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摘要：【目的】旨在探究山蜡梅叶黄酮和多糖的最佳同步提取工艺并评价其体外抗氧化活性，为山蜡梅叶资源的

综合利用和抗氧化功能产品的开发提供理论依据。【方法】以山蜡梅叶为试验材料，其黄酮和多糖的总得率为评

价指标，采用乙醇提取法通过单因素试验、正交试验优化山蜡梅叶黄酮和多糖的同步提取工艺，并利用柱层析

法进一步同时分离纯化提取物中的黄酮和多糖组分。通过DPPH自由基、ABTS+自由基清除试验、FRAP试验评

价提取物（粗提物）及纯化后产物（纯化物）的体外抗氧化能力。【结果】（1）山蜡梅叶黄酮和多糖的最佳同步提取

工艺为：超声时间 30 min，超声功率 100 W，乙醇体积分数 30%，超声温度 50 ℃，该条件下山蜡梅叶黄酮和多糖

总得率为 10.70%，进一步分离纯化后其黄酮和多糖的质量分数分别提高了 71.17% 和 47.26%。（2）在质量浓度

0.1~0.6 mg/mL 范围内，山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物对 DPPH 自由基的清除率分别为 2.98~30.09%，

5.69~48.28%；对 ABTS+自由基的清除率分别为 50.48~75.71%，48.99~89.05%；在质量浓度 0.02~0.1 mg/mL 范围

内，山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物的 FRAP 值分别为 0.022 0~0.340 3、0.032 0~0.343 9，均显著低于 VC
（P<0.01）。【结论】本研究建立的同步提取工艺稳定、可行，且AB-8大孔树脂对山蜡梅叶中的黄酮和多糖组分具

有显著的同时纯化效果，纯化前后的产物均具有一定抗氧化活性且纯化物的抗氧化活性更为突出。
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Abstract：［Objective］This study aims to explore the optimal synchronous extraction technology of 
flavonoids and polysaccharides from Chimonanthus nitens Oliv. leaves and evaluate their in vitro antioxidant 
activity，providing a theoretical basis for the comprehensive utilization of Chimonanthus nitens leaves resources 
and the development of antioxidant functional products.［Method］Using Chimonanthus nitens leaves as test 
materials and the total yield of flavonoids and polysaccharides as the evaluation index，the synchronous 
extraction process of flavonoids and polysaccharides from Chimonanthus nitens leaves was optimized by ethanol 
extraction method through single-factor tests and orthogonal tests. Additionally，the extract was further 
separated and purified by column chromatography to obtain flavonoids and polysaccharides. The antioxidant 
activities of the crude extract and purified product were evaluated by DPPH radical，ABTS+ radical scavenging 
tests，and FRAP assay.［Result］（1） The optimal synchronous extraction process for flavonoids and polysaccharides 
from Chimonanthus nitens Oliv. leaves was：ultrasonic time of 30 min，ultrasonic power of 100 W，ethanol volume 
fraction of 30%，and ultrasonic temperature of 50 ℃ . The total yield of flavonoids and polysaccharides was 
10.70%.After further separation and purification，the contents of flavonoids and polysaccharides were increased 
by 71.17% and 47.26%，respectively.（2） Within the mass concentration range of 0.1-0.6 mg/mL，the 
scavenging rates of DPPH radicals by the crude extracts and purified products were 2.98-30.09% and 5.69-
48.28%，respectively. The scavenging rates of ABTS+ radicals were 50.48-75.71% and 48.99-89.05%，

respectively. Within the mass concentration range of 0.02~0.1 mg/mL，the FRAP values of both the crude 
extracts and purified products were 0.022 0-0.340 3 and 0.032 0-0.343 9，respectively，both were significantly 
lower than that of VC （P<0.01）. Overall，the purified products had better radical scavenging effects than the 
crude extracts，but both demonstrated relatively weak ferric ion-reducing capacity.［Conclusion］The 
synchronous extraction process established in this study demonstrates robust stability and practicable. AB-8 
macroporous resin exhibits significant simultaneous purification effects on both flavonoids and polysaccharides 
from Chimonanthus nitens Oliv. leaves. Both crude and purified products display measurable antioxidant 
activity，with the purified fractions showing markedly enhanced efficacy.

