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黄秋葵水提物的组分及体外抗氧化活性分析
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　　摘要：拟测定黄秋葵水提物主要功能成分，并系统研究其水提物的体外抗氧化作用，为黄秋葵今后的开发利用提
供相应的理论基础。试验得到水提烘干与冻干２种样品，对其中的功能成分进行测定，通过不同自由基［２，２′－联
氮－二（３－乙基－苯并噻唑－６－磺酸）二铵盐自由基（ＡＢＴＳ＋·）、１，１－二苯基－２－三硝基苯肼自由基（ＤＰＰＨ·）、
羟自由基（·ＯＨ）、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）］清除能力的测定，以及铁离子还原／抗氧化能力（ｆｅｒｒｉｃｉｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｏｗｅｒ，简称ＦＲＡＰ）和氧化自由基吸收能力（ｏｘｙｇｅｎｒａｄｉｃａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅｃａｐａｃｉｔｙ，简称 ＯＲＡＣ）的测定，系统地
对水提物的体外抗氧化活性进行研究。结果表明，黄秋葵水提物抗氧化能力和浓度有一定的量效关系，对ＡＢＴＳ＋·、
ＤＰＰＨ·、·ＯＨ、Ｏ－２·的ＥＣ５０分别为０．１、０．２、８．３、０．９ｍｇ／ｍＬ，ＦＲＡＰ为（３６５．５±５．３０）μｍｏｌ／ｇ（以Ｔｒｏｌｏｘ计），ＯＲＡＣ为

１８０．２μｍｏｌ／ｇ（以Ｔｒｏｌｏｘ计）。由结果可知，黄秋葵具有良好的抗氧化性，有极好的开发前景。
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　　黄秋葵［Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ（Ｌ．）Ｍｏｅｎｃｈ］为锦葵科秋
葵属一年生草本植物，目前在国内多个地区均有栽培，其资源

较为丰富。黄秋葵嫩果特有黏性物质，富含蛋白质、不饱和脂

肪酸、维生素、多糖、黄酮类化合物等，且营养丰富，黄秋葵还

可作为菜、药、花兼用，具有很高的开发利用价值和应用前

景［１－２］。目前对于黄秋葵功效研究，主要集中在其抑菌作用、

抗氧化、抗疲劳、降血糖血脂、保健护胃等方面［３－６］。

自由基作为生命活动的天然中间代谢产物，与生命体损

伤、衰老和一些疾病密切相关。因此，天然抗氧化物质清除自

由基的能力已经成为体外抗氧化活性研究的热点［７－９］。已有

利用黄秋葵水提物进行抗疲劳与降血糖等相关研究［３－５］，但

目前未见对黄秋葵水提物体外抗氧化作用的系统研究报道。

本研究以黄秋葵嫩荚的水提物为基础，通过２种不同干燥方
法获得黄秋葵水提物干品，进行系统的体外抗氧化研究，以期

为黄秋葵水提物的综合利用提供理论和实践依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
黄秋葵，购自北京新发地农产品批发市场。２，２′－联

氨－二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）（ＡＢＴＳ），Ｓｉｇｍａ；１，
１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ），Ｓｉｇｍａ；２，４，６－三吡啶
基三嗪（ＴＰＴＺ），Ｓｉｇｍａ；６－羟基 －２，５，７，８－四甲基色烷 －
２－羧酸（Ｔｒｏｌｏｘ），Ｓｉｇｍａ；２，２′－偶氮二（２－甲基丙基咪）二盐
酸盐（简称ＡＡＰＨ），Ｓｉｇｍａ；其他试剂为国产分析纯。
１．２　仪器与设备

