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摘 要 目的：优化沙棘叶和沙棘籽中黄酮的提取工艺。方法：以 6种黄酮苷元即儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮素、山柰酚、异鼠李

素的提取率总和为指标，以乙醇体积分数、提取时间、提取次数、料液比为考察因素，采用L9（34）表设计正交试验，分别优化沙棘叶

和沙棘籽中黄酮的提取工艺，并进行验证试验。结果：沙棘叶中黄酮的最优提取工艺为乙醇体积分数70％、提取3次、每次提取

2.0 h、料液比1 ∶16；沙棘籽中黄酮的最优提取工艺为乙醇体积分数50％、提取3次、每次提取1.5 h、料液比1 ∶24；验证试验中，沙棘

叶和沙棘籽中6种黄酮苷元的提取率总和分别为56.4、15.4 mg/g（RSD分别为1.4％、3.4％，n＝3）。结论：优化后的提取工艺方法

简便、稳定、可行，可用于沙棘叶和沙棘籽中黄酮成分的提取。
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Optimization of Extraction Technology for Flavonoids in Leaves and Seeds of Hippophae rhamnoides by
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology for flavonoids in leaves and seeds of Hippophae rhamnoides.

METHODS：Using the total extraction rate of 6 flavonoid aglycones（catechins，rutin，myricetin，quercetin，kaempferol，isorham-

netin）as index，ethanol volume fraction，extraction time，extraction times，material-lipid ratio as investigation indexes，L9（34）or-

thogonal test was designed to optimize the extraction technology of flavonoids in leaves and seeds of H. rhamnoides，and verifica-

tion test was carried out. RESULTS：The optimum extraction technology for flavonoids in leaves of H. rhamnoides was ethanol vol-

ume fraction of 70％，extracting for 3 times with material-lipid ratio of 1 ∶ 16，and 2.0 h each time；and that of seeds was ethanol

volume fraction of 50％，extracting for 3 times with material-lipid ratio of 1 ∶ 24，and 1.5 h each time. In verification test，the total

extraction rate of 6 flavonoid aglycones was 56.4 mg/g in the leaves（RSD＝1.4％，n＝3）and 15.4 mg/g in the seeds（RSD＝

3.4％，n＝3）. CONCLUSIONS：Optimized extraction technology is simple，stable，feasible，and can be used for extracting the fla-

vonoids in leaves and seeds of H. rhamnoides.

KEY WORDS Leaves of Hippophae rhamnoides；Seeds of Hippophae rhamnoides；Orthogonal test；Extraction technology；Fla-

vonoid aglycone
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沙棘（Hippophae rhamnoides Linn.）为胡颓子科酸刺

属的灌木或小乔木，别名醋柳 [1]，具有多种营养保健作

用，可作为营养食品、药物和护肤品[2]。沙棘黄酮是沙棘

中的重要活性物质，具有抗心肌缺血[3]、降糖[4]、抗肿瘤[5]、

抗菌 [6]、消炎 [7]等作用。自 1977年起，沙棘便被列入了

《中国药典》，此后在历版药典中均有记载[8]。除了被广

泛关注的沙棘果之外，沙棘叶、沙棘籽等沙棘的其他部

位也富含多种黄酮成分，具有相当高的药用价值[9]。深

入开发沙棘叶和沙棘籽的经济价值，尤其是其药用价

值，需要对沙棘的药用成分进行更为精准有效的提取分

析。在现有的沙棘黄酮提取工艺研究中，多以总黄酮为

单一考察指标对提取方法的效率进行评价，不仅缺乏针

对单一黄酮成分的分析及提取工艺研究，也缺乏针对不

同提取部位的工艺优化。本研究以沙棘叶和沙棘籽为

样本，以沙棘中6种主要黄酮苷元的提取率总和为指标，

设计正交试验，优化其活性成分的提取工艺。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AT高效液相色谱仪（日本岛津公司）；ACM-L

超细粉碎机（青岛微纳粉体机械有限公司）；DZF-08真

空干燥箱（上海博泰实验设备有限公司）；DT-200B电子

天平（常熟市佳衡天平仪器有限公司）；HH-4数显恒温

水浴锅（上海豫康科教仪器设备有限公司）；BSA124S精

密电子天平[赛多利斯科学仪器（北京）有限公司]；Lyo-

Quest-85真空冻干机（西班牙泰事达科技有限公司）；

RE-52A 旋转蒸发器（郑州科泰实验设备有限公司）；

PURIST UV超纯水系统（上海乐枫生物科技有限公司）。

1.2 药材、对照品与试剂

沙棘叶、沙棘籽（新疆金之源生物科技有限责任公

司，采摘日期为 2016年 4月，鉴定人为无锡市药品安全

检验检测中心副主任中药师金卓）；儿茶素（批号：

H1603040，纯度：＞98％）、杨梅素（批号：L1623059，纯

度：＞98％）、山柰酚（批号：B1704013，纯度：＞98％）、异

鼠李素（批号：K1624002，纯度：＞98％）对照品均购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司；槲皮素（批号：

