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摘#要#测定了白花菜子四种不同溶剂提取物的总多酚含量"总黄酮含量和体外抗氧化活性% 以没食子酸为对照品!采用福

林+酚试剂法测定白花菜子提取物中总多酚的含量'以芦丁为对照品!采用可见+紫外分光光度法测定白花菜子提取物中总

黄酮的含量% 通过测定 K̀KE自由基清除率"氢氧基清除率和还原能力来评价白花菜子提取物的抗氧化活性% 在四种白

花菜子不同溶剂提取物中!总黄酮含量从高到低的顺序为乙酸乙酯提取物#PL99$ J甲醇提取物#PI9$ J石油醚提取

物#PK99$ J二氯甲烷提取物#PP9$'总多酚含量从高到低的顺序为PI9JPL99JPK99JPP9% 白花菜子提取物各种

方法抗氧化活性从高到低的顺序为PI9JPL99JPK99JPP9!与总多酚含量顺序一致% 结果表明白花菜子乙酸乙酯提

取物总黄酮含量最高!白花菜子甲醇提取物总多酚含量最高!且甲醇提取物具有很强的抗氧化活性!可以用作抗氧化药物或

食品添加剂!因此有必要对白花菜子的化学成分"体内抗氧化活性和机理进行深一步的研究%
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与分析*食品分析*生物分离' 9+G7.4&!&)"M(%&*Oii@-3G'

##随着医学*分子生物学和食品科学等的快速发

展$抗氧化作用越来越显示出它的生命力$人们对抗

氧化剂关注也在不断增强' 研究表明$心脑血管病*

癌症*衰老*帕金森症*类风湿*关节炎等疾病发生都

和自由基有关(!)

' 由活性氧引发的自由基会使人

体内的蛋白质与脂质发生链式氧化反应$导致细胞

膜*酶*组织和基因受损$以至发生衰老或疾病' 适

当补充外源性抗氧剂或给予能促使机体内源性抗氧

化物质恢复到一定水平的药物$可以改善这一状况'

抗氧剂也是一种重要食品添加剂$它可阻止或延缓

油脂的自动氧化$用于防止食品因氧化导致营养损

坏*褐变及褪色等' 抗氧剂广泛用于食品工业$且需

求量逐年增加' 因此$从天然食材中寻找高效安全

的抗氧化物质一直是研究热点'

研究表明$植物多酚含量及种类与抗氧化性功

效有关($)

' 天然多酚包括从简单结构到复杂高分

子聚合物的很多物质$简单结构物质主要有酚酸类*

苯丙素*黄酮类化合物$高分子聚合物包括木质素*

大分子色素及单宁等$其中以黄酮类化合物最为常

见' 黄酮类化合物是广泛存在于自然界的一大类化

合物$在植物体中常以游离或与糖结合成苷的形式

存在$是目前倍受关注的天然活性产物之一' 黄酮

类化合物具有清除自由基和抗应激反应的能力$临

床上可以治疗多种疾病$具有抗菌*抗炎*抗病毒*抑

制艾滋病病毒和提高免疫力等作用$用于治疗高血

压*心肌缺血*肝炎*肝硬化等$研究进展很快'

白花菜"!97=(7B46"6A2" C<#为白花菜科白花

菜属一年生草本植物$别名五梅草*羊角菜*臭花菜

等$原产于古热带$现全球热带*亚热带都有分布'

在我国也是田野路边常见的野生植物$分布广泛$资

源丰富$它富含对人体有益的多种微量元素和氨基

酸*粗脂肪*维生素*矿物质等$具较高的营养价值和

医疗保健作用' 通常以嫩茎叶供食用$全草及种子

供药用' 白花菜的种子称为白花菜子$为河北省习

用药材$性味苦*辛$温$具有祛风除湿*活血止痛的

功效$常用于治疗风湿痹痛*跌打损伤等' 白花菜子

所含的成分主要为挥发油类*三萜类和多酚类物

质(M$")

' 迄今为止未见关于白花菜子抗氧化活性的

报道$为更好开发利用白花菜子$本文对白花菜子不

同溶剂提取物的抗氧化活性进行研究'