２８０２紫外－可见分光光度计，ＵＮＩＣＯ公司；ＸＨ－Ｃ旋涡
振荡仪，金坛市医疗仪器厂；ＲＥ－６０００亚荣旋蒸蒸发器，上海
亚荣生化仪器厂；ＨＺＱ－Ｆ１６０全温振荡培养箱，常州诺基仪
器有限公司；ＥｐｏｃｈＴＭ微孔板分光光度计，美国伯腾仪器有限
公司（ＢｉｏＴｅｋ）；ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００Ｐｒｏ多功能酶标仪，帝肯（上海）
贸易有限公司（ＴｅｃａｎＧｒｏｕｐＬｔｄ）。
１．３　黄秋葵水提物的提取工艺

黄秋葵嫩荚→切片→自然晾干→加水浸泡（加热搅
拌）→过滤→滤液烘干→称质量。

黄秋葵水提物提取率计算公式：

水提物得率＝（水提物质量／黄秋葵鲜质量）×１００％。
１．４　测定方法
１．４．１　多糖和总糖测定方法
１．４．１．１　标准曲线的绘制［１０］　配制０．２ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准
溶液，分别吸取０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９ｍＬ
葡萄糖标准溶液，各以水补至２．０ｍＬ，加入６％苯酚１ｍＬ，然
后迅速加入５ｍＬ浓硫酸，静止１０ｍｉｎ，摇匀，室温放置２０ｍｉｎ
后于４９０ｎｍ测定吸光度，用２ｍＬ水按同样显色操作作为空
白对照，横坐标为多糖浓度（ｍｇ／ｍＬ），纵坐标为吸光度，得到
标准曲线。

１．４．１．２　黄秋葵多糖含量的测定　称取１．００ｇ黄秋葵水提
物，加入１００ｍＬ蒸馏水，超声溶解，然后加入４倍体积的无水
乙醇，静置２ｈ，离心，烘干。

将黄秋葵粗多糖加入一定体积的蒸馏水中溶解，经适当

稀释后，参照“１．４．１．１”节标准曲线的制作方法进行样品中
多糖含量的测定。

１．４．１．３　黄秋葵总糖含量的测定　称取１ｇ黄秋葵水提物，
加入１００ｍＬ蒸馏水，超声溶解，定容至１００ｍＬ，取 １ｍＬ样
品，稀释至１００ｍＬ，参照“１．４．１．１”节标准曲线的制作方法进
行样品中总糖含量的测定。
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１．４．２　水分含量的测定　参照ＧＢ５００９．３—２０１６《食品中水
分的测定》。

１．４．３　灰分含量的测定　参照ＧＢ５００９．４—２０１６《食品中灰
分的测定》。

１．４．４　果胶含量的测定　参照ＮＹ／Ｔ２０１６—２０１１《水果及其
制品中果胶含量的测定》。

１．５　抗氧化测定方法
１．５．１　ＡＢＴＳ＋·清除能力　参考 Ｌｉ等的方法［１１］，分别配制

ＡＢＴＳ储备液（７．４ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｋ２Ｓ２Ｏ８储备液（２．６ｍｍｏｌ／Ｌ）、
Ｔｒｏｌｏｘ标准液（０．３ｍｍｏｌ／Ｌ），以及不同浓度的黄秋葵水提物
水溶液。取上述 ＡＢＴＳ储备液 ０．２ｍＬ与 Ｋ２Ｓ２Ｏ８储备液
０．２ｍＬ混匀，于室温黑暗处存放１２ｈ，稀释４０～５０倍即为
ＡＢＴＳ工作液，使其在７３４ｎｍ处的吸光度为０．７±０．０２。取
ＡＢＴＳ工作液０．８ｍＬ和样品０．２ｍＬ，混匀，振荡１０ｓ，静置
６ｍｉｎ。以蒸馏水作为空白对照，以Ｔｒｏｌｏｘ标准液作为阳性对
照。ＡＢＴＳ＋·清除率计算公式如下：
ＡＢＴＳ＋·清除率＝［Ｄ７３４ｎｍ（０）－Ｄ７３４ｎｍ］／Ｄ７３４ｎｍ（０）×１００％。

