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枇杷叶总黄酮的提取及其脂质体的抗氧化活性
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摘要：　采用乙醇回流法提取枇杷叶中黄酮类物质，制备黄酮脂质体，并考察其抗氧化活性及各因素对总黄酮

提取率的影响．优化总黄酮脂质体制备处方，并测定其抗氧化活性．优化结果表明：最佳提取工艺中乙醇体积

分数为７０％，料液比为１：６０，提取温度为８０℃，提取时间为１．５ｈ；黄酮脂质体最佳处方中卵磷脂与胆固醇的

质量比为４∶１，卵磷脂与黄酮的质量比为２０∶１，磷酸盐缓冲液ｐＨ值为５．８．体外抗氧化结果显示：不同质量

比的黄酮及其脂质体对猪油都具有一定的抗氧化作用，且随着其剂量的增加而增强；质量分数相同时，黄酮脂

质体的抗氧化效果优于黄酮溶液，且与抗坏血酸有较好的协同抗氧化增效作用．
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黄酮是一类重要的有机化合物，其药用价值已引起人们的广泛关注［１］．由于黄酮有较强的抗氧化活

性，与合成抗氧剂（如二丁基羟基甲苯、丁基羟基茴香醚等）等相比，具有高效、低毒、价廉、易得等优点，

日益受到重视．然而，黄酮易氧化，将其制成载药脂质体后，可提高黄酮的稳定性．脂质体具有缓释作用，

可达到抗氧化的长效作用，且脂质体低毒、生物降解性好，将黄酮制备成脂质体后有很好的应用前景．近

年来，国内外都非常重视将黄酮类化合物开发成食品添加剂，已开发添加黄酮类化合物的可乐型饮料、

面包、啤酒等，其口感好、易保存、不用另加保鲜剂，并且添加物本身具有一定的抑菌、杀菌等功效［２］．枇

杷在我国分布广泛，枇杷叶是我国传统中药，具有抗炎、止咳作用．黄酮是枇杷叶中的主要有效成分之

一［３］．目前，种植的枇杷主要是采摘果实，枇杷叶是废弃物而未得到有效利用，既浪费又污染环境．本文

从枇杷叶中提取、分离总黄酮，制备成黄酮脂质体，并对其抗氧化性能进行研究．

１　实验部分

１．１　材料和仪器

芦丁标准品（湖南农业大学生物科学技术学院）；枇杷叶（华侨大学）；抗坏血酸、亚硝酸钠、冰乙酸、

可溶性淀粉、大豆卵磷脂、胆固醇、石油醚（６０～９０℃）等（分析纯，上海国药集团化学试剂有限公司）．

７５２Ｎ型紫外分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；ＴＤＬ?６０Ｂ型台式离心机（上海安亭科学仪

器厂）；ＢＳ１２４Ｓ型分析天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；ＨＨ?Ｓ型数显恒温水浴锅，ＸＨ?Ｃ型旋

涡混合器（江苏常州市国立试验设备研究所）；Ｒ系列旋转蒸发仪（上海申生科技有限公司）；Ｓ?３５００Ｎ型

扫描电子显微镜（日本日立公司）．

１．２　材料处理

采摘新鲜枇杷叶，用自来水将其背面绒毛等杂物冲洗干净，晾至表面无水，置于６０℃烘箱，粉碎过

６０目筛备用．

１．３　芦丁标准曲线

准确称取１０ｍｇ于１２０℃下干燥恒定质量的芦丁标准品，加入体积分数为６０％的乙醇溶解，定容
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至１００ｍＬ容量瓶中，摇匀可得０．１ｇ·Ｌ
－１的芦丁标准液．分别取０，２．０，４．０，６．０，８．０，１０．０ｍＬ的标

