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超声法提取灵芝菌糠中总黄酮的工艺研究
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摘　要：以灵芝菌糠为原料，利用超声辅助提取技术对灵芝菌糠中黄酮类化合物的的提取条件进行
优化。以黄酮类化合物的提取率作为指标，通过单因素和 Ｌ９（３

４）正交试验探讨乙醇浓度、超声温

度、超声时间及料液比这四个因素对灵芝菌糠中黄酮类化合物提取率的影响。结果表明：影响黄酮

得率因素的影响力大小为乙醇浓度＞超声温度＞料液比＞超声时间，确定最佳提取条件为乙醇体
积分数为７０％，提取温度为６０℃，超声时间为５５ｍｉｎ，料液比为１∶４０；提取率为２９７２％。超声辅
助提取技术对灵芝菌糠中总黄酮的提取和开发利用具有指导意义和现实意义。
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　　灵芝（ＧａｎｏｄｅｍａｌｕｃｉｄｕｍＫａｒｓｔ）是担子菌门担
子菌纲多孔菌科灵芝属药用真菌，是一种很宝贵的

中药材，从古至今就有“仙草”的美誉，具备止咳宣

肺、养气安神、延年增寿的成效［１－３］。近年来，灵芝

生产技术日趋成熟，基本实现了大棚生产和工厂化

栽培。为了保证出菇效率和成本，大棚和工厂化生

产在灵芝成熟收获后，将不再具备生产能力的废弃

菌糠舍弃，这种现状造成了灵芝菌糠资源的无故浪

费［４－５］。目前，对灵芝菌糠二次利用的研究相对较

少，因此这方面的工作有待进一步开展。

黄酮类化合物是一种普遍存在于植物中的天然

化合物，属于植物次生代谢产物，以与糖结合为苷或

游离态的方式存在，是以黄酮（２－苯基色原酮）为
母核而衍生的一类黄色色素，其中包括黄酮的同分

异构体及其氢化和还原产物，也即以Ｃ６一Ｃ３一Ｃ６
为基本碳架的一系列化合物。根据三碳键（Ｃ３）结
构的氧化程度和Ｂ环的连接位置等特点，黄酮类化
合物可分为下列几类：黄酮和黄酮醇；黄烷酮（又称

二氢黄酮）和黄烷酮醇（又称二氢黄酮醇）；异黄酮；

异黄烷酮（又称二氢异黄酮）；查耳酮；二氢查耳酮；

橙酮（又称澳咔）；黄烷和黄烷醇；黄烷二醇（３，４）
（又称白花色苷元），黄酮类化合物具有抗氧化、抗

肿瘤、抑菌性、降血糖、降血脂、提高免疫力等作

用［６－１０］。黄酮类化合物的方法有水浸提法、酶解

法、醇提法与超声波辅助提取法等［１１－１７］，目前还没

有学者采用超声波辅助提取法提取灵芝菌糠中的黄

酮类化合物。本试验拟从灵芝菌糠中提取黄酮类化

合物，采用超声波辅助提取法研究对灵芝菌糠中黄

酮类化合物提取含量的影响，为使灵芝菌糠得到充

分合理的利用提供技术支持和理论依据。

１　材料与方法

１１　供试材料、药品与试剂
灵芝菌糠（由延安大学生命科学学院食用菌实

验室提供）；

芦丁标准品，国药集团化学试剂有限公司；无水

收稿日期：２０１７ ０７ ２５
基金项目：延安市科学技术研究发展计划项目（２０１４ＣＧＺＨ－０９）；延安大学博士科研计划项目（ＹＤＢＫ２０１３－３）
作者简介：张旭辉（１９９２—），男，陕西丹凤人，延安大学硕士研究生。　　　　　　　　　　通讯作者



乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠等，均为国产分

析纯。

１２　仪器与设备
ＦＷ１００型高速万能粉碎机天津市泰斯特仪器

有限公司；ＳＣＩＥＮＺ－ⅡＤ超声波细胞粉碎机上海菁
华科技仪器有限公司；ＤＫ－９８－１型电热恒温水浴
锅义市予华仪器有限责任公；ＳＨＺ－Ｄ（ＨＤ）循环水
式真空泵巩义市予华仪器有限责任公司；ＲＥ－５２型
旋转蒸发仪上海亚荣生化仪器厂；ＵＶ－２６００紫外
可见分光光度计上海菁华科技仪器有限公司

