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摘要!在单因素试验的基础上$采用正交试验优化扁桃果皮

中熊果酸的提取工艺参数$并通过还原能力%

X$$c

0%

0

bc

及小鼠红细胞氧化溶血试验进行抗氧化活性评价!

结果表明'扁桃果皮中熊果酸最优提取工艺参数为乙醇浓度

);B

%提取温度
+& \

%料液比
'

$

%&

"

5

*

.U

#%提取时间

'9;3

$该条件下$熊果酸提取率为
%9+,B

!熊果酸浓度为

&9'.

5

*

.U

时$扁桃果皮熊果酸具有良好的还原能力$对

X$$c

0和0

bc

的最大清除率分别为
+(9+(B

$

)%9''B

&熊

果酸浓度为
&9).

5

*

.U

时$对小鼠红细胞氧化溶血抑制率

为
,(9+<B

!

关键词!扁桃&熊果酸&提取&抗氧化
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扁桃!

"B

6*

@%'.;A(BB.)3;U9

#'蔷薇科!

D:8/2@/@

#桃

属!

"B

6*

@%'.;U9

#乔木'是世界上著名的干果树种%

'

&

(扁桃

果仁富含不饱和脂肪酸+人体必需氨基酸+多种维生素+钙+

镁+钠+铁+硒+钡+铬等元素%

%

&

(中国扁桃的规模化生产主要

集中在新疆的喀什与和田地区%

<

&

'作为新疆地区的特色果

品(在其加工过程中果皮一般作为废弃物丢弃'或作为牛羊

饲料'使资源严重浪费'给环境造成一定污染(

研究%

=

&表明'扁桃果皮乙醇提取物中含有熊果酸(熊果

酸广泛存在于山茱萸+山楂+枇杷叶+女贞子+苦丁茶等多种

天然植物中%

;

&

'具有抗氧化%

)

&

+保肝%

(

&

+抗炎%

+

&

+抑菌%

,

&

+降血

脂%

'&

&

+抗肿瘤%

''

&等多种生物学功能'因而被广泛地用于医药

及保健食品等领域%

'%

&

(目前'对扁桃果皮熊果酸的相关研

究较少'已有研究中'李维霞等%

=

&对扁桃果皮熊果酸进行超

声波提取'采用高效液相色谱测定了熊果酸的含量'但关于

扁桃果皮熊果酸乙醇浸提工艺及其抗氧化活性研究还未见

报道(本研究拟以扁桃果皮为原料提取熊果酸'在单因素试

验基础上'利用正交试验优化提取工艺'并对扁桃果皮熊果

酸体外抗氧化活性进行评价'为提高扁桃果皮的开发利用+

增加其附加值提供参考(

'

!

材料与方法
'9'

!

材料与试剂

扁桃果皮"采自新疆莎车县扁桃种植区$

=;'
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苯基
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苦肼基!
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N
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N

02M

6

13

6

KM/7

6

1

'

X$*

$c

#"纯度
)

,,B

'美国
E0

5

./

公司$

抗坏血酸"纯度
)

,+B

'上海蓝季科技发展有限公司$

熊果酸标准品"纯度
)

,+B

'上海源叶生物科技有限

公司$

其他试剂均为分析纯(

'9%

!

主要仪器设备

旋转蒸发仪"

D>'&

型'德国
FVQ

集团$

真空干燥箱"

fV*+%Q

型'上海市实验仪器总厂$

循环水式真空泵"

Ec]*FFF

型'上海申胜生物技术有限

公司$

台式离心机"

ZXU*)&*]

型'长沙湘仪仪器离心机有限

公司$

紫外可见分光光度计"

T>*%+&&

型'上海龙尼柯仪器有

限公司(

'9<

!

试验方法

'9<9'

!

