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费约果叶片总黄酮提取工艺
优化及其抗氧化活性研究

丁振柱, 黄仁华* , 王丹
(西南科技大学 生命科学与工程学院,四川绵阳 621010)

摘 要: 对费约果叶片总黄酮的提取工艺和抗氧化活性进行了研究。结果表明: 费约果叶片总黄

酮最佳提取工艺为温度 50 、料液比 1 30( g mL)、提取时间 50 min和甲醇体积分数 70%。根

据最佳提取工艺,重复 3次得到总黄酮量分别 46 89、44 51、48 27 mg/ g ,具有稳定性和可操作性;

另外,通过半抑制浓度 IC50衡量费约果叶片总黄酮提取物抗氧化活性,其抗脂质过氧化能力( IC50

0 275 mg/ mL)和 DPPH 自由基的清除能力( IC50 0 798 mg/ mL)均优于抗坏血酸( IC50 0 643、

IC50 0 917 mg/ mL) ,而超氧阴离子自由基的清除能力( IC50 0 774 mg/ mL)和羟自由基的清除能力

( IC500 278 mg/ mL)均弱于抗坏血酸( IC500 537、IC500 275 mg/ mL)。
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Optimization of Extraction Process and Antioxidant Activities of

the Total Flavonoids from Feij oa sellowiana Leaves

DING Zhen zhu, HU ANG Ren hua
*
, WANG Dan

( College of Life Science and Engineering, Southwest University of Science and Technolog y , M ianyang 621002, China)

Abstract:T his manuscript opt imized the ex t ract ion technolog ies and invest igated the ant iox idant

act ivit ies of the total f lavonoids fr om Fei j oa sel low iana leav es. The results determ ined that the

optimum par ameters of ext ract ion process as fo llow s: the ext raction temperature 40 , the rat io

of sample to ex tr act ion solut ion 1: 30, the ex t ract ion time 50 min and the concentrat ion methyl

alcoho l 70% . With the opt imum ex tract ion parameters, the total f lavonoids contents w ith three

reiterat ions achieved at 46. 89 mg / gFW, 44. 51 mg/ gFW and 48. 27mg/ gFW, respect ively. In

addit ion, half inhibito ry concentration IC50 w as used to evaluate ant iox idant act ivit ies of to tal

f lav ono ids fr om Feijoa leaves. T he capability of inhibit ing lipid perox idat ion ( IC500. 275 mg / mL)

and scaveng ing effects on DPPH freedom radical ( IC500. 798 mg/ mL) o f total f lav onoids ex t racts

w er e st ronger than the co rresponding values of ascorbic acid ( IC500. 643 mg/ mL and IC500. 917

mg / mL) . How ever, the scavenging ef fects on superox ide anion ( IC500. 774 mg/ mL ) and

hydr oxy l fr eedom radical ( IC500. 278 mg/ mL) w ere w eaker than that of ascor bic acid ( IC500. 537

mg / mL and IC500 275 mg/ mL) .
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费约果 ( F eij oa sellow iana Berg )系桃金娘科

多年生亚热带常绿灌木果树,原产于南美洲的巴西

和乌拉圭, 2004年由西南科技大学从新西兰引种至

我国四川绵阳地区
[ 1]

