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摘要：以芹菜叶粉末为原料，芹菜素含量为指标，优化超声辅助低共熔溶剂提取芹菜叶中芹菜素的提取工艺。用筛选的最优低

共熔溶剂进行单因素试验，考察含水量、液料比、超声时间、提取温度对芹菜素含量的影响。在单因素的基础上，利用 Box-Behnken

响应面优化提取条件。AB-8 型大孔树脂纯化提取液后，利用紫外可见光谱和液质联用对芹菜素纯化物进行分析和验证。最后，研究

了芹菜素纯化物的抗氧化性。结果表明：低共熔溶剂（氯化胆碱/乙醇）比 80%乙醇提取芹菜素的效率高 17.78%。最优提取条件为：

液料比 40:1；含水量 24%；超声时间 14 min；提取温度 42 ℃。此条件下得到的芹菜素含量为 16.87 mg/g。芹菜素纯化物对 DPPH、

ABTS 自由基具有良好的清除能力，对 OH 自由基清除效果更好，其 IC50分别为 82.44、148.92 和 8.69 μg/mL，但均低于抗坏血酸和

芹菜素标准品的清除能力。该绿色环保的低共熔溶剂能高效提取芹菜叶中芹菜素，且能够保持良好的抗氧化活性。 
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Abstract: Using celery leaf powder as the raw material and apigenin content as the index, the extraction process of apigenin in celery 

leaves was optimized. The effects of water content, liquid-to-material ratio, ultrasonic time, and extraction temperature on the apigenin content 

were investigated in the best deep eutectic solvent. On the basis of single factor, the extraction conditions were optimized by response surface 

methodology. Using UV-visible spectroscopy and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) apigenin was analyzed and verified in the 

purified extract with macroporous resin. Finally, the antioxidant properties of purified apigenin were studied. The results showed that the 

efficiency of choline chloride/ethanol was 17.78% higher than that of 80% ethanol in the extraction of apigenin. The optimal conditions were as 

follow: liquid-to-material ratio of 40:1; water content of 24%; ultrasonic time of 14 min; extraction temperature of 42 ℃. Under these 

conditions, the apigenin content was 16.87 mg/g. The purified apigenin had a certain scavenging effect on DPPH (IC50=82.44 μg/mL) and ABTS 

(IC50=148.92μg/mL) free radicals and a strong scavenging ability on hydroxyl (IC50=8.69 μg/mL) free radicals, which were lower than the 

scavenging ability of ascorbic acid and apigenin standard products. The green and environment-friendly DES can be used to extract apigenin  
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from celery leaves, and the purified apigenin can maintain good antioxidant activity. 
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芹菜素（4',5,7-三羟基黄酮）是黄酮类化合物之一，

