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微波辅助骨碎补黄酮的提取及抗氧化活性研究 
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物化学教育部重点实验室 化学化工学院，陕西  西安  710062） 

摘要：采用微波辅助结合响应曲面优化（RSM）法，对骨碎补黄酮提取中的原料质量浓度、微波功率及微波时

间等工艺参数进行了优化，为骨碎补黄酮的定量提取提供了理论依据。考察了骨碎补黄酮清除羟基自由基（OH·）

和过氧负离子自由基（O2
2–·）的能力。结果表明，骨碎补黄酮的最佳提取条件为：原料质量浓度 0.03 g/L、微波

功率 400 W、微波时间 10 min，在此条件下，骨碎补黄酮的提取率最高，达 5.57%；抗氧化活性实验结果表明，

当提取的骨碎补黄酮的质量浓度分别为 2.5 和 3.5 g/L 时，骨碎补黄酮对 OH·及 O2
2–·的清除率分别为 10.12%和

35.71%。通过响应曲面确定了提取率与影响因素之间的二次多项函数模型。 
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Microwave-assisted Extraction and Antioxidant Activities of  
Flavonoids from Drynaria Rhizome 
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Abstract: A microwave-assisted extraction procedure of flavonoids from drynaria rhizome was developed 

by response surface methodology (RSM) with alcohol as solvent. The effects of mass concentration of raw 

material, microwave power and microwave time on the extraction yield of flavonoids were investigated. 

The antioxidant activities of the resultant flavonoids were estimated by the scavenging rate against hydroxyl 

radical and peroxyl radical. The results showed that the best extraction conditions of flavonoids were 

obtained as follows: mass concentration 0.03 g/L, microwave power 400 W, and microwave time 10 min. 

Under these extraction conditions, the maximum extraction yield of flavonoids was achieved (5.57%). The 

evaluation of antioxidant activity suggested that the flavonoids exhibited significant antioxidant activities. 

When the mass concentration of flavonoids was 2.5 g/L, the maximum hydroxy radical scavenging rate was 

10.12%, and when the mass concentration of flavonoids reached 3.5 g/L, the maximum scavenging rate for 

peroxyl radical was 35.71%. The above experimental results showed that the extraction yield was 

determined by RSM and quadratic multinomial function model between influence factors, which could 

provide a theoretical basis for the quantitative extraction of flavonoids from drynaria rhizome. 

Key words: drynaria rhizome; flavonoids; microwave-assisted; antioxidant activity; modernization 

technology of traditional Chinese medicines 
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骨碎补（Drynaria rhizome）为水龙骨科植物槲

蕨 〔 Drynaria fortunei(Kunze)J.Sm 〕 及 中 华 槲 蕨

〔Drynaria baronii(Christ) Diels〕的干燥根茎 [1]。由

于在临床上其经常用于跌打损伤病症的治疗，因此

得名骨碎补。骨碎补的化学成分以二氢黄酮和糖苷

类化合物为主[2]。在中西医临床上其对症治疗肾亏

阴虚、耳鸣耳聋、牙齿掉落、跌打损伤及骨裂骨折

等病症[3]。然而，有关骨碎补中黄酮的有效提取及

相应产品的综合开发利用还处在起步阶段。 

根据已有的文献报道，提取黄酮类化合物的研

究方法较多，如，刘晓娇[4]等人考察了商洛产粗榧

叶中总黄酮的提取工艺和抗氧化活性，结果表明，

采用正交实验得出黄酮提取率与提取因素之间的非

线性关系，虽然确定了最佳的黄酮提取因素组合，

但是仍存在考察不彻底、不全面等缺点，对两两因

素之间的交互作用不能通过正交实验给出明确的结

果；李彩霞[5]等、王明艳[6]等人分别研究了“黑美人”

