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山茶各部位黄酮提取工艺优化及
提取物成分分析

熊诗蓓，邓　闯，范益飞，杨灵光*

（宜春学院化学与生物工程学院，江西宜春 336000）

摘　要：目的：优化山茶花瓣、叶和花蕊三部位的黄酮提取量，比较抗氧化活性并分析其化学成分。方法：以总黄

酮提取量为评价指标，通过单因素实验和正交试验优化超声波辅助酶解法黄酮提取工艺。采用 DPPH、ABTS+自由

基清除实验和还原力实验评价优化后总黄酮提取物的抗氧化能力。通过超高效液相色谱-四极杆飞行时间质谱联用

技术（UPLC-QTOF-MS/MS）分析各部位的化学成分。结果：在最优提取工艺下，山茶各部位总黄酮提取量依次

为叶（63.14 RE mg/g）>花蕊（58.77 RE mg/g）>花瓣（20.26 RE mg/g）。抗氧化活性测定结果表明，花瓣、叶、

花蕊中黄酮清除 DPPH自由基的 IC50 值分别为 7.28、2.51、1.15 mg/mL，清除 ABTS+自由基的 IC50 值分别为

2.85、0.95、0.59 mg/mL，还原力分别为 63.25、214.11、475.90 Trolox mg/g，其抗氧化强弱顺序为：花蕊>叶>花
瓣。通过 UPLC-QTOF-MS/MS从花瓣、叶、花蕊三部位共鉴定出 29种化合物，且 B型原花青素二聚体、表儿茶

素、槲皮素-3-O-半乳糖苷等黄酮单体化合物在三个部位中的分布规律与总黄酮提取量一致。结论：超声波辅助酶

法能够有效提高黄酮类化合物的提取量，且山茶的叶和花蕊部位具有较高黄酮含量及抗氧化活性。
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Extraction Optimization of Flavonoid Compounds from Various Parts
of Camellia japonica and Constituent Analysis of the Extracts

XIONG Shibei，DENG Chuang，FAN Yifei，YANG Lingguang*

（College of Chemistry and Bioengineering, Yichun University, Yichun 336000, China）

Abstract：Objective: To optimize the extraction amount of flavonoid from petals,  leaves, stamens and pistils of Camellia
japonica, respectively, and compare the antioxidant activity and analyze the chemical constituents of the extracts. Method:
The  total  flavonoids  extraction  amount  was  used  as  evaluation  index,  and  single-factor  experiments  and  orthogonal  tests
were  used  to  optimize  the  ultrasonic-assisted  enzymatic  extraction  process  of  flavonoids.  The  antioxidant  capacity  of
optimized flavonoids extract was evaluated by DPPH and ABTS+ free radical scavenging and reducing power experiment.
And  the  chemical  constituents  of  extracts  from  each  part  were  qualitatively  analyzed  by  ultra-performance-liquid-
chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF-MS/MS). Results: In the optimum extraction
condition, the total flavonoids extraction amount form each part of Camellia japonica were in the order as follows: Leaves
(63.14  RE  mg/g)>stamens  and  pistils  (58.77  RE  mg/g)>petals  (20.26  RE  mg/g).  Meanwhile,  the  results  of  antioxidant
activity  determination  showed  that  the  IC50  values  of  DPPH  and  ABTS+  free  radical  scavenging  assay  of  extracts  from
petals, leaves, stamens and pistils were 7.28, 2.51, 1.15 mg/mL, and 2.85, 0.95, 0.59 mg/mL, respectively. And the reducing
power  value  of  extracts  from petals,  leaves,  stamens  and  pistils  were  63.25,  214.11,  475.90  Trolox  mg/g.  Therefore,  the  
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antioxidant activities of the extracts were in the order of stamens and pistils>leaves>petals. At last, a total of 29 flavonoid-
related  compounds  were  identified  from  the  three  parts  by  UPLC-QTOF-MS/MS,  and  the  distribution  pattern  of  B-type
procyanidin  dimer,  epicatechin,  quercetin-3-O-galactoside  and  some  other  flavonoid  compounds  in  the  three  parts  was
consistent with that of total flavonoids extraction amount. Conclusion: Ultrasound-assisted enzymatic extraction effectively
improved the extraction amount of flavonoids, and the leaves and stamens and pistils parts of Camellia japonica possessed
higher flavonoid contents and stronger antioxidant activity.