属于黄酮亚类[1]。大部分来源伞形和菊科植物，如欧

芹属、蒿属和蓍属的植物[2,3]。芹菜素具有多种生物活

性，如抗炎，抗癌，抗氧化剂和抗过敏活性[4-7]，还对

高血压、自身免疫病和抗动脉粥样硬化等具有保护作

用[8,9]。芹菜素的各种生物活性引起了广泛的兴趣，从

而研究出一种绿色环保有效的提取方法也非常重要。 
芹菜素的提取方法一般能耗大、提取率不高、成

本较大、并且产生大量对人体健康和环境有害的物质
[10]。为了克服这些缺点，在过去几十年中已经做了许

多努力，如简化样品提取程序，并且还根据绿色化学

原理减少或消除有害物质的使用或产生。在这个特定

领域，低共熔溶剂（Deep Eutectic Solvent，DES）是

一种非常有前景的新型环保高效的溶剂，主要是由氢

键受体和氢键供体组成的[10]。Huang 等[11]研究了用十

三种不同的 DES 提取苦荞壳中芦丁，发现氯化胆碱-
甘油对芦丁的提取效率最高，达到 9.50 mg/g，且具有

较好的生物降解性。Bajkacz 等[12]研究用 17 种 DES
萃取豆类中的异黄酮，发现含有 30%氯化胆碱-柠檬酸

水溶液的 DES 提取效果最好，且可回收利用。与传统

的有机溶剂相比，DES 不仅环保、无毒、可生物降解，

而且还具有生产成本低、可回收和易于生产的特点[10]。

关于用 DES 提取总黄酮和总多酚的报道已有一些，但

是用DES 提取芹菜叶中芹菜素的研究还未见报道。 
本研究通过对比不同种类的 DES 和传统溶剂芹

菜素提取含量，筛选适合的 DES，通过单因素和响应

面法优化提取条件。利用 AB-8 型大孔树脂初步纯化

芹菜素提取液，并采用紫外-可见光谱和液质联用验证

和分析芹菜素，最后研究了初步纯化的芹菜素体外抗

氧化活性，为芹菜素的综合利用与开发提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

新鲜芹菜由武汉市强鑫蔬菜产销专业合作社提

供；摘叶→洗净→沥干→50 ℃低温烘干→粉碎→过

60 目筛→芹菜叶粉末。芹菜素标准品（纯度≥98%），

北京索莱宝科技有限公司；氯化胆碱和 AB-8 型大孔

树脂，上海源叶生物科技有限公司；乙醇、1,2-丙二

醇、乙二醇、丙三醇、1,3-丁二醇、柠檬酸、葡萄糖

均为分析纯，中国医药集团上海化学试剂公司。 
MB99-1 自动液相色谱分离层析仪，上海青浦沪

西仪器厂；U3000 超高效液相色谱仪-Exactive Q 质谱

仪，赛默飞世尔科技公司；TU 双束紫外可见分光光

度计，北京普析仪器有限公司；SC3612 低速离心机，

安徽中科中佳科学仪器有限公司；XMTD-204 恒温磁

力搅拌水浴锅，金坛区水北科普公司；KQ250DE 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  芹菜素标准曲线[13] 
用无水乙醇配置 10 μg/mL 的芹菜素标准品溶液，

在 200~700 nm 波长下，用紫外分光光度计完成样品

波长扫描，发现在 336 处吸光值最大，因此选 336 nm
为测量波长。用无水乙醇配制一定浓度梯度的芹菜素

标准品溶液，在最大吸收波长下测得其溶液的吸光值

为纵坐标 Y，溶液的浓度（μg/mL）为 X，得到的回归

方程：Y=0.0743X+0.0018（R²=0.9994）。 
1.2.2  低共熔溶剂的制备与筛选 

根据表 1 制备 7 种 DES。将氯化胆碱与乙醇、1,2-
丙二醇、乙二醇、丙三醇、1,3-丁二醇、柠檬酸和葡

萄糖按照一定的摩尔比混合置于带盖锥形瓶中，在恒

温水浴锅中，保持温度 70 ℃，磁力搅拌 30 min，再

加入 25%的蒸馏水，磁力搅拌 15 min，备用。准确称

取芹菜叶粉于带盖的三角瓶中，各加入 7 种 DES 和

80%（V/V）乙醇，使液料比为 40:1。混匀后，先置于

40 ℃超声清洗器中超声 20 min，然后在恒温水浴锅中

40 ℃水浴 30 min。 
表1 不同低共熔溶剂类型 

Table 1 Different types of DESs 

编号 
溶剂 

摩尔比 参考文献
氢键受体 氢键供体 

DES-1 氯化胆碱 乙醇 1:25  

DES-2 氯化胆碱 1,2-丙二醇 1:4 

[14] 
DES-3 氯化胆碱 乙二醇 1:6 

DES-4 氯化胆碱 丙三醇 1:4 

DES-5 氯化胆碱 1,3-丁二醇 1:2 

DES-6 氯化胆碱 柠檬酸 1:2 
[15] 

DES-7 氯化胆碱 葡萄糖 1:1 

1.2.3  芹菜素含量测定 
提取液在 3000 r/min 离心 30 min，取上清液稀释，

在 336 nm 波长下测其吸光值，计算其芹菜素含量： 
× ×

(mg / g) =
1000
N C V

M×
芹菜素含量/  
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式中，N：稀释倍数；C：测得的芹菜素浓度，μg/mL；V：

提取液体积，mL；M：芹菜素粉末质量，g。 

1.2.4  单因素试验 
准确称取芹菜叶粉末置于带盖的 100 mL 三角瓶

中，加入 20%（V/V）含水量的 DES（氯化胆碱/乙醇），

使料液比为 40:1（mL/g），先放入超声清洗器中 40 ℃
超声 20 min，然后在恒温水浴锅中 30 ℃水浴 30 min。
分别考察不同含水量(0、20、40、60、80% V/V)、料

