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摘要  [ 目的] 研究槐花中清除自由基活性物质的提取工艺。[ 方法] 通过正交试验确定了槐花清除DPPH自由基、羟自由基和超氧阴离
子的活性物质的最佳提取工艺。[ 结果] 结果表明 ,槐花中清除DPPH自由基的活性物质的最佳提取工艺为:以50 % 乙醇为提取溶剂 ,预
处理时间12 h,提取时间1 h ;清除羟自由基的活性物质的最佳提取工艺为 :以30 % 乙醇为提取溶剂 ,预处理时间12 h,提取时间2 h ;清除
超养阴离子的活性物质的最佳提取工艺为: 以50 % 乙醇为提取溶剂 ,预处理时间0 h ,提取时间1 h。提取液浓度是影响槐花中清除
DPPH 自由基、羟自由基和超氧阴离子的活性物质的最主要因素。[ 结论] 为槐花提取物应用于抗衰老食品提供理论依据。
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Study onthe Extraction Technique for Free Radical Scavenging Substance fromPogadatree Flower( Sophora japonica L .)
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Abstract  [ Objective] The researchai med to studythe extractiontechnique for free radical scavenging substance fromPogadatree flower( Sophora japon-

ica L .) . [ Method] The best extractiontechnique for scavenging DPPHradical , hydroxyl radical and superoxide from Sophora japonica L . were determi ned
by orthogonal experi ment . [ Result] The results showed that the best extractiontechnique for scavenging DPPHradical was : 50 % ethanol as solvent , pre-
treatment ti me of 12 h and extractionti me of 1 h. The best extractiontechnique for scavenging hydroxyl radical was : 30 % ethanol as solvent , pretreatment
ti me of 12 h and extractionti me of 2 h . The best extractiontechnique for scavenging superoxide was : 50 % ethanol as solvent , pretreat ment ti me of 0 hand
extractionti me of 1 h . The extraction solvent concentration was the mainfactor of influencing to scavenge the DPPHradical , hydroxyl radical and superox-
ide from Sophora japonica L . . [ Conclusion] The study provi dedthe theoretical basis for applyi ngthe extracts from Sophora japonica L . in anti-agingfood .
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  随着我国社会逐渐步入老龄化, 抗衰老活性物质的研究

