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云南野生火棘叶甾醇提取工艺优化
及体外活性研究
刘威良，蔡　建，高文荣，朱　铃，吕　涛*

（曲靖师范学院，云南省高原特色果酒技术创新与应用工程研究中心，云南曲靖 655011）

摘　要：为优化野生火棘叶总甾醇的提取工艺，并探究抗氧化、美白活性。该研究以总甾醇得率为指标，采用单因

素实验考察提取溶剂、料液比、超声温度和超声时间对野生火棘叶总甾醇得率的影响，在此基础上利用正交试验

设计对提取条件进行优化；采用 DPPH、ABTS和亚硝酸盐法，体外评价野生火棘叶总甾醇的抗氧化活性；通过考

察对酪氨酸酶抑制作用来评价火棘叶总甾醇的美白活性。结果表明，野生火棘叶总甾醇的最佳提取工艺为提取溶

剂无水乙醇，超声温度 50 ℃，料液比 1:16 g/mL，超声时间 25 min，得到的野生火棘叶总甾醇得率为（11.00±
0.03）mg/g；在 0.5~5 mg/mL范围内，野生火棘叶总甾醇对 DPPH自由基、ABTS+自由基、亚硝酸根离子有很强的

清除作用；对酪氨酸酶有很强的抑制作用，且呈现良好的量效关系。该提取工艺稳定、可靠，可用于野生火棘叶

总甾醇的提取，野生火棘叶总甾醇可作为一种新型的天然抗氧化剂和酪氨酸酶抑制剂，应用于功能食品中。
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Optimization of Extraction Process and in Vitro Activity Study of
Total Sterols from Wild Pyracantha fortuneana Leaves in Yunnan

LIU Weiliang，CAI Jian，GAO Wenrong，ZHU Ling，LÜ Tao*

（Yunnan Plateau Special Fruit Wine Technology Innovation and Application Engineering Research Center, Qujing Normal
University, Qujing 655011, China）

Abstract： The  objective  of  this  study  was  to  optimize  the  extraction  process  of  total  sterols  from  wild  Pyracantha
fortuneana  leaves  (WPFL),  and  explore  their  antioxidant  and  whitening  activities.  The  yield  of  total  sterols  (WPFLTPS)
was used as indicator, and the single factor experiment was used to investigate the effects of extraction solvent, solid-liquid
ratio,  ultrasonic  temperature  and  ultrasonic  time  on  the  yield  of  WPFLTPS.  Based  on  this,  the  orthogonal  experimental
design was used to optimize the extraction conditions. The DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS [2,2′-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)]  and nitrite  methods  were  used to  evaluate  the  antioxidant  activity  of  WPFLTPS  in
vitro.  The  whitening  activity  was  evaluated  by  the  inhibitory  effect  on  tyrosinase.  The  results  showed  that  for  optimal
extraction process of WPFLTPS, the extraction solvent was absolute ethanol, ultrasonic temperature was 50 ℃, solid-liquid
ratio  was  1:16  g/mL,  and  ultrasonic  time  was  25  minutes.  Under  these  conditions,  the  yield  of  WPFLTPS  was  (11.00±
0.03) mg/g. In the range of 0.5~5 mg/mL, WPFLTPS had strong scavenging effects on DPPH radicals, ABTS+ radicals and
nitrite  ions,  as  well  as  a  strong  inhibitory  effect  on  tyrosinase,  demonstrating  a  good  dose-response  relationship.  This  
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extraction  process  was  stable  and  reliable  for  extracting  WPFLTPS.  The  WPFLTPS  can  be  used  as  a  new,  natural
antioxidant and tyrosinase inhibitor in functional foods.

Key words：wild Pyracantha fortuneana leaves；total sterols；extraction process；antioxidant；whitening

火棘 [Pyracantha fortuneana （Maxim.） Li]，蔷
薇科火棘属的常绿小灌木，生长于海拔 200~2800 m
的丘陵、山地、灌丛草地和河沟旁，以野生为主，资源

