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用化学发光法研究黄酮化合物
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·

和
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(食品学院 )

摘要 在对化学发 光法的 产生 休 系进行 改 良的基拙上
,

研 究 了黄酮化合物对超氧

阴离子及径基 自由基的清除作用
,

结果表明黄酮化 合物的结构同 自由基的清除作

用密切相 关
,

对 自由基的清除机理 可 能是作 为氢供 休以及稳定基中间休而 阻断 自

由基的链式反应
。
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1

0 引 言

黄酮类化合物在 自然界中分布极其广泛
,

尤其以芸香料
、

石南科
、

唇形科
、

玄参科
、

豆科
、

杜鹃科
、

菊科等植物中较多
,

以游离的贰元或与糖等结合的贰的形式存在
。

黄酮类化合物具有各种不同取代情况的酚轻基
,

分子 中心的
。 ,

日不饱和毗喃酮使其表

现出一定抗氧化活性
,

60 年代 L a t t e n’ 对黄酮化合物在亚油酸及亚油酸甲醋体系中的抗 自

动氧化能力作了研究
「’

· ’ 」。

对天然化合物的生物活性需要用多种体 系相互补充来研 究
,

从而

搞清每种天然或合成的化合物在不同的体系中的真实效应
。

活性氧自由基是一些处于激发状态的含氧基团
,

如超氧阴离子 自由基 ( O
: ·

)
,

轻基 自

由基 (
·

O H )
,

烷氧基 ( R O
·

)
,

单线态氧 (
’
0

2
)等

,

它们具有高度的反应活性
,

可以导致食品

体系中油脂的 自动氧化
,

从而引起食品物理和化学特性的破坏
,

以及某些毒效应
; 更为严重

的是
,

若不及时清除体 内过多的氧 自由基
,

将导致机体的组织损伤
。

近年来不少功能性食品

(特别是老年食品 )或多或少地与清除活性氧 自由基有一些关 系
,

但研究手段 的局限性束缚

了对它们的研究
,

因而需要一种简单易行的方法进行研究
。

初期的研究表明黄酮类化合物具

有清除超氧阴离子的能力
。

发光现象是 由于高能级的激发态分子向基态跃迁时由发射光子所产生的
。

处于激发态

的分子带有较高能量
,

因而是不稳定的
,

会以 某种形式释放出激发能
。

自由基基本上处于一

种受激状态
,

是存在跃 回基态的可能的
,

而它回复基态的过程也正是化学发光的过程
。
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此
,

以某一时刻 的发光强度或发光 曾
、

量的变化来表征反应中相应的自由基的变化就成为一

种可能
。

1 实验材料与方法
L l 主要试剂

、

仪器

黄嗓吟氧化酶 上海东风试剂公司 ( 自牛乳中提取 )

黄嗓吟
,

鲁米诺 ( 3
一

氨基苯二甲酞脐 ) S i g m a 产品

棚皮素
,

芦丁
一 ,

桑色素
,

橙皮贰 国产试剂级

S H G
一

1 生物化学发光测量仪 上海市技术监督局实验工 厂 (联计算机 )

L Z 实验方法

1
.

2
.

1 黄酮清除 0
2 ·

的研究 将 4 种黄酮化合物溶于乙醇溶液
,

并用 p H 7
.

8 的磷酸缓 冲

液配成不同稀释度的样品应用液
,

用化学发光法检测黄酮类化合物对发光强度的抑制
,

记录

每 6s 的发光强度积分 C P
6 , ,

根据对发光强度的抑制率来 比较清除能力的强弱
。

抑制率 (% ) ~
C P

。、 空白 ·

C P
。、 样品

C P 、 空白
义 1 0 0%

比较抑制能力是 以半抑制浓度作为指标的
,

即在每种物质的发光抑制率
一

浓度 曲线上

达到抑制率 5 0% 时的样品浓度
,

记为半抑制浓度 I C
S。

.

发光杯 中依次加 入 1 0川 的 0
.

l u / m l 的黄镖吟 氧化酶
,

10 0川 的样品应 用液
,

预恒温

30 C
,

用同样温 育的 9 00 川 的黄漂吟
一

鲁米诺 ( 9
:
l) 启动化学发光反应

,

立即开始记录
。

本底

不加黄嗓吟氧化酶
,

样品应用液用 1 0 0闪的磷酸缓冲液代替
; 空白对照组加黄嗓吟氧化酶

,

样品应用液用 10 0川 的磷酸缓冲液代替
。

测量室温度 30 C
,

高压 55 o V
,

甄别电压 。
.

ZV
.

1
.

2
.

2 黄酮清除
·

O H 的研 究 抑制能力以 I已
。

进行 比较
。

体系中依次加 Zm m ol / L 的新

鲜抗坏血酸 2 0 0拜 l
,

Zm m o l / L 的 C u S O
4 4 0 0拼l

,

7 5 m g / m l 的调理酵母的磷酸缓 冲溶液 2 0 0拼 l
,

1 0 一 `
m o l / L 的鲁米诺 5 0拌 l

,

p H 7
.

