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　 　 摘要:　 为优化松针多酚的提取工艺ꎬ并考察其体外抗氧化作用以及对 α￣葡萄糖苷酶、α￣淀粉酶、酪氨酸酶活

性的抑制作用ꎬ本研究利用超声辅助提取法ꎬ在提取温度、提取时间、乙醇体积分数、液料比等要素对松针多酚提取

单因素试验的基础上ꎬ利用响应面法优化松针多酚提取工艺ꎻ并利用优化工艺条件ꎬ测定了 ６ 种松科植物松针的多

酚提取量ꎮ 进一步利用不同多酚含量的松针提取液ꎬ分析松针多酚对 １ꎬ１￣二苯基￣２￣苦基肼自由基(ＤＰＰＨ)、２ꎬ２′￣
联氮￣双￣３￣乙基苯并噻唑啉￣６￣磺酸自由基(ＡＢＴＳ＋)、羟基自由基(􀅰ＯＨ)的清除能力及其对 α￣葡萄糖苷酶、α￣淀粉

酶、酪氨酸酶活性的抑制能力ꎮ 结果表明ꎬ松针多酚的最佳提取工艺为提取温度 ６０ ℃、提取时间 ２８ ｍｉｎ、乙醇体积

分数 ６０％、料液比１ ｇ ∶ ２５ ｍｌꎻ在此条件下ꎬ６ 种松科植物松针多酚提取量为１９.９７~ ５３􀆰 ４１ ｍｇ / ｇꎮ ６ 种松科植物松针

多酚对 ＤＰＰＨ 自由基清除的 ＩＣ５０值范围为２２.７６~１５９􀆰 ９０ μｇ / ｍｌꎬ对 ＡＢＴＳ＋自由基清除的 ＩＣ５０值范围为０.０９２~ ０􀆰 １８４
ｍｇ / ｍｌꎬ对􀅰ＯＨ自由基清除的 ＩＣ５０值范围为２.１７６~８􀆰 １３４ ｍｇ / ｍｌꎬ对 α￣葡萄糖苷酶活性的抑制 ＩＣ５０值范围为６.４２１~
１８􀆰 １２０ μｇ / ｍｌꎬ对 α￣淀粉酶活性的抑制 ＩＣ５０值范围为０.３９９~ １０􀆰 ５７０ ｍｇ / ｍｌꎬ对酪氨酸酶活性的抑制 ＩＣ５０值范围为

０.１２１~３􀆰 ７２５ ｍｇ / ｍｌꎮ 总之ꎬ松针具有较高的多酚含量ꎬ明显的抗氧化活性ꎬ对 α￣葡萄糖苷酶、α￣淀粉酶、酪氨酸酶

活性有较强的抑制作用ꎬ在天然抗氧化剂、降糖药的研发中有广泛的应用前景ꎮ
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　 　 多酚是植物体内的次生代谢物ꎬ具有抗肿瘤、抗
病毒、抗炎等多种药理作用[１￣３]ꎮ 目前植物多酚的提

取方法主要有超声辅助提取法、微波辅助提取法、溶
剂浸提法等ꎬ而超声辅助提取法具有方便快捷的优

点ꎬ是目前应用最为广泛的植物多酚提取方法[４￣５]ꎮ
松针是松科(Ｐｉｎａｃｅａｅ)植物的针叶ꎮ 松针富含

的黄酮类、木脂素类、挥发油类化合物ꎬ具有祛风、止
痛等药理作用[６￣８]ꎻ富含的维生素、矿物质元素、氨基

酸等物质ꎬ具有较高的营养价值[９￣１０]ꎮ 中国的松树资

源非常丰富ꎬ目前松针的年产量约２.１×１０８ ｔ[１１]ꎮ 但目

前松针大多以饲料形式应用于畜牧生产ꎬ造成了大量

的浪费ꎮ 目前针对不同松科植物松针的活性成分含

量差异及其清除 ＤＰＰＨ 自由基的能力[１２]、松针提取

物的体外抗氧化活性差异[１３]有一些研究ꎮ 但松针多

酚的提取工艺及其降糖、抑制酪氨酸酶活性研究较

少ꎬ因此本研究以雪松、白皮松、落叶松、油松、樟子

松、华山松等 ６ 种松科植物松针为研究对象ꎬ采用超

声辅助法提取松针多酚ꎬ通过单因素试验分析了提取

温度、提取时间、乙醇浓度、液料比对松针多酚含量的

影响ꎬ然后采用响应面法优化松针多酚的提取工艺ꎬ
并对松针多酚的抗氧化活性和对 α￣淀粉酶、α￣葡萄糖

苷酶、酪氨酸酶活性的抑制作用进行了讨论ꎬ以期为

松针资源的综合利用及产品开发提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 仪器与试剂

１.１.１　 仪器　 光吸收酶标仪(Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ １９０ꎬ美谷

分子仪器上海有限公司产品)ꎻ超声波清洗仪( ＳＫ
３１００ꎬ上海科导超声仪器有限公司产品)ꎻ电热恒温

水浴锅(ＨＨ.Ｓ２１￣６ꎬ上海博迅实业有限公司医疗设

备厂产品)ꎻ高速多功能粉碎机(ＣＸＰ￣１００ꎬ上海晟喜

制药机械有限公司产品)
１.１.２　 材料及溶液配制　 雪松、白皮松、落叶松、油
松、樟子松、华山松等 ６ 种松科植物松针分别采自甘

肃省兰州市与天水市ꎬ采集后漂洗干净ꎬ室内常温阴

干后粉碎ꎬ过 ３０ 目筛ꎬ置于干燥器中保存备用ꎻ没食

子酸购自上海源叶生物科技有限公司ꎻ１ꎬ１￣二苯基￣
２￣苦基肼自由基(ＤＰＰＨ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ２ꎬ２′￣联
氮￣双￣３￣乙基苯并噻唑啉￣６￣磺酸(ＡＢＴＳ＋)购自上海

麦克林生化科技有限公司ꎻα￣葡萄糖苷酶、对硝基苯

基￣α￣Ｄ￣吡喃葡萄糖苷(ＰＮＰＧ)购自北京迈瑞达科技

有限公司ꎬα￣淀粉酶、酪氨酸酶、左旋多巴 ( Ｌ￣ＤＯ￣
ＰＡ)、曲酸、阿卡波糖、磷酸盐缓冲液干粉(ＰＢＳ)购

自北京索莱宝科技有限公司ꎻ无水乙醇、福林酚试剂

购自上海展云化工有限公司ꎻＮａＣＯ３ 􀅰７Ｈ２Ｏ、水杨

酸、３０％ Ｈ２Ｏ２、硫酸亚铁、过硫酸钾、抗坏血酸、可溶

性淀粉、Ｎａ２ＳＯ３、ＮａＯＨ、苯酚、Ｃ４Ｈ４Ｎａ２Ｏ６􀅰４Ｈ２Ｏꎬ均
为分析纯ꎮ

溶液配制方法如下:０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＤＰＰＨ 溶液:
精密称取０.００３ ９ ｇ ＤＰＰＨꎬ用无水乙醇定容至 ５０
ｍｌꎻ７􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＡＢＴＳ＋ 溶液:精密称取０.０４０ ６ ｇ
ＡＢＴＳ＋ꎬ用纯化水定容至 １０ ｍｌꎻ２􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ的过硫

