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摘! 要：介绍了以苦瓜植株各部分为原料用微波法提取黄酮，通过正交试验对该方法进行了最佳

条件的探讨。实验结果表明：以体积分数 3%>乙醇水溶液作提取溶剂，固液比 $? /%（@ A 5B），微波

照射 " 56.，浸提时间 $ C，提取温度 1% D，苦瓜叶中黄酮提取率最高。并用该最佳条件分别提取苦

瓜叶、茎、果、根的黄酮类化合物，测其质量分数分别为 $E #$#>、%E =3/>、$E 3/3>、%E 1&3>。
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! ! 苦瓜又称凉瓜、锦荔枝，是葫芦科苦瓜属植物，

在我国各地均有种植。苦瓜不仅是人们喜爱的瓜

类蔬菜，其众多的药用功能更引起人们关注，它有

消暑解热、明目解毒的作用，而且还有抗癌、降低血

糖、治疗糖尿病的作用。近来研究表明，苦瓜对艾

滋病也有治疗作用。由于提取工艺的优劣直接关

系到药用植物中有效成分的收率、后加工的难易程

度以及生产成本的高低，所以，研究苦瓜组分的提

取体系对开发苦瓜保健品及药品都具有很好的参

考价值和指导意义。通过采用微波和乙醇相结合

的方 法 提 取 苦 瓜 叶、茎、果、根 中 的 黄 酮 类 化 合

物［$ ‘ =］，探讨了从苦瓜类植物中提取黄酮类化合物

的最佳工艺条件，利用所得的最佳工艺条件分别提

取了苦瓜叶、茎、果、根中的黄酮类化合物，并测定

了它们的含量，为苦瓜类植物的充分利用提供了新

的方法。
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!" 材料与方法

!# !" 仪器和试剂

材料：苦瓜叶、茎、果、根，采自娄底市郊。

!"#$%& 紫外可见分光光度计：日本岛津公司

产品；’#& 型分光 光 度 计：厦 门 分 析 仪 器 厂 生 产；

()*$$% 型石英亚沸高纯水蒸馏器：上海浦东物理光

学仪器厂生产；+,-#.% 型电子分析天平：梅特勒托

利多仪器（ 上海）有限公司产品；//-# 型电热恒温

水浴锅：上海浦东物理光学仪器厂生产；&%&-#+0 电

热鼓风干燥箱：天津市泰斯特仪器有限公司产品；

(/0-!型循环式多用真空泵：郑州长城科技工贸有

限公司产品；微波炉：上海松下微波炉有限公司生

产；粉碎机：武艺县屹立工具有限公司产品。无水

乙醇；石油醚；亚硝酸钠溶液（$ 1 2 34）；硝酸铝溶液

（&% 1 2 34）；氢氧化钠溶液（. 1 2 34）。所用试剂均

为分析纯，水为亚沸高纯蒸馏水。芦丁：中国医药

集团上海化学试剂公司（生化试剂）产品。

!# $" 实验方法

!# $# !" 材料的处理 " 用自来水快速冲洗苦瓜叶、

茎、果、根，自然干燥，然后置于 $% 5恒温干燥箱中

干燥 &# 6，取出后粉碎，将它们依次过 #%% 目、&.%
目、’% 目、.% 目、#% 目分样筛，取其相应的级分，装

入干燥的磨口瓶中备用。条件实验选择用苦瓜叶。

!# $# $" 标准溶液的配制和标准曲线的制作" 准确

称取在 &#%5干燥至恒重的芦丁标准试剂 %7 %$% 1，

用体积分数 8%9乙醇超声溶解，并完全移入 $%% :4
容量瓶中，用体积分数 8%9 乙醇定容。分别取上述

芦丁标准溶液 %、&7 %、#7 %、87 %、.7 %、$7 %、;7 %、’7 %
:4 于 < 只 #$ :4 容量瓶中，用体积分数 8%9 乙醇

补充至 &#7 $ :4，加入 $ 1 2 34 的 =>=?#&7 % :4，摇

匀，放置 $ :@A 后加入 &% 1 2 34 的 +B（=?8）8&7 % :4，

; :@A 后再加入 . 1 2 34 的 =>?/ $7 % :4，摇匀，用体

积分数 8%9乙醇稀释至刻度，&% :@A 后于波长 $%$
A: 处比色测定，试剂为空白参比，结果见表 &。

C C 根据表 & 结果用最小二乘法作线性回归，得芦

丁质量浓度（!）与吸光度（"）的关系曲线的回归方

程式：! D %7 %’8 <" E %7 %%% #88。相 关 系 数 # D
%7 FFF ’。本检测方法芦丁质量浓度与吸光度有良

好的线性关系。

!# $# %" 苦瓜植株各部分黄酮类化合物的提取和测

定" 称取 #7 % 1 苦瓜类植物粉，用体积分数 $%9 乙

醇以固液比 &G 8%（1 2 :4）先在微波炉中用解冻挡

表 !" 芦丁标准质量浓度—吸光度的关系

&’() !" *+’,-’.- ./+0, 12,13,+.’+02,4’(52.(’,13

标样体积 2 :4 质量浓度 2（"1 2 :4） 吸光度 +

& %7 %% %7 %%%

# %7 %%. %7 %$%

8 %7 %%< %7 &%$

. %7 %&# %7 &$8

$ %7 %&; %7 #&.

; %7 %#% %7 #;F

’ %7 %#. %7 8#8

< %7 %#< %7 8’;