液比（10:1、20:1、30:1、40:1、50:1 mL/g）、超声时

间（5、15、25、35、40、45 min）、提取温度（30、
40、50、60、70 ℃）对芹菜素含量的影响。 
1.2.5  响应面试验设计 

在单因素试验的基础上，选出影响芹菜素含量比

较大的单因素为变量（含水量、提取温度、超声时间），

芹菜素含量为响应值，利用 Box-Behnken（BBD）设

计三因素三水平响应面，响应面试验因素与水平如表

2 所示。 
表2 响应面试验因素与水平 

Table 2 Coded values and corresponding actual values of 

factors in BBD design 

水平 
因素 

A 含水量/% B 提取温度/℃ C 超声时间/min

-1 0 30 5 

0 20 40 15 

1 40 50 25 

1.2.6  大孔树脂纯化芹菜素提取液 
大孔树脂预处理：3 BV 无水乙醇浸泡 AB-8 大孔

树脂 24 h，然后用蒸馏水洗至无乙醇味。3 BV 的 2% 
HCl 浸泡树脂 4 h，用蒸馏水洗至中性。3 BV 的 4% 
NaOH 浸泡树脂 4 h，用蒸馏水洗至中性。将大孔树脂

用无水乙醇湿法装柱，静置 1 h 使树脂压实，备用。 

用 0.1% HCl 将芹菜素粗提液的 pH 调至 5，再以

1 BV/h 流速上样 1 BV。用蒸馏水 1 BV/h 速度洗脱直

至大孔树脂上层液为无色，再用 80%乙醇 1 BV/h 速

度洗脱，收集前20 min乙醇的洗脱液，一部分溶液4 ℃
储存，另一部分溶液旋转蒸发、冷冻干燥，备用。 
1.2.7  紫外-可见吸收光谱分析 

在大孔树脂纯化芹菜素的过程中，流出液收集频

率 10 min/次，在 336 nm 波长下测其吸光值，然后在

200~600 nm 范围内进行紫外可见吸收光谱扫描。 
1.2.8  液质联用分析 

色谱条件：色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse 
XDB-C18（2.1×50 mm，1.8 µm）；柱温 20 ℃；流速

0.2 mL/min；流动相：A：0.1%甲酸-甲醇溶液，B：
0.1%甲酸水溶液；洗脱梯度：0~10 min，10%~40% A；

10~18 min，40%~95% A；18~22 min，95%~95% A；

22~22.1 min，95%~10% A；22.1~30 min，10%~10% A。 
质谱条件：ESI离子源；鞘气40 arb；辅助气15 arb；

喷雾电压 3.2 kV；毛细管温度 300 ℃；最大喷射电流

100 μA；探头加热器温度 350 ℃。 
1.2.9  体外抗氧化性 
1.2.9.1  芹菜素纯化物清除 DPPH 自由基能力测定[16] 

在 3 mL 不同浓度的样品中分别添加 100 μL 0.2 
mmol/L DPPH-乙醇溶液，摇匀，避光反应 30 min，在

517 nm 波长下测其吸光度 A1。在 3 mL 不同浓度的样

品中分别添加 100 μL 无水乙醇，测其吸光度 A2。在 3 
mL 无水乙醇中分别添加 100 μL DPPH，测其吸光度

A0。所有样品均用无水乙醇为参比。DPPH 自由基清

除率计算公式如下： 

1 2

0

DPPH %= 1 ) 100%
A A

A
−

− ×自由基清除率/ （  

1.2.9.2  芹菜素纯化物清除 OH 自由基能力测定[17] 
表3 羟基自由基清除试验加样表 

Table 3 Experimental procedures for the determination of hydroxyl radical scavenging ability 

吸光度 空白参比溶液 加样过程 
A0 

蒸馏水 

1mL FeSO4+1mL 蒸馏水+1mL H2O2+1mL 水杨酸 

A1 1mL FeSO4+1mL 样品+1mL H2O2+1mL 水杨酸 

A2 1mL FeSO4+1mL 样品+1mL 蒸馏水+1mL 水杨酸 

先用蒸馏水分别配制 6 mmol/L FeSO4 和 6 
mmol/L H2O2溶液，再用无水乙醇配制 6 mmol/L 水杨

酸溶液，备用。按照表 3 加样，摇匀。样品在 37 ℃下

水浴 1 h 后，在 510 nm 波长下测其吸光度，按照以下

公式计算 OH 自由基清除率： 

1 2

0

OH %= 1 ) 100%
A A

A
−

− ×自由基清除率/ （

 
1.2.9.3  芹菜素纯化物清除 ABTS 自由基能力测定[18] 

