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神木天坑两种药茶同源植物叶总黄酮提取工艺及抗氧化活性
研究*

唐健民,朱成豪,秦惠珍,唐启明,高丽梅,熊雅兰,蒋昊龙,韦记青**

(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)

摘要:喀斯特天坑地区拥有许多特色的药茶资源。本研究采用超声波提取法对神木天坑五棱苦丁茶总黄酮进

行提取,并运用单因素试验和响应面试验相结合的方式对提取条件进行优化。然后以神木天坑的五棱苦丁茶、
异叶梁王茶的叶片为材料,以苦丁茶叶片为对照,测定3种药茶的总黄酮含量;同时,为研究3种药茶的抗氧化

活性,进行体外羟基自由基(·OH)、超氧阴离子(·O-
2)和二苯基苦基苯肼自由基(DPPH·)的清除试验。结

果显示:乙醇浓度40%(V∶V)、料液比1∶50
 

(g/mL)、提取温度64.9℃、提取时间35.2
 

min、超声波功率

316.8
 

W和超声频率35
 

kHz时,苦丁茶、五棱苦丁茶、异叶梁王茶总黄酮得率分别为10.61%、4.98%和

15.73%。当控制黄酮浓度为1
 

mg/mL时,3种茶叶黄酮均具有较好的总还原力,抗氧化活性较好,其中以异

叶梁王茶对·OH、·O-
2 和DPPH·的清除率最大,分别为53.02%、49.84%和73.96%。试验结果表明异叶

梁王茶具有较好的抗氧化能力,为其资源开发奠定一定的科学基础。
关键词:五棱苦丁茶 异叶梁王茶 总黄酮 响应面法 抗氧化
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0 引言

  苦丁茶(Ilex
 

latifolia)属冬青科冬青属苦丁茶

冬青种[1],常生长于海拔400-800
 

m 的山谷、溪边

杂木林或灌丛中,主要分布在西南和华南等地区。苦

丁茶中主要含有多酚、多糖、生物碱、甾体、三萜、皂
苷、黄酮、氨基酸、维生素及对人体有益的多种微量元

素等[2],是民间一种传统凉茶饮料,具有清热镇痛、清

凉解毒、降脂降压、抑菌减肥之功效[3]。五棱苦丁茶

(Ilex
 

pentagona)是冬青科冬青属植物,多生长于石

灰山林中,其味甘苦,性凉微寒,具有清热解毒、降压

减肥、抑癌防癌等药理疗效,可作苦丁茶的代用品[4]。
异叶梁王茶(Nothopanax

 

davidii)系五加科梁王茶

属植物,主要分布于疏林或阳性灌丛中、林缘、岩石

隙。药用部位为树皮,民间草药,具有抗风湿、强筋骨

等功效[5],彝药用其根皮、茎皮治疗胃病、咽喉热痛。
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梁王茶还可以泡开水作茶饮。苦丁茶、五棱苦丁茶、
异叶梁王茶是喀斯特地区的特色药材及凉茶饮品,广
西桂西北、桂东北及贵州、云南等山区少数民族广泛

