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大叶千斤拔黄酮类成分提取及抗氧化活性研究
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摘要!通过单因素试验及响应面试验优化大叶千斤拔总

黄酮的乙醇回流提取工艺条件#并对提取物的抗氧化活

性进行评价%结果表明'优化后的提取工艺条件为提取

时间
C!137

#料液比!

I

大叶千斤拔
nR

乙醇"

#n.

!

;

-

1[

"#乙

醇体积分数
T"j

#提取温度
."i

#该条件下提取物的总

黄酮含量为
TC9BT

(

;

-

1

;

&提取物对
P-MN

c 自由基$

'\\X

自 由 基 清 除 能 力 的
AO

C"

分 别 为
"9"BB (

#

"9!#!)1

;

-

1[

#总抗氧化能力及对
O@

!c和
&>

)c还原能

力的
AO

C"

分别为
"9)$(.

#

"9!!#(

#

"9T)#T1

;

-

1[

%说明

建立的最佳提取工艺可有效获取大叶千斤拔总黄酮成

分&大叶千斤拔黄酮类物质具有较强的体外抗氧化活性%

关键词!大叶千斤拔&黄酮&醇提&抗氧化
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+又名千斤力)千金红等*

#

+

%为
!"#C

年版中国药典

收载的豆科!

*.

/

%I6&;C).

#千斤拔属!

J7.I6&

/

6)

#植物的

一种*

!

+

%广泛分布于中国热带和亚热带省区*

)

+

&千斤拔

根具有诸多的药理作用%常被作为煲汤原料出现在两广

地区百姓们日常的餐桌&研究表明%千斤拔属植物中含

有黄酮)有机酸和生物碱等多种化学成分*

BS.

+

%其中黄酮

类成分是大叶千斤拔主要成分%尤其以异戊二烯基黄酮

含量最多*

T

+

&黄酮类化合物具有广泛的生理活性%包括

抗氧化)抗菌)保肝)抗炎和降血脂等*

$S(

+

&

对大叶千斤拔黄酮类化合物进行提取%是开发其黄

酮类化合物的关键步骤&目前研究者*

#"S##

+主要利用有

机溶剂如甲醇或乙醇的水溶液进行提取&提取方式主要

包括回流提取*

#!

+

)超声波辅助提取*

#)S#B

+

)微波辅助提

取*

#C

+和静态提取*

#.

+等&超声波和微波提取利用不同频

率的波%可加速黄酮化合物在溶剂中溶解的速率%但不易

实现规模化生产$静态提取效率过低%耗时较长&相比较

而言%回流提取工艺既可节省提取溶剂%同时又在加热过

程中提高了分子热运动%减少提取时间&因此%试验拟采

用乙醇回流提取大叶千斤拔中的总黄酮%以总黄酮含量

为评价指标%通过响应面试验优化提取工艺条件%并对总

黄酮提取物的抗氧化能力进行评价%以期为大叶千斤拔

黄酮化合物的开发利用提供参考&

#

!

材料与方法
#9#

!

材料与试剂

乙醇)硫酸"分析纯%天津市凯通化学试剂有限公司$

)'!

&UU'VWPOXAY/,%

第
)T

卷第
.

期 总第
!).

期
"

!"!#

年
.

月
"
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"分析纯%梯希爱!上海#化成工业发展有限公司$

P-MN

)氯化铜"分析纯%上海麦克林生化科技有限公司$

抗坏血酸"分析纯%天津市登峰化学试剂厂$

新亚铜试剂)

M\M+

)氯化铁"上海阿拉丁生化科技股

份有限公司$

过硫酸钾"分析纯%上海萨恩化学技术有限公司$

乙酸铵"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

钼酸铵"分析纯%西陇科学股份有限公司$

磷酸钠"分析纯%天津市科密欧化学试剂有限公司$

试验水"超纯水$

大叶千斤拔"云南楚雄中药材经销站&

#9!

!

仪器设备

超声波清洗器"

'[0)."/

型%上海之信仪器有限公司$

电子分析天平"

-NP#!BN

型%赛多利斯有限公司$

紫外可见分光光度仪"

TC!