Keywords：Chimonanthus nitens Oliv. leaves；flavonoids；polysaccharides；synchronous extraction；in vitro 
antioxidant activity

【研究意义】山蜡梅（Chimonanthus nitens Oliv.）是我国特有的蜡梅科蜡梅属常绿灌木，又称亮叶蜡

梅，分布于我国安徽、浙江、江西、云南等省区[1]。其叶具有清热解毒、防治感冒、止泻作用，也可用于上呼

吸道疾病、手足口病、疱疹性咽峡炎等疾病，疗效确切，安全性高[2]。丰富的生物活性与其化学组分密切

相关，包括挥发油、香豆素、生物碱、黄酮、多糖等[3-5]。这些活性成分不仅为山蜡梅叶的药用价值提供了

坚实的物质基础，也为其进一步的开发利用提供了科学依据。深入研究山蜡梅叶活性成分的提取工艺，

不仅有助于充分利用这一珍贵的自然资源，还能为开发新型抗氧化功能产品提供理论依据和技术支持，

具有重要的科学意义和应用价值。【前人研究进展】山蜡梅叶中富含的黄酮成分已被证实具有抗氧化、护

肝及调节肠道稳态等活性作用[6]；而山蜡梅叶多糖同样具有抗氧化活性，调节肠道菌群以及增强机体免

疫力等作用[7-8]。目前，对于山蜡梅叶黄酮或多糖提取的研究报道较多，主要针对超声时间、超声功率、超

声温度、乙醇体积分数、料液比等影响因素对黄酮、多糖组分的提取进行工艺优化，其中超声时间和乙醇

体积分数对山蜡梅叶总黄酮的得率具有显著性影响，而超声时间、超声功率及料液比可显著影响山蜡梅

叶多糖的得率[9-10]。其次，温度对山蜡梅叶黄酮和多糖同时提取得率具有重要的影响，植物多糖的提取

较多采用热水浸提法[12-13]，而植物黄酮在高温条件下其氧化降解速率加快[14-16]。因此，确定本研究中山蜡
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梅叶黄酮和多糖同步提取需要探究的4个工艺参数为超声时间、超声功率、超声温度、乙醇体积分数。多

项研究结果显示黄酮与多糖化合物在抗氧化活性上表现出协同效应，如异叶青兰黄酮与多糖混合物的

清除效果优于其黄酮与多糖单独对羟基自由基和超氧阴离子的清除作用[17]，毛建草黄酮和多糖按一定

比例复配后对ABTS+自由基和DPPH自由基具有协同清除作用[18]。山蜡梅叶中的黄酮和多糖也具有潜在

的抗氧化协同增强效应。

【本研究切入点】尽管前人在山蜡梅叶黄酮和多糖的提取及活性研究方面取得了一定成果，但仍

存在一些局限性。前人研究多关注于单一活性成分的提取、分离和纯化，虽然提高了单一活性成分的

纯度，但存在溶剂消耗大、提取效率低、资源浪费等问题。此外，山蜡梅多为野生资源，尚未实现人工

种植的广泛推广，资源相对匮乏[19]。在资源有限的情况下，如何提高资源利用率，实现资源的可持续利

用是一个亟待解决的问题。与传统的单一组分提取方法相比，同步提取黄酮和多糖具有提高提取物

的生物活性和发挥协同效应、减少溶剂的使用量、降低提取成本和能源消耗等优势。【拟解决的关键问

题】本研究拟以山蜡梅叶黄酮和多糖为提取目标活性成分，采用超声辅助溶剂浸提法同步提取山蜡梅

叶黄酮和多糖，以黄酮和多糖的总得率为评价指标，通过单因素试验、正交试验对同步提取工艺参数

进行优化，之后采用柱层析法同时纯化山蜡梅叶黄酮和多糖，并对纯化前后的山蜡梅叶黄酮和多糖提

取物进行体外抗氧化活性评价，从而为山蜡梅叶资源的综合利用和抗氧化功能产品的开发提供理论

依据和技术支持。

1 材料与方法

1.1　材料与试剂

山蜡梅叶购自江西省婺源县钟吕堂生物科技有限公司，于 2022年 7月份采自 3年生山蜡梅树，采后

立即干燥。

1.2　试验方法

1.2.1　样品前处理方法　

将山蜡梅叶置于电热恒温鼓风干燥箱（上海跃进医疗器械有限公司）中 60 ℃下干燥 15 h，用粉碎机

粉碎，过60目筛，备用。

1.2.2　芦丁标准曲线　

根据参考文献[20]的方法稍作修改，精确吸取 0，0.2，0.4，0.6，0.8，1.0，1.2 mL 的 1 mg/mL 芦丁标准溶

液，分别置于 6个 10 mL容量瓶中，加 5%的亚硝酸钠 0.4 mL，放置 6 min，再加 10%的硝酸铝 0.4 mL，放置

6 min，最后加 4%的氢氧化钠 4 mL，用 60%的乙醇定容至刻度，摇匀，放置 15 min后用酶标仪（Molecular 
Devices美谷分子仪器有限公司）在 510 nm处测定吸光度。以芦丁质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，

建立线性回归方程。根据试验数据，得到回归方程：Y=5.722 8X-0.006 5，R2=0.998 8（图1）。

图1　芦丁标准曲线

Fig.1　Standard curve of rutin
图2　葡萄糖标准曲线

Fig.2　Standard curve of glucose
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1.2.3　葡萄糖标准曲线　