酸钾溶液:精密称取０.００７ ０ ｇ 过硫酸钾ꎬ用纯化水

定容至 １０ ｍｌꎻ９􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＦｅＳＯ４溶液:精密称取

０.０６８ ０ ｇ ＦｅＳＯ４ꎬ 用 纯 化 水 定 容 至 ５０ ｍｌꎻ ９􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ的水杨酸溶液:精密称取０.０６２ ０ ｇ 水杨酸ꎬ
用无水乙醇定容至 ５０ ｍｌꎻ９􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｈ２Ｏ２溶液:
精密吸取 ４６ μｌ ３０％的 Ｈ２Ｏ２溶液ꎬ用纯化水定容至
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５０ ｍｌꎻ０􀆰 ２ Ｕ / ｍｌ的 α￣葡萄糖苷酶溶液:精密称取

０􀆰 ２００ ｍｇ ５０ Ｕ / ｍｇ的 α￣葡萄糖苷酶ꎬ用纯化水定容

至 ５０ ｍｌꎻ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＰＮＰＧ 溶液:精密称取０.１０５ ６
ｇ ＰＮＰＧꎬ用纯化水定容至 ５０ ｍｌꎻ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的 ＰＢＳ
缓冲液:用纯化水将 １ 袋磷酸盐缓冲液干粉(０􀆰 ０２
ｍｏｌ ＰＯ３－

４ )溶解并定容至 ２００ ｍｌꎻ８ Ｕ / ｍｌ的 α￣淀粉酶

溶液:称取 ０􀆰 ０２５ ｇ １ ６００ Ｕ / ｇ的淀粉酶ꎬ用纯化水定

容至 ５０ ｍｌꎻ１％的可溶性淀粉溶液:称取 １􀆰 ００ ｇ 淀

粉ꎬ用纯化水定容至 １００ ｍｌꎻ１００ Ｕ / ｍｌ的酪氨酸酶溶

液:精密称取４􀆰 ０３２ ２ ｍｇ １ ２４０ Ｕ / ｍｇ的酪氨酸酶ꎬ用
纯化水定容至 ５０ ｍｌꎻ ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｌ￣ＤＯＰＡ 溶液:
精密称取０􀆰 ００４ ９ ｇ Ｌ￣ＤＯＰＡꎬ用纯化水定容至 ５０
ｍｌꎻ以上所有溶液均用棕色容量瓶配制ꎬ避光保存ꎮ
ＡＢＴＳ＋工作液的配制:将 ７􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＡＢＴＳ＋溶液

与 ２􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ的过硫酸钾溶液１ ∶ １ 混合ꎬ室温避光

静置 １２ ｈꎬ再用无水乙醇稀释上述混合溶液ꎬ使其

７３４ ｎｍ 波长处吸光度为０􀆰 ７０±０􀆰 ０２ꎮ ＤＮＳ 溶液的配

制:称取 ０􀆰 ３１５ ｇ(３ꎬ５)￣二羟基水杨酸ꎬ加少量纯化

水溶解ꎬ再称取 ９􀆰 １０ ｇ 酒石酸钾钠ꎬ加 １５ ｍｌ 纯化水

溶解后ꎬ加入 １􀆰 ０５ ｇ ＮａＯＨꎬ完全溶解后ꎬ将二者混

匀ꎬ再称取 ０􀆰 ２５ ｇ 苯酚ꎬ０􀆰 ２５ ｇ 亚硫酸钠ꎬ加少量蒸

馏水完全溶解ꎬ定容至 ５０ ｍｌ 棕色容量瓶中ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 标准曲线的绘制　 采用 Ｆｏｌｉｎ￣ｃｉｏｃａｌｔｅｕ 法测

定松针多酚含量ꎬ以没食子酸为对照品ꎬ称取 １０􀆰 ０
ｍｇ 没食子酸ꎬ置于 １０ ｍｌ 容量瓶中ꎬ用纯化水将其

为质量浓度 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ的储备液ꎬ再将储备液依次

稀释为 １０ μｇ / ｍｌ、２０ μｇ / ｍｌ、３０ μｇ / ｍｌ、４０ μｇ / ｍｌ、
５０ μｇ / ｍｌ、６０ μｇ / ｍｌ的对照品溶液ꎬ取不同质量浓

度对照品溶液与纯化水各 ０􀆰 ５ ｍｌ 置于 １０ ｍｌ 比色

管中ꎬ加入 １􀆰 ０ ｍｌ 福林酚试剂ꎬ充分振荡摇匀后静

置 ５ ｍｉｎꎬ加入 ２􀆰 ０ ｍｌ １０％ Ｎａ２ＣＯ３溶液ꎬ加水定容

至 １０ ｍｌꎬ３０ ℃ 水浴锅中反应 １ ｈꎬ在波长 ７６５ ｎｍ
处测定其吸光度ꎬ得到回归方程 Ｙ ＝ ０􀆰 ００６ ６ｘ＋
０􀆰 ０４９ ９ꎬ其 中 ｘ 为 溶 液 没 食 子 酸 质 量 浓 度

(μｇ / ｍｌ)ꎬ Ｙ 为 溶 液 吸 光 度ꎬ 线 性 相 关 系 数 为

０􀆰 ９９７ ７ꎬ表明当没食子酸浓度在１０ ~ ６０ μｇ / ｍｌ时ꎬ
标准曲线方程线性良好ꎬ适用于落叶松松针多酚

提取率的测定ꎮ
１.２.２　 松针中多酚含量的测定 　 称取 ６ 种松科植

物松针粉末各 １􀆰 ００ ｇꎬ采用超声辅助法提取多酚ꎬ得
到松针多酚提取液 Ｖ ｍｌꎬ取 １ ｍｌ 提取液置于 １０ ｍｌ

容量瓶中ꎬ加纯化水稀释至 １０ ｍｌꎬ再取 ０􀆰 ５ ｍｌ 稀释

后的溶液置于 １０ ｍｌ 比色管中ꎬ加入 １􀆰 ０ ｍｌ 福林酚

试剂ꎬ充分振荡摇匀后静置 ５ ｍｉｎꎬ加入 ２􀆰 ０ ｍｌ １０％
Ｎａ２ＣＯ３溶液ꎬ加纯化水定容至 １０ ｍｌꎬ３０ ℃水浴锅中

反应 １ ｈꎬ在波长 ７６５ ｎｍ 处测定其吸光度ꎬ再根据标

准曲线及测定的吸光度ꎬ得到多酚质量浓度ꎮ 进而

利用下式ꎬ计算松针样品提取的多酚含量:

多酚含量(ｍｇ / ｇ)＝ Ｃ×Ｖ×ｎ
ｍ

×１００％ (１)

