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黑老虎叶总黄酮提取工艺及其抗氧化活性研究
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生物技术重点实验室ꎬ 玉林师范学院 化学与食品科学学院ꎬ 广西 玉林 ５３７０００ )

摘　 要: 为探讨超声波辅助提取黑老虎叶总黄酮的最佳提取工艺条件及其抗氧化活性ꎬ该文以黑老虎叶为

研究对象ꎬ采用超声波提取法提取黑老虎叶总黄酮ꎬ通过单因素试验研究提取时间、乙醇浓度、提取温度、料
液比对黑老虎叶总黄酮提取率的影响ꎬ在单因素试验的基础上ꎬ采用正交试验优化其提取工艺条件ꎬ测试了

最优条件下提取的黑老虎叶总黄酮对 ＤＰＰＨ 自由基、􀅰ＯＨ 自由基及超氧阴离子的清除能力ꎮ 结果表明:黑
老虎叶总黄酮超声辅助提取最佳提取条件为提取时间 ３５ ｍｉｎ、乙醇浓度 ８０％、提取温度 ５０ ℃、料液比 １ ∶ ２０
ｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ最佳条件下提取率为 ４.８３％ꎮ 抗氧化活性测试结果显示ꎬ黑老虎叶总黄酮表现出较好的清除

ＤＰＰＨ 自由基、􀅰ＯＨ 自由基及超氧阴离子能力ꎬ其抗氧化能力为清除 ＤＰＰＨ 自由基能力>清除超氧阴离子

能力>清除􀅰ＯＨ 自由基能力ꎮ 在浓度为 ０.８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ黑老虎叶总黄酮清除 ＤＰＰＨ 自由基、􀅰ＯＨ 自由基

及超氧阴离子的能力相当于同浓度下 Ｖｃ 的 ９７.６％、８２.１％、９５.５％ꎬ黑老虎叶总黄酮是天然抗氧化剂的良好

来源ꎮ 上述结果为黑老虎叶活性成分的提取及开发利用提供了理论基础ꎮ
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　 　 黑老虎(Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ)为五味子科南五味

子属常绿木质藤本植物ꎬ别名过山龙、冷饭团、钻
地风等ꎬ主要分布于我国江西、湖南、福建、广西等

地(延在昊等ꎬ２０１３)ꎮ 黑老虎是一种药食两用的

中药材ꎬ根茎叶果实均可药用ꎬ其根茎为主要药用

部位ꎬ具有行气活血ꎬ通经止痛等作用(陆俊等ꎬ
２０１８)ꎮ 现代药理活性研究表明黑老虎根茎及果

实中 的 多 种 活 性 成 分 具 有 保 肝 ( Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)、抗炎抑菌(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)、抗肿瘤(Ｚｈａｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４)、抗 ＨＩＶ(杨毅等ꎬ２００３)、抗氧化(延在

昊等ꎬ ２０１３ꎻ谢 玮 等ꎬ ２０１６)、抗 凝 血 ( Ｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)、调节血脂(李志春等ꎬ２０１１)等作用ꎮ 黑老

虎叶四季常青ꎬ其叶可用于治疗湿疹( Ｒｅｈｍａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 目前ꎬ关于黑老虎有效成分的提取及

药理活性研究主要集中在其根茎及果实ꎬ对其叶

的开发利用报道较少ꎮ
抗氧化剂包括两大类:化学合成抗氧化剂与

天然抗氧化剂ꎮ 由于天然抗氧化剂具有安全、无
毒的特点ꎬ从植物中寻找天然抗氧化剂已成为国

内外研究的热点ꎮ 黄酮类化合物广泛存在于植物

的叶与果实中ꎬ有研究报道从植物中提取的黄酮

类化合物具有较强的抗氧化作用(Ｃｈａｎｐｕｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎬ如罗布麻叶总黄酮(潘思源等ꎬ２０１９)、藿香

