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基于响应面法的台湾香荚兰总黄酮提取工艺优化及抗氧化活性
研究*

杨一山1,2,唐健民1,秦惠珍1,罗亚进3,邓振海3,柴胜丰1**

(1.广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所,广西植物功能物质研究与利用重点实验室,广西桂林 541006;2.桂林医学院

药学院,广西桂林 541004;3.广西雅长兰科植物国家级自然保护区管理中心,广西百色 533209)

摘要:为更系统、科学地开发和利用台湾香荚兰(Vanilla
 

somai
 

Hayata)资源,选取提取时间、乙醇浓度、料液

比3个因素为自变量,总黄酮含量为因变量,并利用三因素三水平的响应面法优化台湾香荚兰总黄酮的提取工

艺;以L􀆼抗坏血酸作阳性对照,测定台湾香荚兰总黄酮对DPPH自由基、羟基自由基、超氧阴离子自由基的清

除能力和总还原力。研究结果表明,台湾香荚兰中总黄酮的最佳提取工艺为提取时间37.5
 

min,乙醇浓度

45.6%,料液比1∶50.7
 

(g/mL)。总黄酮含量实测为1.19%,RSD值为0.65%。抗氧化试验结果表明,台湾

香荚兰中总黄酮对DPPH自由基、羟基自由基、超氧阴离子自由基的IC50 值分别为0.012
 

3
 

mg/mL、0.015
 

9
 

mg/mL、0.032
 

6
 

mg/mL,总还原能力为L􀆼抗坏血酸的79.2%。台湾香荚兰中总黄酮的提取工艺稳定、可行,
且具有较好的重现性,模型预测值与实测值基本一致,其总黄酮具有良好的抗氧化能力,具有广阔的开发利用

前景。
关键词:台湾香荚兰 总黄酮 单因素试验 正交设计 抗氧化活性
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  香荚兰属(Vanilla
 

Plum
 

ex
 

Mill)作为兰科中具

有较高经济价值的属之一,全球已知约有70种。目

前我国共发现4种香荚兰属种质资源,分别是台湾香

荚兰(Vanilla
 

somai
 

Hayata)、越南香荚兰(V.an-
namica)、大香荚兰(V.siamensis)和深圳香荚兰(V.
shenzhenica)。台湾香荚兰(Vanilla

 

somai
 

Hayata)

主要分布于林下、溪边林下或岩壁上[1]。据民间记

载,台湾香荚兰具有一定的药用价值,其花中含有的

挥发油具有解热的功效,民间常用其新鲜的花汁涂抹

全身治疗高热不退,此外其花汁用来涂抹头发可达到

固发的效果[2]。目前对台湾香荚兰活性物质的研究

鲜有报道,为更系统、科学地开发和利用台湾香荚兰
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资源,对其黄酮等活性物质的研究十分有意义。黄酮

类化合物广泛存在于植物中,因其具有较好的抗氧化

能力,被广泛应用于食品、保健品等行业。黄酮类化

合物还具有良好的抗肿瘤、抗炎镇痛、抗病毒等功

效[3],在机体的免疫系统调节方面发挥着巨大的作

用[4],因此在医药领域也颇受欢迎。铁皮石斛(Den-
drobium

 