, 经过近几年驯化引种研究,

已逐步进入推广种植阶段。费约果叶片中含有大

量的生物活性物质, 包括维生素、黄酮、豆甾醇、 胡

萝卜素、对羟基苯乙醇等等, 是一种理想的绿色药

用资源[ 2]。本研究以费约果叶片为原料, 采用正交

试验设计优化总黄酮提取工艺并分析提取物浓度

与抗脂质过氧化、DPPH 、O2
- 、 OH等自由基

清除率的关系, 为进一步推广费约果的种植和发掘

天然抗氧化活性成分以及提高费约果的经济利用

价值提供一定的科学依据。

1 材料与方法

1 1 材料与试剂

试验用费约果叶片于 2009年 3月中旬采自西

南科技大学西山校区费约果栽培园中。三吡啶三

吖嗪( T r ipyridyl t riazine, T PT Z)、1, 1二苯基苦基

苯阱( DPPH )及芦丁购自 Sigma 公司,其他药品均

为国产分析纯。

1 2 仪器与设备

紫外分光光度计 UV 1900: 日本岛津产品; 台

式高速冷冻离心机: 美国 Beckman产品; KQ5200B

型超声波清洗机: 旋转蒸发器: 上海亚荣生化仪器

厂生产;恒温水浴锅:上海亚荣生化仪器厂生产; 循

环水式多用真空泵 SHB S:郑州长城科工贸有限

公司产品。

1 3 方法

1 3 1 费约果叶片总黄酮提取工艺优化的正交试

验 影响植物组织类黄酮提取的因素很多, 根据前

人研究结果结合单因素实验(实验结果未列出) , 结

果发现最主要的因素包括提取温度、料液比、提取

时间和甲醇体积分数, 而且各因素之间存在着交互

作用, 据以此本实验采用 L9 ( 34 )进行正交试验, 以费

约果叶片提取物中总黄酮的含量确定最佳提取工艺,

试验设计的影响因素及水平条件见表 1所示。

1 3 2 费约果叶片总黄酮提取 根据 Kim 的方法

结合超声波提取叶片中的总黄酮
[ 3]
。准确称取新

鲜费约果叶片 1 0 g 用于总黄酮的提取, 将新鲜的

样品表面水分晾干后放在冰浴上研磨,直至研磨到

没有肉眼可见的块状叶片后将匀浆转入离心管中,

按照正交试验设计进行超声波提取, 提取后 4 条

件下 4 000 r/ min 离心 10 min 收取上清液,转移至

50 mL 蒸发瓶中, 在 40 条件下旋转蒸发提取液

中的甲醇,直至蒸干。用 4 mL 重蒸去离子水溶解

残留物并转移至 10 mL 离心管中, 4 条件下

10 000 r/ m in离心 10 m in,上清液贮存于- 20 冰

箱中备用。

表 1 费约果叶片总黄酮提取正交试验因素设计

Tab. 1 Orthogonal experiment design for extracting fla

vonoids from Feijoa leaves

水平
编号

A 提取
温度/

B 料液比/
( g mL )

C 提取
时间/ min

D 甲醇
体积分数/ %

1 50 1 30 40 60

2 60 1 40 50 70

3 70 1 50 60 80

1 3 3 费约果叶片总黄酮含量测定 根据 Kim 等

方法测定总黄酮含量 [ 3- 4] , 取提取液 0 1 mL 放入

10 mL 试管中,接着加入 1 9 mL 重蒸去离子水混

合均匀后,立即往试管中加入 0 15 mL 质量分数为

5% NaNO 2充分震荡, 5 min 后加入 0 15 mL 质量

分数为 10% AlCl3反应 1 m in后,加入 1 mL 1 mol/

L NaOH 混合均匀,室温放置反应 3~ 5 min, 当反

应液颜色变至粉红色, 在 510 nm 条件下用分光光

度计测定 OD值。用芦丁( Rut in)作标准曲线,叶片

总黄酮含量用等量芦丁表示。

1 3 4 抗脂质过氧化能力的测定 分别于样品管

中依次加入 1 mL 卵磷脂溶液(将 300 mg 卵磷脂溶

于 30 mL 10mmol/ L pH 7 4磷酸盐缓冲液的溶液

中, 冰浴振荡)、1 mL 0 4 mmol/ L 硫酸亚铁、1 mL

样品,混匀。避光于 37 水浴 60 min,加入 2 mL

三氯乙酸 ( T CA) 硫代巴比妥酸( TBA) HCl 混合

液( 15 g TCA, 0 37 gT BA, 2 1 mL 浓盐酸依次放

入 100 mL 水中) , 90~ 100 水浴 15 min, 迅速冷

却, 以 3 000 r/ min离心 10 min,取上清液在 535nm

测吸光度 A 1。空白管以 1 mL 重蒸水代替 1 mL 样

品,操作方法同样品管,可测得空白管的吸光度 A 2 ,

参比管中以 1 mL 重蒸水代替 1 mL 卵磷脂。根据

其线性回归方程求出吸光度为 0 5时所需样品的

有效浓度( IC50 ) ,抗坏血酸为阳性对照[ 5] 。

抑制率( %) = [ ( A 2- A 1 ) / A 2 ] 100

1 3 5 对 DPPH 自由基清除率的测定 准确移
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取不同浓度费约果叶片总黄酮提取液 2 mL 于 10

