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摘要：采用超声波 微波协同技术对丁香抗氧化活性物质提取工艺进行了优化，并对该技术高效提取机理进行了分

析。结果表明，丁香抗氧化活性物质超声波 微波协同提取最佳工艺条件为：５０％乙醇、液料比 ３０ｍＬ／ｇ、超声波功

率５０Ｗ、微波功率１００Ｗ、协同提取时间１２ｍｉｎ。通过对比分析发现，超声波 微波协同对丁香抗氧化活性物质的提

取效率显著高于水浴振荡提取（Ｐ＜００１）；协同提取技术优势在于超声波和微波的协同作用，实现优势互补，从而

对原料细胞结构破坏更严重，作用更充分，提高了提取效率。
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　　引言

丁 香，为 桃 金 娘 科 植 物 丁 香 （Ｅｕｇｅｎｉａ
ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌａＴｈｕｎｂ．）的干燥花蕾，属于国家公布的药
食两用植物

［１］
。在我国种植广泛、产量大，但利用率却

不高
［２］
。研究结果表明，丁香具有抗氧化

［３］
、抑制低密

度脂蛋白氧化修饰
［４］
、抗菌

［５］
、抗炎、止痛

［６］
、麻醉

［７］
等

活性，可制作兴奋剂、镇痉剂、驱风剂等
［８］
。

超声波辅助提取因其空化作用而产生高强度机

械效应和热效应
［９］
，具有细胞破碎、增加穿透性与

加速质量传递等优势
［１０］
。微波辅助提取通过产生

高效内热和电介质热而提高提取效率、减少提取时

间并降低料液消耗
［９，１１］

。因此，超声波和微波辅助

在天然产物有效成分提取领域中得到广泛应用
［９］
。

尽管以上两种提取技术具有各自优点，但是，超声波

辅助提取热效应不强，在提取过程中难以达到足够

高的提取温度；而微波辅助提取存在加热不均等问

题，这些缺点限制了这 ２种方法 的 应 用 和 推
广

［１１－１２］
。而将２种提取技术进行结合实现超声波、

微波同时协同提取可以实现优势互补，超声波产生

的振荡和搅拌作用能有效弥补微波传热、传质不均

等缺陷，而微波极佳的热效应能有效地弥补超声波

产热不足的问题
［９－１０］

。国内外很多学者采用超声

波和微波同时协同提取各自原料功能因子，均发现

比传统方法（如热回流、水浴振荡或索氏抽提等）提

取时间更短、得率更高、效率更好
［１３－１４］

。

国家对可用于功能食品的原料种类和数量有严

格的规定
［１５］
，为了筛选出更好的功能食品原料，实

验室前期对国家公布的药食两用原料进行了筛选，

结果发现丁香抗氧化活性最强
［１６］
，并对水浴振荡

［１］

和超声波 微波协同技术提取效率进行了分析和比

较
［１７］
。结果发现，相比于传统的提取方法（水浴振

荡、超声波辅助和微波辅助），超声波、微波同时协

同提取丁香抗氧化活性物质得率更高、时间更短、效

果更好
［１７］
。但是，采用这种协同提取技术对丁香抗

氧化活性物质最优提取工艺仍不明确，相比于水浴

振荡最优提取工艺，协同提取最优工艺效率未见相

关报道，协同提取产生高效的原因也不清楚。

扫描电子显微镜是利用具有一定能量的电子束

轰击固体样品，使电子和样品互相作用，产生一系列

有用信息，再借助特制的探测器分别进行收集、处理

并成像，然后直观地认识样品的超微结构
［１８］
。扫描

电镜普遍应用于观察物质的微观结构
［１９－２０］

。

因此，本文在实验室前期研究基础上，对协同提

取工艺进行优化，通过对比、相互作用方式分析和电

镜扫描，为丁香抗氧化活性物质高效提取方法、解析



协同高效作用机理提供依据。

１　材料与方法

１１　试验材料
丁香，购自江西黄庆仁栈华氏大药房九江总店，

江西樟树天齐堂中药饮片有限公司分装，产地广西。

药材购后立即粉碎，过６０目筛后置冰箱中备用。三吡
啶三吖嗪（Ｔｒｉｐｙｒｉｄｙｌｔｒｉａｚｉｎｅ，ＴＰＴＺ）购自阿法埃莎（天
津）化学有限公司，其余化学试剂均为国产分析纯。

