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基于响应面法的海南风吹楠总黄酮提取工艺优化及抗氧化活性
研究*

徐坚旺1,2,韦 霄2**,唐健民2,邹 蓉2

(1.桂林医学院药学院,广西桂林 541004;2.广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所,广西植物功能物质与资源持续利用

重点实验室,广西桂林 541006)

摘要:为探究海南风吹楠(Horsfieldia
 

hainanensis)总黄酮的最佳提取工艺、不同生长阶段(成年树、幼树、幼
苗)不同部位的总黄酮含量及其抗氧化活性,本研究采用响应面法确定最佳提取工艺,在最佳提取工艺下测定

不同生长阶段和不同部位的总黄酮含量,以及评价其抗氧化活性。结果表明:①海南风吹楠最佳提取工艺为料

液比1∶72.2、提取温度55.1
 

℃、提取时间55.7
 

min。②成年树整体总黄酮含量较高,其中树干皮的总黄酮含

量最高,为16.061%;其次为幼苗,其中叶片的总黄酮含量最高,为10.465%;幼树整体的总黄酮含量较低,其
中枝皮的总黄酮含量最高,为7.413%。③成年树的树干皮和种皮总黄酮的1,1􀆼二苯基􀆼2􀆼三硝基苯肼自由基

(DPPH·)清除能力较强;叶片总黄酮的羟自由基(·OH)清除能力较强;树干总黄酮的超氧阴离子自由基

(O2-·)清除率最高。综上,海南风吹楠总黄酮含量较高,抗氧化活性突出,表明其药用价值的开发潜力巨大。
本研究结果可为海南风吹楠资源的合理开发及应用提供科学理论依据。
关键词:海南风吹楠;总黄酮;响应面法;抗氧化活性;超声辅助提取法
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  海南风吹楠(Horsfieldia
 

hainanensis)属肉豆

蔻科(Myristicaceae)风吹楠属(Horsfieldia)乔木,
民间常将其称为假玉果、水枇杷等,其主要分布于中

国的海南和广西,常生于山谷、丘陵湿润阴暗的茂密

森林中,并具有较高的观赏、材用、科学研究和药用价

值[1􀆼7]。海南风吹楠的叶、皮常用于治疗小儿疳积[8]。

此外,黎族民间将海南风吹楠的枝叶煮饭或泡酒,用
于妇女产后恢复,是一种活血、补血的良药,当地人称

之为“仙人血”“血树”[9,10]。

  风吹楠属植物含有丰富的黄酮类活性成分。彭

伟[11]发现风吹楠属植物的主要化学成分是1,3􀆼二芳

基丙烷和1,3􀆼二芳基丙烷二聚体,而二芳基丙烷是
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一类很少见的黄酮类化合物,具有抗菌、抗疟疾、抗氧

