
书书书

高义霞，呼丽萍，袁毅君．花牛苹果幼果多酚单体酚降血压成分的筛选［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１０）：２３２－２３６．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．１０．０４３

花牛苹果幼果多酚单体酚降血压成分的筛选

高义霞１，２，呼丽萍１，２，袁毅君１

（１．天水师范学院生物工程与技术学院，甘肃天水７４１００１；２．甘肃省大樱桃工程技术研究中心，甘肃天水 ７４１００１）

　　摘要：为了充分利用农业废弃物苹果疏果，以花牛苹果疏果为材料，通过微波辅助提取苹果多酚，利用大孔树脂
ＮＫＡ－９对提取的粗多酚进行分离，再通过ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０进一步纯化分离精制，得到５种单体酚，分别为绿原酸、
表儿茶素、根皮苷类、儿茶素、槲皮素；利用分光光度法测定各单体酚对血管紧张素酶的抑制效果。结果表明，槲皮素、

根皮苷、儿茶素、表儿茶素具有明显的抑制ＡＣＥ的作用，与阳性药物相比较，槲皮素和根皮苷的效果明显优于卡托普
利，表儿茶素和儿茶素的效果与卡托普利相当。
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　　我国是世界苹果产业规模最大的国家，２０１４年
我国 苹 果 栽 培 面 积 和 年 产 量 分 别 达 到

２２６．６７万ｈｍ２和 ３８００万 ｔ，疏果量达２８５万 ｔ［１］；
以甘肃省为例，苹果栽培面积和年产量分别达到

３２万ｈｍ２和３２０万ｔ，疏果量约为２４万 ｔ。而幼果
中的多酚含量为成熟果实的 １０倍，约占幼果的
１％～２％，是苹果多酚丰富的来源，开发价值很
高［２］。据专家预测，多酚的需求量将会以每年４０％
的速度增长。目前，茶多酚制品已形成相当的市场

规模，相关研究发现，苹果多酚的许多生理功能比

茶多酚要高１００倍以上［３］，因此，开发苹果多酚制品

具有广阔的销售市场。目前，绝大多数的苹果疏落

果被丢弃，极少量以沼气或者饲喂家禽等方式消

化，既污染了自然环境，也产生大量的农业垃圾，造

成极大的资源浪费［４］。相关报道表明，苹果多酚混

合物具有抑制血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）的活性，具
体作用机制不清楚。高血压是威胁人类健康的“头

号杀手”，２０１０年，我国高血压患者达２亿人，且每
年以１千万人的速度增长，因此，如何有效预防高血
压成为人们共同面对的挑战［５］。Ｔｏｍ等研究发现，
血压升高与 ＡＣＥ活性有着密切的联系，抑制 ＡＣＥ
活性可降压［６］，如人工合成的降压药卡托普利正是

利用这一治疗机制，但副作用明显，因此，人们试图

寻找天然的ＡＣＥ抑制剂来开发天然降压药或具有
降压保健功能的药食重组产品。目前，国内关于茶

多酚对ＡＣＥ活性的降压机制研究较为成熟，但关于
苹果多酚抑制 ＡＣＥ活性的研究却鲜有报道。本研
究将苹果多酚中单体酚作为指标成分，建立一种快

速、简便、灵敏、准确、重复性好的检验方法，旨在为

苹果多酚降血压活性指标的质量控制和血管紧张

素抑制剂的药物研制提供试验依据。对苹果多酚

的开发和利用不仅可以减少大量废弃苹果幼果资

源浪费，而且可以变废为宝，减少环境污染，构建和

谐文明社会，具有深远的现实意义和社会意义。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
　　花牛苹果疏除幼果，采自甘肃省天水市麦积区
中滩镇九龙山苹果基地，采集时间为２０１６年６月５
日，处理前保存于 ０℃冷库中。福林酚试剂
（Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ），上海润顺化工有限公司；没食子
酸标 准 品 （≥ ９９％），阿 拉 丁 试 剂；果 胶 酶
（＞５００ＡＪＤＵ／ｍｇ），Ｓｉｇｍａ公司；异抗坏血酸，湖南
世纪华星生物工程有限公司；无水乙醇，国产分

