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摘!要!对乌饭树树叶中提取出的色素进行了分离纯化!分离出了#种黄酮类物质"并且对这#
种物质清除活性氧自由基的能力进行了研究!发现乌饭树提取物都具有很强的清除自由基能力!
清除能力最强的槲皮素和%!提取物的34"$达到了"52"6#78左右"
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!!乌饭树属#又称为越桔属$植物属于杜鹃花科*
该属全世界有约#"$种%我国约有2.种*我国民间

有采食乌饭浆果的习惯%有些地方有制造果酱和酿

酒%但是没有形成规模*国外对于乌饭树树果的研

究报 道 也 有%但 不 是 很 多%主 要 研 究 是 关 于 乌 饭 树

树果的生理 功 能%如 抗 衰 老+抗 氧 化+抗 癌 防 癌+抗

菌等等&.<1(*
从乌饭树树叶中分离出很多种化学成分%包括

黄酮类物质+维生素+糖+果胶+有机酸+环烯醚萜类

和萜类化合物*紫黑浆果中含多种多酚化合物%如

花色素苷和一些甙元+桂皮酸+苯甲酸衍生物+黄烷0

/0醇+黄酮醇糖 甙 等&2(*并 且 有 报 道 已 经 从 中 分 离

出了一种黄酮类物质,,,槲皮素&.$(*
黄酮类化 合 物 一 直 是 人 们 所 关 注 的 抗 氧 化 剂

和自由基清 除 剂%众 多 的 研 究 表 明%黄 酮 类 化 合 物

具有广泛的 生 物 活 性%如 抗 氧 化+抗 突 变+抗 衰 老+
抗肿瘤+抗菌等等&.!<."(*其中最主要的是黄酮的抗

氧化活性%主要表现在减少自由基的产生和清除自

由基两个方面*
作者对乌 饭 树 树 叶 中 提 取 出 的 黄 酮 类 色 素 进

行了 分 离 纯 化%首 次 从 中 分 离 出 了#种 黄 酮 类 物

质%并且对这些物质清除活性氧自由基的能力进行
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了研究!

@!材料与方法

@A@!实验材料!试剂与设备

乌饭树 树 叶 黄 酮 单 体"实 验 室 自 制#鲁 米 诺"

H8RZ;公 司 产 品#$5$"7()$8YB&51磷 酸 盐 缓

冲液%[V&’.77()$8鲁 米 诺%8&’$5.77()$8维

生素4溶液’//5/77()$8过氧化氢溶液%B!A!&’

.77()$8邻 菲 罗 啉’.77()$8 硫 酸 铜 缓 冲 液’

$5$"7()$8YB25$的 硼 酸0硼 砂 盐 缓 冲 液%VV&’

$5$"7()$8YB.$5!碳 酸0盐 缓 冲 液%4V08&’.
77()$8邻苯三酚水溶液%[&’均为分析纯#槲皮素"
贵州 大 学 生 化 中 试 基 地 提 供#芦 丁"上 海 生 化 试 剂

一厂 产 品!=DPMOT!%2$型 高 效 液 相 色 谱 仪’8?0
IJO(TYJMO40.1色谱柱"美国 =DPMOT公司产品#生物

化学 发 光 测 定 仪"上 海 上 立 检 测 仪 器 厂 产 品#微 型

混合器"上海彭氏实业有限公司产品#微量移液器"
上海求精生化试剂仪器有限公司!

@AB!实验方法

@ABA@!分 离 纯 化!乌 饭 树 树 叶" 体 积 分 数2"\
乙醇提取液"石油醚萃取脱脂"水相用氯仿(正丁

醇萃取"正丁醇萃取部分浓缩至无醇味"上;V01
大孔吸附树脂 柱 初 步 纯 化"水 洗 除 杂 质"体 积 分

数2"\乙醇洗脱"上 聚 酰 胺 柱 粗 分"不 同 体 积 分

数的 乙 醇 梯 度 洗 脱 " 各 组 分 聚 酰 胺 柱 细 分 "
B=#$柱乙醇梯度洗脱"得到纯物质/!#%!!

@ABAB!鉴定!盐 酸<锌 粉 试 验"取 试 液.78’加

入少量 锌 粉’摇 晃’滴 加 少 量 浓 盐 酸’加 热/#"
7?E#铅盐沉淀试验"取试液!78’滴加少量乙酸铅

试剂#三氯化铝试验"取少量试液滴于滤纸上’喷质

量分数.\三 氯 化 铝 溶 液’然 后 于 紫 外 灯 下 观 察#
氨熏试验"取少许样品滴于滤纸上’氨气熏’在可见

光和紫外灯下观察#B[84图 谱 鉴 定"观 察 样 品 的

B[84图谱).%<.2*!

