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藤茶果实中二氢杨梅素的提取工艺研究
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（湖北民族大学生物科学与技术学院，湖北　恩施　４４５０００）

摘　要：利用正交试验设计优化藤茶果实中二氢杨梅素的提取工艺。以甲醇为溶剂，利用索式提
取的方法提取藤茶果实和种子中的二氢杨梅素；在此基础上，以甲醇体积、提取温度和提取时间
为因素，采用等水平正交表Ｌ９ （３４）设计三因素三水平试验。结果表明：藤茶果实中二氢杨梅素
的含量显著高于藤茶种子；二氢杨梅素提取的最佳工艺条件为１ｇ藤茶样本，甲醇用量１５０ｍＬ，
提取温度８５℃，提取时间４ｈ，该条件下藤茶果实中二氢杨梅素含量为４４．７７ｍｇ·ｇ－１。藤茶果实
二氢杨梅素含量高于藤茶籽，更适于作为二氢杨梅素提取的材料；甲醇提取较之乙醇，更有利于
藤茶果实中二氢杨梅素的提取，而温度是决定提取率的最主要因素。
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葡萄，是葡萄科蛇葡萄属的一种野生藤本植物，是
一种非常古老的中草药资源、类茶植物资源和药食

两用植物资源。二氢杨梅素是藤茶的主要活性成
分，具有抗氧化、保肝护肝、消炎、止咳、降血
糖、降血脂、增强免疫和抗肿瘤［１］等多种生理药理
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活性。

　　目前藤茶二氢杨梅素的提取和制备主要采用藤
茶幼嫩茎叶为原料［２－４］，而有关藤茶果实二氢杨梅
素的提取和制备方面的研究鲜见报道。本试验以藤
茶果实为原料，以二氢杨梅素含量为指标，通过正
交试验设计优化溶剂体积、提取温度和提取时间，
确定藤茶果实中二氢杨梅素的最佳提取条件，以期
进一步促进藤茶果实的开发与利用。

１　材料与方法

１．１　仪器与材料

１．１．１　仪器　酶标仪、电子天平、索氏提取器、

９６孔细胞培养板、干燥箱、ＤＦＹ－５００粉碎机 （江
阴市新友机械制造有限公司）、恒温水浴锅、移液
枪。

１．１．２　材料　试验用藤茶果实于２０１８年１０月４
日采摘于来凤县大河镇。甲醇、乙醇、二氢杨梅素
标准品 （９８％，ＨＰＬＣ）购于上海同田生物科技有
限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　原料处理　藤茶果实采摘于恩施市来凤县
大河镇两河口，洗净后，分为两部分。其中１份剥
皮、留籽，将籽洗净、平铺晾干至恒重，而后置于
粉碎机中粉碎成粉末，放于容器中贴好标签备用。
另１份藤茶果实直接晾干至恒重，粉碎，备用。

１．２．２　测定波长的确定　称取少量二氢杨梅素纯
品，溶解取样置于９６孔板中，于酶标仪中扫描测
定得扫描图谱，根据扫描图谱确定二氢杨梅素的最
大吸收波长。

１．２．３　试验材料的确定　各称取１．００００ｇ藤茶果
实粉末和藤茶籽粉末，分别用１５０ｍＬ甲醇和１５０
ｍＬ乙醇、在８０℃的条件下用索氏提取抽提４ｈ，
取样置于酶标仪测量。利用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ　８．０软件进
行数据作图分析，确定试验材料。

１．２．４　索氏提取　用电子天平称取１．００００ｇ样本
粉末，用滤纸包成圆柱形，放入索氏提取器内，在
烧瓶里加入甲醇，水浴加热回流提取，自然冷却，
用倾泻法将烧瓶中的提取液转移到烧杯中，用少量
甲醇洗涤烧瓶２～３次，合并提取液，定容至２５０
ｍＬ容量瓶。

１．２．５　正交试验设计　以二氢杨梅素的含量为指
标，对影响二氢杨梅素含量的甲醇用量 （１００、

１５０、２００ｍＬ）、提取温度 （７５℃、８０℃、８５℃）、

提取时间 （４、６、８ｈ）３个因素进行Ｌ９ （３４）等水
平正交试验设计，确定最佳提取条件。

１．３　含量测定

１．３．１　二氢杨梅素标准曲线的制备　称取适量二
氢杨梅素纯品，制得浓度梯度为２、４、６、８、１０

μｇ·ｍＬ
－１的标准液，并依次于酶标仪中测量。求

得２９１ｎｍ处吸光度，以标准溶液的浓度为横坐标，
吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。

１．３．２　藤茶果实中二氢杨梅素含量测定　采用紫
外－分光光度法测定藤茶中二氢杨梅素的含量［５］。
称取１．０００ｇ藤茶果实粉末，索氏提取后，将容量
瓶中的提取液用２００μＬ移液枪移至９６孔板中，移

４～６个置于酶标仪中，测量２９１ｎｍ下的吸光度，
取其平均值，然后在二氢杨梅素标准曲线上查出相
应含量。

１．４　数据处理

　　利用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ　８．０软件进行数据分析，采用

ＳＰＳＳ　２０．０进行正交试验数据的方差分析。

２　结果与分析

２．１　二氢杨梅素的扫描吸收光谱

　　结合扫描吸收光谱与相关文献报道，确定最大
吸收峰为２９１ｎｍ，故采用２９１ｎｍ作为二氢杨梅素
浓度测定的波长 （图１）。

图１　二氢杨梅素的吸收光谱

２．２　溶剂及果实部位对二氢杨梅素提取量的影响

　　藤茶果实中的二氢杨梅素显著高于藤茶种子；
且藤茶果实的甲醇提取物中二氢杨梅素含量显著高

于乙醇提取物 （图２）。故采用甲醇作为藤茶果实中
二氢杨梅素的抽提试剂。
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图２　不同溶剂及果实部位对二氢杨梅素提取量的影响

