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野生蓝莓总花青素生物活性研究
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摘要：从野生蓝莓中提取总花青素，并采用ＸＡＤ７大孔树脂

进行纯化，用超氧阴离子和双氧水自由基清除进行体外抗氧

化、小白鼠耳肿足肿模型进行抗炎、ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法进行体外

抗肿瘤等生物活性评价。结果表明：野生蓝莓花青素抗氧化

能力显著，与浓度梯度呈正相关关系；在浓度８００μｇ／ｍＬ时

对超氧阴离子的清除率达到８６．８６％，浓度为１００μｇ／ｍＬ时

对双氧水自由基的清除率达到７３．９３％；并且具有良好的抗

炎能力，在１００μｇ／ｇ剂量灌胃时，对耳廓肿胀抑制率为

４７．０４％，足肿抑制在第４小时达到最大作用；体外抗肿瘤活

性也十分显著，对白血病细胞 Ｋ５６２增殖抑制的犐犆５０为

７９．０１μｇ／ｍＬ，以上结果表明野生蓝莓具有多种生物活性，为

其深入研究和开发利用提供了理论依据。
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蓝莓，也称越橘，为多年生常绿灌木，属于杜鹃花科越橘

属。分布全球的越橘属植物有４００余种，已知中国有９１种，

２４变种，２亚种
［１］，品种不同的越橘果实的颜色、口味、大小

不一。蓝莓被誉为“水果皇后”，是第三代水果的典型代

表［２］，是花青素含量最丰富的水果。研究［３］表明，慢性病（如

糖尿病、高血压、癌症等）与体内的氧化应激平衡密切相关，

而摄入一些抗氧化成分则有利于改善体内的氧化还原平衡，

蓝莓富含抗氧化成分，具有潜在的开发价值。

与人工栽培蓝莓相比，野生蓝莓花青苷色素（花青素、矮

青牛配基和甲基花青素等）含量高达３．３～３３．８ｍｇ／ｋｇ，约是

人工栽培品种的５～２０倍
［４］。花青素是一种生物类黄酮，有

多项研究［５－７］表明来源其他植物的花青素具有多种生物学

活性。国外，尤其是北美地区，蓝莓的产业化相当发达，同时

对北美野生蓝莓研究和利用也十分系统深入。然而，由于中

国野生蓝莓口感稍差，中国针对野生蓝莓的相关研究报道还

较为少见，主要集中在蓝莓的栽培和高产以及粗加工以及成

分的提取纯化等方面，产业化尚处于起步阶段［８－９］，而对其

所含成分的功效研究还不够全面深入，从而导致人们对其营

养价值和生物活性的认识不足。

本研究拟在野生蓝莓花青素高效提取的基础上［１０］，通
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过体外抗氧化、抗炎以及抗肿瘤试验深入探明野生蓝莓总花

青素的多种生物学活性，旨在为中国野生蓝莓的功能特性开

发提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料

蓝莓：采摘于中国大兴安岭林区，－２０℃冻存；

昆明种小鼠：ＳＰＦ级，９０只，体重（１８±２）ｇ，雌鼠雄鼠各

半，上海西普尔—必凯实验动物有限公司；

阿司匹林：拜耳医药保健有限公司；

蒸馏水：实验室制备；

二甲苯、无水甲醇、甲酸、邻苯三酚、３０％双氧水、９５％乙

醇、９８％甲酸：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

大孔树脂：Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ○ＲＸＡＤ７ＨＰ型，美国Ｓｉｇｍａ公司；

Ｋ５６２细胞株：上海市农业科学院；

阿尔玛蓝：英国ＡｂＤｓｅｒｏｔｅｃ公司。

１．１．２　仪器

高速离心机：５４２４型，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；

旋转蒸发仪：ＢＣＲ２００１型，上海贝凯生物化工设备有限

公司；

生物安全柜：ＲＳ１２型，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；

多功能酶标仪：ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ型，美国ＢｉｏＴＥＫ公司；

冷冻干燥机：ＣｈｒｉｓｔＡｌｐｈａ２４ＬＤ型，德国Ｃｈｒｉｓｔ公司；

高速冷冻离心机：ＣＲ２１Ｇ型，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　总花青素的提取　参照文献［１１］，稍作改进。蓝莓冻

果打浆后冷冻干燥成粉，取１２０ｇ粉末，与１８００ｍＬ含０．５％

甲酸的甲醇—水（体积比８５１５）溶液混匀，漩涡 ３０ｓ，

４０ｋＨｚ４５０Ｗ 超声５ｍｉｎ，在此过程中振荡２次，使样品重

新混匀，静置５ｍｉｎ，漩涡３０ｓ，静置５ｍｉｎ，５５００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，收集上清。残渣中加入１．２Ｌ含０．５％甲酸的甲醇—