式 １ 中ꎬＣ 为样品中多酚质量浓度(μｇ / ｍｌ)ꎬＶ
为提取液体积(ｍｌ)ꎬｎ 等于稀释倍数(ｎ ＝ １０)ꎬｍ 为

样品质量(ｇ)ꎮ
１.２.３　 松针提取工艺的优化 　 首先以天水落叶松

松针样品为例ꎬ考察温度、时间、乙醇体积分数、液料

比 ４ 个因素对松针多酚提取率的影响:(１)准确称

量 １􀆰 ０ ｇ 松针粉末置于 ５０ ｍｌ 锥形瓶内ꎬ加入 ２５ ｍｌ
４０％的乙醇ꎬ分别在 ３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃、６０ ℃、７０ ℃
下超声提取 ４０ ｍｉｎꎻ(２)准确称量 １􀆰 ０ ｇ 松针粉末置

于 ５０ ｍｌ 锥形瓶内ꎬ加入 ２５ ｍｌ ４０％的乙醇ꎬ在 ４０ ℃
条件下分别超声提取 ２０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４０ ｍｉｎ、５０
ｍｉｎ、６０ ｍｉｎꎻ(３)准确称量 １􀆰 ０ ｇ 松针粉末置于 ５０
ｍｌ 锥形瓶内ꎬ加入 ２５ ｍｌ 不同体积分数(４０％、５０％、
６０％、７０％、８０％)的乙醇溶液ꎬ在 ４０ ℃ 条件下分别

超声提取 ４０ ｍｉｎꎻ(４)准确称量 １􀆰 ０ ｇ 松针粉末置于

５０ ｍｌ 锥形瓶内ꎬ加入 １５ ｍｌ、２０ ｍｌ、２５ ｍｌ、３０ ｍｌ、３５
ｍｌ 的 ４０％乙醇溶液ꎬ在 ４０ ℃条件下分别超声提取

４０ ｍｉｎꎻ经上述处理后得到的提取液按方法 １.２.２ 中

介绍的方法测定多酚含量ꎮ 每处理 ３ 个重复ꎮ
以上述各单因素试验最优的 ３ 个水平开展响应

面优化试验:运用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件进行 ４ 因素

(提取温度、提取时间、乙醇体积分数、料液比)３ 水

平响应面优化试验设计ꎬ测定各组合条件下的多酚

含量ꎮ 各处理 ３ 个重复ꎮ 进而进行松针多酚提取工

艺的优化设计ꎮ
１.２.４　 松针多酚抗氧化与酶抑制能力的测定 　 利

用 ６ 种松科植物松针粉末ꎬ依据上述优化工艺ꎬ采用

超声辅助法得到多酚提取液ꎬ测得多酚含量ꎬ进一步

用 ６０％乙醇稀释得到不同质量浓度的松针多酚溶

液ꎮ 同样以 ６０％乙醇稀释抗坏血酸得到相同质量

浓度的抗坏血酸溶液ꎮ 进而进行松针多酚抗氧化与

酶活性抑制能力的测定ꎮ
１.２.４.１ 　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定 　 参照文献
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[１４]的方法ꎬ在 ９６ 孔板中分别加入 ５０ μｌ 不同质量

浓度(１０ μｇ / ｍｌ、２０ μｇ / ｍｌ、４０ μｇ / ｍｌ、６０ μｇ / ｍｌ、８０
μｇ / ｍｌ、１２０ μｇ / ｍｌ)的松针多酚溶液及抗坏血酸溶

液ꎬ然后再加入 ５０ μｌ 的 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＤＰＰＨ 溶液ꎬ
摇匀ꎬ在室温下避光反应 ３０ ｍｉｎꎬ５１７ｎｍ 处测得吸光

度 Ａ１ꎬ用无水乙醇溶液代替 ＤＰＰＨ 溶液ꎬ测得松针

多酚与乙醇混合溶液的吸光度 Ａ２ꎬ用无水乙醇溶液

代替样品溶液ꎬ测得乙醇与 ＤＰＰＨ 混合溶液的吸光

度 Ａ０ꎬ按公式(２)计算自由基清除率:

自由基清除率＝ １－
Ａ１－Ａ２

Ａ０

æ

è
ç

ö

ø
÷ ×１００％ (２)

１.２.４.２ 　 ＡＢＴＳ＋ 自由基清除能力测定 　 参照文献

[１５]的方法ꎬ在 ９６ 孔板中分别加入 ５０ μｌ 不同质量

浓度 (０􀆰 ０５ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 １０ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ２０ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ３０
ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ４０ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌ)的松针多酚溶液

及抗坏血酸溶液ꎬ加入 ２００ μｌ 的 ＡＢＴＳ＋工作液ꎬ振
荡摇匀ꎬ２５ ℃ 条件下避光充分反应 ５ ｍｉｎꎬ７３４ ｎｍ
下测得吸光度 Ａ１ꎻ以 ２００ μｌ 纯化水代替 ＡＢＴＳ＋ 溶

液ꎬ测得松针多酚与水溶液的吸光度 Ａ２ꎻ以 ５０ μｌ 纯
化水代替样品溶液ꎬ测得水和 ＡＢＴＳ＋溶液的吸光度

Ａ０ꎮ 按公式(２)计算 ＡＢＴＳ＋自由基清除率ꎮ
１.２.４. ３ 　 􀅰ＯＨ自由基清除能力测定 　 参照文献

[１６]的方法ꎬ在 ９６ 孔板中分别加入 ５０ μｌ 不同质量

浓度 ( １ ｍｇ / ｍｌ、 ２ ｍｇ / ｍｌ、 ３ ｍｇ / ｍｌ、 ４ ｍｇ / ｍｌ、 ６
ｍｇ / ｍｌ、８ ｍｇ / ｍｌ)的松针多酚溶液以及与样品相同

质量浓度的抗坏血酸溶液ꎬ ５０ μｌ ９􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的

ＦｅＳＯ４溶液和 ５０ μｌ ９􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的水杨酸溶液ꎬ最后

再加入 ５０ μｌ ９􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｈ２Ｏ２溶液ꎬ３７ ℃水浴加

热 ３０ ｍｉｎꎬ５１０ ｎｍ 下测得吸光度 Ａ１ꎻ取 ５０ μｌ 纯化水

代替水杨酸溶液ꎬ测得上述混合溶液的吸光度 Ａ２ꎻ
以 ５０ μｌ 纯化水代替多酚溶液ꎬ测得混合溶液的吸

光度 Ａ０ꎮ 按公式(２)计算􀅰ＯＨ自由基清除率ꎮ
１.２.４.４　 α￣葡萄糖苷酶活性抑制率测定　 参照文献

[１７]、[１８]的方法ꎬ在 ９６ 孔板中分别加入 １０ μｌ 不
同质量浓度 (２􀆰 ５ μｇ / ｍｌ、５􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、１０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、
２０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、４０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、８０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ)的样品溶液

