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摘要：以蓝靛果为原料，超声波提取法提取其中的花色苷，通过单因素实验和响应面法优化提

取条件，确定最佳的提取工艺；采用高效液相色谱-质谱联用法(HPLC-MS/MS)对花色苷组成进

行分析；并评价其抗炎活性。试验结果表明：蓝靛果花色苷最优提取条件为超声功率160 W、超

声时间55 min、乙醇体积分数85%、料液比1:35 g/mL，此时花色苷含量为(298.22±1.13)mg/100 g。
HPLC-MS/MS结果显示提取物中含有4种花色苷，主要为矢车菊-3-葡萄糖苷(68.971%)。蓝靛果花

色苷提取物能够抑制对脂多糖(LPS)诱导的小鼠单核巨噬细胞(RAW264.7)释放炎症因子一氧化氮

(NO)和前列腺素E2(PGE2)，具有较强的抗炎活性。
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Abstract: The anthocyanins were extracted from the fruit of Lonicera edulis by ultrasonic wave. The 
extraction conditions were optimized by single factor and response surface test. High-performance liquid 
chromatography-electrospray ionization/mass spectrometry (HPLC-MS/MS) was used to identify the 
anthocyanin compounds, its anti-inflammatory activity was elaluated. The results showed that the optimal 
extraction conditions for the anthocyanins from Lonicera edulis was as follows: ultrasonic power 160 
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蓝靛果忍冬(Lonicera edulis  Turcz)又名蓝靛