化、抗病毒等作用。邝芳等[12]从琴叶风吹楠(H.
pandurifolia)中分离纯化得到8个黄酮类化合物,
其中3个黄酮类化合物为首次从该种植物中分离得

到。童应成[13]从大叶风吹楠(H.kingii)中分离得到

多个黄酮类化合物,其中一些化合物在其发挥的药理

活性中具有重要作用。马琴等[14]则综述了风吹楠属

植物的化学成分和药理活性研究进展,提及国外学者

从不同种风吹楠属植物中分离鉴定了黄酮、色原酮、
木脂素、生物碱、芳基酮等类型化合物,其中分离得到

的黄酮类化合物数量最多,为11个,且部分化合物具

有一定的药理活性。目前,关于海南风吹楠的研究主

要集中在其生态学特征[15]、遗传多样性[16]等方面,
对其活性成分等方面的相关研究仍鲜有报道。本研

究对海南风吹楠的总黄酮含量测定及提取工艺进行

优化,采用超声辅助提取法和响应面法优化海南风吹

楠的各个提取条件,确定最佳提取工艺,进一步提升

海南风吹楠的总黄酮提取率,并测定海南风吹楠总黄

酮的1,1􀆼二苯基􀆼2􀆼三硝基苯肼自由基(DPPH·)清
除率、羟自由基(·OH)清除率、超氧阴离子自由基

(O2-·)清除率,以达到评价其抗氧化能力的目的,
以期为海南风吹楠资源的合理开发及应用提供科学

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  海南风吹楠成年树、幼树、幼苗的根、茎、叶(样品

凭证存放于广西植物研究所广西植物功能物质与资

源持续利用重点实验室)均采自广西崇左市龙州县,
经广西植物研究所韦霄研究员鉴定均为海南风吹楠

(Horsfieldia
 

hainanensis
 

Merr.)。

1.2 试剂和仪器

  试剂:芦丁对照品(B20771􀆼100
 

mg,HPLC≥
98%,上海源叶生物科技有限公司),L􀆼抗坏血酸、氢
氧化钠、亚硝酸钠、硝酸铝、无水乙醇等(均为分析

纯),总抗氧化能力(DPPH法)、羟自由基清除能力、
超氧阴离子自由基清除能力试剂盒(苏州科铭生物技

术有限公司)。

  仪器:TU􀆼1901型双光束紫外可见分光光度计

(北京普析通用仪器有限责任公司),DL􀆼720E型智

能超声波、AE200S型万分之一电子分析天平[梅特

勒􀆼托利多仪器(上海)有限公司],HH􀆼S4型数显恒

温水浴锅(常州金坛双捷实验仪器厂),Multifuge
 

X1R型台式高速冷冻离心机[赛默飞世尔科技(中
国)有限公司],QE􀆼100型高速粉碎机(浙江屹立工贸

有限公司),101A􀆼3型电热恒温鼓风干燥箱(上海跃

进医疗器械有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 样品处理

  将采集到的海南风吹楠各组织部位(根、茎、叶)
洗净,在60

 

℃条件下烘干48
 

h,粉碎后过60目筛,制
成样品粉末,备用。

1.3.2 标准曲线的制备

  精密称取13.2
 

mg芦丁,放置于25
 

mL容量瓶

中,用无水乙醇定容,制成0.528
 

mg/mL芦丁标准

品溶液。精确吸取芦丁标准品溶液0.0、0.4、0.8、

1.2、1.6、2.0
 

mL,分别放入25
 

mL容量瓶内,无水乙

醇溶液定容;分别吸取定容后的溶液2
 

mL,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,摇匀后用无水乙醇稀释至刻度线,放置

15
 

min后,在510
 

nm 处测得吸光值。计算回归方

程,回归方程为y=8.5384x-0.0078,R2=0.999
 

8。

1.3.3 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,加入无水乙醇25

 

mL,在60
 

℃、300
 

W 的

条件下超声辅助提取30
 

min,过滤,复提3次,定容

于100
 

mL 容 量 瓶 中,4
 

℃避 光 保 存 备 用。按 照

1.3.2节步骤加样,测定吸光值并根据公式(1)计算

总黄酮含量。

  总黄酮含量(%)=
C1×N1×V1

V2×W1
×100%, (1)

式中,C1 为标准曲线计算得到的浓度,N1 为稀释倍

数,V1 为样液总体积,V2 为取样体积,W1 为样品

质量。

1.3.4 最大吸收波长的确定

  精确吸取1.3.2节标准品溶液和1.3.3节供试

品溶液各2
 

mL,分别置于25
 

mL容量瓶中。按照

1.3.2节的方法加样操作,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。

1.4 单因素试验

1.4.1 料液比对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  选取海南风吹楠叶片作为单因素试验对象,准确

称取样品粉末0.5
 

g,按照1∶40、1∶50、1∶60、1∶
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70、1∶80
 

