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摘要: 应用超临界 CO2 萃取技术，采用正交实验法，对影响缬草挥发油萃取率大小的萃取压力、萃取温度和 CO2 流量 3
个因素进行了研究，应用 ABTS 和 FＲAP 法对缬草超临界 CO2 提取物的抗氧化能力进行检测，并与水蒸汽蒸馏法得到的

缬草挥发油抗氧化能力进行了对比，用紫外分光光度法对超临界 CO2 萃取及水蒸汽法得到的缬草挥发油中总缬草三酯

进行了测定。结果表明: 超临界 CO2 萃取最佳工艺条件为: 萃取压力 25MPa，CO2 流量 20L /h，萃取温度 55℃，此工艺条件

下的缬草挥发油的收率为 5． 86%，而水蒸汽法收率为 1． 27% ; ABTS 和 FＲAP 法下，缬草超临界 CO2 提取物之间的抗氧

化能力差异不显著，但均强于水蒸汽法且差异显著，超临界 CO2 萃取法得到缬草挥发油中总缬草三酯含量为 3． 7%，大于

水蒸汽法的 2． 8%，显示超临界 CO2 萃取法比水蒸汽法更能有效保留缬草挥发油的生物活性成分及生物活性功能。
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Study on the Extraction for Essential Oil of Valeriana officinalis L． and its Antioxidant
Capacity
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Abstract: The essential oils of Valeriana officinalis L． were obtained with supercritical CO2 ． By using the method of orthogonal
experiment，the extraction pressure，extraction temperature and CO2 flow rate were studied． The antioxidant capacities of these es-
sential oils were detected with ABTS and FＲAP methods，and the comparion were made with that of the essential oil extracted by
stream distillation． Total valepotriates were detected by UV Spectrophotometry both for the essential oils extracted by supercritical
CO2 and stream distillation． The results show that: For supercritical CO2 extraction，the optimization extraction pressure was
25MPa，temperature was 55℃，and CO2 flow rate was 20L /h． In these process conditions，the extraction rate of essential oil was
5． 86% ． The extraction rate of essential oil extracted by stream distillation was 1． 27% ． Both for ABTS and FＲAP methods，the
antioxidant capacities among these essential oils extracted by supercritical CO2 process were no significant difference． But the an-
tioxidant capacities between the essential oils extracted by supercritical CO2 extraction and stream distillation were significant
difference． The content of Valepotriates in essential oil extracted by supercritical CO2 was 3． 7%，and that extracted by stream
distillation was 2． 8% ． All of these show that the bioactive ingredient and biological activity in the essential oil of Valeriana offici-
nalis L． extracted by supercritical CO2 process were reserved more than these extracted by stream distillation．
Key words: Essential oil of Valeriana officinalis L． ; Supercritical CO2 extraction; Stream distillation; Antioxidant capaci-

ty; ABTS method; FＲAP method; Total valepotriates．

缬草 Valeriana officinalis L． 为败酱科多年生草本植物，分布

于我国西南及东北地区，具有镇静催眠、神经保护、保护肾脏、调
节循环系统、抗抑郁和抗肿瘤等药理活性［1］。缬草含有挥发油、
环烯醚萜类、黄酮类、生物碱类等化学成分，其中挥发油是缬草的

主要生物活性部位［2］，主要存在于缬草的根及根茎，目前对于缬

草挥发油的提取有水蒸气蒸 馏、溶 剂 提 取 及 超 临 界 CO2 提 取

法［3，4］，超临界 CO2提取法由于在天然产物挥发油及脂溶性成分

提取方面的特点而成为目前包括缬草挥发油在内的众多天然植

物活性成分研究的优势提取技术手段［5，6］。现代研究表明，自由

基诱导的 氧 化 应 激 反 应 是 引 起 许 多 慢 性 疾 病 的 一 个 主 要 因

素［7，8］，因此筛选具有抗氧化能力的生物活性物质，尤其是从天

然产物或其提取物中进行筛选显得尤为重要，成为相关研究热

点［9 ～ 11］，但对于缬草挥发油抗氧化性的研究报道较少。研究抗

氧化能力的体外筛选方法较多，其中 ABTS 法和 FＲAP 法，由于

方便简单，测定速度快，适合大批量检测等优点，成为国内外目前

普遍采用的方法［12 ～ 14］。缬草化学成分复杂，不同提取方法、条件

以及来源不同，均可造成缬草有效成分组成和含量的差异，已有
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研究表明缬草类挥发油中存在缬草素类成分［15，16］，该类成分具

