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　　摘要：通过正交试验法对香水百合中总黄酮的提取工艺进行优化，利用分光光度法测定其提取率。以维生素 Ｃ
为阳性对照，分别测定其抗氧化能力、对ＤＰＰＨ自由基及 ＡＢＴＳ自由基的清除能力及还原力。结果表明，香水百合的
最佳提取工艺为提取温度６０℃、提取时间１．５ｈ、料液比１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇浓度７０％，在最佳提取条件下，香水百合中
总黄酮的提取率可达１１．２３％。香水百合总黄酮具有一定的抗氧化性，其 ＦＲＡＰ值为２６１．０１ｇ／ｍＬ；在一定质量浓度
范围内对ＤＰＰＨ自由基、ＡＢＴＳ自由基的清除率有良好线性关系，半数抑制浓度（ＩＣ５０）分别为２９．５４、１７．３２ｇ／ｍＬ。在

一定浓度范围内，香水百合的还原力呈线性增加趋势。由结果可知，香水百合具有一定的抗氧化性，但其抗氧化能力

弱于维生素Ｃ。
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　　香水百合（Ｌｉｌｉｕｍｃａｓａｂｌａｎｃａ）是多年生鳞茎类球根草本
植物，主要用于观赏［１］。目前，对于香水百合的研究多集中

于其挥发性成分［２］。黄酮类化合物广泛存在于植物体内，目

前已知的黄酮类化合物单体有８０００多种。该类化合物具有
较强的抗氧化性，能清除机体代谢过程产生的多种自由基，且

具有抗癌杀菌等功效，是一类极具开发前景的化合物［３］。目

前，尚未有香水百合中总黄酮抗氧化性的研究报道。本研究

利用７０％甲醇溶液提取香水百合中的总黄酮，对其提取工艺
进行优化，并测定其抗氧化性，以期为香水百合的进一步研究

与开发提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
新鲜香水百合（市售）。芸香苷标准品（西陇化工股份有

限公司）；２，４，６－三吡啶基三嗪（ＴＰＴＺ）、１，１－二苯 －２－苦
基肼（ＤＰＰＨ）、２，２－联氮 －二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺
酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）、甲醇、硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠等，以
上试剂均为国产分析纯；试验所用水为二次蒸馏水。

ＸＹ－２００型粉碎机（永康市松青五金工具厂）；７２３型可
见分光光度计［尤尼柯（上海）仪器有限公司］；ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）
循环水式真空泵（宁波新芝生物科技股份有限公司）；水浴

锅、干燥箱、电子天平等。

１．２　试验方法
１．２．１　香水百合总黄酮含量的测定　采用硝酸铝显色法对

香水百合中总黄酮的含量进行测定［４］，准确称取２０５ｍｇ干燥
至恒质量的芸香苷粉末，用７０％甲醇溶解得芸香苷储备液，
使用时用７０％甲醇稀释至０．２０５ｍｇ／ｍＬ。准确移取芸香苷稀
释液０、１．００、２．００、３．００、４．００、５．００、６．００ｍＬ，分别放置于
５０ｍＬ容量瓶中，加入７０％甲醇溶液至总体积６．００ｍＬ，再分
别加入５％亚硝酸钠２．００ｍＬ，振荡均匀，放置６ｍｉｎ，然后加
入１０％氯化铝１．００ｍＬ振荡均匀，放置６ｍｉｎ，最后加４％氢
氧化钠 ２０．００ｍＬ，摇匀，用水定容，放置１５ｍｉｎ，在５１０ｎｍ处
测定吸光度。以吸光度对芸香苷对照品含量绘制标准曲线，

回归方程：ｙ＝０．０１０３ｘ＋０．０６８，线性范围为０～２４．６ｇ／ｍＬ，
相关系数０．９９５。
１．２．２　香水百合总黄酮提取工艺的确定　取约０．５ｇ干燥
至恒质量后打碎的香水百合粉末，置于烧瓶中，根据试验设计

