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强到弱依次为食盐浓度、煮制时间、泡制时间、ＣａＣｌ２浓度。制
得的产品具有辣味、脆嫩、味鲜、卫生、咸味适中、风味独特、食

后回味悠长等特点，而且绿色保健。本试验改变了传统的包装

方法，长期以往包装泡制菜多用玻璃容器，这种包装笨重易破

损，给运输、储存、销售、食用带来不便，而本试验采用复合塑料

软包装克服了上述缺陷，并在腌制过程中添加少量ＣａＣｌ２对保
护色泽和促进变脆起到了明显的作用，采用真空包装对保持金

针菜维生素Ｃ含量、延长保质期十分有效。总之，即食风味金
针菜新工艺符合当前食品工业发展的新潮流，工艺简单易掌

握，投资小，效益高，大小工厂均可进行加工生产。
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　　摘要：为研究藜麦种子总黄酮的最佳提取工艺以及体外抗氧化活性，采用４因素３水平的正交试验法，探讨乙醇
体积分数、料液比、浸提温度和时间等因素对藜麦种子总黄酮的热回流提取的影响。结果表明，藜麦种子总黄酮最佳

提取条件为：体积分数８０％乙醇，料液比１ｇ∶３０ｍＬ，６０℃水浴条件下浸提６０ｍｉｎ，其黄酮得率为２．６４ｍｇ／ｇ。各因素
对总黄酮提取率的影响程度从大到小依次为物料比＞浸提时间＞乙醇体积分数＞浸提温度。抗氧化活性试验结果表
明，藜麦种子中提取的总黄酮对 ＤＰＰＨ·、·ＯＨ的清除率分别达 ９０．８９％、４４．９０％，其 ＩＣ５０（半抑制浓度）分别为

９９９６、５６．６３９μｇ／ｍＬ。
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　　藜麦（ＣｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍｑｕｉｎｏａＷｉｌｌｄ．）别称南美藜、奎藜、藜
谷、奎奴亚藜等，是一年生的藜科（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉａｃｅａｅ）草本作
物，原产于南美洲安第斯山区，至今已有５０００～７０００多年的
利用和种植历史，被印加人称为“谷物之母”和“安第山的真

金”［１－２］。藜麦蛋白质含量高达１３％ ～２３％，富含人体无法
生产和必需的９种氨基酸且比例平衡［３－４］；钙、铁、锌、铜、锰、

镁、钾、硒等矿物质营养成分的含量均较高［２，５］；藜麦种子中

的油脂富含不饱和脂肪酸、类黄酮、Ｂ族维生素和维生素Ｅ等
多种有益化合物。联合国粮农组织认为，藜麦是唯一的单一

植株即可满足人体基本营养需求的食物，是最适合人类的全

营养食品［６］。美国国家航空航天局（ＮＡＳＡ）更是将藜麦列为
人类未来移民外太空空间的理想的“太空粮食”［７］。

　　总黄酮是植物中重要的次生代谢产物之一，是一种生理
活性活泼的物质，具有抗病毒、抗炎、抗癌防癌、防止动脉粥样

硬化、降血压、降血脂及胆固醇、抗氧化、防衰老等药理作

用［８］。研究者已用不同方法在甘薯（Ｉｐｏｍｏｅａｂａｔａｔａｓ）［９］、荞
麦（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）［１０］、银杏（Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ）［１１］、枸杞
（Ｌｙｃｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅＭｉｌｌｅｒ）［１２］、菊花 （Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａｍｏｒｉｆｏｌｉ
ｕｍ）［１３］、柑橘（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢａｎｃｏ）皮［１４］、花生（Ａｒａｃｈｉｓｈｙ
ｐｏｇａｅａ）壳［１５］以及豆科（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）植物［１６］等中进行总黄

酮的提取及其含量测定。然而，有关藜麦总黄酮含量的研究

国内外报道甚少［１７］。本研究挑选已本土化栽培３年、农艺性
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状较好的藜麦品种Ｖａｎｉｌｌａ为材料，采用正交试验法对藜麦种
子总黄酮的乙醇浸提法进行优化，同时测定其抗氧化活性，为

优质高总黄酮得率藜麦品种的选育和利用等相关领域的深入

研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
　　供试材料为农艺性状较好的藜麦品种 Ｖａｎｉｌｌａ，由浙江农
林大学农学院提供，大田种植于该校官塘农场，于２０１４年４
月移载种植，８月下旬收获种子。种子干燥后充分碾碎，过６０
目筛筛选，装入干燥器皿中备用。

