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摘要: 以沧州海兴湿地二色补血草(Limonium bicolor)为试验材料, 进行单因素和正交试验, 优化总黄酮、多糖

和多酚的提取工艺参数。通过测定羟基自由基(·OH)和超氧阴离子(O2̄· )的清除率, 确定二色补血草中黄酮等生

物活性成分的抗氧化功能。结果表明: 乙醇浓度60%、 提取温度60°C、料液比1:30、提取时间150 min为总黄

酮的最佳提取工艺参数, 在此条件下提取率达31.08%; 乙醇浓度80%、提取温度70°C、料液比1:30、提取时间

4 h为多糖的最佳提取工艺参数, 在此条件下提取率为8.01%; 乙醇浓度70%、料液比1:20、提取温度55°C、提

取时间150 min为多酚的最佳提取工艺参数, 在此条件下提取率达10.03%。二色补血草中总黄酮、多糖和多酚

对·OH和O2̄·有明显的清除作用, 可以作为天然的抗氧化剂进行综合开发利用。
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二色补血草(Limonium bicolor), 别名匙叶草, 
为白花丹科(Plumbaginaceae)补血草属(Limonium)
植物中常见的一种, 为多年生草本植物, 主要分布

于我国北方沿海湿地。二色补血草含有多种生物

活性成分, 包括黄酮、多糖、多酚、维生素、有机

酸和氨基酸等, 具有一定药效价值和保健作用, 主要

功能有益脾健胃、止血补血, 对肿瘤细胞具有抑制

作用, 全草均可入药。可见, 二色补血草是一种具

有较大药用价值的野生植物资源。

目前, 有关补血草资源的开发利用研究已引

起科研工作者的重视。二色补血草开花前是重要

的牧草资源, 开花时是重要的干鲜切花材料, 具有

很高的观赏价值及生态价值。马婷等(2016)研究

发现盐胁迫下黄花补血草幼苗中抗氧化酶和多胺

代谢酶活性增强, 表现出较强的耐盐性; Lin和Fan 
(2013)试验发现低浓度NaCl能保持二色补血草较

高的根系活力, 这均表明二色补血草植物的耐盐

能力。赵芊等(2014)通过原子吸收法测定二色补

血草中含有8种金属元素(K、Na、Mg、Ca、Fe、
Zn、Cu、Mn), 且在根中含量最多。李琳等(2012)
研究发现二色补血草中LPC多糖铁配合物可作为

一种新型补铁剂, 但有关二色补血草资源的开发

利用少有报道。沧州沿海湿地大部分野生二色补

血草往往被当作杂草丢弃, 造成资源浪费, 若能从

二色补血草中提取天然活性成分, 加以开发利用, 
将对发挥其经济价值具有一定的推动作用。

黄酮、多糖、多酚类化合物是广泛存在于植

物中的几大类天然活性物质, 具有较强的抗氧化、

抗炎、抗肿瘤、调节免疫、抗病毒、降低血糖等

多种药理作用(范菁华等2010)。黄酮普遍存在于

蔬菜、水果中, 对人体的健康有重要作用。研究

表明二色补血草总黄酮对大鼠功能性子宫出血具

有较好的止血效果(欧莉等2019)。罗磊等(2017)研
究发现银花叶黄酮能有效提高衰老小鼠的抗氧化

能力。左丽丽等(2016)采用乙醇辅助超声波法对

西兰花总黄酮的提取进行正交试验优化, 总黄酮

的提取率为0.256%。多糖是所有生命有机体的重

要成分, 黄花补血草多糖对小鼠肝癌H22的生长有

一定的抑制作用(龙玲等2012)。任薇等(2019)研究

发现沙棘多糖对1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)、羟基自由

基(hydroxyl radical, ·OH)和超氧阴离子自由基

(superoxide anion, O2̄· )均有一定的清除能力, 具有

较强的抗氧化活性及抗脂质过氧化作用。多酚以

其独特的分子结构和较强的抗氧化性广泛应用于

食品、医药等领域(Rjeibi等2019; Esther等2019)。
赵玉红等(2013)采用甲醇溶剂浸提法提取樟子松

(Pinus sylvestris)中的松多酚, 确定了松多酚的最佳提

取参数。王泽永(2018)从祁山药(Dioscorea oppositi-
folia)中提取多酚类物质, 确定了最佳提取工艺, 多
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酚含量为5.789 mg·L-1。吴雅露等(2019)通过测定

