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摘要: 在单因素试验的基础上选择提取次数、提取试剂、料液比、超声时间 4 个因素为自变量，以树莓花色苷的提取

率为响应值，进行 Box－Behnken 中心组合试验设计，采用响应面法( ＲSM) 评估了这些因素对花色苷提取率的影响．
并分别采用 1，1－二苯基苦基苯肼( DPPH) 和 2，2－联氮－二( 3－乙基－苯并噻唑－6－磺酸) 二铵盐( ABTS) 法对花色

苷的抗氧化活性进行研究． 结果表明，超声辅助提取树莓中花色苷的最佳工艺条件为: 超声提取 3 次，料液比 1 ∶ 46
g /mL，超声时间 44 min，在此条件下预测花色苷的得率为 6．79%． 花色苷对于 DPPH 的清除率达到 13．68 μmol /g，对

于 ABTS 的清除率达到 8．37 μmol /g．
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Ultrasonic－Assisted Extraction of Anthocyanins from
ＲubusCorchorifolius L． f and Antioxidant Activity
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Sciences，Xining 810001，China;

3． University of the Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China)

Abstract: Based on single factor experiments，extraction times，extraction reagent，solid－liquid ratio，ultrasonic time were
selected for the Box－Behnken central composite design． Ｒesponse surface method was employed to study the effect of these
factors on the yield of anthocyanins and the antioxidant activity of anthocyanins． 2，2－diphenyl－1－picrylhydrazyl( DPPH)

and 2，2＇－Azinobis－( 3－ethylbenzthiazoline－6－sulphonate) ( ABTS) method were used，respectively to study the antioxidant
activity of anthocyanins in raspberry． The results indicated that optimal conditions were: ultrasonic extraction for 3 times，1
∶ 46 g /mL as the ratio of liquid to solid with 44 min extraction． Under these optimized conditions，the extraction yield of
anthocyanins was up to 6．79%． The clearance of DPPH was 13．68 μmol /g and the clearance of ABTS was 8．37 μmol /g．
The study provides scientific and theoretical basis for the research and utilization of ＲubusCorchorifolius L． f．
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树莓( ＲubusCorchorifolius L． f) ，也称覆盆子、马
林、悬钩子，属于直立灌木． 广泛分布于海拔 200 ～
2200 m 的向阳山坡、溪边、山谷、荒地和灌木丛中，

其果实可供生食、制果酱以及酿酒． 树莓根、茎、叶、
果实均可入药，有活血、解毒、止血之效［1］． 树莓果

实酸甜可口，柔嫩多汁，营养丰富，风味独特，被誉为

“黄金水果”［2］． 树莓中含有大量的人体所必需的维

生素 C、维 生 素 E、花 色 苷 以 及 超 氧 化 物 歧 化 酶

( SOD) 等营养物质，能够有效改善人体新陈代谢，

提高免疫力，具有很高的食用与药用价值［3－7］．
花色苷具有抗氧化、抗变异、抗肿瘤、消除自由

基、促进视网膜上视红素再合成以及降低血清胆固

醇等功能，因其具有果香味、安全性高、水溶性好等

优点，已被广泛使用［8－10］． 本试验采用超声优化提

取树莓中的花色苷，在单因素试验的基础上采用 pH
示差 法［11－12］，通 过 响 应 面 分 析 确 定 最 佳 提 取 工

艺［13，14］，并对其抗氧化活性进行研究． 以期为树莓

工业化生产工艺的建立提供科学依据和理论参考．

1 试验部分

1．1 仪器与试剂

T6 新世纪紫外－可见分光光度计，北京谱析通

用仪器有限责任公司生产; KQ－500E 型超声波清

洗器，昆山市超声仪器有限公司; AL204 电子天平，

梅特勒－托利多仪器( 上海) 有限公司; SHZ－3 型循

环水多用真空泵，上海亚荣生化仪器; 101－1ES 型

电热鼓风干燥箱，北京市永光明医疗仪器厂．
树莓样品，购于青海瑶池生物科技有限公司，商

品名为秋英，又名嘉林一号，经中国科学院西北高原

生物研究所索有瑞研究员鉴定为悬钩子属树莓． 1
，1－二苯基苦基苯肼( DPPH) 和 2 ，2－联氮－二( 3－
乙基－苯并噻唑－6－磺酸) 二铵盐( ABTS ) 试剂购于

