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黄玉米粗类黄酮提取工艺正交试验优化及其 
体外抗氧化活性

杨文平1，李  云2，郝教敏2,*，杨珍平3,*，杨  华2，朱迎春2

（1.河北联合大学生命科学学院，河北 唐山 063000；2.山西农业大学食品科学与工程学院，山西 太谷 030801；

3.山西农业大学农学院，山西 太谷 030801）

摘  要：以黄玉米纪元1号为材料，采用单因素试验与三元二次正交试验，考察乙醇体积分数、料液比、浸提温度

及浸提时间对粗类黄酮提取量的影响及黄玉米粗类黄酮清除1,1-二苯基-2-苦肼基（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，

DPPH）自由基和•OH的能力。得出最优工艺参数为料液比1∶35.5（g/mL）、69 ℃浸提1.85 h，此条件下粗类黄

酮提取量为85.88 mg/g。当粗类黄酮质量浓度为20 mg/mL时，对DPPH自由基和•OH的清除率分别为76.47%和

32.62%，分别相当于芦丁标准品（0.1、0.2 mg/mL）清除能力的81%～84%和40%～50%。黄玉米粗类黄酮对DPPH

自由基的清除率明显大于对• OH的清除率，且随质量浓度提高，清除率显著提高（P＜0.05）。
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Abstract: Single-factor experiments combined with three-factor quadratic rotation orthogonal composite design were 

adopted to analyze the effects of ethanol concentration, solid to solvent ratio, extraction temperature, and extraction time 

on the yield of flavonoids from yellow maize (Zea mays Jiyuan 1) and the radical scavenging abilities of the extracted 

flavonoids against 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and hydroxyl radicals (·OH) in vitro. The results indicated that the 

optimum parameters for extracting flavonoids were found to be extraction at 69 ℃ for 1.85 h with a  solid/liquid ratio of 

1:35.5 (g/mL). The yield of flavonoids was 85.88 mg/g under the optimized conditions. The scavenging rates of 20 mg/mL 

yellow maize flavonoids against DPPH and hydroxyl radicals were 76.47% and 32.62%, respectively, which were equivalent 

to 81%–84% and 40%–50% as compared to rutin (0.1 and 0.2 mg/mL, respectively). The yellow maize flavonoids showed 

more powerful scavenging activities against DPPH radical than against hydroxyl radical, which increased significantly with 

increasing flavonoid concentrations.
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植物类黄酮是植物多酚的亚类，具有清除自由基、

提高抗氧化酶活性和抑制脂质过氧化活性等抗氧化能

力，是一种天然抗氧化剂，能够预防多种由氧化损伤导

致的疾病，包括癌症、心血管疾病、骨质疏松症、糖尿

病以及神经退行性疾病[1]，对体内能量代谢也有一定的

作用[2]。O2
－•和•OH等活性氧自由基诱导的氧化损伤一直

被认为是引起衰老、细胞损伤、死亡和组织伤害、细胞

癌变的原因之一[3]。因此寻找高效、低毒的抗氧化剂一
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直是近年来研究者们关注的课题。已有研究曾对玉米多