饮用的保健养身茶,具有较好的经济价值。本研究采

用单因素和响应面方法优化五棱苦丁茶的总黄酮提

取工艺,并采用此工艺提取苦丁茶、五棱苦丁茶和异

叶梁王茶的总黄酮,进一步对其体外抗氧化活性进行

体外羟基自由基、超氧阴离子和二苯基苦基苯肼自由

基的清除试验[6],为苦丁茶、五棱苦丁茶、异叶梁王茶

的提取工艺研究、开发利用提供一些科学理论知识。

1 
 

材料与方法

1.1 材料

  五棱苦丁茶、异叶梁王茶采自广西乐业神木天坑

(24°48'41″
 

N,106°28'05″
 

E),苦丁茶采自广西植物研

究所(桂林雁山区)。实验使用3种茶的叶片,烘干粉

碎,过60目筛。

1.2 方法

1.2.1 总黄酮标准曲线的制作

  精取芦丁标准样品20
 

mg,溶于60%乙醇中并

定溶于50
 

mL容量瓶,得到0.4
 

mg·mL-1 的芦丁

标准液。分别吸取标准液1,2,4,6,8,10
 

mL置于25
 

mL容量瓶中,加入10
 

mL
 

50%乙醇、1
 

mL
 

5%亚硝

酸混匀,静置6
 

min;然后加入1
 

mL
 

10%硝酸铝混匀

并静置6
 

min,最后加入10
 

mL
 

4%氢氧化钠并使用

50%乙醇定容,静置15
 

min后在510
 

mm处测定吸

光值。获得总黄酮回归方程:y=0.1852x+0.031,

R2=0.999
 

5,并绘制标准曲线。

1.2.2 提取工艺

  分别称取样品粉末0.5
 

g,按照一定料液比加入

40
 

%乙醇,在适宜温度下超声提取一定时间,提取结

束后,过滤,定容至50
 

mL,即得供试品溶液。

  精取3
 

mL试品溶液,加50%乙醇至10
 

mL,再
加入5%亚硝酸钠1

 

mL,混匀,静置6
 

min;加10%硝

酸铝溶液1
 

mL,混匀,静置6
 

min;加4%氢氧化钠溶

液10
 

mL,50%乙醇调至刻度,混匀,静置15
 

min后

在510
 

nm处测定吸光度,按照总黄酮回归方程计算

总黄酮含量。

1.2.3 单因素试验

  参考唐健民等[7],赵娟娟[8]的试验方法,采用乙

醇浓度、料液比、温度、时间、超声波功率、超声波频率

等进行单因素试验,考察各因素对五棱苦丁茶总黄酮

得率的影响。

1.2.4 响应面分析

  分析对比各单因素试验对五棱苦丁茶总黄酮得

率的影响,选取影响总黄酮得率比较大的4个因素:
料液比、超声功率、提取温度、提取时间(表1),通过

Design
 

Expert
 

8.0.6软件设计进行组合试验[912]。

1.2.5 体外抗氧化活性试验

  参照文献[1316],对·OH清除率、DPPH·清

除率、·O-
2 清除率和总还原力的测定实验步骤进行

设计,以VC作对照。其计算公式如下:

  ·OH 清除率(%)=(As—Ap)/(Ab—Ap)×
100%,

  DPPH·清除率(%)=[A0—(A1—A2)]/A0×
100%,

  ·O-
2 清除率(%)=[A0—(A1—A2)]/A0×

100%。
表1 响应面设计水平和因素情况表

Table
 

1 The
 

table
 

of
 

response
 

surface
 

design
 

levels
 

and
 

factors

水平
Level

因素Factor

A料液比
Solidliquid

 

ratio
(g/mL)

B超声功率
Ultrasonic

 

power
 

(W)

C提取温度
Extraction

 

temperature
 

(℃)

D提取时间
Extraction

 

time(min)

-1 1∶30 180 50 10
0 1∶40 300 60 30
1 1∶50 420 70 50

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 乙醇浓度对总黄酮得率的影响

  如图1所示,乙醇浓度对五棱苦丁茶总黄酮得率

有较明显的影响。随着乙醇浓度的增加,总黄酮得率

呈现先增加后降低的趋势。在乙醇浓度为20%时,
总黄酮的得率最低,为2.79%;随着乙醇浓度增加至

40%时,总黄酮得率达到最高值4.31%;后期乙醇浓

度虽然不断增加,但总黄酮得率都未能超过4.31%,
因此确定提取总黄酮的最佳乙醇浓度为40%。

2.1.2 料液比对总黄酮得率的影响

  物料的精准对于试验成本的节约非常重要。由

图2可知,料液比从1∶20
 

(g/mL)增加至1∶30
 

(g/

mL),总黄酮得率显著提高;料液比由1∶30
 

(g/mL)
至1∶40

 

(g/mL),总黄酮得率增幅平缓;当料液比为

1∶50
 

(g/mL)时,总黄酮得率达到最高值5.01%。
随后随着料液比的增加得率急速下降。因此,结果表

明料液比1∶50
 

(g/mL)为宜,继续增大溶剂量不仅
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浪费溶剂而且还会降低总黄酮的产出。

