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摘要:采用超声波辅助浸提油茶叶中的黄酮,优化其提取工

艺,并研究其抗氧化活性。结果表明,优化后的提取工艺条

件为:以50%乙醇溶液为提取剂,料液比1︰20(m ︰V),
提取温度70℃,超声功率300W 下提取2次,每次30min。
该条件下总黄酮得率为47.01mgRE/g。油茶叶黄酮具有

很强 的 DPPH·、ABTS+ 及·OH 清 除 活 性,IC50 分 别 为

15.12,21.15,410.00μgRE/mL。
关键词:油茶叶;总黄酮;超声辅助提取;抗氧化活性

Abstract:Technologyofultrasonic-assistedmethodwasoptimizedto
extractflavonoidsfromleavesofcamelliaoleiferaAbel,andantioxi-
dantactivityofflavonoidswasinvestigated.Itshowedthattheopti-
mizedconditionswere50% ethanolofextractingsolvent,1∶20of
material-liquidratio(m ︰ V),70 ℃ ofextractingtemperature,

2timesunder300 W ofelectricpower,30minofultrasonictreat-
menttime,Theoptimizedextractionyieldoftotalflavonoidswas
47.01mgRE/g.TheextractionofflavonoidsfromleavesofCamel-
liaOleiferaAbel.showedstrongfree-radicalscavengingactivitiesof
DPPH,ABTSandhydroxylwith15.12,21.15and410μgRE/mL
asIC50,respectively.
Keywords:leavesofcamelliaoleiferaAbel.;totalflavonoids;extrac-
tingtechnologyofultrasonic-assistedmethod;antioxidantactivity

油茶叶富含黄酮类化合物[1,2],其黄酮类物质的母核主

要为山奈酚[3]和槲皮素[1,3],且与之结合的糖基主要是鼠李

糖、半乳糖和葡萄糖[3]。油茶叶黄酮提取物具有抗氧化[4]、

抑菌[5,6]、防腐保鲜[7]和降血脂[8]等功能作用。每年4、5月

间油茶树打叶产生大量的落叶,但目前此类资源仍未得到有

效利用。从油茶叶中提取黄酮类化合物,可提高油茶资源的

综合利用率。

超声辅助提取可在较低温度下高效率地萃取物质中的

活性成分[9,10],用超声辅助从油茶叶中提取黄酮的研究也有

报道,但往往存在溶剂消耗量大、耗时、耗能等缺点。如:张

建良等[1]利用甲醇从油茶叶中提取得到了黄酮;李姣娟等[4]

以体积分数为60%的乙醇为提取剂,在固液比1︰20(m ︰

V),提取温度80℃,提取2次,每次提取2h的条件下提取

油茶叶黄酮,其得率为48.7mgRE/g;肖新生等[11]采用超声

波辅助萃取法,在乙醇浓度60%,提取时间20min,料液比

1︰20(m ︰V),超声波功率450 W 的条件下得到的粗黄

酮得率为4.17%;黄陈陈[6]选用超声波辅助提取与有机溶剂

萃取相结合的方法,采用正交试验方法确定了油茶叶黄酮最

佳提取条件,即在料液比1︰20(m ︰V)时以75%乙醇为

提 取 剂,在 75 ℃ 温 度 下 萃 取 70 min,黄 酮 得 率 为

46.82mgRE/g。李姣娟等[4]的方法尽管得率最高,但其所

用的时间长,提取温度高;肖新生等[11]的方法得率较低;黄

陈陈[6]的提取方法使用有机溶剂乙醇浓度大,为了克服上述

不足,本研究拟对油茶叶黄酮的超声辅助提取工艺进行优

化,并对其提取物进行抗氧化能力试验,旨为油茶叶的综合

开发利用提供试验依据。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　试验原料

新鲜油茶叶:采自湖南省天际岭国家森林公园,由中南
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林业科技大学谭晓凤教授鉴定为普通油茶(CamelliaOleif-

eraAbel.)。

1.1.2　试剂

芦丁标准品:HPLC纯,纯度>97%,美国Sigma公司;

1,1-二苯基-2-苦味酰基苯肼(DPPH):HPLC 纯,美国

Sigma公司;