提取工艺流程

扁桃果皮
%

干燥粉碎
%

过筛"

=&

目#

%

乙醇浸提
%

抽

虑
%

浓缩"蒸干乙醇#

%

加入蒸馏水
%

静置
%

离心沉淀

"

<&&&M

*

.04

$

'&.04

#

%

干燥"

;&\

#

%

粗熊果酸

'9<9%

!

扁桃果皮熊果酸含量测定
!

参考李莹等%

'<

&的方法'

准确吸取
&9'.U

扁桃果皮熊果酸提取液测定熊果酸含量'

根据标准曲线方程
6

h&9&)(V`&9&&<<

!

J

%

h&9,,(+

#'按

式!

'

#计算扁桃果皮提取液中熊果酸得率(

$

N

9

P

D

&

P

D

'

D

%

P

B

P

'&

<

P

'&&B

' !

'

#

式中"

$

)))熊果酸得率'

B

$

9

)))标熊果酸质量浓度'

.

5

*

.U

$

D

&

)))移取液定容体积'

.U

$

D

'

)))提取液定容后的体积'

.U

$

D

%

)))移取液体积'

.U

$

B

)))扁桃果皮干粉的质量'

5

(

'9<9<

!

扁桃果皮熊果酸提取单因素试验

!

'

#乙醇浓度"准确称取
%9&

5

扁桃果皮'按料液比

'

$

%&

!

5

*

.U

#'提取温度
(;\

'提取时间
'9;3

'乙醇浓度分

别为
);B

'

(&B

'

(;B

'

+&B

'

+;B

'考察不同乙醇浓度对扁桃

果皮熊果酸得率的影响(

!

%

#料液比"准确称取
%9&

5

扁桃果皮'乙醇浓度
(;B

'

提取温度
(;\

'提取时间
'9;3

'液料比分别为
'

$

'&

'

'

$

';

'

'

$

%&

'

'

$

%;

'

'

$

<&

!

5

*

.U

#'考察料液比对扁桃果皮熊

果酸得率的影响(

!

<

#提取温度"准确称取
%9&

5

扁桃果皮'乙醇浓度

(;B

'按料液比
'

$

%&

!

5

*

.U

#'提取时间
'9;3

'提取温度分

别为
);

'

(&

'

(;

'

+&

'

+;\

'考察提取温度对扁桃果皮熊果酸

得率的影响(

!

=

#提取时间"准确称取
%9&

5

扁桃果皮'乙醇浓度

(;B

'液料比
'

$

%&

!

5

*

.U

#'提取温度
(;\

'提取时间分别

为
'9&

'

'9;

'

%9&

'

%9;

'

<9&3

'考察提取时间对扁桃果皮熊果酸

得率的影响(

'9<9=

!

扁桃果皮熊果酸提取正交试验
!

在单因素试验基础

上'设计
U

,

!

<

=

#正交试验优化提取条件'分别考察乙醇浓度+

液料比+提取温度+提取时间对扁桃果皮熊果酸得率的影响(

'9<9;

!

扁桃果皮熊果酸体外抗氧化活性测定

!

'

#还原能力测定"参考文献%

'=

&'再以相同浓度的
>

C

溶液作阳性对照'还原能力计算按式!

%

#"

4

N

"

'

O

"

%

' !

%

#

式中"

4

)))还原能力$

"

'

)))样品吸光度$

"

%

)))空白组吸光度(

!

%

#清除
X$$c

/能力"参考文献%

';

&

')

&'用无水乙醇

配制
&9%4.:1

*

U

的
X$$c

溶液(准确吸取
%.U

不同浓度

的样品溶液'分别加入
%.UX$$c

溶液'混匀'室温避光静

置
<&.04

'于
;'(4.

处测定吸光度(空白组以
X$$c

溶液

代替样品溶液'对照组用无水乙醇代替
X$$c

溶液'平行测

定
<

次'取平均值(以相同浓度的
>

C

溶液作阳性对照'按

式!

<

#计算
X$$c

/的清除率(

J

N

!

