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银叶树树叶三萜类成分的提取工艺及其抗氧化活性研究
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作者简介:皮睿(２０００￣)ꎬ男ꎬ北京人ꎬ硕士生ꎬ主要研究方向为天然产物成分分析及活性研究ꎮ
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摘要:为研究药用红树林植物银叶树树叶中三萜类成分的提取工艺及其抗氧化活性ꎬ以该植物树叶为原材料ꎬ探究超声

提取功率、乙醇浓度、料液比、超声提取时间 ４ 个单因素对提取率的影响ꎻ在单因素实验的基础上ꎬ采用正交试验优化提

取工艺ꎻ利用大孔树脂对提取所得三萜进行纯化ꎬ高效液相色谱法分析纯化前后样品中桦木酸与齐墩果酸的含量ꎻ最后

对纯化三萜进行抗氧化测定ꎮ 实验结果表明ꎬ最佳工艺条件为:超声提取功率 ２４０ Ｗ、乙醇浓度 ８０％、料液比 １ ∶ ７０
(ｇ / ｍＬ)、超声时间 ２５ ｍｉｎꎬ此条件下的银叶树三萜类成分提取率为 ９􀆰 １７％ꎻ大孔树脂纯化后的银叶树三萜纯度较纯化前

提高了 １􀆰 ６９ 倍ꎻ纯化前桦木酸含量为 ０􀆰 ９４２ ｍｇ / ｇꎬ纯化后含量为 ３􀆰 ４７１ ｍｇ / ｇꎻ纯化前齐墩果酸未检出ꎬ纯化后含量 ０􀆰 ４１２
ｍｇ / ｇꎮ 对纯化后的银叶树三萜类成分进行 ＤＰＰＨ 自由基清除实验、羟基自由基清除实验和还原能力实验ꎬ其对 ＤＰＰＨ 自

由基的 ＩＣ５０为 ８􀆰 ０８ μｇ / ｍＬꎬ对羟基自由基 ＩＣ５０为 ７􀆰 ２１ μｇ / ｍＬꎬ且还原能力随浓度的升高而增强ꎬ表明银叶树三萜类具有

较好的抗氧化活性ꎮ 该研究将为银叶树三萜作为抗氧化剂进一步开发利用提供数据基础ꎮ
关键词:银叶树ꎻ三萜ꎻ提取工艺ꎻ分离纯化ꎻ抗氧化活性
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　 　 银叶树(Ｈｅｒｉｔｉｅｒａ ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ Ｄｒｙａｎｄ)别名大白

叶仔ꎬ属于梧桐科ꎬ银叶树属植物[１]ꎮ 在我国主

要分布于广西壮族自治区的渔万岛、竹山村、黄竹

江口等地ꎮ 银叶树是典型的红树植物之一ꎮ 银叶

树的树皮可用于治疗腹泻和血尿症ꎬ果仁可用于

滋补品ꎬ具有一定的药用价值[２￣５]ꎮ 研究表明银叶

树中含有黄酮、萜类、甾体、酚类等物质[６￣１２]ꎬ且具

有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、抑菌等活性[６ꎬ１３￣１５]ꎮ 而

植物三萜类成分在自然界中广泛存在ꎬ且具有多

种生理活性[１６￣１８]ꎮ 目前关于银叶树化学成分的

研究大多集中在总黄酮、单宁、木质素等ꎬ在银叶

树的三萜类成分的提取、分离纯化及活性研究等

方面的内容研究较少ꎮ 因此ꎬ本实验选取了广西

防城的银叶树ꎬ对其中的三萜类成分提取工艺、纯
化及抗氧化活性进行研究ꎮ 采用超声辅助对银叶

树中的三萜类成分进行提取ꎬ进行单因素实验与

正交试验ꎬ得出最佳提取工艺条件ꎬ确定最佳提取

工艺ꎻ再利用大孔树脂对最佳工艺条件下提取的

三萜类成分进行分离纯化ꎻ最后对分离纯化后的

三萜类成分进行 ＤＰＰＨ 自由基清除实验、羟基自

由基清除实验和铁离子还原能力实验ꎬ测定样品

的抗氧化活性ꎮ 本实验为进一步开发利用该资源

提供提取工艺和实验基础ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＡＴＹ１２４ 型电子分析天平(日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 有

