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摘要!以金银花$核桃叶$南非醉茄$何首乌$红景天$石榴皮
%

种提取物为试验对象#通过硝酸铝,亚硝酸钠比色法测定了

总黄酮含量(采用
E[K'

$

\((B

与
-CA6<A

法测定了其抗氧

化能力并进行比较(采用
(C275<A

法进行相关性分析%结果

表明&对
\((B

自由基的清除能力顺序为金银花
&

核桃叶
&

南非醉茄
&

红景天
&

何首乌
&

石榴皮(对羟基自由基的清除

能力顺序为金银花
&

核桃叶
&

南非醉茄
&

何首乌
&

石榴

皮
&

红景天(对
E[K'

d自由基清除能力顺序为金银花
&

核

桃叶
&

红景天
&

南非醉茄
&

何首乌
&

石榴皮%总黄酮含量

对
\((B

$

E[K'

d与羟基自由基清除能力的相关系数分别

为
$:)"/

#

$:)#)

#

$:=/"

#表明总黄酮含量与清除
\((B

$

E[K'

d自由基能力呈显著相关性#与清除羟基自由基能力

相关性不显著%

关键词!金银花(何首乌(红景天(石榴皮(南非醉茄(核桃叶(

总黄酮(抗氧化活性
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由于自由基与人体内多种疾病相关%近年来%自由基与

健康的相关性逐渐成为研究热点,

"

-

&自由基又称为0游离

基1%是细胞正常的代谢产物,

9

-

%它是一种缺乏电子的物质%

具有很强的反应性%它可以从其他化合物中获得电子来维

持稳定,

!

-

&众多医学研究表明%过量的自由基可以破坏人

体内包括
\?E

,

#

-

+蛋白质,

Z

-

+脂质,

%

-等各种生物大分子的

完整性%从而导致各种各样疾病的发生发展&抗氧化剂可

以清除自由基从而防止自由基对人体的各种损害,

=

-

%

[BK

+

[BE

等是人们最常用的合成抗氧化剂%然而%这些抗氧化

剂在抗氧化的同时也存在潜在的致癌作用,

)

-

&因此%开发

安全+无毒无害+健康的天然抗氧化剂具有重要的应用

价值,

/

-

&

黄酮类化合物是植物次生代谢的产物%广泛存在于天然

植物中,

"$Y""

-

&众多研究表明%黄酮类化合物具有抗炎,

"9

-

+

抗氧化,

"!

-

+抗菌,

"#

-

+抗肿瘤,

"Z

-等生物活性&大多数黄酮类

化合物均有较强的抗氧化作用,

"%

-

%而黄酮类化合物的一些

/Z"



药理活性也往往与其抗氧化作用相关,

"=

-

&近年来%因黄酮

类其药理作用在食品+医药领域研究较为深入%加快了其化

合物的开发利用,

")Y"/

-

&刘昌平等,

9$

-研究发现%金银花中黄

酮类化合物可以阻断亚油酸的自氧化作用$陈红红等,

9"

-研

究表明核桃叶中的总黄酮对
%0

半乳糖导致的衰老小鼠具有

延缓衰老的作用$龚晓武等,

99

-证明了红景天黄酮类提取物

对超氧阴离子+

\((B

自由基+羟基自由基具有较好的清除

作用$王涛等,

9!

-证明何首乌黄酮类提取物对羟基自由基具

有较好的清除能力$刘梦星等,

9#

-证明石榴皮总黄酮提取物

对羟基自由基具有较好的清除能力$朱海升等,

9Z

-研究表明

南非醉茄根提取物在抗老年痴呆方面具有重要作用&本研

究从植物来源及未来开发利用等多方面考虑%对已经报道的

植物进行筛选分析之后%以金银花+何首乌+石榴皮+红景天+

南非醉茄+核桃叶
%

种植物提取物为研究对象%利用硝酸

铝'亚硝酸钠比色法,

9%

-测定
%

种物质提取物总黄酮含量%

再采用羟基自由基!/

JB

#清除率,

9=

-

+

"

%

"0

二苯基
090

三硝基

苯肼 !

"

%

"0P3

T

8CA

Q

4090

T

3;7

Q

48

Q

P72p

Q

4

%

\((B

#清 除 率,

9)

-

+

E[K'

d自由基清除率,

9/

-评价
%

种物质的抗氧化性%以期筛

选出抗氧化性最强的植物%并分析其量效关系%旨在为黄酮

类功能性食品的开发提供理论依据&

"

!

