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红车轴草不同部位多酚提取工艺优化及

抗氧化活性研究
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摘要!目的!优化红车轴草多酚提取工艺!并评价其抗氧

化活性$方法!采用超声波辅助提取红车轴草茎#叶和花

各部位总多酚!选取多酚含量较高部位作为研究对象!采

用响应面法优化红车轴草多酚提取工艺!并通过羟自由

基和超氧阴离子自由基的清除效率检测总多酚的抗氧化

活性$结果!红车轴草中叶的多酚含量较高!其最佳提取

工艺为料液比为
#w)*

&

>

)

-Z

'!提取时间
!7-/9

!乙醇

体积分数
7$O

!超声功率
$""X

!超声温度
J"[

!此时多

酚得率为
!47#O

!与预测值相近!相对标准偏差为
!4#(O

&

&qJ

'$提取物对羟自由基和超氧阴离子自由基的
8'

J"

值分别为
"43#*

!

"43!$-

>

)

-Z

$结论!该提取方法稳定可

靠!多酚提取物具有较好的抗氧化活性$

关键词!红车轴草%多酚%提取工艺%抗氧化活性
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红车轴草$又名红花车轴草+红三叶$为豆科蝶形花

亚科车轴草族车轴草属 !

L7.

:

;,.$A

#多年生草本植

物)

#K!

*

$含有异黄酮+维生素+糖类+蛋白质+脂类和豆香

素等成分)

7K3

*

$具有抑菌)

J

*

+抗癌)

(

*

+预防骨质疏松)

)

*

+改

善动脉血管柔性)

$

*

+调节免疫)

*

*

+神经保护作用)

#"

*以及调

节雌激素样作用)

##

*等多种生物活性%研究表明$红车轴

草可通过调节
U&,

.

]

和
UV&!

信号通路)

#!

*

+参与调控抗

氧化作用基因表达)

#7

*

+清除血液中的过氧化氢酶+提高血

液中超氧化物歧化酶!

jPQ

#和过氧化氢酶!

'SE

#活性)

#3

*

等多种方式发挥抗氧化活性,还可以激活机体免疫反应$

显著提高血清中
8

>

\

和
8

>

H

含量)

#J

*

$使免疫细胞因子浓

度增加)

#(

*

,同时促进不饱和脂肪酸的摄入)

#)K#$

*

%

在国外$红车轴草是一种非常受欢迎的食品$其浸膏

已被用于软饮料+冰制品+糖果+焙烤食品及三叶草型香

#'!

&PPQRHS'T8U+V%

第
7)

卷第
*

期 总第
!7*

期
"

!"!#

年
*

月
"



精配方等方面$以其为原料的保健食品也已进入国际市

场)

#*

*

%而在中国$尽管红车轴草资源丰富$却较少被利

用%植物多酚对人体健康具有重要作用)

!"K!#

*

$而红车轴

草中含有丰富的多酚类化合物$是其发挥生物活性的重

要物质基础%目前已有关于红车轴草内多酚鉴定的相关

研究)

!!K!7

*

$而有关红车轴草多酚提取及抗氧化性的研究

尚未见报道%研究拟采用响应面法对红车轴草多酚提取

工艺进行优化$同时通过检测其对羟自由基和超氧阴离

子自由基的清除效率评价其抗氧化活性$为红车轴草的

进一步开发利用提供依据%

#

!

材料与方法
#4#

!

材料与试剂

红车轴草"六盘水本地品种$

!"!"

年
J

月采于六盘水

师范学院校内,

酒石酸钾钠+硫酸亚铁+磷酸氢二钠+磷酸二氢钠+抗

坏血酸对照品+没食子酸对照品+邻苯三酚以及水杨酸等

均为国产分析纯%

#4!

!

主要仪器

超声波清洗机"

j],$""QE

型$宁波新芝生物科技股

份有限公司,

紫外分光光度计"

pW,#$""

型$上海菁华科技仪器有

限公司,

电子分析天平"

SE%#!3

型$沈阳龙腾电子标量仪器

有限公司,

电热恒温鼓风干燥箱"

]\k,7"

型$上海博迅医疗生

物仪器股份有限公司%

#47

!

