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辣木叶乙醇提取物的抗氧化活性研究 
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摘要：确定辣木叶中总抗氧化物质的最佳提取条件，并评价其体外抗氧化活性。在单因素试验结果的基础上，以 DPPH 自由基

清除率为评价指标，通过采用正交试验研究乙醇体积分数、提取温度、料液比和提取时间 4 个因素对辣木叶抗氧化物质抗氧化活性的

影响。结果表明：最佳提取条件为提取温度为 90 ℃、料液比为 1:30、乙醇体积分数为 60%、提取时间为 1.5 h，在此条件下，辣木叶

中多酚含量为 69.36±0.58 mg/g，黄酮含量为 53.72±0.48 mg/g，DPPH 自由基清除率为 57.83±0.14%。辣木叶抗氧化物质粗提物对 DPPH、

ABTS 和·OH 自由基具有具有较好的清除效果，还原能力较弱，其 EC50值分别为 86、31 和 140 µg/mL，对 DPPH、ABTS 和·OH 自

由基清除率分别达到相同质量浓度 BHT 的 98.26%、99.04%和 96.63%，并与辣木叶粗提物质量浓度存在一定的量效关系。 
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Abstract: To optimize the extraction conditions of antioxidant components from Moringa oleifera leaves and evaluate the antioxidant 

activity. Based on the results of univariate experiments, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging rate was used as the 

evaluation index.  Effects of ethanol concentration, extraction temperature, the ratio of liquid to material and extraction time on the antioxidant 

activity of the antioxidant components from Moringa oleifera leaves were studied by orthogonal test. The results showed that the optimal 

parameters of extraction were as follows: extraction temperature of 90 ℃, the ratio of liquid and material of 1:30, ethanol concentration of 60% 

and extraction time of 1.5 h. Under these conditions, the flavonoids and polyphenol content were 69.36±0.58 mg/g and 53.72±0.48 mg/g, 

respectively, and the clearance of DPPH free radical was 57.83±0.14%. The crude extracts obtained from Moringa oleifera leaves had strong 

scavenging capacity on DPPH, 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and hydroxyl radical (·OH) free radical in a 

dose-dependent manner, but its reducing power was weak. The EC50 values of crude extracts were 86, 31 and 140 µg/mL, respectively. The 

scavenging impact of the three radicals accounts for 98.26%, 99.04% and 96.63% of butylated hydroxytoluene (BHT), respectively. 
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细胞内自由基产生的损伤可导致癌症、心血管疾

病和免疫系统衰退等多种退变性疾病，摄入外源性的

抗氧化剂能有效地预防或抑制这些疾病的发生[1,2]。一 
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些人工合成的抗氧化剂大多含有一定程度的毒性、诱

癌性和致畸性，甚至会引起食物中毒[3]。此外，以高

抗氧化活性的植物材料开发的抗氧化食品受到广泛的

重视，也是植物资源利用的新趋势[4]。辣木（Moringga 
oleifera Lam.），属辣木科辣木属植物，广泛分布于亚

洲、非洲的热带和亚热带地区[5]。辣木全身均可供人

类食用与利用[6]。其中辣木叶含有丰富的钾、钙、磷、

必需氨基酸以及多酚等物质[7]。研究已表明辣木叶具

有抗氧化[8~10]、抗癌[11]、降血脂[12]、降血糖[13~15]、增

强免疫力[16]以及抑菌[17]等多种生物活性功效。 
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虽然许多学者对辣木叶中营养成分、活性成分及

