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五味子 [Schisandra Chinensis（Turcz.）Baill.]为木兰科植

物，因皮肉甘酸，核中辛苦，且具咸味，故称五味子。《中国药

典》中记载五味子具有收敛固涩、益气生津、补肾宁心等功效[1]。

五味子中富含多种化学成分[2]，但目前的研究主要集中在木脂

素和多糖类化合物[3-4]，而对总黄酮及总酚酸类化合物研究较

少。大量研究表明，植物总黄酮及总酚酸类化合物具有很强

的生物活性和药理活性，如降血脂、降血糖、抗氧化、抗炎等药

理作用，尤其具有明显的抗氧化活性[5-6]。因此，本文对五味子

中的抗氧化活性物进行研究，旨在为五味子资源开发利用提

供更多的理论依据。

1 材料
1.1 仪器

UV-1700紫外分光光度计（上海澳瑞德精密仪器有限公

司）；OSB-2100旋转蒸发仪（日本东京理化公司）；JD60-4 万分

之一电子分析天平[德国赛多利斯科学仪器（北京）有限公司]；

CP225D 电子分析天平（上海精密科学仪器有限公司）；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）。

1.2 药材、药品与试剂

五味子的干燥成熟果实（采于吉林省白山市抚松县种植

地，于 9－10月采摘，经长春中医药大学姜大成教授鉴定为真

品）；芦丁对照品（批号：0721-200010，纯度：92.5％）、咖啡酸对

照品（批号：110831-200302，纯度：＞98％）均来源于吉林省药

品检验所；1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、维生素C对照

品（批号：20010217，纯度：99.0％）均来源于美国 Sigma公司；

试验所用试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 五味子抗氧化活性物提取及纯化制备工艺流程

五味子干燥果实→粉碎→脱脂（5倍量石油醚冷浸脱

脂）→与溶剂混合→沸水浴加热回流提取→过滤→滤液→减

压浓缩→干燥→得抗氧化活性物粗提物→聚酰胺法纯化→得

抗氧化活性物纯化物。

五味子醇提物的提取工艺优化及其体外抗氧化作用评价Δ
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摘 要 目的：优化五味子醇提物的提取工艺，并评价提取物及其纯化物的抗氧化作用。方法：以总酚酸、总黄酮含量及对1，1-二

苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基消除率的综合评分为评价指标，设计单因素和正交试验优化五味子提取工艺中的提取次数、溶

剂乙醇的体积分数、提取时间和溶剂倍量，并进行验证；对最优提取工艺所得提取物进行纯化，测定其对DPPH自由基的消除率和

还原能力以评价纯化物的体外抗氧化作用（以维生素C为阳性对照）。结果：五味子的最优提取工艺条件为以8倍量70％乙醇加

热回流提取 3 次，每次1.0 h；验证试验中各指标的RSD≤0.53％（n＝3）；提取物的30％乙醇洗脱部位抗氧化作用最强，其对DPPH自

由基消除率和还原能力与维生素C相当。结论：优化后的提取工艺稳定、可行，所得提取物及纯化物具有较好的体外抗氧化作用。

关键词 五味子；总酚酸；总黄酮；提取工艺；正交试验；抗氧化作用

Optimization of Extraction Technology of Ethanol Extracts from Schisandra chinensis and Their Antioxida-
tion Evaluation in vitro
TIAN Shuang，YAN Mingming，SHAO Shuai，LIU Chang，YU Zhongxian，YANG Yang（Chinese Medicine and
Biological Engineering Research and Development Center，Changchun University of Chinese Medicine，Changc-
hun 130117，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the extraction technology of ethanol extracts from Schisandra chinensis and evaluate the

antioxidation of the extracts and purified extracts. METHODS：With the comprehensive score of the contents of total phenolic acids

and total flavonoids as well as the clearance rate of 1，1-diphenyl-2-picrylhydrazyl（DPPH）free radical as the evaluated index，sin-

gle factor and orthogonal tests were designed to optimize the extraction times，the volume fraction of the solvent ethanol，extrac-

tion duration and solvent volume in the extraction technology of S. chinensis，and verification tests were conducted. After purifica-

tion of the extracts obtained by the optimal extraction technology，the rates of clearance of DPPH free radical by the purified ex-

tracts and the reducibility of the purified extracts were determined to evaluate their antioxidation in vitro（vitamin C as positive con-

trol）. RESULTS：The optimal extraction technology of S. chinensis was as follows as heating reflux extraction with 70％ ethanol 8

times as much as the extracts，3 extraction times and extraction duration of 1.0 h each time；the RSD of all indexes in the verifica-

tion tests was lower than or equal to 0.53％（n＝3）. 30％ ethanol elution parts of the extracts had the strongest antioxidation，with

a clearance rate of DPPH free radical and reducibility comparable to those of vitamin C. CONCLUSIONS：The optimized extrac-

tion technology is stable and feasible；the extracts and purified extracts obtained by such technology have rather good antioxidation

in vitro.

