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摘要!探清野地瓜茎不同极性萃取物的抗氧化活性"筛选

并鉴定抗氧化活性较高萃取物的主要化学成分#通过系

统溶剂法对野地瓜茎提取物进行萃取"获得石油醚!二氯

甲烷!乙酸乙酯!正丁醇相提取物及剩余上层被萃取水相

提取物$采用
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(自由基清除能力和总还原力'

BRVM

(试验综

合评价其不同极性萃取物的抗氧化活性$结合在线高效

液相色谱+质谱+二苯基三硝基苯肼'
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,

/'VVO

(快速筛选并鉴定活性较高萃取物中的抗氧

化活性成分#结果表明%正丁醇萃取物具有较强的抗氧

化活性'

V

%

"="+

("随着质量浓度的增大呈明显的剂量依

赖效应"正丁醇萃取物对
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自由基!

M\B[

自由基清

除能力的半数抑制浓度'
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(分别为'
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#经液相色谱!质谱!文献报道和对

照品的综合分析"从野地瓜茎正丁醇萃取物中筛选的
,

种

抗氧化活性化合物为
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咖啡酰奎宁酸!
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宁酸和
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咖啡酰奎宁酸#

关键词!野地瓜茎$抗氧化活性$活性成分$高效液相色

谱+质谱+二苯基三硝基苯肼
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野地瓜又名地果+地枇杷+过山龙+地板藤等'隶属桑

科榕属多年生匍匐木质藤本)野地瓜为食药两用资源'

广泛分布于中国的四川+贵州+广西+湖南等地'多野生'

其果实营养丰富'全株均可入药'外用可治无名肿毒+烫

火伤+止血等'煎药内服可治风热咳嗽+痢疾+水肿+黄疽+

风湿疼等病症,

#

-

)现代研究,

!I,

-发现'该属植物具有降

血糖+抗肿瘤+抗菌+抗炎等作用)野地瓜含有多种化学

成分'包括三萜类+甾醇类+香豆素类+酚苷类+脂肪酸类+

烷烃类+多糖类和黄酮类物质,

AI+

-

)虽然已有野地瓜地

下根中部分萃取物的抗氧化性报道,

)I-

-

'但未见对野地

瓜地上匍匐茎中抗氧化活性及抗氧化活性成分筛选和鉴

定的研究报道)

开发具有抗氧化活性的天然产物成为目前食品和药

物领域的研究热点'为此寻找各种高效分离和筛选天然

产物的方法成为了人们研究的焦点)其中高效液相色谱

串联自由基清除活性化合物检测系统#

OVWN/'M'/

'VVO

%在线检测抗氧化活性化合物的方法发展较

快,

$I(

-

'即高效液相色谱#

OVWN

%柱后在线添加稳定的

'VVO

自由基'提取物经高效液相色谱柱分离后经反应

环'洗脱液中的抗氧化剂与
'VVO

自由基发生给质子作

用使其在
+#-80

处的特征吸收峰消失'在色谱图中形成

负吸收峰'实现了粗提物中抗氧化成分的在线筛选和检

测'但对具有抗氧化活性的成分不能快速鉴别)近年来'

出现了在线高效液相色谱(质谱(二苯基三硝基苯肼

#

OVWN/'M'/.[P

*

L[

,

/'VVO

%技术'即在高效液相色谱

串联自由基清除活性化合物检测系统筛选抗氧化成分的

基础上'结合质谱在线分析'使天然活性产物一次进样便

能从复杂混合物中在线筛选并鉴别具有清除
'VVO

自由

基作用的化合物'弥补了采用单一技术缺乏抗氧化活性

成分快速鉴定能力的不足,

#"I##

-

)

为探讨野地瓜茎中抗氧化活性成分'试验拟采用

'VVO

+

M\B[

+

BRVM,

种体外抗氧化试验筛选野地瓜茎

不同极性萃取提取物'结合
OVWN/'M'/.[P

*

L[

,

/'VVO

技术快速筛选并鉴定有抗氧化活性的成分'以期为野地

瓜中抗氧化物质的研究开发提供依据)

#

!

