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摘要　 目的:优化马牙七总黄酮提取工艺并研究其抗氧化活性及其稳定性。 方法:采用 Plackett - Bur-
man 试验筛选关键因子,再经 Box - Behnken Design 响应面设计得到最佳工艺;通过测定羟自由基、
DPPH自由基、ABTS 自由基的清除作用及铁离子还原能力评价马牙七总黄酮的抗氧化活性,经 SPSS 软

件分析马牙七总黄酮提取物浓度和不同抗氧化活性的相关性,并考察温度、光照和 pH 对抗氧化活性稳

定性的影响。 结果:马牙七总黄酮最佳提取工艺为提取功率 140 W,乙醇浓度 65% ,温度 70 ℃,提取时

间30 min,马牙七总黄酮得率为(4. 608 5 ± 0. 031 7)mg / g。 马牙七总黄酮提取物对羟自由基、DPPH 自

由基、ABTS 自由基的清除作用及铁离子最大还原能力分别为同浓度 Vc 的 64. 16% 、55. 67% 、95. 97%
和 50. 49% 。 相关性分析表明,马牙七总黄酮提取物浓度与羟自由基的清除率相关性最显著。 抗氧化

稳定性试验表明,马牙七总黄酮提取物应在低温(25 ℃以下)、避光及中性条件下保存。 结论:该工艺稳

定可行,马牙七总黄酮提取物具有很高的抗氧化活性。
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　 　 马牙七,别称九子连、大仙茅,为兰科植物流苏虾

脊兰 ( Calanthe fimbriata Franch. ) 和 剑 叶 虾 脊 兰

(Calanthe davidii Franch. )的假鳞茎及根[1],主要分布

于陕西、甘肃等地区,其为“太白七药”之一,性凉,味
辛、苦,具有清热解毒、祛瘀止痛的功效[2],民间常用

来治疗因炎症引起的牙痛、喉咙肿痛等症状[3]。 最新

研究[4 - 6]表明,马牙七提取物具有一定的抑菌、抗氧化

等作用,为进一步研究其活性,本研究主要探讨马牙七

总黄酮提取物最佳提取工艺及其抗氧化活性,为马牙

七药用资源利用提供实验依据。
1　 材料与方法

1. 1　 药物与试剂

马牙七,采自太白山红河谷,原植物经陕西国际商

贸学院雷国莲教授鉴定为兰科植物流苏虾脊兰

(Calanthe fimbriata Franch. )。
甲醇 (批号: 20230312, 分析纯)、 乙醇 (批号:

20230408,分析纯)、亚硝酸钠(批号:20230711,分析

纯)、硝酸铝(批号:20231005,分析纯)、三氯化铁(批
号:20230518,分析纯)、硫酸亚铁(批号:20230416,分
析纯)等,生产厂家为国药集团化学有限公司;抗坏血

酸(批号:O11HS197212)、DPPH(1,1 - 二苯基苦基苯

肼,批号: S28J12M138964 )、 ABTS [2,2 - 联氮 - 二

(3 - 乙基 - 苯并噻唑 - 6 - 磺酸) 二铵盐,批号:
N04HS199908]等试剂,生产厂家为上海源叶生物科技

有限公司,试验用水为纯水,其余试剂均为分析纯。
1. 2　 主要仪器

RE - 2000A 旋转蒸发仪,上海亚荣科学仪器有限

公司;DLSB - 5 / 20B 低温冷却循环泵,郑州长城科工

贸有限公司;SHB -Ⅲ循环水式多用真空泵,郑州长城

科工贸有限公司;SQP 万分之一天平,北京赛多利斯;
YP202N 电子天平,上海精科仪器有限公司; DZ -
1BCIV 真空干燥箱,天津泰斯特仪器有限公司;WPL -
30BE 恒温培养箱,天津泰斯特仪器有限公司;TU -
1810 紫外分光光度计,北京普析通用仪器有限责任公司。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 芦丁标准曲线的制备

称取芦丁对照品 50 mg, 用甲醇将其配制成
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0. 2 mg / mL的标准溶液,分别量取 1、2、3、4、5、6 mL 标

