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云南凤庆大叶种晒青茶茶多酚提取工艺优化及

抗氧化研究

段凤敏1， 张绍旺1， 邵维炯2， 高华磊2， 匡兴贵2， 饶   杰1， 保志娟2

(1. 云南省计量测试技术研究院，云南 昆明 650228; 2. 云南农业大学烟草学院，云南 昆明 650201)

摘　要: 以云南凤庆大叶种晒青毛茶为原料，在单因素实验的基础上，通过 Box-Behnken实验设计及响应面分析法，

研究乙醇浓度、液料比、提取温度、提取时间对晒青毛茶茶多酚提取率的影响，同时通过超氧阴离子、羟基自由基和

DPPH自由基的清除能力评价晒青毛茶茶多酚的抗氧化性能。结果表明，0.2 g茶粉在固定超声波功率为 160 W下，

预测最佳提取工艺为：乙醇浓度 60.01%，液料比 49.28∶1 mL/g，超声时间 25 min，超声温度 30 ℃，总多酚得率为

19.905%（验证值为 19.83%）。云南大叶种晒青毛茶茶多酚具有很强的抗氧化能力，对超氧阴离子、羟基自由基、

DPPH自由基清除的 IC50 值分别为 7.96 μg/mL、7.22 μg/mL、0.433 μg/mL。
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Optimization of extraction technology and antioxidant activity study of tea
polyphenols in sun-dried green tea from Fengqing large-leaved

species in Yunnan Province
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Abstract: Using sun-dried green tea from Fengqing large-leaved species in Yunnan Province as raw material, a
Box-Behnken design and response surface analysis was applied to study the effects of ethanol concentration,
liquid material ratio, extractive temperature and extractive time on the extraction rate of tea polyphenols based
on  the  single  factor  experiments.  And  the  antioxidant  activity  of  tea  polyphenols  were  evaluated  using  the
scavenging activity superoxide anion (O2

−), ·OH and DPPH· free radical ability. The results showed that when
the  ultrasonic  power  was  set  at  160  W with  0.2 g  tea  powder,  the  predictable  optimum ultrasonic  extraction
conditions  for  tea  polyphenols  were  as  follows:  ethanol  concentration  60.01%,  liquid/solid  ratio  of  49.28∶
1  mL/g,  ultrasonic  time  25  min,  and  ultrasonic  temperature  30  °C.  Under  this  optimum  condition,  the  total 
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extraction yield  was  19.905% (the  tested  value  is  19.83%).  The tea  polyphenols  of  sun-dried  green tea  from
Fengqing large-leaved species had an obvious  antioxidant activity, the IC50 value of superoxide anion, ·OH and
DPPH free radical scavenging ability was 7.96 μg/mL, 7.22 μg/mL and 0.433 μg/mL, respectively.
Keywords: large leaf species; sun-dried green tea; tea polyphenols; response surface analysis; antioxidant
activity

