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正交设计优选乌饭树叶中总黄酮的微波提取工艺研究 
   
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(浙江中医药大学，杭州 310053) 

 
摘要：目的  探讨微波辅助提取乌饭树叶中总黄酮的最佳工艺。方法  利用紫外分光光度法测定乌饭树叶总黄酮的含量，

采用单因素试验和 L9(3
4)正交设计试验进行优化，以其总黄酮转移率为指标，考察提取温度、提取时间、乙醇浓度、粉

碎程度和料液比对总黄酮转移率的影响，筛选最佳提取工艺。结果  微波提取乌饭树叶总黄酮的最佳工艺：取乌饭树叶

粉碎过 80 目筛，加入 40 倍量 70%乙醇于 70 ℃下 250 W 微波提取 10 min。经验证实验结果表明，此条件下总黄酮转移

率达 91.34%，纯度 21.53%(RSD=0.75%，n=3)。结论  微波提取具有效率高、时间短、能耗低等优点，且优选的提取工

艺稳定，为乌饭树叶的后续研究提供了一定的参考。 
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Study on Microwave Extraction Process of Total Flavonoids from Vaccinium Bracteatum Thunb. Leaves 
by Orthogonal Design 

 

WANG Xiumin, ZHAO Yongqin, CHEN Ye, HU Jinxiang, SHI Senlin*(Zhejiang Chinese Medical University, 

Hangzhou 310053, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the microwave extraction process of total flavonoids in leaves of Vaccinium 
bracteatum Thunb.. METHODS  Ultraviolet spectrophotometry was used to determine the total flavonoids in Vaccinium 
bracteatum Thunb. leaves. While the transferring rate of total flavonoids was taken as index, single factor and L9(3

4) orthogonal 
test was employed to optimize the microwave extraction process parameters including extraction temperature, extraction time, 
ethanol concentration, degree of pulverization and material liquid ratio. RESULTS  The optimum of microwave extraction 
process was as followed: the Vaccinium bracteatum Thunb. leaves was smashed and filtrated through 80 mesh, then 70% ethanol 

was added at the material liquid ratio of 1︰40; the microwave extraction process was performed at the temperature of 70 ℃ 

and microwave power of 250 W for 10 min. Under this condition, the verification test results showed that the transferring rate of 
the total flavonoids of Vaccinium bracteatum Thunb. leaves was 91.34% and the purity was 21.53%(RSD=0.75%, n=3). 
CONCLUSION Microwave extraction has the advantages of high efficiency, brief and low energy consumption, and the 
optimized extraction process is stable, which provides a reference for follow-up study of Vaccinium bracteatum Thunb. leaves.  
KEYWORDS: Vaccinium bracteatum Thunb. leaves; total flavonoids; microwave extraction; orthogonal experiment 
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乌饭树(Vaccinium Bracteatum Thunb.)为杜鹃

花科越桔属植物，又名南烛、乌饭子、染菽[1]，广

泛分布于我国长江以南地区以及马来西亚、日本、

泰国等东南亚国家[2]。其叶更是一种药食兼用的传

统植物资源，江浙一带素有以乌饭树的嫩茎叶浸

汁后染米蒸饭食用的习惯，此饭具有很高的营养

价值，有“久服轻身，长年，令人不饥，变白去

老”之称[3]。宋《开宝本草》、明《本草纲目》均

记载乌饭树叶有益精气、强筋骨、明目、止泄等

功效。但目前对乌饭树叶的研究较少，研究领域

较局限，综合利用率低。 

有研究报道[4]，在乌饭树叶中含有大量的以芦

丁、槲皮素为代表的黄酮类成分。黄酮类成分在

抗氧化[5-8]、抑菌[9-10]、抗疲劳[11]以及改善糖尿病

患者血糖和血脂水平上有良好功效，具有一定的

市场开发前景。目前，黄酮类成分的提取以回流

提取为主[12-13]，该方法存在提取时间较长、溶剂

消耗大、提取效率较低等问题。也有笔者利用超

声提取技术对乌饭树叶进行提取工艺研究[14]，但提

取效果也不理想。而微波提取技术以其能耗低、效

率高、提取充分等特点，广泛应用于各种生物活性

成分的提取过程。基于此，本研究通过正交设计优

化乌饭树叶中总黄酮的微波提取工艺，为乌饭树叶

黄酮类化合物的进一步研究和利用提供参考。 
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1  仪器与试剂 