准溶液至 10 mL 容量瓶中定容,得到不同梯度浓度的

标准溶液[7 - 8],按药典中 NaNO2 - Al(NO3 ) 3 - NaOH
法,在波长 510 nm 处分别测定吸光度 A,以浓度为横

坐标(x),吸光度为纵坐标(y)绘制标准曲线,得到标

准曲线方程为 y = 0. 004x + 0. 138 9,R2 = 0. 999 5,线
性关系在 0. 02 ~ 0. 12 mg / mL 有效。
1. 3. 2　 马牙七提取物中总黄酮提取率的计算

取 10 mL 提取液用甲醇定溶于 100 mL 容量瓶中,
参考文献[8] 中 NaNO2 - Al(NO3) 3 - NaOH 法,测定溶

液的吸光度,根据公式(1)计算马牙七总黄酮提取物

的提取率。

Y = C × V × N
M (1)

式中,Y 为黄酮提取率(mg / g),C 为总黄酮浓度

(mg / mL),V 为溶液体积(mL),N 为稀释倍数,M 为药

材取量(g)。
1. 3. 3　 马牙七总黄酮提取物提取方法

1. 3. 3. 1　 提取因素筛选

采用超声辅助法提取马牙七中的总黄酮,在此过

程中影响提取率的因素有超声功率(80、100、120、140、
160、180 W)、提取次数(1、2、3、4、5、6 次)、超声时间

(10、20、30、40、50、60 min)、超声温度(10、30、50、70、
90、100 ℃)、料液比(1 ∶ 8、1 ∶ 10、1 ∶ 12、1 ∶ 14、1 ∶ 16、
1∶ 18)、 乙 醇 浓 度 ( 10% 、 30% 、 50% 、 70% 、 90% 、
100% )、溶液 pH 值(2、3、4、5、6、7),先通过最陡爬坡

试验设计确定各因素的最佳取值范围,再通过 Plackett -
Burman 试验设计筛选出对马牙七总黄酮提取物提取

率影响显著的因素。
1. 3. 3. 2　 马牙七总黄酮提取物最佳提取工艺确定

根据“1. 3. 3. 1”优选结果建立因素水平表,通过

BBD(Box - Behnken Design)响应面试验设计确定马牙

七总黄酮提取物的最佳提取工艺。
1. 3. 4　 马牙七总黄酮提取物抗氧化能力测定及相关

性分析

1. 3. 4. 1　 对羟自由基的清除作用

将马牙七总黄酮提取物用去离子水配制成

20 mg / mL溶液,稀释成不同倍数的样品溶液。 加入

6 mmol / L硫酸亚铁溶液、水杨酸溶液以及过氧化氢溶

液各 2 mL,充分混合,在 37 ℃恒温条件下反应 1 h,在
波长为 510 nm 下测定各混合液的吸光度[9]。 空白组

以去离子水代替样品溶液,以维生素 C 为阳性对照。
根据公式(2)计算马牙七总黄酮提取物对羟自由基清

除率。

清除率(% ) = 1 -
A1 - A2

A0
( ) × 100% (2)