准液于２５ｍＬ容量瓶中，不足１０ｍＬ的用６０％乙醇补足，加入０．８ｍＬ，５％的ＮａＮＯ２ 试液，混匀，放置

６ｍｉｎ．然后，加入０．８ｍＬ，１０％的Ａｌ（ＮＯ３）３ 溶液，混匀，放置６ｍｉｎ，再加入１０ｍＬ，１．０ｍｏｌ·Ｌ
－１的

ＮａＯＨ溶液，混匀，用蒸馏水定容至２５ｍＬ，摇匀，放置１５ｍｉｎ．最后，在５１０ｎｍ处测混合液的光密度，

以光密度值犇（５１０）对芦丁质量浓度犆作标准曲线图．由此可得标准曲线方程为犢＝９．９５犡－０．０１３８，

相关系数犚２＝０．９９７５，在０．０１～１．００ｇ·Ｌ
－１范围内线性关系良好．

１．４　枇杷叶总黄酮醇提工艺
［４７］

提取液经粗滤和石油醚萃取后，在旋转蒸发仪进行蒸干，产品用６０％的乙醇定容至１００ｍＬ容量瓶

中，摇匀备用．然后，精确吸取１．０ｍＬ提取液，其他操作与节１．３相同，测定其在５１０ｎｍ光密度值以确

定其浓度．

１．５　枇杷叶黄酮脂质体的制备
［６１０］

１．５．１　空白脂质体　称取０．３７ｇ的磷酸氢二钠与２．０ｇ的磷酸二氢钠，加蒸馏水适量，溶解并稀释至

１Ｌ（ｐＨ＝５．７），配制成磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）．称取０．９ｇ的大豆卵磷脂和０．３ｇ胆固醇于５０ｍＬ小烧杯

中，加１～２ｍＬ无水乙醇，置于６５～７０℃水浴中，搅拌使溶解，旋转该小烧杯使磷脂的乙醇液在杯壁上

成膜，用吸耳球轻吹风，将乙醇挥去．另取３０ｍＬ磷酸盐缓冲液于小烧杯并置于６５～７０℃水浴中，保温

待用．取预热的３０ｍＬ磷酸盐缓冲液，加至含有磷脂和胆固醇脂质膜的小烧杯中，于６５～７０℃水浴中

搅拌水化１０ｍｉｎ；随后将小烧杯置于磁力搅拌器上，室温下搅拌３０～６０ｍｉｎ，如果溶液体积减少，可补

加水至３０ｍＬ，混匀，即得空白脂质体．最后，将所得脂质体溶液通过０．４５μｍ微孔滤膜两遍，进行整粒，

于电子显微镜下观察脂质体的形态．

１．５．２　黄酮脂质体　首先确定影响脂质体包封率、形态、粒径分布的３种主要因素，即卵磷脂与胆固醇

质量比、卵磷脂与黄酮质量比、磷酸缓冲液ｐＨ值．各因素设定３水平，依据犔９（３
３）做正交试验．称取一

定量的卵磷脂、胆固醇置５００ｍＬ的圆底烧瓶中，加入１～２ｍＬ无水乙醇，将乙醇提取的黄酮溶液经抽

滤旋转蒸干后用磷酸盐缓冲液进行稀释．实验中，除将磷酸盐缓冲液换成枇杷叶的黄酮溶液外，其他步

骤同空白脂质体制备，即采用被动载药的方法制备的黄酮脂质体．

１．６　测定方法

１．６．１　枇杷叶黄酮脂质体包封率的测定
［１１１２］

　准确吸取等量空白脂质体和黄酮脂质体于两支离心管

中，８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，将上清液以离心后的空白脂质体作为对照，进行光密度值测定，代入芦

丁标准曲线回归方程，可得未包入脂质体中药物量（ρ游）．另准确吸取等量空白脂质体和黄酮脂质体于

试管中，分别加适量无水乙醇破乳，漩涡３ｍｉｎ后，以８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清液以空白脂质

体为对照，测定光密度值，代入芦丁标准曲线回归方程，可得总药物量（ρ总）．包封率（η）的计算为

η＝ （ρ总 －ρ游）／ρ总 ×１００％．

１．６．２　过氧化值的测定
［１３１７］

　称取７份３０ｇ油脂于容器（１份为空白对照组，１份为脂质体空白对照

组，２份分别按油的质量的０．０５％，０．５０％添加黄酮，２份按油的质量的０．０５％，０．５０％添加黄酮脂质

体，１份按油的质量的０．０５％添加特丁基氢醌（ＴＢＨＱ）作为对比组）中，混合均匀，置于（６０±０．５）℃的

恒温烘箱中，每隔１２ｈ搅拌１次，并交换其在烘箱中的位置．定时取样检测猪油的过氧化值（ＰＯＶ）．过

氧化值测定按国家标准ＧＢ／Ｔ５００９．３７－２００３《食用植物油卫生标准的分析方法》的规定进行操作．

１．６．３　协同抗氧化性能的测定　选用抗坏血酸（Ｖｃ）作为增效剂，与黄酮脂质体按一定比例混合均匀

一起加入基质油中进行观察、测定．

２　结果与分析

２．１　枇杷叶总黄酮的醇提优化
［５］

在单因素考察的预试验基础上，选取乙醇体积分数（φ）、提取时间（狋）、提取温度（θ）、料液比（犿∶犞）

作为考察因素，依据犔９（３
４）做正交试验，结果如表１所示．表１中：γ为黄酮得率；犚为极差．

用极差分析法对试验的因素进行显著性分析，如表２所示．表２中：犛犛为平方和；犇犉为自由度；
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犕犛为均方值；犉为均方比．从表２可知：因素犃的均方比犉犃 为１４６．４，远大于犉临界值（犉０．０５（２，２）＝