酚类化合物[4-5]、玉米抗氧化肽[6-8]、玉米胚芽脱脂粕酶解

产物[9]、玉米胚芽蛋白水解物[10]、玉米醇溶蛋白[11]、真

菌固态发酵玉米[12]、黑玉米和黄玉米抗氧化提取物[13]等

的抗氧化性进行了研究。本研究拟对“纪元1号”黄玉

米粉的粗类黄酮提取条件及抗氧化性进行研究，并比较

最佳工艺条件下获得的粗类黄酮对1,1-二苯基-2-苦肼基

（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自由基及•OH的

清除能力，为拓宽玉米深加工途径提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

纪元1号玉米（Zea mays L.） 山西省应县种子公

司。籽粒黄色，经近红外谷物品质分析仪检测，籽粒水

分含量11.23%、粗蛋白含量9.68%、粗脂肪含量3.96%、

赖氨酸含量0.26%、粗淀粉含量74.21%、容质量755 g/L。

无水乙醇 天津市化学试剂三厂；DPPH 美国

Sigma公司；30%双氧水 北京北化精细化学品有限公

司；水杨酸 国药集团化学试剂有限公司；上述试剂均

为分析纯。

1.2 仪器与设备

FZ102型微型植物粉碎机 天津市泰斯特仪器有限

公司；TDA-8002电热恒温水浴锅 北京化玻联医疗器

械有限公司；M287702型真空抽滤设备 北京中西远大

科技有限公司；WFJ2100型可见分光光度计 尤尼柯

（上海）仪器有限公司；SHZ-Ⅲ型循环水真空泵、RE-

52A 旋转蒸发仪 上海亚荣生化仪器厂；SK-1快速混匀

器 常州润华电器有限公司；INFRA TEC TM 1241近红

外谷物品质分析仪 瑞典Foss公司。

1.3 方法

1.3.1 芦丁标准曲线的绘制

参考文献 [ 1 4 ]，得到标准曲线的线性回归方程

y=0.173 9x＋0.002 2（R2=0.997 6）。

1.3.2 粗类黄酮的提取和测定

采用分光光度比色法。将风干的黄玉米籽粒粉碎过

筛后，获得全玉米粉。准确称取该玉米粉2 g于150 mL烧

瓶中，加入一定体积分数一定剂量的乙醇溶液，封口，

摇匀，置于恒温水浴锅水浴浸提一定时间，过滤。取滤

液1 mL置于25 mL容量瓶中，按照1.3.1节标准曲线的测

定方法，用30%乙醇溶液补至10 mL，加入1 mL 5%亚硝

酸钠溶液，振摇，放置5 min，再加入1 mL 10%硝酸铝溶

液，摇匀后放置6 min，再加入5 mL 1mol/L氢氧化钠溶

液，用30%乙醇定容至刻度线，摇匀，静置15 min，于

510 nm波长处测定提取液的吸光度，并根据标准曲线的

线性回归方程计算粗类黄酮提取量，见式（1）[15]。

/ mg/g ＝
/mg

/g
	（1）

1.3.3 粗类黄酮提取的试验设计优化

设乙醇体积分数、料液比（黄玉米粉 -乙醇溶

液，g /mL）、浸提温度及浸提时间4  个单因素试验 

（表1）。根据单因素试验结果，确定3 个主要影响因

素，采用三元二次正交回归设计优化提取工艺，正交因

素水平见表2。

表 1 单因素试验

Table 1 Single factor experiments

单因素试验 乙醇体积分数/% 料液比（g/mL） 浸提温度/℃ 浸提时间/h

1 0、60、65、70、75、
80、85、90、95、100 1∶20 60 3.0

2 最佳体积分数
1∶5、1:10、1∶15、1∶20、

1∶25、1∶30、1∶35 60 3.0

3 最佳体积分数 最佳用量
50、55、60、65、

70、75、80 3.0

4 最佳体积分数 最佳用量 最佳温度
0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5、3.0、3.5

表 2 三因素二次正交设计因素与水平

Table 2 Factors and their coded levels used in quadratic rotation 

orthogonal composite design

水平
因素

X1料液比（g/mL） X2浸提温度/℃ X3浸提时间/h

1.215 1∶41 77 2.6

1 1∶40 75 2.5

0 1∶35 65 2.0

－1 1∶30 55 1.5

－1.215 1∶29 53 1.4
△ 1∶5 10 0.5

1.3.4 黄玉米粗类黄酮体外抗氧化能力的测定

准确称取一定质量的全玉米粉置于平底烧瓶中，按

照最佳提取工艺进行冷凝回流浸提。将浸提液过滤，再

次提取，合并滤液置于旋转蒸发仪中进行减压浓缩，将

滤液浓缩至原体积的1/4左右，加入4 倍体积的95%乙醇

溶液，在4 ℃条件下过夜静置，然后抽滤，自然干燥，

即得粗类黄酮粉。自由基清除实验均以芦丁标准品溶液

（0.1 mg/mL和0.2 mg/mL）为阳性对照。

1.3.4.1 黄玉米粗类黄酮清除DPPH自由基能力测定

参照Yamaguchi等[16]的报道并适当改进。将粗类黄

酮粉用甲醇溶解，配成20 mg/mL溶液，并作梯度稀释。

DPPH溶液浓度为0.25 mmol/L。在试管中分别加入0.5 mL

待测液和0.5 mL DPPH溶液，充分振摇后放于暗处在室温

条件下反应30 min，然后于517 nm波长处测定吸光度。

用0.5 mL待测液加等体积的甲醇（空白溶剂）作样品对

照，用0.5 mL DPPH溶液加等体积的甲醇作空白对照，测

定时用纯甲醇调零。按照式（2）计算样品对DPPH自由

基的清除能力。
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DPPH /%＝ 1－       ×100
Ai－Aj