红巨苋(Amaranthus tricolor)叶片中的多酚类物质

的抗氧化活性, 发现其对DPPH和·OH的清除率较

高, 具有明显的抗氧化作用。因此, 寻找可利用的

原材料, 是开发利用黄酮、多糖和多酚类化合物

的关键所在。

目前关于补血草属植物的研究主要集中在栽

培、形态特征及耐盐机理方面(王瑞兵等2017)。
对二色补血草中生物活性成分提取工艺, 尤其是

多酚的提取及抗氧化性的研究鲜有报道。试验以

沧州海兴湿地二色补血草为试材, 以提取率为评

价指标, 采用提取效率高、工艺简单、成本低廉

的有机溶剂浸提法, 通过单因素和正交试验法对

总黄酮、多糖和多酚的提取工艺参数进行优化, 
并探讨对·OH和O2̄·的清除率来评价其抗氧化性, 
旨在为综合开发利用二色补血草药用植物资源提

供理论依据。

1  材料与方法

1.1  试验材料

试验材料于2018年9月采自沧州海兴湿地自

然保护区, 选取新鲜、完整、无蛀虫、长势好的

二色补血草[Limonium bicolor  (Bag.) Kuntze]植
株。将材料置于低温箱内运回实验室, 洗净、晒

干、粉碎过60目筛, 得干粉备用。

1.2  试验设计

1.2.1  总黄酮提取单因素试验

试验设置与提取二色补血草总黄酮直接相关的

4个因素: 乙醇浓度、料液比、提取时间、提取温度, 
各因素分别设置5个水平, 进行单因素试验(表1)。
1.2.2  正交试验优化总黄酮提取工艺参数

在单因素试验的基础上, 选择乙醇浓度、提

表1  总黄酮提取单因素试验表

Table 1  Single-factor experiment of flavonoid extraction

乙醇浓度/%	  料液比/g·mL-1	    提取时间/min	 提取温度/°C

40 1:10   90 40
50	 1:20	 120	 50
60	 1:30	 150	 60
70	 1:40	 180	 70
80	 1:50	 210	 80

取温度、料液比和提取时间为主要影响因素, 以
二色补血草总黄酮提取率作为评价指标, 进行4因
素3水平的正交试验L9(3

4), 所选定的水平及影响因

素见表2。
1.2.3  多糖提取单因素试验

试验设置与提取二色补血草多糖直接相关的4
个因素: 乙醇浓度、料液比、提取时间、提取温度, 
各因素分别设置5个水平, 进行单因素试验(表3)。
1.2.4  正交实验优化多糖提取工艺参数

在单因素试验的基础上, 设置乙醇浓度、提

取温度、料液比和提取时间4个影响因素, 以二色

补血草多糖提取率作为评价指标, 进行L9(3
4)正交

试验, 所选定的水平及影响因素见表4。
1.2.5  多酚提取单因素试验

试验设置与提取二色补血草多酚直接相关的4
个因素: 乙醇浓度、料液比、提取时间、提取温度, 
各因素分别设置5个水平, 进行单因素试验(表5)。
1.2.6  正交实验优化多酚提取工艺参数

在单因素试验的基础上, 设置乙醇浓度、提

取温度、料液比和提取时间4个影响因素, 以二色

补血草多酚提取率作为评价指标, 进行L9(3
4)正交

试验, 所选定的水平及影响因素见表6。
1.3  提取液的提取方法

称取二色补血草粉末1 g, 置于锥形瓶中, 加入

表2  总黄酮有机溶剂浸提法的因素水平表

Table 2  Factors and levels of organic solvent extraction of flavonoid

水平
                                                                                             因素   

   乙醇浓度(A)/%                        提取温度(B)/°C	 料液比(C)/g·mL-1                       提取时间(D)/min

1 60 40 1:10   90
2	 70	 50	 1:20	 120
3	 80	 60	 1:30	 150
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表3  多糖提取单因素试验表

Table 3  Single-factor experiment of polysaccharide extraction

乙醇浓度/%       料液比/g·mL-1          提取时间/h	 提取温度/°C

50 1:10 1 50
60	 1:20	 2	 60
70	 1:30	 3	 70
80	 1:40	 4	 80
90	 1:50	 5	 90

70%乙醇溶液30 mL, 采用有机溶剂浸提法, 置于

60°C的水浴锅中进行提取90 min。将浸提液取

出、冷却, 1 790×g离心10 min, 用70%乙醇溶液定

容至50 mL, 得到二色补血草的样品提取液。

1.4  项目测定

1.4.1  芦丁标准曲线的绘制及总黄酮含量测定

参照安淼(2017)的方法, 配制芦丁对照品溶

液, 得回归方程y=9.0086x−0.001, R²=0.9991。采用

Al(NO3)3-NaNO2比色法测定总黄酮含量, 计算总黄

酮提取率。

样品中总黄酮含量(mg·g-1)=XV1/mV2; 
式中X: 回归方程中求得的芦丁量(mg); 
V1: 样品溶液总体积(mL); 
V2: 取样时的体积(mL); 
m: 称取的样品质量(g); 
总黄酮提取率(%)=样品中总黄酮含量(mg·g-1)/ 

