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摘要：以总多酚得率为考察指标，用乙醇冷凝回流法，在单因素试验基础上，响应面优化制备地参总

多酚，测定其抗氧化活性。结果表明：地参总多酚提取最佳工艺条件为料液比１∶５８、乙醇体积分数
６０％、提取温度９０℃、提取时间３ｈ，在此条件下地参总多酚得率为（１．０８±０．５６）％；地参总多酚清
除ＤＰＰＨ·的ＩＣ５０为１１４μｇ／ｍＬ。表明响应面优化的地参总多酚提取工艺稳定可行，地参总多酚具
有一定的抗氧化活性。
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　　地参（ＬｙｃｏｐｕｓｌｕｃｉｄｕｓＴｕｒｃｚ．）又名虫草地参，属
唇形科水苏属多年生草本植物，药食同源，味甘而

辛、性温、无毒，分布广泛，具有滋阴降火、开胃化食、

润燥滑肠、骨蒸劳热等功效［１］，国内种植历史悠久，

是一种名贵的中草药。现代研究发现，地参中含有

多种微量元素及脂类、蛋白质、多酚、多糖等多种活

性成分，其中含蛋白质１．４５％，多糖达４２．５３％，脂
类占４．１３％，且脂类中含软脂酸 ７７．３７％、硬脂酸
１３１４％、亚麻酸３．５４％［２］。

多酚类化合物，作为一种天然成分，广泛存在于

植物组织中，其结构上具有一个或多个芳香环及羟

基基团，为芳香族羟基衍生物的总称，多包含酮类、

单宁、香豆素类、酚酸类等，具有抗炎、抗氧化、抗动

脉硬化症、抗肿瘤等多种生物学活性［３－８］，可作为油

脂的天然抗氧化剂。研究发现多酚类化合物主要来

源于植物加工处理后的副产物［９－１０］。目前，关于地

参中多酚类化合物的研究尚未见报道。因此，本试
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验采用单因素试验和响应面设计对地参总多酚提取

中的关键因素进行考察，以探索出最佳提取工艺，并

采用ＤＰＰＨ·对其抗氧化活性进行研究，从而为地
参总多酚的功能及开发应用等后续研究提供试验

基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

地参购于大理市剑川县农贸市场；没食子酸

（含量≥９９％，批号：１１０８３３－２０１５０６，中国食品药
品检定研究院）；ＤＰＰＨ（批号：Ｄ４３１３，日本东京化
成工业株式会社）；水为去离子水；其他试剂均为分

析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＦＳＴ－Ⅲ －２０普力菲尔超纯水机；ＳＨＡ－Ｃ恒

温水浴箱；ＡＧ１３５电子天平（瑞士梅特勒 －托利多
公司）；ＲＥ－５２Ａ型旋转蒸发仪；ＦＤ－１型冷冻干燥
机（北京博医康技术有限公司）；７５４紫外可见光分
光光度计（上海菁华科学仪器有限公司）；ＬＤ４－２Ａ
低速离心机（北京市医用离心机厂）。

１．２　试验方法
１．２．１　地参总多酚提取工艺流程

地参粉→石油醚回流（３倍体积，４ｈ）→乙醇回
流、离心→减压浓缩→冷冻干燥→地参总多酚。
１．２．２　总多酚标准曲线的绘制

参照文献［１１］绘制总多酚标准曲线。
１．２．３　地参总多酚得率的测定

取１ｇ地参粉，石油醚脱脂处理，乙醇抽提后，
离心取上清液，６０％乙醇定容，取适量，加水至５ｍＬ，
依次加入酒石酸亚铁溶液３ｍＬ，ｐＨ７．５的 ＰＢＳ液
２ｍＬ混匀，按 １．２．２方法测定并计算总多酚的含
量。按下式计算地参总多酚得率：

