200 0 

 

1.3.2  羟基自由基清除实验 

采用 Fenton 法[11]测定金花葵花黄酮对羟基自

由基的清除率。 

实验设置 3 个组别，分别为空白对照组、样品

组、样品底值组，按照表 3配制各组反应液（200 μL），

其中，硫酸亚铁水溶液、H2O2 水溶液、水杨酸水溶

液的浓度均为 6 mmoL/L。未加入水杨酸溶液前，将

各组其他成分加入样品管后充分混匀，室温静置

10 min 后，再加入水杨酸溶液，于 37 ℃水浴 30 min，

用酶标仪测定溶液在 510 nm 处的吸光度。每个质

量浓度（分别为 0.04、0.08、0.20、0.40、1.00 g/L）

的金花葵花黄酮样品溶液平行实验 3 次。按照公式

（3）计算羟基自由基清除率（%），所得结果以“平

均值±标准差”表示。 

 羟基自由基清除率/%＝(A1 + A3－A2)/A1×100（3） 

式中：A1、A2、A3 分别为空白对照组、样品组、样

品底值组在 510 nm 处的吸光度。 
 

表 3  羟基自由基清除实验各组成分组成 
Table 3  Components of hydroxyl radical scavenging 

experiment 

加入量/μL 

组别 硫酸亚铁

水溶液

金花葵花黄

酮样品溶液 

H2O2 水

溶液 

蒸馏

水

水杨酸

水溶液

空白对照组 50  0 50 50 50 

样品组 50 50 50  0 50 

样品底值组 50 50 50 50  0 

 

1.3.3  ABTS 自由基清除实验 

通过 ABTS 自由基清除实验评价样品的总抗氧
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化能力[12]。 

按 参 考 文 献 [13] 方 法 ， 首 先 配 制 浓 度 为

2.6 mmol/L 的 K2S2O8 储备液和 7.4 mmol/L 的 ABTS

储备液。将同体积的 ABTS 储备液与 K2S2O8 储备液

混合均匀，避光室温放置 12 h。用蒸馏水稀释后，

于 734 nm 处测量溶液的吸光度在 0.70±0.02 内，即

得 ABTS 工作液。 

取 0.8 mL ABTS 工作液与 0.2 mL 样品溶液（质

量浓度分别为 0.04、0.08、0.20、0.40、1.00 g/L）

混合，黑暗中反应 6 min，于 734 nm 处测量溶液的

吸光度，记为 A；取 0.8 mL ABTS 工作液与 0.2 mL

不同浓度抗坏血酸溶液混合，黑暗中反应 6 min，于

734 nm 处测量溶液的吸光度，记为 Ac；取 0.8 mL 

ABTS工作液与 0.2 mL 体积分数为 80%的乙醇水溶

液混合，黑暗中反应 6 min，于 734 nm 处测量溶液

的吸光度，记为 A0。 

 

