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弯萼金丝桃总黄酮提取及抗氧化、降糖活性 
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科大学 药学院，新疆 乌鲁木齐  830017） 

摘要：通过单因素和响应面实验探究 5 种提取工艺（超声辅助提取、酸解提取、酶解提取、热水提取、热醇提取）

对弯萼金丝桃总黄酮（TF）提取量的影响。采用 HPLC 测定并分析主要黄酮苷元的分布及含量，并进一步考察了

TF 与体外抗氧化活性〔1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基（DPPH•）清除能力、2,2'-联氮-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-

磺酸)二铵盐自由基（ABTS•）清除能力、•OH 清除能力、还原能力〕的相关性及对 α-葡萄糖苷酶的体外降糖能力。

结果表明，超声辅助提取 TF 提取量最高。响应面优化最佳提取工艺为：超声提取温度 68 ℃、提取时间 23 min、

乙醇体积分数 24%、溶剂与样品的液料比（mL∶g）63∶1。在该条件下，TF 提取量为 34.85 mg RT/g〔以每克弯

萼金丝桃中黄酮类化合物相当于芦丁（RT）的质量表示〕。经 HPLC 鉴定出 TF 中含有 7 种主要黄酮类化合物，其

中，含量最高的为槲皮素-3-O-洋槐糖-7-O-鼠李糖苷和槲皮素，分别为 3.897 和 2.874 mg/g；TF 质量浓度与 DPPH•

清除能力、ABTS•清除能力、•OH 清除能力、还原能力呈显著正相关，TF 对 α-葡萄糖苷酶的降糖能力可达到 92.6%。 

关键词：弯萼金丝桃；总黄酮；提取工艺；高效液相色谱；抗氧化活性；降糖活性；中药现代化技术 
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Total flavonoids from Hypericum benthamii: Extraction,  
antioxidant and hypoglycemic activity 
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（1. Xinjiang Key Laboratory of Clean Conversion and High Value Utilization of Biomass Resources, Yili Normal 
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Abstract: The influence of five extraction processes (ultrasound-assisted extraction, acid extraction, 
enzymatic extraction, hot water extraction, hot alcohol extraction) on the total flavonoids (TF) from 
Hypericum benthamii was investigate by single factor and response surface experiments, with the distribution 
and content of major flavonoid glycosides determined and analyzed by HPLC. The correlation between TF 
and in vitro antioxidant activity [1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine free radical (DPPH•) scavenging 
ability, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS•) scavenging ability, 
•OH scavenging ability, reducing ability] along with its in vitro hypoglycemic ability to α-glucosidase were 
further investigated. The results showed that ultrasound-assisted extraction achieved the highest TF content, 
and the best extraction process optimized by response surface experiment was obtained. Under the conditions 
of ultrasonic extraction temperature 68 ℃, extraction time 23 min, ethanol volume fraction 24%, liquid to 
material ratio of solvent to sample (mL∶g) 63∶1, the TF content reached 34.85 mg RT/g [Equivalent rutin 
(RT) mass per gram of TF compound expressed]. Seven major flavonoids in TF was identified by HPLC, with 
the most abundant flavonoid compounds of quercetin-3-O-palmitoyl-7-O-rhamnoside with 3.897 mg/g and 
quercetin with 2.874 mg/g. There was a significant positive correlation between TF mass concentration and 
DPPH• scavenging ability, ABTS• scavenging ability, •OH scavenging ability and reducing ability. The 
hypoglycemic capacity of TF to α-glucosidase could reach 92.6%. 

中药现代化技术 
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金丝桃属植物具有多种药理活性，如抗癌、抑

菌、抗抑郁、抗肿瘤和神经保护等[1]。金丝桃属植

物含有黄酮类、二蒽酮类、蒽酮类、萜类及间苯三

酚衍生物类等[2]，其中黄酮类化合物结构复杂多变

且具有多种生物活性，如抑菌、抗氧化、抗病毒、

神经保护等[3-4]。弯萼金丝桃（Hypericum curvisepalum 

N. Robson）是金丝桃科金丝桃属植物，为灌木或多

年生草本植物，在中国主要分布于四川南部，贵州

西南部，云南西北部、西部、中部及东北部地区，

多生长于海拔 1800~3000 m 干燥或多石的山坡及开

旷林地[5]。弯萼金丝桃在民间已有 2400 余年药用历

史，主治解毒消炎、调经活血、止血生肌及调节免

疫作用，富含黄酮类、生物碱类、甾体类和间苯三

酚类化合物[6]。目前，关于弯萼金丝桃有效成分提

取的工艺研究鲜见报道。 

加拿大学者 ALTAY 等[7]报道，金丝桃属植物对

前列腺癌、膀胱癌、乳腺癌等厌氧癌细胞具有一定

抑制作用。梁君等[8]从贯叶金丝桃石油醚提取部分

分离出 8 种化合物，其中贯叶连翘素 A 具有显著的

细胞活性。黄达民等[9]研究发现，金丝桃通过激活

Nrf2/HO-1 信号通路，可抑制心肌细胞凋亡和氧化应

激反应，改善急性心肌梗死小鼠心功能。张元丽等[10]