析纯。

ＫＱ－５００型超声波清洗器，昆山市超声仪器公
司；紫外－可见分光光度计（ＵＶ－２４５０），日本岛津
生产；九阳料理机（ＪＹＬ－Ｃ０２２），九阳集团；ＴＧＬ－
２０Ｍ型高速台式冷冻离心机，湖南湘仪公司生产。
１．２　苹果多酚的提取
　　取花牛苹果幼果，切块后，按１０ｇ∶１ｍＬ的比
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例（苹果样品：异抗坏血酸）加入１０％异抗坏血酸水
溶液作为护色剂，破碎后，精确称取样品１０．０００ｇ，
加入１．７ｍｇ果胶酶于５０℃酶解２ｈ，按照料液比
１ｇ∶１０ｍＬ加入 ５０％（体积分数，下同）乙醇，
３８０Ｗ下微波提取２ｍｉｎ，提取次数２次，提取液抽
滤，收集滤液，定容备用［７］。

１．３　标准曲线的制作及多酚含量的测定
多酚含量的测定采用 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ法［８］。

取０．１ｇ没食子酸标准品，用１００ｍＬ５０％乙醇溶液
溶解，摇匀后，分别取 １．０、１．５、２．０、２．５、３．０、
３．５ｍＬ标准液，加入 ３ｍＬ稀释 ３倍的 Ｆｏｌｉｎ－
Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ试剂，摇匀，反应２ｍｉｎ后加入２ｍＬ７．５％
碳酸钠溶液，用蒸馏水定容至２５ｍＬ，摇匀，３０℃保
温３０ｍｉｎ，７４０ｎｍ处测定Ｄ值。标准曲线方程：ｙ＝
０．０８８７ｘ＋０．００５５，ｒ２＝０．９９９３，式中：ｘ为吸光度，
ｙ为没食子酸质量浓度（μｇ／ｍＬ）。苹果多酚含量的
测定按同法操作。计算多酚含量的公式：多酚得

率＝Ｃ×Ｖ×Ｎ／ｍ×１００％，式中：Ｃ为测量液总酚质
量浓度（μｇ／ｍＬ）；Ｖ为粗提液体积（ｍＬ）；Ｎ为稀释
倍数；ｍ为样品质量（ｇ）。
１．４　苹果多酚的纯化
　　采用大孔树脂柱ＮＫＡ－９，以丙酮为溶剂，柱层
析初步分离苹果粗多酚。根据其对苹果多酚动态

吸附、解吸附柱层析试验，每５ｍＬ收集１次，氮吹浓
缩后，通过理化性质进行鉴别。利用ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－
２０进一步纯化分离精制，得到分离物质，与标准品

对比，经高效液相色谱（ＨＰＬＣ）比对确定为５种单
体酚［９－１１］。

１．５　单体酚降血压活性研究
　　以对ＡＣＥ的抑制能力为靶标，以降压药物卡托
普利（ＡＣＥ抑制剂）为阳性对照，体外研究苹果多酚
各单体的降血压活性，筛选出活性明显的成分。基