美国 Sigma 公司，其他试剂均为市售分析纯．
1．2 溶液的配制

0．025 mol /L pH 1．0 的氯化钾缓冲溶液: 称取 1．
86 g KCl 至烧杯中，加入蒸馏水 980 mL 左右，测量

pH 值并调节 pH 值至 1．0 ± 0．05 ( 加入约 6．3 mL
HCl) ． 然后转移至 1 L 容量瓶中，加蒸馏水稀释至

刻度，摇匀．
0．4 mol /L pH 4．5 的醋酸钠缓冲溶液: 称取 5

4．43 g CH3 CO2 Na·3H2 O 至烧杯中，加入蒸馏水

960 mL 左右，测量 pH 值并调节 pH 值至 4．5 ± 0．05
( 加入约 20 mL HCl) ． 然后转移至 1 L 容量瓶中，加

蒸馏水稀释至刻度，摇匀．
1．3 样品溶液制备

1．3．1 花色苷的提取

称取样品 1．000 g，精密称定，置于 50 mL 棕色

容量瓶中，准确加入提取液 ( 浓 HCl ∶ 80 %甲醇，体

积比为 4 ∶ 96) 200 mL，密塞，称定重量，40 ℃ 超声

30 min，冷却至室温，再次称定重量，用提取液补足

减失的重量，摇匀，即得样品溶液．
1．3．2 样品稀释溶液制备

按供试品溶液: 缓冲溶液( 体积比为 1 ∶ 5) 混

合，制备 2 份样品稀释溶液，其中一份用氯化钾缓冲

溶液 ( 0．025 mol /L，pH 1．0) 稀释，另一份用醋酸钠

缓冲溶液 ( 0．4 mol /L，pH 4．5) 稀释，平衡 20 min，

待测．
1．4 花色苷的含量测定

用蒸馏水作为空白对照，分别在 520 和 700 nm
处测定用 pH 1．0 缓冲溶液稀释的样品溶液． 同理在

两处测定用 pH 4．5 缓冲溶液稀释的样品，注意此处

要在 20～50 min 内测定完样品的吸光度．
1．5 花色苷的计算

以锦葵色素－3，5－二葡萄糖苷，计算花色苷色

素的浓度，公式表示如下:

花色苷色素( mg /L) = A×MW×DF×103

ε×1
( 1)

其中: A= ( Aλmax－A700 nm ) pH 1．0－( Aλmax– A700 nm )

pH 4．5; MW( 分子量) = 锦葵色素－3，5－二葡萄糖苷

的摩尔质量 655．2 g /mol; DF 为稀释因子; 103是将单

位 g 换算为 mg; ε 为锦葵色素－3，5－二葡萄糖苷的

消光系数，为 20 500 L / ( mol×cm) ; l 为比色杯厚度，

cm．
1．6 超声辅助法提取树莓果实花色苷的单因素试验

1．6．1 超声次数对花色苷提取量的影响

称取新鲜树莓 1．000 g 分别加入 7 支试管，在每

支试管中按照 1 ∶ 20 g /mL 的料液比加入酸化甲醇

溶液，用保鲜膜封口，放置湿润，使溶液充分渗入到

细胞组织中，超声处理 30 min，分别重复 1、2、3、4、
5、6、7 次． 每组做 3 次平行试验．
1．6．2 料液比对花色苷提取量的影响

称取新鲜树莓 0．100 g 分别加入 7 支试管，每支

试管各按 1 ∶ 10、1 ∶ 20、1 ∶ 30、1 ∶ 40、1 ∶ 50、1 ∶
60、1 ∶ 70 g /mL 的料液比分别加入酸化甲醇溶液，

用保鲜膜封口，放置湿润，使溶液充分渗入到细胞组

织中，超声处理 30 min，重复 3 次． 每组做 3 次平行
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试验．
1．6．3 提取试剂对花色苷提取量的影响