officinale)[5]、广东石豆兰(Bulbophyllum
 

kwangtungense)[6]等作为传统的兰科药用植物,含
有丰富的黄酮类活性成分,近些年来对其黄酮类活性

成分的研究也在逐步深入。与此同时,其他兰科植物

黄酮类成分的分析研究也在陆续开展。现阶段,关于

台湾香荚兰药用价值的记载还仅限于民间,尚未被

《中国药典》记载,国内外有关其总体的药用价值和化

学成分的相关文献还较少。本研究拟采用超声辅助

提取法和响应面法确定台湾香荚兰总黄酮的最佳提

取工艺,并测定台湾香荚兰总黄酮的DPPH 自由基

清除率、羟基自由基(·OH)清除率、超氧阴离子自

由基(O-
2 ·)清除率和总还原力,以评价其抗氧化能

力,为台湾香荚兰资源的开发和综合利用提供科学的

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  芦丁对照品(B20771􀆼100
 

mg,上海源叶生物科

技有限公司,HPLC≥98%),无水乙醇、亚硝酸钠、硝
酸铝、氢氧化钠、L􀆼抗坏血酸、DPPH、水杨酸、硫酸亚

铁、过氧化氢、三羟基氨基甲烷(Tris)、邻苯三酚、盐
酸、磷酸盐缓冲液、三氯乙酸、铁氰化钾、三氯化铁等

试剂 均 为 分 析 纯。台 湾 香 荚 兰 (Vanilla
 

somai
 

Hayata)全株采自广西雅长兰科植物国家级自然保

护区。

  仪器:TU􀆼1901型双光束紫外可见分光光度计

购自北京普析通用仪器有限责任公司;DL􀆼720E智

能超声波和万分之一电子分析天平购自梅特勒􀆼托利

多仪器(上海)有限公司;HH􀆼S4数显恒温水浴锅购

自金坛双捷实验仪器厂;QE􀆼100高速粉碎机购自浙

江屹立工贸有限公司。

1.2 方法

1.2.1 样品处理

  将采集到的台湾香荚兰洗净,在60℃的条件下

烘干48
 

h,粉碎后过60目筛,制成样品粉末,备用。

1.2.2 对照品溶液的制备

  精密称取0.012
 

5
 

g芦丁对照品,用60%乙醇定

容于25
 

mL的容量瓶中,摇匀,制成0.500
 

mg/mL
的对照品溶液。

1.2.3 供试品溶液的制备

  准确称取0.5
 

g样品粉末,按照1∶50
 

(g/mL)
的料液比,加入50%乙醇25

 

mL,在60℃、300
 

W 的

条件下超声辅助提取30
 

min,过滤,复提3次,然后

定容于100
 

mL容量瓶中,即得。

1.2.4 最大吸收波长的确定

  精密吸取1.2.2节对照品溶液和1.2.3节供试

品溶液各2
 

mL,分别置于25
 

mL容量瓶中,各瓶中

加入5%亚硝酸钠溶液2
 

mL,摇匀后放置6
 

min,加
入5%硝酸铝溶液2

 

mL,摇匀后放置6
 

min,加入4%
氢氧化钠溶液4

 

mL,摇匀后用60%乙醇稀释至刻度

线,放置15
 

min后,用蒸馏水代替供试品溶液并以相

同方法处理后的空白试剂作为参比溶液,于300-
600

 

nm波长下扫描,发现在510
 

nm处吸光值最大,
故选择510

 

nm作为最大吸收波长。

1.2.5 标准曲线的制备

  分别精密吸取0.0
 

mL、0.4
 

mL、0.8
 

mL、1.2
 

mL、1.6
 

mL对照品溶液置于25
 

mL容量中,用60%
乙醇加至2.0

 

mL,按照1.2.4节方法加样操作,于

510
 

nm下测定吸光值。以芦丁的浓度(mg/mL)为
横坐标,吸光值作为纵坐标,制作标准曲线,并计算回

归方程。得到回归方程:y=11.743x+0.002
 

(R2=
0.999

 

3)。

1.3 单因素试验

1.3.1 提取时间对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  准确称取样品粉末0.5
 

g,按照1∶50
 

(g/mL)的
料液比,加入50%乙醇25

 

mL,在60℃、300
 

W 的条

件下分别超声辅助提取10
 

min、30
 

min、60
 

min、90
 

min、120
 

min,过滤,复提3次,然后定容于100
 

mL
的容量瓶中。之后,按照1.2.4节方法加样操作,于

510
 

nm处测定吸光值,最后计算出不同提取时间下

的总黄酮含量。每种处理做3组重复。选取最佳提

取时间,进行下一步单因素试验。

1.3.2 乙醇浓度对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  准确称取样品粉末0.5
 

g,按照1∶50
 

(g/mL)的
料液比,分别加入40%、50%、60%、70%、80%的乙

醇25
 

mL,在60℃、300
 

W的条件下分别超声辅助提

取30
 

min,过滤,复提3次,然后定容于100
 

mL的容

量瓶中。之后,按照1.2.4节方法加样操作,于510
 

nm处测定吸光值,最后计算出总黄酮含量。每种处

理做3组重复。选取最佳乙醇浓度,进行下一步单因
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素试验。

