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　　摘要：分别以花生叶片、根系为材料，研究提取剂、料液比、提取时间、提取温度等因素对类黄酮提取效率的影
响。结果表明，花生叶片根系干样类黄酮提取的最佳条件是：以７０％乙醇作为提取剂，料液比为１∶２３３，２５℃黑暗
振荡提取１８ｈ，或者７０％乙醇，６０℃提取１ｈ。花生叶片鲜样类黄酮提取的最佳条件是：以无水乙醇作为提取剂，料
液比为１∶４０，在２５℃黑暗条件下提取１８ｈ，或者８０℃提取１ｈ。最后过滤提取液，用Ａｌ（ＮＯ３）３显色法进行类黄酮含
量测定。不同花生品种叶片类黄酮含量差异显著，其变异范围为２．９７～１１．１ｍｇ／ｇＤＷ，正常生长条件下农大８１８、大
白玉、花育２０号等品种叶片类黄酮含量较高。
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　　黄酮类化合物（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ），又称类黄酮，泛指
两个苯环通过中央三碳链相互联结而成的具有 Ｃ６
－Ｃ３－Ｃ６结构的一系列化合物。类黄酮广泛存在
于植物界中，有良好的抗氧化性能和消除自由基、抗

肿瘤、抗突变的作用［１］。当外界环境改变时，类黄

酮浓度的提高可以作为植物抵抗外界不利环境的重

要保护机制。研究表明，在植物代谢过程中，黄酮类

化合物具有组织、发育和环境因子特异性，参与植物

生态防御，并担当生殖过程的信使［２］。除遗传和生

物因素外，影响植物中黄酮类成分生物合成的主要



环境因素有光照、温度、ＣＯ２浓度、矿物营养和土壤
水分等［３］。

花生是我国最重要的油料作物和经济作物，种

植面积在５大油料作物中居首位。花生植株中含有
丰富的黄酮类化合物，其中花生叶片中含量最高，其

次是茎和壳［４］。邓斌等［５］证明花生壳中类黄酮有

较强的自由基清除能力和一定的抗脂质过氧化能

力。汪海峰等［６］以甲醇作为溶剂，以聚酞胺层析法

对花生壳黄酮成分进行了研究，并分离得到了木犀

草素，含量约为０．３０％。杨增明等［７］测定了全国１７
个产地花生壳药材中的总黄酮，含量在 ０．２５％ ～
１．４２％之间。丁爱凤等［８］对我国８个省区的１２０份
不同品种、类型花生壳中木犀草素含量进行了测定，

其含量为 ０．０５０％ ～０．４７５％，含量高低相差可达
９倍以上；龙生型和普通型花生壳中木犀草素含量
较低，中间型、多粒型和珍珠豆型含量较高。另外，

同一类型花生在不同地区种植，花生壳中木犀草素

含量也有明显差异［８］。不同成熟度的花生壳总黄

酮含量在４．７６～１３．２４ｍｇ／ｇ之间［９］，１４个不同类型
的白皮、红皮、黑皮、彩色、普通种皮的花生籽仁中总

黄酮含量，表现为基因型间差异显著，相同品种不同

籽仁部位总黄酮、维生素 Ｃ等抗氧化物质含量差别
较大，品种的抗氧化活性与总氨基酸和总黄酮含量

间呈显著正相关［１０］。

总黄酮的提取和测定方法一直是总黄酮研究的

一个关键问题。目前应用最广的分析方法是分光光

度法和高效液相色谱法。前人已对野生金荞麦、紫

叶矮樱、柑桔皮、月季果、忍冬叶及四种药用植

物［１１～１６］等类黄酮提取技术进行了较为全面的研究，

涉及醇类提取法、热水提取法、碱液提取法、超声波

辅助提取法、微波辅助法等。

前人对花生壳类黄酮的提取工艺、成分测定开

展了大量研究工作［５，１７～２０］，但对于花生叶片、根系

中类黄酮提取技术研究较少。邓保炜等［４］研究了

提取条件与花生植株不同部位黄酮提取量的关系，

结果表明，花生植株中黄酮类物质的最佳提取工艺

为：乙醇浓度 ６０％，提取温度 ６５℃，超声时间为
２０ｍｉｎ，料液比为１ｇ∶４０ｍＬ。但其提取工艺较为繁
琐，包括超声波提取、过滤、减压浓缩、石油醚萃取等

步骤。

为了探索更加简便高效的花生叶片、根系类黄

酮提取技术，本研究以花生干叶片、干根系和鲜叶片

为材料，研究提取剂种类、提取剂浓度、料液比、提取

时间、提取温度等因素对类黄酮提取率的影响，确定

了花生叶片根系类黄酮提取的优化技术，以期为花

生类黄酮资源的开发利用、花生类黄酮抗逆机理的

研究与应用提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料

花生品种：丰花５号、农大８１８、大白玉、山花７
号、丰花２号、花育２０号、白珍珠、四粒红、如皋西洋
生、丰花４号、白沙１０１６等。花生叶片、根系的类黄
酮提取技术研究以丰花５号为材料。

