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中国沙棘雄花花被及花粉总黄酮提取工艺优化及

抗氧化活性研究 

牟佳勤 1, 杨文玺 1,2,3, 叶  亮 1, 成春亚 1, 刘彩霞 1, 李  妙 1, 崔秋圆 1,  
张启立 1,2,3, 崔治家 1,2,3*, 邵  晶 1,2,3* 

(1. 甘肃中医药大学药学院, 兰州  730000; 2. 甘肃省中医药研究中心, 兰州  730000;  
3. 西北中藏药省部共建协同创新中心, 兰州  730000) 

摘  要: 目的  优化中国沙棘雄花花被及花粉总黄酮的提取工艺, 并比较其抗氧化活性。方法  采用超声辅

助醇提法提取花被和花粉的总黄酮, 利用分光光度法测定总黄酮含量, 结合单因素实验和响应面优化二者最

佳提取工艺 , 同时开展体外实验 , 对中国沙棘雄花花被和花粉的总黄酮开展 1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH) 自 由 基 和 2,2’- 联 氮 - 双 -(3- 乙 基 苯 并 噻 唑 啉 -6- 磺

酸)[2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation, ABTS]阳离子自由基清除能力进行研究。

结果  花被的最佳提取工艺为 60%的乙醇体积分数, 液料比 10:1 (mL:g), 61 ℃超声提取 39 min, 此条件下

花被总黄酮提取率为(4.59±0.12)%; 花粉最佳提取工艺为乙醇浓度 70%, 液料比 10:1 (mL:g), 52 ℃超声提取

62 min, 此条件下花粉的总黄酮提取率为(1.88±0.06)%。在质量浓度为 4.0 mg/mL 时, 花被、花粉总黄酮 DPPH

自由基清除率分别为(84.87±0.03)%、(82.53±0.11)%, 在质量浓度为 0.80 mg/mL 时, 花被、花粉 ABTS 阳离子

自由基清除率分别为(83.21±0.13)%、(79.37±0.06)%。结论  本研究分析了中国沙棘雄花花被和花粉在总黄酮

含量和抗氧化能力方面的差异, 结果表明花被的总黄酮含量和抗氧化能力均高于花粉, 且二者均表现出较好

的抗氧化能力, 二者的差异性为花被花粉分别开发利用提供了思路, 同一性为中国沙棘雄花整体资源的开发

利用提供了数据支持。 

关键词: 中国沙棘雄花; 花粉; 花被; 总黄酮; 提取工艺; 抗氧化活性 
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Optimization of total flavonoids extraction process and study on antioxidant 
activities from the perianth and pollen of Hippophae rhamnoides L. subsp. 

sinensis Rousi male flower 

MU Jia-Qin1, YANG Wen-Xi1,2,3, YE Liang1, CHENG Chun-Ya1, LIU Cai-Xia1, LI-Miao1,  
CUI Qiu-Yuan1, ZHANG Qi-Li1,2,3, CUI Zhi-Jia1,2,3*, SHAO Jing1,2,3* 

(1. School of Pharmaceutical Sciences, Gansu University of Chinese Medicine, Lanzhou 730000, China; 2. Research Center of 
Chinese Medicine of Gansu, Lanzhou 730000, China; 3. Northwest Collaborative Innovation Center for Traditional Chinese 