(g/mL)的料液比,加入60%乙醇,在提取

温度40
 

℃、提取频率300
 

W的条件下分别超声辅助

提取10
 

min,过滤,复提3次,定容于150
 

mL的容量

瓶中。按照1.3.2节的方法加样操作,于510
 

nm处

测定吸光值,计算总黄酮含量。每种处理做3组重

复,选取最佳料液比,进行下一步单因素试验。

1.4.2 乙醇浓度对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  准确称取样品粉末0.5
 

g,按照料液比为1∶70
 

(g/mL),分别加入20%、40%、60%、80%、100%乙

醇,在提取温度40
 

℃、提取频率300
 

W 的条件下分

别超声辅助提取10
 

min,过滤,复提3次,定容于150
 

mL的容量瓶中。按照1.3.2节的方法加样操作,于

510
 

nm处测定吸光值,计算总黄酮含量。每种处理

做3组重复,选取最佳乙醇浓度,进行下一步单因素

试验。

1.4.3 提取温度对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  准确称取样品粉末0.5
 

g,按照料液比为1∶70
 

(g/mL),加入100%乙醇,在提取温度为40、50、60、

70、80
 

℃,提取频率300
 

W的条件下分别超声辅助提

取10
 

min,过滤,复提3次,定容于150
 

mL的容量瓶

中。按照1.3.2节方法加样操作,于510
 

nm处测定

吸光值,计算总黄酮含量。每种处理做3组重复,选
取最佳提取温度,进行下一步单因素试验。

1.4.4 提取时间对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  准确称取样品粉末0.5
 

g,按照料液比为1∶70
 

(g/mL),加入100%乙醇,在提取温度60
 

℃、提取功

率300
 

W的条件下分别超声辅助提取10、30、60、90、

120
 

min,过滤,复提3次,定容于150
 

mL的容量瓶

中。按照1.3.2节方法加样操作,于510
 

nm处测定

吸光值,计算总黄酮含量。每种处理做3组重复,选
取最佳提取时间。

1.5 响应面分析

  选取海南风吹楠叶片作为响应面试验对象,根据

单因素试验结果,利用Design
 

Expert
 

11软件设计响

应面试验。因最佳乙醇浓度为100%,故只以料液比

(A)、提取温度(B)、提取时间(C)为自变量,以海南

风吹楠的总黄酮含量(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。通过Design
 

Expert
 

11软件做出A、B、C
 

3个因素交互作用的响

应面图和等高线图,可以显著反映各因素之间相互作

用的强弱。两个影响因素和响应量所形成的响应曲

面坡度越陡峭,等高线形状越接近椭圆形,则说明两

个因素交互作用越强,反之则越弱[17]。

表1 响应面试验因素与水平

Table
 

1 Response
 

surface
 

test
 

factors
 

and
 

levels

水平
Level

A:料液比
A:Solid􀆼liquid

 

ratio

B:提取温度/℃
B:Extraction

 

temperature/℃

C:提取时间/min
C:Extraction

 

time/min

-1 1∶60 50 30

0 1∶70 60 60

1 1∶80 70 90

1.6 抗氧化活性的测定

1.6.1 DPPH·清除能力测定

  使用总抗氧化能力(DPPH法)试剂盒,测定从海

南风吹楠成年树不同组织部位中所提取的总黄酮的

总抗氧化能力。以L􀆼抗坏血酸作为阳性对照,分别

向空白管加入50
 

μL提取液,再加入950
 

μL试剂;测
定管加入50

 

μL海南风吹楠总黄酮提取液,再加入

950
 

μL试剂1,充分混匀,室温避光反应20
 

min。将

紫外可见分光光度计预热30
 

min,调节波长至515
 

nm,于1
 

mL玻璃比色皿中测定吸光值。其中提取

液:无水醋酸钠􀆼冰醋酸溶液;试剂1:DPPH 溶于甲

醇溶液。根据公式(2)计算DPPH·清除率。

  DPPH·清除率(%)=
A空白-A测定

A空白
×100%,

(2)
式中,A空白 为空白管的吸光值;A测定 为测定管的吸

光值。

1.6.2 ·OH清除能力测定

  使用羟自由基清除能力试剂盒,测定从海南风吹

楠成年树不同组织部位中所提取的总黄酮的羟自由

基清除能力。以L􀆼抗坏血酸作为阳性对照,向对照

管加入150
 

μL试剂1和150
 

μL试剂2、750
 

μL蒸馏

水、300
 

μL试剂3;空白管中加入150
 

μL试剂1、900
 

μL蒸馏水、300
 

μL试剂3;测定管中加入150
 

μL试

剂1和150
 

μL试剂2、450
 

μL蒸馏水、300
 

μL试剂3
和300

 

μL海南风吹楠总黄酮提取液。充分混匀后,

37
 

℃保温20
 

min。将紫外可见分光光度计预热30
 

min,调节波长至510
 

nm,于1
 

mL玻璃比色皿中测

定吸光值。其中试剂1:水杨酸􀆼乙醇溶液;试剂2:

FeSO4·7H2O溶液;试剂3:H2O2 溶液。根据公式

(3)计算·OH清除率。

  ·OH清除率(%)=
A对照 -A测定

A对照 -A空白
×100%,(3)

式中,A对照 为对照管的吸光值;A测定 为测定管的吸光
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值;A空白 为空白管的吸光值。

1.6.3 O2-·清除能力测定

  使用超氧阴离子清除能力试剂盒,测定从海南风

吹楠成年树不同组织部位中所提取的总黄酮的超氧

阴离子清除能力。以L􀆼抗坏血酸作为阳性对照,对
照管和测定管分别加入40

 

μL试剂1和160
 

μL试剂

2,再向对照管中加入100
 

μL蒸馏水,充分混匀,25
 

℃反应1
 

min后,对照管加入200
 

μL试剂3,测定管

加入100
 

μL海南风吹楠总黄酮提取液和200
 

μL试

剂3,37
 

℃反应30
 

min,再向对照管和测定管中分别

加入200
 

μL试剂4和200
 

μL试剂5,充分混匀,37
 

℃显色20
 

min。将紫外可见分光光度计预热30
 

min,调节波长至530
 

nm,于1
 

mL玻璃比色皿中测

定吸光值。其中试剂1:Tris􀆼HCL溶液,含四甲基乙

二胺(TEMED);试剂2:过硫酸铵;试剂3:盐酸羟胺

溶液;试剂4:对氨基苯磺酸􀆼醋酸溶液;试剂5:α􀆼萘
胺􀆼醋酸溶液。根据公式(4)计算O2-·清除率。

  O2-清除率(%)=
A对照-A测定

A对照
×100%, (4)

