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摘要! 为了优化藜麦
6*+%"7"8-#9 :#-%"&

叶片黄酮的乙醇提取工艺和分析基因型间的差异! 为藜麦黄酮的开发和高

黄酮的品种筛选提供理论依据! 采用
$

因子
$

水平正交试验设计! 探讨了乙醇体积分数% 料液比和浸提时间等因

素对藜麦叶片黄酮提取率的影响& 并采用最佳提取条件! 对
&%

个不同基因型品种藜麦的叶片黄酮得率进行了比较

分析' 结果表明$ 藜麦叶片黄酮最佳提取条件为体积分数
(%E

乙醇!

#%>%

料液比!

2% &

水浴下回流浸提
%5' F

( 在

优化条件下!

&

次提取工艺得率达
2'E

以上( 各因素对叶片黄酮提取率的影响程度依次为$ 浸提时间＞乙醇体积分

数＞料液比( 比较结果发现$ 藜麦叶片黄酮得率存在明显基因型差异! 其中品种
GH2&>D$!

的叶片黄酮类物质得率

最高! 达
%5D$$E

( 所测藜麦品种的叶片黄酮平均得率为
%51&DE

! 变异系数为
$>5>>E

( 研究表明$ 乙醇回流法适于

提取藜麦总黄酮类化合物( 表
>
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藜麦
!)*&'+',%$- #$%&'(

又称南美藜' 藜谷' 奎奴亚藜等( 是
"

年生的藜科
D1%&'*',-62%6%

草本作

物( 在安第斯山脉种植已有
J ===

多年的历史( 被印加人称为 )谷物之母* 和 )安第斯山的真金*

%

"";

&

+

藜麦蛋白质含量高( 具有近乎完美的氨基酸组成( 富含不饱和脂肪酸' 类黄酮' 维生素
K

等多种有益

化合物( 是联合国粮农组织认定的唯一的完美营养食品( 被誉为 )未来的超级谷物* )营养黄金*

)有机谷类之王* 等 %

!"#

&

+ 长期食用藜麦( 对心脏病' 高血压' 高血糖' 高血脂等有很好防治作用+ 藜

麦喜热带' 亚热带干湿气候( 生长温度为
;>=L!J>= #

( 生长适温
"#>=L"9>= #

( 在营养生长阶段可耐轻

度霜冻#

"">=L= #

$( 在种子结实之后可耐
"B>= #

低温( 对盐碱' 干旱' 霜冻' 病虫害等的抗性能力都很

强( 植株在自然肥力低的情况下仍能生长良好%

J

&

+ 由于藜麦的营养价值在提供粮食和营养安全等方面的

突出作用( 联合国大会宣布
;="!

为 )国际藜麦年*

%

B

&

+ 黄酮类化合物是一种生理活性活泼的物质( 具有

降低血管脆性及异常的通透性' 降血压' 降血脂及胆固醇' 抗病毒' 抗炎' 抗癌防癌' 抗氧化等药理作

用( 尤以对心脑血管疾病的治疗作用而备受重视%

M"9

&

+ 研究者已用不同方法在银杏
.%&/0' 1%2'1(

%

:

&

( 甘薯

3+'-'*( 1(4(4(5

%

9

&

( 花生
67(8)%5 )9+'0(*(

%

"=

&

( 大蒜
622%$- 5(4%:$-

%

""

&

( 荞麦
;(0'+97$- *58$2*&4$-

%

";

&

(

小白菜
<7(55%8( 7(+( 8)%&*&5%5

%

"!