公式中,A0为空白组吸光度;A1 为待测溶液吸光

度;A2为对照组的吸光度。
1. 3. 4. 2　 对 DPPH 自由基的清除作用

将马牙七总黄酮提取物用去离子水配制成不同浓

度的样品溶液[9 - 11]。 取样品溶液与 0. 2 mmol / L DP-
PH 溶液各 2 mL,充分混匀后,在 519 nm 处测定其吸

光度。 空白组以去离子水代替样品溶液,对照组以去

离子水代替 DPPH 溶液,以维生素 C 为阳性对照,根据

公式(2)计算马牙七总黄酮提取物对 DPPH 自由基的

清除率。
1. 3. 4. 3　 对 ABTS 自由基的清除作用

将马牙七总黄酮提取物用去离子水配制成 2、4、
6、8、10、12 mg / mL 溶液,配制 7 mmol / L ABTS + 水溶

液,取样品溶液与 7 mmol / L ABTS + 水溶液各 2 mL,充
分混匀后,在 734 nm 处测定其吸光度。 空白组以去离

子水代替样品溶液,对照组以去离子水代替 ABTS + 水

溶液,以维生素 C 为阳性对照,依照公式(2)测定不同

试验组溶液的吸光度并计算马牙七总黄酮提取物对

ABTS 自由基的清除率。
1. 3. 4. 4　 铁离子还原能力的测定

参考文献[12],取不同浓度的溶液 2 mL,分别加入

2 mL 0. 2 mol / mL pH = 6. 6 的磷酸盐缓冲液和 1% K3

[Fe( CN) 6 ] 溶液,振荡均匀,在 50 ℃ 水浴中反应

30 min,待反应完全后,加入 2 mL 10% 三氯乙酸。 吸

取 2 mL 的混合溶液,并加入 2 mL 纯化水和 0. 5 mL 的

0. 1%的三氯化铁溶液,生成蓝色沉淀,在 700 nm 波长

处测定其吸光度。 以维生素 C 为阳性对照组。
1. 3. 4. 5　 马牙七总黄酮与抗氧化活性相关性研究

将总黄酮提取物与不同抗氧化活性进行 pearson
相关性分析,以得到其显著性。
1. 3. 5　 马牙七总黄酮提取物抗氧化活性稳定性研究

1. 3. 5. 1　 温度对抗氧化活性的影响

取 10 mL 浓度为 12 mg / mL 和 4 mg / mL 马牙七总

黄酮提取物溶液于 5 支试管中,1 号试管放置在 4 ℃
冰箱保存、2 号室温(25 ℃)条件下、3 ~ 5 号试管分别

放置在 40 ℃、60 ℃、80 ℃ 恒温水浴锅中,每间隔

15 min,测定 1 次羟自由基清除率,测定时应冷却至室

温,共计 1. 25 h,重复试验 3 次。
1. 3. 5. 2　 光照对抗氧化活性的影响

分别取 10 mL 浓度为 12 mg / mL 和 4 mg / mL 马牙

七总黄酮提取物溶液于 3 支试管中,将 A 试管置于光

照环境下、B 试管置于室内、C 试管置于避光条件下,
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每间隔 2 h 测定 1 次羟自由基清除率,共计 10 h,重复

试验 3 次。
1. 3. 5. 3　 pH 值对抗氧化活性的影响

分别取 4 mL 浓度为 12 mg / mL 和 4 mg / mL 马牙

七总黄酮提取物溶液于 3 支试管中,分别加入 1 mL
pH 值为 1、3、5、7、9 磷酸缓冲液。 混合,于 25 ℃恒温

水浴,15 min 后,测定羟自由基清除率,重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

采用 IBM SPSS Statistics 28. 0 进行 Pearson 相关性

分析与绘图,Minitab 21. 0 完成 Plackett - Burman 及响

应面数据分析,P < 0. 05 为显著水平。
2　 结果

2. 1　 马牙七总黄酮提取物最佳提取工艺

2. 1. 1　 最陡爬坡试验结果

经预试验确定各因素总的取值范围,设计最陡爬

坡试验,结果如表 1,选取第 4 组数据作为各因素的试

验定点,通过 1. 25 倍原则,计算出各因素的低水平值,
Plackett - Burman 试验设计因素水平表见表 2。

表 1　 最陡爬坡试验结果

序号 料液比 提取次数 提取时间 / min pH 值 温度 / ℃ 乙醇浓度 / % 提取功率 / W 总黄酮得率(􀭰x ± s) / (mg / g)

1 1∶ 8 1 10 2 10 10 80 2. 893 3 ± 0. 063 4

2 1∶ 10 2 20 3 30 30 100 3. 412 0 ± 0. 007 3

3 1∶ 12 3 30 4 50 50 120 3. 806 0 ± 0. 011 8

4 1∶ 14 4 40 5 70 70 140 4. 375 2 ± 0. 049 5

5 1∶ 16 5 50 6 90 90 160 2. 928 0 ± 0. 006 8

6 1∶ 18 6 60 7 100 100 180 1. 753 3 ± 0. 008 8

表 2　 Plackett - Burman 试验设计因素水平表

水平 / 因素 料液比 提取次数 提取时间 / min pH 值 温度 / ℃ 乙醇浓度 / % 提取功率 / W

1 1∶ 14 4 40 4 70 70 140

- 1 1∶ 12 3 30 3 50 50 120

2. 1. 2　 Plackett - Burman 试验设计结果

Plackett - Burman 试验是基于二水平的部分实验

设计,是在不考虑主效应及因素间的交互作用条件下

筛选影响显著的因素。 试验设计 12 组数据,结果如

表 3。 回归方程为:总黄酮得率 = 123. 189 - 0. 145 8
料液比 - 0. 048 0 次数 + 0. 190 1 时间 - 0. 049 2 pH +
0. 332 2 温度 + 0. 278 4 乙醇浓度 + 0. 342 1 提取功率,
表 4 中方差分析结果中,模型 P 值 < 0. 05,标准差 S 值