抗氧化等方面进行了研究，但辣木叶中总抗氧化物质

提取工艺及其抗氧化活性的研究还未见报道。因此，

本实验以 DPPH 自由基清除率为考察指标，乙醇为提

溶剂，通过单因素试验和正交试验优化辣木叶中抗氧

化物质提取工艺参数，并评价其体外抗氧化活性，以

期为天然高抗氧化性辣木食品的开发提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

辣木叶，河南金辣木生物科技有限公司；2,6-二
叔丁基对甲酚、ABTS 和福林酚，美国 sigma 公司；

DPPH、芦丁和绿原酸，上海源叶生物技术有限公司；

羟自由基清除能力测定试剂盒，北京 Solarbio 科技有

限公司；其他试剂均为分析纯。 

UV1780 紫外分光光度仪，日本岛津公司；

ALPHA2-4 实验型冻干机，德国 CHRIST 公司；RE- 
2000B 旋转蒸发仪，上海亚荣仪器厂；HH-4 恒温水浴

锅，金坛市国旺实验仪器厂；Milli-Qlntegral 纯水仪，

法国密理博公司。 

1.2  方法 

1.2.1  样品处理 
将辣木叶进行粉碎处理后，过 60 目筛，于-20 ℃

冰箱内避光保存。 
1.2.2  单因素试验 

准确称取 1.0 g 辣木叶粉，以乙醇体积分数、提取

温度、料液比和提取时间为考察因素，按照表 1 的方

案设计进行单因素试验，漩涡振荡回流提取一定时间

后，趁热减压抽滤，定容至 100 mL，提取液稀释后采

用 DPPH 法进行提取物抗氧化活性的测定。 
表1 单因素试验 

Table 1 Univariate experiments 

考察因素 水平设计 固定提取条件 

乙醇体积分数/% 30、40、50、60、70、80 料液比 1:20、60 ℃漩涡回流提取 1.0 h 

提取温度/℃ 40、50、60、70、80、90 料液比 1:20、乙醇体积分数 50%、漩涡回流提取 1.0 h 

料液比 1:10、1:20、1:30、1:40、1:50 乙醇体积分数 50%、80 ℃漩涡回流提取 1.0 h 
提取时间/h 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0 乙醇体积分数 50%、料液比 1:30、提取温度 80 ℃ 

1.2.3  正交试验 
在最佳单因素试验结果的基础上，设计 4 因素 3

水平正交试验，其方案如表 2 所示，以 DPPH 自由基

清除率为评价指标，进一步优化辣木叶抗氧化物质提

取工艺参数，每个处理重复 3 次。 
表2 正交试验因素水平 

Table 2 Parameters of orthogonal experiments 

水平 

因素 

A 乙醇 

体积分数/% 

B 提取 

温度/℃ 
C 料液比 

D 提取

时间/h

-1 40 70 1:20 1.5 

0 50 80 1:30 2.0 
1 60 90 1:40 2.5 

1.2.4  辣木粗提物黄酮、多酚含量的测定 
1.2.4.1  黄酮含量的测定 

移取 1.0 mL 样品液于 10 mL 容量瓶中，加适量

蒸馏水，先加 5 g/100 mL NaNO2溶液 0.5 mL，摇匀，

放置 6 min，再加 10 g/100 mL Al(NO3)3溶液 0.5 mL，
摇匀，放置 6 min，加 4 g/100 mL NaOH 溶液 4 mL，
用蒸馏水定容到 10 mL，摇匀，放置 15 min，以试剂

空白为参比，于 510 nm 处测定吸光度值，以芦丁标

准液浓度 X 为横坐标（mg/mL），吸光度值 Y 为纵坐

标，绘制标准曲线。标准曲线为：Y=9.26X-0.051，
（R2=0.9992）。 
1.2.4.2  多酚含量测定 

移取 1.0 mL 样品液加入到 25 mL 容量瓶中，再

分别加入 9 mL 蒸馏水，混合，加入 1 mL 福林酚试剂，

混合，在 5 到 8 min 内，加入 10 mL 7.0%的 Na2CO3

溶液，混合，加水定容。将上述标准溶液在 20 ℃条件

下避光放置 2 h 后，用上述方法制备空白试样，在 760 
nm 波长处测定吸光度。以绿原酸标准液浓度 X 为横

坐标（mg/mL），以吸光度 Y 为纵坐标绘制标准曲线。

标准曲线为：Y=4.22X+0.0045，R2=1。 
1.2.5  辣木叶粗提取物抗氧化活性的测定 

称取一定质量的辣木叶粉，按照最佳提取工艺参

数进行提取，利用旋转蒸发仪除去部分溶液后冷冻干

燥即得辣木叶抗氧化物质粗提物粉末。将该粗提物粉

末配制成一系列质量浓度（0、0.025、0.05、0.10、0.20、
0.40 mg/mL）的样品测试液，分别测定其 DPPH、ABTS
与·OH 自由基清除率以及总还原能力，以 BHT 作为