2 ,2-联 氮-二 (3-乙 基-苯 并 噻 唑-6-磺 酸 )二 铵 盐

(ABTS):美国Sigma公司。

1.1.3　仪器

721可见分光光计,A-1402017型,上海菁华科技仪器有

限公司;

旋风式样 品 磨:FOSSCT410 型,苏 州 安 创 仪 器 有 限

公司;

旋转蒸发仪:R-205B型,上海申胜仪器公司;

恒温水浴锅:DZKW-S-8型,北京市永光明医疗仪器厂;

超声波清洗器:AS10200A 型,天津奥特赛恩斯仪器有

限公司。

1.2　油茶叶黄酮类化合物的提取

1.2.1　芦丁标准曲线的确定　准确称取0.0072g芦丁标

准品,用50%乙醇溶解后转移至50mL棕色容量瓶,用50%
乙醇定容,即得144μg/mL的芦丁标准母液。分别取芦丁母

液2.0,4.0,6.0,8.0,10.0mL至5个25mL棕色容量瓶中,

分别向容量瓶中加入质量分数为5%的 NaNO20.6mL,摇

匀后静置 6 min,往 各 容 量 瓶 中 加 入 质 量 分 数 为 10% 的

Al(NO3)30.6 mL,摇 匀 后 放 置 6 min,加 入 1 mol/L 的

NaOH 溶液8mL,用50%乙醇溶液定容,得芦丁标准溶液浓

度依次为 11.52,23.04,34.56,46.08,57.60μg/mL。将配

好的芦丁标准溶液静置15min,于510nm 波长处测吸光值,

并以50%乙醇水溶液做参比。根据吸光值绘制标准曲线。

1.2.2　油茶叶黄酮类物质的提取　称取5.000g自然阴干

的油茶叶粉末,加入一定体积的乙醇—水提取液。放入超声

波清洗机(功率为300 W)内进行超声辅助提取。提取一定

时间后用定性滤纸过滤获得上清液,重复提取若干次,合并

所得上清液,浓缩定容至250mL即为黄酮提取溶液。

1.2.3　油茶叶中黄酮提取率的测定　取1.2.2获得的黄酮

提取液5 mL 于 25 mL 容 量 瓶 中,加 质 量 分 数 为 5% 的

NaNO20.6mL,摇匀后静置6min,加入质量分数为10%的

Al(NO3)3 0.6 mL,摇 匀 后 放 置 6 min,加 入 1 mol/L 的

NaOH 溶液 8 mL,用 50% 乙 醇 溶 液 定 容,15 min 后 于

510nm 处测定吸光值。以50%乙醇水溶液做参比。根据标

准曲线、稀释倍数、样品质量得到总黄酮提取量,并按式(1)

计算黄酮类化合物的提取量。黄酮提取量以与等量芦丁标

准品(rutinequivalent,RE)相当的生物活性计。

P =
C×V×n
m×1000

(1)

式中:

P———油茶叶黄酮的提取量,mgRE/g;

C———通过标准曲线得到的黄酮浓度,μg/mL;

V———黄酮提取物的体积,mL;

n———稀释倍数;

m———油茶叶样品的质量,g。

1.3　油茶叶黄酮类物质提取工艺的优化

根据前期单因素试验的结果,选择超声处理时间、料液

比、提取温度、乙醇浓度为试验因素,以黄酮提取量作为优化

指标,进行L9(34)的正交试验。正交试验因素水平见表1。

表1　因素水平

Table1　Levelsoffactors

水平
A超声处理

时间/min

B料液比

(m ︰V)

