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金花葵总黄酮的提取、成分分析
及体内降尿酸活性

杨佳佳1，武燕霞1，王蓉蓉1，于文龙1，王向红1, *，刘金墨2，米　思1, *

（1.河北农业大学食品科技学院，河北保定 071000；
2.定心元中医药（惠州）有限公司，广东惠州 516003）

摘　要：本项目以制备金花葵花朵总黄酮，明确单一黄酮化合物组成，挖掘其功效作用为目的，通过单因素与响应

面手段优化了超声-微波协同辅助提取总黄酮的实验条件，借助靶向代谢组学手段分析了金花葵提取物中黄酮化合

物组成，并在动物水平上验证了金花葵总黄酮的降尿酸活性。金花葵花朵黄酮组分的最佳提取条件为：液料比

25:1 mL/g，超声功率 250 W，微波功率 190 W，提取时间 35 min，以最优条件实验提取得到金花葵总黄酮的含量

为 19.73±0.11 mg/g。靶向代谢组学分析发现，金花葵提取物中较为主要的黄酮类化合物分别为杨梅素、苯丙氨

酸、芦丁、槲皮素 3-葡萄糖苷、槲皮素等。与高尿酸模型组（124.95±26.22 μmol/L）小鼠相比，低、高剂量金花

葵总黄酮干预均能显著降低小鼠血清中尿酸含量，分别为 52.62±2.76 μmol/L和 43.80±9.94 μmol/L。金花葵总黄酮

可通过减轻小鼠肾脏、肝脏组织损伤，降低血清中白细胞介素-1β、白细胞介素-6、肿瘤坏死因子、肌酐和尿素氮

含量，肾脏中丙二醛含量以及肝脏中黄嘌呤氧化酶活性，同时增强肾脏中超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性来发

挥降尿酸功效作用。研究结果有望为金花葵资源的高值化开发利用及新型降尿酸天然植物产品的创制提供理论指

导与数据支撑。
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Abstract：This  study  was  aimed  to  extract  the  total  flavonoids  from  the  flowers  of Abelmoschus  manihot  (L.)  Medicus,
clarify the composition of the individual flavonoid compounds as well as its ameliorative effect on hyperuricemia in mice.
The dried  flower  of Abelmoschus  manihot  (L.)  Medicus  was  used as  raw materials  for  this  study.  Both  single-factor  and
response  surface  approaches  were  performed  to  optimize  the  parameters  for  the  isolation  of  total  flavonoid  from
Abelmoschus  manihot  (L.)  Medicus.  The  molecular  composition  of  Abelmoschus  manihot  (L.)  Medicus  extract  was
analyzed  using  the  targeted  metabolomics  approach.  Furthermore,  an  animal  model  of  hyperuricemia  was  established  to
elucidate  the  hypouricemic  activity  of  total  flavonoid.  The  maximum  content  of  total  flavonoid  could  reach  19.73±  
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0.11 mg/g when the extraction lasting for 35 min under the conditions set at a liquid/material ratio 25:1 mL/g, ultrasonic
power  250  W  and  microwave  power  190  W.  The  targeted  metabolomics  data  revealed  that  the  dominant  flavonoid
compounds were myricetin, phenylalanine, rutin, quercetin 3-glucoside, quercetin, etc. Compared to the level of uric acid
(124.95±26.22  μmol/L)  in  the  hyperuricemic  mice,  the  administration  with  low- and  high-dose  of  total  flavonoid  extract
significantly  decreased the  uric  acid  levels,  being 52.62±2.76 μmol/L and 43.80±9.94 μmol/L,  respectively.  The findings
indicated  that  total  flavonoid  extract  could  exert  hypouricemic  effects  by  alleviating  kidney  and  liver  damage  in  mice,
lowering  levels  of  interleukin-1β,  interleukin-6,  tumor  necrosis  factor,  creatinine  and  urinary  nitrogen  in  the  serum,
malondialdehyde  content  in  the  kidney,  and  xanthine  oxidase  activity  in  the  liver,  while  enhancing  the  activity  of
superoxide  dismutase  and  catalase  in  the  kidney.  These  findings  are  expected  to  provide  theoretical  guidance  and  data
support  for  the  value-added  utilization  of  Abelmoschus  manihot  (L.)  Medicus  and  also  for  the  development  of  novel
hypouricemic products.

Key words：Abelmoschus manihot (L.) Medicus；total flavonoids；extraction；compositional analysis；hypouricemic activity

金花葵（Abelmoschus manihot （L.） Medicus）为
锦葵科（Malvaceae）秋葵属（Abelmoschus Medicus）
一年生草本植物[1−3]，种植区域主要分布在河北、河

