
第 33卷　第 1期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 33 N o. 1
2005年 1月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) Jan. 2005

芹菜黄酮的提取条件及其抗氧化活性研究
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　　[摘　要 ]　采用响应面分析法 (R SA )研究了提取溶剂、时间和料液比等芹菜黄酮提取条件,比较了提取物粗

品的体外抗氧化作用。结果表明,芹菜黄酮提取的最佳工艺条件为:以芹菜干粉为原料,以体积分数 40%乙醇为溶

剂,料液比 1∶15 (m∶V ) ,提取时间 2. 5 h,提取温度80 ℃。在此最优工艺条件下提取3次,芹菜黄酮提取物粗品得

率为5. 18% ,粗品中黄酮含量为43 gökg。芹菜黄酮提取物粗品表现出较强的清除羟自由基和1, 1- 二苯基苦基苯肼

(D PPH )自由基的能力,其 IC 50值分别为 10. 1和 8 m göL (以黄酮计) ,其抗氧化能力略低于槲皮素而强于维生素C。
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　　黄酮类化合物的生理作用一直受到人们的关

注。早在20世纪30年代,就有学者发现黄酮类化合

物具有维生素C 样的活性。P rat t [1 ]研究认为,黄酮类

化合物具有一级抗氧化剂的作用。20世纪80年代以

来,对黄酮类化合物的研究逐渐转向其清除自由基、

抗衰老及对老年性疾病的防治功效上[2, 3 ]。随着全球

人口老龄化的加剧,老年性疾病的防治和抗氧化、抗

衰老研究已引起广泛关注,评价和筛选富含黄酮类

化合物的植物资源已成为农学、医学和食品科学研

究的热点之一。

芹菜 (A p ium g raveolens L. )属伞形花科 1年生

或 2年生草本植物,异名药芹、旱芹[4 ]。已有研究[5 ]

证实,芹菜含有丰富的黄酮类化合物,主要成分为水

蓼素及7- 甲基水蓼素。医学试验证明,这2种黄酮

类化合物是治疗高血压的有效成分。在药理上,芹菜

还具有降压,安神,降血糖、血脂,软化血管,增强免

疫力等功效[6 ]。目前,对芹菜中黄酮类化合物的研究

多集中于黄酮含量分析上,而对其提取工艺研究报

道较少,对其抗氧化活性的研究尚未见报道。本研究

采用响应面分析法 (R SA )优化芹菜黄酮的提取工

艺条件,并探讨了芹菜黄酮粗提物清除羟自由基和

1, 1- 二苯基苦基苯肼 (D PPH )自由基的能力,旨在

为利用芹菜开发天然抗氧化功效因子提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

　　材料　供试芹菜品种为衡阳旱芹,由广东省农

业科学院蔬菜研究所提供。将新鲜芹菜洗净、切碎,

于60 ℃烘干,粉碎,过孔径0. 45 mm 筛备用。

试剂　芦丁、槲皮素、抗坏血酸、体积分数 95%

乙醇、无水乙醇、硝酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠等均为

国产分析纯; D PPH 为Sigm a 公司产品; 活性氧和总

抗氧化能力测定试剂盒由南京建成生物工程研究所

提供。

1. 2　芹菜黄酮提取条件的R SA 响应面法设计

根据Box2Benhnken 的中心组合设计原理[7 ] ,以

影响芹菜黄酮提取的乙醇体积分数、时间和料液比3

个因素为自变量,以提取液中黄酮含量 (gökg)为响

应值,作3因素3水平的响应面分析试验,共15个试

验点,其中3个点为中心试验,用以估计误差。试验

因素和水平见表1。
表 1　R SA 试验的因素水平取值表

T able 1　Facto rs and levels of R SA experim ents

水平
L evels

乙醇体积分数ö%
E thano l

concen tration

料液比 (m∶V )
Ratio of so lid

to liqu id

提取时间öh
Extracting

tim e

- 1 40 1∶10 1
0 50 1∶15 2
1 60 1∶20 3
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1. 3　芹菜黄酮提取物粗品的制备