选择饱满、整齐一致的花生种子胚根端向下置

于砂床中，２５℃发芽室中光照培养，每天定时加水，
保持湿润，花生幼苗正常培养１４ｄ后取样。选取植
株第一、第二复叶，冲洗干净的侧根为样品，装于信

封中，１０５℃杀青３０ｍｉｎ，８０℃烘至恒重，研磨过１００
目筛，装于１０ｍＬ离心管中备用。
１．２　方法
１．２．１　类黄酮标准曲线的制作　参照贾长虹等［１４］

和邓保炜等［４］的方法制作类黄酮标准曲线。以

８０％乙醇配制芦丁溶液（０．２５ｍｇ／ｍＬ）。准确吸取
芦丁标准溶液０．０、２．０、４．０、６．０、８．０、１０．０、１２．０、
１４．０、１６．０ｍＬ于５０ｍＬ容量瓶中；加５％ ＮａＮＯ２２．５
ｍＬ，混匀，放置６ｍｉｎ；加入１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３２．５ｍＬ，
混匀，放置６ｍｉｎ；加４％ ＮａＯＨ２０．０ｍＬ，加８０％乙醇
定容至５０ｍＬ，摇匀，放置１５ｍｉｎ。以８０％乙醇为空
白，在５１０ｎｍ下测定吸光值。然后以芦丁含量（ｍｇ／
ｍＬ）为横坐标，吸光度（ＯＤ５１０）为纵坐标，绘制标准
曲线，得回归方程为：ｙ＝１０．８３６ｘ－０．０１８３，相关系
数Ｒ２＝０．９９９９。
１．２．２　花生类黄酮的提取和含量测定　准确称取
花生干叶片或干根系０．０５０ｇ于１５ｍＬ离心管，每个
处理设置３个重复。分别按试验设计加入相应提取
剂，放入２５℃恒温振荡培养箱中黑暗振荡提取不同
时间，速度设定为 １４０ｒ／ｍｉｎ。达到预定提取时间
后，将全部提取物转移到放有滤纸的漏斗上过滤，收

集滤液。

取滤液 ５ｍＬ于 １５ｍＬ试管，依次加入 ０．５ｍＬ
５％ ＮａＮＯ２溶液，混匀静置６ｍｉｎ；加入０．５ｍＬ１０％
Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，混匀静置 ６ｍｉｎ；加入 ４．０ｍＬ４％
ＮａＯＨ溶液，混匀静置１５ｍｉｎ，以７０％乙醇代替滤液
制作两支空白对照进行分光光度计调零，于５１０ｎｍ
处测定样品吸光值，通过标准曲线计算类黄酮含量

（单位：ｍｇ／ｇＤＷ）。
１．３　试验设计
１．３．１　提取剂种类　分别选用甲醇、无水乙醇、丙
酮、１％盐酸、１％盐酸甲醇、１∶１乙醇丙酮、５０％乙
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醇、６０％乙醇、７０％乙醇、８０％乙醇、９０％乙醇作为提
取剂。称取花生干叶片、干根系０．０５０ｇ，加入８ｍＬ
提取剂；或者称取花生鲜叶片的叶圆片０．２０ｇ，加入
８ｍＬ提取剂。每个处理均为３次重复。以不同提取
剂提取２４ｈ后，测定类黄酮含量。
１．３．２　料液比　花生干叶片类黄酮提取试验，设定
干样重量与提取液的体积比为 １∶１００、１∶２００、
１∶３００、１∶４００、１∶５００，随后进一步设定 １∶２００、
１∶２３３、１∶２６６、１∶３００。