二色补血草干粉质量(g)×100。
1.4.2  葡萄糖标准曲线的绘制及多糖含量测定

参照马建丽等(2018)的方法, 以葡萄糖为对照

品, 得回归方程y=26.065x+0.0171, R²=0.9993, 采用苯

酚-硫酸法, 测定样品中多糖含量, 计算多糖提取率。

样品中多糖含量: m=(A−0.0171)/26.065; 
式中m: 二色补血草多糖含量(mg·mL-1); 
A: OD值; 

表4  多糖有机溶剂浸提法的因素水平表

Table 4  Factors and levels of organic solvent extraction of polysaccharide

 水平                                                                                                                     
因素    

                            乙醇浓度(A)/%                           提取温度(B)/°C                           料液比(C)/g·mL-1                       提取时间(D)/h

1 70 70 1:20 2
2 80 80 1:30 3
3	 90	 90	 1:40	 4

多糖提取率: W (%)=CV/m×100; 
式中C: 提取液中多糖的含量(mg·mL-1); 
V: 提取液体积(mL); 
m: 称取的样品质量(g)。

1.4.3  没食子酸标准曲线的绘制及多酚含量测定

参照沈慧等(2016)的方法, 以没食子酸为对照

品, 得回归方程y=14.886x+0.0104, R²=0.9992, 采用

Folin酚比色法测定多酚含量, 计算多酚提取率。

样品中多酚含量: m=(A−0.0104)/14.886; 
式中m: 多酚的含量(mg·mL-1); 
A: OD值; 
多酚提取率: W=CV/m×100%; 
式中C: 提取液中多酚的含量(mg·mL-1); 
V: 提取液体积(mL); 
M: 称取的样品质量(g)。

1.4.4  生物活性成分对·OH的清除作用

试验采用水杨酸法测定二色补血草总黄酮、

多糖和多酚对 ·OH的清除能力 ,  参照杨申明等

(2016)的方法并加以改良。移取2 mL 6 mmol·L-1

的FeSO4溶液于7支试管中, 编号0~6, 接着在1~6号
管中分别滴加2 mL不同浓度的总黄酮、多糖和多

酚提取液, 摇匀。再分别加入2 mL 6 mmol·L-1的

H2O2溶液, 充分振荡。反应10 min, 最后分别加入2 
mL 6 mmol·L-1的水杨酸-乙醇溶液。反应30 min, 
于510 nm处测OD值(A0)。0号试管中以蒸馏水代

替H2O2作为对照, 测其OD值(Ax)。·OH的清除率

(%)= (1−A0/Ax)×100。
1.4.5  生物活性成分对O2̄·的清除作用

试验采用邻苯三酚法测定二色补血草总黄

酮、多糖和多酚对O2̄· 的清除能力, 移取5.7 mL 
pH8.2的50 mmol·L-1的Tris-HCL缓冲溶液于7支试

管中, 编号0~6。向试管中分别移取0.6 mL不同浓
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表5  多酚提取单因素试验表

Table 5  Single-factor experiment of polyphend extraction

乙醇浓度/%	 料液比/g·mL-1	 提取时间/min	 提取温度/°C

55 1:10   60 35
60	 1:15	   90	 45
65	 1:20	 120	 55
70	 1:25	 150	 65
75	 1:30	 180	 75

表6  多酚有机溶剂浸提法的因素水平表

Table 6  Factors and levels of organic solvent extraction of polyphenol

水平
                                                                                        因素   

 乙醇浓度(A)/%	       提取温度(B)/°C	            料液比(C)/g·mL-1                       提取时间(D)/min