Key words：Camellia  japonica；different  parts； flavonoids；ultrasound-assisted  enzymatic  extraction；antioxidant  activity；

UPLC-QTOF-MS/MS

山茶（Camellia japonica L.）为山茶科山茶属的

植物，又名洋茶、山茶花，常绿灌木或小乔木，广泛分

布于中国台湾、山东、江西等地，常作为城市绿化和

校园观赏树种。同时也是现代纺织染色、化妆品及

食品等领域的重要资源[1−3]。山茶具有多种药理活

性，包括抗氧化、抗肿瘤、抗大鼠肝纤维化、抗血小

板聚集和抑制血栓等[4]。其生物活性成分主要是黄

酮、多酚和生物碱等化合物[5]。由于黄酮类化合物具

有高效清除自由基和抑制活性氧的能力，被看作是自

然界中抗氧化作用较强的一类天然化合物[6−8]，故对

山茶中黄酮类物质进行高效提取具有广阔的应用前

景。研究表明，存在于植物不同部位的黄酮含量通常

存在一定的差异[9−10]，通过研究各部位黄酮含量可最

大程度地开发天然产物的价值。近年关于山茶的研

究主要集中于花瓣和种籽中化学成分的提取、鉴定

及抗氧化能力评价等方面[11−13]，而对山茶各部位黄酮

类化合物的比较分析研究相对较少。因此，亟需系统

分析对比山茶各部位的黄酮含量及化学成分，从而服

务于山茶资源的全方位深度开发利用。

目前，多种从植物中提取黄酮类化合物的方法

得到报道，包括超声波提取法[14]、微波提取法[15]、回

流提取法[16]、酶法[17] 等。超声波提取法能够促进药

材中活性成分的溶出，具有缩短提取时间、提高收率

和避免高温破坏活性成分等优点[18]。酶法能够破坏

细胞壁从而加速有效成分的溶解，显著改善黄酮的提

取量[19]。超声波辅助酶法能够结合两者优势，提高生

物活性成分的提取效率及提取量，是目前从植物中提

取活性成分的研究热点。超声波辅助酶法已在湖北

海棠叶[20]、绿豆皮[21]、桑叶[22] 等植物材料的黄酮提

取过程中体现出较高效率，但尚未应用于山茶黄酮提

取中。

综上所述，本实验以山茶的花瓣、叶和花蕊为研

究对象，首次采用超声波辅助纤维素酶法优化提取山

茶三部位中的总黄酮，并比较其抗氧化能力，通过超

高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱联用（UPLC-
QTOF-MS/MS）技术对各部位提取液物质进行定性

分析，探究其化学成分组成，为山茶在食品和化妆品

等领域的深度开发利用提供科学依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

山茶‘赤丹’（Camellia japonica L. ‘chidan’，经宜

春学院副教授尹培培鉴定）　采集于江西省宜春市宜

春学院；甲醇、乙腈　色谱纯，天津市大茂化学试剂

厂；2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐

（ABTS）、水溶性维生素 E（Trolox）　上海源叶生物

科技有限公司；2,2联苯基-1-苦基肼基（DPPH）　上

海阿拉丁生化科技有限公司；芦丁标准品　北京博奥

拓科技有限公司；纤维素酶（10000 U/g）　上海化源

世纪贸易有限公司；其它试剂均为分析纯。

Tecan Infinite 200多功能酶标仪　瑞士帝肯公

司；UPLC-QTOF-MS/MS　美国安捷伦公司；KQ
2200E超声波提取仪　昆山市超声仪器。 

1.2　实验方法 

1.2.1   山茶的预处理　将山茶（图 1a）清水洗净后分

为花瓣（图 1b）、叶（图 1c）和花蕊（图 1d）三部分，将

三组样品于 105 ℃ 烘箱杀青 15 min，置于 60 ℃ 烘

箱干燥后粉碎并称重保存至−20 ℃ 冰箱。

 
 

a b

c d

图 1    山茶各部位外观性状
Fig.1    Morphological traits of different parts of C. japonica

注：a山茶花；b花瓣；c叶；d花蕊。
  

1.2.2   总黄酮的提取　准确称取山茶的花瓣、叶、花

蕊样品各 0.5  g，分别置于 50 mL离心管中，加入

10  mL纤维素酶溶液 （ pH4.8） ， 50 ℃ 加热酶解

15 min。100 ℃ 水浴灭酶 30 s，加入 10 mL 95%乙

醇溶液置于恒定功率 100 W超声波提取仪中，并在

不同的超声温度和超声时间下进行提取，过滤得上清

液，于冰箱 4 ℃ 保存备用。 

1.2.3   总黄酮提取量的测定　参考尹培培等[23] 方法

并稍加改动。取 120 μL的芦丁标准品和样品溶液

于 96孔板，加入 8 μL亚硝酸钠溶液（0.05 g/mL）在
室温下反应 6  min，再加入 8  μL氢氧化铝溶液

（0.1 g/mL）反应 5 min，最后加入 100 μL氢氧化钠溶
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液（0.04 g/mL）反应 30 min，于 410 nm波长下用酶

标仪检测，每份样品重复三次。以芦丁标准溶液的浓

度 C（mg/L）为横坐标，吸光度值 A为纵坐标，绘制得

到回归方程曲线 y=0.0043x+0.0551，决定系数 R2=
0.9997。总黄酮提取量用芦丁当量（rutin equivalent，
RE）表示，表达为 RE mg/g，按公式（1）计算总黄酮提