LI40Q05，纯度：＞98％）、芦丁（批号：LTC0Q20，纯度：＞

98％）对照品均购自百灵威科技有限公司；乙醇、石油

醚、磷酸、盐酸均为分析纯，甲酸、甲醇均为色谱纯，水为

超纯水。

2 方法与结果
2.1 沙棘黄酮醇提物制备

沙棘叶、沙棘籽去杂后，经粉碎机粉碎后烘干，以料

液比1 ∶ 8（g/mL）加入石油醚，70 ℃加热回流2 h，过滤后

弃滤液，剩余滤渣挥干石油醚，得脱脂脱水沙棘叶、沙棘

籽样品。精密称定10 g样品，以50％乙醇回流提取1 h，

回收乙醇，干燥至无醇味，残留物冻干至呈粉末状。

2.2 6种黄酮苷元含量测定及方法学验证

2.2.1 供试品溶液制备 精密称取“2.1”项沙棘黄酮粉

末50 mg，加入20 mL甲醇，混合均匀后加入20 mL 25％

盐酸溶液，以氮气保护，90 ℃下加热回流 1 h，待溶液冷

却至室温后，过滤。将续滤液转移至 50 mL量瓶中，摇

匀，用甲醇定容至刻度，即得供试品溶液。

2.2.2 对照品溶液制备 分别精密称取儿茶素、芦丁、

杨梅素、槲皮素、山柰酚、异鼠李素对照品各 5.0 mg，混

合均匀后，用甲醇逐级稀释，以盐酸调节pH至2.5，得质

量浓度分别为 0.23、0.47、0.94、1.88、3.75、7.50、15.00、

30.00 μg/mL的系列混合对照品溶液。

2.2.3 色谱条件 色谱柱：Shimadzu C18（150 mm×2.1

mm，5 μm）；流动相：甲醇-水（含 0.4 ％磷酸）（60 ∶ 40，
V/V）；流速：1.0 mL/min；柱温：40 ℃；检测波长：208 nm；

进样量：20 μL。取对照品及样品（正交试验号1）溶液进

样分析，结果理论板数以6种成分计均大于1 500，峰1～

4的分离度均大于 2，峰 5～6分离度约为 1.5，系统适用

性良好。色谱图见图1。

2.2.4 线性关系及定量限考察 取系列质量浓度的混

合对照品溶液进样检测，建立各黄酮苷元的标准工作曲

线，以溶液中各黄酮苷元的质量浓度为横坐标（x）、以相

应的黄酮苷元的峰面积为纵坐标（y）进行线性回归，得

回归方程分别为儿茶素：y＝128 086x+101 987（R2＝

0.999 6）；芦丁：y＝13 553x+27 405（R2＝0.999 6）；杨梅素：

y＝32 713x－2 733.8（R2＝0.999 9）；槲皮素：y＝37 503x－

9 514.1（R2＝0.999 4）；山柰酚：y＝38 039x－5 124.4

（R2＝0.999 7）；异鼠李素：y＝38 376x－3 240.2（R2＝

0.999 8）。结果表明，6种黄酮苷元检测质量浓度线性范

围均为0.234～30.0 μg/mL，定量限均为0.234 μg/mL。

2.2.5 精密度、稳定性、重复性、准确度试验 按照相关

试验要求，进行方法学验证。结果表明，精密度试验中，

6种黄酮苷元峰面积RSD值均小于 1.77％（n＝6）；稳定

性试验中（12 h内），6种黄酮苷元峰面积RSD值均小于

1.51％（n＝6）；重复性试验中，6种黄酮苷元峰面积RSD

值均小于1.83％（n＝6）；准确度试验中，6种黄酮苷元的

注：1.儿茶素；2.芦丁；3.杨梅素；4.槲皮素；5.山柰酚；6.异鼠李素

Note：1.catechins；2.rutin；3.myricetin；4.quercetin；5.kaempferol；

6.isorhamnetin

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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加样回收率均为 99.69％～106.81％（RSD＝3.59％，n＝

