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摘要： 目的　 优化小构树总黄酮提取工艺， 并评价其抗氧化、 美白活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分

数、 液料比、 提取温度、 提取时间为影响因素， 总黄酮得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 检测

总黄酮对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力， 以及对酪氨酸酶活性的抑制作用。 结果　 最佳条件为乙醇体积分数 ９０％ ，
液料比 ３５ ∶ １， 提取温度 ８５ ℃， 提取时间 ８０ ｍｉｎ， 总黄酮得率为 ５５􀆰 １４ ｍｇ ／ ｇ。 总黄酮对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基及酪氨

酸酶单酚酶、 二酚酶的 ＩＣ５０值分别为 １５１􀆰 ７０、 ２４２􀆰 ２０、 ２４􀆰 ３７、 １５􀆰 ６４ μｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取具

有良好抗氧化、 美白活性的小构树总黄酮。
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　 　 小构树 Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ ｋａｚｉｎｏｋｉ Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ． 为

桑科构属落叶灌木， 别名楮皮、 葡蟠、 女谷等， 主

要分布在我国华东、 华南地区及日本， 资源丰富，
在林业、 农业方面有广泛应用［１］。 《中华本草》 记

载， 小构树叶具有清热解毒、 祛风止痒、 敛疮止血

等作用［２］； 小构树根提取物被 ２０１５ 年版 《已使用

化妆品原料名称目录》 收载， 显示出该植物在化

妆品领域具有一定的开发利用价值。
黄酮在植物界中广泛存在， 为色原烷或色原酮

衍生物， 是以 α⁃苯基苯并吡喃酮为主体的一系列

物质总称［３⁃４］， 具有许多药理活性， 在医药、 食

品、 化妆品等行业得到广泛应用［５］， 王中晓［６］ 研

究显示， 银杏叶总黄酮对心肌缺氧性损伤有明显保

护作用； 汪光华等［７］ 报道， 从高良姜中提取纯化

得到的高良姜素、 山柰素、 山柰酚、 槲皮素均对

金黄色葡萄球菌有较强的抑制作用； 方向等［８］ 从

苦荞萌发物中提取出苦荞黄酮， 发现它在整个紫

外波段均有较强的吸收。 另外， 它也是构属植物

主要化学成分之一， 具有良好的生物活性。 Ｌｉｍ
等［９］发现， 小构树根皮提取物异戊二烯型黄酮

Ｋａｚｉｎｏｌ Ｕ 可减少黑色素生成， 改善色素沉着； 贾

东辉等［１０］报道， 构树叶醇提物中的成分主要为黄

酮类， 具有一定的抗氧化活性， 并且存在量效

关系。
目前， 对构属植物的研究主要集中在构树， 而

对同属成员小构树缺少相关报道。 小构树为资源丰

富、 分布广泛、 来源廉价的药用植物， 但其总黄酮

提取工艺落后， 提取效率较低， 同时尚无系统活性

评价。 因此， 本实验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优

化小构树总黄酮提取工艺， 并评价该成分抗氧化、
美白活性， 以期促进该资源和相关产品的深入开发

利用。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＤＺＦ 数显鼓风干燥箱 （上海博讯实业

有限公司）； ＡＬ１０４ 电子天平 ［梅特勒⁃托利多仪器

（上海） 有限公司］； ＲＥ⁃５２ＡＡ 旋转蒸发仪 （上海

亚荣生化仪器厂）； 恒温水浴锅 （上海宜昌仪器纱

筛厂）； 紫外分光光度计 （日本岛津公司）； ＢＬＸ⁃
８００ 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）。

１􀆰 ２　 试剂与药物 　 小构树根采自浙江省杭州市，
经浙江中医药大学药学院中药资源研究所陈孔荣副

教授鉴定为桑科构属小构树 Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ ｋａｚｉｎｏｋｉ
Ｓｉｅｂ． ｅｔ Ｚｕｃｃ． 的干燥根。 芦丁对照品 （ Ｂ２０７７１⁃
１００ ｍｇ， 纯度≥９８％ ， 批号 Ｔ２７Ｆ１０Ｚ８１６９９）、 １， １⁃
苯基⁃２⁃苦肼基自由基 （ＤＰＰＨ） （Ｓ３０６２９⁃２５０ ｍｇ，
纯 度 ９８％ ， 批 号 Ｗ２７Ｆ１０Ｅ８１２５１ ）、 Ｌ⁃酪 氨 酸

