
圆园21年 10月
第 42卷第 19期 食品研究与开发

DOI：10.12161/j.issn.1005-6521.2021.19.015

黄药叶总黄酮提取工艺优化及其
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摘 要：采用超声波辅助提取法提取黄药叶总黄酮，通过单因素试验和正交试验优化黄药叶总黄酮提取工艺，并探讨

其体外抗氧化活性。结果表明，黄药叶总黄酮最佳提取工艺参数为乙醇体积分数 70%，提取次数 3 次，提取时
间 40 min，料液比 1颐30（g/mL），此条件下黄药叶总黄酮得率为（6.18 依 0.13）%。体外抗氧化试验结果表明，黄药叶总黄
酮提取物对羟自由基、DPPH自由基和超氧阴离子自由基均具有一定的清除能力，相应的半数清除浓度（inhibitory
concentration，IC50）为 484.12、18.27、46.88 滋g/mL，分别为 L-抗坏血酸的 1.50、4.50、2.51倍，黄药叶总黄酮提取物铁离
子还原能力略低于 L-抗坏血酸。
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粤遭泽贼则葬糟贼：Single factor test and orthogonal test were used to optimize ultrasound-assisted extraction of total
flavonoids from Premna cavaleriei Levl. leaves. The antioxidant activity in vitro of the leaves was analyzed.
Optimized extraction parameters were established as follows：ethanol concentration 70%；extraction times
3；extraction time 40min；solid/liquid ratio 1颐30（g/mL）. Under these conditions，total flavonoid yieldwas（6.18 依
0.13）%. The results of antioxidant experiments showed that the total flavonoids extracted from Premna cavaleriei
Levl. leaves had certain scavenging rate of hydroxyl radicals，DPPH radicals and superoxide anion radicals. The
corresponding inhibitory concentration（IC50）was 484.12，18.27 and 46.88 滋g/mL，respectively and were 1.50，
4.50 and 2.51 times that of L-ascorbic acid，respectively. The ferric ion reducing ability of total flavonoids from
Premna cavaleriei Levl. leaves was slightly lower than that of L-ascorbic acid.
运藻赠 憎燥则凿泽：Premna cavaleriei Levl. leaves；total flavonoids；extraction technology；orthogonal test；antioxidant
activity
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黄药（Premna cavaleriei Levl.）是马鞭草科豆腐柴
属植物[1]，湖北省十堰市武当山地区野生黄药分布广、

品质优，当地居民有用黄药叶制作“神仙豆腐”的传统，

但多以农家自制为主，缺乏系统化和标准化开发。目

前尚无黄药的相关研究报道，而相对报道较多的为黄

药同属植物。研究表明，该属植物的叶中含有黄酮、果胶、

挥发油、氨基酸、维生素、多糖和矿物质等多种营养成

分[2-3]，其中黄酮类化合物具有抗氧化、抗菌、抗病毒、

防治心脑血管疾病及降血脂等功效，应用范围广[4-6]。

因此，深入研究黄药叶黄酮成分、提取工艺等可为当

地黄药叶质量标准制定与产品开发提供理论依据。

本文以总黄酮得率为检测指标，乙醇为提取溶

剂，选用 L9（34）正交试验，优化黄药叶总黄酮超声波辅

助提取工艺，并通过测定羟自由基清除率、DPPH自由
基清除率、超氧阴离子自由基清除率和铁离子还原能

力考察其体外抗氧化活性。本研究弥补了黄药研究的

空白，为明确其有效成分奠定基础，并为黄药药食同

源相关产品开发利用提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

黄药叶原料：2019年 9月采于十堰市张湾区黄龙
镇青石村，经湖北医药学院附属十堰市人民医院中药

学专家张晓燕副教授鉴定为马鞭草科豆腐柴属植物

黄药（Premna cavaleriei Levl.）的叶；芦丁标准品：上海
源叶生物科技有限公司；无水乙醇、氢氧化钠、邻苯三

酚、水杨酸、氯化铁、亚硝酸钠、硝酸铝、L-抗坏血酸
（分析纯）：国药集团化学试剂有限公司；30%过氧化氢
（优级纯）：德国 Merck公司；盐酸（分析纯）：上海安谱
实验科技股份有限公司；DPPH、三羟甲基氨基甲烷（分
析纯）：北京索莱宝科技有限公司；2，4，6-三吡啶基三
嗪（2，4，6-tripyridyl-triazine，TPTZ）（分析纯）：阿拉丁
试剂有限公司；试验用水均为超纯水。

