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油菜蜂花粉中粗黄酮提取物成分分析
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摘要!为了明晰油菜蜂花粉中黄酮类物质的组成及脉冲电场

辅助提取效果#试验采用
8Y_

(

W>>C

和
C>Y_

等方法对

油菜蜂花粉的乙醇提取物及其酸解产物进行了详细的组分

分析$结果表明#油菜蜂花粉的乙醇提取物中槲皮素和山奈

酚因含量过低而未能检出#但该提取物经酸水解后#则会形

成大量槲皮素和山奈酚#故可初步推断油菜蜂花粉中的黄酮

类化合物主要以黄酮苷的形式存在$未经脉冲电场破壁处

理的蜂 花 粉 乙 醇 提 取 物 的 酸 解 物 中#槲 皮 素 含 量 为

0&5*!#

#

M

)

M

#山奈酚含量为
%&50*#0

#

M

)

M

#而经破壁处理

后#槲皮素含量达
1&0*#!

#

M

)

M

#对比提高了
%!*446

#山奈酚

含量达
%#"5*$!

#

M

)

M

#对比提高了
%&*046

$该结果充分证

明了脉冲电场预处理对油菜蜂花粉细胞具有良好的破壁

效果$

关键词!油菜蜂花粉&黄酮类化合物&脉冲电场&薄层色谱&

破壁
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蜂花粉中黄酮类化合物种类繁多!含量丰富$目前在蜂

花粉中发现的黄酮类化合物有+柚皮素%异鼠李素%山奈酚%

槲皮素%原花青素等0

%

1

$近年油菜蜂花粉中黄酮类物质成分

研究得到了广泛关注$杨洁等0

"

1利用
C>Y_

)

W=W

和

C>Y_

)

<,

技术对从油菜蜂花粉得到的提取物进行了定性

分析!证实油菜蜂花粉中黄酮类物质主要以山奈酚和槲皮素

的形式存在!其余黄酮类物质含量很少0

!75

1

$另外!杨必成

等0

4

1采用
C>Y_

)

d'

法测定了油菜蜂花粉中各黄酮类物

质含量!发现槲皮素和山奈酚含量占总黄酮含量的
#0*&6

$

薄层色谱法0

&70
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8Y_

.属

于吸附薄层色谱分离法!混合物中各成分对固定相的吸附能

力不同!当流动相流过固定相时!混合物中各成分在流动相

和固定相中不断循环重复吸附%解吸附过程!从而实现快速

分离混合物中各成分的目的$

8Y_

)

W>>C

将薄层色谱法

和抗氧化活性测定合二为一!是一种快速筛选生物活性物质

的方法0

1

1

$它利用薄层色谱法将混合物各成分分离!再喷洒

55%



W>>C

溶液显色!薄层板上呈黄色的区域为具有清除自由基

活性的部位!而呈紫色的区域为非活性部分$

8Y_

)

W>>C

法具有快捷%直观%操作方便%灵敏度高等优点!广泛应用于

筛选天然提取物中具有清除自由基或抗氧化活性的化合

物0

#

1

$郭金凤等0

%$

1采用
8Y_

)

W>>C

法筛选榆叶合叶子中

的抗氧化活性成分!活性部位斑点呈黄色!并通过展开斑点

大小比较了各成分的抗氧化活性$

_HEE@TX

等0

%%

1利用

8Y_

)

W>>C

法确定了美国崖椒根皮的二氯甲烷提取物中

的抗氧化活性成分$

目前!油菜蜂花粉中黄酮类物质均采用传统的方法进行

辅助提取!例如超声波辅助提取0

%"

1

%生物酶法发酵辅助提

取0

%!

1

%温差破壁辅助提取0

%5

1等$而采用脉冲电场这一新兴

技术辅助提取油菜蜂花粉中黄酮类物质还未见诸报道!其提

取物中黄酮类物质成分的研究亦鲜有报道$本试验拟采用

脉冲电场辅助提取黄酮类物质!通过
8Y_

)

W>>C

筛选提取

物中具有抗氧化活性的主要成分!并利用
C>Y_

法定量分析

油菜蜂花粉中两种主要黄酮类物质)))槲皮素和山奈酚的

含量!以期为油菜蜂花粉及其相关产品的开发提供依据$

%
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材料与仪器
%*%

!

材料与试剂

油菜蜂花粉+江西省新建县汪氏蜂蜜园&

甲醇+色谱纯!

V_KYETLJEA_(*

!

Y/R

&

无水槲皮素标准品+

?V

级!国药集团化学试剂有限

公司&

山奈酚标准品+

?V

级!国药集团化学试剂有限公司&

%

!