@ABAC!超氧阴离子自由基!ABD"#的 清 除 实 验!
配制一定浓度的乌饭树树叶黄酮单体甲醇溶液’并

用$5$"7()$8YB&51并含有$5.77()$8的N]0
9;磷酸盐缓 冲 液 稀 释 成 不 同 的 浓 度’发 光 系 统 采

用邻苯三酚<鲁米诺体系!配比如下"空白试剂.$

"8#样 品 .$"8#邻 苯 三 酚!$"8#$5$"77()$8
4V08"2&$"8!

精确移取 样 品 和 邻 苯 三 酚 加 入 无 色 透 明 的 硬

质玻璃管中’置于发光测定仪中并使之进入测定位

置’准确加入4V08’启 动 发 光 装 置’立 即 使 用^程

序测量.7?E内每%T的发光积分强度4[%:’同时

测定甲醇及 各 种 不 同 稀 释 浓 度 的 甲 醇 溶 液 作 为 空

白的发光值’用下式计算测试样品的抑制率"
抑制率%\&_%,$<,T&$,$‘.$$\ %.&

,$为空白发光值’,T 为测试样品发光值)!$<!!*!
以样品浓度与抑制率作图’根据拟合方程求出

抑制 率 为"$\时 所 需 样 品 的 浓 度’即 半 抑 制 浓 度

34"$!

@ABAE!羟基自 由 基!"AB#的 清 除 实 验!测 定 体

系采用邻菲罗啉发光体系!测定操作配比如下"样

品液!"8#$5.77()$8’4!$"8#.77()$84-0
:A#"$"8#.77()$8邻菲罗啉"$"8#缓冲液VV
1/$"8#//5/77()$8B!A!"$"8!! 为按照需要

加入样品液体积!
依次将样品和各种试剂加入到试管中’最后加

入B!A!’启动发光反应’放入发光测定仪中并使之

进入测定位置’立即使用^程序测量.7?E内每%T
的发光积 分 强 度 4[%:’以 第 六 个%T的 发 光 强 度

4[%:为标准进行计算’同时以不同体积的甲醇替代

样品作 为 空 白 对 照’计 算 抑 制 率%计 算 公 式 同 式

%.&&)!/<!"*!
以样品浓度与抑制率作图’根据拟合方程求出

抑制 率 为"$\时 所 需 样 品 的 浓 度’即 半 抑 制 浓 度

34"$!

B!结果与讨论

BA@!纯化鉴定

纯化鉴定见表.和图.!
表@!黄酮类化合物定性分析结果

;&<F@!G#&’-0&0-4.&%&’38-8"(01..70$&,08

反应类型 现象 结果

盐酸+锌粉
试验

#种物 质 都 变 成 红 色
并且静置后有红色沉
淀

为黄酮(二氢黄酮或二
氢黄酮醇类化合物

铅盐沉淀
试验

#种物 质 都 有 明 显 的
红色沉淀

为黄酮类化合物’有邻
二 酚 羟 基 或 兼 有 /0
AB(#0酮 基 或"0AB(
#0酮基黄酮

三氯化铝
试验 #种物质都生成黄色

为查耳酮(黄酮醇或黄
酮类化合物

氨熏试验 #种物质都生成黄色 为黄酮类化合物

!!由表.可见’#种物质均为黄酮类化合物!

B[84分析条件"检测器"=;9N̂ :22%#分析

柱"8?IJO(TYJMO40.1!5.a!"$77#流 动 相"甲 醇0
水0体积分数.\乙酸梯度洗脱#柱 温"/$b#流 速"

$5/78$7?E#进样量".$"8!%以时间$7?E和相对

强度$\作图&
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图@!C!!E!!H!和I!的6J:K图谱