处理 # :@A，然后在一定温度下加热回流提取，趁热

减压过滤，滤液用石油醚分次萃取出叶绿素及可溶

性脂类后完全 移 入 &%% :4 容 量 瓶，用 体 积 分 数

8%9乙醇定容至刻度。取提取液 # :4 分别置于 .
只 #$ :4 容量瓶中，用体积分数 8%9 乙醇补充至

&#7 $ :4，加入 $ 1 2 34 的 =>=?# &7 % :4，摇匀，放置

$ :@A 后加入 &% 1 2 34 的 +B（=?8）8 &7 % :4，; :@A 后

再加入 . 1 2 34 的 =>?/ $7 % :4，混匀，用体积分数

8%9 乙醇稀释至刻度，&% :@A 后于波长 $%$ A: 处比

色测定，试剂为空白参比。测定吸光度，取其中 8
次的平均值，根据回归方程得到其质量分数，然后

计算提取率。

提取率 D（黄酮类化合物质量 2 干物料质量）H&%%9
!# %" 显色时间的选择及其稳定性试验

分别 考 察 芦 丁 标 样 和 提 取 液 的 稳 定 性，按

&7 #7 & 和 &7 #7 # 所述方法操作，每隔 8 :@A 测定一次

吸光度值，观察吸光度值在 8 I ;% :@A 内的变化。

!# 6" 干扰试验

在混合液中分别加入 .7 % 1 2 4 的葡萄糖、蔗糖

和麦 芽 糖 和 常 见 的 J E 、=> E 、K1# E 、L># E 、*A# E 、

MN8 E 进行实验，观察吸光度的变化。

!# 7" 回收率实验

在不同提取液中加等量芦丁标样，按 &7 #7 & 和

&7 #7 # 所述方法操作，测定其回收率。

$" 结果与讨论

$# !" 最佳波长的选择

分别用 %7 <、&7 %、&7 # :4 芦 丁 标 准 溶 液，按

&7 #7 # 节方法操作，在 .%% I ;%% A: 范围内进行波

长选择。实验结果表明，溶液的最大吸收波长为

$%$ A:。
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!" !# 浸提条件的选择

!" !" $# 浸提溶剂的选择# 黄酮类化合物无论是游

离的黄酮甙元还是黄酮甙都易溶于乙醇、甲醇等溶

剂中。根据文献［!］，丙酮的提取效果比乙醇、甲醇

的好，以体积分数 "#$ 丙酮提取最好。但是由于丙

酮价格较贵且含有毒成分，生产上一般不用。实验

选择常使用的乙醇进行初步实验，结果表明：提取

苦瓜叶中的总黄酮时，乙醇的体积分数低于 %#$ 时

过滤出现困难，乙醇体积分数高于 &#$ 时叶绿素等

脂溶性物质的溶出也增大，造成待测液中杂质较

多，分离纯化难度也大大增加。为了后续的过滤、

回收溶剂、干燥、纯化等操作比较容易，本实验中选

择以体积分数 %#$ 的乙醇溶剂进行提取。

!" !" !# 粉碎粒度对浸提效果的影响# 粒度不同浸

提效果也不同，粒度小浸提效果好，但粒度不宜过

小，否则过滤出现困难。本实验中以过 ’#、!#、"#、

(!#、’## 目筛的几种粒度的苦瓜叶粉末进行比较

（见表 (）。结果表明，以 (!# ) "# 目的粉末浸提效

果最好。

表 !# 粒度大小对黄酮提取的影响

%&’( !# )**+,- .* /0&123&04-5 .1 -6+ *3&7.1.489 +:-0&,-4.1

粒度 * 目 吸光度（!） 粗黄酮质量分数 * $

+ ’## 目 #, (-( ( #, .-(

’## 目 ) (!# 目 #, (.( " (, #/.