研究发现，金丝桃苷可降低大鼠胰岛素受体底物

（IRS-1）磷酸化水平，激活 PI3K/Akt 通路，减轻

糖尿病肾病大鼠肾组织病理损伤。王丽敏等[11]研究

发现，金丝桃苷能够抑制胃癌细胞的侵袭和迁移，

其机制可能与调控 IL-6/STAT3信号通路有关。此外，

金丝桃苷可以通过抑制 NOXs/ROS/NLRP3 炎症小

体信号通路，从而达到预防阿霉素诱导的心脏毒性

作用，有望成为阿霉素诱导的心脏毒性治疗药物[12]。

时文盼[13]研究发现，从弯萼金丝桃石油醚提取部分

提取的化合物（Oxepahyperfroin）对枯草芽孢杆菌

的最小抑菌浓度（MIC）为 500 μg/mL，具有显著的

抑菌活性。何秋映[14]将弯萼金丝桃粗提物经 HPLC- 

UV 联用仪分析发现，样品中存在大量与氧杂蒽酮

类紫外特征吸收峰相似的化合物，并且粗提物质量

浓度为 250 μg/mL 时，具有不抑制紫色杆菌生长但抑

制其色素产生的活性，色素抑制率为 93.75%。金杜

欣等[15]研究发现，乌腺金丝桃总黄酮（TF）在质量浓

度为 1×105 μg/mL 内，对 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自

由基（DPPH•）清除能力的半抑制率浓度（IC50）为

322.58 μg/mL，而对 2,2'-联氮-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-

磺酸)二铵盐自由基（ABTS•）清除能力较弱。目前，

虽然对金丝桃属植物有了一定的研究，但是针对弯

萼金丝桃研究较少，尤其是对弯萼金丝桃的 TF 提

取方法及其生物活性的研究鲜有报道。 

细胞壁是提取中药材有效成分的主要屏障。目

前，天然药用植物 TF 的提取工艺有超声辅助提取、

酸解法、酶解法等[16-17]。为获得 TF 最佳提取工艺，

本文采用 5 种提取 TF 的工艺来提取弯萼金丝桃中

的 TF，并讨论提取工艺对 TF 提取量的影响，通过

SEM 对 5 种提取后滤渣进行形貌分析，在单因素实

验基础上通过响应面分析确定 TF 最佳提取工艺。

通过 HPLC 分析 TF 中主要成分的含量，研究其体

外抗氧化、降糖活性，以期为金丝桃属植物弯萼金

丝桃的开发奠定一定的理论基础。 

1  实验部分 

1.1  原料、试剂与仪器 

弯萼金丝桃于 2022 年 10 月采自云南德钦县，

经伊犁师范大学新疆维吾尔自治区教育厅天然产物

化学与应用重点实验室张维、欧阳艳教授鉴定为金

丝桃属植物弯萼金丝桃。自然阴干后，粉碎过 50 目

筛，保存备用。 

无水乙醇、NaNO2、Al(NO3)3、氢氧化钾、铁

氰化钾、磷酸三钠、无水碳酸钠、H2O2、FeSO4、抗

坏血酸（VC）、α-葡萄糖苷酶、对硝基苯基-β-D-吡喃

半乳糖苷（PNPG）、芦丁（RT）、DPPH•、槲皮素-3-O-

洋槐糖-7-O-鼠李糖苷、金丝桃苷、异槲皮素、水仙

苷、金合欢素、槲皮素标准品，均为分析纯，阿拉

丁试剂（上海）有限公司；三氯乙酸、三氯化铁、

水杨酸（分析纯）、有机滤膜（13 mm×0.24 μm）、

2,2'- 联氮双 (3- 乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸 ) 二铵盐

（ABTS）、过硫酸钾、磷酸盐缓冲液，上海麦克林

生化科技股份有限公司；蒸馏水，自制。 

PRI24ZH/E 电子天平，奥豪斯仪器（常州）有

限公司；XH-2008D 电脑智能温控低温超声波合成

率取仪，北京祥鹄科技发展有限公司；1510-01137

全波长酶标仪，美国 Thermo 科技公司；7500F 扫描

电子显微镜，日本电子株式会社；UV-2550 紫外-可

见分光光度计，日本 Shimadzu 公司；H-class 液相

色谱仪，美国 Waters 公司。 
1.2  实验方法 

1.2.1  TF 不同提取工艺优化 

分别探究超声提取（a）、酸解提取（b）、酶解

提取（c）、热水提取（d）、热醇提取（e）5 种提取
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工艺对弯萼金丝桃 TF 提取量的影响。各种提取条