有镇 静、催 眠、抗 焦 虑、抗 病 毒、抗 胃 癌、舒 张 血 管 等 药 理 作

用［17，18］。本文研究了超临界 CO2 和水蒸汽法提取缬草挥发油，

并对两种方法所得缬草挥发油用紫外分光光度法检测其总缬草

三酯含量，用改进了的结合试剂盒及多孔板的连续波长酶标仪进

行 ABTS 和 FＲAP 法抗氧化能力实验研究，以探究不同提取工艺

对缬草挥发油抗氧化能力及其中主要活性成分保留的影响。
1 材料与方法

1． 1 原料与试剂 缬草根茎( 采自贵州江口县缬草种植基地，经

鉴定为宽叶缬草 Valeriana officinalis L． var． latifolia Miq，粉碎至

20 目待用; CO2 ( CO2≥99． 9% ) ( 贵阳申建气体有限公司) ; ABTS
法及 FＲAP 法试剂盒( 江苏碧云天生物技术研究所) ; 缬草三酯

标准品( 四川维克奇生物科技公司) ; 其它试剂为分析纯。
1． 2 仪器与设备 HA －05 － 1A 超临界流体萃取设备( 江苏省南

通华安超临界萃取公司) ; 98 － 1 － B 型电子调温电热套( 天津市

泰斯特仪器有限公司) ; VersaMax 连续波长酶标仪( 美国 Molecu-
lar Devices) ; T6 新世纪紫外可见分光光度计( 北京普析通用仪器

公司) 。
1． 3 提取试验

1． 3． 1 超临界 CO2 萃取法 每次进料 80g，一级分离，分离压力

5MPa ，分离温度 50℃，萃取时间为 90min。以萃取压力、萃取温

度、CO2 流量 3 个因素为变量，以最大萃取率为考察指标，进行 3
因素 3 水平的正交试验，见表 1。对实验数据进行处理得到最佳

工艺条件组合，再以此条件进行缬草超临界 CO2 萃取验证试验。

表 1 正交试验设计表

水平
A

压力( MPa)

B
温度 /℃

C
CO2 流量( L /h)

1 15 45 20
2 20 50 30
3 25 55 40

1． 3． 2 水蒸汽蒸馏法 按《中国药典》( 2010 版) 提取缬草挥发

油。称取经烘干，粉碎过 40 目筛的缬草 100g，加 800ml 水，浸泡

60min，蒸馏 3h，收集挥发油，经无水硫酸钠脱水后称重，计算得

率为 1． 27%，挥发油呈黄色，具有特殊气味。
1． 4 抗氧化能力实验

1． 4． 1 待测样品的制备 用无水乙醇配制所有工艺条件下提取

的缬草挥发油，质量浓度为 0． 4mg /ml 待用; 超临界 CO2 最佳工

艺组合下萃取的缬草挥发油用无水乙醇配置 0． 2，0． 4，0． 6，0． 8，

1． 0mg /ml 浓度待用。
1． 4． 2 ABTS 法［19］ 2，2＇－ azinobis － ( 3 － ethylbenzothiazoline － 6
－ sulfonic acid) ( ABTS) 在过硫酸钾氧化剂存在下被氧化成绿色