TU-1901型紫外可见分光光度计：北京普析通用
仪器有限责任公司；KQ-250DE型超声波清洗仪：昆山
市超声仪器有限公司；MBF-20A型高速中药粉碎机：
温岭市迈邦机械设备有限公司；CPA225D 型电子天
平、PB-10型酸度计：德国 Sartorius公司；RE-52AA型
旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂；SH2-D（芋）型循环
水式真空泵：河南省予华仪器有限公司；GZX-
9240MBE型电热鼓风干燥箱：上海博迅实业有限公司
医疗设备厂。

1.2 试验方法

1.2.1 黄药叶样品制备

新鲜黄药叶，采摘当天用纯水洗净，50 益烘干，粉

碎过 60目筛，得黄药叶粉末，密封备用。
1.2.2 超声波辅助提取法提取黄药叶总黄酮

1.2.2.1 单因素试验

精密称取 1.2.1项下样品 2.000 g，确定料液比 1颐
20（g/mL），60%乙醇溶液，浸泡时间 30 min，提取温度
55 益，超声功率 125 W，提取时间 30 min，提取次数 1
次为固定因子，分别考察提取温度（25、35、45、55、65、
75 益）、料液比[1颐7.5、1颐10、1颐15、1颐20、1颐25、1颐30、1颐35、1颐
40（g/mL）]、乙醇体积分数（30%、40%、50%、60%、70%、
80%、90%）、浸泡时间（0、10、20、30、40、50，60 min）、超
声功率（100、125、150、175、200、225、250 W）、提取时间
（0、10、20、30、40、50、60 min）和提取次数（1、2、3、4、5
次）对超声波辅助提取黄药叶总黄酮得率的影响。

1.2.2.2 正交试验

在单因素试验结果基础上，选择对总黄酮得率影

响较大的 4个因素，进行四因素三水平正交试验，因
素与水平见表1。

1.2.3 样品提取液中总黄酮含量及得率测定

1.2.3.1 对照品溶液的配制

精密称取芦丁对照品 20.0 mg，加无水乙醇定容至
50 mL，备用。
1.2.3.2 标准曲线的绘制

采用亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠光度法测定样
品总黄酮含量[7]。精密吸取对照品溶液 0、0.5、1.0、1.5、
2.0、2.5、3.0、4.0、5.0 mL，分别置于 25 mL容量瓶中，加
无水乙醇至 6.0 mL，再分别加入 5%亚硝酸钠溶液
1 mL，摇匀，放置 6 min；加入 10%硝酸铝溶液 1 mL，摇
匀，放置 6 min；加入 1 mol/L氢氧化钠溶液 10 mL，摇
匀，最后加入 30%乙醇至刻度，放置 15 min。510 nm波
长处测定吸光度值，以吸光度值（A）为纵坐标、芦丁质
量浓度（mg/mL）为横坐标绘制标准曲线 Y = 0.013 76X-
0.001 04，R2 = 0.999 9，结果表明芦丁对照品在 0~
0.08 mg/mL范围内线性关系良好。
1.2.3.3 样品提取液中总黄酮含量及得率测定

依据 1.2.2项下方法提取样品，离心取上清，并用
60%乙醇溶液定容至 100 mL，精密吸取 1.0mL至 25mL

表 1 正交试验因素与水平
Table 1 Factors and levels of orthogonal test

水平

因素

A料液比/
（g/mL）

B提取时间/
min

C提取次数
D乙醇体积
分数/%

1 1颐25 20 2 50

2 1颐30 30 3 60

3 1颐35 40 4 70
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容量瓶，待测，以等体积无水乙醇为对照，按1.2.3.2项
下试验步骤进行总黄酮含量测定。由公式（1）计算总
黄酮得率。

得率/%= cNV
m伊100 伊100 （1）

式中：c 为根据标准曲线方程计算出样品中总黄
酮含量，mg/mL；N为稀释倍数；V 为样品提取液总体
积，mL；m为样品质量，g。
1.2.4 黄药叶总黄酮提取物抗氧化性能测定