水（体积比８５１５）溶液继续提取，重复３～５次，直至残渣中

颜色不再变化，将所得上清液混合，于４℃８０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，除去残渣，旋转蒸发去除甲醇，即得总花青素粗提液。

１．２．２　总花青素的纯化　 将总花青素粗提液装 入 Ａｍｂｅｒ

ｌｉｔｅ○ＲＸＡＤ７ＨＰ大孔树脂柱中进行纯化，总花青素粗提液与

大孔树脂体积比为１３，其中大孔树脂柱采用湿法装柱，先

用９５％ 乙醇洗脱２～３ＢＶ，再用蒸馏水洗至无醇味然后用

２～３倍体积０．５％甲酸水溶液饱和吸附柱，上样，充分吸附

后开始洗脱，用０．５％甲酸酸化的甲醇洗脱，回收洗脱液，去

除酸化甲醇，乙酸乙酯萃取３次，最后减压浓缩收集得总花

青素，冷冻干燥得冻干粉，并置于－２０℃保存。

１．２．３　总花青素含量的测定　采用ｐＨ示差法，以矢车菊３

犗葡萄糖苷为参照。取样品１ｍＬ，加入４ｍＬｐＨ４．５的醋

酸钠 缓 冲 液 （０．４ ｍｏｌ／Ｌ）或 ｐＨ １．０ 的 氯 化 钾 缓 冲 液

（０．０２５ｍｏｌ／Ｌ），摇匀，吸光值分别在５２０ｎｍ和７００ｎｍ波长

处被测定。３次重复试验。总花青素含量按式（１）计算：

犆＝
犃１－犃２

ε×１（ ）×１０００×犕犠 ×犇犉
， （１）

式中：

犆———蓝莓中总花青素的含量，ｍｇ／Ｌ；

犃１———样品加入ｐＨ１．０的氯化钾缓冲液在５２０ｎｍ处

吸光值与７００ｎｍ处吸光值的差；

犃２———样品加入ｐＨ４．５的醋酸钠缓冲液在５２０ｎｍ处

吸光值与７００ｎｍ处吸光值的差；

ε———摩尔吸光系数，按照矢车菊素３犗葡萄糖苷的摩

尔系数进行计算，２６９００；

犕犠———矢 车 菊 素３犗葡 萄 糖 苷 的 摩 尔 质 量，

４４９．２ｇ／ｍｏｌ；

犇犉 ———稀释因子；

１———比色皿宽度，１ｃｍ。

最终结果用１００ｇ样品中含有总花青素的量（ｍｇ）来

表示。

１．２．４　蓝莓总花青素的抗氧化能力研究

（１）清除超氧阴离子试验：采用鲁米诺—邻苯三酚—

ＣＢＳ（碳酸钠—碳酸氢钠）体系的化学发光法。在郭蔼光

等［１２］报道的化学发光方法基础上，修改如下：分别用９５％乙

醇将样品和阳性对照配制成不同浓度（１００，２００，３００，５００，

８００μｇ／ｍＬ），９５％乙醇空白对照，儿茶素被用作阳性对照

组，发光反应在２０℃被启动，每０．６ｓ记录一次发光值，连续

记录３０ｓ。按式（２）计算超氧阴离子的清除率，并采用Ｓｐｓｓ

１９．０软件处理得出犐犆５０值。

犛＝
犃１－犃２

犃１
×１００％ ， （２）

式中：

犛———清除率，％；

犃１———空白发光值，ｒｌｕ；

犃２———样品发光值，ｒｌｕ。

（２）清除 Ｈ２Ｏ２试验：采用鲁米诺—Ｈ２Ｏ２发光反应体

系，依据王钦博等［１３］所报道的方法修改如下：先将样品用

７０％乙醇配成不同浓度（１０，５０，８０，１００μｇ／ｍＬ），７０％乙醇用

作空白对照，儿茶素用作阳性对照。发光反应在２０℃被启

动，每０．６ｓ记录一次发光值，连续记录３０ｓ。按式（２）计算

Ｈ２Ｏ２的清除率，并采用Ｓｐｓｓ１９．０软件处理得出犐犆５０值。

１．２．５　蓝莓总花青素的抗炎活性

（１）二甲苯致小鼠耳廓肿胀法抗炎试验：采用小鼠耳廓

肿胀法研究野生蓝莓总花青素对二甲苯引起的小鼠耳廓肿

胀的抗炎作用。昆明小鼠５０只，随机分成５组，每组１０只。

空白组（生理盐水）、高剂量组、中剂量组、低剂量组分别为

花青素３０，６０，１００μｇ／ｇ剂量组，阳性对照（阿司匹林）。所

分５组分别采用皮下注射给予生理盐水、阿司匹林或相应剂

量的花青素０．０１ｍＬ／ｇ，每天１次，试验周期为１４ｄ。最后一

次注射后１ｈ，用２０μＬ致炎剂二甲苯均匀涂于各个小鼠右

耳廓致炎，左耳作为对照。致炎后１ｈ断椎处死，沿着耳廓

基线剪下小鼠左耳右耳，在左右两耳的同一部位分别被直径

８ｍｍ的打孔器打下圆耳片，称重，以左右耳片的重量差作为

肿胀度（ｍｇ），计算每组右耳廓肿胀度，按式（３）计算肿胀抑
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制率，比较与空白组间的差异。

