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蜂胶中黄酮的提取及其自由
基清除活性研究

曹小燕，杨海涛

（陕西理工学院 化学与环境科学学院，陕西 汉中　７２３０００）

摘　要：以蜂胶为原料，在单因素实验的基础上，通过正交实验优化超声波提取蜂胶黄酮工艺，并对
其抗氧化性进行评价。结果表明，影响黄酮提取的因素主次顺序为：料液比＞乙醇浓度＞超声时间
＞提取温度，最佳提取工艺组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即料液比为１∶３０、乙醇浓度为８０％、超声时间为２０
ｍｉｎ、提取温度为５０℃，在此工艺条件下蜂胶中黄酮的提取率为９．６０％。蜂胶中的黄酮对羟基自
由基和超氧阴离子自由基具有较好的抑制作用且具有明显的量效关系，即随着提取物浓度的增加，

对自由基的清除活性逐渐增强；当提取物添加量为０．１５ｍｇ／ｍＬ时具有较好的自由基清除作用，其
抗氧化活性优于天然抗氧化剂ＶＣ。
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　　蜂胶是蜜蜂从花苞、树芽处采集的树胶，结合蜜
蜂的上颚腺分泌物及蜂蜡等形成的具有特殊芳香气

味的胶状固体物［１］。蜂胶素有“紫色黄金”之称，其

主要的活性成分为黄酮类、有机酸类、萜烯类、芳香

醛类、酯类及多种氨基酸、维生素、矿物质等［２－３］，具

有抑菌、抗病毒、抗氧化、防癌抗癌、调节免疫力等生

理功能［４］，同时蜂胶内服，可以调节高血脂、高血压

等，预防动脉粥样硬化及血栓的形成，被誉为“血液

的清道夫”［５］。蜂胶也被称为“黄酮类化合物的宝

库”，主要包括黄酮、黄酮醇、黄烷醇、酚酸等［６］，其

中５－羟基－４，７－二甲氧基双氢黄酮和５，７－二羟
基－３，４－二甲氧基黄酮是蜂胶的特有成分，大部分
蜂胶的生理及药理学活性都与此类化合物相关。黄

酮类化合物的抗氧化活性与其分子结构息息相关，

黄酮类化合物Ｂ环上的３，４－二羟基是其清除自由
基的关键部位，其它环上的羟基可以不同程度地增

加其抗氧化效果［７］。自由基是生物体正常的代谢
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产物，正常情况下处于产生与清除的动态平衡中；氧

化应激条件下可以导致机体的氧化损伤，引起衰老、

炎症、癌症等疾病，蜂胶黄酮具有较好的自由基清除

活性。本实验在单因素实验的基础上，利用正交实

验优化超声提取蜂胶中黄酮的工艺，并评价蜂胶黄

酮的自由基清除活性，为蜂胶黄酮保健食品的研究

与开发提供一定的理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料、仪器与试剂

材料：蜂胶（购于汉中市汉台区），原料除杂后

置于冰箱，于０～６℃冷冻后取出，立即粉碎，放置冰
箱备用。

试剂：芦丁标准品（自制）、无水乙醇、硝酸铝、

氢氧化钠、亚硝酸钠、石油醚、抗坏血酸、七水硫酸亚

铁、邻苯三酚、浓盐酸、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、双
氧水、水杨酸等，以上所用试剂均为分析纯。

仪器：ＨＨＳ－１电热恒温水浴锅，上海医疗器械
五厂；２０４－ＩＣ型电子分析天平，梅特勒—托利多仪
器上海有限公司；ＦＷ－１７７型中草药粉碎机，天津
市泰斯特仪器有限公司；ＰＨＳ－３Ｓ型 ｐＨ酸度计，亿
通电子有限公司；ＳＨＺ－ＤＩＩＩ循环水真空泵，巩义市
予华仪器有限责任公司；１０１Ａ－１电热鼓风干燥箱，
中国重庆银河试验仪器有限公司；７２２－Ｅ型分光光
度计，上海光谱仪器有限公司；ＫＱ３２００Ｅ型超声波
清洗器，昆山市超声仪器有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　蜂胶总黄酮的提取及含量的测定