１３　实验方法
１３１　标准曲线的测定与总黄酮含量的测定

（１）标准曲线的测定
芦丁标品烘干至恒重，称取１０ｍｇ，用７０％的乙

醇配制浓度为１００μｇ／ｍＬ芦丁标准溶液，再将１００
μｇ／ｍＬ的芦丁标准品溶液用７０％乙醇溶液分别稀
释至 ２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、６０μｇ／ｍＬ、８０μｇ／ｍＬ、
１００μｇ／ｍＬ，然后各取 １ｍＬ于 １０ｍＬ具塞比色管
中，分别加入 １ｍＬ７０％乙醇溶液，０３ｍＬ５％
ＮａＮＯ２溶液，摇匀，静置６ｍｉｎ，再加入０３ｍＬ１０％
Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，摇匀，静置６ｍｉｎ，再加入２ｍＬ４％
ＮａＯＨ溶液，最后用超纯水将溶液定容至 ５ｍＬ，摇
匀，静置１５ｍｉｎ，然后用紫外分光光度计在５１０ｎｍ
测出吸光度Ａ，用未加芦丁标准液的比色管做对照，
横坐标为芦丁标准品溶液的浓度，纵坐标为吸光值

Ａ，绘制出标准曲线。得出回归方程是：ｙ＝
００００２５３ｘ＋００７２８７，相关系数Ｒ２＝０９９９４６。

（２）灵芝菌糠总黄酮含量的测定
选择ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ体系络合化学

吸光法，用紫外分光光度计在５１０ｎｍ处测量提取液
中的吸光度，从而得到总黄酮的含量。

灵芝黄酮类化合物提取率（％）＝ｃｖｎ／ｍ
１００％

注：式中 ｃ：线性计算出灵芝菌糠中黄酮类化合
物的浓度（ｍｇ／ｍＬ）；ｖ：提取液定容量（ｍＬ）；ｎ：稀释
倍数；ｍ：取样的质量（ｇ）。
１３２　单因素实验

乙醇浓度依次为４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％共 ６个水平；超声温度依次为：３０℃、４０℃、
５０℃、６０℃、７０℃、８０℃共 ６个水平；超声时间依次
为：１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ共
６个水平；料液比依次为：１∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０、
１∶５０、１∶６０共６个水平，以灵芝菌糠为原料，进行单

因素试验，每个试验３次重复。
１３３　正交试验设计

在单因素试验的基础上，选择乙醇体积分数、超

声温度、超声时间、料液比设计Ｌ９（３４）正交试验，对
灵芝菌糠中黄酮类化合物的提取工艺条件进行优化。

２　结果与分析

２１　单因素实验
２１１　乙醇浓度对总黄酮提取率的影响

准确称量灵芝菌糠粉末６份，每份１００ｇ，固定
超声时间５０ｍｉｎ，料液比１∶４０，超声温度６０℃，乙醇
浓度依次为４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％进行
试验。由图１可知，当乙醇浓度小于７０％时，黄酮
类化合物的提取率随着乙醇浓度的增加而呈现上升

的趋势，当乙醇浓度大于７０％时，黄酮类化合物的
提取率随着乙醇浓度的增加而呈现下降的趋势。原

因可能是因为乙醇浓度不同，其极性也不相同，而黄

酮类化合物有很大的极性范围，可以推断出当乙醇

浓度为７０％时，它的极性可能与灵芝菌糠中黄酮类
化合物的极性最为相似，所以在 ７０％的乙醇浓度
下，总黄酮的提取率是最大的。

图１　乙醇浓度对总黄酮提取率的影响

２１２　超声温度对总黄酮提取率的影响
称量灵芝菌糠粉末６份，每份１００ｇ，固定超声

时间５０ｍｉｎ，料液比１∶４０，乙醇浓度７０％，超声温度
依次为：３０℃、４０℃、５０℃、６０℃、７０℃、８０℃进行试
验。由图２可知，当超声温度小于６０℃时，黄酮类
化合物的提取率随着超声温度增大而增大，但当超

声温度大于６０℃，黄酮类化合物的提取率随着超声
温度增大有下降的趋向。原因可能是在一定温度范

围内，温度的升高使得分子运动的速度加快、渗透扩

散的能力加强，这样有利于黄酮类化合物的析出，但

是温度过高，可能会损坏黄酮类化合物的构造。因

此，黄酮类化合物超声提取的合适温度是６０℃。

４６



图２　超声温度对总黄酮提取率的影响

２１３　超声时间对总黄酮提取率的影响
称量灵芝菌糠粉末６份，每份１００ｇ，分别放入

１００ｍＬ的锥形瓶中，固定超声温度６０℃，料液比１
∶４０，乙醇浓度 ７０％，超声时间依次为：１０ｍｉｎ、２０
ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ进行试验。由图
３可知，超声时间少于５０ｍｉｎ时，黄酮类化合物的提
取率随着超声时间的增加而呈现上升的趋势，而超