mL 试管中, 加入 2 mL DPPH 溶液 ( 8 mg

DPPH 用体积分数 80%无水乙醇溶解并定容于

100 mL 棕色容量瓶) ,充分混匀, 室温静置, 30 m in

后用分光光度计在 517 nm 下测定其吸光度 A 1 (以

体积分数 80%无水乙醇溶液为参比) ; 同时测定 2

mL DPPH 溶液与 2 mL 体积分数 80%无水乙醇

溶液混合液的吸光度A 2 , 以及不同浓度 2 mL 提取

液与 2mL80%无水乙醇溶液混合液的吸光度 A 3。

平行测定 3次, 取平均值后根据以下公式计算清除

率。根据其线性回归方程求出吸光度为 0 5 时所

需样品的有效浓度( IC50 ) ,抗坏血酸为阳性对照[ 6]。

清除率%= [ 1 ( A 1 - A 3) / A 2 ] 100%

1 3 6 对超氧阴离子自由基清除率的测定 先将

50 mmol/ L T ris HC1缓冲液( PH 8 2) , 3 mmol/ L

邻苯三酚溶液(用 10 mmol/ LHC1配制) , 置 25

水浴预热 15 min。然后取 Tris HC1 缓冲液 4. 0

mL 于试管中, 加入不同浓度供试液 1 7 mL, 3

mmo l/ L 邻苯三酚溶液 0 3 mL,以加入邻苯三酚的

瞬间开始计时, 以水为空白, 测定反应开始第 100

秒时, 325 nm 波长处吸光度 A 1。对照组 A 2 使用无

水乙醇代替供试液, 对照组( A 3 ) 使用 10 mmol/ L

HC1溶液代替邻苯三酚溶液。每个浓度梯度平行

测定 3次,求平均值。并根据其线性回归方程求出

吸光度为 0 5 时所需样品的有效浓度( IC50 )。同

时,以抗坏血酸作为阳性对照[ 7]。

清除率% = [ A 2- ( A 1 - A 3 ) ] / A 2 100%

1 3 7 对羟自由基清除率的测定取1 mL 9 mmol/

L 硫酸亚铁与 1 mL 10 mmo l/ L 水杨酸于10 mL 试

管充分混合后, 分别加入不同浓度费约果叶片总黄

酮提取液 1 mL,加 1 mL 过氧化氢( 8 8 mmo l/ L)启

动反应, 37 反应 30 m in,以蒸馏水作参比,在 510

nm 下测吸光度 A 1。对照组 A 2 用无水乙醇代替供

试液。对照组 A 3 用纯净水代替过氧化氢 ( 8 8

mmo l/ L )。每个浓度梯度平行测定 3 次, 求平均

值。并根据其线性回归方程求出吸光度为 0 5 时

所需样品的有效浓度( IC50 ) , 以抗坏血酸作为阳性

对照[ 8] 。

清除率% = [ A 2- ( A 1 - A 3 ) ] / A 2 100%

2 结果与分析

2. 1 费约果叶片总黄酮提取正交试验

以提取温度、料液比、提取时间、甲醇浓度为因

素的 L 9 ( 3
4
)正交试验结果见表 2所示, 每个处理提

取 3次。从表中极差分析可以看出,提取温度显著

影响着费约果叶片总黄酮的提取效果, 表现最为明

显, 其次为料液比, 影响最小的因素为甲醇浓度, 即

各因素对费约果叶片总黄酮提取效果的主次顺序

为提取温度> 料液比> 提取时间> 甲醇体积分数,

进一步分析可以发现提取工艺的最优方案为 A 1 B1

C2 D 2 ,即提取温度 50 、料液比 1 30( g mL)、提

取时间 50 min和甲醇体积分数 70%为最佳提取工

艺组合。根据最佳提取工艺组合进行 3 次重复试

验, 得到的费约果叶片总黄酮提取物量分别为:

