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响应面法优化沙棘叶中总黄酮提取工艺 

罗慧馨, 苏婷婷* 
 (喀什大学生命与地理科学学院, 喀什  844000) 

摘  要: 目的  通过 Box-Behnken 设计-响应面法确定超声波辅助提取中国沙棘叶总黄酮的最佳工艺参数, 并

探究其体外抗氧化活性。方法  以中国沙棘叶为原料, 通过单因素实验(料液比、乙醇浓度和超声时间)及响

应面实验优化其黄酮提取工艺。结果  最佳提取工艺条件为: 料液比 1:14 (g:mL), 乙醇浓度 69%, 超声时

间 19 min。在此条件下, 黄酮提取量最高, 为 3.876 mg RE/g。所得沙棘提取液的总酚含量为 4.457 mg GAE/g, 

并且具有较强的 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除能力和铁离子还原

能力(ferric ion reducing antioxidant power, FRAP)。结论  优选出的工艺稳定可行, 且具有良好的体外抗氧化活

性, 为中国沙棘叶的开发利用提供一定的理论依据。 
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Optimization of total flavonoids extraction process from Hippophae 
rhamnoides L. leaves based on response surface methodology 

LUO Hui-Xin, SU Ting-Ting*  
 (College of Life and Geographic Sciences, Kashi University, Kashi 844000, China) 

ABSTRACT: Objective  To determine the optimal process parameters for ultrasound assisted extraction of total 

flavonoids from Chinese Hippophae rhamnoides L. leaves using Box-Behnken design response surface methodology, and 

investigate its in vitro antioxidant activity. Methods  The flavonoid extraction process of Chinese Hippophae rhamnoides 

L. leaves was optimized by one-way test (solid-liquid ratio, ethanol concentration and ultrasound time) and response surface 

test. Results  The results showed that the suitable process parameters for extracting flavonoids from the leaves of the 

Hippophae rhamnoides L. were determined as follows: Solid-liquid ratio of 1:14 (g:mL), ethanol concentration of 69%, and 

ultrasound time of 19 min. Under these process conditions, the maximum amount of flavonoids extracted was reached at 

3.876 mg RE/g. In addition, the total phenolic content of the ultrasound-assisted extracted Hippophae rhamnoides L. leaves 

was 4.457 mg GAE/g and showed strong 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging capacity and ferric ion 

reducing antioxidant power (FRAP). Conclusion  The preferred process is stable and feasible, and the extract has good in 

vitro antioxidant activity, which provides certain theoretical basis for the development and utilization of Hippophae 

rhamnoides L. leaves in China. 
KEY WORDS: Chinese Hippophae rhamnoides L. leaves; total flavonoids; ultrasound-assisted extraction; response 

surface optimization; in vitro antioxidant activity 
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0  引  言 

