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摘　要 :为探讨唐古特白刺 (N itraria tangutorun Bobr. )果实花色苷体外清除自由基活性 ,研究了其对超氧阴离子

(O2
2·)体系、羟基自由基 (·OH )体系和二苯代苦味酰基自由基 (DPPH·)体系的清除效果 ,并与抗坏血酸

(Vc)进行了比较。结果表明 ,该花色苷对 O2
2·、·OH、DPPH·均具有清除作用 ,且与浓度呈量效关系。对

·OH和 DPPH·清除效果相对较好 ,优于 Vc。
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Abstract: The free radical scavenging activities of anthocyanins from the fruits of N itraria tangutorun Bobr. in vitro were

studied in superoxide anion (O2
2·) , hydroxyl radical (·OH) and DPPH·system s. The results showed that the antho2

cyanins possessed remarkable scavenging effects against O2
2·, ·OH and DPPH· in a dose dependent manner. The

scavenging capacities of anthocyanins for ·OH and DPPH·were comparable to those of V itam in C.
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　　自由基是生物体内在生命活动过程中生物化学

反应产生的中间产物。由各种氧自由基所引发的氧

化作用 ,是导致身体中各组分和器官损伤、病变的重

要原因之一 [ 1 ]。随着自由基研究的不断深入 ,人们

认识到 : O2
2·、·OH等自由基和过氧化氢 ( H2 O2 )

