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沙棘果渣总黄酮提取工艺响应面法优化与 

抗氧化活性研究 
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3. 内蒙古自治区中蒙药材规范化生产工程技术研究中心, 呼和浩特  010021) 

摘  要: 目的  优选沙棘果渣总黄酮提取的最佳工艺, 并对其抗氧化活性进行评价。方法  选取提取时间、温

度、料液比、乙醇体积分数为影响因素, 在单因素实验结果基础上确定各因素的分析水平, 利用响应面中心组

合法设计实验方案。并通过体外抗氧化能力指数(ORAC)法研究沙棘果渣总黄酮的抗氧化能力。结果  建立了

沙棘果渣总黄酮提取的数学模型, 最佳提取工艺条件为乙醇体积分数 70%、提取温度 80℃、提取时间 100 min、

液料比 25:1, 沙棘果渣总黄酮具有较强抗氧化活性, 与浓度成正相关。结论  本研究结果可为沙棘果渣总黄酮

工业化提取和应用提供理论指导。 
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Optimizaton of extraction of total flavones from residue of Hippophae 
rhamnoides L. using response surface methodology and their antioxidant activity 
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ABSTRACT: Objective  To explore the optimal extraction conditions of total flavonoids from residue of 

Hippophae rhamnoides L. and evaluate the antioxidant activity. Methods  Based on the single-factor tests, 

the conditions of total flavonoids from residue of Seabuckthorn were optimized by response surface 

methodology in order to increase the extraction yield of total flavonoids. Meanwhile, the antioxidant activity 

of total flavonoids was assessed by oxygen radical absorbent capacity (ORAC). Results  The optimal 

extraction conditions of total flavonoids were ethanol concentration 70%, material-liquid ratio 1:25, 

extraction time 100 min and extraction temperature 80℃. Under the optimal conditions, the maximum 

extraction yield of total flavonoids was 2.73%. Extracted total flavonoids had a strong antioxidant activity in 

a dose-dependent manner. Conclusion  These investigations will be reference a certain theoretical 

instruction and application value for the extraction of flavonoids in Seabuckthorn. 
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1  引  言 

沙棘(Hippophae rhamnoides L.)又名醋柳、酸刺, 

为胡颓子科(elaeagnaceae)酸刺属的灌木或小乔木[1]。

我国沙棘资源丰富, 大约有沙棘林 285万 hm2,每年大

约以 6.67 万 hm2 的数量增长[2]。沙棘作为药品、食

品、保健品原料应用广泛。目前, 沙棘产品加工主要

榨取果汁和提取沙棘种子油, 产生大量的沙棘果渣, 

每年约有几百万吨果渣资源[3]。沙棘果渣中含有丰富

的黄酮类物质, 含量约为 9.82 mg/g[4]。沙棘黄酮具有

清除自由基、抗衰老、抗肿瘤、增强免疫、抗氧化、

改善心脑血管等多项生理功能[5,6]。若不对沙棘果渣

进行综合利用, 将会造成资源的极大浪费。研究利用

沙棘果渣资源, 变废为宝, 具有重要意义。本文将对

沙棘果渣黄酮提取工艺进行优选和体外抗氧化活性

研究, 较同类研究相比在中试设备条件下完成, 优选

工艺条件参数更接近工业化生产, 主要为沙棘资源

充分利用及工业化生产提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

沙棘果渣, 为洁净蒙古沙棘果实榨汁去籽后的

干燥果皮果肉。黄褐色粉末状, 含水量 6%以下。内

蒙古宇航人高技术产业有限公司提供。 

2.2  试剂与仪器 

芦丁标准品(＞96%)(国药集团化学试剂有限公

司); 乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠均为分析

纯(国药集团化学试剂有限公司)。 

热回流提取浓缩机 50 L(合肥小牛轻工设备有

限公司); RF-5301 PC 岛津-荧光分光光度计(日本岛

津公司); UV-2401PC 紫外-可见分光光度计(日本岛

津公司); 电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限公

司); HH-8数显恒温水浴锅(国华电器厂)。 

2.3  方  法 

2.3.1  标准曲线的绘制[7-9] 