MAS- pulsⅡ 型常压微波提取器(上海新仪微

波化学科技有限公司)；JA2003N 电子天平(上海精

密仪器有限公司)；XS105 分析天平(梅特勒-托利

多仪器有限公司)；UV-2450 紫外可见分光光度计

(日本 SHIMAD2U 公司)；WH-2 微型旋涡混合仪

(上海沪西分析仪器公司)；DK-S26 电热恒温水浴

锅(上海精宏实验设备有限公司)；SHB-III 循环水

式多用真空泵 (郑州长城科工贸有限公司 )；

RE-300V 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器有限公

司)；Millipore Synergy 超纯水系统。 

试验材料是 2017 年不同叶龄(幼嫩叶和成熟

叶)的乌饭树叶，室温自然阴干，粉碎过 60 目筛，

备用。硝酸铝(分析纯，上海科昌精细化学公司)；

氢氧化钠(分析纯，成都市科龙化工试剂厂)；亚硝

酸钠(分析纯，上海振欣试剂厂)；芦丁对照品(中

国药品生物制品检定所，HPLC≥98.0%，批号：

100080-200707)；水为 Millipore 超纯水。 

2  方法与结果 

2.1  乌饭树叶中总黄酮含量测定方法的建立 

2.1.1  对照品溶液的配制   精密称取对照品

10 mg，用 80%的乙醇溶解，转入 50 mL 干燥恒定

的量瓶中，用 80%乙醇定容，得 0.2 mg·mL1 的芦

丁对照品溶液。 

2.1.2  供试品溶液的配制   取乌饭树叶粉(过 60

目筛)约 0.4 g，精密称定，置 250 mL 圆底烧瓶中，

加 70%的无水乙醇 30 mL，加热回流 2次，每次 2 h，

合并滤液，浓缩蒸干，用 80%乙醇定容至 100 mL

量瓶中备用。 

2.1.3  检测波长的确定  准确吸取“2.1.1”项下

对照品溶液和“2.1.2”项下供试品溶液各 5 mL 至

25 mL 量瓶中，加入 1.0 mL 5%的 NaNO2 溶液，

摇匀，放置 6 min，然后加 1 mL 10%的 Al(NO3)3

溶液，静置 6 min 后，再加入 10 mL 4%的 NaOH

溶液，最后用 80%的乙醇定容，混合均匀，放置

15 min；以空白试剂为对照，用紫外分光光度计在

400~700 nm 下进行扫描[11]，选择最大吸收波长。

结果在 501 nm 处有最大吸收峰，故选择 501 nm

为测定波长。  

2.1.4  测定方法  按“2.1.3”项下方法操作，随

行试剂为空白，在 501 nm 波长处分别测定供试品

溶液和对照品溶液的吸光度，计算，即得。 

2.1.5  线性关系考察  精密吸取“2.1.1”项下对

照品溶液 0.5，1.0，2.0，3.0，4.0 mL，分别置于

10 mL 量瓶中，各加 80%乙醇溶液至 5 mL，加 5% 

NaNO2 溶液 0.5 mL，摇匀放置 6 min，再加 10%

的 Al(NO3)3 溶液 0.5 mL，摇匀放置 6 min，加 4%

的 NaOH 溶液 4 mL，摇匀放置 15 min；以相应试

剂为空白，在 501 nm 处测定对照品溶液的吸光度，

以吸光度为纵坐标 (Y) ，以芦丁对照品浓度 

(mg·mL1)为横坐标(X)，进行线性回归，得回归方

程为 Y=11.243X0.062 8，r=0.999 4。结果表明芦

丁对照品浓度在 0.01~0.08 mg·mL1 内与吸光度呈

良好的线性关系。 

2.1.6  仪器精密度试验   取对照品溶液，按

“2.1.4”项下方法测定，在 501 nm 处连续测定吸

光度 6 次，记录吸光度。结果显示，吸光度的 RSD

值为 0.11%，表明仪器精密度良好。 

2.1.7  稳定性试验  取同一批供试品(批次 1)溶

液，分别在显色后 0，10，20，30，40，50 min(从

显色放置 15 min 后开始计时)按“2.1.4”项下方法

操作，在 501 nm 处进行测定，记录吸光度，结果

RSD为 2.00%，表明供试品在50 min内稳定性良好。 

2.1.8  重复性试验  取乌饭树粉末(批次 1)6 份，

每份约 0.4 g，精密称定，按“2.1.4”项下方法测

定，并在 501 nm 处测吸光度，计算得样品中乌饭

树叶总黄酮的平均含量为 11.45%，RSD 为 1.96%，

表明该方法重复性较好。 

2.1.9  加样回收率试验  取乌饭树叶粉末(批次

1)9 份，每份约 50 mg，精密称定，加入 80%，100%，

120%的芦丁对照品，按“2.1.2”项下方法制备，

