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响应面法优化黑化红枣三萜酸提取工艺
及抗氧化活性研究
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摘　要：目的：以黑化后的红枣为试材，研究其三萜酸提取工艺条件及抗氧化活性。方法：通过单因素实验和 Box-
Behnken 响应面试验进行超声波提取黑化红枣三萜酸工艺优化，并测定黑化红枣三萜酸纯化前后对 DPPH、

ABTS 自由基的清除能力和总还原力以评估其体外抗氧化活性。结果：黑化红枣中三萜酸的最优提取工艺参数

为：50% 乙醇浓度，液料比 23:1  mL/g，超声时间 30  min，超声功率 300  W，在此条件下，三萜酸含量为

1.313±0.01 mg/g；黑化红枣三萜酸粗提物和纯化物清除 DPPH、ABTS 自由基的半抑制浓度（IC50）分别为 0.571、
0.053 和 0.186、0.059 mg/mL，总还原力则与样品浓度呈现一定的量效关系。结论：该工艺简单、合理可行，黑化

红枣三萜酸具有良好的抗氧化活性。
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Optimization of Extraction and Antioxidant Activities of Triterpenic
Acids from Blacked Jujube by Response Surface Methodology
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Abstract：Objective: Blacked jujube was used as raw materials to study the extraction conditions and antioxidant activity of
triterpenic  acids.  Methods:  The  ultrasonic  extraction  process  of  triterpenic  acids  from  blacked  jujube  was  optimized  by
single  factor  and  Box-Behnken response  surface  experiments.  The  antioxidant  activity  of  before  and  after  purification  of
triterpenic  acids  were  evaluated  by  determining  the  scavenging  capacity  of  DPPH  and  ABTS+ free  radicals  and  total
reducing power. Results: The optimum extraction parameters were as follows: 50% ethanol concentration, liquid-solid ratio
23:1 mL/g,  ultrasonic  time 30  min,  ultrasonic  power  300 W.  Under  these  conditions,  the  yield  of  triterpenoid  acids  was
1.313±0.01  mg/g.  The  half  inhibitory  concentration  (IC50)  for  scavenging  of  DPPH·  and  ABTS+·  of  crude  and  purified
triterpenoid acids from blacked jujube were 0.571, 0.053, 0.186 and 0.059 mg/mL, respectively. The total reducing power
showed a certain dose effect relationship with the sample concentration. Conclusions: The process was simple, reasonable  
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and feasible. The triterpenic acids of blacked jujube would have a good antioxidant activity.
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红枣（Ziziphus jujuba Mill.）又称中华大枣，为鼠