限公司)ꎻＤＳ￣５５１０ＤＴＨ 型超声波清洗器(上海生

析超声仪器有限公司)ꎻＤＦ￣１０１Ｓ 型集热式恒温加

热磁力搅拌器(巩义市予华仪器有限责任公司)ꎻ
ＴＵ￣１８１０ＰＣ 型紫外￣可见分光光度计(北京普析通

用仪器有限责任公司)ꎻＳＨＺ￣Ｄ(Ⅲ)型循环水式

多用真空泵(河南予华仪器有限公司)ꎻＳＴＲＩＫＥ
３００Ｖ 型旋转蒸发仪 (重庆雅马拓科技有限公

司)ꎻＢＰＧ￣９０４０Ａ 型精密鼓风干燥箱(上海一恒科

学仪器有限公司)ꎻＴＤ５Ｍ 型低速离心机(上海卢

湘仪离心机仪器化学公司)ꎻＤＷ￣ＨＬ２１８ 型超低温

冷冻储存箱(中科美菱低温科技股份有限公司)ꎻ
ＤＧＪ￣１０Ｃ 型冷冻干燥机(上海博登生物科技有

限公司)ꎻＦＷ￣１００ 型高速中药粉碎机(天津市泰

斯特仪器有限公司)ꎻＡｇｉｌｅｎｔ￣１２６０ 型高效液相

色谱仪(配备紫外检测器ꎬ美国安捷伦科技有限

公司)ꎮ
无水乙醇、冰乙酸、高氯酸、氢氧化钠(分析

纯ꎬ成都市科隆化学品有限公司)ꎻ香草醛(分析

纯ꎬ天津市科密欧化学试剂有限公司)ꎻ水杨酸、
３０％过氧化氢、盐酸、七水合硫酸亚铁、三氯乙酸

(西陇科学股份有限公司)ꎻ磷酸氢二钠、磷酸二

氢钠(天津市大茂化学试剂厂)ꎻ三氯化铁(Ⅲ)六
水合物(分析纯ꎬ上海阿拉丁生化科技股份有限

公司)ꎻ齐墩果酸标准品(生物试剂ꎬ上海源叶生

物科技有限公司)ꎻＬ(＋)￣抗坏血酸(分析纯ꎬ广东

光华科技股份有限公司)ꎻＤＰＰＨ(９８􀆰 ５％)、Ｄ１０１、
Ｄ３０１、ＡＢ￣８、Ｓ￣８、ＡＤＳ￣７ 大孔树脂(生物试剂ꎬ上
海麦克林生化科技股份有限公司)ꎻ铁氰化钾(国
药集团化学试剂有限公司)ꎻ桦木酸(分析标准

品ꎬ纯度≥９８％ꎬ合肥维克奇生物科技有限公司)ꎻ
甲醇(色谱纯ꎬ美国赛默飞世尔科技公司)ꎻ水为

娃哈哈纯净水ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 原材料预处理

新鲜银叶树树叶 ２０２１ 年 ８ 月采自广西防城

港ꎬ由海洋学院钟秋平教授鉴定为梧桐科银叶树

(Ｈｅｒｉｔｉｅｒａ ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ Ｄｒｙａｎｄ)植物叶子ꎮ 经干燥、粉
碎ꎬ过筛(４０ 目)ꎬ置于干燥器中保存待用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 齐墩果酸标准溶液配制及曲线绘制

准确称取 ５􀆰 ０ ｍｇ 齐墩果酸标准品ꎬ无水乙醇

溶解ꎬ然后转移到 ５０ ｍＬ 容量瓶中并定容ꎬ混合均

匀ꎬ配制浓度为 ０􀆰 １０ ｍｇ / ｍＬ 的齐墩果酸标准品

溶液ꎮ
参照李嗣乾等[１９]香草醛￣冰醋酸￣高氯酸显色

法ꎬ方法略有改动ꎮ 配制浓度为 ０􀆰 １、０􀆰 ２、０􀆰 ４、
０􀆰 ８、１􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ 的齐墩果酸标准溶液于 １０ ｍＬ 容

量瓶中ꎬ将容量瓶置于 ９０ ℃水浴中挥干溶剂ꎬ将
０􀆰 ４ ｍＬ 新制的 ５％香草醛￣冰乙酸、１ ｍＬ 高氯酸迅

速摇匀并加入ꎬ放入 ６５ ℃ 的水浴中加热 １５ ｍｉｎ
后ꎬ立即冷却至室温ꎬ加入冰乙酸定容ꎬ混匀ꎬ暗处

放置显色 １５ ｍｉｎꎮ 设定波长为 ５４６ ｎｍꎬ测吸光

度ꎮ 分别将吸光度和标准溶液的浓度设定为标准

曲线的纵坐标和横坐标绘图ꎬ建立回归方程ꎮ

７４



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４７ 卷第 ２ 期

１􀆰 ２􀆰 ３ 　 银叶树三萜类成分的测定

准确吸取 ０􀆰 ４ ｍＬ 银叶树的提取液样品置于

１０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加入 ０􀆰 ４ ｍＬ 的 ５％香草醛￣冰醋

酸和 １ ｍＬ 的高氯酸迅速摇匀ꎬ６５ ℃ 水浴加热

１５ ｍｉｎꎬ冷却至室温ꎬ加入冰乙酸定容ꎬ摇匀ꎮ 设

定波长为 ５４６ ｎｍꎬ平行测定 ３ 次吸光度取平均

值ꎮ 代入标准曲线方程计算三萜浓度ꎮ 提取率如

式(１)所示ꎮ
银叶树三萜的提取率(％) ＝

[(ｎ × Ｃ × Ｖ) / (Ｍ × １ ０００)] × １００％ (１)