按“2.1.4”项下方法测定，平均回收率为 98.04%，

RSD 为 2.42%，表明该方法回收率较好，结果见

表 1。 

表 1  回收率试验结果(n=9) 

Tab. 1  Results of recovery test(n=9) 

称样量/

mg 

含总黄酮量/ 

mg·mL1 

加入芦

丁量/mg

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

50.46 5.78 4.60 10.50 102.61 

99.01 3.17 50.28 5.75 4.49 10.00  96.81 

50.16 5.75 4.61 10.25  97.61 

50.34 5.77 5.69 11.25  96.31 

96.91 1.22 50.27 5.76 5.71 11.25  96.15 

50.83 5.82 5.78 11.50  98.27 

49.78 5.70 6.69 12.25  97.91 

98.92 1.36 50.18 5.75 6.86 12.50  98.40 

50.16 5.75 6.72 12.50 100.45 
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2.2  不同叶龄乌饭树叶总黄酮含量的测定 

分别称取不同批次乌饭树叶粉(过 60 目)3 份

于 250 mL 圆底烧瓶中，加 70%无水乙醇，85 ℃

回流提取 2 次，每次 2 h，浓缩，蒸干，用 80%乙

醇溶解并定容至 100 mL 量瓶中，取 5 mL 至 25 mL

量瓶中，按“2.1.4”项下显色方法进行显色，测

定结果见表 2，说明不同叶龄乌饭树叶的总黄酮含

量相差较大，成熟叶总黄酮含量约为幼嫩叶的 2倍。 

表 2  不同叶龄总黄酮含量的测定结果 

Tab. 2  Determination result of total flavonoid content in 
leaves of Vaccinium Bracteatum Thunb. at different stage 

批次 叶龄 含量/% 

1 成熟叶 11.45±1.63 

2 幼嫩叶  5.95±1.65 

3 成熟叶 10.17±2.46 

2.3  单因素试验  

2.3.1  温度对乌饭树叶总黄酮转移率的影响  称

取乌饭树叶粉末(批次 1，过 60 目)15 份，均分成 5

组，每组 3 份，每份 1 g 至 100 mL 四颈圆底烧瓶

中，在 250 W 功率条件下，加入 50 倍量 70%乙醇，

分别于 50，60，70，80，90 ℃微波提取 10 min，

将提取液浓缩，蒸干，用 80%无水乙醇溶解，精

密吸取 5 mL 至 25 mL 量瓶中，按“2.1.4”项下方

法测定，计算转移率。结果显示，随着温度的升

高，转移率逐渐增大，80 ℃时转移率最高，但温

度继续增加，转移率反而下降，因此选择 80 ℃作

为提取温度。结果见图 1。 

 
图 1  提取温度对乌饭树叶总黄酮转移率的影响(n=3) 

Fig. 1  Effect of different extraction temperature on the 
transferring rate of total alkaloids in leaves of Vaccinium 
bracteatum Thunb.(n=3) 

2.3.2  提取时间对乌饭树叶总黄酮转移率的影响  

称取乌饭树叶粉末(批次 1，过 60 目)12 份，均分

成 4 组，每组 3 份，每份 1 g 至 100 mL 四颈圆底

烧瓶中，在 250 W 功率下加入 50 倍量 70%乙醇，

分别于 80 ℃微波提取 5，10，15，20 min，将提

取液浓缩，蒸干，80%无水乙醇溶解，精密吸取

5 mL 至 25 mL 量瓶中，按“2.1.4”项下方法测定，

计算转移率，结果显示，随提取时间增加，乌饭

树叶总黄酮得率先升高后下降，提取时间为 10 min

时，乌饭树叶总黄酮得率达到最大值，因此，提

取时间控制在 10 min 左右为宜。结果见图 2。 

 
图 2  提取时间对乌饭树叶总黄酮转移率的影响 

Fig. 2  Effect of different extraction time on the transferring 
rate of total alkaloids in leaves of Vaccinium bracteatum 
Thunb. 