6）。

2.3 正交试验优化黄酮提取工艺

2.3.1 正交试验设计 参考前期沙棘叶黄酮提取单因

素试验结果[10]，选择乙醇体积分数（A）、提取时间（B）、提

取次数（C）、料液比（D）为考察因素，以6种黄酮苷元的提

取率总和为综合考察指标，采用L9（34）表设计正交试验[11]，

对提取工艺进行考察。各黄酮苷元的提取率＝各黄酮

苷元量/沙棘原料质量×100％。6种黄酮苷元的提取率

总和即为各黄酮苷元提取率之和。

因素与水平见表1。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

乙醇体积分数（A），％
50

60

70

因素
提取时间（B），h

1.0

1.5

2.0

提取次数（C）

1

2

3

料液比（D），g/mL

1 ∶8
1 ∶16

1 ∶24

2.3.2 沙棘叶正交试验结果与分析 按照L9（34）提取正

交试验设计，沙棘叶提取试验安排及方差分析结果见表

2、表3。

表2 沙棘叶正交试验设计与结果

Tab 2 Orthogonal test design and results of leaves of

H. rhamnoides

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

乙醇体积分
数（A），％

1

1

1

2

2

2

3

3

3

41.40

34.97

43.43

8.47

提取时间
（B），h

1

2

3

1

2

3

1

2

3

40.77

35.33

43.70

8.37

提取次数
（C）

1

2

3

2

3

1

3

1

2

36.40

41.53

41.87

5.47

料液比
（D），
g/mL

1

2

3

3

1

2

2

3

1

37.83

41.83

40.13

4.00

提取率，mg/g

儿茶
素

10.3

12.3

19.1

15.4

11.7

14.1

16.6

11.3

17.0

芦丁

9.1

9.9

7.2

5.8

4.3

5.9

9.6

6.9

14.3

杨梅
素

11.6

12.5

14.1

10.7

8.8

11.2

15.0

11.6

8.8

槲皮
素

2.1

2.0

2.5

2.0

2.0

2.2

2.5

2.1

2.2

山柰
酚

1.6

1.6

1.9

1.7

1.5

1.7

2.0

1.6

2.0

异鼠
李素

2.0

1.9

2.4

2.0

1.9

2.1

2.5

2.1

2.4

总和

36.6

40.3

47.3

37.6

30.2

37.1

48.1

35.5

46.7

表3 沙棘叶正交试验结果的方差分析

Tab 3 Variance analysis in orthogonal test results of

leaves of H. rhamnoides

误差来源
A

B

C

D

误差

离均差平方和
117.21

108.13

56.35

24.12

0.20

自由度
2

2

2

2

均方差
58.60

54.06

28.17

12.09

0.10

F

586.03

540.63

281.73

120.90

P

＜0.01

＜0.01

＜0.01

＜0.01

注：F0.05（2，2）＝19；F0.01（2，2）＝99

Note：F0.05（2，2）＝19；F0.01（2，2）＝99

由表 2直观分析可知，A因素中各水平影响大小顺

序为A3＞A1＞A2，B 因素中各水平影响大小顺序为B3＞

B1＞B2，C因素中各水平影响大小顺序为C3＞C2＞C1，D

因素中各水平影响大小顺序为D2＞D3＞D1，各因素对提

取工艺影响大小顺序为A＞B＞C＞D，最优工艺条件为

A3B3C3D2。方差分析结果显示，各因素均有极显著影响

（P＜0.01），其中 A 因素影响最大，D 因素的影响最小。

综合考虑，最终确定沙棘叶中黄酮最优提取工艺条件为

乙醇体积分数70％、提取3次、每次提取2.0 h、料液比1 ∶
16。

2.3.3 沙棘籽正交试验结果与分析 依据“2.3.2”项下

相同方法，对沙棘籽中的黄酮提取条件进行优化，试验

设计与方差分析结果见表4、表5。

表4 沙棘籽正交试验设计与结果

Tab 4 Orthogonal test design and results of seeds of

H. rhamnoides

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

乙醇体积分
数（A），％

1

1

1

2

2

2

3

3

3

10.43

8.27

8.57

2.17

提取时间
（B），h

1

2

3

1

2

3

1

2

3

8.63

9.37

9.27

0.73

提取次数
（C）

1

2

3

2

3

1

3

1

2

7.03

9.27

10.97

3.93

料液比
（D），
g/mL

1

2

3

3

1

2

2

3

1

9.17

7.60

10.50

2.90

提取率，mg/g

儿茶
素

3.8

5.7

8.5

5.3

5.9

3.2

5.6

5.0

5.8

芦丁

3.2

3.0

4.3

3.2

3.6

1.3