取芹菜干粉100 g,用体积分数40%乙醇、1∶15

(m∶V )料液比于80 ℃提取3次,第1次2. 5 h,后2

次各 1 h,合并 3 次提取液并过滤,滤液真空浓缩后

用石油醚脱脂,脱脂后的浓缩液用正丁醇萃取3次,

合并萃取液并浓缩干燥,得芹菜黄酮提取物粗品,称

重,计算得率。
黄酮提取物粗品得率ö% = (提取物粗品重ö芹菜干粉

重)×100%。

1. 4　黄酮含量的测定

采用N aNO 22A l(NO 3) 3 比色法,将2 mL 不同提

取条件下的芹菜黄酮提取液置于具塞试管中,按文

献[ 8 ]方法操作,在波长510 nm 处比色,以芦丁为标

样, 按上述方法测定吸光值, 建立回归方程为: Y =

1. 11X - 0. 001 7,相关系数 r= 0. 999 9。测定重复3

次。

1. 5　总抗氧化能力的测定

芹菜黄酮测定液的配制: 准确称取已制备的芹

菜黄酮提取物粗品,用蒸馏水溶解,配成提取物粗品

浓度为12 m göL 的溶液 (黄酮含量为0. 5 m göL ) ,溶

液用蒸馏水稀释成 3. 6, 4. 0, 4. 8, 5. 2, 5. 6, 6. 0, 6. 4

m göL 测定液备用。
测定方法:采用Fe3+ 还原试剂盒法,具体操作参

考南京建成生物工程研究所提供的活性氧测定试剂

盒说明书。

总抗氧化能力ö(u·mL - 1 ) =
测定管OD - 对照管OD

0. 01×30
×

反应液体积 (mL )
取样量 (mL ) ×样品稀释倍数。

单位定义为:在37 ℃下,每分钟每mL 测定液使

反应体系吸光度增加 0. 01 为一个抗氧化能力单位

(uömL )。

1. 6　抑制羟自由基试验

芹菜黄酮测定液的配制: 准确称取 7. 44 g 黄酮

提取物粗品配制成 7. 44 göL (黄酮含量 320 m göL )

溶液,用蒸馏水将该溶液稀释成 4, 8, 16, 32, 64, 128

和160 m göL (以黄酮计)测定液备用。以维生素C 和

槲皮素为对照品。

测定方法: 采用 Fen ton 反应试剂盒法, 具体操

作参考南京建成生物工程研究所提供的活性氧测定

试剂盒说明书。

抑制率ö% =
(对照管OD 值- 测定管OD 值)
对照管OD 值 ×100%。

1. 7　抑制D PPH 自由基试验[9 ]

芹菜黄酮测定液的配制: 准确称取黄酮提取物

粗品配制成黄酮含量为 32 m göL 的溶液,用蒸馏水

将该溶液稀释成2, 4, 8, 10, 16 m göL 测定液备用。以
维生素C 和槲皮素为对照品。

测定方法: 取测定液 2 mL 及 2×10- 4 mo löL
D PPH 2 mL 加入同一具塞试管中,摇匀, 30 m in 后

用无水乙醇作参比测定其吸光度A i,同时测定2 mL

2×10- 4mo löL D PPH 溶液与2 mL 无水乙醇混合液

的吸光度A c,以及2 mL 测定液与2 mL 无水乙醇混

合液的吸光度A j ,根据下式计算测定液对D PPH 的

抑制率:

