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摘要： 目的　 优化白花丹总黄酮纤维素酶辅助超声提取工艺， 并评价其抗氧化活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以

提取时间、 液料比、 纤维素酶添加量、 提取温度、 超声功率为影响因素， 总黄酮提取率为评价指标， 响应面法优化提

取工艺。 再测定提取物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ、 ＯＨ 自由基的清除率。 结果 　 最佳条件为液料比 ３４ ∶ １， 纤维素酶添加量

３％ ， 提取温度 ５１ ℃， 提取时间 ３８ ｍｉｎ， 超声功率 ４００ Ｗ， 总黄酮提取率为 （３３􀆰 ４１１±０􀆰 ９７）％ 。 ３ 种自由基 ＩＣ５０值分别

为 ０􀆰 １３０、 ０􀆰 ０４２、 ３􀆰 ２９ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法合理可靠， 可用于纤维素酶辅助超声提取抗氧化活性较强的白花丹总

黄酮。
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　 　 白花丹 Ｐｌｕｍｂａｇｏ ｚｅｙｌａｎｉｃａ Ｌ． 为白花丹属多年

生亚灌木状草本植物， 以根、 全草及叶入药， 是壮

医、 瑶医等我国民族医学常用药材， 具有祛风止

痛、 散瘀消肿功效［１⁃２］， 其化学成分主要有黄酮

类、 萘醌类、 有机酸类、 生物碱类等， 具有抗氧

化、 抗过敏、 抗炎等药理活性［３］。 其中， 黄酮类

化合物有着抗衰老、 免疫调节、 抗癌等生物活性，
应用价值广泛［４］。

响应面法具有实验次数少、 直观、 高效便捷、
参数全面可预测等优势［５］。 目前， 提取白花丹总

黄酮的方法为微波提取［６］， 但尚未涉及酶辅助超

声提取。 因此， 本实验优化白花丹总黄酮纤维素酶

辅助超声提取工艺， 并通过测定 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ、
ＯＨ 自由基清除率来评价其抗氧化活性， 以期为开

发利用该类成分提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药材　 芦丁对照品 （上海源叶生物科

技有限公司）； 纤维素酶 （上海麦克林生化科技有

限公司）； Ｌ （＋） ⁃抗坏血酸 （天津市科密欧化学

试剂有限公司）； ＤＰＰＨ （福州飞净生物科技有限

公司）； ＡＢＴＳ （成都博瑞特化学技术有限公司）。
白花丹购于广西玉林市药材市场， 经广西医科大学

中药学教研室朱丹教授鉴定为正品， 干燥粉碎， 过

８０ 目筛， 密封保存。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｘ⁃７ 型紫外可见分光光度计 （上海元

析仪器有限公司）； ＫＱ⁃５００ＤＢ 型数控超声波清洗

器 （昆山市超声仪器有限公司）； Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 型酶

标仪 （美国伯腾仪器有限公司）； ＸＳ２０５ＤＵ 型电子

天平 （上海梅特勒⁃托利多仪器有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总黄酮含量测定

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备　 称取芦丁对照品 ０􀆰 １ ｇ，

６０％ 乙醇溶解并定容于 １００ ｍＬ 棕色量瓶中， 即得

１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的芦丁标准液。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 称取药材粉末 ０􀆰 ５０ ｇ，
按不同液料比加入 ６０％ 乙醇， 再加入适量纤维素

酶， 在不同功率、 温度、 时间下超声提取， 粗提液

过滤， 离心， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 方法学考察 　 参照李清筱［７］ 报道的方法，
以吸光度为纵坐标 （Ａ）， 对照品质量浓度为横坐

标（Ｘ） 进行回归， 得方程为 Ａ＝ ０􀆰 ９４８ ５Ｘ＋０􀆰 ００１ １
（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ２）， 在 ０ ～ １ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良

好。 另外， 精密度 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０２％ ， 重复性 ＲＳＤ 为

０􀆰 ８７％ ， ２０ ｍｉｎ 内稳定性 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２４％ ， 并且平均

