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青冈栎果壳提取物体外抗氧化及
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葡萄糖苷酶%

乙酰胆碱酯酶抑制能力研究
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摘要!以羟基自由基清除能力"

%*

联苯基
*!*

苦基肼基
(

T;;L

)自由基清除能力"超氧阴离子清除能力和
%

!

%*

联
氮
*

双(

O*

乙基苯并噻唑啉
*"*

磺酸)二铵盐(

VE<Q

)自由基清
除能力为指标!评估青冈栎果壳提取物(

A

)
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)的体外抗氧化活性$采用荧光
底物法评估

I[Q)

的
"

*

葡萄糖苷酶抑制能力$采用改良的
)..+,1

法评估
I[Q)

的乙酰胆碱酯酶抑制能力#结果表
明%

I[Q)

具有较好的抗氧化能力!其清除羟基自由基"

T;;L

自由基"

VE<Q

自由基和超氧阴离子的
-A

M#

值分别
为(

%(O8$Ol&8MM

)!(

'8O!l#8#'

)!(

%"8$Ol#8!$

)

(

2

*

+P

和
(

!""%8O(lO#8(!

)

(

2

<@?.?H

*

2

.

TK

#

I[Q)

抑制
"

*

葡萄
糖苷酶的

-A

M#

值为(

%$8'!l!8&&

)

(

2

*

+P

!显著优于对照药
物阿卡波糖$

I[Q)

还具有一定的乙酰胆碱酯酶抑制能力!

其
-A

M#

值为(

$%%8%&l%M8%"

)

(

2

*

+P

#

关键词!青冈栎$果壳$体外抗氧化$

"
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葡萄糖苷酶$乙酰胆
碱酯酶
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青冈栎果实是壳斗科青冈属乔木青冈栎!
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#的种子%由果仁和果壳组成&青冈栎果仁
富含淀粉,油脂,蛋白质,多酚等营养物质和活性成
分*

!S%

+

%民间常用作淀粉,酿酒原料或动物饲料%亦可药
用作为收敛剂%是一种具有较高开发价值的绿色食品
资源*

O

+

&

青冈栎除用于园林绿化和木材利用外%其大量的树
叶,树皮,树根和果实尚未得到开发利用&研究发现%青
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冈栎树叶提取液具有较强的抗氧化能力,抗癌,抗疲劳作
用*

$

+

%其树根提取液具有抗疲劳和抗癌活性*

M

+

-青冈栎果
实具有较强的抗癌活性*

"

+

%其种子提取物具有较强的清
除

VE<Q

自由基和
T;;L

自由基能力*

(

+

%说明青冈栎资
源具有很高的开发潜力&作为青冈栎的主要副产物%青
冈栎果壳约占果实重量的

%#N

%

$#N

%但其活性成分和
功能性质尚未见报道&

课题组前期采用超声波辅助乙醇提取了青冈栎果壳
中活性成分%发现提取物具有较强的铁还原能力和氧自
由基吸收能力&但对于其他方面的功能活性并未作研
究%且抗氧化能力涉及到多种反应特征和机理%单一的方
法不能准确全面地表征样品的抗氧化能力*

'

+

&试验拟以
羟基自由基,

T;;L

自由基,超氧阴离子,

VE<Q

自由基清
除能力为指标%评价青冈栎果壳提取物的体外抗氧化能
力-以抑制

"

*

葡萄糖苷酶的能力为指标%评估其体外降血
糖能力-以抑制乙酰胆碱酯酶的能力%评估其防治阿兹海
默症的能力&为进一步开发利用青冈栎资源提供依据&

!

!

材料与方法

!8!

!

材料与试剂
青冈栎果实"江苏省宿迁市沭阳县-

乙醇,

!

%

!*

二苯基
*%*

三硝基苯肼!

T;;L

#,

%

%

%*

联氮
*

双
*

!

O*

乙基苯并噻唑啉
*"*

磺酸#!