以及与样品相同质量浓度的阿卡波糖溶液ꎬ在上述

溶液中分别加入 ２０ μｌ ０􀆰 ２ Ｕ / ｍｌ 的 α￣葡萄糖苷酶溶

液ꎬ３７ ℃ 下反应 １０ ｍｉｎꎬ加入 ３０ μｌ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

ＰＮＰＧ 溶液ꎬ３７ ℃下反应 ３０ ｍｉｎꎬ加入 ８０ μｌ １ ｍｏｌ / Ｌ
的Ｎａ２ＣＯ３溶液终止反应ꎬ４０５ ｎｍ 下测吸光度ꎬ记为

Ａ１ꎻ用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 缓冲液代替 α￣葡萄糖苷酶ꎬ测

得混合溶液的吸光度 Ａ２ꎻ用 ＰＢＳ 缓冲液代替样液作

为对照ꎬ测得混合溶液的吸光度 Ａ３ꎻ用 ＰＢＳ 缓冲液

代替样品和酶溶液作为空白ꎬ测得混合溶液的吸光

度 Ａ４ꎮ 按公式(３)计算酶活性抑制率:

抑制率＝ １－
Ａ１－Ａ２

Ａ３－Ａ４

æ

è
ç

ö

ø
÷ ×１００％ (３)

１.２.４.５　 α￣淀粉酶活性抑制率测定　 参照文献[１９]、
[２０]的方法ꎬ在 ９６ 孔板中加入 ２０ μｌ 不同质量浓度

(０􀆰 １０ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ２５ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ、
２􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ、 ４􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌꎬ 樟 子 松 质 量 浓 度 为 ２
ｍｇ / ｍｌ、４ ｍｇ / ｍｌ、 ６ ｍｇ / ｍｌ、 ８ ｍｇ / ｍｌ、 １０ ｍｇ / ｍｌ、 １２
ｍｇ / ｍｌ)的样品溶液以及与样品相同质量浓度的阿卡

波糖溶液ꎬ然后分别加入 ２０ μｌ ８ Ｕ / ｍｌ的 α￣淀粉酶溶

液ꎬ３７ ℃下反应 １０ ｍｉｎ 后ꎬ加入 ４０ μｌ １％的可溶性淀

粉溶液ꎬ３７ ℃ 下继续反应 １０ ｍｉｎꎬ最后加入 ２０ μｌ
ＤＮＳ 溶液ꎬ１００ ℃下反应 １０ ｍｉｎ 后ꎬ在 ５４０ ｎｍ 下测得

吸光度 Ａ１ꎻ用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的 ＰＢＳ 缓冲液代替 α￣淀粉

酶ꎬ测得上述混合溶液的吸光度 Ａ２ꎻ用 ＰＢＳ 缓冲液代

替样液作为对照ꎬ测得混合溶液的吸光度 Ａ３ꎻ用 ＰＢＳ
缓冲液代替样品和酶溶液作为空白ꎬ测得混合溶液的

吸光度 Ａ４ꎮ 按公式(３)计算酶活性抑制率ꎮ
１.２.４. ６ 　 酪氨酸酶活性抑制率测定 　 参照文献

[２１]、[２２]的方法ꎬ向 ９６ 孔板中依次加入 ５０ μｌ 不
同质量浓度(０􀆰 ０５ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 １０ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ２５ ｍｇ / ｍｌ、
０􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ７５ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌꎬ樟子松质量

浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ、２􀆰 ００
ｍｇ / ｍｌ、３􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ、４􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ)的样品溶液以及

与样品相同质量浓度的曲酸溶液ꎬ然后分别加入 ５０
μｌ １００ Ｕ / ｍｌ酪氨酸酶溶液ꎬ在 ３７ ℃水浴中孵育 １０
ｍｉｎꎬ接着加入 ５０ μｌ ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｌ￣ＤＯＰＡ 溶液ꎬ在
３７ ℃水浴中孵育 １０ ｍｉｎ 后ꎬ４７５ ｎｍ 波长下测得吸

光度 Ａ１ꎻ以 ５０ μｌ ＰＢＳ 替代酪氨酸酶溶液ꎬ测得混合

溶液的吸光度 Ａ２ꎬ以 ＰＢＳ 替代样品溶液ꎬ测得混合

溶液的吸光度 Ａ３ꎻ以 ＰＢＳ 替代样品溶液和酪氨酸酶

溶液ꎬ测得混合溶液的吸光度 Ａ４ꎮ 按公式(３)计算

酪氨酸酶活性抑制率ꎮ
１.３　 数据处理

根据不同多酚质量浓度下得到的清除率或抑制

率ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２６ 软件ꎬ计算半清除或半抑制质量浓

度( ＩＣ５０)ꎮ
采用 ＳＰＳＳ ２６ 软件及单因素方差分析法ꎬ进行

处理间差异显著性分析ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 单因素提取条件对松针多酚提取含量的影响

２.１.１　 提取温度对松针多酚提取含量的影响 　 松

针多酚的提取含量随提取温度的变化如图 １ 所示ꎮ
在３０~６０ ℃ꎬ随着温度升高ꎬ多酚提取含量呈增加

趋势ꎬ温度 ６０ ℃ 时ꎬ多酚提取含量达到最大值

(４８􀆰 ９５ ｍｇ / ｇ)ꎮ 这说明较高的温度有利于细胞中

多酚类物质溶解ꎮ 但当温度过高时会使松针中的多

酚结构遭到破坏ꎬ导致提取的多酚含量下降ꎮ

图 １　 提取温度对松针多酚提取含量的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｆｒｏｍ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅｓ

２.１.２　 提取时间对松针多酚提取含量的影响 　 松

针多酚提取含量随着提取时间的变化如图 ２ 所示ꎮ
从图中可以看出ꎬ提取时间为 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ提取的多

酚含量达到最大(５１􀆰 ３２ ｍｇ / ｇ)ꎮ 当提取时间过长

时ꎬ提取的多酚含量逐渐降低ꎬ原因可能是松针多酚

中大量的酚羟基在长时间的提取中ꎬ发生氧化、水解

或者缩合等反应ꎬ同时提取时间的延长也会造成杂

质溶出增多ꎬ使得多酚提取含量降低ꎮ

图 ２　 提取时间对松针多酚提取含量的影响

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｆｒｏｍ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅｓ

２.１.３　 乙醇体积分数对松针多酚提取含量的影

响 　 松针多酚在不同体积分数乙醇中的溶出效

果如图 ３ 所示ꎮ 当乙醇体积分数低于 ６０％时ꎬ随
着乙醇体积分数的增大ꎬ提取的多酚含量逐渐增

大ꎻ在乙醇体积分数为 ６０％时ꎬ提取的多酚含量

达到最大(５０􀆰 ５８ ｍｇ / ｇ) ꎮ 此后ꎬ随着乙醇体积分

数的增加ꎬ提取的多酚含量迅速减少ꎮ 这说明当

乙醇体积分数较低时ꎬ溶剂极性较大ꎬ松针中含

有的多酚不易溶于强极性溶剂ꎬ导致松针多酚溶

解较少ꎻ当乙醇体积分数过高时ꎬ由于多酚类化

合物的结构中含有大量的极性基团ꎬ溶剂极性降

低同样会导致多酚的溶解性降低ꎬ松针中多酚也

不易溶出ꎮ

图 ３　 乙醇体积分数对松针多酚提取含量的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｆｒｏｍ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅｓ

２.１.４　 料液比对松针多酚提取含量的影响 　 松针

多酚提取含量随着提取料液比的变化如图 ４ 所示ꎮ
当料液比低于１ ∶ ２５ (ｇ ∶ ｍｌ)时ꎬ随着料液比的增

大ꎬ提取的多酚含量逐渐增大ꎬ在料液比为１ ∶ ２５
(ｇ ∶ ｍｌ) 时ꎬ 提取的多 酚 含 量 达 到 最 大 ( ４８􀆰 ６４
ｍｇ / ｇ)ꎮ 当料液比高于１ ∶ ２５ (ｇ ∶ ｍｌ)时ꎬ随着料液

比的增大ꎬ提取的多酚含量迅速减少ꎮ 这说明ꎬ适宜

的料液比有利于松针中的多酚溶出ꎮ 料液比低时ꎬ
松针与乙醇接触不充分ꎬ而当料液比过高时ꎬ松针中

的其他物质也会溶出ꎬ这些物质可能会影响 ７６５ ｎｍ
的吸光度ꎬ从而导致多酚提取含量的降低ꎮ
２.２　 响应曲面法优化松针多酚提取工艺

２.２.１　 响应面试验设计与结果 　 根据上述单因素

试验的结果ꎬ选取提取温度、提取时间、乙醇体积分

数、料液比 ４ 个因素中多酚提取含量较高的 ３ 个水

平(表 １)ꎬ运用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件进行 ４ 因素 ３
水平的响应面试验设计ꎮ 结果如表 ２ꎮ
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图 ４　 料液比对松针多酚提取含量的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｆｒｏｍ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅｓ

表 １　 响应面试验分析的水平与因素

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

水平

因素

提取温度
(℃)

提取时间
(ｍｉｎ)

乙醇体积分数
(％)

料液比
(ｇ ∶ ｍｌ)

－１ ５０ ２０ ５０ １ ∶ ２０

０ ６０ ３０ ６０ １ ∶ ２５

１ ７０ ４０ ７０ １ ∶ ３０

　 　 进一步利用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １３ 软件对表 ２ 中数

据进行分析ꎬ构建多酚提取含量和提取条件的回归

模型ꎬ结果如下:
Ｙ＝ ５３􀆰 ３６０＋０􀆰 ２８０Ａ－０􀆰 ８９０Ｂ＋０􀆰 ８８０Ｃ＋０􀆰 ５１０Ｄ＋

０􀆰 ２９０ＡＢ＋０􀆰 ０３７ＡＣ－０􀆰 １２０ＡＤ－０􀆰 ０１５ＢＣ－０􀆰 ９６０ＢＤ＋
０􀆰 ２４０ＣＤ－４􀆰 ４３０Ａ２－３􀆰 ５９０Ｂ２－３􀆰 １８０Ｃ２－３􀆰 ３２０Ｄ２

(４)
式中ꎬＹ 为多酚提取含量ꎬＡ 为提取温度ꎬＢ 为提

取时间ꎬＣ 为乙醇体积分数ꎬＤ 为料液比ꎮ
各因素对多酚提取含量的影响程度可由上式各

系数绝对值反映ꎮ 上述拟合关系的方差分析及显著

性检验见表 ３ꎮ
　 　 由表 ３ 可知ꎬ模型 Ｆ 值为 ３３􀆰 ５６ꎬＰ 值<０.０００ １ꎬ
说明模型极显著ꎻ失拟项 Ｐ 值大于 ０􀆰 ０５ꎬ说明该项

不显著ꎻ决定系数(Ｒ２) ＝ ０.９７１ １ꎬ说明该模型能够

很好地拟合落叶松松针多酚提取含量ꎮ 除提取温度

以外ꎬ提取时间、乙醇体积分数、料液比 ３ 个因素对

落叶松松针多酚提取含量均有显著影响ꎻ提取时间

与料液比之间的交互作用(ＢＤ)对提取液多酚含量

有显著影响ꎬ而提取温度与提取时间的交互项

(ＡＢ)、提取温度与乙醇体积分数的交互项(ＡＣ)、提
取温度与料液比的交互项(ＡＤ)、提取时间与乙醇体

积分数的交互项(ＢＣ)、乙醇体积分数与料液比的交

互项(ＣＤ)之间对提取液多酚含量无显著性影响ꎻ二
次项 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２对多酚提取含量的影响均达到极

显著水平ꎮ 从表 ３ 中 Ｆ 值大小可知ꎬ影响松针多酚

提取含量最主要的因素为提取时间ꎬ其次是乙醇体

积分数、料液比ꎬ影响最小的是提取温度ꎮ

表 ２　 响应面试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

序号 提取温度
(℃)

提取时间
(ｍｉｎ)

乙醇
体积分数

(％)

料液比
(ｇ ∶ ｍｌ)

多酚提取
含量

(ｍｇ / ｇ)

１ ５０ ２０ ６０ １ ∶ ２５ ４６.８２

２ ７０ ２０ ６０ １ ∶ ２５ ４６.２８

３ ５０ ４０ ６０ １ ∶ ２５ ４３.４３

４ ７０ ４０ ６０ １ ∶ ２５ ４４.０６

５ ６０ ３０ ５０ １ ∶ ２０ ４５.８１

６ ６０ ３０ ７０ １ ∶ ２０ ４６.６８

７ ６０ ３０ ５０ １ ∶ ３０ ４６.１７

８ ６０ ３０ ７０ １ ∶ ３０ ４７.９９

９ ５０ ３０ ６０ １ ∶ ２０ ４５.０８

１０ ７０ ３０ ６０ １ ∶ ２０ ４６.１９

１１ ５０ ３０ ６０ １ ∶ ３０ ４５.８７

１２ ７０ ３０ ６０ １ ∶ ３０ ４６.５１

１３ ６０ ２０ ５０ １ ∶ ２５ ４６.６２

１４ ６０ ４０ ５０ １ ∶ ２５ ４４.８８

１５ ６０ ２０ ７０ １ ∶ ２５ ４８.９２

１６ ６０ ４０ ７０ １ ∶ ２５ ４７.１２

１７ ５０ ３０ ５０ １ ∶ ２５ ４４.４７

１８ ７０ ３０ ５０ １ ∶ ２５ ４５.１８

１９ ５０ ３０ ７０ １ ∶ ２５ ４６.０７

２０ ７０ ３０ ７０ １ ∶ ２５ ４６.９３

２１ ６０ ２０ ６０ １ ∶ ２０ ４４.９５

２２ ６０ ４０ ６０ １ ∶ ２０ ４６.１２

２３ ６０ ２０ ６０ １ ∶ ３０ ４８.５４

２４ ６０ ４０ ６０ １ ∶ ３０ ４５.８７

２５ ６０ ３０ ６０ １ ∶ ２５ ５３.０５

２６ ６０ ３０ ６０ １ ∶ ２５ ５４.０１

２７ ６０ ３０ ６０ １ ∶ ２５ ５２.０５

２８ ６０ ３０ ６０ １ ∶ ２５ ５４.０７

２９ ６０ ３０ ６０ １ ∶ ２５ ５３.６３

２.２.２　 响应曲面图分析 　 各因素交互作用对落叶

松松针多酚提取含量影响的响应面图如图 ５ 所示ꎮ
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表 ３　 方差分析及显著性检验

