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摘要：研究构树叶总黄酮的最佳提取工艺及主要成分组成，采用单因素试验和响应面设计优化分析乙醇浓度、提取时间、提取

温度以及料液比对总黄酮得率的影响，同时测定提取液中总黄酮的组成。结果表明，当乙醇浓度 30%、提取时间 2.5 h、温度 69 ℃、

料液比 9%时，构树叶总黄酮的最高得率为 37.33 mg/g；利用超高液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）平台进行成分分析，鉴定出的

黄酮类化学物共有 11 种，分别为：野黄芩苷、荭草苷、芹黄素-7-O-葡萄醛酸苷、山奈酚、芹菜素、木犀草苷、高良姜素、芹菜素-7-

葡萄糖苷、牡荆素葡萄糖苷、6-O-对羟基苯甲酰基桃叶珊瑚苷、牡荆素鼠李糖苷。采用响应面法的 Box-Behken 设计优化醇法提取构

树叶总黄酮，确定了构树叶中总黄酮最佳提取工艺，该工艺简单易行、稳定性好，能够为构树叶黄酮的工业化生产提供指导和参考。 
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Abstract: In order to investigate the optimal extraction process and the main components of flavonoids from the leaves of Broussonetia 

papyrifera, single factor experiments and response surface methodology (RSM) analysis were conducted to examine the effects of ethanol 

concentration, extraction time, extraction temperature and liquid-material ratio on the yield of flavonoids, as well as the flavonoid composition of 

the extract. The results showed that when the ethanol concentration was 30%, extraction time was 2.5 h, the extraction temperature was 69 , ℃

and liquid-material ratio was 9%, the yield of flavonoids in Broussonetia papyrifera leaves was 37.33 mg/g; UPLC-MS (UPLC-MS/MS) was 

used for component analysis, a total of 11 species of flavonoids were identified: scutellarin, orientin, apigenin-7-O-glucuronide, kaempferol, 

apigenin, cynaroside, galangin, apigenin-7-glucoside, (1ξ)-1,5-anhydro-1-(5,7-dihydroxy-4-oxo-2-phenyl-4h-chromen-8-yl)-d-glucitol, 

6-O-phydroxybenzoylaucubin, and isovitexin. The Box-Behnken Design of response surface methodology was used to optimize the ethanolic 

extraction of total flavonoids form Broussonetia papyrifera leaves, while determiningthe best extraction process for the total flavonoids. The 

process was simple and easy to implementwith good stability, which can provide guidance and +referencefor the industrial production of 

flavonoids from Broussonetia papyrifera leaves. 
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构树又称楮树，桑科构树属，广泛分布于东亚和

东南亚[1]，抗逆性强，生长迅速、成活率高、易繁殖，

是我国主要的构属种植品种[2]。构树叶化学成分复杂，

含有丰富的蛋白质、脂肪、糖苷类、萜类、黄酮类、

微量元素及多种人体所需的氨基酸、矿物质等，有独

特的营养价值[3]，目前主要作为饲料原料[4]，其精加工
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产品较少且主要集中在蛋白质[5]和多糖[6]的方面，开发