C提取

温度/℃

D乙醇

浓度/%

1 20 1︰15 65 50

2 30 1︰20 70 60

3 40 1︰25 75 70

1.4　油茶叶中黄酮类物质的抗氧化能力

以优化工艺得到的提取液作为原液,按其黄酮含量用蒸

馏水稀释成10,20,30,40,50,60,70,80,90,100μgRE/mL,

将不同浓度的黄酮提取液进行 DPPH·和 ABTS+ 自由基清

除试验;按其黄酮含量用蒸馏水稀释成100,200,300,400,

500,600,700,800,900,1000μgRE/mL,将不同浓度的黄酮

提取液进行羟自由基清除试验。

1.4.1　DPPH·清除能力　根据文献[12]的方法,略作修

改:精密称取19.716mgDPPH 粉末,用无水乙醇配制成1×

10-4 mol/L的 DPPH·乙醇溶液。量取不同浓度的黄酮样

液1mL,加入 DPPH·乙醇溶液3mL,混匀,室温下避光

15min,以无水乙醇调零,517nm 处测量吸光值为A1,以无

水乙醇 代 替 黄 酮 样 液 测 定 吸 光 值 为 A0,无 水 乙 醇 代 替

DPPH·乙醇溶液测定吸光值为A2。按上述方法测定相同

浓度的没食子酸、BHT、Vc的 DPPH·清除率,比较提取样

液与BHT、Vc的 DPPH·清除能力。每组试验重复3次。

DPPH·清除率按式(2)计算:

C= 1-
A1-A2

A0
( ) ×100% (2)

式中:

C———DPPH·清除率,%;

A1———各浓度黄酮提取液与 DPPH·乙醇溶液反应后

的吸光值;

A2———无水乙醇代替 DPPH· 乙醇溶液反应后的吸

光值;

A0———无水乙醇代替黄酮样液与 DPPH·乙醇溶液反

应后的吸光值。

1.4.2　ABTS+ 清除能力　根据文献[13]的方法,略作修
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改:将7mmol/L的 ABTS和2.45mmol/L 的过硫酸钾溶

液,按体积比1︰2混合,在4℃冰箱中静置16~18h,制得

ABTS+ 储备液。将储备液用无水乙醇稀释成在734nm 波

长处吸光值为0.700±0.020的工作液。准确量取0.1mL
不同浓度(10~100μg/mL)的黄酮样液于10mL试管中,同

时向试管中加入 ABTS+ 工作液2.9mL,常温下避光反应

6min后,测定734nm 波长处的吸光值A1;蒸馏水代替黄酮

样液,测定吸光值A0;蒸馏水代替 ABTS+ 工作液,测定吸光

值A2。用上述方法测定相同浓度的BHT、Vc的 ABTS+ 清除

率,比较油茶叶提取液与没食子酸、BHT、Vc的 ABTS+ 清除

能力。每组试验重复3次。ABTS+ 清除率按式(3)计算:

C= 1-
A1-A2

A0
( ) ×100% (3)

式中:

C———ABTS+ 清除率,%;

A1———各浓度黄酮提取液与 ABTS+ 工作液反应后的

吸光值;

A2———无水乙醇代替 ABTS+ 工作液反应后的吸光值;

A0———无水乙醇代替黄酮样液与 ABTS+ 工作液反应

后的吸光值。

1.4.3　·OH 清除能力　用移液枪移取 6mmol/L的硫酸

亚铁溶液和6mmol/L的过氧化氢溶液各1mL于离心管

中,将两者混合均匀后向混合溶液中加入1mL不同浓度的

提取液(0.1~1.0mg/mL),静置10min,加入6mmol/L水

杨酸溶液1 mL,37 ℃水浴震荡30 min,4000r/min离心

10min,得上清液,将上清液于510nm波长处测定吸光值A1;

蒸馏水代替样品液,测定吸光值A0;蒸馏水代替水杨酸,测定

吸光值A2。用上述方法测定相同浓度的芦丁、BHT、Vc的

·OH清除率,比较油茶叶提取液与BHT、Vc的·OH清除能

力。每组试验重复3次。·OH清除率按式(4)计算:

C= 1-
A1-A2

A0
( ) ×100% (4)

式中:

C———·OH 清除率,%;

A1———各浓度黄酮提取液与·OH 反应后的吸光值;

A2———无水乙醇代替水杨酸反应后的吸光值;

A0———无水乙醇代替黄酮样液与 ·OH 反应后的吸

光值。

1.5　数据分析与统计

试验数据的统计,回归方程的拟合用 Excel完成,方差

分析使用SPSS17.0。以P<0.05作为显著性判断标准,结

果以平均值±标准差表示。

2　结果与分析

2.1　芦丁标准工作曲线的确定

芦丁的浓度与吸光度值的标准曲线见图1,回归方程为

0.6

0.4

0.2

0.0
0

吸
光
值

Ab
so
rb
an
ce

at
51
0
nm

芦丁浓度

Concentraion of Rutin/(μg·mL-1)

