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亚临界水提取葛根中总异黄酮的研究 
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摘  要：目的  考察亚临界水提取葛根总异黄酮的最佳提取工艺。方法  通过单因素试验和正交试验，以总异黄酮提取率为

指标，优选出葛根总异黄酮的提取工艺参数。结果  当提取温度为 120 ℃，提取时间为 30 min，料液比为 1∶25，压力为

1.1 MPa 时，葛根总异黄酮的提取率和质量分数分别为 7.83%、24.9%。结论  与传统的提取方法相比，亚临界水提取技术

是新发展起来的一种新型提取技术，具有提取时间短、效率高、环境友好等优点。 
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Study on total isoflavone from Puerariae Radix by subcritical water extraction 
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Abstract: Objective  To optimize the extracting condition of total isoflavone from Puerariae Radix by subcritical water extraction. 
Methods  Taking isoflavones yield as index, the technology parameter of subcritical water extraction of Puerariae Radix total 
isoflavone was optimized by single factor test and orthogonal test. Results  The optimum extraction parameters were as follows: 
temperature 120 ℃, extraction time 30 min, solid-liquid ratio 1∶25, pressure 1.1 MPa. The yield of Puerariae Radix total 
isoflavone in the extracts was 7.83%, and the purity of the isoflavone was 24.9%. Conclusion  Compared with traditional extracting 
methods, subcritical water extraction is a new developing technology in recent years. Its advantage is fast, effective, and 
environmental friendly. 
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葛根为豆科植物野葛 Pueraria labata (Wild.) 

Ohwi 的干燥根，葛根中的主要生物活性成分为异黄

酮类化合物，包括葛根素（puerarin，黄豆苷元-8-C-
葡萄糖苷）、黄豆苷（daidzin，黄豆苷元-7-O-葡萄

糖苷）、黄豆苷元（daidzein）等，其中以葛根素的

量最高 [1-2]。葛根中总异黄酮的量为 0.40%～

15.87%，并且受品种和产地的影响较大。国内外已

有大量研究报道及临床实验表明葛根异黄酮具有弱

雌激素活性、抗氧化及抗肿瘤活性，能够降低血糖、

调整血压、改善脑及冠脉循环，对心脑血管系统、

神经系统、血糖紊乱、酒精中毒等多方面疾病具有

积极防治作用[3-6]。 

亚临界水提取技术（subcritical water extraction）
是目前国内外研究较热的一种提取技术。亚临界水

也被称为过热水、高温水、高压热水或热液态水，

是指在一定压力下，将水加热到 100 ℃以上临界温

度 374 ℃以下的高温，水体仍然保持在液体状态[7]。

亚临界水提取技术就是通过对亚临界水温度和压力

的控制改变水的极性、表面张力和黏度，从而增加

水对待提物质的溶解能力。与其他提取方法相比，

亚临界水法具有提取率高，提取时间短，成本低，

安全无毒，环境友好等特点[8-9]。本研究以亚临界水

为溶剂，应用高纯氮气加压，以葛根总异黄酮提取

率为指标，通过单因素试验优化提取葛根总异黄酮 
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的工艺条件。 
1  仪器与材料 

Mettler Toledo AG135 型电子天平（梅特勒-托利

多仪器有限公司），FW 型高速万能粉碎机（天津市

泰斯特仪器有限公司），高压磁力搅拌反应釜（烟台

高新区科立自控设备研究所），LG10—24 A 型高速

离心机（上海安亭科学仪器厂），TU—1901 双光束

紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任

公司），SHB III 循环水式多用真空泵（郑州长城科

工贸有限公司），真空旋转蒸发器（上海医械专机厂

有限公司）。 
野葛购于哈尔滨三棵树药材市场，经东北农业

大学胡宝忠教授鉴定为 Pueraria labata (Wild.) 
Ohwi 的干燥根，洗净，烘干后用粉碎机粉碎过 40
目筛，备用。黄豆苷元对照品（质量分数为 99.0%，