0    引　言

由于得天独厚的自然气候条件，云南拥有丰富

的茶树种质资源。大叶种茶树是山茶科山茶，属山

茶种（Camellia sinensis），是在云南特殊生态环境条

件下生长繁衍的具有自身独特个性的栽培品种，分

为乔木、小乔木等类型[1]。云南大叶种茶主要包括

勐库大叶种、凤庆大叶种和勐海大叶种等。“凤庆

大叶种”，以云南省临沧市凤庆县为中心，主要分布

在滇西与滇南茶区。云南大叶种茶叶含有丰富的茶

多酚、咖啡碱等功能成分[2]。茶多酚（tea polyphenols，
TP）是茶叶中多酚类物质的总称，是儿茶素类（黄烷

醇类）、黄酮及黄酮醇类、花青素类、酚酸及缩酚酸

类、聚合酚类等化合物的复合体[3]。茶多酚中黄烷

醇（儿茶素）类化合物是形成茶叶色香味的主要成

份之一，也是茶叶中有保健功能的主要成份之一[1]。

近年研究表明，茶多酚等活性物质还具有解毒和抗

辐射作用，能有效地阻止放射性物质侵入骨髓，被

健康及医学界誉为“辐射克星”和“天然抗氧化剂”，
在食品、保健品、化妆品等领域有广泛的应用前景[4]。

如何提取测定茶多酚已成为食品和茶叶科学研究的

热点[5-6]。

超声波辅助提取茶多酚具有时间短、效率高的

优点，结合响应面分析可以获得最佳的提取工艺，

已成为茶多酚提取的有效方法之一[7-10]。目前，云南

凤庆大叶种茶中对茶多酚的提取研究较少。因为茶

多酚在极性溶剂中具有优良的溶解性，目前浸提茶

多酚多采用水、乙醇等极性溶剂[11]，研究表明乙醇提

取比水提取茶多酚时间更短[4]。因此，本研究以云

南临沧产的凤庆大叶种晒青毛茶为原料，采用超声

波辅助提取法，以乙醇浓度、液料比、超声时间、超

声温度为考察因素，研究了不同提取工艺参数对茶

多酚提取率的影响，通过响应面优化提取工艺条

件，并对最佳工艺下得到的茶多酚提取物进行体外

抗氧化活性评价，以期为云南凤庆大叶种晒青毛茶

的开发和抗氧化剂资源筛选提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    试验材料

市购云南临沧产凤庆大叶种晒青毛茶（秋茶），

于 40 ℃ 烘箱内干燥 2~3 h，用粉碎机粉碎，过 40目

筛，密封避光保存。1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（1，
1-Diphenyl-2- picrylhydrazyl radical，DPPH）购于上

海源叶生物科技有限公司。没食子酸，福林酚试

剂、碳酸钠、乙醇等试剂均为国产分析纯。

1.2    主要试验仪器

分光光度计：WFJ200，尤尼柯（上海）仪器有限

公司；电子天平：AR224CN（精确到 0.1 mg），奥豪

斯仪器（常州）有限公司；超声波清洗机：台式数控

KQ5200DE（超声频率 40 kHz，最大超声功率 200 W），

浙江昆山超声清洗仪器有限公司；台式离心机：

TDL-50B，上海安亭科学仪器厂。

1.3    试验方法

1.3.1    茶多酚标准曲线

用移液管分别移取 0.5，1.0，1.5，2.0，2.5 mL质

量浓度为 1 mg/mL没食子酸标准母液于 50 mL容

量瓶中，用水定容至刻度，摇匀配成系列浓度标准溶液。

用移液管分别移取系列没食子酸工作液各 1.0 mL
于刻度试管内，在每个试管内分别加入 5.0 mL的

10%福林酚试剂，摇匀。反应 5 min，加入 4.0 mL
7.5%NaCO3 溶液，加水定容至刻度、摇匀。室温下

放置 60 min，测定 765 nm波长下的吸光度。根据

没食子酸工作液的吸光度与浓度，制作标准曲线。

1.3.2    茶多酚提取率的测定

准确称取粉碎后的茶叶粉末样品 0.2 g于试管

中，加入一定量的乙醇溶液，在超声波清洗器中，固

定超声功率为 160 W，在一定的超声温度条件下，

处理一定的超声时间，离心，吸取上清液于 100 mL
的容量瓶中，用水定容为样品母液。准确移取样品

母液 1.0 mL于 10 mL容量瓶中，加水定容至刻度，

摇匀得到样品待测液。取 1.0 mL待测液按照上述

1.3.1测定方法加入 10%福林酚试剂和 7.5%NaCO3
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溶液，测定 765 nm波长下的吸光度。由标准曲线，

计算出茶多酚的提取率，计算公式为：

茶多酚提取率 =
ρ×X×V

m
×100%

ρ式中： ——溶液中茶多酚质量浓度，mg/mL；
X——稀释倍数；

V——滤液体积，mL；
m——样品质量，g。

1.3.3    茶多酚单因素试验

准确称取 0.2 g茶叶，分别考察了乙醇浓度、液

料比、超声温度和超声时间对茶多酚提取率的影响。

1.3.4    响应面法优化茶多酚提取工艺

在单因素试验的基础上，以乙醇浓度、液料比、

超声时间、超声温度为 Box-Behnken试验设计自变

量，以茶多酚提取率为实验设计的响应值，优化云

南凤庆大叶种晒青毛茶中茶多酚提取工艺条件。响

应面设计实验因素及水平见表 1。

1.3.5    茶多酚提取液抗氧化活性实验[12-14]