先配制 7 mmol/LABTS 和 2.5 mmol/L K2S2O8溶

液，两种溶液等体积混合，摇匀，在黑暗条件下常温

反应 16 h，待用。使用无水乙醇稀释反应溶液，使其

溶液在 734 nm 波长下的吸光值为 0.7±0.02，得到工作

液备用。将 3 mL 的工作液与 0.4 mL 的不同浓度样品

溶液一起搅拌，然后将混合物在 25 ℃的黑暗中反应

30 min，在在 734 nm 波长下测量的吸光值 A1。将用

无水乙醇替换样品溶液，得到的吸光值为 A0。ABTS
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自由基清除率计算公式如下： 

0 1

0

ABTS %= 1 ) 100%
A A

A
−

− ×自由基清除率/ （  

1.2.10  数据处理 
采用 SPSS v19.0 版软件进行方差显著性分析

（p<0.05），Origin v8.1 版软件绘制图，Design-Expert 
8.0.6 软件完成响应面分析。 

2  结果与分析 

2.1  低共熔溶剂体系优化 

低共熔溶剂的性能（溶解度，物理化学相互作用，

极性，表面张力和粘度）很大程度上是由氢键受体和

氢键供体种类决定的[19]。在提取过程中，选择一种合

适的 DES 至关重要。乙醇常作为芹菜素的提取溶剂，

且 80%乙醇提取效率最高。因此，在本实验中选了 7
种不同的 DES 和 80%乙醇对比。在室温下，所有 25%
水含量的 DES 一周之后都是无色透明澄清液体状态。

DES 的提取效果如表 4 所示，多元醇的 DES 比基于

有机酸和糖的 DES 表现了更好的提取效果。可能是多

元醇和有机酸的 DES 对芹菜素具有更强的氢键作用

力[20]。因此，可以表明不同类型的 DES 具有不同的效

果。DES-1 的提取效果优于其他溶剂，而且 DES-1
（16.48 mg/g）和 DES-3（14.16 mg/g）相对于 80%乙

醇（13.99 mg/g）溶液分别提高了 17.78%和 1.15%。

DES-7（6.24 mg/g）提取效果最差。可以看出，DES-1
可以更好地穿透基质中的孔隙从芹菜素粉末中提取芹

菜素。 
表4 不同溶剂对芹菜素含量的影响 

Table 4 Influence of different solventson the content of apigenin 

编号 芹菜素含量/(mg/g) 相对于 80%乙醇的

提取变化率/% 

DES-1 16.48±0.63a +17.78 

DES-2 12.77±0.61c -8.77 

DES-3 14.16±0.86b +1.15 

DES-4 12.70±0.89c -9.23 

DES-5 12.25±0.53c -12.47 

DES-6 11.76±0.67c -15.93 

DES-7 6.24±0.45d -55.40 

8（80%乙醇） 13.99±0.70b  

注：数据表示为平均值±标准差（n=3）；同列数据不同的

小写字母表示差异性显著（p<0.05）。在相对于 80%的乙醇的提

取变化率中，“+”表示增加；“-”表示减少。 

2.2  芹菜素提取单因素实验结果 

 

 

 

 

图1 含水量(a)、液料比(b)、超声时间(c)和提取温度(d)对芹

菜素含量的影响 

Fig.1 Influence of concentration of water (a), solvent to solid 

ratio (b), ultrasonic time (c) and extraction temperature (d) on 

the extraction yield of apigenin 

注：数据表示为平均值±标准差（n=3）；同一柱形图中不

同的小写字母表示差异性显著（p<0.05）。 

2.2.1  含水量对芹菜素含量的影响 
DES 的粘度通常高于常规溶剂的粘度，因此传质
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效率低而阻碍了萃取的效率。考虑到 DES 的粘度，扩