Sigma 公司）；高纯氮气（体积分数为 99.999%，北

京市亚南气体有限公司）；95%乙醇和无水乙醇均为

分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  葛根总异黄酮的测定方法 
2.1.1  标准曲线的建立  精确称取黄豆苷元对照品

6.0 mg，溶解于 95%乙醇中，并定容至 100 mL，得

到 60 μg/mL 黄豆苷元对照品储备液。精密移取 1、
2、3、4、5、6 mL 储备液于 50 mL 量瓶中，用 95%
乙醇稀释至刻度，采用分光光度法在 250 nm 处测

定吸光度（A）值，以 A 值为纵坐标，质量浓度为

横坐标进行线性回归，得回归方程为 A＝0.1001 C＋
0.007 8，r2＝0.999 6，表明黄豆苷元在 1.2～7.2 
μg/mL 线性关系良好。 
2.1.2  葛根总异黄酮的测定和提取率的计算  提取

液趁热减压滤过，吸取 2 mL 滤液定容至 50 mL 量

瓶中，用 95%乙醇稀释至刻度，摇匀，3 000 r/min
离心 10 min，取 2 mL 上清液定容至 50 mL 量瓶中，

以 95%乙醇为对照，进行葛根总异黄酮的测定，计

算葛根提取液中总异黄酮的量和提取率。 
提取率＝提取液中总异黄酮的质量 / 葛根的质量 

2.2  葛根总异黄酮的提取工艺 
准确称取野葛粉 6 g 于高压反应釜中，加入不

同体积的蒸馏水，氮气加压，设置磁力搅拌速率为

200 r/min，按单因素试验中设计的温度、时间和压

力条件进行提取。提取完毕后，提取液趁热滤过，

弃去滤渣，加热浓缩滤液至 5 mL，加入 200 mL 无

水乙醇，使浓缩液中乙醇体积分数大于 95%。由于

葛根多糖不溶于乙醇，会以不溶物的形式析出，静

置 30 min 待沉淀完全后，减压滤过分离乙醇液和不

溶物。将乙醇液在 45 ℃下减压浓缩成膏状物，真

空干燥，即得葛根总异黄酮提取物，计算提取物中

总异黄酮的质量分数。 
质量分数＝提取物中总异黄酮的质量 / 提取物的质量 

2.3  单因素试验 
2.3.1  提取时间的选择  在料液比 1∶20，温度 120 
℃条件下，选取提取时间分别为 5、10、15、20、
25、30、40 min 进行亚临界水提取，结果见表 1。在

5～30 min 葛根总异黄酮提取率随提取时间延长而

增加，在 30 min 时达到最大值，30 min 后总异黄酮

提取率开始下降，因此选择 30 min 为最佳提取时间。 
 

表 1  提取时间对总异黄酮提取率的影响 
Table 1  Effect of extracting time on yield of total isoflavone 

提取时间 提取率 / % 提取时间 提取率 / % 

 5 min 5.49 25 min 6.27 
10 min 5.55 30 min 6.68 
15 min 5.59 40 min 6.39 
20 min 6.02   

 
2.3.2  料液比的选择  在温度 120 ℃，提取时间 30 
min 条件下，选择料液比分别为 1∶15、1∶20、1∶
25、1∶30、1∶35 进行亚临界水提取，结果见表 2。
当料液比为 1∶15～1∶25 时，总异黄酮提取率呈显