件为：（a）提取温度 68 ℃、时间 23 min、乙醇体

积分数 24%、液料比 63∶1 mL/g；（b）液料比 63∶

1 mL/g、乙醇体积分数 24%、提取温度 68 ℃，但

在提取前加入质量分数为 1%的盐酸，磁力搅拌 30 

min；（c）液料比 63∶1 mL/g、提取温度 68 ℃、乙

醇体积分数 24%，提取前加入 20 mg 纤维素酶，磁

力搅拌 30 min；（d）液料比 63∶1 mL/g、100 ℃下

采用热回流提取 2 h；（e）液料比 63∶1 mL/g、乙醇

体积分数 100%，在 80 ℃下热回流提取 2 h。收集

不同提取工艺滤渣，–80 ℃冷冻干燥 72 h 后制样、

喷金处理后，使用 SEM 观察弯萼金丝桃滤渣表面

形貌。 

1.2.2  RT 标准曲线绘制与 TF 提取量测定 

配制质量浓度为 0.2 g/L的RT标准溶液母液（将

0.2 g RT 用无水乙醇溶解并定容至 1 L 容量瓶）。分

别吸取 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 mL 母液置于

25 mL 容量瓶中，分别加入体积分数为 30%的乙醇

至 6 mL，加入质量分数为 5 %的 NaNO2 溶液 1 mL，

摇匀，静置 6 min，加入质量分数 10%的 Al(NO3)3

溶液 1 mL，摇匀，静置 6 min，加入质量分数 4%的

NaOH 溶液 10 mL，最后用体积分数为 30%的乙醇

定容，摇匀静置 15 min，采用紫外-可见分光光度计

于 510 nm 处测定溶液的吸光度[18]。以吸光度（A）

为纵坐标，RT 质量浓度（ρ，g/L）为横坐标，绘制

样品的标准曲线，得到标准曲线回归方程为：

A=0.01096ρ+0.00289，R2=0.9995。根据 RT 标准曲线

计算提取液 TF 提取量。TF 提取量（mg RT/g）以每

克弯萼金丝桃中黄酮类化合物提取量相当于 RT 的质

量表示，根据式（1）计算。所有样品平行测定 3 次。 

 TF 提取量=
ρVK

m
     （1） 

式中：ρ为待测样品稀释后的 TF 质量浓度，g/L；

V 为待测样体积，mL；K 为实际提取液体积与取样

液体积之比；m 为弯萼金丝桃粉末质量，g。 

1.2.3  单因素实验 

在 400 W 超声功率下，分别考察提取温度（A）、

提取时间（B）、乙醇体积分数（C）、液料比（D）

对 TF 提取量的影响。其中：A—20、30、40、50、

60、70、80 ℃；B—10、20、30、40、50、60、70 min；

C—10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%；D

—20∶1、30∶1、40∶1、50∶1、60∶1、70∶1、

80∶1 mL/g。在这项实验中首先确定一个变量，其

余条件不变同 1.2.1 节，第 1 个单因素实验结束后，

用最佳实验结果进行第 2 个单因素实验，以此类推，

直至单因素实验结束，每组平行测定 3 次。参照 1.2.2

节测定 TF 提取量。 

1.2.4  响应面优化实验 

在单因素实验基础上，采用 Box-Behnken 设计

法，选取与 1.2.3 节具有相同意义的 A、B、C、D 为

自变量，以 TF 提取量为响应值进行四因素三水平

的响应面分析，结果见表 1。 
 

表 1  四因素三水平的响应面分析表 
Table 1  Four-factor three-level response surface analysis 

table 

水平 
因素 

–1 0 1 

A/℃ 50 60 70 

B/min 10 20 30 

C/% 20 30 40 

D/(mL/g) 50∶1 60∶1 70∶1 
 

1.2.5  最佳提取条件及验证实验 

基于单因素及响应面分析得到 TF 最佳提取条

件，并对最佳提取参数进行验证。称取 1 g 弯萼金

丝粉末，加入体积分数为 24%乙醇 63 mL，在 400 W，

68 ℃的条件下提取 23 min，提取液以 4000 r/min 离

心 10 min 后收集上清液，参照 1.2.2 节测定 TF 提取

量，样品平行测定 3 次。  

1.2.6  TF 主要成分鉴定 

为进一步探究 TF 的主要成分，采用 HPLC 外

标法定量测定 TF 主要成分的含量（mg/g）。色谱条

件：色谱柱为 YMC-Pack ODS-A 分析柱（ 250 

mm×4.6 mm× 5 μm）；检测波长 320 nm；流动相为

甲醇（A）和体积分数为 0.1%甲酸水溶液（B）；进

样量 1 μL，进样速度 0.5 mL/min，柱温为 38 ℃。

梯度洗脱程序：0~10 min，体积分数 25%~37% A；

10~35 min，体积分数 37%~55% A；35~45 min，体

积 分 数 55%~75% A ； 45~55 min ， 体 积 分 数

75%~100% A；55~80 min，体积分数 100% A。 

1.2.7  TF 抗氧化能力评价 

根据响应面法分析确定的 TF 最佳提取工艺对

TF 进行提取，将提取液分别移取 0.05、0.1、0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0 mL 置于 25 mL 容量中，用体积分数