土豆黄酮和毛冬青根黄酮的提取工艺，尽管二者都

采用了响应曲面法对因素与提取率之间的二次函数

模型进行优化，得到了最佳的因素水平组合，但是，

提取率仍然较低，分别为 1.03%、0.419%。由于微

波辐射能够加速有效物质的快速溶出，可以间接提

高黄酮的提取效率，因此，采用微波辅助提取黄酮

类化合物，有望提高黄酮的提取效率。李志平[7]等

人采用微波辅助法提取柿叶黄酮，提取率最高达

25.1%；马燕燕[8]等人以及赵文红[9]等人分别采用响

应面优化酶法和热水法提取柿叶黄酮，最高提取率

分别为 2.47%和 6.12%；另外，卢润双[10]等人采用

微波辅助法提取山楂黄酮的提取率最高，为 8.02%。

霍红 [11]等人采用乙醇提取柿叶黄酮的提取率为

4.31%。所以，采用微波辅助提取黄酮，比热水提取

和乙醇提取等其他方法的提取效率高。 

因此，为了提高黄酮的提取率，且能够全面分

析提取因素之间的交互作用，避免正交实验出现的

因素分析不全等问题。本文采用微波辅助结合响应

曲面优化法，对骨碎补黄酮提取中的原料质量浓度、

微波功率及微波时间进行了优化，以期能够得出最

佳的因素水平组合，获得较高的提取效率。考察了

骨碎补黄酮在人工模拟的体外环境下对自由基的清

除能力，以说明其抗氧化活性，为骨碎补黄酮功能

产品的研发提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

骨碎补：购自于甘南中药材大药房，乙醇、亚

硝酸钠、正丁醇、乙醚、硝酸铝、氢氧化钠、丙酮、

维生素 C、硫酸亚铁、水杨酸、过氧化氢（质量分

数 30%）、邻苯三酚、Tris-盐酸、浓盐酸，以上均为

试剂纯，购于兰州龙腾盛世化学试剂有限公司；芦

丁：生化试剂，购于国药集团化学试剂有限公司。 

UV1600-双光束紫外-可见分光光度计（上海美

普达仪器有限公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  骨碎补黄酮提取工艺的单因素实验设计 

在微波功率和微波时间确定的基础上，考察不

同的原料质量浓度（0.01、0.02、0.03、0.04、0.05 g/L）

对黄酮提取率的影响；在微波功率和原料质量浓度

确定的基础上，考察微波时间（4、6、8、10、12 min）

对提取率的影响；在微波时间和原料质量浓度确定

的基础上，考察微波功率（160、320、400、480、

640 W）对提取率的影响。 

1.2.2  骨碎补黄酮的提取实验 

取粉碎的骨碎补 5 g，加入乙醇作为提取溶剂，

得到料液比为 0.03 g/L 的提取体系。将体系摇匀静

置 24～48 h 后，在微波功率 400 W、时间 10 min 条

件下，提取骨碎补黄酮。提取完成后，利用循环水

浴真空泵快速抽滤，将乙醇通过旋转蒸发回收，固

体加入蒸馏水搅拌 30 min 左右，离心或静置，取上

层清液，留存备用[12]。其他料液比、微波功率和微

波时间下骨碎补黄铜的提取实验方法同上。 

1.2.3  骨碎补黄酮含量测定方法 

采用比色法[13]进行黄酮含量的测定，具体步骤

参照文献[14-15]：准确量取 1 mL 样品液于 50 mL 容

量瓶中，加入体积分数为 60%的乙醇至 6 mL，加入

质量分数为 5%的NaNO2溶液 1 mL，摇匀，静置 6 min，

加入质量分数为 10%的 Al(NO3)3 溶液 1 mL，摇匀，

静置 6 min，加入质量分数为 4%的 NaOH 溶液 10 mL，

最后用体积分数为 60%的乙醇溶液定容，并摇匀，

静置 15 min。以不含黄酮的空白试剂作为对照，以芦

丁为标准品，在 510 nm 下测定芦丁标准品及样品的

吸光度，以吸光度为纵坐标，以芦丁质量浓度为横

坐标绘制标准曲线，然后根据芦丁标准曲线求得黄

酮的提取率。黄酮提取率计算公式如下。 

黄酮提取率/%=(ρ×V×D)/m×100 

式中：ρ为提取液中骨碎补黄酮的质量浓度，g/L；

V 为提取液的体积，mL；D 为稀释倍数；m 为原料

干重，g。 

1.2.4  骨碎补黄酮响应曲面实验设计方案 

以单因素实验为基础，选择最优的单因素作为

响应曲面优化的基础影响因素，根据 Box-Behnken

设计[16]结合中心实验组合原理[17]，确定骨碎补黄酮

提取率与影响因素之间的水平组合，实验设计结果
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如表 1 所示。 

