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鸡血藤原花青素的提取工艺和体外抗氧化活性

董攀，罗泽欣，王冬梅
（中山大学药学院，广东 广州 ５１０００６）

摘　要：在单因素试验的基础上，运用响应面法优化鸡血藤 ＳｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＤｕｎｎ原花青素的超声波辅助
提取工艺。以料液比、丙酮体积分数、提取时间为考察因素，以原花青素的提取率为响应因子，进行 Ｂｏｘｂｅ
ｈｎｋｅｎ中心组合试验，得到最佳提取工艺参数为：室温下，超声功率５００Ｗ，提取时间３０ｍｉｎ，料液比１∶４５（ｍ／
Ｖ），丙酮体积分数７０％，提取１次。在此条件下，鸡血藤原花青素提取得率为２５５９％。制得的原花青素对
ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ·的ＩＣ５０分别为８４２，１０５５μｇ／ｍＬ。
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　　原花青素 （ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ，ＰＣ）是由不同
数量的儿茶素和表儿茶素结合而成的一大类多酚类

化合物，其基本组成单位是黄烷 －３－醇和黄烷 －
３，４－二醇，其具有广泛的药理作用，是一种极佳
的氧自由基清除剂，具有抗炎［１］、抗氧化应激［２］、

抗肿瘤［３］、改善记忆力［４］和防治肝损伤［５］等功能，

且毒性很低［６］，目前在食品、保健品、药品、化

妆品等领域已有广泛应用［７］。

鸡血藤为豆科植物密花豆属密花豆 Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓ
ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＤｕｎｎ的干燥藤茎。鸡血藤又名大血藤、
血藤、血风藤、三叶鸡血藤，是补血活血的传统中

药。研究表明，鸡血藤乙醇提取物对ＭＣＦ－７和结
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肠癌ＨＴ－２９细胞增殖表现出不同抑制活性，其中
富含原花青素的正丁醇萃取物活性最强，故认为其

中的原花青素成分在抗肿瘤过程中发挥了重要作

用［８］；鸡血藤中的原花青素Ｂ４可抑制乳腺癌 ＭＣＦ
－７细胞的增殖［９］。同时，鸡血藤对于乳腺癌ＭＣＦ
－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞移植的裸鼠有抑制作
用，其中儿茶素、表儿茶素没食子儿茶素和表没食

子儿茶素等多酚化合物为重要的药效物质［１０］。

鸡血藤原花青素含量很高，其φ＝６０％乙醇提
取浸膏中原花青素的含量可达５１％［８］。而目前无

人对鸡血藤原花青素的提取工艺进行相关研究，因

此，本文拟研究超声波辅助提取鸡血藤原花青素的

工艺，对于主要提取工艺参数进行响应面法优化，

采用本课题组前期已建立的香草醛 －硫酸法［１１］测

定提取液中原花青素的含量并计算原花青素提取得

率。本论文研究建立的提取工艺、以及采用 ＤＰＰＨ
法、ＡＢＴＳ法考察鸡血藤原花青素的体外抗氧化活
性，可为鸡血藤原花青素的广泛开发利用提供重要

参考。

１　材料与方法
１１　材料、仪器与试剂

鸡血藤药材，产地广西，于２０１５年购于广州
市清平药材市场，经中山大学药学院生药学与天然

药化实验室杨得坡教授鉴定为豆科密花豆属植物密

花豆ＳｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＤｕｎｎ的藤茎；儿茶素对
照品，购于广东省食品药品检验所；１，１－二苯基
－２－三硝基苯肼 （ＤＰＰＨ）与２，２＇氨基－二 （３－
乙基－苯并噻唑啉磺酸 －６）铵盐 （ＡＢＴＳ）购自
美国ｓｉｇｍａ公司；香草醛 （分析纯），天津科密欧

化学试剂有限公司；甲醇、硫酸、丙酮、乙醇均为

分析纯，天津大茂化学试剂厂

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水系统；多功能酶标仪工作站，
美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｖｉｃｅｓ公司；超声波清洗机，宁波
新芝生物科技股份公司

