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夏枯草 ＰｒｕｎｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓＬ．为唇形科植物，性寒，
味辛、苦，具有清泄肝火、散结消肿、清热解毒、祛痰止

咳、凉血止血功效，用于治疗淋巴结核、甲状腺肿、乳痈、

急性传染性黄疸型肝炎、细菌性痢疾等症犤１犦。现代药理

学研究表明，夏枯草有较好的降血压作用犤２犦，主要成分

为黄酮类物质犤３犦。黄酮类化合物对心血管系统有明显的

药理作用，具有抗氧化、降血压、扩张血管、降低血管通

透性、减少脆性、降低肝脂肪等作用犤４犦。基于中药质量标

志物（Ｑ－Ｍａｒｋｅｒ）的概念犤５犦，所测成分的药效应与该药

的药理作用一致。本研究中拟对夏枯草中总黄酮提取工

艺及抗氧化活性进行研究犤６－９犦。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＵＶ２５５０型紫外可见分光光度计（日本岛津公司）；

ＣＰＡ２２５Ｄ型电子天平（精度为十万分之一），ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ
型电子天平（精度为万分之一），均购于赛多利斯科学仪

器有限公司；９８６０Ａ型超声波清洗器（天津市科贝尔光
电技术有限公司，功率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

夏枯草药材购于安徽亳州饮片市场，经辽宁省朝阳

市检验检测认证中心张秀丽主任中药师鉴定为唇形科

植物夏枯草的干燥果穗。芦丁标准品（中国食品药品检

定研究院，批号为 １０００８０－２０１８１，纯度为 ９２．２％），
１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ，批号为２０１８０６１５），
２，２′－联氮 －双（３－乙基 －苯并噻唑啉－６－磺酸）二
铵盐（ＡＢＴＳ，批号为２０１８０３０４），均购自北京索莱宝科技
有限公司；乙醇（色谱纯，批号为 ２０１９０１１７），维生素 Ｃ
（批 号 为 ２０１９１２０２），硝 酸 铝 （分 析 纯 ，批 号 为

响应面法优化夏枯草中总黄酮提取工艺及其抗氧化活性分析
李 鑫 １，赫 捷 ２，赵 琳 ３，薛 阳 １，周文君 １，刘 佳 １

（１．辽宁省朝阳市检验检测认证中心，辽宁 朝阳 １２２０００； ２．辽宁省朝阳市第二医院，辽宁 朝阳 １２２０００；
３．辽宁中医药大学，辽宁 大连 １１６６００）

摘要：目的 考察夏枯草中总黄酮提取量的影响因素，并检验其总黄酮的体外抗氧化活性，优选夏枯草中总黄酮提取工艺。方法 采用

单因素考察法及响应面法，以乙醇体积分数、液料比、提取时间为考察因素，以总黄酮提取量为评价指标，采用紫外可见分光光度法测

定夏枯草中总黄酮的提取量。以ＤＰＰＨ自由基法、ＡＢＴＳ＋·自由基法测定总黄酮的自由基清除活性。结果 夏枯草中总黄酮最佳提取工艺为乙

醇体积分数５５％，提取５ｈ，提取物液料比４４∶１牗Ｖ／ｍ牘；总黄酮的质量浓度在０．０２～０．１２ｍｇ／ｍＬ范围内对 ＤＰＰＨ自由基和 ＡＢＴＳ＋·
自由基的最大清除率分别为７０％和８２％，分别低于维生素 Ｃ的８４％和９０％。结论 该提取工艺简便可行，可用于工业化大生产。

关键词：夏枯草；总黄酮；响应面法；抗氧化；单因素考察；自由基
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提取量 ／ｍｇ

乙醇体积

分数 ／％

提取量 ／ｍｇ

Ａ Ｂ Ｃ

提取量 ／ｍｇ

提取时

间 ／ｈ
０ ２ ４ ６ ８

液料比

Ａ．乙醇体积分数 Ｂ．液料比 Ｃ．提取时间
图１ 夏枯草中总黄酮提取影响因素单因素考察

Ａ．Ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅｔｈａｎｏｌ Ｂ．Ｌｉｑｕｉｄ－ｓｏｌｉｄｒａｔｉｏ Ｃ．Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｆｉｇ．１ Ｓｉｎｇｌｅ－ｆａｃｔｏｒｔｅｓｔｏｆｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍ ＰｒｕｎｅｌｌａｅＳｐｉｃａ