叶黄酮(艾薇等ꎬ２０１８)、红姑娘茎叶总黄酮(姜秀

娟等ꎬ２０１８)等多种植物叶总黄酮具有显著的抗氧

化活性ꎬ可用于天然抗氧化剂的开发ꎮ 目前ꎬ关于

黑老虎抗氧化活性的报道主要有黑老虎茎中的挥

发油成分(Ｒｅｈｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、黑老虎果中花色

苷(郝杰ꎬ ２０１４)及 β￣环糊精和它的衍生物 ２￣羟丙

基￣β￣环糊精包合黑老虎果实花色苷提取物( Ｓｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８)、黑老虎根中的酚酸类成分(延在昊等ꎬ
２０１３)ꎮ 黑老虎叶中黄酮成分作为天然抗氧化剂

的研究未见报道ꎮ 因此ꎬ从药用植物黑老虎叶中

高效提取总黄酮并研究其抗氧化性非常重要ꎮ 黄

酮类化合物的提取有临界流体萃取(ＳＦＥ)、溶剂提

取法、 超 声 辅 助 提 取 ( ＵＡＥ )、 微 波 辅 助 提 取

(ＭＡＥ)、脉冲电场( ＰＥＦ)辅助提取、酶辅助提取

(ＥＡＥ)等ꎬ其中超声辅助提取具有提取效率高、提
取时间短、溶剂用量少、提取方法简便等优点而被

广泛使用(万新焕等ꎬ２０１９)ꎮ
本研究采用超声辅助提取黑老虎叶总黄酮ꎬ

并从提取时间、乙醇浓度、提取温度、料液比四个

因素优化黑老虎叶总黄酮提取工艺ꎬ进一步测定

了最优提取条件下黑老虎叶总黄酮的抗氧化活

性ꎬ为黑老虎叶总黄酮的提取提供技术指导ꎬ为其

开发为天然抗氧化剂提供理论基础ꎮ
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１　 材料与方法

１.１ 材料、试剂和仪器、设备

１.１.１ 材料 　 黑老虎叶:５ 月份采摘于湖南环境生

物职业技术学院林下种植基地内ꎬ经湖南环境生

物职业技术学院医药技术学院杨军衡副教授鉴定

为五味子科(Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａｃｅａｅ)南五味子属 (Ｋａｄｓｕｒａ
Ｊｕｓｓｉｅｕ)植物黑老虎(Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ)ꎮ
１.１.２ 试剂　 芦丁标准品(纯度≥９８ ％):北京普析

科 技 有 限 公 司ꎮ １ꎬ １￣二 苯 基￣２￣三 硝 基 苯 肼

(ＤＰＰＨ)、维生素 Ｃ、乙二胺四乙酸二钠 ( ＥＤＴＡ￣
２Ｎａ)、盐酸、双氧水、水杨酸、９５％乙醇、亚硝酸钠、
硝酸铝、邻苯三酚、石油醚、氢氧化钠等试剂都为

分析纯ꎬ购于国药集团化学试剂有限公司ꎮ
１.１.３ 仪器和设备　 ＵＶ￣２６００ 紫外可见分光光度计

(上海百贺仪器科技有限公司)ꎻＫＱ￣５２００Ｅ 超声波

清洗仪(长沙天恒仪器有限公司)ꎻＸＢ￣０.３ 真空旋

转浓缩仪(上沈阳乐华生物制药设备有限公司)ꎻ
ＦＡ １２４ 万分之一电子分析天平(湖南轩彩科学仪

器有限公司)ꎻＤＨＧ￣９０００￣ ９０３０Ａ 电热恒温鼓风干

燥箱(长沙天恒仪器有限公司)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 黑老虎叶中总黄酮的提取 　 黑老虎叶采摘