与开发越来越受到人们的重视。目前, 抗衰老活性物质的研

究多数是参考现有的某个衰老学说, 以及随着增龄人体内一

些物质如激素、酶和自由基等的变化规律而设计出来的[ 1] 。

其中,D.Har man 提出的自由基衰老学说最为人们广泛接受。

该学说认为衰老与体内抗氧化机能减弱及自由基增多有关 ,

自由基能从多方面对机体造成损伤, 加速机体衰老[ 2 - 3] 。同

时, 由于自由基的种类繁多而且代谢过程非常复杂, 单一自

由基清除剂所发挥的作用比较有限[ 4 - 5] 。因此 ,如何筛选一

些能清除不同种类自由基的高效、安全、稳定的活性成分作

为功效添加剂, 已成为抗衰老食品的研究热点和难点。

槐花( Sophora japonica L .) 是豆科植物槐的干燥花及花

蕾,我国大部分地区均有生长。槐花味苦, 微寒 , 归肝, 大肠

经, 具有清热、凉血止血之功。研究表明 ,槐花中含有丰富的

活性物质, 且有多种保健功能[ 6] 。因此, 作为一种潜在的食

品功能基料,具有很好的开发价值。对于槐花中黄色素、黄

酮等活性物质的提取已有相关报道[ 7 - 8] 。但是关于槐花能

够清除的自由基种类,以及不同提取条件对槐花活性成分清

除自由基能力的机制, 目前未见有相关报道。为此, 笔者主

要就影响槐花提取物清除不同种类自由基的提取工艺进行

优化, 旨在为槐花提取物应用于抗衰老食品提供理论依据。

1  材料与方法

1 .1  材料  植物材料: 槐花( Sophora japonica L.) , 购于北京

同仁堂药店,自然风干后粉碎备用。

试剂:DPPH, 购自 Sigma- Aldrich ; 其余试剂均为分析纯 ,

购自北京化学试剂公司。

仪器: 紫外 - 可见分光光度计, 岛津2450 ; 分析天平 ,

BP3100S;干燥箱,DHG9246A 型 ;全温空气裕摇床,THZ- C-1 ; 粉

碎机等。

1 .2  方法 采用L9( 34) 正交试验优化槐花中生物活性成分

提取的工艺条件。槐花粉碎过20 目筛后,以1∶20 料液比, 分

别用不同浓度乙醇浸泡( 预处理) 相应时间,55 ℃恒温。以表

1 所设计的不同时间进行提取, 滤渣反复提取2 次 ,合并滤液

作为样品提取物, 进行相关指标的测定。

表1 槐花中生物活性成分提取工艺优化的正交试验L9(34) 设计

Table 1 L9(3
4) orthogonal experi ment designfor the extractiontechnology

opti mizationof bioactive components from Sophora japonica L.

水平

Level

乙醇浓度∥%

Ethanol concentration

预处理时间∥h

Pretreatment ti me

提取时间∥h

Extractionti me
1 30     12 2

2 50 6 1

3 70 0 3

1 .2 .1  清除 DPPH 自由基能力的测定。参照 Brand- Williams

等的方法进行[ 9] 。将对DPPH 自由基50 %清除率定义为1 个

活性单位( U) ,DPPH 自由基清除能力以每克干重的槐花提取

液样品中含有的活性单位来表示( U/ g DW) 。

1 .2.2  清除羟自由基能力的测定。参照刘骏的方法进

行[ 10] 。将对羟自由基50 %清除率定义为1 个活性单位( U) ,

羟自由基清除能力以每克干重的槐花提取液样品中含有的

活性单位来表示( U/ g DW) 。

1 .2 .3  清除超氧阴离子能力的测定。参照 Constantine &

Stanley 的方法[ 11] 。将对超氧阴离子50 %清除率定义为1 个

活性单位( U) ,超氧阴离子清除能力以每克干重的槐花提取

液样品中含有的活性单位来表示( U/ g DW) 。

1 .3 数据统计与分析  通过正交试验得到的试验数据采用

一般正交分析方法进行分析[ 12] 。

2  结果与分析

2 .1  槐花中清除DPPH 的活性物质的提取条件优化 根据

表2 极差 R 的大小,可以得到各因素对槐花提取物清除 DPPH
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自由基能力的影响次序为: 乙醇浓度> 提取时间> 预处理时

间。这表明影响槐花提取物清除DPPH 能力的关键因素是提

取液浓度。

从表3 的方差分析结果可以看出,预处理时间及提取时间

对槐花提取物清除DPPH 自由基能力的影响达到显著水平( P

< 0 .05) ,提取液浓度对槐花提取物清除DPPH 自由基能力的影

响达到极显著水平( P < 0 .01) 。通过对各因素不同水平之间的

均值进行分析,可以确定槐花提取物清除DPPH 的最佳提取工

艺为:以50 %乙醇为溶剂提取液, 预处理时间12 h ,提取时间

1 h。正交试验的第4 个处理为最佳提取条件。

表2 槐花提取物清除DPPH自由基能力的正交试验结果

Table 2 Theorthogonal experiment results of thescavengingcapacity of S .

japonica extracts to DPPHradicals

试验号
Test
No .