利用严重滞后，极大的限制了构树叶的推广和应用。

通过现代技术手段提取构树叶中活性成分并对其深加

工，可以有效的提高其经济效益，同时也是当前行业

研究的重点。 
黄酮类物质种类繁多、结构多样，具有抗菌、抗

炎[7]、抗氧化[8,9]等作用，在医药[10]、食品、化妆品行

业有广泛的应用[11]。已有研究表明，构树叶中含有丰

富的黄酮类化合物，如牡荆素、芹菜素、槲皮素、异

甘草素、木犀草素-7-O-β-D-葡萄糖苷、7-甲氧基香豆

素、东莨菪素、7-甲氧基芹菜素、胡萝卜苷等[1]、具

有极高的应用价值。 
目前构树叶总黄酮提取工艺的研究较少，汪雁等

[12]人以离子液体苯并噻唑甲烷磺酸盐为提取剂，结合

超声辅助提取构树叶总黄酮，通过条件优化后测得总

黄酮含量为 0.4685 mg/g。楚冰芳等[13]人采用超声提取

法以乙醇为溶剂，通过正交试验得出最佳条件下构树

叶黄酮得率为 4.01%。上述方法工艺复杂且溶剂的使

用量较大，易造成产品品质的下降，不利于工业化生

产和资源环境的保护。本文选择乙醇为溶剂，通过单

因素和响应面法优化构树叶总黄酮提取工艺，利用色

谱-质谱联用技术为手段，分析并鉴定提取液中黄酮类

化合物的种类和结构，以期为构树叶的综合利用提供

新的技术和参考，对增加构树产业的附加值，开发高

质量的产品具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

构树叶：自然晒干，粉碎过 10 目筛备用。 
芦丁标准品（批号 XW01531841），国药集团；甲

醇（LC-MS 级），德国默克公司；乙腈（LC-MS 级），

德国默克公司；甲酸（LC-MS 级），西亚试剂；亚硝

酸钠、硝酸铝、无水乙醇、氢氧化钠等（均为分析纯），

国药集团。 

1.2  仪器与设备 

JD200-3 电子分析天平，沈阳龙腾电子有限公司；

MW16-HH-6A 水浴锅，北京海富达科技有限公司；

SIEMENSKK26E28TI 冷藏箱，东莞嘉利来电器有限

公司；752N 紫外可见分光光度计，上海精科仪器有限

公司；TD5A 台式低速水平离心机，上海赵迪生物科

技有限公司；RE-52AA 旋转蒸发器，上海亚荣生化仪

器厂；Thermo Vanquish UHPLC 超高效液相色谱仪，

赛默飞世尔科技公司；Q-Exactive HF 高分辨质谱，赛

默飞世尔科技公司； Zorbax Eclipse C18 （ 1.8 
μm×2.1×100 mm），安捷伦科技有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  总黄酮提取液的制备 
准确称取 20.00 g 构树叶置于 500 mL 的锥形瓶

中，加入一定量的乙醇溶液，并设定不同的提取温度

和时间，浸提过程中每 0.5 h 搅拌一次，结束后用纱布

过滤，重复提取两次合并滤液，滤液再经 4 ℃冷沉 12 
h，3000 r/min 离心 20 min 去除叶绿素等杂质，得上清

液即为总黄酮提取液，记录黄酮提取液的总体积。 
1.3.2  芦丁标准曲线的绘制及总黄酮的测定 

（1）采用 NaNO2-Al(NO3)3-NaOH 法绘制标准曲

线及测定总黄酮。 
（2）0.1 g/L 的芦丁标准溶液的配制[14]：准确称

取烘干至恒重的芦丁标准品 0.0100 g，用 50%的乙醇

溶液溶解并定容至 100 mL。 
分别吸取 0.00、0.25、0.50、1.00、2.00、3.00、

4.00、5.00 mL 的芦丁标准溶液于 10 mL 的容量瓶中，

用 50%的乙醇溶液将液体补充至 5 mL，并在容量瓶中

依次加入 5%亚硝酸钠溶液和 5%硝酸铝溶液各 0.3 
mL，混匀后静置 6 min，加入 4%的氢氧化钠溶液 4 
mL，最后用 50%的乙醇溶液定容至 10 mL，混匀静置

12 min 后在波长 504 nm 下测吸光度。以容量瓶中芦

丁的总含量（μg）为纵坐标，测得的吸光度值为横坐

标，绘制标准曲线。 
得回归方程为：y=410.44x，R2=0.9998 
线性关系良好，满足测定要求。 
（3）精密吸取 0.1 mL 的提取液，按照上述方法

测定总黄酮得率，公式如下： 

1
0.1 1000

Y VR
M
×

=
× ×

 