水平

－１
０
１

因素 Ａ（％）

３０
５０
７０

因素 Ｂ
３０∶１
４０∶１
５０∶１

因素 Ｃ（ｈ）

４．０
５．０
６．０

表１ 试验设计因素水平

Ｔａｂ．１ Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｓｉｎｇｌｅ－ｆａｃｔｏｒｔｅｓｔ

２０１６１２２１），过硫酸钾（分析纯，批号为２０１６０９１７），均购
于国药集团化学试剂有限公司；亚硝酸钠（批号为

２０１７０４２７），氢氧化钠（批号为２０１７０３２９），均为分析纯，
购于天津市科密欧化学试剂有限公司。

２ 方法与结果

２．１ 夏枯草总黄酮含量测定牗紫外分光光度法牘
对照品溶液制备：取芦丁标准品适量，精密称定，置

１００ｍＬ容量瓶中，加 ５０％乙醇溶液 ６０ｍＬ，超声溶
解，加 ５０％乙醇稀释至刻度，混匀，即得质量浓度为
０．２３ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。

标准曲线确定：取芦丁对照品溶液 ０，１，２，４，６，８，
１０，１５ｍＬ，分别置 ２５ｍＬ容量瓶中，加入 １ｍＬ５％亚硝
酸钠溶液，混匀，静置 １０ｍｉｎ；再加入 １ｍＬ１０％硝酸铝
溶液，混匀，静置１０ｍｉｎ；加入 ５ｍＬ４％氢氧化钠溶液，
混匀，静置 １０ｍｉｎ，用 ５０％乙醇溶液稀释至刻度。以空
白试剂作为空白对照，于５１０ｎｍ波长处测定吸光度值，记
录各芦丁含量和吸光度，计算回归方程，得 Ｙ＝０．２０６６Ｘ＋
０．００４８（ｒ＝０．９９９６，ｎ＝８）。结果表明，芦丁含量在
０．２３～３．４５ｍｇ范围内与吸光度线性关系良好。

总黄酮提取量测定：分别取供试品溶液 １ｍＬ，置
２５ｍＬ容量瓶中，加 ６０％乙醇溶液 ４ｍＬ，加５％亚硝酸
钠溶液１ｍＬ，混匀，静置１０ｍｉｎ；加１０％硝酸铝溶液１ｍＬ，
摇匀，静置１０ｍｉｎ；加４％氢氧化钠溶液５ｍＬ，静置１０ｍｉｎ，
加水定容至刻度，于５１０ｎｍ波长处测定吸光度值。
２．２ 提取影响因素单因素考察

乙醇体积分数：称取夏枯草药材２０ｇ，共４份，分别
加入３００ｍＬ体积分数分别为３０％，５０％，７０％，９０％的
乙醇溶液，水浴加热提取，提取２次，每次１．５ｈ，滤出残
渣，分别取滤液１ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，加 ６０％乙醇
定容至刻度，得供试品溶液。依法测定总黄酮含量，由图

１Ａ可知，乙醇体积分数为５０％时夏枯草中总黄酮提取
量最大。

料液比：称取夏枯草药材２０ｇ，共４份，按液料比为
２０∶１牗Ｖ／ｍ牘，３０∶１牗Ｖ／ｍ牘，４０∶１牗Ｖ／ｍ牘，５０∶１牗Ｖ／ｍ牘分
别加入 ５０％乙醇溶液，水浴加热提取，提取 １次，提
取 ２ｈ，滤出残渣，分别取 １ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，

用６０％乙醇定容至刻度，得供试品溶液。依法测定总黄
酮含量，由图 １Ｂ可知，乙醇体积分数为 ５０％，提取时
间为２ｈ，液料比为４０∶１牗Ｖ／ｍ牘时，夏枯草中总黄酮提
取量最高，继续增大液料比，提取效果无明显改善。

提取时间：称取夏枯草药材２０ｇ，共５份，分别加入
８００ｍＬ５０％乙醇溶液，水浴加热提取，提取 １次，分别
提取 ２，３，４，５，６ｈ，滤出残渣，取 １ｍＬ置 １０ｍＬ容量瓶
中，加 ６０％乙醇定容，得供试品溶液。依法测定总黄酮
含量，由图 １Ｃ可知，乙醇体积分数为 ５０％，液料比为
４０∶１牗Ｖ／ｍ牘，提取时间为 ５ｈ时夏枯草总黄酮的提取
量最高，继续延长提取时间，提取效果不明显。