型%上海新茂仪器有限

公司&

#9)

!

试验方法

#9)9#

!

总黄酮提取工艺流程

大叶千斤拔根洗净
)

烘干!

." i

"

)

粉碎
)

过筛

!

$"

目"

)

乙醇回流提取!

T"j

乙醇#

$"i

"

)

旋转蒸发
)

烘箱干燥!

C"i

"

)

避光保存备用

#9)9!

!

总黄酮含量测定

!

#

#标准曲线绘制"以芦丁为标准物质&分别称取

"9!1

;

(

1[

芦丁标准物质配置的溶液%取
#9"

%

!9"

%

)9"

%

B9"

%

C9"1[

标准芦丁溶液%将其分别置于离心管!

#"1[

#

中%再加入
"9)1[Cj Y2YU

!

后摇匀并静置
.137

%再加

入
P4O4

)

!

"9)1[

%

#"j

#%静置
.137

%然后加入
B9"1[

#"j Y2UX

%使 用
T"j

的 乙 醇 定 容 至 刻 线 处%静 置

#C137

%然后在
C#"71

处测定反应液的吸光值%以吸光

值为纵坐标%标准溶液中芦丁的质量浓度为横坐标作标

准曲线!见图
#

#&

!!

!

!

#样品总黄酮含量测定"取
"9C1[

样品溶液于

#"1[

离心管中%加入
#1[Cj Y2YU

!

摇匀%静置
.137

后加入
#1[#"j P4O4

)

%摇匀%静置
.137

后加入
#"1[

#"j Y2UX

%再用
T"j

乙醇溶液定容到
!C1[

%摇匀后静

置
#C137

%然后在
C#"71

处测定反应液的吸光值%空白

图
#

!

芦丁标准曲线

&3

;

@:>#

!

NF27E2:E<@:L>58:@F37

以乙醇代替提取液&根据芦丁标准曲线的线性方程计算

样品溶液中的总黄酮质量浓度&总黄酮含量以芦丁当量

表示!

(

;

(

1

;

#&

!!

L

/

o

C"m!mR

I

% !

#

#

式中"

L

/

'''芦丁当量%

(

;

(

1

;

$

C"

'''样品溶液稀释倍数$

!

'''样品吸光值代入芦丁标准曲线得到的芦丁质

量浓度%

1

;

(

1[

$

R

'''提取液体积%

1[

$

I

'''样品质量%

;

&

#9)9)

!

单因素试验

!

#

#提取时间"固定料液比!

I

大叶千斤拔
nR

乙醇 #

#n

.

!

;

(

1[

#)乙醇体积分数
T"j

)提取温度
B" i

%考察提

取时间!

!"

%

B"

%

."

%

$"137

#对总黄酮含量的影响&

!

!

#料液比"固定提取时间
B"137

)乙醇体积分数

T"j

)提取温度
B"i

%考察料液比*

I

大叶千斤拔
nR

乙醇 分别

为
#nB

%

#n.

%

#n$

%

#n#"

!

;

(

1[

#+对总黄酮含量的

影响&

!

)

#乙醇体积分数"固定料液比!

I

大叶千斤拔
nR

乙醇#

#n.

!

;

(

1[

#)提取时间
B"137

)提取温度
B"i

%考察乙

醇体积分数!

."j

%

T"j

%

$"j

%

("j

%

#""j

#对总黄酮含

量的影响&

!

B

#提取温度"固定料液比!

I

大叶千斤拔
nR

乙醇 #

#n

.

!

;

(

1[

#)乙醇体积分数
T"j

)提取时间
B"137

%考察提

取温度!

!"

%

B"

%

."

%

$"i

#对总黄酮含量的影响&

#9)9B

!

响应面试验优化提取条件
!

根据单因素试验结果

确定响应面试验的因素水平取值%采用
-5=0->G7b>7

设

计%以总黄酮含量为响应值优化大叶千斤拔总黄酮的乙

醇回流提取工艺条件&

#9)9C

!

抗氧化性能测定
!

将使自由基溶液的初始浓度降

低
C"j

的样品质量浓度定义为
AO

C"

$而还原力测定和磷

钼法测定中%使吸光值达到
"9C""

的样品浓度定义

为
AO

C"

*

#T

+

&

!

