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紫山药中花色苷的快速溶剂萃取
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　　摘　要：通过正交实验和方差分析，采用快速溶剂萃取（ＡＳＥ）法研究紫色山药中花色苷的提
取温度、循环次数、冲洗体积及静态时间等因素对提取效率的影响。结果表明：快速溶剂萃取技
术萃取紫山药花色苷的最佳提取条件为：温度８０℃，循环提取４次，冲洗体积１２０％，静态时间
２ｍｉｎ，影响提取效率的主要因素是温度。该技术与常规溶剂提取法相比，具有提取时间短、溶剂
用量少、萃取效率高等优点，具有潜在的开发应用价值。
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　　花色苷（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ）是花色素（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ）的
糖苷衍生物，属于酚类化合物中的类黄酮类化合物。
是广泛存在于植物界中的一类植物生物活性物质［１］。
它存在于几乎所有的高等植物中，使植物呈现出五彩
缤纷的绚丽色彩［２］；在高等植物中，常见的花色素有６
种，分 别 是 天 竺 葵 素 （Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ）、矢 车 菊 素
（Ｃｙａｎｉｄｉｎ）、飞 燕 草 素 （Ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ）、芍 药 色 素
（ｐｅｏｎｉｄｉｎ）、牵 牛 色 素 （ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ）及 锦 葵 色 素
（Ｍａｌｖｉｄｉｎ）。花色苷（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ）对人类健康保健有
多方面的作用。特别是花色苷和花色素的抗氧化性，
比维生素Ｃ和维生素Ｅ的抗氧化性高［１，３］。目前花色
苷的研究越来越受到重视，已经成为植物学、药学及营
养学的研究热点。未来，花色苷在食品、保健品、化妆
品等领域有着巨大的应用潜力［６］。花色苷的提取、分
离、纯化是研究花色苷的前提，游离状态下的花色苷很
不稳定，非常容易降解［２０］，随着科学的发展，花色苷的
提取、分离、纯化方法也不断革新，提取效率不断提高。
加速 溶 剂 萃 取 （Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ＡＳＥ）是由Ｒｉｃｈｔｅｒ等于１９９５年提出的一种从固体和
半固体基质中提取分析物的样品萃取技术［５－６］。与索
氏提取、超声、微波、超临界和经典的分液漏斗振摇等
成熟方法相比，加速溶剂萃取具有快速、溶剂用量少、
萃取效率高、安全、全自动等突出优点，已经被美国国
家环保局批准为ＥＰＡ３５４５号标准方法。其原理是在
高压和较高温度下，目标物质在溶剂中的溶解度和溶
出速率会不同程度的提高，从而提高提取效率。近年
来，国内外已有多位学者将ＡＳＥ用于天然活性成分的
研究［２－３，７－１０］。该试验采用正交实验设计法，对紫山药