分别在提取温度、提取时间、料液比、乙醇浓度的４个因素下，
每个因素设立３个水平试验，设计 Ｌ９（３

４）表进行正交试验，

优化香水百合中总黄酮提取工艺，因素水平设计见表１。每１
处理平行２次。

表１　香水百合总黄酮提取正交试验因素水平设计

水平

因素

Ａ：提取温度
（℃）

Ｂ：提取时间
（ｈ）

Ｃ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｄ：乙醇浓度
（％）

１ ４０ １．５ １∶３０ ６０
２ ５０ ２．０ １∶４０ ７０
３ ６０ ２．５ １∶５０ ８０

１．２．３　香水百合总黄酮抗氧化能力的测定
１．２．３．１　总抗氧化能力的测定　采用血浆铁离子还原能力
（ＦＲＡＰ）法测定香水百合总黄酮提取物的铁离子还原能
力［５］。在试管中加入３．０ｍＬ新鲜配制的ＦＲＡＰ试剂，随后加
入０．１ｍＬ不同浓度的提取液，混匀，在３７℃下保持４０ｍｉｎ，
冷却，在波长５９３ｎｍ处测定紫外吸光度。采用维生素Ｃ作标
准对照，样品的铁离子还原能力以达到１ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸亚铁溶
液同样的吸光度时所需样品浓度表示，即为其ＦＲＡＰ值。
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１．２．３．２　清除 ＤＰＰＨ自由基能力的测定　参照文献［６］的
方法测定香水百合总黄酮提取物清除ＤＰＰＨ自由基能力。将
浓度为２．０×１０－４ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ乙醇溶液２ｍＬ和提取液２ｍＬ
在试管中混匀，避光于２５℃下保持３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ处测定
吸光度Ｄ５１７ｎｍ。用乙醇作为空白对照。同时采用维生素Ｃ作
标准对照，ＤＰＰＨ自由基清除率由下式计算：

Ｓａ＝［１－（Ｄｉ－Ｄｊ）／Ｄ０］×１００％。 （１）
式中：Ｓａ表示ＤＰＰＨ自由基清除率（％）；Ｄｉ表示２ｍＬＤＤＰＨ
溶液和２ｍＬ样品溶液混合后的吸光度；Ｄｊ表示２ｍＬ样品溶
液和２ｍＬ乙醇溶剂混合液的吸光度；Ｄ０表示２ｍＬＤＤＰＨ溶
液和２ｍＬ乙醇溶剂混合液的吸光度。
１．２．３．３　清除ＡＢＴＳ自由基能力的测定［７］　将２ｍＬ不同浓
度提取液加入２ｍＬ一定浓度 ＡＢＴＳ溶液中，反应１５ｍｉｎ后，
于７３４ｎｍ处测定其吸光度，同时采用维生素 Ｃ作标准对照，
以２ｍＬＡＢＴＳ溶液加入２ｍＬ蒸馏水作为空白对照，ＡＢＴＳ自
由基清除率Ｋ由式（２）计算：

Ｋ＝（Ｄ０－Ｄ）／Ｄ０×１００％。 （２）
式中：Ｋ表示 ＡＢＴＳ自由基清除率（％）；Ｄ０表示２ｍＬＡＢＴＳ
溶液和２ｍＬ蒸馏水混合后的吸光度；Ｄ表示２ｍＬＡＢＴＳ溶液
和２ｍＬ样品溶液混合后的吸光度。
１．２．３．４　还原力的测定　参照普鲁士兰法测定香水百合总
黄酮提取物的还原力［８］。在１０．０ｍＬ试管中分别加入不同浓
度的提取液１．０ｍＬ，磷酸盐缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为６．６）
０．５ｍＬ、０．３％铁氰化钾溶液１．５ｍＬ，在５０℃水浴 ２０ｍｉｎ后
快速冷却，再加入１．０ｍＬ１０％三氯乙酸溶液（ＴＣＡ），混匀后
以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取２．０ｍＬ上清液，加入０．５ｍＬ
０．３％三氯化铁溶液，充分混匀，静置 １０ｍｉｎ后，定容至
１００ｍＬ，于７００ｎｍ下测定吸光度，以蒸馏水作参比溶液。