（ Ｓ２００８７⁃２５ ｇ， 批 号 Ｊ３０Ｍ１０Ｒ８４４６４ ）、 Ｌ⁃多 巴

（ Ｓ２０１９１⁃２５ ｇ， 批 号 Ｏ２５Ｍ８Ｋ３２１４ ）、 熊 果 苷

（Ｂ２１４０２⁃２０ ｍｇ， 纯度≥９８％ ， 批号 Ｔ１７Ｓ６Ｂ１） （上
海源叶生物科技有限公司）； ２， ２⁃联氮⁃二 （３⁃乙
基⁃苯并噻唑⁃６⁃磺酸） 二铵盐 （ＡＢＴＳ） ［酷尔化学

科技 （北京） 有限公司， 批号 ５４Ｃ１２０１Ｖ］； Ｌ⁃抗坏

血酸 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 ＷＸＢＢ４７４７Ｖ）； 酪氨

酸酶 （美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司， 批号 ３４Ａ１４６９９Ｙ）。
无水乙醇、 氢氧化钠、 硝酸铝、 亚硝酸钠、 过硫酸

钾、 磷酸二氢钠、 磷酸氢二钠均为分析纯。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总黄酮含有量测定　 参考文献 ［１１］ 报道的

方法。
２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备 　 精密称取芦丁对照品

１０􀆰 ０ ｍｇ， ７５％ 乙醇定容至 １０ ｍＬ， 摇匀， 即得

（１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备　 小构树根粉碎后过 ５０ 目

筛， 精密称取粉末 １􀆰 ０ ｇ， 加入 ２０ ｍＬ ７５％ 乙醇，
置于７０ ℃ 恒温水浴锅中冷凝回流提取 ６０ ｍｉｎ，
抽滤， 滤液转移至 ５０ ｍＬ 量瓶中， 定容至刻度，
即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 检测波长选择　 取供试品、 对照品溶液各

１ ｍＬ， 置于 ２５ ｍＬ 比色管中， 加 ５％ ＮａＮＯ２ 溶液

１ ｍＬ， 混匀后静置 ６ ｍｉｎ， 加 １０％ Ａｌ （ＮＯ３） ３ 溶液

１ ｍＬ， 混匀后静置 ６ ｍｉｎ， 再加 ４％ ＮａＯＨ 溶液

１０ ｍＬ， 蒸馏水定容至 ２５ ｍＬ， 混匀， 静置 １５ ｍｉｎ，
在 ２００～８００ ｎｍ 波长处进行扫描， 发现上述 ２ 种溶

液在 ５１０ ｎｍ 处均有最大吸收， 故选择其作为检测

波长。
２􀆰 １􀆰 ４　 线性关系考察　 精密吸取 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ９、
１􀆰 ２、 １􀆰 ５、 １􀆰 ８ ｍＬ 对照品溶液于 ２５ ｍＬ 比色管中，
按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法处理， 以蒸馏水管溶液为空
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白， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度。 以吸光度 （Ａ）
对溶液质量浓度 （Ｘ） 进行回归， 得回归方程为

Ａ＝ ０􀆰 ４２９ ２Ｘ－０􀆰 ００３ ６ （ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 在 ０􀆰 ３ ～
１􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ范围内呈良好的线性关系。
２􀆰 １􀆰 ５　 精密度试验 　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 １” 项下对

照品溶液适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法平行测定 ６
次吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８％ ， 表明仪器精密度

良好。
２􀆰 １􀆰 ６　 重复性试验 　 精密称取小构树根粉末

１􀆰 ０ ｇ， 共 ６ 份， 按 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品

溶液， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法测定吸光度， 测得其

ＲＳＤ 为 １􀆰 ８％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ７　 稳定性试验 　 取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下供试品溶

液， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法每隔 １０ ｍｉｎ 测定吸光度

１ 次， 持续 ６０ ｍｉｎ， 测得其 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ７％ ， 表明溶