为 0. 208 825,表明模型显著且拟合度较高,R2 值为

96. 19% , 调 整 后 的 R2 值 为 89. 52% , 二 者 相 差

6. 67% ,表明模型解释度较高。 其中提取功率、乙醇浓

度、温度和提取时间 P 值均 < 0. 05,表明这 4 种因素对

马牙七总黄酮提取物提取率影响显著,亦如图 1 结果

所示。 因此选取提取功率、乙醇浓度、温度和提取时间

作为响应面设计的因素。

表 3　 Plackett - Burman 试验设计结果

序号 料液比 提取次数 提取时间 / min pH 值 温度 / ℃ 乙醇浓度 / % 提取功率 / W 总黄酮得率(􀭰x ± s) / (mg / g)

1 - 1 1 - 1 - 1 - 1 1 1 3. 521 3 ± 0. 001 7

2 1 1 1 - 1 1 1 - 1 3. 392 0 ± 0. 001 6

3 - 1 1 1 1 - 1 1 1 3. 980 6 ± 0. 002 6

4 1 1 - 1 1 - 1 - 1 - 1 2. 696 0 ± 0. 006 3

5 - 1 - 1 1 1 1 - 1 1 4. 090 7 ± 0. 002 6

6 1 1 - 1 1 1 - 1 1 3. 242 4 ± 0. 004 9

7 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 2. 776 9 ± 0. 002 8

8 - 1 1 1 - 1 1 - 1 - 1 3. 562 6 ± 0. 002 3

9 1 - 1 - 1 - 1 1 1 1 4. 836 9 ± 0. 004 3

10 - 1 - 1 - 1 1 1 1 - 1 3. 620 3 ± 0. 009 9

11 1 - 1 1 1 - 1 1 - 1 3. 098 3 ± 0. 004 4

12 1 - 1 1 - 1 - 1 - 1 1 3. 287 7 ± 0. 008 0
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图 1　 Plackett - Burman 试验设计结果标准化效应图

表 4　 Plackett - Burman 试验设计结果方差分析

来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值

模型 7 4. 404 58 0. 629 23 14. 43 0. 011

料液比 1 0. 255 07 0. 255 07 5. 85 0. 073

提取次数 1 0. 027 70 0. 027 70 0. 64 0. 470

时间 1 0. 433 84 0. 433 84 9. 95 0. 034

pH 值 1 0. 029 01 0. 029 01 0. 67 0. 460

温度 1 1. 323 92 1. 323 92 30. 36 0. 005

乙醇浓度 1 0. 930 37 0. 930 37 21. 34 0. 010

提取功率 1 1. 404 68 1. 404 68 32. 21 0. 005

误差 4 0. 174 43 0. 043 61

合计 11 4. 579 01 -

R2 = 96. 19% R2
adj = 89. 52% S = 0. 208 825

2. 1. 3　 BBD(Box - Behnken Design)响应面试验结果

根据“2. 1. 1”结果可得出提取功率、乙醇浓度、温
度和提取时间 4 因素 3 水平的取值,见表 5,字母 A、
B、C、D 分别代替以上因素。 试验设计 5 个中心点,共
29 组,见表 6,得到的回归方程为:总黄酮得率 =
3. 66 + 0. 44A +0. 17B + 0. 16C + 0. 19D +0. 007 5AB -
0. 007 5AC -0. 42AD + 0. 46BC + 0. 14BD - 0. 31CD +
0. 13A2 - 0. 29B2 - 0. 29C2 + 0. 017D2。 如表 7 响应面

结果方差分析所示,模型 P 值 < 0. 01,结果极显著,失
拟性 P 值 > 0. 05,不显著,表示该模型显著;R2 值为

0. 909 0,R2
adj为 0. 817 9,二者相差 0. 991 1 < 0. 2,表明

试验方程预测误差小,拟合度高;变异系数为 6. 34,数
值较小,信噪比为 11. 786 > 4,说明试验精密度高,重
复性好。 4 种影响因素 P 值均 < 0. 05,对总黄酮得率

