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摘要：采用响应面法优化云南丽江产玛咖叶总黄酮的提取条件。在单因素试验基础上，选择乙醇体积分数、提取温度、料液比

为影响因子，应用 Box-Benhnken 中心组合法进行 3 因素 3 水平试验设计，以玛咖叶总黄酮得率为响应值，进行响应面分析，并比较

玛咖叶总黄酮的体外抗氧化活性。结果表明，玛咖叶总黄酮的最佳提取条件为乙醇体积分数 65%、提取温度 64 ℃、料液比 29:1（mL/g），

在此条件下，玛咖叶总黄酮的得率可达到(2.49±0.02)%。同时建立了乙醇溶液提取玛咖叶总黄酮的二次数学模型，对目标产物提取具

有良好的预测作用。玛咖叶总黄酮体外清除羟自由基、1, 1-二苯基苦基苯肼（DPPH·）自由基和超氧阴离子自由基的 IC50值分别 0.605、

0.165、0.425 mg/mL，其清除 3 种自由基的能力均高于相同浓度的 2, 6-二叔丁基对甲酚（BHT），但低于 L-抗坏血酸。 
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Abstract: Response surface methodology (RSM) was employed to optimize the extraction conditions of total flavonoids from Maca 

leaves collected from Lijiang (Yunnan province). Based on single-factor tests, Box-Benhnken center composite experiment was carried out with 

three factors, including alcohol concentration, extraction temperature, solid-to-solvent ratio. RSM was used to determine the effect of prime 

factors on the yield of flavonoids. Besides, the antioxidant activity in vitro of flavonoids from maca leaves was evaluated. Results showed that 

the optimum extraction conditions by RSM were ethanol concentration 65%, extraction temperature 64 , ℃ and solid-to-liquid ratio 29:1 (mL/g). 

Under these conditions, the extraction yield of total flavonoids was (2.49±0.02) %, which was close to the measured value. Thus, the fitted 

quadratic regression model was valid. The IC50 of the obtained total flavonoids against hydroxyl, superoxide anion and DPPH radicals were 

0.605, 0.425 mg/mL and 0.165 mg/mL, respectively. The scavenging impact of the three radicals was more effective than that of 

2,6-di-tert-butyl-4-methyl phenol (BHT) at the same concentration, but lower than vitamin C.  
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玛咖（Lepidium meyenii Walp）为十字花科独行菜

属一年生或两年生草本植物，原产于海拔 3500~4500  
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的秘鲁安第斯山区[1~2]。玛咖是一种药食同源性植物，

2000 多年以来一直是生活在安第斯山印加人的主要

食物之一，有“秘鲁人参”和“南美人参”的美称。

现代研究表明玛咖含有丰富的营养和药用成分，主要

包括玛咖烯、玛咖酰胺、玛咖生物碱、芥子油苷、异

硫氰酸酯和甾醇等[3~4]。玛咖具有抗氧化、抗疲劳、提

高性功能、促进生长、缓解更年期综合症等功效[5~6]。

黄酮类化合物是植物中广泛存在的一类活性物质，具
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有抗癌防癌、抗菌杀菌、改善心血管功能、延缓衰老、