阳性对照。 
1.2.5.1  DPPH 自由基清除能力的测定 

参照 Moyo 等[18]的方法，略有改动：称取适量

DPPH 试剂，用无水乙醇溶解，配制成浓度为 0.135 
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mmol/L DPPH 工作液，取标准液或稀释后提取液 2.0 
mL，加入 2.0 mL DPPH 工作液，漩涡混匀，室温下

避光静置 30 min，于波长 517 nm 处测定吸光度。按

照式(1)计算 DPPH 自由基清除率。 
DPPH 自由基清除率(%)=[1-(A1-A2)/A0]×100  (1) 
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式中，A1：2.0 mL 提取液+2.0 mL DPPH 工作液吸光度；

A2：2.0 mL 提取液+2.0 mL 无水乙醇吸光度；A0：2.0 mL 纯水

+2.0 mL DPPH 工作液吸光度。 

1.2.5.2  ABTS 自由基清除能力的测定 
参考 Moyo 等[18]的方法，略有改动：向盛有 7 

mmol/L ABTS 溶液的烧杯中，加入相同体积的 2.4 
mmol/L 过硫酸钾溶液，在室温和避光的条件下反应

16 h，即得 ABTS+储备液，使用前用无水乙醇稀释直

至其在波长 734 nm 处吸光值为 0.70±0.01。0.5 mL 提

取液加到 3.0 mL ABTS+溶液中，避光反应 30 min 后，

于 734 nm 波长处测定吸光度。按照式(2)计算 ABTS
自由基清除率。 

ABTS 自由基清除率(%)=[1-AS/AC]×100     (2) 
式中，Ac：0.5 mL 纯水加 3.0 mL ABTS+试液的吸光值；

As：0.5 mL 样品液加 3.0 mL ABTS+试液的吸光值。 

1.2.5.3  总还原力的测定 
吸取 1.0 mL 样品液于试管中，加入 1.5 mL 0.2 

moL/L 磷酸盐缓冲液（pH=6.6）、1.5 mL 质量分数为

1%的铁氰化钾，混匀后于 50 ℃恒温水浴中反应 20 
min，冷却至室温后各加入 1.5 mL 质量分数为 10%的

三氯乙酸充分混匀后在离心机中以 4000 r/min离心 10 
min，取上清液 2.5 mL、加入 0.5 mL 新配置的质量分

数为 0.1%的三氯化铁溶液和 2 mL 蒸馏水，在常温下

充分混匀后在波长为 700 nm 处测定各个试管中样品

的吸光度值 A（以纯水作为参比）。 
1.2.5.4  羟自由基清除率的测定 

采用试剂盒测定样品羟自由基清除能力。吸取

150 µL 试剂一、400 µL 试剂二与 100 µL 试剂三于试

管中，立即混匀，防止局部颜色过浓，加入 250 µL 样

品液和 100 µL 试剂四，空白管为不加样品液和试剂

四，加 350 µL 纯水，对照管不加样品液，加 100 µL
试剂四和 250 µL 纯水，混匀，37 ℃反应 60 min，纯

水调零，于波长 536 nm 处测定吸光值，羟自由基清

除率按照式(3)计算。 
羟自由基清除率D(%)=(A 测-A 对)/(A 空-A 对)×100%  (3) 

式中，A 空、A 对和 A 测：空白管、对照管和测定管的吸光

值。 

1.2.6  数据处理 
采用 SPSS 22.0、Microsoft office Excel 2016 和

Origin 8.5 分析软件对数据进行处理和作图，试验重复

3 次，试验数据以平均值±标准差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素试验结果 

 
图1 不同提取条件对DPPH自由基清除率的影响 

Fig.1 Effects of different extraction parameters on the DPPH 

radical scavenging activity 

乙醇体积分数对DPPH自由基清除率的影响如图
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1a 所示。乙醇体积分数为 30%~50%时，清除率逐渐