0

0

ABTS / % 100
A A

A


 自由基清除率  （4） 

式中：A 和 A0 分别为样品组和空白组在 734 nm 吸

光度。将式（4）中的 A 换为 Ac 即得阳性对照 Vc

的 ABTS 自由基清除率。 

1.4  金花葵花黄酮的安全性实验 

1.4.1  红细胞溶血实验 

参照文献[14]进行红细胞溶血实验。实验设置 3

组，分别为阳性对照组、阴性对照组和样品组，其中：

磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4，下同）作为阴性对照组

受试样，纯净水作为全溶血阳性对照组受试样，6 个

质量浓度梯度（0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 g/L）的

金花葵花黄酮样品溶液作为样品组受试样。实验使用

的红细胞取自新鲜兔血，并经过前处理（将兔血于

1500 r/min 离心 10 min，并用 PBS 洗 3 次）去除血清、

稀释后得到实验用红细胞裂解液（RBC）。 

首先，在阳性对照组、阴性对照组和样品组〔1.5 

mL 离心管（简称 EP 管）〕中分别加入 0.25 mL 的

RBC+ 0.75 mL 的纯净水、PBS、不同质量浓度的金

花葵花黄酮溶液，总体积均为 1 mL。然后，将 EP

管置于 150 r/min、37 ℃摇床中培育 15 min，再将

各 EP 管放在离心机中，10000×g 的离心力离心 1 min

以停止培育，离心后取上清液，用酶标仪测定上清

液在 540 nm 或 575 nm 处的吸光度（A540 或 A575），

记录并保存数据。 

刺激性评分按照以下方法进行。首先，以不同

质量浓度（x）样品与 RBC 悬液作用后的溶血率（y）

为横纵坐标，绘制拟合曲线，得到半溶血率（H50，

即溶血率为 50%时对应的样品质量浓度）；然后，观

察 RBC 悬液在样品作用下红细胞溶血发生变色的

临界质量浓度（i），此质量浓度作用下的单一变性

能力（DI）根据公式（5）~（7）计算： 

 DI= (R1－Ri)/(R1－R2) × 100 （5） 

 Ri=A575（样品组）/A540（样品组） （6） 

R1=〔A575（阳性对照）－A575（阴性对照）〕/ 

   〔A540（阳性对照）－A540（阴性对照）〕 （7） 

式中：R1 为氧合血红蛋白的吸光度，约为 1.05± 

0.001；R2 为内部标准品十二烷基硫酸钠（质量分数

0.1%）的吸光度，约为 0.65。 

最后，根据公式（8）得到裂解/变性比（L/D）

来判断样品刺激性。 

 L/D=H50/DI （8） 

L/D 与急性眼刺激实验的数据相对应，如表 4

所示。 
 

表 4  红细胞溶血实验刺激性评分标准 
Table 4  Erythrocyte hemolysis test stimulation scoring criteria 

刺激评分 
 

L/D>100 10≤L/D<100 1≤L/D<10 0.1≤L/D<1 L/D<0.1

刺激

分类
无刺激 轻度刺激 中度刺激 刺激性 

重度

刺激

 

1.4.2  鸡胚绒毛尿囊膜实验 

采用鸡胚绒毛尿囊膜实验（HET-CAM）评价金

花葵花黄酮的安全性[15]。 

实验所用鸡蛋符合 SNT 2329—2009 化妆品眼

刺激性标准，在不触碰蛋膜的条件下用镊子将培养

9 d 鸡胚轻轻破开蛋壳，用生理盐水湿润蛋膜后用镊

子轻轻挑开内膜，保证血管膜完整。观察血管完整

性后，分别将 300 μL 阳性对照溶液（0.1 moL/L 的

NaOH 水溶液）、阴性对照溶液（生理盐水）以及质

量浓度为 1.00 g/L 的金花葵花黄酮样品溶液滴加至

尿囊膜表面，观察尿囊膜 5 min 内血管出血、凝固

和血管溶解出现的时间，每个样品液用 6 个鸡蛋进

行平行测试，采用反应时间法进行实验，根据公式

（9）计算刺激评分（IS）。 

(301 secH) 5 (301 secL) 7 (301 secC) 9
IS

300 300 300

     
   （9） 

式中：secH 为出血时间，即加样后尿囊膜上发生出

血的平均时间，s；secL 为血管溶解时间，即加样后

尿囊膜上发生血管溶解的平均时间，s；secC 为凝血

时间，即加样后尿囊膜上出现凝血的平均时间，s。IS

与鸡胚绒毛尿囊膜实验的数据相对应，如表 5 所示。 
 

表 5  鸡胚绒毛尿囊膜实验刺激评分标准 

Table 5  Chicken embryo chorioallantoic membrane test 
stimulation criteria 

刺激评分 
 

IS<1 1≤IS<5 5≤IS<9 IS≥9 

刺激分类 无刺激 轻度刺激 中度刺激 强度刺激/腐蚀性
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2  结果与讨论 