　 　 式中: ｎ 为提取液的稀释倍数ꎻＣ 为提取液的质量浓度ꎬ

ｍｇ / ｍＬꎻＶ 为提取液稀释前的总体积ꎬｍＬꎻＭ 为样品的总质量ꎬｇꎮ

１􀆰 ３ 　 单因素实验

１􀆰 ３􀆰 １ 　 超声功率对三萜类成分提取率的影响

准确称量 ５ 份 ０􀆰 ５０ ｇ 的树叶粉末ꎬ分别设置

超声功率为 １８０、２１０、２４０、２７０、３００ Ｗꎬ固定超声

时间 １５ ｍｉｎꎬ乙醇浓度 ７０％ 以及料液比 １ ∶ ７０
(ｇ / ｍＬ)ꎮ 提取完成后ꎬ抽滤ꎬ定容ꎮ 按照香草醛￣
冰醋酸￣高氯酸显色法测定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 乙醇浓度对三萜类成分提取率的影响

准确称量 ５ 份 ０􀆰 ５０ ｇ 的树叶粉末ꎬ分别加入

质量分数为 ７０％、７５％、８０％、８５％、９０％的乙醇ꎬ固
定超声时间 １５ ｍｉｎ、料液比 １ ∶７０( ｇ / ｍＬ)以及上

一步骤中最佳超声功率ꎮ 提取完成后抽滤ꎬ定容ꎮ
按照香草醛￣冰醋酸￣高氯酸显色法测定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３ 　 料液比对三萜类成分提取率的影响

准确称量 ５ 份 ０􀆰 ５０ ｇ 树叶粉末ꎬ使得料液比

为 １ ∶４０、１ ∶５０、１ ∶６０、１ ∶７０、１ ∶８０(ｇ / ｍＬ)ꎬ固定超声

时间 １５ ｍｉｎꎬ上一步骤中最佳超声功率及乙醇浓

度ꎮ 提取完成后抽滤ꎬ定容ꎮ 按照香草醛￣冰醋

酸￣高氯酸显色法测定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４ 　 超声提取时间对三萜类成分提取率的

影响

准确称量出 ５ 份 ０􀆰 ５０ ｇ 树叶粉末ꎬ分别设置

超声时间为 １５、２０、２５、３０、３５ ｍｉｎꎬ之前步骤中最

佳超声功率、乙醇浓度以及料液比ꎮ 提取完成后

抽滤ꎬ定容ꎮ 按照香草醛￣冰醋酸￣高氯酸显色法

测定ꎮ
１􀆰 ４ 　 正交试验

根据单因素的实验结果分别选择 ４ 个单因素

实验中最佳的 ３ 个水平进行正交试验ꎬ以三萜类

化合物提取率为评定指标ꎬ来确定银叶树提取液

中三萜类成分提取率的最佳提取工艺参数ꎮ 实验

设计因素和水平如表 １ 所示ꎮ

表 １ 　 正交试验设计因素与水平

Ｔａｂ.１　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

Ｌｅｖｅｌ

Ｆａｃｔｏｒ

Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｐｏｗｅｒ / Ｗ

Ｅｔｈａｎｏｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ / ％

Ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ
ｒａｔｉｏ / (ｇ􀅰ｍＬ－１)

Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｔｉｍｅ / ｍｉｎ

１ ２１０ ７５ １ ∶５０ ２０

２ ２４０ ８０ １ ∶６０ ２５

３ ２７０ ８５ １ ∶７０ ３０

１􀆰 ５ 　 提取液三萜类成分的分离纯化

１􀆰 ５􀆰 １ 　 大孔树脂的预处理

参考邵长森等[２０] 的大孔树脂预处理方法略

有改动ꎮ 将新购大孔树脂用无水乙醇浸泡至其充

分溶胀后ꎬ倒出漂浮物及无水乙醇ꎬ使用去离子水

洗至无白色浑浊出现后ꎬ进行湿法填柱ꎬ再用去离

子水洗至流出液无醇味ꎻ然后用浓度为 ４％的盐

酸溶液将大孔树脂浸泡 ４ ｈꎬ水洗至流出液呈中

性ꎻ最后用浓度为 ４％的氢氧化钠溶液将大孔树

脂浸泡 ４ ｈꎬ水洗至流出液呈中性后备用ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ２ 　 大孔树脂型号的选择

利用静态吸附分析方法在空气恒温振荡摇床

上进行平行实验以筛选大孔树脂ꎬ减小吸附速率、
外界温度等因素对于实验的影响ꎬ且筛选速度较

快ꎬ用此方法筛选适用于富集银叶树树叶粗提液

中三萜类成分的大孔树脂型号ꎮ
选择不同型号的大孔吸附树脂各 ５􀆰 ０ ｇꎬ装于

２５０ ｍＬ 带塞的锥形瓶中ꎬ加入 ４０ ｍＬ 总三萜浓度

为 １􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 的提取液ꎬ置于空气恒温振荡摇床

中 ２４ ｈ(２５ ℃ꎬ１００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ大孔树脂充分吸附后

过滤ꎬ测定滤液总三萜的量 ｍ１ꎬ计算总三萜的吸

附率ꎮ
取过滤后的树脂ꎬ加 １００ ｍＬ 蒸馏水ꎬ２５ ℃恒

温振荡 ２ ｈ(１００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ过滤后得到水洗滤液ꎬ然
后在过滤后的树脂中加入 １００ ｍＬ 体积分数为