式中：R1：构树叶总黄酮得率，即每 g 干叶中提取出的

黄酮量，mg/g；Y：由标准曲线计算出的反应体系中总黄酮含

量，μg；V：提取液总体积，mL；M：原料的投入量，g。 

1.3.3  单因素试验 
在料液比 10%，乙醇浓度 80%（体积分数，下同），

提取时间 2 h 的基础上，探讨温度（30、40、50、60、
70、80、90 ℃）对总黄酮提取效果的影响； 

在温度 70 ℃、乙醇浓度 80%，料液比 10%基础

上，探讨时间（0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、
4.0 h）对总黄酮提取效果的影响； 

在温度 70 ℃、乙醇浓度 80%、时间 2.5 h 的基础

上，探讨料液比（4%、6%、8%、10%、12%、14%）

对总黄酮提取效果的影响； 
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在温度 70 ℃、料液比 10%，提取时间 2.5 h 基础

上，考察乙醇浓度（10%、20%、30%、40%、50%、

60%、70%、80%、90%）对总黄酮提取效果的影响； 
总黄酮提取液的制备参照 1.3.1，得率的测定方法

参照 1.3.2，料液比设置为构树叶原料占总料液的百分

比。 
1.3.4  Box-Behnken 响应面优化 

在单因素实验结果的基础上，以构树叶总黄酮得

率为响应值，利用 Box-Behnken 设计 4 因素 3 水平的

实验。如表 1 所示： 
表1 Box-Behnken设计因素与水平 

Table 1 The levels of factors in Box-Behnken 

因素 
水平 

-1 0 1 

乙醇浓度/% 20 30 40 

提取温度/℃ 60 70 80 

提取时间/h 2 2.5 3 

料液比/% 9 10 11 

1.3.5  总黄酮化合物成分分析 
通过色谱串联质谱（HPLC-MS/MS）技术分析提

取物中成分组成，色谱条件[15,16]：C18 色谱柱（1.8 
μm×2.1×100 mm），流动相为 0.1%的甲酸水溶液+纯乙

腈，梯度洗脱，柱温为 30 ℃，进样量为 2 μL，流速

0.3 mL/min，自动进样器温度 4 ℃。质谱条件：加热

器温度 325 ℃，鞘气流速 45 arb，辅助气流速 5 arb，
吹扫气流速 1 arb，电喷雾电压 3.5 kV，毛细管温度

330 ℃，S-Lens RF Level 55%，一级全扫描（Full Scan，
m/z 100~1500）与数据依赖性二级质谱扫描(dd-MS2，
TopN=10)，采用正、负检测模式。使用 Compound 
Discoverer 3.0 进行保留时间矫正、峰识别、峰提取