沙棘(Hippophae rhamnoides L.)是胡颓子科沙棘属的

一种多刺的落叶灌木或小乔木[1]。我国沙棘资源极其丰富, 
占全球沙棘的 93%以上[2], 位居世界第一。中国沙棘是沙

棘属的重要亚种, 约占中国沙棘总量的 85%, 主要分布

在我国黄土高原、内蒙古高原、青藏高原等地, 青藏高原

因其独特的地理位置(高海拔、低纬度、强紫外线辐射环

境)为沙棘的次生代谢(黄酮)提供了天然优势[3]。作为一种

药食同源的植物, 沙棘的根、茎、叶、花和种子中都蕴含

着丰富的营养物质和生物活性物质[4]。研究表明, 沙棘叶

富含黄酮类[5]、多酚类、氨基酸、微量元素[6]、维生素等

物质, 具有多种生物活性功能[7], 如抗氧化、抗癌变、保

护肝脏[8]、降血糖等, 因此, 广泛应用于医药[9]及动物饲

料[10]等领域。 
近年来, 沙棘叶中黄酮的提取方法多采用传统溶剂

法, 该方法虽提取成本较低, 但耗时长, 提取率不高[11]。如

刘馨雨等[12]对延安市沙棘干叶分别采用常规溶剂萃取和

超声波辅助提取黄酮, 其黄酮提取量分别为 29.36 mg/g 和

32.6 mg/g。封可欣[13]对甘肃地区沙棘叶采用超声波辅助提

取黄酮, 其提取量为 66.006 mg/mL。超声提取作为一种新

型辅助溶剂提取的技术, 具有节能、操作简单等特点, 使
其快速从植物材料中提取生物活性化合物[14]。其主要利用

超声波产生强烈的振动作用和空化效应, 能够使植物的有

效成分与溶剂得到充分的混合[15], 进而可提高其样品的提

取效率。该技术成本低廉且耗时短, 还能阻止不耐热的黄

酮类化合物受到破坏[16], 从而确保提取物的高质量。此外, 
超声波辅助提取也广泛应用于枇杷叶[17]、紫苏叶[18]等黄酮

含量的提取。UPADHYAY 等[19]证明沙棘叶黄酮具有较强

的 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, 
DPPH) 自由基清除能力和铁离子还原能力 (ferric ion 
reducing antioxidant power, FRAP)。 

尽管已有不同提取溶剂或提取方法对沙棘叶的黄酮

提取率影响的相关报道, 但对甘肃省甘南沙棘叶黄酮含量

的提取的研究报道较少。本研究以中国沙棘叶为原料, 乙
醇作为提取溶剂, 利用超声波辅助提取沙棘叶黄酮, 探究

料液比、乙醇浓度、超声时间 3 个因素对沙棘叶黄酮提取

量的影响, 通过响应面实验优化确定沙棘叶黄酮的最佳提

取工艺参数, 同时对优化后的沙棘叶提取液进行总黄酮、

总酚及体外抗氧化活性测定, 以期为沙棘叶黄酮的理论研

究提供有价值的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

中国沙棘叶于 2023 年 8 月采自甘肃省甘南藏族自治

州碌曲县, 放入蓄冷保温箱(2 kg/箱), 快递运抵本实验室

待用。 
氢氧化钠、无水乙醇、甲醇、三氯化铝(分析纯, 国药

集团化学试剂有限公司); 福林酚(分析纯, 北京酷来博科

技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

IKA A11 basic 研样机(上海坤权生物科技有限公司); 
5910R 台式高速冷冻离心机(北京宏达恒业科技有限公司); 
KQ5200DE 数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); 
UV-1800 紫外-可见光分光光度计[岛津仪器(苏州)有限公司]。 

1.3  实验方法 
1.3.1  沙棘叶样品处理 

选择无霉变的沙棘叶, 将其置于室温下阴干, 然后用

研样机将其磨成粉末, 装入 50 mL 离心管中, 置于 4 ℃冰

箱中备用。 
1.3.2  沙棘叶黄酮含量的测定 

(1)单因素实验设计 
准确称取 1 g 预处理后的沙棘粉, 加入不同体积、不

同浓度的乙醇进行超声波辅助提取黄酮。以不同料液比、

乙醇浓度、超声时间进行单因素实验, 考察不同因素对沙

棘叶黄酮的提取量的影响, 除变化量外, 实验固定料液比

1:20 (g:mL)、乙醇浓度 60%、超声时间为 30 min, 分别研

究料液比[1:10、1:15、1:20、1:25、1:30 (g:mL)], 乙醇浓度(40%、

50%、60%、70%、80%)和超声时间(10、20、30、40、50 min)
对沙棘叶黄酮提取量的影响, 然后离心(3000 r/min, 30 min, 
4 ℃), 取上清液置于 10 mL 离心管, 放于 4 ℃冰箱待用。 

(2)总黄酮含量的测定 
参照李港等[20]采用的氯化铝方法并稍作调整。准确吸

取 1 mL 上清液置于 10 mL 离心管中, 后加入 1 mL 氯化铝

溶液, 再加 3 mL 的 70%乙醇溶液, 摇匀使其各试剂充分混

合, 避光静置 30 min 后, 于 510 nm波长下测定溶液的吸光

度。总黄酮含量以芦丁(rutin equivalents, RE)为标准品建立

标准曲线, 结果以 mg RE/g 表示。 
1.3.3  响应面优化实验 

超声波辅助提取沙棘叶中黄酮的最佳工艺条件确定

为以液料比(A)、乙醇浓度(B)、超声时间(C)为实验因素, 以
黄酮提取量作为考察指标, 进行 3 因素 3 水平的响应面实

验, 其因素水平见表 1。 
 

表 1  响应面实验因素与水平 
Table 1  Response surface test factors and levels 

水平 
因子 

A(料液比) 
(g:mL) 