后洗净ꎬ６０ ℃下烘干至恒重ꎬ粉碎后过 ６０ 目筛即

得黑老虎叶粉末ꎮ 精确称取黑老虎叶粉末 ２.０ ｇꎬ
石油醚脱脂ꎬ滤渣在超声功率为 ２５０ Ｗꎬ在一定提

取温度、提取时间、乙醇浓度和料液比条件下进行

超声辅助提取ꎬ提取液减压浓缩ꎬ７０％乙醇定容于

１００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ得黑老虎叶总黄酮样品溶液ꎮ
１.２. ２ 芦 丁 标 准 曲 线 的 制 备 　 采 用 ＮａＮＯ２ －
Ａｌ(ＮＯ３) ３－ＮａＯＨ 法(梁志远等ꎬ２０１６)制备芦丁标

准曲线ꎮ 准确称取干燥好的芦丁 ５０ ｍｇꎬ用 ７０％乙

醇溶解并定容于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎮ 准确量取芦丁

样品溶液 ０、０.２、０.４、０.６、０.８、１.０ ｍＬ 于 ２５ ｍＬ 容

量瓶中ꎬ分别依次加入 ０.８ ｍＬ ５％ ＮａＮＯ２与 １０％
Ａｌ(ＮＯ) ３ꎬ每加入一次试剂室温下反应 ５ ｍｉｎꎬ然后

再加入 １０ ｍＬ １ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＯＨ 后用 ７０％乙醇定容

至刻度ꎬ室温下反应 １５ ｍｉｎꎬ在 ５１０ ｎｍ 处测定吸

光度ꎬ以吸光度( Ａ) 为纵坐标ꎬ芦丁溶液浓度 Ｃ

(ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)为横坐标制作标准曲线:ｙ ＝ ４.５４１ １ｘ＋
０.００２ ６ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ ３ꎮ
１.２.３ 总黄酮含量的测定和计算　 准确量取 １.２.１ 中

黑老虎叶总黄酮样品溶液 １ ｍＬꎬ 按照 １.２.２ 方法测

定样品溶液吸光度ꎬ将测定所得吸光度代入标准曲

线计算出测试溶液总黄酮浓度 Ｃ(ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎮ 按

照下式计算总黄酮提取率(％):提取率 ＝Ｃ ´Ｎ ´Ｖ ´

１０￣３
¸ｍ ´１００％ꎮ 式中:Ｖ 为提取液体积(ｍＬ)ꎻＮ 为

稀释倍数ꎻｍ 为黑老虎叶粉末重量(ｇ)ꎮ
１.２.４ 单因素试验和正交优化试验 　 按照 １.２.１ 的

方法ꎬ在其他因素一定的情况下ꎬ分别以不同提取

时间 ( １５、 ２５、 ３５、 ４５、 ５５ ｍｉｎ)、乙醇浓度 ( ４０％、
５０％、６０％、７０％、８０％)、提取温度(４０、５０、６０、７０、
８０ ℃)和料液比(１ ∶ １０、１ ∶ １５、１ ∶ ２０、１ ∶ ２５ 、１ ∶
３０ ｇ􀅰ｍＬ￣１)进行单因素试验ꎮ

根据单因素试验结果ꎬ选择提取时间(Ａ)、乙
醇浓度(Ｂ)、提取温度(Ｃ)、料液比(Ｄ)为自变量ꎬ
以黑 老 虎 叶 总 黄 酮 提 取 率 为 评 价 指 标ꎬ 采 用

Ｌ９(３４)正交试验优化黑老虎叶总黄酮提取工艺参

数ꎬ正交试验因素水平如表 １ 所示ꎮ

表 １　 正交试验因素水平表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平
Ｌｅｖｅｌ

Ａ
提取时间

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
(ｍｉｎ)

Ｂ
乙醇浓度
Ｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(％)

Ｃ
提取温度
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

Ｄ
料液比

Ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ
ｒａｔｉｏ

( ｇ􀅰ｍＬ ￣１)