准确称取 ０．１ｇ蜂胶样品加入 ５０ｍＬ的烧瓶
中，配制不同浓度的乙醇，加入一定体积的乙醇于

５０ｍＬ的烧瓶中，设定超声频率为５０ｋＨｚ。提取温
度、提取时间、料液比、乙醇的浓度根据实验方案设

置。提取３次，合并３次滤液。取一定量的上清溶
液离心后，准确吸取１ｍＬ离心液置于５０ｍＬ的容量
瓶中，加 ５％亚硝酸钠溶液 １．５ｍＬ，摇匀，静置
６ｍｉｎ，加 １０％硝酸铝溶液 １．５ｍＬ，摇匀，静置 ６
ｍｉｎ，加４％氢氧化钠溶液１５ｍＬ，用乙醇稀释至刻
度，摇匀，放置１５ｍｉｎ，在波长５１０ｎｍ处测定其吸光
度值，线性回归芦丁标准曲线，依据下式计算蜂胶中

总黄酮的提取率［８］：

黄酮提取率＝黄酮的浓度×稀释体积×１０
－３

蜂胶样品的质量
×

１００％，其中浓度单位为 ｍｇ／ｍＬ，体积单位 ｍＬ，质量
单位ｇ。

１．２．２　芦丁标准曲线的绘制
精确称取干燥至恒重的芦丁标准品２０．０ｍｇ，

加乙醇溶解并定容至５０ｍＬ，配制为０．４ｍｇ／ｍＬ芦
丁标准溶液。准确吸取标准品溶液０、１．００、２．００、
３．００、４．００、６．００、７．００、８．００、９．００ｍＬ，分别加乙醇
至１０．００ｍＬ，再加５％亚硝酸钠溶液１．５ｍＬ，摇匀，
静置６ｍｉｎ，加１０％的硝酸铝溶液１．５ｍＬ，摇匀，静
置６ｍｉｎ，加４％氢氧化钠溶液１５ｍＬ，用乙醇稀释至
刻度，摇匀，放置１５ｍｉｎ，在波长５１０ｎｍ处测定其吸
光度，以芦丁浓度（单位：ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，吸光度
值（Ａ）为纵坐标，绘制标准曲线，建立回归方程［９］，

标定蜂胶中总黄酮的浓度。

１．２．３　黄酮类化合物的定性检验
向蜂胶提取液中加入１％的 ＡｌＣｌ３溶液，紫外分

光光度计３００～８００ｎｍ处扫描，观测吸光度值的变
化及溶液颜色的变化。

１．２．４　单因素实验
研究料液比（１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０ｇ／ｍＬ），提

取温度（３０、４０、５０、６０℃），提取时间（１０、２０、３０、４０
ｍｉｎ），乙醇浓度（４０％、６０％、８０％、１００％）对蜂胶黄
酮提取率的影响。

１．２．５　蜂胶中总黄酮提取工艺优化
在单因素实验的基础上［１０］，分别研究料液比、提

取温度、提取时间及乙醇浓度对蜂胶黄酮提取率的影

响，设计４因素３水平Ｌ９（３
４）正交实验，优化蜂胶中

总黄酮的提取工艺，正交实验因素水平见表１。

表１　正交实验因素水平

水平
Ａ

料液比／（ｇ／ｍＬ）
Ｂ

乙醇浓度／％
Ｃ

温度／℃
Ｄ

时间／ｍｉｎ
１ １∶２０ ６０ ４０ １０
２ １∶３０ ８０ ５０ ２０
３ １∶４０ １００ ６０ ３０

１．２．６　蜂胶中总黄酮对羟基自由基的清除
在试管中依次移取９ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸亚铁２．５ｍＬ

和８．８ｍｍｏｌ／Ｌ双氧水 ２．５ｍＬ，混合均匀后加入
９ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸—乙醇混合液７．５ｍＬ。３７℃恒温
水中反应２０ｍｉｎ后，在５１０ｎｍ处测定吸光度，该值
即为Ａ０值。将蜂胶黄酮的提取液配制成不同浓度
（０１５、０．１０、０．０５、０．０３ｍｇ／ｍＬ）的溶液，移取１ｍＬ
某一浓度的溶液加入 Ａ０测定体系中，在３７℃的恒
温水中反应２０ｍｉｎ后在５１０ｎｍ处测吸光度，该值
即为 Ａｘ值，以蒸馏水作参比

［１１］，以相同浓度的 Ｖｃ
为对照，按照公式计算蜂胶黄酮对羟基自由基的清
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除率，即：清除率＝（Ａｏ－Ａｘ）／Ａｏ×１００％。
１．２．７　蜂胶中总黄酮对超氧阴离子自由基的清除