取量。

总黄酮提取量(RE mg/g)= (C×V×N)/m　 式（1）

式中：C为总黄酮提取液的质量浓度，mg/mL；
V为总黄酮提取液的体积，mL；N为稀释倍数；m为

样品的质量，g。 

1.2.4   单因素实验设计　参照 1.2.2中方法进行总黄

酮提取，固定其他条件（纤维素酶含量 25 U/mL，超声

温度 40 ℃，超声时间 30 min）依次考察不同超声温

度（20、40、60、80 ℃）、不同超声时间（10、30、50、
70 min）、不同含量的纤维素酶（15、25、35、45 U/mL）
对山茶各部位总黄酮提取量的影响。提取量以

1.2.3中方法进行计算。 

1.2.5   正交试验设计　在单因素实验基础上，选用

L9（3
4）正交表，以总黄酮提取量为指标，选取酶含量、

超声温度和超声时间进行正交试验，以确定山茶各部

位黄酮的最佳提取工艺。因素水平见表 1。
  

表 1    正交试验因素水平表
Table 1    Factors and levels of orthogonal test

水平 A超声温度（℃） B超声时间（min） C酶含量（U/mL）

1 40 10 15
2 60 30 25
3 80 50 35

  

1.2.6   抗氧化活性的测定　 

1.2.6.1   DPPH自由基清除能力测定　参照尹培培

等[23] 的方法，稍作修改。花瓣、叶、花蕊各样品溶液

按照 1.2.5正交试验确定的最佳工艺进行提取，提取

液以提取溶剂（47.5%乙醇）进行稀释，用于后续的抗

氧化活性鉴定。取 Trolox标准溶液、稀释至合适倍

数的样品溶液和空白溶液各 10 μL于 96孔板中，依

次加入 40 μL的 DPPH甲醇溶液和 190 μL的甲醇

溶液，避光静置 30 min后，使用酶标仪在 517 nm波

长处进行检测，每组实验重复三次。以 Trolox溶液

浓度（μg/mL）作横坐标，DPPH自由基清除率（%）作

纵坐标，绘制得到回归方程曲线 y=0.2215x+0.4905，
决定系数 R2=0.9988。按照公式（2）计算清除率。

DPPH自由基清除率(%) = (A0 −AS)/A0 ×100

式（2）
式中：AS 为提取物溶液吸光度值，A0 为空白溶

液吸光度值。 

1.2.6.2   ABTS+自由基清除能力测定　参照尹培培

等[23] 的方法，样品溶液提取方法同 1.2.6.1。分别取

Trolox标准溶液、样品溶液和空白溶液各 5 μL加入

到 200 μL的 ABTS标准溶液中，混匀后避光静置

5 min，测定其在 734 nm波长处的吸光度值，每组实

验重复三次。以 Trolox溶液浓度（μg/mL）作横坐

标，ABTS+自由基清除率（%）作纵坐标，绘制得到回

归方程曲线 y=0.1616x−0.8973，决定系数 R2=0.9993。
按照公式（3）计算清除率。

ABTS+自由基清除率(%) = (A0−AS)/A0 ×100　
式（3）

式中：AS 为提取物溶液吸光度值，A0 为空白溶

液吸光度值。 

1.2.6.3   还原力清除能力测定　参照尹培培等[23] 的

方法，以 Trolox作标准品，样品溶液提取方法同

1.2.6.1。在 400 μL的样品溶液中依次加入磷酸缓冲

液和铁氰化钾溶液，充分混匀后于 50 ℃ 水浴中静

置 20  min；再加入 500  μL三氯乙酸溶液并静置

10 min。量取 1000 μL上清液，加入 1000 μL的蒸馏

水和 200 μL的氯化铁溶液充分混匀，于 700 nm波

长处进行检测，吸光度值越大，表明还原力越强。以

Trolox浓度（μg/mL）为横坐标，吸光度值（A）为纵坐

标，绘制得到回归方程曲线 y=0.001x+0.0298，决定

系数 R2=0.9957。样品的还原力抗氧化活性表示为

Trolox mg/g，按照公式（4）计算当量。

还原力(Trolox mg/g) = (C×V×N)/m　 式（4）

式中：C为总黄酮提取液的质量浓度，mg/mL；
V为总黄酮提取液的体积，mL；N为稀释倍数；m为

样品的质量，g。 

1.2.7   UPLC-QTOF-MS/MS成分分析　 

1.2.7.1   样品的制备　取花瓣、叶、花蕊各 0.5 g，按
照 1.2.5正交试验确定的最佳工艺进行提取，将提取

液过滤，取 2  mL上清液涡旋 2次，用微孔滤膜

（0.22 μm）滤过后进样。 

1.2.7.2   色谱和质谱采集条件　参照 Hong等[24] 的

方法 ，稍作修改。色谱柱 ：Agilent  C18 色谱柱

（2.1 mm×100 mm，1.8 μm），扫描波长为 190~400 nm。

流动相 A为乙腈溶液，流动相 B为 0.1%甲酸水溶液，

梯度洗脱程序：0~15 min，98%~80% B；15~20 min，
80%~60% B；20~25 min，60%~20% B；25~27 min，20%~
0% B；27~27.1 min，0%~98% B；27.1~30 min，98% B。
流速为 0.3 mL/min，提取物溶液的进样量为 5 μL。