1.3.3 料液比对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  准确称取样品粉末0.5
 

g,按照1∶20
 

(g/mL)、

1∶30
 

(g/mL)、1∶40
 

(g/mL)、1∶50
 

(g/mL)、

1∶60
 

(g/mL)的料液比,加入50%乙醇,在60℃、

300
 

W的条件下分别超声辅助提取30
 

min,过滤,复
提3次,然后定容于100

 

mL的容量瓶中,之后,按照

1.2.4节方法加样操作,于510
 

nm处测定吸光值,最
后计算出总黄酮含量。每种处理做3组重复。

1.4 响应面分析

  根据单因素试验结果,利用Design
 

Expert
 

8.0.
6

 

软件设计响应面试验。以提取时间(A)、乙醇浓度

(B)、料液比(C)为自变量,以台湾香荚兰的总黄酮含

量(Y)为考察指标,共计17个试验点进行组合试验,
因素与水平见表1。
表1 响应面试验因素与水平

Table
 

1 Response
 

surface
 

test
 

factors
 

and
 

levels

水平
Level

A:提取时间(min)
A:Extraction

 

time
 

(min)

B:乙醇浓度(%)
B:Ethanol

 

concentration
 

(%)

C:料液比(g/mL)
C:Solid􀆼liquid

 

ratio
 

(g/mL)

-1 10 30 1∶40
0 30 50 1∶50
1 60 70 1∶60

1.5 抗氧化活性的测定

  根据以上试验结果,采用最佳提取工艺对台湾香

荚兰中的总黄酮进行提取,并将提取液(0.059
 

5
 

mg/

mL)稀释成0.01
 

mg/mL、0.02
 

mg/mL、0.03
 

mg/

mL、0.04
 

mg/mL、0.05
 

mg/mL
 

5个浓度的样品测

试液,用于对台湾香荚兰总黄酮的抗氧化活性进行综

合评价。

1.5.1 台 湾 香 荚 兰 总 黄 酮 对 DPPH 自 由 基 清 除

能力

  DPPH自由基清除能力的测定参考宋佳敏等[7]

的方法,并稍做调整。分别取5个浓度的4
 

mL样液

于试管中,加入等体积的0.1
 

mmol/L的DPPH 溶

液,充分混匀后,在室温下避光保存30
 

min,用无水

乙醇作参比溶液(下同),于517
 

nm处测定样品液中

的吸光值,记为A1;4
 

mL样液与无水乙醇等体积混

合后测定吸光值,记为 A2;用4
 

mL蒸馏水代替样

液,与4
 

mL
 

0.1
 

mmol/L的DPPH溶液混合后测定

吸光值,记为A0。以相同浓度的L􀆼抗坏血酸作阳性

对照。

  DPPH 自由基清除率(%)=(1-
A1-A2

A0
)×

100%。

1.5.2 台湾香荚兰总黄酮对羟基自由基(·OH)清

除能力

  羟基自由基(·OH)清除能力的测定参考Fen-
ton反应体系[8],并稍做调整。取2.0

 

mL不同浓度

梯度的样品溶液,依次加入1.0
 

mL
 

2.5
 

mmol/L的

水杨酸溶液、1.0
 

mL
 

5
 

mmol/L的FeSO4 溶液和

2.0
 

mL蒸馏水,充分混匀后加入1.0
 

mL
 

5
 

mmol/L
的H2O2 溶液来启动反应,在37℃恒温水浴30

 

min
后,用蒸馏水作参比溶液(下同),于510

 

