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摘要：目的 采用响应面法优化罗汉松种子总黄酮超声提取工艺，并考查总黄酮的抗氧化活性。方法 基

于单因素试验，以料液比、超声时间、超声温度为自变量，以总黄酮得率和 DPPH 自由基的清除率为因

变量，采用三因素三水平的响应面分析法，确定最佳提取工艺条件。结果 得到最佳工艺参数：在超声

频率为 40 kHz、超声功率为 200 W 时，料液比（g/mL）为 1 50∶ 、超声温度为 70 ℃、超声时间为 2.7 h，

其理论预测值总黄酮得率为 27.54 mg/g（n=3，相对标准偏差为 1.63%）。当添加稀释 10 倍的总黄酮提

取液 0.50 mL 时，对 DPPH 自由基的清除率达到 87.2%、对 Ce（Ⅳ）还原率达到 84.2%；当添加稀释

10 倍的总黄酮提取液 0.90 mL 时，对 OH 自由基的清除率为 88.1%。结论 采用响应面法优化得到的超

声波辅助提取工艺稳定、可靠，可用于罗汉松种子总黄酮的提取。罗汉松种子总黄酮可作为优良的天然

抗氧化剂资源。 
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ABSTRACT: The work aims to optimize the ultrasonic extraction process of flavonoids from Podocarpus macrophyllus 

seeds by response surface methodology and investigate the antioxidant activity of flavonoids. Based on the single factor 

test, with the material liquid ratio, ultrasonic time and ultrasonic temperature as independent variables and the yield of 

flavonoids and DPPH radical scavenging rate as dependent variables, the best extraction process conditions were deter-

mined by three-factor and three-level response surface analysis. The optimal process parameters were ultrasonic frequen-

cy of 40 kHz, ultrasonic power of 200 W, material liquid ratio (g/mL) of 1:50, ultrasonic temperature of 70 ℃ and ultra-

sonic time of 2.7 h. The theoretically predicted yield of flavonoids was 27.54 mg/g (n=3, relative standard deviation of 

1.63%). When 0.50 mL of flavonoids extract diluted 10 times was added, the DPPH radical scavenging rate was 87.2% 

and the reduction rate of Ce (Ⅳ) was 84.2%. When 0.90 mL of flavonoids extract diluted 10 times was added, the sca-

venging rate of OH was 88.1%. The ultrasonic assisted extraction process optimized by response surface methodology is 
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stable and reliable, and can be used to extract flavonoids from Podocarpus macrophyllus seeds. The flavonoids of Podo-

carpus macrophyllus seeds can be used as excellent natural antioxidant resources. 

KEY WORDS: Podocarpus macrophyllus; response surface methodology; flavonoids; antioxidant activity 