KEYWORDS Schisandra chinensis；Total phenolic acids；Total flavonoids；Extraction technology；Orthogonal test；Antioxidation
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2.2 含量测定
2.2.1 对照品溶液的制备 精密称取芦丁对照品25 mg、咖啡
酸对照品1.5 mg，置于 50 ml量瓶中，分别加甲醇和乙醇适量，

超声溶解，放冷，定容至刻度，摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液的制备 精密称取五味子抗氧化活性物纯
化物 0.01 g，置于 50 ml 量瓶中，加乙醇适量，超声 30 min 溶
解，取出，放冷，定容至刻度，滤过，即得。

2.2.3 总黄酮含量测定[1] 精密量取“2.2.1”项芦丁对照品溶
液1、2、3、4、5、6 ml，分别置于25 ml量瓶中，各加水至6 ml，加
入 5％亚硝酸钠溶液 1 ml，振荡摇匀，静置 6 min；再加入 10％
硝酸铝溶液1 ml，振荡摇匀，静置6 min；加入氢氧化钠溶液10

ml，加水定容至刻度，摇匀，放置 15 min。以相应的试剂为空
白，于 500 nm波长处测定吸光度。以质量浓度为横坐标（x），

以吸光度（y）为纵坐标，建立标准曲线，得回归方程为 y＝
9.54x+0.109 6（r＝0.995 0），表明芦丁检测质量浓度线性范围
为 0.02～0.12 mg/ml。精密度试验的RSD为 0.89％（n＝6），准
确度试验中平均回收率为97.28％（RSD＝1.41％，n＝6），表明
本方法准确、可靠。

2.2.4 总酚酸含量测定[1] 精密量取“2.2.1”项咖啡酸对照品
溶液 0.25、0.5、1、1.5、2、2.5、3、4 ml，分别置于25 ml量瓶中，加
无水乙醇至 5.0 ml，加 0.3％十二烷基硫酸钠 2.0 ml及 0.6％三
氯化铁-0.9％铁氰化钾（1 ∶ 0.9）混合溶液 1.0 ml，摇匀，于暗处
放置 5 min；加 0.1 mol/L盐酸至刻度，摇匀，暗处放置 20 min。
以相应的试剂为空白，于 700 nm波长处测定吸光度。以质量
浓度为横坐标（x），以吸光度（y）为纵坐标，建立标准曲线，得回
归方程为 y＝11.255x+0.063（r＝0.998 0），表明咖啡酸检测质
量浓度线性范围为 0.3～4.8 μg/ml。精密度试验的 RSD 为
1.39％（n＝6），准确度试验中平均回收率为 99.02％（RSD＝

1.67％，n＝6），表明本方法准确、可靠。

2.2.5 样品中总黄酮及总酚酸含量测定 分别精密量取样品
液2 ml（测总黄酮）、1 ml（测总酚酸），各置于10 ml量瓶中，按

“2.2.3”“2.2.4”项下操作显色，测定吸光度，按各项下的回归方
程计算样品液中总黄酮及总酚酸的含量。

2.3 DPPH自由基消除试验[7]

取干燥洁净的具塞试管，依次编号，量取样品液2 ml置于
具塞试管中，分别在各试管中加入 2 ml 0.04 mg/ml DPPH 溶
液，涡旋混匀，于暗室反应30 min。在517 nm波长处测定吸光
度（A1）。以2 ml甲醇代替DPPH溶液为阴性对照组，同法测定
吸光度（A2）。以2 ml甲醇代替样品液为空白对照组，同法测定
吸光度（A0）。以蒸馏水作空白调零，平行测定 3次，取平均
值。计算DPPH自由基的消除率[（A0－A1+A2）/A0×100％]。
2.4 提取工艺优化
2.4.1 单因素试验 （1）提取溶剂考察 。取 6份五味子粉末
各 100 g，分别加入 1 500 ml 不同提取溶剂（水，10％、30％、