李科枣属植物，在我国的栽培历史已有 4000 多年，

主要在黄河中下游、西北和东部等地区分布[1]。红枣

富含微量元素、维生素和多糖、黄酮、三萜类、多酚、

生物碱等活性成分，在补虚益气、养血安神、健脾和

胃等方面具有独特功效[2−3]。黑化红枣简称黑枣，是

一种新型的红枣深加工产品，在不添加任何添加剂的

情况下通过控制温度和湿度，由红枣经过一段时间的

高温熟化形成[4]。与原红枣相比，黑枣在加工过程中

颜色、香气、风味和营养成分发生各种物理化学变

化，其生物活性物质还原糖、三萜酸类、酚类和黄酮

等含量升高，并且新产生一种脯氨酸[5]。因此，研究

黑枣中活性成分，对其产品开发和综合利用具有重要

意义。

三萜酸类物质为枣中非常重要的一类化学成

分，由 30 个碳原子（含 6 个异戊二烯单元）聚合而成

的萜类化合物[6]，具有抗氧化[7]、抗肿瘤[8−9]、降血

脂[10]、抗菌保肝[11] 和提高机体免疫力[12] 等重要生物

作用，被广泛应用于新型功能食品、药物、化妆品和

保健品中。近年来，三萜酸类化合物的研究已成为天

然产物开发的热点，但大多数都集中在人参、灵芝等

名贵中草药材中，对枣中三萜酸类化合物的研究较

少，目前国内外仅限于天然枣果。另外，以黑化红枣

为试验材料并对其三萜酸类提取工艺及抗氧化分析

相关性报道暂未见。

因此，本文以黑化后的红枣为原料，利用超声波

法提取枣中三萜酸，通过单因素实验和响应面试验优

化其提取工艺，并将粗提取物用大孔树脂纯化，进而

探究黑化红枣三萜酸粗提物和纯化物的体外抗氧化

能力，旨在为黑化红枣资源的研究和工业生产提供

参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

原料大枣　品种为骏枣，产地新疆、山东泰安；

黑化红枣　实验室自制（选取无病虫害、果形整齐的

红枣复水 1 h 后装袋密封，在温度 75 ℃，湿度 80%

的恒温恒湿箱内加工大约 55 h，制得黑枣，其含水量

26% 左右，颜色呈黑褐色，口味酸甜。黑化后剪成细

瓣，60 ℃ 烘箱中烘干，小型粉碎机粉碎，40 目过筛备

用）；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）　上海华蓝化

学科技有限公司；2,2'-联氮基双（3-乙基苯并噻唑啉-

6-磺酸）二铵盐（ABTS）　合肥博美生物科技有限公

司；齐墩果酸标准品　纯度≥98%，上海源叶生物技

术科技有限公司；香草醛、高氯酸、冰乙酸　均为分

析纯，天津市凯通化学试剂有限公司。

754N 紫外-可见分光光度计　上海奥谱勒仪器

有限公司；KQ-500V 超声波清洗器　昆山市超声仪

器有限公司；HH-6 数显恒温水浴锅　江苏省金坛市

荣华仪器制造有限公司；101-ZES 电热鼓风干燥箱　

北京市永光明医疗仪器厂。 

1.2　实验方法 

1.2.1   黑化红枣三萜酸的提取　精确称取黑化红枣

粉末 1.0 g，置于 100 mL 锥形瓶中，加入溶剂超声辅

助提取，提取完成后，抽滤，将抽滤后的溶液离心

10 min（6000 r/min），然后残渣重提一次，合并两次上

清液，定容至 100 mL 容量瓶中得样品溶液，备用。 

1.2.2   测定波长的确定　精密称取 10.00 mg 干燥至

恒重的齐墩果酸标准品于 100 mL 容量瓶中，用无水

乙醇溶解，定容至刻度，摇匀，即为浓度 0.1 mg/mL
的标准溶液。吸取 1 mL 齐墩果酸标准溶液置于具

塞试管中，水浴挥干溶剂，依次加入 0.2 mL 5% 香草

醛-冰乙酸溶液和 0.8 mL 高氯酸，混匀，60 ℃ 恒温水

浴锅中加热 15 min，取出后，立即用冷水冷却至室

温，然后加入 5 mL 冰乙酸，摇晃均匀，静置 10 min，
以空白试剂为参比，在 450~700 nm 范围内进行全波

长扫描，确定三萜酸最佳吸收波长[13]。 

1.2.3   标准曲线的绘制　参考蔡天娇等[14] 方法，略

有改动。向具塞试管中分别加入体积为 0.0、0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mL 齐墩果酸标准溶液，水浴

挥干溶剂，按照 1.2.2 方法操作，在吸收光谱的最大

波长处测定吸光度，以齐墩果酸溶液浓度（μg/mL）为
横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。 

