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引言：1

藏纸作为藏族人民特有的图文载体，产生于公元7

世纪中叶，从古至今存在已有上千年，神秘而独特，是

中国少数民族的主要纸种之一[1]。藏纸被称为经书保镖，

有吸墨性强，不易褪色，质量轻，不伤眼不刺眼，自然

防腐抑菌，防虫蛀，保存时间长等优点。其中，藏纸具

有抑菌作用，与制作藏纸的原材料-瑞香狼毒有关，而

总黄酮[2]是其发挥主要功能的物质，具有两个酚羟基苯

环，起到抑菌[3-4]和抗病毒等作用。

总黄酮的提取方法主要有索氏提取法[5]，冷凝回流提

取法[6]，超声波提取法[7]，微波提取法[8]，酶解提取法[9]和

超临界流体萃取法[10]等。在这些方法中索氏提取法具有

选择性好，能耗低，操作简单，提取效率高等优点。回
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流提取相对于传统的冷浸法效率高，提取时间短。超声

波提取在一定程度上能够有效破坏细胞壁，增加目标成

分的溶出，提高提取率，节省时间。

本文以藏纸为原材料，总黄酮为目标产物，进行提

取和测定，从而为藏纸中总黄酮的后续探究提供一定参

考依据，为阿坝州藏纸发展提供一定的参考价值。

一、材料与方法

1.1实验材料

实验所选用的藏纸购买于阿坝州壤塘县。

1.2实验试剂与仪器

亚硝酸钠、氢氧化钠、95%乙醇、甲醇、乙酸乙酯、

芦丁、硝酸铝。

101型电热鼓风干燥箱（101-4AB）、分析天平

（JJ324BC）、循环水式多用真空泵（SHB-III）、超声波

清洗机（PS-100A）、旋转蒸发仪（RE-2000E）、高速

多功能粉碎机（1000Y）、紫外可见分光光度计（UV-

1800PC）、数显恒温水浴锅（XR-53648）。

1.3实验方法

1.3.1样品处理
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将藏纸剪成6 cm×6 cm正方形大小，平整放置在电