2.1

2.5

2.4

杨梅
素

0.1

0.1

0.2

0.1

0.2

0.1

0.1

0.1

0.1

槲皮
素

0.3

0.2

0.3

0.3

0.3

0.1

0.2

0.2

0.3

山柰
酚

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.1

0.2

0.2

0.2

异鼠
李素

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

0.1

0.3

0.3

0.3

总和

8.0

9.4

13.9

9.4

10.5

4.9

8.5

8.2

9.0

表5 沙棘籽正交试验结果的方差分析

Tab 5 Variance analysis in orthogonal test results of

seeds of H. rhamnoides

误差来源
A

B

C

D

误差

离均差平方和
8.27

0.95

23.35

12.64

0.15

自由度
2

2

2

2

均方差
4.13

0.47

11.67

6.32

0.08

F

55.13

6.33

155.66

84.28

P

＜0.05

＜0.01

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19；F0.01（2，2）＝99

Note：F0.05（2，2）＝19；F0.01（2，2）＝99

由表 4直观分析可知，A因素中各水平影响大小顺

序为A1＞A3＞A2，B因素中各水平影响大小顺序为B2＞

B3＞B1，C因素中各水平影响大小顺序为C3＞C2＞C1，D

因素中各水平影响大小顺序为D3＞D1＞D2，各因素对提

取工艺影响大小为 C＞D＞A＞B，最优工艺条件为

A1B2C3D3。方差分析表结果显示，C因素对结果有极显

著影响（P＜0.01），A、D因素对结果也有显著影响（P＜

0.05），B因素对结果无显著影响。综合考虑，最终确定

沙棘籽中黄酮最优提取工艺条件为乙醇体积分数50％、

提取3次、每次提取1.5 h、料液比1 ∶24。
2.4 验证试验
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取同批沙棘叶和沙棘籽粉末各 3份，每份 100 g，以

正交试验所得优化条件进行工艺验证试验，结果见表6。

表6 沙棘叶和沙棘籽中黄酮提取工艺验证试验（n＝3）

Tab 6 Verification test of the extraction technology

for flavonoids in leaves and seeds of H. rham-

noides（n＝3）

黄酮

儿茶素
芦丁
杨梅素
槲皮素
山柰酚
异鼠李素
总和

沙棘叶
提取率均值，mg/g

19.132

14.164

15.283

2.920

2.308

2.587

56.394

RSD，％
3.5

3.7

8.0

0.2

0.1

0.5

1.4

沙棘籽
提取率均值，mg/g

9.124

5.003

0.198

0.459

0.254

0.346

15.384

RSD，％
4.0

3.3

1.6

2.5

1.1

0.2

3.4

表6结果显示，沙棘叶中儿茶素、芦丁、杨梅素、槲皮

素、山柰酚、异鼠李素的提取率分别约为 19.1、14.2、

15.3、2.9、2.3、2.6 mg/g，提取率总和约为56.4 mg/g；沙棘

籽中 6种黄酮苷元的提取率分别约为 9.1、5.0、0.2、0.5、

0.3、0.3 mg/g，提取率总和约为 15.4 mg/g。验证结果提

示，优化后的提取工艺结果稳定、可靠。

3 讨论

现有的黄酮提取技术中，多以紫外分光光度法测定

所得总黄酮的含量结果为检验标准，无法鉴别具体的黄

酮种类及其含量，因此无法对提取工艺和过程进行精确

质控。而笔者通过研究发现，采用高效液相色谱法，可

对沙棘叶和沙棘籽中的6种黄酮苷元进行快速分离和精

确分析，可实现对提取物中黄酮种类和含量的全面分

析。另外再结合正交试验，利用建立的6种黄酮苷元的

含量测定方法得到的含量结果，可筛选合适的提取条

件，使得6种黄酮成分均能同时并最大化被提取出来，兼

顾了不同指标的综合效应，实现了提取工艺的整体优

化。本试验结果表明，采用优化后的提取工艺，沙棘叶

和沙棘籽中的黄酮成分提取效果明显：沙棘叶6种黄酮

苷元的提取率总和高达56.4 mg/g，沙棘籽达到15.4 mg/g，

均高于文献[10，12-14]报道的水平。因此，本试验结果

为沙棘黄酮的工业化提取提供了新的方法参考。

从本试验结果也可以看出，沙棘叶及沙棘籽中的黄

酮含量差异明显。沙棘叶中的黄酮苷元以儿茶素、杨梅

素、芦丁为主，同时槲皮素、山柰酚、异鼠李素也有一定

的含量，因此适当提高醇提液中乙醇的比例、延长提取

时间，可兼顾6种黄酮类成分，获得最优提取效果。而沙

棘籽中黄酮含量较低，且以水溶性好的儿茶素和芦丁为

主，水溶性较差的其他黄酮总占比不足1％，因此适当调

高醇提液中的水分比例，可提高水溶性黄酮的提取率，

获得最优提取效果。综上，采用各黄酮成分组成的多指

标对药材中的黄酮进行提取，可依据药材中所含黄酮的

种类和特性及时调整提取条件，与只以总黄酮为考察指

标的工艺相比，可获得更优的提取效果。
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