为 60%乙醇定容后，即得 0.0364、0.0729、0.1458、

0.2917、0.4375、0.5874、0.7292 g/L 样液，备用。 

1.2.7.1  DPPH•清除能力测定 

参照文献[19]方法，分别向 96 孔板中加入 1.2.7

节中不同质量浓度的样液 100 μL，分别加入

0.2 mmol/L 的 DPPH 溶液 100 μL，混合均匀后室温

避光保存 30 min，采用紫外 -可见分光光度计于

517 nm 处测定溶液的吸光度，记作 A 样品，以等体积

无水乙醇代替 DPPH 溶液，记作 A 对照，以等体积的

无水乙醇代替样液，记作 A 空白。取相同浓度的 VC 溶

液作阳性对照，每组样品平行测定 3 次取平均值。

ChaoXing



第 5 期 王俊龙，等: 弯萼金丝桃总黄酮提取及抗氧化、降糖活性 ·1053· 

根据式（2）计算 DPPH•清除率： 

清除率或抑制率/%= 1 100
A A

A

■ ■-
- ×■ ■■ ■

■ ■

对照样品

空白

（2） 

1.2.7.2  ABTS•清除能力测定 

参照文献[19]方法，移取等体积 7 mmol/L 的

ABTS 溶液和 1.4 mmol/L 过硫酸钾溶液，混合均匀

避光 24 h 后，用蒸馏水调节吸光度至 0.70±0.01，得

工作液，备用。分别向 96 孔板中加入 50 μL 不同质

量浓度的 1.2.7 节样液、150 μL 工作液，混合均匀

后避光反应 6 min，采用紫外-可见分光光度计于 734 

nm 处测定其吸光度，记作 A 样品，以 H2O2 替代工作

液测定吸光度，记作 A 对照，以 H2O2 替代样液测定

吸光度，记作 A 空白。取相同浓度的 VC 溶液作阳性

对照。每组样品平行测定 3 次取平均值。根据式（2）

计算 ABTS•清除率。 

1.2.7.3  羟基自由基清除能力测定 

参照文献[20]方法，分别移取 1 mL 1.2.7 节不同

质量浓度的样液于试管中，依次移取 1 mL 浓度为

9 mmol/L 的 FeSO4 溶液、1 mL 浓度为 9 mmol/L 的

水杨酸溶液，室温反应 10 min 后，立即加入 1 mL 浓

度为 8.8 mmol/L 的 H2O2 终止反应，移至 37 ℃水浴

锅反应 30 min 后，用紫外-可见分光光度计于 510 nm

测定其吸光度，记作 A 样品，用蒸馏水代替 H2O2 测

定吸光度，记作 A 对照，蒸馏水代替样液记作 A 空白，

取相同浓度的 VC 溶液作阳性对照。每组平行测定 3

次取平均值。根据式（2）计算•OH 清除率。 

1.2.7.4  还原能力测定 

参照文献[20]方法，分别向试管中加入 1.2.7 节

不同质量浓度的样液 1 mL、2.5 mL 磷酸盐缓冲溶液

（pH=6.86），混合均匀后，向每支试管中加入 2.5 mL

质量分数为 1%铁氰化钾溶液，于 50 ℃水浴反应

20 min 后，加入体积分数为 10%三氯乙酸 2.5 mL，

混合均匀后，3000 r/min 离心 10 min，然后取 2.5 mL

上清液置于试管中，加入质量分数为 0.1%三氯化铁

溶液 0.5 mL 和 2.5 mL 蒸馏水，摇匀后用紫外-可见

分光光度计测定其在 700 nm 处的吸光度，吸光度越

大，说明还原能力越强。取相同浓度的 VC 溶液作阳

性对照。所有样品平行测定 3 次取平均值。 

1.2.8  体外抑制 α-葡萄糖苷酶活性测试 

参照文献[21]方法，依次往试管中加入 0.5 mL 

1.2.7 节不同质量浓度的样液或阳性阿卡波糖和

0.5 mL 浓度为 1.5 mol/L 的 α-葡萄糖苷酶溶液，混合

均匀后于 37 ℃反应 10 min，然后加入 0.5 mL 浓度

为 1 mol/L 的 PNPG 溶液，反应 15 min 后，加入 2 mL

浓度为1 mol/L的碳酸钠溶液，混合均匀后加入1.5 mL

磷酸盐缓冲溶液（pH=6.86），沸水浴反应 5 min 后

冷却至室温，用紫外-可见分光光度计于 405 nm 处

测定其吸光度，记作 A 样品；磷酸盐缓冲溶液代替 α-

葡萄糖苷酶溶液，测得的吸光度记作 A 对照；磷酸盐

缓冲溶液代替样品溶液或阿卡波糖溶液，测得的吸

光度记作 A 空白。所有样品平行测定 3 次取平均值。

根据式（2）计算体外 α-葡萄糖苷酶抑制率。 

1.2.9  数据处理 
采用Originpro 8.5软件绘图，采用Design Expert 

10 软件对实验数据进行拟合分析。 

2  结果与讨论 

2.1  不同提取方法提取结果对比 

为寻找最佳 TF 提取工艺，本文以 TF 提取量为

评价指标，将超声提取法（a）、酸解提取法（b）、

酶解提取法（c）、热水提取法（d）、热醇提取法

（e）5 种提取工艺进行比较，结果如图 1 所示。 
 

 
 

图 1  不同提取工艺下 TF 提取量 
Fig. 1  TF extraction amount under different extraction processes 