&

( 金银花
='&%8*7( >(+'&%8(

%

"#

&以及豆科
N%$3A-&'+6%

植物 %

"J""B

&中等进行了

黄酮提取和含量测定+ 藜麦谷粒中比较丰富的类黄酮物质异黄酮和维生素
K

组合可明显促进糖' 脂代谢

和胰岛素分泌( 对糖尿病的治疗作用明显%

"M"":

&

+ 然而( 有关藜麦黄酮类化合物的研究国内外报道甚少%

;=

&

+

本研究着重讨论藜麦叶片黄酮类物质的提取和测定方法( 进而分析基因型间的差异( 为藜麦叶片黄酮类

物质的开发利用和高黄酮高氧化性资源的筛选提供依据+

"

材料和方法

*+*

材料

藜麦盆栽
#= ,

后( 摘取新鲜叶片( 于阴凉通风处晾干后( 置于
9= #

鼓风烘箱中干燥
"; 1

( 取出后

用粉碎机充分粉碎( 过
=>J AA

孔筛筛选( 装入干燥器皿中备用+

*+,

试剂及仪器

主要试剂, 芦丁对照品购自国药集团化学试剂有限公司- 亚硝酸钠' 硝酸铝' 氢氧化钠' 乙醇等试

剂均为国产分析纯+

主要仪器,

OFP :";!Q

电热恒温鼓风干燥箱#上海精宏实验设备有限公司$'

@7!;"#

电子天平#丹佛

仪器有限公司$'

RS@O!B===

恒温水浴锅#上海申胜生物技术有限公司$'

@ON!#=T

台式离心机#上海安

亭科学仪器厂$'

MJ;7D

紫外可见分光光度计#上海光谱仪器有限公司$+

*+-

藜麦类黄酮的提取

以藜麦品种
789"#:!;

为材料( 精确称取其全粉
">== $

( 置于圆底烧瓶中+ 采用水浴回流加热法进

行提取试验+ 选择影响藜麦叶片黄酮得率的主要因素如乙醇体积分数' 料液比' 浸提时间等
!

个因素为

考察因子( 按照
=

:

#

!

!

$正交表安排不同提取条件试验#表
"

$( 以确定最佳提取条件+

*+.

藜麦总黄酮量的测定

鉴于目前以芦丁为标样的比色法是测定黄酮得率最常用的方法%

;"

&

( 本研究仍沿用该法来测定藜麦总

黄酮得率+ 准确称取芦丁标准试剂
J>=== A$

( 用体积分数为
B=U

乙醇完全溶解后定容至
J=>= AN

( 摇匀

的质量浓度为
=>" $

.

N

""的芦丁标准溶液+ 分别吸取芦丁标准溶液
=>=

(

">=

(

;>=

(

!>=

(

#>=

(

J>= AN

于
B

只
"=>= AN

刻度试管中( 用体积分数为
B=?

乙醇补至
J>= AN

( 加入质量分数为
J?

的亚硝酸钠溶液
=>!

AN

( 摇匀( 放置
B A-&

后加入质量分数为
"=?

的硝酸铝溶液
=>! AN

( 放置
B A-&

( 再加入
">= A'4

.

N

""氢

氧化钠溶液
#>= AN

( 混匀( 再加体积分数为
B=?

的乙醇
=># AN

( 室温放置
"J A-&

后于波长
J=" &A

处

陆敏佳等, 藜麦叶片黄酮类物质的提取及基因型差异 J!J
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测定其吸光度! 以体积分数为
'&(

乙醇溶液为空白对照! 建立测定标准曲线和线性回归方程" 测定时!

以不同的样品液代替芦丁标准溶液! 其他步骤与制作芦丁标准方程相同" 计算公式如下# 总黄酮得率

$

(

%

)

$

!!"

#

!"

!

!#&

"*

%

+

$

#+"

&

%

!#&&

& 其中#

!

为测定样液的质量浓度$

,

'

-

".

%(

"

&

为测定吸光度所用样液

的体积$

/-

%(

"

#

为测定时稀释体积$

/-

%(

"

!

为样液定容后体积$

/-

%(

#

为样品质量$

,

%&

表
! $

"

!

#

$

"正交表和实验结果

01234. 56789,9:13 71234 $

;

$

*

*

%

1:< 4=>46?/4:713 64@A37@

试验编号 乙醇体积分数$

B

%

+(

时间 $

C

%

+8

料液比$

D

% 总黄酮得率
+(

# *& &EF ##%& &G$;;

! *& .G& .$$& &GF;$

* *& .GF .$'& &G$..