1.2.4   三萜酸提取量计算　分别精密吸取在不同条

件下超声提取的黑化红枣样品溶液 0.1 mL 置于具

塞试管中，按照 1.2.2 方法操作，测定其在 547 nm 处

的吸光值，根据回归方程计算黑化红枣中三萜酸的提

取量，其计算公式见式（1）。

提取量(mg/g) =
C×V×N

M
式（1）

式中：C 为提取液中三萜酸的浓度，mg/mL；V 为

三萜酸提取液的总体积，mL；N 为稀释倍数；M 为样

品粉末质量，g。 

1.2.5   单因素实验　准确称取一定量黑化红枣粉末

于具塞三角瓶中，按照设定条件进行工艺提取，以三

萜酸提取量为评价指标，固定液料比 20:1 mL/g、提

取温度 60 ℃、提取功率 300 W、提取时间 30 min，
考察乙醇浓度（40%、50%、60%、70%、80%）对黑化

红枣三萜酸提取效果的影响；固定乙醇浓度 50%、提

取温度 60 ℃、提取功率 500 W、提取时间 30 min，
考察不同液料比（10:1、15:1、20:1、25:1、30:1 mL/g）
对黑化红枣三萜酸提取效果的影响；固定乙醇浓度

50%、液料比 20:1 mL/g、提取功率 300 W、提取温
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度 60 ℃，考察不同超声时间（20、30、40、50、60 min）
对黑化红枣三萜酸提取效果的影响；固定乙醇浓度

50%、液料比 20:1 mL/g、提取温度 60 ℃，提取时

间 30 min，考察不同超声功率（100、200、300、400、
500 W）对黑化红枣三萜酸提取效果的影响，每组试

验重复 3 次。 

1.2.6   响应面试验　在以上单因素实验结果基础上，

选取对黑化红枣三萜酸提取效果影响较大的乙醇浓

度、液料比、超声时间为自变量，并依次编码为 A、

B、C，以三萜酸提取量（Y）为响应值，根据响应面

Box-Behnken 设计原理，进行三因素三水平优化分析

试验，试验因素与水平见表 1。
 
 