南等省份[4−5]。因富含氨基酸、矿物质、脂肪酸、核苷

类化合物等，金花葵的应用开发逐渐受到关注[6]。此

外，金花葵花、茎、叶等组织中均含有较高水平的黄

酮，花中含量最高[6]。黄酮是一类已被证实具有多种

健康功能益处的化合物，例如抗氧化、抗衰老、提高

免疫力等，作为原料在食品、药品、化妆品等领域有

着广泛的应用[7]。

近年来，黄酮化合物的降尿酸功能活性受到国

内外学者的研究重视。高尿酸血症（Hyperuricemia，
HUA）由体内嘌呤代谢异常所引发，表现为血液中尿

酸含量升高[8]。正常嘌呤饮食状态下，单日两测血清

尿酸含量均超出 404.6 μmol/L，即被认定为高尿酸血

症。据统计，我国约有 1.77亿高尿酸血症患者，与

高血压、高血脂、高血糖并称为人体健康的“四大杀

手”[9]。如何采用健康有效的方式缓解高尿酸血症已

成为学术领域关注的热点问题。目前已报道的具有

降尿酸活性的功能成分大多为黄酮类化合物，例如牡

丹花总黄酮、藤茶总黄酮等，通过占据黄嘌呤氧化酶

的 Mo-pt活性位点并与其周围的氨基酸残基相互作

用，抑制黄嘌呤氧化酶的催化效能进而降低血液中的

尿酸水平[10−12]。也有报道指出，地锦草总黄酮能够通

过调整与代谢和炎症相关的通路减轻高尿酸血症对

肾脏的损伤，并恢复其正常功能[11]。以上发现提示，

金花葵总黄酮可能同样具有降低血清尿酸含量的潜

力，但具体的功效作用及途径仍需进一步研究证实。

如何安全高效地制备金花葵总黄酮是本研究需

解决的第一个问题。前期已有报道的植物总黄酮提

取方法包括生物酶法、索氏提取法、微波法、超声法

等[13]。这些方法均存在一些缺点，例如成本高、耗时

长、溶剂残留、效率低等。为克服以上不足，近年来

逐渐涌现出一些新型物理场协同辅助技术，超声-微
波协同提取是其中一种。该技术融合超声波产生的

空穴效应和微波释放的热量，破坏植物细胞壁的同

时，迅速溶解细胞内活性物质，从而达到快速高效的

提取目的[14]。李湘利等[15] 利用超声波与微波协同提

取鸡枞菌多糖，提取率为 6.413%，较传统常规水提法

提高了 35.5%；杨元萍等[16] 采用超声-微波协同提取

法提取橄榄中的苦苷，提取含量为 68.91±0.64 mg/g；
巫永华等[17] 采用纤维素酶辅助超声微波协同提取桑

黄黄酮，桑黄黄酮得率为 4.55%±0.23%。综上所述，

本研究拟借助超声-微波协同辅助技术，优化金花葵

总黄酮的提取工艺；采用靶向代谢组学技术，明确金

花葵总黄酮的化合物分子组成；构建高尿酸血症小鼠

模型，确证金花葵总黄酮的降尿酸活性并揭示其可能

涉及的分子机制。研究结果有望为金花葵资源的高

值化开发利用以及新型降尿酸功能活性成分的挖掘

提供数据支持。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

金花葵花朵样品　亳州市吉盛药业有限公司；

无水乙醇、甲醇　≥99%，天津市汇杭化工科技有限

公司；福林酚　≥ 99%，上海麦克林生化科技股份有

限公司；芦丁标准品　≥ 99%，上海迈瑞尔生化科技

股份有限公司；正常雄性 6周龄 C57BL/6小鼠　

SPF级别，No. 2022126，体重 20±2 g，北京斯贝福生

物技术有限公司。

XO-SM100型超声-微波协同反应工作站　南

京先欧仪器制造有限公司；CHIGO多功能粉碎机　

宁波赵记电器有限公司；QTSX6150型超声波清洗器

　天津市瑞普电子仪器公司；TGL-16G型离心机　

上海安亭科学仪器厂；1500-28酶标仪　赛默飞世尔

科技有限公司；GL-10000C型冷冻离心机　上海安

亭科学仪器厂。

 1.2　实验方法

 1.2.1   金花葵总黄酮提取工艺　将金花葵花朵样品

使用多功能粉碎机粉碎，过 60目筛备用。参考王欣

等[18] 的提取方法并加以修改，称取 1.00 g金花葵干

燥粉末，加入 60%体积分数的乙醇溶液混合均匀，进

行超声波-微波协同辅助提取。设置不同液料比

（mL/g）、超声波功率（W）、微波功率（W）、提取时间

（min），8000 g/min离心 15 min后，取上清液测定总

黄酮含量。根据总黄酮含量选取最优条件的样品溶
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液，旋蒸浓缩，随后冻干（−80 ℃ 真空冷冻 3 d）得到

金花葵总黄酮固体粉末。

 1.2.2   单因素实验　参考贾娟等[19] 的方法条件，选

取 60%乙醇作为溶剂，以金花葵花朵提取物中总黄

酮含量为依据，优化工艺参数。

 1.2.2.1   料液比对提取效果的影响　设置超声波功

率 100 W，微波功率 100 W，提取时间 30 min，液料比

参数分别为 10:1、15:1、20:1、25:1、30:1（mL/g）。

 1.2.2.2   超声功率对提取效果的影响　设置微波功

率 100 W，液料比 20:1（mL/g），提取时间 30 min，超

声功率参数分别为 0、100、200、300、400 W。

 1.2.2.3   微波功率对提取效果的影响　设置超声波

功率 100 W，液料比 20:1（mL/g），提取时间 30 min，

微波功率参数分别为 0、100、200、300、400 W。

 1.2.2.4   提取时间对提取效果的影响　设置超声波

功率 100 W，微波功率 100 W，液料比 20:1（mL/g），

提取时间参数分别为 20、25、30、35、40 min。

 1.2.3   响应面试验　根据单因素实验结果，综合考

虑仪器的实际情况，开展四因素三水平响应面试验，

表 1为响应面试验因素与对应水平，以金花葵花朵

提取物中总黄酮含量为指标，确定金花葵总黄酮最优

提取条件。
 
 