%;

二 苯 基
;";

苦 肼 自 由 基 -

"

!

";R@

.

H-A

O

);%;

.

@JB

O

)H

O

RBEG

O

)

!

W>>C

.+美国
,@

M

2E;=)RB@JH

公司&

无水乙醇%苯%甲酸%乙酸乙酯+分析纯!国药集团化学试

剂有限公司&

硅胶板+

%$$ 22^%$$ 22

!青岛谱科分离材料有限

公司&

聚偏氟乙烯微孔滤膜+

$*54

#

2

!上海兴化净化材料厂$

%*"

!

主要仪器设备

高效液相色谱仪!主要包括二元液相泵-型号
%4"4

!新加

坡
9E/-BL

公司.%自动进样器-型号
"0$0

!新加坡
9E/-BL

公

司.%光电二极管阵列检测器-型号
"##1

!新加坡
9E/-BL

公

司.和电脑控制系统&

循环式水式真空泵+

,Ce;W

-

$

.型!巩义予华仪器有限

责任公司&

旋转蒸发器+

VD;"$$$?

型!上海亚荣生化仪器厂$

%*!

!

试验方法

%*!*%

!

样品制备

-

%

.油菜蜂花粉粗黄酮提取物的制备+准确称取均匀研

细的油菜蜂花粉
%*$$

M

!加入
%$$2Y1$6

乙醇溶液!经磁力

搅拌器充分搅拌得到分散均匀的油菜蜂花粉悬浊液$在前

期试验的最优工艺条件下!即电场强度
"1S'

/

J2

!脉冲数

4$1

!恒温水浴回流温度
1"[

!提取油菜蜂花粉中的总黄酮

类物质0

%4

1

$所得的油菜蜂花粉液经
54$$B

/

2@A

离心

%$2@A

!弃沉淀!取
4$2Y

上清液于
5$[

旋转蒸发!减压回

收乙醇!直至大部分乙醇挥发!再经真空冷冻干燥后!得到油

菜蜂花粉乙醇提取物!将其命名为
,

"

$取
%*$$

M

未经脉冲电

场破壁处理的油菜花粉!在相同提取条件下提取油菜蜂花粉

总黄酮类物质!离心干燥后得到乙醇提取物!将其命名为
,

%

$

-

"

.乙醇提取物样品溶液的制备+用甲醇将
%*!*%

-

%

.得

到的乙醇提取物
,

%

%

,

"

溶解!分别转移至
4$2Y

棕色容量瓶

中!加入甲醇定容后摇匀!经孔径为
$*""

#

2

有机系针头滤

器过滤后!得到乙醇提取物样品溶液!依次命名为
D

%

和
D

"

!

溶液置于
5[

冰箱备用$

-

!

.酸水解样品溶液的制备+将
%*!*%

-

%

.得到的乙醇提

取物
,

%

%

,

"

分别置于
%$$2Y

圆底烧瓶中!加入
42Y

体积分

数为
"46

的盐酸溶液%

!$2Y

甲醇!在
1$[

恒温水浴锅中水

浴酸解
%H

!迅速冷却至室温后将酸解液移至
4$2Y

棕色容

量瓶中!用甲醇定容后摇匀!经孔径为
$*""

#

2

有机系针头

滤器过滤后!得到酸水解样品溶液!依次命名为
=

%

和
=

"

!溶

液置于
5[

冰箱备用$

%*!*"

!

8Y_

)

W>>C

法

-

%

.点样+在硅胶板-

%$$22^%$$22

.一端距离板边

%J2

处用铅笔画一条点样线!取山奈酚和槲皮素混合标准

液!乙醇提取物样品溶液和酸水解样品溶液各
!$

#

Y

!分多次

点在硅胶板上!点样直径不超过
522

$点样后!用吹风机将

硅胶板上样品中的溶剂吹干$

-

"

.展开+以体积比为
4

#

5

#

%

的苯)乙酸乙酯)甲酸

混合液为展开剂!将硅胶板放入盛有展开剂的展开缸中展

开$待展开至距离硅胶板顶端
422

时!取出硅胶板!放入

通风橱中晾干$

-

!

.显色+以
$*"2

M

/

2Y

的
W>>C

甲醇溶液为显色剂!

将显色剂均匀地喷洒到硅胶板上!然后把将硅胶板置于通风

橱中晾干!观察$测量各显色点的迁移距离!计算各显色点

的相对迁移率
M

2

值$

%*!*!

!

C>Y_

法测定乙醇提取物中两种黄酮类物质含量

-

%

.色谱条件+参照文献0

%&

1$色谱柱为
,FAX@B-

8<

_

%1

柱-

4

#

2

!