乙醇浓
度∥%
Ethanol

concentration

预处理
时间∥h

Pretreatment
ti me

提取
时间∥h
Extraction

ti me

DPPH清除
能力∥U/ g DW
DPPHscavenging

capacity

1 30    12 2 3 713 .4

2 30 6 1 3 764 .7

3 30 0 3 3 418 .5

4 50 12 1 4 251 .5

5 50 6 3 4 098 .1

6 50 0 2 4 040 .2

7 70 12 3 3 919 .7

8 70 6 2 4 019 .5

9 70 0 1 3 981 .7

极差 R 497 .73 148 .07 187 .20

表3 槐花提取物清除DPPH自由基能力的正交试验方差分析结果

Table 3 The variance analysis results of the orthogonal experi ment for the

scavenging capacity of S . japonica extracts to DPPHradicals

因素
Factors

偏差平方和
Square sum
of departure

自由度
Freedom
degree

F 比
F ratio

显著性
Significance

乙醇浓度   388 744 .88 2 209 .61 * *

Ethanol concentration

预处理时间

Pretreat ment ti me 43 621 .62 2 23 .52 *

提取时间

Extractionti me 53 262 .65 2 28 .72 *

误差Error 1 854 .63 2

 注 : F 0 .05临界值= 19 ; F0 .01临界值= 99。* 、* * 分别表示达显著、极

显著水平。表5 同。

 Note : F 0 .05 critical value = 19 and F 0 .01 critical value = 99 . * and * *

stand for significant level and extremely significant level resp . The same

as Table 5 .

2 .2  槐花中清除羟自由基的活性物质的提取条件优化 根

据表4 极差 R 的大小, 得出各因素对槐花提取物清除羟基自

由基能力的影响次序为: 乙醇浓度> 预处理时间> 提取时

间。这表明不同提取液浓度对槐花清除羟基自由基能力的

影响最大。方差分析结果表明, 提取液浓度对槐花中清除羟

基自由基的活性物质的提取效率有显著的影响( 表5) 。对各

因素不同水平之间的均值进行分析, 可以得到槐花清除羟自

由基活性物质的最佳提取工艺为: 以30 % 乙醇为溶剂, 预处

理时间12 h ,提取时间2 h。正交试验的第1 个处理满足最佳

条件, 其羟自由基清除能力也最强。

表4 槐花提取物清除羟自由基能力的正交试验结果

Table 4 Theorthogonal experiment results of thescavengingcapacity of S .

japonica extracts to hydroxyl radicals

试验号
Test No .

乙醇
浓度∥%
Ethanol

concentration

预处理
时间∥h

Pretreatment
ti me

提取
时间∥h
Extraction

ti me

羟自由基清除
能力∥U/ g DW

Scavenging capacity
to hydroxyl radicals

1 30   12   2 986 .4

2 30 6 1 859 .3

3 30 0 3 826 .0

4 50 12 1 683 .8

5 50 6 3 671 .7

6 50 0 2 759 .5

7 70 12 3 625 .6

8 70 6 2 534 .5

9 70 0 1 560 .9

极差 R 316 .90 76 .77 58 .80

表5 槐花提取物清除羟自由基能力的正交试验方差分析结果

Table 5 The variance analysis results of the orthogonal experi ment for the

scavenging capacity of S . japonica extracts to hydroxyl radicals

因素
Factors

偏差平方和
Square sum
of departure

自由度
Freedom
degree

F 比
F ratio

显著性
Significance

乙醇浓度   152 109 .04 2 19 .23 *

Ethanol concentration

预处理时间 9 100 .37 2 1 .15

Pretreat ment ti me

提取时间 6 241 .10 2 0 .79

Extractionti me

误差Error 7 911 .70 2

2 .3  槐花中清除超氧阴离子的活性物质的提取条件优化  

根据表6 极差 R 可得, 各因素对槐花提取物清除超氧阴离子

能力的影响次序为: 乙醇浓度> 预处理时间> 提取时间。这

表明对槐花提取物清除超氧阴离子能力影响最大的因素是

提取液浓度。但方差分析表明, 各因素不同水平之间对槐花

提取物清除超氧阴离子能力的影响均无显著性。通过对各

因素不同水平之间的均值进行分析, 可以确定槐花提取物清

除超氧阴离子的最佳提取工艺为: 以50 % 乙醇为提取溶剂 ,

预处理时间0 h ,提取时间2 h。

表6 槐花提取物清除超氧阴离子能力的正交试验及直观分析结果

Table 6  The orthogonal experi ment and intuitive analysis results of the

scavenging capacity of S . japonica extractstosuperoxide anion

试验号
Test No .