地参总多酚得率 ＝上清液中总多酚的质量／地
参粉质量×１００％
１．２．４　对ＤＰＰＨ·的清除作用［１２］

制备质量浓度分别为 ０．１、０．２、０．３、０．４、
０．５ｍｇ／ｍＬ地参总多酚溶液，各取２ｍＬ，依次加入
０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ２ｍＬ混匀，避光室温０．５ｈ，测
５１７ｎｍ处吸光度。空白组以２ｍＬ的蒸馏水代替地
参总多酚溶液，以ＶＣ为阳性对照同法操作。按下式
计算地参总多酚液对 ＤＰＰＨ·清除率，并测定地参
总多酚清除ＤＰＰＨ·的ＩＣ５０。

ＤＰＰＨ·清除率＝［１－（Ａａ－Ａｂ）／Ａ０］×１００％
式中：Ａ０为空白组吸光度；Ａａ为地参总多酚溶

液或ＶＣ溶液吸光度；Ａｂ为地参总多酚溶液或ＶＣ溶
液的本底吸光度。

２　结果与分析
２．１　单因素试验
２．１．１　乙醇体积分数对地参总多酚得率的影响

固定料液比 １∶２０、提取时间 １ｈ、提取温度
６０℃，考察乙醇体积分数对地参总多酚得率的影
响，结果见图１。

图１　乙醇体积分数对地参总多酚得率的影响

　　由图１可知，在乙醇体积分数５０％ ～６０％范围
内，总多酚得率随乙醇体积分数的增加而增大。当

乙醇体积分数继续增大时，总多酚得率呈下降趋势。

该现象解释为乙醇体积分数增加时，加大了乙醇与

溶质接触，同时溶剂浓度不同极性不同，在一定的乙

醇体积分数范围内，会利于多酚类物质的溶出［１３］；

随后乙醇体积分数继续增加，会导致蛋白质等物质

变性，阻碍多酚类物质溶出。故最优乙醇体积分数

为６０％。
２．１．２　料液比对地参总多酚得率的影响

固定提取时间１ｈ、乙醇体积分数６０％、提取温
度６０℃，考察料液比对地参总多酚得率的影响，结
果见图２。

图２　料液比对地参总多酚得率的影响

　　由图２可知，随料液比的增加，总多酚得率依次
增大，在料液比１∶６０时总多酚得率达到最大值。当
料液比继续增加时，总多酚得率呈下降趋势。可能

由于溶剂量的增加，增大了乙醇与原料的接触面积

及溶液传质推动力，利于多酚类物质扩散及溶出，从

而总多酚得率增加［１４］；随料液比的继续增加，会有

糖类等其他物质溶出，阻碍多酚类物质溶出，不利于
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其提取。因此，最佳料液比为１∶６０。
２．１．３　提取温度对地参总多酚得率的影响

固定料液比１∶６０、提取时间１ｈ、乙醇体积分数
６０％，考察提取温度对地参总多酚得率的影响，结果
见图３。

图３　提取温度对地参总多酚得率的影响

　　由图３可知，总多酚得率随提取温度的升高而
增大，在提取温度９０℃时总多酚得率达到最大值。
当提取温度继续升高时，总多酚得率呈下降趋势。

这可解释为温度升高利于降低溶剂的黏性，加速分

子运动，便于多酚类物质溶出，但温度过高会导致多

酚类物质降解、氧化［１５］，进而总多酚得率降低。故

最适提取温度为９０℃。
２．１．４　提取时间对地参总多酚得率的影响

固定料液比１∶６０、提取温度９０℃、乙醇体积分
数６０％，考察提取时间对地参总多酚得率的影响，
结果见图４。

图４　提取时间对地参总多酚得率的影响

　　由图４可知，随提取时间的延长，总多酚得率依
次增大，在３ｈ时总多酚得率达到最大值。当提取
时间继续延长时，总多酚得率呈下降趋势。可能是

提取时间较短时，蛋白质等物质吸附多酚不利其溶

出；随提取时间的延长，多酚类物质溶出增多，得率

增加［１６］。但长时间高温提取，会导致多酚类物质降

解、氧化，使得率降低［１７］。因此，选取提取时间为

３ｈ。
２．２　响应面试验
２．２．１　响应面试验设计

在单因素试验的基础上，以总多酚得率（Ｙ）为
考察指标，根据 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６进行试验设

计，以料液比（Ａ）、乙醇体积分数（Ｂ）、提取温度
（Ｃ）、提取时间（Ｄ）为考察因素，进行四因素三水平
响应面试验设计，响应面因素与水平见表１，Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果见表２。方差分析见表３。