试验方法

#474#

!

材料预处理
!

取洗净的红车轴草茎+叶+花$烘干

粉碎$过
3"

目筛$备用%

#474!

!

多酚类化合物测定
!

采用酒石酸亚铁比色法)

!3

*

%

#4747

!

标准方程绘制
!

取没食子酸
"4#!J

>

定容于

!J"-Z

蒸馏水中$得
"4J-

>

'

-Z

的对照品溶液备用$准

确吸取
"4J

$

#4"

$

#4J

$

!4"

$

!4J

$

74"

$

74J

$

34"-Z

对照品溶液

于
!J-Z

容量瓶中$按
#474!

的方法测定
J3"9-

处吸光

度$测得标准曲线回归拟合方程为
C

q#34J(Xr"4""!

!

5

!

q"4**$

#%

#4743

!

多酚得率计算
!

按式!

#

#计算多酚得率%

8q

A

#

A

!

L#""O

$ !

#

#

式中"

8

&&&多酚得率$

O

,

A

#

&&&提取物总多酚质量$

>

,

A

!

&&&样品干粉质量$

>

%

#474J

!

红车轴草各部位多酚含量比较
!

将红车轴草各部

位!茎+叶+花#分别按如下条件进行多酚提取"料液比
#w

$"

!

>

'

-Z

#$提取时间
!"-/9

$乙醇体积分数
3"O

$超声

功率
$""X

$提取温度
J"[

$进行
7

次重复试验$选取多

酚含量最高的部位作为后续试验原料%

#474(

!

提取物单因素试验

!

#

#料液比"固定超声时间
!"-/9

$乙醇体积分数

3"O

$超声功率
$""X

$超声温度
J"[

$考察料液比)

#w

J"

$

#w("

$

#w)"

$

#w$"

$

#w*"

!

>

'

-Z

#*对多酚得率的

影响%

!

!

#提取时间"固定料液比
#w)"

!

>

'

-Z

#$乙醇体积

分数
3"O

$超声功率
$""X

$超声温度
J"[

$考察提取时

间!

#"

$

!"

$

7"

$

3"

$

J"-/9

#对多酚得率的影响%

!

7

#乙醇体积分数"固定料液比
#w)"

!

>

'

-Z

#$超声

时间
!"-/9

$超声功率
$""X

$超声温度
J"[

$考察乙醇

体积分数!

!"O

$

7"O

$

3"O

$

J"O

$

("O

#对多酚得率的

影响%

#474)

!

响应面试验
!

在单因素试验的基础上$以叶部多

酚得率为响应值$利用
]6i,]=;9M=9

原理进行响应曲面

试验设计$优化其多酚类化合物提取工艺%

#474$

!

抗氧化性试验
!

分别以超氧阴离子自由基和羟自

由基的清除率为指标$测定红车轴草中多酚提取物的抗

氧化活性%

#474*

!

方法学验证

!

#

#重复性试验"按照曲面响应法的最优条件提取红

车轴草叶多酚$进行
J

次平行试验$并检测其吸光度%

!

!

#稳定性试验"取红车轴草叶同批次的多酚提取物

各
#-Z

$分别避光放置
"4"

$

"4J

$

#4"

$

34"

$

$4";

后$按

#474!

方法进行检测%

!

7

#加标回收率试验"参照高林晓等)

!J

*的方法$在最

优提取条件下制备红车轴草叶多酚提取物$取
#-Z

待测

液至
!J-Z

的棕色容量瓶中$再取
#-Z

待测液和
#-Z

没食子酸对照品至
!J-Z

棕色容量瓶中$按
#474!

的方法

测定各样品吸光度并进一步计算其多酚含量$进行
J

次

平行试验%

#474#"

!

数据处理
!