果，属茜草目忍冬科忍冬属，是一种新兴的浆果

资源 [1-2]
。果实中不但富含多种营养物质如氨基

酸、糖类、维生素、矿物质等，而且还有花色

苷、黄酮、儿茶素等多种活性物质，其中花色苷

含量显著高于其他浆果[3]
。研究表明，蓝靛果忍

冬具有降血压、抗氧化、抗炎、抗肿瘤、促进血

液循环、预防心血管病、缓解视觉疲劳等多种功

效[4]
，在食品、医药等工业有着重要的应用价值

与广阔的开发前景。

花色苷是花色素与糖以糖苷键结合而成的一

类化合物，在水果与蔬菜中广泛存在，因此呈现

出多种颜色[5]
。蓝靛果中花色苷不仅可以作为天

然色素良好的来源[6]
，还具有抗氧化、清除自由

基、降血脂、抗炎、预防心血管疾病等多种生物

活性[7-9]
，因此，研究蓝靛果花色苷的组成与探究

其生物活性，对相关产品的开发具有重要意义。

本文通过超声波提取法提取蓝靛果中的花色

苷，相较于酶解法，具有操作简便、更好地保

护花色苷不被破坏的作用；相较于溶剂提取法，

其提取时间短、提取效率高。通过响应面法优化

提取工艺，确定蓝靛果花色苷提取的最佳工艺。

并利用高效液相色谱串联质谱法(HPLC-MS/MS)
对蓝靛果花色苷进行分析鉴定，建立以LPS诱导

的RAW264.7体外细胞炎症模型，通过检测NO和

PGE2的分泌量，对蓝靛果花色苷进行抗炎活性的测

定，为蓝靛果花色苷活性物质的开发提供依据。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂

野生蓝靛果：长春金荷药业有限公司；小鼠

巨噬细胞RAW264.7：中国科学院上海细胞研究

所；无水乙醇(分析纯)、盐酸(分析纯)、乙腈(色谱

纯)、氯化钾、乙酸钠等：哈尔滨盛达生化仪器有

限公司；二甲基亚砜(DMSO)、脂多糖(LPS)、青

霉素-链霉素、四甲基偶氮唑蓝(MTT)：美国Sigma
公司；胎牛血清、高糖DMEM培养液：赛默飞世

尔生物化学制品有限公司；一氧化氮(NO)、前列

腺素E2(PGE2)测定试剂盒：南京建成生物工程研

究所。

1.2  主要仪器与设备

P H S - 3 C型p H计：上海雷磁仪器厂；T U -
1800PC型紫外-可见分光光度计：北京普析通用

仪器有限责任公司；MJ-BL25C3搅拌机：广东美

的电器制造公司；RE-3000旋转蒸发仪：上海亚

荣生化仪器厂：HX2002T型电子天平：慈溪市天

东衡器厂；FreeZone2.5台式冷冻干燥机：美国

Labconco公司；Biotek Elx808酶标仪：美国Bio-
Tek公司；高效液相色谱、质谱仪：美国Agilent公
司；HERAcell150i培养箱：美国Thermo公司。

1.3  实验方法

1.3.1  蓝靛果花色苷的提取   将冷冻的蓝靛果于常

温下解冻，用搅拌机对其破碎匀浆。称取5.00 g蓝
靛果匀浆，加入料液比为1:35 g/mL的85%乙醇溶

液在40 ℃、160 W超声功率下对其进行超声提取

55 min，经抽滤后得到蓝靛果花色苷粗提取液。

1.3.2  蓝靛果花色苷单因素实验   选取超声功率、

超声时间、乙醇体积分数、料液比4个因素进行单

因素实验，准确称取蓝靛果匀浆5.00 g，温度为

40 ℃，在超声功率50、100、150、200、250 W，

超声时间0、30、50、70、90 min，乙醇体积分

数50%、60%、70%、80%、90%，料液比1:10、
1:20、1:30、1:40、1:50 g/mL条件下超声波提取，

得到的提取液经抽滤后计算花色苷含量。

1.3.3  蓝靛果花色苷含量测定   花色苷的测定采

用pH示差法[10]
。取2 mL蓝靛果花色苷提取液加

入KCl-HCl(1.86 g KCl与980 mL蒸馏水混合，浓

HCl校正至pH1.0，定容至1 L)缓冲液，20 mL容
量瓶定容，静置60 min后测定A540和A700。配制

CH3COONa-HCl(32.82 g乙酸钠与960 mL蒸馏水混

W, ultrasonic time 55 min, material liquid ratio at 1:35 g/mL, and the ethanol volume fraction 85%. The 
extraction of anthocyanins form Lonicera edulis was (298.22±1.13)mg/100 g. Four individual anthocyanins 
were found by HPLC-MS/MS, with cyanidin-3-glucoside (68.971%) being the major anthocyanin. The 
anthocyanins of Lonicera edulis could inhibit release nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 (PGE2) from 
RAW264.7 LPS-induced. The anthocyanins form Lonicera edulis revealed a protective effect to reduce 
the secretion of inflammatory mediators.
Key words: Lonicera edulis; anthocyanins; response surface methodology; high-performance liquid 
chromatography-electrospray ionization/mass spectrometry; anti-inflammatory activity
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合，浓HCl校正至pH4.5，定容至1 L)缓冲液同前

操作。根据下式计算花色苷含量：

花色苷含量(mg/100 g)=∆A.M.DF.V×100/
(m.ε.L)