表 1    响应面试验因素及水平表
Table 1    Factors and levels of central composite design

水平
因素

A乙醇浓度（%） B液料比（mL/g） C提取时间（min）

−1 40 20:1 20

0 50 25:1 30

1 60 30:1 40
  

1.2.7   三萜酸纯化　将提取的黑化红枣三萜酸粗样

品用 D-101 型大孔树脂进行纯化。按照 1.0 mL/min
的流速将配制好的三萜酸粗样品溶液上柱，待样液吸

附后，以同样的流速用去离子水冲去可溶性糖类等水

溶性杂质；然后先用 40% 乙醇进行洗脱，再用体积分

数为 95% 的乙醇溶液以流速 1.0 mL/min 进行洗脱，

收集 95% 乙醇洗脱液[15]。将洗脱液中乙醇旋蒸浓缩

后冷冻干燥，得到三萜酸干燥粉末，用于抗氧化活性

的测定。 

1.2.8   黑化红枣三萜酸纯化前后抗氧化活性研究　 

1.2.8.1   DPPH 自由基清除能力的测定　参考 Fu 等[16]

方法略有修改，用移液枪分别吸取不同浓度的样品

溶液 2 mL 置于试管中，加入 2 mL DPPH（0.1 mmol/L，
无水乙醇配制）溶液，振荡摇匀后，室温黑暗处反应

30 min，在 517 nm 波长下测定其吸光度 A1；同时将

等量乙醇代替 DPPH 溶液测按照上述测定方法其吸

光度为 A2；再测定 2 mL 无水乙醇和2 mL DPPH 混

合溶液的吸光度 A0。以 VC 为阳性对照，按照式（2）
计算 DPPH 自由基清除率：

清除率 (%) = 1− A1−A2

A0

×100 式（2）
 

1.2.8.2   ABTS+·清除能力测定　参考 Liu 等[17] 方法

有所改动。ABTS 工作液是由 7 mmol/L 的 ABTS
溶液与 2.45 mmol/L 的过硫酸钾溶液等体积混合，室

温避光条件下反应 12~16 h 制得，使用前用乙醇稀释

混合液，直到测得其在 734  nm 处的吸光度为

0.7±0.02。在 6 支试管中依次加入不同浓度的样品溶

液 0.5 mL、ABTS 工作液 3 mL，振荡均匀，黑暗下反

应 8 min，检测其在波长 734 nm 处的吸光值 A1；去

离子水代替 ABTS 工作液测得吸光值 A2；同样用去

离子水代替样品溶液测其吸光值 A0，以 VC 作为阳

性对照。根据式（3）计算 ABTS 自由基清除率。

清除率(%) = 1− A1−A2

A0

×100 式（3）
 

1.2.8.3   总还原能力测定　参考康宁等[18] 的方法稍

有修改，吸取适当稀释的样品溶液 1.0  mL，加入

2.5  mL  0.2  mol/L 的磷酸盐缓冲溶液（pH=6.6）和

2.5 mL 铁氰化钾溶液（1%，w/v），在 50 ℃ 下水浴反

应 20 min。取出后，加入 2.5 mL 10%（w/v）的三氯

乙酸，摇匀，离心，随后加入 2.5  mL 去离子水及

0.1%（w/v）三氯化铁溶液 0.5 mL，涡旋混匀，静置

10 min，测定反应体系在波长 700 nm 处吸光度 A1，

以 VC 作为阳性对照。总还原能力计算公式见式（4）：

总还原力 = A1−A0 式（4）

式中：A0 为空白组的吸光度；A1 为样液的吸光度。 

1.3　数据处理

采用 Excle 2016 和 Origin 2018 软件对数据进

行处理及绘图；响应面试验运用 Design-Expert
8.0.6 软件进行分析和设计。所有试验平行测定

3 次，取平均值。 

2　结果与分析 

2.1　测定波长的选择

波长扫描结果如图 1 所示，齐敦果酸标准品溶

液的最大吸收峰在 1 处（547 nm），因此，选择 547 nm

作为三萜酸的测定波长。
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图 1    齐墩果酸吸收光谱图
Fig.1    Absorption spectrogram of oleanolic acid

  

2.2　标准曲线的绘制

标准曲线如图 2 所示，其线性回归方程为

Y=0.0409X−0.01，R2=0.9989，表明齐墩果酸溶液在

0~20 μg/mL 范围内吸光值与浓度呈现良好的线性

关系。 

2.3　单因素实验结果 

2.3.1   不同乙醇浓度对三萜酸提取量的影响　由图 3

可看出，当乙醇浓度在 40%~50% 之间时，黑化红枣

中三萜酸提取量呈现上升趋势，在 50% 处其提取量

达到最高值 1.176 mg/g；但当乙醇浓度超过 50% 后，
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三萜酸提取量随着乙醇浓度的升高反而下降。原因

可能是乙醇浓度提高，使黑变红枣中一些醇溶性杂

质、色素等成分溶出量增加[19]，从而影响三萜酸提取

量，因此乙醇浓度选择 50% 最佳。研究结果与张琼

等[20] 采用超声法提取“鲁枣 1 号”枣果中三萜酸的提

取量和乙醇浓度关系结果一致。 

2.3.2   液料比对三萜酸提取量的影响　由图 4 可知，

黑化红枣三萜酸提取量随着液料比增加呈现先上升

后下降的趋势。当液料比为 20:1 mL/g 时，三萜酸

提取量达到最大值 1.286 mg/g。分析原因可能是液

料比过小时，固液两相浓度梯度小，阻碍超声波在溶

剂中扩散，不利于三萜酸有效物质全部溶出[21]，因此

三萜酸含量较小；当液料比继续增大时，物料与溶剂

接触面积增加，三萜酸逐渐全部溶出，故目标分析物

提取量增加[22]；但当溶剂量过多会形成稀释效应，溶

液中杂质也会随之增多，从而提取量下降[22−23]。综合

考虑，液料比选择 20:1 mL/g 为宜。 

2.3.3   超声时间对三萜酸提取量的影响　由图 5 可

知，超声时间小于 30 min 时，随时间增加黑化红枣三

萜酸提取量不断上升，并且增加幅度相对较大，原因

可能是由于在一定范围内，超声时间越长，超声波的

空化作用和机械作用加速物料与溶剂充分接触[24]，使

三萜酸越容易溶出。当超声时间超过 30 min 之后三

萜酸提取量随时间增加而逐渐降低，出现此现象可

能因超声时间过长，破坏了三萜酸的结构[25]，或是溶

出的杂质增多，从而影响了提取效果。故选择 30 min

为最佳超声时间，此时其提取量为 1.299 mg/g。
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图 5    超声时间对三萜酸提取量的影响
Fig.5    Effect of ultrasonic time on yield of triterpenoid acid