散系数，极性和表面张力问题，添加一定比例的水来

可以有效改善[21]。通过混合不同比例的水和 DES 作为

提取溶剂，研究了含水量对芹菜素提取效果的影响。

如图 1a 所示，含水量对芹菜素提取效率有显著影响。

当水含量从 0%增加到 20%时，芹菜素的提取效率显

着增加。当水分含量为 20%时，芹菜素的含量达到最

大值 15.29 mg/g。水分含量的不断增加会降低 DES 的

粘度，加速目标组分溶解，并提高提取效率[22]。但是，

当水分含量过高时（>20%），芹菜素含量开始下降。

可能是芹菜素和 DES 之间的氢键相互作用降低了[23]。 
2.2.2  液料比对芹菜素含量的影响 

原料和溶剂接触面积与液料比有关，这会影响芹

菜素的提取效果。如图 1b 所示，当液料比从 10:1 增长

到 40:1 时，芹菜素含量由 14.29 mg/g 增加 15.74 mg/g。
此外，当液料比超过 40:1 时，出现了缓慢下降的趋势。

这些结果表明，当芹菜叶粉末以高的液料比完全分散

在溶液中，获得了更大的接触面积，增强了传质。然

而，随着溶剂体积的不断增加，接触面积达到饱和，

然而溶剂体积变大，升温速率变慢，降低提取效率[24,25]。 
2.2.3  超声时间对芹菜素含量的影响 

超声辅助提取提高提取效率主要是由于超声波通

道产生的溶剂中的空化气泡破裂引发微喷射冲击，冲

击波使植物细胞壁损伤，导致细胞内容物释放到溶剂

中[3]，而且产生的湍动效应也会加快传质速率，从而

提高提取效率。然而过长的超声时间可能会导致乙醇

的挥发和芹菜素的部分降解，降低芹菜素提取效率
[26-28]。如图 1c 所示，随着超声时间的延长，芹菜素含

量逐渐增加，超声 15 min 时，芹菜素含量最大为 15.93 
mg/g。再随着超声时间增加，芹菜素含量又会减少。

因此，超声 15 min 提取效果最佳。 
2.2.4  提取温度对芹菜素含量的影响 

确定最佳提取温度很重要，在合适温度下，溶剂

的粘度降低，扩散性增加，这对于 DES 的提取效果非

常重要。温度的适当升高会导致表面张力降低，而且

芹菜素与样品基质之间相互作用也减少，从而增强芹

菜素在溶剂中的解吸和溶解[29]。然而过高温度可能导

致热敏感物质降解和溶剂的挥发[30]。如图 1d 所示，提

取温度由 30 ℃升高到 40 ℃时，芹菜素含量逐渐升高，

在 40 ℃达到最大 15.39 mg/g。再随着温度的升高，芹

菜素含量则显著下降。所以 40 ℃为最佳提取温度。 

2.3  响应面分析 

2.3.1  回归方程的构建与分析 
试验设计方案与结果见表 5，通过 Design-Expert 

8.0.6 软件中的 BBD 模型，对表 5 中的数据进行多元

拟合分析，得到回归方程的方程分析结果（表 6）。该

模型的 F 值为 230.34，p 值<0.0001，表明该模型非常

具有统计学意义，一次项和二次项都显著（p<0.05），
失拟项检验不显著（p=0.1294>0.05），这都表明了该

回归方程能很好的反映真实值对实验结果进行分析。

以芹菜素含量为指标 Y，对各个因素（A 含水量、B
提取温度、C 超声时间）二次项多元统计分析的二次

多项式回归方程为： 
Y=16.50+2.69A+0.50B−0.81C−0.74AB−0.94AC−0.

55BC−5.42A2−1.42B2−2.46C2 
式中：各因素系数的绝对值大小表示该因素对芹菜素含量

的影响大小，正号和负号表示影响方向[31]。 

表5 BBD试验设计方案与结果 

Table 5 The BBD design of experiment and results 

试验

序号

单因素 
芹菜素 

含量/(mg/g)A 含水

量/% 
B 提取 
温度/℃ 

C 超声 
时间/min 

1 0 0 0 16.30 

2 1 -1 0 12.26 

3 0 0 0 16.29 

4 0 0 0 16.86 

5 -1 1 0 8.54 

6 0 0 0 16.43 

7 -1 -1 0 5.82 

8 0 1 -1 14.50 

9 1 0 -1 13.13 

10 0 -1 1 11.84 

11 1 1 0 12.01 

12 0 -1 -1 12.62 

13 -1 0 1 5.97 

14 0 0 0 16.60 

15 -1 0 -1 5.47 

16 0 1 1 11.51 

17 1 0 1 9.89 

此外还可以用其他系数反映该模型的拟合性和可

靠性。模型的决定系数（R2）反映该方程预测值（芹

菜素含量）与实验值的一致程度，R2为 0.9966 说明可

以用此模型预测实验值。模型的调整系数（Rpred
2= 

0.9596）说明在 4.04%的响应值变化不可以由该模型

解释。信噪比（Adeq Precisior=41.089>4）和变异系数

（CV=2.82%<10%）说明该模型置信度好。由回归方

程的系数绝对值大小（|ka=2.69|>|kc=-0.81|>|kb=0.50|）
可得到影响芹菜素提取得率的主次因素的顺序：

A>C>B。这与表 6 中由 p 值得出的主次影响因素一致。 
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表6 回归方程的方差分析 

