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时间仅需４０ｍｉｎ，因此从节能和经济角度来看，超声波辅助提
取方法优于乙醇浸提法。

３　结论

通过对提取温度、提取时间、超声波功率、料液比的单因

素试验和正交试验，确定超声波辅助提取香灵草总皂苷的最

佳工艺为：提取温度 ５０℃，提取时间 ４０ｍｉｎ，超声波功率
４００Ｗ，料液比为１ｇ∶３０ｍＬ。各因素对香灵草总皂苷提取
效果影响的顺序依次为：提取温度 ＞超声功率 ＞提取时
间＞料液比，其中提取温度对提取率的影响显著。与乙醇浸
提法相比，超声波辅助提取法香灵草总皂提取率高，提取时

间短。
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南京雨花茶中总黄酮提取以及 ＤＰＰＨ自由基
清除活性研究
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（江苏经贸职业技术学院工程技术学院／江苏省食品安全工程技术研究开发中心，江苏南京２１０００７）

　　摘要：通过正交试验优化了南京雨花茶的提取工艺，结果表明用乙醇浸提法提取南京雨花茶总黄酮的最佳工艺条
件为浸提温度８０℃、料液比１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇浓度７０％、浸提时间２．５ｈ。通过ＤＰＰＨ自由基清除试验研究了雨花茶
总黄酮的抗氧化活性，结果表明雨花茶黄酮具有一定的抗氧化活性，且随着浓度升高，抗氧化性能增强。
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　　雨花茶是南京特产，是全国十大名茶之一，因产于南京中
华门外的雨花台而得名。雨花茶茶叶外形圆绿，如松针，带白

毫，紧直，冲泡后茶色碧绿、清澈，香气清幽［１］。

黄酮类化合物是一类重要的广泛存在于自然界的天然有

机化合物，约有２０％的中草药含有黄酮类化合物，可见其资
源之丰富。黄酮类化合物对人类健康有重要作用，近几年的

研究证实它具有特殊的生物效能。现代大量科学研究证实，

茶叶中含有与人体健康密切相关的生化成分，主要为黄酮类。

茶叶中黄酮（亚硝酸钠－硝酸铝体系）含量主要在 ７％ ～
１０％［２］。目前国内外对南京雨花茶的研究多集中在茶叶的

加工、栽培种植方面，而对雨花茶中有效成分的提取等的研究

鲜见报道。

ＤＰＰＨ·是一种非常稳定的人工合成自由基，其甲醇溶液

显紫色，最大吸收波长范围在５１５～５２８ｎｍ［３］。当抗氧化剂
与ＤＰＰＨ·反应时，抗氧化剂提供１个电子与１个 ＤＰＰＨ·自
由基配对结合，使ＤＰＰＨ·的特征紫色消失，可根据吸光度的
变化测抗氧化剂的活性［４］。ＤＰＰＨ法能测定为数众多的天然
抗氧化剂而不受葡萄糖等干扰。因此，通过吸光度的变化可

以衡量试样清除自由基的能力［５］。本试验通优化雨花茶的

提取工艺，得出了最佳的提取条件，并对雨花茶总黄酮进行

ＤＰＰＨ自由基清除试验，为雨花茶的进一步开发利用提供了
一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
材料：雨花茶，购于南京市苏果超市，经鉴定为南京地产

雨花茶品种，粉碎备用。

试剂：芸香苷对照品（中国药品生物制品检定所），ＤＰＰＨ
（１，１－二苯－２－苦肼基，Ｓｉｇｍａ公司），试剂均为分析纯。

仪器：７５１分光光度计（上海精科实业有限公司）；ＨＨ－４
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数显恒温水浴锅（江苏省金坛市江南仪器厂）；高速万能粉碎

机（天津市泰斯特仪器有限公司）；电子天平（上海精密科学

仪器有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　总黄酮含量的测定　采用铝盐显色法［６］（亚硝酸

钠－硝酸铝体系）测定。精确称取九水合硝酸铝４４．０ｇ于烧
杯中，用少量水溶解后转移至２５０ｍＬ容量瓶中，用蒸馏水定
容，配成１０％的溶液。分别配制５％的亚硝酸钠和１０％的氢
氧化钠溶液于试剂瓶中，待用。