质谱条件：电喷雾离子源扫描方式，采用负离子

模式（ESI−），毛细管电压为 3.5 kV，离子源加热温度

为 320 ℃，锥孔电压为 65 V，碰撞能量为 25 eV，扫

描范围为 100~1700 m/z。根据总离子扫描图确定母

离子，再通过二级质谱分析，找出二级质谱中响应信

号较强的碎片离子与已有文献和 Metlin、HMDB等

液质数据库对比，以确定化合物的主要成分。对各化

合物总离子流色谱峰进行积分得到峰面积，并对三个

部位中各化合物峰面积进行整体归一化。将最小峰
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面积归一化为 1，得到其他化合物峰面积的对应倍

数，以此进行相对含量描述。 

1.3　数据处理

本研究实验均重复三次，实验结果以平均值±标
准差（SD）表示。采用软件 SPSS 22.0进行单因素方

差分析（one-way ANOVA）和 IC50 的计算，P<0.05
被设定为差异显著。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验 

2.1.1   超声温度对总黄酮提取量的影响　由图 2可

知，超声温度对山茶各部位黄酮的提取具有较大影

响，在 20~80 ℃ 范围内，花瓣（图 2A）总黄酮提取量

随超声温度的增加呈先上升后平稳的趋势，在 60 ℃
时达到最大值；叶（图 2B）和花蕊（图 2C）总黄酮提取

量随超声温度的升高而先呈现增加趋势，在 60 ℃ 时

总黄酮提取量达到最高，此后随着温度的继续上升，

样品中的黄酮类溶出量呈显著性下降（P<0.05）。高

温有利于黄酮类物质的溶出，一定范围内温度上升越

高，分子热运动速度越快，总黄酮提取量越高。但是

当温度超出一定范围后，过高温度会导致黄酮类物质

内部结构被破坏，导致提取量降低[25]。综上所述，从

提取效率和条件可控性方面考虑，以超声温度 40、
60、80 ℃ 进行正交试验。 

2.1.2   超声时间对总黄酮提取量的影响　由图 3可

知，山茶各部位总黄酮提取量随着超声时间的增加而

逐渐增加，在 10~30 min范围内增长速度较快，此时

花瓣、叶、花蕊细胞壁逐渐被破坏，在超声波作用下

黄酮类物质不断溶出。当超声时间继续增加时，花瓣

（图 3A）和叶（图 3B）两部位的总黄酮提取量在

50 min后，花蕊（图 3C）在 30 min后呈下降趋势。在

过长的超声时间下，黄酮类化合物会氧化、分解，致

使总黄酮提取量减少[26]。综上所述，从总黄酮提取

量、节约时间和成本等方面考虑，选择超声时间 10、
30、50 min进行正交试验。 
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图 2    超声温度对山茶各部位总黄酮提取量的影响

Fig.2    Effect of ultrasonic temperature on the extraction amount
of total flavonoids in various parts of C. japonica

注：A：花瓣，B：叶，C：花蕊；不同小写字母间表示具有显著性
差异（P<0.05），图 3~图 7同。
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图 3    超声时间对山茶各部位总黄酮提取量的影响

Fig.3    Effect of ultrasonic time on the extraction amount of
total flavonoids in various parts of C. japonica
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2.1.3   酶含量对总黄酮提取量的影响　从图 4中可

以看出，在纤维素酶含量 15~35 U/mL范围时，随着

酶含量增加的越多，各部位的总黄酮提取量均呈显著

上升趋势（P<0.05），这是由于纤维素酶能够催化植物

细胞壁中 β-D-葡萄糖苷键的水解，改变细胞的通透

性，酶含量增加时，酶会促进黄酮类物质与提取溶剂

的接触，使黄酮提取效率增高；当酶含量超过 35 U/

mL后，花瓣（图 4A）、花蕊（图 4C）无显著性变化，趋

于平稳状态，而叶（图 4B）中显著下降（P<0.05）。这

可能是因为酶浓度过高的情况下，过多的酶会覆盖在

山茶花各部位的表面，阻碍黄酮类物质的溶出[27]。综

上所述，基于改善提取效率和节约材料的目的，选择

纤维素酶含量 15、25、35 U/mL进行正交试验。
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图 4    酶含量对山茶各部位总黄酮提取量的影响
Fig.4    Effect of enzyme contents on the extraction amount of

total flavonoids in various parts of C. japonica
  

2.2　正交试验 

2.2.1   正交试验优化提取工艺　正交试验优化结果

如表 2所示，以 L9（3
4）正交试验设计。由极差分析

结果可知，影响花瓣、叶、花蕊总黄酮提取量因素大

小顺序均为 A（超声温度）>B（超声时间）>C（酶含

量）。花瓣部位总黄酮最佳提取工艺为 A2B2C2，即

60 ℃、30  min和 25  U/mL；叶部位为 A3B2C2，即

80 ℃、30 min和 25 U/mL；花蕊部位为 A3B1C3，即

80 ℃、10 min和 35 U/mL。
 
 