材料与方法
":"

!

材料与仪器

":":"

!

材料与试剂

新鲜核桃叶"采自淄博市博山区$

金银花+何首乌+红景天+石榴皮+南非醉茄提取物"陕西

信瑞生物科技有限公司$

芦丁标准品+

\((B

+

E[K'

"纯度
(

/)N

%国药集团化学

试剂有限公司$

无水乙醇"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

其他试剂均为分析纯&

":":9

!

主要仪器设备

旋转蒸发器"

D&0Z9EE

型%上海亚荣生化仪器厂$

循环水式真空泵"

'B+0\

型%巩义市予华仪器有限责任

公司$

超声清洗器"

Hi0=$$&

型%昆山超声仪器有限公司$

电热鼓风干燥箱"

\BO0/"#$E

型%上海一恒科学仪器有

限公司$

高速万能粉碎机"

-F"$$

型%天津市泰斯特仪器有限

公司$

分光光度计"

>̀09%$$

型%日本岛津!中国#有限公司$

电子天平"

G&!$!&

(

$9

型%梅特勒
0

托利多仪器!上海#有

限公司&

":9

!

方法

":9:"

!

样品液的制备
!

准确称取
$:"1

L

金银花+石榴皮+核

桃叶+南非醉茄+何首乌+红景天提取物于
"$1G

容量瓶中用

蒸馏水定容至刻度%得到
"$1

L

(

1G

的样品液&

":9:9

!

总黄酮含量的测定

!

"

#标准液的配置"准确称取
"$1

L

芦丁标准品%置于

"$$1G

容量瓶中%用
%$N

乙醇定容至刻度%得浓度为

$:"1

L

(

1G

的标准液&

!

9

#标准曲线的建立"准确吸取芦丁标准液
$:$$

%

":$$

%

9:$$

%

!:$$

%

#:$$

%

Z:$$1G

置于
"$1G

的试管中%加入
!$N

的

乙醇至
Z1G

%加入
ZN

亚硝酸钠溶液
$:!1G

%混匀$放置

%13A

后加入
"$N

硝酸铝溶液
$:!1G

%摇匀$放置
%13A

后

加入
"$N

氢氧化钠溶液
#1G

%摇匀$最后用
%$N

的乙醇定

容至
"$1G

%摇匀%

"Z13A

后于
Z"$A1

处测定吸光值%根据

所得数据%以芦丁浓度为横坐标%吸光度值为纵坐标绘制标

准曲线!见图
"

#%得线性回归方程为"

G

f"":$#XY$:$$=%

%

L

9

f$://Z9

&

图
"

!

芦丁标准曲线
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L

@7C"

!

'62AP27P;@7RC<S7@63A
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!

!

#样品液总黄酮含量的测定"分别准确吸取
"1G

各

样品液于
"$1G

容量瓶按
":9:9

!

9

#的方法加入显色剂%加

%$N

的乙醇至刻度%摇匀%

"$13A

后%于
Z"$A1

处测吸光度&

以未加样品液的为空白%每个样品重复
!

次&总黄酮含量按

式!

"

#计算"

7

P

A

R

K

R

Z

M

% !

"

#

式中"

7

'''黄酮类物质含量%

1

L

(

L

$

A

'''提取液中总黄酮质量浓度%

1

L

(

1G

$

K

'''稀释倍数$

Z

'''提取液定容体积%

1G

$

M

'''样品质量%

L

&

":9:!

!

\((B

自由基的清除作用
!

精密称取
=:))

L

\((B

%

用无水乙醇溶解并定容于
"$$1G

容量瓶中%得到浓度为

9̂ "$

Y#

1<4

(

G

的
\((B

溶液%

#]

保存%现配现用&避光取

91G

样品液于
"$1G

容量瓶中%用
=$N

乙醇定容至刻度&

取
!

组标号为
"

+

9

+

!

+

#

+

Z

的
Z

支
Z1G

离心管加样%混匀后

室温避光静置
!$13A

%在波长为
Z"=A1

条件下测定吸光值%

按式!

9

#计算
\((B

清除率并计算
+A

Z$

!当抑制率到达
Z$N

时所需抗氧化剂的量#&每个样品做
!