罗汉松，又名罗汉杉、土杉，学名 Podocarpus 
macrophyllus（Thumb.) D. Don，为裸子植物门罗汉松

科的一属，为绿乔木，是我国国家二级保护植物，主

要分布于热带、亚热带及南温带[1]。近年来国内外学

者对罗汉松药材的成分和药理[2]进行了研究，研究发

现其中的双黄酮类、芹菜素等成分具有抗肿瘤、抗病

毒、抗氧化[3-5]、抗炎及对血液系统和神经系统等多

方面的药理作用[6-8]。罗汉松花托汁对实验动物无明

显的毒性反应作用，罗汉松实醇提物有降低血脂、护

肝及抗氧化作用[5]。王全泽等[9]采用闪式提取法提取

罗汉松叶中的总黄酮，刘睿等[10]采用正交试验法提取

罗汉松叶总黄酮，张东峰[11]采用响应面优化方法提取

罗汉松茎中总黄酮，黄凤音等[12]用正交试验法优化罗

汉松果实中总黄酮的提取工艺。目前未见采用响应面

法优化罗汉松种子总黄酮提取的研究，响应面法比正

交试验法对提取工艺的研究更加精准。对罗汉松总黄

酮含量的测定方法主要有 NaNO2–Al3+–NaOH 显色法

（芦丁为对照）。当测量波长为 500 nm 时，某些黄

酮类物质如槲皮素、山萘酚显色后在波长 500 nm 处

无最大吸收，而酚酸在波长 500 nm 处有较强吸收，

对于酚酸含量较高的样品，可能会得到虚高的测定

值[13]；当测量波长为 253 nm 时，测量的线性范围太

窄（芦丁质量浓度为 0.639～1.758 μg/mL[14]）。由于

稀释倍数的增多和稀释倍数的不同，对单因素和中心

组合试验的比较带来较大的测量误差。本研究以总黄

酮得率（测量波长 500 nm）和对 DPPH 的清除率为

因变量（以校正 NaNO2–Al3+–NaOH 显色法的虚高

值），采用响应面法优化超声波辅助提取罗汉松种子

总黄酮的工艺，并进行其抗氧化性试验，为罗汉松种

子总黄酮的开发利用提供技术支撑。 

1  试验 

1.1  材料与仪器 

主要材料：罗汉松种子采于 2018−07 嘉兴职业

技术学院校园内，洗净、杀青 5 min 后，于 60 ℃下

干燥，粉碎后储存于−26℃冰箱；无水乙醇、NaOH、

NaHCO3、浓 H2SO4、NaNO2、Al(NO3)3、Na2SO4 均

为分析纯，上海联试化工试剂有限公司；维生素 C，

天津博迪化工股份有限公司；芦丁（纯度≥95.0%），

国药集团化学试剂有限公司；1,1–二苯基–2–三硝基

苯肼（DPPH，纯度为 98%），东京化成工业株式会

社；果胶酶（酶活力≥50.0 μ/g），国药集团化学试剂

有限公司；硫酸铈（AR），北京康普汇科技有限公司。 

主要仪器：UV–1800PC 紫外可见分光光度计，

上海色谱仪器有限公司；ATY224 分析天平，日本岛

津；KQ5200B 超声仪，昆山市超声仪器有限公司；

CR21N 高速冷冻离心机，日本日立；DK–S24 型恒温

水浴锅，上海森信实验仪器有限公司；电热恒温干燥

箱，上海精宏实验设备有限公司；JYS–MO1 九阳磨

粉机，九阳股份有限公司；Millipore 超纯水仪，美国

密理博公司。 

1.2  方法 

1.2.1  总黄酮的提取及总黄酮得率的测定   

称取罗汉松种子粉末2.500 g，在超声频率为40 kHz，
超声功率为 200 W 时，改变料液比、超声温度和超声

时间浸提，浸提液冷冻离心后，取上清液定容至一定

体积，采用 NaNO2–Al3+–NaOH 显色法测黄酮含量[15]，

按式（1）计算罗汉松种子总黄酮得率。 
c n VX

m
× ×=

           
   (1) 

式中：X 为总黄酮得率，mg/g；c 为总黄酮质量

浓度，mg/mL；n 为提取液稀释倍数；V 为供试液体

积，mL；m 为样品质量，g。 

1.2.2  抗氧化性测定 

DPPH 自由基清除率参照陈凌等[16]的方法测定；

OH 自由基清除率参照陈凌等[17]的方法测定；Ce(Ⅳ)
的还原率参照陈凌等[17]的方法测定。 

1.2.3  单因素试验 

以总黄酮质量浓度（吸光度大则浓度大，后文

则用总黄酮吸光度表示总黄酮质量浓度）和 DPPH
清除率为指标，固定料液比（g/mL）为 1∶20、超声

温度为 30 ℃、超声时间为 1 h，考查提取溶剂，如

超纯水、超纯水+果胶酶（0.6 g/L）、95%乙醇、正丁

醇、乙酸乙酯、丙酮对总黄酮吸光度的影响；固定

提取溶剂的类型，设定超声温度为 40 ℃、超声时间

为 1.5 h，考查料液比（g/mL）分别为 1∶10、1∶20、
1∶30、1∶40、1∶50 时对总黄酮吸光度和抗氧化性

的影响（浸提后，上清液稀释到相同体积，测总黄

酮吸光度和对 DPPH 的清除率）；固定提取溶剂类型，

设定料液比（g/mL）为 1∶40、超声温度为 70 ℃，

考查超声时间分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 h
时对总黄酮吸光度和抗氧化性的影响；固定提取溶