著增加趋势，在 1∶25 时达到最大值，1∶25 后提

取率有所下降并趋于平缓。料液比过小，会出现糊

底现象，容易使浸出的总异黄酮粘在反应釜内壁上，

不好转移，造成损失。而料液比过大时，由于亚临

界水在提取总异黄酮的同时还会提出很多水溶性多

糖和蛋白，这些物质会产生大量泡沫，容易使提取

液从反应釜中溢出。此外，料液比过大还会导致后

续脱溶处理困难，消耗更多的能源，因此综合考虑

选择最佳提取料液比为 1∶25。 
2.3.3  提取温度的选择  在料液比 1∶25，提取时 
 

表 2  料液比对总异黄酮提取率的影响 
Table 2  Effect of solid to liquid ratio  

on yield of total isoflavone 

料液比 提取率 / % 料液比 提取率 / % 

1∶15 5.52 1∶30 6.58 

1∶20 6.05 1∶35 6.56 

1∶25 6.90   
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间 30 min 条件下，选择提取温度分别为 100、110、
120、130、140 ℃进行亚临界水提取，结果见表 3。
当温度为 100～120 ℃时，总异黄酮提取率随温度

升高而增加，在 120 ℃达到最大值。在 120 ℃以后

随温度的升高，总异黄酮提取率呈逐渐下降趋势。

这可能是由于高温使葛根部分成分降解，使多糖、

蛋白质等非提取成分浸出形成泡沫，包裹在原料表

面，导致不能充分提取。因此选择最佳提取温度为

120 ℃。 
 

表 3  提取温度对异黄酮提取率的影响 
Table 3  Effect of temperature on yield of total isoflavone 

提取温度 提取率 / % 提取温度 提取率 / %

100 ℃ 5.61 130 ℃ 6.63 
110 ℃ 6.45 140 ℃ 6.27 
120 ℃ 6.83   

 
2.3.4  提取压力的选择  在料液比 1∶25，提取时

间 30 min，提取温度 120 ℃的条件下，选择加压压

力分别为 0.5、0.7、0.9、1.1、1.3 MPa 进行亚临界

水提取，结果见表 4。葛根总异黄酮提取率随亚临

界水加压压力的增大而增加。在 0.5～1.1 MPa 压力

下，总异黄酮提取率一直呈上升趋势，在 1.1 MPa
时达到最大值，在 1.1 MPa 以后开始略有下降，其

原因还有待于深入研究。本研究选择最佳加压压力

为 1.1 MPa。 
 

表 4  压力对总异黄酮提取率的影响 
Table 4  Effect of pressure on yield of total isoflavone 

压 力 提取率 / % 压 力 提取率 / %

0.5 MPa 6.02 1.1 MPa 7.45 
0.7 MPa 6.23 1.3 MPa 7.28 
0.9 MPa 6.87   

 
2.4  正交试验 

在单因素试验的基础上，以总异黄酮提取率为

考察指标，对影响葛根总异黄酮亚临界水提取效果

的各因素：提取时间（A）、料液比（B）、提取温度

（C）、提取压力（D）进行 L9(34) 正交试验优化。

准确称取野葛粉 6 g 于高压反应釜中，加入不同体

积的蒸馏水，氮气加压，设置磁力搅拌速率为 200 
r/min，进行正交试验。试验设计及结果见表 5，方

差分析见表 6。 
从极差分析结果得出影响葛根总异黄酮提取效

率的因素主次顺序为 C＞A＞B＞D，即温度对葛根 

表 5  正交试验设计与结果 

Table 5  Design and results of L9(34) orthogonal test 

试验号 A / min B C / ℃ D / MPa 提取率 / %

1 20 (1) 1∶20 (1) 110 (1) 0.9 (1) 5.945 

2 20 (1) 1∶25 (2) 120 (2) 1.1 (2) 6.469 

3 20 (1) 1∶30 (3) 130 (3) 1.3 (3) 6.881 

4 30 (2) 1∶20 (1) 120 (2) 1.3 (3) 6.400 

5 30 (2) 1∶25 (2) 130 (3) 0.9 (1) 7.734 

6 30 (2) 1∶30 (3) 110 (1) 1.1 (2) 6.825 