花生鲜叶片类黄酮提取试验，设定鲜样重量与

提取液的体积比为１∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０、
１∶６０。分别称取不同重量鲜叶片的叶圆片，加入８ｍＬ
７０％乙醇，２５℃振荡提取２４ｈ后测定类黄酮含量。
１．３．３　提取时间　设定８个提取时间，分别为提取
３、６、９、１２、１５、１８、２１和２４ｈ。使用花生干叶片提取
类黄酮，料液比为１∶２３３（干样０．０３０ｇ，加７ｍＬ７０％
乙醇）；使用鲜叶片提取类黄酮，料液比为 １∶４０
（０．２０ｇ鲜样，加８ｍＬ１００％乙醇），２５℃恒温振荡提
取至规定时间，取上清液进行显色反应，进行类黄酮

含量的测定。

１．３．４　提取温度　设置７个水浴提取温度（２５、４０、
５０、６０、７０、８０和９０℃）进行花生类黄酮的提取。使
用花生干叶片提取类黄酮，料液比为１∶２３３（干叶片
０．０３０ｇ，加７ｍＬ７０％乙醇）；使用花生鲜叶片提取类

黄酮，料液比为１∶４０（鲜叶片０．２０ｇ，加８ｍＬ无水乙
醇）。置于不同温度下黑暗提取 １ｈ（中间振荡混
匀），过滤提取液，进行类黄酮含量的测定。

２　结果与分析
２．１　花生干叶片干根系类黄酮提取技术优化
２．１．１　提取剂对花生干叶片干根系类黄酮提取效
率的影响　以丰花５号干叶片、干根系为材料，分别
使用甲醇、无水乙醇、丙酮、１％盐酸、１％盐酸甲醇、
１∶１乙醇丙酮等６种提取剂进行类黄酮提取处理，研
究不同提取剂对花生叶片、根系类黄酮的提取效果。

花生叶片类黄酮提取结果分析表明，以甲醇作

为提取剂提取效率最高，丰花５号叶片类黄酮提取
率达到９．２８ｍｇ／ｇＤＷ（图１）。其次，１％盐酸甲醇提
取效率也较高，类黄酮提取率达到９．０４ｍｇ／ｇＤＷ。

与叶片相比，根系中类黄酮含量较低。以１％
盐酸甲醇对花生根系类黄酮提取效率最高，类黄酮

提取率为２．２６ｍｇ／ｇＤＷ；甲醇提取效率次之，为１．７６
ｍｇ／ｇＤＷ（图１）。综合上述结果：不同提取剂对花生
类黄酮提取效果有较大差异，甲醇和１％盐酸甲醇
对花生干叶片、干根系类黄酮提取效果均较好。考

虑到甲醇有一定毒性，进一步研究了不同浓度乙醇

对花生叶片、根系类黄酮提取的效果。

图１　提取剂对花生干叶片、干根系类黄酮提取率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｄｒｙｌｅａｖｅｓａｎｄｒｏｏｔｓｏｆｐｅａｎｕｔ

２．１．２　乙醇浓度对花生干叶片干根系类黄酮提取
效率的影响　以不同浓度乙醇对花生干叶片进行类
黄酮提取，结果表明随着乙醇浓度增加，类黄酮提取

率逐渐升高（图２）。６０％乙醇提取获得的类黄酮提
取率较高，显色反应后溶液呈红色，无叶绿素干扰。

当乙醇浓度达到７０％时，花生叶片类黄酮提取率最
高，达到８．１０ｍｇ／ｇＤＷ，此时溶液中开始出现叶绿素。
随着乙醇浓度继续增加，叶绿素浓度越来越高，类黄

酮提取率下降。９０％乙醇获得的类黄酮提取率与
６０％乙醇提取率相当。

对花生干根系的测定结果表明，根系中类黄酮

提取率显著低于花生叶片。不同浓度乙醇提取效果

比较，７０％乙醇对类黄酮的提取效率最高（图 ２）。
综合上述结果，选择７０％乙醇作为花生干叶片和干
根系的类黄酮提取剂最为适宜。
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图２　乙醇浓度对花生干叶片、干根系类黄酮提取率的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｄｒｙｌｅａｖｅｓａｎｄｒｏｏｔｓｏｆｐｅａｎｕｔ

２．１．３　料液比对花生干叶片类黄酮提取效率的影
响　以不同的料液比（样品重量∶提取液体积）提取
花生叶片类黄酮，测定结果表明，１∶１００类黄酮提取
率较低，料液比１∶２００～１∶３００类黄酮提取率均较
高，料液比１∶４００～１∶５００类黄酮提取率开始明显