降血脂血压等功效。2001 年玛咖首次在我国云南省丽

江、会泽、曲靖等地引种，至 2010 年底全国种植面积

达 194.4 hm2，玛咖产量 838.7 t[7]。玛咖已成为当前功

能食品研究的热点，以玛咖为主要原料的保健食品受

到了各国消费者的广泛青睐。2011 年，我国卫生部批

准玛咖作为新资源食品。目前国内外对玛咖茎进行了

大量的研究，如 Campos 等[8]对玛咖中芥子油苷、总

酚和抗氧化物质的提取方法进行了研究，结果表明，

同时提取这类化合物的最佳条件为，乙醇体积分数

58%，料液比 1:10（g/mL），在 70 ℃下提取 90 min。
周晓明等[9]对新疆产玛咖根茎中的黄酮进行了提取工

艺的研究，确定最佳提取工艺为乙醇浓度 70.3%、料

液比 1:27（g/mL）、超声时间 28.4 min，此工艺条件下

玛咖总黄酮的提取率为 2.113%。但是对玛咖叶的开发

利用却鲜见报道。本实验旨在探讨乙醇-水浸提玛咖叶

总黄酮的提取工艺，并采用响应面法优化工艺条件，

同时采用体外实验测定其抗氧化活性，以期为玛咖资

源的保护和综合利用提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

玛咖叶 2012 年 11 月采集于总后勤部军需装备研

究所玛咖种植基地（云南丽江），干燥，粉碎，过 60
目筛，细粉装入自封袋备用；D101 大孔吸附树脂，天

津市海光化工有限公司；芦丁对照品（批号：

100080-200707）中国药品食品生物制品检定所；1,1-
二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、L-(+)-抗坏血酸（Vc）、
2, 6-二叔丁基对甲酚（BHT），分析纯，国药集团化学

试剂有限公司；其余试剂均为分析纯级。 
TU-1810 紫外可见分光光度仪，北京普析通用仪

器有限公司；DZKW-4 电子恒温水浴锅，南昌市恒顺

化验设备制造有限公司；离心机（LD4-2A），北京医

用离心机厂；分析天平（PB203-N 型），梅特勒-托利

多仪器（上海）有限公司公司；高速万能粉碎机

（FW100 型），天津市泰斯特仪器有限公司产品；

SHZ-D(II)循环水式真空泵，巩义市予华仪器有限责任

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  玛咖叶总黄酮的测定[10] 
标准曲线的绘制：准确称取干燥芦丁标准样品 10 

mg 并置于 50 mL 容量瓶中，然后用 80%乙醇定容，

摇匀，既得浓度为 0.2 mg/mL 的标准溶液，待用。准

确吸取芦丁标准液 0.0、0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mL
于 7 个比色管中，分别加入 5% NaNO2溶液 0.3 mL，
摇匀，静置 6 min 后分别加入 10% Al(NO3)3溶液 0.3 
mL，摇匀，静置 6 min 后加入 4% NaOH 溶液 4.0 mL，
再用 80%乙醇定容至 10 mL，摇匀，静置 15 min 后，

以第一支试管溶液为空白参比，用紫外分光光度计在

510 nm 下测定吸光度。以吸光度为纵坐标（Y），浓

度（μg/mL）为横坐标（X），得到标准曲线方程：

Y=9.3982X +0.0257，R2=0.9991。 
样品中黄酮含量测定：准确移取1.0 mL的样品液

于比色管中，按上述标准曲线的绘制方法测定吸光度。

根据标准回归方程计算黄酮质量。总黄酮得率按照式

（1）计算： 
黄酮得率/%=CV/M×100%                （1） 
注：C 为提取液浓度，g/mL，V 为提取液原始体积，mL；

M 为所取玛咖叶粉末质量，g。 

1.2.2  玛咖叶总黄酮提取工艺流程 
玛咖叶（干燥）→粉碎→溶剂与物料混合→不同条件下浸

提→离心→浓缩→干燥→黄酮提取物 

1.2.3  玛咖叶总黄酮提取条件单因素试验 
1.2.3.1  乙醇体积分数 

准确称取玛咖叶粉末 0.5 g，固定提取温度 50 ℃，

料液比为 20:1（mL/g），提取时间 60 min，提取次数 1
次，考察乙醇体积分数为 30%、40%、50%、60%、

70%条件下玛咖叶总黄酮得率。 
1.2.3.2  提取温度 

准确称取玛咖叶粉末 0.5 g，乙醇体积分数用

1.2.3.1 中选出的结果，固定料液比为 20:1（mL/g），
提取时间 60 min，提取次数 1 次，考察提取温度为

40 ℃、50 ℃、60 ℃、70 ℃、80 ℃条件下玛咖叶总黄

酮得率。 
1.2.3.3  料液比 

准确称取玛咖叶粉末 0.5 g，乙醇体积分数用

1.2.3.1 中选出的结果，提取温度用 1.2.3.2 中选出的结

果，固定提取时间 60 min，提取次数 1 次，考察料液

比（mL/g）为 1:10、1:20、1:30、1:40、1:50 条件下

玛咖叶总黄酮得率。 
1.2.3.4  提取时间 

准确称取玛咖叶粉末 0.5 g，乙醇体积分数用

1.2.3.1 中选出的结果，提取温度用 1.2.3.2 中选出的结

果，料液比（mL/g）用 1.2.3.3 中选出的结果，固定提

取次数 1 次，考察提取时间为 30、60、90、120、150 
min 条件下考察玛咖叶总黄酮得率。 
1.2.3.5  提取次数 

准确称取玛咖叶粉末 0.5 g，乙醇体积分数用
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1.2.3.1 中选出的结果，提取温度用 1.2.3.2 中选出的结