式中,A对照 为对照管的吸光值;A测定 为测定管的吸

光值。

1.7 数据处理

  使用SPSS
 

20.0、Origin
 

2022、Design
 

Expert
 

11
等软件对试验数据进行分析并作图。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 料液比对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  由图1可知,海南风吹楠总黄酮含量随着料液比

的增加,主要呈先上升后下降的峰型趋势,其中料液

比在1∶40-1∶60区间总黄酮含量的变化趋势较平

缓,1∶60-1∶80区间总黄酮含量的变化趋势较剧

烈。当料 液 比 为1∶70时,总 黄 酮 含 量 最 高,为

2.6%。当料液比较小时,总黄酮含量较低的原因可

能是所加溶剂较少,无法将黄酮类成分充分提取出

来。当料液比较大时,总黄酮含量出现下降的现象,
可能是因为溶剂含量增大,促进样品中其他杂质溶

出,从而导致提取出的总黄酮含量下降。当料液比为

1∶70-1∶80时,总黄酮含量呈急剧下降趋势,可能

是样品中总黄酮的溶出受到溶液中浓度差的影响。
因此,确定最佳料液比为1∶70。

2.1.2 乙醇浓度对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  由图2可知,海南风吹楠总黄酮含量随着乙醇浓

度的升高,呈现出持续上升趋势。当乙醇浓度为

100%时,海南风吹楠总黄酮含量最高,为5.1%;乙
醇浓度为20%-80%时,上升趋势均较为平缓;为
80%-100%时,呈现急剧上升趋势。可能是因为大

部分总黄酮类成分呈弱极性或非极性,根据相似相溶

的原理,随着乙醇浓度的持续增加,溶剂极性不断减

弱,从而促进大部分黄酮类成分溶出。因此,确定最

佳乙醇浓度为100%。

图1 料液比对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  Fig.1 Effect
 

of
 

solid􀆼liquid
 

ratio
 

on
 

the
 

total
 

flavonoid
 

content
 

of
 

H.hainanensis

图2 乙醇浓度对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  Fig.2 Effect
 

of
 

ethanol
 

concentration
 

on
 

the
 

total
 

fla-
vonoid

 

content
 

of
 

H.hainanensis

2.1.3 提取温度对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  由图3可知,海南风吹楠总黄酮含量随着提取温

度的增加,主要呈先上升后下降的峰型趋势。当提取

温度为60
 

℃时,总黄酮含量最高,为5.9%。低温

时,随着温度持续升高,溶液中的分子运动加快,溶液

黏度尚未饱和,黄酮类成分扩散性增强。温度过高容

易导致黄酮类成分结构被破坏,同时样品细胞中其他

内容物溶出增多,溶液黏度逐渐饱和,从而抑制黄酮

类成分溶出。因此,确定最佳提取温度为60
 

℃。
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图3 提取温度对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  Fig.3 Effect
 

of
 

extraction
 

temperature
 

on
 

the
 

total
 

fla-

vonoid
 

content
 

of
 

H.hainanensis

2.1.4 提取时间对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  由图4可知,海南风吹楠总黄酮含量随着提取时

间的增加,主要呈先上升后下降的峰型趋势。当提取

时间在60
 

min时,总黄酮含量达到最高,为6.6%。
提取时间过短,易导致黄酮类成分溶出不完全,提取

出的总黄酮含量下降。随着提取时间的增加,细胞内

外的总黄酮浓度趋于平衡,此时总黄酮含量达到最大

值。当提取时间继续延长,过长时间的热效应会使黄

酮成分结构遭到破坏,其他杂质的溶出增多,使得总

黄酮得率进一步下降。因此,确定最佳提取时间为

60
 

min。

图4 提取时间对海南风吹楠总黄酮含量的影响

  Fig.4 Effect
 

of
 

extraction
 

time
 

on
 

the
 

total
 

flavonoid
 

content
 

of
 

H.hainanensis

2.2 响应面试验

2.2.1 响应面试验结果

  根据表1设定的因素和水平,将料液比(A)、提
取温度(B)、提取时间(C)设定为考察因素,并分别设

置3个水平,以海南风吹楠成年树总黄酮含量为响应

值(Y),共计17个试验点,其中12个为析因点,5个

为零点,其响应面试验结果见表2。

表2 响应面试验设计及其结果

Table
 

2 Response
 

surface
 

test
 

design
 

and
 

results

试验号
Test

 

number

A:
料液比

A:Solid􀆼
liquid

 

ratio

B:提取
温度/℃

B:
Extraction

 

temper􀆼
ature/℃

C:提取
时间/min

C:
Extraction

 

time/min

总黄酮
含量/%
Total

 