2.1  单因素实验结果分析 

图 1 为金花葵花黄酮提取率的各单因素影响考

察结果。 

从图 1a 可以看出，随着乙醇体积分数的升高，

金花葵花黄酮提取率呈现出先上升后下降的趋势。

在乙醇体积分数为 50%~80%的范围内，提取率呈现

逐渐增加的趋势，且在乙醇体积分数为 70%~80%的

范围内增加效果更显著，当乙醇体积分数为 80%时，

提取率最大（57.23%）。随后，随着乙醇体积分数的

升高，提取率呈降低趋势。其原因在于，一方面是，

不同体积分数的乙醇具有不同的极性，因此对黄酮

的提取效果不同；另一方面是，乙醇体积分数的增

大使其他醇溶性杂质溶出，从而影响结果测定[16]。

所以，选取乙醇的 φoptimal 为 80%进行后续研究。 

从图 1b 可以看出，超声时间在 20~40 min 范围

内，金花葵花黄酮的提取率呈现先增加后减少的趋

势。其中，超声时间在 20~30 min 范围内，提取率

和超声时间出现线性正相关性，在 30 min 时提取率

最大（65.47%），此后随着超声时间的增加，提取率

降低。原因在于，在提取过程中，随着超声时间的

延长，超声波在介质中产生的微小振动充分使原料

中的黄酮溶出，但随着超声时间的进一步延长，黄酮

浓度达到饱和，由于黄酮自身的抗氧化作用，此时一

些类黄酮将发生氧化反应，成分降解，导致提取率下

降[17]。所以，选取 toptimal 为 30 min 进行后续研究。 

从图 1c 可以看出，随着提取温度的升高，金花

葵花黄酮提取率呈现出先上升后下降的趋势。在

40~70 ℃范围内，提取率和温度呈近似线性正相关

性，当温度达到 70 ℃时，提取率最大（58.12%）。

此后温度继续升高，提取率呈下降趋势。原因在于，

随着提取温度的升高，溶液中分子运动速率越快，

有利于黄酮的提取；但随着温度的不断升高，一方

面溶剂挥发，导致提取率降低，另一方面溶出的黄

酮活性成分不稳定，对结果造成影响[18]。所以，选

取 θoptimal 为 70 ℃进行后续研究。 

从图 1d 可以看出，金花葵花黄酮提取率在料液

比（g∶mL）为 1∶15~1∶20 范围内呈现上升的趋

势，在 1∶20 的料液比（g∶mL）附近，提取率达

到了最大值（62.77%）。这是因为，料液比（g∶mL）

为 1∶15~1∶20 时，溶剂用量不足，所以提取率随

着溶剂用量的增加而增大。继续增加溶剂用量，其

他可溶性杂质提取量增加，导致黄酮提取量的减少，

黄酮提取率反而降低，同时会造成资源浪费，也会

增加后续浓缩工作量和能耗[19]。所以，选取料液比

（g∶mL）1∶20 进行后续研究。上述单因素实验中

相同条件下提取率有所差异是由于实验所用仪器带

来的误差。 

 

 
 

图 1  乙醇体积分数（a）、超声时间（b）、提取温度（c）

和料液比（g∶mL）（d）对金花葵花黄酮提取率的

影响 
Fig. 1  Effects of ethanol volume fraction (a), ultrasonic 

time (b), extraction temperature (c) and solid-liquid 
ratio (g∶mL ) (d) on extraction rate of flavonoids 
from Hibiseu manihot L. flower 
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2.2  正交实验结果分析 

表 6 为正交实验的结果与分析。从表 6 可以看

出，金花葵花黄酮的提取率受到 4 个因素：A（乙醇

体积分数）、B（超声时间）、C（提取温度）、D（料

液比）的影响，其中 A 是最为显著的因素，其次是

C、D 和 B。由正交实验得出的最佳提取方案为：

A2B3C3D1，即乙醇体积分数 80%、超声时间 35 min、

提取温度 75 ℃、料液比（g∶mL）1∶15，对此最

佳提取工艺参数进行验证，重复 3 次实验，平均提

取率为 89.97%，此时得到的提取率高于表中 9 组实

验中的最高提取率（72.63%），并且相比于已有的溶

剂法（50.52%）提取金花葵黄酮研究[20]，其提取率

得到了较大的提高，表明该优化方法有效可靠。 
 

表 6  正交实验结果与分析 
Table 6  Results and analysis of orthogonal experiment 

实验号 
A 乙醇体积

分数/% 

B 超声 

时间/min 

C 提取 

温度/℃ 

D 料液比/

（g∶mL）
提取率/

% 

1 75 25 65 1∶15 46.74

2 75 30 70 1∶20 48.98

3 75 35 75 1∶25 56.22

4 80 25 70 1∶25 58.06

5 80 30 75 1∶15 72.63

6 80 35 65 1∶20 60.44

7 85 25 75 1∶20 55.47

8 85 30 65 1∶25 46.80

9 85 35 70 1∶15 69.52

K1 151.94 160.27 153.98 188.89  

K2 191.13 168.41 176.56 164.89  

K3 171.79 186.18 184.32 161.08  

k1 50.65 53.42 51.33 62.96  

k2 63.71 56.14 58.85 54.96  

k3 57.26 62.06 61.44 53.69  

R 13.06 8.64 10.11 9.27  

A>C>D>B 

最优方案 80 35 75 1∶15 89.97

 