Ac
 （2）

式中：Ai为样液与DPPH混合液的吸光度；Aj为样液

与空白溶剂混合液的吸光度；Ac为DPPH与空白溶剂混合

液的吸光度。

1.3.4.2 黄玉米粗类黄酮清除•OH能力测定

采用H2O2/Fe2＋体系-水杨酸捕获法，参照吴亚楠等[17] 

的报道并适当改进。将粗类黄酮粉用60%乙醇溶液溶

解，配成20 mg/mL溶液，并作梯度稀释。在试管中依次

加入6 mmol/L FeSO4溶液2 mL，待测液2 mL，6 mmol/L 

H2O2溶液2 mL，摇匀，静置10 min，接着加入6 mmol/L

的水杨酸-乙醇溶液2 mL，摇匀，放入37 ℃水浴锅中加热

30 min后取出，于510 nm波长处测其吸光度；另取2 支试

管，分别做空白和样品对照，测定时用蒸馏水调零。按

式（3）计算各待测样品对•OH的清除率。

•OH /%＝ 1－       ×100
Ai－Aj

Ac
 （3）

式中：Ai为样液与FeSO4、H2O2、水杨酸溶液混合液的

吸光度；Aj为样液与空白溶剂（FeSO4、H2O2溶液）混合液

的吸光度；Ac为水杨酸溶液与空白溶剂混合液的吸光度。

1.4 数据分析

对所得数据用Excel数理统计分析软件整理制表，用

Sigma Plot 10.0绘制单因素曲线图，并采用SAS 9.1.3统计

分析软件进行方差分析与Duncan’s多重比较、RSREG回

归分析、G3D响应面绘图分析和GCONTOUR等高线绘图

分析。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果
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小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

图 1 乙醇体积分数（A）、料液比（B）、浸提温度（C）、 

浸提时间（D）对黄玉米粗类黄酮提取量的影响

Fig.1 Effects of ethanol concentration (A), solid/solvent ratio (B), 

extraction temperature (C) and extraction time (D) on the yield of 

flavonoids from yellow maize

由图1A可知，95%乙醇溶液的粗类黄酮提取量最高 

（P＜0.05），而无水乙醇的粗类黄酮提取量急剧降低，

可能由于无水乙醇更易使一些醇溶性杂质及亲脂性成分

溶出，从而降低粗类黄酮提取量。由于玉米粉中含有较

高含量的淀粉，因此适当提高溶剂用量（图1B），可以

减轻浸提过程中的糊化现象，获得较高的粗类黄酮提取

量；当料液比达到1∶30～1∶35时，粗类黄酮提取量趋于

稳定，说明玉米粉中的粗类黄酮已完全溶出。由图1C、

D可知，浸提温度低于65 ℃或浸提时间低于2 h，都明

显影响玉米粉粗类黄酮的充分溶出；而温度过高或时间

过长，又可能会破坏粗类黄酮的活性结构或因乙醇溶液

蒸发速率加快而导致糊化，进而降低粗类黄酮提取量；

尤其浸提时间长达3.5 h时，粗类黄酮提取量急剧下降 

（P＜0.05）。综合以上单因素试验结果，选择95%乙醇

溶液、料液比1∶35、65 ℃浸提2 h，可以获得较高的粗类

黄酮提取量。

2.2 正交试验结果及其方差分析

采用三元二次正交设计，分析料液比（X1）、浸提

温度（X2）、浸提时间（X3）及其交互作用对黄玉米粗

类黄酮提取量的影响，并获得最佳提取工艺。正交试验

结果见表3。

采用SAS软件RSREG过程对表3三因素水平与粗

类黄酮提取量指标进行的回归分析，得粗类黄酮提取

量对试验因素X1～X3的回归方程：Y=85.08＋2.51X1＋ 

3.07X 2＋0.22X 3－0.02X 1X 2＋0.38X 1X 3－2.82X 2X 3－

7.60X1
2－4.69X2

2－1.33X3
2。
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表 3 三因素二次正交设计及结果（n=6）

Table 3 Three-factor quadratic rotation orthogonal composite design 

with experimental results (n = 6)