取５支２５ｍＬ比色管，加入４．０ｍＬ２５℃下预
热２０ｍｉｎ的５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ值８．２），
向３～５号试管中分别加入 ４．０ｍＬ浓度为 ０．１５、
０１０、０．０５ｍｇ／ｍＬ的蜂胶黄酮提取液，再向２～５号
试管中加入２５℃预热２０ｍｉｎ的３ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三
酚溶液２．０ｍＬ，用蒸馏水定容至２５ｍＬ［１２］，３～５号
试管中在波长３２５ｎｍ处每隔３０ｓ测一次吸光度值
（Ａｘ），２号试管溶液为参照组，测定其吸光度即为公
式中的Ａ１；与相同浓度的Ｖｃ对比，蜂胶黄酮对超氧
阴离子自由基的抑制率为：

抑制率＝［△Ａ１／△ｔ（Ａ／ｍｉｎ）－△Ａｘ／△ｔ（Ａ／
ｍｉｎ）］／△Ａ１／△ｔ（Ａ／ｍｉｎ）×１００％

２　结果与分析
２．１　标准曲线的绘制

以芦丁为标准溶液，于 ５１０ｎｍ处测定吸光度
值，以芦丁浓度（ｘ）为横坐标，吸光度值（ｙ）为纵坐
标，绘制标准曲线［１３］，建立线性回归方程 ｙ＝
１０６６１ｘ＋０．００７，Ｒ２＝０．９９９７。
２．２　蜂胶中黄酮的定性检验结果

参照黄酮定性检验实验方法，向蜂胶提取液中

加入１％三氯化铝溶液，提取液中生成一种黄色的
可溶性物质，在３６５ｎｍ下呈蓝绿色荧光。查阅文献
可知［１４］：紫外分光光度计扫描３００～８００ｎｍ波长范
围，发现在４１５ｎｍ处的吸光度值增大（见图１），表
明提取液中存在黄酮类物质，证明蜂胶中含有黄酮

类化合物。

图１　蜂胶黄酮的定性检验

２．３　单因素实验结果
２．３．１　料液比对蜂胶黄酮提取率的影响

准确称取０．１ｇ蜂胶样品加入２５ｍＬ圆底烧瓶
中，设定超声频率为５０ｋＨｚ、提取温度４０℃、７５％无
水乙醇、提取时间３０ｍｉｎ，研究不同的料液比（１∶２０、
１∶２５、１∶３０、１∶４０、１∶５０ｇ／ｍＬ）对蜂胶黄酮提取效果
的影响。由图２可知，料液比最大时，提取率最小，

随着料液比的降低，提取率先逐渐增大，可能是伴随

乙醇浓度的增大，蜂胶中总黄酮的溶出量增加，即提

取率逐渐增大；但当料液比小于１∶３０后，提取率逐
渐下降，最终趋于平稳，这可能是伴随乙醇浓度的增

大，一些醇溶性杂质、色素的浸出量增加，从而影响

总黄酮的提取率。当料液比小时，黄酮提取率较低，

同时浪费提取液，也为后续工作增加困难。因此，实

验选取１∶３０为最佳料液比。
２．３．２　乙醇浓度对蜂胶黄酮提取率的影响

准确称取０．１ｇ蜂胶样品加入２５ｍＬ圆底烧瓶
中，设定超声频率为５０ｋＨｚ、料液比１∶３０、提取温度
４０℃、提取时间 ３０ｍｉｎ，研究不同的乙醇浓度
（４０％、６０％、８０％、９０％、１００％）对蜂胶黄酮提取效
果的影响。由图３可知，蜂胶黄酮的提取率在乙醇
浓度为４０％～８０％范围内时，随着乙醇浓度的增大
提取率增强，乙醇浓度大于８０％时则随乙醇浓度的
升高提取率逐渐降低，乙醇浓度为８０％时提取率最
高。可能是由于乙醇浓度不同，提取液的极性不同，

８０％乙醇的极性与蜂胶中黄酮类化合物的极性相
似，随着乙醇浓度的逐渐升高，蜂胶中一些脂溶性物

质的溶出增强，影响了黄酮类物质的浸出［１２］。根据

实验结果，选取８０％乙醇为提取剂。

图２　料液比对蜂胶黄酮提取率的影响

图３　乙醇浓度对蜂胶黄酮提取率的影响

２．３．３　提取温度对蜂胶黄酮提取率的影响
准确称取０．１ｇ蜂胶样品加入２５ｍＬ圆底烧瓶

中，设定超声频率为５０ｋＨｚ、８０％无水乙醇、料液比
１∶３０、提取时间３０ｍｉｎ，研究不同的提取温度（３０、
４０、５０、６０、７０ｍｉｎ）对蜂胶黄酮提取效果的影响。由
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图４可知，蜂胶黄酮的提取率在温度较低时较小，并
且随着温度的升高变化不大，当温度为４０～５０℃时，
黄酮的提取率随温度的升高增加显著，高于５０℃后
随着温度的升高，黄酮的提取率逐渐减弱，说明一定