犛＝
犃１－犃２

犃１
×１００％ ， （３）

式中：

犛———肿胀抑制率，％；

犃１———空白对照组平均肿胀度，ｍｇ；

犃２———给药组平均肿胀度，ｍｇ。

（２）角叉菜胶致小鼠足肿胀抗炎试验：昆明小鼠４０只，

随机分成４组，每组１０只。空白组（生理盐水）、高剂量组、

低剂量组分别为花青素３０，１００μｇ／ｇ剂量组，阳性对照（阿

司匹林）。这４组分别采用皮下注射给予生理盐水、阿司匹

林或相应剂量的花青素０．０１ｍＬ／ｇ，每天１次，周期７ｄ。末

次注射后１ｈ，末次给药后３０ｍｉｎ时在每鼠右后足跖皮下注

射１％角叉菜胶１００μＬ致炎。致炎前、致炎后１，２，３，４，５ｈ

后分别用千分尺测量炎足厚度，以致炎前后鼠足厚度之差为

鼠足肿胀度。

１．２．６　蓝莓总花青素的体外抗肿瘤活性

（１）细胞培养：Ｋ５６２细胞采用ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，

细胞在３７℃、５％ ＣＯ２以及饱和湿度的培养箱中培养，细胞

增殖到８５％时进行传代，选取对数期细胞进行试验。

（２）花青素对Ｋ５６２细胞生长的影响：取对数期的 Ｋ５６２

细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，除去上清，用无色ＲＰＭＩ１６４０

完全培养基稀释成２×１０４ ｍＬ－１的细胞悬浮液，用移液枪轻

轻吹打均匀后，加至９６孔板，每孔加１９９μＬ，然后每孔分别

加入 １μＬ 不 同 浓 度 样 品，每 个 样 品 重 复 ３ 个 孔，以

１００μｇ／ｍＬ的５氟尿嘧啶（５ＦＵ）为阳性对照，以 ＤＭＳＯ 为

阴性对照。置于３７℃，５％ＣＯ２以及饱和湿度的细胞培养箱

中共培养 ３ｄ，然后每孔分别加入 ２０μＬ０．１ｍｇ／ｍＬ 的

ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ试剂，放入细胞培养箱中继续孵育，随时观察

ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ变色情况，待其发生变色后，用酶标仪测定

５７０ｎｍ 和６００ｎｍ处的吸光度，然后根据式（４）计算样品对

细胞增殖的抑制率，并采用Ｓｐｓｓ１９．０软件处理得出犐犆５０值。

犛＝１－
犃１－犃２

犃３－犃４
×１００％ ， （４）

式中：

犛———抑制率，％；

犃１———样品组５７０ｎｍ吸光度；

犃２———样品组６００ｎｍ吸光度；

犃３———控制组５７０ｎｍ吸光度；

犃４———控制组６００ｎｍ吸光度。

２　结果与分析

２．１　蓝莓总花青素含量测定结果

选择５２０ｎｍ 为花青素的最大吸收波长，并将测得的花

青素含量转变成每１００ｇ样品含的花青素毫克数。测得蓝

莓中总花青素含量为 （１４９．６６±３．４５）ｍｇ／１００ｇ冻果。

２．２　蓝莓总花青素的抗氧化活性

２．２．１　对超氧阴离子自由基的清除作用　由图１可知，野生

蓝莓总花青素对超氧阴离子自由基的清除能力与浓度呈正

相关；相同浓度下，与阳性对照儿茶素的清除能力相近。

当浓度达到８００μｇ／ｍＬ时，清除率达到８６．８６％，犐犆５０为

２８３．５μｇ／ｍＬ。

２．２．２　对 Ｈ２Ｏ２的清除作用　由图２可知，野生蓝莓总花青

素清除Ｈ２Ｏ２的能力随着浓度的增加，其清除能力不断增强。

当浓度达到１００μｇ／ｍＬ时，清除率即可达７３．９３％，犐犆５０为

６５．１５μｇ／ｍＬ。

图１　不同浓度总花青素对超氧阴离子的清除作用