!"材料与方法

!#!"材料

白花菜子购于河北省安国药材市场$经衡水市

药品检验所蔡咏梅主任中药师鉴定为白花菜科植物

白花菜 !97=(7B46"6A2" C<的成熟种子'

K̀KE自由基$$$'+二叔丁基对甲苯酚"AE1#

购于 ,.5G7+L48:.-2 公司%抗坏血酸";-#对照品"中

国药品生物制品检定所$批号 &$!$$*#$没食子酸对

照品 "中国药品生物制品检定所$批号 !$&*'M+

$&&"!$#$芦丁对照品"中国药品生物制品检定所$

批号 !&&&)&+$&&(&(#$其他化学试剂均为国产分析

纯或生化试剂'

仪器&1e+!%&! 双光束紫外可见分光光度计"北

京普析通用仪器有限责任公司#%h_!&$ 微型植物试

样粉碎机"北京永光明仪器有限公司#%gj+"&&g̀ A

型高功率数控超声波清洗器"昆山市超声仪器有限

公司#% _̀h+'&$! 型真空干燥箱"上海精宏实验设备

有限公司#%电热恒温水浴锅"北京市长风仪器仪表

公司#%A,$!&, 电子天平"北京赛多利斯天平有限

公司#%h_!&$ 微型植物试样粉碎机"北京永光明仪

器有限公司#%LA>F1L1L+"&&& 旋转薄膜蒸发仪

"E/.834Z2 公司$德国#'

!#$"方法

!<$<!#白花菜子不同溶剂提取物制备

取自然干燥的白花菜子 * D5$以石油醚为溶剂

置于索氏提取器中进行提取$石油醚提取液减压回

收石油醚后$干膏加入 %*V乙醇溶解$再加入等量

水混合均匀$放置过夜$减压过滤$滤液加活性碳脱

色$减压浓缩$浓缩液经恒温"'& R#水浴浓缩后$真

空干燥 " '* R# 至恒重$得石油醚部分提取物

"PK99#%索氏提取后的白花菜子用 %*V乙醇室温

浸提 M 次$每次 ") 2$过滤$滤液合并$减压回收乙

醇$浓缩提取液置于 '& R恒温水浴至几乎无乙醇

味$稠膏于干燥恒重的蒸发皿中真空恒温干燥至接

近恒重' 将所得膏状物悬浮于水中"!o$#$分别依

次用二氯甲烷"$&& G\k*#*乙酸乙酯"$&& G\k

"#*甲醇"$&& G\kM#萃取' 各部分萃取液减压回

收溶剂至干$用少量 %*V乙醇溶解并移入干燥恒重

的蒸发皿中$经恒温"'& R#水浴浓缩后$真空干燥

"'* R#直至恒重$分别为二氯甲烷部分提取物

"PP9#*乙酸乙酯部分提取物"PL99#*甲醇部分提

取物"PI9#$备用' 用水或乙醇稀释制备下面实验

所需提取液'

!<$<$#总多酚含量测定

采用福林+酚法"h34.0+P.3-74?/H#测定各提取物

总多酚的含量(*)

' 取 !<& G\提取液依次加入

!& G\去离子水*!<& G\福林+酚试剂$* G.0 后加入

$&V 的碳酸钠溶液 $<& G\$蒸馏水定容至刻度$混

匀$暗处放置 ! 2$于波长 ('& 0G处分别测定吸光

度值'

取没食子酸对照品 $<)% G5$ 精密称定$ 置

*& G\棕色容量瓶中$蒸馏水溶解定容至刻度$作为

对照品储备液' 吸取上述没食子酸对照品溶液

&<*$ !<&$ !<*$ $<&$ $<*$ M<&$ M<* G\于 $* G\棕

色容量瓶中$加适量蒸馏水$依次加入 !& G\去离子

水*!<& G\福林+酚试剂$* G.0 后加入 $&V 的碳酸

钠溶液 $<& G\$蒸馏水定容至刻度$混匀$暗处放置

! 2$在波长 ('& 0G处分别测定吸光度值$求回归方

程和线性关系'