B(乙醇浓度) 
/% 

C(超声时间)
/min 

–1 1:10 60 10 

0 1:15 70 20 

1 1:20 80 30 
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1.3.4  沙棘叶总酚含量的测定 
参考 WEI 等[21]的方法, 取 300 μL 优化后的沙棘叶

提取液, 加入 1200 μL 超纯水于 10 mL 离心管中混合均

匀, 随后吸取 300 μL 福林酚试剂, 各试剂充分混匀后, 
反应 6 min。最后再加 2.4 mL 的超纯水和 3 mL 7%的碳

酸钠于离心管中, 混合摇匀, 避光静置 1.5 h, 在 765 nm
处测定溶液的吸光度。以没食子酸(gallic acid equivalents, 
GAE)为标准品绘制其标准曲线, 含量以 mg GAE/g 表示。 
1.3.5  体外抗氧化活性的测定 

(1) DPPH 自由基清除能力的测定 
参考訾玉祥等 [22]的方法并稍作调整。准确配制

0.025 g/L DPPH 储液(无水乙醇), 并将其置于 4 ℃冰箱中

备用。吸取 400 μL 优化后的沙棘提取液和 600 μL DPPH
储备液 , 混匀 , 放置在室温 25 ℃下避光静置 30 min, 
3000 r/min 离心 5 min, 吸取 600 μL 至比色皿中, 无水乙

醇调零, 在波长 517 nm 处测定溶液的吸光度值, 并记为

A1; 空白对照组吸取 400 μL 80%甲醇溶液和 600 μL DPPH
储备液混匀, 其吸光值记为 A0。DPPH 自由基清除率计算

公式如(1):  

 R/%=(1– 0

1

A
A

)×100%    (1) 

式中: R, DPPH 自由基清除率, %; A0, 空白对照组的吸光度

值; A1, 优化后沙棘提取液的吸光度值。 
(2) FRAP 抗氧化能力的测定 
采用苏州科铭生物技术有限公司提供的试剂盒进行

测定, 按说明书依次加入试剂, 在 593 nm 下测定吸光值。

用水溶性维生素 E (Trolox)做标准曲线 , 结果以 μmol 
Trolox/mg 表示。 

1.4  数据处理 

上述各项数据测定均重复 3 次。所有数据均通过

Microsoft Excel 2021 计算平均值及标准误差 , 并使用

Origin 2018 和 Design Expert 13 软件进行图表绘制。此外, 
利用 SPSS 26.0 进行 Duncan’s 显著性分析(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验结果 

2.1.1  料液比对沙棘叶黄酮提取量的影响 
由图 1 可得, 随着料液比的增加, 沙棘叶黄酮的提取

量呈现先增长后降低的趋势。当料液比在 1:10~1:15 (g:mL)
范围内 , 黄酮的提取量迅速增加 , 并在料液比为 1:15 
(g:mL)时黄酮提取量达到最高(4.98 mg RE/g)。这表明适当

提高料液比, 能够使原料充分地浸没在乙醇溶液中, 从而

有助于沙棘叶中黄酮提取成分的溶出 , 进而提高其提取

率。但随料液比进一步增加, 提取量却开始快速下降。这

可能因料液比大于 1:15 (g:mL)时, 沙棘叶中黄酮的溶出量

已达到饱和状态, 继续增加乙醇用量对黄酮提取量无明显

影响, 甚至可能导致黄酮提取量下降。因此, 后续响应面

实验优化应选择料液比为 1:10、1:15、1:20 (g:mL)进行。 
 

 
 

注: 不同小写字母表示具有显著性差异(P<0.05), 图 2、3 同。 
图 1  料液比对沙棘叶黄酮提取量的影响 

Fig.1  Effects of solid-liquid ratio on the extraction of flavonoids 
from Hippophae rhamnoides L. leaves 