 
表 1  实验因素及水平 

Table 1  factors and levels of test 

水平 
 

–1 0 1 

A 原料质量浓度/（g/L） 0.01 0.03 0.05 

B 微波功率/W 320 480 640 

C 微波时间/min 8 10 12 

 
1.2.5  骨碎补黄酮抗氧化活性测定 

1.2.5.1  羟基自由基（OH·）清除能力测定 

参考 Fenton 反应体系模型[18-20]，在 9 mmol/L

的水杨酸 -乙醇溶液中  （乙醇作为溶剂），加入     

9 mmol/L FeSO4，再加入 8.8 mmol/L H2O2，生成具

有强氧化活性的反应体系。然后，加入不同质量浓

度的骨碎补黄酮溶液，与显色剂水杨酸竞争羟基自

由基，从而使反应体系的吸光度减小。采用固定反

应时间法，在相同体积的反应体系中加入不同质量

浓度的骨碎补黄酮溶液，用蒸馏水作为空白试剂，

在波长 510 nm 处测吸光度，以羟基自由基的清除率

为抗氧化活性指标[21-22] ，以同质量浓度的维生素 C

作为阳性对照，骨碎补黄酮对羟基自由基的清除率

按下式计算。 

清除率/%=[1－(A1－A2)/A3]×100 

式中：A1 为加入骨碎补黄酮溶液后溶液的吸光度；

A2 为以蒸馏水代替显色剂水杨酸的吸光度；A3 为以

蒸馏水代替骨碎补黄酮的空白组的吸光度。 

1.2.5.2  过氧负离子自由基（O2
2–·）清除能力测定 

根据黄酮清除过氧负离子自由基的原理，结合

已有的文献报道[23-24]，采用邻苯三酚（焦性没食子

酸）在自身氧化过程中产生的过氧负离子自由基作

为反应体系的目标靶物质。具体操作为：取 8 支具塞

的 10 mL 比色管，贴上标签，首先加入 4.5 mL、    

0.1 moL/L Tris-HCl 缓冲液（pH=8.2），再分别加入

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 g/L 不同质量浓度的

黄酮溶液各 1 mL，混匀，25 ℃静置 10 min，加入

反应试剂焦性没食子酸 0.1 mL、继续加入浓盐酸 

（12 moL/L）0.1 mL，终止反应。在特征吸收波长

（330 nm）处测定不同质量浓度溶液的吸光度。以

不加焦性没食子酸的实验组作为空白，以不加黄酮

的反应组作为对照。骨碎补黄酮对 O2
2–·的清除率按

下式计算。 

清除率/%=(A0－Ai)/(A0－A)×100 

式中：A0 为对照组的吸光度；A 为空白组的吸光度；

Ai 为加入黄酮的实验组吸光度。 

2  结果与分析 

2.1  芦丁标准曲线绘制 

芦丁标准曲线见图 1。 
 

 
 

图 1  芦丁标准曲线 
Fig. 1  Standard curve of Rutin 

 
黄酮类化合物的测定以芦丁为标样，根据芦丁

标准品质量浓度与对应吸光度绘制标准曲线，计算

骨碎补黄酮的含量。通过线性回归方程可知，芦丁

标准品的线性范围为 0.01~0.05 mg/L。吸光度与质

量浓度之间具有较好的线性关系（R2=0.9794）。 

2.2  单因素实验结果分析 

2.2.1  原料质量浓度对骨碎补黄酮提取率的影响 

按照 1.2.2 节方法进行实验，考察了不同原料质

量浓度对骨碎补黄酮提取率的影响，结果见图 2。 
 

 
 

图 2  原料质量浓度对黄酮提取率的影响 
Fig. 2  Effect of mass concentration of raw material on the 

extraction yield of flavonoids  

 
从图 2 可以看出，当原料质量浓度从 0.01 g/L

增加至 0.03 g/L 时，总黄酮的提取率增加明显，在

原料质量浓度为 0.03 g/L 时达到最大值，为 5.42%，

继续增加原料的质量浓度，黄酮的提取率反而减小。

原因可能是，在其他操作条件一定时，适当增大原

料质量浓度有利于黄酮溶出，但是继续加大原料质

量浓度，微波内加热作用和超声波空化作用反而降

低，即细胞膜和细胞壁破碎效果减弱，黄酮溶出减
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少，黄酮收率下降，这与山豆根黄酮的提取及抗氧

化抑菌活性研究结果一致[25]。所以，确定最佳的原

料质量浓度为 0.03 g/L。 

2.2.2  微波功率对骨碎补黄酮提取率的影响  

按照 1.2.2 节方法进行实验，考察了不同微波功

率对骨碎补黄酮提取率的影响，结果见图 3。 
 

 
 