丰富[1−2]。火棘作为云南“药食两用”植物资源之一，

其浑身是宝，根、茎、叶、花、果等部位均可入药，据

《滇南本草》《云南中草药》等古籍记载，火棘具有极

高的药用保健功效，如清热解毒、健脾消积、生津止

渴等[3−4]。此外，据《农部琐录》记载，早在 1700年前

的三国时代就以火棘果代粮食用[5−7]。

植物甾醇（Phytosterol，PS）普遍存在植物的种

子、花、茎叶中，是一类以环戊烷全氢菲为母核结构

的甾体化合物，已鉴定 40多种，天然的 PS主要以酯

化态或游离态形式存在，其中游离态的以 β-谷甾醇、

豆甾醇、菜籽甾醇等为主[8]。大量研究发现，PS具有

降血脂、抗炎、解痉、抗氧化、抗肿瘤等生理功能，被

美誉为“生命的钥匙”，因此被广泛应用于食品、医药

及化妆品等行业[9]。国内外关于 PS的提取方法有超

声辅助溶剂萃取法、皂化法、分子蒸馏法、超临界流

体萃取法等[10]。

本研究以云南野生火棘叶为原料，采用超声辅

助法提取 PS粗提物，并对提取工艺进行优化，通过

体外抗氧化和酪氨酸酶抑制实验探讨总甾醇的抗氧

化能力和美白功效，为功能产品的研发提供理论依

据，同时拓展了火棘叶资源利用的空间。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

野生火棘叶　采自云南省曲靖师范学院校园

内，经曲靖师范学院蔡建副教授鉴定为蔷薇科植物火

棘的叶子；豆甾醇（≥98%）、β-谷甾醇（纯度≥98%）、

L-抗坏血酸（VC，纯度≥99%）、熊果苷（纯度≥

98%）、DPPH（2,2-联苯基-1-苦基肼基）、ABTS[2,2'-
联氮基双 [3-（乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐 ]、酪

氨酸酶（≥1120 U/mg）　购自 Sigma-Aldrich公司；

L-酪氨酸、左旋多巴（纯度≥99.0%）　均为分析纯，

购自上海源叶生物科技有限公司；其余化学试剂　均

为分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

KQ-500DE型数控超声机　昆山市超声仪器有

限公司；UV-5600PC紫外可见分光光度计　上海元

析仪器有限公司；RE-52AA旋转蒸发器　上海亚荣

生化仪器厂；HSB-Ш型循环水式多用真空泵　上海

亚荣生化仪器厂；DHE-9101-3型电热鼓风干燥箱　

金坛市杰瑞尔电器有限公司；JK-G-350A3高速多功

能粉碎机　上海精学科学仪器有限公司；DK-S26型

电热恒温水浴锅　上海右一仪器公司制造。 

1.2　实验方法 

1.2.1   野生火棘叶总甾醇（WPFLTPS）超声辅助提取

流程　采摘火棘叶→65 ℃ 烘干→粉碎→称取样

品→加入提取溶剂→超声→抽滤→旋蒸浓缩→测总

体积→稀释→加入显色剂→显色→测吸光度→计算

WPFLTPS得率[11]。 

1.2.2   标准曲线的绘制　参考张云焕等[12] 实验方

法，配制质量浓度为 0.05 mg/mL豆甾醇为标准品溶

液，分别吸取 0、1、2、3、4、5、6、7 mL至干燥比色

管中，而后加无水乙醇定容至 8 mL，接着加入 4 mL
硫磷铁显色剂振动摇匀，静置显色 15 min，以空白管

调零，在 200~800 nm范围内进行光谱扫描，确定最

大吸收波长为 440  nm，使用紫外分光光度计在

440 nm处测定各管吸光度值。豆甾醇的质量浓度为

横坐标（C），以吸光度值（A）为纵坐标，绘制标准曲

线，得到回归方程 A=15.946C−0.0046。该方程的决

定系数 R2=0.9997，说明线性关系良好，能够用于定

量分析。

按照上述方法，调整适当的样品浓度，按照式（1）
进行WPFLTPS得率的计算，公式如下：

Y =
C×V×b

m
式（1）

式中，Y为 WPFLTPS得率，mg/g；C为野生火

棘叶提取液吸光度对应的豆甾醇标准溶液的质量浓

度，mg/mL；V为浓缩样液的总体积，mL；b为稀释倍

数；m为火棘叶质量，g。 

1.2.3   单因素实验　 

1.2.3.1   最佳提取溶剂的筛选　参考文献 [13]的方

法，称取 5 g样品，固定提取温度为 20 ℃，超声提取

时间为 15 min，料液比为 1:16 g/mL，超声功率为

400 W，分别选用无水乙醇、正己烷、丙酮、乙酸乙

酯、石油醚作为提取溶剂，来提取火棘叶中的甾醇，

运用公式计算出 WPFLTPS的得率，探究提取溶剂

对WPFLTPS得率的影响。 

1.2.3.2   超声辅助提取火棘叶总甾醇的条件优化　

参考靳若周等[14] 的实验方法略作改进，以无水乙醇

为提取溶剂，在料液比 1:16 g/mL、超声时间 15 min、
超声温度 20 ℃ 的基础条件下，保持其他条件不变，

只改变其中一个因素，以总甾醇得率为指标，设置超

声温度 20、30、40、50、60 ℃，料液比 1:8、1:12、
1:16、1:20、1:24 g/mL，超声时间 15、25、35、45、
55 min进行单因素实验，每组重复 3次。 

1.2.4   正交试验设计　根据单因素实验所得结果和

正交表进行 3因素 3水平正交试验设计，如表 1。计

算该条件下 WPFLTPS得率，再对所得数据进行方

差分析，得到最佳提取工艺。最后，对正交试验所得

的最佳提取工艺条件进行验证实验。 
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1.2.5   WPFLTPS抗氧化试验　 

1.2.5.1   DPPH自由基清除率的测定　参考杨菁等[15]

实验方法并改进，用无水乙醇配制浓度为 0.2 mmol/
L DPPH溶液，现用现配。量取 2 mL不同浓度（0.5、
1、2、3、4、5 mg/mL）的WPFLTPS溶液，加入 DPPH
溶液 2 mL，室温下避光反应 30 min，以无水乙醇为

空白对照，β-谷甾醇、豆甾醇和 VC 溶液（0.5、1、2、
3、4、5 mg/mL）为阳性对照，于 517 nm处测吸光度

值。每个样品重复测 3次，按照下列公式计算 DPPH
自由基清除率：

清除率(%) =
(
1− Ai −Aj

A0

)
×100 式（2）

式中，Ai 代表加入待测液的吸光度值；Aj 代表待

测液的本底值；A0 为不加待测液的对照值。 

1.2.5.2   ABTS+自由基清除能力的测定　参考文献

的实验方法并改进[16]，取 7 mmol/L ABTS 5 mL和

140 mmol/L过硫酸钾 88 μL混合均匀，配制成ABTS+

自由基储备液，避光保存备用。取 0.1 mL不同浓度

（0.5、1、2、3、4、5 mg/mL）的 WPFLTPS溶液，加入

3.9 mL ABTS工作液，振荡 30 s，室温下静置 6 min
后，以无水乙醇为对照，于 734 nm处测吸光度值，采

用 β-谷甾醇、豆甾醇和 VC 溶液（0.5、1、2、3、4、
5 mg/mL）作为阳性对照。每个样品重复测 3次，按

照下列公式计算 ABTS+自由基的清除率：

清除率(%) =
(
1− Ai −Aj

A0

)
×100 式（3）

式中，Ai 代表加入待测液的吸光度值；Aj 代表待

测液的本底值；A0 为不加待测液的对照值。 

1.2.5.3   亚硝酸根（NO2
−）离子清除率的测定　参考

童钰琴等[17] 和吴海成[18] 的实验方法并略作改进，以

NaNO2 标准溶液浓度（C）为横坐标，以吸光度值

A为纵坐标，在最大吸收波长 538 nm处比色，绘制

标准曲线，可得回归方程为 A=0.0519C+0.0877，R2=
0.9998；分别吸取不同浓度（0.5、1、2、3、4、5 mg/
mL）的 WPFLTPS、β-谷甾醇、豆甾醇和 VC 溶液置