的影响显著,大小顺序为 A(提取功率) > D(提取时

间) > B(乙醇浓度) > C(温度),其中 AD、BC 和 CD 交

互作用明显。

表 5　 响应面设计因素水平表

水平 / 因素 A / W B / % C / ℃ D / min

1 140 70 70 40

0 130 60 60 35

- 1 120 50 50 30

表 6　 响应面试验设计及结果

序号
因素 总黄酮得率(􀭰x ± s) /

(mg / g)A / W B / % C / ℃ D / min

1 - 1 - 1 0 0 2. 751 9 ± 0. 006 0

2 1 0 0 - 1 4. 696 5 ± 0. 004 5

3 1 0 - 1 0 3. 632 0 ± 0. 003 8

4 - 1 0 0 - 1 2. 865 1 ± 0. 004 8

5 0 0 - 1 - 1 2. 494 0 ± 0. 006 0

6 1 1 0 0 4. 324 4 ± 0. 010 5

7 0 0 0 0 3. 581 2 ± 0. 002 7

8 0 1 0 1 3. 804 8 ± 0. 014 9

9 0 1 1 0 3. 693 4 ± 0. 005 2

10 - 1 0 1 0 3. 234 4 ± 0. 005 3

11 0 - 1 0 - 1 3. 090 2 ± 0. 005 7

12 0 - 1 0 1 3. 177 6 ± 0. 006 3

13 0 0 1 - 1 3. 693 5 ± 0. 006 7

14 0 1 - 1 0 2. 670 2 ± 0. 003 1

15 - 1 0 - 1 0 2. 954 9 ± 0. 003 9

16 0 - 1 1 0 2. 664 2 ± 0. 005 6

17 0 0 - 1 1 3. 760 9 ± 0. 001 6

18 - 1 1 0 0 3. 294 5 ± 0. 005 3

19 - 1 0 0 1 3. 853 0 ± 0. 005 7

20 0 0 0 0 3. 487 6 ± 0. 005 0

21 0 0 0 0 3. 806 1 ± 0. 017 7

22 0 0 0 0 3. 951 1 ± 0. 010 2

23 0 0 1 1 3. 732 5 ± 0. 003 2

24 1 0 0 1 4. 006 3 ± 0. 021 7

25 0 0 0 0 3. 452 0 ± 0. 003 7

26 1 - 1 0 0 3. 754 1 ± 0. 005 0

27 0 - 1 - 1 0 3. 468 6 ± 0. 004 2

28 0 1 0 - 1 3. 173 1 ± 0. 004 9

29 1 0 1 0 3. 881 5 ± 0. 001 0

　 　 图 2 响应面设计结果等高线及曲面图中,从等高

线椭圆程度和 3D 曲面陡峭程度来判断各因素交互作

用及对总黄酮得率的影响,图示结果与方差分析结果

吻合。 图 2 结果可以得出提取功率的最佳取值范围为

130 ~ 140 W,乙醇浓度的最佳取值范围为 60% ~
70% ,温度的最佳取值范围为 60 ~ 70 ℃,提取时间的
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最佳取值范围为 30 ~ 40 min。 响应面设计得到的最佳