8 的磷酸缓冲液 6 0 0拌 l 以及 一0 0拼 l 的样品液
,

用 6 8 m m o l / L

的 H
Z
O

:

的磷酸缓冲液 60 0川 启动反应
,

同时开始记录 C八
, .

本底不加 H Z
O

: ,

空 白对照组用

磷酸缓冲液代替样品
。

测量室温度 30 C
,

高压 55 0 v
,

甄别电压 0
.

Zv
.

2 结果与分析
次黄嚎吟 + 20

2
十 H

2
0 道卿竺些竺 黄嘿吟+2 0

2

一 + 2H
+

黄嗓吟十 20
2
+ H 2

0
一

户堑嘎i全型堕
知

尿酸 + 2o 、
.

+2 +4I

在碱性条件下
,

鲁米诺 可以被一些氧化剂如 O矛
·

氧化产生化学发光
,

反应中吸收化学

能而跃迁到激发态
,

然后通过能级跃迁释放出光子「’ 〕 ,

产生最大发射波长为 42 5一 4 3 o n m 的

化学发光赶,」 ,

实验中发现黄嚓吟氧化酶
一

黄嚓吟
一

鲁米诺体系产生的发光强度随 p H 的变化而

变化
,

如图 1
.

F ir d o vi c h 曾指出
,

在黄喋吟氧化酶 催化黄喋吟氧化为尿酸的过 程中
,

单电子

与双 电子反应的比值并不固定
,

而是随着 p H
,

O
:

分压和黄漂吟浓度的变化而改变
,

如提 高

p H 与 0
:

的分 压
,

可显著提高超氧阴离子的产生
,

但增加黄嗦吟浓度则降低超氧阴离子的

产额
,

显然对于 日常的实验 条件
,

改变氧气分压较为麻烦
,

因此提高超氧阴离子的产额主要

应通过提高 p H 的方法来获得
。

同时这对鲁米诺的发光也是有帮助的
,

因为鲁米诺发光也是
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在碱性条件下最大
。

超氧化物歧化酶 (S ( )D )是催化 0
2·

歧化的唯一的酶
,

反应体系中
,

随着 S O D 的加入
,

反应体系中的超氧阴离子 自由基逐渐被清除
,

图 2 中的曲线明显反映了这一点
。

SO D 加入

的量越大
,

体系中的发光强 度降低得越 多
,

相对而言碱性条件下超氧阴离子 自由基 比较 稳

定 53 〕
,

不易发生歧化而生成 H Z
O

Z ,

因此在碱性条件下该 O 牙
·

发生体系才能有一个相对较 长

的发光稳定期
,

加入 SO D 则产生酶促歧化反应
,

即时的发光强度降低
,

这一结果佐证了体系

中超氧阴离子 自由基的产生
。

瓤瓤眼酮酮酮
萝萝

{{{iii湘湘
多多多多多多多

控制限

S O D ` 严 l

SO D 10 严 1

S O D 1 5尸 l

s o n 20 护 l

3 ) D 2 5产 l

403(20ǎ000一xà .9江O

(ul应/.q记à邻奋

50 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0

t ( s )

3 5 0 4 0 0 4 50

图 1 p H 对黄嘿吟氧化酶
一

黄嘿吟
一

鲁米诺 图 2 s 0 D 对黄嗓吟氧化酶
一

黄嘿吟
一

鲁米诺

体系生成 0 矛
·

的速度的影响 体系的发光强度的影响

轻基 自由基是几种 自由基中反应活性最高的
,

轻基 自由基的产生主要是通过 F en
t o n 反

应形成的
,

本体系中是通过铜离子催化的 H a b e 卜W
e is s

反应产生轻基 自由基的
。

在对 自由基进行清除时
,

反应体系中同一时刻
,

发光强度越大
,

意味着体系 中产生的 自

由基越 多
; 发光强度降低

,

表明一部分 自由基已被清除
。

在发光体系中随着黄酮化合物的加

入
,

发光强 度下降
,

对氧 自由基的抑制率上升
,

说明黄酮化合物是有作用的
。

体系中
,

抑制率

与样品的浓度有关
,

添加的黄酮化合物浓度越大
,

发光强度下降得越厉害
,

表明 4 个黄酮化

合物可以有效清除 0
2 · ,

并且其作用是呈量效关系的
。

然而不同的化合物清除 0
2

的能力

是不一样的
,

如图 3一 5 所示
。

6o40ǎ谈ù荟书橄

ǎ次)哥荃盘

芦丁常败 (尸 m o l门 )

4 0 60

州皮常敬 (料 m o l / I )

图 3 芦丁对 。 矛
·

清除作用 图 4 栩皮素对 。三
·

清除作用
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0 6,020ǎ次à挤万盈

在同一体系中
,

清除 O牙的能力以半抑

制浓度比较
,

芦丁的 I认
。

为 12
.