剂类型，设定料液比（g/mL）为 1∶40、超声时间为

2.5 h，考查超声温度分别为 50、60、70、80 ℃时对

总黄酮吸光度和抗氧化性的影响。 
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1.2.4  响应面试验 

在单因素试验的基础上，选取对总黄酮含量和

DPPH 清除率影响较大的料液比（A）、超声时间（B）、

超声温度（C）3 个因素，采用 Box–Behnken 中心组

合设计了三因素三水平的优化试验，试验因素及水平

见表 1。 
 

表 1  试验因素与水平 
Tab.1 Test factors and levels 

水平 料液比(A)/ 
(g‧mL−1) 

超声 
时间(B)/h 

超声 
温度(C)/℃ 

−1 1∶30 2.0 60 

0 1∶40 2.5 70 

1 1∶50 3.0 80 
 

1.3  数据处理  

所有试验均平行 3 次，用 Excel 2010 对试验数据

进行记录和处理，采用 Origin 9.0 软件作图、

Design–Expert 8.0.6 软件对试验进行设计及分析。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验 

2.1.1  提取溶剂 

由表 2 可知，极性大的溶剂提取的总黄酮吸光度

大，超纯水浸提总黄酮的吸光度最大。提取黄酮类物

质常用的溶剂有丙酮、甲醇、乙醇等，但由于丙酮、

甲醇的毒性较大，一般多采用乙醇为提取溶剂。据文

献报道，体积分数为 90%以上的乙醇适于提取大多数

极性较小的游离黄酮，体积分数为 70%的乙醇适于提

取黄酮苷类和极性较大的游离黄酮（如羟基黄酮、双

黄酮等）[18]。纯水提取罗汉松种子总黄酮吸光度最大，

说明罗汉松种子总黄酮主要是极性较大的游离黄酮，

且水经济易得，安全性高，因此提取溶剂选用水。 
 

表 2  提取溶剂对罗汉松种子总黄酮含量的影响 
Tab.2 Effect of extraction solvent on the concentration of 

flavonoids in Podocarpus macrophyllus seeds 

提取溶剂 总黄酮提取液的吸光度/(L‧g−1‧cm−1) 