表 2    正交试验结果
Table 2    Results of orthogonal experiment

试验号 A B C 空白
总黄酮提取量（RE mg/g）

花瓣 叶 花蕊

1 1 1 1 1 15.23 47.61 52.88
2 1 2 2 2 14.25 53.56 52.74
3 1 3 3 3 14.29 47.89 52.58
4 2 1 2 3 16.79 54.78 57.6
5 2 2 3 1 18.03 58.53 56.9
6 2 3 1 2 16.31 49.80 51.27
7 3 1 3 2 15.70 59.61 59.04
8 3 2 1 3 16.78 60.84 58.67
9 3 3 2 1 17.44 60.99 55.73

花瓣

K1 14.59 15.91 16.11 16.90
K2 17.04 16.35 16.16 15.42
K3 16.64 16.01 16.01 15.95
R 2.45 0.44 0.15 1.48
叶

K1 49.69 54.00 52.75 55.71
K2 54.37 57.64 56.44 54.32
K3 60.48 52.89 55.34 54.50
R 10.79 4.75 3.69 1.39

花蕊

K1 52.73 56.51 54.27 55.17
K2 55.26 56.10 55.36 54.35
K3 57.81 53.19 56.17 56.28
R 5.08 3.31 1.90 1.93

  

2.2.2   正交试验结果的方差分析　对花瓣、叶、花蕊

的正交试验结果进行方差分析，若 P<0.05，则具有显

著性差异。结果如表 3所示。花瓣和花蕊的三个因

素均对黄酮的提取影响不显著，叶中仅 A（超声温度）

对黄酮的提取影响显著（P<0.05）。影响各部位总黄

酮提取量的主次因素为 A（超声温度）>B（超声时间）>

 

表 3    正交试验结果方差分析

Table 3    Analysis of variance of orthogonal experimental results

因素 偏差平方和 自由度 F值 P值 显著性

花瓣

A 10.36 2 3.07 0.25
B 0.32 2 0.10 0.91
C 0.04 2 0.01 0.99

误差 3.38 2

叶

A 175.76 2 51.52 0.02 *
B 37.06 2 10.86 0.08
C 21.58 2 6.33 0.14

误差 3.41 2

花蕊

A 38.71 2 6.85 0.13
B 19.61 2 3.47 0.22
C 5.45 2 0.97 0.51

误差 5.65 2

注：“*”表明因素影响显著，P<0.05。
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C（酶含量），与直观分析结果一致。 

2.2.3   验证实验　根据正交结果分析，筛选山茶各部

位总黄酮提取的最佳工艺，制备 3份平行试样，得到

的花瓣、叶、花蕊总黄酮提取量分别为 20.26、63.14、
58.77 RE mg/g，总黄酮提取量大小顺序依次为叶>花
蕊>花瓣，且各部位中总黄酮提取量总体上高于正交