2.3  金花葵花黄酮的抗氧化活性分析 

2.3.1  对 DPPH 自由基清除率的影响 

图 2 为金花葵花黄酮对 DPPH 自由基的清除能

力测试结果。 

DPPH 自由基清除活性是评价有效抗氧化化合

物的抗氧化活性最常用的分析方法之一[21]。从图 2

可知，金花葵花黄酮和 Vc 对 DPPH 自由基的清除

效果都十分明显，且都随着各自质量浓度的增大，

DPPH 自由基的清除率逐渐增大后趋于平缓。其主

要原因在于，抗氧化剂质量浓度作为清除自由基能

力的重要因素，其清除能力是由其质量浓度和速率

常数决定[22]。当金花葵花黄酮质量浓度为 0.40 g/L

时，DPPH 自由基清除率达到 90%以上，此时，金

花葵花黄酮和 Vc 对 DPPH 自由基清除率相当；当

金花葵花黄酮质量浓度为 1.00 g/L 时，DPPH 自由

基清除率达到最大（94.81%）。经测定，金花葵花黄

酮与 Vc 对 DPPH 自由基的半数抑制质量浓度（IC50）

分别为 106.00 和 32.63 μg/mL。由图 2 可知，两者在

高质量浓度范围内对 DPPH 自由基的清除效果相当，

说明金花葵花黄酮对 DPPH 自由基清除效果较好。 
 

 
 

图 2  金花葵花黄酮对 DPPH 自由基的清除能力 
Fig. 2  Scavenging ability of flavonoids from Hibiseu 

manihot L. flower against DPPH free radical 
 

2.3.2  对羟基自由基清除率的影响 

图 3 为金花葵花黄酮对羟基自由基的清除能力

测试结果。 
 

 
 

图 3  金花葵花黄酮对羟基自由基的清除能力 
Fig. 3  Scavenging ability of flavonoids from Hibiseu 

manihot L. flower against •OH free radical 
 

羟基自由基（•OH）是氧化性最强的自由基之

一，能对人体产生一系列危害[23-24]。•OH 的清除作

用与溶液中金属离子的螯合作用有关[25]。从图 3 可

知，金花葵花黄酮和 Vc 对•OH 的清除效果都十分

明显，且都随着各自质量浓度的增大，•OH 的清除

率逐渐增大后趋于平缓。这可能的原因是，随着黄

酮质量浓度的增大，其对金属离子的螯合能力逐渐

达到阈值[26]。经测定，金花葵花黄酮与 Vc 对•OH

的 IC50 分别为 70.06 和 27.11 μg/mL。在低质量浓度

（<0.63 mg/L）时，Vc 对•OH 的清除效果优于金花
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葵花黄酮，而在高质量浓度（>0.63 mg/L）时，金花

葵花黄酮对•OH 的清除效果优于 Vc。当金花葵花黄

酮质量浓度为 1.00 g/L 时，•OH 清除率达到最大

（95.24%）。由 IC50 和图 3 可以看出，金花葵花黄

酮表现出良好的清除•OH 的作用。 

2.3.3  对 ABTS 自由基清除率的影响 

图 4 为金花葵花黄酮对 ABTS 自由基的清除能

力测试结果。 

ABTS 自由基是一种广泛用于测定植物提取物

的总抗氧化能力的化合物[27]。从图 4 可知，在质量

浓度范围内，金花葵花黄酮对 ABTS 自由基的清除

能力随着质量浓度的增大而增大。当金花葵花黄酮

质量浓度为 1.00 g/L 时，清除率为 82.80%。在质量

浓度范围内，Vc 的清除率均高于金花葵花黄酮的清

除能力。其中，金花葵花黄酮和 Vc 清除 ABTS 自

由基的 IC50 分别为 213.80 和 5.58 μg/mL。由图 4

和 IC50 可以看出，在一定质量浓度下金花葵花黄酮

具有良好的总抗氧化能力。 
 

 
 