Table 6 Analysis of variance for a fitted regression equation 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 

模型 242.18 9 26.91 230.34 <0.0001 *** 

A 57.69 1 57.69 493.81 <0.0001 *** 

B 2.03 1 2.03 17.38 0.0042 ** 

C 5.3 1 5.3 45.36 0.0003 *** 

AB 2.21 1 2.21 18.89 0.0034 ** 

AC 3.51 1 3.51 30.08 0.0009 *** 

BC 1.22 1 1.22 10.46 0.0144 * 

A2 123.75 1 123.75 1059.28 <0.0001 *** 

B2 8.47 1 8.47 72.47 <0.0001 *** 

C2 25.53 1 25.53 218.54 <0.0001 *** 

残差 0.82 7 0.12    

失拟项 0.59 3 0.2 3.49 0.1294 不显著 
纯误差 0.23 4 0.057    

总和 243 16     

注：R2=0.9966；Radj
2=0.9923；Rpred

2=0.9596；Adeq Precisior=41.089；CV=2.82%；*表示显著水平（p<0.05）；**表示非常显著

水平（p<0.01）；***表示极其显著水平（p<0.001）。 
2.3.2  各因素交互作用分析 

利用 3D 响应面图和 2D 等高线图，可以直观地观

察到各因素和各因素之间的交互作用对响应值的影

响。响应面的弯曲程度能反映各因素对响应值的影响

程度。椭圆的等高线形状表明两个因素之间的交互作

用显著；圆形的等高线形状表明两个因素之间的交互

作用不是很显著[32]。如图 2 所示，随着提取温度、含

水量和超声时间增加时，芹菜素含量先增加后减少。

超声时间和含水量交互作用的响应面比提取温度和含

水量、超声时间和提取温度的响应面更陡峭，说明超

声时间和含水量的交互作用最显著，这与表 6 中方差

分析结果相吻合（pac=0.0009<pab=0.0034<pbc=0.0144 
<0.05）。 
2.3.3  最佳提取工艺与验证 

利用 Design-Expert 8.0.6 软件对芹菜素提取工艺

条件进行优化，得到预测芹菜素含量为 16.94 mg/g，
考虑试验的可操作性，最优工艺条件组合为：液料比

为 40:1；含水量为 24%；超声时间 14 min；提取温度

为 42 ℃。在此最佳条件下，做 3 次平行试验验证，

得芹菜素含量为的平均值为 16.87 mg/g，误差为 0.07 
mg/g，该值与回归方程模型预测值接近，证明该模型

拟合比较准确和有效。 

2.4  紫外-可见光谱分析 

黄酮化合物在紫外全扫光谱中会出现两个典型的

基本峰带（峰带 I：300~400 nm；峰带 II：220~280 nm）

[16]，所以可以用紫外图谱初步鉴定黄酮化合物的存

在。由图 3a 可知，上样 50 min 没有黄酮化合物流出，

50~60 min 会有少量黄酮物质被带出。在图 3b 中，蒸

馏水冲洗的前 50 min 会出现了许多杂峰，可能是大量

水溶性杂质流出，仅在 50~60 min 出现了黄酮化合物

的特征峰，但是在 200~280 nm 区间杂峰太多。在图

3c 中，前 20 min 出现两个黄酮化合物的特征峰，适合

在这个时间段收集流出液。 
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图2 各因素交互作用的响应面和等高线 