试验号 X1料液比 X2浸提温度 X3浸提时间
粗类黄酮提取
量/（mg/g）

1 1 1 1 75.57±0.86
2 1 1 －1 80.83±1.37
3 1 －1 1 75.16±1.31
4 1 －1 －1 67.84±0.29
5 －1 1 1 68.80±0.64
6 －1 1 －1 74.27±0.62
7 －1 －1 1 67.00±0.60
8 －1 －1 －1 62.52±0.56
9 1.215 0 0 74.06±0.64
10 －1.215 0 0 73.48±1.15
11 0 1.215 0 80.81±0.86
12 0 －1.215 0 75.33±0.24
13 0 0 1.215 83.58±0.47
14 0 0 －1.215 82.48±0.53
15 0 0 0 85.01±0.66
16 0 0 0 85.44±0.45

表 4 回归模型及主效应的方差分析

Table 4 Analysis variance of the regression model and main effects

来源 自由度 平方和 均方和 R2 F值 P值
X1料液比 4 345.75 86.44 20.88 0.001 1**

X2浸提温度 4 271.39 67.85 16.39 0.002 2**
X3浸提时间 4 73.56 18.39 4.44 0.052 2

模型 9 686.03 76.23 0.965 1 18.41 0.001 0***
失拟项 5 24.75 4.95 53.55 0.103 4
净残差 1 0.09 0.09
总残差 6 24.84 4.14
总误差 14 710.78