中花色苷的加速溶剂萃取条件进行优化，希望为花色
苷研究及工业开发提供一种高效提取方法。

１　材料与方法
１．１　试验材料
紫山药选自北京市农林科学院蔬菜研究中心试验

农场。将采收的紫山药块茎洗净，切片，冷冻干燥，磨
成粉末，过４０目筛，装于密封袋中，冷藏备用。真空冷
冻干燥机（沈阳北冰洋食品工程有限公司ＧＺＳ１．０），加
速溶剂萃取仪（美国戴安公司ＡＳＥ－３００），高效液相色
谱－质谱联用仪（岛津公司ＬＣＭＳ－ＩＴ／ＴＯＦ）。
１．２　试验方法
１．２．１　花色苷的加速溶剂萃取　准确称取紫山药样
品粉末２．００００～２．００１ｇ，装进３３ｍＬ型萃取池中（装
紫山药样品前，先在萃取池底部填加少量石英砂，将称
好的样品装进萃取池后再添加少量石英砂，总体积约
占萃取池体积的２／３，最后将石英砂和样品搅拌均匀）。
萃取剂是０．１％盐酸－甲醇溶液。
１．２．２　花色苷的常规提取　准确称取紫山药样品粉
末２．００００～２．００１ｇ，在室温常压下，用０．１％盐酸－甲
醇溶液提取１２ｈ，过滤，滤液转移至２５０ｍＬ容量瓶中，
滤渣重复提取２次，最后合并滤液，定容。
１．２．３　花色苷相对含量的检测　将收集到的萃取液
转移到旋转蒸发瓶中，在３５℃条件下旋转蒸发至干。
用０．０１％的盐酸水溶液溶解旋转蒸发瓶中的残留固
体，并转移到５ｍＬ容量瓶中定容，得到紫山药花色苷
水溶液，放在４℃冰箱中冷藏备用。取１ｍＬ紫山药花
色苷溶液至１．５ｍＬ离心管中，在１２　０００ｒ／ｍｉｎ、４℃的
条件下离心４０ｍｉｎ，取上清液用０．４５μｍ过滤膜过滤，
所得紫山药花色苷溶液用于ＨＰＬＣ检测。
１．２．４　ＬＣＭＳ－ＩＴ－ＴＯＦ检测条件　色谱条件：色谱柱：
１５０×４．６ｍｍ　ｉ．ｄ．，５ＵＭＳＳ　Ｗａｋｏｓｉｌ　Ｃ１８，柱温为３５℃，
检测波长：２５０～６００ｎｍ；进样量：２０μＬ。流动相Ａ为
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甲酸∶水＝１０∶９０（ｖ／ｖ），流动相Ｂ为甲酸∶甲醇∶乙腈∶
水＝１０∶２２．５∶２２．５∶４５（ｖ／ｖ）。质谱条件：毛细管温度
２００℃，ＣＤＬ温度２００℃，ＥＳＩ正离子模式下的喷雾电压
４．５ｋＶ；碰撞能量２０％～５０％；氮气流速１．５Ｌ／ｍｉｎ，
检测器电压１．７５ｋＶ。
１．２．５　正交实验设计　使用ＡＳＥ－３００加速溶剂萃取
仪提取花色苷，仪器自带可以改变的因素及其范围：温
度（０、４０～２００℃）、静态时间（１～９９ｍｉｎ）、循环次数
（１～５次）、冲洗体积（０％～１５０％）、萃取池体积（３３、
１００ｍＬ）。考虑到花色苷在高温下会降解，所以提取温
度控制在１００℃以下，而且仪器对温度控制的精确度决
定各温度水平间相差应该在１０℃以上，该试验选定温
度间隔为２０℃；为了节省时间，参照该仪器一般提取所
需静态时间，将静态时间设定在５ｍｉｎ以下；循环次数
最多可以设定５次，参照该仪器一般提取所需循环次
数，设定在４次以下；考虑到接收瓶的容量，冲洗体积
（最大１５０％）设定在１２０％以下，只选择体积为３３ｍＬ
规格的萃取池（各因素、水平如表１）。采用正交实验助
手Ｖ３．１专业版软件选取Ｌ１６（４５）拟合水平法安排实验
（表１、２）。根据实验设计的方案，按照表１中的方法依
次萃取，２次重复。所得花色苷溶液按照１．２．４中的方
法检测得紫山药色谱图（图１），参照鉴定结果选定各
峰，并计算总的峰面积（Ｓ）。以归一化值（Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ
ｖａｌｕｅ）为试验指标，考察各试验提取率的高低，计算公
式如下：归一化值（％）＝（Ｓ加速溶剂萃取／Ｓ常规提取）×１００。
均值、标准差及方差分析等使用Ｓｐｓｓ　１６．０统计分析软
件进行。
　　表１ 正交实验因素和水平