1.2.4.1 羟自由基清除率测定

参考李亚军等[8]和 Liang等[9]的方法略作改动。在

最优工艺条件下提取黄药叶总黄酮，并用提取溶剂

（即 80%乙醇溶液）将提取液稀释成浓度为 50、100、
200、300、400 滋g/mL的黄药叶总黄酮溶液，取样品液
1.0 mL于具塞刻度试管中，再加 9 mmol/L FeSO4 1 mL，
反应 15 min 后加 9 mmol/L 水杨酸-乙醇溶液 1 mL，
最后加 8.8 mmol/L H2O2 1 mL，37 益反应 30 min，测
510 nm处吸光度值，记 A 1；用蒸馏水代替 H2O2测定样

品的本底吸光度值，记 A 2；以蒸馏水代替样品，记 A 0；

用提取溶剂溶解阳性对照物 L-抗坏血酸，并配制为上
述浓度梯度的溶液，同法测定其羟自由基清除率。由

公式（2）计算清除率。
清除率/%=[1-（A 1-A 2）/A 0]伊100 （2）

1.2.4.2 DPPH自由基清除率测定
参考 Yeo 等 [10]和 GB/T 39100—2020《多肽抗氧

化性测定 DPPH和 ABTS法》[11] 的方法略有改动。同

1.2.4.1 方法，稀释提取液得到浓度为 2、4、6、8、10、
20、40 滋g/mL的黄药叶总黄酮溶液，取样品液 2.0 mL
于具塞刻度试管中，再依次加 2 mL 的 DPPH 试剂
（0.2 mmol/L），暗反应 30 min，离心后取上清液作为试
验组，于 517 nm处测吸光度值，记 A 1；用 2.0 mL甲醇
代替 2.0 mL DPPH，测定样品的本底吸光度值，记 A 2；

用蒸馏水代替样品作空白对照，记 A 0；用提取溶剂溶

解阳性对照物 L-抗坏血酸，并配制为上述浓度梯度的
溶液，同法测定其 DPPH自由基清除率。由公式（3）计
算清除率。

清除率/%=[1-（A 1-A 2）/A 0]伊100 （3）
1.2.4.3 超氧阴离子自由基清除率测定

参考 Tao等[12]的方法略有改动。同 1.2.4.1方法，稀
释提取液得到浓度为 10、20、30、40、50 滋g/mL的黄药
叶总黄酮溶液，取样品液 1.0 mL于具塞刻度试管中，
再分别加 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.2）3 mL，
37 益水浴 20 min，立即加 37 益预热的 7 mmol/L邻苯
三酚 1 mL，迅速摇匀倒入比色皿，325 nm处每 30 s测

吸光度值，连测 4 min，计算每分钟变化值，记 A 1；蒸馏

水代替样品，增加值记 A 0；用提取溶剂溶解阳性对照

物 L-抗坏血酸，并配制为上述浓度梯度的溶液，同法
测定其超氧阴离子自由基清除率。由公式（4）计算清
除率。

清除率/%=（1-A 1/A 0）伊100 （4）
1.2.4.4 铁离子还原能力测定

参考王国庆等[13]的方法略有改动。配制 TPTZ工作
液：将 0.3 mol/L醋酸缓冲液（pH 3.6）、10 mmol/L TPTZ
溶液（溶于 40 mmol/L盐酸）、20 mmol/L氯化铁溶液以
10颐1颐1体积比混合，现配现用。
同 1.2.4.1方法，稀释提取液得到浓度为 25、50、

100、200、300、400 滋g/mL的黄药叶总黄酮溶液。试验
组加入 200 滋L同浓度样品和 1.8 mL TPTZ工作液，空
白组加入 200 滋L蒸馏水与 1.8 mL TPTZ工作液，对照
组加入 200 滋L不同浓度样品和 1.8 mL蒸馏水。避光
静置 10 min，593 nm处测吸光度，空白组吸光度值为
A 0，试验组吸光度值为 A 1，对照组吸光度值为 A 2。用提

取溶剂溶解阳性对照物 L-抗坏血酸，并配制为上述浓
度梯度的溶液，同法测定其铁离子还原能力。吸光度

越大表示还原能力越强。由公式（5）计算铁离子还原
能力。

还原能力=A 1-A 0-A 2 （5）
1.3 数据处理

所有试验均设 3个平行，试验数据以平均值依标
准差表示，采用 SPSS 19.0统计软件进行单因素方差分
析、GraphPad Prism 8.0进行绘图。

2 结果与分析

2.1 超声波辅助提取法单因素试验

2.1.1 提取温度单因素试验结果

提取温度对黄药叶总黄酮得率的影响见图 1。

图 1 提取温度对黄药叶总黄酮得率的影响
Fig.1 Extraction temperature on the yield of total flavonoids in