注：*、**、***分别表示P＜0.05、P＜0.01和P＜0.001水平上差异显

著，表5同。

对回归模型进行方差分析与F检验（表4）可知，

F=18.41（P=0.001 0），达到高度显著水平；回归方程的

决定系数R2=0.965 1，说明模型方程差异显著，且拟合较

好。因此可以用该模型分析各工艺参数对粗类黄酮提取

量的影响。料液比、浸提温度对粗类黄酮提取量的影响

均达到P＜0.01极显著水平，浸提时间的主效应不显著。

这主要是由于黄酮类化合物属于次生代谢物质，通常存

在于植物细胞的胞基质及液泡中，其向溶剂扩散要克服

细胞膜的阻力，同时也受到原料内其他物质的干扰，因

此料液比多少决定粗类黄酮物质能否充分溶出，是否会

发生淀粉糊化现象；浸提温度高低决定溶出速率快慢、

溶剂挥发程度及粗类黄酮结构是否破坏，同时也影响淀

粉糊化及蛋白质变性等；浸提时间长短只影响粗类黄酮

及其他醇溶性物质的溶出程度。

对回归模型的偏回归系数进行显著性检验（表

5）表明，料液比、浸提温度、浸提时间的二次项均为

负效应，且|B11|（P＜0.001）＞|B22|（P＜0.01）＞|B33| 

（P＞0.05）；一次项均为正效应，|B2|（P＜0.01）＞|B1| 

（P＜0.01）＞ |B3|（P＞0.05）；交互项 |B32|＞ |B31|＞

|B21|，除B32达到了极显著（P＜0.01）水平外，其余交互

效应不显著。

表 5 参数的显著性检验

Table 5 Test of parameter estimates

参数 自由度 预测值 标准误 t值 P值 参数预测值

截距 1 85.08 1.12 76.07*** ＜0.000 1 85.08

X1料液比 1 2.51 0.61 4.09** 0.006 5 3.05

X2浸提温度 1 3.07 0.61 4.99** 0.002 5 3.73

X3浸提时间 1 0.22 0.61 0.36 0.733 1 0.27

X1
2 1 －7.60 0.93 －8.16*** 0.000 2 －11.22

X2
2 1 －4.69 0.93 －5.03** 0.002 4 －6.92

X3
2 1 －1.33 0.93 －1.43 0.203 8 －1.96

X1X2 1 －0.02 0.72 －0.03 0.980 1 －0.03

X1X3 1 0.38 0.72 0.53 0.615 2 0.56

X2X3 1 －2.82 0.72 －3.91** 0.007 9 －4.16

采用降维法将模型方程中的料液比（X1）固定在0水

平，获得粗类黄酮提取量与浸提温度（X2）和浸提时间

（X3）的偏回归模型：

Y=85.08＋3.07X2＋0.22X3－2.82X2X3－4.69X2
2－

1.33X3
2

根据上述偏回归模型，利用S A S软件的G 3 D过

程，绘制互作响应面三维图（图2），可以看出因素

影响大小为浸提温度＞浸提时间。当X 2、X 3分别在

0.365（69 ℃）、－0.319（1.83 h）水平时，响应值最

大85.72 mg/g；随X2、X3分别从－1.215提高到0.365、 

－0 .319时，Y值增大，二者协同；随X 2、X 3分别从

0.365、－0.319提高到1.215时，响应值减小，二者拮抗。

出现上述结果的原因如前所述，浸提温度高低更易影响

玉米粉粗类黄酮的结构稳定性与溶出速率，同时还影响

溶剂挥发程度，进而产生淀粉糊化或蛋白质变性等；而

浸提时间长短只影响粗类黄酮及其他醇溶性物质的溶出

程度。需要特别指出的是玉米粗类黄酮具有较高的温度

稳定性，最佳提取温度可达到69 ℃。
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图 2 浸提温度（X2）和浸提时间（X3）交互作用的响应面图

Fig.2 Response surface plots showing the effects of extraction 

temperature (X2) and time (X3) on extraction efficiency
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由SAS软件RSREG过程中3 个因素典型性分析结

果可知，当料液比（X1）、浸提温度（X2）、浸提时间

（X3）分别为1∶35.5（对应编码值0.128）、69 ℃（对应

编码值0.357）、1.85 h（对应编码值－0.291）时，粗类黄

酮提取量最大85.91 mg/g。经实测验证该最佳工艺的提取

量为85.88 mg/g，标准偏差为0.02 mg/g。所以该模型较好

地反映了各因素对黄玉米籽粒粗类黄酮提取量的影响。

2.3 黄玉米粗类黄酮的体外清除自由基效果分析

表 6 黄玉米粗类黄酮对自由基的清除能力

Table 6 Scavenging rates of yellow maize flavonoids toward DPPH 

and hydroxyl radicals

%

指标
粗类黄酮质量浓度/（mg/mL） 芦丁质量浓度/（mg/mL）

20 10 5 2.5 1.25 0.2 0.1

DPPH自由基清除率 76.47±0.47c  64.27±0.64d 38.03±0.23e 21.69±1.34f 11.08±0.84g 93.76±0.09a 90.10±0.70b 

·OH清除率 32.62±0.19c 17.99±0.63d 12.06±0.26e 6.56±0.55f 6.01±0.44f 77.26±1.11a 63.32±0.90b 

注：同行小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

由表 6可知，当黄玉米粗类黄酮质量浓度较低

（1.25 mg/mL）时，对DPPH自由基和•OH的清除能力

均较差（分别为11.08%和6.01%）；当黄玉米粗类黄酮

质量浓度增大到2.5 mg/mL，对DPPH自由基的清除率

明显提高，达到21.69%（P＜0.05），而对•OH的清除

率（6.56%）没有显著变化（P＞0.05）；继续增大黄玉

米粗类黄酮质量浓度，对两种自由基的清除率均明显

增强（P＜0.05），且对DPPH自由基的清除率增加幅度

更大；当黄玉米粗类黄酮质量浓度达到20 mg/mL时，

对DPPH自由基的清除率达到76.47%，对•OH的清除率

达到32.62%，分别相当于对照芦丁标准品清除能力的

81%～84%、40%～50%，且对DPPH自由基的清除率是

对•OH的清除率的2 倍以上。将清除率与粗类黄酮质量浓

度进行回归拟合，回归方程分别为Y=8.902 7X＋0.498 5

（R2 =0.999 8，DPPH自由基），Y=1.433 9X＋3.935 5

（R2 =0.995 8，•OH），拟合程度均达到99%以上。结果

表明，黄玉米粗类黄酮具有较强的清除自由基能力，且

对DPPH自由基的清除效果强于对•OH的清除效果。

3 结 论

黄玉米粗类黄酮水浴醇提取的最佳工艺为：乙醇

体积分数、料液比、浸提温度和浸提时间分别为95%、

1∶35.5、69 ℃和1.85 h。此条件下粗类黄酮提取量为

85.91 mg/g，经实测验证该最佳工艺的粗类黄酮提取量为

85.88 mg/g，标准偏差为0.02 mg/g。黄玉米粗类黄酮具有

较强的清除自由基能力，随质量浓度提高，清除自由基

能力显著增强（P＜0.05）；在同一质量浓度条件下，对

DPPH自由基的清除率明显大于对•OH的清除率。
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