50％、70％、90％乙醇），加热回流提取3次，每次提取0.5 h。（2）

提取次数考察。取4份五味子粉末各100 g，分别提取1、2、3、4

次，提取溶剂为 70％乙醇，料液比为 1 ∶ 15，提取时间为 0.5 h。
（3）提取时间考察。取5份五味子粉末各100 g，分别提取0.5、
1.0、1.5、2.0、3.0 h，提取 3次，提取溶剂为 70％乙醇，料液比为
1 ∶ 15。（4）料液比考察。取 5份五味子粉末各 100 g，分别以料
液比为1 ∶ 6、1 ∶ 8、1 ∶ 9、1 ∶ 10、1 ∶ 12加入70％乙醇，提取3次，每
次提取2.0 h。

取上述各提取液过滤，50 ℃条件下减压浓缩干燥，分别取
适量并用甲醇溶解、定容，得样品液。按“2.3”项下方法进行
DPPH自由基消除试验（平行测定3次，取平均值），结果见图1。

由图1A可知，当提取溶剂为70％乙醇时，DPPH自由基的
消除率最大。由图1B可知，随着提取次数的增加，DPPH自由

基的消除率逐渐增加；当提取次数为3、4次时，DPPH自由基的
消除率无显著变化，因此提取3次即可。由图1C可知，在提取
时间为 0.5～2.0 h时，DPPH自由基的消除率随着时间延长而
增大；当提取时间达到 2.0、3.0 h时，DPPH自由基消除率无显
著变化，因此提取时间选 2.0 h较适宜。由图 1D可知，随着料
液比的增大，DPPH自由基消除率增大；当料液比为1 ∶10、1 ∶12
时，DPPH自由基消除率无显著变化，因此料液比以1 ∶10较适宜。

2.4.2 正交试验 在单因素试验结果基础上，选择提取次数
（A）、乙醇体积分数（B，％）、提取时间（C，h）、溶剂倍量（D）为
考察因素，以总酚酸含量（X1）、总黄酮含量（X2）及DPPH自由
基消除率（X3）的综合评分[以各指标的最大值为参照将数据进
行归一化，设定总酚酸含量、总黄酮含量、DPPH自由基消除率
的权重系数分别为 0.25、0.25、0.5，综合评分（Y）＝0.25X1×100/

X1max+0.25X2×100/X2max+0.5X3×100/X3max]。取五味子药材干燥粉
末200 g，设计4因素3水平的正交试验进行加热回流提取（平
行测定3次，取平均值）。因素与水平见表1；正交试验设计与
结果见表2；方差分析结果见表3。

表1 因素与水平
Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（提取次数）

1

2

3

B（乙醇体积分数），％
50

60

70

C（提取时间），h

1.0

1.5

2.0

D（溶剂倍量）

8

9

10

由直观分析可得各因素最优组合为A3B3C3D3；由方差分析
结果可知，以最小方差值D因素为误差项，A、B因素结果具有
显著影响。经综合考察，为节省能源，提取时间选择1.0 h，溶剂
倍量选择8倍量。最终确定最优提取工艺为A3B3C1D1，即采用
70％的乙醇提取3次，每次1.0 h，加溶剂乙醇量为药材量的8倍。

2.5 验证试验
称取3批五味子药材，按最优提取工艺进行验证试验。结

果总酚酸含量分别为24.89％、24.77％、24.96％（RSD＝0.39％，

n＝3）；总黄酮含量分别为 11.41％、11.49％、11.53％（RSD＝

0.53％，n＝3）；DPPH 自由基消除率分别为 92.47％、92.41％、

92.58％（RSD＝0.09％，n＝3）。这表明优化工艺稳定可行，且
所制五味子醇提物具有较强的DPPH自由基消除作用。

2.6 抗氧化作用试验
2.6.1 纯化物制备[8] 取上述按最优工艺提取的五味子提取
物适量，加甲醇溶解，放至已装好的聚酰胺柱中，分别用水和
10％、30％、50％、70％、95％乙醇以3 倍柱体积（BV）的量进行

图1 各因素对DPPH自由基清除率的影响

Fig 1 Effects of each factor on the clearance rate of DPPH
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梯度洗脱，收集各梯度洗脱液，50 ℃条件下减压回收溶剂，真
空干燥得6种纯化物样品（编号为a～f）。

2.6.2 6种纯化物的DPPH自由基消除率测定 分别精密称取
上述 6种纯化物样品各 2 mg，置于 10 ml量瓶中，加甲醇溶解
并定容至刻度，摇匀，即得质量浓度均为0.2 mg/ml的样品液。