 

由图 1可以看出，TF提取量分别是：a>c>b>e>d，

超声提取工艺较其他 4 种提取方式提取量明显上

升。为进一步说明超声提取高效作用的原因及机理，

采用 SEM 对不同工艺提取后的滤渣粉末进行形貌

观察，以提取前的弯萼金丝桃粉末样品为对照，结

果见图 2。 

由图 2 可知，弯萼金丝桃提取前粉末（f）形貌

光滑、平整；b 法形貌有较多的凸起颗粒，但损坏

并不明显；c 法与 b 法相差不大，2 种提取方式下弯

萼金丝桃的表面形貌无明显的受损特征，表明酶解

法与酸解法的提取效果不理想；d、e 法处理过的弯

萼金丝桃表面形貌受损区域较多、受损情况较为明

显，且有明显凹陷，但与 a 法相比，超声提取后的

弯萼金丝桃表面受损严重，有明显的断裂情况，表

面存在较大的孔洞缺陷，其微观破坏程度最为严重，

产生很多孔洞，以利于黄酮类化合物的快速溶出。

这是由于一方面细胞中存在吸能分子（H2O），在

超声的机械振动作用下，这些吸能分子会产生大量
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气泡，并由于“定向扩散”而趋向于增大，形成共

振腔，这种气泡的大幅度振动会使生物结构受损，

细胞膜核生物大分子受到破坏，加速有效成分的扩

散[22]；另一方面，超声能会转化为热能，导致弯萼

金丝桃内部温度瞬时升高，加速有效成分的溶解。

同时，超声波还可通过机械撞击作用导致细胞壁破

碎，产生空穴效应，并产生高能的冲击波，最终导致

细胞内溶物迅速通过已破碎的植物细胞壁[23]。因此，

后续实验采用超声辅助法（a）作为提取 TF 方法。 
 

 
 

a—超声提取法；b—酸解提取法；c—酶解提取法；d—热

水提取法；e—热醇提取法 

图 2  弯萼金丝桃粉末提取残渣（a~e）和弯萼金丝桃提

取前粉末（f）的 SEM 图 
Fig. 2  SEM images of the powder extraction residue from 

Hypericum benthamii (a~e) and the powder before 
extraction of Hypericum curvilineum (f) 

 

2.2  T F 单因素实验结果分析 

按照 1.2.3 节进行单因素实验，结果见图 3。 

由图 3a~d 可知，在提取温度 20~80 ℃、提取

时间 20~70 min、乙醇体积分数 10%~70%、液料比

为 20∶1~80∶1 mL/g 范围内，TF 提取量随各因素

的增大呈现出先增加后减少的趋势。当提取温度

60 ℃、提取时间 20 min、乙醇体积分数 30%、液料

比为 60∶1 mL/g 时，TF 提取量分别达到最大，为

34.03、34.06、33.95、33.71 mg RT/g。温度升高可

使体系中分子的运动速率增大，利于活性分子快速

溶出，但温度过高，溶剂挥发速度也会加快，导致

单位体积内溶剂减少，无法和样品充分接触，并且黄

酮类化合物结构遭到破坏，导致最终提取量下降[24]。

提取时间延长，可使溶液中的浓度梯度差逐渐减小，

扩散速度减慢，当达到饱和状态，黄酮提取量将不

会增加，继续延长提取时间，极易造成活性成分缓

慢分解，导致 TF 提取量降低[25]。不同体积分数的

乙醇极性存在差异，因此对物质的溶解力也存在差

异。乙醇体积分数增大，TF 提取量随乙醇体积分数

极性降低而增大，继续提高乙醇体积分数，一方面

TF 活性成分与溶剂的极性差增大，溶解度降低，导

致 TF 提取量降低；另一方面，其他脂溶性杂质溶出，

TF 提取量降低[26]。当液料比较小时，溶剂无法与弯

萼金丝桃粉末充分接触，细胞壁内外浓度差较低，

导致弯萼金丝桃细胞内黄酮扩散推动力较低，黄酮

类化合物无法充分溶出，使 TF 提取量降低，继续

增大液料比，黄酮类成分与更多的溶剂接触溶出，

TF 提取量增高，但液料比过大时，溶解黄酮的量达

到饱和状态，其他杂质相继溶出，导致 TF 提取量

下降[27]，并且在后续实验溶剂处理时易造成试剂浪

费及溶剂处理工作量增大的问题。综合考虑将提取

温度、时间、乙醇体积分数、液料比均作为进一步

优化的因子。 
 

 

ChaoXing



第 5 期 王俊龙，等: 弯萼金丝桃总黄酮提取及抗氧化、降糖活性 ·1055· 

 
 

图 3  提取温度（a）、提取时间（b）、乙醇体积分数（c）、

液料比（d）对 TF 提取量的影响 
Fig. 3  Effects of extraction temperature (a), extraction 

time (b), ethanol volume fraction (c), liquid to 
material ratio (d) on extraction of total flavonoids 
from TF 

 