１．２　主要试剂和仪器
　　试验试剂：ＤＰＰＨ（１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ
ｒａｄｉｃａｌ）购自东京化成工业株式会社；芸香苷对照购自国药集
团化学试剂有限公司；无水乙醇、硫酸亚铁、硝酸铝、过氧化

氢、氢氧化钠、水杨酸、亚硝酸钠等试剂（均为国产分析纯）购

自生工生物工程（上海）股份有限公司。

主要仪器：ＤＨＧ９１２３Ａ电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏试
验设备有限公司）、ＴＰ－２１４电子天平（丹佛仪器有限公司）、
ＸＭＴＤ－６０００恒温水浴锅（上海申胜生物技术有限公司）、
ＳＨＺ－ＤⅢ予华牌循环水真空泵（河南省巩义市予华仪器有
限责任公司）、７５２ＰＣ紫外可见分光光度计（上海光谱仪器有
限公司）。

１．３　方法
１．３．１　藜麦种子总黄酮的提取　参考许钢等提取黄酮的方
法［１８－２０］，设计藜麦黄酮提取的工艺流程：称取０．５ｇ干燥粉
末→浸提剂浸泡→热回流提取→冷却→过滤→浓缩→定容棕
色容量瓶→避光保存备用。
１．３．２　标准曲线的制备［１３］　准确称取芸香苷标准试剂
５．０００ｍｇ，用体积分数为 ６０％的乙醇完全溶解后定容至
５０ｍＬ，摇匀，得质量浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的芸香苷标准溶液；
分别吸取芸香苷标准溶液０、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍＬ于６
支 １０．０ｍＬ的试管中，用体积分数为 ６０％的乙醇补至
０．５ｍＬ，加入质量分数为５％的亚硝酸溶液０．３ｍＬ，摇匀，放
置６ｍｉｎ；再加入质量分数为１０％的硝酸铝溶液０．３ｍＬ，放置
６ｍｉｎ；再加入１．０ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液４ｍＬ，混匀，再加入体
积分数为６０％的乙醇０．４ｍＬ，室温下放置１５ｍｉｎ后于波长
５１０ｎｍ处测定其吸光度。取上述中加入溶剂配制的溶液作
为空白，于５１０ｎｍ处比色测定提取液的吸光度。用最小二乘
法进行线性回归，得芸香苷标准溶液浓度（Ｃ）与吸光度（Ｄ）
关系曲线的回归方程：Ｄ＝０．３５６３Ｃ－０．００９６；ｒ２＝０．９９９１。
１．３．３　提取液中总黄酮得率的测定　分别取“１．２．１”节所
得的待测总黄酮提取液代替芸香苷标准溶液，其他步骤与制

作芸香苷标准方程相同。计算公式如下：

总黄酮得率＝（Ｃ×Ｖ１×Ｖ２×１０
－３）／（ｍ／Ｖ０）×１００％。

其中：Ｃ为测定样液的质量浓度，ｇ／Ｌ；Ｖ０为测定吸光度所用
样液的体积，ｍＬ；Ｖ１为测定时的稀释体积，ｍＬ；Ｖ２为样液定容
后的体积，ｍＬ；ｍ为样品质量，ｇ。
１．３．４　提取条件的选择
１．３．４．１　提取溶剂浓度对总黄酮得率的影响 　取浓度分别
为 ５０％、６０％、７０％、８０％、９０％的乙醇溶液，料液比为

１ｇ∶３０ｍＬ，于６０℃下热水浴提取６０ｍｉｎ，进行总黄酮得率
的测定。

１．３．４．２　料液比对总黄酮得率的影响　在提取溶剂浓度为
８０％时，料液比分别取１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、
１ｇ∶４０ｍＬ、１ｇ∶５０ｍＬ，于６０℃下热水浴提取６０ｍｉｎ，测定
总黄酮得率。

１．３．４．３　提取温度对总黄酮得率的影响　当提取溶剂浓度
为８０％、料液比为１ｇ∶３０ｍＬ时，分别在５０、６０、７０、８０、９０℃
热水浴中提取６０ｍｉｎ，进行总黄酮得率的测定。
１．３．４．４　提取时间对总黄酮得率的影响　在提取溶剂浓度
为８０％、料液比为１ｇ∶３０ｍＬ的条件下分别提取３０、４５、６０、
７５、９０ｍｉｎ，再于 ６０℃热水浴中提取 ６０ｍｉｎ，测定总黄酮
得率。