 
2.1.2  乙醇浓度对沙棘叶黄酮提取量的影响 

由图 2 可知, 当乙醇浓度在 60%~70%范围内, 沙棘叶

黄酮的提取量从 1.583 mg RE/g 逐渐增至 2.337 mg RE/g; 
当乙醇浓度再继续增加至 80%时, 黄酮的提取量急剧下降

至 1.20 mg RE/g。这可能是由于沙棘叶中黄酮类化合物呈

苷元和糖苷两种形态, 其中苷元的极性相对较弱且水溶性

较差; 而糖苷则具有较强的极性和水溶性, 所以过高或过

低的乙醇浓度都会干扰沙棘叶黄酮的提取效果[23], 使其提 
 

 
 

图 2  乙醇浓度对沙棘叶黄酮提取量的影响 
Fig.2  Effects of ethanol concentration on the extraction of 

flavonoids from Hippophae rhamnoides L. leaves 
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取量受到影响。由此可知, 当乙醇浓度为 70%时, 黄酮中

的苷元和糖苷可以最大限度地溶出, 其黄酮类物质含量最

高, 则后续的响应面实验优化应选择 60%、70%、80%进行。 
2.1.3  超声时间对沙棘叶黄酮提取量的影响 

由图 3 可知, 在 10~30 min 范围内, 随着超声时间的延

长, 沙棘叶黄酮含量呈现先增加后降低的趋势, 在 20 min
时达到峰值, 为 4.783 mg RE/g。在 30~50 min 内, 随着超声

时间的增加, 黄酮含量先逐渐升高后降低, 且在 40 min 时, 
出现次高峰, 黄酮含量为 4.242 mg RE/g。这可能是由于乙

醇渗透性强, 沙棘中的黄酮类物质可在一定时间内溶出而

达到溶解平衡[24], 在 20 min 时, 沙棘中的黄酮类物质已基

本溶出, 在一定程度上持续延长超声时间会造成黄酮类物

质的氧化, 进而使黄酮含量呈下降趋势。因此选择 10、20、
30 min 进行后续响应面实验优化。 

 

 
 

图 3  超声时间对沙棘叶黄酮提取量的影响 
Fig.3  Effects of ultrasound time on the extraction of flavonoids 

from Hippophae rhamnoides L. leaves 

2.2  响应面提取优化实验结果 

2.2.1  响应面实验方案及结果 
依据 2.1 的实验结果, 利用 Box-Behnken 响应面实验

对沙棘叶黄酮进行工艺条件优化, 实验共 17 组, 其实验设

计及结果见表 2。 
 

表 2  响应面实验结果 
Table 2  Test results of response surface  

实验号
A(料液比)

(g:mL) 
B(乙醇浓度)

/% 
C(超声时间) 

/min 
Y(提取量) 
/(mg RE/g) 

1 1:10 80 20 2.081 
2 1:10 60 20 2.645 
3 1:15 70 20 3.787 
4 1:20 60 20 2.157 
5 1:10 70 30 2.241 
6 1:15 60 10 2.462 
7 1:20 80 20 1.868 
8 1:15 80 10 1.662 
9 1:15 70 20 4.054 

10 1:20 70 10 2.157 
11 1:15 70 20 3.566 
12 1:15 80 30 1.723 
13 1:15 60 30 1.883 
14 1:15 70 20 3.772 
15 1:10 70 10 2.195 
16 1:15 70 20 3.688 
17 1:20 70 30 1.548 

 

2.2.2  回归模型的建立与方差分析 
依据 Design Expert 13 软件对所得 17 组响应面实验的

结果进行拟合回归分析处理, 得出以沙棘叶黄酮提取量为

目 标 函 数 的 二 次 回 归 方 程 : Y=–43.157+0.823A+ 
1.107B+0.322C+0.0014AB–0.0033AC+0.0016BC–0.030A2–
0.0084B2–0.01C2, 见表 3。 

 

表 3  回归方程系数显著性分析 
Table 3  Significance analysis of regression equation coefficients 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性 

模型 11.63 9 1.29 69.06 <0.0001 ** 
A 0.26 1 0.26 13.69  0.0076 ** 
B 0.41 1 0.41 21.95  0.0022 ** 
C 0.15 1 0.15 7.80  0.0268 * 