Premna cavaleriei Levl. leaves
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由图 1可知，提取温度在 25 益~55 益时，总黄酮得
率呈先下降后升高趋势，在 55 益时，达到峰值 4.08%，
继续升温至 65 益以上时，总黄酮得率有所降低。温度
升高可加剧分子热运动，降低溶剂黏度，总黄酮在溶

剂中溶解速度加快，得率上升[14-15]；但温度过高可能会

加快溶剂挥发和总黄酮氧化分解，导致得率下降[16]。

因此，55 益为最佳提取温度。
2.1.2 料液比单因素试验结果

料液比对黄药叶总黄酮得率的影响见图 2。

由图 2可知，料液比在 1颐7.5（g/mL）~1颐30（g/mL）
时，随着溶剂体积的增大，总黄酮得率呈递增趋势，料

液比为 1颐30（g/mL）时总黄酮得率达到最大值 3.99%后
趋于平衡。原因可能是随着溶剂量的加大，样品与溶

剂的接触面积也逐渐增大，在料液比 1颐30（g/mL）时溶
剂充分包裹样品，再继续增加溶剂量，对总黄酮得率将

无促进作用[17]。此外，随溶剂量增大，细胞内非黄酮类

杂质溶出量增加，阻碍了总黄酮溶出，导致得率下降[18]。

为获取最佳料液比，选取 1颐25、1颐30、1颐35（g/mL）作为正
交试验设计中料液比的 3个水平。
2.1.3 乙醇体积分数单因素试验结果

乙醇体积分数对黄药叶总黄酮得率的影响见图3。
由图 3可知，当乙醇体积分数为 60%时，黄药叶

总黄酮得率最高，为 3.47%，但随着乙醇体积分数继续
增大，总黄酮得率呈下降趋势。可能因 60%乙醇溶液
极性与黄药叶中黄酮类化合物的极性较为相近，依据

相似相溶原理，得率较高，但当乙醇体积分数高于

60%时，提取溶剂与黄酮类化合物之间极性差异增大，
导致总黄酮得率呈下降趋势[19]。另外，随着乙醇体积分

数的增大，更多的蛋白质、糖类和脂溶性杂质溶出，导

致总黄酮得率有所下降[20-21]。因此，选择 50%、60%和
70%作为正交试验设计乙醇体积分数的 3个水平。

2.1.4 浸泡时间单因素试验结果

浸泡时间对黄药叶总黄酮得率的影响见图 4。

由图 4可知，当浸泡时间为 10 min时，黄药叶总
黄酮得率最高，为 2.98%。浸泡时间增加至 20 min时，
总黄酮得率有所下降，随着浸泡时间的进一步延长，

总黄酮得率基本稳定。可能是因为初始阶段提取溶剂

迅速包裹样品，提取液中黄酮类化合物含量提高[22]，但

随着浸泡时间的增加，样品在提取液中逐渐沉降[23]，导

致提取液中有效成分减少。因此，浸泡时间 10 min为
最佳。

2.1.5 超声功率单因素试验结果

超声功率对黄药叶总黄酮得率的影响见图 5。
由图 5可知，黄药叶总黄酮得率随着超声功率的

增加先升高后趋于平稳，当超声功率 150 W时，黄药
叶总黄酮得率最高，为 3.82%。随着超声功率增强，加
大了超声波的“机械效应”和“空化效应”，可有效减小

粉末与溶剂之间的阻滞层，提高样品的破碎度，增加

了总黄酮得率[24-25]；当超声功率达到一定值时，超声波

产生的“机械效应”和“空化效应”已达最佳，所以在

150 W~250 W范围，黄药叶总黄酮得率基本保持恒

图 3 乙醇体积分数对黄药叶总黄酮得率的影响
Fig.3 Effect of ethanol concentration on the yield of total

flavonoids in Premna cavaleriei Levl. leaves
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图 4 浸泡时间对黄药叶总黄酮得率的影响
Fig.4 Effect of soaking time the yield of total flavonoids in Premna

cavaleriei Levl. leaves

5

4

3

2

1

0
600 40302010 50

浸泡时间/min

图 2 料液比对黄药叶总黄酮得率的影响
Fig.2 Effect of solid/liquid ratio on the yield of total flavonoids in