   1）超氧阴离子清除活性测定

在总体积为 5  mL的溶液中加入 4  mL  Tris-
HCl（pH 8.2）缓冲液及不同体积的待测样品，定容

为 5 mL，于 25 ℃ 恒温水浴放置 20 min。加入 0.2 mL
预热过的邻苯三酚（10 mmol/L，溶于 10 mmol/L盐酸

中）引发反应，准确反应 5 min后，加入 60 μL 0.1 mol/L
的抗坏血酸水溶液终止反应，以相应的抗坏血酸水

溶液为空白，于 1 h内测定 420 nm波长下的吸光

度 A。其抑制率计算公式为：

抑制率% =
[1− (A3−A4)]

A1−A2
×100%

式中：A1——不含样品的吸光度值；

A2——不含样品和邻苯三酚的吸光度值；

A3——含有样品的吸光度值；

A4——含样品，但不含邻苯三酚的吸光度值。

   2）羟基自由基清除活性测定

分别向 5支试管中加入 1 mL 8.8 mmol/L FeSO4、

1 mL 9.1 mmol/L水杨酸-乙醇溶液、1 mL不同浓度

茶多酚提取样品液和 5 mL蒸馏水，再加入 1 mL
0.06 % H2O2 启动反应，立即放入 37 ℃ 水浴锅中保

温 30 min后，以蒸馏水为参比，测定 510 nm波长下

的吸光度值，记为 A1。用 1 mL的蒸馏水代替 1 mL
的 H2O2，按上述同样的方法测定吸光度值，记录为

A2。用 1 mL蒸馏水代替 1 mL样品，按上述同样的

方法测定吸光度值，记录为 A3。

羟基自由基抑制率/% =
[A3− (A1−A2)]

A3
×100%

   3）DPPH自由基清除活性测定

配制浓度为 2.0×10−4 mol/L的 DPPH无水乙醇

溶液。取 2.0 mL DPPH溶液，加入不同体积的茶多

酚提取样品溶液，用水定容为 5 mL，放置 30 min后，

测定吸光度。

抑制率% =
(A0−Ai)

A0
×100%

式中：A0——2.0 mL DPPH溶液定容为 5 mL时的吸

光度；

Ai——2.0 mL DPPH溶液加入样品溶液后，定

容为 5 mL时的吸光度。

2    结果与分析

2.1    单因素试验结果

2.1.1    乙醇浓度的影响

准确取 0.2g茶叶，配置乙醇体积分数为 20%、

30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%，在液料比 50∶
1 mL/g，超声温度 40℃，超声 20min的条件下进行

样品提取，考察乙醇浓度对茶多酚提取率的影响，

每个条件平行 3次，不同乙醇浓度对茶多酚提取率

的影响如图 1所示，随着乙醇体积分数的增加，茶

多酚提取率呈先上升后下降的趋势，在 70%
处达到最大值。因此实验选定 60%、70%、80%乙

醇体积分数为 Box-Behnken实验的三个水平。

2.1.2    液料比的影响

准确取 0.2g茶叶，乙醇体积分数为 70%，超声

温度 40℃、超声 20min的条件下进行样品提取，考

察不同液料比（20∶1、30∶1、40∶1、50∶1、60∶1、70∶
1 mL/g）对茶多酚提取率的影响。不同的液料比对

茶多酚提取率的影响如图 2所示，当液料比为

20∶1（mL/g）到 40∶1（mL/g）时，提取率随着液料比

的加大，有持续上升的趋势，在液料比 40∶1（mL/g）
时，含量达到最高，这是因为液料比增大在一定程

表 1    响应面法试验的各个因素和水平

水平

因素

乙醇浓度/
%

液料比/
（mL·g−1）

超声时间/
min

超声温度/
℃

−1 60 30∶1 25 30

0 70 40∶1 30 40

1 80 50∶1 35 50
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度上提高了传质推动力。但是在液料比大于 50∶1
（mL/g）后，茶多酚提取率变化较小，表明此后物质