对照品溶液的制备: 精密称取在 105 ℃减压干

燥至恒重的芦丁对照品 20 mg, 置于 50 mL容量瓶中, 

加 60%乙醇适量, 置水浴上微热使其溶解, 冷却, 加

60%乙醇至刻度, 摇匀。精密量取 25 mL溶液, 置 50 

mL 容量瓶中, 加水稀释至刻度, 摇匀, 即得标准品

贮备液(每 1 mL含芦丁 0.2 mg)。 

标准曲线的制作: 精密量取对照品溶液 1.0、2.0、

3.0、4.0、5.0、6.0 mL, 分别置于 25 mL容量瓶中, 各

加 30%乙醇至 6.0 mL, 加 5％亚硝酸钠溶液 1 mL, 混

匀, 放置 6 min, 加 10％硝酸铝溶液 1 mL, 混匀, 放

置 6 min, 加 4.3%氢氧化钠试液 10 mL, 再加 30%乙

醇至刻度, 摇匀, 放置 15 min, 利用紫外-可见分光光

度计在 500 nm的波长处测定其吸光度, 以吸光度为

纵坐标, 浓度为横坐标, 绘制标准曲线。 

2.3.2  总黄酮提取率的计算[10-13] 

精密称取粉状提取物约 80 mg, 置于 100 mL容

量瓶中, 加 60％乙醇适量, 水浴微热使其溶解, 冷却

后, 加 60％乙醇至刻度, 摇匀。精密量取 25 mL, 置

于 50 mL容量瓶中, 加水至刻度, 摇匀, 作为供试品

溶液。精密量取供试品溶液 3 mL, 置于 25 mL容量

瓶中, 加 30％乙醇至 6.0 mL, 照标准曲线制备项下

的方法, 自“加 5％亚硝酸钠溶液 1 mL起”, 依法测定

吸光度, 同时取供试品溶液 3 mL, 除不加氢氧化钠

试液外, 其余操作同上, 作为空白。从标准曲线上读

出供试品溶液中含无水芦丁的重量(mg), 计算 , 即

得。提取物总黄酮得率 d%＝Y×V×V0v×W×1000×100 

式中: Y为标准曲线上查出的质量浓度/(mg/mL); 

V 为反应体积/mL; V0为配制的溶液体积/mL; v为取

样量/mL; W为提取物质量/g。 

2.3.3  沙棘果渣总黄酮最佳提取条件的确定[14,15] 

以乙醇体积分数、料液比、提取时间、提取温度

进行单因素实验, 通过单因素实验测定的水平范围, 

应用 Design-Expert 8.0软件, 设计 4因素 3水平的响

应面实验, 利用响应面实验结果, 确定沙棘果渣总黄

酮的最佳提取条件。响应面实验因素水平见表 1。 

 
表 1  响应面实验因素水平表 

Table 1  Factors and levels in response surface design 

水平
A 乙醇体积分

数(% ) 
B 料液比

(g/mL) 
C 提取时间

(min) 

D 提取温度

(℃) 

1 60 1∶10  60 60 

0 70 1∶20  90 70 

1 80 1∶30 120 80 

 
2.3.4  沙棘果渣总黄酮体外抗氧化实验方法[16-21] 

体外抗氧化能力指数(ORAC)测定参照 Prior 等

人方法并加以改良。具体测定方法是将 96 孔板每个
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微孔中加入待测样品溶液 20 μL, 再加入磷酸钾缓冲