图1 不同乙醇浓度对五棱苦丁茶总黄酮得率的影响

  Fig.1 Effect
 

of
 

different
 

ethanol
 

concentration
 

on
 

fla-
vonoid

 

yield
 

of
 

Ilex
 

pentagona

图2 不同料液比对五棱苦丁茶总黄酮得率的影响

  Fig.2 Effect
 

of
 

solidliquid
 

ratio
 

on
 

yield
 

of
 

total
 

fla-
vonoids

 

of
 

Ilex
 

pentagona

2.1.3 温度对总黄酮得率的影响

  温度对总黄酮的提取影响较大,温度较低无法充

分浸提;温度较高则会破坏化合物的结构,影响总黄

酮的产出。从图3可看出,提取温度为30℃时,五棱

苦丁茶总黄酮得率只有3.10%;随着温度上升,总黄

酮的 得 率 也 不 断 提 高,在 60℃ 时 达 到 峰 值,为

4.27%。后期温度虽然不断升高,但是总黄酮得率反

而逐渐降低,说明五棱苦丁茶总黄酮提取的最佳温度

为60℃。

图3 不同温度对五棱苦丁茶总黄酮得率的影响

  Fig.3 Effect
 

of
 

different
 

temperature
 

on
 

flavonoid
 

yield
 

of
 

Ilex
 

pentagona

2.1.4 时间对总黄酮得率的影响

  由图4看出,超声提取时间在30
 

min时,五棱苦

丁茶的总黄酮提取效率最高,达到4.38%。当提取

时间不足30
 

min时,提取不完全,得率低;超过30
 

min,则随着时间的增加,总黄酮得率逐渐下降,说明

超声时间过长,空化作用使得总黄酮得率下降。因

此,最佳的提取时间定为30
 

min。

图4 不同提取时间对五棱苦丁茶总黄酮得率的影响

  Fig.4 Effect
 

of
 

different
 

extraction
 

time
 

on
 

extraction
 

yield
 

of
 

total
 

flavonoid
 

of
 

Ilex
 

pentagona

2.1.5 超声功率对总黄酮得率的影响

  超声功率过小,提取不完全;超声功率过高,空化

作用会破坏总黄酮的结构,影响提取率。由图5可

知,五棱苦丁茶总黄酮得率在420
 

W 时达到最大值,
为4.03%。因此,最佳的超声功率定420

 

W。

图5 不同超声功率对五棱苦丁茶总黄酮得率的影响

  Fig.5 Effect
 

of
 

different
 

ultrasonic
 

power
  

on
 

yield
 

of
 

flavonoid
 

of
 

Ilex
 

pentagona

2.1.6 超声频率对总黄酮得率的影响

  根据图6可得,超声频率为低频(35
 

kHz)时的

提取率优于超声高频(61
 

kHz)。超声低频时,五棱

苦丁茶总黄酮得率为3.53%;超声高频时,总黄酮得

率为3.09%。因此,超声辅助提取总黄酮时选择低

频(35
 

kHz)。
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图6 不同超声频率对五棱苦丁茶总黄酮得率的影响

  Fig.6 Effect
 

of
 

different
 

ultrasonic
 

frequency
  

on
 

yield
 

of
 

total
 

flavonoid
 

of
 

Ilex
 

pentagona

2.2 响应面试验

2.2.1 响应面试验结果

  以料液比、超声功率、提取温度、提取时间为自变

量,设计响应面试验(表2)。模型回归方程为Y=
4.52+0.057A+0.11B+0.40C+0.20D-
0.035AB+0.11AC-0.054AD -0.073BC+
0.002BD-0.046CD-0.23A2-0.15B2-0.39C2-
0.25D2,其中Y 为总黄酮得率的预测值。该模型回

归方程相关系数R2=0.984
 

0,矫正系数 AdjR2=
0.986

 

0。由表3可以看出,P<0.000
 

1,表明此模型

在显著性上极其显著,试验的实际值和预测值拟合度

比较好,具有较高的统计学意义。

表2 响应面试验设计及结果

Table
 

2 Response
 

surface
 

experimental
 

design
 

and
 

result

序号
No.