通过
Q=</

>

9,+i

1

=2:$4"4(

和
+i5=0

软

件进行试验设计+数据处理及绘图$数据均为
7

次平行试

验所得%

!

!

结果与分析
!4#

!

红车轴草各部位多酚含量比较

由图
#

可知$红车轴草花+叶和茎多酚平均得率分别

为
#4$!O

$

!4#)O

$

"4!JO

$其叶部多酚含量显著高于茎

!

D

$

"4"#

#和花!

D

$

"4""#

#$故选择红车轴草叶部作为后

续试验研究对象%

!4!

!

单因素试验

!4!4#

!

料液比对红车轴草叶多酚得率的影响
!

由图
!

可

知$当料液比
$

#w)"

!

>

'

-Z

#时$红车轴草叶多酚得率逐

渐增加$当料液比
3

#w)"

!

>

'

-Z

#时$多酚得率基本不再

变化$说明在料液比为
#w)"

!

>

'

-Z

#时$红车轴草叶中

$'!

提取与活性
+lEVS'E8PU R S'E8W8E%

总第
!7*

期
"

!"!#

年
*

月
"



44

表示差异显著!

D

$

"4"#

#,

444

表示差异极显著!

D

$

"4""#

#

图
#

!

红车轴草各部位多酚含量得率
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图
!

!

料液比对红车轴草多酚得率的影响
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多酚成分几乎达到完全溶解%综合考虑$选择最佳料液

比为
#w)"

!

>

'

-Z

#%

!4!4!

!

提取时间对红车轴草叶多酚得率的影响
!

由图
7

可知$当提取时间为
!"-/9

时$多酚得率达最大$可能是

此时叶部多酚类化合物基本全部析出$且随着提取时间

的进一步延长$溶剂内杂质析出增多$并与多酚类化合物

发生键合$导致其得率降低%故后续选择最佳提取时间

为
!"-/9

%

!4!47

!

乙醇体积分数对红车轴草叶多酚得率的影响
!

由

图
3

可知$当乙醇体积分数为
3"O

时$红车轴草叶多酚得

率达最大$且随着乙醇体积分数的进一步增加得率反而降

低%这可能是
3"O

乙醇体积分数与其叶部多酚类化合物

极性最为接近$根据相似相溶原理$故此浓度下$叶部多酚

析出量达到最大$后续选择最佳乙醇体积分数为
3"O

%

!47

!

响应面分析

!474#

!

回归模型建立与分析
!

试验因素水平表见表
#

$试

验设计及结果见表
!

%

!!

对表
!

的试验数据进行多元回归拟合$得到红车轴

草叶多酚得率对料液比+提取时间+乙醇体积分数的二次

线性回归方程为"

图
7

!

提取时间对红车轴草多酚得率的影响
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图
3

!

乙醇体积分数对红车轴草多酚得率的影响
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由表
7

可知$回归模型的
<

值为
$$4##

$

D

$

"4"""#

$

该模型达到极显著水平,失拟项
Dq"4J#!)

$表明其与真

实值之间拟合性较好%一次项
S

+

]

$交互项
S]

+

S'

和二

次项
]

!

+

'

!极显著!

D

$

"4"#

#$表明其对红车轴草叶多酚

得率影响很大$一次项
'

+交互项
]'

和二次项
S

!差异显

著!

D

$

"4"J

#$表明其对红车轴草叶多酚得率影响较大%

由
<

值可知$各因素对多酚得率影响程度依次为
]

!提取

时间#

#

'

!乙醇体积分数#

#
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!料液比#%

表
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表
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]6i,]=;9M=9

试验设计及结果
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试验号
S ] '

多酚得率'
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因素交互作用分析
!

由图
J

可知$响应面曲面坡度

变化陡峭$说明料液比和提取时间+料液比和乙醇体积分

数的交互作用较强$对红车轴草叶多酚得率影响较大,而

提取时间与乙醇体积分数的响应面曲面坡度变化较陡$说

明其交互作用一般$对红车轴草叶多酚得率影响一般%

!4747
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工艺优化与验证
!