式中：∆A=(A540—A700)pH1.0—(A540—A700)pH4.5；

A540为蓝靛果花色苷在540 nm的吸光值；

A700为蓝靛果花色苷在700 nm的吸光值；

M为Cyd-3-Glu(矢车菊-3-葡萄糖苷)相
对分子质量，449.2 g/moL；
DF为蓝靛果花色苷的稀释倍数；

V为提取液总体积，mL；
m为蓝靛果质量；

ε为Cyd-3-Glu摩尔消光系数，26900；
L为比色皿的光距，数值为1 cm。

1.3.4   响应面法优化实验   运用Box-Behnken响应

面法设计优化实验，以超声功率、超声时间、乙

醇体积分数、料液比为响应值，进行4因素3水平

优化实验，确定最佳的提取方案。实验因素水平

设计见表1。

表1   响应面法分析因素及水平

水平

因素

超声功率/
W A

超声时间/min 
B

乙醇体积分数
/% C

料液比/
(g/mL) D

—1 100 30 70 1:20

0 150 50 80 1:30

1 200 70 90 1:40

1.3.5  蓝靛果花色苷的纯化   利用优化工艺提取的

蓝靛果花色苷粗提取液旋转蒸发去除乙醇得到花

色苷浓缩液。使用D101型大孔树脂，湿法装柱，

选择3/4树脂体积的花色苷浓缩液为泵入量，静置

吸附2 h，使花色苷被树脂充分吸附。然后用蒸馏

水冲洗去除花色苷中水溶性杂质，加入无水乙醇

对花色苷进行洗脱，收集洗脱液。通过旋转蒸发

去除乙醇后冷冻干燥，得到的蓝靛果花色苷粉末

在—20 ℃下贮藏备用。

1.3.6  蓝靛果花色苷组成成分分析   准确称取10 μg
样品，加入2 mL色谱级甲醇，经过0.45 μm膜过滤

备用。

HPLC条件：1100高效液相色谱仪，配DAD
检测器；色谱柱为C18色谱柱(250 mm×4.6 mm，

5 μm)；流动相A为乙腈；流动相B为0.1%甲酸水溶

液；梯度洗脱程序：0～45 min，0～45%A；45～50 

min，0%A。流速：0.7 mL/min；柱温：25 ℃；进

样量：20 μL；检测波长：520 nm。

质谱条件：正离子模式，全自动二级质谱

扫描，扫描范围m/z 50～1000；干燥气压力207 
kPa；流速12 L/min；温度350 ℃，毛细管电压

3500 V。

1.3.7  细胞培养与MTT法测定细胞生存率   RAW 
264.7细胞用DMEM培养液(含10%胎牛血清与1%青

-链霉素双抗液)于37 ℃、5% CO2下湿化培养[11]
。当

细胞贴壁生长至培养皿的80%时开始传代，取对

数期细胞备用。用含LPS(1 μg/mL)的DMEM培养

液制备细胞模型24 h。选取生长至对数生长期的

RAW264.7细胞，以1×105 cfu接种到96孔板(细胞

悬液100 μL/孔)，培养24 h后分组。空白对照组：

完全培养基；给药组：不同浓度(50、100、200、
400 μg/mL)蓝靛果提取液，培养24 h。弃掉旧培养

基，加入100 μL的MTT试剂(0.5 mg/mL)，培养4 h
后弃上清液，每孔加入100 μL DMSO，避光振荡

30 min。测定490 nm处吸光度。

细胞生存率(%)=(OD给药组/OD正常组)×100
1.3.8  NO和PGE2释放能力的测定   取对数生长期

RAW264.7细胞，以1×105 cfu接种到96孔板上，

每孔100 μL，培养24 h后，移去培养基加入200 
μL LPS和蓝靛果提取液并进行分组处理[12]

。空白

组；LPS组：加入LPS(1 μg/mL)；LPS＋给药组：

加入LPS(1 μg/mL)与不同浓度(50、100、200、400 
μg/mL)蓝靛果提取液；阳性对照组：LPS＋罗非

昔布(10 μg/mL)。每组3个复孔，相同条件下孵育

24 h。收集培养液用于测定，根据NO和PGE2试剂

盒说明书操作，NO单位表示为μmol/L，PGE2单位

表示为pg/mL。
1.4  数据统计分析

进行平行实验3次，实验设计与统计分析采

用Origin 8.0软件、SPSS 22.0软件、Design-Expert 
8.1统计软件。

2  结果与分析

2.1  超声波提取花色苷的单因素实验结果

2.1.1   超声功率对花色苷提取量的影响   不同的超

声功率对花色苷提取量的影响见图1。超声功率在

50～150 W范围内，随着功率的增加，蓝靛果花色

苷提取量随之增加，在150 W处达到最大值293.17 
mg/100 g，继续增加功率后出现下降。这可能由
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于超声功率的逐渐增加体系温度也随之升高，加