!<$<M#总黄酮含量测定

以芦丁为对照品$采用可见+紫外分光光度法测

定白花菜子提取物总黄酮的含量' 取 $<& G\提取

液和不同浓度的芦丁对照品溶液$分别置 !& G\量

瓶中$加入水使成 * G\$再精密加 *V 亚硝酸钠溶

液 &<M G\$摇匀$放置 ' G.0%加 !&V 硝酸铝溶液

&<M G\$摇匀$放置 ' G.0%加 !&V 氢氧化钠溶液

"<& G\$再加水至刻度$摇匀$放置 !* G.0$在*!& 0G

的波长处测定吸光度' 以芦丁浓度"D#为横坐标$

以吸光度"E#为纵坐标$求标准曲线的回归方程$计

算白花菜子提取物的总黄酮含量'

!<$<"#抗氧化活性测定

##"!#对 K̀KE自由基清除能力的测定('$()

'

制备 K̀KE自由基溶液&精确称取 &<&!& ) 5

K̀KE自由基样品$无水乙醇溶解并定容至 $*& G\

容量瓶中$即得到浓度为 &<&"M G5SG\的 K̀KE自

由基溶液'

将不同浓度白花菜子提取物乙醇溶液与 K̀KE

自由基等体积混合$摇匀$放置于黑暗中 M& G.0 后$

于 *!) 0G下测定吸光度值"L

.

#' 将不同浓度白花

菜子提取物乙醇溶液与无水乙醇进行等体积混合于

试管中$摇匀$放置于黑暗处 M& G.0 后于 *!) 0G下

测定吸光度值为";

>

#' 取蒸馏水与 K̀KE自由基溶

液等体积相混合于试管中测定其吸光度值";

&

#'

以F<作阳性对照$按下列公式进行计算$得到 K̀+

KE自由基清除率$求出-!

*&

值'

G &

;

&

.;

5

.;

>

;

&

'!&&H'

式中$G为 K̀KE自由基清除率V%;

&

为 K̀KE自由

基吸光度值%;

5

为不同浓度白花菜子提取物与 K̀KE

自由基作用后吸光度值%;

>

为不同浓度白花菜子提

取物的吸光度值'
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##"$#对氢氧基>E清除率的测定('$()

'

将白花菜子四种不同溶剂提取物配成质量浓度

为 $ G5SG\的溶液$取 ( 支试管$依次加入 ! G\浓

度为 &<(* GG34S\的邻菲啉溶液$!* G\浓度为

!*& GG34S\的磷酸缓冲液$充分混匀$加入 ! G\浓

度为 &<(* GG34S\的硫酸亚铁$立即混匀$然后向 *

支试管中加入一定量的白花菜子提取液$混匀$另外

两支试管中不添加白花菜子提取液$一支中添加

! G\&<&!V双氧水$一支中不添加$用纯净水定容

至 !& G\$M( R恒温培养箱中保温培养 ! 2$在 *M'

0G波长处测定吸光度值$计算公式如下

I&

;

!

.;

$

;

M

.;

$

'

式中$I为氢氧基清除率$V%;

!

为添加白花菜子提

取物样品吸光度值%;

$

为添加双氧水空白吸光度值%

;

M

为未添加双氧水空白吸光度值'

##"M#还原能力的测定())

'

将白花菜子提取物配制成不同浓度的乙醇溶

液$各取溶液 !<& G\$加入浓度为 &<$ G34S\磷酸缓

冲液"ZEp'<'#$<* G\$再加入 !& G5SG\的铁氰

化钾溶液 $<* G\$混匀$在 *& R水浴下作用 M& G.0

后加入 !&& G5SG\的三氯乙酸 $<* G\$混匀后于

M &&& :SG.0 下离心 !& G.0$取上清夜 $<* G\与浓

度为 &<!V 的氯化铁水溶液 &<* G\混合$室温反应

!& G.0 后在 (&& 0G波长下测定吸光度值"以溶剂

代替样品做空白#$求吸光度平均值'

##""#数据分析'