本方法为在模拟人体生理条件下，利用ＡＣＥ催化水
解马尿酰组氨酰亮氨酸生成马尿酸，当加入ＡＣＥ抑
制剂时，催化水解反应被抑制，生成的马尿酸含量

减少。马尿酸在存在喹啉的条件下与苯磺酰氯反

应生成黄色化合物，在乙醇溶液中最大吸收波长为

４７０ｎｍ，故可比色定量，根据马尿酸吸收值的大小来
衡量ＡＣＥ的抑制活性［１２］。

２　结果与分析

２．１　苹果多酚的分离鉴定
　　利用大孔树脂柱ＮＫＡ－９，分离得到４组成分，
分别为 ＦＡ、ＦＢ、ＦＣ、ＦＤ。组分 ＦＡ通过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ－２０分离（重复操作 ２次），分离洗脱曲线见
图１－ａ，得到１个组分 ＦＡ１（４８０．２ｍｇ）。组分 ＦＣ
通过ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０分离（重复操作４次），分离
洗脱曲线见图 １－ｂ。通过大孔树脂及 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
ＬＨ－２０分离（重复操作３次），最终得到４个组分
ＦＣ１（１８２．０ｍｇ）、ＦＣ２（２７３．６ｍｇ）、ＦＣ３（１２３．６ｍｇ）、
ＦＣ４（１０７９．０ｍｇ）。由于组分ＦＢ、ＦＤ均为分离到的
非有效的酚类物质，故弃去。

　　图２、图３为经过ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０进一步分离
纯化所得到的高纯度产物色谱，图３为同等色谱条
件下５种标准品混合溶液的ＨＰＬＣ结果。将图２与
图３相对照，可知经大孔树脂初步分离，所得到的高
纯度单一产物ＦＡ１可能是绿原酸，ＦＣ１可能是表儿
茶素，ＦＣ２可能是根皮苷类，ＦＣ３可能是儿茶素，ＦＣ４

可能是槲皮素。

２．２　苹果单体酚对ＡＣＥ的抑制作用
　　以上述步骤分离的５种单体酚为研究对象，利
用其对ＡＣＥ的抑制作用，模拟人体生理条件，测定
各单体酚对 ＡＣＥ的抑制作用，以其评价其降血压
活性。
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２．２．１　马尿酸标准曲线　参照文献［１３］的测定方
法，称取适量马尿酸标准品，分别配成含量为０．００、
００２、０．０４、０．０６、０．０８、０．１０、０．１２、０．１６ｍｇ／ｍＬ的
马尿酸水溶液，向各管中加入０．６ｍＬ喹啉，混匀后
再加入０．２ｍＬ苯磺酰氯，立即盖紧比色管塞，手动
强烈振荡２５～３０次，在（３０±２）℃条件下避光放置
３０ｍｉｎ。加入３．７ｍＬ９５％（体积分数）乙醇，混匀，
继续避光放置３０ｍｉｎ。用１０ｍｍ比色杯取中间浓
度管扫描，确定最大吸收波长为４７０ｎｍ，以试剂空
白（０号管）为参比，在 ４７０ｎｍ处测量各管的吸光
度。最后以吸光度为纵坐标、马尿酸含量为横坐

标，绘制马尿酸含量与混合溶液吸光度的标准曲
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线，详见图４。

２．２．２　卡托普利对ＡＣＥ抑制作用　为了确立ＡＣＥ
的活性测定体系，进行不同浓度卡托普利对ＡＣＥ抑
制活性的测定。从图５可以看出，随卡托普利质量
浓度不断增大，其对 ＡＣＥ的抑制作用不断增强，当
卡托普利质量浓度增至１００μｇ／ｍＬ时，卡托普利对
ＡＣＥ的抑制作用不再明显增加，说明其趋于饱和，
利用ＳＰＳＳ１６．０计算得出卡托普利对ＡＣＥ的ＩＣ５０为
６７．４９μｇ／ｍＬ。

２．２．３　不同抑制剂对ＡＣＥ活性的抑制效果　根据
上述方法，对每一种试剂在不同浓度下进行测定，

研究不同浓度下各成分对兔肺ＡＣＥ活性的影响，结
果见图６。计算得绿原酸、根皮苷、儿茶素、槲皮素、
表儿茶素ＩＣ５０分别为１３８．４３、３８．２３、６８．２８、２８．３３、
６２．０９μｇ／ｍＬ，表明槲皮素、根皮苷、儿茶素、表儿茶
素具有明显的抑制 ＡＣＥ的作用，与阳性药物相比
较，槲皮素和根皮苷的效果明显优于卡托普利，表