１ ２５ ６０ ５０ １ ∶ １５

２ ３５ ７０ ６０ １ ∶ ２０

３ ４５ ８０ ７０ １ ∶ ２５

１.２.５ 黑老虎叶总黄酮抗氧化试验 　 在最优条件

下提取得到的黑老虎叶总黄酮按照以下方法进行

抗氧化活性试验测试ꎮ
１.２.５.１ 黑老虎叶总黄酮对 ＤＰＰＨ 清除能力的测试

　 参照庞玉新等(２０１５)的方法ꎬ将最优条件下提

取的黑老虎叶总黄酮溶解于 ７０％乙醇配制成不同

浓度 ( ０. ０２５、０. ０５、０. ０７５、０. １、０. ２、０. ４、０. ６、０. ８
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)的样品溶液ꎬ分别取以上样品溶液 １.０
ｍＬꎬ加入 ２.５ ｍＬ 一定浓度的 ＤＰＰＨ 溶液ꎬ反应半

３８３１９ 期 李亚军等: 黑老虎叶总黄酮提取工艺及其抗氧化活性研究



小时后测定其吸光度ꎬ相同条件下测定空白对照

溶液吸光度ꎬ以 Ｖｃ 为对照品ꎮ
１.２.５.２ 黑老虎叶总黄酮对􀅰ＯＨ 自由基清除能力

的测试　 参照姜秀娟等(２０１８)的水杨酸法ꎬ测试

最优条件下提取的黑老虎叶总黄酮(溶于 ７０％乙

醇)在不同浓度下 ( ０. ０２５、０. ０５、０. ０７５、０. １、０. ２、
０.４、０.６、０.８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)对􀅰ＯＨ 自由基的清除能

力ꎬ以 Ｖｃ 为对照品ꎮ
１.２.５.３ 黑老虎叶总黄酮对超氧阴离子清除能力的

测试　 将最优条件下提取的黑老虎叶总黄酮溶解

于 ７０％ 的乙醇配制成不同浓度 ( ０. ０２５、 ０. ０５、
０.０７５、０.１、０.２、０.４、０.６、０.８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)样品溶液ꎬ
参照范艳丽等(２０１７)的邻苯三酚氧化法ꎬ测定以

上样品溶液对超氧阴离子的清除能力ꎬ相同条件

下测定空白对照溶液吸光度ꎬ以 Ｖｃ 为对照品ꎮ
１.３ 数据处理分析

所有实验都重复进行 ３ 次ꎬ所得数据都以平均

值±标准误差表示ꎬ采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０、ＳＰＳＳ
２０.０、 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ８.０.６ 软件进行数据处理、分析

及绘图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 单因素试验

２.１.１ 提取时间对黑老虎叶总黄酮提取率的影响

　 如图 １ 所示ꎬ在 １５ ~ ３５ ｍｉｎꎬ黑老虎叶总黄酮提

取率随着时间的延长而逐渐增加ꎬ ３５ ｍｉｎ 时达到

最大值 ４. ３１％ꎻ随着时间的延长ꎬ提取率有所下

降ꎮ 这可能是因为时间较短时ꎬ黑老虎叶总黄酮

并没有提取完全ꎬ所以时间增长提取率增大ꎻ然而

加热提取时间较长则可能会破坏黄酮的结构而导

致黑老虎叶中总黄酮提取率下降 (李欣燃等ꎬ
２０１９)ꎮ 因此ꎬ提取时间优化试验范围为 ２５ ~
４５ ｍｉｎꎮ
２.１.２ 乙醇浓度对黑老虎叶总黄酮提取率的影响