液 20 μL和AAPH 140 μL(终浓度 12.8 mmol/L), 最后

添加荧光素钠 20 μL至终浓度为 63 nmol/L, 立即启

动反应并迅速将酶标板置于预温 37 ℃的荧光酶标仪

中开始测定。采用动力学方式, 每 2 min测定一个点, 

至荧光强度衰减为零为止。ORAC值是以 10 μmol/L

的 Trolox 在荧光衰减曲线上对应的保护积分面积作

为标准对照计算。 

2.4  数据处理 

数据用 Design-Expert 8.1软件分析处理。 

3  结果与分析 

3.1  单因素实验结果 

3.1.1  乙醇体积分数对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

控制提取条件为料液比 1︰10、提取温度 60 ℃、

提取时间 60 min, 考查乙醇体积分数 60%~85%回流

提取沙棘果渣总黄酮的提取率。由图 1可知, 随着乙

醇体积分数的增加总黄酮提取率先上升后下降, 在

乙醇体积分数 70%时提取效率达到最大。70%乙醇极

性与沙棘果渣中所含沙棘黄酮苷元及苷极性相近 , 

易于溶出。因此, 在其他条件不变的情况下乙醇最佳

体积分数约为 70%。 

 

图 1  乙醇体积分数对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

Fig. 1  Effect of ethanol concentration on the extraction rate 
of total flavonoids 

 

3.1.2  料液比对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

控制乙醇体积分数 70%、提取温度 60 ℃、提取

时间 60 min, 考查料液比 1∶10~1∶35对沙棘果渣总

黄酮提取率的影响。由图 2可知, 料液比 1∶20总黄

酮提取率最高, 随着提取溶剂量的加大, 总黄酮提取

率开始缓慢下降。可能与大分散体系下, 果渣中部分

脂类物质发生乳化, 影响总黄酮的溶出有关。为了节

约能源, 其他提取条件不变的情况下最佳料液比为

1∶20。 

 

图 2  料液比对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

Fig. 2  Effect of material-liquid ratio on the extraction rate 
of total flavonoids 

 
3.1.3  提取时间对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

控制乙醇体积分数 60%、提取温度 60℃、料液

比 1︰20, 考查提取时间 30~180 min对沙棘果渣总黄

酮提取率的影响。由图 3可知, 在 120 min以内, 随

着提取时间的延长, 总黄酮提取率逐渐增加, 在提取

时间 120 min左右达到最佳。随着提取时间进一步提

高, 总黄酮提取率开始缓慢下降。考虑节约能源, 其

他提取条件不变的情况下最佳提取时间约为 120 

min。 

 

图 3  提取时间对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

Fig. 3  Effect of extraction time on the extraction rate of 
total flavonoids 

 
3.1.4  提取温度对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

控制乙醇体积分数 70%、提取时间 120 min, 料

液比 1︰20, 考查提取温度 40~90 ℃对沙棘果渣总黄

酮提取率的影响。由图 4可知, 在提取温度 40~80 ℃

之间, 总黄酮提取率与提取温度正相关。提取温度在 
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图 4  提取温度对沙棘果渣总黄酮提取率的影响 

Fig. 4  Effect of extraction temperature on the extraction rate 
of total flavonoids 