工艺为:提取功率 139. 99 W,乙醇浓度 63. 85% ,温度

69. 05 ℃, 提 取 时 间 30. 62 min, 总 黄 酮 得 率 为

4. 724 51 mg / g,根据实验实际操作性,将工艺优化为

提取功率 140 W,乙醇浓度 65% ,温度 70 ℃,提取时间

30 min,进行 3 次平行试验进行验证,总黄酮得率为

(4. 608 5 ± 0. 031 7)mg / g,与理论值比较接近,表明该

工艺数据可靠。
表 7　 响应面设计结果的方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 显著性

模型 14 6. 79 0. 49 9. 98 < 0. 000 1 ∗∗

A 1 2. 37 2. 37 48. 73 < 0. 000 1 ∗∗

B 1 0. 36 0. 36 7. 42 0. 016 5 ∗

C 1 0. 30 0. 30 6. 26 0. 025 4 ∗

D 1 0. 46 0. 46 9. 39 0. 008 4 ∗∗

AB 1 0. 000 225 0. 000 225 0. 004 361 0. 946 7

AC 1 0. 000 225 0. 000 225 0. 004 361 0. 946 7

AD 1 0. 71 0. 71 14. 70 0. 001 8 ∗∗

BC 1 0. 84 0. 84 17. 23 0. 001 0 ∗∗

BD 1 0. 078 0. 078 1. 61 0. 224 7

CD 1 0. 38 0. 38 7. 78 0. 014 5 ∗

A2 1 0. 11 0. 11 2. 20 0. 159 8

B2 1 0. 55 0. 55 11. 25 0. 004 7 ∗∗

C2 1 0. 54 0. 54 11. 15 0. 004 9 ∗∗

D2 1 0. 001 93 0. 001 93 0. 04 0. 844 9

残差 14 0. 68 0. 049

失拟性 10 0. 49 0. 049 1. 04 0. 531 0

纯误差 4 0. 19 0. 047

总差 28 7. 47 —

　 　 注:∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

2. 2　 马牙七总黄酮提取物抗氧化能力测定结果

2. 2. 1　 对羟自由基的清除作用

羟自由基具有很强的活泼性,其更易于同体内的

大分子物质发生作用而破坏组织的整体结构与功能,
从而影响人体正常的新陈代谢[9]。 从图 3 结果可知,
在一定范围内,随浓度增大,马牙七总黄酮提取物对羟

自由基的清除能力逐渐增大,当提取物浓度在 12 mg / mL
时,其 对 羟 自 由 基 的 清 除 能 力 为 同 浓 度 Vc 的

64. 16% ,表明马牙七总黄酮提取物对羟自由基具有一

定的清除能力。
2. 2. 2　 对 DPPH 自由基的清除作用

DPPH 自由基在人体内比较稳定,但含量过多也

会引起肿瘤、心脑血管等疾病[9],清除 DPPH 自由基主

要通过氢原子和单电子转移来实现[13]。 从图 4 结果

可知,在一定范围内,随浓度增大,马牙七总黄酮提取

物对 DPPH 自由基清除能力逐渐增强,当提取物浓度

在 12 mg / mL 时,其对 DPPH 自由基的清除率是同浓

度下 Vc 的 55. 67% ,表明马牙七总黄酮提取物对

DPPH自由基也具有一定的清除能力。
2. 2. 3　 对 ABTS 自由基的清除作用

ABTS 自由基的清除主要依靠氢原子转移使体系

的吸光度降低,与提取物中的黄酮类和多酚类物质的

含量有关[14]。 图 3 中,马牙七总黄酮提取物对 ABTS
自由基的清除与其浓度成正效应,提取物浓度在

12 mg / mL时,其对 ABTS 自由基的清除率是同浓度下

Vc 的 95. 97% ,这表明马牙七总黄酮提取物对 ABTS
自由基具有很高的清除能力。
2. 2. 4　 铁离子还原能力的测定结果

对马牙七总黄酮提取物铁离子还原能力的测定也

是考察其抗氧化能力的重要方法之一。 马牙七总黄酮

提取物铁离子还原能力与其浓度也有明显的量效关

系,在 1 ~ 6 mg / mL 范围内,其还原能力的最大值为同

浓度下 Vc 的 50. 49% ,这表明马牙七总黄酮提取物具

有一定的还原性。
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图 2　 响应面设计结果等高线及曲面图