果，料液比（mL/g）用 1.2.3.3 中选出的结果，提取时

间用 1.2.3.4 中选出的结果，考察提取次数为 1 次，2
次，3 次条件下玛咖叶总黄酮得率。 
1.2.4  响应面法优化总黄酮提取工艺条件 

根据 Box-Behnken 中心组合试验设计原理，采用

3 因素 3 水平的三元二次响应面分析方法，优化玛咖

叶总黄酮的提取工艺。在单因素试验的基础上，自变

量的试验水平分别以-1、0、1 进行编码（见表 1），共

设计 15 个试验点，其中 1~12 为析因点；自变量取值

在各因素所构成的三维顶点；13~15 是零点，为区域

的中心点，中心试验重复 3 次，用来估计试验误差。 
表1 Box-Benhnken试验设计因素和水平 

Table 1 Factors and levels of Box-Benhnken experiment design 

因素 
编码水平 

-1 0 1 

X1 (乙醇体积分数/%) 50 60 70 

X2 (提取温度/℃) 50 60 70 

X3 [料液比/(mL/g)] 25:1 30:1 35:1 

1.2.5  玛卡叶总黄酮的抗氧化活性实验 
按照响应面分析确定的玛咖叶总黄酮提取最佳

条件进行提取，提取液离心（4000 r/min）10 min，取

上清液，经 D101 大孔树脂纯化[10]、乙醇洗脱（体积

分数 70%），所得洗脱液回收乙醇溶剂后冷冻干燥即

得玛咖叶总黄酮粉末。配制适宜质量浓度溶液进行抗

氧化活性实验。 
1.2.5.1  羟自由基（·OH）清除活性的测定 

参照 Smironff 等[11]的方法并加以改进。在 10 mL
比色试管中依次加入 6 mmol/L FeSO4溶液 2.0 mL、不
同质量浓度的待测液 2.0 mL、6 mmol/L 的 H2O2溶液

2.0 mL，摇匀静置 10 min，再加入 6 mmol/L 的水杨酸

溶液 2.0 mL，摇匀，静置 30 min 后于 510 nm 处测其

吸光度；做 3 次平行实验，取平均值。阳性对照用 L-
抗坏血酸和 BHT 同法操作。清除率计算公式为： 

清除率 Y/%=[1-(Di-Dj)/D0]×100            （2） 
注：D0 为空白对照；Di 为某质量浓度黄酮类组分的吸光

度；Dj为无水杨酸时的吸光度。 

1.2.5.2  DPPH 自由基清除活性的测定 
参考文献[12]，配制DPPH自由基溶液0.2 mmol/L，

DPPH自由基乙醇溶液在517 nm处有紫色基团特征吸

收峰。将玛卡叶总黄酮溶液按一定的浓度稀释，以L-
抗坏血酸和BHT做对照。实验分为样品组、对照组和

空白组，加入样品和DPPH自由基溶液后，用涡旋振荡

器充分混匀，避光反应30 min，517 nm处测定吸光值。

做3次实验平行实验，取平均值。清除率计算式为： 

清除率 Y/%=[1-(Ai-Aj)/A0]×100            （3） 
注：Ai为样品（2 mL）+DPPH 溶液（2 mL）的吸光度；

Aj为样品（2 mL）+无水乙醇（2 mL）的吸光度；A0为 DPPH

溶液（2 mL）+无水乙醇（2 mL）的吸光度。 

1.2.5.3  超氧阴离子自由基（O2
-·）清除活性的测定 

采用邻苯三酚自氧化法[13]。取 0.1 mol/L Tris-HCl 
（pH 8.2）缓冲液 4.5 mL，置于 20 ℃水浴中预热 20 
min，分别加入 0.1 mL 不同浓度样品溶液和 5 mmol/L
邻苯三酚溶液 0.3 mL，混匀后于 25 ℃水浴中反应 5 
min，加入 10 mol/L HCl 溶液 1 mL 终止反应，320 nm
处测定吸光度 Ai，空白对照组以相同体积的去离子水