与衰老、癌症、心脑血管疾病和炎症的发生与发展密

切相关。因此 ,开发高效、无毒、价廉的天然自由基

清除剂对养生保健、疾病治疗等具有重要意义。

柴达木盆地的唐古特白刺 (N itraria tangu torun

Bobr. )资源丰富 ,分布广 ,由于抗逆性强、根系发达 ,

其再生能力强。研究表明 ,柴达木盆地的唐古特白

刺果实具有抗氧化作用 [ 2 ]。从其果实中提取的红

色素属于花色苷类物质 [ 3 ]
, Kano等已证明紫心甘薯

中含有的花色苷在体内外都具有抗氧化活性 [ 4 ]。

研究表明 ,一些天然色素具有抗氧化和清除自由基

的作用 [ 5 ]。而对唐古特白刺果实花色苷体外清除

自由基能力的研究未见报道 ,为明确唐古特白刺果

实中的抗氧化成分 ,本研究从其中提取花色苷 ,探讨

了其对 O2
2·、·OH及 DPPH·的清除效果 ,旨在为

开发天然、无毒自由基清除剂提供依据。

1　材料与方法

1. 1　试剂与仪器

二苯代苦味酰基自由基 (DPPH·, Sigma公

司 ) ;邻苯三酚、三羟甲基氨基甲烷 ( Tris)、邻二氮

菲、七水合硫酸亚铁、抗坏血酸等均为国产分析纯试

剂 ; X25大孔吸附树脂 (南开大学树脂厂 ) ; FD21C型

冷冻干燥机 (郑州长城科工贸有限公司 ) ; Cary 300

型紫外可见分光光度计 (美国 Varian公司 )。



1. 2　花色苷提取

唐古特白刺果实于 2006年 9月下旬采自柴达

木盆地腹地的诺木洪农场 ,将白刺果实 40 ℃烘干 ,

去除种子 ,取其果皮、果肉 ,粉碎过 40目筛 ;参考文

献 [ 3 ]方法 , 1%盐酸 + 60%乙醇作为提取剂 ,料液比

1∶4,温度 40 ℃的条件下回流提取 3次 ,每次 2 h。

减压浓缩提取液后 ,用 X25大孔吸附树脂静态吸附
纯化白刺花色苷 ( 80%乙醇解析 ) ,解析液浓缩 ,冷

冻干燥 ,得到纯化的花色苷避光保存 ,备用 (7. 5 kg

白刺干果经大孔吸附树脂纯化后得到 93 g紫红色

花色苷粉末 ,得率为 1. 24% )。

1. 3　O2
2·产生及清除

11311　邻苯三酚自氧化产物测定波长的选择

邻苯三酚在碱性条件下能迅速自氧化、释放出

O2
2·,生成有色的中间产物 ,关于中间产物的最大

吸收波长 ,所参考的文献报道不一致 [ 528 ] ,这与实验

方法和条件有关 ,为此对其最大吸收波长进行了测

定。

取 0. 05 mol/L pH 8. 2的 Tris2HCl缓冲液 4. 5

mL,置于 25 ℃水浴中预热 20 m in ,加入 1 mL蒸馏

水和 0. 4 mL 25 mmol/L的邻苯三酚溶液 ,混匀后于

25 ℃水浴中反应 5 m in,加入 8 mol/L HCl 1. 0 mL

终止反应 ,以 Tris2HCl缓冲溶液作参比 ,紫外可见分

光光度计扫描 ,得吸收光谱图 [ 6 ]
,结果见图 1。从图

中可见 ,邻苯三酚自氧化的中间产物在 268 nm处有

最大吸收峰 ,故确定 268 nm为测定波长。

图 1　邻苯三酚自氧化产物的最大吸收峰

Fig11　UV spectrum of autooxidative p roducts of pyrogallol

11312　O2
2·清除试验

空白对照组为上面扫描波长时的溶液 ,样品组

以 1 mL试样代替蒸馏水 ,另外设本底组 (只用 0. 4

mL 10 mmol/L盐酸代替邻苯三酚 ) ,在 268 nm处测

定吸光值 ,每个处理均做三个重复。同浓度 Vc作

对比试验。清除率的计算公式 :

O2
2·清除率 ( % ) = 100 [A0 - (A1 - A2 ) ] /A1

其中 , A0为空白的平均吸光度 , A1为试样的平

均吸光值 , A2为本底的平均吸光值。

1. 4　·OH自由基产生及清除

通过 Fenton反应所产生的 HO·,可使邻二氮

菲 2Fe
2 +水溶液氧化为邻二氮菲 2Fe

3 +
,从而使邻二

氮菲 2Fe2 +在 536 nm处的最大吸收峰消失 ,据此可

推知系统中 HO·的量的变化。

取 0. 75 mmol/L邻二氮菲溶液 1 mL于试管中 ,

依次加入 0. 2 mmol/mL的磷酸盐 (pH = 7. 4)缓冲

溶液 2 mL和蒸馏水 1 mL,充分混匀后 ,加 0. 75

mmol/L硫酸亚铁溶液 1 mL,混匀 ,加 0. 01% H2 O2 1

mL,于 37 ℃下水浴 60 m in,于 536 nm处测吸光度

(AP )。

同上 ,只将 1 mL H2 O2用 1 mL蒸馏水代替 ,测

吸光度 (AB ) ;用试样溶液 1 mL代替上面的 1 mL蒸

馏水 ,测吸光度 (AS ) 。同浓度 Vc作对照试验。清

除率的计算公式如下 :

HO·自由基清除率 : d ( % ) =
AS - AP

AB - AP

×100

1. 5　清除 DPPH·能力的测定 [ 1 ]

11511　DPPH·自由基标准曲线的制作

准确称取 DPPH·标准品 25 mg,用甲醇溶解并

定容至 500 mL。得浓度为 0. 5 mg/mL的标准母液 ,

再用甲醇稀释成不同浓度的溶液 ,分别测 515 nm处

的吸光值 ,制作标准曲线 ,见图 2。表明在 0. 005～

0. 050 mg/mL范围内 DPPH·自由基的含量与吸光

值呈良好线性关系。

图 2　DPPH·自由基的标准曲线

Fig12　Standard calibration curve of DPPH· radical

11512　清除 DPPH·自由基活力

取 0. 2 mL不同浓度样品的甲醇溶液 ,加入 7. 8

mL浓度为 0. 025 mg/mL DPPH·甲醇溶液 ,立即混

匀 ,避光室温放置 30 m in,以原溶剂甲醇调零 ,测定

在 515 nm处吸光度 (重复 3次 )。用同浓度 Vc作

对比试验。按下式计算 DPPH·清除率 (将吸光度

依标准曲线换算成浓度 ) :

清除率 ( % ) = [ 1 -
(DPPH·) t

(DPPH·) t = 0
] ×100

其中 , (DPPH·) t = 0表示 0时刻体系中 DPPH·

的起始浓度 ; (DPPH·) t表示 30 m in时体系中 DP2
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PH·的浓度。