抑制率ö% = {1- (A i- A j ) öA c}×100%

式中, A c为未加测定液时D PPH 的吸光度; A j 为测

定液在测定波长下的吸光度; A i 为加测定液后

D PPH 的吸光度。

2　结果与分析

2. 1　芹菜黄酮提取条件试验结果

　　R SA 试验设计与结果及方差分析结果见表 2

和表3。由表3可知,乙醇体积分数和提取时间对提

取液中黄酮含量的影响达极显著水平 (P < 0. 01) ,

料液比达显著水平 (P < 0. 05)。乙醇体积分数与提

取时间之间存在交互作用, 并达显著水平 ( P <

0. 05 ) , 提取时间二次项影响达极显著水平 (P <

0. 01)。由F 值可知,各因素对提取液中黄酮含量的

影响大小顺序为乙醇体积分数> 提取时间> 提取时

间的二次项> 料液比> 乙醇体积分数与提取时间的

交互项。结合统计分析认为,芹菜黄酮提取最优工艺

条件为:乙醇体积分数40% ,料液比1∶15,提取时间

2. 5 h。在此最优条件下,采用1. 3的方法,芹菜黄酮

提取物粗品得率为 5. 18% , 粗品中黄酮含量为 43

gökg。由于各因素对提取液中黄酮含量的影响不是

简单的线性关系,为了进一步明确各因子对响应值

Y 的影响,采用SA S 统计软件对表 2数据进行多元

回归分析,得到回归方程为:

Y = 0. 23 - 0. 353X 1 + 0. 135X 2 + 0. 155X 3 -

0. 050X
2
1 + 0. 003X 1X 2 - 0. 143X 1X 3 - 0. 085X

2
2 -

0. 038X 2X 3- 0. 210X
2
3

经方差分析可知,用该回归方程描述各因子与

响应值之间的关系时,其变量与自变量间的多元回

归关系极显著 (P < 0. 01) ,复相关系数 r= 0. 979 0。

表明该方程对试验拟合度好,可对不同提取条件下

的黄酮含量进行预测。
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表 2　R SA 试验的因素、水平组合和响应值

T able 2　Facto r2levels and response values of R SA experim ents

序号
N o.

乙醇体积分数ö%
E thano l

concen tration
X 1

料液比 (m∶V )
Ratio of so lid

to liqu id
X 2

提取时间öh
Extracting

tim e
X 3

黄酮含量ö(g·kg- 1)
F lavone
con ten t

Y

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

- 1

- 1

- 1

- 1

0

0

0

0

1

1

1

1

0

0

0

- 1

0

0

1

- 1

- 1

1

1

- 1

0

0

1

0

0

0

0

- 1

1

0

- 1

1

- 1

1

0

- 1

1

0

0

0

0

2. 37

2. 08

2. 80

2. 58

1. 75

2. 01

2. 08

2. 19

1. 68

1. 57

1. 72

2. 04

2. 29

2. 29

2. 33

表 3　R SA 试验的方差分析结果

T able 3　V ariance analysis of R SA test

方差来源
Sources

自由度
D egrees of

freedom

平方和
Sum of
squares

均方
M ean
squares

F 值
F values P

X 1 1 0. 994 0. 994 101. 53 3 0. 000 1

X 2 1 0. 146 0. 146 14. 93 0. 012

X 3 1 0. 192 0. 192 19. 63 3 0. 006

X 1X 1 1 0. 009 0. 009 0. 96 0. 373

X 1X 2 1 0. 005 0. 005 0. 57 0. 483

X 1X 3 1 0. 081 0. 081 8. 293 0. 035

X 2X 2 1 0. 027 0. 027 2. 75 0. 158

X 2X 3 1 0. 006 0. 006 0. 57 0. 483

X 3X 3 1 0. 164 0. 164 16. 693 3 0. 009

回归 Regression 9 1. 609 0. 179 18. 253 3 0. 002 6

残差 E rro r 5 0. 049 0. 009 8

总离差 Co rrected to tal 14 1. 658

　　注: 3 和3 3 分别代表5%和1%显著水平。

N o te: 3 and 3 3 stands fo r 5% and 1% sign ifican t level respectively.