VE<Q

#,抗坏血酸!

]

I

#,

奎诺二甲基丙烯酸酯!

=@?.?H

#,氢氧化钠,过氧化氢,硫酸
亚铁,过硫酸钾%盐酸等"分析纯%天津市大茂化学试
剂厂-

三!羟甲基#氨基甲烷!

<@-7*LI.

#,水杨酸,邻苯三酚,

甘氨酸"北京索莱宝科技有限公司-

阿卡波糖,加兰他敏,

$*

甲基伞形酮
*

"

*7*

吡喃葡萄糖
苷!

$*Gb[

#,酿酒酵母
"

*

葡萄糖苷酶,二硫代二硝基苯甲
酸!

T<XE

#,硫代乙酰胆碱,电鳗乙酰胆碱酯酶!

VI/)

#"

西格玛奥德里奇!上海#贸易有限公司&

!8%

!

仪器与设备
循环水真空泵"

QL%*T

!

WWW

#型%邦西仪器科技有限
公司-

电子天平"

Vi%%$eL

型%奥豪斯仪器!常州#有限
公司-

紫外$可见分光光度计"

(%%X

型%上海菁华科技仪
器有限公司-

数显恒温水浴锅"

LL*"

型%上海力辰邦西仪器仪器
有限公司-

酶标仪"

Q

5

14@

25

L!

型%美国伯腾仪器有限公司-

超声波清洗器"

Q[M%##LT<

型%上海冠特超声仪器
有限公司-

旋转蒸发仪"

X*!##!

型%日本东京理化器械有限
公司&

!8O

!

方法
!8O8!

!

青冈栎果壳提取物的制备
!

青冈栎果实晒干后取
壳%粉碎%过

"#

目筛%

$Mk

恒温箱中烘干至恒重&准确称
取青冈栎果壳粉末%按料液比

!nO#

!

2

'

+P

#加入
$#N

的
乙醇水溶液%

%$#K

下超声提取
%#+-1

%过滤%残渣重复
提取

%

次%合并上清液%

$###@

'

+-1

离心
O#+-1

%弃去沉
淀%再将上清液反复抽滤至澄清透亮%得青冈栎果壳提取
液&将提取液于

M#k

下真空旋干%得青冈栎果壳提取物
!

I[Q)

#&

!8O8%

!

I[Q)

的体外抗氧化能力测定
!

!

#清除羟基自由基的能力"参照文献*

&

+的方法并稍
作改进%取

%+P

不同浓度的
I[Q)

溶液%与
%+P94Q:

$

!

&++?.

'

P

#和
%+P

水杨酸$乙醇溶液!

&++?.

'

P

#混合
均匀%再加入

%+P L

%

:

%

!

'8'++?.

'

P

#%迅速摇匀后%

O(k

水浴
O#+-1

%

O###@

'

+-1

离心
M+-1

%取上清液%测
定

M!#1+

处吸光值&以等量
$#N

乙醇替代
I[Q)

溶液
作空白%等量

&MN

乙醇替代水杨酸$乙醇溶液作对照%

]

I

代替
I[Q)

溶液作阳性对照%所有试验重复
O

次%按
式!

!

#计算羟基自由基的清除率&

>

U

!

Z

#

Z

#

#

#

!

! #

W

!##N

% !

!

#

式中"

>

$$$清除率%

N

-

#

$$$试验组的吸光值-

#

#

$$$对照组的吸光值-

#

!

$$$空白组的吸光值&

!

%

#清除
T;;L

自由基的能力"参照文献*

!#

+的方
法并稍作改进%取

%+P

不同浓度的
I[Q)

溶液与
%+P

T;;L

溶液!

#8% ++?.

'

P

#于试管中混匀%避光反应
%#+-1

%测定
M!(1+

处吸光值&以等量
$#N

乙醇替代
I[Q)

溶液作空白%等量
&MN

乙醇替代
T;;L

溶液作对
照%

]

I

代替
I[Q)

溶液作阳性对照%所有试验重复
O

次%

按式!