快了分子运动速度，加速了花色苷的溶出；当功

率超过150 W时产生更强的热效应，导致花色苷结

构被破坏，杂质随之溶出，花色苷提取量下降[13]
。

因此，选择超声功率100～200 W作为响应面参数

范围。

2.1.2   超声时间对花色苷提取量的影响

不同的乙醇体积分数对花色苷提取量的影响

见图3。在乙醇体积分数在50%～80%时，花色

苷提取量逐渐上升，可能由于相似相溶的原理，

随着极性增加，溶解度也在增加 [15]
，在乙醇体

积为80%时与花色苷极性接近而达到最大290.78 
mg/100 g；当高于80%后醇溶性杂质溶出，花色苷

提取量下降。因此选择70%～90%的乙醇体积分

数作为响应面参数范围。

2.1.4   料液比对花色苷提取量的影响

图2   超声时间对蓝靛果花色苷提取量的影响

图3   乙醇体积分数对蓝靛果花色苷提取量的影响

图4   料液比对蓝靛果花色苷提取量的影响

图1   超声功率对蓝靛果花色苷提取量的影响

由图2可知，超声时间在10～50 min时间内，

花色苷溶出导致提取量上升，由于超声波会使蓝

靛果细胞壁破裂，结构被破坏，加速了花色苷的

溶出，在50 min处达到最大值292.53 mg/100 g，随

后出现下降。可能由于时间增加体系温度升高，

热敏性花色苷活性被破坏发生降解，花色苷提取

量降低[14]
，因此，超声时间选择30～70 min作为

响应面参数范围。

2.1.3   乙醇体积分数对花色苷提取量的影响

由图4可知，在料液比1:10～1:30时，蓝靛果

花色苷提取量随溶剂的增加花色苷成分也随之

溶出，当料液比为1:30 g/mL时达到最大284.12 
mg/100 g，随后出现下降的趋势。可能由于料液

比逐渐增加，蓝靛果细胞产生浓度差，促进了花

色苷向溶剂中扩散，当料液比超过1:30 g/mL时，

大部分花色苷已经溶出，并且干扰杂质逐渐溶

出，影响花色苷提取量，继续增大料液比也会造

成浪费[16]
，因此，料液比选择1:20～1:40 g/mL作

为响应面参数范围。

2.2  响应面法优化实验结果

2.2.1   响应面法优化实验分析   以花色苷提取量

为响应值，超声功率A、超声时间B、乙醇体积分

数C与料液比D为自变量进行响应面法优化分析，

具体设计结果见表2，对表2进行回归分析得方差分

析表3，并建立回归方程：花色苷提取量(mg/100 g) 
=292.14+3.90A+12.78B+9.37C+15.32D—5.03AB
+10.94AC+1.95AD+2.64BC+4.27BD+2.36CD—

16.19A2
—35.15B2

—15.55C2
—11.28D2

。

由表3回归方差分析结果表明，该模型P值小于

0.0001(极显著)，失拟项P值为0.0848(不显著)，因

此可判断此回归方程拟合性良好。此外，模型的

决定系数R2=0.9904，说明实验数据与回归方程的

相关度良好，实验值与预测值的差异性不大；校

正决定系数R2
Adj=0.9808，说明能正确反映98.08%
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蓝靛果花色苷提取量的变化，可以用于超声波提