2. 2　芹菜黄酮提取物粗品的抗氧化作用

2. 2. 1　总抗氧化能力　从表4可以看出,提取物粗

品的总抗氧化能力较强,表现出明显的量效依赖关

系。以测定液中的黄酮含量计,在试验范围内,黄酮

含量与总抗氧化能力呈线性相关, 线性方程为 y =

18. 02x + 0. 507 3,相关系数为 0. 996 8,达极显著差

异水平 (P < 0. 01)。

2. 2. 2　清除羟自由基能力　由表5知,芹菜提取物

粗品在 FeSO 42H 2O 2 体系中具有较好的清除·OH

自由基能力,黄酮浓度在4～ 160 m göL 时,与清除·

OH 自由基具有良好的量效关系, 其 IC 50值为10. 1

m göL。当浓度超过160 m göL 时,清除·OH 自由基

的能力下降。槲皮素也表现出在高于一定剂量浓度

时,其清除·OH 自由基能力下降的特征,其 IC 50值

为29 m göL。维生素C 在试验剂量范围内表现出良

好的清除·OH 自由基能力,随着浓度的增大,抑制

能力逐渐增强,其 IC 50值为19 m göL。黄酮类化合物
在铁离子及氧存在时会自动氧化生成超氧化物或过

氧化氢,表现出促氧化作用。这可能是芹菜黄酮提取

物粗品和槲皮素在FeSO 42H 2O 2 体系中浓度超过某
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一值时,清除·OH 自由基能力下降的原因。
表 4　芹菜黄酮提取物粗品的总抗氧化能力

T able 4　To tal an tiox idative capacity of

celery flavone crude ex tracts

测定液中粗品
浓度ö(m g·L - 1)

C rude ex tract
concer2
tration

of so lu tion

测定液中黄酮
含量ö(m g·L - 1)

F lavone
con ten t of

so lu tion

总抗氧化能力ö
(u·mL - 1)

To tal an tiox ida2
t ive capacity

3. 6 0. 155 3. 29

4. 0 0. 172 3. 62

4. 8 0. 206 4. 21

5. 2 0. 224 4. 52

5. 6 0. 241 4. 86

6. 0 0. 258 5. 24

6. 4 0. 275 5. 40

表 5　芹菜黄酮提取物粗品清除羟自由基的能力

T able 5　Scavenging hydroxyl free radical capacity

of celery flavone crude ex tracts

物质 剂量ö(m g·L - 1)
Do se

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

提取物粗品
(黄酮计)

C rude ex tract
(flavone con ten t)

4 5. 27

8 33. 3

16 72. 7

32 84. 6

64 89. 9

128 91. 2

160 91. 2

320 89. 7

维生素C
V itam in C

5 5. 3

10 21. 9

20 52. 9

50 94. 0

75 94. 0

100 94. 9

槲皮素
Q uercetin

5 15. 4

10 26. 7

20 33. 6

50 79. 5

75 40. 1

100 23. 4

2. 2. 3　清除D PPH 自由基能力　由表6可知,芹菜

黄酮提取物粗品在试验浓度范围内与清除D PPH 自

由基呈现出良好的量效关系,随浓度的增大,抑制能

力逐渐增强。维生素C、槲皮素与清除D PPH 自由基

呈显著的线性相关, 相关系数分别为 0. 999 和

0. 996。芹菜黄酮提取物粗品 (以黄酮计)、维生素C

和槲皮素的 IC 50值分别为8. 0, 9. 1和5 m göL。芹菜
黄酮提取物粗品清除D PPH 自由基能力稍强于维生

素 C, 而弱于槲皮素。这一结果与Cao 等[10 ]利用

ORA C法测定指出一些类黄酮如槲皮素、黄芩甙等,

比抗坏血酸、谷光甘肽、生育酚有更强的抗氧化活性

的研究结果一致。
表 6　芹菜黄酮提取物粗品

清除D PPH 自由基的能力

T able 6　Scavenging D PPH free radical capacity

of celery flavone crude ex tracts

物质 剂量ö(m g·L - 1)
Do se

抑制率ö%
Inh ib i2

t ion rate

提取物粗品
(黄酮计)

C rude ex tract
(flavone con ten t)