试验表中 9次结果，表明山茶黄酮提取优化工艺的

可靠性和准确性。

本文采用超声波辅助酶法提取山茶的花瓣、叶、

花蕊三个部位的黄酮。与传统的提取工艺相比，采用

超声波辅助法提取山茶中总黄酮工艺安全可靠，能缩

短提取时间，且有效提高黄酮类物质的溶出速率。尚

志春等[28] 采用传统溶剂法从南山茶中提取的总黄酮

提取量仅达 1.52%，此法不仅耗时间长，且提取效率

不高；Liu等[12] 采用超声辅助法提取山茶叶中总黄

酮，提取量可达 4.765%，奕志英等[29] 同样使用此法

对山茶花、叶进行提取，其黄酮提取量可达 19.24 mg/
g。可见，超声波辅助法在黄酮提取量上均高于传统

溶剂提取法，本次实验在超声波辅助法的基础上结合

酶法提取山茶各部位总黄酮，正交试验优化提取工艺

下花瓣、叶、花蕊总黄酮提取量分别可达 20.26、
63.14、58.77 RE mg/g，表明加入适当的酶能增加提

取总黄酮的有效性。 

2.3　花瓣、叶、花蕊总黄酮的抗氧化活性分析 

2.3.1   花瓣、叶、花蕊总黄酮对 DPPH自由基清除能

力　山茶各部位总黄酮对 DPPH自由基的清除作用

结果如图 5所示。在 0~25 mg/mL范围内，花瓣中总

黄酮（图 5A）对 DPPH自由基的清除率随浓度的增

加而增加 ，在 25  mg/mL时达到最高清除率为

87.44%；叶和花蕊总黄酮（图 5A）随浓度的增加其自

由基清除率明显提高，并随浓度继续增加趋于平缓，

其 DPPH自由基清除率最高可分别达 90.65%和

91.15%。经 SPSS 22.0软件计算花瓣、叶、花蕊总黄

酮对 DPPH自由基清除的 IC50 值分别为 7.28、2.51

和 1.15 mg/mL，叶和花蕊两部位的总黄酮对 DPPH

自由基的清除作用明显，清除效果显著高于花瓣

（P<0.05），即花蕊>叶>花瓣。 

2.3.2   花瓣、叶、花蕊总黄酮对 ABTS+自由基清除能

力　山茶各部位对 ABTS+自由基的清除作用结果如

图 6所示，在 0~25 mg/mL时，各部位溶液的 ABTS+

自由基清除率随浓度的增加明显增高，浓度继续增大

时，花瓣和叶（图 6A）各浓度间清除率趋于平稳状态，

而花蕊（图 6A）清除率呈下降趋势，花瓣、叶、花蕊清

除率最高可分别达到 90.70%、90.99%和 90.60%。

经 SPSS  22.0软件计算花瓣、叶、花蕊总黄酮对

ABTS+自由基清除的 IC50 值分别为 2.85、0.95和

0.59 mg/mL，故各部位总黄酮对 ABTS+自由基清除

效果为花蕊>叶>花瓣。
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图 6    山茶各部位总黄酮对 ABTS+自由基的清除率
Fig.6    ABTS+ free radicals scavenging rate of total flavonoids

from C. japonica at various parts
  

2.3.3   花瓣、叶、花蕊总黄酮还原力　山茶各部位总

黄酮的还原力测定结果如图 7所示，在 0~25 mg/mL

范围内，不同部位总黄酮的还原能力随浓度的增加而

增加，提取液的浓度与总黄酮的还原力之间存在一定

的量效关系，当浓度达到 25 mg/mL时，花瓣、叶、花

蕊（图 7B）的还原能力呈最大值，分别为 63.25、214.11、

475.90 Trolox mg/g。经 SPSS 22.0软件分析，各部
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图 5    山茶各部位总黄酮对 DPPH自由基的清除率

Fig.5    DPPH free radicals scavenging rate of total flavonoids
from C. japonica at various parts
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位总黄酮的还原力当量存在显著性差异（P<0.05），综
上可推断出还原能力顺序为花蕊>叶>花瓣。

黄酮类化合物是由植物通过次生代谢所产生的

物质，由于其特有的理化性质和生物活性常用于抑制

过氧化物的形成，是一类具有研究潜力的天然抗氧化

剂。Liu等[12]、奕志英等[29] 均通过观察山茶花对自

由基的清除作用，发现提取物中总黄酮的含量与

DPPH自由基和羟基自由基清除能力存在明显的相

关性，结果与本研究一致。 

2.4　UPLC-QTOF-MS/MS物质分析

利用 UPLC-QTOF-MS/MS技术分别对山茶的

花瓣、叶和花蕊提取物中活性成分首先进行定性分

析，利用 Qualitative Analysis 10.0质谱分析软件对

总离子流图进行提取，得到各化合物的母离子流图及

碎片离子图谱，结果如表 4、图 8~图 9所示。共鉴定

到 29种化合物，其中 10种化合物在三个样品中均

被鉴定到。 

2.4.1   黄酮类化合物　在山茶各部位中共鉴定得到

21种黄酮类物质，其中在花瓣部位中鉴定得到

15种，而在叶部位中鉴定得到 14种，而花蕊部位中

13种，各部位鉴定出 8种共有黄酮类化合物。其中，
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图 7    山茶各部位总黄酮的还原力

Fig.7    Reducing power of total flavonoids from
C. japonica at various parts

 

表 4    山茶提取物的质谱分析

Table 4    Mass spectrometry analysis of extracts from C. japonica

类别 序号
保留时
间（min） 化合物 分子式

分子离子
（m/z）

碎片离子
（m/z）

相对含量 液质鉴定
参考文献花瓣 叶 花蕊

黄酮类

1 5.222 儿茶素（Catechin） C15H14O6 289.07 109、123、137、151、
203、245 18.91 9.80 35.90 An等[30]

2 6.042 B型原花青素二聚体
（B-type procyanidin dimer） C30H26O12 577.13 289、407、425、451 5.88 29.18 7.74 Da等[31]

3 6.610 原花青素B2（Procyanidin B2） C30H26O12 577.13 289、407、425、451 3.15 23.12 14.46 Da等[31]

4 7.220 表儿茶素（Epicatechin） C15H14O6 289.07 109、123、137、151、
203、245 53.60 833.95 111.38 An等[30]

5 7.556 二氢山奈酚-半乳糖苷
（Dihydrokaempferol-galactoside） C21H22O11 449.10 125、151、269、287 2.77 n.d. n.d. An等[30]

6 11.216 杨梅苷（Myricitrin） C21H20O12 463.08 287、316 12.40 n.d. n.d. Yang等[32]