Premna cavaleriei Levl. leaves
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定。因此，适宜超声功率为 150 W。
2.1.6 提取时间单因素试验结果

提取时间对黄药叶总黄酮得率的影响见图 6。

由图 6可知，提取时间为 30 min时，黄药叶总黄
酮得率达到峰值 3.58%，当提取时间继续延长，总黄酮
得率呈下降趋势。可能由于提取时间在 0~30 min时，样
品破碎程度迅速增加，黄酮类化合物不断溶出，提取

液中总黄酮得率在 30 min时达到最大值，但随着提取
时间延长，部分总黄酮被氧化或分解，导致目标产物

得率降低[26]。因此，选择提取时间为 20、30、40 min进行
正交试验。

2.1.7 提取次数单因素试验结果

提取次数对黄药叶总黄酮得率的影响见图 7。
由图 7可知，随着提取次数增加，黄药叶总黄酮得

率先快速升高后缓慢升高。提取 1次~3次时，总黄酮
得率由 2.82%快速增至 4.19%，提取 3次与提取 1次
相比，总黄酮得率增加 48.58%。随着提取次数进一步
增加，提取 5次时总黄酮得率为 4.74%，与提取 3次相
比，总黄酮得率增加 13.13%。可能因每次更换溶剂进
行提取时，不断形成高渗透压环境，使得样品中黄酮

类化合物逐次被提取，而样品中黄酮类化合物含量有

限，随着提取次数进一步增加，黄酮类化合物已基本

溶出，总黄酮得率增加缓慢；同时随着提取次数增加，

促进了杂质的溶出，影响了总黄酮的提取[27]。因此，选

择提取次数 2、3、4次进行正交试验。
2.2 正交试验设计优化超声波辅助提取法提取工艺

2.2.1 正交试验设计与结果分析

在单因素试验结果基础上，选择料液比（A）、提取
时间（B）、提取次数（C）、乙醇体积分数（D）4个因素，
进行四因素三水平正交试验。其它参数固定为浸泡时

间 10 min，超声功率 150 W，提取温度 55 益，正交试验
结果与分析见表 2。

图 6 提取时间对黄药叶总黄酮得率的影响
Fig.6 Effect of extraction time on the yield of total flavonoids in

Premna cavaleriei Levl. leaves
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图 7 提取次数对黄药叶总黄酮得率的影响
Fig.7 Effect of extraction times on the yield of total flavonoids in

Premna cavaleriei Levl. leaves
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表 2 正交试验结果与分析
Table 2 Experimental results and analyses for optimization of

total flavonoids

试验号 A料液比
B提取
时间

C提取
次数

D乙醇体积
分数

得率/%

1 1 1 1 1 3.12 依 0.07
2 1 2 2 2 4.33 依 0.12
3 1 3 3 3 4.64 依 0.16
4 2 1 2 3 4.64 依 0.06
5 2 2 3 1 4.38 依 0.11
6 2 3 1 2 4.42 依 0.09
7 3 1 3 2 4.00 依 0.08
8 3 2 1 3 4.45 依 0.27
9 3 3 2 1 4.36 依 0.13
K1 12.09 11.76 12.00 11.87
K2 13.44 13.17 13.33 12.75
K3 12.82 13.42 13.02 13.73
k1 4.03 3.92 4.00 3.96
k2 4.48 4.39 4.44 4.25
k3 4.27 4.47 4.34 4.58
R 0.45 0.55 0.44 0.62

主次顺序 RD>RB>RA>RC

最优组合 A2B3C2D3

图 5 超声功率对黄药叶总黄酮得率的影响
Fig.5 Effect of ultrasonic power on the yield of total flavonoids in

Premna cavaleriei Levl. leaves
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表 5 L-抗坏血酸抗氧化活性试验线性拟合结果
Table 5 The linearity correlation results of antioxidant activity of

L-ascorbic acid

抗氧化活
性试验

浓度范围/
（滋g/mL）

回归方程 R2 IC50 /
（滋g/mL）

羟自由基 50~500 Y = 0.160 4X-1.890 0.984 1 323.50

DPPH自
由基

0.5~8 Y = 11.57X+3.032 0.991 0 4.06

超氧阴离
子自由基

2.5~40 Y = 2.391X+5.378 0.968 4 18.66

铁离子还
原能力

5~200 Y = 0.016 28X+0.159 7 0.984 7 /

注：/表示铁离子还原能力以吸光度值衡量，吸光度越大表示还原能

力越强，无 IC50。

由表2可知，4个因素极差顺序为 D > B > A > C，
即乙醇体积分数对黄药叶总黄酮得率影响最大，其次

是提取时间、料液比，最后是提取次数。通过比较 k值
可知，4个因素的最佳水平为 A2B3C2D3，即料液比 1颐
30（g/mL），提取时间 40 min，提取次数 3次，乙醇体积
分数 70%，由于该条件不在正交试验的 9次试验中，
因此需进一步试验验证。