超纯水 0.516±0.002 

超纯水+酶 0.227±0.003 

乙醇(95%) 0.101±0.002 

正丁醇 0.021±0.002 

乙酸乙酯 0.060±0.001 

丙酮 0.047±0.001 

2.1.2  料液比 

由图 1a 可知，随着料液比的增加总黄酮吸光度

和对 DPPH 的清除率先升后降，料液比（g/mL）为

1 40∶ 时，总黄酮吸光度和对 DPPH 的清除率最大。

因为溶剂用量少，与物料接触不充分，黄酮类物质提

取不完全，总黄酮吸光度小，随着溶剂用量的增加，

物料和溶剂充分接触，黄酮类物质溶出量增大，但提

取溶剂用量太大时可能使其他杂质溶出，导致总黄酮

吸光度下降[19]。总黄酮吸光度大对 DPPH 的清除率就

大，因此两者的变化一致。故选择料液比（g/mL）为

1 40∶ ，这与黄凤音等[12]的研究结果一致。 

2.1.3  超声时间 

由图 1b 看出，随着超声时间的增加总黄酮吸光

度和 DPPH 的清除率先增后降，在 2.5 h 时清除率最大。

原因是超声波具有较强的声冲流和声空化作用，能加速

细胞壁的破碎[20]，从而使黄酮类物质溶出率增大。超

声时间进一步延长时，一方面机械的振动作用破坏黄酮

的结构，另一方面与空气接触时间长，部分黄酮被氧化，

从而使总黄酮的浓度降低。提取液的抗氧化性主要来自

总黄酮，因此 DPPH 清除率的变化与总黄酮吸光度的变

化相同。综上，选择超声时间为 2.5 h。 

2.1.4  超声温度 

从图 1c 得出，随超声温度的升高总黄酮吸光度

先增后减，70 ℃时吸光度达到最大，这是因为温度

升高会加速罗汉松种子中黄酮类物质溶出，但过高

的温度会造成黄酮类物质被氧化、分解或缩合 [21]，

并且加速其他杂质的溶出，从而导致总黄酮吸光度

降低。提取液对 DPPH 清除率随温度的升高而增加，

这是因为超声温度高于 70 ℃时虽然总黄酮的吸光度

下降，但是高温有利于抗氧化多糖溶出，所以提取

液的抗氧化性不随黄酮吸光度的减小而降低。两者

综合，选择超声温度为 70 ℃。温度是影响黄酮得率

的一个重要因素，罗汉松黄酮提取工艺的研究目前

未见对温度的考查。 

2.2  响应面法优化罗汉松总黄酮提取工艺 

2.2.1  Box–Benhken 试验设计及结果 

以料液比（A）、超声时间（B）、超声温度（C）

为自变量，以总黄酮得率（Y1）和 DPPH 的清除率（Y2）

为因变量，采用 Box–Behnken 中心组合设计了三因

素三水平的优化试验，试验设计及结果见表 3。 

2.2.2  回归模型的建立与显著性分析 

利用 Design–Expert 8. 0. 6 软件对表 3 试验的 Y1

和 Y2 响应值拟合，得回归模型的模拟方程： 
Y1=27.73−0.025A+3B+2.28C−0.7AB−1.38AC+0.5

3BC−1.28A2−3.38B2−12.68C2 
Y2=68.73+0.81A+7.36B+5.18C+2.38AB−3.4AC−7

BC+3A2−9B2−20.83C2 
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图 1  各因素对总黄酮吸光度和 DPPH 自由基清除率的影响 
Fig.1 Effect of various factors on concentration of flavonoids and DPPH radical scavenging rate 

 
表 3  Box-Behnken 试验设计及响应值 

Tab.3 Design and response values of Box-Behnken test  

序号 料液比（A） 超声时间（B） 超声温度（C） 
总黄酮得率 

（Y1）/(mg‧g−1) 
DPPH 的清除 
（Y2）率/% 

实测值 预测值 实测值 预测值 

1 −1 −1 0 18.7 18.88 56.9 56.93 

2 −1 1 0 19.9 20.38 53.4 53.8 

3 1 −1 0 26.9 26.43 67.3 66.9 

4 1 1 0 25 24.83 73.3 73.28 

5 0 −1 −1 9 10.15 41 41.51 

6 0 −1 1 12 12.85 49.8 49.94 

7 0 1 −1 18.3 17.45 58.8 58.66 

8 0 1 1 15.8 14.65 54 53.49 

9 −1 0 −1 7.8 6.47 19.9 19.36 

10 1 0 −1 12.1 11.42 48.2 48.09 

11 −1 0 1 9.3 9.97 43.6 43.71 

12 1 0 1 15.7 17.02 43.9 44.44 

13 0 0 0 28.5 27.73 67.6 68.73 

14 0 0 0 27.5 27.73 69.7 68.73 

15 0 0 0 27.2 27.73 68.9 68.73 
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由表 4 可知，该模型极显著（P<0.001），失拟项