Medicine Co-constructed by Gansu Province & Ministry of Education of the People’s Republic of China,  
Lanzhou 730000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish the optimal extraction process of total flavonoids from the perianth and 
pollen of Hippophae rhamnoides L. subsp. sinensis Rousi male flowers and compare their antioxidant activity. 
Methods  The total flavonoids of perianth and pollen were extracted by ultrasonic-assisted alcohol extraction 
method. The content of total flavonoids was determined by spectrophotometry. The optimal extraction process of both 
was optimized by single factor experiment and response surface optimization. Additionally, in vitro experiments were 
conducted to evaluate the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical and the 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline- 
6-sulfonic acid) (ABTS) cationic radical scavenging activities of total flavonoids from the calyx and pollen. 
Results  The optimal extraction process for the perianth was 60% ethanol by volume, a solid-to-liquid ratio of 10:1 
(mL:g), ultrasonic extraction at 61 °C for 39 min, under which the total flavonoid yield was (4.59±0.12)%. The 
optimal extraction process for pollen was 70% ethanol, solid-to-liquid ratio of 10:1 (mL:g), ultrasonic extraction at 
52 °C for 62 min, under which the total flavonoid yield was (1.88±0.06)%. At a mass concentration of 4.0 mg/mL, the 
DPPH radical scavenging rates of total flavonoids from perianth and pollen were (84.87 ± 0.03)% and (82.53 ± 0.11)%, 
respectively. At a mass concentration of 0.80 mg/mL, the ABTS cationic radical scavenging rates of total flavonoids 
from perianth and pollen were (83.21 ± 0.13)% and (79.37 ± 0.06)%, respectively. Conclusions  This study analyzes 
the differences in total flavonoid content and antioxidant capacity between the perianth and pollen of male flowers 
from Hippophae rhamnoides L. subsp. sinensis Rousi. The results showes that the total flavonoid content and 
antioxidant capacity of the perianth were higher than those of the pollen, and both exhibited good antioxidant 
capacity. The differences provide ideas for the separate development and utilization of the perianth and pollen, while 
the similarities offer data support for the overall development and utilization of male flowers from Hippophae 
rhamnoides L. subsp. sinensis Rousi resources. 
KEY WORDS: Hippophae rhamnoides L. subsp. sinensis Rousi male flower; pollen; perianth; total flavonoids; 

extraction process; antioxidant activity 
 
 

0  引  言 

中国沙棘 (Hippophae rhamnoides L. subsp. sinensis 
Rousi)系胡颓子科沙棘属中国特有沙棘亚种植株, 广泛分

布于我国青海、甘肃、宁夏、山西、陕西、内蒙古、河北

等地[1–2]。中国沙棘是一种集生态、药用和食用价值于一体

的重要植株资源[3–7], 其茎、叶、果实及种子中均富含黄酮

类、多酚类、植物多糖、维生素及萜类等天然活性物质[8–10], 
具有抗氧化应激、抗炎、抗衰老、诱导肿瘤细胞凋亡、降

血糖、保肝解毒、改善血管内皮功能等药理活性[11–14], 在
功能性食品、天然药物、营养保健品及日化护肤等领域得

到广泛应用与开发[15]。 
黄酮类成分是中国沙棘的主要活性成分之一, 分布

于中国沙棘各个部位, 具有抗氧化、降血脂、降血糖抗炎、

抗菌等多种生物活性[16–17], 研究中国沙棘黄酮类物质, 对
中国沙棘资源的开发利用具有重要价值。在天然沙棘林中, 
沙棘雌雄比相近, 且雄株雄花花序密集, 花粉量大, 资源

丰富, 具有可观的发展前景, 目前对中国沙棘雄花的研究

主要在形态结构方面[18], 缺乏对其营养物质和化学成分的

研究。课题组前期研究发现中国沙棘雄花氨基酸含量丰富、

种类齐全, 具有开发前景[19]。抗氧化是中国沙棘突出的活

性之一, 在其叶片、果实、种子中均有研究[20], 但雄花部

位的抗氧化研究鲜见。本研究聚焦于中国沙棘雄花, 研究

关键因素对中国沙棘雄花花被和花粉总黄酮提取的影响, 
基于单因素结果, 采用 Box-Behnken 设计-响应面法优化提

取工艺, 对花被和花粉进行体外抗氧化活性研究, 以期为
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中国沙棘的多元化利用提供新思路, 进一步扩大对沙棘资

源的利用。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

中国沙棘雄花采自兰州市榆中县和平镇, 将采集到

的雄花干燥除杂后, 过 120 目筛, 分离出花粉, 将花被粉

碎, 过 80 目筛, 分别置于–20 ℃储存备用。 
芦丁对照品(纯度≥98%)、维生素 C 对照品(纯度≥

99.8%)(成都埃法生物科技有限公司); 1,1-二苯基-2-三硝基

苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)和 2,2’-联氮-双
-3- 乙 基 苯 并 噻 唑 啉 -6- 磺 酸 [2,2’-azino-bis(3- 
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS](分析纯, 上海