取蓝靛果花色苷的理论预测。各因素影响花色苷

提取量强弱顺序为：料液比(D)>超声时间(B)>乙
醇体积分数(C)>超声功率(A)。其中，一次项A、

B、C、D，二次项A2
、B2

、C2
、D2和交互项AB、

AC对响应值极显著(P<0.01)；而交互项BD对响应

值影响显著(P<0.05)。
2.2.2   响应面因素交互影响   使用Design-Expert软
件绘制的响应曲面图见图5，每个3D分析图都代

表其中2个因素保持在0水平时，另外2个因素之间

的交互作用。由图5可知，料液比对蓝靛果花色苷

提取量的影响最为明显，其曲线陡峭程度最高；

其次是超声时间、乙醇体积分数，超声功率影响

最小。根据等高线可知交互效应的大小，椭圆形

表2   响应面法分析实验方案与结果

实验号
因素 花色苷提取量/

(mg/100 g)A B C D

1 —1 —1 0 0 215.73

2 1 —1 0 0 233.71

3 —1 1 0 0 255.53

4 1 1 0 0 253.40

5 0 0 —1 —1 241.51

6 0 0 1 —1 255.97

7 0 0 —1 1 267.52

8 0 0 1 1 291.43

9 —1 0 0 —1 248.71

10 1 0 0 —1 250.57

11 —1 0 0 1 279.67

12 1 0 0 1 289.31

13 0 —1 —1 0 225.99

14 0 1 —1 0 243.41

15 0 —1 1 0 238.97

16 0 1 1 0 266.96

17 —1 0 —1 0 255.93

18 1 0 —1 0 243.79

19 —1 0 1 0 252.81

20 1 0 1 0 284.41

21 0 —1 0 —1 223.51

22 0 1 0 —1 239.21

23 0 —1 0 1 241.31

24 0 1 0 1 274.11

25 0 0 0 0 295.19

26 0 0 0 0 292.15

27 0 0 0 0 291.71

28 0 0 0 0 290.73

29 0 0 0 0 290.94

表3   回归模型方差分析
来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 15765.79 14 1126.13 102.90 0.0001**

A 182.60 1 182.60 16.69 0.0011**

B 1960.96 1 1960.96 179.19 0.0001**

C 1052.81 1 1052.81 96.21 0.0001**

D 2817.35 1 2817.35 257.45 0.0001**

AB 101.10 1 101.10 9.24 0.0088**

AC 478.30 1 478.30 43.71 0.0001**

AD 15.13 1 15.13 1.38 0.2592

BC 27.93 1 27.93 2.55 0.1324

BD 73.10 1 73.10 6.68 0.0216*

A2 1699.58 1 1699.58 155.31 0.0001**

B2 8015.68 1 8015.68 732.47 0.0001**

C2 1567.59 1 1567.59 143.25 0.0001**

D2 825.26 1 825.26 75.41 0.0001**

残差 153.21 14 10.94

失拟项 140.29 10 14.03 4.34 0.0848

纯误差 12.92 4 3.23

综合 15919.00 28

R2 0.9904

R2
Adj 0.9808

    注：**表示极显著(P<0.01)；*表示显著(P<0.05)。

表示交互作用显著，圆形表示交互作用不显著。

从等高线可以看出超声功率与乙醇体积分数和超

声功率与超声时间的交互作用对花色苷提取量的

影响最为显著，在图像中表现为等高线分布最密

集并呈现椭圆形；超声时间与料液比的交互作用

较为显著。而超声时间与料液比和超声时间与乙

醇体积分数之间的交互作用相较并不明显。

通过Design-Expert软件预测得到的最优提取方

案为：超声功率164.84 W、超声时间54.55 min、
乙醇体积分数84.85%、料液比1:37.98 g/mL，花色

苷提取量为302.573 mg/100 g。考虑实际可操作性

选取超声功率160 W、超声时间55 min、乙醇体积

分数85%、料液比1:35 g/mL，此条件下进行3次实

验得到花色苷提取量为(298.22±1.13)mg/100 g，
与理论值仅相差1.5%，说明模型能较好预测花色

苷提取量。

2.3  蓝靛果花色苷成分分析

通过HPLC-MS/MS对蓝靛果花色苷的组成进

行分析，得到色谱图(图6)及质谱图(图7、图8)。
结合各物质的保留时间、分子离子峰和碎片离子

峰，以峰4物质质谱图例进行详细分析，由参考
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葡萄糖苷(表4)，其中峰4物质矢车菊-3-葡萄糖苷