降低（图３）。进一步在１∶２００与１∶３００之间设定
不同的料液比，进行类黄酮提取效率研究，结果表明

在料液比为１∶２３３条件下类黄酮提取率极显著高
于其他处理（图３）。

图３　料液比对花生干叶片类黄酮提取率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｌｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｄｒｙｌｅａｖｅｓｏｆｐｅａｎｕｔ

２．１．４　提取时间和提取温度对花生干叶片类黄酮

提取效率的影响　研究了常温条件下提取时间对类

黄酮提取效率的影响，表明随着提取时间的延长，类

黄酮提取率不断上升，提取１８ｈ类黄酮提取率显著

高于其他处理（图４）。为了降低类黄酮提取时间过

长的问题，进一步试验了短时间高温提取对类黄酮

提取率的影响。以７０％乙醇为提取剂，进行不同水

浴温度提取１ｈ，结果表明２５℃、４０℃提取类黄酮提

取率较低，水浴温度达５０℃后类黄酮提取率极显著

增加。５０～９０℃提取类黄酮率均较高，其中６０℃条

件下花生叶片类黄酮提取率最高（图４）。

花生干叶片类黄酮提取的最佳条件是：以７０％

乙醇作为提取剂，料液比为１∶２３３，２５℃黑暗振荡提

取１８ｈ，或者７０％乙醇，６０℃提取１ｈ。

２．２　花生鲜叶片类黄酮提取技术优化
２．２．１　提取剂对花生鲜叶片类黄酮提取效果的影
响　２５℃培养１４ｄ的丰花５号花生幼苗，取完全展
开叶片的叶圆片０．２０ｇ，加入不同提取剂８ｍＬ，２５℃
振荡提取２４ｈ，进行显色反应，测定类黄酮含量。对
花生鲜叶片类黄酮提取率分析表明，甲醇提取率最

高（图５）。不同浓度乙醇类黄酮提取率存在明显差
异，随着乙醇浓度的增加类黄酮提取率提高，无水乙

醇类黄酮提取率最高（图５）。
２．２．２　料液比对花生鲜叶片类黄酮提取效果的影
响　以不同料液比进行花生鲜叶片类黄酮提取，称
取不同重量的花生鲜叶片，加入 ８ｍＬ７０％乙醇，
２５℃黑暗提取２４ｈ，测定类黄酮含量。测定结果表
明，１∶２０和 １∶４０料液比类黄酮提取率均较高，
１∶５０与１∶６０条件下类黄酮提取率均较低。
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图４　提取时间和提取温度对花生干叶片类黄酮提取率的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｄｒｙｌｅａｖｅｓｏｆｐｅａｎｕｔ

图５　提取剂对花生鲜叶片类黄酮提取率的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｆｒｅｓｈｌｅａｖｅｓｏｆｐｅａｎｕｔ

图６　料液比对花生鲜叶片类黄酮提取率的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｌｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｆｒｅｓｈｌｅａｖｅｓｏｆｐｅａｎｕｔ

２．２．３　提取时间和提取温度对花生鲜叶片类黄酮
提取效果的影响　对花生鲜叶片类黄酮提取时间研
究表明，随着提取时间延长类黄酮提取率不断升高，

提取１８ｈ类黄酮提取率最高（料液比１∶４０，２５℃）。
随着提取时间的进一步延长，类黄酮提取率又开始

下降（图７）。对不同提取温度下类黄酮提取率进行

研究表明，２５℃、４０℃条件下提取１ｈ（料液比１∶４０）
类黄酮提取率较低，达到５０℃以后类黄酮提取率开
始显著提高，８０℃条件下类黄酮提取率极显著高于
其他处理。

综合上述结果，花生鲜叶片类黄酮提取的最佳

条件是：以无水乙醇作为提取剂，料液比为１∶４０，在
２５℃黑暗条件下提取１８ｈ，或者８０℃提取１ｈ。最后
过滤提取液，用 Ａｌ（ＮＯ３）３显色法进行类黄酮含量
测定。

２．３　不同花生品种类黄酮积累差异
不同花生品种叶片类黄酮含量差异显著（图

８），花生叶片类黄酮含量变异范围为 ２．９７～１１．１
ｍｇ／ｇＤＷ。正常生长条件下农大８１８、大白玉、花育２０
号等品种类黄酮含量显著高于其他品种。大白玉叶

片类黄酮含量高达１１．１ｍｇ／ｇＤＷ，农大８１８叶片类黄
酮含量也达到９．５９ｍｇ／ｇＤＷ。

白珍珠、四粒红类黄酮含量较高，叶片类黄酮含

量为６．４～６．６ｍｇ／ｇＤＷ。丰花５号、山花７号、丰花４
号、白沙１０１６类黄酮含量中等，叶片类黄酮含量为
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４．４～５．４ｍｇ／ｇＤＷ。如皋西洋生、丰花２号类黄酮含 量较低，叶片类黄酮含量为３．０～３．５ｍｇ／ｇＤＷ。