2.3  响应面法验证优化 

2.3.1  响应面实验设计及结果  

利用 Design Expert 10 软件对实验进行四因素

三水平响应面优化分析，响应面实验分组及结果见

表 2。在单因素基础上，设定超声功率为 400 W、

提取温度（A）、提取时间（B）、乙醇体积分数（C）、

液料比（D）为考察因素，对实验结果进行拟合，

得到回归方程为： 

Y=32.62+0.45A+0.89B+1.24C–0.20D+0.40AB– 
1.16AC–0.05AD+0.24BC–0.87BD–0.07CD– 
8.07A2–0.28B2–0.54C2–0.59D2 

式中：Y 为弯萼金丝桃 TF 提取量的预测值。 

对该模型进行方差分析及显著性检验，结果见

表 3。由表 3 可知，该模型差异极显著（P<0.0001），

失拟项不显著（P=0.06），表明所选因素合理，且

外界因素对实验的影响较小，不存在失拟情况，表

现出该模型具有统计学意义[28]。其中，A、B、C、

二次项 A2 对 TF 提取量有极显著的影响；二次项 C2

对 TF 提取量有显著影响；模型较好地反映了超声

提取温度（A）、超声提取时间（B）、乙醇体积分

数（C）、液料比（D）4 项因素对 TF 提取量的影

响。由 F 值可知，各项因素对弯萼金丝桃 TF 提取

量影响的大小顺序为：C>B>A>D。 

2.3.2  模型适用性诊断 
图 4 为 TF 提取量模型适用性诊断图。由图 4a

可知，图中大部分点的位置排布情况接近一条直线，

表明模型的精准性及稳定性，且符合正态分布 [29]。

从图 4b 的内部学生化残差图可以看出，所有的点

都均匀地分布在±3.00 以内，表明模型与所得出的

TF 实际提取量相符[30]。因此，可以进行下一步响

应面的分析。 

表 2  响应面实验设计及结果 
Table 2  Experimental design and results for response surface 

analysis 

因素 

编号 A 提取

温度 

B 提取

时间 

C 乙醇体

积分数 

D 液 

料比 

TF 
提取量/ 

(mg RT/g)

1 –1 0 1 0 24.12 

2 0 0 0 0 34.34 

3 1 0 1 0 22.89 

4 0 0 –1 1 29.68 

5 0 0 –1 –1 30.77 

6 0 1 1 0 36.23 

7 0 0 0 0 33.37 

8 1 0 0 1 24.63 

9 1 0 –1 0 25.19 

10 0 0 0 0 33.71 

11 0 –1 1 0 33.77 

12 –1 –1 0 0 23.38 

13 0 0 0 0 30.74 

14 0 –1 –1 0 29.08 

15 –1 0 –0 –1 24.42 

16 0 1 0 1 31.60 

17 1 1 0 0 25.70 

18 0 0 1 1 31.81 

19 0 0 1 –1 33.19 

20 1 0 0 –1 25.90 

21 0 –1 0 –1 29.13 

22 0 1 0 –1 32.16 

23 0 1 –1 0 30.58 

24 –1 0 –1 0 21.80 

25 0 –1 0 1 32.07 

26 –1 0 0 1 23.36 

27 –1 1 0 0 24.64 

28 0 0 0 0 30.94 

29 1 –1 0 0 22.85 

 
2.3.3  响应面分析 

图 5 为两因素相互作用对 TF 提取量影响的响

应面图。由图 5 可知，各因素之间的相互作用对 TF

提取量产生不同的影响。图像越弯曲、越陡峭，说

明 TF 提取量受各因素的影响越明显；反之，图像

变化幅度不大、较为平缓，说明 TF 提取量受该因

素的影响不大[31]。当响应面呈凸面时存在最大值，

而响应面呈凹面，表明提取量存在最小值。各因素

之间相互作用的响应面开口均朝下，表明 TF 提取

量随 A、B、C、D 因素的增加大体呈现出先增大后

减小的趋势。由图 5a、b 可知，随着提取时间不断

延长，TF 提取量逐渐增加，但提取量增幅较小，而

随着乙醇体积分数不断增大，TF 提取量增幅较大，

表明乙醇体积分数与提取温度交互作用更为明显。

由图 5c、e 可知，随着提取时间增大，TF 提取量不

断增加，与单因素结果存在差异，这可能是由于液
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料比和提取时间相互作用的影响；随着提取温度不

断升高，TF 提取量呈现的规律与单因素结果一致。

由图 5d、f 可知，BC、CD 交互作用的等高线为椭

圆形，表明乙醇体积分数与提取时间交互作用较为

显著。由图 5f 交互作用图可以看出，随着液料比

不断增大，TF 提取量呈现先升后降的趋势，但影

响不显著，与单因素结果存在差异，这可能是由于

液料比和乙醇体积分数交互作用的影响。 
 

表 3  响应面实验方差分析表 
Table 3  Response surface experiment variance analysis table 

项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 480.25 14 34.30 13.94 <0.0001 ** 