1 60 55 1:15   90
2	 65	 65	 1:20	 120
3	 70	 75	 1:25	 150

度的总黄酮、多糖和多酚提取液, 在25°C的环境

下保温。向7支试管中分别滴加6 mmol·L-1的邻苯

三酚溶液(已预热10 min) 0.7 mL并快速摇动。在

波长为320 nm下测定反应1 min时溶液的OD值记

为AS。对照组是相应浓度提取液, Tris-HCl缓冲溶

液为对照, 测OD值记为A0。

O2̄·的清除率(%)=[(A0−AS)/A0]×100
1.5  数据分析

所有试验均重复测定3次, 取其平均值, 采用

Excel 2010软件进行试验数据统计和极差分析处理。

2  实验结果

2.1  总黄酮提取单因素试验结果

2.1.1  乙醇浓度对二色补血草总黄酮提取率的影响

在料液比1:30、提取温度60°C、提取时间150 
min的条件下, 考察乙醇浓度对二色补血草总黄酮

提取率的影响。图1表明, 二色补血草中的总黄酮

提取率随乙醇浓度的升高而呈上升趋势, 当乙醇

浓度达60%时, 总黄酮提取率达到最大值(25.47%), 
之后提取率开始降低。因此在二色补血草中提取

总黄酮时, 最佳乙醇的浓度为60%。

2.1.2  料液比对二色补血草总黄酮提取率的影响

在乙醇浓度60%、提取温度60°C、提取时间

150 min条件下, 考察料液比对二色补血草中总黄

图1  乙醇浓度对二色补血草总黄酮提取率的影响

Fig.1  Effects of ethanol concentration on flavonoid extracting 
ratio of Limonium bicolor

酮提取率的影响。图2表明, 二色补血草中总黄酮

提取率随料液比增大而呈上升趋势, 当料液比为

1:30时, 总黄酮提取率达最大值(12.5%), 之后开始

下降。因此在二色补血草中提取总黄酮时, 最佳

料液比为1:30。
2.1.3  提取时间对二色补血草总黄酮提取率的影响

在料液比1:30、提取温度60°C、乙醇浓度

60%的条件下, 考察提取时间对二色补血草总黄酮

提取率的影响。图3表明, 二色补血草中总黄酮提

取率随时间的增加而呈上升趋势, 当提取时间达

倒150 min时, 总黄酮提取率达到最大值(12.4%), 
之后逐渐下降。因此提取二色补血草中总黄酮时, 
最佳提取时间是150 min。
2.1.4  提取温度对二色补血草总黄酮提取率的影响

在料液比1:30、乙醇浓度60%、提取时间150 
min的条件下, 考察提取温度对二色补血草总黄酮

提取率的影响。图4表明, 二色补血草中总黄酮提

取率随提取温度的升高而呈上升趋势, 当提取温

度为60°C时, 总黄酮提取率达最大值(22.4%), 之后

逐渐降低。因此在二色补血草中提取总黄酮时, 
最佳提取温度为60°C。
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差R值表明, 在选定的四个影响二色补血草总黄酮

提取率的因素中,  按照影响大小主次顺序为A> 
C>B>D, 即乙醇浓度>料液比>提取温度>提取时

间。由K值确定二色补血草总黄酮提取的最优组合

为A1B3C3D3, 即乙醇浓度60%, 料液比1:30, 提取时

间150 min, 提取温度60°C, 最佳工艺参数下总黄

酮的提取率为31.08%。根据正交试验优化后的最

佳提取工艺参数进行3次总黄酮提取, 来验证总黄

酮最佳提取条件的可靠性, 得到总黄酮的平均提

取率为32.25%, 因此, 正交试验所选定的因素和设

定的水平是合理的, 可以在二色补血草总黄酮提

取的生产实践中广泛应用。

2.3  多糖提取单因素试验结果

2.3.1  乙醇浓度对二色补血草多糖提取率的影响

在料液比1:30、提取温度70°C、提取时间4 h
的条件下, 考察乙醇浓度对二色补血草中多糖提

取率的影响。图5表明, 二色补血草中多糖提取率

随乙醇浓度升高而呈上升趋势, 当乙醇浓度为80%
时, 多糖提取率达最大值(8.81%), 之后开始降低。

因此在二色补血草中提取多糖时, 最佳乙醇的浓

度为80%。

2.3.2  料液比对二色补血草多糖提取率的影响

在乙醇浓度80%、提取温度70°C、提取时间

4 h的条件下, 考察料液比对二色补血草中多糖提

取的影响。图6表明, 二色补血草中多糖提取率随

料液比的升高呈上升趋势, 当料液比达1:30时, 多糖

提取率达到最大值(8.17%), 之后开始降低。因此

在二色补血草中提取多糖时, 最佳料液比为1:30。
2.3.3  提取时间对二色补血草多糖提取率的影响	

在料液比1:30、提取温度70°C、乙醇浓度

80%的条件下, 考察提取时间对二色补血草中多糖

提取的影响。图7表明, 二色补血草中多糖提取率

随提取时间的升高呈上升趋势, 当提取时间达到4 
h时, 多糖提取率达到最大值(6.92%), 之后开始降

低。因此在二色补血草中提取多糖时, 最佳提取

时间为4 h。
2.3.4  提取温度对二色补血草多糖提取率的影响	

在料液比1:30、乙醇浓度80%、提取时间4 h
的条件下, 考察提取温度对二色补血草中多糖提

取的影响。图8表明, 二色补血草中多糖提取率随

图2  料液比对二色补血草总黄酮得率的影响

Fig.2  Effects of solid-liquid ratio on flavonoid extracting ratio 
of Limonium bicolor