易恩化学技术有限公司); 无水乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、

氢氧化钠、过硫酸钾(分析纯, 天津市大茂化学试剂厂)。 

1.2  仪器与设备 

DHG-9123A 型电热鼓风干燥箱(上海齐欣科学仪器有

限公司); Multiskan GO 型多功能酶标仪、UV-power 型紫外

可见分光光度计 (北京来伯特科仪器股份有限公司 ); 
KH-5200B 数控超声波处理器(昆山禾创超声仪器有限公

司); Legend Micro 17R 型高速冷冻离心机[赛默飞世尔科技

(中国)有限公司]; XS105 型十万分之一电子分析天平[飞宏

(东莞)电子有限公司]; HH-4 型数显恒温水浴锅(江苏金坛

市环宇科学仪器厂)。 

1.3  方  法 

1.3.1  总黄酮含量的测定 
参照李东香等[21]的方法并稍加修改, 配制 0.2 mg/mL

的芦丁标准溶液, 于 510 nm 处测定吸光度值, 并绘制标准

曲线。 
1.3.2  总黄酮提取率的测定 

采用超声提取法提取样品溶液, 将样品溶液按 1.3.1
方法进行总黄酮浓度测定, 进一步按公式(1)测定总黄酮提

取率。 
 W/%=(C×V×N/M)×100%   (1) 
式中: W 为总黄酮提取率, %; C 为待测溶液的总黄酮

质量浓度, mg/mL; V 为待测液体积, mL; N 为稀释倍数; M
为中国沙棘雄花花被和花粉的质量, mg。 
1.3.3  单因素实验 

(1)乙醇体积分数的确定: 精密称取各样品 1 g, 液料

比为 12:1 (mL:g), 于 50 ℃超声提取 50 min, 分别以 40%、

50%、60%、70%、80%乙醇体积分数提取, 测定总黄酮得

率, 确定中国沙棘雄花花被和花粉总黄酮提取最适乙醇体

积分数。 
(2)液料比的确定: 精密称取各样品 1 g, 乙醇体积分数

为 60%, 超声温度为 50 ℃, 超声时间为 50 min, 液料比分别

选择 8:1、10:1、12:1、14:1、16:1 (mL:g), 测定总黄酮得率, 确
定中国沙棘雄花花被和花粉总黄酮提取最适液料比。 

(3)超声温度的确定: 精密称取各样品 1 g, 乙醇体积

分数为 60%, 液料比为 12:1 (mL:g), 提取时间为 50 min, 超
声温度分别选择 30、40、50、60、70 ℃, 测定总黄酮得率, 确
定中国沙棘雄花花被和花粉总黄酮提取最适超声温度。 

(4)超声时间的确定: 精密称取各样品 1 g, 12 mL 的

60%乙醇溶液, 于 50 ℃分别超声提取 30、40、50、60、70 min, 
测定总黄酮得率, 确定中国沙棘雄花花被和花粉总黄酮提

取最适超声时间。 
以花被为实验对象, 基于单因素实验结果, 乙醇体积

分数(A)、液料比(B)、超声温度(C)、超声时间(D)为影响因

素, 总黄酮提取率(Y)为评价指标, 采用 Design-Expert 13
软件优化提取工艺。花被因素水平见表 1。 

 

表 1  花被 Box-Behnken 响应面法因素水平 
Table 1  Factor levels of Box-Behnken response surface 

methodology for perianth 

水平 
A(乙醇 
体积)/%

B(液料比) 
(mL:g) 

C(超声 
温度)/℃ 

D(超声 
时间)/min

–1 50 8:1 50 30 

0 60 10:1 60 40 

1 70 12:1 70 50 
 

1.3.4  中国沙棘雄花花粉中总黄酮的提取工艺优化 
以单因素实验研究结果为基础, 乙醇体积分数(A’)、

液料比(B’)、超声温度(C’)、超声时间(D’)为影响因素, 总
黄酮提取率(Y’)为评价指标, 采用 Design-Expert 13 软件优

化提取工艺。花粉因素水平见表 2。 
 

表 2  花粉 Box-Behnken 响应面法因素水平 
Table 2  Factor levels of Box-Behnken response surface 

methodology for pollen 

水平
A’(乙醇 
体积)/% 

B’(液料比) 
(mL:g) 

C’(超声 
温度)/℃ 

D’(超声

时间)/min

–1 50 8:1 40 50 

0 60 10:1 50 60 

1 70 12:1 60 70 
 

1.3.5  抗氧化活性研究 
(1) DPPH 自由基清除能力 
参考文献[22–23]的测定方法, 在 517 nm 的波长下测

定溶液的吸光度值 A1, 用无水乙醇加 DPPH 溶液制备空白

溶液测吸光度 A0, 根据公式(2)计算 DPPH 自由基清除率。 
 DPPH 自由基清除率/%=[(A0–A1)/A0]×100%   (2) 
(2) ABTS 阳离子自由基清除能力 
参照文献[22–23]的测定方法并稍加修改, 于 734 nm