 
90 ℃以后开始总黄酮提取率下降。温度过高, 总黄酮

可能会发生分解破坏, 同时温度高能耗大。因此, 其

他提取条件不变的情况下最佳提取温度约为 80 ℃。 

3.2  响应面法优化实验 

3.2.1  响应面回归模型的建立与分析 

通过响应面法对乙醇体积分数、料液比、提取时

间、提取温度 4个单因素分析得到以下实验方案及结

果, 见表 2。 

应用  Design Expert 软件进行多元回归拟合  

分析, 得到分析结果如表 3 所示。可得提取条件与  

沙棘果渣总黄酮得率之间的二次多项式模型为: 总  

黄酮提取率%=2.64+0.012A+0.15B+0.046C+0.048D 

0.035AC0.01AD0.02BC0.0025BD0.0075CD0.18A2 

0.068B20.036C20.047D2。 

由表 3 可以得出 , 回归模型具有高度显著性

(P<0.0001), 失拟性(P=0.0750>0.05)具有不显著性。

B、C、D均达到极显著水平(P<0.0001)表明实验模型

拟合度较好。AC、A2、B2、C2、D2 对中国沙棘果渣

总黄酮得率有显著影响(P<0.05); 因素 A、AB、AD、

BC、BD、CD 对中国沙棘果渣总黄酮得率影响不显

著(P>0.05)。 

由方差分析 F 值可知, 各因素对沙棘果渣总黄

酮提取率的影响依次为 B(料液比 )>D(提取温

度)>C(提取时间)>A(乙醇体积分数)。 

3.2.2  两因素间交互作用的分析 

从响应面图(图 5)可以看出, 各因素之间的相互

作用对沙棘果渣总黄酮提取率的影响。若曲线越陡 

峭, 则表明该因素对沙棘果渣总黄酮提取率的影响

越大, 相应表现为响应值变化的大小。料液比对提取

率影响最大, 说明提取溶剂过少, 不利于总黄酮溶  

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

surface analysis 

实验

号 

A乙醇体

积分数 

B 料

液比 

C 提

取时间 

D 提取温

度总黄酮 

提取

率%

1  1  0  1  0  2.4 

2 1  0  0 1 2.33 

3  0  0 1  1 2.55 

4 1  0  0  1 2.48 

5  1  1  0  0 2.59 

6 1 1  0  0 2.22 

7  0 1  1  0 2.47 

8 1  0  1  0 2.48 

9  0 1  0  1 2.41 

10  0  1  0 1 2.63 

11  0  0  0  0 2.64 

12  0  0  1  1 2.67 

13  0  0  0  0 2.63 

14  0  0  0  0 2.66 

15  0  0  1 1 2.61 

16  0  1  0  1 2.71 

17  0  0 1 1 2.46 

18  0  1  1  0  2.7 

19  0  0  0  0 2.66 

20  0  1 1  0 2.65 

21  0 1  0 1 2.32 

22  1  0  0 1 2.37 

23 1 0 1 0 2.36 

24 1 1 0 0 2.53 

25 1 0 1 0 2.42 

26 1 1 0 0 2.28 

27 0 0 0 0 2.63 

28 0 1 1 0 2.34 

29 1 0 0 1 2.48 
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表 3  方差分析 
Table 3  Analysis of variance for the fitted regression 

model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

回归模型 0.55 14 0.039 46.70 <0.0001 ** 

A 0.001633  1 0.001633 1.96 0.1838  

B 0.26  1 0.26 312.53 < 0.0001 ** 

C 0.025  1 0.025 30.18 < 0.0001 ** 

D 0.028  1 0.028 33.56 < 0.0001 ** 

AB 0.000  1 0.000 0.000 1.0000  

AC 0.0049  1 0.0049 5.87 0.0296  

AD 0.0004  1 0.0004 0.48 0.5003  

BC 0.0016  1 0.0016 1.92 0.1880  

BD 0.000025  1 0.000025 0.030 0.8651  

CD 0.000225  1 0.000225 0.27 0.6119  

A2 0.21  1 0.21 257.21 < 0.0001 ** 

B2 0.030  1 0.030 36.17 < 0.0001 ** 

C2 0.00829  1 0.00829 9.92 0.0071  

D2 0.014  1 0.014 17.15 0.0010  

残差 0.012 14 0.0008354    

失拟性 0.011 10 0.001107 4.68 0.0750  

纯误差 0.00092  4 0.00023    

总差 0.56 28     

R2 0.9790      

R2
Adj 0.9581      

S/N 23.453      

 
 