2.2.2 方差分析及最优工艺试验验证

方差分析见表 3。

由表 3可知，上述 4个因素对黄药叶总黄酮得率
的影响大小顺序是乙醇体积分数>提取时间>料液比>
提取次数，与极差分析结果一致。同时，由 P值可知 4
个因素均对黄药叶总黄酮得率有显著影响。

为进一步验证最优工艺可靠性，进行 3组平行试验
验证，得率为分别为 6.30%、6.25%和 6.00%，均值为6.18%，
相对标准偏差为 0.13%，验证试验总黄酮得率均高于
正交表中得率，证实该正交试验结果可靠，故确定黄

药叶总黄酮的最优提取条件为乙醇体积分数 70%，提
取次数 3次，提取时间 40 min，料液比 1颐30（g/mL）。
2.3 黄药叶总黄酮提取物抗氧化能力测定

黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸抗氧化活性
试验线性拟合结果见表 4和表 5。

2.3.1 羟自由基清除率测定

黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸对羟自由基
的清除作用见图 8。

由图 8可知，在 50 滋g/mL~500 滋g/mL范围内黄药
叶总黄酮提取物清除羟自由基的能力弱于同浓度的

L-抗坏血酸，两者对羟自由基的清除作用均随浓度的
增加而增大，在 500 滋g/mL时黄药叶总黄酮提取物对
羟自由基的清除率为（51.87 依 1.18）%，低于 L-抗坏血
酸的（79.43 依 2.65）%。另外，由表 4和表 5可知，L-抗
坏血酸的 IC50为 323.50 滋g/mL，而黄药叶总黄酮提取
物的 IC50为 484.12 滋g/mL，是 L-抗坏血酸的 1.50倍。
以上结果表明黄药叶总黄酮提取物对羟自由基具有

较强的清除能力，且与浓度具有量效关系。

2.3.2 DPPH自由基清除率测定
黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸对 DPPH自

由基的清除作用见图 9。
由图 9可知，黄药叶总黄酮提取物清除 DPPH自

由基的能力弱于同浓度的 L-抗坏血酸，两者对 DPPH
自由基的清除率随浓度的增加而增大，到达一定浓度

表 4 黄药叶总黄酮提取物抗氧化活性试验线性拟合结果
Table 4 The linearity correlation results of antioxidant activity of

total flavonoids from Premna cavaleriei Levl. leaves

注：/表示铁离子还原能力以吸光度值衡量，吸光度越大表示还原能

力越强，无 IC50。

表 3 正交试验结果方差分析
Table 3 Analysis of variance of orthogonal experiment results for

optimization of total flavonoid extraction

方差来源 平方和 自由度 均方 F P

A料液比 1.603 2 0.801 29.574 ﹤0.01

B提取时间 0.977 2 0.489 18.038 ﹤0.01

C提取次数 1.740 2 0.870 32.103 ﹤0.01

D乙醇体积分数 0.911 2 0.456 16.815 ﹤0.01

误差 0.488 18 0.027

总计 496.010 27

抗氧化活
性试验

浓度范围/
（滋g/mL）

回归方程 R2 IC50 /
（滋g/mL）

羟自由基 50~500 Y = 0.103 4X-0.057 5 0.992 8 484.12

DPPH自
由基

0.5~40 Y = 2.366X+6.781 0.911 7 18.27

超氧阴离
子自由基

5~50 Y = 0.548 2X+24.30 0.975 7 46.88

铁离子还
原能力

5~300 Y = 0.012 08X-0.016 35 0.989 0 /

图 8 黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸对羟自由基的清除作用
Fig.8 Hlydroxyl radicals scavenging effects of total flavonoids