１２　主要仪器设备
ＣＷ ２０００型超声波 微波协同萃取仪，上海新

拓分析仪器科技有限公司；ＵＮＩＣ７２００型可见分光
光度计，尤尼柯（上海）仪器有限公司；ＶＥＧＡ（Ⅱ）
ＬＳＵ型扫描电子显微镜，捷克（ＴＥＳＣＡＮ）泰思肯公
司；ＤＦＹ ３００型摇摆式高速万能粉碎机，温岭市林
大机械有限公司；１０１ １ＡＢ型电热鼓风干燥箱，天
津市泰斯特仪器有公司；ＳＨＡ Ｂ型恒温振荡器，常
州国华电器有限公司。

１３　试验方法
１３１　丁香提取液抗氧化活性测定

（１）总多酚含量
采用江慎华等

［１７］
、沈勇根等

［２１］
和 ＡｂｕＢａｋａｒ

等
［２２］
方法，将 Ｆｏｌｉｎ试剂原液用蒸馏水稀释 １０倍，

取稀释液２２５ｍＬ加入到０１ｍＬ样液中，然后加入

２２５ｍＬ质量分数 ６％的碳酸钠溶液，振荡均匀，
３５℃水浴中静置 ９０ｍｉｎ后于波长 ７６５ｎｍ处读数。
将没食子酸配成质量浓度为 ０、３１２５、６２５、１２５、
２５、５０、１００、１５０μｇ／ｍＬ８个样液制作标准曲线。

（２）ＦＲＡＰ法抗氧化活性
采用江慎华等

［１７］
、沈勇根等

［２１］
和 Ｊｅｏｎｇ等［２３］

方法，取１００μＬ样液同１０ｍＬＦＲＡＰ工作液混合均
匀，３７℃水浴中反应４０ｍｉｎ后，于波长 ５９３ｎｍ测定
吸光度，吸光度越高抗氧化能力越强。ＦＲＡＰ工作
液配制方法：由 ０３ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ３６的乙酸钠缓冲
液、１０ｍｍｏｌ／ＬＴＰＴＺ溶液和 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ三氯化铁以
体积比１０∶１∶１混匀，现用现配。ｐＨ值 ３６的乙酸
钠缓冲液配制方法：３１ｇ三水乙酸钠和 １６ｍＬ冰乙
酸溶于 １０００ｍＬ蒸馏水中即得；ＴＰＴＺ溶液配制方
法：采用 ４０ｍｍｏｌ／Ｌ优级纯 ＨＣｌ为溶剂溶解定容。
将 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ配成浓度为 １００、２００、４００、６００、
１０００μｍｏｌ／Ｌ的样液制作标准曲线。
１３２　单因素试验

称取 ７０００ｇ丁 香粉 末，进行 单因 素试验
（表１），提取次数均为 ３次，提取液合并、定容成统
一体积５００ｍＬ，稀释６０倍后测定 ＦＲＡＰ值评价提取
率。其中，液料比是指提取溶剂体积与丁香粉质量

的比值。

表 １　超声波 微波协同提取丁香抗氧化活性物质单因素试验设计

Ｔａｂ．１　ＵｎｉｖａｒｉａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆＵＭＡＥｆｏｒｅｘｔａｃｔｉｎｇａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｆｒｏｍｃｌｏｖｅ

提取因素 因素水平 抗氧化活性物质提取条件

提取时间／ｍｉｎ ３、６、９、１２、１５、１８ 液料比２０ｍＬ／ｇ、６０％乙醇、微波功率１００Ｗ

微波功率／Ｗ ５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００ 液料比２０ｍＬ／ｇ、６０％乙醇、提取时间９ｍｉｎ

液料比／（ｍＬ·ｇ－１） １０、１５、２０、２５、３０ ６０％乙醇、提取时间９ｍｉｎ、微波功率１００Ｗ

乙醇体积分数／％ ３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０ 液料比２０ｍＬ／ｇ、提取时间９ｍｉｎ、微波功率１００Ｗ