表 1    响应面试验因素与对应水平值
Table 1    Factors and the corresponding levels selected

for response surface methodology

水平

因素

A液料比
（mL/g）

B超声功率
（W）

C微波功率
（W）

D提取时间
（min）

−1 15:1 100 100 30

0 20:1 200 200 35

1 25:1 300 300 40
 

 1.2.4   金花葵总黄酮含量测定

 1.2.4.1   标准曲线的制作　参考 Maestre-hermandez

等[20] 的方法建立芦丁标准曲线。1.0 mL不同质量

浓度的芦丁标准溶液，分别与 0.20 mL 5%亚硝酸钠

溶液混合。将混合溶液避光静置 6 min，然后加入

0.3 mL 10%硝酸铝溶液。再次避光静置 6 min后，

加入 4.0 mL 4%氢氧化钠溶液，最后用 60%乙醇溶

液定容至 10 mL，避光静置 15 min。在 510 nm处测

定混合溶液的吸光度，所有标准溶液重复测试 3次

取算术平均值，绘制芦丁溶液吸光度（y）-质量浓度（x）

标准曲线，标准曲线方程为 y=0.000624x+0.05165，

R2=0.998。

 1.2.4.2   总黄酮含量的计算　测定金花葵黄酮样品

溶液的吸光度，实验步骤同芦丁测定方法相同，依据

吸光度（y）-质量浓度（x）标准曲线的回归方程和稀释

倍数计算得到金花葵总黄酮质量浓度（以芦丁计），并

按照公式计算金花葵总黄酮含量（mg/g）[21]。

X = m1 ×V2

m×V1
×103

式中：X表示样品中总黄酮的量，mg/g；m1 表示

标准曲线中计算出待测液中黄酮的量，μg；m表示样

品质量，g；V1 表示样品提取液测定用体积，mL；
V2 表示样品定容体积，mL。

 1.2.5   LC-MS/MS靶向代谢组学分析　按照 Benton
等[22] 建立的方法，借助超高效液相色谱-串联飞行时

间质谱联用仪（UHPLC-Q-TOF/MS）对提取物进行靶

向代谢物组成分析。代谢物提取方法如下：将金花葵

花朵样品用预冷的 70%甲醇（同位素内标）/乙腈/水
（2:2:1，v/v）混合溶液均匀混合，涡旋 5 min，低温超

声 30 min，再于−20 ℃ 静置 10 min。得到的样品溶

液在 16000×g和 4 ℃ 下离心 15 min。收集上清液，

进行真空干燥，得到的样品重新溶解于 100 μL乙腈

和水（1:1，v/v）混合溶液中。Agilent  1290 Infinity
UPLC色谱仪条件设置如下：将 2 μL提取物溶液注

入ACQUITY UPLC HS T3色谱柱（Waters，100 mm×
2.1 mm，1.8 μm粒径），0.5 mL/min流动相分离。流

动相组成为（A）含 25 mmol/L乙酸铵和氢氧化铵的

水，（B）纯乙腈。流动相的梯度程序如下：0~0.5 min，
95%B；0.5~7 min，线性下降至 65%B；7~8 min，线性

下降至 40%B，8~9 min，40%B；9 min，回到 95%B，
保持 3 min。LC洗脱液进入 6500+QTRAP质谱仪

（SCIEX）系统在正/负离子模式下进行分析。通过与

数据库中代谢物的保留时间、分子质量（分子质量误

差在<10 mg/L内）、二级碎裂谱图、碰撞能等信息进

行匹配，对生物样本中的代谢物进行结构鉴定。采用

同位素内标法对识别出的黄酮化合物进行定量分析，

利用待测物与内标的响应丰度比值（峰面积比）以及

内标物的浓度，计算待测黄酮化合物的绝对含量。

 1.2.6   动物建模及实验分组　本文所涉及的动物

实验操作已获得动物伦理委员会批准（批准号：

2023197）。参考前人[23−26] 的实验方法并加以修改。

正常雄性 6周龄 C57BL/6小鼠，饲养于通风良好，室

温 22±2 ℃，12 h/12 h的光照和黑暗交替的条件下，

不限制食物和水的摄入。适应饲养环境 1周后，随

机选取 10只小鼠作为空白对照（CK），其他小鼠灌胃

氧嗪酸钾 200  mg/kg+腺嘌呤 50  mg/kg作为实验

组。一周后，将小鼠分为高尿酸模型组（HUA组）、

别嘌呤醇阳性对照组（ALLO，20 mg/kg）、黄酮低剂

量组（L，黄酮提取物固体配制的浓度：500 mg/kg）、
高黄酮高剂量组（H，黄酮提取物固体配制的浓度：

1000 mg/kg），干预三周。CK组与 HUA组小鼠分别

灌胃 0.2 mL/10 g·bw的 1%羧甲基纤维素钠混悬液。

 1.2.7   样本采集　干预实验完成后，各组小鼠均进行

禁食不禁水处理 12 h，收集血液及组织器官样本。

从眼部采集全血，3000×g，10 min离心以获得血清。

从颈椎脱位致死的小鼠身上采集组织器官，在预先冷

却的生理盐水（0.9%）中清洗干净，滤纸吸干表面水
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分后，称量各组织器官重量。取小鼠肝脏和肾脏组织