图3  提取时间对二色补血草总黄酮提取率的影响

Fig.3  Effects of extraction time on flavonoid extracting ratio 
of Limonium bicolor

图4  提取温度对二色补血草总黄酮提取率的影响

Fig.4  Effects of extraction temperature on flavonoid  
extracting ratio of Limonium bicolor

2.2  正交试验及二色补血草总黄酮最佳提取工艺

参数优化

在单因素试验的基础上, 对二色补血草总黄

酮提取条件进行L9(3
4)正交试验, 旨在优化总黄酮

提取工艺参数。根据极差分析结果, 得到总黄酮

提取最优组合, 并确定最优提取工艺。由表7中极
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表7  总黄酮提取正交试验设计及分析结果

Table 7  Orthogonal design and analysis of flavonoid extraction

试管号
                                                                 因素    

     吸光值 提取率/%
                               A (乙醇浓度/%)	  B (提取温度/°C)      C (料液比/g·mL-1)       D (提取时间/min)	  

1 1 (60) 1 (40) 1 (1:10) 1 (90) 0.290   6.41
2 1 (60) 2 (50) 2 (1:20) 2 (120) 0.631 13.91
3 1 (60) 3 (60) 3 (1:30) 3 (150) 1.411 31.08
4 2 (70) 1 (40) 2 (1:20) 3 (150) 0.269   5.95
5 2 (70) 2 (50) 3 (1:30) 1 (90) 0.541 11.93
6 2 (70) 3 (60) 1 (1:10) 2 (120) 0.236   5.21
7 3 (80) 1 (40) 3 (1:30) 2 (120) 0.326   7.20
8 3 (80) 2 (50) 1 (1:10) 3 (150) 0.205   4.54
9	 3 (80)	 3 (60)	 2 (1:20)	 1 (90)	 0.184	   4.06
K1	 17.130	   6.520	   5.387	   7.467	 –   –
K2	   7.697	 10.127	   7.973	   8.773	 –   –
K3	   5.267	 13.450	 16.736	 13.857	 –   –
极差(R)	 11.863	   6.930	 11.350	   6.390	 –   –
主次因素                                                        A>C>B>D	  		  –	   – 
优水平 A1	 B3	 C3	 D3	 –	   – 
优组合                                                         A1B3C3D3	  		  –	   – 

图5  乙醇浓度对二色补血草多糖提取率的影响

Fig.5  Effects of ethanol concentration on the extraction rate 
of polysaccharide from Limonium bicolor

图6  料液比对二色补血草多糖提取率的影响

Fig.6  Effects of the ratio of solid-liquid ratio on the  
extraction rate of polysaccharide from Limonium bicolor

图7  提取时间对二色补血草多糖提取率的影响

Fig.7  Effects of the extraction time on the extraction rate of  
polysaccharide from Limonium bicolor

图8  提取温度对二色补血草多糖提取率的影响

Fig.8  Effect of extraction temperature on the extraction rate 
of polysaccharide from Limonium bicolor



