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东北铁线莲总多酚的超声提取工艺研究

王晓林，钟方丽，孙　威，王慧竹
（吉林化工学院化学与制药工程学院，吉林吉林　１３２０２２）

摘　要：探索超声波辅助提取东北铁线莲总多酚的最佳工艺条件。以东北铁线莲总多酚的提取率
作为评价指标，选择乙醇体积分数、提取时间、料液比、提取次数为考察因素，采用正交试验法确定
了东北铁线莲中总多酚的最佳工艺，采用分光光度法对提取液中总多酚的含量进行了测定，检测波
长为７６６ｎｍ。结果表明：最佳提取工艺条件中乙醇浓度为５５％（体积分数），提取时间为３５ｍｉｎ，
料液比（质量比）为１︰３０，提取次数为３次。没食子酸在质量浓度为１．１１６～１１．１６０μｇ／ｍＬ时呈
现良好的线性关系。该提取方法操作简单，结果比较可靠，适用于东北铁线莲总多酚的提取。
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　　东北铁线莲（Ｃｌｅｍａｔｉｓ　Ｍａｎｓｈｕｒｉｃａ　Ｒｕｐｒ．）是毛茛科铁线莲，属多年生蔓生草本植物，别名辣蓼铁线莲、
山辣椒秧子，其干燥根及根茎入药，药材名为威灵仙，广泛分布于中国东北三省［１－２］。威灵仙为传统常用中药
之一，化学成分复杂，药理作用广泛，具有降压、降糖、降血清胆固醇、利尿、抗菌、抑菌、镇痛、抗炎、解痉、抗肿
瘤、利胆等作用［３－５］，常用于风寒湿痹、关节不利、四肢麻木、扁桃体炎及食道癌等疾病的治疗［６－７］。植物多酚



具有较强的抗氧化作用以及明显的抑菌、抗癌、抗老化和抑制胆固醇升高等功效。超声波辅助提取是一种新
的萃取技术，具有提取时间短、提取效率高、能耗低等优点，被广泛应用于天然香料、植物酶、中草药活性成分
等的提取［８］。笔者以东北铁线莲总多酚的提取率为评价指标，采用单因素、正交试验法优化了超声辅助提取
东北铁线莲总多酚的工艺条件，为进一步利用和研究东北铁线莲提供实验依据。

１　仪器与材料

１．１　仪器

ＪＢＴ／Ｃ－ＹＣＬ型超声波药品处理机（山东济宁金百特电子有限责任公司提供）；Ｒ－５２ＡＡ型旋转蒸发器
（上海亚荣生化仪器厂提供）；Ｗ５－１００ＳＰ型恒温水浴锅（上海申生科技有限公司提供）；ＢＳ－６００Ｌ型电子分析
天平（上海精密科学仪器有限公司提供）；７５２Ｎ型三用紫外分析仪（上海精密科学仪器有限公司提供）；ＲＴ－
０８型多功能粉碎机（台湾荣聪精密科技有限公司提供）。

１．２　材料
没食子酸对照品（中国药品生物制品检定所提供，供含量测定用）；东北铁线莲（安徽省亳州市华申药业

有限公司提供）；东北铁线莲的干燥根（经吉林化工学院化学与制药工程学院药学系薛健飞博士鉴定为毛茛
科铁线莲属）；无水碳酸钠，钨酸钠，钼酸钠，硫酸锂，乙醇等，所用试剂均为分析纯；水为重蒸馏水。

２　方法与结果

２．１　总多酚含量测定

２．１．１　对照品溶液的制备
精密称取没食子酸对照品２．７９ｍｇ，置于５０ｍＬ棕色容量瓶中，加蒸馏水溶解，并定容至刻度，即得没食

子酸对照品溶液（１ｍＬ溶液中含没食子酸０．０５５　８ｍｇ）。

２．１．２　供试品溶液的制备
取干燥后的东北铁线莲粉末２．５ｇ，称定，置于锥形瓶中，加５０％（体积分数）乙醇适量，超声提取２次，

超声温度为４０℃。过滤，合并滤液，浓缩，冷却，定容至５０ｍＬ的容量瓶中，摇匀。吸取１．０ｍＬ，置于５０ｍＬ
容量瓶中，用蒸馏水稀释至刻度，作为供试品溶液。

２．１．３　Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｅａｌｔｅｕ试剂（磷钼钨酸试液）的制备
在圆底烧瓶中加入钨酸钠５０ｇ，钼酸钠１２．５ｇ，蒸馏水３５０ｍＬ，浓磷酸２５ｍＬ，浓盐酸５０ｍＬ，充分混