flavonoid
content/%

1 1∶60 50 60 4.221

2 1∶80 50 60 4.191

3 1∶60 70 60 5.533

4 1∶80 70 60 5.377

5 1∶60 60 30 2.739

6 1∶80 60 30 3.415

7 1∶60 60 90 3.452

8 1∶80 60 90 3.339

9 1∶70 50 30 4.714

10 1∶70 70 30 4.508

11 1∶70 50 90 4.156

12 1∶70 70 90 5.986

13 1∶70 60 60 7.237

14 1∶70 60 60 7.252

15 1∶70 60 60 7.456

16 1∶70 60 60 7.283

17 1∶70 60 60 7.468

2.2.2 回归模型方差分析

  使用Design
 

Expert
 

11软件对海南风吹楠成年

树响应面试验结果(表2)进行回归拟合分析,得到方

程Y=7.34+0.0471A +0.5153B +0.1946C-
0.0315AB -0.1973AC +0.509BC -2.06A2 -
0.4520B2-2.05C2,其回归模型方差分析结果见表

3。该模型F 值为147.32,P<0.000
 

1,表明该模型

具有高度的显著性,具有统计学意义;失拟项的P 值

为0.088
 

6(P>0.05),表明该模型失拟性不显著,试
验结果受未知因素的影响较小;模型相关系数R2 为

0.994
 

7,调整后相关系数Radj
2 为0.988

 

0,两者均接

近于1,表明该模型于实际试验拟合程度良好,具有

较高的准确性和通用性,可用于对海南风吹楠成年树

总黄酮含量的分析和测定。其中提取温度(B)的
P<0.000

 

1(P<0.01),表明提取温度对模型具有极
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显著影响;提取时间(C)的P=0.0184(P<0.05),
表明提取时间对模型具有显著影响;料液比(A)的
表3 回归模型方差分析

Table
 

3 Variance
 

analysis
 

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 43.01 9 4.78 147.32 <0.000
 

1

A 0.017
 

8 1 0.017
 

8 0.547
 

7 0.483
 

3

B 2.12 1 2.12 65.48 <0.000
 

1

C 0.303
 

0 1 0.303
 

0 9.34 0.018
 

4

AB 0.004
 

0 1 0.004
 

0 0.122
 

4 0.736
 

8

AC 0.155
 

6 1 0.155
 

6 4.80 0.064
 

6

BC 1.04 1 1.04 31.95 0.000
 

8

A2 17.81 1 17.81 549.09 <0.000
 

1

B2 0.860
 

1 1 0.860
 

1 26.52 0.001
 

3

C2 17.63 1 17.63 543.50 <0.000
 

1

Residual 0.227
 

1 7 0.032
 

4

Lack
 

of
 

Fit 0.175
 

6 3 0.058
 

5 4.55 0.088
 

6

Pure
 

Error 0.051
 

4 4 0.012
 

9

Cor
 

Total 43.24 16

Note:P<0.05
 

indicates
 

significant
 

difference,P<0.01
 

indicates
 

ex-

tremely
 

significant
 

difference.

P=0.483
 

3(P>0.05),表明料液比对模型影响不显

著;交互项中BC、A2、B2、C2 的P<0.01,表明对模

型均呈极显著影响;AB、AC 的P>0.05,表明对模

型影响均不显著;比较A、B、C 之间的F 值,FB>
FC>FA,表明各因素的影响程度依次是提取温度>
提取时间>料液比。由以上分析可以看出,不同因素

对海南风吹楠成年树提取出的总黄酮含量影响并不

是单一线性关系,而是各因素相互作用的结果。

2.2.3 响应面分析

  由图5可知,料液比、提取温度和提取温度、提取

时间之间的交互作用较强,料液比、提取时间之间的

交互作用较弱。

2.2.4 海南风吹楠总黄酮最佳提取工艺确定及验证

  通过Design
 

Expert
 

11软件对以上数据的分析

计算,得到海南风吹楠总黄酮最佳提取工艺为料液比

1∶72.2,提取温度55.1
 

℃,提取时间55.7
 

min。在

此条件下,模型预测从海南风吹楠成年树中提取出的

总黄酮含量为6.862%。在最佳条件下,实际测得海

南风吹楠成年树中总黄酮含量为6.823%,实际值与

预测值仅相差0.039%,表明该模型分析的结果准确

性和可信度较高。

图5 交互因素对海南风吹楠成年树总黄酮含量影响的响应面图

  Fig.5 Response
 

surface
 

plots
 

of
 

effects
 

of
 

interactions
 

between
 

factors
 

on
 

the
 

total
 

flavonoid
 

content
 

in
 

adult
 

trees
 

of
 

H.
hainanensis
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2.3 海南风吹楠各生长阶段不同部位总黄酮含量

  在上述响应面试验分析得到的海南风吹楠的最

佳提取工艺下,分别提取海南风吹楠成年树、幼树、幼
苗不同部位的总黄酮含量,其结果见表4。成年树、
幼树、幼苗不同部位的总黄酮含量存在显著差异,具
有统计学意义。海南风吹楠成年树不同部位总黄酮