１９．００），即乙醇体积分数对黄酮得率有非常显著的影响，而提取时间、料液比、提取温度对黄酮得率影响

不大．实验中，犃，犅，犆，犇４个因素对枇杷叶总黄酮得率的影响程度不同，各因素的影响程度依次为犃＞

犆＞犇＞犅．结果显示：枇杷叶总黄酮最佳提取工艺为犃２犅２犆３犇３，即乙醇体积分数为７０％，提取时间为

１．５ｈ，提取温度为８０℃，料液比为１∶６０．

表１　枇杷叶总黄酮的醇提正交实验结果

Ｔａｂ．１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｌｏｑｕａｔ

试验号 犃
（φ／％）

犅
（狋／ｈ）

犆
（θ／℃）

犇
（犿（ｇ）∶犞（ｍＬ））

犇（５１０） γ／％

１ ６０ １．０ ６０ １∶４０ ０．７４５ ９．５３

２ ６０ １．５ ７０ １∶５０ ０．７８３ １０．０１

３ ６０ ２．０ ８０ １∶６０ ０．８０１ １０．２３

４ ７０ １．０ ７０ １∶６０ ０．７８７ １０．０６

５ ７０ １．５ ８０ １∶４０ ０．７８４ １０．０２

６ ７０ ２．０ ６０ １∶５０ ０．７７６ ９．９２

７ ８０ １．０ ８０ １∶５０ ０．７２３ ９．２６

８ ８０ １．５ ６０ １∶６０ ０．７０８ ９．０７

９ ８０ ２．０ ７０ １∶４０ ０．６９２ ８．８７

犓１ ９．９２３ ９．６１７ ９．５０７ ９．４７３

犓２ １０．０００ ９．７００ ９．６４７ ９．７３０

犓３ ９．０６７ ９．６７３ ９．８３７ ９．７８７

犚 ０．９３３ ０．０８３ ０．３３０ ０．３１４

表２　枇杷叶总黄酮的醇提正交实验方差分析

Ｔａｂ．２　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｌｏｑｕａｔ

因素 犛犛 犇犉 犕犛 犉

犃 １．６１０９ ２ ０．８０５４０ １４６．４００

犅 ０．０１０９ ２ ０．００５４５ １．０００

犆 ０．７４３７ ２ ０．３７１８０ １５．０００

犇 ０．１６７３ ２ ０．０８３６５ １５．１８０

　　按最优条件进行试验，验证结果是否与预期指

标值接近，以证明正交实验得出的工艺条件的稳定

可靠性．结果表明：在正交优化条件下，乙醇提取试

验的黄酮５次平均得率为１２．２１６％，相对标准偏差

值为５．７３％，重现性较好．

２．２　黄酮脂质体的制备处方优化

２．２．１　脂质体的形态观察　脂质体是由卵磷脂和

胆固醇为骨架膜材料制成的，具有双分子层结构的封闭囊状体，是因为常见的磷脂分子结构有两条较长

的疏水烃链和一个亲水基团，而中间的囊状体有两条较长的可以包封所需要的药物．空白脂质体和黄酮

脂质体在油镜下的形态，如图１所示．从图１可以看到：空白脂质体中的磷脂双分子层及中间的空白囊

状体，类似与细胞的双层膜结构，说明所制备的空白脂质体比较完整；脂质体中包裹了黄酮分子．

　　　（ａ）空白脂质体　　　　　　　　　　　（ｂ）黄酮脂质体（×２０００）

图１　脂质体在油镜下的形态

Ｆｉｇ．１　Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓｕｎｄｅｒｔｈｅｏｉｌｉｍｍｅｒｓｉｏｎｌｅｎｓ

２．２．２　黄酮脂质体的制备处方优化　选取卵磷脂与胆固醇的质量比（犿１∶犿２）、卵磷脂与黄酮的质量

比（犿１∶犿３）、磷酸盐缓冲液ｐＨ 值作为考察因素，依据犔９（３
３）做正交实验，结果如表３所示．采用极差

分析法对试验因素进行显著性分析，结果如表４所示．
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从表４可知：犃，犅，犆３个因素对黄酮脂质体包封率的影响程度不同，各因素的影响程度依次为犃＞