２．３　二氢杨梅素标准曲线

　　以二氢杨梅素浓度为横坐标，２９１ｎｍ吸光度
值为纵坐标，绘制散点图 （图３），通过非线性回
归分析，建立回归方程为：ｙ ＝ －０．０４１　１４＋
０．０３６　２６×ｅ０．２０３９ｘ，Ｒ＝０．９３７　１９；回归方程极显著。

图３　二氢杨梅素标准曲线

２．４　正交试验结果

　　正交试验结果表明，３个因素对藤茶果实二氢
杨梅素提取影响程度大小依次为温度、甲醇用量、

时间，各因素最优水平组合为Ａ２Ｂ３Ｃ２ （表１）。

　　方差分析表明 （表２），在显著性水平α＝０．１０
时，甲醇用量Ａ和时间Ｃ两因素的各水平间差异
不显著 （Ｐ＞０．１０）；而温度Ｂ各水平间差异显著
（Ｐ＜０．１０）。综合表１～２结果，得到最佳可行提取
工艺组合为 Ａ２Ｂ３Ｃ１，即温度８５℃、甲醇用量１５０
ｍＬ、时间４ｈ，此提取条件下的ＯＤ值为２．８４。

表１　藤茶果实二氢杨梅素提取结果的极差分析

试验号
甲醇用量

Ａ
温度

Ｂ
时间

Ｃ
空白列

Ｄ
ＯＤ值

１　 １　 １　 １　 １　 ２．４６

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２．７７

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ２．７１

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ２．７５

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ２．７７

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ２．８４

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ２．４３

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ２．７８

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ２．８０

Ｋ１ ７．９５　 ７．６４　 ８．０９　 ８．０３

Ｋ２ ８．３５　 ８．３２　 ８．３２　 ８．０４

Ｋ３ ８．０１　 ８．３５　 ７．９１　 ８．２４

ｋ１ ２．６５　 ２．５５　 ２．７０　 ２．６８

ｋ２ ２．７８　 ２．７７　 ２．７７　 ２．６８

ｋ３ ２．６７　 ２．７８　 ２．６４　 ２．７５

Ｒ　 ０．１４　 ０．２４　 ０．１３　 ０．０７

表２　藤茶果实二氢杨梅素提取结果的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 显著性

甲醇用量Ａ　 ０．０３４　 ２　 ０．０１７　 ３．６０８　 ０．２１７

温度Ｂ　 ０．１０７　 ２　 ０．０５４　 １１．４８９　 ０．０８０

时间Ｃ　 ０．０２８　 ２　 ０．０１４　 ３．０２４　 ０．２４９

误差Ｄ　 ０．００９　 ２　 ０．００５

总变异 ０．１７９　 ８

２．５　验证试验结果

　　将最适条件下提取液分别稀释０、５、１０、２０
倍，测 得 其 吸 光 度 值 分 别 为２．７９５　５、０．４９９　９、

０．３３５　６、０．１８３　９。其中，稀释２０倍的样本吸光数
值处在二氢杨梅素标准曲线取值范围内，因此将
数 据０．１８３　９代入回归方程 中，求得 ｘ＝８．９５

μｇ·ｍＬ
－１，在该条件下藤茶果实中二氢杨梅素提

取量为１７９．０６μｇ·ｍＬ
－１，换算得出藤茶果实中二

氢杨梅素含量４４．７７ｍｇ·ｇ－１。

３　讨论与结论

　　目前，有关用藤茶提取二氢杨梅素的提取工艺
已有大量研究报道［６－９］，但大多均是以藤茶幼嫩茎
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叶为材料进行提取，围绕藤茶果实及种子的二氢杨
梅素提取工艺鲜见报道。

　　研究表明，湖南省张家界藤茶果实中二氢杨梅
素含量为６．２５５％，而叶片中二氢杨梅素含量为

１３．３％～２５．５％［１０］，果实中二氢杨梅素含量显著低
于叶片中二氢杨梅素含量。其他研究表明产自湖南
郴州、湖南湘潭和福建武夷山的藤茶 （存放１年）
叶片、花和叶柄中二氢杨梅素含量分别为３．８３～
３．９９ｍｇ·ｇ－１、１．２９～１．４４ ｍｇ·ｇ－１ 和 ０．９８～
１．０４ｍｇ·ｇ－１；采用晒干方式加工藤茶的二氢杨梅
素平均含量为４．７２ｍｇ·ｇ－１，是采用热风烘干方
式的１．２倍；且不同存放时间藤茶二氢杨梅素含量
由高到低为存放２年、存放１年、存放３年，存放

２年的藤茶二氢杨梅素含量平均含量达到１４．４２
ｍｇ·ｇ－１，是存放３年的１３．８７倍［３］。可以看出不
同产地、不同器官、不同加工方法，甚至不同存放
时间对藤茶中二氢杨梅素的含量均有较大影响。

　　本试验显示影响藤茶果实二氢杨梅素提取效果
的因素中，温度＞甲醇用量＞时间，这一结果与藤
茶干燥茎叶基于索氏提取的文献报道一致［１１－１２］。
试验测得藤茶果实索氏提取法最佳提取条件为温度

８５℃，甲醇用量１５０ｍＬ，时间４ｈ；在此条件下，
藤茶果实中二氢杨梅素含量为４４．７７ｍｇ·ｇ－１。该
试验结果可为藤茶果实的开发与利用奠定基础。
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