１３３　正交试验
以单因素试验结果为参考，设计四因素三水平

Ｌ９（３
４
）的正交试验，其因素水平如表 ２所示，以

ＦＲＡＰ值衡量提取效率。

表 ２　超声波 微波协同提取丁香抗氧化活性物质

正交试验设计

Ｔａｂ．２　ＯｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆＵＭＡＥｆｏｒ

ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｆｒｏｍｃｌｏｖｅ

水平
提取时间／

ｍｉｎ

微波功率／

Ｗ

液料比／

（ｍＬ·ｇ－１）

乙醇体积

分数／％

１ ６ ５０ ２０ ４０

２ ９ ７５ ２５ ５０

３ １２ １００ ３０ ６０

１３４　超声波 微波协同提取丁香抗氧化活性物质

高效率作用分析

１３４１　与水浴振荡提取最佳工艺比较
实验室前期已经确定了丁香抗氧化活性物质水

浴振荡提取最优提取工艺
［１］
。将两种工艺进行了

比较，具体对比参数设置如表３所示。

表 ３　丁香抗氧化活性物质超声波 微波协同提取

最佳工艺与水浴振荡提取最佳工艺比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎＵＭＡＥａｎｄＷＢＯＥｆｏｒ

ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｆｒｏｍｃｌｏｖｅ

提取方法 抗氧化活性物质提取条件

超声波 微

波协同

提取时间 １２ｍｉｎ、液料比 ３０ｍＬ／ｇ、乙醇体积分数

５０％、微波功率１００Ｗ、超声开

水浴振荡
提取时间 ４０ｍｉｎ、液料比 ２０ｍＬ／ｇ、乙醇体积分数

６０％、提取温度６０℃
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１３４２　相互作用方式分析
为了分析超声波 微波协同提取高效的原因，本

文将协同提取与单独超声波辅助、单独微波辅助提

取进行了比较，通过比较提取效率来分析协同提取

产生高效的原因。具体参数设置如表４所示。

表 ４　丁香抗氧化活性物质超声波 微波协同

提取相互作用分析

Ｔａｂ．４　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＵＭＡＥｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｆｒｏｍｃｌｏｖｅ

提取方法 抗氧化活性物质提取条件

超声波 微

波协同

提取时间１２ｍｉｎ、液料比 ３０ｍＬ／ｇ、乙醇体积分数

５０％、微波功率１００Ｗ、超声开

单独微波辅

助

提取时间１２ｍｉｎ、液料比 ３０ｍＬ／ｇ、乙醇体积分数

５０％、微波功率１００Ｗ、超声关

单独超声波

辅助

提取时间１２ｍｉｎ、液料比 ３０ｍＬ／ｇ、乙醇体积分数

５０％、微波功率０Ｗ、超声开

　　所有测定均３次重复，测定结果以平均值 ±标
准偏差表示。

１３４３　提取所得丁香粉末扫描电镜分析
将超声波 微波协同提取、单独超声波提取、单

独微波提取和水浴振荡提取后获得的残渣置干燥箱

中６０℃干燥，取干燥后的４种丁香粉末少量在离子
溅射仪中完成真空喷镀后采用扫描电子显微镜进行

微观分析。

２　结果与分析

２１　单因素试验结果
（１）超声波 微波协同提取时间单因素试验结

果如图１所示。从该图可以发现，在 ３～９ｍｉｎ范围
内，提取液 ＦＲＡＰ值随着时间的增加逐渐增大。
９ｍｉｎ以后随着时间的延长反而逐渐降低。这可能
是随着时间的延长，丁香所含的一些对温度敏感的

成分在１００Ｗ功率微波产生的较高温度环境中逐渐
失去活性的缘故。选定提取时间 ６、９、１２ｍｉｎ做正
交试验。

图 １　超声波 微波协同提取时间单因素试验结果

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｂｙＵＭＡＥ
　
（２）超声波 微波协同提取微波功率单因素试

验结果如图２所示。从该图可以发现，在微波功率
５０～７５Ｗ范围内，提取液 ＦＲＡＰ值随着微波功率的

增大逐渐增加。当提取功率大于 ７５Ｗ以后，ＦＲＡＰ
值随着时间的增加逐渐降低。其原因可能是随着微

波功率的增加，产生的热效应更强，造成提取液温度

更高。随着温度的升高，可能使其中热敏性有效成

分受到破坏而造成提取率下降。选定提取功率 ５０、
７５、１００Ｗ做正交试验。

图 ２　超声波 微波协同提取微波功率单因素试验结果

Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｂｙＵＭＡＥ
　
（３）超声波 微波协同提取液料比单因素试验

结果如图３所示。如该图所示，随着提取液料比的
增大 ＦＲＡＰ值逐渐增加。但是，随着液料比的增加，
所花费的成本也会大幅度增加。综合提取率和成本

考虑，选定液料比２０、２５、３０ｍＬ／ｇ做正交试验。

图 ３　超声波 微波协同提取液料比单因素试验结果

Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｏｌｖｅｎｔｔｏｓｏｌｉｄｒａｔｉｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｂｙＵＭＡＥ
　