表１　响应面因素与水平

水平 Ａ Ｂ／％ Ｃ／℃ Ｄ／ｈ
－１ １∶５０ ５０ ８０ ２
０ １∶６０ ６０ ９０ ３
１ １∶７０ ７０ １００ ４

　　 表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ／％

１ １ ０ －１ ０ ０．８１

２ １ －１ ０ ０ ０．９０

３ ０ ０ ０ ０ １．１９

４ ０ ０ －１ －１ ０．９６

５ １ ０ １ ０ ０．８８

６ ０ ０ １ －１ １．０３

７ ０ －１ －１ ０ １．００

８ ０ ０ １ １ １．０４

９ ０ ０ ０ ０ １．１３

１０ ０ －１ ０ １ １．０６

１１ １ １ ０ ０ ０．９７

１２ ０ －１ ０ －１ ０．９９

１３ ０ ０ ０ ０ １．０８

１４ ０ ０ －１ １ ０．９４

１５ ０ １ ０ １ １．０４

１６ －１ ０ ０ －１ １．０１

１７ －１ ０ １ ０ １．０４

１８ ０ １ ０ －１ ０．９３

１９ ０ ０ ０ ０ １．１６

２０ １ ０ ０ －１ ０．７５

２１ ０ １ １ ０ １．０５

２２ －１ ０ －１ ０ ０．９８

２３ －１ １ ０ ０ １．０１

２４ １ ０ ０ １ ０．９６

２５ ０ ０ ０ ０ １．２１

２６ ０ －１ １ ０ １．０８

２７ －１ ０ ０ １ １．０３

２８ －１ －１ ０ ０ １．０２

２９ ０ １ －１ ０ ０．９８

　　采用多元二项式模型回归及多元线性分析 Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ对响应值Ｙ的影响。回归方程为Ｙ＝１．１５－
０．０６８Ａ－０．００５８３３Ｂ＋０．０３８Ｃ＋０．０３３Ｄ＋０．０２ＡＢ＋
０．００２５ＡＣ＋０．０４７ＡＤ－０．００２５ＢＣ＋０．０１ＢＤ＋０００７５
ＣＤ－０．１３Ａ２－０．０５１Ｂ２－０．０８１Ｃ２－０．０８７Ｄ２。

０８ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ９



表３　方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
模型 ０．２５５６８１ １４ ０．０１８２６３ ９．１９９＜０．０００１

Ａ ０．０５６０３３ １ ０．０５６０３３２８．２２３＜０．０００１

Ｂ ０．０００４０８ １ ０．０００４０８ ０．２０６＜０．６５７１
Ｃ ０．０１６８７５ １ ０．０１６８７５ ８．５００＜０．０１１３

Ｄ ０．０１３３３３ １ ０．０１３３３３ ６．７１６＜０．０２１３

ＡＢ ０．００１６ １ ０．００１６ ０．８０６＜０．３８４５
ＡＣ ２．５Ｅ－０５ １ ２．５Ｅ－０５ ０．０１３＜０．９１２２
ＡＤ ０．００９０２５ １ ０．００９０２５ ４．５４６＜０．０５１２
ＢＣ ２．５Ｅ－０５ １ ２．５Ｅ－０５ ０．０１３＜０．９１２２
ＢＤ ０．０００４００ １ ０．０００４００ ０．２０１＜０．６６０４
ＣＤ ０．０００２２５ １ ０．０００２２５ ０．１１３＜０．７４１４
Ａ２ ０．１１７３４２ １ ０．１１７３４２５９．１０４＜０．０００１

Ｂ２ ０．０１６７０６ １ ０．０１６７０６ ８．４１５＜０．０１１６

Ｃ２ ０．０４２２９６ １ ０．０４２２９６２１．３０４＜０．０００４

Ｄ２ ０．０４９０９６ １ ０．０４９０９６２４．７２９＜０．０００２

残差 ０．０２７７９５ １４ ０．００１９８５
失拟项 ０．０１７２７５ １０ ０．００１７２８ ０．６５７＜０．７３１８
纯误差 ０．０１０５２０ ４ ０．００２６３０
总值 ０．２８３４７６ ２８