水平
因　　 素

Ａ温度／℃ Ｂ静态时间／ｍｉｎ　Ｃ循环次数／次 Ｄ吹扫体积／％ Ｅ空白列

１　 ４０　 ２　 １　 ６０　 １
２　 ６０　 ３　 ２　 ８０　 １
３　 ８０　 ４　 ３　 １００　 １
４　 １００　 ５　 ４　 １２０　 １

　　表２ 正交实验设计

试验编号 Ａ（温度） Ｂ（时间） Ｃ（循环次数）Ｄ（吹扫体积） Ｅ（空白列）

４　 ４０　 ５　 ４　 １２０　 １

５　 ６０　 ２　 ２　 １００　 １

６　 ６０　 ３　 １　 １２０　 １

７　 ６０　 ４　 ４　 ６０　 １

８　 ６０　 ５　 ３　 ８０　 １

９　 ８０　 ２　 ３　 １２０　 １

１０　 ８０　 ３　 ４　 １００　 １

１１　 ８０　 ４　 １　 ８０　 １

１２　 ８０　 ５　 ２　 ６０　 １

１３　 １００　 ２　 ４　 ８０　 １

１４　 １００　 ３　 ３　 ６０　 １

１５　 １００　 ４　 ２　 １２０　 １

１６　 １００　 ５　 １　 １００　 １

图１　紫山药花色苷ＨＰＬＣ－ＤＡＤ色谱图（５２０ｎｍ）

２　结果与分析
影响紫山药花色苷提取率的因素很多，该试验采

取常规的材料预处理方法处理紫山药样品，主要考察
ＡＳＥ－３００加速溶剂萃取仪提取花色苷的最优条件，所
以选取仪器自带的几项可变参数，在仪器允许的范围
内，并结合紫山药花色苷的特点进行试验设计，选取温
度、静态时间、循环次数、冲洗体积等因素进行试验。
由于花色苷不稳定，种类较多，标准品难以保存等不
便，该试验采用高效液相色谱分离技术，通过统计色谱
图中花色苷总的峰面积代表紫山药中花色苷的含量，
以花色苷的加速溶剂萃取与常规提取峰面积的比值

（即归一化值）为试验指标研究各因素对提取率的
影响。
由表３可知，所有试验的归一化值都在１５０％以

上，充分说明加速溶剂萃取技术比常规提取技术的提
取率要高。再从提取花费的时间、所消耗的溶剂等方
面考察，加速溶剂萃取技术更是占有很大优势，所以，
加速溶剂萃取技术在花色苷提取方面将有很广阔的发

展前景。由表３可知，极差值ＲＡ、ＲＢ、ＲＣ、ＲＤ、ＲＥ由
大到小排列为ＲＡ＞ＲＣ＞ＲＤ＞ＲＥ＞ＲＢ，由此可知，温
度对紫山药花色苷的提取率影响最大，不同温度下紫
山药花色苷的提取率有显著差别（表４），温度是影响紫
山药花色苷提取率的主因素，结合效应曲线图（图２）可
以发现，温度从４０℃上升到８０℃时，提取效率逐渐提
高，从８０℃到１００℃时，提取率逐渐下降，在图２中，
８０℃是提取率的最高点，说明８０℃是最佳的提取温度；
紫山药花色苷对温度比较敏感，当温度超过８０℃时将
会发生降解，导致花色苷含量的降低。
另外循环次数、冲洗体积对紫山药花色苷的提取

率影响也比较大，而静态时间对花色苷提取效果影响
不大，空白列代表的不确定因素对花色苷提取也有一
定影响。由于所称样品的质量相同、萃取池大小相同，
所以冲洗体积的不同实际上反映的是不同的物料比对

提取率的影响，由效应曲线图可以看出，提取率从冲洗
体积１００％开始上升，６０％、８０％、１００％时提取率基本
相同，说明该试验中紫山药样品量与冲洗体积之间的
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比例偏高，不利于对冲洗体积这一因素的考察，应该适
当减少称样量，称样量还有待后续试验的不断摸索。
均值１、均值２、均值３、均值４分别代表各因素的

４个水平，由表３及图２可知，不同温度下提取效果由
高到低排列依次是：Ａ３＞Ａ２＞Ａ４＞Ａ１；不同循环次数
对提取效果的影响由高到低排列依次是：Ｃ４＞Ｃ３＞
Ｃ１＞Ｃ２；不同冲洗体积对提取效果的影响由高到低排
列依次是：Ｄ４＞Ｄ２＞Ｄ１＞Ｄ３；不同静态时间对提取效
果的影响由高到低排列依次是：Ｂ１＞Ｂ２＞Ｂ３＞Ｂ４。所
以紫山药花色苷最优提取条件就是 Ａ３Ｃ４Ｄ４Ｂ１，即
８０℃、４次循环、１２０％吹扫体积、２ｍｉｎ。
　　表３ 正交实验结果