nm处测定

吸光值,记为As;用1.0
 

mL蒸馏水代替 H2O2 溶液

处理的样品溶液,测定的吸光值记为Ab;用2.0
 

mL
蒸馏水代替样品溶液,测定的吸光值记为Ap。以相

同浓度梯度的L􀆼抗坏血酸作阳性对照。

  羟基自由基(·OH)清除率(%)=

(1-
As-Ab

Ap
)×100%。

1.5.3 台湾香荚兰总黄酮对超氧阴离子自由基

(O-
2 ·)清除能力

  超氧阴离子自由基(O-
2 ·)清除能力的测定参考

张德华等[9]的邻苯三酚自氧化法。取1.0
 

mL不同

浓度的样品溶液,加入 5.0
 

mL
 

Tris􀆼HCl缓冲液

(0.05
 

mol/L,pH值为8.2,25℃水浴20
 

min),再加

入0.5
 

mL
 

25
 

mmol/L的邻苯三酚溶液,混匀后于

25℃条件下水浴5
 

min,立即加入0.2
 

mL
 

8
 

mol/L
的HCl来终止反应,用蒸馏水作参比溶液(下同),于

320
 

nm处测定吸光值,记为Aq;用0.5
 

mL蒸馏水

代替邻苯三酚,测定的吸光值记为Ag;用1.0
 

mL蒸

馏水代替样品溶液,作空白对照,记为Af。以相同浓

度梯度的L􀆼抗坏血酸作阳性对照。

  超氧阴离子自由基(O-
2 ·)清除率=

(1-
Aq-Ag

Af
)×100%。

1.5.4 台湾香荚兰总黄酮总还原力测定

  总还原力的测定参考朱成豪等[10]的方法。取

2.0
 

mL不同浓度梯度的样品溶液,先加入2.5
 

mL
 

0.2
 

mol/L的磷酸缓冲液(pH值为6.6),再加入2.5
 

mL
 

1%的铁氰化钾溶液,混匀后在50℃条件下水浴

20
 

min,迅速冷却,加入2.5
 

mL
 

10%的三氯乙酸溶

液来终止反应。取2.5
 

mL的上清液,加入2.5
 

mL
的蒸馏水和0.5

 

mL
 

0.1%的FeCl3 溶液,混匀,静置

10
 

min后,用蒸馏水作参比溶液,于700
 

nm下测定

吸光值。以相同浓度梯度的 L􀆼抗坏血酸作阳性

对照。
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1.6 数据处理

  采用Excel
 

2010和SPSS
 

18.0软件进行数据处

理与分析,绘图采用Origin
 

2019软件。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 提取时间对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  由图1可知,台湾香荚兰的总黄酮含量随着提取

时间的增加呈现先增加后降低的趋势,在提取时间为

30
 

min时,总黄酮含量到达最高值1.053%,之后,随
着提取时间继续增加,总黄酮的含量则逐渐降低。

图1 提取时间对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  Fig.1 Effect
 

of
 

extraction
 

time
 

on
 

content
 

of
 

total
 

fla-
vonoids

 

from
 

Vanilla
 

somai
 

Hayata

2.1.2 乙醇浓度对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  由图2可知,台湾香荚兰总黄酮含量随着乙醇浓

度增加呈现先增加后降低的趋势,在乙醇浓度为

50%时,总黄酮含量达到最高值1.250%。在此之

后,随着乙醇浓度继续增加,总黄酮含量逐渐降低。

图2 乙醇浓度对台湾香荚兰黄酮含量的影响

  Fig.2 Effect
 

of
  

ethanol
 

concentration
 

on
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

Vanilla
 

somai
 

Hayata

2.1.3 料液比对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  由图3可知,台湾香荚兰总黄酮含量随着料液比

的增加呈现先增加后降低的趋势,当料液比增加到

1∶50
 

(g/mL)时,总黄酮含量达到最高值0.962%,
当料液比继续增加时,总黄酮含量呈现降低的趋势。

图3 料液比对台湾香荚兰总黄酮含量的影响

  Fig.3 Effect
 

of
 

solid􀆼liquid
 

ratio
 

on
 

content
 

of
 

total
 

fla-

vonoids
 

from
 

Vanilla
 

somai
 

Hayata

2.2 响应面试验结果与分析

2.2.1 响应面试验结果

  根据表1设定的水平和因素,共计17个试验点,
其中12个为析因点,5个为零点。各个水平下总黄

酮含量见表2。
表2 响应面试验设计及结果

Table
 

2 Response
 

surface
 

test
 

design
 

and
 

result

试验号
Test

 

number

A:提取时间
(min)