各一份，固定于 10%中性福尔马林溶液中。其余组

织器官迅速保存至−80 ℃ 冰箱中备用[27]。

 1.2.8   苏木精-伊红染色肝脏、肾脏组织　将小鼠肾

脏和肝脏进行脱水、包埋、制片、切片处理，经苏木

精-伊红（HE）染色处理后，在光学显微镜下系统观察

并描述，图像标尺为 100 μm。

 1.2.9   血清生化指标测定　将−80 ℃ 保存的小鼠血

清样品置于冰上缓慢融化，按照试剂盒说明测定尿

酸、白细胞介素-1β（Interleukins-1β，IL-1β）、白细胞

介素-6（Interleukins-6，IL-6）、肿瘤坏死因子（Tumor
necrosis factor，TNF-α）、肌酐和尿素氮含量。

 1.2.10   肾脏氧化指标测定　将−80 ℃ 保存的小鼠

肾脏组织置于冰上缓慢融化，按照试剂盒说明测

定丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量及过氧化

氢酶（Catalase，CAT）、超氧化物歧化酶（Superoxide
dismutase，SOD）活性。

 1.2.11   肝脏生化指标测定　将−80 ℃ 保存的小鼠

肝脏组织置于冰上缓慢融化，按照试剂盒说明测定黄

嘌呤氧化酶（Xanthine oxidase，XOD）活性。

 1.3　数据处理

采用 Excel v2016软件对原始数据进行汇总整

理，结果以平均值±标准方差表示。借助 Design-
Expert v13.0软件开展响应面试验设计和结果分析；

SPSS v22.0软件进行显著性分析，P<0.05认定为具

有统计学上的显著性差异。文章中部分结果图片采

用 Graphpad Prism9软件制作完成。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果分析

 2.1.1   液料比对金花葵总黄酮含量的影响　以 60%
乙醇为提取溶剂，不同液料比（10:1、15:1、20:1、
25:1、30:1 mL/g）对金花葵提取物总黄酮含量的影

响如图 1所示。在 10:1~25:1 mL/g液料比范围内，

提取物中总黄酮含量随液料比的增大而直线升高，最

大值为 13.66±0.07 mg/g。当液料比超过 25:1 mL/g

后，提取物中总黄酮含量呈现下降趋势。随着溶剂与

原料的比值增大，有效成分与溶剂的接触面积增大，

溶解、扩散、渗透的速度加快，有利于提高提取效率；

继续增大溶剂比例，稀释有效成分的同时，促使组织

细胞中其他成分溶出，因此总黄酮提取量降低[28]。统

计分析结果表明，液料比为 20:1 mL/g时的总黄酮

含量与其他条件存在显著性差异（P<0.05），因此结合

本文及文献方法初步确定 20:1 mL/g为最佳液料比

条件。

 2.1.2   超声功率对金花葵总黄酮含量的影响　不同

超声功率（0、100、200、300、400 W）对金花葵提取

物总黄酮含量的影响如图 2所示。超声功率在

0~200 W范围内，金花葵提取物中总黄酮含量呈现

先上升后平稳的趋势。在 200 W处达到最大值，为

12.62±0.01 mg/g。随着功率进一步升高，总黄酮含

量呈缓慢下降趋势。这可能是由于功率增大引起杂

质提取物增多而导致的[29]。200 W功率处的总黄酮

含量与 0、300、400 W功率条件下的含量存在显著

差异（P<0.05），故初步确定 200 W为最佳超声功率

条件。
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图 2    超声功率对提取物中总黄酮组分水平的影响
Fig.2    Impact of ultrasound power on the level of total

flavonoid in the crude extract
 

 2.1.3   微波功率对金花葵总黄酮含量的影响　不同

微波功率（0、100、200、300、400 W）对金花葵提取

物总黄酮含量的影响如图 3所示。0~400 W范围

内，金花葵提取物中总黄酮的水平呈先增加后降低的
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图 1    液料比对提取物中总黄酮组分水平的影响

Fig.1    Impact of liquid-material ratio on the level of total
flavonoid in the crude extract

注：图中小写字母相同表示无显著差异，不同表示存在显著差
异（P<0.05），图 2~图 4同。
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图 3    微波功率对提取物中总黄酮组分水平的影响

Fig.3    Impact of microwave power on the level of total
flavonoid in the crude extract
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变化趋势。当微波功率为 200 W时，黄酮含量达到