分别准确吸取０．２ｍｇ／ｍＬ的芸香苷溶液０．０、１．０、２．０、
３．０、４．０、５．０、６．０ｍＬ于２０ｍＬ的干净试管中，各管均加５％
亚硝酸钠溶液１．０ｍＬ，混匀，放置６ｍｉｎ；加１０％硝酸铝溶液
１．０ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ；加１０％氢氧化钠试液１０ｍＬ，用乙
醇补齐至２０ｍＬ摇匀，静置１５ｍｉｎ后测定吸光度。以吸光度
为纵坐标、芸香苷质量为横坐标，绘制校正曲线。

１．２．２　提取液中总黄酮测定　精确称取干燥粉碎的雨花茶
粉末２．０ｇ，置于１５０ｍＬ锥形瓶中，加入一定浓度的乙醇，在设
定条件下提取，抽滤取滤液，按照“１．２．１”步骤测定滤液的吸光
度。根据标准曲线求出黄酮总量。黄酮得率的计算公式如下：

总黄酮得率 ＝提取液中黄酮总量／雨花茶原料重 ×
１００％。　
１．２．３　单因素试验　分别以乙醇浓度、提取温度、提取时间、
料液比为变量，固定其他因素，考察不同因素和总黄酮得率的

关系。

１．２．４　正交试验　以料液比、乙醇浓度、提取时间、提取温度
为变量，总黄酮得率为指标，考察这４个因素对总黄酮得率的
影响。在单因素试验的基础上，以提取温度、提取时间、乙醇

浓度、料液比４个因素进行正交试验，优化提取工艺。正交
试验的因素水平见表１。

表１　总黄酮提取正交试验的因素与水平

水平

因素

Ａ：提取
温度（℃）

Ｂ：提取
时间（ｈ）

Ｃ：乙醇
浓度（％）

Ｄ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

１ ６０ １．５ ６０ １∶２０
２ ７０ ２．０ ７０ １∶２５
３ ８０ ２．５ ８０ １∶３０

１．２．５　ＤＰＰＨ自由基清除能力　参考Ａｍａｒｏｗｉｃｚ等的方法［７］

进行试验。精确称取４９．３ｍｇＤＰＰＨ，用甲醇定容至２５０ｍＬ，
得５×１０－４ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液。将雨花茶黄酮提取物及维生
素Ｃ溶解于甲醇中，制得浓度为 ０．０１、０．０２５、０．０５、０．１０、
０１５、０．２０ｍｇ／ｍＬ的样品溶液。添加５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ
溶液 ２．０ｍＬ，各样品溶液 ２ｍＬ，２５℃下静置 ３０ｍｉｎ，于
５１７ｎｍ处测定吸光度。根据下式计算样品对 ＤＰＰＨ·的清
除率。

样品对ＤＰＰＨ·的清除率＝（１－Ｄ１／Ｄ０）×１００％
式中：Ｄ０为未加样的ＤＰＰＨ（２．０ｍＬＤＰＰＨ＋２．０ｍＬ甲醇）溶
液的吸光度；Ｄ１为样品与ＤＰＰＨ·反应后的吸光度。

２　结果与分析

２．１　标准曲线建立
按照“１．２．１”的方法制作标准曲线。回归方程为 ｙ＝

０５４６２ｘ－０．０１６４，相关系数ｒ２＝０．９９９０。其中ｙ为吸光度，
ｘ为样品中总黄酮相当于芸香苷的量（ｍｇ）。
２．２　单因素试验结果
２．２．１　提取温度对总黄酮得率的影响　称取茶叶粉２．０ｇ，
固定料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，以６０％乙醇作为提取剂，在不同
温度下提取１ｈ。从图 １可以看出，提取温度由 ４０℃升至
７０℃ 时，总黄酮得率有较大增长，但由７０℃升至８０℃时，增
长速度变化趋于平缓，说明７０～８０℃已经可以提取出大部分
雨花茶总黄酮。

２．２．２　提取时间对雨花茶总黄酮得率的影响　称取茶叶粉
２．０ｇ，固定料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，以６０％乙醇作为提取剂，在
６０℃下提取０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｈ。由图２可知，提
取时间在０．５～３．０ｈ时，总黄酮得率呈上升趋势；但提取时
间超过２．０ｈ，黄酮得率增加不明显。考虑到提取时间过长，
杂质成分的溶解也会随之增加，使吸光度发生干扰，并会给后