　 如图 ２ 所示ꎬ在乙醇浓度为 ４０％ ~ ７０％ꎬ黑老虎

叶总黄酮提取率呈线性递增ꎬ７０％ 时达到最大值

４.６２％ꎬ随后提取率下降ꎮ 根据“相似相溶”原理ꎬ
黑老虎叶总黄酮的极性与 ７０％乙醇极性相似ꎬ所
以在乙醇浓度为 ７０％时提取率最大ꎻ随着乙醇浓

图 １　 提取时间对黑老虎叶总黄酮得率的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ ｌｅａｖｅｓ

图 ２　 乙醇浓度对黑老虎叶总黄酮得率的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ ｌｅａｖｅｓ

度的增大ꎬ醇溶性杂质提取程度也会增大ꎬ由于杂

质与黄酮存在竞争关系ꎬ从而导致黄酮提取率的

降低(艾薇等ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ乙醇浓度优化实验范

围为 ６０％ ~８０％ꎮ
２.１.３ 提取温度对黑老虎叶总黄酮提取率的影响

　 如图 ３ 所示ꎬ温度低于 ６０ ℃ 时ꎬ黑老虎叶总黄

酮提取率随着温度的增加逐渐增大ꎬ６０ ℃ 达到最

大值 ４.５３％ꎬ随后提取率逐渐降低ꎮ 这可能是由

于温度的升高分子间运动变得剧烈ꎬ增大了黄酮

与乙醇的接触机会ꎬ所以提取率增大ꎻ但温度过高

也会造成部分黄酮结构破坏ꎬ从而降低提取率(张
军武和赵琦ꎬ２０１２)ꎮ 因此ꎬ提取温度优化实验范

围为 ５０ ~ ７０ ℃ꎮ
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图 ３　 提取温度对黑老虎叶总黄酮得率的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ

ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ ｌｅａｖｅｓ

２.１.４ 料液比对黑老虎叶总黄酮提取率的影响 　
如图 ４ 所示ꎬ在物料一定时ꎬ总黄酮提取率随着溶

剂量的增加逐渐增大ꎬ１ ∶ ２０ ｇ􀅰ｍＬ￣１时达到最大

值 ４.５３％ꎬ而当料液比大于 １ ∶ ２０ ｇ􀅰ｍＬ￣１后总黄

酮提取率增大不明显ꎮ 这可能是由于在一定范围

内ꎬ溶剂量的增加导致物料与溶剂的接触面积增

大ꎬ故黄酮提取率增大ꎻ而当料液比达到一定值

后ꎬ物料与溶剂量的比例达到一个饱和状态ꎬ此时

再增加溶剂的量对提取率影响不大ꎬ反而会造成

溶剂的浪费ꎮ 因此ꎬ乙醇浓度优化实验范围为 １ ∶
１５ ~ １ ∶ ２５(ｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎮ

图 ４　 料液比对黑老虎叶总黄酮得率的影响
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ ｌｅａｖｅｓ

２.２ 正交优化试验

由表 ２ 可知ꎬ各因素影响黑老虎叶总黄酮提取

表 ２　 正交试验结果及分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

总黄酮得率
Ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｏｔａｌ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

(％)

１ １ １ １ １ ３.２１±０.０１

２ １ ２ ２ ２ ３.５２±０.０２

３ １ ３ ３ ３ ３.７６±０.０１

４ ２ １ ２ ３ ３.３４±０.０３

５ ２ ２ ３ １ ３.８６±０.０４

６ ２ ３ １ ２ ４.６９±０.０２

７ ３ １ ３ ２ ３.４２±０.０９

８ ３ ２ １ ３ ３.６１±０.０５

９ ３ ３ ２ １ ３.７２±０.０３

Ｋ１ １０.４９ ９.９７ １１.５１ １０.７９

Ｋ２ １１.８９ １０.９９ １０.５８ １１.６３

Ｋ３ １０.７５ １２.１７ １１.０４ １０.７１

Ｒ １.４０ ２.２０ ０.９３ ０.９２

率的顺序如下:乙醇浓度(Ｂ) > 提取时间(Ａ) > 提

取温 度 ( Ｃ) > 料 液 比 ( Ｄ)ꎮ 最 佳 提 取 条 件 为

Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ꎬ即提取时间为 ３５ ｍｉｎ、乙醇浓度 ８０％、
提取温度 ５０ ℃、料液比 １ ∶ ２０ ｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 在此条件

下黑老虎叶总黄酮提取率为 ４.８３％ꎮ
２.３ 黑老虎叶总黄酮抗氧化试验

２.３.１ 黑老虎叶总黄酮清除 ＤＰＰＨ 自由基能力 　
由图 ５ 可知ꎬ在浓度为 ０ ~ ０.２０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ随着