2　结果与讨论

2. 1　对碱性邻苯三酚体系产生的 O2
2·的清除作

用

邻苯三酚在自氧化反应中产生 O2
2·,生成有

色中间产物 ,可用分光光度法测定。自氧化初始阶

段中间产物累积 ,当加入清除剂时 ,可清除 O2
2·,

阻止产物积累。故可通过测定加入抑制剂前后其吸

光值的变化来判断花色苷对 O2
2·的清除效果。

不同浓度白刺果实花色苷溶液及对照物 Vc加

入到 O2
2·发生体系后 ,其对 O2

2·的清除能力见图

3。白刺果实花色苷与 Vc对 O2
2·的清除效果均随

其质量浓度的增大而增大。白刺果实花色苷在 0. 5

～3. 5 mg/mL范围内 ,对 O2
2·的清除率随着浓度的

增加呈平缓上升关系 ,最大清除率不到 50% ;而 Vc

在 0. 5～1. 5 mg/mL的范围内 ,对 O2
2·的清除率上

升很快 ,在浓度达到 1. 5 mg/mL以后 ,其清除率趋

于平缓 , 3. 5 mg/mL时清除率为 95. 25% ,其 IC50值

低于 0. 5 mg/mL。说明唐古特白刺花色苷对 O2
2·

有一定的清除能力。

花色苷清除自由基的活性与其自身的结构有一

定的关系。A环上的邻二羟基是清除 O2
2·的活性

基团 ,而试验中唐古特白刺果实花色苷对 O2
2·的

清除能力较低 ,可以推测出其花色苷 A环上可能有

邻二酚羟基 ,且含量低。

图 3　唐古特白刺果实花色苷和 Vc对 O2
2·清除能

力的比较

Fig13　O2
2· radical scavenging of anthocyanins from

fruits of N itraria tangu torun Bobr.

2. 2　对·OH清除作用

在所有氧自由基中 , ·OH是最活泼也是最具

危害性的自由基 ,往往更难消除 ,已发现许多抗氧化

剂清除 O2
2·,但却不能清除·OH

[ 9 ]
,本试验研究表

明 ,有机溶剂提取的白刺果实花色苷对 ·OH有很

强的清除作用。如图 4可知 ,白刺果实花色苷和 Vc

对由 Fenton反应所产生的 HO·的清除效果均与浓

度呈量效关系。在 0. 01～0. 22 mg/mL,白刺果实花

色苷与 Vc对羟自由基的清除率分别为 22. 82%～

83. 97%和 4. 38%～67. 28%。花色苷清除·OH的

IC50值为 0. 12 mg/mL左右 , Vc的 IC50值 0. 20 mg/

mL左右 ,这说明白刺果实花色苷对·OH有很强的

清除能力 ,且稍强于同浓度的 Vc。

花色苷清除自由基时 ,一般在 B环上有邻羟基

结构 (B环上的邻二羟基对·OH的清除至关重要 ,

不单促进了电子的离域化 ,有助于在供氢后形成相

对稳定的自由基中间体 ) ,且羟基数目越多 (羟基的

供氢或供电子能力越强 ) ,捕获自由基的能力越强。

在试验中表明唐古特白刺果实花色苷对·OH有显

著的清除效果 ,可以推测唐古特白刺果实中含有 B

环上具有邻二酚羟基的花色苷 ,这类化合物含量较

高。

图 4　唐古特白刺果实花色苷和 Vc对 ·OH清除能

力的比较

Fig14　·OH radical scavenging of anthocyanins from

fruits of N itraria tangutorun Bobr.

2. 3　对 DPPH·自由基的清除作用

二苯代苦味酰基自由基 (DPPH·)是一种很稳

定的以氮为中心的自由基 ,若受试物能将其清除 ,则

提示受试物具有降低羟自由基、烷自由基或过氧化

氢自由基的有效浓度和打断脂质过氧化链反应的作

用。DPPH·有个单电子 ,其乙醇水溶液呈紫色 ,加

入受试物后 ,可以动态监测其对 DPPH·的清除效

果。

不同浓度白刺果实花色苷溶液及对照物 Vc加

入到 0. 025 mg/mL DPPH·甲醇溶液 ,反应 30 m in

后 ,其清除能力如图 5所示。白刺果实花色苷与 Vc

对 DPPH·的清除效果与浓度呈量效关系。白刺果

实花色苷在极低浓度时就能显著清除 DPPH·,浓

度为 0. 005 mg/mL时 ,清除率为 76. 43% ,浓度为

01030 mg/mL时 ,清除率为 89. 15% ;在 0. 005～

01030 mg/mL范围内 ,同浓度的白刺果实花色苷清

除效果显著高于 Vc,此后再提高二者的浓度 ,清除
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率相当且变化不大。在所选浓度范围内白刺果实花

色苷对 DPPH·表现出很强的清除效果。

若受试物将 DPPH·清除 ,则其对 ·OH、烷基

自由基及 H2 O2等也有一定的抑制作用。本试验结

果证明了唐古特白刺果实花色苷对 DPPH·和

·OH的清除效果是一致的 ,同样可以推测唐古特白

刺果实中含有 B环上具有邻二酚羟基的花色苷。

而关于唐古特白刺果实花色苷清除不同自由基的机

理和其花色苷配基的具体种类及糖基的类型、数量

还有结合位置等均有待于进一步研究。

图 5　唐古特白刺花色苷和 Vc对 DPPH·清除能力

的比较

Fig15　DPPH· radical scavenging of anthocyanins from

fruits of N itraria tangu torun Bobr.

3　结论

本研究表明 ,唐古特白刺果实花色苷是一种良

好的天然自由基清除剂。它不仅是天然食品着色

剂 ,同时也是一种具有显著抗活性氧功能的花色苷。
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