１２　方法
１２１　材料制备　将鸡血藤药材粉碎后过６０目药
筛，放入冰箱保存。

１２２　提取液中原花青素含量的测定
１）对照品溶液的制备　
精密称取儿茶素２０ｍｇ，用少量甲醇溶解后置

２０ｍＬ容量瓶中，并用甲醇稀释至刻度，摇匀作为
对照品溶液 （１ｍｇ／ｍＬ）。
２）标准曲线的绘制
精密量取上述对照品溶液 １０、２０、３０、

４０、５０ｍＬ分别置于１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇稀
释至刻度，精密量取５０ｍＬ各浓度儿茶素对照品
溶液、３ｍＬφ＝３％ 香草醛甲醇溶液和３ｍＬφ＝
３０％ 硫酸甲醇溶液置包有锡箔的试管中，摇匀，
２５℃避光显色２０ｍｉｎ后，取１００μＬ于９６孔板上，
在５００ｎｍ处测定吸光度 Ａ５００，得到回归方程为

ｙ＝１５９８８ｘ＋００３２８，Ｒ＝０９９９０
线性范围为０１～０５ｍｇ／ｍＬ。
３）原花青素的提取及在提取液中的含量测定
准确称取２００ｍｇ鸡血藤粉末，加入 φ＝７０％

丙酮８ｍＬ，５００Ｗ超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，定容
至１００ｍＬ容量瓶，摇匀，得原花青素提取液。取
５ｍＬ提取液按上述测定方法进行比色，再以所得
的曲线回归方程计算原花青素提取得率。

１２３　实验设计方法　通过单因素考察，筛选出
料液比（［ｍ（药材原料）／ｇ］∶［Ｖ（提取溶剂）／ｍＬ］）、
提取时间、提取溶剂体积分数等对鸡血藤原花青素

提取得率影响较大的三个因素，进行接下来的

Ｂｏｘｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设计 （见表１）。

表１　Ｂｏｘｂｅｈｎｋｅｎ设计因素与水平
Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｉｎＢｏｘｂｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

水平

因素

（Ｘ１）

［ｍ（药材原料）／ｇ］∶
［Ｖ（提取剂）／ｍＬ］

（Ｘ２）

φ（提取剂）／
％

（Ｘ３）

提取时间／
ｍｉｎ

－１ １∶３０ ６０ ２０
０ １∶４０ ７０ ３０
１ １∶５０ ８０ ４０

１２４　ＤＰＰＨ·清除率的测定　测定方法参考文献
［１２］，精密称取ＤＰＰＨ，用无水乙醇溶液溶解并定
容于棕色容量瓶中，配制浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，避光
保存。将原花青素提取物冷冻干燥后，精密称取，

用无水乙醇配制成５种不同质量浓度 （１，２，４，
８，１６μｇ／ｍＬ）的样品溶液。分别加入１０ｍＬＤＰ
ＰＨ溶液，２０ｍＬ样品溶液，混合避光反应 ３０
ｍｉｎ，５１７ｎｍ处测定各样品的吸光度值 Ａ１。无水乙
醇代替ＤＰＰＨ乙醇溶液作为样品本底组，吸光度记
为Ａ２，无水乙醇代替样品溶液作为空白组，吸光
度记为Ａ０１，ＶＣ为阳性对照，清除率计算公式：

ＤＰＰＨ·清除率 ＝
１－（Ａ１－Ａ２）

Ａ０１
×１００％

１２５　ＡＢＴＳ·清除率的测定　测定方法在文献
［１３］基础上稍作修改，将浓度为７ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ
无水乙醇溶液与２４５ｍｍｏｌ／Ｌ过硫酸钾等量混合，

９
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避光放置１５ｈ，加入无水乙醇，以期于７３４ｎｍ获
得０７０±００２的吸收值。将原花青素提取物冷冻
干燥后，精密称取，用无水乙醇配制成５种不同质
量浓度 （１，２，４，８，１６μｇ／ｍＬ）的样品溶液。
分别加入 ２０ｍＬＡＢＴＳ溶液，１０ｍＬ样品溶液，
混合避光反应１０ｍｉｎ，７３２ｎｍ处测定各样品的吸光
度值Ａ３。无水乙醇代替ＡＢＴＳ乙醇溶液作为样品本
底组，吸光度记为 Ａ４，无水乙醇代替样品溶液作
为空白组，吸光度记为Ａ０２，ＶＣ为阳性对照，清除
率计算公式：

ＡＢＴＳ·清除率 ＝
１－（Ａ３－Ａ４）

Ａ０２
×１００％

２　结果与分析
２１　单因素实验结果与分析
２１１　不同体积分数溶剂对原花青素提取得率的
影响　以不同体积分数的乙醇、甲醇、丙酮作为提
取溶剂，其他参数同 １２２，２），结果见图 １
（ａ）。从图中可以看出，φ＝７０％丙酮对鸡血藤原
花青素的提取率最高，因此选择φ＝７０％丙酮作为
提取溶剂。