图７　提取时间和提取温度对花生鲜叶片类黄酮提取率的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｆｒｅｓｈｌｅａｖｅｓｏｆｐｅａｎｕｔ

图８　不同花生品种叶片类黄酮含量比较
Ｆｉｇ．８　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｐｅａｎｕｔｌｅａｖｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｒｓ

３　讨论与结论
前人对花生壳类黄酮的提取工艺、分离鉴定技

术、花生壳类黄酮的成分开展了大量的研究工作，对

于花生壳资源的开发利用提供了很好的依据。而对

于花生植株中类黄酮的提取测定较少有人研究。邓

保炜等［４］研究了花生植株不同部位类黄酮的提取

工艺，包括了超声波提取、过滤、减压浓缩、石油醚萃

取等步骤，提取过程较为繁琐。本研究参照前人对

其它植物材料的类黄酮提取技术，通过对不同提取

剂、提取时间、料液比、提取温度等影响类黄酮提取

效率的因素进行比较研究，确定了花生叶片、根系类

黄酮提取的最佳条件。

本研究探索了６种不同的提取剂对花生叶片、
根系类黄酮的提取效果，甲醇在所试验的提取剂中

效果最好。鉴于甲醇有一定毒性，试验操作过程中

会对操作人员产生毒害，而且如果提取的类黄酮用

于食品、医药等方面残留的甲醇也有潜在的毒性，因

此一般选用相对比较安全的提取剂乙醇。对不同浓

度乙醇类黄酮提取率进行分析，我们发现花生干叶

片、干根系和鲜叶片提取类黄酮的最佳乙醇浓度不

同。花生干叶片、干根系提取以７０％乙醇提取率最
高，而鲜叶片提取以无水乙醇提取率最高。

花生鲜叶片可以通过打取叶圆片称重的方法，

提取之后可以直接吸取上清液用于显色反应，测定

类黄酮含量。而花生干叶片具有取样方便、样品便

于保存的特点，可以分次取样、集中磨样，统一进行

多个样品的类黄酮提取。干叶片提取后如果通过离

心法分离提取液，由于样品粉末较细，很难获得清澈

的提取液。本试验采用过滤法可以获得清澈的提取

液，便于进行后续的显色反应和分光光度计比色。

花生叶片、根系类黄酮提取率存在显著差异，以
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甲醇作为提取剂花生叶片类黄酮提取率可达９．２８
ｍｇ／ｇＤＷ，而根系中类黄酮提取率仅为１．７６ｍｇ／ｇＤＷ。
通过本研究建立的花生叶片类黄酮提取技术，对不

同花生品种干叶片类黄酮含量测定表明，品种间差

异极显著，类黄酮含量范围为：２．９７～１１．１ｍｇ／ｇＤＷ。
值得注意的是，即使同一个花生品种，花生植株

生长的光照、温度条件、土壤营养状况、取样时间等

均对类黄酮积累量有显著影响。许多文献报道了光

照强度、光质、光周期等均会影响植物中类黄酮的积

累［２１～２３］。本研究发现，在持续照光和光暗交替培养

条件下，在一天中不同的时间点取样，花生叶片根系

中的类黄酮含量均会发生明显变化（数据未显示）。

因此，在花生类黄酮研究中应该保持严格一致的培

养条件、固定取样时间，这样所得结果才会更加准确

可靠，不同批次试验结果才会有更好的可比性。

本研究确定了花生干叶片、干根系类黄酮提取

的最佳条件是：以７０％乙醇作为提取剂，料液比为
１∶２３３，２５℃黑暗振荡提取１８ｈ，或者７０％乙醇，６０℃
提取１ｈ。花生鲜叶片类黄酮提取的最佳条件是：以
无水乙醇作为提取剂，料液比为１∶４０，在２５℃黑暗
条件下提取１８ｈ，或者８０℃提取１ｈ。最后过滤提取
液，用Ａｌ（ＮＯ３）３显色法进行类黄酮含量测定。
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