式中：Ｄ７３４ｎｍ（０）为空白对照在７３４ｎｍ处的吸光度。
１．５．２　ＤＰＰＨ自由基清除能力　参考 Ｌｉ等的方法［１１］，取

１ｍＬＤＰＰＨ乙醇溶液（０．０５ｍｇ／ｍＬ），在５１９ｎｍ处测吸光度
（以１．２～１．３最佳）。取２ｍＬ上述 ＤＰＰＨ溶液加入试管中，
加入１ｍＬ不同浓度的样品液，混合，静置３０ｍｉｎ，测 Ｄ５１９ｎｍ。
以蒸馏水作为空白对照，以 Ｔｒｏｌｏｘ标准液作为阳性对照。
ＤＰＰＨ自由基清除率计算公式如下：
ＤＰＰＨ自由基清除率＝［Ｄ５１９ｎｍ（０）－Ｄ５１９ｎｍ］／Ｄ５１９ｎｍ（０）×１００％。
式中：Ｄ５１９ｎｍ（０）为空白对照在５１９ｎｍ处的吸光度。
１．５．３　·ＯＨ清除能力［１２］　参考文镜等的方法［１２］，稍作改

动。清除羟自由基能力参照水杨酸捕捉羟自由基法测定。取

９ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４溶液、９ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸溶液各１ｍＬ，加入不
同浓度的样品溶液 １ｍＬ与适量蒸馏水，最后加入 １ｍＬ
８．８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液后摇匀，３７℃水浴加热１５ｍｉｎ，测其
Ｄ５９３ｎｍ。空白对照溶液为去离子水，参比溶液为不加双氧水的
体系。·ＯＨ清除率计算公式如下：
　　·ＯＨ清除率 ＝｛Ｄ５９３ｎｍ（０） －［Ｄ５９３ｎｍ（ｘ） －Ｄ５９３ｎｍ（ｘ０）］｝／
Ｄ５９３ｎｍ（０）×１００％。
式中：Ｄ５９３ｎｍ（０）为空白对照在５９３ｎｍ处的吸光度；Ｄ５９３ｎｍ（ｘ０）为
空白参比溶液在５９３ｎｍ处的吸光度；Ｄ５９３ｎｍ（ｘ）为样品参比溶
液在５９３ｎｍ处的吸光度。

１．５．４　 Ｏ－２·清除能力　参考 Ｌｉ等的方法
［１１］，取适当体积

（ｘμＬ）样品溶液加入到石英比色皿中，再加（２９５０－ｘ）μＬ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ值７．４，浓度为０．０５ｍｏｌ／Ｌ，含１ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＥＤＴＡ），再加５０μＬ连苯三酚溶液（６０ｍｍｏｌ／Ｌ），迅速颠
覆混匀，开始计时，每隔３０ｓ读数１次（Ｄ３２５ｎｍ），至３００ｓ时为
止。空白对照为 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液。Ｏ－２·清除率计算公式
如下：

　　 Ｏ－２·清除率＝［ΔＤ３２５ｎｍ（０）－ΔＤ３２５ｎｍ（ｓａｍｐｌｅ）］／ΔＤ３２５ｎｍ（０）×
１００％。　
式中：ΔＤ３２５ｎｍ（０）为空白对照时在３００ｓ与０ｓ时于３２５ｎｍ处
吸光度的差值；ΔＤ３２５ｎｍ（ｓａｍｐｌｅ）为样品在 ３００ｓ与 ０ｓ时于
３２５ｎｍ处吸光度的差值。
１．５．５　铁离子还原／抗氧化能力（ｆｅｒｒｉｃｉｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇａｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｐｏｗｅｒ，简称ＦＲＡＰ）　参考 Ｂｅｎｚｉｅ等的方法［１３－１４］，稍作修改。