A 提取温度/℃ 2.45 1 2.45 0.99 <0.0001 ** 

B 提取时间/min 9.42 1 9.40 3.83 0.0006 ** 

C 乙醇体积分数/% 18.58 1 18.58 7.55 <0.0001 ** 

D 液料比/(mL/g) 0.49 1 0.49 0.20 0.1742  

AB 0.63 1 0.63 0.26 0.6202  

AC 5.38 1 5.38 2.19 0.1613  

AD 0.011 1 0.011 0.68 0.7641  

BC 0.23 1 0.23 0.094 0.9476  

BD 0.31 1 0.31 1.24 0.2834  

CD 0.021 1 0.021 0.085 0.9277  

A2 29.00 1 29.00 171.69 <0.0001 ** 

B2 1.81 1 1.81 0.21 0.0651  

C2 0.54 1 0.54 0.78 0.0393 * 

D2 0.029 1 0.029 0.93 0.3514  

残差 3.46 14 0.27    

失拟项 2.39 10 0.16 4.20 0.06  

纯误差 0.11 4 0.045    

总变异 514.71 28     

注：“*”代表差异显著（P<0.05）；“**”代表差异极显著（P<0.01）。 

 

 
 

a—正态概率图；b—内部学生化残差图 

图 4  TF 提取量模型适用性诊断图 
Fig. 4  Diagnostic chart of applicability of TF extraction amount model 

 

2.3.4  响应面优化与验证 

采用 Design Expert 10 软件进行响应面模型分析

的结果表明，TF 的最优提取工艺为：超声提取时间

23.63 min，超声提取温度 68.30 ℃，乙醇体积分数

24.21%，液料比 63∶1 mL/g，此时理论上 TF 提取

量为(34.78±0.18) mg RT/g。为了便于实验操作，将

最优提取工艺调整为：乙醇体积分数 24%，提取温

度 68 ℃，液料比 63∶1 mL/g，超声提取时间 23 min。

在此条件下进行 3 次平行实验，测得 TF 平均提取

量为 34.85 mg RT/g，TF 提取量与预测值相近，说

明模型拟合良好，准确率高。产生差异的原因可能

是温度不易控制及实验操作存在误差等。 
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图 5  两因素相互作用对 TF 提取量影响的响应面图 
Fig. 5  Response profile plots of effects of two-factor interactions on TF extraction amount 

 

2.4  弯萼金丝桃黄酮主要成分分析 

为进一步探究弯萼金丝桃黄酮物质的主要成

分，通过 HPLC 鉴定了 7 种主要黄酮类化合物，图

6 为弯萼金丝桃黄酮提取液的 HPLC 谱图。通过与

混合标准品的色谱峰保留时间作对比，鉴定出 7 种

主要黄酮类化合物分别为：槲皮素-3-O-洋槐糖-7-O-

鼠李糖苷、RT、金丝桃苷、异槲皮素、水仙苷、金

合欢素、槲皮素。其中，含量最高的黄酮化合物为

槲皮素-3-O-洋槐糖-7-O-鼠李糖苷和槲皮素，分别为

3.897 和 2.874 mg/g（见表 4），与曹明明等[32]的研

究结果相似。DONG 等[33]研究发现，金丝桃苷有对

心、脑、肝脏保护和抗肿瘤功效，具体表现在抗心

肌缺血损伤、抗脑缺血损伤、降血压、抗肝损伤、

抗肝纤维化及治疗皮肤癌、肝癌等的增殖并诱导其

凋亡。尽管金丝桃苷等其他成分含量较低，但这些 

化合物仍然是主要的抗氧化活性成分。因此，弯萼

金丝桃是生物活性黄酮类化合物的优质来源，在药

品、化妆品等精细化学品的开发中具有多种用途。 
 

 
 

图 6  TF 主要黄酮类化合物的 HPLC 图 
Fig. 6  HPLC chromatograms of TF major flavonoids 

 
表 4  TF 中主要黄酮类化合物的含量 

Table 4  Content of major flavonoids in TF 

编号 成分 保留时间/min 回归方程 相关系数（R2） 含量/(mg/g)

1 槲皮素-3-O-洋槐糖-7-O-鼠李糖苷 15.124 y=0.0378456x+156.3130 0.9992 3.897 

2 RT 17.864 y=0.0095437x+27.3722 0.9997 0.376 

3 金丝桃苷 22.784 y=0.1232584x+23.4900 0.9998 0.318 

4 异槲皮素 27.294 y=0.0039872x+36.2551 0.9995 0.274 

5 水仙苷 32.674 y=0.0027546x+39.2374 0.9994 0.423 

6 金合欢素 34.026 y=0.0655445x+84.7543 0.9996 1.274 

7 槲皮素 38.953 y=0.0584382x+139.2565 0.9998 2.874 
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2.5  弯萼金丝桃黄酮抗氧化能力分析 