5*&22 "̂$22

.!流动相
=

为
$*56

冰醋酸!流动

相
?

为甲醇!按表
%

进行梯度洗脱!检测波长
-

为
!&1A2

!柱

温
!$[

!进样量
"$

#

Y

!流速为
%*$$2Y

/

2@A

$

!!

-

"

.混合标准品溶液的制备+准确称取
$*$$&

M

山奈酚

表
%

!

流动相梯度洗脱条件

8ET)-%

!

3BER@-A/-)F/@(AJ(AR@/@(ALN(B/H-2(T@)-

.

HEL-

时间/

2@A

流量/

-

2Y

2

2@A

7%

.

流动相

=

/

6

流动相

?

/

6

$ %*$$ #$ %$

4 %*$$ #$ %$

"$ %*$$ 04 "4

"4 %*$$ &4 !4

5$ %*$$ %$ #$

4$ %*$$ #$ %$

&$ %*$$ #$ %$
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提取与活性
!

"$%&

年第
#
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标准品和
$*$$5

M

槲皮素标准品!用甲醇溶解后!转移至

"42Y

棕色容量瓶中!加甲醇定容后得浓度分别为
"5$

!

%&$

#

M

/

2Y

的山奈酚和槲皮素混合标准品溶液$

-

!

.标准曲线的绘制+分别准确移取混合标准品溶液
%

!

"

!

5

!

&

!

12Y

加入
4

个
"42Y

棕色容量瓶中!向每个棕色容

量瓶加入甲醇定容!摇匀!经孔径为
$*""

#

2

有机系针头滤

器过滤后得到一定梯度浓度的混合标准品溶液$混合标准

品溶液按
%*!*!

-

%

.所述色谱条件!依次注入高效液相色谱仪

中!测定山奈酚和槲皮素的峰面积!每个样品平行测定
!

次!

以标准品进样量为横坐标!标准品峰面积为纵坐标!绘制标

准曲线$

-

5

.样品中两种黄酮类化合物含量测定+将
%*!*%

-

"

.得

到的乙醇提取物样品溶液和
%*!*%

-

"

.得到的酸水解样品溶

液按
%*!*!

-

%

.所述色谱条件进行
C>Y_

分析!测定山奈酚和

槲皮素峰面积!对照标准曲线计算出相应黄酮类物质的

含量$

%*!*5

!

数据处理与分析
!

利用
\B@

M

@A1*$

和
DUJ-)"$$0

对

数据进行处理和分析$

"

!

结果分析与讨论

"*%

!

8Y_

$

W>>C

结果分析

由图
%

可知!展开剂迁移距离为
1*4$J2

!样品
<

只出

现两个黄色斑点+一个斑点面积大且颜色深!迁移距离为

&*$J2

!

M

2

值为
$*0%

&另一个斑点面积小且颜色浅!迁移距

离为
4*"J2

!

M

2

值为
$*&%

$通常!自由基清除剂或抗氧化剂

浓度越高!

W>>C

清除效果越好!斑点面积越大!黄色越

深0

%0

1

$由于混合标准品中山奈酚浓度明显高于槲皮素浓

度!因此可断定出
M

2

值为
$*0%

处斑点为山奈酚!而
M

2

值

为
$*&%

的则是槲皮素$样品
D

%

和
D

"

在
M

2

值为
$*&%

和
$*0%

处均呈紫色!没有出现黄色斑点!说明未经酸水解乙醇提取

物中槲皮素和山奈酚含量很低&然而!

D

%

和
D

"

在
M

2

值为

$*$$

!

$*"4

处均出现淡黄色条带!且
D

"

淡黄色条带面积大于

D

%

淡黄色条带面积!说明油菜蜂花粉乙醇提取物中含有清除

W>>C

自由基活性的成分!且采用脉冲电场技术辅助提取可

提高油菜蜂花粉乙醇提取物中该活性成分的含量$样品
=

%

和
=

"

为酸解物!与
D

%

和
D

"

相比!

M

2

值为
$*$$

!

$*"4

处出现

淡黄色条带面积减少!且在
M

2

值为
$*&%

和
M

2

值为
$*0%

处

均出现黄色斑点!

M

2

值为
$*0%

处黄色斑点面积更大!颜色

更深!说明油菜蜂花粉中黄酮类物质主要以糖苷形式存在!

也说明乙醇提取物经酸水解后生成了游离的槲皮素和山奈

酚!且生成的山奈酚含量要高于槲皮素的含量&样品
=

"

在

M

2

值为
$*&%

和
M

2

值为
$*0%

处的黄色斑点比
=

%

的更加明

亮清晰!表明脉冲电场技术辅助提取可显著提高酸解物中槲

皮素和山奈酚含量$

"*"

!