犆＞犅．从表３可知：枇杷叶黄酮脂质体的最佳处方为犃３犅３犆１，即卵磷脂与胆固醇的质量比为４∶１，卵磷

脂与黄酮的质量比为２０∶１，磷酸盐缓冲液ｐＨ值为５．８．

表３　黄酮脂质体制备的正交试验结果

Ｔａｂ．３　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

试验号 犃
（犿１（ｇ）∶犿２（ｇ））

犅
（犿１（ｇ）∶犿３（ｇ））

犆
（ｐＨ） η／％

１ ２∶１ １０∶１ ５．８ ３８．７５

２ ２∶１ １５∶１ ６．０ ２４．７６

３ ２∶１ ２０∶１ ７．５ ４２．６７

４ ３∶１ １０∶１ ６．０ ２９．５８

５ ３∶１ １５∶１ ７．５ ４３．２６

６ ３∶１ ２０∶１ ５．８ ４１．１６

７ ４∶１ １０∶１ ７．５ ４０．００

８ ４∶１ １５∶１ ５．８ ４８．６４

９ ４∶１ ２０∶１ ６．０ ４６．６２

犓１ ３５．３９３ ３６．１１０ ４２．８５０

犓２ ３８．０００ ３８．８８７ ３３．６５３

犓３ ４５．０８７ ４３．４８３ ４１．９７７

犚 ９．６９４ ７．３７３ ９．１９７

表４　黄酮脂质体制备的方差分析

Ｔａｂ．４　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

因素 犛犛 犇犉 犕犛 犉

犃 １５０．９７６ ２ ７５．４８８０ １．６９９

犅 ８３．２０５ ２ ４１．６０２５ ０．９３６

犆 １５４．６１９ ２ ７７．３０９５ １．７４０

　　按最优处方进行黄酮脂质体制备的正交实验验

证，结果表明，黄酮脂质体制备试验的５次黄酮包封

率平均值为５１．４５％，相对标准偏差值为１．４４％，重

现性较好．

２．３　枇杷叶黄酮及其脂质体的抗氧化性能

不同抗氧化剂对猪油的抗氧化性能［１８］，如图２

所示．从图２可以看出，添加了不同剂量的黄酮及

黄酮脂质体组，相对于空白对照组，均呈现不同的抗氧化活性；随着添加剂量的增加，过氧化值减小，显

示抗氧化性增强．当黄酮的添加剂量为０．５％时，其抗氧化作用强于添加剂量为０．０５％的ＴＢＨＱ；在质

量分数相同的前提下，黄酮脂质体的抗氧化效果明显优于黄酮溶液．此外，质量分数为０．５％黄酮脂质

图２　不同抗氧化剂对猪油的抗氧化性能

Ｆｉｇ．２　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｏｎｌａｒｄｏｉｌ

体与质量分数为０．０２％的抗坏血酸（Ｖｃ）混合物的抗氧

化效果最好，表明黄酮脂质体与抗坏血酸（Ｖｃ）复配后，

对猪油具有较好的抗氧化协同增效作用．

３　结论

实验以总黄酮提取率为指标，考察了４种影响因

素，得到枇杷叶黄酮类化合物提取最佳工艺条件：乙醇

体积分数为７０％，料液比为１∶６０，提取温度为８０℃，

提取时间为１．５ｈ．其中，乙醇质量分数对黄酮的提取率

有显著性影响．以包封率为衡量指标，对总黄酮脂质体

的处方进行优化，得出枇杷叶黄酮脂质体的最佳处方：

卵磷脂与胆固醇的质量比为４∶１，卵磷脂与黄酮的质量

比为２０∶１，磷酸盐缓冲液ｐＨ值为５．８．

抗氧化实验结果显示，不同浓度的黄酮及其脂质体对猪油都具有一定的抗氧化作用，且随着添加剂

量的增加抗氧化能力增强．当质量分数相同时，黄酮脂质体的抗氧化效果明显好于黄酮溶液．究其原因

可能是，脂质体的制备增加了黄酮的稳定性，减少其在体外的自身氧化作用，使其显示出比黄酮溶液具
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有更强的抗氧化效应．

通过正交试验设计，优选乙醇回流法提取枇杷叶总黄酮的最佳工艺，为工业提取批把叶总黄酮工艺

提供依据．对枇杷叶中黄酮类化合物的提取及其脂质体制备工艺的初步探讨，其结果对提高枇杷叶的

综合开发利用具有一定的理论指导意义．
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