图 3  微波功率对骨碎补黄酮提取率的影响 
Fig. 3  Effect of microwave power on on the extraction yield 

of flavonoids 
 

由图 3 可知，骨碎补黄酮的提取率与微波功率

之间存在明显的量效关系，当微波功率增加到 400 W

时，黄酮的提取率最大，为 4.82%，随着微波功率

的逐渐增大，黄酮提取率反而减小。原因可能是，

随着微波功率的增大，微波的内加热效应显著增强，

细胞壁和细胞膜破碎效果增大，黄酮类化合物迅速

离开细胞并溶解到水中，当微波功率过高时，过大

的微波辐射能量可能会破坏化合物结构[26]，导致黄酮

提取率下降，故微波功率以 400 W 为宜。 

2.2.3  提取时间对骨碎补黄酮提取率的影响 

按照 1.2.2 节方法进行实验，考察了不同微波时

间对骨碎补黄酮提取率的影响，结果见图 4。 
 

 
 

图 4  微波时间对黄酮提取率的影响 
Fig. 4  Effect of microwave time on the extraction yield of 

flavonoids 
 

由图 4 可知，在 4~10 min 内，黄酮的提取率与

微波时间呈正相关性，浸提时间为 10 min 时，黄酮

提取率达到最大值，为 5.27%，之后，随着微波时

间的延长，提取率开始减小。原因可能是，随着提

取时间的延长，微波辐射能量越来越大，有利于细

胞膜和细胞壁的破碎，黄酮溶出量增强，但是当提

取时间过长时，过大微波辐射能量可能会引发部分

黄酮化合物分解，黄酮物质可能被微波巨大的机械

能所破坏 [25]，导致黄酮提取率降低，故提取时间以  

10 min 为宜。 
 

2.3  骨碎补黄酮提取率响应曲面设计结果分析 

骨碎补黄酮提取率与三因素之间的相互作用结

果见表 2。 
 

表 2  Box-Behnken 设计及黄酮提取率响应值 
Table 2  Box-Behnken design and the response values for the 

extraction yield of flavonoids 

实验号
A原料质量浓

度/(g/L) 
B 微波功率

/W 
C 微波时间

/min 
黄酮提取率

/% 

1 –1 0 1 4.48 

2 0 0 0 5.40 

3 1 0 1 4.85 

4 0 0 0 5.53 

5 0 –1 –1 5.10 

6 0 1 –1 4.32 

7 1 –1 0 4.31 

8 1 0 –1 5.03 

9 –1 –1 0 4.28 

10 0 0 0 5.57 

11 0 1 1 5.02 

12 0 –1 1 4.45 

13 0 0 0 5.50 

14 –1 1 0 4.30 

15 1 1 0 4.53 

16 –1 0 –1 4.47 

17 0 0 0 5.53 
 

利用响应曲面分析软件，对提取率与提取因素

之间的作用方式给出了模拟函数方程：Y=5.39+ 
0.15A+0.21B+0.13C+0.033AB–0.048AC+0.10BC– 
0.29A2–0.75B2–0.33C2，并对所得的数据进行显著性

分析，确定了因素对提取率影响的显著程度，实验

结果如表 3 所示。 

由表 3 可以看出，整体模型具有一定的显著性

（P<0.05），说明所选择的考察因素（微波功率、微

波时间、原料质量浓度）对黄酮的提取率具有显著

性影响。因此，采用 BBD 设计结合响应曲面优化法 

考察骨碎补黄酮提取率与提取条件之间的函数模型

具有一定的可行性。表 3 显著性结果表明，本次实

验整体标准偏差的平均值对于骨碎补黄酮的提取率

影响可忽略（失拟项 P>0.05），同时，也说明实验

过程中黄酮实验数据测定值之间具有较小的偏差。

通过各因素之间的交互作用可知，微波功率（B），

原料质量浓度与微波功率（AB）以及微波功率与微

波功率（B2）两两因素的交互作用对骨碎补黄酮的
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提取率具有极显著的影响（P<0.01），然而，其他多

因素之间的交互作用属于显著影响（P<0.05）。根据

回归分析结果（表 3），利用 Design-Expert 软件对两

两因素之间的交互作用给出 3D曲面图，结果见图 5。 
 

表 3  响应曲面实验结果方差分析 
Table 3  Response surface experiment results anova analysis 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 
显著性