单因素考察结果：确定了各影响因素的最佳水平，

乙醇体积分数为 ５０％，提取时间为５ｈ，液料比为 ４０∶１
牗Ｖ／ｍ牘，初步确定了夏枯草中总黄酮的提取工艺。
２．３ 提取工艺牗响应面法牘

试验设计：在单因素试验结果的基础上，根据

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合试验设计原理，选取乙醇体积
分数（因素 Ａ）、液料比（因素 Ｂ）和提取时间（因素 Ｃ）
３个因素，采用三因素三水平的响应面分析方法，因素
水平见表 １。以液料比、乙醇体积分数和提取时间为自
变量，总黄酮提取量为响应值，在提取１次的条件下，共
安排 １７个试验，其中 １２个为析因试验，５个为中心试
验，用以估计误差。试验方案及结果见表２。

模型拟合与方差分析：采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件中的
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验对响应值（总黄酮提取量）进行二次
回 归 分 析 ，结 果 Ｒ＝－７．４７０＋０．４７３Ａ＋０．１５５Ｂ＋
２．４６２Ｃ＋０．０００５００ＡＢ＋０．００６４３ＡＣ－０．００１７７ＢＣ－
０．００５７１Ａ２－０．００１９７Ｂ２－０．２５７Ｃ２（Ｒ２＝０．９９８４）。由
表 ３可知，模型项的 Ｐｒ＞Ｆ值小于 ０．０００１，表明该二
次方程回归极显著，且失拟项 Ｐｒ＞Ｆ值为 ０．０７２９，不
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９

Ａ
１
－１
１
０
０
０
０
１
－１

Ｂ
０
０
－１
１
０
－１
１
１
－１

Ｃ
１
－１
０
－１
０
－１
１
０
０

总提取量（ｍｇ）

９７．５０８
１３２．６０３
９０．２１８
１６０．１６０
１７１．１６０
１５０．４１０
１６９．２２０
９８．０６９
１３３．４１３

序号

１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７

Ａ
０
０
０
－１
０
１
－１
０

Ｂ
０
－１
０
０
０
０
１
０

Ｃ
０
１
０
１
０
－１
０
０

总提取量（ｍｇ）

１７４．１６０
１６０．９８８
１７２．４２９
１３０．７２４
１７０．９２６
８９．１５３
１３３．５１４
１７０．４６１

项目

模型

Ａ
Ｂ
Ｃ
ＡＢ
ＡＣ
ＢＣ
Ａ２

Ｂ２

Ｃ２

残差

失拟项

净误差

总离差

平方和

１５６５５．８０
３０１５．０２
８４．０７
８５．２４
１５．０２
２６．１８
０．５８

１１７６５．２２
１１２．２４
１７６．２４
４３．６５
３４．７２
８．９３

１５６９９．４５

自由度

９
１
１
１
１
１
１
１
１
１
７
３
４
１６

均方

１７３９．５３
３０１５．０２
８４．０７
８５．２４
１５．０２
２６．１８
０．５８

１１７６５．２２
１１２．２４
１７６．２４
６．２４
１１．５７
２．２３

Ｆ值

２７８．９９
４８３．５６
１３．４８
１３．６７
２．４１
４．２０
０．０９２

１８８６．９３
１８．００
２８．２７

５．１８

Ｐｒ＞Ｆ
＜０．０００１
＜０．０００１
０．００７９
０．００７７
０．１６４６
０．０７９６
０．７７００
＜０．０００１
０．００３８
０．００１１

０．０７２９

表２ 试验设计方案与结果

Ｔａｂ．２ Ｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎ

表３ 模型拟合方差分析结果

Ｔａｂ．３ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＡＮＯＶＡｆｏｒｍｏｄｅｌｆｉｔｔｉｎｇ
１８０