续纯化造成困难，因此提取时间暂定为２．０ｈ。

２．２．３　乙醇浓度对雨花茶总黄酮得率的影响　称取茶叶粉
２．０ｇ，固定料液比１ｇ∶２０ｍＬ，在６０℃下用不同浓度的乙醇
提取１．０ｈ。由图３可以看出，乙醇浓度从４０％增至７０％，总
黄酮得率随之不断增加；之后随着乙醇浓度继续增加，总黄酮

得率开始降低，故暂定乙醇浓度为７０％。

２．２．４　料液比对雨花茶总黄酮得率的影响　称取茶叶粉
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２．０ｇ，以７０％乙醇作为提取剂，在７０℃下以不同料液比提取
１．０ｈ。由图４可以看出，当料液比大于１ｇ∶２０ｍＬ时，雨花
茶总黄酮得率增大不明显，故暂定料液比为１ｇ∶２０ｍＬ。

２．３　正交试验结果
根据单因素试验结果，确定以乙醇浓度、提取温度、提取

时间、料液比等４个因素进行正交试验，以测定雨花茶提取物
中的总黄酮含量，结果见表２。

表２　南京雨花茶总黄酮提取正交试验结果

试验号

因素

Ａ：提取
温度

Ｂ：提取
时间

Ｃ：乙醇
浓度

Ｄ：料液比
总黄酮得率

（％）

１ １ １ １ １ ９．７
２ １ ２ ２ ２ １０．３
３ １ ３ ３ ３ １１．０
４ ２ １ ２ ３ １０．９
５ ２ ２ ３ １ ９．６
６ ２ ３ １ ２ １０．７
７ ３ １ ３ ２ １０．８
８ ３ ２ １ ３ １１．１
９ ３ ３ ２ １ １０．４
ｋ１ １０．３ １０．５ １０．５０ ９．９
ｋ２ １０．４ １０．３ １０．５３ １０．６
ｋ３ １０．８ １０．７ １０．４７ １１．０
Ｒ ０．５ ０．４ ０．０６ １．１

　　由表２分析结果可以看出，４种因素对总黄酮提取的影
响程度依次Ｄ＞Ａ＞Ｂ＞Ｃ，其中料液比的影响最为显著，乙醇
体积分数影响最小。总黄酮最佳提取工艺为Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即乙
醇浓度为７０％、料液比为１ｇ∶３０ｍＬ、提取时间为２．５ｈ、提取
温度为８０℃ 。

以提取温度８０℃、提取时间２．５ｈ、乙醇浓度７０％、料液
比１ｇ∶３０ｍＬ为固定条件进行验证试验，提取３次，雨花茶
总黄酮得率分别为１１．２％、１１．４％、１１．３％，平均为１１．３％，
高于上述任何一组试验。

２．４　雨花茶总黄酮对ＤＰＰＨ·的清除效果
按照“１．２．５”描述的方法测定雨花茶总黄酮对 ＤＰＰＨ·

自由基的清除率，并和维生素Ｃ作比较，结果见图５。
　　从图５可以看出，维生素 Ｃ和雨花茶总黄酮对 ＤＰＰＨ·
都有良好的清除效果。在低浓度范围内，清除率呈线性增长；

浓度达到０．２ｍｇ／ｍＬ后清除率基本不变，维生素Ｃ和雨花茶
总黄酮对ＤＰＰＨ·清除率均随浓度升高而增加，雨花茶总黄

酮自由基清除率低于维生素Ｃ。说明雨花茶总黄酮具有较好
的自由基清除效果，但比维生素Ｃ弱，ＩＣ５０达到０．０５ｍｇ／ｍＬ。

３　结论

通过对南京雨花茶总黄酮提取工艺的单因素试验和正交

试验分析，确定了雨花茶总黄酮提取的最佳工艺为乙醇浓度

７０％、料液比为 １ｇ∶３０ｍＬ、提取时间为 ２．５ｈ、提取温度
８０℃，此时平均总黄酮得率为 １１．３％，比苦丁茶［８］、油茶

叶［９］的总黄酮提取得率都要高。

ＤＰＰＨ·自由基清除试验结果显示，雨花茶总黄酮提取物
对ＤＰＰＨ自由基具有较强的清除效果，且随浓度升高，清除率
增加。雨花茶总黄酮对 ＤＰＰＨ·自由基有清除作用，说明雨
花茶总黄酮有一定的抗氧化作用，该结果为雨花茶提取物在

食品和药品领域的利用开发提供了依据。
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