根据参考文献[20]的方法稍作修改，精确吸取 0，0.04，0.08，0.12，0.16，0.2 mL 的 0.1 mg/mL 葡萄糖

标准溶液，分别置于试管中，加蒸馏水 0.2，0.16，0.12，0.08，0.04，0 mL，加 5%重蒸苯酚溶液 0.2 mL，摇匀

后迅速加入浓硫酸 1 mL，静置 30 min，用酶标仪在 490 nm波长处测吸光度。以葡萄糖标准品质量浓度

为横坐标，吸光度为纵坐标，建立线性回归方程。根据试验数据，得到回归方程：Y=6.560 2X-0.009 5，R2=
0.995 8（图 2）。

1.2.4　山蜡梅叶黄酮和多糖得率的测定　

精确称取山蜡梅叶粉末1 g至50 mL离心管中，并加入一定量特定体积分数的乙醇溶液，在试验选定

的超声功率和超声温度下，进行相应时间的超声（昆山市超声仪器有限公司），超声结束后，将所得的山

蜡梅叶提取液以 4 000 r/min的转速离心（上海安亭科学仪器厂）15 min，离心后的上清液转移至 50 mL容

量瓶中，用对应体积分数的乙醇溶液定容，摇匀。精确吸取滤液 0.2 mL至 10 mL容量瓶中，依据上述芦

丁和葡萄糖标准曲线中的方法进行显色，测定相应吸光度，并根据所得的回归方程，计算样品中黄酮和

多糖的得率。

黄酮得率 = c1 × 10 × 50
0.2 × m × 1000 × 100% （1）

多糖得率 = c2 × 50
0.2 × m × 1000 × 100% （2）

式（1）、（2）中：c1为山蜡梅叶粉末经超声辅助乙醇提取后所得黄酮的质量浓度，mg/mL；c2为山蜡梅叶粉末

经超声辅助乙醇提取后所得多糖的质量浓度，mg/mL；m为山蜡梅叶粉末的质量，g。
1.2.5　单因素试验　

称取 1 g山蜡梅叶粉末于 50 mL离心管中，加入 40%、50%、60%、70%、80%的乙醇 25 mL（即料液比

1∶25），分别在 100，125，150，175，200 W的超声功率，30，40，50，60，70 ℃下处理 10，20，30，40，50 min，以
4 000 r/min的转速离心 15 min，上清液转移至 50 mL容量瓶中，用 60%乙醇定容。分别取滤液 0.2 mL于

10 mL容量瓶中，按照标准曲线中黄酮和多糖的显色方法显色，测定吸光度，计算黄酮和多糖的得率。

1.2.6　正交试验　

为了综合考虑各因素相互作用对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率的影响，在单因素试验的基础上进行

L9（34）正交试验，同时对试验结果进行方差分析，筛选最佳同步提取工艺条件。正交试验因素水平表如

表1所示。

1.2.7　山蜡梅叶粗提物中黄酮和多糖的纯化　

参考谢青云等[21]的方法略做修改。AB-8大孔吸附树脂（广州伟伯科技有限公司）用 95%乙醇浸泡

过夜使其充分溶胀，95%乙醇冲洗柱床，再用蒸馏水冲洗至无醇味。用 5%盐酸冲洗柱床至溶液为酸性，

浸泡 2 h后用蒸馏水冲洗至中性。再用 5%氢氧化钠溶液冲洗柱床至溶液为碱性，浸泡 2 h后用蒸馏水冲

洗至中性。采用山蜡梅叶黄酮和多糖最佳同步提取工艺提取，得到山蜡梅叶黄酮和多糖提取液。部分

提取液旋蒸（北京桑翌试验仪器研究所）后冷冻干燥（宁波新芝生物科技股份有限公司）48 h得到山蜡梅

叶黄酮和多糖粗提物，剩余样液经过活化后的AB-8大孔树脂分离纯化后用 30%乙醇洗脱，收集洗脱液，

旋蒸浓缩后冷冻干燥48 h得到山蜡梅叶黄酮和多糖纯化物。

1.2.8　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物中黄酮和多糖质量分数的测定　

称取一定量冻干后的粗提物和纯化物，用 30%乙醇配制成 1 mg/mL的粗提物和纯化物溶液。吸取

表1　正交试验因素水平表

Tab.1　Factor level table of orthogonal experiments

水平

Level
1
2
3

因素 Factors
A 超声时间/min
Ultrasonic time

20
30
40

B 超声功率/W
Ultrasonic power

100
125
150

C 超声温度/℃
Ultrasonic temperature

50
60
70

D 乙醇体积分数/%
Ethanol volume fraction

30
40
50
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0.2 mL至 10 mL容量瓶中，依据上述芦丁和葡萄糖标准曲线中的方法进行显色，测定相应吸光度，并根据