注:A. 羟自由基的清除率;B. DPPH 自由基的清除率;C. ABTS 自由基的清除率;D. 铁离子还原能力。

图 3　 马牙七总黄酮提取物抗氧化活性

2. 2. 5　 相关性分析

采用 Pearson 相关分析考察马牙七总黄酮提取物

浓度与不同抗氧化活性的相关性,结果表明,马牙七总

黄酮提取物浓度与不同抗氧化活性均呈正相关,其中

显著性强弱顺序依次为:羟自由基的清除率 > ABTS

自由基的清除率 > DPPH 自由基的清除率 > 铁离子还

原能力。

2. 3　 马牙七总黄酮提取物抗氧化活性稳定性测定结果

由图 4A 可知,在低温环境中,马牙七总黄酮提取

物的抗氧化活性被抑制,在 25 ℃时,活性均最高,而后

随温度升高其抗氧化活性呈下降趋势;同一温度随时

间的增加其抗氧化活性逐渐降低,尤其在 45 min 后活

性急剧下降,在温度为 80 ℃,加热时间为 75 min 时,

其抗氧化活性接近于 0,结果表明,温度对马牙七总黄

酮提取物的抗氧化活性影响较为显著,温度越高,加热

时间越长,抗氧化活性越低。

图 4B 的结果表明,在光照条件下,随时间增加马

牙七总黄酮提取物的抗氧化活性呈下降趋势,说明马

牙七总黄酮提取物对光敏感,须避光保存。

由图 4C 可知,pH 值 1 ~ 7 范围内,马牙七总黄酮

提取物对羟自由基的清除率逐渐增加,由此可见,马牙

七总黄酮提取物在中性条件下的抗氧化活性比较稳定。
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注:A. 温度对羟自由基清除率稳定性的影响;B. 光照对羟自由基清除率稳定性的影响;C. pH 值对羟自由基清除率稳定性的影响。

图 4　 马牙七总黄酮提取物抗氧化活性稳定性

3　 结论

试验基于 Plackett - Burman 和 Box - Behnken De-
sign 响应面设计,得到马牙七总黄酮最佳提取工艺为

提取功率 140 W,乙醇浓度 65% ,温度 70 ℃,提取时间

30 min;通过对羟自由基、DPPH 自由基、ABTS 自由基

的清除作用及铁离子还原能力的测定,表明马牙七总

黄酮提取物具有较强的抗氧化活性,由于总黄酮提取

物除黄酮类物质外还有其他活性成分,总黄酮提取物

浓度与不同抗氧化活性相关性的进一步分析,表明马

牙七总黄酮是其主要的抗氧化物质之一;抗氧化稳定

性试验表明,温度对马牙七总黄酮提取物的抗氧化活

性影响较为显著,其在中性条件下的抗氧化活性比较

稳定,对光敏感,须避光保存。
马牙七为秦岭地区特有的药材之一,至今尚未有

其总黄酮提取工艺及活性方面的研究,提取工艺设计

方法主要有正交设计法[15]、单因素 - 响应面法[16] 和

Plackett - Burman 联合 Box - Behnken Design 响应面设

计[17]等,响应面设计由于考虑各因子的相互作用,其
设计结果往往由于正交设计[18],通过 Plackett - Burma
试验筛选出关键因素,再经 Box - Behnken Design 响应

面设计得到最佳工艺,可减少试验次数[19],也可弥补

由于单因素 -响应面法中由于单因素选取不当引起的

响应面模型不显著等问题[8]。 抗氧化活性的评价表

明,马牙七总黄酮提取物对 ABTS 自由基的清除作用

最强,但从相关性分析来看,其对 ABTS 自由基的清除

作用的显著性低于对羟自由基的清除作用,进一步说

明相关性分析的必要性。 本研究结果为马牙七资源的

合理利用及深度开发提供理论依据。
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Study on the Extraction Process of Total Flavonoids from Mayaqi
and Its Antioxidant Activity and Stability
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Abstract　 Objective: To optimize the extraction process of total flavonoids from Mayaqi and study its antioxidant activity
and stability. Method: Key factors were screened by Plackett - Burman experiment, and the optimal process was
obtained by Box - Behnken Design surface design; The antioxidant activity of total flavonoids of Mayaqi was evaluated by
measuring the scavenging effects on hydroxyl radicals, DPPH radicals, ABTS radicals and the ability to reduce ferric
ions. The correlation between the concentration of total flavonoids extract and different antioxidant activities was by SPSS
software, and the effects of temperature, light and pH on the stability of antioxidant activity were investigated. Result:
The optimal extraction technology for total flavonoids from Mayaqi was as follows: extraction 140 W, ethanol
concentration 65% , temperature 70 ℃, extraction time 30 min, and the extraction rate of total flavoids was 4. 608 5 ±
0. 031 7 mg / g. The scavenging effects of the total flavonoids extract on Mayaqi DPPH radicals, and ABTS radicals, and
the ability to reduce ferric ions were 64. 16% 、 55. 67% 、 95. 97% and 50. 49% , of the same concentration of Vc,
respectively. Correlation showed that the concentration of the total flavonoids extract from Mayaqi was significantly
correlated with the scavenging rate of xyl radicals. The antioxidant stability test showed that the total flavonoids extract
from Mayaqi should be stored at low ( below 25 ℃), away from light, and in neutral conditions. Conclusion: This
technology is stable and feasible, and the total flavonoids extract Mayaqi has high antioxidant activity.
Key words　 Mayaqi; Total flavonoids; Antioxidant; Relevance; Stability
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