１４０
１６０

１２０
１００
８０

总提取量 ／ｍｇ
６．０

５．５

５．０

４．５

４．０
３０ ３５ ４０ ４５ ５０提取时间 ／ｈ

６．０
５．５
５．０４．５

４．０

５０

３０

提取时间 ／ｈ

４０３５
４５

液料比

料液比

总提取量 ／ｍｇ

Ａ．乙醇体积分数 －提取时间 Ｂ．乙醇体积分数 －液料比

Ｃ．液料比－提取时间
图２ 各因素交互作用影响总提取量的响应面和等高线图

Ａ．Ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｅｔｈａｎｏｌ－ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ Ｂ．Ｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｅｔｈａｎｏｌ－ｌｉｑｕｉｄ－ｓｏｌｉｄｒａｔｉｏ Ｃ．Ｌｉｑｕｉｄ－ｓｏｌｉｄｒａｔｉｏ－ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｆｉｇ．２ Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉ

ｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｔｏｔａｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍ

ＰｒｕｎｅｌｌａｅＳｐｉｃａ

显著，说明该方程对试验拟合较好，可较好地描述各因

素与响应值间的真实关系。一次项 Ａ，Ｂ，Ｃ，二次项 Ａ２，
Ｂ２，Ｃ２对响应值的影响显著（Ｐ＜０．０１），交互项对响应
值的影响均不显著（Ｐ＞０．０５）。因此，各因素对响应值
的影响不是简单的线性关系。根据回归方程系数的估

计值可知，各因素对夏枯草中总黄酮提取量的影响大

小为乙醇体积分数 ＞提取时间 ＞液料比。在 α＝０．０５
显著水平下剔除不显著项后，可得优化后的回归方程

Ｒ＝－７．４７０＋０．４７３Ａ＋０．１５５Ｂ＋２．４６２Ｃ－０．００５７１Ａ２－
０．００１９７Ｂ２－０．２５７Ｃ２。

响应面分析：不同因素交互作用的响应面见图 ２。
由图 ２Ａ可知，当提取时间为 ５ｈ时，总黄酮提取量随
乙醇体积分数的升高先升后降，提示料液比对提取量的

影响较小。由图２Ｂ可知，当液料比为４０∶１时，总黄酮
提取量随乙醇体积分数的升高先升后降，提示提取时间

对其影响较小。由图 ２Ｃ可知，总黄酮提取量随液料比
和提取时间的变化影响不大。

２．４ 提取条件优化及验证

根据回归模型可预测理论，响应值最大时的提取条

件为：Ａ＝５５．９５，Ｂ＝４４．３４，Ｃ＝５．３６，即提取量为
１８１．３０７ｍｇ，液料比４４．３４∶１牗Ｖ／ｍ牘，提取时间５．３６ｈ。考
虑到实际操作条件，拟定夏枯草总黄酮最佳提取条件

为液料比 ４４∶１牗Ｖ／ｍ牘，提取时间 ５ｈ，乙醇体积分数
５５％。以此提取条件检验响应面分析法建立回归模型的
正确性，测得总黄酮的提取量为 １７３．３４１ｍｇ，与理论预
测值相比，差异不显著。提示该回归模型与实际情况拟

合很好，响应面法可用于对夏枯草总黄酮提取条件进行

回归分析和参数优化。

２．５ 抗氧化活性分析

ＤＰＰＨ自由基清除率测定：取总黄酮提取液和维生
素 Ｃ，分别配制质量浓度为 ０．０２，０．０４，０．０６，０．０８，
０．１０，０．１２ｍｇ／ｍＬ的供试品溶液和阳性对照溶液，分别
取 １．０ｍＬ，加入 １．０ｍＬ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＤＰＰＨ溶液，混
匀，室温下充分反应３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波长处测定吸光度，计
算清除率。ＤＰＰＨ自由基清除率（％）＝（１－Ａｉ／Ａ０）×
１００％。式中，Ａ０表示ＤＰＰＨ溶液的吸收值；Ａｉ表示样品

·药学论著·
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１８０

１４０
１６０

１２０
１００
８０

总提取量
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５．０

４．５

４．０
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６．０
５．５
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提取时间 ／ｈ

乙醇体积分数 ／％提取时间 ／ｈ
乙醇体积分数 ／％

１８０

１４０
１６０

１２０
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８０

４５
５０

４０
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３０ ３８ ４６ ５４ ６２ ７０
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Ａ．ＤＰＰＨ自由基 Ｂ．ＡＢＴＳ＋·自由基
图３ 夏枯草中总黄酮提取物对 ＤＰＰＨ和 ＡＢＴＳ＋·自由基的