加样回收率为 ９６􀆰 ９７％ ， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３５％ ， 均满足分

析要求。
２􀆰 １􀆰 ４　 测定方法 　 吸取提取液适量， 置于 １０ ｍＬ
量瓶中， 采用 ＮａＮＯ２⁃Ａｌ （ ＮＯ３ ） ３⁃ＮａＯＨ 法测定吸

光度， 计 算 提 取 率， 公 式 为 总 黄 酮 提 取 率 ＝
Ｃ×Ｖ×ｎ
ｍ×１ ０００

×１００％ ， 其中 Ｃ 为总黄酮质量浓度， Ｖ 为

提取液体积， ｎ 为稀释倍数， ｍ 为药材质量。
２􀆰 ２　 单因素试验

２􀆰 ２􀆰 １　 液料比　 参照王令智［８］ 报道的方法， 分别

考察料液比 ２０ ∶ １、 ３０ ∶ １、 ４０ ∶ １、 ５０ ∶ １、 ６０ ∶ １
对总黄酮提取率的影响， 平行 ３ 次， 结果见图 １。
由此可知， 液料比在 ２０ ∶ １ ～ ６０ ∶ １ 范围内时总黄

酮提取率先升高后降低， 其原因可能是溶剂用量过

少时限制了该类成分充分溶解， 溶质与溶剂之间接

触不充分， 从而影响了提取效果［９］， 而随着溶剂用

量增加药材与其接触更充分， 提取率也相应升高；
液料比为 ３０ ∶ １ 时总黄酮提取率达到最大值， 但继

续升高前者时会导致杂质溶出量增加， 该类成分提

取率反而降低。 因此， 料液比确定在 ３０ ∶ １ 左右。
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图 １　 液料比对白花丹总黄酮提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ． ｚｅｙｌａｎｉｃａ

２􀆰 ２􀆰 ２　 纤维素酶添加量　 参考孙晓玲［１０］ 报道的方

法， 分 别 考 察 纤 维 素 酶 添 加 量 １􀆰 ０％ 、 ２􀆰 ０％ 、
３􀆰 ０％ 、 ４􀆰 ０％ 、 ５􀆰 ０％ 对总黄酮提取率的影响， 平

行 ３ 次， 结果见图 ２。 由此可知， 纤维素酶添加量

在 １％ ～ ５％ 范围内时总黄酮提取率先升高后降低，
其原因可能是随着其添加量增加酶与底物接触几率

变大， 可通过破坏植物细胞壁来促进胞内物质溶

出， 从而促进该类成分溶出［１１］， 但前者过大时药

材表面被覆盖， 阻碍该类成分溶出， 同时溶液黏度

增加会影响传质过程， 使其向溶剂中的扩散受到影

响， 导致提取率反而降低。 因此， 纤维素酶添加量

确定在 ３％ 左右。

图 ２　 纤维素酶添加量对白花丹总黄酮提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ． ｚｅｙｌａｎｉｃａ

２􀆰 ２􀆰 ３　 提取温度　 参考覃建兵［１２］报道的方法， 分

别考察提取温度 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ ℃对总黄酮

提取率的影响， 平行 ３ 次， 结果见图 ３。 由此可

知， 提取温度在 ３０～５０ ℃范围内时溶液黏度下降，
分子运动加快， 扩散性增强， 有利于总黄酮溶

出［１３］， 为 ５０ ℃时达到最大值， 但温度过高时可能

会使该类成分发生分解、 氧化等反应， 导致其含量

降低， 还可引起溶剂快速蒸发， 减少液料有效接触

时间， 导致提取率反而降低。 因此， 提取温度确定

在５０ ℃左右。
２􀆰 ２􀆰 ４　 提取时间　 参考龙弟梅［１４］报道的方法， 分

图 ３　 提取温度对白花丹总黄酮提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ． ｚｅｙｌａｎｉｃａ

别考察提取时间 ２０、 ３０、 ４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ 对总黄

酮提取率的影响， 平行 ３ 次， 结果见图 ４。 由此可

知， 提取时间在 ２０～４０ ｍｉｎ 范围内时总黄酮提取率

逐渐升高， 但超过 ４０ ｍｉｎ 后非目标成分溶出量也

会有所增加［１５］， 导致该类成分提取率反而降低。
因此， 提取时间确定在 ４０ ｍｉｎ 左右。

图 ４　 提取时间对白花丹总黄酮提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ． ｚｅｙｌａｎｉｃａ