所得的回归方程，计算黄酮和多糖的实际质量浓度，再除以其理论质量浓度 1 mg/mL，即得到黄酮和多糖

的质量分数。

1.2.9　体外抗氧化试验　

（1）DPPH自由基清除能力测定。参考李震等[22]的方法略作修改。移取0.1 mmol/L的DPPH-乙醇溶液

1.0 mL，分别加入至含 1.0 mL不同梯度质量浓度（0.1，0.2，0.3，0.4，0.5，0.6 mg/mL）的VC、山蜡梅叶黄酮和

多糖粗提物以及纯化物样品溶液的试管中，避光反应30 min，作为试验组；移取DPPH-乙醇溶液1.0 mL，加
入至含1.0 mL对应样品溶液的溶剂的试管中，作为空白组；移取无水乙醇1.0 mL，分别加入至含有1.0 mL
不同梯度质量浓度的VC、山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物以及纯化物样品溶液的试管中，作为对照组。各组

均在517 nm波长处测定吸光度，每组进行3次平行试验。

DPPH自由基清除率=［1−（A1−A2）/A0］×100% （3）
式（3）中，A0为空白组的吸光度，A1为样品的吸光度，A2为对照组的吸光度。

（2）ABTS+自由基清除能力测定。参考王敬赫等[20]的方法略作修改。以 2.45 mmol/L的过硫酸钾溶液

为溶剂配制 7 mmol/L的 ABTS母液，避光静置 16 h后使用。去离子水稀释混合液使其在 734 nm处吸光

度为 0.70±0.01。移取 0.03 mL不同梯度质量浓度（0.1，0.2，0.3，0.4，0.5，0.6 mg/mL）的VC、山蜡梅叶黄酮

和多糖粗提物以及纯化物样品溶液至酶标板中，再加入 0.17 mL ABTS工作液，避光反应 10 min，作为试

验组；移取 0.03 mL不同梯度质量浓度的VC、山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物以及纯化物样品溶液至酶标板

中，加蒸馏水 0.17 mL，混合均匀，作为对照组；移取 0.03 mL对应样品溶液的溶剂至酶标板中，分别加入

ABTS工作液0.17 mL，混合均匀，作为空白组。各组均在734 nm波长测吸光度，每组进行3次平行试验。

ABTS+自由基清除率=［1-（A1-A2）/A0］×100% （4）
式（4）中，A0为空白组的吸光度，A1为样品的吸光度，A2为对照组的吸光度。

（3）FRAP还原能力测定。参照王筱玥等[23]和蔡春燕等[24]的方法略作修改。将 300 mmol/L的醋酸缓

冲液、10 mmol/L的 TPTZ溶液和 20 mmol/L的 FeCl3溶液按照体积比 10∶1∶1混合，于 37 ℃反应 10 min，得
到FRAP工作液。称取适量FeSO4·7H2O加超纯水制备成浓度为 1.6 mmol/L的FeSO4母液，稀释母液制备

0，0.2，0.4，0.6，0.8，1.0，1.2，1.4，1.6 mmol/L系列浓度FeSO4标准溶液。取 0.1 mL不同浓度梯度的FeSO4标

准溶液加入 3 mL FRAP工作液，37 ℃反应 10 min于 593 nm处测定吸光度。以FeSO4浓度为横坐标，吸光

度为纵坐标，建立线性回归方程，根据试验数据得到回归方程 Y=0.328 8X+0.728，R2=0.997 6。取 0.1 mL
不同质量浓度梯度的山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物以及纯化物样品，加入 3 mL FRAP 工作液，37 ℃反应

10 min，以VC为阳性对照，于593 nm测定吸光度，进行3次平行试验。

1.3　数据处理与统计分析

试验数据采用 SPSS Statistics 24软件进行统计分析，各组间采用 LSD法进行多重比较，各试验均重

复 3次，结果以平均值±标准差表示，以P<0.05为差异具有统计学意义。使用GraphPad Prism 9.5.1绘图

软件绘制相关线形图及直方图。

2 结果与分析

2.1　超声功率、超声温度、乙醇体积分数、超声时间单因素试验结果分析

2.1.1　不同超声功率对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率的影响　

由图3可知，山蜡梅叶黄酮和多糖得率随着超声功率的增加均呈现先下降后上升再下降的趋势。当

超声功率为 100~150 W时，总得率随超声功率的增加而降低；当超声功率为 150~200 W时，总得率随超

声功率的增加先升高后降低；其中超声功率为 100 W时山蜡梅叶黄酮和多糖的总得率最高。总的来说，

在较低超声功率下更有利于山蜡梅叶中黄酮和多糖组分的释放与溶解，超声功率过高会使超声波的空

化作用产生高温高压，破坏黄酮和多糖结构，同时过高的超声功率会使溶剂温度迅速上升，溶剂发生挥

发，导致黄酮和多糖不能充分溶于溶剂中，出现得率降低[10，25]。因此确定最佳超声功率为100 W。
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2.1.2　超声温度对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率的影响　