声时间大于５０ｍｉｎ时，黄酮类化合物的提取率越来
越小。原因可能是提取时间过长，乙醇溶液已经部

分挥发，从而导致黄酮类化合物不易析出。

图３　超声时间对总黄酮提取率的影响

２１４　料液比对总黄酮提取率的影响
称量灵芝菌糠粉末６份，每份１００ｇ，分别放入

１００ｍＬ的锥形瓶中，设定超声温度６０℃，乙醇浓度
７０％，超声时间６０ｍｉｎ的条件下，料液比依次为：１
∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０、１∶６０进行试验。由结
果可知，料液比在１∶１０～１∶４０之间时，灵芝菌糠中
黄酮类化合物的提取率随着溶剂量的增加而增大，

而料液比大于１∶４０时，总黄酮的提取率越来越少。
分析其中的原因可能是因为提取剂量过大，而样品中

总黄酮的含量有限，从而导致溶剂溶解的杂质的量增

加，进而影响黄酮类化合物的析出，使其含量减少。

２２　正交试验结果及分析
由表１可知，正交条件为 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２时，即在乙

醇浓度为 ７０％、超声温度为 ６０℃、超声时间为 ５５
ｍｉｎ、料液比为１∶４０时，黄酮类化合物的提取率是最
大的，为 ２９６ｍｇ／ｇ。由表 ２可知，因素 Ｃ的 Ｆ比
（１０００）小于Ｆ临界值（１９０００），所以因素 Ｃ无显
著差异。而其他三个因素 Ｆ比均大于１９０００，因此

这Ａ、Ｂ、Ｄ这三个因素具有显著性差异。
表１　Ｌ９（３

４）正交试验结果

试验

编号

Ａ乙醇
浓度

（％）

Ｂ超声
温度

（℃）

Ｃ超声
时间

（ｍｉｎ）

Ｄ料
液比

（ｇ／ｍＬ）

提取

率

（％）

１ １（６５） １（５５） １（４５） １（１∶３５） ２．６９
２ １ ２（６０） ２（５０） ２（１∶４０） ２．８６
３ １ ３（６５） ３（５５） ３（１∶４５） ２．３５
４ ２（７０） １ ２ ３ ２．７６
５ ２ ２ ３ １ ２．９６
６ ２ ３ １ ２ ２．７７
７ ３（７５） １ ３ ２ ２．３７
８ ３ ２ １ ３ ２．１９
９ ３ ３ ２ １ １．９０
ｋ１ ２．６３３ ２．６０７ ２．５５０ ２．５２０
ｋ２ ２．８３０ ２．６７０ ２．５１０ ２．６６７
ｋ３ ２．１５７ ２．３４３ ２．５６０ ２．４３３
极差Ｒ ０．６７３ ０．３２７ ０．０５０ ０．２３４

表２　正交试验方差分析表

因素
偏差

平方和
自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ０．７１９ ２ １７９．７５０ １９．０００ 
Ｂ ０．１８０ ２ ４５．０００ １９．０００ 
Ｃ ０．００４ ２ １．０００ １９．０００
Ｄ ０．０８３ ２ ２０．７５０ １９．０００ 
误差 ０．００４ ２

　　从正交试验结果表和正交试验方差分析表的结
果可以得出，在这四个因素中，对灵芝菌糠中黄酮类

化合物的提取率的影响程度的大小为：Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞
Ｃ，所以可以得出最佳提取工艺条件为Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２，即
乙醇浓度为７０％、超声温度为６０℃、超声时间为５５
ｍｉｎ、料液比为１∶４０。

３　小结与讨论

本实验以灵芝菌糠中黄酮类化合物的提取率为

指标，利用单因素试验探讨了乙醇浓度、超声时间、

超声温度和料液比这四个因素对灵芝菌糠中黄酮类

化合物提取率的影响，并在单因素试验的基础上，设

计了Ｌ９（３
４）正交试验对提取工艺进行优化，实验结

果可以得到，在乙醇浓度７０％、超声温度６０℃、超声
时间５５ｍｉｎ、料液比１∶４０的条件下，灵芝菌糠中黄
酮类化合物的提取率最高。

本实验的目的在于更加充分合理的利用灵芝菌

糠，使其变废为宝，灵芝菌糠不仅含有黄酮类化合
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物，还含有多种其他成分，因此，可以在本实验的基

础上进一步探究灵芝菌糠中其他成分的提取率及它

们的性质特征，从而能够更加充分合理的利用灵芝

菌糠资源。
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