AB 0.02 1 0.02 1.01  0.3484  
AC 0.11 1 0.11 5.73  0.0479 * 
BC 0.10 1 0.10 5.47  0.0519  
A2 2.31 1 2.31 123.66 <0.0001 ** 
B2 3.00 1 3.00 160.31 <0.0001 ** 
C2 4.18 1 4.18 223.46 <0.0001 ** 

残差 0.13 7 0.02    
失拟项 0.002 3   0.0006 0.02  0.9960  
净误差 0.13 4 0.03    
总离差 11.77 16     

注: **表示 P<0.01 差异极显著; *表示 0.01<P<0.05 差异显著。 
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由表 3 可知, 模型 F=69.06, 说明该模型具有较高

的精确度。模型 P<0.0001, 显著证明了该模型的精确性

与可靠性。决定系数 R2=0.989, 说明该模型预测值与实

际值拟合良好; 校正系数 R2
adj=0.975, 表明该模型可以

预测大多数变异, 因此该模型适用于本实验数据的分析

和预测。在此情况下, 一次项 A、B 是影响模型的重要

因素; 交互项 AC 对该模型有一定的影响, 而 AB、BC 对

模型的影响较小。失拟项 P>0.05 不显著, 说明该响应面

模型误差较小 , 因此二次模型较为合理 , 可以进一步用

于后续数据分析。综上所述, 该模型设计的参数适用于

沙棘叶黄酮提取。 
2.2.3  两两因素间交互作用的响应面分析结果 

3D 响应面图和等高线作为一种可视化工具, 能够直

观地揭示 3 个因素(液料比、乙醇浓度、超声时间)对黄酮

提取量的影响。其曲面的陡峭程度反映了实验因素对黄

酮提取量的影响程度: 越陡峭的曲面表明其对实验因素

的影响越大, 说明其具有越显著的交互作用 [25]; 等高线

的形状可以反映出交互作用的强弱 [26], 形状越椭圆表明

两因素间的交互作用越显著, 而趋向于圆形则表明交互

作用相对较弱。由图 4 中的(a)、(b)、(c)所示, 液料比与

超声时间之间的等高线图呈现为椭圆形, 表明这两因素

间的交互作用显著; 而液料比与乙醇浓度、乙醇浓度与超

声时间呈现的椭圆程度较小, 表明这两两因素间的交互

作用相对较弱。则乙醇浓度和液料比的曲线与超声时间

相比较为陡峭, 这说明乙醇浓度和液料比对提取沙棘叶

黄酮的作用更为显著。 

 
 

 
 

 
图 4  各因素间交互作用对黄酮提取量的影响 

Fig.4  Effects of interaction of various factors on the extraction amount of flavonoids 
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图 4(续)  各因素间交互作用对黄酮提取量的影响 
Fig.4  Effects of interaction of various factors on the extraction amount of flavonoids 