９５％的乙醇溶液ꎬ 恒温振荡 １２ ｈ ( ２５ ℃ꎬ １００
ｒ / ｍｉｎ)ꎬ过滤得到醇洗滤液ꎬ将水洗滤液和醇洗滤

液合并ꎬ测定滤液(解吸液)中总三萜的量 ｍ２ꎬ计
算总三萜的解吸率ꎮ

吸附率(％) ＝ [(ｍ总 － ｍ１) / ｍ总] × １００％ (２)
解吸率(％) ＝ [ｍ２ / (ｍ总 － ｍ１)] × １００％ (３)

　 　 式中:ｍ总 为吸附前溶液中总三萜的质量ꎬｍｇꎻｍ１ 为吸附后

滤液中总三萜的质量ꎬｍｇꎻｍ２ 为解析后滤液中三萜的质量ꎬｍｇꎮ

１􀆰 ５􀆰 ３ 　 三萜类成分的分离纯化

参考张林芳等[２１] 的最佳分离条件与实验方

法略有改动ꎮ 利用最佳条件下提取三萜ꎬ配制样

品ꎬ进行静态吸附ꎬ使银叶树树叶提取液中的成分
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被大孔树脂完全吸附ꎮ 完成吸附后ꎬ先用去离子

水以 ２􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速对大孔树脂进行洗脱ꎬ洗
脱至流出液无颜色ꎻ再用体积分数为 ３０％的乙醇

溶液以 ２􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速对大孔树脂进行洗脱ꎬ
洗脱至流出液无颜色ꎻ最后用体积分数为 ８０％的

乙醇溶液以 ２􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速对大孔树脂进行

洗脱ꎬ洗脱至流出液无颜色ꎬ并收集该部分洗脱

液ꎮ 对比纯化前后的银叶树提取液的三萜类成分

的含量测定ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ４ 　 纯化后提取液的三萜类成分含量测定

将纯化后的提取液进行浓缩ꎬ使用移液枪精

确移取 ０􀆰 １ ｍＬ 浓缩液至 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ然后用

７０％的乙醇定容至刻度线ꎬ再按照 １􀆰 ２ 的测定步

骤进行纯化后的银叶树提取液的总三萜类成分的

含量测定ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ５ 　 ＨＰＬＣ 法分析纯化前后样品中桦木酸与

齐墩果酸的含量

参考吕吉胜等[２２]、邹盛勤等[２３] 的测定方法ꎻ
用甲醇精确配制 浓 度 分 别 为: ０􀆰 ０３０、 ０􀆰 ０６０、
０􀆰 １２０、０􀆰 ２４０、０􀆰 ４８０ ｍｇ / ｍＬ 的桦木酸与齐墩果酸

标准品溶液ꎬ采用 Ｃ１８色谱柱(４􀆰 ６ ｍｍ×１５０ ｍｍꎬ
５ μｍ)ꎻ流动相为 Ｖ(甲醇) ∶Ｖ(水)＝ ８５ ∶１５ꎬ流动

相的流速 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长 ２１０ ｎｍꎬ色谱柱

的柱温 ３０ ℃ꎬ进样 １０ μＬꎮ 分别绘制浓度与峰面

积的回归曲线方程ꎮ 测定纯化前后的桦木酸与齐

墩果酸的峰面积ꎬ带入回归曲线ꎬ计算样品中两种

萜的含量ꎮ
１􀆰 ６ 　 抗氧化活性测定

将纯化后的银叶树提取液的浓缩液冷冻干燥

为粉末待进行抗氧化活性测试ꎮ
１􀆰 ６􀆰 １ 　 ＤＰＰＨ 自由基清除法测定抗氧化活性

参考张俊等[２４] 的实验方法略有改动ꎬ以

Ｌ(＋)￣抗坏血酸为参照ꎬＤＰＰＨ 自由基清除率计算

公式为:
ＤＰＰＨ 自由基清除率(％) ＝

[１ － (Ａ１ － Ａ２) / Ａ０] × １００％ (４)

１􀆰 ６􀆰 ２ 　 羟基自由基清除法测定抗氧化活性

参考张艳军等[２５] 的实验步骤略有改动ꎮ
以 Ｌ(＋)￣抗坏血酸为参照ꎬ羟基自由基清除率公

式为:
羟基自由基清除率(％) ＝

{[Ｄ０ － (Ｄ１ － Ｄ２)] / Ｄ０} × １００％ (５)