等工作，根据二级质谱信息利用 Thermo mzCloud 在

线数据库和 Thermo mzValut 本地数据库，进行物质

鉴定。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素实验结果分析 

2.1.1  温度对构树叶总黄酮得率的影响 
不同温度对总黄酮得率的影响结果见图 1，当温

度小于 70 ℃时，温度与黄酮得率成正相关，升高体

系温度能加速溶剂分子的运动，从而提高了黄酮类化

合物的析出速率。但是这些化合物有一定的热敏性，

当温度过高时，其分子结构遭到破坏，同时高温会使

构树叶中的蛋白质凝固，黄酮不易析出，导致得率下

降[12]。结果显示在 70 ℃时，总黄酮的得率最高，为

20.57 mg/g。 

 
图1 提取温度对构树叶总黄酮得率的影响 

Fig.1 Effect of extraction temperature on yield of flavonoids 

from Broussonetia papyrifera leaves 

2.1.2  时间对构树叶总黄酮得率的影响 

 
图2 提取时间对构树叶总黄酮得率的影响 

Fig.2 Effect of extraction time on yield of flavonoids from 

Broussonetia papyrifera leaves 

不同时间对总黄酮得率的影响结果如图 2 所示，

在 0.5~2.5 h 内随着时间的增加，黄酮类化合物溶出的

越来越充分，因此得率不断增加。当时间大于 2.5 h
时，高温长时间的作用，导致部分成分受热分解[17]，

得率下降，结果分析可知，提取时间为 2.5 h 时总黄酮

的得率最高为 22.59 mg/g。 
2.1.3  料液比对构树叶总黄酮得率得率的影响 

 
图3 料液比对构树叶总黄酮得率的影响 

Fig.3 Effect of liquid to material ratio on yield of flavonoids 

from Broussonetia papyrifera leaves 
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不同料液比对总黄酮得率的影响结果如图 3 所

示，在料液比较低时，溶剂与原料充分接触，溶质的

析出量增加，黄酮提取的更加充分得率较高，但是溶

剂的使用量大会增加生产成本，同时增加提取过程中

黄酮的损耗。在料液比10%时提取物的浸出达到平衡，

之后随原料的增加，料液比变大，原料与溶剂之间的

接触面积变小[18]，同时体系的流动性变差，得率下降。

综合考虑选取料液比为 10%，此时总黄酮得率为 26.57 
mg/g。 
2.1.4  乙醇浓度对构树叶总黄酮得率的影响 

 
图4 乙醇浓度对构树叶总黄酮得率的影响 

Fig.4 Effect of ethanol concentration on yield of flavonoids 

from Broussonetia papyrifera leaves 

不同乙醇浓度对总黄酮得率的影响结果如图 4 所

示，乙醇浓度对总黄酮得率影响显著，在乙醇浓度为

30%时得率最高，此时溶液的极性与黄酮类化合物的

极性相似，黄酮类物质更易溶出。随着乙醇浓度的增

大，浸提液的颜色加深，醇溶性杂质、色素、亲脂性

物质等浸出量增加，竞争性地与乙醇结合，影响了黄

酮类化合物与溶剂之间的作用效果[19]，得率下降。因

此选择乙醇浓度为 30%，此时总黄酮的得率为 35.15 
mg/g。 

综合分析上述单因素结果，选择提取温度 70 ℃，

提取时间 2.5 h，料液比 10%，乙醇浓度 30%为响应面

实验设计的中心点。 

2.2  响应面实验结果分析 

2.2.1  回归方程的建立 
以取料液比、温度、时间、乙醇浓度四个因素，

研究其对构树叶总黄酮得率的影响，因素和水平的取

值范围参考单因素实验结果，响应面实验结果如表 2
所示。 

利用 Design-ExpertV8.0.6 软件对实验数据进行回

归性分析，得到总黄酮得率 R1 对 A（乙醇浓度）、B
（提取温度）、C（提取时间）、D（料液比）的二次回

归方程模型： 

R1=36.92-1.32A-1.79B+0.72C-0.20D+0.040AB+0.
146AC-0.77AD+3.33BC-BD+0.65CD-15.64A2-6.83B2-2.
76C2-0.045D2 

表2 Box-Behnken试验设计及结果 

Table 2 Design and result in Box-Behnken 

编

号

因素与水平 总黄酮得率

A（乙醇

浓度）

B（提取

温度）

C（提取 
时间） 

D（料 
液比） 

R1/(mg/g)