!

#计算清除率&

!

O

#清除超氧阴离子的能力"参照文献*

!!

+的方法并
稍作改进%采用邻苯三酚自氧化生成超氧阴离子&取
%$M

(

P<@-7*LI.

缓冲液!

B

L(8$

%

M# ++?.

'

P

#,

M#

(

P

I[Q)

溶液和
M

(

P

邻苯三酚溶液!

"#++?.

'

P

#%迅速混
匀%

O(k

水浴
"+-1

%测定
O%M1+

处的吸光度%每隔
O#7

读数一次%至
O##7

止&以
<@-7*LI.

缓冲液为对照%蒸馏
水为空白组%

]

I

做阳性对照&采用
<@?.?H

代替
I[Q)

溶
液测定标准曲线并计算相同吸光值下样品的当量浓度%

即
<@?.?H

当量!

<)

#%用
(

2

<)

'

2

TK

表示&所有试验
重复

O

次&

!

$

#清除
VE<Q

自由基的能力"参考文献*

!%

+的方法
并稍作改进%取

#8%+P

不同浓度的
I[Q)

溶液与
O8'+P

VE<Q

工作液%混匀%避光反应
"+-1

%测定
(O$1+

处吸

(%!

提取与活性
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光值&以
$#N

乙醇替代
I[Q)

溶液作空白%等量
&MN

乙
醇替代

VE<Q

溶液作对照%

]

I

代替
I[Q)

溶液作阳性对
照%所有试验重复

O

次%按式!

!

#计算清除率&

!8O8O

!

I[Q)

抑制
"

*

葡萄糖苷酶的能力
!

参考文献*

!O

+

的方法并稍作改进%在黑色
&"

孔酶标板中加入
M#

(

P

合
适浓度的

I[Q)

溶液和
M#

(

P$*Gb[

溶液%充分混匀%

然后加入
%#

(

P

"

*

葡萄糖苷酶溶液!

#8!b

'

+P

#%室温下
避光反应

%#+-1

%加入
!##

(

P

甘氨酸$

X,:L

溶液终止
反应%振荡

O#7

%在激发波长
OMM1+

%发射波长
$"#1+

下
测定荧光强度%利用荧光底物

$*Gb[

的荧光衰减程度来
判断

"

*

葡萄糖苷酶的抑制能力%以
$#N

乙醇代替
I[Q)

溶液作为空白%

;EQ

代替
"

*

葡萄糖苷酶溶液的反应作为
对照%以阿卡波糖为阳性对照&所有试验重复

O

次%按
式!

%

#计算抑制率&

>

U

!

Z

#

Z

#

#

#

!

Z

#

#

! #

W

!##N

% !

%

#

式中"

>

$$$抑制率%

N

-

#

$$$试验组的荧光强度-

#

#

$$$对照组的荧光强度-

#

!

$$$空白组的荧光强度&

!8O8$

!

I[Q)

抑制乙酰胆碱脂酶的能力
!

参考文献*

!O

+

的方法并稍作改进%依次加入
M#

(

PI[Q)

溶液,

!%M

(

P

T<XE

!

O++?.

'

P

#,

%M

(

P

乙酰胆碱脂酶!

#8%b

'

+P

#于
酶标板中%室温下反应

!M+-1

%再加入
%M

(

P

硫代乙酰胆
碱溶液%反应

!#+-1

后立即加入
%#

(

P#8$NQTQ

终止反
应&测定

$#M1+

处吸光值&以加兰他敏作为阳性对照%

;EQ

溶液代替乙酰胆碱脂酶为对照%

$#N

乙醇代替
I[Q)

溶液为空白&所有试验重复
O

次%按式!

%

#计算抑制率&

!8$

!

数据分析
采用

:@-

2

-1'8M

软件绘图%并对结果进行比较分析%

所有试验均平行
O

次%结果以!平均值
l

标准偏差#表示&

%

!