#

#总抗氧化能力"采用磷钼法*

#T

+

&

!

!

#

'\\X

自由基清除能力"根据
a31

等*

#$

+的方法&

!

)

#

P-MN

c自由基清除能力"根据
P13:5@<G>

等*

#(

+

的方法&

!

B

#铜离子还原能力"采用
O@\,PO

法*

!"

+

&

!

C

#铁离子还原能力"采用
&,P\

法*

!#

+

&

#9)9.

!

数据分析与处理
!

所有试验数据均平行测定
)

次%

采用
'>D3

;

70/=

J

>:F$9"9.

)

NF2F3DF3=$

)

]:2

J

G

J

2E\:3D1T

软件分析所得数据&

!

!

结果与分析
!9#

!

大叶千斤拔总黄酮提取工艺优化

根据单因素试验结果确定的试验因素水平见表
#

&

*(!

提取与活性
/̂ M,POMAUY V POMA_AM%

总第
!).

期
"

!"!#

年
.

月
"



!!

利用
'>D3

;

70/=

J

>:F$9"9.

软件进行试验设计%试验设

计与结果如表
!

所示&

!!

对表
!

试验数据进行多元回归分析%得到响应值对

自变量提取时间)料液比)乙醇体积分数)提取温度的二

次多项回归模型方程"

表
#

!

自变量因素编码及水平

M2I4>#

!

O5E>27E4>L>45837E>

J

>7E>7FL2:32I4>D

编码
^

#

提取时间(

137

^

!

料液比

!

;

(

1[

#

^

)

乙醇体

积分数(
j

^

B

提取

温度(
i

S# )" #nB ." C"

" C" #n. T" ."

# T" #n$ $" T"

表
!

!

乙醇提取大叶千斤拔总黄酮优化试验设计与结果

M2I4>!

!

/=

J

>:31>7F24E>D3

;

727E:>D@4FD585

J

F313K2F357

85:F5F24842L5753ED>=F:2<F>E8:51 J7.I6&

/

6)

I)0<;

K

(

E

77)I

H

>FG2754

试验号
^

#

^

!

^

)

^

B

黄酮含量(!

(

;

,

1

;

S#

#

# " " " " T"9.(C

! " " # # T#9$TB

) # S# " " .C9"T(

B " " " " TC9CT)

C " " S# S# C$9!TC

. " # " S# .$9!##

T " # # " T#9#BC

$ " S# S# " .T9!()

( S# " " # ..9T)C

#" # " " # .(9CC!

## " S# # " C(9(C$

#! S# " S# " C$9.$"

#) " " S# # .C9"!T

#B S# " " S# C#9!#(

#C # # " " .)9)!B

#. " S# " # ..9B$)

#T " " " " TB9T.)

#$ S# # " " .#9!).

#( S# S# " " .C9!.$

!" " S# " S# .)9C)#

!# # " # " .#9.TT

!! S# " # " CC9CTC

!) " " " " T(9C$T

!B " # S# " .C9).T

!C # " S# " ..9#(C

!. " " # S# C!9!((

!T " # " # .B9).$

!$ " " " " TC9"))

!( # " " S# CC9.!"

!!

3oTC9#)c#9$(8

#

c"9C")!8

!

S"9.(!B8

)

c

B9CT8

B

c"9C.()8

#

8

!

S"9)C)!8

#

8

)

S"9)(."8

#

8

B

c

)9!$8

!

8

)

S#9T"8

!

8

B

c)9!#8

)

8

B

S$9#)8

!

#

S!9((8

!

!

S

.9B$8

!

)

S.9C"8

!

B

& !

!

#

!!

由表
)

可知%模型
-

$

"9"#

%表明该回归模型极显著$

失拟项
-

'

"9"C

不显著&模型中一次项
^

B

%二次项
^

!

#

)

^

!

)

)

^

!

B

对总黄酮含量有极显著影响%其余项的影响均不显

著!