２１２　料液比对鸡血藤原花青素提取得率的影响
　设置不同的料液比，其他参数同１２２，２），结
果见图１（ｂ）。在料液比为１∶４０时，原花青素提
取率达到峰值，而后略微减少，故选定料液比为

１∶４０。
２１３　提取时间对原花青素提取得率的影响　设
置不同的提取时间，其他参数同１２２，２），结果
见图１（ｃ）。鸡血藤的原花青素的提取得率在３０
ｍｉｎ左右达到峰值，而后逐渐减少，可能与提取时
间过长后原花青素被氧化有关。因此，选择超声辅

助提取时间３０ｍｉｎ。
２１４　超声功率对原花青素提取得率的影响　设
置不同的超声提取功率，其他参数同 １２２，２）。
结果见图１（ｄ）。原花青素提取率随超声功率增大
而增加，故选定５００Ｗ进行其他单因素试验。
２１５　提取次数对原花青素提取得率的影响　设
置不同的提取次数，其他参数同１２２，２）。结果
见图１（ｅ）。原花青素的提取得率随提取次数的增
加有一定提高，提取２次的提取得率是提取１次的
１１倍，提取２次后得率的变化不显著，考虑到提
取成本，选定提取次数为１次。
２２　响应面法设计及结果
２２１　提取工艺参数的单因素考察　以 φ＝７０％
丙酮，料液比［ｍ（药材原料）／ｇ］∶［Ｖ（提取溶剂）］

为１∶４０，超声辅助提取３０ｍｉｎ时鸡血藤原花青素有
较大的提取率。鸡血藤原花青素提取的响应面试验

设计方案与结果见表２，基于ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组

图１　溶剂体积分数（ａ）、料液比（ｂ）、提取时间（ｃ）、超声
功率（ｄ）、提取次数（ｅ）对鸡血藤原花青素提取率的影响
Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ａ），ｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏ
（ｂ），ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（ｃ），ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ（ｄ）ａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｓ（ｅ）ｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆＰＣ
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合实验设计原理，根据表１结果对丙酮体积分数、
料液比、提取时间作变换，将原花青素提取率作为

响应值 （Ｙ），设置１７个试验点。

表２　原花青素提取得率试验设计及结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｆｏｒｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＰＣ

Ｎｏ
因素

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３

原花青素得率

Ｙ／％
１ －１ －１ ０ ２０５８
２ １ １ ０ ２３５８
３ －１ １ ０ ２１９５
４ １ １ ０ ２４１５
５ －１ ０ －１ １８８９
６ １ ０ －１ ２２８７
７ －１ ０ １ ２２３５
８ １ ０ １ ２３５８
９ ０ －１ －１ １９９２
１０ ０ １ －１ ２２１１
１１ ０ －１ １ ２２０８
１２ ０ １ １ ２３０２
１３ ０ ０ ０ ２５３５
１４ ０ ０ ０ ２４９５
１５ ０ ０ ０ ２５４３
１６ ０ ０ ０ ２５０８
１７ ０ ０ ０ ２５１７

　　将所得鸡血藤原花青素提取得率数据通过 Ｄｅ
ｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６软件进行回归拟合分析，得到回归
方程如下：

Ｙ＝－１１３６４２＋１４７３Ｘ１＋２１７７Ｘ２＋１８０１Ｘ３－
２×１０－３Ｘ１Ｘ２－６８７５×１０

－３Ｘ１Ｘ３－３１２５×１０
－３Ｘ２Ｘ３－

１２４５×１０－２Ｘ２１－１３８６×１０
－２Ｘ２２－２０２８×１０

－２Ｘ２３
２２２　模型的显著性检验　根据表３方差分析结
果，可以看出该试验模型极显著 （Ｐ＜００００１），
失拟项不显著 ０１６８２＞００５，校正决定系数
Ｒ２Ａｄｊ＝０９８２２，相关系数 Ｒ

２＝０９９８３，模型合适，
可以解释９８２２％响应值的变化，拟合程度良好，
说明可以使用该模型来分析和预测鸡血藤原花青素

的提取得率。

２２３　响应面交互作用分析　根据模型的响应面
与等高线图 （图２），可以看出各因素对响应值的
影响，由图可知，提取时间对提取率的影响较大，

图ｂ１、ｃ１表现为较陡的曲面。其中料液比与提取
时间，提取时间与料液比交互作用较为明显，等高

线因而呈椭圆形。

２２４　最优提取工艺参数　使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
８０６软件求解回归方程，得到最佳提取工艺参数
如下：料液比１∶４４７２，提取溶剂为 φ＝７１１９％
丙酮，提取时间３１２９ｍｉｎ，鸡血藤原花青素在该
条件下的理论提取率为２５６２％。