A:Extraction
 

time
 

(min)

B:乙醇浓度
(%)

B:Ethanol
 

concentration
(%)

C:料液比
(g/mL)

C:Solid􀆼liquid
 

ratio
 

(g/mL)

总黄酮含量
(%)

 

Content
 

of
 

total
 

flavonoids
(%)

1 60 50 1∶40 0.957
2 10 50 1∶60 0.841

 

3 35 70 1∶40 0.906
 

4 35 50 1∶50 1.068
 

5 35 70 1∶60 0.906
 

6 35 50 1∶50 1.125
 

7 35 50 1∶50 1.242
 

8 10 30 1∶50 0.896
 

9 60 70 1∶50 0.829
 

10 60 50 1∶60 0.925
 

11 35 30 1∶40 1.030
 

12 60 30 1∶50 0.853
 

13 35 50 1∶50 1.278
 

14 35 30 1∶60 1.027
 

15 10 70 1∶50 0.564
 

16 35 50 1∶50 1.345
 

17 10 50 1∶40 0.667
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  由表 3 数据可知:模型中 F 值为 7.65,P =
0.006

 

9<0.01,且失拟误差的 P 值为 0.909
 

4>
0.05,两者表明模型具有极显著的统计学意义并且失

拟性不显著,试验结果受未知因素的影响较小;模型

的相关系数R2=0.907
 

7,表明模型具有良好的可信

度;矫正系数
 

R2
Adj=0.789

 

1,表示该模型可以解释

78.91%的试验数据。对表3中的数据进行二项多元

回归拟 合,得 到 回 归 方 程:Y =1.21+0.075A-
0.075B + 0.018B + 0.077AB - 0.051AC +
(7.250E-0.04)BC-0.27A2-0.15B2-0.090C2,
其中台湾香荚兰总黄酮含量用Y 表示。由回归方程

可知,因素A2 对含量Y 具有极显著的影响,因素B2

对含量Y 具有显著的影响,其他因素的影响效果不

明显,表明各单因素与台湾香荚兰总黄酮含量Y 之

间存在着复杂的关系。结合表3中的数据和回归方

程可知,3个单因素对台湾香荚兰总黄酮含量Y 的影

响大小为乙醇浓度B>提取时间A>料液比C。

2.2.2 响应面交互作用分析

  利用Design
 

Expert
 

8.0.6
 

软件,对A、B、C
 

3个

因素进行交互并分析比较,分别做出 AB、AC、BC
 

3
个等高线图和响应面三维曲线图。由图4可知,在一

定范围内,随着各因素数值的增加,总黄酮含量(响应

值)也会随之增加;达到最高点后随着各因素数值继

续增加,总黄酮含量(响应值)则会减少。坡度的大

小,表明两个因素的交互程度,坡度越大,两个因素的

交互作用就越强,反之则弱。两个因素形成的等高线

越接近椭圆形,表示两者的交互作用越显著。由此可

知,提取时间(A)与乙醇浓度(B)的交互效果大于提

取时间(A)和料液比(C)的交互效果,大于乙醇浓度

(B)和料液比(C)的交互效果,即AB>AC>BC。

表3 回归模型的方差分析

Table
 

3 Analysis
 

of
 

variance
 

of
 

regression
 

model

方差来源
Source

 

of
 

variance

平方和
Sum

 

of
 

square

自由度
df

均方
Mean

 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value

Model 0.061 9 0.068 7.65 0.006
 

9**

A 0.044 1 0.044 5.02 0.060
 

0

B 0.045 1 0.045 5.09 0.058
 

7

C 2.466E􀆼003 1 2.466E􀆼003 0.28 0.613
 

9

AB 0.024 1 0.024 2.67 0.146
 

3

AC 0.011 1 0.011 1.19 0.310
 

6

BC 2.103E􀆼006 1 2.103E􀆼006 2.376E􀆼004 0.988
 

1

A2 0.31 1 0.31 35.19 0.000
 

6**

B2 0.097 1 0.097 11.01 0.012
 

8*

C2 0.034 1 0.034 3.86 0.090
 

1

Residual 0.062 7 8.850E􀆼003

Misfit
 

error 7.116E􀆼003 3 2.372E􀆼003 0.17 0.909
 

4

Pure
 

error 0.055 4 0.014

Total
 

error 0.67 16 0.068

R2=0.907
 

7 R2
Adj=0.789

 