图 7 不同质量浓度梯度 TF 和 VC 的抗氧化能力。 
 

 
 

a—DPPH•清除能力；b—ABTS•清除能力；c—羟基自由基清除

能力；d—还原能力 

图 7 不同质量浓度梯度 TF 和 VC 的抗氧化能力 
Fig. 7  Antioxidant capacity of TF and VC with different mass 

concentration gradients 
 

由 TF 对 DPPH•的清除能力（图 7a）可知，随

着 TF 提取液与 VC 质量浓度的增加，在 0~0.73 g/L

范围内，TF 和 VC 对 DPPH•清除能力逐渐增强，当

TF 粗提取液质量浓度为 0.7292 g/L 时，清除 DPPH•

能力达到最强，接近 VC 对自由基的清除效果，此

时清除率为 90.65%，由此得出，弯萼金丝桃具有一

定的抗氧化能力，但其效果不如 VC 。 

由 TF 对 ABTS•的清除能力（图 7b）可知，TF

质量浓度在 0~0.73 g/L 范围时，弯萼金丝桃 TF 对

ABTS•清除能力不断增强，随后清除能力趋于平缓，

当弯萼金丝桃 TF 粗提取液质量浓度为 0.7292 g/L

时，对 ABTS•的清除能力达到最大值，为 53.66%，

但低于 VC 对 ABTS•的清除能力。 

由 TF 对•OH 的清除能力（图 7c）可知，当 TF

的质量浓度在 0~0.73 g/L 时，TF 对•OH 清除能力不

断增强，随后清除能力趋于平缓，当 TF 粗提取液

质量浓度为 0.7292 g/L 时，对•OH 的清除能力达到

最大值，为 62.36%，但显著低于 VC。 

由 TF 的还原能力（图 7d）可知，弯萼金丝桃

具有一定的还原能力，随着 TF 粗提取液质量浓度

在 0~0.73 g/L 范围内增加时，TF 还原能力不断增强，

但 TF 还原能力始终低于 VC 的还原能力。 

活性氧自由基反应性强，能够攻击其他分子形

成新的自由基，从而引起体内蛋白质、细胞膜等大

分子损伤，是引发如老化、心血管疾病、炎症等疾

病的主要原因，弯萼金丝桃中黄酮具有较少的酚羟

基，供氢能力相对较弱，因此，清除体内产生的氧

自由基较少，表现出其体外抗氧化能力弱于 VC，但

仍可作为抗氧化的主要物质基础。 

2.6  弯萼金丝桃黄酮体外降血糖能力分析  

人体摄入的碳水化合物代谢首先会被分解为麦

芽糖，然后在 α-葡萄糖苷酶作用下分解成小分子单

糖，包括果糖、葡萄糖等物质，最终被肠道吸收。

抑制 α-葡萄糖苷酶活性可以减慢碳水化合物在肠胃

中的分解速度，从而控制餐后血糖，对糖尿病患者

餐后血糖稳定具有显著作用，是药用植物降血糖活

性评价的体外指标[34]。不同质量浓度梯度 TF 的体

外降糖能力如图 8 所示。 

 

 
 

图 8  不同质量浓度梯度 TF 和阿卡波糖的降糖能力 
Fig. 8  Hypoglycemic capacity of TF and acarbose with 

different concentration gradients 
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由图 8 可知，TF 的 α-葡萄糖苷酶抑制率随其质

量浓度的增大而提高，当 TF 质量浓度在 0~0.73 g/L

范围内，最高抑制率可达 92.6%，但其降糖能力略

低于阿卡波糖。这可能与弯萼金丝桃降血糖效果是

通过调控糖代谢的其他酶系有关。 

本文提取的弯萼金丝桃 TF 主要成分与文献[35]相

近。结果表明，TF 质量浓度越高，弯萼金丝桃提取

物抗氧化活性和降糖活性越强，提示 TF 可能是弯萼

金丝桃抗氧化活性及降糖物质的基础，是否存在其他

抗氧化活性成分的协同作用有待进一步深入研究。 

3  结论 

采用超声辅助提取弯萼金丝桃中 TF，与传统提

取法相比提取量更高。在单因素实验基础上，通过

响应面实验优化得到最佳并修正提取条件为：乙醇

体积分数 24%，超声提取温度 68 ℃，液料比 63∶

1 mL/g，超声提取时间 23 min。在此条件下 TF 的提

取量为 34.85 mg RT/g，与模型预测值〔 (34.78± 

0.18) mg RT/g〕误差小，说明实验模型设计可行。 

HPLC 测试共鉴定出 7 种黄酮类化合物，分别

为槲皮素-3-O-洋槐糖-7-O-鼠李糖苷、RT、金丝桃

苷、异槲皮素、水仙苷、金合欢素、槲皮素，其中

含量最高的黄酮化合物为槲皮素-3-O-洋槐糖-7-O-

鼠李糖苷和槲皮素，含量分别为 3.897 和 2.874 mg/g。

弯萼金丝桃中黄酮提取物具有良好的体外抗氧化能

力，但低于 VC，在一定质量浓度范围内，TF 提取

物质量浓度与自由基清除率呈正相关，当弯萼金丝

桃 TF 质量浓度为 0.7292 g/L 时，对 DPPH•的清除

能力达到 90.65% ，对 ABTS• 的清除能力达到

53.66%，对•OH 清除能力达到 62.36%。体外降血糖

实验表明，弯萼金丝桃 TF 对 α-葡萄糖甘酶的抑制率

可达 92.6%，表现出一定的降糖能力。 
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