料液比
Solidliquid

 

ratio
(g/mL)

功率
Ultrasonic

 

power
(W)

提取温度
Exraction

 

tempera
ture

 

(℃)

提取时间
Exraction

 

time
(min)

总黄酮得率
Total

 

flavonoid
 

yield
 

(%)

1 1∶50 420 60 30 4.54
 

2 1∶50 300 60 60 3.85
 

3 1∶50 180 60 30 4.47
 

4 1∶40 300 50 10 4.92
 

5 1∶40 180 60 60 4.40
 

6 1∶40 300 60 30 4.56
 

7 1∶40 180 50 30 4.25
 

8 1∶40 420 60 10 3.71
9 1∶30 300 50 30 4.44

10 1∶40 420 60 60 3.87
 

11 1∶40 300 60 30 4.34
 

12 1∶40 300 70 60 4.23
13 1∶30 300 60 10 4.34

 

14 1∶40 180 60 10 3.78
 

15 1∶40 300 50 60 3.75
 

16 1∶50 300 70 30 3.85
 

17 1∶30 180 60 30 3.91
 

18 1∶40 420 50 30 3.90
 

19 1∶30 300 70 30 4.22
 

20 1∶40 300 60 30 3.59
 

21 1∶40 300 60 30 3.72
 

22 1∶30 300 60 60 4.18
 

23 1∶30 420 60 30 4.13
 

24 1∶50 300 50 30 4.06
 

25 1∶40 300 70 10 4.00
 

26 1∶50 300 60 10 3.97
 

27 1∶40 180 70 30 3.96
 

28 1∶40 420 70 30 4.31
 

29 1∶40 300 60 30 4.28
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表3 回归模型的方法分析

Table
 

3 The
 

method
 

analysis
 

of
 

regression
 

model

方差来源
Sources

 

of
 

variation

自由度
Degree

 

of
 

freedom
平方和
Sum

 

of
 

squares
均方

 

Mean
 

square
F 值
F

 

value
P 值
P

 

value
显著性
Significant

模型
 

Modle 14 3.13 0.22 61.59 <
 

0.000
 

1 **

A 1 0.039 0.039 10.83 0.005
 

4

B 1 0.16 0.16 42.88 <
 

0.000
 

1 **

C 1 1.05 1.05 288.18 <
 

0.000
 

1 **

D 1 0.5 0.5 137.46 <
 

0.000
 

1 **

AB 1 0.005 0.005 1.34 0.266
 

4

AC 1 0.048 0.048 13.18 0.002
 

7 **

AD 1 0.012 0.012 3.21 0.095
 

0

BC 1 0.021 0.021 5.87 0.029
 

5 *

BD 1 0.000
 

02 0.000
 

02 0.006 0.940
 

9

CD 1 0.008 0.008 2.33 0.149
 

2

A2 1 0.33 0.33 91.93 <
 

0.000
 

1 **

B2 1 0.16 0.16 42.84 <
 

0.000
 

1 **

C2 1 0.97 0.97 268.21 <
 

0.000
 

1 **

D2 1 0.4 0.4 109.1 <
 

0.000
 

1 **

残差
Residue 14 0.051 0.003

 

6

失拟误差
Lack

 

of
 

fit 10 0.045 0.004
 

5 3.36 0.126
 

9

纯误差
Pure

 

error 4 0.005 0.001
 

4

总差
Gross

 