清除效果

Ａ．ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ Ｂ．ＡＢＴＳ＋· ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ

Ｆｉｇ．３ Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍ ＰｒｕｎｅｌｌａｅＳｐｉｃａｏｎ

ＤＰＰＨ ａｎｄＡＢＴＳ＋· ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ

Ａ Ｂ

清除率 ／％
９０
８０
７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０
０ ０．０５ ０．１ ０．１５

质量浓度 ／
ｍｇ·ｍＬ－１

清除率 ／％

０ ０．０５ ０．１ ０．１５

质量浓度 ／
ｍｇ·ｍＬ－１

１００
９０
８０
７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

夏枯草总黄酮

维生素 Ｃ

本栏目由

协 办

重庆药友制药有限责任公司

与ＤＰＰＨ混合液的吸收值犤１０－１１犦。

ＡＢＴＳ＋·自由基清除率测定：取总黄酮提取液和维
生素 Ｃ，分别配制成质量浓度为 ０．０２，０．０４，０．０６，
０．０８，０．１０，０．１２ｍｇ／ｍＬ的供试品溶液和阳性对照溶
液，分别取 ０．８ｍＬ，精密量取稀释后的 ＡＢＴＳ＋·贮备
液 １．２ｍＬ，混匀，静置 ５ｍｉｎ，于 ７３４ｎｍ波长处测定
吸光度，按公式计算自由基清除率。

抗氧化活性分析：结果见图 ３。总黄酮质量浓度在
０．０２～０．１２ｍｇ／ｍＬ范围内，阳性对照溶液及夏枯草总
黄酮提取物质量浓度随着 ＤＤＰＨ和 ＡＢＴＳ＋·自由基清
除率的增加而增加。在清除 ＤＰＰＨ自由基试验中，其
半数清除质量浓度（ＩＣ５０）和最大清除率分别为
０．０４２ｍｇ／ｍＬ和 ７０％，维生素 Ｃ分别为 ０．０８５ｍｇ／ｍＬ
和８４％；在清除ＡＢＴＳ＋·自由基试验中，其 ＩＣ５０和最大
清除率分别为０．０７４ｍｇ／ｍＬ和８２％，维生素 Ｃ分别为
０．０４８ｍｇ／ｍＬ和９０％。结果显示，夏枯草总黄酮提取物
对ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ＋·自由基均有良好的清除效果，但不
如维生素Ｃ。

３ 讨论

３．１ 统计方法选择

现有文献中关于夏枯草提取总黄酮的条件优化研

究多采用的数理统计方法为正交设计法，其可同时考虑

多种因素，并通过较少的试验次数得到最佳因素水平组

合，但不能在给定的连续区域内找到因素和响应值的对

应关系（回归方程）。但响应面分析法试验次数少，周期

短，求回归方程精度高，可满足其不足。

３．２ 回归方程

在单因素考察结果基础上，以夏枯草总黄酮提取量

为响应值，利用试

验设计软件 Ｄｅ
ｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ，采用
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试
验原理建立了乙

醇体积分数（％）、液料比和提取时间（ｈ）与总黄酮提取
量间的二次回归模型，回归模型拟合程度好，能真实反

映各影响因素对响应值的影响。根据回归系数显著性检

验结果，得到各因素对响应值影响的顺序为乙醇体积分

数＞提取时间＞液料比。
３．３ 单因素考察和响应面考察优缺点

首先采用单因素考察法确定影响因素变量的大概

最优范围，作为响应面的零水平点，可减少响应面试验

所做的试验数量，主要选取影响提取时间、液料比和乙

醇体积分数影响较大的独立因素进行优化。单因素考察

仅单独考察某个因素的影响，在实际试验中要综合考虑

各因素间的干扰影响，故需要选择较全面的响应面考察

法，优选样品提取的最佳工艺。

３．４ 抗氧化活性

在筛选夏枯草中总黄酮最佳提取工艺的基础上，对

夏枯草中总黄酮抗氧化活性进行了初步研究，发现夏枯

草中总黄酮对ＤＰＰＨ自由基和ＡＢＴＳ＋·自由基均有良好
的清除作用，可为夏枯草的生物活性研究提供理论依据。
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