1 -1 0 -1 0 19.58 

2 0 0 0 0 36.53 

3 0 1 -1 0 20.60 

4 0 0 1 -1 34.38 

5 0 1 0 -1 30.15 

6 -1 0 0 1 22.42 

7 1 0 0 1 18.87 

8 1 1 0 0 10.25 

9 -1 0 0 -1 20.83 

10 -1 0 1 0 19.31 

11 0 0 0 0 35.85 

12 0 -1 -1 0 30.74 

13 0 0 -1 -1 36.58 

14 -1 1 0 0 14.41 

15 1 -1 0 0 15.43 

16 1 0 0 -1 20.38 

17 0 -1 0 1 32.15 

18 0 0 0 0 37.01 

19 0 0 0 0 36.93 

20 1 0 1 0 20.57 

21 0 1 0 1 28.31 

22 0 0 1 1 32.48 

23 0 0 -1 1 33.38 

24 0 -1 0 -1 30.15 

25 -1 -1 0 0 19.75 

26 0 1 1 0 29.37 

27 0 0 0 0 36.94 

28 1 0 -1 0 15.01 

29 0 -1 1 0 26.18 

2.2.2  模型方差及交互作用分析 
如表 3 所示，该模型 F 值为 91.06，p<0.0001，差

异性显著，同时失拟项 p=0.2017>0.05，模型的拟合度

良好。相关系数 R2=0.9379 及失拟项系数 R2=0.9783，
说明模型预测值与实际值拟合较好，自变量与响应值

之间关系显著，可以用此模型来分析和预测构树叶总

黄酮得率。由 F 值得到的各因素的贡献率为

A>B>C>D，其中乙醇浓度（A）和温度（B）对总黄
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酮得率影响极显著。不同因素之间的交互作用如图 5
所示，其中 AC、BC 为显著项，其他均为不显著项，

表明提取温度B和提取时间C两者之间的交互影响明

显，其他因素之间的交互作用不明显。 
表3 方差分析 

Table 3 Analysis of variance 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 
模型 1902.07 14 135.86 91.06 <0.0001 显著 

A 20.75 1 20.75 13.91 0.0022  

B 38.49 1 38.49 25.79 0.0120  

C 6.31 1 6.31 4.23 0.0598  

D 0.46 1 0.46 0.31 0.5874  

AB 6.400E-003 1 6.400E-003 4.290E-003 0.9487  

AC 8.50 1 8.50 5.70 0.0371  

AD 2.39 1 2.39 1.60 0.2266  

BC 44.42 1 44.42 29.77 0.0008  

BD 4.04 1 4.04 2.71 0.3052  

CD 1.69 1 1.69 1.13 0.7291  

A2 1587.45 1 1587.45 1063.97 <0.0001  

B2 302.60 1 302.60 202.82 <0.0001  

C2 49.37 1 49.37 33.09 0.0004  

D2 0.013 1 0.013 8.869E-003 0.9263  

残差 20.89 14 1.49    

失拟项 20.66 10 2.07 36.39 0.2017 不显著 

纯误差 0.23 4 0.057    

总离差 1922.96 28     

注：R2=0.9379；R2
Adj=0.9783。 

       

     
图5 两因素相互作用的3D图 

Fig.5 Contour plot of effects of the interaction of tow factors on extraction of flavones 
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表4 黄酮类成分解析 

Table 4 Identification of flavonoids constituents 

编号 保留 
时间 

分子 
离子峰 

m/z 
鉴定结果 分子式 相对浓度 

/(μg/mL) 参考文献 
实测值 理论值 二级碎片离子

1 6.30 [M+H]+ 448 448 299,329 
335,383 牡荆素葡萄糖苷 C21H20O11 13.14 范世明等[20]

2 6.45 [M+H]+ 448. 448 299,329,383 荭草苷 C21H20O11 17.19 Tanaka 等[21]

3 6.60 [M+H]+ 578 578 299,329 
353,383 牡荆素鼠李糖苷 C27H30O14 9.21 范世明等[20]

4 6.91 [M+H]+ 448 448 287,288 木犀草苷 C21H20O11 90.48 李晨等[22] 

5 6.93 [M+H]+ 286 286 161 山奈酚 C15H10O6 17.00 冯阳等[23] 

6 6.94 [M+H]+ 462 462 287 野黄芩苷 C21H18O12 395.70 林志燕等[24]

7 7.38 [M+H]+ 270 270 106 芹菜素 C15H10O5 2.35 庞素秋等[25]