次平行&

%

P

"

Q

#

/

Q

#

V

#

8

! #

R

"$$N

% !

9

#

式中"

%

'''

\((B

自由基清除率%

N

$

#

/

'''

91G

样品液与
91G\((B

混合后的吸光度$

#

V

'''

9 1G

样品液与
9 1G=$N

乙醇混合后的吸

$%"

提取与活性
!

9$"=

年第
%

期



光度$

#

8

'''

91G \((B

与
9 1G=$N

乙醇混合后的吸

光度&

":9:#

!

羟基自由基的清除作用
!

分别量取
$:#

%

$:)

%

":9

%

":%

%

9:$1G

样品液于
"$1G

容量瓶中%并用
=$N

乙醇定容至刻

度&取
!

组标号为
"

+

9

+

!

+

#

+

Z

的
Z

支
Z1G

离心管加样%第

一组分别加入
"1G$:=Z11<4

(

G

的邻二氮菲与
Z

种不同浓

度梯度的样品
" 1G

%后加入
$:=Z 11<4

(

G

的硫酸亚铁

"1G

%最后加入
%$11<4

(

GB

9

J

9

"1G

%混匀后水浴
%$13A

%

在波长
Z!%A1

条件下测定吸光值得
#

C

$第二组+第三组分

别用蒸馏水替代
%$11<4

(

GB

9

J

9

得
#

I

+用蒸馏水代替样品

溶液得
#

O

%按式!

!

#计算羟基自由基清除率并计算
+A

Z$

&每

个样品做
!

次平行&

$

P

#

C

Q

#

O

#

I

Q

#

O

R

"$$N

% !

!

#

式中"

$

'''羟基自由基清除率%

N

&

":9:Z

!

E[K'

d自由基的清除作用
!

分别量取
$:#

%

$:)

%

":9

%

":%

%

9:$1G

样品液于
"$1G

容量瓶中%并用
=$N

的乙醇定

容至刻度&取
9

组标号为
"

+

9

+

!

+

#

+

Z

的
Z

支
Z1G

离心管加

样%将经暗处理
9#8

的体积比为
"

"

"

的混合液!

=11<4

(

G

的
E[K'

和
9:Z11<4

(

G

的
H

9

'

9

J

)

#稀释
#$

$

Z$

倍%使其在

=!#A1

处吸光度为
$:=e$:$9

%制成
E[K'

d工作液&第一

组中分别取
$:)1GE[K'

d与
$:91G

无水乙醇混合均匀%

测得吸光值为
#

$第二组中分别取
$:)1GE[K'

d与各浓度

梯度的提取液
$:91G

混合均匀%测得吸光值为
#

$

&样品混

匀后室温避光静置
%13A

%再在
=!#A1

条件下测定吸光值&

按式!

#

#计算
E[K'

d自由基清除率并计算
+A

Z$

&每个样品

做
!

次平行&

#

P

#

Q

#

$

#

R

"$$N

% !

#

#

式中"

#

'''

E[K'

d自由基清除率%

N

&

":9:%

!

数据分析
!

采用
'

T

55R"/:$

软件进行统计分析%

(C275<A

法进行相关性分析%

\@A;2A

法进行显著性分析&

9

!

结果与分析

9:"

!

%

种总黄酮类提取物的含量

由图
9

可知%

%

种物质的总黄酮含量顺序为"金银花
&

核

桃叶
&

南非醉茄
&

红景天
&

何首乌
&

石榴皮&其中%金银

花+核桃叶+南非醉茄总黄酮含量分别是石榴皮的
#:%

%

9:Z

%

9:#

倍&

9:9

!

%

种提取物的抗氧化活性

9:9:"

!

\((B

自由基的清除能力
!

\((B

作为一种稳定的

自由基%而被广泛应用于自由基清除试验中&由图
!

可知%

%

种不同浓度的黄酮类提取物对
\((B

自由基均有清除作

用%且随浓度升高清除作用增强%但
%

种物质清除
\((B

自

由基的增幅不明显&

!!

研究表明黄酮类物质含量与抗氧化性具有相关性,

!$

-

%

\((B

清除率达到
Z$N

时的组分浓度!

+A

Z$

#与清除能力呈

反比%

+A

Z$

越大%其清除
\((B

自由基的能力就越小,

!"