1 0.044

Note:*P<0.05,significant;**P<0.01,extremely
 

significant
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图4 交互因素对台湾香荚兰总黄酮含量影响的响应面图

Fig.4 Response
 

surface
 

diagrams
 

of
 

interaction
 

factors
 

on
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

Vanilla
 

somai
 

Hayata

2.2.3 优化与验证试验结果

  根据以上响应面模型和结果分析,得出台湾香荚

兰总黄酮的最佳提取条件:提取时间为37.5
 

min,乙
醇浓度为45.6%,料液比为1∶50.7

 

(g/mL)。在此

条件 下,模 型 预 测 台 湾 香 荚 兰 的 总 黄 酮 含 量 为

1.22%。为方便试验,将试验条件调整为38
 

min,乙
醇浓度为46%,料液比为1∶51

 

(g/mL),在此条件

下进行3次平行验证试验,得到台湾香荚兰总黄酮的

实际含量为1.19%,RSD值为0.65%(n=3),与模

型预测含量相差0.03%,表示该模型具有较高的可

202



广西科学院学报,2022年,38卷,第2期
 

Journal
 

of
 

Guangxi
  

Academy
 

of
 

Sciences,2022,Vol.38
 

No.2

靠性,且提取工艺的重现性较好。

2.3 台湾香荚兰总黄酮的抗氧化活性

2.3.1 对DPPH自由基清除能力

  由图5可知,当浓度为0.01-0.04
 

mg/mL时,
台湾香荚兰总黄酮对DPPH自由基的清除能力随着

浓度的增加逐渐增强,其清除率从42.1%增加到

90.6%,在此之后,总黄酮对DPPH自由基的清除率

趋于平缓。L􀆼抗坏血酸对DPPH自由基的清除能力

基本保持在90%以上,且变化的趋势较为平缓。总

黄酮和L􀆼抗坏血酸对DDPH自由基的清除能力,都
是先增加后趋于平缓,两者在趋于平缓后,其清除能

力相差较小,表明台湾香荚兰总黄酮对DPPH 自由

基具有较好的清除能力。将0.01-0.04
 

mg/mL的

样品浓度(X1)与该浓度梯度下所对应的总黄酮对

DPPH自由基的清除率(Y1)进行线性拟合,得到回

归方程:Y1=1599.3X1+30.387
 

(R2
1=0.950

 

6),则
总黄 酮 对 DPPH 自 由 基 的 IC50 值 为 0.012

 

3
 

mg/mL。

图5 台湾香荚兰总黄酮对DPPH自由基清除能力

  Fig.5 Scavenging
 

ability
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

Vanil-
la

 

somai
 

Hayata
 

to
 

DPPH
 

2.3.2 对羟基自由基清除能力

  由图6可知,当浓度为0.01-0.03
 

mg/mL时,
随着浓度的增加,台湾香荚兰总黄酮对羟基自由基的

清除能力逐渐增强,但趋势较为平缓,其清除率从

46.8%增加到59.1%;当浓度为0.03-0.05
 

mg/mL
时增加较快,清除率从59.1%增加到76.5%。L􀆼抗
坏血酸对羟基自由基的清除能力基本保持在85%以

上且变化较小。台湾香荚兰总黄酮对羟基自由基的

清除能力明显低于同浓度的L􀆼抗坏血酸。将样品浓

度(X2)与总黄酮对羟基自由基的清除率(Y2)进行线

性拟 合,得 到 回 归 方 程:Y2 =753.13X2 +37.992
 

(R2
2=0.991),则总黄酮对羟基自由基的IC50 值为

0.015
 

9
 

mg/mL。

图6 台湾香荚兰总黄酮对羟基自由基(·OH)的清除能力

  Fig.6 Scavenging
 

ability
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

Vanil-
la

 

somai
 

Hayata
 

to
 

hydroxyl
 

radical
 

(·OH)