处测定吸光度值 Ar, 以水为参比测定 ABTS 空白溶液吸光

度值为 At, 根据公式(3)计算 ABTS 阳离子自由基清除率。 
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ABTS 阳离子自由基清除率/%=[(At–Ar)/Ar]×100% (3) 

1.4  数据处理 

各项数据测定均重复 3 次。本研究采用 Excel 2019、
Origin 2024 等软件进行数据处理, Design-Expert 13 软件进

行响应面处理分析, SPSS 27.0 进行显著性分析(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验结果分析 

单因素实验结果如图 1、图 2 所示。 
2.1.1  乙醇体积分数对总黄酮提取率的影响 

图 1A 和图 2A 表明, 花被和花粉总黄酮提取率在

40%~60%乙醇体积分数范围内逐渐增加, 当乙醇体积分数

达到 60%时, 花粉和花被的总黄酮提取率均达到峰值, 其
中花粉的总黄酮提取率为(3.88±0.16)%, 花被的总黄酮提

取率为(1.97±0.05)%, 当乙醇体积分数大于 60%时, 总黄

酮提取率降低, 分析其原因可能是乙醇浓度过高会导致醇

溶性杂质成分溶出, 与总黄酮形成竞争性溶出, 降低总黄

酮的溶出率[24]。因此选择 50%、60%、70%乙醇提体积分

数作为花被花粉响应面乙醇浓度条件。 
2.1.2  液料比对总黄酮提取率的影响 

图 1B 和图 2B 所示, 随着液料比增加, 花被和花粉总

黄酮提取率先增加后下降, 均在液料比 1:10 (mL:g)时达到

最大值, 分别为(3.38±0.25)%和(2.16±0.06)%。可能是因为

在液料比 8:1~10:1 (mL:g)时, 溶剂用量不足, 提取率随溶

剂增加而增加, 当达到 10:1 (mL:g)时, 黄酮成分已基本提

取完, 继续增加溶剂, 会有更多的杂质析出[25], 使得总黄

酮提取率下降。综上选择 8:1、10:1、12:1 (mL:g)作为花被

和花粉响应面液料比条件。 
2.1.3  超声温度对总黄酮提取率的影响 

图 1C 和图 2C 表明, 随着超声温度升高总黄酮提取率

呈先升后降的趋势, 花被与花粉的总黄酮提取率分别在

60 ℃ 和 50 ℃ 时 达 到 最 大 值 为 (3.64±0.13)% 和

(2.15±0.05)%。推测其原因可能是, 随着温度的升高, 样品

内部黄酮类分子的热运动速度明显加快, 分子动能增大, 
从而增强了黄酮类成分与溶剂分子之间的相互作用, 使得

黄酮类成分更易于溶解于溶剂之中, 当温度超过临界值后, 
高温会使得分子具有更高的能量, 使得一些黄酮类物质分

子内部的化学键发生断裂, 影响其在溶剂中的溶解性以及

稳定性, 导致总黄酮提取率降低, 因此选择 50、60、70 ℃
作为花被响应面的超声温度条件, 选择 40、50、60 ℃作为

花粉响应面的超声条件。 
2.1.4  超声时间对总黄酮提取率的影响 

图 1D和图 2D表明, 总黄酮提取率随着超声时间延长

呈先升后降的趋势 ,  花被在 4 0  m i n 时达到最大值

( 4 . 0 2 ± 0 . 0 4 ) % ,  花粉在 6 0  m i n 时达到最大值为

(2.32±0.07)%。究其原因, 可能是随着提取时间持续增加, 体
系内的热效应与机械效应逐渐加剧,  致使黄酮结构受损. 