取０．３ｍＬ样品，加２．７ｍＬ预热至３７℃的 ＦＲＡＰ工作液，摇
匀后放置１０ｍｉｎ，于５９３ｎｍ处测其吸光度，以蒸馏水为空白
对照。根据所得Ｄ５９３ｎｍ，在标准曲线上求得相应 ＦｅＳＯ４浓度，
定义为ＦＲＡＰ值（单位μｍｏｌ／ｇ，以Ｔｒｏｌｏｘ计），其值越大，抗氧
化活性越强。以Ｔｒｏｌｏｘ作为阳性对照。
１．５．６　氧化自由基吸收能力（ｏｘｙｇｅｎｒａｄｉｃａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ
ｃａｐａｃｉｔｙ，简称 ＯＲＡＣ）　参考相关方法［１５－１６］，取荧光素钠溶

液（８０ｎｍｏｌ／Ｌ）１００μＬ于９６孔荧光板中，加入不同浓度样品
溶液５０μＬ振荡５ｍｉｎ，３７℃温育１０ｍｉｎ后迅速加入 ＡＡＰＨ
液（１５３ｍｍｏｌ／Ｌ）５０μＬ启动反应，每隔２ｍｉｎ测定１次荧光值
（记为Ｆｎ，激发波长４８５ｎｍ，发射波长５３５ｎｍ）。以 Ｔｒｏｌｏｘ作
为阳性对照，计算ＯＲＡＣ值（单位μｍｏｌ／ｇ，以Ｔｒｏｌｏｘ计）。

２　结果与分析

２．１　黄秋葵水提物的制备
将１０ｋｇ新鲜黄秋葵用自来水清洗后切片（５～１０ｍｍ），

自然晾干称质量得 １．２８ｋｇ。取干品 ５００ｇ，料液比
１ｇ∶２０ｍＬ，９５℃提取１ｈ，提取２次，过滤合并滤液，浓缩、干
燥后得到１７３ｇ，黄秋葵水提物得率为４．４３％。
２．２　水提物主要营养成分

由表１可以看出，冻干水提物中功能成分多糖含量高达
１２．０１％，黄酮含量为１．１０％，果胶含量为２．０％。在不同干
燥条件下，除水分含量，水提物中功能成分含量没明显差异。

表１　黄秋葵水提物各营养成分（ｎ＝３）

类别
水分含量

（％）
灰分含量

（％）
多糖含量

（％）
黄酮含量

（％）
果胶含量

（％）
水不溶物含量

（％） ｐＨ值

冻干水提物 １０．９±０．０９ １３．９±０．３０ １２．０１±０．２０ １．１０±０．１３ ２．０±０．１２ ３±０．２０ ４．０～６．０
烘干水提物 ３．９±０．１０ １５．２４±０．３０ １４．０１±０．２０ ０．９６±０．１３ ２．０±０．１２ ５±０．２０ ４．０～６．０

２．３　抗氧化能力
２．３．１　ＡＢＴＳ＋·清除能力　由图１可见，当黄秋葵水提物浓
度≥０．５ｍｇ／ｍＬ时，黄秋葵水提物的 ＡＢＴＳ＋·清除能力均高
于７９％，当黄秋葵水提物浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ时，黄秋葵水提
物的ＡＢＴＳ＋·清除能力下降了５０％。可见黄秋葵水提物的
不同干燥方式对ＡＢＴＳ＋·清除能力影响不明显，烘干处理的
ＥＣ５０约为０．２ｍｇ／ｍＬ。