-

'

"9"C

#&根据回归系数绝对值%得出对提取的总黄

酮含量影响顺序为提取温度
'

提取时间
'

乙醇体积分

数
'

料液比&根据回归分析结果%选取对黄酮含量影响

最大的两个交互项
^

!

^

)

与
^

)

^

B

%利用
'>D3

;

70/=

J

>:F

$9"9.

软件绘制曲面响应图%如图
!

和图
)

所示&

!!

由图
!

可知%料液比不变%随乙醇体积分数增加%总黄

酮含量呈先升后降趋势&根据相似相溶原理%当乙醇体积

分数较低或过高时不利于黄酮类物质游离出来&当乙醇

体积分数恒定%随溶剂量的增加总黄酮含量先逐渐增加后

趋于稳定&这是由于原料中的黄酮类物质随萃取剂的增

多基本被完全提取%因此总黄酮含量增加趋势逐渐变缓&

由图
)

可知%当乙醇体积分数恒定%随温度的升高总

黄酮含量逐渐增加后下降&这可能是温度达到了乙醇水

溶液的沸点%部分溶液挥发成气态降低了提取效果&

表
)

!

回归模型方差分析k

M2I4>)

!

P724

H

D3D58L2:327<>58:>

;

:>DD357>

g

@2F357

方差来源 平方和 自由度 均方
J

值
-

值 显著性

模型
###B9"" #B T(9CT B9T)

$

"9"#

((

^

#

B)9"T # B)9"T !9C. "9#)

^

!

)9"B # )9"B "9#$ "9.$

^

)

C9TC # C9TC "9)B "9CT

^

B

!C#9"! # !C#9"! #B9(!

$

"9"#

((

^

#

^

!

#9)" # #9)" "9"$ "9T(

^

#

^

)

"9C" # "9C" "9") "9$T

^

#

^

B

"9.) # "9.) "9"B "9$C

^

!

^

)

B!9(( # B!9(( !9CC "9#)

^

!

^

B

##9CB # ##9CB "9.( "9B!

^

)

^

B

B#9## # B#9## !9BB "9#B

^

!

#

B!$9C) # B!$9C) !C9B.

$

"9"#

((

^

!

!

C$9"" # C$9"" )9BC "9"(

^

!

)

!T!9#C # !T!9#C #.9#T

$

"9"#

((

^

!

B

!T)9(C # !T)9(C #.9!$

$

"9"#

((

残差
!)C9." #B #.9$)

**********************

失拟
#(C9T! #" #(9CT "9!T

纯误差
)(9$T B (9(T

总和
#)B(9." !$

!

k

!(

表示
-

$

"9"C

%差异显著%

((

表示
-

$

"9"#

%差异极显

著$

L

!
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&

!(!

"
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!!

利用
'>D3

;

70/=

J

>:F$9"9.

软件解模型方程!

!

#的逆矩

阵%求得总黄酮含量的最大预测值为
T.9").

(

;

(

1

;

%其对

应的提取工艺组合为提取时间
C!9#B$ 137

%料液比

!

I

大叶千斤拔
nR

乙醇 #

#n.9"!T

!

;

(

1[

#%乙醇体积分数

T"9Bj

%提取温度
.)9C.i

&为方便验证%取各参数的近

似值"提取时间
C! 137

%料液比!

I

大叶千斤拔
nR

乙醇 #

#n

.

!

;

(

1[

#%乙醇体积分数
T"j

%提取温度
."i

%经
)

次实

验验证%得到总黄酮含量平均值为
TC9BT

(

;

(

1

;

%相对于

预测值%相对误差为
"9TBj

%说明该回归模型优化的工艺

组合是有效的&

!9!

!

大叶千斤拔粗提取物的抗氧化能力

以大叶千斤拔粗提物质量浓度的对数值为横坐标%

自由基剩余率为纵坐标%利用
]:2

J

G

J

2E\:3D1T

软件绘

制自由基清除能力的半数抑制浓度曲线图%如图
B

所示&

以大叶千斤拔粗提物质量浓度为横坐标%吸光值为纵坐

标%绘制金属离子还原能力的拟合线性图%如图
C

所示&

!!