4拼m ol / L
,

棚

皮素的 I C
S。

为 6 0
.

6拌m ol / L
,

桑色素 I C S。

为

7 7 0拌m o l / L
,

橙皮 昔 I C
S。

为 8 1 3拼m o l / L
,

因

此
,

4 种黄酮清除超氧阴离子 自由基的能力

按如下顺序
:

芦丁 > 棚皮素 > 桑色素 > 橙皮贰

4 种黄酮化合物清除
·

O H 的结果如图

6 ~ 9( 图中所注浓度均为化合物在体系中的

最终浓度 )
,

它 们的共同点均为浓度增加清

除作用加强
,

反映在 图上的是 抑制率 的增

0
.

5 1

桑色 索常效 ( m m o l / 1
·

)

图 S 桑色素对 。 牙
·

清除作用

加
,

其中达到相同的抑制率
,

比方说抑制率 50 %时
,

芦丁和栩皮素之间的差别似乎不大
,

至

少在数量级上是相 同的
,

但是如果以全部清除的浓度进行 比较的话
,

很显然棚皮素所需浓度

最低
,

其次是芦丁
,

桑色素再次之
,

与清除超氧阴离子的作用类似
,

橙皮昔的作用最差
。

总的

来说清除
·

O H 和清除 o f
·

的顺序是 一致的
。

弓
` 。

垫
西
橄

204060
(次)哥书息

0 1 0
.

0 2 0
.

0 3 0
.

0 4 0
.

0 5

芦 T 常致 ( m m P I / 1 )

0
.

0 6 0
.

0 7 0 2 0
.

0 3 0
.

0 4

翔皮常数 ( 。 m p l / I )

图 6 芦丁在 c r 十 一

抗坏血酸
一

酵母
一

鲁米诺
一
H : 0 :

体系中对
·

o H 的清除作用

图 7 椒皮素在 c r 卜一

抗坏血酸
一

酵母
一

鲁米诺
一
H 1

0
:

体系中对
·

O H 的清除作用

0000月矛
`七rJ4

ǎ次à

竺
_ _

西
3 U

橄

ǎ次)备石早

0
.

0 5 0
.

1 0 0
.

1 5 0
.

2 0 0
.

2 5

雄色 t 常数 ( m 门 F l / l
一

)

30 0
.

3 5 0
.

4 0
0

.

1 0
.

2 0
.

3 0
.

4 0
.

5 0
.

6 0
.

7

扭皮 t 致 ( m
. I / I )

图 8 桑色素在 C uz + 一

抗坏血酸
一

酵母
一

鲁米诺
一
H

:
0

:

体系中对
·

O H 的清除作用

图 , 祖皮普在 C u ’ + 一

抗坏血酸
一

酵母
一

鲁米诺
一
H : o :

体系中对
·

O H 的清除作用
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3讨 论
从实验结果 中我们可以发现

,

如果黄酮化合物具有游离的 B 环邻二轻基则对以上的两

种氧 自由基的清除作用特别明显
,

提示 了黄酮化合物对该两种 自由基的清除首先是作为氢

供体参 与的
,

C
4 ,

一 O H 容易供氢
;
供氢以后还 可以形 成分子 内的氢键

,

则自由基中间体 稳

定
,

自由基的链式反应被抑制
。

这一结果对从天然植物中提取黄酮类化合物作为氧自由基 的

清除剂具有指导性 的意义
。

以上结果证明
,

黄酮化合物确实具有清除
·

O H 和 O 矛
·

的能力
,

其中对 ( ) 牙
·

的清除显

得更重要
。

虽然
·

O H 反应活性高于 0 牙
· , ·

O H 一旦形成即可以与周围的物质迅速起反

应
。

但是人体 内
·

O H 的形成的前提是 先形成 0
2

一
,

其它种类的活性氧的形成也和 O牙
·

有

关川
,

如下所示
,

,
O

:
R O O H

个 M o P 个 P u F A

e

一
e

一 + H 十

一

一
O 牙

·

一
氏

e

一 + H
十

只
, ,

一
一一~ ~一一一卜 .

曰n
+ H +

O
:

一
H

2
0q而

在上面的示意式中
,

O 牙
·

形成最早
, ·

O H 的作用最强
,

R O O H 的链锁反应循环最持

久
,

因此
,

一旦清除了 0
2 ·

则使
·

O H 等的生成变为无源之水
,

可以从根本上预防体内形成

过多的不必要 的
·

O H 和其它相应的活性氧 自由基
,

从而达到防止老年性 的退行性变化
、

预

防和延缓衰老的目的
。
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