ABTS· + ，在抗氧化物存在时 ABTS· + 的产生被抑制，在 734nm 测

定 ABTS· + 的吸光度即可测定样品的总抗氧化能力。
抗氧化活性的测定: 以 Trolox 浓度( 0． 15，0． 3，0． 6，0． 9，1． 2，

1． 5mmol·L －1 ) 为横坐标，ABTS· + 吸光度的变化值为纵坐标，得

到标准曲线回归方程: Y = 50． 9015X + 13． 0752，Ｒ2 = 0． 999。在酶

标仪 96 孔板中添 200μl ABTS + 工作液，空白对照孔中添加 10μl
无水乙醇，样品检测孔中添加 10μl 每个工艺条件下萃取的缬草

挥发油制备液，常温下反应 30min 后于 734nm 处测其吸光度，平

行 2 次，取平均值。
1． 4． 3 FＲAP 法［20］ 在酸性条件下抗氧化物可以还原 Ferric －
tripyridyltriazine( Fe3 + － TPTZ) 产生蓝色的 Fe2 + － TPTZ，随后在

593nm 测定蓝色 Fe2 + － TPTZ 即可得到样品的总抗氧化能力，即

获得同样吸光度时，FeSO4 溶液浓度与样品浓度的比值表示其抗

氧化能力。
抗氧化活性的测定: 以 FeSO4 浓度( 0． 15，0． 3，0． 6，0． 9，1． 2，

1． 5mmol·L －1 ) 为纵坐标，Fe2 + － TPTZ 吸光度变化值为纵坐标，

得到标准曲线回归方程: Y = 0． 2019X － 0． 0034，Ｒ2 = 0． 998。在酶

标仪 96 孔板中加入 180μl 的 FＲAP 工作液，空白对照孔中添加

5μl 无水乙醇，样品检测孔中添加 5μl 每个工艺条件下萃取的缬

草挥发油制备液，常温下反应 30min 后，于酶标仪 593nm 下测定

吸光度，平行 2 次，取平均值。
1． 5 缬草三酯含量的测定［21］ 标准溶液的制备: 取缬草三酯适

量，用无水甲醇溶解，配制成浓度 100 μg /ml 的标准贮备液。分

别取缬草三酯标准贮备液 0． 25，0． 50，0． 75，1． 0 和 1． 25 ml 置于

5 ml 比色管中，用无水甲醇定容至刻度，摇匀，配制成系列标准

工作溶液。在 256nm 处测定缬草三酯标准工作溶液的吸光度，

以吸光度对相应的浓度绘制工作曲线，得到线性回归方程为 Y =
0． 038 X + 0． 004，Ｒ2 = 0． 999。将超临界 CO2 最佳工艺组合条件

和水蒸气蒸馏法萃取的缬草挥发油用无水甲醇配置成 0． 8mg /ml
浓度待用。
1． 6 统计分析 所有实验平行 3 次，抗氧化能力数值显示为 珋x ±
s，采用 SPSS16． 0 分析软件的 Analysis of variance ( ANOVA) 和单