液在 ６０ ｍｉｎ 内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ８　 加样回收率试验　 取 ６ 份含有量已知的小

构树 根 粉 末， 精 密 加 入 等 量 芦 丁 对 照 品， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 １􀆰 ３”
项下方法测定吸光度， 测得其平均加样回收率为

９５􀆰 ３％ ， ＲＳＤ 为 ２􀆰 ３％ 。
２􀆰 ２ 　 单因素试验 　 选择乙醇体积分数 （ ５５％ 、
６５％ 、 ７５％ 、 ８５％ 、 ９５％ ）、 液料比 （１０ ∶ １、 ２０ ∶
１、 ３０ ∶ １、 ４０ ∶ １、 ５０ ∶ １）、 提取温度 （５０、 ６０、
７０、 ８０、 ９０ ℃）、 提取时间 （ ３０、 ６０、 ９０、 １２０、
１５０ ｍｉｎ） 进行单因素试验， 平行 ３ 次， 考察其对

总黄酮得率的影响。
如图 １Ａ 所示， 总黄酮得率随着乙醇体积分数

增大而先升后降， 在 ８５％ 时达到最大值， 但当其

过高时可能会使一些醇溶性杂质溶出增多， 导致得

率反而下降。 如图 １Ｂ 所示， 总黄酮得率随着液料

比增大而先升后略降， 在 ３０ ∶ １ 时达到最大值， 但

其继续增加时得率反而略有降低， 可能是由于其他

非黄酮类可溶性杂质溶出所致。 如图 １Ｃ 所示， 总

黄酮得率随着温度升高而先升后降， 在 ８０ ℃时达

到最大值， 但当其过高时可能会使黄酮类成分氧化

变性， 导致得率下降。 如图 １Ｄ 所示， 总黄酮得率

随着时间延长而先升后降， 在 ９０ ｍｉｎ 时达到最大

值， 但提取时间过短， 黄酮类成分溶出不足； 提取

时间过长， 可能会使一些热不稳定成分遭到破坏，
导致得率下降。

综上所述， 进行响应面分析的各因素水平分别

为乙醇体积分数 ７５％ 、 ８５％ 、 ９５％ ， 液料比 ２０ ∶ １、
３０ ∶ １、 ４０ ∶ １， 提取温度 ７０、 ８０、 ９０ ℃， 提取时

图 １　 各因素对总黄酮得率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｙｉｅｌｄ

间 ６０、 ９０、 １２０ ｍｉｎ， 最优提取工艺为乙醇体积分

数 ８５％ ， 液料比 ３０ ∶ １， 提取温度 ８０ ℃， 提取时

间 ９０ ｍｉｎ， 总黄酮得率为 ５２􀆰 ３６ ｍｇ ／ ｇ。
２􀆰 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化 　 在单因素试验

基础上， 以乙醇体积分数 （Ａ）、 液料比 （Ｂ）、 提

取温度 （Ｃ）、 提取时间 （Ｄ） 为影响因素， 总黄

酮得率为评价指标 （Ｙ） 进行响应面分析， 因素水

平见表 １， 结果见表 ２。
　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行拟合， 得二

阶多项式方程为 Ｙ ＝ ５１􀆰 ４５＋６􀆰 ００Ａ＋３􀆰 ４８Ｂ＋５􀆰 ５１Ｃ－
０􀆰 ０３１Ｄ ＋ １􀆰 ２２ＡＢ － ０􀆰 ４９ＡＣ ＋ ０􀆰 ６８ＡＤ ＋ ４􀆰 ３４ＢＣ －
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　 　 　 　 　 表 １　 因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 乙醇 ／ ％ ７５ ８５ ９５