-

&

图
#

结果显示
%

种提取物
+A

Z$

范围为
$:$/%

$

$:!=#1

L

(

1G

%

其中金银花提取物的
+A

Z$

最小为
$:$/%1

L

(

1G

%石榴皮提取

物的
+A

Z$

最大为
$:!=#1

L

(

1G

&

%

种提取物清除
\((B

自

由基的顺序为"金银花
&

核桃叶
&

南非醉茄
&

红景天
&

何首

乌
&

石榴皮&

图
9

!

%

种提取物的总黄酮含量

-3

L

@7C9

!

K8C6<624S42R<A<3P<S53bCb672;6

图
!

!

%

种提取物对
\((B

自由基的清除能力

-3

L

@7C!

!

';2RCA

L

3A

L

;2

T

2;36

Q

<S53bCb672;66<

\((B72P3;24

图
#

!

清除
\((B

自由基的
+A

Z$

值

-3

L

@7C#

!

K8C+A

Z$

<S\((B5;2RCA

L

3A

L

726C

9:9:9

!

羟基自由基的清除能力
!

羟基自由基被公认为是最

具活性的活性氧%能导致生物体内
\?E

+蛋白质和脂质氧化

损伤&目前关于羟基自由基的产生机理%最被广泛接受的是

过渡金属离子催化的
-CA6<A

反应,

!9

-

&

B

9

J

9

(

-C

9d体系可以

通过
-CA6<A

反应产生羟基自由基%邻二氮菲
0-C

9d水溶液被

羟基自由基氧化为邻二氮菲
0-C

!d后%其在
Z!%A1

处的最大

吸收峰消失%

#

Z!%

值降低&当反应体系中加入羟基自由基清

"%"

第
!!

卷第
%

期 付晶晶等"金银花等
%

种植物提取物总黄酮含量与抗氧化性相关性研究
!



除剂时%此过程受到抑制&试验结果表明!见图
Z

#核桃叶+金

银花+南非醉茄+红景天+何首乌+石榴皮均对羟基自由基具

有清除作用%并且在浓度为
$:$)

$

$:"%1

L

(

1G

时%清除能力

变动幅度较大%

$:"%1

L

(

1G

后变动幅度趋于平稳&整体看

%

种提取物对羟基自由基清除能力均随浓度升高而增高%因

此
%

种提取物对羟基自由基清除能力表现出一定的量效

关系&

%

种植物提取物
+A

Z$

范围为
$:$#Z

$

$:!"%1

L

(

1G

!见

图
%

#%金银花提取物
+A

Z$

为
$:$#Z1

L

(

1G

%明显低于其它

Z

种物质%红景天提取物
+A

Z$

最大!为
$:!"%1

L

(

1G

#%

%

种提

取物清除羟基自由基的顺序为"金银花
&

核桃叶
&

南非醉

茄
&

何首乌
&

石榴皮
&

红景天&

图
Z

!

%

种提取物对羟基自由基的清除作用

-3

L

@7CZ

!

';2RCA

L

3A

L

;2

T

2;36

Q

<S53bCb672;66<5@

T

C7<b3PC

72P3;246<8

Q

P7<b

Q

472P3;24

图
%

!

清除羟基自由基的
+A

Z$

值

-3

L

@7C%

!

K8C+A

Z$

<S5@

T

C7<b3PC72P3;246<

8

Q

P7<b

Q

472P3;245;2RCA

L

3A

L

726C

9:9:!

!

E[K'

d自由基清除能力
!

E[K'

自由基经活性氧氧

化产生稳定的蓝绿色自由基
E[K'

d

%在
=!#A1

处有最大吸

收峰%在抗氧化物质的作用下反应体系褪色%因而依据吸光

值的变化可以衡量待测物对
E[K'

d自由基清除能力&本试

验利用该法测定
%

种提取液的抗氧化能力%结果表明!见

图
=

#%

%

种提取物对
E[K'

d自由基均有清除作用&其中金

银花提取物在浓度为
$:9#1

L

(

1G

时增幅较大%其它
Z

种提

取物增幅趋于平稳%随提取物黄酮浓度的增加
%

中提取物对

E[K'

d自 由 基 清 除 能 力 均 增 加&说 明
%

种 提 取 物 对

E[K'

d自由基的清除能力存在一定的量效关系&

提取物
+A

Z$

的变动范围为
$:$%=

$

$:#"Z1

L

(

1G

!见

图
)

#%其中金银花提取物
+A

Z$

最小为
$:$%=1

L

(

1G

%所以其

图
=

!