图 4  金花葵花黄酮对 ABTS 自由基的清除能力 
Fig. 4  Scavenging ability of flavonoids from Hibiseu 

manihot L. flower against ABTS free radical 
 

2.4  金花葵花黄酮的安全性分析 

2.4.1  红细胞溶血实验结果分析 

图 5 为不同质量浓度金花葵花黄酮的红细胞溶

血率以及对应的 EP 管溶血情况。 

由图 5 可知，当金花葵花黄酮质量浓度为 0.1、

0.2 和 0.4 g/L（即≤0.4 g/L）时，红细胞溶血率均＜

10%，并未出现明显的溶血性，这说明该质量浓度

下，金花葵花黄酮对红细胞刺激性很小。当金花葵

花黄酮质量浓度＞0.4 g/L 后，溶血率显著上升。由

标准曲线和公式计算得到 H50 为 0.4734 g/L，R1= 

1.04，R2=RSDS=0.65，再通过刺激性评分标准可得

出，金花葵花黄酮质量浓度在 0.1~0.4 g/L 时（即≤

0.4 g/L）为轻度刺激（L/D=90.17~63.12），质量浓

度＞0.4 g/L 后为中度刺激（L/D=6.69~4.89）。结

果表明，金花葵花黄酮在低质量浓度时具有良好

的安全性。  

 
 

图 5  不同质量浓度金花葵花黄酮的红细胞溶血实验结果 
Fig. 5  Results of erythrocyte hemolysis test of flavonoids 

from Hibiseu manihot L. flower with different 
different mass concentration 

 

2.4.2  鸡胚绒毛尿囊膜实验结果分析 

图 6 为金花葵花黄酮对鸡胚尿囊膜血管作用实

物图。 

鸡胚绒毛尿囊膜实验是一种常用的眼刺激评价

方法。基于其完整的血管系统，清晰透明的膜结构

以及易于观察等优势，可以通过检测血管出血、凝

血和血管溶解来确定被试物质是否为刺激物，常用

于原料的早期安全性评价。采用 0.1 moL/L 的 NaOH

水溶液作为阳性对照溶液，刺激评分为 18，血管溶

血明显，具有强刺激性；使用生理盐水作为阴性对

照溶液，刺激评分为 0.04，血管无溶血；质量浓度

为 1.00 g/L 的金花葵花黄酮样品溶液，刺激评分为

0.09，血管无溶血，表明样品不具有眼刺激性。 
 

 
 

图 6  金花葵花黄酮样品液眼刺激性测试结果 
Fig. 6  Eye irritation test results of flavone sample from 

Hibiseu manihot L. flower 
 

3  结论 

（1）以金花葵花为原料，采用超声辅助提取法

提取金花葵花黄酮，最佳提取工艺条件为：超声功

率为 300 W，乙醇体积分数 80%，超声时间 35 min，

提取温度 75 ℃，料液比（g∶mL）1∶15，该条件
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下的金花葵花黄酮提取率为 89.97%。 

（2）质量浓度为 1.00 g/L 的金花葵花黄酮对

DPPH 自由基、羟基自由基和 ABTS 自由基具有最

大的清除率，分别为 94.81%、95.24%、82.80%；IC50

分别为 106.00、70.06 和 213.80 μg/mL。表明金花葵

花黄酮具有良好的抗氧化活性，具有用作天然抗氧

化剂的潜力。 

（3）质量浓度≤0.4 g/L 时，金花葵花黄酮对红

细胞溶血率均<10%，属于轻度刺激；质量浓度为

1.00 g/L 的金花葵花黄酮溶液对鸡胚绒毛尿囊膜无

溶血，表明金花葵花黄酮无眼刺激性，具有较高的

安全性。 

金花葵花富含黄酮类活性成分，具有较高的抗

氧化活性和安全性，有望作为化妆品原料成为其重

要成分之一。本文也为天然安全功效原料的研发提

供了一定参考。 
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