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ｅｆｆｅｃｔｏｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎ

图２　不同浓度花青素对 Ｈ２Ｏ２的清除作用

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎＨ２Ｏ２

　　从野生蓝莓中分离得到的总花青素，在浓度分别为

５００μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ时对超氧阴离子和过氧化氢自由

基的清除率均达到７０％以上，具有良好的抗氧化功效。相关

研究［１４］发现，人体衰老、动脉粥样硬化和神经退行性疾病等

均与体内自由基平衡相关，野生蓝莓能够延缓人体衰老，并

且降低以上疾病的发病风险，这些功效可能与野生蓝莓的花

青素密切相关。

２．３　蓝莓总花青素抗炎活性

２．３．１　对小鼠耳廓肿胀的影响　 由表１可知，与空白组相

比，野生蓝莓总花青素在高剂量（１００μｇ／ｇ）时，差异极显著

（Ｐ＜０．０１），抑制率为４７．０４％。阳性对照组与空白组比较，

阿司匹林给药量１００μｇ／ｇ时，差异极显著（Ｐ＜０．０１），抑制率

为５１．９７％。另外，中、低剂量组与空白组相比也有显著性差

异（Ｐ＜０．０５），说明对二甲苯诱导的小鼠耳廓肿胀，野生蓝莓

总花青素有一定的抑制作用。
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表１　花青素对二甲苯致小鼠耳廓肿胀的抑制作用


Ｔａｂｌｅ１　Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅａｕｒｉｃｌｅｓｗｅｌｌｉｎｇ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｘｙｌｅｎｅ

组别
剂量／

（μｇ·ｇ
－１）

耳肿胀

度／ｍｇ

肿胀抑

制／％

空白组　　 — ７．１０±０．８ —

阳性对照组 １００ ３．４１±１．８ ５１．９７

高剂量组　 １００ ３．７６±２．０ ４７．０４

中剂量组　 ６０ ４．３９±１．５ ３８．１７

低剂量组　 ３０ ５．５６±１．３ ２１．６９

　　　　表示与空白组比较Ｐ＜０．０５； 表示与空白组比较

Ｐ＜０．０１。

２．３．２　对足肿胀的影响　由表２可知，在注射角叉菜胶后，

各组小鼠致炎足全部出现红肿现象，在前３ｈ内，足肿胀程

度一直在增加，第３小时达到最大值，然后肿胀症状开始减

轻，说明成功建立足肿模型。表２中阳性对照组足肿胀度与

空白组相比具有极显著差异（Ｐ＜０．０１），说明阿司匹林对角

叉菜胶导致的小鼠足肿从第１小时开始有明显的抑制作用。

蓝莓花青素高剂量组与空白组相比，在第１、２、５小时时有显

著差异（Ｐ＜０．０５），其余时间均具有极显著差异（Ｐ＜０．０１），

说明按１００μｇ／ｇ的剂量饲喂，从第３小时开始蓝莓花青素对

角叉菜胶致小鼠的足肿有明显的抑制作用。蓝莓花青素低

剂量组与空白组相比，前者对角叉菜胶致小鼠的足肿仅第３

小时有显著的抑制作用（Ｐ＜０．０１）。

表２　蓝莓花青素对角叉菜胶诱导大鼠足肿胀模型的影响


Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓｆｒｏｍｂｌｕｅｂｅｒｒｙｏｎｃａｒｒａｇｅｅｎｉｎｉｎｄｕｃｅｄ ｃｍ