代替样品。做 3 次平行实验，取平均值。阳性对照用

L-抗坏血酸和 BHT 同法操作。清除率计算式为： 
清除率 Y/%=[(K0-Ki)/K0]×100             （4） 
注：K0为空白的吸光度；Ki 为样液测定的吸光度。 

1.2.6  统计学分析 
试验数据以平均值±标准差（Mean±SD）表示。

采用 Microsoft Office Excel 2007 数据分析工具进行处

理，并用 Duncan 多重比较（SSR 法）检验各处理平

均数之间的差异显著性（P<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  乙醇-水浸提取条件选择 

乙醇体积分数、料液比、提取温度、时间和次数

对玛咖叶总黄酮得率影响的结果如图 1 所示。由图 1A
可知，随着乙醇体积分数的增大，玛咖叶黄酮得率呈

先升后降的趋势。当乙醇体积分数为 60%时，总黄酮

得率最高。说明玛咖叶中中等极性的黄酮苷类物质含

量较高。当乙醇体积分数大于 60%时，溶剂的极性降

低，导致某些黄酮苷的溶解度下降，并且会增加脂溶

性杂质如叶绿素等溶出量，给后续的分离纯化步骤造

成不便。料液比对总黄酮得率的影响结果（图 1B），
当料液比从 10:1 增加到 30:1（mL/g）时，总黄酮得率

有显著增加；继续提高料液比对玛咖叶黄酮得率无显

著影响。提取溶剂过少导致提取液浓度较高，固液两

相浓度梯度小，使总黄酮不能完全溶出；而溶剂过多

会造成资源浪费并对后续分离纯化步骤不利。提取温

度对玛咖叶总黄酮得率的影响结果（图 1C），当提取

温度从 40 ℃增加到 60 ℃时，总黄酮得率随着温度的

升高而升高，在 60 ℃时达到最大值；温度进一步升

高，黄酮得率明显下降。这可能是由于过高的温度会

使玛咖叶中的黄酮类化合物氧化变性。提取时间对玛

咖叶总黄酮得率的影响结果（图 1D），在 90 min 内，

总黄酮得率随着提取时间的延长而增加，提取时间为
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90 min 使得率达到最大。继续延长提取时间对黄酮得

率影响不显著（P<0.05）。提取次数对总黄酮得率的影

响结果(图 1E)，2 次提取后，玛咖叶总黄酮的得率为

2.46%，再增加提取次数黄酮得率无显著提高（P< 
0.05）。综合以上因素，确定进行响应面分析的各因素

考察范围为乙醇体积分数 50~70%、料液比为

25:1~30:1（mL/g）和提取温度 50~70 ℃。固定提取时

间 90 min，提取次数 2 次。 

  

  

 
图1 乙醇体积分数(A)、料液比(B)、提取温度(C)、提取时间

(D)和提取次数(E)对总黄酮得率的影响 

Fig.1 Effects of alcohol concentration (A), solid-to-solvent ratio 

(B), extraction temperature (C), time (D) and extraction times 

(E) on extraction yield of total flavonoids 
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注：同一曲线或柱形图中不同的小写字母表示经邓肯氏新