１􀆰 ６􀆰 ３ 　 铁离子还原能力测定抗氧化活性

参考宋晓凡等[２６] 的实验方法略有改动ꎮ 以

Ｌ(＋)￣抗坏血酸为参照ꎬ考察纯化后的银叶树树

叶提取液中的三萜类化合物的还原能力ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 齐墩果酸标准曲线的绘制

对不同浓度的齐墩果酸标准品溶液进行吸光

度测定ꎬ测定所得数据经处理后ꎬ以浓度(ｍｇ / ｍＬ)
为横坐标ꎬ吸光度(Ａ)为纵坐标ꎬ作齐墩果酸标准

曲线图如图 １ 所示ꎬ曲线方程: ｙ ＝ ３􀆰 ８０４ ８ｘ ＋
０􀆰 ００５ １ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ １ꎬ样品在 ０ ~ ０􀆰 １６ ｍｇ / ｍＬ 浓

度范围内与吸光度有比较良好的线性关系ꎮ

图 １　 齐墩果酸标准曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ

２􀆰 ２ 　 单因素实验的结果分析

２􀆰 ２􀆰 １ 　 超声提取功率对三萜类成分提取率的

影响

由图 ２ 可知ꎬ超声提取功率在 １８０~３００ Ｗ 的

范围内ꎬ对提取率的影响是先升高再降低的ꎮ 在

超声功率为 １８０~２４０ Ｗ 时ꎬ可能是由于超声波产

生的空化作用增加ꎬ使得样品中三萜类成分的析

出加快ꎬ提取率增大ꎻ在超声功率为 ２４０ ~ ３００ Ｗ
时ꎬ可能是过于剧烈的空化作用对三萜类成分的

结构造成了破坏ꎬ导致提取率减小ꎮ 因此ꎬ选择最

佳超声提取功率为 ２４０ Ｗꎮ

图 ２　 超声提取功率对三萜类成分提取率的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｐｏｗｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ

２􀆰 ２􀆰 ２ 　 乙醇浓度对三萜类成分提取率的影响

由图 ３ 可知ꎬ乙醇浓度在 ７０％ ~ ９０％的范围

内对银叶树三萜类成分提取率的影响是先升高再

９４
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下降的ꎬ当乙醇浓度为 ８０％时ꎬ提取率最高ꎮ 在

乙醇浓度为 ７０％ ~ ８０％时ꎬ根据“相似相溶”的原

理ꎬ样品中三萜类成分的析出量变多ꎬ使得提取率

增大ꎬ而后随着乙醇浓度的升高ꎬ溶剂极性下降ꎻ
部分溶解的样品可能析出ꎬ导致提取率的减小ꎮ
因此ꎬ最佳乙醇浓度为 ８０％ꎮ

图 ３　 乙醇浓度对三萜类成分提取率的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ

由图 ３ 可知ꎬ乙醇浓度在 ７０％ ~ ９０％的范围

内对银叶树三萜类成分提取率的影响是先升高再

下降的ꎬ当乙醇浓度为 ８０％时ꎬ提取率最高ꎮ 在

乙醇浓度为 ７０％ ~ ８０％时ꎬ根据“相似相溶”的原

理ꎬ样品中三萜类成分的析出量变多ꎬ使得提取率

增大ꎬ而后随着乙醇浓度的升高ꎬ溶剂极性下降ꎻ
部分溶解的样品可能析出ꎬ导致提取率的减小ꎮ
因此ꎬ最佳乙醇浓度为 ８０％ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３ 　 料液比对三萜类成分提取率的影响

由图 ４ 可知ꎬ料液比在 １ ∶４０~１ ∶８０(ｇ / ｍＬ)的
范围内对银叶树三萜类成分提取率的影响是先升

高后趋于平缓ꎮ 在料液比为 １ ∶４０ ~ １ ∶６０(ｇ / ｍＬ)
时ꎬ随着溶剂的增加ꎬ提取率增加趋势明显ꎮ 主要

是随着溶剂量的增加ꎬ溶液与样品的接触面积逐

渐增加ꎬ有利于样品与乙醇溶液之间传质作用的

进行ꎬ可以提高样品中三萜类化合物进入乙醇溶

液的量ꎬ从而提高提取率ꎻ而后增长平缓ꎬ表明

图 ４　 料液比对三萜类成分提取率的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ

三萜已经基本溶出完全ꎬ基于节约溶剂考虑ꎬ选择

最佳料液比为 １ ∶７０(ｇ / ｍＬ)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４ 　 超声提取时间对三萜类成分提取率的

影响

由图 ５ 可知ꎬ超声提取时间在 １５ ~ ３５ ｍｉｎ 的

范围内对银叶树三萜类成分提取率的影响是先升

高再下降ꎬ当超声提取时间为 ２５ ｍｉｎ 时ꎬ银叶树

三萜类成分提取率达最大ꎮ 在超声提取时间为

１５~２５ ｍｉｎ 时ꎬ可能是因为随着超声时间的延长ꎬ
银叶树树叶粉末被乙醇溶液提取的程度越充分ꎬ
使得提取率上升ꎻ在超声提取时间为 ２５ ~ ３５ ｍｉｎ
时ꎬ可能是超声波较长时间的振动作用使得溶液