 
 
 

注: 不同小字母表示具有显著性差异(P<0.05), 图 2 同。 
图 1  不同因素对花被总黄酮提取率的影响 

Fig.1  Effects of different factors on the total flavonoid extraction for perianth 
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图 2  不同因素对花粉总黄酮提取率的影响 

Fig.2  Effects of different factors on the total flavonoid extraction for pollen 
 

总黄酮出现化学变化或失活现象; 此外, 其他杂质不断溶

出并与黄酮竞争溶剂, 也进一步造成提取率降低[26]。花粉

独特的耐酸、耐碱及耐热结构特性, 也可能是造成其黄酮类

成分溶出速率较慢的重要原因。因此选择 30、40、50 min
为花被响应面的超声时间条件, 选择 50、60、70 min 为花

粉响应面的超声时间条件。 

2.2  响应面法优化花被和花粉的总黄酮最佳提取工艺 

2.2.1  花被响应面实验设计及结果 
结合单因素实验结果, 以乙醇体积分数(A)、液料比

(B)、超声温度(C)和超声时间(D)为自变量, 探索其对花被

总黄酮提取率的影响, 根据表 3 响应面设计 29 组数据进行

多元拟合建立以花被总黄酮提取率为目标的回归方程为
Y=4.65–0.037A+0.086B+0.091C–0.082D+0.047AB–0.015AC
–0.0075AD+0.075BC+0.13BD+0.042CD–0.65A2–0.47B2–0.86C2

–0.53D2。对表 3 结果进行方差分析, 结果见表 4, 模型

P<0.0001, 表 明 模 型 具 有 高 度 显 著 性 ; 失 拟 项

P=0.7188>0.05, 损失不显著, 表明模型具有较好的拟合度, 
模型成立[27]; 模型的决定系数 r2=0.9099, 表明拟合度较高; 
校正系数 R2

adj=0.8198, 表明该模型可以解释 81.98%变异。

二次项 A2、B2、C2、D2 均有极显著影响(P<0.01), 其余因

素 影 响 均 不 显 著 (P>0.05), 各 因 素 影 响 程 度 依 次 为

C>B>D>A。 
2.2.2  花被交互作用响应面分析 

响应面坡度可作为交互作用显著性的判断依据, 坡

度越陡, 交互作用越显著; 坡度越平缓, 交互作用越不显

著[28]。从等高线分布来看, 图形越接近圆形, 交互作用越

弱; 越趋近椭圆形, 则交互作用越强[29]。 
结合方差分析结果, 进一步分析响应面图(图 3), 可知

液料比/超声时间的交互作用响应曲面更加陡峭, 结合方差

分析, 可知交互项 BD 影响效果最大。 
2.2.3  花被总黄酮提取最优工艺以及验证实验 

通过 Design-Expert 13 软件分析, 中国沙棘雄花总黄

酮提取率最佳提取条件为: 乙醇体积分数 59.68%, 液料比

9.8:1 (mL:g), 提取温度60.56 ℃, 提取时间39.13 min, 总黄酮

提取率为 4.66%。考虑到实际操作的局限性, 确定乙醇体积分

数 60%, 液料比 10:1 (mL:g), 提取温度 61 ℃, 提取时间

39 min, 经 3 次平行实验验证 , 总黄酮平均提取率为 
(4.59±0.12)%, 该结果与理论预测值 4.66%高度接近, 证明本实

验所优化的工艺具有良好的可靠性与实用性。 
2.2.4  花粉响应面实验设计及结果 

基于 2.1 单因素实验结果, 以乙醇体积分数(A’), 液
料比(B’)、超声温度(C’)和超声时间(D’)为变量, 分析其

对花粉总黄酮提取率的影响, 通过 Design-Expert 13 软件

对 29 组数据进行多元回归拟合 ,  得二次回归方程为

Y=2.05–0.018A’+0.050B’+0.036C’+0.031D’–0.010A’B’+ 
0.015A’C’+0.025A’D’–0.018B’C’+0.057B’D’+0.11C’D’– 
0.13A’2–0.18B’2–0.22C’2–0.19D’2。对表 5 数据进行方差分析, 
结果见表 6, 模型 P<0.0001, 说明实验达到极显著条件; 
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表 3  花被 Box-Behnken 响应面法设计与结果 
Table 3  Design and results of Box-Behnken response surface 

methodology for perianth 

序号 
A(乙醇体

积分数)/% 
B(液料

比)(mL:g) 
C(超声 
温度)/℃ 

D(超声 
时间)/min

总黄酮 
提取率/%

1 –1 –1 0 0 3.83±0.12
2 1 –1 0 0 3.48±0.02
3 –1 1 0 0 3.57±0.23
4 1 1 0 0 3.41±0.10
5 0 0 –1 –1 3.25±0.07
6 0 0 1 –1 3.38±0.18
7 0 0 –1 1 3.14±0.12
8 0 0 1 1 3.44±0.15
9 –1 0 0 –1 3.59±0.05