于比色管中，加入 5 μg/mL的NaNO2 溶液 2 mL，37 ℃
恒温水浴 30 min，取出立即加入 1 mL 0.4%对氨基

苯磺酸，混匀，反应 5 min后加入 0.2%盐酸萘乙二

胺溶液 0.5 mL，加水至 10 mL，混匀反应 15 min，以
不加 NaNO2 溶液的管为空白，在 538 nm处测定各

管的吸光度值，每个样品重复测 3次。通过 NaNO2

标准曲线得出残留的 NaNO2 量，按照下列公式计算

NO2
−清除率：

NO −
2清除率(%) =

加入标准亚硝酸钠量−亚硝酸钠残留量
加入标准亚硝酸钠量

×100

式（4）
式中，标准亚硝酸钠量和亚硝酸钠残留量的单

位为 μg/mL。 

1.2.6   WPFLTPS对酪氨酸酶活性抑制作用的测定

　酪氨酸酶的活力测定有两个步骤，酪氨酸酶单酚酶

活力测定是以 L-酪氨酸为底物，酪氨酸酶二酚酶活

力测定是以左旋多巴为底物[19]。样品用无水乙醇溶

解并用蒸馏水配制成质量浓度分别为 0.5、1、2、3、
4、5 mg/mL的溶液。测定时按表 2所示体积，用吸

量管准确吸取 A、B、C、D组反应液，每组都需要设

置 3个平行，充分混匀后，在 37 ℃ 水浴中温育 30 min，
迅速倒入 10 mL离心管中用台式高速离心机在转速

为 6000 r/min的条件下离心 15 min，迅速转移至比

色皿中，于 475 nm处测定吸光度值[20−21]。豆甾醇、

熊果苷、VC 按上述方法进行测定。按下式（5）计算

酪氨酸酶的抑制率：

酪氨酸酶抑制率(%) =
[(A−B)− (C−D)]

A−B
×100

式（5）
式中，A、B、C、D为各组反应液在波长为 475 nm

处的吸光度值。
  

表 2    反应液的组成
Table 2    Composition of reaction solution

实验组号 A组 B组 C组 D组

底物（mL） 1.0 1.0 1.0 1.0
样品（mL） 0.0 0.0 1.0 1.0

磷酸缓冲溶液（mL） 4.0 5.0 3.0 4.0
酪氨酸酶液（mL） 1.0 0.0 1.0 0.0

合计（mL） 6.0 6.0 6.0 6.0
  

1.3　数据处理

X

所有实验均重复 3次，数据分析采用 T 检验进

行差异性比较，结果用均值±标准差（ ±SD）表示，使

用 SPSS 25.0软件进行方差分析及显著性检验，采

用 Origin 9.0软件绘图。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验 

2.1.1   不同提取溶剂对 WPFLTPS提取效果的影响

　如图 1所示，不同提取溶剂的 WPFLTPS得率为：

无水乙醇>丙酮>乙酸乙酯>正己烷>石油醚，丙酮和

无水乙醇提取效果接近，但考虑到乙醇价格便宜，采

购方便，丙酮属于易制毒化学品，因此，选择无水乙醇

作为WPFLTPS的提取溶剂。 

2.1.2   超声温度对 WPFLTPS提取效果的影响　由

图 2可知，随着温度逐渐升高，WPFLTPS得率会逐

渐增大，当温度升高到 50 ℃ 时总甾醇得率最高。当

温度高于 50 ℃ 时，总甾醇得率开始下降，这可能由

 

表 1    正交试验因素水平

Table 1    Orthogonal experimental factor level

水平
因素

A温度（℃） B料液比（g/mL） C超声时间（min）

1 40 1:12 15

2 50 1:16 25

3 60 1:20 35
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于温度过高，甾醇在提取过程中被破坏，从而

WPFLTPS得率下降[22]。此外，有研究表明当超声温

度过高会加快杂质的溶出和甾醇的分解，进而降低了

甾醇的得率[23]。因此，选择 50 ℃ 作为火棘叶中甾醇

的提取温度。
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图 2    超声温度对野生火棘叶总甾醇得率的影响
Fig.2    Effect of ultrasonic temperature on the

yield of WPFLTPS
  

2.1.3   料液比对WPFLTPS提取效果的影响　由图 3
可知，WPFLTPS得率随提取溶剂量的增加，总甾醇

的得率先快速增大，当料液比为 1:16（g/mL）时达到

峰值后开始下降。这可能是当提取溶剂用量达到一

定值时，样品中的甾醇的溶解量达到饱和，继续增加

提取溶剂的用量也不会提高总甾醇得率，反而造成试

剂的浪费或者由于长时间超声波振荡影响，一些不稳

定的甾醇被破坏，导致得率下降。从经济角度考虑，

溶剂的用量不宜过大，因此，选择料液比 1:16（g/mL）
作为火棘叶中甾醇的提取料液比。这与刘真阳等[24]