热鼓风干燥箱中60℃干燥1 h，取出，粉碎，装入干燥容

器密封，备用。

1.4标准曲线

1.4.1配置芦丁标准溶液

准确称量0.01 g的芦丁标准品在烧杯当中，向其中

加入5 mL 60%乙醇溶液，定容至100 mL，摇匀，得到

0.10 mg/mL的芦丁标准溶液。

1.4.2绘制标准曲线

取配制好的芦丁标准溶液0.0、0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 

mL于10.0 mL容量瓶中，加入5%的亚硝酸钠溶液0.3 mL，

摇匀，静置10 min后加入10%的亚硝酸铝溶液0.3 mL，摇

匀，静置10 min后加入4%的氢氧化钠溶液4.0 mL，再用

60%乙醇溶液定容，摇匀，静置20 min[21]。设置横坐标为

总黄酮浓度，纵坐标为吸光度，测定波长505 nm，得到标

准曲线，回归方程：C=91.8567*A-0.6442，R2=0.9998。

1.4.3总黄酮含量测定

计算方法如公式（1）[11]：

� （1）

式中：C-藏纸总黄酮提取液浓度，ug/mL；V-提取

的用量，mL；n-提取液的稀释倍数；m-藏纸的用量，g。

1.4.4提取方法

1.4.4.1超声波提取法

准确称取1.00 g藏纸粉末3份，分别加入甲醇，70%

乙醇和乙酸乙酯的量为30 mL，提取3次，每次提取的时

间为30 min，过滤，浓缩，定容，测定，计算藏纸中总

黄酮含量。

1.4.4.2索氏提取法

准确称取1.00 g藏纸粉末3份，分别加入甲醇，70%

乙醇和乙酸乙酯的量为100倍，提取3次，每次提取的时

间为60 min，过滤，浓缩，定容，测定，计算藏纸中总

黄酮含量。

1.4.4.3冷凝回流提取法

准确称取1.00 g藏纸粉末3份，分别加入甲醇，70%

乙醇和乙酸乙酯的量为100倍，提取3次，每次提取的时

间为30 min，过滤，浓缩，定容，测定，计算藏纸中总

黄酮含量。

1.4.5提取溶剂的筛选

准确称取1.00 g藏纸粉末3份，分别采用甲醇、70%

乙醇和乙酸乙酯三种溶剂，超声波提取3次，每次提取

的时间为30 min，过滤，浓缩，定容，测定，计算藏纸

中总黄酮的含量，并筛选出最佳的提取溶剂。

1.4.6乙醇体积分数的影响

称取1.00 g藏纸粉末，加入50%、60%、70%、80%、

90%的乙醇溶液各30 mL，提取，过滤，浓缩，测定其吸

光度，对照芦丁标准工作曲线，找到对应吸光度下的浓

度并计算出藏纸总黄酮含量。

1.4.7料液比的影响

称取1.00 g藏纸粉末，分别加入80 %乙醇20 mL、

30 mL、40 mL、50 mL、60 mL，提取，过滤，浓缩，测

定其吸光度，对照芦丁标准工作曲线，找到对应的吸光

度下的浓度并计算出藏纸总黄酮含量。

1.4.8超声提取时间的影响

称取1.00 g藏纸粉末，分别加入80%乙醇50 mL，提

取时间为20 min、30 min、40 min、50 min、60 min，待

各组实验超声提取完成后，过滤，浓缩，测定其吸光度，

对照芦丁标准工作曲线，找到对应的吸光度下的浓度并

计算出藏纸总黄酮含量。

1.4.9正交实验优化

为探究各因素影响，设计了三因素三水平L9（33）

的正交实验，由表1所示。

表1　正交因素表

水平
因素

A乙醇浓度（%） B料液比 C提取时间（min）

1 75 1：45 55

2 80 1：50 60

3 85 1：55 65

1.4.10验证性实验

准确称取藏纸粉末1.00 g，置于3个100 mL烧杯中，

通过正交实验筛选出藏纸中总黄酮的最佳提取工艺，并

进行3次重复性验证试验。

二、结果与分析

2.1提取方法的确定

准确称取藏纸粉末约1.00 g，以70%乙醇为提取剂，

分别用超声波提取法、冷凝回流提取法和索氏提取法提

取藏纸中总黄酮，其含量平均值分别为9.078 mg/g，8.864 

mg/g和6.613 mg/g，其中冷凝回流提取和超声波提取所得

总黄酮含量相差不大，且超声波提取方法操作简单。所

以本实验选用超声波提取法。

2.2提取溶剂的确定

准确称取藏纸粉末1.00 g，分别采用70%乙醇、乙

酸乙酯和甲醇作为提取剂提取藏纸中总黄酮，其含量平

均值分别为9.047 mg/g，0.275 mg/g和8.741 mg/g，其中使
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用70%乙醇和甲醇作为提取溶剂提取得到的总黄酮含量

值相差不大，且乙醇对环境更加友好，所以本实验选用

70%乙醇溶液为提取剂。

2.3单因素实验

2.3.1乙醇体积分数的影响

根据步骤“1.4.6”的操作，通过式（1）计算出藏纸

中总黄酮的含量。由图1可知，当乙醇浓度为80%时，总

黄酮的含量最高，为9.323 mg/g。当乙醇溶液的浓度在

50%到80%的区间内，藏纸中总黄酮的含量增大，可能是

乙醇溶液浓度的升高，增加了其溶液的极性，导致了藏纸

中总黄酮的溶解度增加。乙醇浓度继续增加到90%时，藏

纸中总黄酮的含量减小，可能是溶液的粘度越大，总黄酮

的溶解度减小[12]。因此，选择乙醇溶液体积分数为80%。

图1　乙醇浓度对藏纸总黄酮提取率测定的影响

2.3.2料液比的影响

根据步骤“1.4.7”的操作，通过公式（1）计算出藏

纸中总黄酮含量。由图2可知，当料液比为1：50 g/mL

时，总黄酮含量最高，为12.767 mg/g。当料液比继续增

加到1：60 g/mL时，藏纸中总黄酮的含量降低，可能是

继续增大料液比，导致提取物中其他杂质的溶出[13]。因

此，选择料液比为1：50 g/mL。

图2　料液比对藏纸总黄酮提取率的影响

2.3.3超声提取时间的影响

根据步骤“1.4.8”的操作，通过公式（1）计算藏纸

总黄酮含量，结果如图3。当提取时间为60 min时，总黄

酮含量最高，为11.022 mg/g。随着时间的延长，总黄酮

含量下降，可能是长时间的超声导致总黄酮的结构被破

坏[14]。因此，选择提取时间为60 min。

图3　提取时间对藏纸总黄酮提取率的影响

2.3.4正交实验结果与分析

根据步骤“1.4.5”设计的正交实验，结果如表2。

表2　正交实验结果分析

因素 A B C

实验序号
乙醇浓度

（%）

料液比

（g/mL）

提取时间

（min）

总黄酮含量

（mg/g）

实验1 1 1 1 10.470

实验2 1 2 3 10.011

实验3 1 3 2 9.827

实验4 2 1 3 10.562

实验5 2 2 2 10.470

实验6 2 3 1 13.685

实验7 3 1 2 10.746

实验8 3 2 1 10.379

实验9 3 3 3 10.288

K1 10.102 10.593 11.511

K2 11.572 10.287 10.347

K3 10.471 11.267 10.287

R 1.470 0.980 1.224

因素重要性A＞C＞B

最优水平 A2 B3 C1

最优组合 A2B3C1

采用L9（33）进行正交实验所得的结果见表2，由极

差分析可知，各因素对藏纸中总黄酮类化合物含量的影

响分别是乙醇浓度（A）>提取时间（C）>料液比（A）。

A2B3C1组合是对藏纸中总黄酮的提取效果最好的组合。
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2.4验证性实验结果分析

根据表2中的正交实验结果，筛选出藏纸中总黄

酮含量的最佳提取工艺A2B3C1，在提取条件最优组合

A2B3C1下分别进行了三次验证性实验，测得藏纸中总黄

酮的含量分别为13.134 mg/g、13.226 mg/g、13.226 mg/g，

藏纸中总黄酮的含量平均值为13.195 mg/g，RSD=0.63%，

RSD<2%，结果显示离散程度小，重现性好，因此该方

法适用提取藏纸总黄酮的测定。

三、结论

本文以藏纸为原料，对比超声提取法，索氏提取法

和冷凝回流提取法下藏纸中总黄酮的含量，选用了提取

效果更好，操作更为简便的超声波提取法。对比了70%

乙醇，甲醇和乙酸乙酯三种提取溶剂下藏纸中总黄酮的

含量，选用了提取效果更好，对环境更加友好的70%乙

醇。通过探究单因素实验中的料液比，乙醇浓度，提取

时间对藏纸中总黄酮含量的影响。利用正交实验，优

化了提取工艺。结果表明，超声波提取法对藏纸中总黄

酮的含量的3个因素影响为：乙醇浓度（A）>提取时

间（C）>料液比（A）。最佳提取条件为：乙醇浓度为

80%、料液比为1：55、提取时间55 min，藏纸中总黄

酮的含量为13.685 mg/g。该方法稳定性好，适用于藏纸

中总黄酮的提取，为后续藏纸中总黄酮的探究提供一定

的参考依据。
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