  

2.3.4   超声功率对三萜酸提取量的影响　由图 6 可

以看出，超声功率在 100~300 W 内三萜酸含量缓慢

上升，当超声功率达到 300 W 时三萜酸含量达到最

高值 1.193 mg/g，之后随着功率的增大含量稍有降

低。这可能是由于超声功率过大使溶液中温度过高，

造成目标物活性改变，同时产生的空化气泡增长过

大，降低了空化作用的效果，阻碍超声波的传播[26]，从

而导致提取量降低。因此，选择超声功率为 300 W。
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图 6    超声功率对三萜酸提取量的影响
Fig.6    Effect of ultrasonic power on yield of triterpenoid acid

  

2.4　响应面分析试验结果 

2.4.1   建立回归模型及方差分析　根据单因素实验

结果可得出，超声功率对黑化红枣三萜酸提取量的影
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Fig.2    Standard curve of oleanolic acid
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Fig.3    Effect of ethanol concentration on yield
of triterpenoid acid
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响与其他三个因素相比较小，因此没有必要将其作为

响应面设计的因素。根据 Box-Benhnken 中心组合

实验设计原理，选取乙醇浓度（A）、液料比（B）、超声

时间（C）3 个因素进行响应面优化分析。试验设计与

结果见表 2。
 
 

表 2    Box-Behnken 试验设计及结果
Table 2    Box-Behnken design with experimental results

实验号 A B C Y提取量（mg/g）

1 −1 −1 0 1.051±0.05
2 1 −1 0 1.002±0.09
3 −1 1 0 1.178±0.13
4 1 1 0 1.191±0.04
5 −1 0 −1 0.986±0.08
6 1 0 −1 1.067±0.14
7 −1 0 1 1.08±0.16
8 1 0 1 0.975±0.06
9 0 −1 −1 1.048±0.12

10 0 1 −1 1.064±0.12
11 0 −1 1 0.956±0.10
12 0 1 1 1.185±0.13
13 0 0 0 1.313±0.09
14 0 0 0 1.254±0.06
15 0 0 0 1.326±0.10
16 0 0 0 1.248±0.08
17 0 0 0 1.051±0.10

 