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

模型 ２５２.４９ １４ １８.０３ ３３.５６ <０.０００ １ ∗∗

Ａ ０.９７ １ ０.９７ １.８０ ０.２００ ７

Ｂ ９.４５ １ ９.４５ １７.５９ ０.０００ ９ ∗∗

Ｃ ９.３３ １ ９.３３ １７.３６ ０.００１ ０ ∗∗

Ｄ ３.１２ １ ３.１２ ５.８１ ０.０３０ ３ ∗

ＡＢ ０.３４ １ ０.３４ ０.６４ ０.４３８ ２

ＡＣ ５.６３×１０－３ １ ５.６３×１０－３ ０.０１ ０.９２０ ０

ＡＤ ０.０５５ １ ０.０５５ ０.１０ ０.７５３ ３

ＢＣ ９.００×１０－４ １ ９.００×１０－４ １.６８×１０－３ ０.９６７ ９

ＢＤ ３.６９ １ ３.６９ ６.８６ ０.０２０ ２ ∗

ＣＤ ０.２３ １ ０.２３ ０.４２ ０.５２７ ５

Ａ２ １２７.０９ １ １２７.０９ ２３６.４９ <０.０００ １ ∗∗

Ｂ２ ８３.４３ １ ８３.４３ １５５.２５ <０.０００ １ ∗∗

Ｃ２ ６５.７０ １ ６５.７０ １２２.２６ <０.０００ １ ∗∗

Ｄ２ ７１.２９ １ ７１.２９ １３２.６５ <０.０００ １ ∗∗

残差 ７.５２ １４ ０.５４

失拟项 ４.７１ １０ ０.４７ ０.６７ ０.７２３ ６

纯误差 ２.８１ ４ ０.７０

总离差 ２６０.０１ ２８
∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ Ａ:提取温度ꎻＢ:提取时间ꎻＣ:乙醇体积分数ꎻＤ:料液比ꎮ

　 　 由图 ５ 可知ꎬ响应面均为凸面ꎬ且开口朝下ꎬ等
高线近似圆形ꎬ其中心位于考察区域内ꎬ说明各因素

的水平设计数据合理ꎮ 不同因素对落叶松松针多酚

提取含量的影响反映在响应面曲面的陡峭程度上ꎬ
响应面曲面弧度变化越陡峭ꎬ说明该因素对提取含

量的影响越明显ꎮ
２.２.３　 响应面验证试验　 根据公式(４)可以得到松

针多酚最佳提取工艺条件为提取温度 ６０􀆰 ２６ ℃ꎬ提
取时间 ２８􀆰 ６４ ｍｉｎꎬ乙醇体积分数 ６１􀆰 ４２％ꎬ料液比

１ ∶ ２５􀆰 ５１ (ｇ ∶ ｍｌ)ꎬ提取液多酚含量拟合值为 ５３􀆰 ５２
ｍｇ / ｇꎮ 考虑到实际操作的简便性ꎬ将提取工艺参数

优化为提取温度 ６０ ℃、提取时间 ２８ ｍｉｎ、乙醇体积

分数 ６０％、料液比１ ∶ ２５ (ｇ ∶ ｍｌ)ꎮ 按优化的工艺条

件进行松针多酚提取ꎬ多酚提取含量为 (５３.４１±
０􀆰 ２１) ｍｇ / ｇꎬ与响应面模型的拟合值基本一致ꎮ 因

此ꎬ本研究得到的松针多酚提取工艺参数是合理的ꎬ
可用于松针多酚的提取ꎮ
２.２.４　 ６ 种松科植物的松针多酚提取含量　 按照上

述优化的提取工艺对 ６ 种松科植物松针进行多酚提

取和含量测定ꎬ结果见表 ４ꎮ ６ 种松针多酚提取含量

为(１９.９７±０.０９) ~ (５３.４１±０􀆰 ２１) ｍｇ / ｇꎬ其中天水落

叶松松针多酚提取含量最高ꎬ 为 (５３.４１± ０􀆰 ２１)
ｍｇ / ｇꎬ天水樟子松松针多酚提取含量最低ꎬ 为

(１９.９７±０􀆰 ０９) ｍｇ / ｇꎻ不同松科植物、不同地区松针

多酚提取含量差异显著ꎬ可见松针多酚含量随品种、
地区而变化ꎮ
２.３　 ６ 种松科植物松针多酚生物活性测定

２.３.１　 松针多酚对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力　 ６ 种

松科植物松针多酚与抗坏血酸对 ＤＰＰＨ 自由基的清

除率见图 ６ꎮ 由图可知ꎬ在质量浓度为 １０~ １２０
μｇ / ｍｌꎬ随着松针多酚质量浓度的增大ꎬ其对ＤＰＰＨ 自

由基的清除能力也逐渐升高ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ对 ＤＰＰＨ
自由基清除效果最强的为兰州白皮松松针多酚ꎬＩＣ５０

值为 ２２􀆰 ７６ μｇ / ｍｌꎬ最弱的为兰州樟子松松针多酚ꎬ
ＩＣ５０值为 １５９􀆰 ９ μｇ / ｍｌꎻ其中雪松、白皮松、油松、华山

松松针多酚对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力较强ꎬ落叶

松、樟子松稍弱ꎻ６ 种松科植物之间差异性较大ꎻ兰州

和天水 ２ 地的雪松和油松松针多酚对 ＤＰＰＨ 自由基

９９５１张家旭等:松针多酚提取工艺优化及其抗氧化、酶活性抑制特征响



的清除能力差异性较小ꎬ其余 ４ 种松科植物的松针多 酚对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力差异较大ꎮ

图 ５　 各因素交互作用对松针多酚提取含量影响的响应面图

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ
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表 ４　 不同地区收集的 ６ 种松科植物松针多酚提取含量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｉｘ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｐｉｎａｃｅａｅ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ

松针多酚提取含量(ｍｇ / ｇ)

落叶松 雪松 白皮松 油松 华山松 樟子松

天水 兰州 天水 兰州 天水 兰州 天水 兰州 天水 兰州 天水 兰州

５３.４１ａ ４９.５８ｂ ４７.９６ｃ ４５.３１ｅ ４０.１７ｇ ４１.５０ｆ ４６.６１ｄ ４５.１８ｅ ３５.６９ｈ ４９.８６ｂ １９.９７ｊ ２７.５４ｉ
数据后不同小写字母表示样本间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

ａ:天水ꎻｂ:兰州ꎮ
图 ６　 松针多酚对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力

Ｆｉｇ.６　 ＤＰＰＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ａｎｄ ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ

２.３.２　 松针多酚对 ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力　 ６ 种

松科植物松针多酚与抗坏血酸对 ＡＢＴＳ＋自由基的清

除率见图 ７ꎮ 由图 ７ 可知ꎬ在０.０５~０􀆰 ５０ ｍｇ / ｍｌ范围

内ꎬ随着松针多酚质量浓度的增大ꎬ其清除 ＡＢＴＳ＋自

由基的能力也逐渐升高ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ对 ＡＢＴＳ＋自

由基清除效果最强的为天水油松松针多酚ꎬＩＣ５０值

为 ０􀆰 ０９２ ｍｇ / ｍｌꎬ最弱的为兰州樟子松松针多酚ꎬ

ＩＣ５０值为 ０􀆰 １８４ ｍｇ / ｍｌꎻ其中雪松和油松松针多酚对

ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力较强ꎬ白皮松、樟子松松针

多酚的清除能力最差ꎻ６ 种松科植物松针多酚对

ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力差异较大ꎻ兰州和天水 ２
个地区落叶松、华山松松针多酚对 ＡＢＴＳ＋自由基的

清除能力有显著差异ꎮ

ａ:天水ꎻｂ:兰州ꎮ

图 ７　 松针多酚对 ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力

Ｆｉｇ.７　 ＡＢＴＳ＋ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ａｎｄ ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ

２.３.３　 松针多酚对羟基自由基(􀅰ＯＨ)的清除能力

　 ６ 种松科植物松针多酚与抗坏血酸对􀅰ＯＨ的清

除率见图 ８ꎮ 由图 ８ 可知ꎬ在１.０~ ８􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ范围

内ꎬ随着松针多酚质量浓度的增大ꎬ其清除􀅰ＯＨ的

能力也逐渐升高ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ对􀅰ＯＨ清除效果最

强的为天水雪松松针多酚ꎬＩＣ５０值为 ２􀆰 １７６ ｍｇ / ｍｌꎬ
最弱的为兰州樟子松松针多酚ꎬ ＩＣ５０ 值为 ８􀆰 １３４
ｍｇ / ｍｌꎻ其中雪松、华山松松针对􀅰ＯＨ的清除能力
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较强ꎬ白皮松、樟子松、油松稍弱ꎻ６ 种松科植物的松

针多酚对􀅰ＯＨ的清除能力差异较大ꎻ兰州、天水两

个地区樟子松松针多酚的􀅰ＯＨ清除能力差异较大ꎬ
其余 ５ 种松针多酚的清除能力无显著差异ꎮ

ａ:天水ꎻｂ:兰州ꎮ
图 ８　 松针多酚对􀅰ＯＨ的清除能力

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ 􀅰ＯＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ａｎｄ ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ

２.３.４　 松针多酚对 α￣葡萄糖苷酶活性的抑制能力

　 ６ 种松科植物松针多酚与阿卡波糖对 α￣葡萄糖苷

酶活性的抑制率见图 ９ꎮ 由图 ９ 可知ꎬ在２.５~ ８０􀆰 ０
μｇ / ｍｌ范围内ꎬ随着多酚质量浓度的增大ꎬ松针多酚

对 α￣葡萄糖苷酶活性的抑制能力也逐渐升高ꎮ 由

表 ５ 可知ꎬ６ 种松科植物松针多酚中对 α￣葡萄糖苷

酶活性抑制能力最强的为天水落叶松松针多酚ꎬ

ＩＣ５０值为 ６􀆰 ４２１ μｇ / ｍｌꎬ最弱的为兰州樟子松松针多

酚ꎬＩＣ５０值为 １８􀆰 １２０ μｇ / ｍｌꎻ落叶松、雪松、油松、华
山松松针多酚对 α￣葡萄糖苷酶活性的抑制能力较

强ꎬ白皮松、樟子松稍弱ꎻ兰州、天水两个地区落叶

松、雪松、油松、华山松松针多酚对 α￣葡萄糖苷酶活

性的抑制能力无显著性差异ꎬ而 ２ 地区樟子松和白

皮松松针多酚的抑制能力差异较大ꎮ

ａ:天水ꎻｂ:兰州ꎮ
图 ９　 松针多酚对 α￣葡萄糖苷酶活性的抑制能力

Ｆｉｇ.９　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ α￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２.３.５　 松针多酚对 α￣淀粉酶活性的抑制能力　 ６ 种

松科植物松针多酚与阿卡波糖对 α￣淀粉酶活性的

抑制率见图 １０ꎮ 由图 １０ 可知ꎬ在０.１~ ４􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ
(樟子松松针多酚为２~ ８ ｍｇ / ｍｌ)范围内ꎬ随着松针

多酚质量浓度的增大ꎬ松针多酚对 α￣淀粉酶活性的

抑制能力也逐渐升高ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ６ 种松科植物

松针多酚对 α￣淀粉酶活性抑制能力最强的为兰州

雪松松针多酚ꎬＩＣ５０值为 ０􀆰 ３９９ ｍｇ / ｍｌꎬ最弱的为兰

州樟子松松针多酚ꎬＩＣ５０值为 １０􀆰 ５７０ ｍｇ / ｍｌꎻ６ 种松

科植物中ꎬ樟子松松针多酚的抑制能力稍弱ꎬ其余 ５
种松科植物松针多酚的抑制能力较强ꎬ且相互之间

差异较小ꎻ兰州、天水两个地区的落叶松、雪松、白皮

松、油松、华山松松针多酚对 α￣淀粉酶活性的抑制

能力差异较小ꎬ而兰州、天水两地区的樟子松松针多

酚对 α￣淀粉酶活性的抑制能力存在显著差异ꎮ
２.３.６　 松针多酚对酪氨酸酶活性的抑制能力　 ６ 种
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松科植物松针多酚与曲酸对酪氨酸酶活性的抑制率

见图 １１ꎮ 由图 １１ 可知ꎬ在０.０５~１􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ(樟子松

松针多酚为０.２５~４􀆰 ００ ｍｇ / ｍｌ)范围内ꎬ随着松针多酚

质量浓度的增大ꎬ松针多酚对酪氨酸酶活性的抑制能

力也逐渐升高ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ６ 种松科植物松针多酚

中对酪氨酸酶活性抑制能力最强的为兰州雪松松针

多酚ꎬＩＣ５０值为 ０􀆰 １２１ ｍｇ / ｍｌꎬ最弱的为兰州樟子松松

针多酚ꎬＩＣ５０值为 ３􀆰 ７２５ ｍｇ / ｍｌꎻ落叶松、雪松、白皮松、

油松、华山松松针多酚对酪氨酸酶活性的抑制能力都

较强ꎬ天水、兰州两地的樟子松松针多酚抑制能力稍

弱ꎻ６ 种松科植物中ꎬ樟子松松针多酚对酪氨酸酶活

性的抑制能力显著偏低ꎬ其余 ５ 种松科植物松针多酚

的抑制能力没有显著差异ꎻ兰州与天水两地的落叶

松、雪松、白皮松、油松、华山松松针多酚对酪氨酸酶

活性的抑制能力无显著性差异ꎬ而两地区樟子松松针

多酚的抑制能力存在显著差异ꎮ

ａ:天水ꎻｂ:兰州ꎮ
图 １０　 松针多酚对 α￣淀粉酶活性的抑制能力

Ｆｉｇ.１０　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ α￣ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