$ H& &GF .$$& &G;*'

F H& .G& .$'& &GH**

' H& .GF .$%& &G$H'

H ;F &GF .$'& &G%HH

% ;F .G& .$%& &G'!F

; ;F .GF .$$& &GF&.

%. .GF&$ & !G*.! & !G&*. &

&! !G.$F & .G;F! & !G&!. &

&* !G&&* & .G*%% & .G'&& &

'I &G!.$ & &G*&% & &G.$$ &

说明#

&

为第 )

(

* 列因素
*

水平所对应的试验指标和(

'

(

为第 )

(

* 列因素的极差+

%&'

藜麦重复性试验及其加样回收率试验

精确称取藜麦品种 ,

0JKLD5 MA?:91 0NBOP0P5QB-

- 共
'

份相同样品! 按上述最佳提取和测定方

法进行重复性试验! 验证可靠性& 选上述藜麦品种 ,

0JKLD5 MA?:91 0NBOP0P5QB-

-! 设定不同加入

量!

'

次重复! 加入已知量芦丁样液! 计算回收率! 黄酮提取和测定方法同上&

!&(

藜麦黄酮得率的基因型差异

选择 ,

0JKLD5 MA?:91 0NBOP0P5QB-

-,

MA?:91CGN1?: R9S

-,

04/AT9

-,

#F;# MA?:91 D8466U

-,

09/?T9

MA?:91

-,

DM%0JKVDD

-,

WP%.$;*!

-,

WPF;'!;*

-,

0A/AT9

.

H

%

8U26?<@

-/

W@PF;'$;%

-

."

个不同基因型藜麦品种!

统一播种和管理! 采用上述同样方法进行制样+ 然后采用确定的最优提取工艺! 对所选藜麦品种进行提

取! 分析藜麦叶片黄酮得率的基因型差异+

!

结果与分析

)&!

芦丁标准曲线的确定

芦丁在
"&F"G" /,

'

-

".质量浓度范围内! 以吸光值.

)

%为纵坐标! 芦丁标准品质量浓度.

*

%为横坐标!

绘制标准曲线! 得到回归方程#

)).*GHH.*""G".* '

.

'

!

)"G;;% "

%+ 该结果表明# 芦丁在该质量浓度范围

内吸光度值与质量浓度之间存在良好的线性关系+

*&*

最佳提取条件的确定

选用
*"X

!

H&(

和
;F( *

个有代表性的乙醇体积分数作为提取液+ 因乙醇沸点在
%& '

左右! 采用

水浴热回流法.

%&&;& '

%提取对它影响很小! 因此! 温度因素可不考虑在内+ 其他提取条件为提取时间

和料液比+ 利用
*

因子
*

水平正交试验研究各因素对工艺的影响! 同时为明确影响提取得率的显著性因

子! 对正交表中的黄酮得率作方差分析+ 结果分别见表
#

和表
!

+

由表
!

可知#

+

C

＞+

&G#

! 因素
C

对黄酮提取量的影响显著!

+

&G!

＜+

B

＜+

&G#

! 因素
B

对黄酮提取量有一

定的影响! 但不显著+ 由表
#

可知!

'

C

＞'

B

＞'

D

! 据此! 可确定各因素对黄酮提取量影响主次顺序为

C＞B＞D

+

!G!G#

浸提时间的选择 由表
#

可知# 提取时间为
&GF 8

时黄酮得率最高! 其后逐渐降低+ 因此! 提取

F*'
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时间以
$%& '

为佳! 延长浸提时间" 可能由于黄酮降解" 从而降低了提取量#

(

$

!

!

藜麦总黄酮得率的方差分析

)*+,- . /*01*2134 *4*,5616 37 -820*92134 0*2- 37 7,*:3431;6 14 <=143*

方差来源 平方和%

!

& 自由度%

"

& 均方%

6>"

&

#

值 临界值

乙醇体积分数%

?

&

$%$@& & . $%$!@ ( A%&" #

$%$&

%

.B.

&

C"D

时间%

E

&

$%"## A . $%$@. ! ".%#@ #

$%"

%

.B.