7 40 (3) 1∶20 (1) 130 (3) 1.1 (2) 6.538 

8 40 (3) 1∶25 (2) 110 (1) 1.3 (3) 6.328 

9 40 (3) 1∶30 (3) 120 (2) 0.9 (1) 5.869 

K1 6.432 6.294 6.366 6.516  

K2 6.986 6.844 6.246 6.611  

K3 6.245 6.525 7.051 6.536  

R 0.741 0.550 0.805 0.095  
 

表 6  方差分析 
Table 6  Analysis of variance 

方差来源 离均差平方和 自由度 F 值 显著性

A 0.892 2 89.2 P＜0.05

B 0.457 2 45.8 P＜0.05

C 1.132 2 113.2 P＜0.01

D (误差)  0.01 2   
F0.05(2, 2)＝19.0  F0.01(2, 2)＝99.0 

 
异黄酮提取率影响最大，其次是时间和液料比，压

力最小；方差分析表明，相对于因素 D，因素 A、B、
C 具有显著性，故选取的最佳提取组合为 A2B2C3D2，

即提取温度为 120 ℃，提取时间为 30 min，料液比

为 1∶25，提取压力为 1.1 MPa。 
2.5  验证试验 

正交试验中获得的最佳提取工艺参数：提取温

度为 120 ℃，提取时间为 30 min，料液比为 1∶25，
提取压力为 1.1 MPa。 

取 6 g 野葛粉以最佳工艺参数进行 3 次验证

试验，结果野葛总异黄酮的提取率分别为 7.86%、

7.81%、7.82%，平均提取率为 7.83%，产品中总异

黄酮的质量分数分别为 25.2%、25.0%、24.5%，平

均质量分数为 24.9%。 
2.6  不同提取方法的对比试验 

应用本课题组前期研究的超声辅助提取法和加

热回流提取法[10]所确定的最佳试验条件与亚临界

水提取法的提取效果进行比较，试验条件和结果见
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表 5。在这 3 种方法中，亚临界水提取法提取葛根

总异黄酮的提取率最高，虽然提取温度较高，但是

提取时间最短，以水为溶剂安全环保且廉价易得，

可以降低成本；而超声提取法和加热回流提取法均

使用一定体积分数的乙醇做提取剂，有机溶剂用量

较大且用时长，提取率低。说明亚临界水提取法提

取葛根总异黄酮更省时、更高效、更环保。 
 

表 5  不同提取方法对总异黄酮提取率的影响 
Table 5  Effect of different extraction methods 

on total isoflavone 

提取方法 提取溶剂 
温度 / 

℃ 

料液比 时间 /

min 

提取

率 / %

亚临界水 水 120 1∶25  30 7.83 

超声辅助 70%乙醇  50 1∶30  45 5.93 

加热回流 50%乙醇  80 1∶20 120 5.69 
 
3  讨论 

由于葛根素在葛根中的量最高，国内研究测定

葛根总异黄酮的量时多以其为对照品，而本实验选

用黄豆苷元作对照品，主要是因为从化学结构上来

看，葛根总异黄酮中的各个组分基本上都是黄豆苷

元的衍生物。黄豆苷元化学结构中含有大的共轭 π
键，在紫外光区有吸收且摩尔吸光系数比葛根素大，

测定灵敏度更高，而本实验仅需测定葛根总异黄酮

的量，因此选用黄豆苷元作为对照品。 
本研究应用目前研究较热的亚临界水提取技

术，以水为溶剂，通过升温升压使水处于亚临界状

态，降低了水的极性和黏度，增大总异黄酮在水中

的溶解度，且高纯氮气加压还可以防止高温提取过

程中葛根异黄酮被氧化，提高葛根总异黄酮提取率。

利用异黄酮类化合物易溶于乙醇，而多糖不易溶于

乙醇的性质，将提取液中的总异黄酮和多糖分离开

来，提高总异黄酮的质量分数。通过将亚临界水提

取法同传统加热回流提取法和超声提取法的比较可

知，亚临界水提取法具有省时、高效、环保的优点，

国内利用亚临界水提取法提取葛根总异黄酮的研究

尚未见报道，本研究将亚临界水提取技术应用于葛

根总异黄酮提取上，是一种新的探索，对葛根总异

黄酮的生产具有重要意义。 
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