2.3.3 超氧阴离子自由基(O-
2 ·)清除能力

  由图7可以看出,当浓度为0.01-0.05
 

mg/mL
时,随着浓度的增加,台湾香荚兰总黄酮对 O-

2 ·的

清除 能 力 也 随 之 增 强,清 除 率 从 40.2% 增 加 到

57.3%,且两者存在一定的线性关系。当L􀆼抗坏血

酸的浓度为0.01-0.03
 

mg/mL时,清除率增加得

较快;当浓度为0.03-0.05
 

mg/mL时,清除率的增

加相对变缓。总黄酮对 O-
2 ·的清除能力低于同浓

度的 L􀆼抗坏血酸,但两者相差不大。将样品浓度

(X3)与总黄酮对 O-
2 ·的清除率(Y3)进行线性拟

合,得到回归方程:Y3=432.44X3+35.902
 

(R2
3=

0.998
 

9),则总黄酮对 O-
2 ·的IC50 值为 0.032

 

6
 

mg/mL。

图7 台湾香荚兰总黄酮对超氧阴离子自由基的清除能力

  Fig.7 Scavenging
 

ability
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

Vanil-
la

 

somai
 

to
 

superoxide
 

anion
 

O-
2 ·

2.3.4 总还原力

  以L􀆼抗坏血酸为对照,测定台湾香荚兰总黄酮

的总还原力,结果如图8所示。随着总黄酮浓度的升
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高,其还原能力也随之升高,且两者存在一定的线性

关系。通过对比可以发现,总黄酮的总还原能力略低

于同浓度的L􀆼抗坏血酸。对总黄酮和L􀆼抗坏血酸总

还原力进行线性拟合,得到回归方程分别为Y4=
11.454X4+0.0149

 