2.3.3  料液比对乌饭树叶总黄酮转移率的影响 称

取乌饭树叶粉末(批次 1，过 60 目)12 份，均分成 4

组，每组 3 份，每份 1 g 至 100 mL 四颈圆底烧瓶

中，在 250 W 功率下，分别加入 30，40，50，60

倍量的 70%乙醇，于 80 ℃微波提取 10 min。将提

取液浓缩，蒸干，80%无水乙醇溶解，精密吸取

5 mL 至 25 mL 量瓶中，按“2.1.4”项下方法测定，

计算转移率，结果显示，随着溶剂用量的增加，

转移率明显增加，当料液比达到 1∶50 时转移率

最高，而继续增加溶剂的量，转移率反而下降。

固选择料液比为 1∶50。结果见图 3。 

 
图 3  料液比对乌饭树叶总黄酮转移率的影响 

Fig. 3  Effect of different liquid ratio on the transferring rate 
of total alkaloids in leaves of Vaccinium bracteatum Thunb.  

2.3.4  乙醇浓度对乌饭树叶总黄酮转移率的影响  

称取乌饭树叶粉末(批次 3，过 60 目)12 份，均分

成 4 组，每组 3 份，每份 1 g 至 100 mL 四颈圆底

烧瓶中，在 250 W 功率下，分别加入 50 倍量 50%，

60%，70%，80%无水乙醇，于 80 ℃微波提取

10 min。将提取液浓缩，蒸干，80%无水乙醇溶解，

精密吸取 5 mL 至 25 mL 量瓶中，按“2.1.4”项下

方法测定，计算转移率，结果显示，随着乙醇浓

度的增加，总黄酮转移率逐渐增加，当乙醇浓度
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为 70%时转移率最高，而继续增加乙醇浓度，转

移率反而大幅度的降低，故选择 70%乙醇进行后

续试验。结果见图 4。 

 
图 4  乙醇浓度对乌饭树叶总黄酮转移率的影响 

Fig. 4  Effect of different ethanol concentration on the 
transferring rate of total alkaloids in leaves of Vaccinium 
bracteatum Thunb. 

2.3.5  粉碎程度对乌饭树叶总黄酮转移率的影响  

称取乌饭树叶粉末(批次 3)12 份，均分成 4 组，每

组 3 份，每份 1 g，分别过 20，40，60，80 目筛，

分别放置于 100 mL 四颈圆底烧瓶中，在 250 W 功

率下，分别加入 50 倍量 70%无水乙醇，于 80 ℃

微波提取 10 min。将提取液浓缩，蒸干，80%无水

乙醇溶解，精密吸取 5 mL 至 25 mL 量瓶中，按

“2.1.4”项下方法测定，计算转移率，结果显示，

随着乌饭树叶粉末颗粒度的减小，总黄酮转移率

提高，当乌饭树叶粉过 80 目筛时转移率最高，可

能是由于颗粒度减小，细胞内容物和浸提剂接触

面积增加，从而影响总黄酮的溶出速率。由于粉

末过细难以过滤，滤液不澄清，过 80 目筛时已存

在一定的过滤难度，暂定以过 80 目筛为考察工艺，

拟在正交设计中进一步对过筛目数进行考察。结

果见图 5。 

 
图 5  粉碎程度对乌饭树叶总黄酮转移率的影响 

Fig. 5  Effect of different degree of pulverization on the 
transferring rate of total alkaloids in leaves of Vaccinium 
bracteatum Thunb. 