10 1 0 0 –1 3.63±0.07
11 –1 0 0 1 3.52±0.12
12 1 0 0 1 3.53±0.08
13 0 –1 –1 0 3.43±0.21
14 0 1 –1 0 2.99±0.13
15 0 –1 1 0 3.68±0.14
16 0 1 1 0 3.54±0.09
17 –1 0 –1 0 3.03±0.07
18 1 0 –1 0 3.07±0.20
19 –1 0 1 0 2.99±0.11
20 1 0 1 0 2.97±0.07
21 0 –1 0 –1 3.87±0.15
22 0 1 0 –1 3.55±0.08
23 0 –1 0 1 3.23±0.08
24 0 1 0 1 3.43±0.16
25 0 0 0 0 4.76±0.09
26 0 0 0 0 4.32±0.06
27 0 0 0 0 4.93±0.11
28 0 0 0 0 4.83±0.12
29 0 0 0 0 4.43±0.07

 

 

失拟项 P>0.05, 说明模型拟合程度良好, 能够较准确地预

测响应值。交互项 CD, 二次项 A’2、B’2、C’2、D’2 均有极

显著影响(P<0.05); 一次项 B’, 交互项 C’D’有显著影响

(P<0.05); 其余因素影响均不显著(P>0.05), 各因素影响程

度依次为 B’>C’>D’>A’。 
 

表 4  花被回归模型方差分析及显著性实验 
Table 4  Analysis of variance and significance test for perianth 

regression model 

来源 平方和 自由度 均方 F P 
模型 7.6300 14 0.5400 10.1000 <0.0001

A 0.0160 1 0.0160 0.3000 0.5931 
B 0.0880 1 0.0880 1.6400 0.2213 
C 0.0990 1 0.0990 1.8400 0.1969 
D 0.0800 1 0.0800 1.4800 0.2433 

AB 0.0090 1 0.0090 0.1700 0.6887 
AC 0.0009 1 0.0009 0.0170 0.8991 
AD 0.0002 1 0.0002 0.0040 0.9494 
BC 0.0230 1 0.0230 0.4200 0.5288 
BD 0.0680 1 0.0680 1.2500 0.2818 
CD 0.0072 1 0.0072 0.1300 0.7199 
A2 2.7100 1 2.7100 50.4000 <0.0001
B2 1.4600 1 1.4600 26.9800 0.0001 
C2 4.8100 1 4.8100 89.1800 <0.0001
D2 1.8200 1 1.8200 33.7700 <0.0001

残差 0.7600 14 0.0540   
失拟项 0.4800 10 0.0480 0.6800 0.7188 
纯误差 0.2800 4 0.0700   
总回归 8.3800 28    

r2=0.9099  Radj
2=0.8198  

 

 
 

图 3  花被各因素响应面图 
Fig.3  Response surface plots of various factors of for perianth 
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图 3(续)  花被各因素响应面图 
Fig.3  Response surface plots of various factors of for perianth 

 

2.2.5  花粉响应面分析 
响应曲面图的凸出程度, 与各因素是否显著影响中国

沙棘花粉总黄酮提取率有密切关系。响应曲面图越凸出, 
相应各因素的影响越显著; 反之则影响越小。此外, 等高

线图可直观反映两因素间交互作用的显著程度。结合方差

试验结果和响应面图, C’D’交互影响最显著, A’B’交互影响

最 不 显 著 。 各 交 互 因 素 影 响 程 度 依 次 为

C’D’>B’D’>A’D’>B’C’>A’C’>A’B’(图 4, 表 6)。 
2.2.6  花粉优工艺条件确定以及验证 

通过运用  Design-Expert 13 软件进行分析与优化 , 

确定中国沙棘花花粉总黄酮的最优提取工艺参数为 : 
69.28%乙醇体积分数, 液料比 10.28:1 (mL:g), 超声温度

51.67 ℃, 超声时间 62.18 min。考虑到实验操作的实际可

行性与便捷性, 对上述参数进行适当调整, 确定实际采用

的提取工艺为: 乙醇浓度 70%, 液料比调整为 10:1 (mL:g), 
超声温度为 52 ℃, 超声时间为 62 min。 

按照优化后的工艺条件, 平行开展 3 次实验。实验结

果 显 示 , 中 国 沙 棘 花 粉 总 黄 酮 的 平 均 提 取 率 为

(1.88±0.06)%, 该结果与软件预测值 1.94%较为接近, 表明

本次通过设计优化所得到的工艺条件具有较高的准确性。 
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表 5  花粉 Box-Behnken 响应面法设计与结果 
Table 5  Design and results of Box-Behnken response surface 

methodology for pollen 
实验

号 
A’(乙醇 
浓度)/% 

B’(液料比) 
(mL:g) 