不再溶出。由于液料比过大会造成浪费，故试验以

40∶1（mL/g）为最佳液料比，选定 30∶1、40∶1、50∶1
（mL/g）液料比为 Box-Behnken实验的 3个水平。

2.1.3    超声温度的影响
准确取 0.2g茶叶，乙醇体积分数为 70%，液料

比 50∶1（mL/g）、超声 20min，考察不同的超声温度

（30，40，50，60，70℃）对茶多酚提取率的影响。不

同的超声温度对茶多酚提取率的影响如图 3所示，

当温度为 30~40 ℃ 时，随着温度上升，提取率不断

增加，当温度为 40 ℃ 时，提取率最高，为 16.55%，

当温度超过 40 ℃ 后，提取率随着温度的增加反而

有所下降，但是当温度为 60 ℃ 时，茶多酚含量再次

升高，达到 16.43%，在提取温度为 30~70 ℃ 时，出

现了两个最佳提取温度，分别为 40 ℃ 和 60 ℃，温

度过高，会造成溶剂挥发损失，因此试验以 40 ℃ 为

最佳提取温度，选定 30 ℃、40 ℃、50 ℃ 的提取温

度为 Box-Behnken实验的 3个水平。

2.1.4    超声时间的影响

准确取 0.2g茶叶，乙醇体积分数为 70%，液料

比 50∶1（mL/g），超声温度 40℃，考察不同的超声时

间（5，10，15，20，25，30，35 min）对茶多酚提取率的

影响。不同的超声时间对茶多酚提取率的影响如

图 4所示，随着超声提取时间的增加，茶多酚提取

率呈现缓慢增加达到最高点再下降的趋势，当时间

到达 30 min时，提取率最高，为 16.68%，当时间超

过 30 min，提取率略有下降，因此试验以 30 min
为最佳超声提取时间，选定超声提取时间为 25，30，
35 min试验因素水平。

2.2    提取工艺优化

2.2.1    Box-Behnken实验设计和响应面优化结果

根据单因素试验，采用 Box-Behnken实验设计

原理进行四因素三水平实验设计，并利用 Design-
Expert.V8.0.6软件进行数据拟合，优化茶多酚的提

取工艺，在单因素试验的基础上，以乙醇浓度、液料

比、超声时间、超声温度 4个自变量的实验水平分

别以−1，0，1进行编码，以茶多酚提取率为响应值，

设计了四因素三水平的二次回归旋转正交试验，共

有 29组试验，其中 24个试验为分析因子，5次试验

为零点，不同实验设计及结果如表 2所示。

2.2.2    模型的建立与显著性检验
利用软件对表中的数据进行多元回归拟合，获

得茶多酚提取率（Y）对自变量乙醇浓度（A）、液料比

（B）、超声时间（C）、超声温度（D）的二次多元回归

模型方程：Y=18.12+0.030A+0.39B−0.071C−0.29D−
0.27AB+0.29AC+0.044AD+0.35BC+0.23BD+0.19CD−
0 .087A2+0.12B2+0.16C2+0.68D2

回归方程的方差分析数据见表 3，回归模型差

异极显著（P<0.000 1），失拟检验值不显著（P=0.380 3>
0.05），说明模型可以拟合实验结果，拟合度良好。

决定系数（r2）0.944 6和调整后决定系数（r2Adj）0.889
3，表明预测值和实测值之间具有高度的相关性；
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图 1    乙醇浓度对茶多酚提取率的影响
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图 2    液料比对茶多酚提取率的影响
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图 3    超声温度对茶多酚提取率的影响
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图 4    超声时间对茶多酚提取率的影响
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表 2    响应面法试验设计方案和试验结果