2 18. 7

4 25. 3

8 50. 1

10 62. 5

16 75. 3

维生素C
V itam in C

2 9. 77

4 21. 1

8 43. 7

10 57. 1

16 88. 9

槲皮素
Q uercetin

2 22. 4

4 40. 9

8 77. 9

10 90. 8

16 98. 7

　　总体看来,芹菜黄酮提取物粗品清除羟自由基

和D PPH 自由基的能力均较强,二者之间差异不大;

槲皮素、维生素C 清除D PPH 自由基能力强于其清

除·OH 自由基的能力。在这2种自由基体系中,芹

菜黄酮提取物粗品清除自由基的能力均强于维生素

C。

3　讨　论

响应面分析法由Box 及其合作者于 20 世纪 50

年代提出并逐步完善,它以回归方程作为函数估算

的工具,将多因子试验中因素与试验结果的关系用

多项式拟合, 将因子与试验结果的关系函数化, 因

此, 可对函数的面进行分析, 研究因子与响应值之

间、因子与因子之间的相互关系,并进行优化。它克

服了正交试验只能给出最佳因素水平组合,而无法

找出整个区域上因素的最佳组合和响应值的最优值

的缺陷。目前,对植物中黄酮的提取条件研究多采用

正交设计法,但正交设计只能处理离散的水平值,在

实际应用中难免会有诸多局限性。本研究将响应面

分析法应用于芹菜黄酮的提取中,优化出其最佳提

取溶剂浓度、提取时间和料液比等条件,为利用芹菜

开发天然抗氧化功能因子打下了基础。

已有不少报道指出,一些被证实是抗氧化剂的

天然产物在一定试验体系中会显示出促氧化作用。
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Cao 等[11 ]用Cu2+ 2H 2O 2 作为羟自由基生成剂,研究

类黄酮的结构与清除羟自由基之间的相关性,发现

在一些类黄酮浓度达到一定阀值时,继续增加其浓

度抑制率反而会有所下降。沈生荣等[12 ]用ESR 法检

测了O
-
·
2 和·OH 存在时茶多酚的抗氧化和促氧化

作用,证明茶多酚与·OH 共存时,浓度达到 0. 4 gö

L 时促氧化作用增强,而低于该浓度时,则清除能力

随浓度升高而增强。本研究采用不同的·OH 自由

基生成体系,试验结果表明,芹菜黄酮提取物粗品中

黄酮浓度在 4～ 160 m göL 时,与清除·OH 自由基

具有良好的量效关系; 当浓度超过 160 m göL 时,对

·OH 自由基的清除能力会下降, 其 IC 50值为

10. 1 m göL。槲皮素也表现出类似特征,而且下降更

为明显。考虑到黄酮类化合物超剂量时,其清除自由

基能力下降,毒副作用加强,因此对芹菜黄酮的抗氧

化功效和应用还需要更深入的研究。
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Ex tract ion cond it ion s of celery favone and its an t iox ida t ive act ivity

YAN J ian -gang1, 2, ZHANGM ing-we i1,YANG Gong-m ing2, CH I J ian -we i1
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Abstract: T he condit ion s of leach ing flavones from celery w as studied by respon se su rface analysis and

the an t iox idat ive effect of celery flavone ex tract w as compared in vit ro. T he resu lts show ed that the op t im al

leach ing condit ion s w ere 40% ethano l, ra t io of so lid to liqu id 1∶15, ex tract ing t im e 2. 5 h, tempera tu re 80

℃. U nder th is condit ion, 5. 18% ex tract yield w as gained w ith 4. 3% flavone. Celery ex tract had strong

act ivity of scavenging hydroxyl free rad ica l of Featon reat ion and D PPH·, w ho se IC 50 values w ere 10. 1

m göL and 8 m göL respect ively, and its act ivity w as w eaker than quercet in w h ile st ronger than vitam in C

compared w ith vitam in C and quercet in.

Key words: celery; f lavones; ex tract ion condit ion s; respon se su rface; an t iox idat ion
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