研究结果规律相似。 

2.1.4   超声时间对 WPFLTPS提取效果的影响　由

图 4可知，火棘叶中总甾醇得率随提取时间的延长

逐渐降低。这是由于随着超声提取时间的延长，火棘

叶中的甾醇逐渐地溶出，同时可能火棘叶中的其他杂

质也逐渐溶解出来且溶出的越来越多，从而影响火棘

叶中总甾醇的得率。此外，提取时间的延长可能会破

坏甾醇结构，进而降低得率[25]。因此，选择 15 min作

为火棘叶中甾醇的超声时间。
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图 4    超声时间对野生火棘叶总甾醇得率的影响
Fig.4    Effect of ultrasonic time on the yield of WPFLTPS

  

2.2　正交试验结果

根据单因素实验结果，确定 A温度（℃）、B料液

比（g/mL）、C超声时间（min）三个影响因素的三个水

平，进行三因素三水平正交试验（如表 3所示），以确

定提取火棘叶中甾醇提取的最佳工艺参数。
  

表 3    正交试验结果
Table 3    Orthogonal test results

试验号 A B C 总甾醇得率（mg/g）

1 1 1 1 10.045
2 1 2 2 10.422
3 1 3 3 10.220
4 2 1 2 10.366
5 2 2 3 10.353
6 2 3 1 10.281
7 3 1 3 10.110
8 3 2 1 10.207
9 3 3 2 10.214
K1 10.299 10.174 10.178
K2 10.333 10.327 10.334
K3 10.177 10.238 10.228
R 0.156 0.153 0.156

 

由表 3可知，K为平均值，R为极差，温度、料液

比和超声时间对火棘叶中总甾醇得率的影响相近。

最佳因素水平组合为 A2B2C2，即在提取火棘叶中的

甾醇时，提取溶剂无水乙醇，超声功率 400 W，超声

温度 50 ℃，料液比 1:16 g/mL，超声时间 25 min，因
为该方案在正交试验表中并没有出现，为了确定上述

方案为超声波辅助有机溶剂提取火棘叶中甾醇的最
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图 1    不同提取溶剂对野生火棘叶总甾醇得率的影响

Fig.1    Effect of different extraction solvent on the
yield of WPFLTPS
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图 3    料液比对野生火棘叶总甾醇得率的影响

Fig.3    Effect of solid-liquid ratio on the yield of WPFLTPS
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佳方案，按照 A2B2C2 的条件对火棘叶样品再次进行

超声波辅助有机溶剂提取，并计算得率，以此来验证

火棘叶总甾醇提取的最佳工艺条件。

利用软件 SPSS 20.0对试验数据进行方差分

析，结果见表 4，显示各因素对火棘叶总甾醇的提取

的影响。
  

表 4    正交试验方差分析
Table 4    Variance analysis of orthogonal test

因素 离均差平方和 自由度 均方 F P

A 0.038 2 0.019 4.653 0.177
B 0.036 2 0.018 4.370 0.186
C 0.038 2 0.019 4.679 0.176

误差 0.008 2 0.004
总计 945.027 9

  

2.3　验证实验

通过上述优化试验得到的 WPFLTPS提取最佳

组合为 A2B2C2，分别做 3组平行实验，WPFLTPS得

率为（11.00±0.03）mg/g，高于正交试验表 3中 WPF-
LTPS得率最高组合 A1B2C2（10.422 mg/g），说明验

证实验结果具有可靠性。 

2.4　WPFLTPS体外抗氧化活性 

2.4.1   对 DPPH自由基清除效果　由图 5可知，在

0.5~5 mg/mL范围内，WPFLTPS、豆甾醇、β-谷甾醇

对 DPPH自由基均有不同程度的清除能力，随着浓

度的增大清除作用也增大，达到一定程度后趋于平

缓，呈良好的量效关系，其中 WPFLTPS清除效果最

佳，当浓度为 5 mg/mL时，清除率达 97.64%与阳性

对照组 VC 清除率接近（98.49%），豆甾醇清除略高

于 β-谷甾醇，两者均明显低于 WPFLTPS。此研究结

果与张东阳[11] 实验规律相似。贾硕[26] 研究发现，黑

灵芝甾醇在 5 mg/mL浓度时，对 DPPH自由基清除

率最高约为 25.86%，而 WPFLTPS抗氧化能力远高

于黑灵芝甾醇。彭昕等[27] 研究发现，雷竹笋甾醇在

3 mg/mL浓度时，对 DPPH自由基清除率最高约为

35%，而 WPFLTPS抗氧化能力远高于雷竹笋甾醇。

综上可知，WPFLTPS具有很强的抗氧化能力可以作

为天然的抗氧剂，应用前景广阔。
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图 5    不同浓度野生火棘叶总甾醇对 DPPH自由基
清除能力