（４）超声波 微波协同提取乙醇体积分数单因

素试验结果如图 ４所示。由该图可以看出，在
３０％ ～５０％范围内，ＦＲＡＰ值随着乙醇体积分数的
增大而快速上升，在 ５０％ ～６０％范围内下降较快，
但在 ６０％ ～８０％范围内下降幅度趋缓。选定乙醇
体积分数４０％、５０％、６０％做正交试验。

图４　超声波 微波协同提取乙醇体积分数单因素试验结果

Ｆｉｇ．４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｂｙＵＭＡＥ
　

２２　正交试验结果
根据单因素试验确定的四因素三水平正交试验

结果如表５所示，表中 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别表示提取时

间、微波功率、液料比、乙醇体积分数的水平值。由

该表可以看出，对超声波 微波协同提取丁香抗氧化
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活性物质提取率的因素影响从大到小排序依次为液

料比、乙醇体积分数、提取时间、微波功率，其中，前

３种因素影响达显著性水平（Ｐ＜００５），如表 ６所
示。最佳提取工艺为 Ａ３、Ｂ３、Ｃ３和 Ｄ２，即提取时间
１２ｍｉｎ、微波功率 １００Ｗ、超声波功率 ５０Ｗ、液料比
３０ｍＬ／ｇ和乙醇体积分数５０％。

表 ５　超声波 微波协同提取丁香抗氧化活性

物质正交试验结果

Ｔａｂ．５　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｆｒｏｍｃｌｏｖｅｂｙＵＭＡＥ

试验序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
ＦＲＡＰ值／

（μｍｏｌ·ｇ－１）
１ １ １ １ １ ４９９９１６±７５６

２ １ ２ ２ ２ ６５１１５６±７２８

３ １ ３ ３ ３ ６４２５５９±４３７

４ ２ １ ２ ３ ５４７８９９±９６３

５ ２ ２ ３ １ ６３３７３６±３７８

６ ２ ３ １ ２ ５３１７６５±５８２

７ ３ １ ３ ２ ７７６０３７±８７３

８ ３ ２ １ ３ ５１８３１９±４３７

９ ３ ３ ２ １ ６６３６５６±５４６
ｋ１ ５９７８７７ ６０７９５１ ５１６６６７ ５９９１０３

ｋ２ ５７１１３３ ６０１０７０ ６２０９０３ ６５２９８６

ｋ３ ６５２６７１ ６１２６６０ ６８４１１１ ５６９５９３

极差Ｒ ８１５３７ １１５８９ １６７４４４ ８３３９３

因素主次 Ｃ＞Ｄ＞Ａ＞Ｂ

优方案 Ａ３ Ｂ３ Ｃ３ Ｄ２

表 ６　超声波 微波协同提取丁香抗氧化活性

物质正交试验方差分析

Ｔａｂ．６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

来源 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

Ａ ００８３ ２ ２０７５０ １９０００ 

Ｂ ０００４ ２ １０００ １９０００

Ｃ ００９０ ２ ２２５００ １９０００ 

Ｄ ００９２ ２ ２３０００ １９０００ 

误差 ０ ２

　　注：表示在００５水平上显著。

图 ５　超声波 微波协同、水浴振荡最佳工艺提取效率的比较

Ｆｉｇ．５　ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎＵＭＡＥａｎｄＷＢＯＥ

　　超声波 微波协同提取最佳工艺（Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２）与
正交试验中 ＦＲＡＰ值最高的一组（Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２）进行

验证试验，结果证明协同最佳工艺提取液 ＦＲＡＰ值
显著性高于正交试验中 ＦＲＡＰ值最高组 （Ｐ＜
０００１）。由此证明该最优提取工艺较为可靠，可以
考虑作为后续扩大工艺的提取条件。

２３　超声波 微波协同提取丁香抗氧化活性物质高

效率作用分析

２３１　与水浴振荡提取效率的比较
为了评价超声波 微波协同提取效率，本文以实

验室前期确定的水浴振荡提取最佳工艺
［１］
与之进

行了比较，这 ２种技术最佳提取工艺所得提取液
ＦＲＡＰ值比较结果如图 ５所示。由图 ５可见，协同
提取最佳工艺所得提取液 ＦＲＡＰ值显著高于水浴振
荡最佳工艺所得提取液（Ｐ＜００１），其 ＦＲＡＰ值为
协同提取液的 ９８０６％。同时由图 ５得到，协同最
佳工艺所得提取液总多酚含量也显著高于水浴振荡