范围内温度越高对细胞的破坏作用越强，有利于黄酮

的浸出，但温度过高可能会导致溶剂的挥发，反而不

利于提取。因此，超声的最佳温度选取为５０℃。
２．３．４　超声时间对蜂胶黄酮提取率的影响

准确称取０．１ｇ蜂胶样品加入２５ｍＬ圆底烧瓶
中，设定超声频率为５０ｋＨｚ、料液比１∶３０、提取温度
５０℃、乙醇浓度８０％，研究不同的提取时间（５、１０、
２０、３０、４０ｍｉｎ）对蜂胶黄酮提取效果的影响。由图５
可知，蜂胶黄酮提取率先随时间的延长而增强，当时

间为２０ｍｉｎ时蜂胶黄酮的提取率最大，再延长超声
时间，提取率反而出现下降的趋势。可能是随着超

声时间的延长，超声产生的热效应使提取体系的温

度升高，促使蜂胶中黄酮类化合物的浸出从而提高

其提取率；当温度达到一定限度时，黄酮的结构可能

发生变化而被降解，导致黄酮提取率下降。因此，

２０ｍｉｎ是蜂胶黄酮的最佳提取时间。

图４　提取温度对蜂胶黄酮提取率的影响

图５　超声时间对蜂胶黄酮提取率的影响

２．４　正交实验
以料液比（１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０ｇ／ｍＬ），乙醇

浓度（４０％、６０％、８０％、１００％），提取温度（３０、４０、
５０、６０℃）和超声时间（１０、２０、３０、４０ｍｉｎ）对蜂胶黄
酮提取率的影响进行正交实验。由表２可以看出，
影响蜂胶黄酮提取率的主次因素顺序为：料液比 ＞
乙醇浓度＞超声时间 ＞提取温度，最佳提取工艺组

合为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即料液比１∶３０、乙醇浓度８０％、提
取温度５０℃、超声时间２０ｍｉｎ，在该提取条件下，蜂
胶黄酮的提取率为９．６０％。由方差分析统计表（表
３）可知，料液比 ＞乙醇浓度 ＞超声时间 ＞提取温
度，其中料液比对黄酮提取率的影响具有显著性。

表２　正交实验结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 提取率／％

１ １∶２０ ６０ ４０ １０ ８．８９
２ １∶２０ ８０ ５０ ２０ ９．６０
３ １∶２０ １００ ６０ ３０ ８．６８
４ １∶３０ ６０ ５０ ３０ ８．５１
５ １∶３０ ８０ ６０ １０ ８．０４
６ １∶３０ １００ ４０ ２０ ８．３０
７ １∶４０ ６０ ６０ ２０ ８．０７
８ １∶４０ ８０ ４０ ３０ ８．３７
９ １∶４０ １００ ５０ １０ ７．３１
ｋ１ ０．３８１ ０．３５７ ０．３５８ ０．３４０
ｋ２ ０．３４８ ０．３６５ ０．３５６ ０．３６４
ｋ３ ０．３３３ ０．３４０ ０．３４７ ０．３５８
Ｒ ０．０４８ ０．０２５ ０．０１１ ０．０２４

表３　方差分析统计

因素 偏方平方和 自由度 Ｆ比 显著性

料液比 ０．００４ ２ ２．６８７ 

乙醇浓度 ０．００１ ２ ０．６６７

温度 ０．０００ ２ ０．０００

超声时间 ０．００１ ２ ０．６６７

误差 ０．０１０ ８

　　注：指影响显著，判定标准为０．０５。

２．５　蜂胶黄酮的抗氧化性研究
２．５．１　蜂胶黄酮对羟基自由基（·ＯＨ）的清除

羟基自由基是仅次于Ｆ－的强氧化剂，几乎可以
和所有的细胞组分（核酸、蛋白质和脂质等）发生反

应，对于筛选、评价具有清除自由基能力的生化药品

和功能食品有重要意义［１５］。配置不同浓度的蜂胶

提取液及ＶＣ为样品，由图６可知，蜂胶黄酮的浓度
与对·ＯＨ的清除作用呈明显的量—效关系，清除
效果随着蜂胶提取液浓度的增加而增强。由图６可

图６　蜂胶黄酮和Ｖｃ对·ＯＨ的清除率
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知，蜂胶黄酮对羟基自由基的清除率与ＶＣ近似。在
浓度为０．１５ｍｇ／ｍＬ时，蜂胶黄酮对羟基自由基的
清除率达到３５％，而同浓度下 ＶＣ对羟基自由基的
清除率为３０％，即蜂胶黄酮对羟基自由基的清除效
果优于天然抗氧化剂ＶＣ。