结果与分析
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I[Q)

的体外抗氧化能力
%8!8!

!

清除羟基自由基的能力
!

由图
!

可知%

I[Q)

与
]

I

清除羟基自由基的能力均随浓度的增加而增大-

I[Q)

清除羟基自由基的
-A

M#

值为!

%(O8$Ol&8MM

#
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+P

%与
商用抗氧化剂

]

I

尚有一定差距!

;

#
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#&

%8!8%

!

清除
T;;L

自由基的能力
!

由图
%

可知%

I[Q)

与
]

I

的变化趋势基本一致&当质量浓度
#

%#

(

2

'

+P

时%

I[Q)

和
]

I

对
T;;L

自由基的清除能力均随浓度的
增大先增强后趋于稳定&当质量浓度为

%#
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'

+P

时%对
T;;L

自由基的清除能力最强%达
'&8"$N

%

]

I

的清除率

图
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对羟基自由基的清除率
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茹月蓉等!青冈栎果壳提取物体外抗氧化及
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为
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的
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%与
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I

无显著性差异!
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#%表明
I[Q)

具有较强的清除
T;;L

自由基能力&

%8!8O

!

清除超氧阴离子自由基的能力
!

由图
O

可知%

I[Q)

清除超氧阴离子能力为!

! ""%8O( l
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%略高于
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图
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I[Q)

清除超氧阴离子的能力
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I[Q)

具有较强的抑制邻苯三酚自氧化能力&
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清除
VE<Q

自由基的能力
!

由图
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可知%

I[Q)

和
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对
VE<Q

自由基的清除率随浓度的增大而增大&当样
品质量浓度为
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的清除率高达
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]

I
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更强的清除
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自由基的能力&
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I[Q)

对
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葡萄糖苷酶的抑制能力
由图

M

可知%
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与阿卡波糖对
"

*

葡萄糖苷酶的抑
制能力均随浓度的增加而增大-
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的
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#%表明
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具有较强的抑制
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葡萄
糖苷酶的能力&

%8O

!

I[Q)

对乙酰胆碱酯酶的抑制的能力
由图

"

可知%

I[Q)

抑制乙酰胆碱酯酶的能力随浓度
的增加而增大%但弱于对照药物加兰他敏&
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酰胆碱酯酶的
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抑制乙酰胆碱酯酶的能力
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结论
以超声波辅助乙醇提取法提取了青冈栎果壳提取物

!

I[Q)

#%鉴于抗氧化复杂的反应特征和机理%采用了
$

种
不同抗氧化体系来综合表征

I[Q)

的抗氧化能力&结果
表明"

I[Q)

的清除羟基自由基的能力弱于商业抗氧化剂
]

I

-清除
T;;L

自由基和超氧阴离子能力与
]

I

无显著
性差异-清除

VE<Q

自由基的能力显著高于
]

I

%说明青
冈栎果壳可作为优良的天然抗氧化剂使用&
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抑制
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葡萄糖苷酶的
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M#

值为!
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%其抑制
能力高于阿卡波糖%也高于麻栎橡子*

!$

+

,麻栎叶*

!M

+等同
科植物%说明

I[Q)

具有较强的抑制
"

*

葡萄糖苷酶能力%

具备开发为天然的
"

*

葡萄糖苷酶抑制剂的潜力-
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抑制乙酰胆碱酯酶的
-A
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值为!
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#

(

2

'

+P

%高于丹参*
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+等药用植物%但离常用药物
加兰他敏尚有一定差距%需进行进一步分离纯化%寻找相
关活性物质%并考虑以其为母体进行结构修饰以增强其
活性*

!(

+

&后续可筛选出青冈栎果壳中具有抗氧化能力,

抑制
"

*

葡萄糖苷酶和乙酰胆碱酯酶的物质成分%并对其
结构进行鉴定%研究其工作机理&
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