２　结果与分析

２．１　香水百合总黄酮提取工艺的测定
由表２、表３可见，影响提取率因素的主次顺序为料液

比＞提取时间 ＞提取温度 ＞乙醇浓度，提取温度、提取时间、
料液比和乙醇浓度４个因素对得率的影响均是明显的。由表
４可知，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ因素各水平之间差异极显著（Ｐ＜０．０１），同
时Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个因素中，Ａ３、Ｂ１、Ｃ１、Ｄ２水平得率最高，因此
以得率为指标，提取的最佳水平组合是 Ａ３Ｂ１Ｃ１Ｄ２，即提取温
度６０℃，提取时间 １．５ｈ，料液比 １ｇ∶３０ｍＬ，乙醇浓度
７０％。在最优条件下平行提取２次进行验证试验，得出平均
提取率为１１．２３％，优于正交试验中任何１组。
２．２　香水百合总黄酮抗氧化活性的测定
２．２．１　总抗氧化能力测定结果　抗氧化剂具有还原性，酸性
条件下可将铁离子还原成亚铁离子，与 ＴＰＴＺ结合后表现出
明显的蓝色，并在５９３ｎｍ处有最大吸光度，随抗氧化剂的浓
度不同，溶液表现出不同的吸光度，可作为样品中总抗氧化能

力的测定指标［９］。一般以 ＦＲＡＰ值表示样品的总抗氧化性，
即样品的吸光度达到１ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ同样吸光度时
的浓度。ＦＲＡＰ值越小，则样品的抗氧化性越强。分别测定
不同浓度硫酸亚铁溶液的吸光度，得到线性方程为 ｙ＝
０．７３７５ｘ＋０．００８３，相关系数为０．９９９７；分别取不同浓度的
样品及维生素Ｃ与ＦＲＡＰ试剂反应，得到吸光度随浓度的关

表２　香水百合总黄酮提取４因素３水平正交试验结果

处理号

因素 提取率（％）

Ａ：提取
温度

Ｂ：提取
时间

Ｃ：料液比 Ｄ：乙醇
浓度

重复

Ⅰ
重复

Ⅱ
１ １ １ １ １ １０．４５１０．３０
２ １ ２ ２ ２ ８．７１ ８．８５
３ １ ３ ３ ３ ５．５６ ５．６１
４ ２ １ ２ ３ ９．４０ ９．５４
５ ２ ２ ３ １ ５．４５ ５．６４
６ ２ ３ １ ２ ９．０９ ９．１７
７ ３ １ ３ ２ ９．８５ ９．７８
８ ３ ２ １ ３ ９．３７ ９．４０
９ ３ ３ ２ １ １０．０１１０．００
ｋ１ ８．２４６７ ９．８８６７ ９．６３００ ８．６４１７
ｋ２ ８．０４８３ ７．９０３３ ９．４１８３ ９．２４１７
ｋ３ ９．７３５０ ８．２４００ ６．９８１７ ８．１４６７
Ｒ １．６８６７ １．９８３３ ２．６４８３ １．０９５０

表３　香水百合总黄酮提取正交试验方差分析结果

变异来源 偏差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ａ １０．１９８６ ２ ５．０９９３ ８１５．１６６１ ０．０００１
Ｂ １３．５１６９ ２ ６．７５８５１０８０．３９４３ ０．０００１
Ｃ ２５．９９１６ ２ １２．９９５８２０７７．４８４０ ０．０００１
Ｄ ３．６０８１ ２ １．８０４０ ２８８．３９１７ ０．０００１
误差 ０．１３７０ ９ ０．０１５０

　　注：Ｆ０．０５（２，９）＝４．２６，Ｆ０．０１（２，９）＝８．０２。“”表示差异显著（Ｐ＜

０．０５），“”表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

表４　香水百合总黄酮提取４因素Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重比较结果

因素 水平 α＝０．０５ α＝０．０１
Ａ：提取温度 ３ ａ Ａ

１ ｂ Ｂ
２ ｃ Ｃ

Ｂ：提取时间 １ ａ Ａ
３ ｂ Ｂ
２ ｃ Ｃ

Ｃ：料液比 １ ａ Ａ
２ ｂ Ｂ
３ ｃ Ｃ

Ｄ：乙醇浓度 ２ ａ Ａ
１ ｂ Ｂ
３ ｃ Ｃ

　　注：同一因素条件下，不同小写、大写字母分别表示差异显著
（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。