利用
Q=</

>

9,+i

1

=2:$4"4(

软件

分析得到红车轴草叶多酚的最优提取工艺为料液比
#w

)$4*3

!

>

'

-Z

#$提 取 时 间
!!4JJ -/9

$乙 醇 体 积 分 数

7$4!(O

$超声功率
$""X

$超声温度
J"[

$此时多酚得率

预测值为
!4!(O

%为了操作方便$将其工艺条件修正为

料液比
#w)*

!
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-Z

#$提取时间
!7-/9

$乙醇体积分数

7$O

$超声功率
$""X

$超声温度
J"[

$在该条件下进行

J

次平行实验$多酚得率为
!47#O

$与预测值的相对误差

较小$说明该试验方法准确$工艺可靠%

表
7

!

红车轴草响应面结果方差分析表Y
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抗氧化性检测
!

由图
(

可知$红车轴草叶多酚提

取物对羟自由基和超氧阴离子自由基的清除能力与维生

素
'

的变化趋势基本一致$但整体略低于维生素
'

$二者

的
8'

J"

值分别为
"43#*

$

"43!$-
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$抗氧化能力清除率

均超过
J"O

$可认为其叶部多酚具有较好的抗氧化性%

刘宝剑)
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*研究发现$红车轴草黄酮提取物对羟自由基和

超氧阴离子自由基的
8'

J"

值分别为
334"(
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J34J)-
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$

说明红车轴草中多酚的抗氧化活性显著高于黄酮%王晓

燕)
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*发现$红车轴草异黄酮对羟自由基和超氧阴离子自

由基的
8'

J"

值分别为
"473(

$
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$其抗氧化活性

高于试验中的多酚提取物$可能是因为多酚提取物中含

有脂溶性成分$而该成分的抗氧化活性较低)

!$

*

$使提取物

整体的抗氧化活性降低%

!43
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方法学验证

!434#
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重复性试验
!

经计算$按响应面法的最优条件

提取红车轴草叶多酚$其相对标准偏差!

VjQ

#较小$为

图
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各因素交互作用对多酚得率的影响

&/

>

@2=J

!

89:=2.5:/69=??=5:<6?2=.5:/69569A/:/69<69:;=

B

/=0A6?

1

60

B1

;=960<

&'!

提取与活性
+lEVS'E8PU R S'E8W8E%

总第
!7*

期
"

!"!#

年
*

月
"



图
(

!

红车轴草叶多酚提取物和维生素
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的抗氧化能力比较
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$说明该试验重复性较为可靠%

!434!

!

稳定性试验
!

按
#474!

方法检测发现$红车轴草叶

多酚提取物的吸光度基本无明显变化$其
VjQ

为
"4)#O

$

说明红车轴草叶的多酚提取物在避光放置
$;

内是稳

定的%

!4347

!

加标回收率试验
!

由表
3

可知$红车轴草叶总多

酚类化合物的平均回收率为
**433O

$

VjQ

为
#47$O

$说

明该试验对红车轴草多酚提取物检测方法准确%

表
3

!

加标回收率试验结果
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VjQ
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结论
采用超声辅助提取的方法对红车轴草茎+叶和花中

多酚类化合物进行提取比较$发现叶中多酚含量最高%

经响应面法优化得到红车轴草叶多酚提取最佳工艺参数

为料液比
#w)*

!

>

'

-Z

#$提取时间
!7-/9

$乙醇体积分

数
7$O

$超声功率
$""X

$超声温度
J"[

$此条件下多酚

得率为
!47#O

%该提取物对羟自由基及超氧阴离子自由

基的
8'

J"

值分别为
"43#*

$

"43!$-

>

'

-Z

$可认为其叶部多

酚具有较好的抗氧化性%后续应对多酚提取物进行分离

纯化以及鉴定$同时对获取的纯化物进行抗氧化活性测

定或者其他生物学功能探究%
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