匀，水浴回流１０ｈ。再加入硫酸锂７５ｇ，蒸馏水２５ｍＬ，溴水数滴，开口继续沸腾１５ｍｉｎ，使溴水挥发完全为
止。冷却，过滤，定容至５００ｍＬ棕色容量瓶中。将此溶液置于冰箱中保存，使用时加入１倍体积的蒸馏水。

２．１．４　检测波长的选择
取供试品溶液及对照品溶液各５ｍＬ，放入５０ｍＬ容量瓶中，用水稀释至刻度，再吸取此溶液５ｍＬ，置于

２５ｍＬ容量瓶中，用蒸馏水稀释至刻度。取该溶液１．０ｍＬ，置于１０ｍＬ的容量瓶中，加４ｍＬ蒸馏水，再加
入磷钼钨酸试液１．０ｍＬ，用２９％（质量分数）的碳酸钠溶液稀释至刻度，摇匀，放置３０ｍｉｎ。以相应的试剂
为空白，在波长４００～８００ｎｍ范围内进行扫描，结果发现二者最大波长均为７６６ｎｍ，故确定检测波长为

７６６ｎｍ。

２．１．５　分析方法
精确量取１．０ｍＬ样品溶液，放入１０ｍＬ容量瓶中，加４ｍＬ蒸馏水，再加入磷钼钨酸试液１．０ｍＬ，用

２９％（质量分数）碳酸钠溶液稀释至刻度，摇匀，放置３０ｍｉｎ。按照分光光度法，在７６６ｎｍ波长处测定其吸
光度［９］。

２．１．６　线性关系考察
精确吸取没食子酸对照品溶液０．５，１．０，２．０，３．０，４．０，５．０ｍＬ，放入２５ｍＬ容量瓶中，加适量蒸馏水，

再分别加入磷钼钨酸试液１．０ｍＬ，用２９％（质量分数）碳酸钠溶液稀释至刻度，摇匀。以相应的试剂为空
白，在７６６ｎｍ波长下测定吸光度，以吸光度Ａ为纵坐标，没食子酸质量浓度ρ为横坐标绘制标准曲线，求得
回归方程为Ａ＝０．０８６　２８ρ＋０．０２９　１９，Ｒ＝０．９９９　５。
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２．１．７　精密度实验
取标准曲线项下质量浓度为０．００４　６４ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液，按“２．１．５”所述方法，连续测定５次吸光

度，得知 ＲＳＤ值为０．１３％（ｎ＝５），结果表明仪器精密度良好。

２．１．８　稳定性实验
取供试品溶液，分别于配制后的０，３０，６０，１２０，１８０，２４０ｍｉｎ，按“２．１．５”所述方法测定吸光度。结果表

明，供试品溶液在３０ｍｉｎ内稳定，然后稳定性下降，但在６０～１８０ｍｉｎ时吸光度值比较稳定，所以供试品溶
液配制完成后应尽快进行吸光度的测定。

２．１．９　重现性实验
取同一批号的药材粉末５份，按“２．１．２”所述方法制备，按“２．１．５”所述方法进行测定，得知ＲＳＤ值为

１．６５％（ｎ＝５），结果表明该方法重现性良好。

２．１．１０　加样回收率实验
精密称取已知质量分数（５．５６％）的样品各０．５ｇ，共５份，精密加入没食子酸对照品２７．６ｍｇ，按“２．１．２”所

述方法制备，按“２．１．５”所述方法进行测定，计算回收率，结果见表１。

表１　加样回收率测定结果
Ｔａｂ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｔｅｓｔ

编号 取样量／ｇ 样品质量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得总量／ｍｇ 回收率／％ 平均值／％ ＲＳＤ值／％