两类黄酮类化合物含量分析

"*"*%

!

系统适应性分析
!

由图
"

可知!槲皮素的保留时间约

为
!&*&"2@A

!山奈酚的保留时间约为
!1*"$2@A

!混合标准品

中的槲皮素和山奈酚完全分离!这说明采用该色谱条件能有

效分离样品中的槲皮素和山奈酚$

<*

混合标准品
!

=

%

*

未经脉冲电场处理得到酸解物
!

=

"

*

脉冲电场

处理得到酸解物
!

D

%

*

未经脉冲电场处理的乙醇提取物
!

D

"

*

经脉

冲电场处理的乙醇提取物

图
%

!

各样品的
8Y_

(

W>>C

图

X@

M

FB-%

!

8H-8Y_

(

W>>CJHB(2E/(

M

BE2L(N-U/BEJ/

NB(2BE

.

-

.

())-A

Z*

槲皮素
!

:*

山奈酚

图
"

!

混合标准品溶液的
C>Y_

色谱图

X@

M

FB-"

!

8H-C>Y_JHB(2E/(

M

BE2L(N2@U-R

L/EAREBRLE2

.

)-L

!!

由图
!

可知!

D

%

和
D

"

在
!&*&"2@A

和
!1*"$2@A

处未出

现明显的色谱峰!说明
C>Y_

法未检测出油菜蜂花粉乙醇提

取物中的槲皮素和山奈酚!意味着乙醇提取物中槲皮素和山

奈酚含量非常低&但
D

%

和
D

"

在
!%*%"2@A

和
!"*1&2@A

均出

现色谱峰!有待于检测定性$然而乙醇提取物经酸水解后得

到的
=

%

和
=

"

!如图
5

所示!在
!&*&"2@A

和
!1*"$2@A

处都

有尖锐的色谱峰!说明酸水解后
=

%

和
=

"

中槲皮素和山奈酚

含量出现大幅提高&而
=

%

和
=

"

在
!%*%"2@A

和
!"*1&2@A

出

现的色谱峰面积明显小于
D

%

和
D

"

在此处色谱峰面积$由此

可推断出!油菜蜂花粉中的黄酮类化合物大部分以黄酮苷的

形式存在!而黄酮苷类物质又以槲皮素和山奈酚为苷元!经

酸水解后生成槲皮素和山奈酚$

对比图
!

中色谱峰!可以发现
D

"

在
!%*%" 2@A

和

!"*1&2@A

处色谱峰的面积大于
D

%

色谱峰的面积!表明经脉

冲电场处理后!乙醇提取物中黄酮苷类物质含量提高!这意

味着脉冲电场可有效促进油菜蜂花粉中黄酮苷类物质的溶

出$由于
D

"

中黄酮苷类物质含量高于
D

%

!经酸水解后!

=

"

中

槲皮素和山奈酚含量明显高于
=

%

!所以在色谱图
5

中
=

"

在

!&*&"2@A

和
!1*"$2@A

处色谱峰的面积大于
=

%

$

"*"*"

!

槲皮素和山奈酚的标准曲线
!

对色谱峰面积与进样

量进行线性回归!得到槲皮素标准曲线回归方程为+

B

h

!1!#*!F7"%"$"0

!

M

"

h$*###0

!表明进样量在
%"%*&

!

&5%

第
!"
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#0"*1A

M

时!槲皮素的含量与色谱峰面积具有良好的线性关

系-见图
4

.$山奈酚标准曲线回归方程为+

B

h55$$*"F7

!5015&

!

M

"

h$*###5

!表明进样量在
"$1

!

%&&5

#

M

时!山奈

酚的含量与色谱峰面积具有良好的线性关系-见图
&

.$

图
!

!

油菜蜂花粉乙醇提取物未经酸水解

样品溶液的
C>Y_

色谱图

X@

M

FB-!

!

8H-C>Y_JHB(2E/(

M

BE2L(N-/HEA()-U/BEJ/L

NB(2BE

.

-

.

())-A

图
5

!

油菜蜂花粉乙醇提取物酸水解

样品的
C>Y_

色谱图

X@

M

FB-5

!

8H-C>Y_JHB(2E/(

M

BE2L(NEJ@R()

O

L@L

.

B(RFJ/L

NB(2BE

.

-

.

())-A

图
4

!

槲皮素的标准曲线

X@

M

FB-4

!

8H-L/EAREBRJFBP-(N

g

F-BJ-/@A

图
&

!