表 ５　 松针多酚抗氧化及对酶活性抑制能力的 ＩＣ５０值

Ｔａｂｌｅ ５　 ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ

松树类型 地点

ＩＣ５０

ＤＰＰＨ 自由基
(μｇ / ｍｌ)

ＡＢＴＳ＋自由基
(ｍｇ / ｍｌ)

􀅰ＯＨ
(ｍｇ / ｍｌ)

α￣葡萄糖苷酶
(μｇ / ｍｌ)

α￣淀粉酶
(ｍｇ / ｍｌ)

酪氨酸酶
(ｍｇ / ｍｌ)

落叶松 天水 ４３.９４２ｄ ０.１１６ｄｅ ２.９７４ｄ ６.４２１ｄ ０.４０９ｄ ０.１８８ｃ
兰州 ５２.１８２ｃ ０.１５３ｂｃ ２.７５７ｄｅｆ ７.５１３ｄ ０.８７５ｃｄ ０.２６９ｃ

雪松 天水 ３０.２１３ｅｆ ０.１０１ｅｆ ２.１７６ｆ ６.４９７ｄ ０.５８６ｃｄ ０.１５６ｃ
兰州 ２９.１４４ｅｆｇ ０.０９８ｅｆ ２.２２７ｅｆ ６.７５０ｄ ０.３９９ｄ ０.１２１ｃ

白皮松 天水 ３０.０６１ｅｆ ０.１６４ａｂ ３.９３２ｃ １０.５９０ｃ １.０４０ｃ ０.２５０ｃ
兰州 ２２.７６２ｇ ０.１７６ａ ３.８２６ｃ ７.４７５ｄ ０.７２６ｃｄ ０.２９８ｃ

樟子松 天水 １５９.９８０ａ ０.１８３ａ ５.６７４ｂ １８.１２０ａ ７.４１０ｂ ２.４４１ｂ
兰州 １１５.５４０ｂ ０.１８４ａ ８.１３４ａ １３.９４０ｂ １０.５７０ａ ３.７２５ａ

油松 天水 ３０.２２６ｅｆ ０.０９２ｆ ４.０８４ｃ ７.６４９ｄ ０.７３０ｃｄ ０.２５３ｃ
兰州 ３２.０５１ｅｆ ０.０９９ｅｆ ４.０７９ｃ ７.２５２ｄ ０.８４２ｃｄ ０.３１１ｃ

华山松 天水 ３４.２３９ｅ ０.１３７ｃｄ ２.８８２ｄｅ ７.７６２ｄ ０.９３３ｃｄ ０.２４７ｃ
兰州 ２６.４１８ｆｇ ０.１０４ｅｆ ２.４４８ｄｅｆ ６.８８７ｄ ０.７７５ｃｄ ０.３２６ｃ

同列数据后不同小写字母表示处理间有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
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ａ:天水ꎻｂ:兰州ꎮ
图 １１　 松针多酚对酪氨酸酶活性的抑制能力

Ｆｉｇ.１１　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｉｎｅ ｎｅｅｄｌｅ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

３　 讨论与结论

影响松针多酚提取效率的因素除本试验分析的

４ 个因素外ꎬ还包括溶剂种类、超声功率、提取次数

等ꎮ 不同溶剂的极性不同ꎬ能溶解的多酚类型和效

率也不同ꎻ超声功率的增大ꎬ可以使物料的空化气泡

运动加速ꎬ加快有效物质的溶出ꎬ但过大的功率也会

破坏多酚类化合物的结构ꎬ而提取次数的增加在一

定程度上能增加溶质的溶出ꎬ但另一方面也造成了

溶剂的消耗ꎻ张桂芳等[２３] 的研究结果表明ꎬ不同样

品干燥方法与不同溶剂提取对红松松针多酚提取量

亦有影响ꎬ热风干燥松针的提取物活性最佳ꎬ其次为

冷冻干燥、晾晒干燥ꎬ而乙醇提取的提取物生物活性

优于水提取ꎻ作者亦分析了不同提取溶剂对多酚提

取含量的影响ꎬ结果表明乙醇作为溶剂提取的多酚

含量显著高于丙酮与乙酸乙酯ꎬ而甲醇的提取效果

与乙醇没有显著性差异ꎬ考虑到安全因素ꎬ本研究采

用乙醇作为提取溶剂ꎮ
本试验以 ６ 种松科植物松针为对象ꎬ采用超声

辅助乙醇提取法ꎬ考察温度、时间、乙醇体积分数、液
料比 ４ 个因素对松针多酚提取含量的影响ꎬ通过单

因素试验结合响应面分析ꎬ确定了松针多酚的最佳

提取条件为提取温度 ６０ ℃、提取时间 ２８ ｍｉｎ、乙醇

体积分数 ６０％、料液比１ ∶ ２５ (ｍｇ ∶ ｍｌ)ꎬ在此条件

下 ６ 种松科植物松针多酚提取含量为 (１９.９７±
０.０９) ~ (５３.４１±０􀆰 ２１) ｍｇ / ｇꎻ结果显示ꎬ６ 种松科植

物松针中ꎬ除樟子松外ꎬ其他松针多酚提取量均较

高ꎬ且提取的松针多酚都具有较高的抗氧化活性与

酶活性抑制能力ꎮ ６ 种松科植物松针多酚的抗氧化

活性差异较大ꎬ而酶活性抑制能力差异较小ꎮ α￣葡
萄糖苷酶活性抑制剂对于降低餐后血糖ꎬ降低机体

心血管并发症具有显著作用ꎻα￣淀粉酶活性抑制剂

可以降低人体内血糖指数ꎬ抑制人体对葡萄糖的吸

收ꎬ从而有效控制餐后血糖ꎬ调节血脂ꎬ而酪氨酸酶

是调控机体合成黑色素的限速酶ꎬ与果蔬的氧化ꎬ人
体内黑色素肿瘤以及色素障碍性疾病有显著关系ꎬ
而酪氨酸酶活性抑制剂可以治疗如皮肤色素沉积、
老年斑、雀斑等多种症状ꎬ具有明显的美白作用ꎮ 目

前常用的 α￣葡萄糖苷酶与 α￣淀粉酶活性抑制剂ꎬ如
阿卡波糖ꎬ具有导致胃肠道功能紊乱、肠胀气、腹泻

等副作用ꎻ酪氨酸酶活性抑制剂ꎬ如曲酸ꎬ具有致癌

和引发皮炎等副作用ꎬ因此从天然植物中寻找抗氧

化、降糖药物以及酪氨酸酶活性抑制剂具有巨大市

场潜力ꎮ 作为一种资源丰富的天然产物ꎬ松针获取

简易ꎬ成本亦低ꎬ并且松针的药用历史悠久ꎬ体内外

试验结果表明其有显著的药理作用ꎬ且安全性较高ꎮ
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目前以松针为原料开发的产品主要有面膜、糖果、酸
奶、饮料、酒等日护品、食品及化妆品ꎮ 本研究结果

为利用松针资源进行天然抗氧化剂、降糖药物以及

酪氨酸酶活性抑制剂的研发提供了理论依据ꎮ
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