黑老虎叶总黄酮浓度的增加ꎬ其对 ＤＰＰＨ 自由基

清除能力逐渐增大ꎮ 在浓度为 ０.８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ黑
老虎叶总黄酮对 ＤＰＰＨ 自由基清除率为９４.３％ꎬ相
当于 该 浓 度 下 Ｖｃ 对 ＤＰＰＨ 自 由 基 清 除 率 的

９７.６％ꎬ表明黑老虎叶总黄酮能够很好地清除

ＤＰＰＨ 自由基ꎮ
黑老虎叶总黄酮清除 ＤＰＰＨ 自由基的 ＩＣ５０为

０.０６７ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ段宙位等(２０１５)研究了沉香叶黄

酮类化合物清除 ＤＰＰＨ 自由基的 ＩＣ５０为 １.１４ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎬ表明黑老虎叶总黄酮对 ＤＰＰＨ 自由基具有较

好的清除能力ꎮ
２.３.２ 黑老虎叶总黄酮清除􀅰ＯＨ 自由基能力 　 由

图 ６ 可知ꎬ在浓度为 ０ ~ ０.２０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ黑老虎
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图 ５　 黑老虎叶总黄酮对 ＤＰＰＨ 清除能力
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｎ ＤＰＰＨ ｏｆ ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ ｌｅａｖｅｓ

图 ６　 黑老虎叶总黄酮对 􀅰ＯＨ 清除能力
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｎ􀅰ＯＨ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

ｆｒｏｍ Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ ｌｅａｖｅｓ

叶总黄酮对􀅰ＯＨ 自由基清除能力随着浓度的增

加逐渐增大ꎮ 在浓度为 ０.８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ虽然黑老

虎叶总黄酮对􀅰ＯＨ 自由基的清除能力低于同浓

度下的 Ｖｃꎬ但其对􀅰ＯＨ 自由基清除率达到了

８２.１％ꎬ相当于该浓度下 Ｖｃ 清除􀅰ＯＨ 自由基能力

的 ８７.２％ꎬ表明黑老虎叶总黄酮对􀅰ＯＨ 自由基有

较好的清除能力ꎮ
黑老虎叶总黄酮清除􀅰ＯＨ 自由基的 ＩＣ５０ 为

０.１２５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 艾薇等(２０１８)研究了藿香叶总

黄酮清除􀅰ＯＨ 自由基的 ＩＣ５０为 ２８１.８９ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ
表明黑老虎叶总黄酮能较好地清除􀅰ＯＨ 自由基ꎮ
２.３.３ 黑老虎叶总黄酮清除超氧阴离子能力 　 由

图 ７ 可知ꎬ黑老虎叶总黄酮对超氧阴离子清除能

力随着浓度的增加逐渐增大ꎬ这说明二者之间存

在明显的量效关系ꎮ 在浓度为 ０.８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ黑
老虎叶总黄酮对超氧阴离子清除率为 ９３.７％ꎬ相
当于该浓度下 Ｖｃ 清除超氧阴离子能力的９５.５％ꎬ
表明黑老虎叶总黄酮能够较好地清除超氧阴

离子ꎮ
黑老虎叶总黄酮清除超氧阴离子的 ＩＣ５０ 为

０.０９１ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ张黎明等(２０１４)研究了玛咖叶总

黄酮清除超氧阴离子的 ＩＣ５０为 ０.４２５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ表
明黑老虎叶总黄酮对超氧阴离子具有较好的清除

能力ꎮ

图 ７　 黑老虎叶总黄酮对超氧阴离子清除能力
Ｆｉｇ. ７　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｋａｄｓｕｒａ ｃｏｃｃｉｎｅａ ｌｅａｖｅｓ