最大值，为 12.55±0.12 mg/g。微波的高能作用可破

坏金花葵组织细胞膜，导致黄酮类化合物溶出，但如

果微波功率过高，产生强大的热量可分解黄酮组分，

故导致提取物中总黄酮含量下降[30]。显著性分析结

果显示，微波功率 200 W处提取物中总黄酮含量水

平显著高于（P<0.05）其他参数条件，因此初步确定

200 W为最佳微波功率。

 2.1.4   提取时间对金花葵总黄酮含量的影响　图 4
显示了金花葵提取物中总黄酮含量水平随提取时间

的变化趋势。提取时间在 35 min以内时，提取物中

总黄酮含量与提取时间呈现正相关性，35 min时达到

最大值 12.91±0.03 mg/g，并显著（P<0.05）高于其他

提取时间下的数值。在提取时间较短的情况下，黄酮

含量可能会因为提取不充分而数值较低。随着提取

时间的延长，微波和超声作用时间也相对增加，进而

导致黄酮成分被分解破坏，出现含量降低的趋势[31]。

因此，初步确定 35 min为最佳提取时间。
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图 4    提取时间对提取物中总黄酮组分水平的影响
Fig.4    Impact of extraction time on the level of total flavonoid

in the crude extract
 

 2.2　响应面试验优化结果

 2.2.1   因素的选取及方案　四因素三水平响应面试

验分析结果见表 2。

 2.2.2   二次方程数学模型的建立　根据响应面分析

结果，确定各提取条件和总黄酮含量之间的回归

模型为 ：R1=−13701.26−4071.26A+87.69B+4.27C+
3239.52D−0.57AB+1.09AC+6.83AD+0.01BC−1.20BD−
0.22CD+100.61A2−0.09B2−0.05C2−44.60D2。

以模型中一次项系数为依据，确定不同参数条

件对金花葵花朵黄酮提取效果的重要性，为 A>D>
B>C，即液料比>提取时间>超声功率>微波功率。

 2.2.3   方差分析结果　二次回归方程数学模型方差

分析结果见表 3。具有显著性差异的指标参数分别

为整体模型（P<0.01），一次项 A（P<0.01），AC、BD
交互作用（P<0.05），二次项 A2、D2、B2、C2（P<0.01）。
同时 ，失拟项不显著 （ P>0.05） ，调整后的 R2

adj

（0.9504）与预测拟合度 R2
pre（0.9039）二者之间差值

小于 0.2，精密度>4，以上结果均表明建立的模型可

用于金花葵总黄酮含量响应值的预测[32]。

 2.2.4   响应面分析结果　方差分析结果显示，液料比

与微波功率、超声功率与提取时间交互作用能够显

著影响金花葵花朵提取物中总黄酮含量。为更清晰

 

表 2    响应面试验结果

Table 2    Results for response surface methodology

试验号 A B C D 总黄酮含量R1

1 0 1 1 0 12.46
2 0 0 −1 −1 12.25
3 1 0 0 1 16.65
4 0 1 −1 0 12.09
5 0 −1 0 1 12.06
6 1 1 0 0 16.63
7 0 −1 0 −1 11.22
8 −1 0 0 −1 14.45
9 1 0 0 −1 16.96
10 1 0 1 0 18.19
11 0 0 −1 1 12.55
12 0 0 0 0 14.28
13 −1 −1 0 0 13.70
14 −1 1 0 0 14.50
15 −1 0 −1 0 14.70
16 −1 0 0 1 13.46
17 0 0 1 1 11.95
18 1 −1 0 0 16.97
19 0 0 1 −1 12.10
20 0 1 0 1 11.34
21 0 −1 1 0 12.85
22 0 1 0 −1 12.90
23 1 0 −1 0 16.93
24 −1 0 1 0 13.77
25 0 0 0 0 14.63
26 0 −1 −1 0 12.88
27 0 0 0 0 13.54
28 0 0 0 0 13.70
29 0 0 0 0 13.37

 

表 3    回归模型方差分析结果

Table 3    ANOVA data of the established regression model

方差来源 方差和 自由度 均方 F值 P值 显著性

回归模型 98797330.58 14 7057000 39.29 <0.0001 **
A 26244529.83 1 26240000 146.11 <0.0001 **

B 4637.00 1 4637.01 0.03 0.8746 不显著

C 653.68 1 652.69 0.00 0.9528 不显著

D 286919.06 1 286900 1.60 0.2269 不显著

AB 329728.61 1 329700 1.84 0.1969 不显著

AC 1196650.03 1 1197000 6.66 0.0218 *

AD 116451.56 1 116500 0.65 0.4342 不显著

BC 38144.04 1 38144.04 0.21 0.6520 不显著

BD 1438440.42 1 1438000 8.01 0.0134 *

CD 50458.64 1 50458.64 0.28 0.6044 不显著

A2 41032964.67 1 41030000 228.45 <0.0001 **
B2 5248191.58 1 5248000 29.22 <0.0001 **
C2 1673444.30 1 1673000 9.32 0.0086 **
D2 8064943.28 1 8065000 44.90 <0.0001 **

残差 2514624.85 14 179600
失拟项 1384401.90 10 138400 0.49 0.2841 不显著

净误差 1130222.95 4 282600 <0.0001
总和 101311955.43 28 7057000 <0.0001

精密度 22.22

注：*表示因素影响显著（P<0.05），**表示因素影响极显著（P<0.01）。
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地阐明各因素之间的交互作用，借助 Deign Expert
13.0软件拟合出该模型的响应面立体图。
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图 5    响应面立体图和等高线图
Fig.5    Response surface stereograms and contour plots

 