１　 ０．５００　２　 ２７．８１　 ２７．６０　 ５５．０３　 ９８．６３

２　 ０．５００　８　 ２７．８４　 ２７．６０　 ５４．７４　 ９７．４８

３　 ０．４９９　６　 ２７．７８　 ２７．６０　 ５５．３２　 ９９．７８　 ９８．７２　 ０．８５

４　 ０．５００　４　 ２７．８２　 ２７．６０　 ５５．０３　 ９８．６０

５　 ０．５００　４　 ２７．８２　 ２７．６０　 ５５．１７　 ９９．１０

２．２　正交试验优选东北铁线莲总多酚超声辅助提取工艺

２．２．１　因素及水平考察
通过单因素探索试验，分别对料液比（质量比）（１∶１０，１∶２０，１∶３０，１∶４０，１∶５０），提取时间（１０，２０，

３０，４０，６０ｍｉｎ），提取次数（１，２，３，４，５），乙醇体积分数（３０％，５０％，６０％，７５％，９０％）等因素和水平进行了探
索。以东北铁线莲总多酚的提取率作为评价指标，确定较好的提取因素与水平如下：料液比为１∶２０，提取
时间为３０ｍｉｎ，提取次数为３次，乙醇体积分数为５０％。单因素探索结果可作为确定正交试验因素与水平
数的重要依据。根据单因素探索性试验结果，选择提取次数、料液比、提取时间和乙醇体积分数４个因素，每
个因素选择３个水平，设定因素水平表，见表２。

表２　因素及水平表
Ｔａｂ．２　Ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ

水平因素
Ａ

料液比（质量比）

Ｂ

提取次数

Ｃ

提取时间／ｍｉｎ

Ｄ

乙醇体积分数／％

１　 １︰２０　 １　 ２５　 ４５

２　 １︰２５　 ２　 ３０　 ５０

３　 １︰３０　 ３　 ３５　 ５５

２．２．２　提取方法
取东北铁线莲粉末２．５ｇ，按Ｌ９（３４）正交试验表设计方案进行试验，加入一定体积分数的乙醇进行提

取，合并提取液，过滤。将滤液浓缩至５０ｍＬ，按“２．１．２”所述方法制备供试品溶液，按“２．１．５”所述方法测定
提取液中总多酚的含量，进而得出提取的总多酚的质量和总多酚提取率，总多酚提取率＝总多酚质量／东北
铁线莲药粉质量×１００％。正交试验结果见表３。
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表３　正交试验结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

序号
Ａ

　　　料液比　　　

Ｂ

　　提取次数　　

Ｃ

　　提取时间　　

Ｄ

　　乙醇体积分数　　
总多酚提取率／％

１　 １　 １　 １　 １　 ２．８７

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ４．２１

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ５．３２

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ４．４７

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ４．４４

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ４．２８

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ４．１２

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ４．４０

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ５．０５

Ｋ１ｊ ４．１３　 ３．８２　 ３．８５　 ４．１２

Ｋ２ｊ ４．４０　 ４．３５　 ４．５８　 ４．２０

Ｋ３ｊ ４．５２　 ４．８８　 ４．６３　 ４．７３

Ｒ　 ０．３９　 １．０６　 ０．７８　 ０．６１

优水平 Ａ３ Ｂ３ Ｃ３ Ｄ３

以东北铁线莲总多酚的提取率为指标，根据正交试验结果，由表３可知适宜的实验条件为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ３。
因为所有的因素水平均为最高点，故不能确定所得实验条件是否为最佳条件，通过补充实验进行验证。由于
单因素实验结果已表明提取３次已将东北铁线莲中总多酚提取完全，所以提取次数固定为３次，由于其他条
件均为最高点，故每个因素均进行第４水平实验，即乙醇体积分数为６０％，其他３个因素都用最佳实验条
件；提取时间为４０ｍｉｎ，其他３个因素都用最佳实验条件；溶剂用量为３５倍，其他３个因素都用最佳实验条
件。实验结果见表４。