因素比较的 LSD 和 Duncan 方程对不同工艺之间的抗氧化能力

( 显著性水平设为 0． 05 ) 进行显著性分析，对图形处理采用 Ori-
gin8． 0。
2 结果与分析

2． 1 超临界 CO2 萃取法 超临界 CO2 正交实验结果如表 2 所

示。各因素对挥发油提取率的影响大小依次为萃取温度 ＞ 萃取

压力 ＞ CO2 流量，最佳工艺组合为: 萃取温度 55℃、萃取压力

25MPa、CO2 流量 20L /h。在最佳工艺条件下进行 2 次验证试验，

平均萃取率为 5． 86%，萃取的挥发油呈黄色，具有特殊气味。
2． 2 抗氧化能力检测

2． 2． 1 ABTS 法抗氧化能力 在萃取温度，压力均较低的情况下，

超临界 CO2 萃取得到的缬草挥发油的总抗氧化能力较低，随萃

取温度和压力的增加，抗氧化能力增加，但各个超临界 CO2 萃取

工艺之间所得挥发油抗氧化能力的差异不明显，最大值出现在工

艺 I 上，最低值出现在工艺 A 上，超临界 CO2 萃取最佳工艺组合

( 工艺 J) 条件下得到的缬草挥发油的总抗氧化能力与工艺 I 在

数值上都较大且差异不显著，且所有超临界 CO2 萃取工艺条件

下所得缬草挥发油的总抗氧化能力均大于水蒸汽法，差异显著，

如表 2。超临界 CO2 萃取最佳工艺组合下所得缬草挥发油 5 种

浓度梯度下的总抗氧化能力的变化如图 1，随着浓度增加，抗氧

化能力显著增加，在最低浓度即 0． 2mg /ml 时，抗氧化能力最低，

与其它浓度相比差异显著，0． 4 ～ 1． 0mg /ml 浓度范围内抗氧化能

力均较强，且差异不显著。
2． 2． 2 FＲAP 法抗氧化能力 超临界 CO2 萃取工艺条件下得到

的缬草挥发油间总抗氧化能力差异都不显著，与 ABTS 法相似，

抗氧化能力最大值出现在工艺 I 上，在超临界 CO2 萃取最佳工艺

组合( 工艺 J) 时，总抗氧化能力也较大并与工艺 I 差异不显著，

且所有超临界 CO2 萃取工艺条件下所得缬草挥发油的总抗氧化

能力均大于水蒸汽法，差异显著，如表 2。超临界 CO2 萃取最佳

工艺组合下所得缬草挥发油的抗氧化能力随浓度的变化，出现先

降低后增大的趋势，如图 2，在浓度为 0． 2mg /ml 时，抗氧化能力

最强，浓度梯度中除 0． 8mg /ml 时抗氧化能力与其它浓度时差异

较明显外，其它浓度间抗氧化能力差异不显著。
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2． 2． 3 ABTS 法与 FＲAP 法的相关性 ABTS 法与 FＲAP 法在机

制上同属抗氧化检测方法中基于电子转移的 SET 机制方法，相

关性较强［12］，但前者主要反映的是对自由基的潜在清除能力，后

者是对铁离子的还原能力，两种方法的异同在本文对缬草挥发油

抗氧化能力的研究中有所体现，即两种方法对不同提取方法所得

缬草挥发油抗氧化能力的评价总体趋势一致，但在低浓度时有差

异。

表 2 正交试验和总抗氧化能力的检测结果结果

工艺
萃取压力

( MPa)

萃取温度

/℃

CO2 流量

/kg·h －1

萃取率

/%
ABTS

/mmol·g － 1

FＲAP

/mmol·g － 1

A 10 45 20 1． 13 0． 138 ± 0． 024e 0． 546 ± 0． 012b
B 10 50 30 2． 19 0． 198 ± 0． 081de 0． 551 ± 0． 006b
C 10 55 40 3． 51 0． 308 ± 0． 023abc 0． 582 ± 0． 009ab
D 15 45 30 1． 80 0． 358 ± 0． 024ab 0． 592 ± 0． 006a
E 15 50 40 3． 09 0． 291 ± 0． 018bc 0． 579 ± 0． 029ab
F 15 55 20 4． 72 0． 333 ± 0． 015ab 0． 588 ± 0． 012ab
G 20 45 40 3． 86 0． 240 ± 0． 022cd 0． 575 ± 0． 006ab
H 20 50 20 4． 04 0． 214 ± 0． 036d 0． 571 ± 0． 041ab
I 20 55 30 5． 56 0． 384 ± 0． 012a 0． 594 ± 0． 009a
k1 2． 277 2． 263 3． 297 － － －
k2 3． 203 3． 107 3． 183 － － －
k3 4． 487 4． 597 3． 487 － － －
Ｒ 2． 210 2． 334 0． 304 － － －
J 20 55 20 5． 86 0． 335 ± 0． 026ab 0． 568 ± 0． 008ab
K － － － － － 0． 446 ± 0． 017f 0． 079 ± 0． 019c