２．５．２　蜂胶黄酮对超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）的
清除

超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）是生物体代谢产生
的活性中间体之一，可在短时间内引发自由基的链

式反应，产生·ＯＨ、过氧亚硝酸根等［１６］。细胞内

Ｏ－２·的累积可以引起线粒体膜的通透性改变，导致

细胞色素Ｃ的释放，从而诱导细胞凋亡［１７］。因此，

清除 Ｏ－２·有助于维持机体的氧化还原平衡，保证
机体的代谢稳定性。

由表４可知，蜂胶黄酮对Ｏ－２·有着明显的抑制

作用，并且随着蜂胶黄酮含量的增加，对·Ｏ－２的抑
制作用明显增强。在浓度为０．１５ｍｇ／ｍＬ时，蜂胶
黄酮对Ｏ－２·的清除率达到７７．７％，而同浓度下 ＶＣ
对Ｏ－２·的清除率为７０．４％，即蜂胶黄酮对超氧阴
离子自由基的清除效果优于天然抗氧化剂ＶＣ，但差
距不大。

表４　不同浓度黄酮提取液对超氧阴离子自由基的抑制率

样品

浓度

／（ｍｇ／ｍＬ）

吸光度值

０
ｍｉｎ

０．５
ｍｉｎ

１．５
ｍｉｎ

２．０
ｍｉｎ

２．５
ｍｉｎ

３．０
ｍｉｎ

氧化速率（△Ａ／
△ｔ）／（Ａ／ｍｉｎ）

对Ｏ－２·的
抑制率／％

０ ０．１７６ ０．２０２ ０．２２９ ０．２５１ ０．２７３ ０．３０４ ０．０５４ ０

０．０５ ０．４７０ ０．４８８ ０．５１０ ０．５２６ ０．５４２ ０．５５９ ０．０３６ ３３．３

０．１００ ０．５２１ ０．５３３ ０．５４３ ０．５５８ ０．５７１ ０．５８３ ０．０２５ ５３．７

０．１５ ０．９５２ ０．９５８ ０．９６５ ０．９７０ ０．９７７ ０．９８２ ０．０１２ ７７．７

０．０５（Ｖｃ） ０．４３５ ０．４５６ ０．４７５ ０．４９３ ０．５１６ ０．５３８ ０．０４２ ２２．２

０．１００（Ｖｃ） ０．５１４ ０．５２８ ０．５４１ ０．５５６ ０．５６９ ０．５８３ ０．０２８ ４８．１

０．１５（Ｖｃ） ０．８５３ ０．８６１ ０．８７０ ０．８７８ ０．８８７ ０．８９０ ０．０１６ ７０．４

　　注：为参照组数据，即为公式中的分母组。

３　结论
影响蜂胶黄酮提取率的主次影响因素为：料液

比＞乙醇浓度＞超声时间 ＞提取温度，最佳提取工
艺组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即料液比 １∶３０、乙醇浓度
８０％、提取温度５０℃、超声时间２０ｍｉｎ，在该工艺条
件下，蜂胶黄酮的提取率为９．６０％。

蜂胶黄酮对羟基自由基和超氧阴离子自由基具

有较好的抑制作用，其抑制效果随蜂胶黄酮浓度的

增加而增强。在浓度为０．１５ｍｇ／ｍＬ时，蜂胶黄酮
对·ＯＨ和 Ｏ－２ ·的清除率分别达到了 ３５％和
７７７％，同浓度下ＶＣ对·ＯＨ和Ｏ

－
２·的清除率分别

为３０％和７０．４％，表明蜂胶黄酮的抗氧化效果优于
天然抗氧化剂ＶＣ。
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ｎａｌｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００４，１９（３）：１２０－１２３．

［１７］ＳｈｅｎＨＭ，ＹａｎｇＣＦ，ＤｉｎｇＷＸ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｒａｄｉｃａｌｉｎｉｔｉａｔｅｄａｐ

ｏｐｔｏｔｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｓｅｌｅｎｉｔ－ｔｒｅａｔｅｄＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ：ｍｉｔｏｃｈｏｎａｒ

ｉａｓｅｒｖｅａｓｔｈｅｍａｉｎｔａｒｇｅｔ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃａｌＢｉｏｌｏｇｙ＆Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

２００１，３０（１）：９－２１．●完