根据图 5，超声功率与提取时间的交互作用呈现

椭圆形状，颜色有明显不同，在图形的中心区域能得

到一个理论最大值。说明在分析的因素水平范围中

存在极值[33−35]。

因此，根据响应面实验结果预测金花葵花朵中

总黄酮的提取工艺条件为：液料比 25:1 mL/g，超声

波功率 251.83  W，微波功率 187.31  W，提取时间

35.07 min，此时金花葵提取物中总黄酮含量可达最

大值，为 18.05 mg/g。综合考虑到仪器操作可行性，

最优提取工艺条件设定为液料比 25:1 mL/g，超声波

功率 250  W，微波功率 190  W，提取时间 35  min。
以最优工艺进行金花葵总黄酮提取，金花葵总黄

酮含量为 19.73±0.11 mg/g，与模型预测得到的值

（18.05 mg/g）相近，证明模型可靠。

 2.3　金花葵提取物黄酮化合物组成分析结果

借助靶向黄酮分析手段，针对金花葵花朵提取

物中的 38种黄酮化合物进行了定量分析。表 4总

结了 20种主要黄酮类化合物的结构及含量信息。

其中含量最为丰富的五种黄酮类化合物分别为杨梅

素（76870.51 ng/g）、苯丙氨酸（46237.87 ng/g）、芦丁

（40664.51 ng/g）、槲皮素 3-葡萄糖苷（22112.95 ng/g）
和槲皮素（12857.14 ng/g）。苯丙氨酸作为人体必需

氨基酸，广泛存在于植物体内。虽不属于黄酮化合物

家族，但作为前体物质参与黄酮化合物的代谢合成，

具有举足轻重的地位和作用。其余均为植物体内常

见的黄酮化合物种类，并被证实具有多种功能活性，

例如抗氧化、抗衰老、抗癌等。黄酮化合物的定量

分析结果提示，金花葵提取物具有重要的应用开发

价值。

 2.4　金花葵总黄酮的降尿酸功能活性结果

 2.4.1   不同处理对小鼠肾脏损伤的影响　动物体内

代谢生成的尿酸主要通过肾脏排出，当尿酸排泄受损

会导致肾脏损伤，高尿酸血症会引发肾小球萎缩、肾

间质纤维化等并发症[36]。由图 6可知，与正常对照

组相比，模型组小鼠肾脏组织皮质中微量肾小球体积

小，出现少量肾小管上皮点状坏死（红色箭头），细胞

肿胀，胞质疏松淡染，存在较多肾小管扩张（棕色箭

头），肾小管上皮细胞扁平，管腔内可见坏死细胞碎片

及脱落的上皮细胞，并少见肾小管萎缩（灰色箭头），

体积减小，可见轻微结缔组织增生（绿色箭头）。经药

物干预处理后，肾小球和肾小管损伤均有改善，但仍

然存在不同程度的细胞水肿（黑色箭头）。
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图 6    不同处理对小鼠肾脏组织苏木精-伊红染色的影响
Fig.6    Effect of different treatments on the hematoxylin-Eosin

staining of kidney tissues of mice
注：A正常对照（CK）组，B模型（HUA）组，C别嘌醇（ALLO）
组，D总黄酮低剂量（L-level）组，E总黄酮高剂量（H-level）组。
 

 2.4.2   不同处理对小鼠血清尿酸和炎症因子水平的

影响　如图 7所示，模型（HUA）组小鼠血清中尿酸

含量最高，为 124.95±26.22 μmol/L，显著（P<0.01）高

于 CK组（45.67±8.65 μmol/L），表明高尿酸血症小鼠

模型构建成功。经不同水平金花葵总黄酮干预处理

后，小鼠血清尿酸含量均显著（P<0.01）降低，总黄酮

高剂量（H）组效果最为明显，初步表明金花葵总黄酮

具有降尿酸功能活性。已有研究表明，桑黄总黄酮、

藤茶总黄酮、牡丹花总黄酮及玉米须总黄酮等中药

 

表 4    金花葵主要黄酮化合物组成

Table 4    Composition of the dominant flavonoid compounds
detected in the Abelmoschus manihot (L.) Medicus

序号 化合物
质谱信息
（m/z）

保留时间
（min）

含量（ng/g）

1 杨梅素 319.0/153.0 6.0425 76870.51±323.04

2 苯丙氨酸 166.1/103.1 1.7226 46237.87±545.41

3 芦丁 611.0/303.0 4.1890 40664.51±126.77

4 槲皮素3-葡萄糖苷 465.0/303.0 4.5717 22112.95±176.01

5 槲皮素 303.0/153.0 7.3675 12857.14±263.88

6 没食子儿茶素 305.0/125.0 1.9273 6033.48±242.31

7 表没食子儿茶素 305.0/125.0 2.5331 5363.54±56.31

8 表儿茶素 289.0/203.0 3.3596 3171.51±48.16

9 木樨草素7-O-葡萄糖苷 449.0/287.0 4.6914 554.56±9.49

10 二氢山奈酚 289.0/153.0 5.9132 196.95±7.75

11 儿茶素 289.0/245.0 2.8479 180.79±14.77

12 对香豆酸 165.0/147.0 4.0208 167.22±9.70

13 山柰酚 287.0/153.0 8.4098 114.65±8.25

14 木樨草素 287.0/153.0 7.4221 76.95±6.50

15 黄豆苷/大豆苷 417.0/255.0 3.9251 48.14±1.70

16 异鼠李素 317.0/302.0 8.6445 44.26±4.85

17 柚皮素 271.0/151.0 8.1625 31.26±5.85

18 阿魏酸 193.0/134.0 4.5215 21.61±3.19

19 槲皮苷 447.0/301.0 5.5802 16.27±4.51

20 圣草酚 289.0/153.0 7.1288 14.68±2.08
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活性成分可通过调节黄嘌呤氧化酶（XOD）的活性，