不同小写字母代表在 0． 05 水平上存在显著差异; A ～ I 为超临界 CO2 正交实验，J 为超临界 CO2 萃取缬草挥发油的最佳工艺组合，K 为水蒸气蒸

馏法

图 1 ABTS 法总抗氧化能力( 超临界最佳工艺组合下的不同浓

度梯度，不同小写字母代表在 0． 05 水平上存在显著差异)

图 2 FＲAP 法总抗氧化能力( 超临界最佳工艺组合下的不同浓

度梯度，不同小写字母代表在 0． 05 水平上存在显著差异)

2． 3 缬草三酯含量的测定 由缬草三酯的回归方程经检测计算

可得超临界 CO2 萃取最佳工艺组合条件下缬草挥发油中缬草三

酯质量含量为 3． 7%，而水蒸汽法中缬草三酯的含量为 2． 8%，标

准及样品紫外吸收光谱图见图 3。

图 3 不同萃取方法下总缬草三酯的紫外吸收光谱

3 结论

本文用超临界 CO2 萃取法和水蒸气蒸馏法对宽叶缬草中缬

草挥发油进行了提取，对得到的缬草挥发油抗氧化能力应用

ABTS 和 FＲAP 两种方法进行实验研究，并用紫外分光光度法进

行了缬草三酯含量的检测。研究显示，不同超临界 CO2 萃取工

艺条件下，缬草挥发油萃取率及抗氧化能力之间有差异但不显

著，与水蒸汽法相比则差异显著; 在本研究实验条件下，超临界

CO2 萃取最佳工艺条件下所得缬草挥发油除在低浓度下外，其余

不同浓度梯度间抗氧化能力差异总体不大; 超临界 CO2 萃取最

佳工艺条件下缬草挥发油收率 5． 85%，其中总缬草三酯含量

3． 7%，而水蒸汽法收率为 1． 27%，总缬草三酯含量 2． 8%。综合

萃取率、缬草三酯含量和两种体外抗氧化能力评价方法的结果，

说明超临界 CO2 萃取是缬草挥发油提取的优势工艺技术，本研

究中以萃取率为指标的超临界 CO2 萃取最佳工艺条件不失为缬

草挥发油提取实际应用中的首选工艺条件。
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艾叶多糖体外抗氧化作用研究
胡 岗，尹美珍，喻 昕，陈春艳*
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摘要: 目的 研究艾叶多糖的体外抗氧化能力。方法 采用 D － 脱氧核糖 － 铁体系法、羟胺法及 DPPH 法，测定不同浓度

的艾叶多糖对羟基自由基、超氧阴离子自由基及 DPPH 自由基的清除能力。结果 艾叶多糖对各种自由基均有明显的清

除作用，其清除率与其质量浓度存在着一定的量效关系，对羟基自由基、超氧阴离子自由基和 DPPH 自由基的 IC50 值分别

为 0． 32，0． 0625 和 54． 72μg /ml。结论 艾叶多糖具有一定的体外抗氧化活性，作为自由基清除剂和脂质抗氧化剂具有进

一步研究价值。
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艾叶为菊科多年生草本植物艾的叶，全国大部分地区均产。 大量的药理研究证明艾叶具有抗菌抗病毒、平喘镇咳祛痰、止血

与抗凝血、免疫调节、抗过敏、镇静、护肝利胆等作用［1］。艾叶除

了含挥发油外，还含多糖、鞣质、黄酮、甾醇、微量元素及其他有机

成分等［2，3］。研究表明，多种植物多糖对物理的、化学的及生物

来源地多种活性氧具有清除作用，能减少机体内脂质过氧化产物

MDA 的生成量，并能增强机体内抗氧化酶体系的活性等。已有

研究发现艾叶多糖不仅具有抗菌作用，还具有增强免疫功能［4］

的作用，而艾叶多糖类物质的抗氧化活性未见有报道。普遍认

为，多种疾病会导致机体的过氧化损伤，因此研究艾叶多糖的抗

氧化活性对功能性艾叶多糖产品的开发具有重要意义。本实验
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