Ｂ 液料比 ２０ ∶ １ ３０ ∶ １ ４０ ∶ １

Ｃ 提取温度 ／ ℃ ７０ ８０ ９０

Ｄ 提取时间 ／ ｍｉｎ ６０ ９０ １２０

表 ２　 试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 总黄酮得率 ／ （ｍｇ·ｇ－１）
１ ０ ０ ０ ０ ５２􀆰 ０２
２ １ １ ０ ０ ４９􀆰 ５２
３ ０ ０ １ １ ４６􀆰 ８４
４ －１ ０ １ ０ ３７􀆰 ９１
５ ０ １ －１ ０ ３２􀆰 ２９
６ １ －１ ０ ０ ４０􀆰 ８０
７ １ ０ －１ ０ ４０􀆰 ８８
８ －１ ０ ０ －１ ３６􀆰 ９７
９ ０ －１ ０ －１ ３４􀆰 ４６
１０ ０ １ ０ １ ３９􀆰 ０９
１１ ０ ０ １ －１ ４６􀆰 ７５
１２ ０ －１ －１ ０ ３２􀆰 ０２
１３ －１ ０ ０ １ ３６􀆰 ６３
１４ ０ ０ －１ －１ ３３􀆰 ４０
１５ －１ －１ ０ ０ ３０􀆰 ６０
１６ １ ０ ０ －１ ４６􀆰 ５８
１７ １ ０ １ ０ ４９􀆰 ３０
１８ ０ ０ ０ ０ ５１􀆰 ７７
１９ ０ ０ ０ ０ ４９􀆰 ４７
２０ ０ －１ １ ０ ３３􀆰 ３８
２１ ０ ０ ０ ０ ５０􀆰 ６６
２２ １ ０ ０ １ ４８􀆰 ９６
２３ ０ ０ －１ １ ３２􀆰 ８９
２４ －１ ０ －１ ０ ２７􀆰 ５３
２５ －１ １ ０ ０ ３４􀆰 ４４
２６ ０ １ ０ －１ ４９􀆰 ７５
２７ ０ －１ ０ １ ４３􀆰 １３
２８ ０ ０ ０ ０ ５３􀆰 ３０
２９ ０ １ １ ０ ５１􀆰 ００

４􀆰 ８３ＢＤ ＋ ０􀆰 １５ＣＤ － ５􀆰 ５０Ａ２ － ６􀆰 ７１Ｂ２ － ７􀆰 ５０Ｃ２ －
３􀆰 ５９Ｄ２， 方差分析见表 ３。 由此可知， 决定系数

Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８２ ２， 修正相关系数 Ｒａｄｊ
２ ＝ ０􀆰 ９６４ ４， 模型

Ｆ＝ ５５􀆰 ２， Ｐ＜０􀆰 ０００ １， 表明模型有极显著意义； 失

拟项 Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明模型与数据拟合程度良好； Ａ、
Ｂ、 Ｃ、 ＢＣ、 ＢＤ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２、 Ｄ２ 对总黄酮得率

有极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）， 各因素影响程度依

次为乙醇体积分数＞提取温度＞液料比＞提取时间。
响应面分析［１２⁃１３］见图 ２。

表 ３　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １ ７４９􀆰 ６８４ １４ １２４􀆰 ９７７ ５５􀆰 ２１５ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ４３１􀆰 ６０６ １ ４３１􀆰 ６０６ １９０􀆰 ６８５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ １４４􀆰 ９９１ １ １４４􀆰 ９９１ ６４􀆰 ０５７ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ ３６４􀆰 ７２３ １ ３６４􀆰 ７２３ １６１􀆰 １３６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ ０􀆰 ０１１ １ ０􀆰 ０１１ ０􀆰 ００５ ０􀆰 ９４４ ６
ＡＢ ５􀆰 ９４２ １ ５􀆰 ９４２ ２􀆰 ６２５ ０􀆰 １２７ ５
ＡＣ ０􀆰 ９５６ １ ０􀆰 ９５６ ０􀆰 ４２２ ０􀆰 ５２６ ２
ＡＤ １􀆰 ８５１ １ １􀆰 ８５１ ０􀆰 ８１８ ０􀆰 ３８１ １
ＢＣ ７５􀆰 ２２９ １ ７５􀆰 ２２９ ３３􀆰 ２３６ ＜０􀆰 ０００ １
ＢＤ ９３􀆰 ４２３ １ ９３􀆰 ４２３ ４１􀆰 ２７４ ＜０􀆰 ０００ １
ＣＤ ０􀆰 ０８９ １ ０􀆰 ０８９ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ８４６ ０
Ａ２ １９６􀆰 ３２１ １ １９６􀆰 ３２１ ８６􀆰 ７３５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ２９２􀆰 ０１８ １ ２９２􀆰 ０１８ １２９􀆰 ０１５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ３６４􀆰 ４９７ １ ３６４􀆰 ４９７ １６１􀆰 ０３６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ２ ８３􀆰 ５１５ １ ８３􀆰 ５１５ ３６􀆰 ８９７ ＜０􀆰 ０００ １
残差 ３１􀆰 ６８８ １４ ２􀆰 ２６３ — —
失拟项 ２３􀆰 ３０９ １０ ２􀆰 ３３１ １􀆰 １１３ ０􀆰 ４９９ ９
纯误差 ８􀆰 ３７９ ４ ２􀆰 ０９５ — —
总和 １ ７８１􀆰 ３７３ ２８ — — —