表４　补充实验结果
Ｔａｂ．４　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试验号 料液比（质量比） 提取次数／次 提取时间／ｍｉｎ 乙醇体积分数／％ 吸光度 总多酚提取率／％

１　 １∶３０　 ３　 ３５　 ５５　 ０．５０８　 ５．５５

２　 １∶３５　 ３　 ３５　 ５５　 ０．５０８　 ５．５６

３　 １∶３０　 ３　 ４０　 ５５　 ０．４９６　 ５．４１

４　 １∶３０　 ３　 ３５　 ６０　 ０．４３８　 ４．７４

结果表明，第４水平实验并未明显提高东北铁线莲中总多酚的提取率。所以确定东北铁线莲中总多酚
的最佳提取条件如下：料液比（质量比）为１∶３０，提取时间为３５ｍｉｎ，提取次数为３次，乙醇体积分数为

５５％。

２．２．３　工艺验证性实验
为了验证实验所得的最佳工艺条件的稳定性，按优化工艺条件进行３次验证性实验，然后各取３０ｍＬ

提取液，倒入称重后的蒸发皿中水浴蒸干，基本蒸干后放入电热鼓风干燥箱中干燥，待其干燥至恒重后称重，
由差值得到浸膏质量，计算干浸膏总多酚的含量，结果见表５。实验结果表明：东北铁线莲中总多酚的提取
率分别为５．５５％，５．５６％，５．３３％，平均提取率为５．４８％，干浸膏中总多酚的质量分数分别为２３．４８％，

２３．４９％，２２．５３％，平均质量分数为２３．１７％。这表明优化的工艺条件重现性高，稳定可靠。

３　讨　论

３．１　料液比、提取时间、乙醇体积分数的选择

　　单因素实验中料液比（质量比）分别设定为１∶１０，１∶２０，１∶３０，１∶４０，１∶５０，提取时间分别设定为５，
（下转第８８页）
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１０，２０，３０，４０，６０ｍｉｎ，乙醇体积分数分别设定为３０％，５０％，６０％，７５％，９０％。结果表明：料液比（质量比）
为（１︰２０）～（１︰４０）时，总多酚提取率较高且比较稳定；提取率随提取时间的延长而增加，在３０ｍｉｎ时提
取率最高；乙醇体积分数为５０％时提取率最高。所以在正交试验中选择料液比（质量比）为１∶２０，１∶２５，

１∶３０，提取时间为２５，３０，３５ｍｉｎ，乙醇体积分数为４５％，５０％，５５％，进一步考察各因素对提取效果的影响。

表５　验证性实验结果
Ｔａｂ．５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｐｒｏｏｆ　ｔｅｓｔ

项　　目
序　　号

１　 ２　 ３
平均值

总多酚的提取率／％ ５．５５　 ５．５６　 ５．３３　 ５．４８

ｗ（总多酚）／％ ２３．４８　 ２３．４９　 ２２．５３　 ２３．１７

干膏中总多酚质量／ｇ　 ０．１３８　７　 ０．１３９　０　 ０．１３３　２　 ０．１３７　０

３．２　提取次数的选择
单因素实验中提取次数的考察按如下方案进行：称取东北铁线莲药材粉末约２．５ｇ，量取２０倍量５０％

（体积分数）的乙醇，分别提取１，２，３，４，５次，每次超声（４０℃）３０ｍｉｎ，过滤。把每次的滤液定容至５０ｍＬ的
容量瓶中，按“２．１．２”所述方法制备供试品溶液，按 “２．１．５”所述方法测定提取液中总多酚的含量，进而得出
提取的总多酚质量和总多酚提取率。结果表明：提取３次可以将东北铁线莲总多酚提取完全，其中前２次即
可提取总量的８９％。

４　结　语

通过正交试验法对东北铁线莲总多酚的超声辅助提取工艺条件进行了优化，并按最佳工艺进行了验证
试验。结果证明，该工艺提取东北铁线莲总多酚路线简单、提取率高、操作容易控制、稳定性好，为东北铁线
莲总多酚提取的工业生产提供了合理依据。
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