增加；在乙醇体积分数为 50%时，达到最大值；之后

随着乙醇浓度的增大，清除率逐渐降低。这可能是因

为辣木叶中水溶性和醇溶性抗氧化物质在50%乙醇浓

度处有较好的溶解度，而且高浓度的乙醇溶液促使一

些叶绿素等成分的溶出量增加而影响了抗氧化物质的

溶出[19]。因此最佳乙醇体积分数为 50%。 
提取温度对 DPPH 自由基清除率的影响如图 1b

所示。提取温度为 40 ℃~50 ℃时，清除率无明显变化，

之后随着温度的升高，清除率呈现直线上升的趋势，

当温度高于 80 ℃时，上升幅度较小，趋于平缓。原因

可能是一些抗氧化物质如多酚等主要分布在叶肉组织

深层，稳定性好，需要较高的温度才能溶出[20]。考虑

到高温会消耗更多能源以及可能会使抗氧化物质发生

氧化降解反应，选择提取温度为 80 ℃进行后续试验。 
料液比对 DPPH 自由基清除率的影响如图 1c 所

示。料液比从 1:10 上升至 1:30 时，DPPH 自由基清除

能力增加显著；继续增加料液比，清除率呈水平趋势，

增加缓慢。这说明适当增加料液比有利于提高辣木叶

中抗氧化物质的浸出量，但过大的料液比会增加生产

成本并对后期分离纯化处理不利[19]。综合考虑，1:30
为最佳料液比。 

提取时间对 DPPH 自由基清除率的影响如图 1d
所示。提取时间从 0.5 h 增加到 2.0 h 时，清除率呈上

升趋势，在提取时间为 2.0 h 时达到最高值，继续延长

提取时间，清除率呈下降的趋势。这可能是因为提取

时间过长会导致辣木叶活性成分被氧化或分解。因此，

选取 2.0 h 为最佳提取时间。 

2.2  正交试验分析 

2.2.1  正交试验结果 
 

表 3 正交试验结果 

Table 3 Orthogonal experiment results 

序号 A B C D DPPH 自由基清除率/% 

1 -1 -1 -1 -1 50.86±0.29 

2 -1 0 0 0 53.15±0.46 

3 -1 1 1 1 56.10±1.04 

4 0 -1 0 1 52.40±0.56 

5 0 0 1 -1 53.27±0.12 

6 0 1 -1 0 55.07±0.99 

7 1 -1 1 0 52.18±0.67 

8 1 0 -1 1 52.44±0.12 

9 1 1 0 -1 57.09±0.37 

K1 160.11 155.44 158.37 161.21  

K2 160.74 158.86 162.64 160.40  

K3 161.71 168.26 161.55 160.94  

k1 53.37 51.81 52.79 53.74  

k2 53.58 52.95 54.21 53.47  

k3 53.90 56.90 53.85 53.65  
R 0.54 4.28 1.43 0.18  

表4 正交试验结果方差分析 

Table 4 Analysis of variance of orthogonal experiments 

来源 平方和 df 均方和 F 值 显著性 

A 1.31 2 0.65 1.78 0.196 

B 88.19 2 44.09 120.44 0.000 

C 9.87 2 4.94 13.48 0.000 

D 0.34 2 0.17 0.47 0.634 
误差 6.59 18 0.37   
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正交试验结果如表 3 所示。由该表可知，极差 R
值 B>C>A>D，即对辣木叶提取液总抗氧化物质提取