由图4可知，山蜡梅叶黄酮得率随着超声温度的升高而增加，这是由于温度升高会加速分子运动，促

进黄酮的溶出。山蜡梅叶多糖得率随着超声温度的升高呈现先增加后下降的趋势，在超声温度为 60 ℃
时多糖得率最高。随着提取温度的升高，液体介质的表面张力和黏度降低，使细胞内破坏程度增大，这

促进了细胞内部物质溶出，从而使得多糖得率增加[26]；而过高的温度会使多糖的糖苷键断裂而发生降

解，从而使得多糖得率降低。山蜡梅叶黄酮和多糖的总得率随着超声温度的升高呈现先上升后下降的

趋势，超声温度为 60 ℃时总得率达到最大值，与超声温度为 70 ℃总得率相比无显著差异。因此确定最

佳超声温度为60 ℃。

不同字母代表各水平具有显著性差异（P<0.05）。

The different letters represent significant differences 
at each level （P<0.05）.

图3　超声功率对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率的影响

Fig.3　The effect of ultrasonic power on the total 
yield of flavonoids and polysaccharides 
from Chimonanthus nitens Oliv. leaves

不同字母代表各水平具有显著性差异（P<0.05）。

The different letters represent significant differences 
at each level （P<0.05）.

图4　超声温度对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率的影响

Fig.4　The effect of ultrasonic temperature on the total 
yield of flavonoids and polysaccharides 
from Chimonanthus nitens Oliv. leaves

不同字母代表各水平具有显著性差异（P<0.05）。

The different letters represent significant differences 
at each level （P<0.05）.

图5　乙醇体积分数对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率的影响

Fig.5　The effect of ethanol volume fraction on the total 
yield of flavonoids and polysaccharides from 

Chimonanthus nitens Oliv. leaves

不同字母代表各水平具有显著性差异（P<0.05）。

The different letters represent significant differences 
at each level （P<0.05）.

图6　超声时间对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率的影响

Fig.6　The effect of ultrasonic time on the total 
yield of flavonoids and polysaccharides from 

Chimonanthus nitens Oliv. leaves
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2.1.3　乙醇体积分数对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率影响　

由图 5 可知，随着乙醇体积分数的升高山蜡梅叶黄酮得率先增加后降低，当乙醇体积分数为 70%
时，黄酮得率达到最大值。这是由于黄酮类化合物具有较高的极性，乙醇体积分数升高可使黄酮更好地

溶出；但当乙醇体积分数超过 70％后，黄酮类化合物达到饱和，同时一些亲脂性杂质成分的溶出量增加，

这些成分与黄酮类化合物竞争性溶出，从而导致黄酮类化合物得率下降[27]。山蜡梅叶多糖得率随着乙

醇体积分数的升高而降低，且下降趋势较大。这是由于多糖属于极性成分，乙醇体积分数增大导致溶剂

极性降低，不利于多糖的溶出。此外，山蜡梅叶中其他成分如醇溶性杂质、色素、亲脂性强的成分溶出量

增加，这些成分与多糖及黄酮类物质竞争，同乙醇—水分子结合，从而引起总得率降低[28]。乙醇体积分

数为 50%时的总得率高于乙醇体积分数为 40%时的总得率，但 2个处理之间并没有显著差异，因此确定

最佳乙醇体积分数为40%。

2.1.4　超声时间对山蜡梅叶黄酮和多糖总得率影响　

由图 6可知，山蜡梅叶黄酮和多糖得率均随着超声时间的延长呈现先升高后下降的趋势，当超声时

间为 30 min时黄酮和多糖得率均达到最大值，此时山蜡梅叶黄酮和多糖的总得率也最高。在 30 min之

后，山蜡梅叶黄酮和多糖得率均有所下降，这是因为随着时间的延长，山蜡梅叶粉末与乙醇的接触时间

增加，有利于黄酮和多糖的溶出，但时间过长会使溶剂严重挥发，间接导致料液比发生改变，进而使得黄

酮和多糖的有效溶出减少，同时过长的提取时间会使黄酮和多糖类化合物被分解和破坏[29-30]，糖苷键和

黄酮分子链断裂生成小分子物质，从而使得总得率降低。因此确定最佳超声时间为30 min。
2.2　超声功率、超声温度、乙醇体积分数、超声时间正交试验结果分析

正交试验设计与结果如表 2 所示，由于 RC>RD>RA>RB，因此试验中各因素对山蜡梅叶黄酮和多糖

总得率的影响大小依次为：超声温度、乙醇体积分数、超声时间和超声功率。对正交试验结果进行方

差分析，由表 3 结果可知超声温度、乙醇体积分数、超声时间以及超声功率分别对山蜡梅叶黄酮和多

表2　超声功率、超声温度、乙醇体积分数、超声时间正交试验结果分析

Tab.2　Analysis of orthogonal test results of ultrasonic power，ultrasonic temperature，
ethanol volume fraction and ultrasonic time