8 7.38 [M+H]+ 432 432 271 芹菜素-7-葡萄糖苷 C21H20O10 93.06 庞素秋等[25]

9 7.44 [M+H]+ 270 270 183 高良姜素 C15H10O5 23.85 侯红瑞等[26]

10 7.45 [M+H]+ 446 446 271,272 芹黄素-7-O-葡萄醛酸苷 C21H18O11 612.50 韩颖等[27] 

11 7.54 [M+H]+ 476 476 301 6-O-对羟基苯甲酰基桃叶珊瑚苷 C22H20O12 5.22 韩曼飞等[28]

 

 
图6 构树叶黄酮提取物总离子流图 

Fig.6 TIC chromatogram of flavonoids from Broussonetia 

papyrifera leaves 

2.2.3  最佳工艺条件预测验证 
模型给出的理论最佳工艺参数为乙醇浓度

29.82%、温度 69.35 ℃、提取时间 2.49 h、物料比 9%，

总黄酮得率理论值为 37.10 mg/g。考虑到实际操作将

理论参数调整为乙醇浓度 30%，提取时间 2.5 h，温度

69 ℃，物料比 9%，在此条件下测得构树叶中总黄酮

得率为 37.33 mg/g，与模型预测值接近，响应面设计

实验所给出的总工艺结果可靠。 

2.3  提取物中黄酮类化合物分析鉴定 

对冷沉离心后的上清液进行UPLC-MS/MS分析，

电喷雾正、负离子模式下的质谱信息见图 6。 
使用 Compound Discoverer 3.0 分析图谱，由一级

质谱的分子离子峰拟合元素组成，得到化合物的分子

式，再结合二级质谱的离子碎片峰及质谱裂解规律，

利用 Thermo mzCloud 在线数据库、Thermo mzValut
本地数据库和相关参考文献推导化合物的结构。通过

分析，提取液中检测出了脂肪类、吲哚类、羧酸及其

衍生物、有机氮类、黄酮类等化合物，其中黄酮类化

合物有 11 种，分子量在 270~470 之间，黄酮苷元类化

合物有山奈酚、高良姜素、芹菜素；黄酮苷类化合物

有芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸苷、野黄芩苷、木犀草苷、

芹甙元-7-葡萄糖苷、6-O-对羟基苯甲酰基桃叶珊瑚

苷、异牡荆苷、白杨素 8-C-葡萄糖苷，其中野黄芩苷、

芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸苷相对含量较高，分别为

395.70、612.50 μg/ mL（表 4）。 

3  结论 

本研究以构树叶为原料，通过选取温度、时间、

料液比、乙醇浓度四个因素，采用单因素和响应面优

化后得到的最佳工艺条件为乙醇浓度 30%、提取时间

2.5 h、温度 69 ℃、料液比 9%，在此条件下总黄酮得

率为 37.33 mg/g。冷沉离心处理能出去提取液中大部

分的蛋白质和叶绿素等，并不会对总黄酮的含量产生

明显的影响。通过 UPLC-MS/MS 分析，检测出提取
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液中的成分中共含有 11 种黄酮类化合物，分别为野黄

芩苷、荭草苷、芹黄素-7-O-葡萄苷、山奈酚、芹菜素、

木犀草苷、高良姜素、芹菜素-7-葡萄糖苷、牡荆素葡

萄糖苷、6-O-对羟基苯甲酰基桃叶珊瑚苷、牡荆素鼠

李糖苷。本研究采用传统的浸提工艺，以乙醇为溶剂

在不加超声波、微波等辅助条件的情况下，构树叶总

黄酮的得率较高，且溶剂的使用量小成本低，工艺操

作简单、安全。色谱-质谱联用技术的应用更加深入的

解析了黄酮类化合物的组成及结构，能够为构树叶黄

酮的工业化生产提供科学基础和理论依据。 
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