含量树干皮>枝皮>根>种皮>种子>根皮>树

干>种壳>叶片>枝,其中树干皮总黄酮含量最高,
为16.061%;枝总黄酮含量最低,为5.917%。海南

风吹楠幼树不同部位总黄酮含量枝皮>叶片>树干

皮>根皮>枝>树干>根,其中枝皮总黄酮含量最

高,为7.413%。海南风吹楠幼苗不同部位总黄酮含

量叶片>根皮>枝>枝皮>根,其中叶片总黄酮含量

最高,为10.465%。从不同生长阶段方面观察,除叶

片外,与幼树和幼苗相比,成年树各部位总黄酮含量

均较高,为5.917%-16.061%;其次为幼苗,整体的

总黄酮含量为2.543%-10.465%;幼树整体的总黄

酮含量最低,为1.741%-7.413%。
表4 海南风吹楠不同部位总黄酮含量

Table
 

4 Total
 

flavonoid
 

content
 

in
 

different
 

parts
 

of
 

H.hainanensis  Unit:%

部位
Part

成年树
Adult

 

trees
幼树

Young
 

trees
幼苗

Seedlings

Leaf 6.823±0.010i 6.198±0.008b 10.465±0.010a

Branch 5.917±0.012j 3.368±0.006e 4.172±0.008c

Branch
 

bark 11.493±0.009b 7.413±0.014a 3.544±0.011d

Trunk 7.906±0.010g 2.181±0.005f -

Trunk
 

bark 16.061±0.016a 5.218±0.010c -

Root 11.185±0.011c 1.741±0.009g 2.543±0.013e

Root
 

bark 8.098±0.033f 4.359±0.008d 5.513±0.014b

Seed 9.312±0.012e - -

Seed
 

coat 10.642±0.021d - -

Seed
 

shell 7.032±0.017h - -

Note:different
 

lowercase
 

letters
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).

2.4 海南风吹楠成年树不同部位抗氧化活性

2.4.1 DPPH·的清除能力

  海南风吹楠成年树不同部位的DPPH·清除率

如表5所示,不同部位之间的DPPH·清除率存在显

著差异,具有统计学意义。成年树的DPPH·清除率

在15.611%-86.268%区间,其中树干皮>种皮>
种子>根皮>枝皮>种壳>根>树干>叶片>枝。
树干皮总黄酮的DPPH·清除率最高,为86.268%;
种皮 次 之,为 79.719%;根 总 黄 酮 含 量 最 低,为

15.611%。经检测,对照品(L􀆼抗坏血酸)的DPPH·
清除率为93.361%,成年树的树干皮和种皮总黄酮

的DPPH·清除率均达到L􀆼抗坏血酸的80%以上,
说明这两个部位的DPPH·清除能力较强。

2.4.2 ·OH的清除能力

  海南风吹楠成年树不同部位的·OH清除率如

表6所示,不同部位之间的·OH清除率存在显著差

异,具有统计学意义。从整体来看,除叶片部位,其余

部位对·OH清除能力均较弱。叶片总黄酮的·OH
清 除率最高,为72.675%;种皮总黄酮的·OH清除

表5 海南风吹楠成年树不同部位DPPH·清除率

Table
 

5 DPPH·
 

scavenging
 

rates
 

of
 

different
 

parts
 

of
 

H.hainanensis
 

in
 

adult
 

trees

部位
Part

清除率/%
Scavenging

 

rate/%

Leaf 22.950±0.030i

Branch 15.611±0.018j

Branch
 

bark 53.550±0.032e

Trunk 36.707±0.024h

Trunk
 

bark 86.268±0.024a

Root 43.075±0.013g

Root
 

bark 62.406±0.016d

Seed 67.546±0.013c

Seed
 

coat 79.719±0.010b

Seed
 

shell 45.208±0.011f

Note:different
 

lowercase
 

letters
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

signifi-

cant
 

differences
 

(P<0.05).

率最低,为0.028%。经检测,对照品(L􀆼抗坏血酸)
的·OH清除率为91.974%,成年树叶片总黄酮对

·OH清除率接近对照品的80%,说明叶片的·OH
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清除能力较强。
表6 海南风吹楠成年树不同部位·OH清除率

Table
 

6 ·OH
 

scavenging
 

rates
 

of
 

different
 

parts
 

of
 

H.hain-
anensis

 

in
 

adult
 

trees

部位
Part

清除率/%
Scavenging

 

rate/%

Leaf 72.675±0.026a

Branch 15.577±0.020b

Branch
 

bark 0.115±0.010f

Trunk 1.654±0.009c

Trunk
 

bark 0.385±0.174e

Root 0.326±0.008e

Root
 

bark 0.304±0.011e

Seed 1.606±0.340c

Seed
 

coat 0.028±0.010g

Seed
 

shell 1.095±0.146d

Note:different
 

lowercase
 

letters
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

signifi-

cant
 

differences
 

(P<0.05).