46 89mg / g、44 51mg / g、48 27 mg/ g , 均要高于正

交表中所有试验结果, 且具有较好的重现性和可操

作性。

表 2 费约果叶片总黄酮提取正交试验结果

Tab. 2 Results of orthogonal experiment for extracting total

f lavonoids from Feijoa leaves

编号
提取
温度/

料液比/
( g mL )

提取

时间/
min

甲醇

体积
分数/ %

总黄酮

提取量/
( mg / g )

1 1 1 1 1 39. 64

2 1 2 2 2 39. 86

3 1 3 3 3 37. 92

4 2 1 2 3 33. 89

5 2 2 3 1 35. 16

6 2 3 1 2 32. 25

7 3 1 3 2 36. 52

8 3 2 1 3 33. 99

9 3 3 2 1 28. 88

K 1 39. 18 36. 68 35. 29 34. 56

K 2 33. 77 36. 34 34. 21 36. 21

K 3 33. 13 33. 01 36. 53 35. 26

R 6. 01 3. 67 2. 33 1. 65

2 2 费约果叶片总黄酮提取物抗氧化活性

费约果叶片总黄酮提取物对 Fe
2+
引发的卵磷

脂脂质体过氧化的抑制作用见图 3( a)所示, 当总黄

酮提取物质量浓度为 0 2 mg / mL 时, 抑制率为

43% ,质量浓度为 0 4 mg/ mL 时抑制率为 69% ,再

增加提取物质量浓度,抑制率增长缓慢。用半抑制

浓度 IC50衡量,费约果叶片总黄酮提取物抗脂质过

氧化能力( IC50 0 275 mg/ mL)要显著优于抗坏血酸

( IC500 643 mg/ mL)。

图 3( b)反映了费约果叶片总黄酮提取物清除

DPPH 能力与浓度的变化关系, 从图中可以看出,

随着提取产物总黄酮质量浓度的增加, DPPH 的

清除率也随之增加, 且在低浓度范围内( 0 5~ 1 0
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mg/ mL)增长较快。另外, 质量浓度为 0 5 mg / mL

时,费约果叶片总黄酮提取物对 DPPH 的清除率

与抗坏血酸相当,而较高质量浓度下费约果叶片总

黄酮提取物对 DPPH 的清除率高于抗坏血酸。

用半抑制浓度 IC50衡量, 费约果叶片总黄酮提取物

对 DPPH 的清除能力( IC50 0 798 mg/ mL)要优于

抗坏血酸( IC50 0 917 mg/ mL)。

从图 3( c)和图 3( d)中可以看出,费约果叶片总

黄酮提取物对超氧阴离子 ( O2
- 和羟自由基

( OH )的清除率均随着浓度的增加而增强。但在

相同浓度条件下,费约果叶片总黄酮提取物对超氧

自由基和羟自由基清除率均显著低于抗坏血酸。

用半抑制浓度 IC50衡量, 费约果叶片总黄酮提取物

对超氧阴离子自由基的清除能力( IC50 0 774 mg/

mL)和对羟自由基的清除率( IC500 278 mg / mL)均

要弱于抗坏血酸( IC50 0 537 mg/ mL)和( IC50 0 064

mg / mL)。

图 1 费约果叶片总黄酮不同浓度提取物抗脂质能力( a)、清除 DPPH 能力(b)、清除 O2
- ( c)和清除 OH(d)能力

Fig. 1 Capability of total flavonoids with various concentrations from Feijao leaves on inhibiting lipid peroxidation, scavenging

DPPH. , O2
- and OH

3 结 语

通过对费约果叶片总黄酮提取工艺的单因素

试验(预实验结果未列出)和正交试验分析, 确定了

费约果叶片总黄酮提取的最佳工艺为提取温度 50

、料液比 1 30( g mL)、提取时间 50 min 和甲

醇体积分数 70%。

抗氧化活性实验结果显示, 费约果叶片总黄酮

提取物对脂质过氧化具有较强的抑制效果,且显著

高于抗坏血酸,其原因可能是费约果叶片中黄酮提

取成分中具有能螯合铁离子的有效物质,表现出了

较强的抗脂质过氧化 [ 9] ; 另一方面, 费约果叶片总

黄酮提取物在清除 O 2
-
、 OH 等离子方面要弱

于抗坏血酸, 可能与黄酮有效成分的结构有关, 有

待进一步研究。
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