　 　 由此可知， 最优提取工艺为乙醇体积分数

９０􀆰 ６７％ ， 液料比 ３６􀆰 ０３ ∶ １， 提取温度 ８５􀆰 ２０ ℃，
提取时间 ７９􀆰 ６４ ｍｉｎ， 总黄酮得率为 ５５􀆰 ６４ ｍｇ ／ ｇ，
考虑到实际操作， 将其修正为乙醇体积分数 ９０％ ，
液料比 ３５ ∶ １， 提取温度 ８５ ℃， 提取时间 ８０ ｍｉｎ。
进行 ３ 次验证试验， 测得总黄酮平均得率为

５５􀆰 １４ ｍｇ ／ ｇ， 与预测值 ５５􀆰 ６４ ｍｇ ／ ｇ 接近， 与单因

素所得 ５２􀆰 ３６ ｍｇ ／ ｇ 比较提升了 ５􀆰 ３１％ ， 表明工艺

合理稳定， 可为后续相关规模化生产奠定基础。
２􀆰 ４　 抗氧化活性实验

２􀆰 ４􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除率测定 　 配制 １０、 ２０、
４０、 ６０、 ８０、 １００、 ２００、 ４００、 ６００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 总

黄酮提取物、 Ｌ⁃抗坏血酸溶液， 各取 １ ｍＬ， 加入

５ ｍＬ ０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 乙醇溶液， 充分混匀后室

温下避光反应３０ ｍｉｎ， 于 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光

度。 以 Ｌ⁃抗坏血酸为阳性对照， 平行 ３ 次， 计算清

除率， 公 式 为 清 除 率 ＝
Ａ０－ （Ａ１－Ａ２）

Ａ０

é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú
× １００％

（Ａ０ 为１ ｍＬ 蒸馏水＋５ ｍＬ ＤＰＰＨ 乙醇溶液时的吸光

度， Ａ１ 为１ ｍＬ样品＋５ ｍＬ ＤＰＰＨ 乙醇溶液时的吸

光度， Ａ２ 为 １ ｍＬ 样品＋５ ｍＬ 无水乙醇时的吸光

度）， 结果见图 ３Ａ。 由此可知， 随着总黄酮提取物

质量浓度升高， 其清除 ＤＰＰＨ 自由基的能力逐渐

增强， 并存在一定量效关系， 当其质量浓度为

１０ μｇ ／ ｍＬ时清除率仅 ６􀆰 ８８％ ， 而为 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时

达 ８７􀆰 ７７％ ， ＩＣ５０为 １５１􀆰 ７０ μｇ ／ ｍＬ。
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图 ２　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

２􀆰 ４􀆰 ２　 ＡＢＴＳ 自由基清除率测定　 参考文献 ［１４］
报道的方法并加以改进。 将 ７ ｍｍｏｌ ／ ＬＡＢＴＳ 溶液与

２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ过硫酸钾溶液按 １ ∶ １ 比例混合均匀，
室温避光下静置过夜， 制备 ＡＢＴＳ 贮备液， 在 １２ ～
１６ ｈ 内测定， 其间用蒸馏水稀释， 使其在 ７３４ ｎｍ
波长下的吸光度为 ０􀆰 ７００±０􀆰 ０２０。