２．３．２　ＤＰＰＨ·清除能力　如图２所示，黄秋葵水提物经烘
干后，当浓度达到 ０．６ｍｇ／ｍＬ时，ＤＰＰＨ·清除率达到最大
值，黄秋葵烘干水提物的ＥＣ５０约为２．３ｍｇ／ｍＬ；而经冻干的黄
秋葵水提物其ＤＰＰＨ·清除率随着浓度增大而增高，当浓度
达到１．０ｍｇ／ｍＬ时，ＤＰＰＨ·清除率达到７９．１％，黄秋葵冻干
水提物的ＥＣ５０约为０．１ｍｇ／ｍＬ。
２．３．３　·ＯＨ清除能力　如图３所示，黄秋葵水提物干燥
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后，对·ＯＨ清除能力具有一定的浓度依赖关系，随着浓度增
大而增强，冻干处理黄秋葵水提物的ＥＣ５０约为８．３ｍｇ／ｍＬ。
２．３．４　 Ｏ－２·清除能力　如图４所示，黄秋葵水提物干燥后，
对 Ｏ－２·清除能力具有明显的浓度依赖关系，随着浓度增大而
增强，黄秋葵水提物ＥＣ５０约为０．９ｍｇ／ｍＬ。
２．３．５　其他抗氧化活性　参考Ｂｅｎｚｉｅ等方法［１３－１４］，稍作修

改。以 ＦｅＳＯ４作为标准品，其标准曲线回归方程为 ｙ＝
０．００２３ｘ＋０．３１９（ｒ２＝０．９９３）；以 Ｔｒｏｌｏｘ作为阳性对照，其标
准曲线回归方程为ｙ＝０．００５９ｘ＋０．０３０８（ｒ２＝０．９９８）。根据
回归方程计算，烘干水提物与冻干水提物ＦＲＡＰ如表２所示。
在测定水提物ＦＲＡＰ的过程中，发现其抗氧化能力和浓度有
一定量效关系，与李孟秋等的研究结果一致［９］。

参考相关方法［１５－１６］，以 Ｔｒｏｌｏｘ为阳性对照，其标准曲线
回归方程为ｙ＝０．２７６６ｘ＋１５．３１１（ｒ２＝０．９９１）。根据回归方
程计算烘干水提物与冻干水提物的 ＯＲＡＣ如表２所示，可见
水提物总抗过氧化自由基能力 ＯＲＡＣ高于常见蔬菜青花菜
（总ＯＲＡＣ为１６８μｍｏｌ／ｇ）。

表２　黄秋葵水提物ＦＲＡＰ和ＯＲＡＣ（ｎ＝３）

类别
ＯＲＡＣ
（μｍｏｌ／ｇ）

ＦＲＡＰ
（μｍｏｌ／ｇ）

烘干水提物 １８０．２±４．２９ ３６５．５±５．３０
冻干水提物 ２０４．７±５．５１ １９０．８±２．２９

３　结论

黄秋葵水提物具有一定的体外抗氧化性，对 ＤＰＰＨ·、
·ＯＨ、Ｏ－２·清除能力和浓度有明显量效关系，其ＥＣ５０分别为
０．１、８．３、０．９ｍｇ／ｍＬ；在对ＡＢＴＳ＋·清除能力方面，ＥＣ５０约为
０．２ｍｇ／ｍＬ。在总抗过氧化自由基能力方面，ＯＲＡＣ为
１８０．２μｍｏｌ／ｇ，且 高 于 常 见 蔬 菜 青 花 菜 （总 ＯＲＡＣ为
１６８μｍｏｌ／ｇ）。

黄秋葵水提物经热风烘干或冷冻干燥，在其体外抗氧化

性研究中，不同干燥方法对体外抗氧化性有一定影响，干燥方

法除对ＤＰＰＨ·清除率与 ＯＲＡＣ有明显影响外，对其抗氧化
能力没有明显影响。在后续试验中，在选取 ＦＲＡＰ的测定过
程中，发现其抗氧化能力和浓度有一定量效关系，并且在模拟

胃液和肠液代谢研究过程中具有不同的变化规律，这需要在

今后进行系统的研究。
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大孔树脂纯化翠云草中穗花杉双黄酮的工艺