所在列
因　　　素 归一化值

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　 Ｅ ／％

１　 １　 １　 １　 １　 １　 １５３．９８６３

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２　 １５４．８７４７

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ３　 １５５．３３６１

４　 １　 ４　 ４　 ４　 ４　 １７５．４９８９

５　 ２　 １　 ２　 ３　 ４　 １７５．５５８５

６　 ２　 ２　 １　 ４　 ３　 １９７．１００４

７　 ２　 ３　 ４　 １　 ２　 ２０５．１６３４

８　 ２　 ４　 ３　 ２　 １　 １８７．８５８３

９　 ３　 １　 ３　 ４　 ２　 ２１９．１０８

１０　 ３　 ２　 ４　 ３　 １　 ２０５．４１５１

１１　 ３　 ３　 １　 ２　 ４　 １８３．５６５９

１２　 ３　 ４　 ２　 １　 ３　 １７８．９４８７

１３　 ４　 １　 ４　 ２　 ３　 １７４．０１５７

１４　 ４　 ２　 ３　 １　 ４　 １６１．２０１８

１５　 ４　 ３　 ２　 ４　 １　 １６３．３２９９

１６　 ４　 ４　 １　 ３　 ２　 １６０．６０１６

均值１　１５９．９２４　 １８０．６６７　 １７３．８１４　 １７４．８２５　 １７７．６４７

均值２　 １９１．４２　 １７９．６４８　 １６８．１７８　 １７５．０７９　 １８４．９３７

均值３　１９６．７５９　 １７６．８４９　 １８０．８７６　 １７４．２２８　 １７６．３５

均值４　１６４．７８７　 １７５．７２７　 １９０．０２３　 １８８．７５９　 １７３．９５６

极差Ｒ　３６．８３５　 ４．９４　 ２１．８４５　 １４．５３１　 １０．９８１

　　表４ 正交实验方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

温度 ４　１３２．５４６　 ３　 ３．３７３　 ３．２９ ＊

静态时间 ６４．４９３　 ３　 ０．０５３　 ３．２９

循环次数 １　０６６．５２６　 ３　 ０．８７１　 ３．２９

冲洗体积 ５９３．６３２　 ３　 ０．４８５　 ３．２９

萃取池体积 ２６８．４８１　 ３　 ０．２１９　 ３．２９

误差 ６　１２５．６８　 １５

图２　正交实验结果效应

３　结论
采用加速溶剂萃取技术结合正交实验研究确定了

紫山药花色苷的最佳提取条件为：温度８０℃，循环提取
４次，冲洗体积１２０％，静态时间２ｍｉｎ。其中影响提取
效率的主要因素是温度，所设定４个水平之间，提取效
率呈现显著的差异，８０℃的提取温度是提取效率上升
与下降的分水岭，８０℃以上的温度，将会加快紫山药花
色苷的降解速率，从而影响紫山药花色苷的提取效率。
ＡＳＥ与常规溶剂提取法相比，对紫山药花色苷的提取
具有如下显著特点：时间短、溶剂少、萃取效率高，有重
要应用价值。
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桔梗雄性不育种质的杂种优势初探

李 美 善１，严 一 字１，朴 雪 梅２，吴 松 权１，吴 基 日１，李 贞 姬３
（１．延边大学 农学院，吉林 延吉１３３００２；２．延边农业科学研究院，吉林 龙井１３３４００；３．龙井市开山屯镇农业技术推广站，吉林 龙井１３３４１７）

　　摘　要：为了探讨桔梗雄性不育种质的利用前景，将供试的桔梗雄性不育材料与１０个正常
可育材料杂交，获得１０个组合的Ｆ１，对Ｆ１及Ｐ１和Ｐ２分析株高等８个主要农艺性状杂种优势。结
果表明：杂种优势在各组合间及各性状间有很大的差异，杂种优势最高组合８个性状的平均优势
为４９．４０％；最小组合为１３．６０％；１０个组合平均杂种优势最高的性状是单根鲜重，为４１．８０％，最
小的性状是主根长，为１８．０５％；２个性状间杂种优势的相关性达到极显著水平的有株高与茎粗、
茎部鲜重与侧根数，达到显著水平的有株高和根长、株高与侧根数、单根鲜重与茎粗以及单根鲜
重与侧根数。该研究旨在为杂种优势在桔梗生产中的利用提供参考依据。
关键词：桔梗；雄性不育；种质资源；杂种优势
中图分类号：Ｓ　５０３．５１；Ｓ　５６７．２３＋９　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）１８－０１４７－０３