7 11.363 芦丁（Rutin） C27H30O16 609.14 151、300、301 1.00 318.73 24.84 Ren等[33]、
Hao等[34]

8 11.510 槲皮素-3-O-半乳糖苷
（Quercetin-3-O-galactoside） C21H20O12 463.08 255、300 14.30 105.84 81.36 Yang等[32]

9 11.869 儿茶素二聚体（Catechin dimer ） C30H26O12 577.13 289、407、425、451 1.22 3.22 n.d. An等[30]

10 11.953 槲皮素-3-O-葡萄糖苷
（Quercetin-3-O-glucoside） C21H20O12 463.08 255、300 n.d. 153.30 40.77 Yang等[32]

11 12.374 槲皮素3-O-阿拉伯呋喃糖苷
（Quercetin-3-O-arabinofuranoside） C20H18O11 433.07 255、271、300 1.85 30.94 7.74 Yang等[32]

12 12.500 山奈酚-3-O-芦丁苷
（Kaemferol-3-O-rutinoside） C27H30O15 593.15 284、285 n.d. 3.68 49.76 Ren等[33]、

Shen等[35]

13 12.795 木犀草苷（Luteoloside） C21H20O11 447.09 151、227、255、285、
447 5.72 10.60 45.96 Ren等[33]、

Cao等[36]

14 12.963 槲皮素-3-O-阿拉伯吡喃糖苷
（Quercetin-3-O-arabinopyranoside） C20H18O11 433.07 243、255、300 n.d. 12.36 n.d. Yang等[32]

15 13.468 槲皮素-鼠李糖苷
（Quercetin-rhamnosid） C21H20O11 447.09 151、301 n.d. 10.34 23.97 An等[30]

16 13.489 紫云英苷（Astragalin） C21H20O11 447.09 151、284、285 1.47 10.51 n.d. Ren等[33]、
Hao等[34]

17 13.529 槲皮素-3-O-鼠李糖苷
（Quercetin-3-O-rhamnoside） C21H20O11 447.09 255、271、300 1.42 n.d. n.d. Yang等[32]

18 14.054 山奈酚-鼠李糖苷
（Kaempferol-rhamnoside） C21H20O10 431.09 151、285 1.23 n.d. n.d. An等[30]
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续表 4

类别 序号
保留时
间（min） 化合物 分子式

分子离子
（m/z）

碎片离子
（m/z）

相对含量 液质鉴定
参考文献花瓣 叶 花蕊

19 15.464 山奈酚-3-O-α-L-鼠李糖苷
（Kaempferol-3-O-α-L-rhamnoside ） C21H20O10 431.09 227、255、285 1.61 n.d. n.d. Yang等[32]

20 17.167 槲皮素（Quercetin） C15H10O7 301.03 243、301 n.d. n.d. 8.72 Yang等[32]

21 18.975 山奈酚（Kaempferol） C15H10O6 285.04 159、187、211、239 n.d. n.d. 11.57 An等[30]

酚酸类

22 0.912 奎尼酸（Quinic acid） C7H12O6 191.05 111、127 39.82 24.73 30.98 Yang等[32]

23 1.311 水杨酸-O-吡喃葡萄糖苷
（Salicylic acid-O-glucopyranoside ） C13H16O8 299.07 137、299 1.42 n.d. n.d. Cao等[36]、

Sun等[37]

24 1.394 没食子酸（Gallic acid） C7H6O5 169.01 125、169、241 n.d. n.d. 6.48 Yang等[32]

25 4.107 咖啡酸-O-吡喃葡萄糖苷
（Caffeic acid-O-glucopyranoside） C15H18O9 341.08 135、179 5.69 n.d. n.d. Sun等[37]

26 4.759 原儿茶酸（Protocatechuic acid） C7H6O4 153.01 108、109 n.d. n.d. 4.77 An等[30]、
Frolov等[38]

27 5.895
对香豆酸-O-吡喃葡萄糖苷

（p-Coumaric acid-O-
glucopyranoside）

C15H18O8 325.09 119、163 7.23 3.95 3.63 Sun等[37]

28 6.421 对香豆酸-O-葡萄糖基酯
（p-Coumaric acid-O-glucosyl ester） C15H18O8 325.09 119、163、205、235、

265 5.97 n.d. n.d. Sun等[37]

29 6.989 香草酸-O-吡喃葡萄糖苷
（Vanillic acid-O-glucopyranoside） C14H18O9 329.08 123、167 2.68 n.d. n.d. Sun等[37]

注：n.d.表示在此部位未检测到该成分。
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图 8    山茶提取物部分分子离子色谱图

Fig.8    Molecular ion chromatogram of extracts from C. japonica
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儿茶素、木犀草苷成分在花蕊部位中的占比最大，