儿茶素和儿茶素的效果与卡托普利相当。

３　结论

　　以花牛苹果疏果为材料，通过微波辅助提取苹
果多酚，利用大孔树脂 ＮＫＡ－９对提取的粗多酚进
行分离，再通过 ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０进一步纯化分离
精制，得到５种单体酚，分别为绿原酸、表儿茶素、根
皮苷类、儿茶素、槲皮素。利用分光光度法测定各

单体酚对血管紧张素酶的抑制效果，结果表明，槲

皮素、根皮苷、儿茶素、表儿茶素具有明显的抑制

ＡＣＥ的作用，与阳性药物相比较，槲皮素和根皮苷
的效果明显优于卡托普利，表儿茶素和儿茶素的效

果与卡托普利相当。
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加拿大杨树皮总类脂提取工艺的筛选与优化

刘　飞１，严　奇１，胡　俊１，赵友谊１，王　鸣１，李冬玲２，佟海英２，王奇志１
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　　摘要：采用浸渍法、渗漉法、回流法、超声法、索氏法提取方法对杨树皮总类脂的提取工艺进行研究，通过比较不同
提取方法的总类脂得率、操作难度，选择渗漉法作为杨树皮总类脂的最佳提取方法。以杨树皮总类脂得率为指标，设

计４因素３水平的Ｌ９（３
４）正交试验，考察浸渍时间、粉碎程度、液料比、流速对渗漉法提取得率的影响，优化渗漉提取

工艺。渗漉法的最佳提取条件如下：杨树皮粗粉过筛孔径为（３３５±１３）μｍ，浸渍时间为３ｄ，液料比为１２ｍＬ∶１ｇ，流
速为３ｍＬ／ｍｉｎ。研究得出的提取工艺简单有效，是杨树皮总类脂的最佳提取工艺。
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　　杨树系杨柳科杨属植物的统称，全球约有１００
余种，生长于亚洲、欧洲及北美洲。我国杨树资源

丰富、种类繁多，约有 ６２种，广泛分布于全国各
地［１］。加杨，亦称加拿大杨，为大乔木，是美洲黑杨

与欧洲黑杨的杂交种，除西藏自治区、云南省、广东

省等地区外，其他省份均有种植。加杨树干通直挺

拔，树皮粗厚，因其生长速度快、适应性强、繁殖能

力强，是造林、绿化的优良树种之一；其材质轻软，

纹理直，易干燥加工，也被应用于建筑材料行业，具

有一定的经济价值［１］。

杨树皮类脂是一种从杨树皮中提取得到的橙

黄色脂溶性物质，能够止痒消肿、促进溃疡愈合、减

少皮肤损伤；能够抑制大肠杆菌，治疗家畜腹泻；外

用于禽畜，能够杀螨止痒［２］。杨树皮类脂不仅含有

动物体内不可缺少的、构成生物膜的重要结构成

分，如磷脂、糖脂、固醇等，还含有多种常量和微量

元素、维生素 Ｅ、１８种氨基酸及不饱和脂肪酸、甾醇
等天然生物学活性成分［３］。不饱和甾醇是合成维

生素Ｄ和各种激素的原料组分，具有降血脂、预防
心血管疾病等功效［４－５］，能够诱导口腔鳞状细胞癌、

宫颈癌等癌细胞凋亡［６－７］。维生素Ｅ可作为催化剂
参与物质代谢，能够保护生殖系统，提高动物的受

精率和产蛋率［２，８］。脂肪酸可用于生产肥皂、洗发

乳等日化产品，特别是其中的亚油酸，不仅是机体

代谢的必需脂肪酸［９］，其钙盐还可作为功能性饲料

添加剂；锌盐可用于治疗皮肤性疾病；镁盐可用于

生产各类药品、保健品；钠盐、钾盐可作为食品防腐

剂，同时兼备营养保健功能［１０］。由于杨树皮类脂独

有的天然生物学活性，并在畜牧、医药等领域具有

一定的经济价值和应用前景，因此，开发高效、环

保、精准、简洁的从木材加工副产物杨树皮中提取

的类脂类成分具有重要意义，可为杨树皮资源的进
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