系（图１）。与１ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ的吸光度相比较，得到
维生素Ｃ、样品的ＦＲＡＰ值分别为８１．０８、２６１．０１ｇ／ｍＬ。
２．２．２　清除 ＤＰＰＨ自由基能力测定结果　ＤＰＰＨ是种以氮
为中心的单电子有机合成的自由基，后者乙醇溶液呈紫色，最

大吸收波长为５１７ｎｍ。当 ＤＰＰＨ溶液中加入自由基清除剂
时，其提供１个电子与ＤＰＰＨ自由基的孤电子配对，吸收消失
或减弱，导致溶液颜色变浅，由紫色变为黄色，在５１７ｎｍ处的
吸光度变小，其减小程度与自由基清除程度呈线性关系［１０］。

因此，该法可以用来表征某种物质对自由基的清除能力，自由

基清除剂的清除能力越强，对应吸光度越小，一般以ＤＰＰＨ自
由基清除率为５０％的样品浓度（ＩＣ５０）来衡量样品对ＤＰＰＨ自
由基清除能力。由图２可见，维生素 Ｃ在０～１０ｇ／ｍＬ、样品
在０～５２ｇ／ｍＬ的浓度区间内，自由基的清除率随样品的浓度
呈线性增长的关系，维生素Ｃ、样品的ＩＣ５０分别为７．３９、
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２９．５４ｇ／ｍＬ。结果表明，样品具有一定的清除 ＤＰＰＨ自由基
的能力，但弱于维生素Ｃ。
２．２．３　清除ＡＢＴＳ自由基测定结果　ＡＢＴＳ自由基水溶液呈
绿色，当ＡＢＴＳ溶液中加入自由基清除剂时，其孤电子被配
对，吸收消失或减弱，导致溶液颜色变浅，在７３４ｎｍ处的吸光
度变小，其变化程度与自由基清除程度呈线性关系［１１］。由图

３可见，维生素Ｃ在０～７ｇ／ｍＬ、样品在０～２２ｇ／ｍＬ浓度区间
内，试样浓度与自由基清除率存在着良好的线性关系。维生

素Ｃ和样品的ＩＣ５０分别为４．６８、１７．３２ｇ／ｍＬ。结果表明，香水
百合总黄酮提取物可以作为良好的 ＡＢＴＳ自由基清除率，但
其清除能力弱于维生素Ｃ。

２．２．４　还原力测定结果　抗氧化剂具有还原性，能将铁氰化
钾还原成亚铁氰化钾，随后亚铁氰化钾与 Ｆｅ３＋作用，再次生
成铁氰化钾，以７００ｎｍ波长处检测普鲁士蓝的吸光度表示还
原力的大小，吸光度越高，待测物的还原力越强，抗氧化性越

强［１２］。由图４可见，维生素 Ｃ在 ０～５０ｇ／ｍＬ、样品在 ０～
７４ｇ／ｍＬ的浓度区间内，随着待测物质量浓度的增大，反应体
系的吸光度也线性增大，说明在所选浓度范围内，维生素 Ｃ
和样品都具有一定的还原力，且维生素Ｃ的增长趋势强于样

品，说明样品的还原力弱于维生素Ｃ。

３　结论

由正交试验结果分析可得，香水百合中总黄酮提取的最

佳条件：提取温度６０℃，提取时间１．５ｈ，料液比１ｇ∶３０ｍＬ，
乙醇浓度７０％。在该条件下对香水百合中总黄酮进行提取，
提取率可达１１．２３％。抗氧化性试验结果表明，香水百合中
总黄酮提取物具有较强的铁离子还原能力，对 ＤＰＰＨ自由基
和ＡＢＴＳ自由基都有一定的清除作用，且具有一定的还原力，
但其各项能力均弱于维生素 Ｃ。以上试验结果表明，香水百
合中总黄酮的含量较高，且已表现出较强的抗氧化作用，有望

作为一种新型的天然抗氧化剂被开发利用。
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