 
2.2.4  验证实验结果 

通过 Design Expert 13 软件的分析, 确定沙棘叶黄酮

提取量最佳工艺参数为: 料液比 1:14.402 (g:mL)、乙醇浓

度 68.549%、超声时间 19.308 min, 沙棘叶黄酮提取量的理

论值为 3.803 mg RE/g。考虑到实际操作的方便性, 对其最

佳工艺参数略微改动: 料液比 1:14 (g:mL)、乙醇浓度 69%
和超声时间 19 min。在此条件下, 验证实验所得黄酮提取

量为 3.876 mg RE/g。这一结果与理论值 3.803 mg RE/g 相

近, 差异较小且重复性好, 这表明响应面法优化黄酮提取

工艺是可行的。 

2.3  沙棘叶提取液的总黄酮和总酚含量 

由图 5 可知 , 超声辅助提取沙棘叶黄酮含量为

3.876 mg RE/g, 而有机溶剂静置提取的总黄酮含量仅为

1.891 mg RE/g。超声波辅助提取的黄酮含量是静置时的

2.1 倍。同样 , 超声辅助提取的沙棘叶总酚含量高达

4.457 mg GAE/g, 是有机溶剂静置提取(3.753 mg GAE/g)
的 1.2 倍。上述结果表明, 超声辅助提取有助于沙棘叶黄

酮和酚类物质的溶出, 进而提高了总黄酮和总酚的含量。 

2.4  沙棘叶提取液的体外抗氧化活性 

由图 6 可知, 超声辅助提取的沙棘叶提取液对 DPPH
自由基清除率高达 80%, 而采用有机溶剂静置提取的仅为

30%。与有机溶剂静置提取相比, 超声波辅助提取显著提

高了 1.7 倍(P<0.05)。同样, 沙棘叶提取液对 FRAP 具有较

强的抗氧化能力, 超声波辅助提取沙棘叶提取液对 FRAP
抗氧化能力为 0.346 μmol Trolox/mL, 高出有机溶剂静置

提取(0.123 μmol Trolox/mL)的 1.8 倍。上述结果表明, 超声

辅助提取显著提高了沙棘叶的 DPPH 自由基清除能力和

FRAP 的抗氧化能力(P<0.05)。 
 

 
 

注: *表示组间具有显著性差异(P<0.05), 下同。 
图 5  沙棘叶中总黄酮和总酚含量 

Fig.5  Total flavonoid and total phenolics content in Hippophae rhamnoides L. leaves 
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图 6  沙棘叶对 DPPH 自由基的清除能力和 FRAP 抗氧化能力 
Fig.6  DPPH free radical scavenging capacities and FRAP antioxidant capacities of Hippophae rhamnoides L. leaves 

 
 

3  讨  论 

本研究通过响应面优化, 沙棘叶黄酮的最佳提取工

艺参数为: 料液比 1:14 (g:mL)、乙醇浓度 69%、超声时间

19 min, 此时沙棘叶黄酮提取量达到了 3.876 mg RE/g。吴

翠芳等[27]对新疆沙棘全果冻干粉采用超声波辅助法提取

黄酮, 最优工艺参数为: 料液比 1:20 (g:mL)、乙醇浓度

50%、超声时间 23 min, 此时黄酮得率 2.316 mg/g。白生文

等[28]对甘肃张掖沙棘果渣进行超声波提取黄酮, 确定其最

佳工艺条件为: 料液比 1:50 (g:mL)、乙醇浓度 60%、超声

时间 40 min, 此时沙棘果渣中总黄酮提取率为 2.55%, 造
成这些差异可能跟沙棘品种、生长环境、采摘时间、提取

方式等因素有关。通过超声辅助提取后, 沙棘叶总黄酮和

总酚含量显著高于有机溶剂静置, 这可能是由于静置主要

靠溶剂和样品之间的渗透和接触, 使黄酮从样品中溶解出

来较慢, 而超声提取则利用超声波强烈的振动和空化作用, 
能够迅速破坏样品细胞的壁, 使得溶剂更容易渗透到细胞

内部, 从而能加速其有效成分的溶解[29]。此外, 经由超声

辅助处理的沙棘叶的 DPPH 自由基清除率和 FRAP 抗氧化

能力分别提高了 1.7 倍和 1.8 倍。唐婷范等[30]对广东省陈

皮采用超声波辅助法, 其陈皮对 DPPH 自由基清除率为

82.94%, 这可能是由于通过超声波处理可以促进黄酮和酚

类物质的溶出, 进而增强其抗氧化活性。 

4  结  论 

本研究采用 Box-Behnken 设计-响应面法确定超声波

辅助提取中国沙棘叶黄酮的最佳工艺参数, 并探究了其体

外抗氧化活性。以中国沙棘叶为原料, 乙醇为提取溶剂, 
在单因素实验的基础上, 通过响应面优化确定了沙棘叶

黄酮最佳提取工艺参数为: 料液比 1:14 (g:mL)、乙醇浓度

69%、超声时间 19 min, 在此条件下, 沙棘叶黄酮提取量

达到最高, 为 3.876 mg RE/g。此外, 沙棘叶还具有较强的

DPPH 自由基清除能力和 FRAP 抗氧化能力。综上可知, 
超声辅助提取技术对优化沙棘叶黄酮的提取工艺是可行

的 , 实验结果稳定可靠 , 并且沙棘叶具有一定的抗氧化

能力, 为沙棘叶黄酮在食品和药用领域的开发提供了有

利的理论支持。 
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