(R2
4=0.998)、Y5=19.995X5-

0.171
 

(R2
5=0.991)。当吸光值为0.5时,对应总黄

酮和L􀆼抗坏血酸的浓度分别为0.042
 

mg/mL、0.034
 

mg/mL,可以得到总黄酮的总还原力为L􀆼抗坏血酸

的79.2%。

图8 台湾香荚兰总黄酮的总还原力

  Fig.8 Total
 

reducing
 

ability
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

Vanilla
 

somai
 

Hayata

3 讨论

  目前,总黄酮的提取方法主要有乙醇回流提取

法、浸提法、超声辅助提取法和超临界萃取法等。本

研究以台湾香荚兰为原料,采用超声辅助提取法提取

其总黄酮。超声辅助提取是利用超声波的机械效应、
空化效应以及热效应,加速分子的运动速度和穿透

力,从而增加有效物质的溶出,超声辅助提取相对于

其他提取方法,如回流法、浸渍法等,具有提取效率

高、操作简单等优点。本研究将乙醇作为总黄酮的提

取溶剂,符合黄酮类化合物易溶于乙醇等有机溶剂的

特点,在一定范围内,总黄酮的含量随着乙醇体积分

数的增加而增加,当超过一定限度后,过高的乙醇浓

度使植物细胞外的渗透压大于细胞内,从而限制有效

物质的溶出;就提取时间而言,一方面提取时间的增

加一定程度上可以增加总黄酮的溶出,使提取效率提

高,另一方面,超声时间的延长,可能会使部分黄酮类

化合物结构被破坏以及增加其他类型化合物溶出,从
而降低黄酮类化合物的含量;适当的料液比可以增加

目标产物的溶出,而过大的料液比不但使产物的含量

下降,还会造成溶剂的浪费。本研究通过单因素试验

得到最佳试验点,再经过软件设计得到17个试验线

和完整连续的面,最终在面中得到最佳值。通过响应

面试验,不仅可以使目标产物的提取率达到最大,还
节省了生产成本。

  通过研究发现,台湾香荚兰中总黄酮的含量为

1.19%,其 总 黄 酮 的 还 原 能 力 为 L􀆼抗 坏 血 酸 的

79.2%,对DPPH 自由基、羟基自由基、超氧阴离子

自由基的IC50 值分别为0.012
 

3
 

mg/mL、0.015
 

9
 

mg/mL、0.032
 

6
 

mg/mL。与广东石豆兰[11]、石仙桃

(Pholidota
 

chinensis
 

Lindl.)[12]等兰科药用植物相

比,台湾香荚兰中的总黄酮具有较为突出的抗氧化能

力,但总黄酮的类型还不明确,需要进一步分离和

鉴定。

4 结论

  本研究采用超声辅助提取的方法,对台湾香荚兰

中的总黄酮进行提取与测定,并采用单因素试验和响

应面交互试验相结合的方法,得出3个单因素对台湾

香荚兰中总黄酮含量的影响大小为乙醇浓度(B)>
提取时间(A)>料液比(C),并确定了台湾香荚兰中

总黄酮的最佳提取条件:提取时间为37.5
 

min,乙醇

浓度为45.6%,料液比为1∶50.7
 

(g/mL)。在最佳

提取条件下,台湾香荚兰中总黄酮的实际含量为

1.19%,与预测值相差0.03%。台湾香荚兰总黄酮

的还原能力为L􀆼抗坏血酸的79.2%,对DPPH自由

基、羟 基 自 由 基、超 氧 阴 离 子 的IC50 值 分 别 为

0.012
 

3
 

mg/mL、0.015
 

9
 

mg/mL、0.032
 

6
 

mg/mL,
表明台湾香荚兰总黄酮具有较好的抗氧化活性,具有

很好的开发利用前景。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

develop
 

and
 

utilize
 

Vanilla
 

somai
 

Hayata
 

resources
 

more
 

systematically
 

and
 

scientifical-
ly,the

 

extraction
 

time,ethanol
 

concentration
 

and
 

solid􀆼liquid
 

ratio
 

were
 

selected
 

as
 

independent
 

variables,and
 

the
 

total
 

flavonoids
 

content
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

dependent
 

variable
 

and
 

the
 

extraction
 

process
 

of
 

total
 

fla-
vonoids

 

from
  

V.somai
 

Hayata
 

was
 

optimized
 

by
 

response
 

surface
 

methodology
 

with
 

three
 

factors
 

and
 

three
 

levels.
 

With
 

L􀆼ascorbic
 

acid
 

as
 

positive
 

control,the
 

DPPH
 

radical,hydroxyl
 

radical,superoxide
 

anion
 

radical
 

scavenging
 

ability
 

and
 

total
 

reducing
 

power
 

of
 

total
 

flavonoids
 

of
  

V.somai
 

Hayata
 

were
 

determined.
 

The
 

re-
sults

 

show
 

that
 

the
 

optimum
 

extraction
 

conditions
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

V.somai
 

Hayata
 

were
 

as
 

follows:

Extraction
 

time
 

was
 

37.5
 

min,ethanol
 

concentration
 

was
 

45.6%,and
 

the
 

ratio
 

of
 

solid
 

to
 

liquid
 

was
 

1∶50.7
 

(g/mL).
 

The
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids
 

was
 

1.19%
 

and
 

the
 

RSD
 

value
 

was
 

0.65%.
 

The
 

results
 

of
 

antioxi-
dant

 

test
 

showed
 

that
 

the
 

IC50
 values

 

of
 

total
 

flavonoids
 

in
  

V.somai
 

Hayata
 

against
 

DPPH
 

free
 

radical,hy-
droxyl

 

free
 

radical
 

and
 

superoxide
 

anion
 

free
 

radical
 

were
 

0.012
 

3
 

mg/mL,0.015
 

9
 

mg/mL
 

and
 

0.032
 

6
 

mg/

mL,respectively.
 

The
 

total
 

reduction
 

ability
 

was
 

79.2%
 

of
 

L􀆼ascorbic
 

acid.
 

The
 

extraction
 

process
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
  

V.somai
 

Hayata
 

was
 

stable,feasible
 

and
 

it
 

had
 

better
 

reproducible.
 

The
 

predicted
 

values
 

of
 

the
 

model
 

were
 

basically
 

consistent
 

with
 

the
 

measured
 

values.
 

Its
 

total
 

flavonoids
 

had
 

good
 

antioxidant
 

ca-
pacity

 

and
 

broad
 

prospects
 

for
 

development
 

and
 

utilization.
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