３　 讨论与结论

黄酮存在于植物的叶、花及果实中ꎬ目前关于

黄酮的提取方法有超声辅助提取法、溶剂提取法、
微波辅助提取法、超临界流体萃取法等(万新焕

等ꎬ２０１９)ꎮ 超声辅助提取法通过提供高频率振

动ꎬ结合空化、机械等多种效应使植物细胞壁破

裂ꎻ溶剂通过扩散、渗透等效应ꎬ根据“相似相溶”
原理将细胞内有效成分溶解出来ꎮ 相比传统的溶

剂提取法ꎬ高频率的超声波产生的能量可以缩短

提取时间ꎬ减少溶剂用量ꎬ降低提取温度ꎬ提高提

取效率ꎮ 相比超临界流体萃取法而言ꎬ其对提取

设备要求较简单ꎮ 超声提取法由于其绿色环保、
提取效率高、提取条件温和受到了广大研究者的

喜爱(Ｇａｒｃｉａ￣Ｃａｓｔｅｌｌｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 本研究以湖南
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珍稀资源黑老虎叶为研究对象ꎬ采用超声辅助提

取其总黄酮ꎬ通过单因素及正交实验得到最佳提

取工艺条件为时间 ３５ ｍｉｎ、乙醇浓度 ８０％、提取温

度 ５０ ℃、料液比 １ ∶ ２０ ｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ最优条件下提取

率为 ４.８３％ꎬ提取效率较高ꎮ
科学研究发现ꎬ当人体新陈代谢过程中产生

的自由基得不到及时清除ꎬ过多的自由基将通过

氧化作用对人体造成各种损害ꎬ如衰老、心血管疾

病及炎症等(周益帆等ꎬ２０１９)ꎮ 从天然植物中寻

找副作用低、效果好的抗氧化剂是现在的研究热

点ꎮ 黄酮由于其独特的结构特点ꎬ常作为天然抗

氧化剂来源ꎮ 黄酮发挥其抗氧化作用机制主要通

过三个方面:(１)作用于产生自由基的酶或过渡金

属离子来间接清除自由基ꎻ( ２)直接清除自由基

(如 ＤＰＰＨ 自由基、􀅰ＯＨ 自由基及超氧阴离子

等)ꎻ(３)通过激活机体抗氧化体系(如酶体系、抗
氧化因子等)来实现清除自由基(鲁晓翔ꎬ２０１２)ꎮ
本研究通过测试黑老虎叶总黄酮清除 ＤＰＰＨ 自由

基、􀅰ＯＨ 自由基及超氧阴离子的能力来评估其抗

氧化强弱ꎮ 在浓度为 ０.８ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ黑老虎叶总

黄酮清除 ＤＰＰＨ 自由基、􀅰ＯＨ 自由基及超氧阴离

子的能力相当于同浓度下 Ｖｃ 的 ９７. ６％、８２. １％、
９５.５％ꎬ这表明黑老虎叶总黄酮具有较好的清除以

上三种自由基的能力ꎬ可以作为天然抗氧化剂来

源ꎮ 这可能是由于黑老虎叶黄酮苯环上存在的羟

基能够和自由基发生氧化还原反应生成稳定的半

醌式结构ꎬ从而阻碍了自由基链式反应的发生而

发挥抗氧化作用(鲁晓翔ꎬ２０１２)ꎮ
黑老虎为广西、湖南等地常见的药食两用的

珍贵植物ꎬ目前对黑老虎有效成分的研究主要集

中在根茎及果实ꎬ对其叶的开发利用鲜有报道ꎮ
本研究立足于湖南珍稀植物黑老虎叶ꎬ探讨了高

效提取其总黄酮的工艺条件ꎬ为其提取提供技术

路线ꎻ测试了黑老虎叶总黄酮体外抗氧化活性ꎬ为
其用于食品保健品及护肤品的开发提供理论基

础ꎮ 此外ꎬ在后续研究中可进一步探讨黑老虎叶

总黄酮体内抗氧化活性、作为抗氧化剂用于保健

品或药物的剂型及其他生物学活性ꎬ如抗炎、抗肿
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