进而有效调控尿酸生成过程[37−38]。
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图 7    不同处理对小鼠血清尿酸含量水平的影响
Fig.7    Effect of different treatments on the content of uric acid

in the serum
注：*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001、****P<0.0001与正常对
照组相比；#P<0.05、##P<0.01、###P<0.001、####P<0.0001与
模型组相比；图 8~图 12、图 14同。
 

前期已有研究指出，体内炎症会直接影响高尿

酸血症的发生[32]。本实验选取 IL-1β、IL-6和 TNF-ɑ
三个特征细胞炎症因子评估小鼠体内的炎症水平，

结果如图 8所示。模型（HUA）组小鼠血清中炎症因

子的含量水平均显著（P<0.0001）高于正常对照（CK）

组小鼠。当分别灌胃低、高剂量的金花葵总黄酮提

取物后，小鼠血清中 IL-1β（图 8A）、IL-6（图 8B）和
TNF-ɑ（图 8C）的含量水平均呈现显著下降趋势

（P<0.001），并且高剂量组黄酮效果优于低剂量组黄

酮。以上数据表明，黄酮具有抗炎的功效，金花葵总

黄酮可能通过缓解体内炎症来发挥降尿酸功能活性，

这与前期部分报道结论一致[39]。

 2.4.3   不同处理对小鼠血清肌酐和尿素氮含量的影

响　肌酐和尿素氮是肾功能标志物，可以反映肾损

伤情况[40]。由图 9A和图 9B可知，模型（HUA）组

小鼠血清中的肌酐（89.08±15.76 μmol/L）和尿素氮

（25.43±1.18 mmol/L）含量显著（P<0.0001）高于正常

对照（CK）组，表明肾功能受到损伤，与 HE染色结果

一致。干预后，低剂量总黄酮组小鼠血清肌酐

（36.25±8.17 μmol/L）和尿素氮（11.61±0.56 mmol/L）
含量、高剂量总黄酮组小鼠血清肌酐 （ 25.46±
1.82 μmol/L）和尿素氮（10.47±0.23 mmol/L）含量均

呈现显著（P<0.001）下降趋势，表明金花葵总黄酮可

有效改善由于高尿酸所导致的小鼠肾脏功能损伤。

体内高浓度尿酸可诱导内皮细胞损伤并触发炎症反

应，进一步刺激肾小管上皮细胞，促进 IL-1β、TNF-α
等促炎因子的表达，同时激活炎性小体信号通路，进

一步加重肾脏损伤与尿酸的增加，最终表现为血清肌

酐（Scr）和尿素氮（BUN）水平升高[41]。本研究结果显

示，各治疗组药物均能显著抑制高尿酸血症引起的

血清 IL-1β、IL-6和TNF-α 水平升高，并使 Scr和BUN
水平趋于恢复正常，表明金花葵黄酮对尿酸诱导的肾

脏损伤具有明显的保护作用。已有结果表明总黄酮

可以改善高尿酸所导致的小鼠肾脏功能损伤[42]。

 2.4.4   不同处理对小鼠肾氧化应激的影响　尿酸在

肾脏中的过度积累会导致氧化应激，这已成为诱发慢

性肾病的潜在风险因素。超氧化物歧化酶（SOD）、

丙二醛（MDA）和过氧化氢酶（CAT）是评价肾脏氧化

应激及损伤程度的重要标志物[43−44]。与正常对照

（CK）组相比，模型（HUA）组小鼠肾脏组织中的丙二

醛含量显著（P<0.0001）升高（图 10），表明肾脏组织

受到严重损伤[45]。金花葵总黄酮低（1.30±0.28 nmol/

mg prot）、高（1.70±0.12 nmol/mg prot）剂量处理不同

程度地降低了小鼠肾脏组织中丙二醛的含量，表明减

轻了肾脏损伤，与前述 HE染色结果及血清肌酐、尿

素氮含量测定结果一致。

针对 CAT和 SOD活性而言，图 11和图 12所

示，模型（HUA）组小鼠肾脏组织中两种酶活性均显

著（P<0.01）低于正常对照（CK）组，表明氧化应激反
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图 8    不同处理对小鼠血清 IL-1β、白细胞介素-6、肿瘤坏死
因子含量水平的影响

Fig.8    Effect of different treatments on the content of IL-1β,
IL-6, TNF-α in the serum
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应增强。金花葵总黄酮灌胃处理可以提升小鼠肾脏