不显著（F>0.05），说明该模型与实际结果拟合性很

好。模型的总黄酮校正相关系数 R2
Adj=0.963 3，表明

响应值 Y1 有 96.33%受模型中所涉及的各因素的影

响。模型的总黄酮相关系数 R2=0.986 9，相对标准偏

差（RSD）为 7.73%，说明响应值 Y1 与模型预测的试

验 结 果 相 匹 配 。 模 型 的 DPPH 校 正 相 关 系 数

R2
Adj=0.996 3，表明响应值 Y2 有 99.63%受模型中所涉

及 的 各 因 素 的 影 响 。 模 型 的 DPPH 相 关 系 数

R2=0.998 7，变异系数（CV）为 1.59%，说明响应值

Y2 与模型拟合度良好，进一步说明该模型的可靠性。

由 F值可判断各因素对总黄酮得率和 DPPH清除率的

影响程度，F 值越大，影响越强。对总黄酮得率影响

因素的顺序从大到小为超声时间（B）、超声温度（C）、

料液比（A），对 DPPH 清除率的影响顺序同总黄酮得

率的影响顺序。 

2.2.3  响应曲面分析 

响应面为响应值与两两交互因素所构成的三维

空间曲线图，响应曲面越陡峭表示该因素对响应值 Y
的影响越显著 [22]。与响应面相对应的等高线越密集

形成椭圆形或马蹄形，表示两因素交互作用越强，

反之则形成圆形[23]。如图 2—3 所示，对总黄酮得率

及 DPPH 的清除率的影响因素 B、C 之间的交互作用

很强。 

2.2.4  试验结果验证 

通过 Design–Expert 8.0.6 软件，以总黄酮得率和
对 DPPH 的清除率为指标分析确定了最佳工艺参数：
在超声频率为 40 kHz、超声功率为 200 W 时，料液
比（g/mL）为 1 47∶ 、超声温度为 70.4 ℃、超声时间
为 2.7 h，理论预测总黄酮得率为 27.53 mg/g，对 DPPH
的清除率为 72.8%。结合实际操作过程中仪器设备的可
行性，将提取工艺参数修正为料液比（g/mL）为 1 50∶ 、
超声时间为 2.7 h、超声温度为 70 ℃，总黄酮平均得
率为 27.54 mg/g（n=3，RSD 值为 1.63%）。修正后
的值与预测值非常接近，证明该结果合理可靠。  

2.3  罗汉松种子总黄酮体外抗氧化能力 

2.3.1  对 DPPH 自由基的清除能力 

从图 4a 可知，稀释 10 倍的罗汉松种子总黄酮提取
液对 DPPH 的清除率大于质量分数为 0.05%的维生素 C
对 DPPH 的清除率。当添加量为 0.50 mL 时，总黄酮提
取液对 DPPH 的清除率为 87.2%，质量分数为 0.05%的
维生素 C 对 DPPH 的清除率为 77.3%。在质量浓度为
0~34.4 μg/mL 时，罗汉松种子总黄酮对 DPPH 自由基 

 
表 4  Y1 和 Y2 二项式回归模型系数显著性检验 

Tab.4 Significance test of coefficients in binomial regression model of Y1and Y2 

方差 
来源 

总黄酮得率（Y1） DPPH 的清除率（Y2） 

平方和 自由度 均方 F 值 P 值 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 748.35 9 83.15 41.78 0.000 4** 2 821.53 9 313.5 419.78 <0.000 1**

A 5.00×10−3 1 5.00×10−3 2.51×10−3 0.962 5.28 1 5.28 7.07 0.044 9* 

B 72 1 72 36.17 0.001 8** 433.65 1 433.65 580.65 <0.000 1**

C 41.41 1 41.41 20.8 0.006 1** 214.24 1 214.24 286.87 <0.000 1**

AB 2.4 1 2.4 1.21 0.322 22.56 1 22.56 30.21 0.002 7**

AC 7.56 1 7.56 3.8 0.108 8 46.24 1 46.24 61.91 0.000 5**

BC 1.1 1 1.1 0.55 0.490 2 196 1 196 262.44 <0.000 1**

A2 6.04 1 6.04 3.04 0.141 9 33.14 1 33.14 44.37 0.001 2**

B2 54.14 1 54.14 27.2 0.003 4** 299.35 1 299.35 400.83 <0.000 1**

C2 593.58 1 593.58 298.23 <0.000 1** 1 601.92 1 1 601.92 2 144.95 <0.000 1**

残差 9.95 5 1.99   3.73 5 0.75   

失拟 9.02 3 3.01 6.49 0.136 4 1.49 3 0.5 0.44 0.748 6 

纯误差 0.93 2 0.46   2.25 2 1.12   

总和 758.3 14    2 825.26 14    

注：*表示差异显著，P<0.05；**表示差异极显著，P<0.01。  
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图 2  两因素交互作用对总黄酮得率的响应面 
Fig.2 Response surface for the interaction of two factors on the yield of flavonoids 

 

 
 

图 3  两因素交互作用对 DPPH 自由基清除率的响应面 
Fig.3 Response surface for the interaction of two factors on DPPH radical scavenging rate 
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清除能力具有明显的剂效关系，罗汉松种子总黄酮和