(!# ) "# 目 #, ’#" (, (’’

!# ) ’# 目 #, (.- (, #"/

# ) ’# 目 #, (-- ( (, #’

0 注：条件：苦瓜叶：’ 1，"# 2，回流 ( 次，每次 ( 3，体积溶

剂 * 苦瓜叶量（45 * 1）6 /#7 (。

!" !" ;# 微波处理时间对浸提效果的影响# 准确称

取苦瓜叶粉末 ’, # 1 选择不同微波解冻挡处理时间。

按实验方法 (, ’, ’ 提取，测定吸光度，结果见表 /：

表 ;# 微波处理时间对黄酮提取的影响

%&’( ;# )**+,- .* <4,0.=&7+ -4<+ .1 -6+ *3&7.1.489 +:-0&,>
-4.1

微波处理时间 * 489 吸光度（!） 粗黄酮质量分数 * $

#, % #, ’(# " (, (!’

(, # #, ’/& . (, ’-!

(, % #, ’!( % (, /#.

’, # #, ’%" ! (, /.%

’, % #, ’!. & (, /%/

/, # #, ’/% & (, ’""

!, # #, ’(( / (, (!%

0 0 从表 / 中数据分析得知，当微波处理 ’ 489 提

取效果最好，因为微波处理可以促进苦瓜叶细胞中

有效活性成分的溶出，而且通过微波的强辐射使苦

瓜叶细胞的内部结构破坏，使黄酮分子快速地从细

胞里扩散到细胞外的溶剂中，从而使提取率大大的

增加。而当微波处理时间超过 ’ 489 之后吸光度反

而下降则是由于微波的强热辐射时间太长，导致了

温度过高，造成了黄酮结构的破坏吸光度反而下

降。另外长时间的微波处理也导致了乙醇溶剂的

挥发和暴沸，反而不利于提取。

!: !: ?# 温度对浸提效果的影响0 准确称取苦瓜叶

粉末 ’ 1，选择不同处理温度。按实验方法 (, ’, ’ 提

取，测定吸光度，结果见表 !。

表 ?# 温度对黄酮提取的影响

%&’( ?# )**+,- .* -+<@+0&-20+ .1 -6+ *3&7.1.489 +:-0&,-4.1

温度 * 2 吸光度（!） 粗黄酮质量分数 * $

%# #, (#& " #, %"-

&# #, (’% % #, &-#

"# #, ’/! ! (, ’"(

-# #, ’&( ’ (, !(&

.# #, ’!’ & (, /(%

0 0 由表 ! 中数据分析得知，当温度达到 -# 2，此

时吸光度最大、提取率最高。当温度为 %# ) &#2时

吸光度变化不大；当温度升高到 "# 2以上，吸光度

大幅度增加，这主要是由于黄酮类化合物在乙醇中

的溶解度随温度的升高而增加，同时由于提取温度

的增加提取液的黏度减小，扩散系数增加促进提取

速度的加快；而当提取温度超过 -# 2 时提取率反

而下降则是由于温度过高，破坏了黄酮分子的结

构，导致了提取率下降。

!" !" A# 回流时间对浸提效果的影响# 准确称取苦

瓜叶粉末 ’, # 1，选择不同回流时间。按实验方法

(, ’, ’ 提取，测定吸光度，结果见表 %。

表 A# 回流时间对黄酮提取的影响

%&’( A# )**+,- .* 0+*32: -4<+ .1 -6+ *3&7.1.489 +:-0&,-4.1

回流时间 * 489 吸光度（;） 粗黄酮质量分数 * $

(% #, ’&! " (, !/%

/# #, ’/% . (, ’".