　　桔梗（Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎ　ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ（Ｊａｃｑ．）Ａ．ＤＣ）为
桔梗科桔梗属植物，其根为著名的中药材，具有宣肺、
祛痰、散寒、镇咳、消肿、排脓等功效［１］。桔梗根还可以
制成美味的菜肴，是中国东北地区及日本、韩国、朝鲜
等东亚国家常用蔬菜之一［２］。
现代农业生产对杂种优势的利用已成为提高产量

和品质的重要措施，在有性繁殖植物中利用杂种优势
的基础在于发现该植物的雄性不育种质。在高等植物
中雄性不育是一种很普遍的遗传现象，到目前为止，已
在４３科１６２属２９７个种中发现雄性不育种质的存
在［３］。吴基日等［４］于２００６年发现１株桔梗雄性不育种
质，经花药发育及小孢子发生过程的观察，认为雄性不

育花粉的败育主要发生在小孢子发育时期，绒毡层细
胞过早解体，因而小孢子发育中途停止是桔梗雄性不
育花粉败育的主要原因［４］。通过对该桔梗雄性不育种
质遗传模式的研究表明，桔梗雄性不育性属于质核互
作不育类型，用作物育种学常用的三系配套法加以利
用杂种优势是可行的。
该研究利用供试的桔梗雄性不育种质与１０种正

常可育种质杂交的Ｆ１及其亲本，用分析杂种优势的方
法来探讨桔梗雄性不育种质的利用前景，旨在为桔梗
杂种优势在生产中的利用奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
桔梗雄性不育种质（三合野生）与金科１号等１０

个杂交组合的Ｆ１及各组合的亲本列于表１。
１．２　试验方法
于２００８年夏季用人工套袋方法配制杂交组合的

同时进行父本的自交，秋季收获种子。杂种优势的测
定在延边大学农学院桔梗试验田里进行，
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Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｉｎ　Ｐｕｒｐｌｅ　Ｙａｍ　ｂｙ　Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ　Ｓｏｌｖｅｎｔ

ＴＡＮＧ　Ｘｉａｏ－ｗｅｉ，ＨＥ　Ｈｏｎｇ－ｊｕ，ＳＯＮＧ　Ｓｈｕ－ｈｕｉ，ＷＡＮＧ　Ｗｅｎ－ｑｉ，ＧＡＯ　Ｈｕａ－ｊｉｅ
（Ｖｅｇｅｔａｂｌｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｆｏｒｅｓｔｒｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０００９７）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅ　ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｃｙｃｌｉｎｇ　ｔｉｍｅ，ｔｈｅ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｖｏｌｕｍｎ　ａｎｄ　ｓｔａｂｌｅ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ
ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｉｎ　Ｐｕｒｐｌｅ　ｙａｍ　ｗｅｒｅ　ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ　ｂｙ　ＨＰＬＣ，ｔｈｅ　ｂｅｓｔ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｗａｓ　ａｔ　８０℃，ｃｙｃｌｉｎｇ　ｆｏｕｒ　ｔｉｍｅｓ，１２０％ ｗａｓｈｉｎｇ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ａｎｄ　ｋｅｅｐｉｎｇ　２ｍｉｎ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅ　ｍｏｓｔ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｆａｃｔｏｒ　ｏｎ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｗａｓ　ｔｈｅ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｔｈｉｓ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｈａｄ　ｔｈｅ　ａｄｖａｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｓａｖｉｎｇ　ｔｉｍｅ，ｌｉｔｔｌｅ
ｓｏｌｖｅｎｔ　ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ，ｈｉｇｈ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｅｔｃ，ａｎｄ　ｗｏｕｌｄ　ｂｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｕｔｕｒｅ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｐｕｒｐｌｅ　ｙａｍ；ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ；ＡＳＥ

７４１