乙醇
浓度∥%
Ethanol

concentration

预处理
时间∥h

Pretreatment
ti me

提取
时间∥h
Extraction

ti me

超氧阴离子清
除能力∥U/ g DW
Scavenging capacity
to superoxide anion

1 30 12 2 6 248 .1

2 30 6 1 4 792 .9

3 30 0 3 5 206 .3

4 50 12 1 4 540 .3

5 50 6 3 4 832 .6

6 50 0 2 6 554 .3

7 70 12 3 854 .8

8 70 6 2 941 .7

9 70 0 1 3 735 .2

极差 R 3 571 .87 1 642 .87 950 .13
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醇沉试验确定黄芪多糖的最佳醇沉浓度为70 % 乙醇。在该

条件下 ,所得多糖纯度最大, 且成本较低。

2 .4 黄芪中皂甙、黄酮和多糖的最佳利用工艺  根据试验

结果,确定黄芪中皂甙、黄酮和多糖3 种有效成分综合利用

的工艺路线见图4。

图4 黄芪中皂甙、黄酮和多糖综合利用的工艺路线

Fig .4  The technologic route of the comprehensive utilization of

saponins ,flavonoids and polysaccharidesin Astragal us mem-

branaceus

3  结论

( 1) 黄芪皂甙的最佳提取条件为 : 浓度70 % 乙醇作为溶

剂, 采用7∶1 的液固比,78 ℃提取3 次,每次100 min。

( 2) 黄芪黄酮的最佳提取条件为 : 浓度80 % 乙醇作为溶

剂, 采用7∶1 的液固比,78 ℃提取4 次,每次80 min。

( 3) 黄芪多糖的最佳提取条件为 :以蒸馏水为溶剂, 提取

温度100 ℃ ,液固比16∶1 , 提取时间2 h ,提取3 次。黄芪多糖

的最佳分离条件为: 采用浓度70 %乙醇对水提液中的多糖进

行沉淀。采用上述条件,所得多糖纯度高 ,且成本较低。

(4) 黄芪黄酮和皂甙分离的最佳条件为 : 含有黄芪黄酮

和皂甙的醇提液减压浓缩, 浓缩液用浓度1 mol/ L 的 NaOH

调pH 值为8 .0 后过滤, 以0 .5 ml/ min 的流速上D280 阴 离子

交换树脂柱。收集流出液和浓度0 .1 %NaOH 淋洗液, 其中富

含皂甙 ;之后用浓度80 %乙醇和浓度10 % NaOH-80 %乙醇洗

脱,收集液为黄酮。对从10 g 生药材中所得的醇提液 ,用13

c m高、直径为2 .5 c m的 D280 离子交换树脂层析柱, 可使黄

芪黄酮和皂甙完全分离。

  ( 5) 在黄芪黄酮的洗脱过程中, 用浓度80 % 乙醇和浓度

10 %NaOH-80 %乙醇洗脱出现2 个洗脱峰 , 后一个洗脱峰的

产物在269 nm有强吸收,可能是异黄酮类物质。
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3  结论与讨论

( 1) 乙醇浓度是影响槐花提取物清除 DPPH 自由基、羟

自由基和超氧阴离子的最关键因素 , 其中对清除羟自由基

和 DPPH 自由基能力的影响分别达到显著和极显著水平。

( 2) 槐花中清除DPPH 自由基的活性物质的最佳提取工艺

为:以50 %乙醇为提取溶剂,预处理时间12 h ,提取时间1 h。

(3) 槐花中清除羟自由基活性物质的最佳提取工艺为 :

以30 %乙醇为提取溶剂,预处理时间12 h ,提取时间2 h。

(4) 槐花中清除超氧阴离子活性物质的最佳提取工艺

为: 以50 %乙醇为提取溶剂, 预处理时间0 h ,提取时间2 h。
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