所有数据均重复测定三次$用平均数 q标准

偏差",*#来表示'

$"结果与讨论

$#!"总多酚含量

以吸光度值 ";# 对没食子酸含量"!# 进行线

性回归$回归方程为 ;&&<!!$ *!'&<M)& ($2&

&<%%% )$ 没食子酸浓度在"!<!' T)<&%#

$

5SG\

范围内线性关系良好'

PK99*PP9*PL99*PI9的总多酚含量分别为

M<"$$$<!$$!"<"M$!%<&* G5S5$测定结果表明$白花

菜子甲醇提取物PA9的总多酚含量最高'

$#$"总黄酮含量

以吸光度值 ";# 对芦丁含量"!# 进行线性回

归$ 得回归方程为 ; &!$<$!!.&<!)* $$2&

&<%%% %$芦丁浓度在"!&<M T*!<*#

$

5SG\范围内

线性关系良好'

PK99*PP9*PL99*PI9的总黄酮含量分别为

&<(*$&<*$$M<&$$!<*M G5S5$测定结果表明$白花菜

子乙酸乙酯提取物PL99的总黄酮含量最高'

$#:"抗氧化活性

$<M<!#对 K̀KE自由基清除能力的测定

K̀KE自由基清除法是测定抗氧化活性最常用

的一种方法' 对 K̀KE自由基清除率的高低是天然

抗氧化剂筛选的指标之一' 通常用 -!

*&

值表示对自

由基的清除能力$-!

*&

值越小$表明抗氧化活性越

高' 从表 ! 可以看出$在试验浓度范围内$;-溶液

和四种白花菜子提取物对 K̀KE自由基都具有比较

强的清除效果$并且随着浓度的增加$其抗氧化能力

也相应提高' 对 K̀KE自由基的清除率顺序为&

PI9J;-JPL99JPK99JPP9' 在相同的浓

度下$四种白花菜子不同溶剂提取物中$甲醇提取物

对 K̀KE自由基的清除效果略强于;-$说明白花菜

子甲醇提取物对 K̀KE自由基的具有很好的清除

能力'

表 !"白花菜子不同提取物对KLL;自由基的清除作用

-)./'!"-6'KLL;+2)I'(5&(5 )23&I&39 <HI)1&<4+

'O31)23+<H!"#$%#&'()(*+) ,#+''8+

浓度S

"G5-G\

U!

#

&<&$* &<&* &<! &<$ &<M

PK99 !&<"% q&<&! M*<&$ q&<&$ **<)! q&<&! ('<%) q&<&! (%<*' q&<&!

PP9 "<*& q&<&M M!<*$ q&<&! *"<'M q&<&' ($<)* q&<&* ("<)& q&<&$

PL99 !(<&* q&<&$ "&<!$ q&<&$ '&<M( q&<&! ("<'$ q&<&$ )&<') q&<&!

PI9 (&<)( q&<&! (*<(% q&<&$ (%<(% q&<&M )M<'& q&<&$ %&<(% q&<&!

;- '!<$" q&<&! '$<M! q&<&M '%<(* q&<&$ (*<%M q&<&! )M<'! q&<&M

$<M<$#对氢氧基清除率的测定

活性氧自由基在自然界普遍存在$生物体内物

质在代谢过程中和受到外界射线或有毒物质作用

后$也可产生各种自由基' 自由基化学性质比较活

泼$自由基产生过多和"或#清除能力下降$容易和

体内的其他一些基团反应$从而造成体内细胞损伤$

引发一些疾病' 氢氧基自由基的化学性质比较活

泼$极易和一些分子基团发生反应$因此$清除氢氧

基是机体抵御疾病有效的手段之一' 白花菜子四种

不同溶剂提取物及 AE1对氢氧基的清除效果见表

$' 从表 $ 可以看出$随着几种物质浓度的增加$对

氢氧基的清除作用明显增强$四者都呈现量效关系$

但在相同的浓度下$白花菜子的四种溶剂提取物对

K̀KE自由基的清除效果均不及 AE1$在四种白花

菜子不同溶剂提取物中$甲醇提取物对氢氧自由基

的清除能力最强$对 >E自由基的清除率顺序为&

AE1JPI9JPL99JPK99JPP9'