'

O

"

'

O

"

%

"

&

#

P

'&&B

' !

<

#

式中"

J

)))自由基清除率'

B

$

"

'

)))样品吸光度$

"

%

)))对照组吸光度$

"

&

)))空白组吸光度(

!

<

#清除/

bc

能力"参考文献%

'(

&

'+

&的方法并略作

修改'取
' .U

不同浓度的样品溶液'依次加入
' .U

,..:1

*

U

硫 酸 亚 铁'

' .U , ..:1

*

U

水 杨 酸'

' .U

+9+..:1

*

U

双氧水'

<(\

水浴
';.04

后取出'于
;'&4.

处

测吸光度(对照组以蒸馏水代替水杨酸'空白组以蒸馏水代

替熊果酸溶液'平行测定
<

次'取平均值(以相同浓度的
>

C

溶液作阳性对照'按式!

<

#计算/

bc

清除率(

!

=

#抑制小鼠红细胞氧化溶血的影响"参考文献%

',

&'

小鼠眼球取血盛于有抗凝剂的离心管中'以
<&&&M

*

.04

离

心
%&.04

'用冰冷生理盐水洗涤
<

次'再以生理盐水配制成

体积分数为
&9;B

的红细胞悬浮液'

= \

保存备用(取

%&&

#

U

不同质量浓度样品溶液'分别加入
'9&.U

的红细胞

悬浮液'混匀'加入
&9'.U'&&..:1

*

U c

%

b

%

启动反应'

<(\

水浴
'3

后取出'加入
=9+.U

生理盐水'

<&&&M

*

.04

离心
'&.04

'取上清液'于
=';4.

处测吸光度(空白组以生

理盐水代替样品溶液(以相同浓度的
>

C

溶液作阳性对照'

抑制率按式!

=

#计算"

5

N

"

'

O

"

%

"

'

P

'&&B

' !

=

#

式中"

5

)))抑制率'

B

$

"

'

)))对照吸光度$

"

%

)))样品吸光度(

;;'

提取与活性
!

%&'+

年第
%

期



'9<9)

!

数据分析
!

采用
W02M:8:JG-R2@1%&'&

+

E$EE',9&

软

件对数据进行分析'所有试验平行测定
<

次'采用单因素方

差分析!

Q?b>Q

#'

$

'

&9&;

表示差异显著(

%

!

结果与分析
%9'

!

扁桃果皮熊果酸提取单因素试验

%9'9'

!

乙醇浓度对扁桃果皮熊果酸得率的影响
!

由图
'

可

知'乙醇浓度在
)&B

&

(&B

时'扁桃果皮熊果酸得率呈现上

升趋势'当乙醇浓度为
(&B

时'扁桃果皮熊果酸得率达到最

大值'之后随着乙醇浓度的增加扁桃果皮熊果酸得率逐渐下

降(其原因根据相似相溶原理解释%

%&

&

'乙醇浓度为
(&B

时

极性与扁桃果皮熊果酸的极性相接近'得率最高'故选择乙

醇浓度为
(&B

(

图
'

!

乙醇浓度对扁桃果皮熊果酸得率的影响

#0

5

IM@'

!

-JJ@2G8:J@G3/4:12:42@4GM/G0:4:4G3@

6

0@1K:JIM*

8:102/20KJM:."B

6*

@%'.;A(BB.)3;U9

N

@@1

%9'9%

!

料液比对扁桃果皮熊果酸得率的影响
!

如图
%

所示'

随溶剂用量的增加'扁桃果皮熊果酸得率逐渐增大'当料液

比为
'

$

%&

!

5

*

.U

#时'得率达到最大值'之后随着溶剂用量

的增加'扁桃果皮熊果酸得率逐渐下降(可能是溶剂用量过

多'浓缩时间较长'熊果酸损失增加%

%'

&

(故选择料液比为

'

$

%&

!

5

*

.U

#(

%9'9<

!