的温度升高ꎬ导致了部分对温度敏感的三萜类成

分的结构改变ꎬ从而使得提取率下降ꎮ 因此ꎬ最佳

超声提取时间为 ２５ ｍｉｎꎮ

图 ５　 超声提取时间对三萜类提取率的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ

２􀆰 ３ 　 正交试验结果分析

根据单因素的实验结果分别选择 ４ 个单因素

实验中最佳的水平进行正交试验ꎬ设计四因素三

水平的正交试验ꎬ如表 ２ 所示ꎮ
表 ２ 　 正交试验结果表

Ｔａｂ.２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

Ｎｕｍｂｅｒ

Ｆａｃｔｏｒ

Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｐｏｗｅｒ / Ｗ

Ｅｔｈａｎｏｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ /

％

Ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ
ｒａｔｉｏ /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)

Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｔｉｍｅ / ｍｉｎ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ / ％

１ ２１０ ７５ １ ∶５０ ２０ ６􀆰 ６９

２ ２４０ ８０ １ ∶６０ ２５ ７􀆰 ８９

３ ２７０ ８５ １ ∶７０ ３０ ６􀆰 ７５

４ ２４０ ７５ １ ∶６０ ３０ ８􀆰 ０９

５ ２７０ ８０ １ ∶７０ ２０ ８􀆰 ７９

６ ２１０ ８５ １ ∶５０ ２５ ８􀆰 ７１

７ ２７０ ７５ １ ∶７０ ２５ ８􀆰 １４

８ ２１０ ８０ １ ∶５０ ３０ ６􀆰 ８８

９ ２４０ ８５ １ ∶６０ ２０ ７􀆰 ４５

０５
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续表

Ｎｕｍｂｅｒ

Ｆａｃｔｏｒ

Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｐｏｗｅｒ / Ｗ

Ｅｔｈａｎｏｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ /

％

Ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ
ｒａｔｉｏ /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)

Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｔｉｍｅ / ｍｉｎ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ / ％

Ｋ１ ７􀆰 １１０ ７􀆰 ６４０ ７􀆰 ４２７ ７􀆰 ６４３ 　

Ｋ２ ８􀆰 ５３０ ７􀆰 ８５３ ７􀆰 ８１０ ８􀆰 ２４７ 　

Ｋ３ ７􀆰 ４９０ ７􀆰 ６３７ ７􀆰 ８９３ ７􀆰 ２４０ 　

Ｒ １􀆰 ４２０ ０􀆰 ２１６ ０􀆰 ４６６ １􀆰 ００７ 　

Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ
Ｆａｃｔｏｒ

Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｐｏｗｅｒ>Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｔｉｍｅ>Ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ>
Ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　 　 由表 ２ 可得ꎬ正交试验优化出来的最佳提取

工艺条件为:超声提取功率 ２４０ Ｗ、乙醇浓度

８０％、料液比 １ ∶７０(ｇ / ｍＬ)、超声提取时间 ２５ ｍｉｎꎬ
且对提取银叶树三萜类成分的影响程度为超声功

率>超声时间>料液比>乙醇浓度ꎮ
对最佳提取工艺条件进行验证实验ꎬ实验结

果显示在最佳提取工艺条件下的银叶树三萜类成

分的提取率为 ９􀆰 １７％ꎮ
２􀆰 ４ 　 银叶树三萜类纯化结果分析

２􀆰 ４􀆰 １ 　 大孔树脂筛选

根据 １􀆰 ５􀆰 ２ 的步骤用不同型号的大孔树脂对

银叶树总三萜吸附率、解吸率进行测定ꎬ对所得数

据进行处理后ꎬ以大孔树脂的型号为横坐标ꎬ总三

萜的吸附率、解吸率(％)为纵坐标ꎬ绘制不同型

号大孔树脂对银叶树总三萜的吸附率、解吸率影

响关系图ꎬ如图 ６ 所示ꎮ

图 ６　 不同类型大孔树脂对三萜吸附解吸率影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ
ｏｎ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ

由图 ６ 可知ꎬ对银叶树总三萜吸附和解吸附

的效果在不同种类的大孔吸附树脂中表现不同ꎮ
吸附率图中 Ｓ￣８ 和 Ｄ３０１ 树脂的吸附率明显高于

Ｄ１０１、ＡＢ￣８ 和 ＡＤＳ￣７ 树脂ꎻ而从解吸附率图中分

析看ꎬ用 ８０％乙醇作为洗脱剂进行洗脱ꎬ结果发

现 Ｄ１０１ 和 Ｄ３０１ 树脂的解吸率显著高于 ＡＢ￣８、
ＡＤＳ￣７ 和 Ｓ￣８ 树脂ꎮ 因此ꎬ结合吸附率和解吸率

分析ꎬＤ３０１ 大孔树脂优于其他 ４ 种类型的大孔树

脂ꎬ因此ꎬ本实验选用 Ｄ３０１ 大孔树脂用于进一步

的银叶树总三萜纯化条件的研究ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２ 　 大孔树脂纯化前后纯度的对比