１．３．５　正交试验［２１］　根据已有数据资料及实际情况，选择
提取溶剂浓度、料液比、提取温度、提取时间为考察因素，以测

得提取液中的总黄酮得率为考察指标，按照正交表 Ｌ９（３
４）设

计４因素３水平正交试验。
１．３．６　抗氧化性测定方法
１．３．６．１　ＤＰＰＨ·的清除率［２２］　准确称取 ＤＰＰＨ·标准品
１０ｍｇ，溶于无水乙醇中，超声 ５ｍｉｎ，充分振荡，并定容于
１００ｍＬ容量瓶中，配成０．１ｍｇ／ｍＬＤＰＰＨ·储备液，置于冰箱
中备用。取不同质量浓度的藜麦总黄酮提取液２ｍＬ，分别加
入０．１ｍｇ／ｍＬＤＰＰＨ·溶液 ２ｍＬ，摇匀，在黑暗中放置
３０ｍｉｎ，以无水乙醇为空白在波长 ５１７ｎｍ处测定其吸光度
Ｄ样品，用无水乙醇代替 ＤＰＰＨ·溶液按上述方法测定吸光度
Ｄ对照，用无水乙醇代替藜麦种子总黄酮提取液按上述方法测
定吸光度为 Ｄ空白。以维生素 Ｃ作为阳性对照，按下式计算
ＤＰＰＨ·的清除率：ＤＰＰＨ·清除率 ＝［１－（Ｄ样品 －Ｄ对照）／
Ｄ空白］×１００％。
１．３．６．２　·ＯＨ的清除率［２３－２４］　在试管中依次加入浓度为
６ｍｍｏｌ／Ｌ的ＦｅＳＯ４溶液２ｍＬ，不同质量浓度的藜麦种子总黄
酮提取液２ｍＬ，６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液２ｍＬ，摇匀，静置１０ｍｉｎ，
再加入６ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸溶液２ｍＬ，摇匀，静置３０ｍｉｎ，以蒸
馏水为空白于波长５１０ｎｍ处测定其吸光度Ｄ样品，用蒸馏水代
替水杨酸按上述方法测定吸光度Ｄ对照，用蒸馏水代替总黄酮
提取液按上述方法测定吸光度 Ｄ空白。以维生素 Ｃ作为阳性
对照，按下式计算·ＯＨ清除率：·ＯＨ清除率＝［１－（Ｄ样品 －
Ｄ对照）／Ｄ空白］×１００％。

２　结果与分析

２．１　提取条件的选择
２．１．１　提取溶剂浓度对总黄酮得率的影响　从图１可以看
出，总黄酮得率随乙醇浓度的增加呈先增加后降低的趋势，于

乙醇浓度为８０％时达到最大。因此，乙醇浓度以７０％ ～９０％
为宜。

２．１．２　料液比对总黄酮得率的影响　从图２可以看出，总黄
酮得率随提取剂的增加呈先增加后降低的趋势，于料液比为

１ｇ∶３０ｍＬ时达到最大。因此，料液比以 １ｇ∶３０～５０ｍＬ
为宜。

２．１．３　提取温度对总黄酮得率的影响　从图３可以看出，总
黄酮得率随提取温度的增加呈“增加—降低—增长”的趋势，
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于提取温度为 ６０℃时达到最大。因此，提取温度以 ５０～
７０℃ 为宜。
２．１．４　提取时间对总黄酮得率的影响　从图４可以看出，总
黄酮得率随提取时间的延长呈先增加后降低的趋势，于提取