Fig.2 Response surface and contour plots for the interaction of 

various factors 

注：左边响应面；右边等高线。 

2.5  液质联用分析 

图 4 是经大孔树脂纯化的芹菜素离子流图，图 5a
为提取保留时间 14.19 min 的单组分离子流图。一级

质谱图可知该组分的分子量，二级图谱可知该组分的

分子离子峰打碎后的一些离子碎片信息[33]。在图 5b
和 5c 中该物质的分子离子峰为 269.05，分子离子峰丢

失 C3O2、CO2 和 C2H2O 后的碎片离子分别为 m/z 
201.06、225.06 和 227.03。m/z 225.06 碎片离子再次被

打碎生成 m/z 151.00、117.03 和 107.01 碎片离子。在

图谱库中匹配的该物质的分子式 C15H10O5；相对分子

量 270.05；相对分子量偏差-0.81×10-6，可以鉴定该物

质为芹菜素。 
 

 

 

图3 大孔树脂不同时段流出液的紫外可见全扫光谱 

Fig.3 Ultraviolet-visible absorption spectra of macroporous 

resin effluent at different periods  

注：a：上样；b：水洗脱；c：乙醇洗脱。 
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图4 芹菜素纯化物的离子流图 

Fig.4 Ion chromatograms of purified apigenin 

 

 

 

图5 芹菜素组分的提取离子流图（a）、一级图谱（b）和二级

图谱（c） 

Fig.5 Selected ion chromatogram (a), primary (b) and 

secondary spectrum (c) of apigenin 

2.6  芹菜素纯化物体外抗氧化性 

2.6.1  DPPH 自由基清除活性 

 
图6 不同样品清除DPPH自由基能力 

Fig.6 DPPH free radical scavenging ability of different samples 

如图 6 所示，随着样品浓度的增加，芹菜素标品

和芹菜素纯化物清除自由基的能力增强，且清除能力

没有明显差异，但是明显低于抗坏血酸的清除能力。

当浓度从 10 μg/mL 增加到 100 μg/mL 时，芹菜素粗提

物、标准品和抗坏血酸的清除率分别从 3.66%、4.88%、

88.21%增加到 52.44%、57.72%、94.71%。其中芹菜

素粗提物的 IC50值为 82.44 μg/mL。 
2.6.2  羟基自由基清除活性 

 
图7 不同样品清除OH自由基能力 

Fig.7 Hydroxyl free radical scavenging ability of different 

samples 

由图 7 可知，芹菜素纯化物具有一定强度清除羟

基自由基的能力。随着样品的浓度增加，各个样品清

除率均增大。当浓度在 12 μg/mL 时，芹菜素纯化物、

芹菜素标准品、抗坏血酸对羟基自由基的清除率分别

为 43.32%、44.92%和 59.77%，且各物质的 IC50值由

小到大：抗坏血酸（6.41）<芹菜素标品（8.41）<芹
菜素纯化物（8.69）。当浓度为 12 μg/mL 时，芹菜素

纯化物和标品分别为抗坏血酸的 0.72 和 0.75 倍。 
2.6.3  ABTS 自由基清除活性 

在浓度范围 20~60 μg/mL 内，随抗坏血酸浓度增

加，清除能力增强。浓度到达 60 μg/mL 以后，抗坏血

酸的清除率接近 100%。芹菜素纯化物和标品随浓度

的增加接近线性变化，当浓度在 160 μg/mL 时，芹菜

素纯化物和标品的清除率分别为 53.33%和 56.07%。
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经线性拟合，芹菜素纯化物对 ABTS 自由基清除率的

IC50值为 148.92 μg/mL。 

 
图8 不同样品清除ABTS自由基能力 

Fig.8 ABTS free radical scavenging ability of different samples 

3  结论 

本实验首先比较7种DES和80%乙醇提取芹菜素的

效果，得出DES-1的提取效果最优，且DES-1比80%乙

醇提取效率高17.78%，可能是因为相似相容原理和

DES与芹菜素存在相互作用。其次通过单因素试验发现

每个因素在一定范围内均呈现先增加后减少的趋势。

最后由响应面优化实验获得了超声辅助DES提取芹菜

叶中芹菜素的最优工艺条件：液料比40:1；含水量24%；

超声时间14 min；提取温度42 ℃。在此条件下测得的

芹菜素含量为16.87 mg/g，与预测值（16.94 mg/g）基

本一致。经过大孔树脂初步纯化的芹菜素对羟基自由

基、DPPH和ABTS自由基的IC50值分别为8.69、82.44
和148.92 μg/mL，故清除各自由基的能力由强到弱依次

为OH自由基>DPPH自由基>ABTS自由基，具有比较好

的抗氧化特性。为开发芹菜叶中芹菜素工业化生产和

利用提供理论依据。 
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