复极差检验差异显著（P<0.05），试验数据以平均值±标准差表

示（n=3）。 

2.2  玛咖叶总黄酮提取工艺优化 

2.2.1  回归模型的建立及方差分析 
根据 1.2.3 节单因素试验结果，采用乙醇体积分

数（X1），提取温度（X2）和料液比（X3）3 因素 3
水平设计 Box-Benhnken 试验中心组合试验。响应面

分析方案与结果见表 2。利用 Design-Expert 8.0 软件

对表 2 试验数据进行多元回归拟合，获得以总黄酮得

率为响应值的回归方程： 
Y=2.44+0.11X1+0.11X2-0.075X3+0.14X1X2+0.020

X1X3+0.040X2X3-0.15X1
2-0.20X2

2-0.088X3
2 

上述回归方程的方差分析结果见表 3。由表 3 的

ANVOA 分析可知：模型 P=0.0007<0.001（极显著），

失拟项 P=0.7862>0.05（不显著），说明方程对实验有

较好的拟合性，实验误差较小。相关系数 R2=0.9832
和调整系数 Adj.R2=0.9530 也表明模型拟合程度较好，

且总变异中只有 4.7%不能用此模型解释。1.99%的变

异系数（CV）说明模型的重现性很好，该模型可用于

优化玛咖叶总黄酮提取的工艺条件。 
表2 玛咖叶总黄酮得率响应面方案及结果 

Table 2 Design and results of RSM for the extraction of total 

flavonoids 

试验编

号 

实际值 Y 
(总黄酮

得率/%)
X1 (乙醇体

积分数/%)

X2 (提取 

温度/℃) 

X3 [料液比

/(mL:g)] 

1 50 50 30:1 2.03 

2 70 50 30:1 1.95 

3 50 70 30:1 1.94 

4 70 70 30:1 2.42 

5 50 60 25:1 2.18 

6 70 60 25:1 2.38 

7 50 60 35:1 1.98 

8 70 60 35:1 2.26 

9 60 50 25:1 2.13 

10 60 70 25:1 2.31 

11 60 50 35:1 1.91 

12 60 70 35:1 2.25 

13 60 60 30:1 2.49 

14 60 60 30:1 2.38 
15 60 60 30:1 2.45 

表3 响应面回归模型ANOVA分析结果 

Table 3 ANOVA for response surface quadratic model analysis of 

variance table 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 0.56 9 0.063 32.52 0.0007 *** 
X1 0.097 1 0.097 50.16 0.0009 *** 
X2 0.10 1 0.10 52.46 0.0008 *** 
X3 0.045 1 0.045 23.32 0.0048 ** 

X1X2 0.078 1 0.078 40.62 0.0014 ** 
X1X3 1.600×10-3 1 1.600×10-3 0.83 0.4043  
X2X3 6.400×10-3 1 6.400×10-3 3.32 0.1218  
X1

2 0.086 1 0.086 44.49 0.0011 ** 
X2

2 0.15 1 0.15 78.45 0.0003 *** 
X3

2 0.028 1 0.028 14.65 0.0123 * 
残差 9.650×10-3 5 1.930×10-3    
失拟项 3.450×10-3 3 1.150×10-3 0.37 0.7862  
纯误差 6.200×10-3 2 3.100×10-3    
总和 0.57 14     

R2 =0.9832     Adj.R2=0.9530 
CV%=1.99 
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注：*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001。 

从各个因素的显著性水平差异可知，对玛咖叶总

黄酮得率的影响次序为：提取温度 X2>乙醇体积分数

X1>料液比 X3。乙醇体积分数 X1、提取温度 X2、提

取温度的二次项 X22 对总黄酮得率的影响都达到了极

显著水平（P<0.001）；料液比 X3、乙醇体积分数和提

取温度的交互项 X1X2、乙醇体积分数的二次项 X12对

总黄酮的得率有非常显著（P<0.01）的影响；料液比

的二次项 X32显著（P<0.05）影响总黄酮得率。 
2.2.2  响应面分析及最佳工艺研究 

 
图2 乙醇体积分数和提取温度对得率的响应面分析 

Fig.2 RSM analysis for interactive effects of alcohol 

concentration and extraction temperature 

  
图3 乙醇体积分数和料液比对得率的响应面分析 

Fig.3 RSM analysis for interactive effects of alcohol 

concentration and solid-to-solvent ratio 
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图4 提取温度和料液比对得率的响应面分析 