的影响主次因素为提取温度>料液比>乙醇体积分数>
提取时间。由 k 值可得出最佳提取组合为 A1B1C0D-1，

即提取温度为 90 ℃，料液比为 1:30，乙醇体积分数

为 60%，提取时间为 1.5 h。 
由表 4 可以看出，正交试验中提取温度和料液比

2 个因素对试验结果都有极大的显著性，显著性水平

均低于 0.001，乙醇体积分数和提取时间影响不显著。

表 3 中实验 9 满足最佳提取工艺条件，辣木叶提取液

对 DPPH 自由基的清除率为 57.09±0.37%。 
2.2.2  实验结果验证 

为评估最优提取工艺的可靠性，准确称取 3 份辣

木叶粉，每份质量为 1.0 g，按照最佳提取工艺参数进

行提取，三次平行试验所测定 DPPH 自由基清除率分

别为 57.98%、57.70%和 57.81%，即 DPPH 自由基清

除率为 57.83±0.14%，数值接近，差异较小，说明该

提取工艺较为可靠有效，可考虑作为扩大生产的提取

条件，测定结果见表 5。 
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表5 最优工艺参数的验证结果 

Table 5 Verification result for optimum technological conditions 
实验号 DPPH 自由基清除率/% 

1 57.98 

2 57.70 

3 57.81 

2.3  辣木叶粗提物中黄酮、多酚成分含量的分

析 

多酚类物质广泛存在于植物的叶、花以及种子组

织中[21]。本研究优化辣木叶中总抗氧化物质提取条

件，测得辣木叶中多酚含量为 69.36±0.58 mg/g，黄酮

含量为 53.72±0.48 mg/g。多酚类化合物可以显著地提

高植物粗提取物清除自由基或分解氧化物的能力，具

有协同效应[22]。高秋玉[23]等人认为黄酮类物质是辣木

叶抗氧化有效成分之一。 

2.4  辣木叶抗氧化粗提取物的抗氧化活性 

由图 2 可得出，在质量浓度为 0.025 mg/mL~0.4 
mg/mL 范围内，辣木叶粗提取的 DPPH 自由基清除率

随着质量浓度的增加而增加，清除率从 18.54%上升至

76.15%，当质量浓度达到最大值 0.2 mg/mL 时，其清

除能力是同质量浓度条件下阳性对照BHT的98.26%，

这说明辣木叶粗提物的 DPPH 自由基清除能力较强，

经计算后，辣木粗提物清除 DPPH 自由基的半数清除

质量浓度（EC50）为 86 µg/mL。 

 
图2 辣木叶粗提物对DPPH自由基的清除能力 

Fig.2 Effects of the crude extracts obtained from Moringa 

oleifera leaves on the DPPH free radicals scavenging ability 

 
图3 辣木叶粗提物对ABTS自由基的清除能力 

Fig.3 Effects of the crude extracts obtained from Moringa 

oleifera leaves on the ABTS free radicals scavenging ability 

由图 3 可知，辣木叶总抗氧化物质与 BHT 清除

ABTS 自由基的 EC50分别为 31 µg/mL 和 8.4 µg/mL。
随着粗提物质量浓度的升高，ABTS 自由基清除率呈

逐渐升高的趋势，并趋于平缓，其清除率从 32.06%上

升到 98.76%，在浓度为 0.1 mg/mL 时，ABTS 清除率

高达 97.60%，达到同质量浓度 BHT 的 ABTS 清除率

的 98.75%，之后其清除率趋于平缓。 

 
图4 辣木叶粗提物总还原能力 

Fig.4 Reducing power of the crude extracts obtained from 

Moringa oleifera leaves 

辣木叶粗提取物的总还原力见图 4，随着质量浓
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度的增加，其还原能力呈上升趋势，呈剂量依赖性。