表３　方差分析结果

Ｔａｂｌｅ３　ＡＮＯＶＡｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

Ｓｏｕｒｃｅ Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ ＦＶａｌｕｅ ＰＶａｌｕｅ（Ｐｒｏｂ＞Ｆ）

Ｍｏｄｅｌ ６１１９ ９ ６８０ ９８８７ ＜００００１

Ｘ１ １３５５ １ １３５５ １９６９７ ＜００００１

Ｘ２ ３２１ １ ３２１ ４６７２ ００００２

Ｘ３ ６５５ １ ６５５ ９５２８ ＜００００１

Ｘ１Ｘ２ ０１６ １ ０１６ ２３３ ０１７１０

Ｘ１Ｘ３ １８９ １ １８９ ２７４９ ０００１２

Ｘ２Ｘ３ ０３９ １ ０３９ ５６８ ００４８６

Ｘ２１ ６５３ １ ６５３ ９４９８ ＜００００１

Ｘ２２ ８０８ １ ８０８ １１７５３ ＜００００１

Ｘ２３ １７３２ １ １７３２ ２５１８１ ＜００００１

Ｒｅｓｉｄｕａｌ ０４８ ７ ００７

Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ０３３ ３ ０１１ ２８６ ０１６８２

Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ０１５ ４ ００４

Ｃｏｒｔｏｔａｌ ６１６８ １６
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图２　料液比 （Ｘ１）与丙酮体积分数 （Ｘ２）、料液比 （Ｘ１）与提取时间 （Ｘ３）以及丙酮体积分数 （Ｘ２）与提取

时间 （Ｘ３）交互作用响应面图 （ａ１、ｂ１、ｃ１）与等高线图 （ａ２、ｂ２、ｃ２）

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓ（ａ１、ｂ１、ｃ１）ａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓ（ａ２、ｂ２、ｃ２）ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｍｕｔｕａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄ
ｌｉｑｕｉｄ（Ｘ１）ａｎｄａｃｅｔｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｘ２），ｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄ（Ｘ１）ａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ｘ３），ａｃｅｔｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（Ｘ２）ａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ｘ３）ｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆＰＣ

２２５　试验模型的验证和比较　对模型得出的最
优提取工艺参数进行试验验证。考虑到实际操作的

可行性，对工艺参数进行了微调，料液比１∶４５，φ
＝７０％丙酮，室温提取３０ｍｉｎ，在该条件下进行了
３批提取试验，鸡血藤原花青素实际提取得率分别
为２５５７％，２５５８％，２５６２％，符合理论提取得
率数据，也证明了该模型用于预测与分析原花青素

提取工艺参数的可靠性

２３　ＤＰＰＨ·／ＡＢＴＳ·清除率测定结果
由图３、图４可知，鸡血藤原花青素抗氧化能

力与浓度呈现较好的量效关系，其清除 ＤＰＰＨ·的

图３　鸡血藤原花青素及ＶＣ对ＤＰＰＨ·的清除作用
Ｆｉｇ３　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＣｏｎＤＰＰＨ·
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ＩＣ５０为８４２μｇ／ｍＬ，阳性对照 ＶＣ为 ４９１μｇ／ｍＬ；
清除ＡＢＴＳ·的 ＩＣ５０约为１０５５μｇ／ｍＬ，阳性对照
ＶＣ为８４２μｇ／ｍＬ，鸡血藤原花青素粗提物抗氧化
效果与ＶＣ接近。

图４　鸡血藤原花青素及ＶＣ对ＡＢＴＳ·的清除作用
Ｆｉｇ４　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＣｏｎＡＢＴＳ·

３　结　论
采用超声波辅助提取技术对鸡血藤原花青素进

行提取，通过单因素试验和 Ｂｏｘｂｅｈｎｋｅｎ试验设计
以及响应面分析对超声波提取工艺进行优化，得出

较优工艺条件为室温条件下，超声功率５００Ｗ、超
声时间３０ｍｉｎ、料液比１∶４５、φ＝７０％丙酮，室温
下提取 １次，在此工艺下，原花青素提取率为
２５５９％，并得到原花青素总提取率与超声波处理
各因素变量的二次方程模型，该模型回归极显著，

对试验拟合良好。提取得到的鸡血藤原花青素对

ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ·清除率的 ＩＣ５０分别为 ８４２和
１０５５μｇ／ｍＬ，抗氧化活性接近于ＶＣ。该研究可对
鸡血藤原花青素的工业化生产与应用提供科学依据。
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