Fig.5    DPPH free radical scavenging activities of different
concentration of WPFLTPS 

2.4.2   对 ABTS+自由基清除效果　由图 6可知，在

0.5~5 mg/mL范围内，WPFLTPS、豆甾醇、β-谷甾醇

对 ABTS+自由基均有不同程度的清除能力，随着浓

度的增大清除作用也增大，达到一定程度后趋于平

缓，呈良好的量效关系，其中 WPFLTPS清除效果最

佳，当浓度为 5 mg/mL时，清除率高达 99.81%，与阳

性对照组 VC 清除率持平，豆甾醇清除略高于 β-谷甾

醇，两者均明显低于 WPFLTPS。本研究结果发现火

棘叶粗提物对 ABTS+自由基的清除作用比单体效果

好，可能由于粗提物还含有其他甾醇类物质，其较强

的抗氧化作用是各个单体化合物的协同作用。马雪

洁等[28] 研究表明，异叶青兰总黄酮在 0~1 mg/mL范

围内对 ABTS+自由基有很好的清除作用，清除能力

随着浓度增大而升高，而后趋于平稳，与本研究结果

规律相似。
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图 6    不同浓度野生火棘叶总甾醇对 ABTS+自由基清除能力
Fig.6    ABTS+ free radical scavenging activities of different

concentration of WPFLTPS
  

2.4.3   对亚硝酸根（NO2
−）清除效果　由图 7可知，

在 0.5~5 mg/mL范围内，WPFLTPS、豆甾醇、β-谷甾

醇对 NO2
−均有不同程度的清除能力，随着浓度的

增大清除作用也增大，呈良好的量效关系，其中

WPFLTPS清除效果最佳，当浓度为 5 mg/mL，清除

率达 56.2%，低于阳性对照组 VC（98.00%）。童钰琴

等[17] 研究发现，苦荞皮总黄酮在 2.64 mg/mL时对

NO2
−清除率约为 50%，清除能力随着浓度增大而升
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图 7    不同浓度野生火棘叶总甾醇对亚硝酸根离子
的清除能力

Fig.7    NO2
− scavenging activities of different concentration

of WPFLTPS
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高，而后趋于平稳，与本研究结果规律相似。吴海

成[18] 研究表明，玉米须甾醇的浓度为 2 mg/mL时，

NO2
−清除率达 78%，低于阳性对照组 VC（92%），亦

与本研究结果规律相似。

综上可知，采用 3种不同的体外抗氧化实验方

法评价野生火棘叶总甾醇的抗氧化能力，结果发现，

火棘叶总甾醇粗提物清除能力强于豆甾醇和 β-谷甾

醇单体化合物，可能与粗提物中还含有其他甾醇类物

质有关，同时也可能由于豆甾醇和 β-谷甾醇发挥协

同作用产生较强的抗氧化作用，有待下一步研究。本

次研究为新型天然抗氧化剂的开发提供科学依据，同

时为野生火棘植物资源开发利用拓展了空间。 

2.5　WPFLTPS体外对酪氨酸酶活性的影响 

2.5.1   对酪氨酸酶单酚酶活性的抑制作用　由图 8
可知，在 0.5~5 mg/mL范围内，WPFLTPS、豆甾醇对

酪氨酸酶单酚酶活性均有不同程度的抑制作用，随着

浓度的增大抑制作用也增强，呈良好的量效关系，其

中 WPFLTPS抑制效果最佳，当浓度为 5 mg/mL，抑
制率高达 93.63%，其次是豆甾醇，抑制率达 82.53%，

两者略低于阳性对照组熊果苷（抑制率为 96.77%）

和 VC（抑制率为 99.28%）。
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图 8    不同浓度野生火棘叶总甾醇对酪氨酸酶单酚酶活性的
抑制作用

Fig.8    Inhibitory effect of different concentration of WPFLTPS
on the activity of monophenol oxidase in tyrosinase

 