最佳工艺所得提取液（Ｐ＜０００１），其总多酚含量仅
为协同提取液的 ８８１９％。对比结果说明，协同提
取法优于传统水浴振荡提取方法。Ｃｈｅｎ等［１０］

从纤

孔菌属中提取多糖时通过比较超声波 微波协同法

和水浴振荡法，也得出了相似的结论。

２３２　相互作用方式分析
超声波 微波协同提取具有很多优势，被广泛用

于天然产物功能因子提取
［１７］
。但是，其产生高效提

取的原因却鲜有报道。为了说明超声波、微波辅助

在协同提取中所产生的作用，以提取液 ＦＲＡＰ值和
总多酚含量为评价指标，本文将协同提取方式与单

独超声波、单独微波辅助提取方式进行比较，其测定

结果如图 ６所示。从图 ６可以看出，协同提取液
ＦＲＡＰ值显著高于超声波或微波单独提取液（Ｐ＜
０００１），单独微波及单独超声波提取液 ＦＲＡＰ值分
别为协同提取液的９８２３％和９３２９％。同时由图６
得到，协同提取液总多酚含量也显著高于超声波或

微波单独提取液（Ｐ＜００１），单独微波及单独超声
波提取液总多酚含量仅为协同提取液的 ９３６７％和
７８３６％。由此可以得出，超声波 微波协同提取丁

香抗氧化活性物质高效的原因是超声波和微波２种
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图 ６　单独超声波、单独微波和超声波 微波协同提取法比较

Ｆｉｇ．６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇＵＡＥ，ＭＡＥａｎｄＵＭＡＥ
　

图 ７　丁香粉末扫描电镜照片

Ｆｉｇ．７　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｃｌｏｖｅ
（ａ）超声波 微波协同提取　（ｂ）水浴振荡　（ｃ）微波　（ｄ）超声波
　

方法优势互补、相互协同所产生的结果，从而提高了

提取效率。

２３３　丁香粉末扫描电镜分析
为了进一步分析协同提取高效的原因，在对比

分析、相互作用分析的基础上，采用扫描电镜对协

同、水浴振荡、单独微波和单独超声波提取后所得粉

末的微观结构进行了观察和分析，其结果如图 ７所
示。由图７可见，相同的丁香粉末经过超声波 微波

协同作用、单独超声波或单独微波作用 １２ｍｉｎ及水
浴振荡提取４０ｍｉｎ后，其组织结构均遭到不同程度
的破坏。但是，经过超声波 微波协同作用 １２ｍｉｎ
后，丁香细胞无法识别，微观结构遭到更严重破坏，

　　

损坏程度比其他３种方法都高。其中主要原因可能
是超声波产生的撞击和空穴效应导致细胞壁破裂。

同时，细胞中的水分子以其高偶极矩剧烈吸收微波

产生的热量，使微波能更高效地加热样品；细胞内部

自由水分子和微波的选择性相互作用导致细胞内部

急剧升温和膨胀，也使细胞壁遭受严重破坏。超声

波和微波同时协同作用而产生一系列剧烈反应使细

胞内活性物质迅速、充分地迁移出来。而单独超声

波、单独微波辅助或水浴振荡仅能受到上述一种或

几种效应的作用，无法同时受到超声波、微波同时协

同所产生的全部效应的作用，最终使得超声波 微波

协同提取效率显著高于其他 ３种提取方法［１０］
。Ｌｕｏ

等
［１９］
研究超声波 微波协同和水浴振荡提取牛蒡中

富含多酚的膳食纤维时，也从电镜图像中观察到了

类似的结果。

３　结论

（１）通过单因素试验和正交试验，确定了丁香
抗氧化活性物质超声波 微波协同提取法的最佳提

取工艺，其可靠性由方差分析和验证试验得到确认。

（２）通过对比、相互作用方式和扫描电镜分析
后发现，超声波 微波协同提取最佳工艺效率高于水

浴振荡提取最佳工艺；超声波和微波 ２种方法优势
互补、相互协同，并使原料粉末微观结构产生更严重

的破坏，使丁香抗氧化活性物质迅速、充分溶出而提

取效率显著提高。
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