王君等: 二色补血草生物活性成分提取及抗氧化功能研究 1791

着提取温度的升高呈上升趋势 ,  当提取温度在

70°C时, 多糖提取率达到最大值(7.32%), 之后开始

降低。因此在二色补血草中提取多糖时, 最佳提

取温度为70°C。
2.4  正交试验及二色补血草多糖最佳提取工艺参

数优化

由表8可知, 根据K值得出多糖的最佳提取工

艺参数为A2B2C3D1, 即在乙醇浓度80%、料液比

1:30、提取时间4h、提取温度70°C条件下, 二色补

血草中多糖的提取率最多, 为8.01%。由极差(R)值
显示, 在选定的四个因素中, 影响多糖提取的主次

因素大小排序为A>B>D>C, 即乙醇浓度>料液比>
提取温度>提取时间。为验证二色补血草多糖提

取最佳工艺参数的可靠性, 用最优条件提取多糖3
次, 多糖提取率平均为7.98%, 与正交试验中最佳

工艺参数下的提取率相近, 说明正交试验所选定

的因素和设定的水平是合理的。

2.5  多酚提取单因素试验结果

2.5.1  乙醇浓度对二色补血草多酚提取率的影响

在料液比1:20、提取温度55°C、提取时间150 
min的条件下, 考察乙醇浓度对二色补血草中多酚

提取的影响。图9表明, 二色补血草中多酚提取率

表8  多糖提取正交试验设计及分析结果

Table 8  Orthogonal design and analysis of polysaccharide extraction

试管号
                                                                   因素    

吸光值 提取率/%
                                A (乙醇浓度/%)            B (料液比/g·mL-1)         C (提取时间/h)         D (提取温度/°C)	  

1 1 (70) 1 (1:20) 1 (2) 1 (70) 1.311 4.97
2 1 (70) 2 (1:30) 2 (3) 2 (80) 1.954 7.43
3 1 (70) 3 (1:40) 3 (4) 3 (90) 1.695 6.44
4 2 (80) 1 (1:20) 2 (3) 3 (90) 1.557 5.91
5 2 (80) 2 (1:30) 3 (4) 1 (70) 2.104 8.01
6 2 (80) 3 (1:40) 1 (2) 2 (80) 1.729 6.57
7 3 (90) 1 (1:20) 3 (4) 2 (80) 2.040 7.75
8 3 (90) 2 (1:30) 1 (2) 3 (90) 1.408 5.33
9 3 (90) 3 (1:40) 2 (3) 1 (70) 1.465 5.55
K1	 5.816	 6.177	 6.210	 6.280	 –	 –
K2	 6.297	 7.250	 6.223	 6.830	 –	 –
K3 7.400 5.897 6.187 6.210 – –
极差(R)	 1.584	 1.353	 0.036	 0.620	 –	 –
主次因素                                                         A>B>D>C	  		  –	 –
优水平 A2	 B2	 C3	 D1	 –	 –
优组合                                                          A2B2C3D1	  		  –	 –

随着乙醇浓度的升高呈上升趋势, 当乙醇浓度达

到70%时, 多酚提取率达到最大值(8.50%), 之后开

始降低。因此在二色补血草中提取多酚时, 最佳

乙醇的浓度为70%。

2.5.2  料液比对二色补血草多酚提取率的影响

在乙醇浓度70%、提取温度70°C、提取时间

4 h的条件下, 考察料液比对二色补血草中多酚提

取的影响。图10表明, 二色补血草中多酚提取率随

料液比增大呈上升趋势, 当料液比达到1:20时, 多
酚提取率达到最大值(17.4%), 之后开始下降。因

此提取二色补血草中多酚时, 最佳料液比为1:20。
2.5.3  提取时间对二色补血草多酚提取率的影响

在料液比1:20、提取温度55°C、乙醇浓度

70%的条件下, 考察提取时间对二色补血草中多酚

提取的影响。图11表明, 二色补血草中多酚提取率

随着提取时间的升高呈上升趋势, 当提取时间达

到150 min时, 多酚提取率达到最大值(10.3%), 之
后逐渐降低。因此在二色补血草中提取多酚时, 
最佳提取时间为150 min。
2.5.4  提取温度对二色补血草多酚提取率的影响

在料液比1:20、乙醇浓度70%、提取时间150 
min的条件下, 考察提取温度对二色补血草中多酚
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提取的影响。图12表明, 二色补血草中多酚提取