王雅等 [19] 研究发现，在 0.1~5 mg/mL范围内，

孜然乙醇提取物不同溶剂萃取部位对酪氨酸酶单酚

酶具有不同的抑制作用，随着浓度的增大抑制作用也

增强，呈良好的量效关系，与本研究结果规律相似。

因此，火棘叶甾醇提取物可作为一种较强的新型酪氨

酸酶单酚酶的抑制剂，在食品、化妆品、医药等领域

具有潜在的应用价值。 

2.5.2   对酪氨酸酶二酚酶活性的抑制作用　由图 9
可知，在 0.5~5 mg/mL范围内，WPFLTPS、豆甾醇对

酪氨酸酶二酚酶活性均有不同程度的抑制作用，随着

浓度的增大抑制作用也增强，呈良好的量效关系，其

中 WPFLTPS抑制效果最佳，当浓度为 5 mg/mL，抑
制率高达 82.53%，其次是豆甾醇，抑制率达 74%，两

者趋近于阳性对照组 VC（抑制率为 100%）。黄佳楠

等[29] 研究发现，在 12.5~200 μg/mL范围内，黑果枸

杞果实提取物中花色苷对酪氨酸酶二酚酶有一定抑

制作用，随着浓度的增大抑制作用也增强后趋于稳

定，呈良好的量效关系，当浓度为 200 μg/mL时，抑

制率达到最高约为 56.5%，与本研究结果规律相似。
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图 9    不同浓度野生火棘叶总甾醇对酪氨酸酶二酚酶活性的
抑制作用

Fig.9    Inhibitory effect of different concentration of WPFLTPS
on the activity of diphenolase oxidase in tyrosinase

 

通过本次研究发现，阳性对照组熊果苷对酪氨

酸酶二酚酶呈现激活作用，当浓度为 5 mg/mL时，抑

制率为−150.99%，其原因可能与熊果苷药物浓度或

与其对二酚酶敏感性相关，后期有待进一步探究。马

燕燕等[30] 研究发现，当浓度为 4 mg/mL时，龙井、柿

叶、贡菊、银杏叶对酪氨酸酶单酚酶的活性有明显的

抑制作用，其中龙井的抑制率最高达到了 30.36%，而

对二酚酶活力的抑制作用不明显，贡菊对酪氨酸酶二

酚酶则表现出一定的激活作用（抑制率为−7.44%），

与本实验研究结果规律相似。

综上可知，火棘叶总甾醇提取物、豆甾醇对酪氨

酸酶有很好的抑制作用，其作用机制可能有以下几种

原因：火棘叶中的甾醇类活性物质可以很好地清除氧

自由基，减弱了酪氨酸的氧化反应；火棘叶甾醇作为

竞争性底物，抑制了酪氨酸酶对酪氨酸的氧化作用；

酪氨酸酶是一种以 Cu2+为辅助因子的金属酶，火棘

叶总甾醇提取物中的活性基团与酪氨酸酶分子中的

Cu2+络合，影响了酶的活性[30]。 

3　讨论与结论
实验室体外常用的抗氧化活性评价方法为自由

基清除能力的测定，即在自由基溶液中加入抗氧化

剂，根据所产生的光学差异来评估抗氧化活性[31]。此

外，有研究表明，火棘果提取物有一定的美白效果，但

在火棘叶中鲜见报道[32]。

因此，本文初步对野生火棘叶总甾醇的提取工

艺及体外抗氧化和美白活性进行探究，采用超声辅助

溶剂提取法，在单因素实验结果的基础上结合正交试

验设计，优化得到最佳提取工艺参数为：提取溶剂无

水乙醇，超声功率 400 W，超声温度 50 ℃，料液比

1:16 g/mL，超声时间 25 min，此条件下火棘叶总甾醇

得率为（11.00±0.03）mg/g；接着采用 DPPH、ABTS
和亚硝酸盐法对火棘叶总甾醇抗氧化能力进行了分

析，结果发现，火棘叶总甾醇很强的抗氧化能力，并呈
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现剂量效应，可见火棘叶总甾醇可作为一种新型的天

然抗氧化剂开展深入开发；最后采用对酪氨酸酶活性

抑制作用，初步探究火棘叶总甾醇美白效果，结果发

现，火棘叶总甾醇对酪氨酸酶单酚酶和二酚酶均有很

强的抑制作用，且优于甾醇单体化合物豆甾醇，可见

火棘叶总甾醇可作为一种新型的天然美白活性物质，

应用于口服美白功能食品的研发。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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