&

CD

料液比%

F

&

$%$#$ ! . $%$.$ . !%#@ #

$%.

%

.B.

&

C#

误差
$%$"" A . $%$$& (

总和
$%.@. $ (

.%.%.

乙醇体积分数的选择 由表
.

可知' 乙醇休积分数对指标具有一定的影响! 根据表
"

和因素
?

的

数据" 乙醇体积分数为
!$G!@$G

时" 黄酮得率剧增( 而乙醇体积分数为
@$G!D&G

时" 黄酮得率明显下

降" 显现一个抛物线变化的趋势! 因此" 确定乙醇最佳体积分数为
@$G

!

.%.%!

料液比的选择 由表
.

可知' 料液比对指标影响不显著! 当对不同料液比进行试验时" 发现料液

比在
"H#$

时" 黄酮
"

得率略高于料液比为
"#A$

" 其后随着料液比的增加黄酮
"

得率逐渐降低! 因此" 从节

约材料与药品综合比较后" 确定最适料液比为
"$#$

!

综上所述" 藜麦总黄酮得率的最优提取条件为' 乙醇体积分数
@$G

" 浸泡时间
$%& '

" 料液比
"$#$

!

!"#

藜麦总黄酮得率的测定方法

根据已获得的芦丁标准曲线与线性回归方程" 计算出每毫升提取液中的总黄酮含量" 再根据公式计

算总黄酮得率! 为验证比色法测定黄酮得率的可靠性" 进行了
A

次重复性试验和回收率试验! 实验结果

显示' 在波长
&"$ 4I

条件下" 各重复实验组的吸光度值分别为
$%A!(

"

$%A!@

"

$%A!&

"

$%A!@

"

$%A!#

"

$%A!D

!

结果证明了比色法测定的可靠性( 从回收率结果%表
!

&可以看出" 本测定方法各处理的回收率均接

近
"$$G

" 重现性也较高! 综合上述" 本法适用于测定藜麦黄酮类化合物的得率!

表
#

藜麦黄酮分析的回收率实验结果

)*+,- ! J8K-01I-42*, 0-6=,26 37 0-93:-05 14 -820*92134 0*2- 37 7,*:3431;6 14 <=143*

试验编号 样品中含量
>IL

加入芦丁量
>IL

测得量
>IL

回收率
>G

平均回收率
>G

相对标准偏差
>G

" @%"!# $%"$$ @%##" "$.%(A "$$%.& #%..

. "#%.A( $%"$$ "!%#"& D!%!@

! @%$!D $%"$$ @%##" "$#%.!

# "#%$@( $%"$$ "#%.A& "$$%A"

& @%DD( $%"$$ (%!A( "$!%!!

A "&%DDA $%"$$ "&%A!$ D@%"$

!"$

藜麦黄酮得率的基因型差异分析

表
#

列出了
"$

个藜麦品种的黄酮得率! 由表
#

可知' 藜麦黄酮得率在基因型间存在很大差异" 变

幅为
$%."&G%$%D!!G

" 平均为
$%A"DG

" 变异系数达
!#%##G

! 其中" 以品种 )

MN("#D!.

* 的总黄酮得率

最高" 达
$%D!!G

+ 其次为 ,

O=143*E% P*14 Q3R

* 和 ,

)-I=93

*" 分别列第
.

位和
!

位" 但两者基因型黄

酮得率差异不大! 紧随其后的分别是品种 ,

"&D" O=143* F'-005

* 和 ,

)JSTFU O=143* )P?VN)NUW?X

*!

品种 ,

)3I193 O=143*

* 和 ,

FO")JS/FF

* 的基因型黄酮得率相近" 分别排列第
(

位和第
D

位! 而叶片

表面覆有紫色粉层的 ,

MN&DA#D(

* 品种的总黄酮得率最低" 为
$%."&G

" 藜麦总黄酮得率可能与其叶片

表面的紫色粉层有关!

!