率随着提取温度的升高呈上升趋势, 但当提取时

间达到55°C时, 多酚提取率达到最大值(10.2%), 之
后开始降低。因此在二色补血草中提取多酚时, 
最佳提取温度为55°C。

2.6  正交试验及二色补血草多酚最佳提取工艺参

数优化

由表9可知, 由K值确定多酚的最佳提取工艺

参数为A2B2C3D1,  即在乙醇浓度70%、料液比

1:20、提取时间150min、提取温度55°C条件下, 二
色补血草中多酚的提取率最多, 为10.03%。由极差

(R)值显示, 在选定的四个因素中, 影响多酚提取的

主次因素大小排序为B>C>D>A, 即在有机溶剂浸

提二色补血草多酚时, 料液比对多酚提取量影响最

大, 其次是提取温度、提取时间和乙醇浓度。在正

交试验得出的最佳工艺条件下进行3次验证性试

验, 多酚平均提取率为10.58%, 说明优化后的工艺

参数具有很好的重现性, 可以在生产实践中应用。

2.7  二色补血草中生物活性成分的抗氧化性分析

2.7.1  生物活性成分对·OH的清除作用

由图13可知, 二色补血草中不同活性成分对 
·OH的清除能力随着质量浓度的增加均呈上升趋

势。总黄酮、多糖和多酚分别在含量为3~5、4~ 
5、2~3 mg·mL-1时, 对·OH的清除率上升幅度较

大。当含量较大或较小时, 对·OH的清除能力变化

较小, 但仍呈现上升趋势。总体来说, 二色补血草

中的生物活性成分均对·OH具有明显的清除作用, 
清除能力与其浓度表现为剂量-效应关系。二色补

血草中不同生物活性成分对·OH的清除能力不

同。在试验浓度范围内, 达到6 mg·mL-1时, 总黄

酮、多糖和多酚对·OH的清除率达到最大值, 分别

为55.09%、35.18%和17.3%, 即抗氧化性表现为总

图9  乙醇浓度对二色补血草多酚提取率的影响

Fig.9  Effects of ethanol concentration on the extraction rate 
of polyphenols from Limonium bicolor

图10  料液比对二色补血草多酚提取率的影响

Fig.10  Effects of the ratio of solid liquid on the polyphenol 
extraction rate of Limonium bicolor

图11  提取时间对二色补血草多酚提取率的影响

Fig.11  Effects of extraction time on the extraction rate of 
polyphenols from Limonium bicolor

图12  提取温度对二色补血草多酚提取率的影响

Fig.12  Effects of extraction temperature on the extraction rate 
of polyphenols from Limonium bicolor
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表9  多酚提取正交试验设计及分析结果

Table 9  Orthogonal design and analysis of polyphenol extraction

试管号
                                                                   因素                              

          吸光值 提取率/%
                              A (乙醇浓度/%)              B (料液比/g·mL-1)          C (提取温度/°C)     D (提取时间/min) 	

1	 1 (60)	 1 (1:15)	 1 (55)	 1 (90)	 0.983	   6.53
2 1 (60) 2 (1:20) 2 (65) 2 (120) 1.129   7.51
3 1 (60) 3 (1:25) 3 (75) 3 (150) 0.999   6.64
4 2 (65) 1 (1:15) 2 (65) 3 (150) 1.358   9.06
5 2 (65) 2 (1:20) 3 (75) 1 (90) 1.375   9.16
6 2 (65) 3 (1:25) 1 (55) 2 (120) 1.408   9.39
7 3 (70) 1 (1:15) 3 (75) 2 (120) 1.219   8.12
8 3 (70) 2 (1:20) 1 (55) 3 (150) 1.504 10.03
9 3 (70) 3 (1:25) 2 (65) 1 (90) 1.054   7.01
K1	 6.894	 7.902	 8.650	 7.567	 –	   –
K2	 9.202	 8.904	 7.860	 8.340	 –	   –
K3	 8.387	 7.680	 7.973	 8.577	 –	   –
极差(R)	 2.308	 1.224	 0.790	 1.010	 –	   –
主次因素                                                         B>C>D>A	  		  –	   –
优水平 A3	 B2	 C1	 D3	 –	   –
优组合                                                          A3B2C1D3			   –	   –

黄酮>多糖>多酚。因此, 二色补血草中总黄酮、

多糖和多酚对·OH的清除能力是评价抗氧化物的

重要指标, 均可以作为良好的抗氧化剂使用。

2.7.2  二色补血草中生物活性成分对O2̄·的清除作用

由图14可知, 二色补血草中不同活性成分对

O2̄·的清除作用随着质量浓度的增加而逐渐加强。

总黄酮、多糖和多酚的含量分别在3~5、3~5、
4~5 mg·mL-1时, 对O2̄·的清除率上升幅度较大, 当含

量较大或较小时, 对O2̄·的清除能力变化较小, 但仍

呈现上升趋势。总体来说, 二色补血草中生物活

性成分均对O2̄·具有明显的清除作用, 清除能力与

其浓度表现为剂量-效应关系。二色补血草中不同

生物活性成分对O2̄·的清除能力不同, 当质量浓度

达到6 mg·mL-1时, 总黄酮、多糖和多酚对O2̄·的
清除率达到最大值, 分别为50.07%、34.20%和

29.39%, 即抗氧化性表现为总黄酮>多糖>多酚, 因
此, 二色补血草中总黄酮、多糖和多酚表现出较

强的清除O2̄·的能力。

图14  生物活性成分对O2̄·的清除作用

Fig.14  Scavenging effect of bioactive components 
on superoxide anion

图13  生物活性成分对·OH的清除作用

Fig.13  Scavenging effect of bioactive components 
on hydroxyl radicals
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3  讨论