配 制 ６０、 ８０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００、 ６００、
８００ μｇ ／ ｍＬ总黄酮提取物、 Ｌ⁃抗坏血酸溶液， 各取

０􀆰 １ ｍＬ， 加入 ３􀆰 ９ ｍＬ ＡＢＴＳ 贮备液， 充分混匀，
室温下避光反应 １０ ｍｉｎ， 于 ７３４ ｎｍ 波长处测定吸

光度。 以 Ｌ⁃抗坏血酸为阳性对照， 平行 ３ 次， 按

“２􀆰 ４􀆰 １” 项下公式计算清除率 （Ａ０ 为 ０􀆰 １ ｍＬ 蒸馏

水＋３􀆰 ９ ｍＬ ＡＢＴＳ 自由基工作液时的吸光度， Ａ１ 为

０􀆰 １ ｍＬ 样品＋３􀆰 ９ ｍＬ ＡＢＴＳ 自由基工作液时的吸光

度， Ａ２ 为０􀆰 １ ｍＬ样品 ＋ ３􀆰 ９ ｍＬ 蒸馏水时的吸光

度）， 结果见图 ３Ｂ。 由此可知， 随着总黄酮提取物

质量浓度升高， 其清除 ＡＢＴＳ 自由基的能力逐渐增

强， 并存 在 一 定 量 效 关 系， 当 其 质 量 浓 度 为

６０ μｇ ／ ｍＬ时清除率仅 １３􀆰 １１％ ， 而为 ６００ μｇ ／ ｍＬ 时

接近 １００％ ， ＩＣ５０为 ２４２􀆰 ２０ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ５ 　 美白活性实验 　 参考文献 ［ １５］ 报道的

方法。
２􀆰 ５􀆰 １　 单酚酶抑制活性测定　 在 ９６ 孔酶标板上加

图 ３　 样品对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基的清除率

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｎ ＤＰＰＨ ａｎｄ ＡＢＴＳ
ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ

入 Ｌ⁃酪氨酸 （２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 溶液 ５０ μＬ 及总黄酮

提取物、 熊果苷溶液 （１０、 ２０、 ４０、 ６０、 ８０、 １００、
１５０、 ２００ μｇ ／ ｍＬ） 各 ２５ μＬ， 混匀后 ３７ ℃下孵育

１０ ｍｉｎ， 加入酪氨酸酶 （２５０ Ｕ ／ ｍＬ） 溶液 ５０ μＬ，
６４８
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混匀后３７ ℃下孵育 １５ ｍｉｎ， 于 ４７５ ｎｍ 波长处测定

吸光度。 以磷酸盐缓冲液 （ ｐＨ ＝ ６􀆰 ８） 为空白对

照， 熊果苷为阳性对照， 平行 ３ 次， 计算抑制率，

公式 为 抑 制 率 ＝
（Ａ１－Ａ２） － （Ａ３－Ａ４）

Ａ１－Ａ２

é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú
× １００％

（Ａ１ 为无供试品溶液， 但有酪氨酸酶时的吸光度；
Ａ２ 为既无供试品溶液， 也无酪氨酸酶时的吸光度；
Ａ３ 为既有供试品溶液， 也有酪氨酸酶时的吸光度；
Ａ４ 为有供试品溶液， 但无酪氨酸酶时的吸光度），
结果见图 ４Ａ。 由此可知， 随着总黄酮提取物质量

浓度升高， 其对酪氨酸酶单酚酶的抑制能力逐渐增

强， 并呈 剂 量 依 赖 性 关 系， 当 其 质 量 浓 度 为

１０ μｇ ／ ｍＬ时抑制率仅 ４２􀆰 ５１％ ， 而为 ８０ μｇ ／ ｍＬ 时

达 ７４􀆰 ６９％ ， 并且抑制作用强于熊果苷， 总黄酮提

取物、 熊果苷 ＩＣ５０分别为 ２４􀆰 ３７、 １５􀆰 ０５ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ５􀆰 ２　 二酚酶抑制活性测定　 在 ９６ 孔酶标板上加