$<M<M#还原能力的测定

测定物质的还原力就是测定该物质将 h/

M l还

原为h/

$ l的能力$这是一种快速间接的测定被测物

($!
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清除自由基能力的方法' 从表 M 的测定结果可以看

出$白花菜子提取物的还原能力与提取物的浓度呈

一定的线性关系$随物质浓度的增加$还原能力不断

增加' 四种不同溶剂提取物中$石油醚*二氯甲烷*

乙酸乙酯提取物的还原能力均低于对照 AE1$只有

甲醇提取物的还原能力强于对照 AE1' 几种提取

物的还原能力大小顺序为&PI9JAE1JPL99J

PK99JPP9'

表 $"白花菜子不同提取物对P;自由基的清除作用

-)./'$"-6'P;+2)I'(5&(5 )23&I&39 <HI)1&<4+

'O31)23+<H!"#$%#&'()(*+) ,#+''8+

浓度S

"G5-G\

U!

#

&<&* &<! &<$ &<M

PK99 $&<)$ q&<&M M!<(( q&<&! "$<&$ q&<&M "'<$) q&<&'

PP9 !%<'% q&<&$ M&<)M q&<&$ M'<*& q&<&M "M<)& q&<&"

PL99 $"<!% q&<&* M*<!* q&<&$ "*<$$ q&<&$ *M<'$ q&<&M

PI9 $*<'* q&<&" M'<%& q&<&" "%<&& q&<&! '!<%) q&<&M

AE1 $%<&$ q&<&* "!<&* q&<&M *'<$) q&<&$ ($<(( q&<&$

表 :"白花菜子不同提取物的还原能力

-)./':"-6'1'842&(5 7<*'1<HI)1&<4+'O31)23+

<H!"#$%#&'()(*+) ,#+''8+

浓度S

"G5-G\

U!

#

&<&$* &<&* &<! &<$ &<M

PK99 &<!** q&<&&M &<!(M q&<&&$ &<$"! q&<&&' &<M*% q&<&&$ &<"%$ q&<&&M

PP9 &<!'& q&<&&M &<!)M q&<&&) &<$"% q&<&&$ &<M*& q&<&&* &<"** q&<&&(

PL99 &<!'( q&<&&) &<!)% q&<&&' &<M!% q&<&&% &<"'$ q&<&&) &<)&) q&<&&"

PI9 &<$&* q&<&&M &<$"M q&<&&$ &<"!* q&<&&M &<*() q&<&&$ &<%"( q&<&&!

AE1 &<!)" q&<&&* &<$&* q&<&&M &<M)) q&<&&* &<*') q&<&&( &<%!" q&<&&!

:"结论

"!# 通过对白花菜子四种不同溶剂提取物总多

酚含量*总黄酮含量* K̀KE自由基清除率*>E自由

基清除率和还原能力的测定可见$总黄酮含量从高

到底的顺序为乙酸乙酯提取物 J甲醇提取物 J石

油醚提取物J二氯甲烷提取物$总多酚含量从高到

底的顺序为甲醇提取物 J乙酸乙酯提取物 J石油

醚提取物J二氯甲烷提取物' 白花菜子提取物各种

方法抗氧化活性的顺序与总多酚含量顺序一致' 结

果表明在四种白花菜子不同溶剂提取物中$白花菜

子乙酸乙酯提取物总黄酮含量最高$白花菜子甲醇

提取物总多酚含量最高且具很强的抗氧化活性$估

计与各部分含有的黄酮类化合物和单宁等成分

有关'

"$# 白花菜子不同溶剂提取物表现出了不同程

度的抗氧化活性$相比之下$白花菜子甲醇提取物具

有很强的抗氧化活性$这可能和它含有的多酚类化

合物有关' 提示白花菜子提取物可以用作抗氧化药

物或食品添加剂$有必要对它的化学成分*体内抗氧

化活性和抗氧化机理进行深一步的研究'
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