根据 １􀆰 ５􀆰 ３ 的步骤对银叶树树叶三萜进行分

离纯化ꎬ分离纯化前后银叶树三萜类成分的纯度

对比如图 ７ 所示ꎮ

图 ７　 银叶树三萜类成分纯化前后的纯度对比图

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ
Ｈ.Ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

由图 ７ 可知ꎬ纯化前的银叶树树叶提取液中

三萜类成分的纯度(三萜质量 /提取液含固量)为
１８􀆰 ６１％ꎬ而纯化后的纯度为 ３１􀆰 ４２％ꎬ较纯化前高

１􀆰 ６９ 倍ꎬ说明 Ｄ３０１ 大孔树脂有效分离纯化的三

萜类ꎬ提升了银叶树树叶提取液中的三萜类成分

的纯度ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ３ 　 高效液相色谱(Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＨＰＬＣ)法检测纯化前后样品中桦

木酸与齐墩果酸的含量分析

将桦木酸与齐墩果酸标准溶液与纯化前后样

品依次进样 １０ μＬꎬ得到相应的色谱图(图 ８)ꎬ记
录两种样品的峰面积ꎬ分别以对应的峰面积(Ｙ)
对其浓度作图(Ｘ)ꎮ 桦木酸色谱峰面积与浓度在

０􀆰 ０３~０􀆰 ４８ ｍｇ / ｍＬ 范围内呈良好线性ꎬ线性方程

为:Ｙ＝ ３ ５６３Ｘ－４７􀆰 ９５(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９):齐墩果酸色谱

峰面积与浓度在 ０􀆰 ０２５~０􀆰 ８０ ｍｇ / ｍＬ 范围内呈良

图 ８　 桦木酸与齐墩果酸标准品的高效液相色谱图

Ｆｉｇ.８　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ)
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｆ ｂｅｔｕｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ

ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ

１５
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好线性ꎬ线性方程为: Ｙ ＝ ５ ９５３Ｘ ＋ ２４􀆰 １３ ( Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９):分别测试纯化前后的样品中桦木酸与齐

墩果酸的含量(图 ９)ꎬ齐墩果酸纯化前未检出ꎬ纯
化后含量为 ０􀆰 ４１２ ｍｇ / ｇꎻ桦木酸纯化前含量为

０􀆰 ９４２ ｍｇ / ｇꎬ纯化后含量为 ３􀆰 ４７１ ｍｇ / ｇꎮ

图 ９　 银叶树三萜类成分纯化前后的 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇ.９　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ
Ｈ.Ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ５ 　 抗氧化活性测定实验结果分析

２􀆰 ５􀆰 １ 　 ＤＰＰＨ 自由基清除法测定抗氧化活性

对纯化后的样品进行 ＤＰＰＨ 自由基清除法

实验测定其抗氧化活性ꎬ以银叶树三萜类成分的

浓度(μｇ / ｍＬ)为横坐标ꎬ以 ＤＰＰＨ 自由基清除率

(％)为纵坐标作图ꎬ如图 １０ 所示ꎮ

图 １０　 银叶树三萜类成分的 ＤＰＰＨ 自由基清除率

Ｆｉｇ.１０　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＰＰＨ ｒａｄｉｃａｌ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｈ.Ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ

由图 １０ 可知ꎬ样品浓度为 ６􀆰 ０ ~ ２４􀆰 ０ μｇ / ｍＬ
的范围内ꎬ随着样品浓度的增大ꎬ其对 ＤＰＰＨ 自

由基的清除率也逐渐增大ꎬ存在线性关系 ｙ ＝
２􀆰 ７９３７ｘ＋ ２７􀆰 ４３６ꎬ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ꎬ其中 ＩＣ５０ 为 ８􀆰 ０８
μｇ / ｍＬꎬ浓度超过 ２４􀆰 ０ μｇ / ｍＬ 后ꎬ对自由基的清

除率已经超过 ９２％ꎮ 说明银叶树三萜类成分对

ＤＰＰＨ 自由基具有比较良好的清除效果ꎮ 在相同

浓度下ꎬ对照组 Ｌ(＋)￣抗坏血酸的 ＤＰＰＨ 自由基

清除率均要高于样品ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ２ 　 羟基自由基清除法测定抗氧化活性

以银叶树三萜类成分的浓度(μｇ / ｍＬ)为横

坐标ꎬ以羟基自由基清除率(％)为纵坐标作图ꎬ
如图 １１ 所示ꎮ

图 １１　 银叶树三萜类成分的羟基自由基清除率

Ｆｉｇ.１１　 Ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｈ.Ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ

由图 １１ 可得ꎬ样品浓度为 ６􀆰 ０ ~ ４８􀆰 ０ μｇ / ｍＬ
的范围内ꎬ随着样品浓度的增大ꎬ其对羟基自由基

的清除率也随之增大ꎮ 在 ６􀆰 ０~１８􀆰 ０ μｇ / ｍＬ 浓度

范围ꎬｙ＝ ３􀆰 ３３６ ６ｘ＋２５􀆰 ９４３ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９３ꎬ浓度与清