from Premna cavaleriei Levl. leaves and L-ascorbic acid
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后增长趋于平缓。L-抗坏血酸及黄药叶总黄酮提取物
分别在 0.5 滋g/mL ~ 8 滋g/mL、0.5 滋g/mL ~ 40 滋g/mL范
围时对 DPPH自由基的清除率与其浓度相关性较好。
由回归方程得 L-抗坏血酸的 IC50为 4.06 滋g/mL，而黄
药叶总黄酮提取物的 IC50为 18.27 滋g/mL，是 L-抗坏
血酸的 4.50倍。在试验浓度范围内，当黄药叶总黄酮
提取物浓度为 40 滋g/mL时，清除率最大为（89.99 依
0.11）%，仅与 L-抗坏血酸相差 5.95%。因此，黄药叶总
黄酮提取物对 DPPH自由基清除能力虽不及 L-抗坏
血酸，但也具有一定程度的清除作用。

2.3.3 超氧阴离子自由基清除率测定

黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸对超氧阴离
子自由基的清除作用见图 10。

由图 10可知，当浓度小于 10 滋g/mL时，黄药叶总
黄酮提取物对超氧阴离子自由基的清除效果较 L-抗
坏血酸略强；当浓度大于 10 滋g/mL时，随着浓度的增
大，L-抗坏血酸对超氧阴离子自由基清除能力略优于

黄药叶总黄酮提取物清除能力，当浓度为 50 滋g/mL
时，黄药叶总黄酮提取物对超氧阴离子自由基清除率

为（51.68 依0.23）%，而 L-抗坏血酸则为（99.30 依 0.22）%，
两者清除率差值达最大值。黄药叶总黄酮提取物对超

氧阴离子自由基的 IC50为 46.88 滋g/mL，为 L-抗坏血
酸 IC50的 2.51倍，表明黄药叶总黄酮提取物对超氧阴
离子自由基的清除能力虽弱于 L-抗坏血酸，但仍具有
较强的超氧阴离子自由基的清除能力。

2.3.4 铁离子还原能力

黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸的铁离子还
原能力见图 11。

铁离子还原能力以吸光度值衡量，吸光度值越

大，还原能力越强。由图 11可知，黄药叶总黄酮提取
物在 5 滋g/mL~300 滋g/mL范围内，随着浓度升高吸光
度值不断增大；在 300 滋g/mL~400 滋g/mL时吸光度值
趋于平稳且与 L-抗坏血酸吸光度曲线重合，表明黄药
叶总黄酮提取物具有较强的铁离子还原能力。

3 结论

本文采用超声波辅助提取法提取武当山地区野

生黄药叶总黄酮，通过单因素试验和正交试验优化提

取工艺，获取最佳工艺条件为乙醇体积分数 70%，提
取次数 3次，提取时间 40 min，料液比 1颐30（g/mL），此
工艺条件下，得率为 6.18%，即提取量为 61.8 mg/g。与
传统醇提法相比，本研究所得最佳提取工艺条件可缩

短提取时间，避免长时间提取对活性成分的影响，提

高黄药叶总黄酮的提取量和效率。此外体外抗氧化活

性研究表明，黄药叶总黄酮提取物对羟自由基、DPPH
自由基和超氧阴离子自由基均具有清除作用，且具较

强的铁离子还原能力；同时在一定浓度范围内，抗氧

化能力与浓度呈正相关。黄药叶总黄酮提取物对羟自

由基、DPPH 自由基和超氧阴离子自由基的 IC50 为

图 9 黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸对 DPPH自由基的清除
作用

Fig.9 DPPH radical scavenging effects of total flavonoids from
Premna cavaleriei Levl. leaves and L-ascorbic acid
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图 10 黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸对超氧阴离子自由基的
清除作用

Fig.10 Scavenging ability against superoxide anion radicals of
total flavonoids from Premna cavaleriei Levl. leaves and L-ascorbic

acid
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图 11 黄药叶总黄酮提取物和 L-抗坏血酸的铁离子还原能力
Fig.11 Ferric reducing ability of total flavonoids from Premna

cavaleriei Levl. leaves and L-ascorbic acid
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484.12、18.27、46.88 滋g/mL，分别为 L-抗坏血酸的1.50、
4.50、2.51倍；此外，其铁离子还原能力略低于 L-抗坏
血酸。本文首次对武当山野生黄药叶总黄酮提取工艺

及体外抗氧化活性进行研究，可为当地野生黄药叶明

确营养成分及活性物质奠定研究基础，以及为黄药药

食同源相关产品开发提供了理论支撑。
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