!% #, ’"/ # (, !-#

&# #, ’"& # (, !.&

(’# #, ’%- ’ (, /..

(-# #, ’#’ . (, (##

’!# #, (!! & #, "-!

/## #, (’# ( #, &%(
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! ! 实验结果表明，当提取时间为 "# $%& 时提取效

果最好，提取时间过短黄酮类化合物没有完全浸出

到溶剂中；而当时间超过 "# $%& 提取率反而下降，

这是由于提取时间太长有部分乙醇被挥发，导致沸

点逐渐增大，从而破坏了某些黄酮类化合物。

!" !" #$ 固液比对浸提效果的影响$ 准确称取苦瓜

叶粉末 ’( # )，选择不同固液比。按实验方法 *( ’( ’
提取，测定吸光度，结果见表 "。

表 #$ 固液比对黄酮提取的影响

%&’( #$ )**+,- .* /.012 -. 013412 5&-1. .6 -7+ *0&8.6.12/ +9:
-5&,-1.6

固液比（) + $,） 吸光度（!） 粗黄酮质量分数 + -

*. */ #( */0 ’ #( 12"

*. ’# #( *13 * *( #’/

*. ’/ #( ’*2 1 *( */3

*. 2# #( ’02 2 *( 2*3

*. 2/ #( ’’1 " *( ’23

*. 0# #( ’’3 ’ *( ’0’

! ! 结果表明黄酮类化合物的浸出率随着溶剂量

的增加而增大，一般来说溶剂体积越大有效成分浸

出越完全，提取率越大，但过大的固液比会造成溶

剂和能源的浪费，并且给后续的浓缩工作带来困

难。因此，从降低成本等综合考虑，确定固液比为

*. 2#（) + $,）左右比较合适。

!( ;$ 正交实验确定提取的最佳条件

根据上述各种因素影响的试验结果和已有的

资料介绍及实际情况，确定以回流时间、提取温度、

固液比、微波处理时间 0 因素，进行正交实验设计，

测定苦瓜叶浸提样品中的总黄酮的提取率。正交

试验的设计及结果与分析见表 4、表 1。

表 <$ 正交实验方案 =>（;?）

%&’( <$ %7+ @5.A5&B .* +9@+51B+6- ’C .5-7.A.6&0 2+/1A6

因子

水平

微波处理

时间 ! + $%&
固液比 " +
（) + $,）

回流时间

# + $%&
提取温度

$ + 5

* *6 / *. ’/ 0/ 4#

’ ’6 # *. 2# "# 1#

2 ’6 / *. 2/ 4/ 3#

! ! 相同实验条件同一批次平行提取 2 份样品。

按实验方法测定各提取液中总黄酮的含量。从表

中通过极差分析可知，影响黄酮类化合物提取的主

次顺序为：微波处理时间（!）7 回流时间（#）7 固

液比（"）7 回流温度（$），最好的提取条件为乙醇

的体积分数为 /#- ；提取时间为 0/ $%&；微波处理

时间为 ’( / $%&；提取温度为 1# 5；固液比为*. 2/
（) + $,）；即 !2"2#*$’。

表 D$ 黄酮化合物提取正交实验结果

%&’( D $ %7+ 5+/40-/ .* -7+ *0&8.6.12/ E1-7 .5-7.A.6&0 2+:
/1A6 +9@+51B+6-

水平
因 素

! " # $
粗黄酮

质量分数 + -
* * * * * *6 #**

’ * ’ ’ ’ *6 *2’

2 * 2 2 2 *6 23’

0 ’ 2 ’ ’ *6 ’#2

/ ’ ’ * 2 *6 ’’"

" ’ * 2 * *6 20/

4 2 * ’ 2 *6 ’/1

1 2 2 2 * *6 2*’

3 2 ’ * ’ *6 /’3

%* 2& /2 2& "# 2& 4/ 2& ""

%’ 2& 4" 2& 14 2& /1 2& 1/

%2 0& #1 2& 3# 0& #0 2& 1"