由图
B

可知%随着提取物质量浓度的增加%

'\\X

自由

基和
P-MN

c自由基清除率逐渐上升&由表
B

可知%大叶千

斤拔黄酮提取物对
'\\X

自由基和
P-MN

c自由基的半

数抑制浓度!

AO

C"

#分别为
"9!#!)

%

"9"BB(1

;

(

1[

&大叶

图
!

!

乙醇体积分数和料液比对总黄酮含量影响的等高线和响应曲面图

&3

;

@:>!

!

A784@>7<>58>FG2754<57<>7F:2F35727ED543E043

g

@3E:2F3557FG>842L5753ED<57F>7F58

3D51>F:3<D@:82<>27E:>D

J

57D>D@:82<>

图
)

!

乙醇体积分数和提取温度对总黄酮含量影响的等高线和响应曲面图

&3

;

@:>)

!

A784@>7<>58>FG2754<57<>7F:2F35727EF>1

J

>:2F@:>57FG>842L5753ED<57F>7F583D51>F:3<

D@:82<>27E:>D

J

57D>D@:82<>

图
B

!

大叶千斤拔提取物清除自由基能力

&3

;

@:>B

!

&:>>:2E3<24D<2L>7

;

37

;

2I343F

H

58J7.I6&

/

6)I)0<;

K

(

E

77)>=F:2<F

"(!

提取与活性
/̂ M,POMAUY V POMA_AM%

总第
!).

期
"

!"!#

年
.

月
"



千斤拔乙醇提取物对
'\\X

自由基和
P-MN

c自由基具有较

强的清除能力%但与维生素
O

的清除能力还有一定差距&

!!

由图
C

可知%随着提取物质量浓度的增加%还原铜离

子和铁离子的能力逐渐增强&由表
B

可知%大叶千斤拔

黄酮提取物对铜离子和铁离子的半数抑制浓度!

AO

C"

#分

别为
"9!!#(

%

"9T)#T1

;

(

1[

%对总抗氧化能力的半数抑

制浓度!

AO

C"

#为
"9)$(.1

;

(

1[

&大叶千斤拔乙醇提取

物对金属离子的还原能力与维生素
O

的相当&

图
C

!

大叶千斤拔提取物金属离子还原能力与总抗氧化能力

&3

;

@:>C

!

W>F24357:>E@<F3572I343F

H

27EF5F2427F35=3E27F<2

J

2<3F

H

58J7.I6&

/

6)I)0<;

K

(

E

77)>=F:2<F

表
B

!

维生素
O

和大叶千斤拔提取物的抗氧化能力

M2I4>B

!

P7F35=3E27F2<F3L3F3>D58DF27E2:ED27EFG>D54L>7F>=F:2<FD8:51J7.I6&

/

6)I)0<;

K

(

E

77) 1

;

(

1[

样品 磷钼法
'\\X P-MN OR\,PO &,P\

乙醇提取物
"9)$(.h"9""#( "9!#!)h"9"!C" "9"BB(h"9"##. "9!!#(h"9"")$ "9T)#Th"9"#!)

维生素
O "9#B)!h"9""!# "9"#T(h"9"#". "9"#!Ch"9""(B "9".""h"9"""# "9"B#Bh"9"""B

)

!

结论
试验采用乙醇为提取溶剂%在单因素试验基础上%通

过响应面试验设计方法对大叶千斤拔的总黄酮提取工艺进

行优化%得到最佳的提取工艺为提取时间
C!137

%料液比

!

I

大叶千斤拔
nR

乙醇#
#n.

!

;

(

1[

#%乙醇体积分数
T"j

%提取温

度
."i

%该条件下提取物的总黄酮含量为
TC9BT

(

;

(

1

;

&对

黄酮提取物进行抗氧化活性评价%结果表明大叶千斤拔乙

醇提取物对
'\\X

自由基和
P-MN

c自由基具有较强的清

除能力%但与维生素
O

的清除能力还有一定差距%而对金

属离子的还原能力与维生素
O

的相当&试验结果揭示了

大叶千斤拔黄酮类提取物具有较强的体外抗氧化作用%后

续将进一步探究其抗炎)抗菌)抗肿瘤等生物活性&
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