提取温度对扁桃果皮熊果酸得率的影响
!

由图
<

可

知'在
);

&

+&\

时'随着温度的升高'扁桃果皮熊果酸得率

逐渐上升'继续升高温度'扁桃果皮熊果酸得率趋于平稳(

因为温度过高'提取液黏度变大'这种高黏液体对固液分离

较不利%

%%

&

'另一方面'温度过高可能会破坏熊果酸结构%

%<

&

(

图
%

!

料液比对扁桃果皮熊果酸得率的影响
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图
<

!

提取温度对扁桃果皮熊果酸提率的影响
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故选择温度为
+&\

(

%9'9=

!

提取时间对扁桃果皮熊果酸得率的影响
!

如图
=

所

示'在
'9;3

内'扁桃果皮熊果酸得率随提取时间的延长而升

高$

'9;3

以后'随时间的延长得率逐渐下降(说明在
'9;3

后'熊果酸基本溶出'延长时间产生的热量会破坏熊果酸的

结构'使扁桃果皮熊果酸得率下降(故选择提取时间为
'9;3

(

图
=

!

提取时间对扁桃果皮熊果酸得率的影响
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%9%

!

扁桃果皮熊果酸提取正交试验

根据单因素试验结果'正交试验因素与水平见表
'

'正交

试验结果见表
%

'方差分析见表
<

(由表
%

可知'最优提取条

件为
Q

'

]

%

C

%

X

%

'即乙醇浓度
);B

+浸提温度
+&\

+料液比

'

$

%&

!

5

*

.U

#+浸提时间
'9;3

(在此条件下验证实验测得

扁桃果皮熊果酸得率为
%9+,B

(由表
<

可知'乙醇浓度'料

液比对扁桃果皮熊果酸得率有显著影响(各提取因素对扁

桃果皮熊果酸提取得率影响的主次顺序为"乙醇浓度
"

料液

比
"

提取时间
"

提取温度(

表
'

!

正交试验因素与水平

Z/A1@'

!

#/2G:M8/4K1@O@18:J:MG3:

5

:4/1/MM/

6

K@80

5

4

水平
Q

乙醇浓度*

B

]

提取温度*

\

C

提取时间*

.04

X

料液比

!

5
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.U

#

' ); (; '9& '
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% (& +& '9; '
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表
%

!

正交试验结果与分析

Z/A1@%

!

D@8I1G8/4K/4/1

6

808:J:MG3:

5

:4/1/MM/

6

K@80

5

4

试验号
Q ] C X

熊果酸得率*
B

' ' ' ' ' %9;,

% ' % % % %9)=

< ' < < < %9=;

= % ' % < %9<<

; % % < ' %9='

) % < ' % %9=)

( < ' < % %9;;

+ < % ' < %9=,

, < < % ' %9)&

Z

'

%9;) %9=, %9;' %9;<

(((((((((((((((((((((((

Z

%

%9=& %9;' %9;% %9;;

Z

<

%9;; %9;& %9=+ %9==

J &9') &9&% &9&; &9''

表
<

!

正交试验方差分析a

Z/A1@<

!

>/M0/42@/4/1

6

808:J:MG3:

5

:4/1G@8G

方差来源 偏差平方和 自由度
Q

值 显著性

Q &9'<< % ;9)'=

&

] &9&&< % &9'<=

C &9&'% % &9;'&

X &9&+< % <9;%%

&

误差
&9%'% %

((((((((((((((((((((((

!!

a

!&

表示差异显著'

$

'

&9&;

(

%9<

!

扁桃果皮熊果酸抗氧化活性

%9<9'

!

扁桃果皮熊果酸还原能力测定
!

物质的还原能力是

评价其抗氧化活性的重要指标(由图
;

可以看出'扁桃果皮

熊果酸和
>

C

都有还原能力(

&9&).

5

*

.U

的扁桃果皮熊果

酸的还原能力同
&9&% .