的含量最高为68.971%。

响，如图10所示。与空白组相比，经LPS诱导的

RAW264.7细胞NO分泌量显著增加(P＜0.05)，相

较LPS模型组，蓝靛果花色苷各剂量组对LPS诱导

的RAW264.7细胞NO释放量均有显著抑制作用(P
＜0.05)，且呈现剂量依赖关系。PGE2也是一种炎

症介质，参与多种炎症反应，抑制PGE2可以减轻

炎症反应[20]
。RAW264.7小鼠巨噬细胞经过LPS刺

激后，与空白组比较，如图11所示，在未受刺激

状态下PGE2少量表达，经LPS处理后PGE2释放量

显著增加(P＜0.05)。剂量组随着蓝靛果花色苷的

增加PGE2呈现下降趋势，400 μg/mL时达到最小

值。综上，蓝靛果花色苷提取物能够抑制LPS诱
导RAW264.7细胞炎症模型NO和PGE2的释放，说

明蓝靛果花色苷具有抗炎活性。

图9   不同浓度蓝靛果提取物对LPS诱导Raw264.7细胞存活
率的影响

图11   不同浓度蓝靛果提取物对LPS诱导Raw264.7细胞
PGE2释放量的影响

图10   不同浓度蓝靛果提取物对Raw264.7细胞NO释放率
的影响

2.4  蓝靛果提取物对RAW264.7细胞增殖的影响

3  结论

本文采用超声波提取蓝靛果花色苷，通过单

因素和响应面法优化实验，确定蓝靛果花色苷最

佳的提取工艺参数为超声功率160 W、超声时间55 
min、乙醇体积分数85%、料液比1:35 g/mL，在

此提取条件下得到花色苷的含量为(298.22±1.13)
mg/100 g，对花色苷提取量影响大小的因素主次

表4   蓝靛果提取物中花色苷的成分组成
峰
号

保留时
间/min

峰面积
比例/%

分子离
子/(m/z)

碎片离子/
(m/z)

花色苷名称

1 4.669 14.497 737 575、287
矢车菊-3-己糖苷

衍生物

2 8.669 7.395 897 735、573
矢车菊-3-己糖苷

聚合体

3 9.767 6.137 611 449、287
矢车菊-3,5-
二己糖苷

4 21.427 68.971 449 287 矢车菊-3-葡萄糖苷

图8   矢车菊-3-葡萄糖苷的二级质谱图(峰4物质)

如图9所示，RAW264.7细胞分别与蓝靛果花

色苷提取物(50、100、200 μg/mL和400 μg/mL)共
同培养后发现，相比对照组，蓝靛果花色苷提

取物对RAW264.7细胞存活率无明显变化，细胞

存活率维持在90%以上。表明样品对细胞无毒

害作用。

2.5  蓝靛果提取物对RAW264.7细胞释放NO和

PGE2的影响

在炎症反应中，NO拥有一定毒性，对NO
介导的组织也会产生损伤作用，发生水肿和血

渗出等现象 [19]
。使用NO测定试剂盒检测蓝靛果

花色苷对LPS诱导的RAW264.7细胞产生NO的影
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顺序为：料液比>超声时间>乙醇体积分数>超声

功率。通过HPLC-MS/MS鉴定出4种花色苷，分别

为矢车菊-3-己糖苷衍生物、矢车菊-3-己糖苷聚合

体、矢车菊-3,5-二己糖苷、矢车菊-3-葡萄糖苷，

其中矢车菊-3-葡萄糖苷含量最高为68.971%。抗

炎活性实验结果表明，蓝靛果花色苷对LPS诱导

的RAW264.7巨噬细胞释放炎症因子NO和PGE2

的抑制效果显著，说明蓝靛果花色苷具有抗炎活

性，可为蓝靛果的后续开发提供理论依据。
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