６０ｍｉｎ时达到最大。因此，提取时间以３０～６０ｍｉｎ为宜。

２．２　正交试验结果
　　将“２．１”节得到的提取条件结果按照Ｌ９（３

４）正交试验设

计因素水平表，Ｌ９（３
４）正交试验设计及其结果见表１和表２。

表１　总黄酮提取工艺的Ｌ９（３４）正交试验因素水平

水平
Ａ：提取剂浓度

（％）
Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：时间
（ｍｉｎ）

１ ７０ １∶３０ ５０ ３０
２ ８０ １∶４０ ６０ ４５
３ ９０ １∶５０ ７０ ６０

表２　Ｌ９（３４）的正交试验及结果

编号
Ａ：提取剂
浓度（％）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：时间
（ｍｉｎ）

总黄酮得率

（ｍｇ／ｇ）

１ ７０（１） １∶３０（１） ５０（１） ３０（１） １．７９
２ ７０（１） １∶４０（２） ６０（２） ４５（２） １．６７
３ ７０（１） １∶５０（３） ７０（３） ６０（３） １．７５
４ ８０（２） １∶３０（１） ５０（２） ３０（３） ２．６４
５ ８０（２） １∶４０（２） ６０（３） ４５（１） １．５２
６ ８０（２） １∶５０（３） ７０（１） ６０（２） １．３５
７ ９０（３） １∶３０（１） ５０（３） ３０（２） １．８９
８ ９０（３） １∶４０（２） ６０（１） ４５（３） ２．０２
９ ９０（３） １∶５０（３） ７０（２） ６０（１） １．００
ｋ１ １．７４ ２．１１ １．７２ １．４４
ｋ２ １．８４ １．７４ １．７７ １．６４
ｋ３ １．６４ １．３７ １．７２ ２．１４
Ｒ ０．２０ ０．７４ ０．０５ ０．７０

　　由表２可以看出，热回流法提取藜麦种子总黄酮的最佳
提取工艺条件为 Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３，即乙醇浓度为 ８０％，料液比为
１ｇ∶３０ｍＬ，在６０℃下提取６０ｍｉｎ时的总黄酮含量最高，可
达２．６４ｍｇ／ｇ。试验结果与 Ｙｕｋｏ等的研究结果［２５］基本保持

一致，具有可靠性。极差值反映的因子影响顺序为 Ｂ＞Ｄ＞
Ａ＞Ｃ，即料液比对提取率的影响最大。
２．３　抗氧化性试验结果
２．３．１　清除 ＤＰＰＨ·效果的测定　ＤＰＰＨ·（二苯代苦味酰
自由基）在有机溶剂中是一种稳定的自由基，深紫色，在

５１７ｎｍ处有强吸收。有自由基清除剂存在时，ＤＰＰＨ·的单
电子被配对，而使其颜色变浅，最大吸收波长处的吸光度变

小，且这种颜色变浅的程度与配对电子数是成化学计量关系

的。因此，用该波长处的吸光度可检测自由基的清除情况，从

而评价试验样品的抗氧化能力。抗氧化剂对 ＤＰＰＨ·的清除
率越高，其抗氧化性越强。藜麦种子总黄酮对 ＤＰＰＨ·的清
除作用见图５。

　　由图５可知，藜麦种子总黄酮对 ＤＰＰＨ·表现出很强的
清除作用，且与浓度呈正相关，ＩＣ５０值为９．９９６μｇ／ｍＬ。试验
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结果表明其清除能力高于小麦麸皮［２６］、生姜［２７］等。

２．３．２　清除·ＯＨ效果的测定　·ＯＨ是最活泼的自由基，
细胞内的Ｈ２Ｏ２能与Ｆｅ

２＋或Ｃｕ２＋反应生成·ＯＨ。另外，紫外
线也能使Ｈ２Ｏ２均裂生成·ＯＨ。同时，·ＯＨ也是毒性最大的
自由基，它可与活细胞中的任何分子发生反应而造成损害，且

反应速度快［２８］。藜麦种子总黄酮对·ＯＨ的清除作用见图６。

　　由图６可知，藜麦种子总黄酮对·ＯＨ表现出较强的清
除作用，且与浓度呈正相关，其ＩＣ５０值为５６．６３９μｇ／ｍＬ，可见
其清除能力高于小麦麸皮［２６］、小驳骨［２９］等。

３　结论

　　本研究通过正交试验设计优化藜麦种子总黄酮的提取工
艺条件，本着溶剂无毒性、易回收、对黄酮溶解力强和工艺简

单的原则，确定乙醇为最佳提取剂。试验结果表明最佳工艺

条件为：提取溶剂（乙醇）浓度为８０％，料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，
在温度６０℃下提取６０ｍｉｎ。在此条件下，藜麦种子总黄酮得
率高达２．６４ｍｇ／ｇ。藜麦种子总黄酮对ＤＰＰＨ·和·ＯＨ有较
好的清除能力，且随着浓度的增加，清除能力增加，清除率分

别可达 ９０．８９％、４４．９０％。其 ＩＣ５０值分别为 ９．９９６、
５６．６３９μｇ／ｍＬ。同时，本工艺在一定程度上节省原料，从而
为其用于工业生产方面提供了一定的理论依据。
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