除率呈线性关系ꎬ银叶树三萜类成分对羟基自由

基的 ＩＣ５０ ＝ ７􀆰 ２１ μｇ / ｍＬꎬ说明银叶树三萜类成分

对羟基自由基具有较为良好的清除效果ꎮ 在相同

浓度下ꎬ样品的羟基自由基清除率略低于对照组

Ｌ(＋)￣抗坏血酸(ＩＣ５０ ＝ ５􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ)ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ３ 　 铁离子还原能力测定

对纯化后的样品进行铁离子还原能力实验测

定ꎬ以银叶树三萜类成分的浓度(μｇ / ｍＬ)为横坐

标ꎬ以吸光度为纵坐标作图ꎬ如图 １２ 所示ꎮ

图 １２　 银叶树三萜类成分的铁离子还原能力

Ｆｉｇ.１２　 Ｉｒｏｎ ｉｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ
Ｈ.Ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ

由图 １２ 可得ꎬ样品的浓度为 ６􀆰 ０~４８􀆰 ０ μｇ / ｍＬ
的范围内ꎬ随着样品浓度的增大ꎬ其铁离子还原能

力也随之增大ꎮ 当银叶树三萜类成分的浓度为

４８􀆰 ０ μｇ / ｍＬ 时ꎬ说明银叶树三萜类成分有较为良

好的铁离子还原能力ꎮ 在相同浓度下ꎬ样品的铁

离子还原能力均要低于对照组 Ｌ(＋)￣抗坏血酸ꎮ

３　 结论

该研究以银叶树树叶为原材料ꎬ采用超声辅

助提取法对银叶树树叶中的三萜类成分进行提

取ꎬ并对超声功率、乙醇浓度、料液比、超声时间 ４

２５
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个单因素对银叶树三萜类成分的提取率进行研

究ꎻ再利用正交试验对单因素实验得到的最佳提

取条件进行优化ꎬ获得提取三萜类成分的最优工

艺条件ꎻ然后用 Ｄ３０１ 大孔树脂对最优提取条件

下提取的银叶树三萜类成分进行纯化ꎻ最后对纯

化后的银叶树三萜类成分进行 ＤＰＰＨ 自由基清

除实验、羟基自由基清除实验和铁离子还原能力

实验以测定银叶树三萜类成分的抗氧化活性ꎮ
３􀆰 １ 　 单因素及正交试验:在单因素的基础上ꎬ正
交试验优化出最优提取工艺条件:超声提取功率

２４０ Ｗ、乙醇浓度 ８０％、料液比 １ ∶７０(ｇ / ｍＬ)、超声

提取时间 ２５ ｍｉｎꎬ在此条件下ꎬ银叶树三萜类成分

的提取率为 ９􀆰 １７％ꎮ
３􀆰 ２ 　 分离纯化:选用 Ｄ３０１ 大孔树脂未纯化的银

叶树三萜类纯度为 １８􀆰 １６％ꎬ纯化后的银叶树三

萜类纯度为 ３１􀆰 ４２％ꎬ经过 Ｄ３０１ 大孔树脂纯化后

纯度提高了 １􀆰 ６９ 倍ꎬ分离纯化效果较好ꎻ利用

ＨＰＬＣ 法检测其中两种萜类成分桦木酸与齐墩果

酸ꎬ桦木酸纯化前含量为 ０􀆰 ９４２ ｍｇ / ｇꎬ纯化后含

量为 ３􀆰 ４７１ ｍｇ / ｇꎻ齐墩果酸纯化前未检出ꎬ纯化

后含量为 ０􀆰 ４１２ ｍｇ / ｇꎮ
３􀆰 ３ 　 抗氧化活性测定:银叶树三萜类成分对

ＤＰＰＨ 自由基的清除效果随三萜类成分浓度的升

高而增大ꎬ其对 ＤＰＰＨ 自由基的 ＩＣ５０ ＝８􀆰 ０８ μｇ / ｍＬꎬ
其对羟基自由基的 ＩＣ５０ ＝ ７􀆰 ２１ μｇ / ｍＬꎬ对铁离子

的还原能力随三萜类成分浓度的升高而增大ꎮ 表

明该三萜具有较好的抗氧化活性ꎮ
本实验采取价格低廉且毒性小的乙醇作为三

萜的提取溶剂以及大孔树脂的洗脱剂ꎬ经济环保ꎻ
超声辅助提取耗时短ꎬ提高提取效率ꎻ正交设计优

化了提取工艺ꎬ用清除自由基等法评价抗氧化活

性ꎬ表明抗氧化活性明显ꎮ 本研究对银叶树总三

萜的提取、纯化和抗氧化活性提供了依据ꎬ也将对

该三萜下一步作为抗氧化剂深入研究和开发提供

了物质基础ꎮ
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