响应面试验设计结果如表 3 所示。采用 Design-

Expert 8.0.6 软件对表 2 试验结果进行多元回归拟

合，得到二次多元回归方程：

Y=1.28−7.500×10−3A+0.070B+3.875×10−3C+

0.016AB−0.047AC+0.053BC−0.11A2−0.069B2−0.15C2

从表 3 可看出，该回归模型的 P<0.0001，说明模

型是极显著；失拟项 P=0.8991>0.05，失拟不显著，表

示该模型对本试验拟合程度良好，在试验中产生的误

差较小；模型的决定系数 R2=0.9754，说明三萜酸提

取量的变化有 97.54% 来自于所选试验因素，因此该

回归方程可以很好地描述各试验因素与响应值之间

的变化关系；校正决定系数 RAdj
2=0.9438，表明该模

型能解释 94.38% 响应值的变化；模型变异系数

CV=2.59%，说明重现性好，可用于黑化红枣三萜酸

提取含量的分析和预测。回归方程各项方差中一次

项 B，二次项 A2、B2、C2 的 P 值均小于 0.01，影响达

到极显著；交互项因素 AC、BC 影响显著（P<0.05），
AB 项不显著（P>0.05），这表明试验因素与黑化红枣

三萜酸提取量之间不是简单的线性关系。通过比较

F 值可知，影响黑化红枣三萜酸提取量的各因素由大

到小为 B>A>C，即液料比>乙醇浓度>超声时间。 

2.4.2   响应面交互作用分析　为了更直观地反映出

两两因素交互作用对三萜酸提取效果的影响，根据回

归方程绘制出其响应面图和等高线图，结果如图 7
所示。

各因素交互作用对响应值影响程度的强弱与响

应面坡度和等高线密集度有关。响应面坡度越陡峭，

则黑化红枣三萜酸提取量受两两因素交互作用影响

就越大，反之，影响就越小；等高线密集呈椭圆形，说

明其交互作应对响应值的影响显著，等高线稀疏呈圆

形，则表示其交互效应不显著[27]。由图 7 可以看出，

BC 交互作用的响应曲面坡度最陡峭，且其等高线图

椭圆率高，表明液料比和超声时间的交互作用对黑化

红枣三萜酸提取量影响最显著（P<0.01）；乙醇浓度

（A）和超声时间（C）影响相对显著（P<0.05），曲面较

为陡峭，等高线图为椭圆形；AB 影响次之，即乙醇浓

度和液料比，表现为曲面坡度变化较缓，且等高线图

椭圆形状不明显，说明两者交互作用不显著。 

2.5　验证实验

经 Design-Expert 8.0.6 软件模型分析得出，黑化

红枣三萜酸最优提取工艺为：乙醇浓度 49.80%、液

料比 22.73:1 mL/g、超声时间 31.15 min，此时三萜

酸提取量理论预测值为 1.300 mg/g。考虑到实际操

作的方便性，将黑化红枣三萜酸提取条件调整为：乙
 

表 3    回归方程方差分析结果

Table 3    Results of variance analysis of regression equation

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 0.24 9 0.026 30.88 <0.0001 **
A 4.500×10−4 1 4.500×10−4 0.53 0.4910
B 0.039 1 0.039 46.15 0.0003 **

C 1.201×10−4 1 1.201×10−4 0.14 0.7185
AB 9.610×10−4 1 9.610×10−4 1.13 0.3236
AC 8.649×10−3 1 8.649×10−3 10.15 0.0154 *
BC 0.011 1 0.011 13.31 0.0082 **
A2 0.047 1 0.047 55.16 0.0001 **
B2 0.020 1 0.020 23.81 0.0018 **
C2 0.092 1 0.092 108.09 <0.0001 **

残差 5.966×10−3 7 8.524×10−4

失拟项 7.393×10−4 3 2.464×10−4 0.19 0.8991
纯误差 5.227×10−3 4 1.307×10−3

总离差 0.24 16

注：**为P<0.01，差异极显著；*为P<0.05，差异显著。
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醇浓度 50%、液料比 23:1 mL/g、超声时间 30 min，
在此条件下重复试验 3 次，测得三萜酸提取量为

1.313±0.01 mg/g，其 RSD 为 0.76%，结果与预测的

理论相近，表明模型拟合良好，方法具有可行性。 

2.6　黑化红枣三萜酸纯化结果

通过采用 D-101 型大孔树脂对提取物进行初步

纯化，结果得出，黑化红枣三萜酸粗提物与纯化物的

纯度分别 23.55%±0.60% 和 58.77%±0.52%，约为纯

化前 2.49 倍，表明该方法有效可行，适于黑化红枣三

萜酸的纯化。 

2.7　抗氧化分析 

2.7.1   DPPH 自由基清除能力　由图 8 可知，黑化红

枣三萜酸粗提物、纯化物和 VC 都有清除 DPPH 自

由基的能力，并且与质量浓度呈正相关。在浓度 0.5~
1.5 mg/mL 范围内，粗提物对 DPPH 的清除率仍保

持着不断增加的趋势，而纯化物和 VC 增加趋势趋于

平缓。当浓度为 1.5  mg/mL 时，三萜酸纯化物对

DPPH 自由基清除率达到最大值 95.03%±0.83%，但

稍弱于 VC（97.10%±0.53%），与两者相比三萜酸粗提
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图 7    各因素交互作用响应面及等高线图

Fig.7    Response surface and contour plots showing the interactive effects of various factors
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图 8    三萜酸 DPPH 自由基清除效果