2.4.3 O2-·的清除能力

  海南风吹楠成年树不同部位的O2-·清除率如

表7所示。不同部位之间的O2-·清除率存在显著

差异,具有统计学意义。成年树总黄酮的 O2-·清

除率在0.277%-50.351%区间,其中树干>枝>枝

皮>根>叶片>根皮>种壳>树干皮>种皮>种子。
树干总黄酮的 O2-·清除率最高,为50.351%;枝、
枝皮、根3个部位总黄酮的O2-·清除率相对较高,
分别为48.196%、46.604%、46.195%;种子总黄酮

表7 海南风吹楠成年树不同部位O2
- ·清除率

Table
 

7 O2
- ·

 

scavenging
 

rate
 

of
 

different
 

parts
 

of
 

H.hain-
anensis

 

in
 

adult
 

trees

部位
Part

清除率/%
Scavenging

 

rate/%

Leaf 38.160±0.008e

Branch 48.196±0.010b

Branch
 

bark 46.604±0.024c

Trunk 50.351±0.009a

Trunk
 

bark 14.928±0.040g

Root 46.195±0.010d

Root
 

bark 33.337±0.027f

Seed 0.277±0.023j

Seed
 

coat 1.005±0.037i

Seed
 

shell 17.692±0.010g

Note:different
 

lowercase
 

letters
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

signifi-

cant
 

differences
 

(P<0.05).

的O2-·清除率最低,仅为0.277%。经检测,对照

品(L􀆼抗坏血酸)的 O2-·清除率为90.784%,成年

树树干总黄酮的 O2-·清除率达到L􀆼抗坏血酸的

55%以上,说明树干的O2-·清除能力较强。

3 讨论

  植物中总黄酮含量及抗氧化活性对维持人体生

理机能起着重要作用[18,19]。研究表明,黄酮类化合

物具有丰富的药理活性,如神经保护[20]、抗菌[21]、抗
炎[22]、抗癌[23]、抗病毒[24]等。本研究通过响应面模

型发现,海南风吹楠不同生长阶段的总黄酮含量受不

同因素的相互影响,很少仅受单个因素影响,故各影

响因素在最佳水平下,才能充分提取海南风吹楠总黄

酮。采用最佳提取工艺,充分提取海南风吹楠不同生

长阶段不同部位的总黄酮,发现成年树整体总黄酮含

量较 高,且 成 年 树 树 干 皮 的 总 黄 酮 含 量 最 高,为

16.061%,高于同为肉豆蔻科的肉豆蔻(Myristica
 

fragrans,总 黄 酮 含 量 2.503%)[25]、水 松 (Glyp-
tostrobus

 

pensilis,总黄酮含量1.310%)[26]、红豆杉

(Taxus
 

wallichiana
 

var.
 

chinensis,总 黄 酮 含 量

6.703%)[27]、贵州金花茶(Camellia
 

huana,总黄酮

含量5.410%)[28]、当归藤(Embelia
 

parviflora,总黄

酮含量12.590%)[29]。由此可见,海南风吹楠的总黄

酮含量较为丰富。

  生物在进行正常生命活动过程中离不开自由基,
适量受控的自由基对人体有益,多余不受控的自由基

则会夺取临近分子的电子,造成细胞功能丧失、免疫

系统障碍、基因突变甚至死亡[30]。因此,开发和利用

高效无毒的天然自由基清除剂,已成为当今科学发展

的趋势。DPPH·是一种较为稳定的自由基,能被具

有抗氧化能力的物质清除,清除率越大表示其抗氧化

能力越强,因此常用于衡量活性物质或食品的抗氧化

能力[31]。本研究发现海南风吹楠成年树树干皮的

DPPH·清除率最高,为86.268%,达到L􀆼抗坏血酸

的80%以上,高于中药广陈皮(82.93%)[32]、束花石

斛(81.92%)[33]、葛根(74.25%)[34]。·OH 是一种

较为活泼的活性分子,具有极强的得电子能力,能与

大多数物质发生氧化反应;而抗氧化剂能减少或消除

·OH的产生,从而抑制氧化反应的发生[31]。海南

风吹楠成年树叶片的·OH 清除率为72.675%,具
有较强的抗氧化能力,其余部位对·OH的清除能力

均较弱。O2-·是细胞代谢过程中产生的一种具有

很强氧化能力的自由基,在生物体内可长时间攻击靶
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向目标,破坏细胞DNA,损伤人类机体功能[35]。海