C’(提取 
温度)/℃ 

D’(提取 
时间)/min 

总黄酮 
提取率/%

1 –1 –1 0 0 1.68±0.08
2 1 –1 0 0 1.70±0.02
3 –1 1 0 0 1.80±0.21
4 1 1 0 0 1.78±0.11
5 0 0 –1 –1 1.68±0.17
6 0 0 1 –1 1.59±0.21
7 0 0 –1 1 1.47±0.08
8 0 0 1 1 1.84±0.14
9 –1 0 0 –1 1.82±0.19

10 1 0 0 –1 1.63±0.13
11 –1 0 0 1 1.80±0.10
12 1 0 0 1 1.71±0.09
13 0 –1 –1 0 1.56±0.16
14 0 1 –1 0 1.74±0.11
15 0 –1 1 0 1.60±0.14
16 0 1 1 0 1.71±0.17
17 –1 0 –1 0 1.68±0.07
18 1 0 –1 0 1.68±0.11
19 –1 0 1 0 1.72±0.07
20 1 0 1 0 1.78±0.16
21 0 –1 0 –1 1.65±0.13
22 0 1 0 –1 1.59±0.14
23 0 –1 0 1 1.67±0.07
24 0 1 0 1 1.84±0.06
25 0 0 0 0 2.05±0.04
26 0 0 0 0 2.07±0.15
27 0 0 0 0 2.02±0.12
28 0 0 0 0 1.99±0.17
29 0 0 0 0 2.13±0.07

 
 

2.3  中国沙棘花被和花粉总黄酮的抗氧化活性分析 

DPPH 自由基作为亲脂性自由基的代表, 被广泛用于

评价脂质性物质的抗氧化活性 [30], 除 DPPH 自由基外 , 
ABTS 阳离子自由基也多用来评价抗氧化活性, ABTS 可以

产生稳定的自由基阳离子, 这种阳离子可溶于水相和有机 
 

表 6  花粉回归模型方差分析及显著性实验 
Table 6  Analysis of variance and significance test for  

pollen regression models 

来源 平方和 自由度 均方 F P 
模型 0.6900 14 0.0490 13.9700 <0.0001

A’ 0.0040 1 0.0040 1.1400 0.3028 
B’ 0.0300 1 0.0300 8.5100 0.0112 
C’ 0.0150 1 0.0150 4.3700 0.0552 
D’ 0.0110 1 0.0110 3.2400 0.0936 

A’B’ 0.0004 1 0.0004 0.1100 0.7412 
A’C’ 0.0090 1 0.0090 0.2600 0.6212 
A’D’ 0.0025 1 0.0025 0.7100 0.4138 
B’C’ 0.0012 1 0.0012 0.3500 0.5649 
B’D’ 0.0130 1 0.0130 3.7500 0.0732 
C’D’ 0.0530 1 0.0530 15.0100 0.0017 
A’2 0.1000 1 0.1000 28.8400 <0.0001
B’2 0.2200 1 0.2200 61.4100 <0.0001
C’2 0.3000 1 0.3000 86.2100 <0.0001
D’2 0.2300 1 0.2200 63.9600 <0.0001
残差 0.0490 14 0.0035   

失拟项 0.0380 10 0.0038 1.3500 0.4147 
纯误差 0.0110 4 0.0028   
总回归 0.7400     

r2=0.9332  Radj
2=0.8664  

 

 
图 4  花粉各因素响应面图 

Fig.4  Response surface plots of various factors for pollen 
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图 4(续)  花粉各因素响应面图 
Fig.4  Response surface plots of various factors for pollen 