)-2F@!;1.6J:K8L.,0$&"(.70$&,08"K"*.*C!#E!#

H!&%*I! $

!!从图.中的#张液 相 图 谱 可 以 初 步 看 出#这#
种物质均为纯物质$

BAB!乌 饭 树 树 叶 提 取 物 对 超 氧 阴 离 子 自 由 基

%5BD&’清除的影响

超氧阴离 子 自 由 基 是 基 态 氧 接 受 一 个 电 子 产

生的 第 一 个 氧 自 由 基#是 其 它 氧 自 由 基 的 前 身#最

主要的是可 以 经 过 一 系 列 的 反 应 生 成 其 它 的 氧 自

由基#因此对于超氧阴离子自由基的清除具有特别

重要的意义%..&$
邻苯三酚0鲁米诺发 光 体 系 常 用 于 超 氧 阴 离 子

自由 基 清 除 的 研 究#它 具 有 专 一 性 强’灵 敏 度 高 的

优点$在碱性条件下#邻苯三酚自氧化产生超氧阴

离子自由基%A!<(&#%A!<(&激 发 鲁 米 诺 使 之 处

于激发态#当鲁米诺分子退激时#发出化学冷光#在

一定的浓度范围内#发光强度与%A!<(&的 数 量 呈

一定的比例关系#可以采用生物化学发光仪检测发

光强度#进而考察样品对%A!<(&的清除能力$
从图!可 以 看 出 从 乌 饭 树 树 叶 中 提 取 出 的 物

质对超氧阴离子%A!<(&都具有一定的 清 除 能 力#
但是清除能 力 具 有 差 异#同 时 也 可 以 看 出#乌 饭 树

树叶粗提 物 也 具 有 相 当 强 的 清 除 能 力$提 取 物 中

最强的是槲皮素和%!物质#计算其34"$发现 达 到

"5#1"6)78和"52."6)78#最差的是/!#其34"$
为.&5##"6)78$具体 的 强 弱 顺 序 为*槲 皮 素#%
!测试样品$#!测试样品$"!测试样品$/!测

试样品$芦丁$粗提物$

图B!不 同 测 试 样 品 对 超 氧 阴 离 子%5BD &’的 清 除

效果

)-2FB!;1.8#L.$"7-*.&%-"%8,&4.%2-%2,&L&,-03"(01.

.70$&,08

BAC!乌饭树树叶提取物对羟基自由基%&56’清除

的影响

羟基自由基%(AB&是 最 活 泼 的 自 由 基#也 是

已知自由基中氧化能力最强的自由基#反应能力极

强#对生物机 体 的 危 害 极 大#几 乎 可 以 与 任 何 大 分

子物质!如蛋白质’核酸’脂质"等发生作用#导致机

体受损和基因突变#引起机体衰老和癌变%!%<!&&$
邻菲罗啉04-:A#0’40B!A!发光体系常用于羟

基自由基%(AB&的清除研究#羟基自由基%(AB&
攻击发光剂 邻 菲 罗 啉#使 之 发 光#其 发 光 强 度 在 一

定的 时 间 范 围 内 与%(AB&的 量 呈 一 定 的 比 例

关系$
从图/可 以 看 出 从 乌 饭 树 树 叶 中 提 取 出 的 物

质对羟基自 由 基%(AB&都 具 有 一 定 的 清 除 能 力#
但是各个提取成分之间清除能力具有一定的差异#
同时也可以看出#乌饭树树叶粗提物也具有一定的

清除能力$提取 物 中 最 强 的 是 槲 皮 素 和%!物 质#
计算得到其34"$达到"5%/"6)78和"522"6)78#
最差的是/!#其34"$为!!5#""6)78具体的强弱

顺序为*槲皮素#%!测 试 样 品$#!测 试 样 品$"
!测试样品$/!测试样品$芦丁$粗提物$
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图C!不同测试样品对羟基自由基!"56#的清除效果

)-2FC!;1.13*$"73’$&*-,&’M8,&4.%2-%2,&L&,-03"(01.

.70$&,08

C!结!语

乌饭树树叶具有一定的生理功能!但是目前利

用不是很多!主要原因是其中的成分不够明确"作

者从乌饭树树叶分离出了#种黄酮类物质!并且发

现这些物质具有很强的清除自由基的能力!相信这

将有助于乌饭树的进一步开发利用"
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表B硫酸软骨素粗品和纯品的氨基酸分析

I&>JB!R%*-<-*-&’==,"%0.%0:"(,$#*.&%*5#$-(-.*61+

非必需氨基酸名称
质量分数#$K#cK%
粗品 纯品

必需氨基酸名称
质量分数#$K#cK%

粗品 纯品

天冬氨酸$5<8% ..@12 .@%1 缬氨酸$’:)% !@%/ $@%1

谷氨酸$I)-% !$@%% !@2# 蛋氨酸$d7>% $@#! $@!!

丝氨酸$67;% %@%. /@%# 苯丙氨酸$C97% .@2! .@2$

组氨酸$DL<% !@1$ $@%% 亮氨酸$_7-% /@"& .@"$

甘氨酸$I)N% /#@.# !@.% 异亮氨酸$H)7% .@%1 .@$!

精氨酸$5;K% !$@$! $@"$ 赖氨酸$_N<% 1@.2 $@.&

胱氨酸$XN<\XN<% $@22 $@./ 苏氨酸$Y9;% !@%$ .@..

酪氨酸$YN;% $@1% $@.$ 丙氨酸$5):% 2@2$ .@!1

脯氨酸$C;(% 2@/2 /@$$ 羟脯氨酸2@21 \ \

总非必需氨基酸量 .!&@!# .%@$2 总必需氨基酸量 !.@$. %@%$

氨基酸总量 .#1@!" !!@%2
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