5

*

.U

的
>

C

相当'但在浓度为

&9'&.

5

*

.U

时
>

C

吸光度为
&9+&

'而扁桃果皮熊果酸吸光度

为
&9%)

(

%9<9%

!

扁桃果皮熊果酸对
X$$c

/清除能力
!

X$$c

/乙

醇溶液呈紫色'在
;'(4.

波长处有特征吸收%

%=

&

(如图
)

所

示'扁桃果皮熊果酸和
>

C

都有清除
X$$c

/的作用(在

图
;

!

扁桃果皮熊果酸的还原能力
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图
)

!

扁桃果皮熊果酸对
X$$c

0的清除能力
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&9&'

&

&9&<.

5

*

.U

时'随着扁桃果皮熊果酸质量浓度的增

加'

X$$c

/清除率逐渐增大'在
&9&=

&

&9'&.

5

*

.U

时'扁

桃果皮熊果酸对
X$$c

/清除效果与
>

C

相接近(

%9<9<

!

扁桃果皮熊果酸对/

bc

清除能力
!

/

bc

清除率

是抗氧化能力的重要指标'采用
#@4G:4

反应检测扁桃果皮

熊果酸清除/

bc

能力'

c

%

b

%

与
#@

%_反应生成活性很高的

/

bc

'/

bc

与水杨酸产生有色物质'该物质在
;'&4.

波

长处有特征吸收%

%;̀ %)

&

(由图
(

可知'扁桃果皮熊果酸和
>

C

都有清除/

bc

的作用(在
&9&'

&

&9'&.

5

*

.U

时'随着扁

桃果皮熊果酸和
>

C

浓度的增加'/

bc

清除率逐渐增大最

后趋于恒定'当扁桃果皮熊果酸的浓度为
&9'&.

5

*

.U

时'

清除率最大为
)%9''B

(

图
(

!

扁桃果皮熊果酸对0

bc

的清除能力
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!

扁桃果皮熊果酸对红细胞氧化溶血抑制能力
!

由

图
+

可知'扁桃果皮熊果酸和
>

C

都有抑制红细胞氧化溶血

的作用(在
&9'

&

&9).

5

*

.U

时'红细胞氧化溶血抑制率随

着扁桃果皮熊果酸和
>

C

浓度的增加而增大'当扁桃果皮熊

果酸的浓度为
&9).

5

*

.U

时'抑制率最大为
,(9+<B

'红细

胞氧化溶血抑制率明显高于
>

C

(

<

!

结论
本试验研究了扁桃中熊果酸的提取工艺(试验结果表

明"最优提取工艺条件"乙醇浓度
);B

+浸提温度
+&\

+料液

比
'

$

%&

!

5

*

.U

#+浸提时间
'9;3

(在此条件下测得扁桃果

皮熊果酸提取得率为
%9+,B

(

(;'

提取与活性
!
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图
+

!

扁桃果皮熊果断抑制红细胞氧化溶血的能力
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体外抗氧化试验结果表明'扁桃果皮熊果酸表现出较好

的抗氧化活性'

&9&).

5

*

.U

的扁桃果皮熊果酸的还原能力

同
&9&%.

5

*

.U

的
>

C

相当$在
&9&=

&

&9'&.

5

*

.U

时'扁桃

果皮熊果酸与
>

C

对
X$$c

自由基清除效果接近$当扁桃果

皮熊果酸的浓度为
&9' .

5

*

.U

时'对/

bc

清除率为

)%9''B

'低于同浓度
>

C

的$当扁桃果皮熊果酸的浓度为

&9).

5

*

.U

时'对红细胞氧化溶血抑制率高达
,(9+<B

'明显

高于同浓度
>

C

的(

本研究仅对扁桃果皮熊果酸的体外抗氧化活性进行评

价'后续试验中可对扁桃果皮熊果酸的组织抗氧化和体内小

鼠抗氧化作进一步研究(
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