出, 提取效率低。增加提取溶剂用量, 虽然有助于提

高提取效率, 但是料液比过高, 回收溶剂增加能耗。

提取温度对总黄酮提取率影响次之 , 因为温度高 , 

提取溶剂能快速回流产生浓度梯度, 利于总黄酮从

沙棘果渣中扩散到溶剂中。温度过高, 也不利于黄

酮的稳定。提取时间和乙醇体积分数对沙棘果渣总

黄酮提取率影响较小。从图 5 也可以看出, 对沙棘

果渣总黄酮提取率的影响次序依次是: 料液比>提

取温度>提取时间>乙醇体积分数, 与回归分析结果

吻合。 

3.2.3  最佳工艺条件的预测与验证 

通过二次多项回归分析预测, 采用乙醇热回流

法提取沙棘果渣总黄酮的最佳工艺条件为乙醇体积

分数 69.88%、提取温度 80 ℃、提取时间 99.54 min、

液料比 24.64∶:1。此条件下, 沙棘果渣总黄酮得率预

测值为 2.738%。考虑实际生产过程的操作, 把提取

工艺参数修正为乙醇体积分数 70%、提取温度 80 ℃、

提取时间 100 min、液料比 25∶:1。按修正后工艺参

数进行三组平行验证实验, 实际测定的沙棘果渣总

黄酮得率为 2.73%。测定结果稳定, 偏差小。因此, 所

得最佳工艺条件合理可靠。 

3.3  沙棘果渣总黄酮抗氧化指数测定结果 

由图 6可知, 样品分别稀释 500倍和 1000倍, 维

生素 E(10 μmol/L)为阳性对照, 曲线下面积为荧光衰

减强度(抗氧化能力)。稀释 1000倍相当于 4.3 μmol/L

维生素 E抗氧化能力, 稀释 500倍相当于 6.6 μmol/L

维生素 E抗氧化能力。实验结果说明, 沙棘果渣总黄

酮稀释 500倍和 1000倍的浓度下均具有较强抗氧化

活性。抗氧化活性与浓度成正相关。 

4  讨  论 

本研究利用 50 L 小型热回流提取机组, 按小型

工业化生产要求完成。采用乙醇热回流法提取沙棘果

渣总黄酮, 单因素分析和响应曲面分析优化沙棘果

渣总黄酮的工艺条件为乙醇体积分数 70%、提取温度

80 ℃、提取时间 100 min、液料比 25∶:1。按最佳条

件三次平行验证实验, 实际测定沙棘果渣总黄酮的

提取率为 2.73%。同时确立了沙棘果渣总黄酮提取率

与各提取条件的二次多项式模型, 拟合度很好。70%

乙醇为提取溶剂, 能很好地提取出沙棘果渣中的沙

棘黄酮苷和苷元。温度 80 ℃达到乙醇的沸点, 有助

于黄酮类物质有效扩散到提取溶剂中提高提取效率。

温度超过 100 ℃, 所得沙棘总黄酮颜色加深。工业化

生产, 提取时间过长会增加能耗, 增加生产成本。本

研究确定提取时间 100 min, 经过放大验证实验, 保

证提取效率的同时, 尽量节约了能耗。工艺简单, 生

产设备要求不高, 易于工业化生产。为沙棘果渣总黄

酮提取的工业化生产提供参考。 
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沙棘果渣总黄酮具有较强体外抗氧化能力, 沙

棘果渣总黄酮稀释 500倍和 1000倍的浓度下均具很 

好的抗氧化活性。抗氧化活性与浓度成正相关。可以

为沙棘黄酮在食品药品领域的利用提供依据。 
 

 

 

5a. 提取温度和乙醇体积分数对总黄酮提取率的影响       5b. 提取时间和乙醇体积分数对总黄酮提取率的影响 

 
 

 

5c. 提取时间和提取温度对总黄酮提取率的影响              5d. 液料比和提取温度对总黄酮提取率的影响 

 
 

 

5e. 提取时间和液料比对总黄酮提取率的影响               5f. 乙醇体积分数和液料比对总黄酮提取率的影响 
 

 
图 5  两因素相互作用对沙棘果渣总黄酮提取率的响应面和等高线图 

Fig. 5  Response surface and contour plots for the effect of operating parameters on the extraction rate of total flavonoids 
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图 6  沙棘果渣总黄酮抗氧化能力指数 

Fig. 6  The antioxidative activity of total flavonoids at 
different concentrations 
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