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1

K2

K3

k1

k2

k3

R

因素水平 Factor levels
A超声时间/min

A Ultrasonic 
time

1
1
1
2
2
2
3
3
3

50.204 2
53.241 2
50.086 8
8.367 4
8.873 5
8.347 8
0.525 7

B超声功率/W
B Ultrasonic 

power
1
2
3
1
2
3
1
2
3

50.375 2
50.399 9
52.757 1
8.395 9
8.400 0
8.792 9
0.397 0

C超声温度/℃
C Ultrasonic 
temperature

1
2
3
2
3
1
3
1
2

55.367 7
46.264 4
51.900 1
9.228 0
7.710 7
8.650 0
1.517 2

D乙醇体积分数/%
D Ethanol volume 

fraction
1
2
3
3
1
2
2
3
1

54.176 8
47.820 1
51.535 3
9.029 5
7.970 0
8.589 2
1.059 5

黄酮得率/%
Flavonoid yield

1.928 4±0.011 0
1.412 7±0.048 2
1.895 0±0.037 4
1.875 6±0.008 8
2.084 6±0.009 4
2.058 8±0.013 4
1.577 6±0.027 5
2.065 2±0.112 6
1.560 2±0.006 8

多糖得率/%
Polysaccharide 

yield

7.503 6±0.002 7
5.446 7±0.607 7
6.915 8±0.330 1
6.105 0±0.342 2
7.279 7±0.367 8
7.216 8±0.128 0
6.197 4±0.125 3
6.911 0±0.574 0
6.731 9±0.161 7

总得率/%
Total yield

9.432 0±0.013 7
6.859 4±0.559 4
8.810 8±0.292 7
7.980 6±0.333 4
9.364 3±0.358 4
9.275 6±0.141 4
7.775 0±0.152 8
8.976 2±0.461 4
8.292 1±0.168 5
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糖总得率的影响为：超声温度和乙醇体积分数对总得率的影响均具有极显著性差异（P<0.01）；超声

时间对总得率的影响存在显著性差异（P<0.05）；超声功率对总得率的影响无显著差异（P>0.05）。综

上确定山蜡梅叶黄酮和多糖同步提取的最佳工艺参数为A2B1C1D1，即超声时间 30 min，超声功率 100 W，

超声温度 50 ℃，乙醇体积分数 30%。采用正交试验优化的最佳工艺对山蜡梅叶黄酮和多糖进行同

步提取的验证试验，通过 3 次平行试验取平均值得到此条件下黄酮得率为 2.27%，多糖的得率为

8.43%，两者均达到了最大值，总得率为 10.7%，结果表明通过正交试验优化得到的山蜡梅叶黄酮和

多糖同步提取的最佳工艺有助于同时提高黄酮和多糖的得率，从而使总得率达到最佳水平，该工艺

稳定、可行。

2.3　山蜡梅叶黄酮和多糖纯化结果分析

通过测定山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物中黄酮、多糖的质量分数，以评价AB-8大孔树脂对

山蜡梅叶黄酮和多糖的分离纯化效果（图 7）。山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物中黄酮质量分数为 11.03%，

多糖质量分数为 34.28%；纯化物中黄酮质量分数为 18.88%，多糖质量分数为 50.48%。粗提物经分离纯

化后，其黄酮和多糖质量分数分别提高了 71.2%和 47.26%，且具有极显著性差异。因此，AB-8大孔吸附

树脂对山蜡梅叶中的黄酮和多糖具有良好的同时纯化效果。

表3　超声功率、超声温度、乙醇体积分数、超声时间方差分析

Tab.3　Analysis of variance of ultrasonic power，ultrasonic temperature，
ethanol volume fraction and ultrasonic time

变异来源

Source of variation
A超声时间

A Ultrasonic time
B 超声功率

B Ultrasonic power
C 超声温度

C Ultrasonic temperature
D 乙醇体积分数

D Ethanol volume fraction
误差 Error
总计 Total

平方和

Sum of squares
1.066

0.624

7.037

3.399
0.923

13.049

自由度

Freedom degree
2

2

2

2
9

17

均方

Mean square
0.533

0.312

3.518

1.700
0.103

F

5.197

3.042

34.304

16.572

显著性

Mean square
0.032*

0.098

0.000**

0.001**

“**”表示差异极显著（P<0.01），“*”表示差异显著（P<0.05）。

“**” represent significant at highly difference （P<0.01），“*” represent significant at difference （P<0.01）.