difference 28 3.18

注:**表示P<0.01,差异极其显著;*表示P<0.05,差异显著

Note:**
 

means
 

P<0.01,the
 

difference
 

is
 

extremely
 

significant;*
 

means
 

P<0.05,and
 

the
 

difference
 

is
 

significant

2.2.2 模型交互作用分析

  通过DesignExpert
 

软件将AC、BC、AD
 

交互进

行比较分析,获得响应面曲线图(图7):每个响应曲

面都开口向下,呈现凸面形状,等高线图3D图上的

投影为最高值,交互作用点突出表示各因素对总黄酮

提取的影响也显著突出。

2.2.3 条件优化与结果验证

  通过响应面模型优化,获得五棱苦丁茶总黄酮的

最佳提取条件:料液比1∶50(g/mL),超声功率

316.8
 

W,提取温度64.9℃,提取时间35.2
 

min,提

取率为4.47%。用最佳条件进行验证试验(重复5
次),得 到 五 棱 苦 丁 茶 总 黄 酮 得 率 的 平 均 值 为

4.98%。实际值和预测值相差0.11,表明该提取工

艺重复性好,模型可靠。

2.3 3种茶叶总黄酮含量比较

  根据优化后的五棱苦丁茶总黄酮提取工艺,分别

对3种茶叶进行总黄酮提取及含量测定。由图8可

知,苦丁茶、五棱苦丁茶和异叶梁王茶总黄酮含量分

别是10.61%、4.98%和15.73%,其中异叶梁王茶总

黄酮物质最多。
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图7 交互作用的响应面图

Fig.7 Response
 

surface
 

graph
 

of
 

interaction

2.4 3种茶叶总黄酮体外抗氧化活性

  对3种茶中的总黄酮进行羟基自由基·OH、超
氧阴离子·O-

2 、二苯基苦基苯肼自由基DPPH·清

除试验。当黄酮浓度为1
 

mg/mL时,苦丁茶、五棱

苦丁 茶 和 异 叶 梁 王 茶 对·OH 的 清 除 率 分 别 是

39.61%、12.33%和53.02%,对·O-
2 的清除率分别

26.84%、23.92%和49.84%,对DPPH·的清除率

分别是69.22%、58.52%和73.96%。其中异叶梁王

茶的抗氧化性最强,对·OH、·O-
2 和DPPH·的清

除率 最 高,分 别 为 53.02%、49.84% 和 73.96%
(表4)。

图8 3种茶叶的总黄酮得率

Fig.8 Yield
 

of
 

total
 

flavonoids
 

extracted
 

from
 

three
 

teas
表4 体外抗氧化活性对比研究

Table
 

4 Comparative
 

study
 

on
 

antioxidant
 

activity
 

in
 

vitro

样品
Sample

清除率Clearance
 

rate
 

(%)

·OH ·O-2 DPPH·

总还原力
Total

 

reducing
 

power

普通苦丁茶
Ilex

 

latifolia 39.61 26.84 69.22 0.68

五棱苦丁茶
Ilex

 

pentagona 12.33 23.92 58.52 0.56

异叶梁王茶
Nothopanax

 

davi-
dii

53.02 49.84 73.96 0.79

VC 55.65 94.06 99.09 1.25

3 讨论

  本试验通过响应面法优化五棱苦丁茶总黄酮提

取工艺,获得五棱苦丁茶总黄酮提取工艺的最佳组

合:超声波功率316.8
 

W,超声频率35
 

kHz,乙醇浓

度40%,料液比1∶50,提取温度64.9℃,提取时间

35.2
 

min。使用最佳提取条件对苦丁茶、五棱苦丁

茶、异 叶 梁 王 茶 进 行 总 黄 酮 提 取,其 得 率 分 别 为

10.61%、4.98%和15.73%。笔者同时还研究了苦

丁茶总黄酮的提取工艺,通过单因素试验和响应面试

验,得到苦丁茶总黄酮的最佳提取工艺组合:超声波

功率(411.6
 

W),超 声 频 率(35
 

kHz),乙 醇 浓 度

(100%),
 

料 液 比 (1∶48.5
 

g/mL),提 取 温 度

(68.9℃),提取时间(20
 

min),此工艺所提取的苦丁

茶总黄酮得率为9.02%(实验数据未发表)。通过两

个工艺对比发现,采用五棱苦丁茶总黄酮的最佳提取

工艺提取苦丁茶总黄酮,其得率可达10.61%,说明

五棱苦丁茶总黄酮的最佳提取工艺对苦丁茶总黄酮

的提取也是最优的,并确定此提取工艺条件为五棱苦

丁茶和苦丁茶的总黄酮的最优提取工艺。相对于张

枝等[17]研究苦丁茶超声提取黄酮工艺(提取时间1.5
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h,提取率2.34%)而言,本工艺提取黄酮的时间更快