B型原花青素二聚体、原花青素 B2、表儿茶素、芦

丁、槲皮素-3-O-半乳糖苷、槲皮素 3-O-阿拉伯呋喃

糖苷成分在叶部位中的占比最大。

以一级质谱中总离子流出峰时间在 5.222 min
的 1号和 7.220 min的 4号化合物为例，在此时间点

时均有一个质荷比 m/z=289.07的较强的母离子峰，

其二级质谱中带有质荷比为 m/z=109、123、137、
151、203和 245的碎片离子，分别对应于 C10H12O3、

C9H10O3、 C8H8O3、 C7H6O3、 C4H6O2 和 CO2 的缺

失，结合洗脱时间分别被鉴定为儿茶素和表儿茶

素[30]。儿茶素与表儿茶素是山茶中具有代表性的黄

酮类成分，报道具有多种生物活性[30]。

由 2号化合物 B型原花青素二聚体和 3号化合

物原花青素 B2 可知，两者一级谱图中的质核比

m/z=577.13，其离子碎片 m/z 451来自于 1,3,5-三羟

基苯，前体离子经过反应后，失去了一个（表）儿茶素

单元，产生 m/z  289的碎片离子，再根据 m/z为
407和 425碎片离子鉴定以上两种化合物，保留时间

分别为 6.042和 6.610 min[31]。植物中的原花青素是

由不同数量的儿茶素或表儿茶素结合而成的一种类

黄酮化合物，因具有抗氧化、抗炎症、保护心血管系

统等多种药理作用可被应用于医疗领域[39]。Hong
等[24] 通过 UPLC-QTOF-MS技术也鉴定出山茶籽饼

中含有原花青素 B2 成分。 

2.4.2   酚酸类化合物　在山茶各部位中共鉴定得到

8种酚酸类物质。其中在花瓣部位中鉴定得到 6种，

叶部位中鉴定得到 2种，而花蕊部位中 4种。

以一级质谱中总离子流出峰时间在 1.311 min
的 23号、4.107 min的 25号、5.895 min的 27号和

6.989 min的 29号化合物为例，均失去葡萄糖基后得

到碎片离子，23号化合物得到质核比 m/z为 137和

299的碎片离子，25号化合物得到质核比 m/z为
135和 179碎片离子，27号化合物得到质核比 m/z
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图 9    山茶提取物部分碎片离子质谱图

Fig.9    Fragments ion mass spectra of extracts from C. japonica
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为 119、163的碎片离子，29号得到质核比 m/z为

123、167的碎片离子，并且根据已有文献的报道，初

步鉴定 23号化合物为水杨酸-O-吡喃葡萄糖苷，

25号化合物为咖啡酸-O-吡喃葡萄糖苷，27号化合物

为对香豆酸-O-吡喃葡萄糖苷，29号化合物为香草

酸-O-吡喃葡萄糖苷[37]；上述四种酚酸类化合物的裂

解模式在 Cao等[36] 研究中也有报道。

综上所述，各部位液质鉴定结果表明，B型原花

青素二聚体、表儿茶素、槲皮素-3-O-半乳糖苷和槲

皮-3-O-阿拉伯呋喃糖苷四种黄酮单体化合物在三个

部位中的分布与总黄酮提取量一致，具有作为标志性

活性物质的可能。此外，除鉴定出常见的几种黄酮类

化合物之外，研究还发现了在天然山茶中少有报道的

水杨酸-O-吡喃葡萄糖苷、木犀草苷和紫云英苷等化

合物，且水杨酸-O-吡喃葡萄糖苷、咖啡酸-O-吡喃葡

萄糖苷等均只存在于花瓣部位。 

3　结论
本研究采用超声波辅助酶法提取山茶的花瓣、

叶、花蕊三个部位的黄酮，首先考察了酶含量、超声

时间和超声温度等因素对总黄酮提取量的影响，并以

正交试验进一步筛选出最佳提取工艺，在此条件下花

瓣、叶、花蕊总黄酮提取量分别可达 20.26、63.14、

58.77 RE mg/g。山茶各部位总黄酮提取物的抗氧化

活性表明，山茶能够有效清除 DPPH自由基和

ABTS+自由基，并且根据还原力测定实验，可综合判

断各部位总黄酮提取物总体抗氧化活性大小依次为

花蕊>叶>花瓣，说明各部位总黄酮提取物在均具有

抗氧化活性的基础上，活性大小具有显著差异。通

过 UPLC-QTOF-MS/MS分析表明，从山茶各部位中

共鉴定出 29种化合物，包括儿茶素、表儿茶素、槲皮

素-3-O-半乳糖苷等化学成分。其中 B型原花青素

二聚体、表儿茶素、槲皮素-3-O-半乳糖苷和槲皮-3-

O-阿拉伯呋喃糖苷四种黄酮单体化合物在三个部位

中的分布与总黄酮提取量一致，具有作为标志性活性

物质的可能。

综上所述，超声波辅助酶法提取显著提升了山

茶各部位总黄酮提取量，其提取物有显著的体外抗氧

化作用。本研究进一步为山茶各部位的成分提取及

生物活性探究提供了理论基础，并为推动山茶植物资

源利用最大化进程做出贡献。
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