　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；表示差异极显著
（Ｐ＜００１）。

由表３可知，模型Ｐ＜０．０００１，表明该模型极显
著，具有统计学意义。失拟项 Ｐ为 ０．７３１８（Ｐ＞
００５），差异不显著，表明该二元多项回归方程对试
验中的拟合较好，可用于地参总多酚得率的分析。

Ｒ２Ａｄｊ为０．８０３９，表明模型能解释８０３９％实际数据。
相关系数Ｒ２为０．９０１９，表明实测值与理论值有很
高的关联性，能准确地对地参总多酚得率进行预测

和分析。由表３中模型的回归系数及显著性可知，
Ａ、Ａ２、Ｃ２、Ｄ２对总多酚得率有极显著的影响，Ｃ、Ｄ、
Ｂ２对总多酚得率的影响显著，对地参总多酚提取影
响程度大小依次为料液比＞提取温度＞提取时间＞
乙醇体积分数。

２．２．２　验证试验
根据软件 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６预测的地参总

多酚提取最佳工艺条件为：料液比１∶５７．６４，提取温度
９２．３６℃，提取时间３．１３ｈ，乙醇体积分数５９．０２％。
为方便操作，各因素修正为：料液比１∶５８，提取温度
９０℃，提取时间３ｈ，乙醇体积分数６０％。平行３组
试验，测得总多酚得率为（１．０８±０．５６）％，与理论
值１．１６％相比，误差为０．０８个百分点。表明该模
型能很好地模拟地参总多酚提取工艺，且响应面法

优化的工艺稳定可行，具有一定的参考意义。

２．３　地参总多酚对ＤＰＰＨ·的清除作用
地参总多酚对ＤＰＰＨ·的清除作用见图５。

图５　地参总多酚对ＤＰＰＨ·的清除作用

　　由图５可知，试验范围内，随地参总多酚质量浓
度的增大，ＤＰＰＨ·的清除率变大，呈一定的剂量依
赖关系，ＩＣ５０为１１４μｇ／ｍＬ，最大清除率为７６．４３％，
清除作用弱于ＶＣ，但其来源于天然产物，具有安全、
低毒、低耐药性等特点，而临床中 ＶＣ过度使用会导
致胃酸过多、泌尿系统结石等副作用。因此，地参总

多酚可作为一种天然新型抗氧化剂进行开发及

应用。

３　结　论
本研究在单因素试验的基础上，采用 Ｂｏｘ－

Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面设计优化地参总多酚的提取工艺。
结果表明，建立的二元多项回归方程的拟合度较好，

对地参总多酚提取影响程度大小依次为料液比＞提
取温度＞提取时间＞乙醇体积分数。得到地参总多
酚提取最佳工艺条件为料液比１∶５８、提取时间３ｈ、
提取温度９０℃、乙醇体积分数６０％，该条件下总多
酚得率为（１．０８±０．５６）％，接近理论值。表明模型
能很好地模拟地参总多酚的提取条件，且响应面优

化的工艺稳定可行。抗氧化试验研究表明，试验范

围内，地参总多酚具有较强的抗氧化活性，ＤＰＰＨ·
的清除作用与其呈一定的剂量依赖关系，ＩＣ５０为１１４
μｇ／ｍＬ。地参总多酚可作为一种天然的新型抗氧化
剂，有待开发及广泛应用。
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０．０９５和０．３６ｇ／Ｌ。而Ｆ／２培养基更有利于斜生栅
藻总脂和中性脂的积累。总脂含量可达细胞干重的

２４．７５％，中性脂占总脂的 ３６．６４％，产率达 ０．９８
ｍｇ／（Ｌ·ｄ）。同时Ｆ／２培养基中Ｃ１６∶０和Ｃ１８∶１含
量占总脂肪酸的２５．８４％和５４．４７％。但油脂产率
不及ＢＧ１１培养基。因此，斜生栅藻采用 Ｆ／２培养
基培养更适宜于生产生物柴油，但如何协调其生长

与油脂积累的一致性有待于进一步研究。
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