称取新鲜树莓 1．000 g 分别加入 5 支试管，每支

试管分别按 1 ∶ 20 g /mL 的料液比加入水、酸性水、
酸化乙醇、酸化甲醇以及丙酮溶液，用保鲜膜封口，

放置湿润，使溶液充分渗入到细胞组织中，超声处理

30 min，重复 3 次． 每组做 3 次平行试验．
1．6．4 超声时间对花色苷提取量的影响

称取树莓 1．000 g 分别加入 7 支试管，每支试管

分别按 1 ∶ 20 g /mL 的料液比加入酸化甲醇，用保鲜

膜封口，放置湿润，使溶液充分渗入到细胞组织中，

分别超声处理 10、20、30、40、50、60、70 min，重复 3
次． 每组做 3 次平行试验．
1．7 树莓中花色苷提取条件的优化设计

根据 Box－Behnken 中心组合试验设计原理，综

合单因素试验结果，选取对花色苷影响较大的因素

提取次数( A) 、料液比( B) 和超声时间( C) ，进行中

心组合试验，并结合单因素试验条件选取合理水平．
以花色苷的得率为响应值，通过响应面分析得出超

声波提取树莓中花色苷的最佳提取工艺条件和方

法． 试验设计因素编码及水平如表 1 所列．

表 1 中心组合设计因素与水平表

Table 1 Factors and levels in central composite design

因素
水平

－1 0 1

提取次数( A) 2 3 4

料液比( B) 1 ∶ 30 1 ∶ 40 1 ∶ 50

提取时间( C) / ℃ 30 40 50

1．8 DPPH 法测定花色苷抗氧化活性

将上述花色苷提取液上大孔树脂柱，用 70%乙

醇洗脱，于真空干燥箱内至恒重，得树莓花色苷干

粉，用于花色苷抗氧化活性的测定．
使用参考文献［15］方法并稍作修改． 用无水乙

醇配置 0．1 mmol /L 的 DPPH 溶液，避光保存． 配置

0．5 mg /mL 的 Vc 溶液( 作为对照) ． 将测试样品稀

释至不 同 浓 度． 将 2 mL 测 试 样 品 溶 液 及 2 mL
DPPH 溶液加入到同一试管中，摇匀，室温下暗处静

置 30 min 后测定其吸光度 Asample，同时测定 2 mL
DPPH 溶液与 2 mL 溶剂( 蒸馏水或者相应的缓冲溶

液) 混合后的吸光度 Acontrol，以及 2 mL 测试样品溶

液与 2 mL 无水乙醇混合后的吸光度 Ablank ． 自由基

清除能力的表示:

DPPH 清 除 率 ( %) = ［1 － ( Asample － Ablank ) /
Acontrol］× 100% ( 2)

根据浓度分别为 50、70、90、110、130、150、170
μmol /L trolox 的 DPPH·清除率，绘制标准曲线，计

算花色苷的 trolox 抗氧化能力． 其计算公式为:

K1 = C× V × D /M ( 3)

其中: C 为花色苷的浓度，V 为提取溶剂体积，D
为稀释倍数，M 为样品质量．
1．9 ABTS 法测定花色苷抗氧化活性

使用参考文献［16］方法并稍作修改． 使用总抗

氧化能力试剂盒，ABTS 工作母液配制后，室温避光

存放 12～ 16 h． 将 ABTS 工作母液用 PBS 稀释，使

ABTS 工作液的吸光度减去相应的 PBS 空白对照

后，A734 nm为 0．7±0．02． 把 10 mmol /L Trolox 标准溶

液稀释成 0．15、0．3、0．6、0．9、1．2 和 1．5 mmol /L，根

据其 ABTS+·清除率绘制标准曲线． 由此计算花色

苷的 Trolox 抗氧化能力． 其公式为:

ABTS 清除率( %) =［1－( Asample －Ablank ) /Acontrol］

× 100% ( 4)

其中: Asample为加入样品的吸光度值，Ablank 为样

品的本底吸光度值，Acontrol为不加样品的吸光度值．
根据 浓 度 分 别 为 10、30、50、70、90、100、120

μmol /L trolox 的 ABTS+·清除率，绘制标准曲线，计

算花色苷的 trolox 抗氧化能力． 其计算公式为:

K2 = C×V×D /M ( 5)