 
相, 允许同时检测亲水和亲脂抗氧化剂, 能够更全面地评

估抗氧化能力[31], 黄酮类化合物可以和自由基的反应部位

发生反应, 使其还原以更稳定的状态和更低的活性存在, 
因此黄酮类化合物表现出一定的抗氧化能力。 

以维生素 C (vitamin C, VC)为阳性对照, 由图 5 可知, 
中国沙棘雄花花粉和花被黄酮提取液的 DPPH 和 ABTS 阳

离子自由基清除能力均随浓度的增加而增强, 且花被两种

自由基清除能力整体比花粉强。分析其原因其一可能是花

被总黄酮含量高于花粉, 其二可能与花粉独特的结构有关, 
花粉的细胞壁具有较强的耐酸碱、耐高温和耐高温特性, 
使得其内部的活性物质较难被人体吸收和利用, 常常需要

一定破壁方法来提升活性[32]。当质量浓度为 0.4 mg/mL 时, 
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花被、花粉 DPPH 自由基清除自由基能力分别为

(37.51±0.04)%和(23.43±0.02)%。清除能力在 0.4~1.6 mg/mL
质量浓度范围内增强幅度较大, 随后增强范围较小, 当质量

浓度为 4.0 mg/mL 时分别达到最大值 (84.87±0.03)% 、

(82.53±0.11)%; 在 0.08 mg/mL 质量浓度时ABTS 阳离子自由基

清除能力分别为 58.26%、50.44%, 在 0.08~0.80 mg/mL, 花被和

花粉对ABTS阳离子自由基的清除能力均随着质量浓度增加

而提高 , 于 0.8 mg/mL 质量浓度达到最大值分别为

(83.21±0.13)%和(79.37±0.06)%, 两种自由基的半抑制浓度

(half maximal inhibitory concentration, IC50)的大小关系均

为: 花粉>花被>VC, 研究证实, 花被及花粉均具备明显的

DPPH 和 ABTS 阳离子自由基清除效能, 但仍低于 VC。 
 

 
 

图 5  花被及花粉的 DPPH 和 ABTS 阳离子自由基清除能力 
Fig.5  DPPH radical and ABTS cationic radical scavenging capacities of perianth and pollen 

 
3  结  论 

本研究以中国沙棘雄花花被和花粉为研究对象, 采用

超声提取法, 通过单因素实验选定二者总黄酮提取范围, 
进一步通过响应面优化出花被在液料比 10:1 (mL:g), 用
60%的乙醇体积分数在 61 ℃条件下超声提取 39 min 即为

最优提取工艺; 确定花粉最佳提取工艺为乙醇浓度 70%, 
液料比 10:1 (mL:g), 52 ℃超声提取 62 min。在二者最佳工

艺下 , 花被和花粉的总黄酮提取率分别为(4.59±0.12)%, 
(1.88±0.06)%, 花粉总黄酮提取率较低可能与其细胞壁结构

有关。有研究表明沙棘不同部位总黄酮的含量具有一定的差

异性, 表现为叶片总黄酮含量最高, 其次为果肉、果渣、果

皮, 其籽的总黄酮含量最低[33], 而在赵文娟等[34]研究结果

表明, 吴起野生沙棘果实部位总黄酮含量最高, 沙棘枝杆总

黄酮含量最低。二者研究的差异性可能与沙棘所处气候、环

境的因素有关, 在后期研究中应增加中国沙棘雄花与中国

沙棘其他部位的黄酮含量、黄酮类成分的差异性研究。 
DPPH 和 ABTS 阳离子自由基的清除效率呈现一定阶

段的剂量性依赖, 研究表明花被和花粉均具有较强的抗氧

化能力, 但花被两种自由基的清除能力均大于花粉, 抗氧

化机制复杂, 沙棘中花青素、酚酸、多糖类成分均有抗氧化

活性, 不同的类黄酮表现出不同的抗氧化能力, 这与黄酮结

构中的官能团类型、数量和排列有关[35], 有研究表明沙棘黄

酮成分中山奈酚、槲皮素、异鼠李素及其衍生物可能是沙棘

黄酮具有较强抗氧化活性的原因。在成春亚[36]的研究中, 
发现中国沙棘雄花的氨基酸种类齐全, 具有开发潜力。本

研究对中国沙棘雄花总黄酮进行了抗氧化活性研究, 结果

表明沙棘雄花花被和花粉均具有开发为抗氧化剂的潜能, 
为中国沙棘雄花资源的开发利用提供了新思路。 
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