组织中两种酶活，降低氧化应激[43]。但是总黄酮处理

对 CAT酶活性的影响，与模型（HUA）组相比，不存

在显著性差异（P>0.05），见图 11。以上发现提示，金

花葵总黄酮发挥降尿酸活性的功能机制可能与其抗

氧化活性等相关。
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图 12    不同处理对小鼠肾脏超氧化物歧化酶活性的影响
Fig.12    Impact of different treatments on the activity

of superoxide dismutase in the kidney of mice
 

 2.4.5   不同处理对小鼠肝损伤和黄嘌呤氧化酶活性

的影响　肝脏是生成尿酸的重要器官，其组织结构的

完整性对于体内尿酸代谢具有重要影响[45]。不同处

理组小鼠肝脏组织苏木精-伊红染色显微观察结果如

图 13所示。与 CK组相比，模型（HUA）组小鼠出现

较多肝细胞轻度水肿（黄色箭头），胞质疏松淡染，肝

脏组织出现损伤。经药物干预后，各组小鼠的肝细胞

水肿现象得到缓解，但细胞质仍可见体积微小的圆形

空泡（黑色箭头）。
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图 13    不同处理对小鼠肝脏组织苏木精-伊红染色的影响
Fig.13    Impact of different treatments on the hematoxylin-Eosin

staining of liver tissues of mice
注：A正常对照（CK）组，B模型（HUA）组，C别嘌醇（ALLO）
组，D总黄酮低剂量（L-level）组，E总黄酮高剂量（H-level）组。
 

黄嘌呤氧化酶（XOD）是一种直接催化黄嘌呤代

谢生成尿酸的酶，其活性与体内尿酸含量水平密切相

关[46]。不同处理对小鼠肝脏组织中 XOD酶活的影

响如图 14所示。与 CK组相比，模型组小鼠 XOD

活性（38.82±2.64 U/g prot）显著（P<0.0001）升高。金

花葵总黄酮灌胃干预后，低剂量组（29.56±1.55 U/

g prot）和高剂量组（28.35±1.66 U/g prot）酶活均显著

（P<0.001）降低，提示金花葵总黄酮可以通过抑制黄

嘌呤氧化酶活性来降低血清尿酸水平。

 2.4.6   相关性分析　Pearson相关分析可以简洁直观

地反映两个变量间的线性关系，对尿酸含量和肌酐、
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图 9    不同处理对小鼠血清中肌酐和尿素氮含量水平的影响

Fig.9    Impact of different treatments on the content
of creatinine and blood urea nitrogen in the serum
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图 10    不同处理对小鼠肾脏丙二醛含量水平的影响

Fig.10    Impact of different treatments on the content
of malondialdehyde in the kidney of mice
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图 11    不同处理对小鼠肾脏过氧化氢酶活性的影响

Fig.11    Impact of different treatments on the activity of catalase
in the kidney of mice
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尿素氮、1L-1β、1L-6、TNF-α、XOD、CAT、MDA和

SOD指标之间进行相关性分析。结果如图 15所示，

血清中尿酸含量和炎症因子（IL-1β、IL-6、TNF-α）含
量呈现显著的正相关性（P<0.01，r=0.71、0.69、0.70），
由于血清尿酸升高后会引发机体和组织发生氧化应

激反应并激活炎症通路导致炎症因子含量升高；血清

中尿酸含量和 MDA的含量呈显著的正相关（P<
0.01，r=0.89），血清中尿酸含量和 SOD和 CAT的活

性呈显著的负相关（P<0.01，r=−0.68、−0.65）；血清中

尿酸含量和肌酐、尿素氮的含量呈现显著的正相关

性（P<0.01，r=0.85、0.88），炎性小体信号通路激活，

进一步加重肾脏损伤与尿酸的增加，最终表现为血清

肌酐和尿素氮水平升高[47]。
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图 15    尿酸含量与肾脏、肝脏指标相关性热图
Fig.15    Heat map of correlation between urea content

and kidney as well as liver indicators
注：* P<0.05，** P<0.01。

 

 3　结论
本文结合单因素实验及响应面方法，优化得到

了超声-微波协同辅助提取金花葵总黄酮的工艺条

件：液料比 25:1 mL/g，超声功率 250 W，微波功率

190 W，提取时间 35 min。进一步借助靶向代谢组学

分析，发现金花葵提取物中含量较为丰富的黄酮化合

物分别为杨梅素、苯丙氨酸、芦丁、槲皮素 3-葡萄糖

苷、槲皮素等。本项目首次综合全面确证了金花葵

花朵资源中的黄酮化合物组成，可为后续资源的开发

利用提供信息参考。此外，本研究通过动物实验证实

了金花葵总黄酮具有良好的降尿酸活性，并存在明显

的量效关系，可同时作用于肝脏和肾脏两个器官来调

节体内尿酸的生成和排泄。金花葵总黄酮主要通过

抗炎和抗氧化两种途径来修复由高尿酸血症所导致

的肝脏和肾脏组织及功能损伤。本研究的发现提示，

天然植物提取物的不同功能活性并非相互独立的存

在，而是彼此相互依存、交叉互作，从而发挥更加复

杂、更加强大的功效作用。尽管前期国内外文献已

有关于金花葵黄酮功效作用的报道，但尚未涉及其降

尿酸功能活性。本研究结果为金花葵资源的高值化

开发利用及新型降尿酸产品的开发提供了理论和数

据支持。
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图 14    不同处理对小鼠肝脏黄嘌呤氧化酶活性的影响

Fig.14    Impact of different treatments on the activity
of xanthine oxidase in the liver tissue of mice
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