“**”表示差异极显著（P<0.01）。
“**” represent significant at highly difference （P<0.01）.

图7　山蜡梅叶粗提物和纯化物中黄酮和多糖的质量分数
Fig. 7　Flavonoids and polysaccharides mass fraction in the crude extracts and purified products 

from Chimonanthus nitens Oliv leaves
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2.4　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物对体外抗氧化活性的影响

2.4.1　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物对DPPH自由基清除能力的影响　

DPPH自由基是一种含孤对单电子的自由基，其在乙醇溶液中呈深紫色，在 517 nm处有特征吸收。

山蜡梅叶中的黄酮和多糖具有酚羟基，能提供氧原子，与DPPH自由基中的孤电子配对，使溶液中单电

子数减少，吸光度下降，溶液的颜色变浅或者消失。根据颜色的变化程度即可判断自由基清除程度[10]。

由图 8 可知，随着山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物质量浓度的增大，其清除 DPPH 自由基的能力

增强；当质量浓度为 0.1~0.6 mg/mL 时，粗提物对 DPPH 自由基的清除率为 2.98%~30.09%，纯化物对

DPPH 自由基的清除率为 5.69%~48.28%；在质量浓度 0.2~0.6 mg/mL，纯化物对 DPPH 自由基的清除效

果显著优于粗提物（P<0.01），两者对 DPPH 自由基的清除效果均显著低于阳性对照药物 VC（P<0.01）。

以上结果表明山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物对 DPPH自由基均具有良好的清除能力，具备一定

的抗氧化活性。

2.4.2　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物对ABTS+自由基清除能力的影响　

ABTS+被氧化后会形成稳定的 ABTS+自由基，使溶液呈蓝绿色，在 734 nm 处有特征吸收。在其中

加入抗氧化剂（如黄酮或 VC等）后，ABTS+自由基数目减少，溶液的颜色变浅，吸光度下降，根据其下降

的程度即可判断自由基清除程度[31]。由图 9可知，随着山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物质量浓度

的增加，其对 ABTS+自由基的清除能力逐渐增强；当质量浓度为 0.1~0.6 mg/mL 时，粗提物对 ABTS+自

由基的清除率为 50.48%~75.71%，纯化物对 ABTS+自由基的清除率为 48.99%~89.05%；两者对 ABTS+自

由基的清除率均显著低于对照组 VC（P<0.01）。在质量浓度 0.2~0.6 mg/mL，纯化物的 ABTS+清除率显

著高于粗提物（P<0.01），这可能是由于纯化过程中去除了部分杂质，使得黄酮和多糖等有效成分的相

对含量提高，活性成分之间的协同作用可能得到增强，进而更有效地发挥了清除自由基的作用。总体

而言，山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物对 ABTS+自由基均具有良好的清除效果，且在特定质量浓

度下纯化物对 ABTS+自由基的清除效果可与 VC 相近，表明山蜡梅叶黄酮和多糖纯化物具有较强的抗

氧化能力。

2.4.3　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物对FRAP铁还原抗氧化活性的影响　

在酸性条件下，抗氧化物质可以还原Fe3+-TPTZ产生蓝色的Fe2+-TPTZ，在 593 nm处有最大吸光值，

样品的吸光值与样品还原能力成正比，可以作为一种测定物质抗氧化能力的方法。用FRAP值表示样品

抗氧化性的强弱，即FRAP值在数值上等于样品与Fe3+-TPTZ反应后在 593 nm处产生的吸光值所相当的

标准FeSO4溶液的浓度（mmol/L），且FRAP值与样品抗氧化活性呈正相关性[24,32]。由图 10可知，当质量浓

“**”表示差异极显著（P<0.01）。

“**” represent significant at highly difference （P<0.01）.
图8　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物对DPPH自由基清除能力的影响

Fig.8　The effect of crude extracts and purified products of flavonoids and polysaccharides 
from Chimonanthus nitens Oliv. leaves on DPPH radical scavenging ability
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度为 0.02~0.10 mg/mL时，随着山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物质量浓度的增大，两者的FRAP值也

随之增大，且相同质量浓度下粗提物与纯化物的 FRAP 值相当，两者 FRAP 值分别为 0.022 0~0.340 3、
0.032 0~0.343 9；VC 的 FRAP 值随着质量浓度的增大而增大，在相同质量浓度范围内 VC 的 FRAP 值为

2.971 3~6.535 7。山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物的 FRAP值均显著低于VC（P<0.01）。综合以上