材料与方法

#=#

!

材料与试剂

野地瓜茎样品$于
!"#(

年
!

月中旬采自贵州省毕节

市赫章县白果镇犀牛唐村高桥组'经贵阳学院杨碧仙教

授鉴定为桑科榕属野地瓜#

6/?+DE/Y(+'\<C=

%的茎&

N

#$

色谱柱#

A=)00p!+"00

'

+

(

0

%$

TG8?1[23

'日

本岛津公司&

V..Y

盘管#

#+0p"=!+A00

%$日本岛津公司&

三吡啶三吖嗪#

BVB_

%+

!

'

!

3

/

联氮
/

二#

,/

乙基
/

苯并

噻唑
/)/

磺酸%二铵盐#

M\B[

%$美国
[2

9

01

公司&

#

'

#/

二苯基
/!/

苦基肼基#

'VVO

%$南京奥多福尼生物

科技有限公司&

抗坏血酸+三氯乙酸#

BNM

%$分析纯'上海聚源生物

科技有限公司&

绿原酸$纯度
#

(-b

'中国食品药品检定研究院&

新绿原酸+隐绿原酸$纯度
$

($b

'美国斯坦福分析

化学品公司&

甲醇$色谱纯'上海阿拉丁生化科技股份有限公司&

试验用水为超纯水$北京嘉远环保科技有限公司&

其他试剂为国产分析纯)

#=!

!

仪器与设备

紫外分光光度计$

*X/!++"

型'日本岛津公司&

高效液相色谱仪$

WN/!"M

型'配二极管阵列#

'M'

%

检测器'日本岛津公司&

高效液相色谱仪$

WN/#)

型'配
*X

检测器'日本岛津

公司&

质谱仪$

e+""RZBJ&

型'美国
M\[NP.e

公司&

研磨机$

M##

型'德国
PYM

公司)

#=,

!

测定指标与方法

#=,=#

!

野地瓜茎浸膏及不同萃取物的制备
!

取干燥的野

地瓜茎#用蒸馏水洗净泥土'阴干%粉碎'称取
!""

9

'按液

料比
!"l#

#

0W

*

9

%投料'于
$"m

下用
-+b

乙醇回流提

取
!

次'每次
!5

'合并提取液后减压浓缩至无醇味得浸

膏
+"

9

'加入
#""0W

蒸馏水使浸膏充分溶解成混悬液'

置于分液漏斗中'依次以两倍体积的石油醚+二氯甲烷+

乙酸乙酯+正丁醇分级萃取'直至颜色变浅'得到相应萃

取组分和上层被萃取水相'将各萃取液用旋转蒸发仪减

压浓缩后于
-+m

烘箱下烘干'分别得到石油醚+二氯甲

烷+乙酸乙酯+正丁醇+水相提取物为
#=(+

'

,=!"

'

A=")

'

#!="A

'

#$=("

9

'即得率分别为
"=($b

'

#=)"b

'

!=",b

'

)="!b

'

(=A+b

'置于
Am

冰箱内备用)

#=,=!

!

野地瓜茎不同极性萃取物抗氧化活性测定
!

分别

精密称定
#=,=#

条件下的石油醚+二氯甲烷+乙酸乙酯+正

丁醇和水相萃取物'以
X

N

为阳性对照进行抗氧化活性

分析)

#

#

%

'VVO

自由基清除率$根据文献,

#!

-)

#

!

%

M\B[

自由基清除率$根据文献,

#,

-)

#

,

%总还原力#

BRVM

%$根据文献,

#A

-)

#=,=,

!

溶液的配置

#

#

%

'VVO

自由基溶液的配制$称取
'VVO

标准品'

精密称定'配制成浓度为
!+

(

9

*

0W

的甲醇溶液'

"=A+

(

0

滤膜过滤'现配现用)

#

!