Fig.4 RSM analysis for interactive effects of extraction 

temperature and solid-to-solvent ratio 

根据回归方程得出不同因子的响应面和等高线

结果见图 2~4。3D 响应面图和二维等高线图可以将回

归模型生动的表现出来。从该图可以较明显的分析出

多个自变量对响应值的影响，而且还可以分析出响应

值对不同自变量变化的敏感程度。在响应面图中，曲

面越陡峭，则该因素对响应值的影响越显著。同时，

在控制两个自变量之外的因素不变的前提下，两个有

交互的两个自变量对响应值的影响也可以从响应面图

的曲面上看出。等高线图与响应面图相对应，等高线

图随着响应面图的变化而变化，其曲线越接近中心，

则对应的响应值也就越大。等高线图形状接近圆形，

表明两个自变量间的交互效应较弱，若等高线的形状

接近椭圆形，表明两个自变量间交互作用较强。 
图 2 表示乙醇体积分数和提取温度的交互作用对

得率的影响。从图 2 可以看出，乙醇体积分数、提取

温度对得率的影响都是明显的，因为曲面比较陡峭。

同时，它们的交互作用也是明显的，等高线是椭圆形。

当乙醇体积分数比较低时，得率随提取温度的提高变

化的并不明显；当乙醇体积分数在 64~66%之间时，

得率随着温度的变化而显著提高，且能达到最大值。

图 3 表示乙醇体积分数和料液比的交互作用对得率的

影响。由该图可知，虽然乙醇体积分数和料液比对得

率的影响是明显的，但它们的交互作用却是不明显的

P=0.4043，响应面图曲面陡峭，等高线图接近圆形。

从等高线图中还可看出，保持乙醇体积分数不变，料

液比太高不利于总黄酮的提取。当料液比为 28:1
（mL/g）时，得率可达到最大值。图 4 表示提取温度

和料液比的交互作用对得率的影响。从图 4 可以看出，

提取温度高于 65 ℃时，得率降低。同时，从图 3 和

图 4 还可以看出，乙醇体积分数和料液比的交互作用

与提取温度和料液比的交互作用相比，后者对得率的

作用比前者显著，前者更接近圆形，P 值为 0.4043 和

0.1218。 
通过软件 Design-Expert 8.0 软件分析得玛咖叶总

黄酮的最佳提取条件：当乙醇体积分数为 65.45%、提

取温度 64.40 ℃、料液比 28.67:1（mL/g）、提取时间

90 min、提取次数 2 次时，玛咖叶总黄酮得率预测可

达到最大值 2.50%。为实际操作方便，将上述最优提

取条件简化为乙醇体积分数为 65%、提取温度 64 ℃、

料液比 29:1（mL/g）、提取时间 90 min、提取次数 2
次后进行 3 次重复试验，玛咖叶总黄酮得率平均值为

（2.49±0.02）%，与预测值接近，说明了此响应面法

得到的回归模型具有一定的可靠性。 

2.3  玛咖叶总黄酮的抗氧化活性分析 

2.3.1  对·OH 的清除效果 
不同浓度下玛咖叶总黄酮、L-抗坏血酸和 BHT

对·OH 的清除率如图 5 所示。由图 5 可知，随着玛咖

叶总黄酮、L-抗坏血酸和BHT质量浓度的增加，对·OH
的清除率均逐渐增大，当质量浓度为 1.2 mg/mL 时，

玛咖叶总黄酮和L-抗坏血酸对·OH的清除率接近且达

到最大，其清除分别为率 91.06%和 99.86%；而在该

浓度下 BHT 的清除率只有 50.11%；玛咖叶黄酮、L-
抗坏血酸清除·OH的 IC50分别为0.605 mg/mL和0.393 
mg/L，BHT 清除·OH 的 IC50约为 1.2 mg/mL。可见，