’* *& *1 *& ’# *& ’/ *& ’’

’’ *& ’/ *& ’3 *& *3 *& ’1

’2 *& 2" *& 2# *& 2/ *& ’3

( #& *1 #& *# #& *" #& #"

!" ?$ 浸提次数的确定

称取 ’ ) 苦瓜叶粉末，在最佳条件下提取 0 次，

结果见表 3。

表 >$ 不同提取次数对黄酮提取的影响

%&’( >$ )**+,- .* .@+5&-1.6 -1B+/ .6 -7+ *0&8.6.12/ +9-5&,:
-1.6

次数
粗黄酮

质量分数 + -
相对

提取率 + -
累计

提取率 + -

* *( /2* 30( *" 30( *"

’ #( #1/ /( ’2 33( 23

2 #( ##3 #( // 33( 30

0 #( ##* #( #" *##

! ! 由表 3 可知，浸提次数越多，累积提取率越高，

但提高幅度显著下降。第 2、0 次提取率都较低，合

计只有 #( "*- 。因此，本方法只需提取 ’ 次，即可

将 33- 以上的黄酮化合物提取出来。

!( F$ 显色时间的选择及其稳定性试验

按实验方法，样品每隔 2 $%& 测定一次吸光度

值，吸光度值在 *# 8 2# $%& 内基本不变。本实验中

选择 */ $%& 为显色时间。显色反应结束 2# $%& 后，

在室温小于 ’/ 5的环境中，其吸光度 * 9 内保持不
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变。

!" #$ 干扰试验

在混合液中分别加入 !" # $ % & 的葡萄糖、蔗糖

和麦芽糖，测定结果表明：相对误差在 ’ () 以内，

这些 组 合 不 干 扰 黄 酮 的 测 定；* + 、,- + 、.-/ + 、

0$/ + 、12/ + 对反应无影响，345 + 对实验测定有一定

的影响，本实验选择 6789 做掩蔽剂。

!" %$ 回收率实验

在不同提取液中加等量芦丁标样，按实验方法

测得其回收率，结果见表 :#。

表 &’$ 回收率试验结果（! ()）

*+,- &’$ ./01230 45 6/748/69

样品含
黄酮量 % ;$ 加标量 % ;$ 测得量 % ;$ 回收率 % )

#< :== : #< :## # #< /== 5 :##< /

#< :>> ? #< :## # #< />> ! >>< @

#< #== = #< :## # #< :== ? :##< 5

#< ::= ! #< :## # #< /:@ ( :#:< #

!" :$ 苦瓜叶、茎、果、根总黄酮含量的测定

按实验所得的最佳条件提取苦瓜叶、茎、果、根

中的黄酮类化合物，分别测其含量，结果见表 ::。

A A 黄酮类化合物在苦瓜茎、叶、果、根中的含量不

同，可能与黄酮类化合物的合成、运输、积累有关，

黄酮类化合物在叶、果中含量较高，原因可能是因

为是次生代谢化合物，它的形成以光合作用为基

础，叶、果是黄酮类化合物的产生部位。同时根作

为内源生长素运输的调节物，定位在生长素运输的

调节点上，也积累了一定的含量。茎作为运输通

道，黄酮类化合物积累较小。

表 &&$ 苦瓜不同器官总黄酮含量（! (;）

*+,- &&$ ./01230 45 52+84<4=>0 564? ?4?46>=7+ 7@+6+<3=+2
45 8+6=/39 46A+<0

样品 黄酮质量分数 % )

茎 #" !(5

叶 :" =:=

果 :" (5(

根 #" ?@(

B$ 结$ 论

在苦瓜植株各部分黄酮类化合物提取中，影响

提取效率的主次顺序为：微波处理时间 B 回流时间

B 固液比 B 回流温度。最好的提取条件为乙醇的

体积分数为 (#)；提取时间为 !( ;C2；微波处理时

间为 /" ( ;C2；提取温度为 ?# D；固液比为 : E 5#
（$ % ;&）。苦瓜植株叶、茎、果、根中黄酮类化合物的

质 量 分 数 分 别 为 :" =:=)、#" !(5)、:" (5()、

#" ?@()。
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