讨论与小结

黄酮类化合物因其独特的保健功能而越来越得到人们的重视 #

(

$

! 藜麦被认为是最适宜人类的完

美-全营养食品." 是最具潜力的农作物之一+ 藜麦种子及新芽中的花青素/ 总多酚有较高的抗氧化性"

可以作为传统食物的替代品" 具有很高的营养价值 #

..

$

! 藜麦的叶子可当蔬菜吃" 与菠菜
!$%&'(%' )*+,!

'(+'

叶子相似" 既可用来凉拌生食" 又是新鲜蔬菜的色拉的理想原料! 本研究首次对藜麦的不同基因型

陆敏佳等' 藜麦叶片黄酮类物质的提取及基因型差异 &!@
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品种的叶片黄酮得率进行了测定比较! 参照国内外提取黄酮的多种方法"

!'!!$

#

$ 紫外可见分光光度法操作

品种 叶表情况 叶形状 总黄酮得率
()

*+,-./ 012345 *6789*9/:7;

绿色 提琴形锯齿状
&<='>

012345?<6523 @4A

绿色 提琴形锯齿状
&<%B%

*CD1E4

绿色 提琴形锯齿状
&<%&>

B>F# 012345 .GCHHI

绿色 提琴形锯齿状
&<J>#

*4D2E4 012345

绿色 提琴形锯齿状
&<$J!

.0"*+,K..

绿色 提琴形锯齿状
&<$JJ

L9%#$F'!

绿色 提琴形锯齿状
&<F''

L9>F=!F'

绿色 提琴形锯齿状
&<>#!

*1D1E4

%

J

&

GIMH2NO

绿色 提琴形锯齿状
"<>J!

L9>F=$F%

绿色%表面覆有紫色粉层& 卵形略有锯齿
"<!B>

平均值
"<=BF

变异系数
() '$<$$

表
!

藜麦黄酮得率的基因型差异

*5MPC $ QC34RISC T5H25R243 4U CVRH5ER243 I2CPNO 4U UP5T4342NO 23 W12345

简单方便' 标准对照品易得' 结果可靠' 是黄酮类化合物的定量分子最常用的方法之一"

!>

#

( 本着溶剂无

毒性) 易回收) 对黄酮溶解力强和工艺简单的原则' 确定乙醇为最佳提取剂! 本研究表明' 藜麦黄酮类

化合物的提取率与乙醇体积分数) 提取时间和料液比有关! 经采用
'

因素
'

水平正交试验' 其最佳提取

工艺是乙醇体积分数
J&)

' 提取时间
&<> G

' 料液比
B#$&

' 且一次提取即可使得率达
%>)

以上' 这为藜

麦黄酮类化合物的开发利用提供了理论依据和工艺参数!

黄酮得率的比色法测定比较简单可靠' 但易受脂类物质的干扰"

%

#

! 从重复性试验和回收率试验中可

看出' 比色法适于测定藜麦总黄酮得率' 且具有良好的重现性和稳定性! 说明藜麦叶片中含脂量不足以

影响藜麦黄酮的提取和测定! 研究表明* +

L9%B$F'!

, 品种的黄酮提取量最高' 达
&<F'')

' 该含量高

于赪桐 !"#$%&#'&$() *+,%'-.()

根 "

!$

#

X

鲜青蒿
/$01)-2-+ .+$3-4%"-+

"

!=

#

X

甜菜
510+ 3("6+$-2

"

!J

#等的黄酮含量(

不同品种间藜麦叶片黄酮得率差异系数达
'$<$$)

' 说明通过适当的育种改良途径和方法' 可以筛选到

高黄酮高抗氧化性藜麦品种( 藜麦黄酮提取量还可能受叶片粉质层的成分) 叶片中叶绿素) 花青苷) 类

胡萝卜素含量"

!%

#以及内酯含量大小的遗传和环境因子"

!F

#等因素影响( 本项目将对不同生长发育时期的藜

麦叶片黄酮含量变化' 以及叶片和种子黄酮含量的相关性作进一步研究' 更好地促进藜麦作为一种保健

的多功能多方面可利用的食物源的大力开发(
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