赖红芳，潘立卫，吕贵密，黄秀香
（河池学院化学与生物工程学院，广西宜州５４６３００）

　　摘要：为研究翠云草中穗花杉双黄酮的大孔树脂纯化工艺，利用静态和动态吸附－解吸附试验对８种大孔吸附树
脂进行筛选，并优选该树脂的最佳分离纯化条件。结果表明：ＮＫＡ－９大孔吸附树脂比较适用于穗花杉双黄酮的纯
化，最佳纯化工艺的上样液质量浓度为０．０３３２４ｍｇ／ｍＬ，上样体积流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，上样量为３５ｍＬ，用９０％乙醇
在洗脱流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ、洗脱体积为３５ｍＬ下进行洗脱，分离纯化后的穗花杉双黄酮的回收率达６４．２６％。因此，
ＮＫＡ－９大孔吸附树脂能有效分离纯化翠云草中的穗花杉双黄酮。
　　关键词：翠云草；穗花杉双黄酮；大孔树脂；纯化工艺；回收率
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　　翠云草［Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｕｎｃｉｎａｔａ（Ｄｅｓｖ．）ｓｐｒｉｎｇ］别称蓝地柏、
绿绒草，系蕨类卷柏科卷柏属（Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ）植物，其味微苦、性
寒，具有清热利湿、解毒、消淤止血的功效［１］。翠云草中含有

黄酮类、氨基酸、酚类、多糖等多种对人体有益的活性物质，其

中的主要成分穗花杉双黄酮（ａｍｅｎｔｏｆｌａｖｏｎｅ）具有较好的抗肿
瘤和抗病毒作用［２－３］，且无显著毒性，抗衰老、抗氧化性强，还

有抗炎、抗菌［４］、血管舒张等生理活性，是极好的天然抗氧化

剂，有良好的保健作用，应用前景极为广阔。有学者在研究

ＤＮＡ氧化损伤时发现，穗花杉双黄酮对其具有保护作用，因
而穗花杉双黄酮还可作为一种潜在的基因治疗药物［５］。

大孔吸附树脂是近几十年发展起来的一种具有多孔立体

结构、人工合成的有机高分子新型分离材料［６］，其理化性质

稳定，不溶于有机溶剂及酸碱，不受低分子化合物、无机盐类

及强离子的干扰，吸附成效好，容易再生，使用周期长，被广泛

用于分离纯化天然产物［７］。近年来，我国在使用大孔树脂对

天然产物的分离、纯化工作已十分普遍［８－９］。查阅文献可知，

关于利用大孔吸附树脂分离纯化翠云草中穗花杉双黄酮的优

化工艺目前未见报道。本试验用静态吸附－解吸法从８种大
孔吸附树脂中初选出３种，再利用动态吸附 －解吸的方法筛
选出１种吸附－解吸效果最好的大孔树脂，并优化其工艺条
件，目的在于得到较高纯度的穗花杉双黄酮，为开发以穗花杉

双黄酮为主的药品及功能性食品提供重要理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验于２０１６—２０１７年在河池学院化学与生物工程学

院实验室进行。翠云草购买于广西玉林药材市场，经潘立卫

实验师鉴定为翠云草全草；穗花杉双黄酮标准品（批号：

ＭＵＳＴ－１５０１２５０５，纯度＞９９．５％），成都曼斯特生物科技有限
公司；无水乙醇、９５％乙醇、磷酸等均为分析纯；大孔树脂
ＡＢ－８、ＨＰＤ６００、Ｄ４０２０、ＤＭ１３０、ＮＫＡ－９、ＨＰ２０、ＨＰＤ４５０、
Ｄ１０１，郑州华溢科技新材料股份有限公司；色谱纯乙腈，美国
天地有限公司。

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（四元泵，ＶＷＤ检测器，
柱温箱，自动进样器）、Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ｓｅｒｉｅｓ色谱工作站、Ａｇｉｌｅｎｔ

—１０２—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第７期