这与 singh[24]等人的报道一致，认为辣木叶粗提取物具

有一定的还原能力，原因可能是辣木叶粗提物多酚物

质是一种电子供体，终止自由基链反应，将自由基转

变成稳定物质。Thirugnanasampandan[25]等人报道发现

植物粗提取物的还原能力与多酚类物质存在一定关

系。 

 
图5 辣木叶粗提物对·OH 自由基的清除能力 

Fig.5 Effects of the crude extracts obtained from Moringa 

oleifera leaves on the ·OH free radicals scavenging ability�

由图 5 可知，在 0.025 mg/mL 至 0.4 mg/mL 浓度

范围内，辣木叶抗氧化粗提物的·OH 清除率曲线几乎

呈线性上升的趋势，其清除率从8.48%增加到87.29%，

在此浓度范围内，粗提物对·OH 的清除效果与其浓度

存在量效关系，在浓度为 0.4 mg/mL 时，粗提物的·OH
清除率是 BHT 的 96.63%。经计算得出，辣木叶粗提

物与 BHT 清除·OH 的 EC50分别为 140 和 2.3 µg/mL。 
Moyo[18]等人比较辣木叶丙酮提物与水提物的抗

氧化能力，结果表明其丙酮提物的 DPPH 与 ABTS 自

由基清除能力强于水提物，在浓度为 1.0 mg/mL 时，

丙酮提物对DPPH和ABTS自由基清除率分别达到相

同质量浓度 BHT 的 99.61%和 96.75%，对 DPPH 清除

能力强于 ABTS 自由基清除能力，Sreelatha[10]等人研

究发现辣木叶甲醇提取物可以显著地减少DPPH自由

基，但其 DPPH 自由基清除能力弱于丙酮提取物；本

实验以乙醇为提取溶剂，在辣木粗提物浓度为 0.4 
mg/mL 时，对 DPPH 和 ABTS 自由基清除率便可分别

高达相同质量浓度BHT的98.26%和99.04%，对ABTS
自由基清除能力强于 DPPH 清除能力，这与 Moyo[18]

的研究结果不一致，存在这种差异性的原因可能是提

取溶剂极性或者植物生长环境的不同[10]。从 EC50 值

看，辣木叶粗提物对 3 种自由基的清除能力由高到低

依次为 ABTS>DPPH>·OH，这说明粗提物对不同自由

基的清除能力不同，这可能与辣木叶粗提物中黄酮、

多酚类等成分芳环结构上羟基结构有关[26]。由图 2 和

图 3 可知，辣木叶乙醇提取液具有较强的清除 DPPH、

ABTS 自由基的能力，Lu[27]等人研究发现 DPPH 自由

基清除率与多酚浓度具有高度相关性，这说明在辣木

叶乙醇提取液中，其多酚类成分含量较高。虽然不同

实验条件和提取溶剂会影响植物中抗氧化活性[28]，但

在本研究方法的基础上，乙醇毒性小，安全系数高，

是提取辣木叶中抗氧化活性物质的理想溶剂。 
Vongsak[9]等人以辣木鲜叶或干叶为原料，采用压

榨、高温浸提、常温浸渍以及索氏回流等方式提取辣

木叶中抗氧化物质，研究结果表明以常温浸渍的方式

处理辣木干叶可以有效促进抗氧化物质的溶出，但常

温浸渍方式耗时长，效率低；超临界二氧化碳萃取[29]、

超声-微波辅助萃取[30]等现代提取技术已应用到天然

植物中活性成分的提取，虽然这些技术具有时间短、

低温提取以及溶出率高等优点，但是漩涡振荡回流提

取技术操作简单、性价比高，符合企业的现实需求，

更易于工业化生产的推广。 

3  结论 

本试验以 DPPH 自由基清除率为评价指标，采用

单因素试验和正交试验确定了辣木叶中总抗氧物质提

取工艺参数，最佳提取条件为提取温度为 90 ℃、料液

比为 1:30、乙醇体积分数为 60%、提取时间为 1.5 h。
其中提取温度和料液比两个因素对DPPH自由基清除

率影响较大，具有极显著水平。在此条件下，辣木叶

提取液 DPPH 自由基清除能力为 57.83±0.14%。辣木

叶抗氧化物质粗提物具有较好的清除自由基的能力，

总还原力较弱，其清除 DPPH、ABTS 和·OH 自由基

的 EC50分别为 86、31 和 140 µg/mL，且具有较好的

剂量依赖性，这将为高抗氧化性辣木产品的开发提供

了理论依据。 
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