玛咖叶总黄酮对·OH 的清除活性比 L-抗坏血酸弱，但



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.4 

强于 BHT 的清除活性。 

 
图5 玛咖叶总黄酮对羟自由基的清除效果 

Fig.5 Scavenging capacity of total flavonoids extracted from 

Maca leaves for hydroxyl free radicals 

2.3.2  对 DPPH 自由基的清除效果 

 
图6 玛咖叶总黄酮对DPPH自由基的清除效果 

Fig.6 Scavenging capacity of total flavonoids extracted from 

Maca leaves for DPPH free radicals 

玛咖叶总黄酮、L-抗坏血酸和 BHT 对 DPPH 自

由基的清除率如图 6 所示。图 6 表明，随着玛咖叶总

黄酮、L-抗坏血酸和 BHT 质量浓度的增加，对 DPPH
自由基的清除率均呈上升趋势。当最大实验质量浓度

为 0.4 mg/mL 时，玛咖叶总黄酮、L-抗坏血酸和 BHT
对 DPPH 自由基的清除率达到 99.80%，77.33%和

73.91%。玛咖叶黄酮、L-抗坏血酸和 BHT 清除 DPPH
自由基的 IC50分别为 0.165，0.028 和 0.203 mg/L，因

此，玛咖叶总黄酮对 DPPH 自由基的清除能力比 L-
抗坏血酸弱，但强于 BHT。 
2.3.3  对 O2

-·的清除效果 
玛咖叶总黄酮、L-抗坏血酸和 BHT 对 O2

-·的清除

率如图 7 所示。图 7 表明，玛咖叶总黄酮、L-抗坏血

酸和 BHT 对 O2
-·的清除率同样随质量浓度的升高而

增大。当质量浓度为 0.2 mg/mL 时，L-抗坏血酸对

O2
-·的清除率已达到 94.74%；而玛咖叶总黄酮和 BHT

的清除率为 35.91%和 26.23%。当质量浓度大于 0.2 
mg/mL 时，玛咖叶总黄酮的清除率上升较快，达到最

高质量浓度（1.2 mg/mL）时，对 O2
-·的清除率为

92.39%，而 BHT 对 O2
-·的清除率只有 61.98%。玛咖

叶总黄酮、L-抗坏血酸和 BHT 清除 O2
-·的 IC50分别为

0.425 mg/mL，0.105 mg/mL 和 0.806 mg/mL。可见，

玛咖叶总黄酮清除 O2
-·基的能力也是比 L-抗坏血酸

弱，强于 BHT。 

 
图7 玛咖叶总黄酮对超氧阴离子自由基的清除效果 

Fig.7 Scavenging capacity of total flavonoids extracted from 

Maca leaves for superoxide anion free radicals 

综上所述，玛咖叶总黄酮对·OH、O2
-·、DPPH自

由基均具有较强的抑制作用，其抑制率随质量浓度的

增加而增大、具有一定的量效关系、抑制效果优于等

质量浓度的BHT溶液，但比L-抗坏血酸的抑制效果差。

造成这种结果的原因是，黄酮类物质是多羟基化合物，

且大部分具有一定程度的共轭结构，具有较好的抗氧

化性。而实验所用的玛咖叶总黄酮的纯度并非足够高，

还有一定量的杂质影响实验结果。下一步实验应对玛

咖叶总黄酮提取物进行纯化和分离，进一步确定其中

的抗氧化有效成分结构。从IC50比较，玛咖叶总黄酮对

于3种自由基清除能力从高到低的顺序为DPPH自由基

＞O2
-·＞·OH，表明玛咖叶总黄酮对不同的自由基的清

除能力不同。这是由于黄酮类化合物对自由基清除作

用的强弱与其结构有关[14]，羟基的数量、位置直接影

响其抗氧化活性，黄酮类化合物是通过酚羟基与O2
-·作

用，认为B环4′-OH和母核上Δ2(3)双键是清除O2
-·的主要

部位，而B环邻二羟基则是清除·OH的关键功能基团，

如果4′-OH甲基化后则清除羟自由基活力下降。 

3  结论 

3.1  采用响应面法优化了超声辅助提取玛咖叶总黄

酮的工艺，最佳提取工艺条件为乙醇体积分数为65%、

提取温度 64 ℃、料液比 29:1（mL/g）。在此条件下，

玛咖叶总黄酮得率为（2.49±0.02）%，与预测值 2.50%
基本一致。影响玛咖叶总黄酮得率大小的因素主次顺

序为：提取温度>乙醇体积分数>料液比。其中乙醇体

积分数与提取温度因素之间的交互作用显著。 
3.2  玛咖叶总黄酮可以有效清除 DPPH 自由基、·OH

238 
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和 O2
-·，且量效关系显著，其清除自由基的能力高于

BHT；对 3 种自由基清除能力不同，由强到弱依次为

DPPH 自由基＞O2
-·＞·OH。 

3.3  玛咖叶原料较丰富、总黄酮含量较高、玛咖叶总

黄酮类清除自由基能力较强、黄酮化合物又具有多种

生理活性功能，值得深入开发利用研究。 
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