20

1.0

0.8

40 60 80

y=0.014 6x
R2=0.999 1

图1　芦丁标准曲线

Figure1　Rutinstandardcurve

y=0.0146x,R2=0.9991(x 为总黄酮浓度,μg/mL;y 为

吸光值),芦丁标准溶液在0.00~57.60μg/mL浓度范围内,

浓度与吸光值存在良好线性关系,该线性方程可以用来测定

提取液中黄酮类化合物的含量。

2.2　正交试验结果与分析

选择超声处理时间、料液比、提取温度、乙醇浓度4个因

素进行正交试验优化,结果见表2。

表2　正交试验结果

Table2　Theresultsoforthogonalexperiments(n=3)

试验号 A B C D
黄酮提取量/

(mgRE·g-1)

1 1 1 1 1 42.48±0.80

2 1 2 2 2 44.69±0.28

3 1 3 3 3 39.25±0.58

4 2 1 2 3 41.00±0.24

5 2 2 3 1 46.93±0.11

6 2 3 1 2 45.47±0.37

7 3 1 3 2 40.94±0.71

8 3 2 1 3 39.08±0.48

9 3 3 2 1 43.43±0.88

k1 42.04 41.52 42.00 44.19
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

k2 44.40 43.31 43.02 43.89

k3 41.30 42.91 42.71 39.66

R 2.92 1.61 1.02 4.35

　　由表2可知,在9次正交试验中以第5次试验中黄酮提

取量最多,为46.93mgRE/g,第8次试验黄酮提取量最少,

为39.08mgRE/g。直观分析表明超声处理时间、料液比、

提取温度和乙醇浓度4个因素对黄酮提取量的影响大小次

序为:乙醇浓度>超声处理时间>料液比>提取温度。综合

各因素的k值和极差R 比较,得出超声辅助提取法的最佳工

艺条件为 A2B2C2D1,即超声处理时间30min,料液比1∶20
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表3　方差分析结果

Table3　Theresultsofvarianceanalysis

变异来源 III型平方和 自由度 均方 F 值 显著性

A 51.72 2 25.86 83.57 0.00

B 19.85 2 9.92 32.07 0.00

C 2.86 2 1.43 4.62 0.02

D 107.91 2 53.95 174.34 0.00

误差 5.57 18 0.31
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

(m ︰V),提取温度70℃,乙醇浓度50%。

由表3可知,超声处理时间、料液比和乙醇浓度3个因

素的不同水平对黄酮提取率的影响极显著(P<0.01),提取

温度对黄酮提取率的影响显著(P<0.05)。由表 4可知,选

择超声处理时间30min,料液比1︰20(m ︰V),提取温度

70℃,乙醇浓度50%,可取得最佳提取效果。综合考虑各因

素,得出超声辅助提取法上的最佳工艺条件为 A2B2C2D1。

比较正交试验的极差分析和方差分析结果,可以得出相同的

结论。

表4　因素各水平结果的多重比较†

Table4　MultiplecomparisonresultsofdifferentlevelsofFactors

A/

min

黄酮提取率/

(mgRE·g-1)

B
(m ︰V)

黄酮提取率/

(mgRE·g-1)

C/

℃

黄酮提取率/

(mgRE·g-1)

D/

%

黄酮提取率/

(mgRE·g-1)

20 42.14±2.43b

30 44.45±2.68a

40 41.15±1.99c

1︰15 41.47±0.93c

1︰20 43.56±3.51a

1︰25 42.70±2.79b

65 42.33±2.80b

70 43.04±1.69a

75 42.37±3.53b

50 44.28±2.11a

60 43.69±2.13b

70 39.77±1.00c

　　　　　　†　同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

　　对选择的最佳提取方案 A2B2C2D1,即超声处理时间

30min,料液比1︰20(m ︰V),提取温度70 ℃,乙醇浓度

50%,进行验证实验,采用 NaNO2—Al(NO3)3—NaOH 比

色法测定黄酮含量,获得的提取率为47.01mgRE/g。结果

与正交试验方案中的试验号为5的结果(46.93mgRE/g)基

本一致,说明正交试验所获最佳方案的准确性。

2.3　油茶叶黄酮的抗氧化能力

2.3.1　DPPH·清除能力　DPPH·具有自由电子,有强氧化

性,易被抗氧化剂还原。由图2可知,提取物、VC 均具有很强

的DPPH·清除能力,BHT的清除能力相对较差。前两者在

较低浓度时清除率就达到90%,超过该浓度(约30μg/mL)