标识

模型 3.69 9 0.41 4.24 0.0349 * 

A 0.18 1 0.17 1.88 0.0131 * 

B 0.34 1 0.34 3.57 0.0019 ** 

C 0.13 1 0.13 1.35 0.2839  

AB 4.336×10–3 1 4.336×10–3 0.045 0.0083 ** 

AC 9.025×10–3 1 9.025×10–3 0.093 0.7688  

BC 0.041 1 0.041 0.42 0.0356 * 

A2 0.35 1 0.35 3.60 0.0798  

B2 2.15 1 2.15 22.20 0.0022 ** 

C2 0.45 1 0.45 4.67 0.0376 * 

残差 0.68 7 0.097    

失拟项 0.42 3 0.14 2.22 0.2284  

纯误差 0.25 4 0.063    

总和 4.37 16     

注：**代表 P<0.01，为差异极显著；*代表 P<0.05，为差

异显著；F 为方差分析的比值；P 为显著性。 

 

 
 

 
 

图 5  各交互作用因素对黄酮提取率的响应曲面图 
Fig. 5  Response surface plots showing the effects of the 

variables for the extraction yield of flavonoids 
 

从图 5 可知，提取率与影响因素之间具有较高

的显著性，表现为在三维空间抛物面的曲度较大，

而且开口朝下，说明该函数模型具有极大值，根据

所建立的函数模型，优化得出骨碎补黄酮的最佳提

取条件为：原料质量浓度 0.031 g/L、微波时间 9.7 min、

微波功率 401.7 W。根据实际情况，结合具体操作，

将优化的提取因素调整为：微波时间 10 min、微波

功率 400 W、原料质量浓度 0.03 g/L，在调整后的提

取条件下，平行做 5 次实验，黄酮的平均提取率最

高为 5.57%。实验结果表明，采用响应曲面优化法

能够较为合理的选择提取因素，科学客观的评价提

取因素与提取率之间的相关性[27]。 
2.4  骨碎补黄酮抗氧化活性结果分析 

按照 1.2.5 节的方法进行实验，考察了骨碎补黄

酮对羟基自由基和过氧负离子自由基的抗氧化活

性，实验结果见图 6 和图 7。 

由图 6、图 7 可知，骨碎补黄酮能够清除一定

浓度的自由基，且清除自由基的活性与骨碎补黄酮

浓度有关。骨碎补黄酮对羟基自由基和过氧负离子

自由基的清除能力随着黄酮质量浓度的增加而增

强。当骨碎补黄酮质量浓度分别增加到 2.5 g/L（图

6）和 3.5g/L（图 7）时，溶液中骨碎补黄酮质量浓

度达到饱和，对羟基自由基的清除能力达到极限值 

（10.12%）（图 6），对过氧负离子自由基清除能力

达到最大值，为 35.71%（图 7）。以维生素 C 作为阳

性对照，当维生素 C 质量浓度分别增加到 2.5 g/L（图

6）和 3.5 g/L（图 7）时，其对羟基自由基及过氧自

由基的清除率分别为 76.8%和 85.6%。从图 6、7 中

可以看出，骨碎补黄酮的抗氧化活性远小于还原力

较强的维生素 C，这与山楂核总黄酮的抗氧化活性

研究结果相似[28]，所以，骨碎补黄酮化合物可以应

用于食品、药品及化工产品，作为天然的抗氧化剂。 
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图 6  骨碎补黄酮对羟基自由基的清除率 
Fig. 6  Scavenging rate of flavonoids from drynaria rhizome 

for hydroxide radical 
 

 
 

图 7  骨碎补黄酮对过氧负离子自由基的清除率 
Fig. 7  Scavenging rate of flavonoids from drynaria rhizome 

for peroxyl radical 
 

3  结论 

确定了骨碎补黄酮提取的最佳工艺参数，并探

究了其体外抗氧化活性。通过响应曲面优化法，建

立了骨碎补黄酮提取因素与提取率之间的数学模

型，在此基础上优化得到骨碎补黄酮提取因素的最

优组合为：原料质量浓度 0.03 g/L、微波功率 400 W、

微波时间 10 min，骨碎补黄酮的提取率高达 5.57%。

抗氧化实验结果表明，提取的骨碎补黄酮对羟基自

由基及过氧负离子自由基的最大清除率分别为

10.12%和 35.71%，其清除能力与黄酮的质量浓度呈

明显的量效关系。 
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