２􀆰 ２􀆰 ５　 超声功率　 参照王欣雨［１６］报道的方法， 分

别考察超声功率 ３００、 ３５０、 ４００、 ４５０、 ５００ Ｗ 对总

黄酮提取率的影响， 平行 ３ 次， 结果见图 ５。 由此

可知， 当超声功率在 ３００ ～ ５００ Ｗ 范围内时总黄酮

提取率先升高后降低， 其原因可能是超声机械振动

会加速溶剂渗透， 促进细胞壁破裂［１７］， 有助于该

类成分溶出。 当超声功率为 ４００ Ｗ 时， 达到最大

值， 但继续增加会导致局部温度过高， 引起该类成

分发生热降解或氧化反应， 导致其提取率反而降

低。 因此， 提取功率确定在 ４００ Ｗ 左右。
２􀆰 ３　 响应面法　 在单因素试验基础上， 选择液料

比 （Ａ）、 纤维素酶添加量 （Ｂ）、 提取时间 （Ｃ）、
提取温度 （Ｄ） 作为影响因素， 总黄酮提取率

（Ｙ） 作为评价指标， 因素水平见表 １， 结果见

表 ２。
　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １０􀆰 ０􀆰 ８ 软件对表 ２ 数据进

行拟合， 得方程为 Ｙ ＝ ３３􀆰 ０８ ＋ ２􀆰 ７５Ａ － ０􀆰 ０３２Ｂ ＋
２８５３
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图 ５　 超声功率对白花丹总黄酮提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｐｏｗｅｒ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ． ｚｅｙｌａｎｉｃａ

表 １　 响应面法因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

水平

因素

Ａ 液料比
Ｂ 纤维素酶

添加量 ／ ％
Ｃ 提取

温度 ／ ℃
Ｄ 提取

时间 ／ ｍｉｎ
－１ ２０ ∶ １ ２ ４０ ３０
０ ３０ ∶ １ ３ ５０ ４０
１ ４０ ∶ １ ４ ６０ ５０

表 ２　 响应面法设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

试验号 Ａ 液料比
Ｂ 纤维素酶

添加量 ／ ％
Ｃ 提取

温度 ／ ℃
Ｄ 提取

时间 ／ ｍｉｎ
Ｙ 总黄酮

提取率 ／ ％
１ ２０ ∶ １ ２ ５０ ４０ ２４􀆰 ２３
２ ４０ ∶ １ ２ ５０ ４０ ２７􀆰 ３４
３ ２０ ∶ １ ４ ５０ ４０ ２０􀆰 ９６
４ ４０ ∶ １ ４ ５０ ４０ ２８􀆰 ６２
５ ３０ ∶ １ ３ ４０ ３０ ２７􀆰 ０６
６ ３０ ∶ １ ３ ６０ ３０ ２９􀆰 ６２
７ ３０ ∶ １ ３ ４０ ５０ ２７􀆰 ６８
８ ３０ ∶ １ ３ ６０ ５０ ２８􀆰 ６４
９ ２０ ∶ １ ３ ５０ ３０ ２０􀆰 ７９
１０ ４０ ∶ １ ３ ５０ ３０ ３１􀆰 ０１
１１ ２０ ∶ １ ３ ５０ ５０ ２６􀆰 ３９
１２ ４０ ∶ １ ３ ５０ ５０ ２６􀆰 ６４
１３ ３０ ∶ １ ２ ４０ ４０ ２６􀆰 ５５
１４ ３０ ∶ １ ４ ４０ ４０ ２４􀆰 ７５
１５ ３０ ∶ １ ２ ６０ ４０ ２６􀆰 ８９
１６ ３０ ∶ １ ４ ６０ ４０ ２６􀆰 ４７
１７ ２０ ∶ １ ３ ４０ ４０ ２１􀆰 ４３
１８ ４０ ∶ １ ３ ４０ ４０ ２８􀆰 ２３
１９ ２０ ∶ １ ３ ６０ ４０ ２４􀆰 ３６
２０ ４０ ∶ １ ３ ６０ ４０ ２９􀆰 ２７
２１ ３０ ∶ １ ２ ５０ ３０ ２４􀆰 ４２
２２ ３０ ∶ １ ４ ５０ ３０ ２８􀆰 ３６
２３ ３０ ∶ １ ２ ５０ ５０ ２７􀆰 ５９
２４ ３０ ∶ １ ４ ５０ ５０ ２７􀆰 ４８
２５ ３０ ∶ １ ３ ５０ ４０ ３３􀆰 ７７
２６ ３０ ∶ １ ３ ５０ ４０ ３４􀆰 １４
２７ ３０ ∶ １ ３ ５０ ４０ ３３􀆰 ６０
２８ ３０ ∶ １ ３ ５０ ４０ ３１􀆰 ７６
２９ ３０ ∶ １ ３ ５０ ４０ ３２􀆰 １４

０􀆰 ８０Ｃ＋０􀆰 ２６Ｄ＋１􀆰 １４ＡＢ－０􀆰 ４７ＡＣ－２􀆰 ４９ＡＤ＋０􀆰 ３４ＢＣ－
１􀆰 ０１ＢＤ － ０􀆰 ４０ＣＤ － ４􀆰 ３３ Ａ２ － ３􀆰 ７８ Ｂ２ － ２􀆰 ８７Ｃ２ －
２􀆰 ２８Ｄ２， 方 差 分 析 见 表 ３。 由 此 可 知， Ｒ２ ＝
０􀆰 ９６１ ９， Ｒ２

Ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９２３ ８， ＣＶ ＝ ３􀆰 ５４％ ， 失拟项 Ｐ＞
０􀆰 ０５， 表明模型与实际情况拟合程度良好， 可反

映真实值； 各因素影响程度依次为 Ａ＞Ｃ＞Ｄ＞Ｂ。
表 ３　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ３３７􀆰 ２６ １４ ２４􀆰 ０９ ２５􀆰 ２３ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ９０􀆰 ４８ １ ９０􀆰 ４８ ９４􀆰 ７６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ ０􀆰 ０１２ １ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ９１２ ２
Ｃ ７􀆰 ６ １ ７􀆰 ６ ７􀆰 ９６ ０􀆰 ０１３ ６
Ｄ ０􀆰 ８３ １ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ８７ ０􀆰 ３６６ ３
ＡＢ ５􀆰 １８ １ ５􀆰 １８ ５􀆰 ４２ ０􀆰 ０３５ ４
ＡＣ ０􀆰 ８９ １ ０􀆰 ８９ ０􀆰 ９４ ０􀆰 ３４９ ９
ＡＤ ２４􀆰 ８５ １ ２４􀆰 ８５ ２６􀆰 ０３ ０􀆰 ０００ ２
ＢＣ ０􀆰 ４８ １ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ５ ０􀆰 ４９１ ７
ＢＤ ４􀆰 １ １ ４􀆰 １ ４􀆰 ２９ ０􀆰 ０５７ ２
ＣＤ ０􀆰 ６４ １ ０􀆰 ６４ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ４２６ ７
Ａ２ １２１􀆰 ６９ １ １２１􀆰 ６９ １２７􀆰 ４６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ９２􀆰 ８１ １ ９２􀆰 ８１ ９７􀆰 ２１ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ５３􀆰 ４８ １ ５３􀆰 ４８ ５６􀆰 ０２ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ２ ３３􀆰 ７２ １ ３３􀆰 ７２ ３５􀆰 ３２ ＜０􀆰 ０００ １

残差 １３􀆰 ３７ １４ ０􀆰 ９５ — —
失拟项 ８􀆰 ８７ １０ ０􀆰 ８９ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ６５４ ８
纯误差 ４􀆰 ５ ４ １􀆰 １２ — —
总和 ３５０􀆰 ６２ ２８ — — —

　 　 响应面分析见图 ６。 由此可知， 液料比与提取

时间的三维曲面较倾斜， 表明两者对总黄酮提取率

影响较大； 纤维素酶添加量与提取温度、 提取温度

与提取时间的等高线稀疏并接近圆形， 表明其交互

作用较弱， 与方差分析一致。
最终确定， 最优工艺为液料比 ３３􀆰 ７１０ ∶ １， 纤

维素酶添加量 ３􀆰 ０８０％ ， 提取温度 ５１􀆰 ２４２ ℃， 提取

时间 ３８􀆰 ２６５ ｍｉｎ， 总黄酮提取率为 ３３􀆰 ６１７％ 。 考虑

到实际可操作性， 将其修正为液料比 ３４ ∶ １， 纤维

素酶添加量 ３％ ， 超声温度 ５１ ℃， 提 取 时 间

３８ ｍｉｎ。
２􀆰 ４　 验证试验 　 按 “２􀆰 ３” 项下优化工艺平行进

行 ３ 批试验， 测得总黄酮平均提取率为 ３３􀆰 ４１１％ ，
与预测值 ３３􀆰 ６１７％ 仅相差 ０􀆰 ２０６％ ， 可知该工艺稳

定可行， 具有实际意义。
２􀆰 ５　 抗氧化活性评价

２􀆰 ５􀆰 １ 　 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力 　 参照文献

［１８］ 报道的方法， 将提取物分别制成 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、
０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， 各取 ２ ｍＬ， 与

等量的 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液混匀， 避光， 静置
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注： 各小图左边为三维曲面图， 右边为等高线图。 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｙ 分别为液料比、 纤维素酶添加量、 提取温度、 提取时间、 总黄酮提取率。