维生素 C 的半抑制浓度分别为 13.2 和 150.6 μg/mL，

罗汉松种子总黄酮提取液对 DPPH 自由基清除的清

除能力强于维生素 C 的。 

2.3.2  对 OH 自由基的清除能力 

由图 4b 可知，稀释 10 倍的罗汉松种子总黄酮提

取液添加体积为 0.1~0.7 mL 时，添加量越大，清除

OH 自由基的能力越强。添加量为 0.90 mL 时，总黄

酮提取液对 OH 的清除率为 84.28%，质量分数为

0.02%的维生素 C 对 OH 的清除率为 61.96%。在质

量浓度为 0~48.2 μg/mL 时，罗汉松种子总黄酮对 OH
自由基清除能力具有明显的剂效关系，罗汉松种子

总黄酮和维生素 C 的半抑制浓度分别为 20.4 和 
106.6 μg/mL，罗汉松种子总黄酮对 OH 自由基清除的

清除能力强于维生素 C 的。 

2.3.3  对 Ce(IV)的还原能力 

从图 4c 看出，稀释 10 倍的罗汉松种子总黄酮  

添加体积为 0.05～0.5 mL 时，随着添加量的增加还

原能力增强。当添加量为 0.05 mL 时，总黄酮提取

液对 Ce(Ⅳ)还原率为 84.2%，质量分数为 0.05%的

维生素 C 对 Ce(Ⅳ)还原率为 47.3%。在质量浓度为

0~34.4 μg/mL 时，罗汉松种子总黄酮对 Ce(Ⅳ)的还原

能力具有良好的剂效关系，罗汉松种子总黄酮和维生

素 C 的半抑制浓度分别为 15.4 和 277.4 μg/mL，罗汉

松种子总黄酮对 Ce(Ⅳ)的还原能力强于维生素 C 的。 
以上对 DPPH 自由基、OH 自由基清除率和对

Ce(Ⅳ)还原率测定结果表明，罗汉松种子总黄酮具有

较强的抗氧化活性，抗氧化性强于维生素 C 的，罗汉

松种子总黄酮对 DPPH 自由基、OH 自由基的清除能

力强于罗汉松叶总黄酮的[9,11]，也强于罗汉松总二萜

的[24]。罗汉松种子总黄酮对 DPPH 自由基、OH 自由

基的清除力与对 Ce(Ⅳ)的还原力存在一定的差异性，

可能与不同的抗氧化体系考察的抗氧化活性的不同

有关｡ 

 
 

 
 

图 4  罗汉松种子总黄酮与不同体积分数的维生素 C 的抗氧化性比较 
Fig.4 Comparison of antioxidant activity between flavonoids in  

Podocarpus macrophyllus seeds and Vc with different volume fractions  
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3  结语 

溶剂浸提法是实际生产中提取活性成分最传统

的方法之一，因操作简单，其应用范围较为广泛。由

于罗汉松种子总黄酮有较强的极性，水是一种良好溶

剂，选择水为提取溶剂，对人体健康安全。 
Box–Behnken Design 克服了正交试验只能给出

每个试验因素的最佳组合，而无法找出整个区域内

的因素最佳组合和最优响应值的缺点，使用方便、

计算比较简便、优选条件预测性好。根据单因素试

验采用 Box–Behnken Design 对罗汉松种子总黄酮的

提取工艺进行优化，得出最佳提取工艺条件：在超

声频率为 40 kHz、超声功率为 200 W 时，以水为提

取剂、料液比（g/mL）为 1 50∶ 、超声时间为 2.7 h、
超声温度为 70 ℃，此条件下总黄酮平均得率为

27.54 mg/g（n=3，RSD 值为 1.63%），表明此最佳

工艺可行。 
抗氧化试验表明，罗汉松种子总黄酮具有较好

的清除 DPPH 自由基、OH 自由基和还原 Ce(Ⅳ)的
能力，在所试浓度范围呈现了较好的剂效关系。罗

汉松种子总黄酮具有较强的抗氧化活性，其抗氧化

性强于维生素 C 的，可作为优良的天然食品抗氧化

剂和保健食品资源。 
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