山奈酚的标准曲线

X@

M

FB-&

!

8H-L/EAREBRJFBP-(NSE-2

.

N-B()

"*"*!

!

样品中槲皮素和山奈酚含量分析
!

油菜蜂花粉乙醇

提取物中槲皮素和山奈酚含量很低!未能通过
C>Y_

法检

出!采用脉冲电场辅助提取得到乙醇提取物!亦未能检测出

槲皮素和山奈酚$由表
"

可知!油菜蜂花粉乙醇提取物经酸

水解后!测得槲皮素含量为
0&5*!#

#

M

/

M

!山奈酚含量为

%&50*#0

#

M

/

M

$采用脉冲电场辅助提取得到乙醇提取物!经

酸水解后!测得槲皮素含量为
1&0*#!

#

M

/

M

!对比提 高

%!*446

!山奈酚含量为
%#"5*$!

#

M

/

M

!对比提高
%&*046

$

表
"

!

样品中槲皮素和山奈酚含量测定结果l

8ET)-"

!

8H-R-/-B2@AE/@(AB-LF)/L(N

g

F-BJ-/@AEAR

SE-2

.

N-B()@ALE2

.

)-L

#

M

'

M

样品 槲皮素含量 山奈酚含量

D

%

未检出 未检出

D

"

未检出 未检出

=

%

0&5*!# %&50*#0

=

"

1&0*#! %#"5*$!

!

l

!

=

%

为未经脉冲电场处理得到酸解物!

=

"

为脉冲电场处理得到酸解物!

D

%

为未经

脉冲电场处理得到的乙醇提取物!

D

"

为

脉冲电场处理得到的乙醇提取物$

!

!

结论
本研究采用

8Y_

)

W>>C

和
C>Y_

等方法对油菜蜂花

粉的乙醇提取物及其酸解物进行了黄酮类成分分析$研究

发现!蜂花粉的乙醇提取物经过酸水解后!形成了大量以黄

酮苷形式存在的槲皮素和山奈酚等黄酮类物质$另外!通过

脉冲电场技术的辅助提取!可将蜂花粉乙醇提取物的酸解物

05%

提取与活性
!

"$%&

年第
#

期



中槲皮素和山奈酚的含量分别提高了
%!*446

和
%&*046

$

这充分证明了脉冲电场作用对油菜蜂花粉细胞具有显著破

壁效应!是一种有着广阔前景的破壁手段$接下来将深入开

展脉冲电场辅助提取对花粉中黄酮类化合物生物活性的

影响$
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一项在小鼠身上开展的研究表明!改变饮食习惯对于

人类在不同类型感染引发的身体自身免疫反应中幸存下

来至关重要" 此项成果日前发表于#细胞$杂志%

来自美国耶鲁大学的
!"#$%& '()*+,-./

及其团队发

现!让小鼠服用流感葡萄糖能拯救它们的生命!但这会杀

死那些感染了细菌的小鼠" 令人惊奇的是!这种效应在实

际病原体缺席的情况下仍能发挥作用
00

葡萄糖对仅注射

炎症触发分子的小鼠产生了同样的影响!无论该分子来自

细菌还是病毒"

和生病的人类一样!所有受感染小鼠最初都丧失了食

欲!但患上流感的小鼠很快便能继续进食" 这可能是因为

细菌和病毒触发了不同的炎症反应!而进食有助于其在病

毒应答中幸存下来!但在对抗细菌时会产生有害影响" 为

验证这一点!

'()*+,-./

团队向小鼠体内注射了触发像病毒

或者细菌一样的炎症反应的分子! 并且同时注射了葡萄

糖!或者干预了小鼠体内各种代谢过程" 他们发现!当对病

毒作出应答时!小鼠需要葡萄糖保护其脑细胞免受炎症损

害" 而如果没有葡萄糖!一种特定的抗病毒应答会杀死小

鼠大脑中的细胞" 不过!当小鼠处于细菌防御模式时!它们

会从葡萄糖的缺失中受益" 正如很多节食者所知道的!不

进食糖会迫使身体代谢脂肪!从而产生被称为酮类的化学

物质"

这种向酮类的转换似乎能让患有细菌性炎症的小鼠

受益" 如果这些小鼠被注射了葡萄糖!或者其酮类代谢通

过某些其他方式被阻止!它们便会死于由神经元损伤引发

的像癫痫一样的抽搐"

'()*+,-./

认为!这是因为葡萄糖的消化和细菌触发的

炎症产生了过多的高反应活性自由基!而这些自由基会损

伤神经元" 由病毒触发的炎症则不会产生自由基"
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