(提取时间35.2
 

min),含量更高(提取率10.61%),
显著地优化和提升了超声波提取苦丁茶总黄酮的工

艺水平。延永等[18]采用5种黄酮提取方法对苦丁茶

中黄酮类物质的提取效率进行比较,研究发现乙醇回

流提取法(12.43%)>超声波提取法(9.16%)>微波

提取法(8.68%)>热水提取法(6.42%)>碱液提取

法(4.63%);其研究结果表明乙醇回流提取法提取的

含量最高,但是其乙醇回流时间需要2.5
  

h,时间较

长,不利于黄酮的大量提取。本提取工艺较为简单,
易于操作,提取黄酮的时间和含量的效益值较高。研

究并未验证是否为异叶梁王茶的最佳提取工艺,总黄

酮结果仅为异叶梁王茶的开发研究提供基础的黄酮

数据,对于异叶梁王茶的提取工艺后期可以深入

研究。

4 结论

  本试验对五棱苦丁茶总黄酮提取工艺进行响应

面法优化,并对五棱苦丁茶、异叶梁王茶与苦丁茶的

总黄酮和抗氧化活性进行提取、对比试验。试验结果

表明3种茶叶均具有较好的总还原力,抗氧化活性较

好,其中以异叶梁王茶对·OH、·O-
2 和DPPH·的

清除率最高,分别为53.02%、49.84%和73.96%。
研究结果为五棱苦丁茶、异叶梁王茶资源开发奠定一

定的科学基础。
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Abstract:The
 

karst
 

tiankeng
 

area
 

has
 

many
 

featured
 

medicinal
 

tea
 

resources.In
 

this
 

study,ultrasonic
 

extrac-
tion

 

was
 

used
 

to
 

extract
 

the
 

total
 

flavonoids
 

of
 

Ilex
 

pentagona,and
 

the
 

combination
 

of
 

single
 

factor
 

test
 

and
 

response
 

surface
 

test
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

extraction
 

conditions.The
 

leaves
 

of
 

Ilex
 

pentagona
 

and
 

Nothopanax
 

davidii
 

in
 

Shenmu
 

Tiankeng
 

area
 

were
 

used
 

as
 

test
 

materials
 

to
 

determine
 

the
 

content
 

of
 

total
 

flavonoids
 

of
 

three
 

kinds
 

of
 

medicinal
 

tea
 

was
 

measured
 

with
 

broadleaf
 

holly
 

leaf
 

as
 

a
 

control.At
 

the
 

same
 

time,in
 

order
 

to
 

study
 

the
 

antioxidant
 

activity
 

of
 

three
 

kinds
 

of
 

medicinal
 

tea,scavenging
 

tests
 

of
 

hydroxyl
 

radical
 

(·
 

OH),superoxide
 

anion
 

(·
 

O-
2)

 

and
 

diphenylpicryl
 

hydrazine
 

radical
 

(DPPH
 

·)
 

were
 

performed
 

in
 

vitro.The
 

results
 

showed
 

that
 

when
 

the
 

ethanol
 

concentration
 

was
 

40%
 

(V∶V),the
 

solidliquid
 

ratio
 

was
 

1∶50
 

(g
 

/
 

mL),the
 

extraction
 

temperature
 

was
 

64.9℃,the
 

extraction
 

time
 

was
 

35.2
 

min,the
 

ultrasonic
 

power
 

was
 

316.8
 

W,and
 

the
 

ultrasonic
 

frequency
 

was
 

35
 

kHz,the
 

total
 

flavonoid
 

yields
 

of
 

broadleaf
 

holly
 

leaf,Ilex
 

pentagona
 

and
 

Nothopanax
 

davidii
 

were
 

10.61%,4.98%
 

and
 

15.73%,respectively.When
 

the
 

concentration
 

of
 

total
 

flavonoids
 

was
 

controlled
 

to
 

1
 

mg
 

/
 

mL,flavonoids
 

of
 

all
 

three
 

teas
 

had
 

better
 

total
 

re-
ducing

 

power
 

and
 

better
 

antioxidant
 

activity.Among
 

them,the
 

clearance
 

rate
 

of
 

·OH,·O-
2 ,DPPH·

 

by
 

Nothopanax
 

davidii
 

was
 

the
 

largest,which
 

were
 

53.02%,49.84%,and
 

73.96%,respectively.The
 

test
 

re-
sults

 

show
 

that
 

Nothopanax
 

davidi
 

has
 

good
 

antioxidant
 

capacity,which
 

lays
 

a
 

certain
 

scientific
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

its
 

resources.
Key

 

words:Ilex
 

pentagona,Nothopanax
 

davidii,total
 

flavonoids,response
 

surface
 

method,antioxidant
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