2.4  正交试验优选乌饭树叶总黄酮的提取工艺 

2.4.1  因素水平设计  由单因素结果可知各因素

对乌饭树叶总黄酮提取率的影响，采用 L9(3
4)正交

设计表，以乌饭树叶总黄酮转移率为评价指标，

对提取温度、料液比、粉碎程度进行考察，因素

水平见表 3。 

表 3  正交试验因素水平表 

Tab. 3  Table of factor level of orthogonal experiment 

水平 
因素 

温度(A)/  ℃ 料液比(B)/mg·mL1 粉碎程度(C)/目数

1 70 1︰40 40 

2 80 1︰50 60 

3 90 1︰60 80 

2.4.2  正交试验安排及结果  取乌饭树叶粉末(批

次 3)1 g，按表 3 安排提取试验，按“2.1.4”项下

方法测定乌饭树叶总黄酮的含量，并计算转移率。

正交试验结果见表 4，方差分析见表 5。从方差分

析结果可以看出，粉碎程度对乌饭树叶总黄酮转

移率有显著性影响，而提取温度影响不大，料液

比对乌饭树叶总黄酮转移率几乎没有影响。结合

表 4 结果和生产成本，最佳提取工艺确定为

A1B1C3，即提取温度 70 ℃，料液比 1∶40，粉碎

过 80 目筛。 

表 4  正交试验安排及结果 

Tab. 4  Arrangement and result of orthogonal test 

试验号 A B C D(空白) 总黄酮转移率/%

1 1 1 1 1 56.39 

2 1 2 2 2 64.78 

3 1 3 3 3 90.95 

4 2 1 2 3 67.60 

5 2 2 3 1 89.29 

6 2 3 1 2 68.36 

7 3 1 3 2 90.23 

8 3 2 1 3 68.62 

9 3 3 2 1 67.67 

K1 70.71 71.41 64.46 71.12 

 
K2 75.08 74.23 66.68 74.46 

K3 75.51 75.66 90.16 75.72 

R  4.80   4.253 25.70  4.61 

表 5  方差分析结果 

Tab. 5  Results of variance analysis 

方差来源 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 显著性

温度/℃ 43.374 2 1.247 19.000  

固液比 28.107 2 0.827 19.000  

粉碎程度 1 216.445 2 35.798 19.000 1) 

误差 33.98 2    

注：F0.05(2,2)=19，1)P<0.05。 

Note: F0.05(2,2)=19, 1)P<0.05. 

2.4.3  工艺验证试验  称取乌饭树叶粉末 3 份(过

80 目)，每份约 5 g，按选定的工艺条件，即加入

70%乙醇 200 mL，于 70 ℃微波提取 10 min，功率
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为 250 W，提取液浓缩至干，真空干燥 5 h，据此

进行提取工艺验证试验，结果见表 6。由实验结果

可知总黄酮平均转移率为 91.34%，纯度为 21.53%，

表明正交试验优选的提取工艺所得乌饭树叶总黄

酮 转 移 率 高 ， 工 艺 稳 定 可 行 ， 重 现 性 好

(RSD=0.75%，n=3)。 

表 6  验证试验结果(n=3) 

Tab. 6  Verification test results(n=3) 

编号 药材/g 总黄酮转移率/% 纯度/% 

1 5.001 92.13 21.46 

2 5.001 91.02 22.23 

3 5.000 90.89 20.89 

平均值 5.001 91.34 21.53 

3  讨论 

本研究建立了乌饭树叶中总黄酮的含量测定

方法，并对 3 批不同叶龄的样品进行测定，结果

显示成熟叶中的总黄酮含量明显高于幼嫩叶的总

黄酮含量。 

微波提取主要利用不同组分吸收微波能力的

差异，使机体物质的某些区域或提取体系中的某

些组分被选择性加热，使得被提取物质从机体或

体系中分离进入到介电常数较小、微波吸收能力

相对较差的提取溶剂中，从而获得较高提取率，

是一种新型提取方法[15]。微波提取是里外同时加

热，热量可以在短时间内穿透植物细胞内部，使

提取时间能够大大缩短，从而使提取效率大大提

高，并有效地保护药材在提取过程中的功能性成

分不被破坏，目前有关乌饭树叶总黄酮提取方法

的报道主要集中在传统溶剂浸渍法、加热回流，

超声等方法[16-18]，微波提取作为一种高效，低能

耗的提取方法，目前尚无相关报道。 

本实验通过正交试验优选了乌饭树叶最佳提

取工艺：粉碎程度过 80 目筛，微波功率 250 W，

提取温度 70 ℃，提取时间 10 min，乙醇体积分数

70%，料液比 1∶40。且经实验验证，该工艺稳定，

重现性好，其总黄酮转移率达 91.34%，为乌饭树

叶的综合开发利用提供参考。 
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