后 DPPH·清除率变化趋于平衡。选用浓度为0,10,20,

30μg/mL4个点进行线性拟合,由Excel拟合出油茶叶黄酮

浓 度 与DPPH· 清 除 率 的 回 归 拟 合 方 程 为y=3.3076x
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图2　不同浓度的提取物、BHT、VC 的 DPPH·清除率

Figure2　TheDPPHfreeracial-scavengingcapacityof

Extract,BHT & VCindifferentconcentrations

(R2=0.9135),将y=50代入该方程,求得半数自由基清除

值(IC50)为15.12μg/mL。

2.3.2　ABTS+ 清除能力　ABTS+ 可以与抗氧化剂反应褪

去颜色,试验通过向反应器中加入不同浓度的提取物、VC 及

BHT,根据反应器中颜色的减弱情况来计算自由基的清除

率。由图 3可知,样品、VC 及 BHT 均具有 ABTS+ 清除能

力,且其清除能力与浓度呈正相关。相同浓度的3种物质中

BHT清除率最低。在整个试验浓度范围内油茶叶提取物的

ABTS+ 清除率均高于BHT的清除率,但低于 VC 的清除率。

由Excel拟合出油茶叶提取物浓度与 ABTS+ 清除率的回归

拟合方程为y=2.364x (R2=0.989),将y=50代入该方

程,求得半数自由基清除值(IC50)为21.15μg/mL。

2.3.3　·OH 清除能力　H2O2 能与Fe2+ 发生Fenton反应

生成活性很强的·OH,·OH 能杀死红细胞,降解 DNA、细

胞膜和多糖化合物,对人体有一定的危害作用。本试验以
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图3　不同浓度提取物、BHT、VC 的 ABTS+ 清除率

Figure3　TheABTSfreeradical-scavengingcapacityof

Extract,BHT & VCindifferentconcentrations
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VC 及BHT对参照探究油茶叶黄酮提取物对该自由基的清

除效果。由图4可知,3种物质都具有一定的·OH 清除能

力,随着浓度的增加,·OH 清除率增加,当浓度达到某一值

后清除率趋于稳定。各个浓度提取样品的·OH 清除率都

比BHT高,与 VC 相当。由Excel拟合出油茶叶黄酮浓度与

·OH 清除率的回归拟合方程为y=0.122x(R2=0.944),

将y=50代入该方程,求得半数自由基清除值(IC50)为

410.00μg/mL。
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图4　不同浓度提取物、BHT、VC清除羟自由基能力

Figure4　TheHydroxylfreeracial-scavengingcapacityof

Extract,BHT & VCindifferentconcentrations

3　结论

本研究优化了油茶叶黄酮的超声提取工艺,其最优工艺

条件为:以50%乙醇溶液为提取剂,料液比1︰20(m ︰

V),提 取 温 度 70 ℃,超 声 功 率 300 W,提 取 2 次,每 次

30min,该条件下总黄酮得率为47.01mgRE/g。说明试验

采用正交分析法优化油茶叶中总黄酮的提取具有实际可行

性,可为油茶叶的综合开发利用提供参考依据。该结果比肖

新生等[11](4.17%)和黄陈陈[6](46.82mgRE/g)的高,原因

可能与采收期、粉碎粒径等有关,还需进一步的研究。本试

验中采用的微波功率为300W,乙醇浓度为50%,与肖新生

等[11]的(450W 和60%乙醇)相比,节省了能量和有机溶剂,

与黄陈陈[6]的(75%乙醇)节省了有机溶剂。

体外抗氧化试验表明,油茶叶黄酮有很强的 DPPH·、

ABTS+ 及 ·OH 清 除 活 性,IC50 分 别 为 15.12,21.15,

410.00μgRE/mL。对于其活性的深入研究可以考虑进行

动物试验。

随着油茶叶研究的不断深入,多种萃取方法联用,其提

取率将大大提高,且节能环保。油茶叶黄酮提取物可以作为

新型的天然食品防腐剂加以开发利用,不仅可以减少对环境

的污染,还可以提高油茶业的收入。
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