组别 １ｈ ２ｈ ３ｈ ４ｈ ５ｈ

空白组　　 １．５９±０．１２ ２．１１±０．１１ ２．９７±０．１８ ２．３６±０．１５ １．９５±０．２３

阳性对照组 １．１５±０．１０ １．５０±０．１６ １．９７±０．１４ １．５７±０．２１ １．２５±０．１８

低剂量组　 １．２５±０．１０ １．８７±０．１２ ２．５６±０．１１ １．９８±０．１０ １．５２±０．１６

高剂量组　 １．２０±０．０９ １．６４±０．１２ ２．２６±０．１３ １．６９±０．１０ １．４１±０．１７

　　　　　　　　　　　　表示与空白组比较Ｐ＜０．０５， 表示与空白对照组比较Ｐ＜０．０１。

　　邹宇晓等
［１５］研究了荔枝壳花青素的抗炎效果，采用了

Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ完全佐剂诱导的大鼠佐剂性关节炎模型，发现高

剂量荔枝壳花青素使大鼠左侧继发性足肿胀度显著降低，使

血清中ＮＯ、细胞白介素ＩＬ１β和 ＭＤＡ的含量降低，能够提

高机体血清的抗氧化水平，对大鼠佐剂性关节炎引起的机体

不适症状有缓解作用，其作用机制可能与提高机体抗氧化能

力和抗炎水平有关。针对荔枝壳花青素抗炎作用及其机理

的研究较为深入，但针对蓝莓总花青素抗炎活性和作用机理

的报道较少，因而可在后续研究中对其作用机理进行进一步

探讨。

２．４　蓝莓总花青素体外抗肿瘤试验结果

由图３可知，中国野生蓝莓花青素对 Ｋ５６２细胞增殖有

明显的抑制作用，且与浓度呈现正相关关系，在２００μｇ／ｍＬ

浓度时与同浓度的阳性对照５ＦＵ抑制效果十分接近，并且

．与阴性对照组比较Ｐ＜０．０５　．与阴性对照组比较Ｐ＜０．０１

图３　不同浓度花青素对Ｋ５６２细胞增殖抑制作用

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓｏｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

在浓度为２００μｇ／ｍＬ时与空白组相比有极显著差异（Ｐ＜

０．０１）；并且通过Ｓｐｓｓ１９．０软件分析数据得出野生蓝莓花青

素对Ｋ５６２细胞增殖抑制作用的犐犆５０值为７９．０１μｇ／ｍＬ。

　　也有研究
［１６］表明，黑覆盆子花青素能有效抑制高恶型

食管癌ＲＥ１４９ＤＨＤ细胞系生长，并促进其凋亡，且有剂量

依赖性；Ｂｏｉｖｉ等
［１７］用草莓、覆盆子、红醋栗、黑醋栗、圆醋栗

等浆果的花青素处理胃腺癌 ＡＧＳ细胞，发现均能抑制其增

殖及活性，并呈剂量和时间依赖性。这些研究都佐证了来源

于天然产物的花青素具有良好的抗肿瘤活性。

３　结论
试验研究发现来源于中国大兴安岭产区野生蓝莓的总

花青素具有良好抗氧化、抗炎和抑制白血病细胞增殖的作

用。本次研究填补了中国野生蓝莓的总花青素在抗炎和抑

制白血病细胞增殖方面的空白。然而大兴安岭的野生蓝莓

的总花青素抗炎活性和作用机理的报道较少，本文也仅证实

了野生蓝莓总花青素具有抗炎活性和抑制白血病细胞增殖

的效果。因此后续应研究蓝莓花青素对肿瘤细胞周期变化、

细胞凋亡和细胞ＲＯＳ释放的作用机理进行进一步探讨。近

年来对于野生蓝莓的掠夺式采摘现象较为严重，造成了野生

资源的严重浪费，本研究成果将有利于野生蓝莓资源的合理

利用和开发，保护自然生态环境。
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苦素的脱除率影响程度不同，对柚皮苷脱除率的影响程度大

于对柠檬苦素的影响。从试验结果也可以得出Ｒ６树脂对于

柚皮苷的脱除效果更好，对柠檬苦素的脱除率相对较低。目

前中国产树脂对柑橘类果汁的脱苦应用研究报道多集中在

对柚皮苷的脱除效果上，不同树脂材料种类在不同柑橘品种

上的脱除效果差异较大［８－９，１１－１２］；从已报道［７，１０］的树脂对柑

橘类果汁柠檬苦素的脱苦效果来看，多数树脂对柠檬苦素的

脱除率普遍低于其对柚皮苷的脱除率。而柠檬苦素类苦味

物质在果汁中的苦味阈值很低，比柚皮苷苦味更明显［１６］。

因此，开发和筛选对柠檬苦素类苦味物质具有更强吸附作用

的树脂材料，或采用多种脱苦方法组合应用，对解决柑橘类

果汁脱苦问题十分重要。
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