%

种提取物对
E[K'

d自由基的清除作用

-3

L

@7C=

!

';2RCA

L

3A

L

;2

T

2;36

Q

<S53bCb672;66<

E[K'

d

72P3;24

图
)

!

清除
E[K'

d自由基的
+A

Z$

值

-3

L

@7C)

!

K8C+A

Z$

<SE[K'

d

72P3;245;2RCA

L

3A

L

726C

抗氧化性最强%其他
Z

种提取物中石榴皮的
+A

Z$

最大%其抗

氧化性最弱&

%

种提取物
E[K'

d自由基清除能力顺序为"

金银花
&

核桃叶
&

红景天
&

南非醉茄
&

何首乌
&

石榴皮&

9:9:#

!

%

提取物总黄酮含量与抗氧化性相关性分析
!

对
%

种

总黄酮提取物抗氧化性进行了
(C275<A

法相关性分析!结果

见表
"

#%表明总黄酮含量与清除
\((B

自由基+

E[K'

d自由

基能力呈显著相关性%与清除羟基自由基能力相关性不显

著&由此总黄酮在抗氧化过程中起着较为重要的作用&

表
"

!

%

种提取物总黄酮含量与抗氧化性相关性分析r

K2M4C"

!

'3bV3AP5<SCb672;6S42R<A<3P5;<A6CA62A24

Q

535

7C426CP6<68C<b3P263<A7C53562A;C

指标 总黄酮
\((B

自由基 羟基自由基
E[K'

d自由基

总黄酮
":$$$

\((B

自由基
$:)"/

$

":$$$

羟基自由基
$:=/" $:%$) ":$$$

E[K'

d自由基
$:)#)

$

$:)Z%

$

$:Z/Z ":$$$

!

r

!$

显著相关!

(

#

$:$Z

#&

!

!

结论
供试的

%

种植物提取物的总黄酮含量及对自由基清除

能力表现出一定的差异性&并且随着总黄酮含量的增加抗

氧化能力随之增加&可能是黄酮类物质的多样性及各个样

品中具有抗氧化的种类及其中具有抗氧化的有效黄酮种类

和含量不同&黄酮类物质种类繁多%但并不是所有的黄酮类

化合物都具有相同的抗氧化能力%而是与每种化合物的结构

9%"

提取与活性
!

9$"=

年第
%

期



有关&

据以往研究,

!!

-表明黄酮类化合物只是衡量物质抗氧化

的一个主要指标%所以不同物质表现出不同的清除能力可能

与其主导的抗氧化性物质种类有关&至于能不能将黄酮类

物质含量作为唯一衡量抗氧化的指标%值得进一步研究&
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:

桔核中柠檬苦素类物质最佳提取条

件的探讨及清除
\((B

活性的研究,

.

-

:

食品与机械%

9$$%

%

99

!

%

#"

=#0=%:

,

9/

-马博%张婷婷%黎远成%等
:

麻疯树籽壳总黄酮的提取及其羟基

自由基清除作用,

.

-

:

食品与机械%

9$"#

%

!$

!

Z

#"

"/%0"//:

,

!$

-欧阳凯%何先元%陈飞%等
:

四齿四棱草总皂苷提取工艺优化及

抗氧化性研究,

.

-

:

食品与机械%

9$"%

%

!9

!

=

#"

"#"0"#Z:

,

!"

-唐福才%关天旺%姚敦琛%等
:

微波提取龙眼核中多酚及其抗氧

化活性的研究,

.

-

:

广东化工%

9$"Z

%

#9

!

Z

#"

"=%0"==:

,

!9

-贾之慎%邬建敏%唐孟成
:

比色法测定
-CA6<A

反应产生的羟自

由基,

.

-

:

生物化学与生物物理进展%

"//%

%

9!

!

9

#"

")#0")%:

,

!!

-郭小补%廖森泰%刘吉平%等
:

不同桑品种的桑叶总黄酮含量与

体外抗氧化活性的相关性,

.

-

:

蚕业科学%

9$$)

%

!#

!

!

#"

!)"0!)%:

!%"

第
!!

卷第
%

期 付晶晶等"金银花等
%

种植物提取物总黄酮含量与抗氧化性相关性研究
!