Fig.8    DPPH radical scavenging effect of triterpenic acids
注：同一浓度下，不同样品的指标数据差异显著，P<0.05；
图 9~图 10。
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物效果最差，其清除率最高值为 86.00%±0.30%。经

线性拟合，黑化红枣三萜酸粗提物和纯化物对

DPPH 自由基的 IC50 值分别为 0.571、0.053 mg/mL，
表明经纯化后三萜酸清除 DPPH 自由基能力显著

（P<0.05） 高于纯化前。 

2.7.2   ABTS 自由基清除能力　从图 9 可以看出，随

着浓度的增加，黑化红枣粗提物、纯化物和 VC 都表

现出较好的清除 ABTS+·能力。在低浓度时，粗提物

和纯化物抗氧化能力明显低于 VC，尤其是粗提物。

当质量浓度从 0.01 mg/mL 上升到 0.25 mg/mL 时，

VC 的清除率由 46.50%±0.92% 增至 98.70%±0.60%，

黑化红枣三萜酸粗提物和纯化物的清除率分别从

5.70%±0.87%、12.67%±0.70% 增至 59.53%±0.93%、

99.03%±0.52%。在质量浓度为 0.25 mg/mL 时，三

萜酸纯化物的清除效果稍高于 VC，且显著 （P<0.05）
高于粗提取物。经线性拟合，其清除 ABTS+·的
IC50 值分别为 0.186、0.059 mg/mL，这说明黑化红枣

三萜酸经过纯化后清除 ABTS+·的能力增强。
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图 9    三萜酸 ABTS 自由基清除效果
Fig.9    ABTS+· scavenging effect of triterpenic acids

  

2.7.3   总还原力　由图 10 可以得出，在一定范围内，

黑化红枣三萜酸粗提物、纯化物和 VC 的总还原能力

都随浓度的增加而增大，样品浓度与活性呈现出明显

的量效关系。当浓度增加到 1.0 mg/mL 后，VC 上升的趋

势减缓。由图可知，两者与 VC 的还原能力排序为：

VC>纯化物>粗提物，且三者在质量浓度为 2.0 mg/mL
时，总还原力分别达到最高值 1.356、1.131 及 0.72。
表明黑化红枣三萜酸粗提物和纯化物具有一定的还

原能力，但它的作用效果整体还是弱于 VC。
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图 10    三萜酸总还原力测定
Fig.10    Determinatim of FRAP value of triterpenic acids 

3　结论
本研究在单因素实验基础上，利用响应面法对

超声辅助提取黑化红枣三萜酸条件进行了优化分析，

并从二次回归模型方差分析对影响三萜酸提取量的

因素之间相互作用进行了探讨，结果得出，液料比和

超声时间影响极显著，乙醇浓度和超声时间交互作用

显著，其余不显著；最佳提取工艺为：乙醇浓度 50%、

液料比 23:1  mL/g、超声时间 30  min、超声功率

300 W，在此条件下黑化红枣三萜酸提取量达到了

1.313±0.01 mg/g，与预测值结果相接近。说明此优

化工艺参数可靠，提取效率高，操作简单可行。

通过抗氧化试验可知，黑化红枣三萜酸粗提物

和纯化物对 DPPH 自由基、ABTS 自由基的清除能

力及总还原能力有较好的抗氧化活性，其对 DPPH·清
除率的 IC50 值分别为 0.571、0.053 mg/mL，对 ABTS+·
清除率的 IC50 值分别为 0.186、0.059 mg/mL，总还

原力则随样品浓度升高而增大，经大孔树脂纯化后三

萜酸抗氧化能力强于粗提物，说明其可作为天然的抗

氧化剂。本实验初步研究了黑化红枣三萜酸提取及

抗氧化活性，对于黑化前后红枣三萜酸的含量变化及

组成特性尚未明确，因此，研究红枣黑化前后三萜酸

变化特性及机理是今后需要解决的问题之一，为黑化

红枣加工利用提供理论支撑，同时提高红枣产业原料

的附加值。
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