试验号 乙醇浓度/% 液料比（mL·g−1） 超声时间/min 超声温度/℃
茶多酚提取率/%

实测值 预测值

1 −1   −1   0 0 17.45 17.46

2 1 −1   0 0 17.99 18.07

3 −1   1 0 0 18.97 18.78

4 1 1 0 0 18.42 18.30

5 0 0 −1   −1   19.56 19.52

6 0 0 1 −1   19.01 18.99

7 0 0 −1   1 18.63 18.55

8 0 0 1 1 18.85 18.79

9 −1   0 0 −1   19.01 19.03

10 1 0 0 −1   19.05 19.00

11 −1   0 0 1 18.32 18.35

12 1 0 0 1 18.54 18.50

13 0 −1   −1   0 18.58 18.43

14 0 1 −1   0 18.24 18.50

15 0 −1   1 0 17.87 17.59

16 0 1 1 0 18.93 19.06

17 −1   0 −1   0 18.51 18.52

18 1 0 −1   0 17.99 18.00

19 −1   0 1 0 17.69 17.80

20 1 0 1 0 18.32 18.44

21 0 −1   0 −1   18.91 19.06

22 0 1 0 −1   19.43 19.37

23 0 −1   0 1 17.81 18.01

24 0 1 0 1 19.27 19.25

25 0 0 0 0 18.06 18.12

26 0 0 0 0 18.37 18.12

27 0 0 0 0 17.95 18.12

28 0 0 0 0 18.10 18.12

29 0 0 0 0 18.13 18.12

表 3    回归模型的方差分析1)

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 7.77 14 0.55 17.06 <0.000 1 ***

A 0.010 1 0.010 0.32 0.578 9

B 1.80 1 1.80 55.35 <0.000 1 ***

C 0.060 1 0.060 1.85 0.194 9

D 1.04 1 1.04 31.99 <0.000 1 ***
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CV值为 0.98%，说明模型方程能够很好地反映真

实的实验值，具有可重复性。

回归方程系数的显著性检验结果显示：模型中

一次项（B 和 D）和二次项（D2）（P<0.0001）差异极显

著；交互项（AB、AC、BC）（P<0.01）差异较显著；交

互项（BD）和二次项（C2）（P<0.05）差异显著。

2.2.3    响应面图分析
响应面图是回归方程的形象描述，图 5直观反

映了乙醇浓度、液料比、超声时间、超声温度的响应

曲面的形状对茶多酚提取率的影响。图 5（a、b、c）
及（b、d、e）分别为乙醇浓度、超声时间与其他 3个

因素交互作用对茶多酚提取率的影响。乙醇浓度、

超声时间对茶多酚的提取率来说并不显著。图 5（a、
d、f）为料液比与其他 3个因素对茶多酚提取率的影

响。从图中可以看出，相比其他因素，料液比对茶

多酚的提取率的影响更为显著，随着料液比的增

加，茶多酚提取率增加。图 5（c、e、f）为超声温度与

其他 3个因素对茶多酚提取率的影响。因为温度增

加，使溶剂的粘度降低，加快了介质传递，从而导致

茶多酚提取率随温度的升高明显增大。各因素对茶

多酚提取率的影响的大小顺序为：液料比（B）>超声

温度（D）>超声时间（C）>乙醇浓度（A）。另外，从

图 5中的 a、b、d的图形可以看出，乙醇浓度与料液

比，乙醇浓度与超声时间，料液比与超声时间的交

互作用较显著，这与回归分析相一致。

2.2.4    优化与验证试验
由 Design-Expert.V8.0.6软件回归模型分析，得

出的茶多酚的最佳提取条件是：乙醇浓度 60.01%，

液料比 49.28∶1（mL/g），超声时间 25 min，超声温度

30 ℃，在此条件下模型预测的最大提取率为 19.905%。

考虑到试验条件的可操作性，将提取工艺的参数调

整为：乙醇浓度 60%，液料比 50∶1（mL/g），超声时

间 25 min，超声温度 30 ℃，在此条件下做八次验证

试验，茶多酚提取率为 19.83%，与预测值的相对误

差 0.38%<5%，说明该模型能较好地预测实际提取

量，具有较好的可行性和实用价值。

2.3    茶多酚体外抗氧化活性的测定

利用上述最优提取工艺对云南凤庆大叶种晒青

毛茶中的茶多酚进行提取，试验分别测定了茶多酚

提取物对超氧阴离子（O2
−）、羟基自由基（·OH）和

DPPH自由基（DPPH·）的抑制率 IC50 值。

2.3.1    茶多酚提取液清除超氧阴离子（O2
−）的测定

凤庆大叶种晒青毛茶中茶多酚提取液对超氧阴

离子 (O2
−)的清除作用由图 6所示。从图中可以看出，

在 0~11 μg/mL浓度范围内，晒青毛茶中茶多酚对超

氧阴离子 (O2
−)的清除率随着浓度增加而逐渐升高，

续表 3  回归模型的方差分析1)