入 Ｌ⁃多巴 （２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 溶液 ５０ μＬ 及总黄酮提取

物、 熊果苷溶液 （１０、 ２０、 ４０、 ６０、 ８０、 １００、 １５０、
２００ μｇ ／ ｍＬ） 各 ２５ μＬ， 混匀后 ３７ ℃下孵育１０ ｍｉｎ，
加入酪氨酸酶 （２５０ Ｕ ／ ｍＬ） 溶液 ５０ μＬ， 混匀后

３７ ℃下孵育 １５ ｍｉｎ， 于 ４７５ ｎｍ 波长处测定吸光

度。 以磷酸盐缓冲液 （ｐＨ ＝ ６􀆰 ８） 为空白对照， 熊

果苷为阳性对照， 平行 ３ 次， 按 “２􀆰 ５􀆰 １” 项下公

式计算抑制率， 结果见图 ４Ｂ。 由此可知， 随着总

黄酮提取物质量浓度升高， 其对酪氨酸酶二酚酶的

抑制能力逐渐增强， 并呈剂量依赖性关系， 当其质

量浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 时抑制率仅 ４３􀆰 ７４％ ， 而为

６０ μｇ ／ ｍＬ时达 ６８􀆰 ９８％ ， 并且抑制作用强于熊果

苷， 总黄酮提取物、 熊果苷 ＩＣ５０ 分别为 １５􀆰 ６４、
１４􀆰 ５０ μｇ ／ ｍＬ。
３　 讨论

目前， 优化植物黄酮提取工艺的方法主要有正

交试验、 均匀设计、 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 法等［１６⁃１７］， 其中

Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 法精准性高， 可完善正交试验、 均匀

设计等线性模型中存在的不足［１８］， 本实验采用该

方法优化小构树总黄酮提取工艺， 发现优化后得率

较单因素试验提高了 ５􀆰 ３１％ ， 可为后期相关大规

模开发应用奠定基础。 刘艳清等［１９］ 发现， 各因素

对总黄酮提取量的影响程度依次为乙醇体积分数＞
料液比＞提取时间＞提取温度， 而本实验为乙醇体

积分数＞提取温度＞液料比＞提取时间， 表明在提取

黄酮类成分过程中影响较大的因素为乙醇体积分

数， 故后期可重点关注其对得率的影响。 此外， 还

可将响应面优化与超声⁃微波提取、 酶法提取、 电

图 ４　 样品对单酚酶、 二酚酶的抑制率

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｎ ｍｏｎｏｐｈｅｎｏｌａｓｅ
ａｎｄ ｄｉｐｈｅｎｏｌａｓｅ

磁裂解等新型提取方法相结合， 从而进一步提高

得率。
桑科构属植物中黄酮种类丰富， 已从构树叶、

果实等部位分离得到多种该类化合物［２０⁃２２］。 Ｙａｎｇ
等［２３］发现， 构树叶中的酚类成分具有良好的清除

ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基能力； Ｊａｎｇ 等［２４］ 从构树根皮

中得到具有抑制酪氨酸酶活性的成分， 有着一定的

美白研究价值； 另外， 构属植物在抑制肿瘤细胞增

殖、 治疗糖尿病、 抑菌等方面也表现出了相关

活性［２５⁃２６］。
当前在国内外植物化妆品研发过程中发现， 抗

氧化剂不仅与抗衰老有关， 与美白、 抗炎等也关系

密切， 多种具有清除自由基、 抑制酪氨酸酶活性的

天然成分已得到广泛应用。 吴颖等［２７］ 报道， 抗氧

化、 抑制酪氨酸酶活性的强弱程度与桔梗、 金盏

菊、 蒲公英、 银杏叶、 茶叶中黄酮和总酚含有量高

低顺序基本一致， 并以茶叶最强。 另外， 抗氧化剂

对减少黑色素合成有重要影响， 可能是通过阻断或

减弱酪氨酸酶活性、 抑制酶表达所致， 而本实验发

现小构树总黄酮在抗氧化、 美白方面均显示出良好

的作用， 提示自由基可能与其抑制酪氨酸酶活性的

机理相关， 后续可深入挖掘该成分在细胞、 分子水

平上的美白机制， 以期为该植物综合开发利用提供

科学依据。
７４８
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