将上述样品液分别进行 DPPH 自由基消除试验（平行测定 3

次，取平均值），筛选抗氧化活性作用最强的纯化物。结果a～f
的清除率分别为 10.22％、27.69％、96.84％、68.22％、65.99％、

66.54％，即当洗脱液为 30％乙醇时所得纯化物（以下简称为
30％乙醇纯化物）的DPPH自由基消除率最高，抗氧化活性最强。

2.6.3 30％乙醇纯化物的DPPH自由基消除率试验 取 30％
乙醇纯化物样品适量，加甲醇超声溶解，制备成不同质量浓度
（0.05、0.10、0.15、0.20、0.25 mg/ml）的样品液，以维生素C为阳
性对照按“2.3”项下方法进行DPPH自由基消除试验（平行测
定3次，取平均值），结果见图2。

由图2可见，纯化物的DPPH自由基的消除作用与其质量
浓度呈正比；当质量浓度为 0.25 mg/ml时，对DPPH自由基的
消除率最大，为 95.57％，且与维生素 C 活性相当（t 检验，P＞
0.05）。

2.6.4 30％乙醇纯化物的还原能力试验[9] 取 30％乙醇纯化
物样品适量，加甲醇超声溶解，分别制备成质量浓度为 0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0 mg/ml的样品溶液。各量取2.5 ml至具塞试管
中，分别加pH 6.6的0.2 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）2.5 ml、1％
铁氰化钾溶液 2.5 ml，混匀，于 50 ℃水浴中保温 20 min，取出
后迅速冷却；再加入 10％ 三氯乙酸（TCA）2.5 ml，混匀，离心
（3 000 r/min，离心半径 15 cm）5 min。取上清液 2.5 ml置于试
管中，加蒸馏水 2.5 ml、0.1％FeCl3溶液 0.5 ml，摇匀，静止放置
10 min。于 700 nm波长处测定吸光度（a1）。以 2.5 ml水代替
样品液为阴性对照，同法测定吸光度（a2）；以水为空白。以维
生素C为阳性对照，计算还原能力a＝a1－a2，每管平行3次。a
越大，则还原能力越强，结果见图3。

由图3可见，30％乙醇纯化物的还原能力与其质量浓度呈
正比，且略高于维生素C，但无统计学意义（t检验，P＞0.05）。

3 讨论
本试验通过优化五味子醇提物的提取工艺，筛选出具有

抗氧化活性的粗提物，再通过聚酰胺法进一步对粗提物富集
纯化，并得出其 30％乙醇洗脱部位为抗氧化活性最强的纯化
物，由此建立了一种具有较强抗氧化活性的五味子纯化物的
制备工艺。此方法操作简易，生产成本低，易于投入工业化
生产。

近年来，对五味子药材中的化合物相关研究越来越多，研
制的相关药品和食品也越来越多。由于五味子药材来源广泛，

因此对五味子提取物进行抗氧化活性的系统研究，具有重要
的意义，可为五味子药材的充分开发利用提供理论基础。
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图2 2种样品对DPPH自由基的消除作用比较

Fig 2 The clearance of DPPH free radical by 2 samples
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图3 30％％乙醇纯化物的还原能力

Fig 3 The reducibility of the purified extracts obtained with

30％％ ethanol
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表2 正交试验设计与结果（n＝3）
Tab 2 Arrangement and results of the orthogonal tests（n＝3）

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

K1

K2

K3

R

优水平

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

183.592 1

262.760 5

292.794 0

61.197 4

87.586 8

97.598 0

36.400 6

A3

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

234.183 1

244.799 7

260.163 9

78.061 0

81.599 9

86.721 3

8.660 2

B3

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

245.569 3

241.489 4

252.087 9

81.856 4

80.496 5

84.029 3

3.532 8

C3

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

242.777 0

246.730 6

249.639 0

80.925 7

82.243 5

83.213 0

2.287 3

D3

指标
X1

19.52

19.78

20.56

21.75

22.81

23.14

24.48

25.36

24.71

X2

8.14

8.57

9.13

9.45

9.78

10.14

10.73

10.87

11.31

X3

34.03

38.26

52.33

75.08

80.64

86.45

88.11

90.25

92.36

Y

55.66

59.16

68.78

82.98

87.76

92.03

95.55

97.89

99.36

表3 方差分析结果
Tab 3 Results of variance analysis

误差来源
A

B

C

D

离均差平方和
2 121.63

113.75

19.05

7.91

自由度
2

2

2

2

方差
1 060.82

56.88

9.53

3.95

F

268.27

14.38

2.41

1.00

P

＜0.01

＜0.1

＞0.1

注：F0.01（2，2）＝99.00，F0.05（2，2）＝19.00，F0.1（2，2）＝9.00

Note：F0.01（2，2）＝99.00，F0.05（2，2）＝19.00，F0.1（2，2）＝9.00
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