南风 吹 楠 成 年 树 树 干 O2- · 清 除 率 最 高,为

50.351%,表明其抗氧化能力较强。本研究发现海南

风吹楠不同部位对不同自由基的清除能力不同,且其

抗氧化能力并非完全由总黄酮含量决定,也可能与所

含黄酮类化合物类型有关,需进一步分离鉴定。如

今,随着临床对药用植物的逐渐重视,总黄酮含量高

及抗氧化能力强的药用植物被广泛应用,如罗汉果

(Siraitia
 

grosvenorii)[36]、槐米(Flos
 

sophorae
 

im-
maturus)[37,38]、红豆杉[39]等。综上,海南风吹楠总黄

酮含量较高,抗氧化活性突出,拥有巨大的药用开发

潜力。

4 结论

  本研究采用超声辅助提取法,提取海南风吹楠成

年树、幼树、幼苗不同部位的总黄酮,通过单因素试验

和响应面分析,确定总黄酮最佳提取工艺,即料液比

为1∶72.2,提取温度为55.1
 

℃,提取时间为55.7
 

min。

  除叶片外,海南风吹楠成年树各部位总黄酮含量

均较高,为5.917%-16.061%;其次为幼苗,整体的

总黄酮含量为2.543%-10.465%;幼树整体的总黄

酮含量较低,为1.741%-7.413%。其中,成年树树

干皮的总黄酮含量最高,为16.061%。

  海南风吹楠成年树树干皮和种皮总黄酮的DP-
PH·清除能力较强,叶片总黄酮的·OH 清除能力

较强。树干、枝、枝皮、根总黄酮的 O2-·清除率均

较高,其中树干的O2-·清除率最高。

  海南风吹楠总黄酮含量较高,抗氧化活性突出,
具有广阔的开发应用前景。本研究初步探讨了海南

风吹楠总黄酮的药用潜力,后期可进行更深入的研

究,如体外抗氧化试验、细胞试验和动物试验等药理

试验,来评估植物总黄酮的药用价值,从而更全面地

了解其生物活性和应用潜力。
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Abstract:A
 

response
 

surface
 

methodology
 

was
 

adopted
 

to
 

optimize
 

the
 

extraction
 

process
 

of
 

total
 

flavonoids
 

from
 

Horsfieldia
 

hainanensis.Furthermore,the
 

content
 

and
 

antioxidant
 

activity
 

of
 

total
 

flavonoids
 

extracted
 

by
 

the
 

optimal
 

process
 

at
 

different
 

growth
 

stages
 

(adult
 

trees,young
 

trees,and
 

seedlings)
 

and
 

from
 

different
 

plant
 

parts
 

were
 

measured.The
 

results
 

were
 

yielded
 

as
 

follows:①The
 

optimal
 

extraction
 

process
 

for
 

total
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flavonoids
 

from
 

H.hainanensis
 

was
 

extraction
 

at
 

the
 

solid􀆼liquid
 

ratio
 

of
 

1∶72.2
 

and
 

55.1
 

℃
 

for
 

55.7
 

min.
②The

 

overall
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids
 

was
 

higher
 

in
 

adult
 

trees,with
 

the
 

highest
 

content
 

in
 

the
 

bark,reac-
hing

 

16.061%.Seedlings
 

had
 

the
 

second
 

overall
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids,which
 

was
 

the
 

highest
 

(10.465%)
 

in
 

leaves.The
 

overall
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids
 

was
 

the
 

lowest
 

in
 

young
 

trees,in
 

which
 

the
 

branch
 

bark
 

had
 

the
 

highest
 

content
 

of
 

7.413%.③The
 

trunk
 

bark
 

and
 

seed
 

coat
 

of
 

mature
 

trees
 

exhibited
 

the
 

strongest
 

1,1􀆼diphenyl􀆼2􀆼picrylhydrazyl
 

radical
 

(DPPH·)
 

scavenging
 

capacity.The
 

total
 

flavonoids
 

extrac-
ted

 

from
 

leaves
 

of
 

mature
 

trees
 

showed
 

strong
 

hydroxyl
 

radical
 

(·OH)
 

scavenging
 

capability.The
 

trunk
 

of
 

mature
 

trees
 

exhibited
 

the
 

highest
 

superoxide
 

radical
 

(O2-·)
 

scavenging
 

rate.In
 

conclusion,H.hainanensis
 

has
 

high
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids,which
 

demonstrate
 

remarkable
 

antioxidant
 

activity,indicating
 

the
 

great
 

medicinal
 

value
 

of
 

this
 

plant.The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

aim
 

to
 

provide
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

rational
 

devel-
opment

 

and
 

application
 

of
 

H.hainanensis
 

resources.
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