结果可知山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物对Fe3+的还原能力均较弱。

3 讨论与结论

本研究通过单因素试验、正交试验设计得到山蜡梅叶黄酮和多糖同步提取优化工艺，采用最佳工艺

条件提取获得山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物，并进一步利用柱层析法同时分离纯化山蜡梅叶中的黄酮和

多糖。AB-8大孔吸附树脂在植物黄酮和多糖的分离纯化中具有较广泛的应用以及优良的分离纯化效

果。刘杰等[33]比较了 5种大孔树脂对玉米须总黄酮的静态吸附-解吸效果，发现AB-8大孔树脂具有较好

的吸附解吸能力，而进一步优化纯化工艺参数后得到玉米须总黄酮的平均解吸率可达到 96.52%。杨波

等[34]研究表明AB-8大孔吸附树脂对玉竹多糖具有较好的分离纯化效果，且优于 D-101大孔吸附树脂。

此外，AB-8 大孔吸附树脂在分离纯化牛大力、五指毛桃、高梁泡叶总黄酮[35-37]以及龙胆、肉苁蓉多糖

等[38-39]均表现出较好的纯化效果。因此，本研究采用AB-8大孔吸附树脂作为柱层析填料同时分离纯化

“**”表示差异极显著（P<0.01）。

“**” represent significant at highly difference （P<0.01）.
图9　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物对ABTS+自由基清除能力的影响

Fig.9　The effect of crude extracts and purified products of flavonoids and polysaccharides 
from Chimonanthus nitens Oliv. leaves on ABTS+ radical scavenging ability

“**”表示差异极显著（P<0.01）。

“**” represent significant at highly difference （P<0.01）.
图10　山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物和纯化物对FRAP铁还原抗氧化活性的影响

Fig.10　The effect of crude extracts and purified products of flavonoids and polysaccharides 
from Chimonanthus nitens Oliv. leaves on iron-reducing antioxidant activity （FRAP assay）
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山蜡梅叶中的黄酮和多糖，获得了显著的同时分离纯化效果，纯化之后山蜡梅叶黄酮和多糖质量分数均

有较大幅度的提升。

对通过最佳同步提取工艺获得的山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物以及 AB-8 大孔吸附树脂纯化后的

山蜡梅叶黄酮和多糖纯化物进行体外抗氧化活性评价。粗提物与纯化物对 DPPH、ABTS+自由基均具

有较好的清除能力且呈浓度依赖性，两者有一定的铁离子还原能力。山蜡梅叶中黄酮类成分主要包

括芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、紫云英苷等黄酮醇苷类化合物以及柚皮素、槲皮素等黄酮醇类化合

物[6，40]，其结构中富含羟基取代基，可与自由基发生加合反应、二聚反应，从而清除自由基[41]。山蜡梅叶

中多糖富含羟基、醛基、羧基等官能团[8]，可提供氢原子与自由基反应，从而阻止自由基的连锁反应。

因此，黄酮和多糖含量越高，其功能基团越多，对自由基的清除作用越强，山蜡梅叶黄酮和多糖纯化物

对自由基的清除能力优于粗提物。然而，山蜡梅叶黄酮和多糖纯化物及粗提物的还原能力相近且均

较弱，可能主要受到山蜡梅叶中多糖的影响。多项研究表明从山蜡梅叶中提取分离纯化的多糖具备

良好的自由基清除能力，但其还原活性较弱[8-9]，本研究结果与上述研究结果一致，原因可能与多糖的

分子量大小、支链密集程度、键合类型等因素有关[42]。总的来说，山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物

均具有良好的体外抗氧化活性，且黄酮和多糖质量分数的提高有助于增强抗氧化活性。此外，本试验

条件下制备的山蜡梅叶黄酮和多糖粗提物及纯化物中是否存在黄酮与多糖的协同抗氧化作用仍有待

进一步研究。

本研究采用单因素试验、正交试验优化了山蜡梅叶中黄酮和多糖超声辅助溶剂浸提法的同步提取

工艺，在超声时间 30 min，超声功率 100 W，超声温度 50 ℃，乙醇体积分数 30%的提取工艺条件下山蜡梅

叶黄酮和多糖平均总得率最高，为 10.70%。将通过最佳工艺获得的提取产物经 AB-8大孔树脂分离纯

化，发现其黄酮和多糖质量分数分别提高了 71.2%和 47.26%，纯化效果极显著。通过对山蜡梅叶黄酮和

多糖粗提物及纯化物DPPH、ABTS＋自由基的清除能力及FRAP铁还原抗氧化活性的研究，证实了两者均

具有良好的抗氧化能力，且总体上纯化物的抗氧化活性高于粗提物。研究结果为山蜡梅叶资源的综合

利用以及抗氧化功能产品的开发提供了理论依据与技术支撑。
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