其中: C 为花色苷的浓度，V 为提取溶剂体积，D
为稀释倍数，M 为样品质量．

2 结果与讨论

2．1 提取次数对树莓中花色苷提取率的影响

固定料液比 1 ∶ 20 g /mL，酸化甲醇溶液超声处

理 30 min，分别重复 1、2、3、4、5、6、7 次． 按照 1．6．1
进行试验． 结果如图 1 所示．

由图 1 可知，超声提取 3 次时花色苷得率最高，

随着提取次数的增大，花色苷得率变化不大，所以超

声次数在 3 次为宜．
2．2 料液比对花色苷提取率的影响

在每支试管中按 1 ∶ 10、1 ∶ 20、1 ∶ 30、1 ∶ 40、1
∶ 50、1 ∶ 60、1 ∶ 70 g /mL 的料液比分别加入酸化甲

醇溶液，超声处理 30 min，按照 1．6．2 进行试验． 结

果如图 2 所示．
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图 1 超声次数对花色苷得率的影响

Fig．1 Effect of extraction times on extraction
yield of anthocyanins

图 2 料液比对花色苷得率的影响

Fig．2 Effect of ratio of solid to liquid on extraction
yield of anthocyanins

由图 2 可知，当料液比达到 1 ∶ 40 g /mL 左右

时，花色苷基本溶出，再增加提取剂用量，提取率变

化不大． 鉴于降低成本，料液比 1 ∶ 40 g /mL 左右为

宜．
2．3 提取试剂对花色苷提取率的影响

在每支试管中分别按 1 ∶ 20 g /mL 的料液比加

入水、酸性水、酸化乙醇、酸化甲醇以及丙酮溶液，超

声处理 30 min，按照 1．6．3 进行试验． 结果如图 3 所

示．
由图 3 可知，酸化甲醇对花色苷提取效率最高．

2．4 超声时间对树莓中花色苷提取率的影响

在每支试中分别按 1 ∶ 20 g /mL 的料液比加入

酸化甲醇，分别超声处理 10、20、30、40、50、60、70
min，按照 1．6．4 进行试验． 结果如图 4 所示．

图 3 提取试剂对花色苷得率的影响

Fig．3 Effect of extracting agent on extraction
yield of anthocyanins

图 4 超声时间对花色苷得率的影响

Fig．4 Effect of ultrasonic temperature on extraction
yield of anthocyanins

由图 4 可知，超声时间越长越有利于提高提取

率，因此花色苷的提取率随着时间的提高而提高．
但是 30 min 以后提取率增加并不明显，因此选择超

声提取 30 min 为宜．
2．5 响应面分析试验结果与数据分析

利用 Design Expert8．0．7．1 软件，通过花色苷得

率试验数据进行多元回归拟合，对试验结果进行响

应面分析，得出回归模型方差分析表和响应曲面图，

分别如表 2 所列、图 5 所示．
由方差分析结果可知: 模型的 F = 187．19，P = 0．

000 1＜0．01，说明本试验所选用的二次多项模型具

有高度的显著性． 模型的决定系数 Ｒ2
Adj = 0 ．990 5，

说明该模型能够解释 99．05%的响应值变化． 因此，

该模型拟合程度较好，可以用此模型来分析和预测

提取树莓中花色苷的工艺条件． 在总的作
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表 2 拟合二次多项式模型的方差分析

Table 2 Analysis of variance( ANOVA) for fitted quadratic polynomial model

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性
Model 66．50 9 66．50 187．19 ＜0．000 1 Siginicant
A 1．31 1 1．31 33．24 0．000 7
B 0．15 1 0．15 3．83 0．091 2
C 6．81 1 6．81 172．48 ＜0．000 1
AB 0．32 1 0．32 8．23 0．024 0
AC 0．029 1 0．029 0．73 0．420 5
BC 0．66 1 0．66 16．62 0．004 7
A2 21．84 1 21．84 553．31 ＜0．000 1
B2 23．10 1 23．10 585．35 ＜0．000 1
C2 6．71 1 6．71 170．03 ＜0．000 1

残差 0．28 7 0．039
失逆性 0．21 3 0．071 4．40 0．093 0 Not siginicant
纯误差 0．064 4 0．016

总差 66．77 16

注: P＜0．01，差异极显著; P＜0．05，差异显著． Ｒ2 = 0．993 8

图 5 各两因素交互作用对花色苷提取率影响的响应面图

Fig．5 Ｒesponse surface plots of mutual influences of extraction conditions on extraction yields of anthocyanins
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用因素中，回归方程一次项具有较高的显著性，表明

提取次数、料液比以及提取时间对花色苷得率有比

较显著的影响．
通过拟合可求出影响因素的一次效应、二次效

应及其交互效应的关联方程，多元回归拟合分析得

到树莓中花色苷提取率 Ｒ1与各因素变量( A 提取次

数，B 料液比，C 超声时间) 的二次方程模型为: Ｒ1 =
7 ．95+0．41×A+0．14×B+0．92×C+0．28×A×B－0 ．085×
A×C+0．41×B×C－2．28×A2－2．34×B2－1．26×C2 ．

根据 DesignExpert 8．0．7．1 软件对试验结果进行

最优化分析，确定最佳的提取条件为: 超声提取 3
次，料液比 1 ∶ 46 g /mL，超声时间 44 min，在此条件

下预测花色苷的得率为 6．79%．

3 结论

根据模型预测结果进行近似验证试验，但考虑

到实际操作的便利，将最佳工艺条件修正为超声提

取 3 次，料液比 1 ∶ 46 g /mL，超声时间 44 min，在此

条件下花色苷提取率为 6．76%( n= 3) ．
根据试验结果分析可知，树莓花色苷对 DPPH

以及 ABTS 都有一定的清除作用，其中对于 DPPH
的清除率达到 13．68 μmol /g，对于 ABTS 的清除率

达到 8．37 μmol /g． 明显高于 Tulammen、USA 22、U46
等其他树莓品种［17－20］，说明本研究所选取的树莓品

种具有更强的抗氧化活性，更好地开发前景．
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