%样品溶液的制备$精密称定
#=,=#

条件下野地瓜

茎正丁醇萃取物
!="0

9

'用甲醇定容于
#"0W

容量瓶中'

"=A+

(

0

滤膜过滤'备用)

#=,=A

!

色谱与质谱工作条件
!
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刘永玲等!野地瓜茎正丁醇萃取物中主要抗氧化活性成分的筛选



'VVO

在线筛选野地瓜茎正丁醇萃取物中抗氧化活性成

分参数及装置流程参照耿丹丹等,

#+

-的方法并稍作改动)

#

#

%

OVWN/#

#

WN/!"M

高效液相色谱仪%工作条件$

色谱柱为
TG8?1[23N

#$

#

A=)00p!+"00

'

+

(

0

%&流动

相为甲醇#

M

%(

"=!b

冰乙酸溶液#

\

%'梯度洗脱程序为

"

$

$028

'

!"b

$

!+b M

&

$

$

#, 028

'

!+b M

&

#,

$

,+028

'

!+b

$

)"b M

&

,+

$

,-028

'

)"b

$

!"b M

&

,-

$

A,028

'

!"b M

&流速
#="0W

*

028

&

'M'

检测器'检测波

长
,""80

&进样量
#"

(

W

&柱温
!+m

)样品经
OVWN/#

色

谱柱后分流至
OVWN/!

的流速
"=-0W

*

028

'

OVWN/#

色

谱柱后分流至质谱的流速
"=,0W

*

028

)

#

!

%

OVWN/!

#

WN/#)

高效液相色谱仪%工作条件$反

应环为
V..Y

盘管#

#+0p"=!+A00

%&流动相为
'VVO

甲醇溶液#

!+

(

9

*

0W

%'流速
"=A+0W

*

028

'

*X

检测器'检

测波长
+#-80

)

#

,

%质谱工作条件$

M\[NP.ee+""RZBJ&

质谱

仪&电喷雾
.[P

'正离子模式&离子源温度
++"m

&离子源

电压
++""X

&

L[

扫描范围
+"

$

#+""'1

&

L[

*

L[

扫描

范围
+"

$

#+""'1

&

L[

诱导碰撞电压
#"X

&

L[

*

L[

诱

导碰撞电压
,+X

)

#=A

!

数据处理

野地瓜茎不同极性组分体外抗氧化活性测定'每个

处理进行
,

次重复试验)试验数据用
.S@>3

进行整理'测

定结果用平均值
q

标准误差来表示)自由基清除率试验

的半 数 抑 制 浓 度
10

+"

值 用
[V[[ !!="

的
VCGH2E

R>

9

C>442G8

计算&试验数据采用
P\L[V[[!!="

软件进行

单因素差异分析'以
V

%

"="+

为具有统计学显著差异&

UC1

F

5V1?VC240-="

+中药色谱指纹图谱相似度评价系统

作图)

!

!

结果与分析
!=#

!

野地瓜茎不同极性萃取物抗氧化活性评价
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自由基清除作用
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茎不同极性萃取物与
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由图
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可知'各极性萃取物均表现出一定的
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自

由基和
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自由基清除活性'且随着浓度的增加'清除

能力逐渐增强'表现出剂量相关性)其中正丁醇+乙酸乙

酯萃取物和
X

N

在低浓度下就显示出较好的
'VVO

自由

基和
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自由基清除效果)图
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中'

X

N

和正丁醇+二氯
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自由基能力的顺序为
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#
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丁醇
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乙酸乙酯
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有一定的还原能力'且随质量浓度的增加而增加'其中正

丁醇+乙酸乙酯+二氯甲烷萃取物和
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在低浓度下就显
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的还原能力分别是
X

N

+乙酸乙酯+二氯甲烷+水和石油醚
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结论
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