二色补血草不仅是沿海湿地常见的野生植物, 
也是重要的药用植物(中国科学院中国植物志编辑

委员会1987)。相关药理研究认为二色补血草具有

的药理作用和体内含有黄酮、多糖类等物质有关

(徐燕玉等2019)。因此, 优化植物体内生物活性成

分提取技术水平, 是植物药用成分分析技术领域

最为关注的问题之一。该试验采用乙醇溶剂浸提

法及L9(3
4)正交试验优化二色补血草总黄酮、多糖

和多酚的提取参数并进行重复验证, 得出乙醇浓

度60%、提取温度60°C、料液比1:30、提取时间

150 min为提取总黄酮的最佳工艺参数, 提取率达

31.08%; 乙醇浓度80%、提取温度70°C、料液比

1:30、提取时间4 h为提取多糖的最佳工艺参数, 
提取率为8.01%; 乙醇浓度70%、料液比1:20、提

取温度55°C、提取时间150 min为提取多酚的最佳

工艺参数, 提取率达10.03%。因此, 探讨的四因素

对二色补血草活性成分提取率的影响结果与单因

素试验结果基本一致, 试验具有可信度, 可广泛应

用于生产实践。另外, 不同因素对总黄酮、多糖和

多酚提取率的影响存在很大差异, 在二色补血草药

用过程中要注意各因素的先后顺序, 优先选择最佳

的提取条件, 可将其药用价值发挥到最大。

·OH和O2̄·是生物体内重要的氧化性自由基, 
可参与肌体正常的代谢活动, 当体内自由基过剩

时会直接导致细胞结构受损, 引起肌体的衰老和

疾病的发生(Eskander等2013; 王中杭等2018; 邢媛

媛等2018)。试验结果表明, 二色补血草中总黄

酮、多糖和多酚对·OH和O2̄·具有较强的清除能力, 
且随着活性成分浓度的升高, 清除效果增强。从

而证实这三种活性成分均具有抗氧化功能, 可为

二色补血草作为中药材开发利用提供理论参考。

另外, 相同提取液浓度下, 二色补血草中不同活性

成分清除·OH和O2̄·的能力也存在明显差异, 当活性

成分浓度达到6 mg·mL-1时, 总黄酮对·OH和O2̄·的
清除率最大, 分别为55.09%和50.07%, 显著高于多

糖和多酚。因此, 可以选择二色补血草作为优先

提取黄酮类化合物的原材料, 同时兼顾提取多糖

和多酚, 从而达到二色补血草植物资源利用的最

大化。这一结果为沧州海兴湿地二色补血草中黄

酮等生物活性成分在药用、食品等领域的应用及

药用机理以及该植物的开发利用提供了新的想法

与思路。
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Study on extraction of bioactive components and antioxidant function 
of Limonium bicolor
WANG Jun*, CHEN Xin, ZHANG Zhao-Ying, ZHENG Xiang-Ze
College of Life Science, Cangzhou Normal University, Cangzhou, Hebei 061001

Abstract: Taking Limonium bicolor as experimental material, single factor and orthogonal experiments were 
carried out to optimize the parameters of extraction process for total flavonoids, polysaccharides and polyphe-
nols. Through determining the clearance rate of hydroxyl radicals (·OH) and superoxide anion (O2

-), antioxidant 
function was determined for the Limonium bicolor medium flavonoids and other biological active components. 
The results show that the best extraction conditions of flavonoids was extraction duration of 150 min with 60% 
ethanol concentration, extraction temperature 60°C and material/water ratio 1:30 (g·mL-1). The extraction ratio 
of flavonoids under the optimized conditions was 31.08%. The optimum technological condition for polysac-
charide: ethanol concentration was 80%, water/material ratio was 1:30 (g·mL-1), extracting time was 4 h and 
extracting temperature was 70°C. Under this condition the extraction ratio of polysaccharide is 8.01%. The ex-
tracting ratio of phenol was 10.03% under the optimized conditions was 70%, 1:20 (g·mL-1), 55°C and 150 min 
for ethanol concentration, water/material ratio, extraction temperature and time, respectively. Flavonoids, poly-
saccharides and polyphenols in Limonium bicolor had significant scavenging capacity of hydroxyl radicals and 
superoxide anion. It can be used as a natural antioxidant for comprehensive development and utilization.
Key words: Limonium bicolor; biologically active components; antioxidant activity
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