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

AB 0.30 1 0.30 9.08 0.009 3 **

AC 0.33 1 0.33 10.23 0.006 4 **

AD 7.753E-003 1 7.753E-003 0.24 0.632 9

BC 0.49 1 0.49 15.03 0.001 7 **

BD 0.22 1 0.22 6.72 0.021 3 *

CD 0.15 1 0.15 4.55 0.051 2

A2 0.049 1 0.049 1.50 0.240 4

B2 0.088 1 0.088 2.72 0.121 3

C2 0.16 1 0.16 4.82 0.045 5 *

D2 3.03 1 3.03 93.08 <0.000 1 ***

残差 0.46 14 0.033

失拟 0.36 10 0.036 1.46 0.380 8 not significant

纯误差 0.098 4 0.024

总变异 8.22 28

r2 0.9446 r2
Adj 0.889 3

CV/% 0.98

注：1)***差异极显著（P<0.001）；**差异较显著（P<0.01）；*差异显著（P<0.05）。
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但当到达 8 μg/mL时，超氧阴离子 (O2
−)的清除率随

茶多酚浓度的增加而趋于平缓。茶多酚清除超氧阴

离子 (O2
−)的半数抑制浓度（IC50）约为 7.96 μg/mL。

2.3.2    茶多酚提取液清除羟基自由基（·OH）的测定

凤庆大叶种晒青毛茶中茶多酚提取液对羟基自

由基（·OH）的清除作用由图 7所示。从图中可以看

出，在 0~5 μg/mL浓度范围内，随着晒青毛茶中茶

多酚浓度的增加，茶多酚对羟基自由基（·OH）的清

除率随浓度增加而逐渐升高。茶多酚清除羟基自由

基（·OH）的 IC50 计算为 7.22 μg/mL。

2.3.3    茶多酚提取液清除 DPPH自由基（DPPH·）
的测定

DPPH的乙醇溶液为深紫色，最大吸收波长为

517 nm，当抗氧化剂存在时，DPPH的溶液将会褪

色。凤庆大叶种晒青毛茶中茶多酚对 DPPH自由

基（DPPH·）的清除作用由图 8所示。从图中可以看

出，较低的茶多酚浓度对 DPPH自由基（DPPH·）就
有较高的清除率，但当浓度到达 1.2  μg/mL时，

DPPH自由基（DPPH·）的清除率曲线变化趋于平

缓。茶多酚清除 DPPH自由基（DPPH·）的 IC50 计算
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图 5    各因素对茶多酚提取率影响的响应面图（3D）
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为 0.433 μg/mL。

3    结束语

1）利用超声波辅助提取了云南临沧产凤庆大

叶种晒青毛茶中的茶多酚，研究了乙醇浓度、液料

比、超声时间、超声温度对提取率的影响。利用响

应面分析法优化了晒青毛茶中茶多酚提取的最佳工

艺条件（固定超声波功率 160W）为：乙醇浓度

60.01%，液料比 49.28∶1，超声时间 25 min，超声温

度 30 ℃。在此条件下茶多酚的提取率为 19.83%，

与预测值之间的相对误差仅为 0.38%，表明试验设

计工艺条件可靠。

2）经过 3种体外抗氧化指标试验，表明云南临

沧产凤庆大叶种晒青毛茶中的茶多酚具有较

强的抗氧化性，其清除超氧阴离子 (O2
−)，羟基自由

基（ ·OH）和 DPPH自由基（DPPH·） IC50 值分别为

7.96 μg/mL，7.22 μg/mL，0.433 μg/mL。
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图 6    茶多酚对超氧阴离子（O2
−）的抑制率
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图 7    茶多酚对羟基自由基（·OH）的抑制率
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图 8    茶多酚对 DPPH 自由基（DPPH·）的抑制率
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