图 ６　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

３０ ｍｉｎ， 吸取 ２００ μＬ 至 ９６ 孔板中， 在 ５１７ ｎｍ 波

长处测定吸光度， 重复 ３ 次， 以维生素 Ｃ 为阳性

对照， 计算 ＤＰＰＨ 自由基清除率， 公式为清除率 ＝
｛１－ ［（Ａ１－Ａ２） ／ Ａ０］ ｝ ×１００％ ， 其中 Ａ０ 为无水乙

醇＋ＤＰＰＨ 溶液吸光度， Ａ１ 为样品＋ＤＰＰＨ 溶液吸

光度， Ａ２ 为样品＋无水乙醇吸光度， 结果见图 ７。
由此可知， 提取物质量浓度在 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 范

围内与 ＤＰＰＨ 自由基清除能力呈正相关， ＩＣ５０值为

０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ７　 白花丹总黄酮提取物对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力

Ｆｉｇ􀆰 ７ 　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ．
ｚｅｙｌａｎｉｃａ ｏｎ ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ

２􀆰 ５􀆰 ２　 对 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力 　 参照文献

［１９］ 报道的方法， 将提取物分别制成 ０􀆰 ０５、
０􀆰 １０、 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ２０、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， 各

取 ４０ μＬ， 与 １６０ μＬ ＡＢＴＳ 溶液混合， 室温暗处反

应 ６ ｍｉｎ， 置于 ９６ 孔板中， 在 ７３４ ｎｍ 波长处测定

吸光度， 重复 ３ 次， 以维生素 Ｃ 为阳性对照， 计

算 ＡＢＴＳ 自由基清除率， 公式为清除率 ＝ ｛ １ －

［ （Ａ１－Ａ２） ／ Ａ０］ ｝ ×１００％ ， 其中 Ａ０、 Ａ２ 分别为无

水乙醇代替样品、 ＡＢＴＳ 溶液的吸光度， Ａ１ 为样

品＋ＡＢＴＳ 溶液吸光度， 结果见图 ８。 由此可知， 总

黄酮质量浓度在 ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内时对

ＡＢＴＳ 自由基的清除能力逐渐提高， 然后趋于稳

定， 为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 时与阳性对照接近， 达（９５􀆰 ８６±
１􀆰 ４７）％ ， ＩＣ５０值为 ０􀆰 ０４２ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ８　 白花丹总黄酮提取物对 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力

Ｆｉｇ􀆰 ８ 　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ．
ｚｅｙｌａｎｉｃａ ｏｎ ＡＢＴＳ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ

２􀆰 ５􀆰 ３　 对 ＯＨ 自由基的清除能力　 参照文献 ［２０］
报道的方法， 将提取物分别制成 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， 各取 ２ ｍＬ， 加入 ６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸亚铁、 水 杨 酸 乙 醇、 过 氧 化 氢 各

１ ｍＬ， 混匀， ３５ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ， 吸取 ２００ μＬ 至 ９６
孔板中， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 重复 ３ 次，
以维生素 Ｃ 为阳性对照， 计算 ＯＨ 自由基清除率，
公式为清除率＝ ｛１－ ［ （Ａ１－Ａ２） ／ Ａ０］ ｝ ×１００％ ，
其中 Ａ０、 Ａ２ 分别为无水乙醇代替样品、 过氧化氢

溶液的吸光度， Ａ１ 为样品＋硫酸亚铁＋水杨酸乙醇＋
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过氧化氢溶液吸光度， 结果见图 ９。 由此可知， 随

着总黄酮质量浓度增加 ＯＨ 自由基清除率缓慢升

高， 但弱于维生素 Ｃ， ＩＣ５０值为 ３􀆰 ２９ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ９　 白花丹总黄酮提取物对 ＯＨ 自由基的清除能力

Ｆｉｇ􀆰 ９ 　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｐ．
ｚｅｙｌａｎｉｃａ ｏｎ ＯＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ

３　 讨论与结论

酶提取是利用纤维素酶对植物细胞壁中的纤维

素进行降解， 从而促进黄酮类化合物溶出， 其温和

高效的特性有助于保持目标成分的结构完整性［２１］；
超声提取是利用声波引发高速强烈的空化效应与搅

拌作用， 破坏植物细胞结构， 从而促进黄酮类化合

物溶出， 提高其得率［２２］。 本实验在单因素试验基

础上， 采用响应面法优化白花丹总黄酮纤维素酶辅

助超声提取工艺， 发现优化后该类成分提取率明显

升高， 可为该药材深度开发提供重要参考。
抗氧化活性实验结果表明， 白花丹总黄酮对

ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基均表现出较强的清除能力。
随着现代社会对健康产品需求的日益增长， 白花丹

总黄酮作为一种安全有效的天然抗氧化成分， 有望

在医药、 食品等领域得到广泛应用。 今后， 可着重

评估白花丹总黄酮实际生物利用率、 代谢路径及其

对人体健康的长期影响。
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