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香花枇杷和普通枇杷叶片抗氧化活性成分的比较
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摘 　要 : 测定香花枇杷和普通枇杷各萃取部的抗氧化活性 , 并测定具较强抗氧化活性的萃取部黄酮、

总酚的含量 , 结果表明香花枇杷叶片的抗氧化活性高于普通枇杷。两种枇杷具有抗氧化活性萃取物中的黄

酮和总酚含量均与 FRAP值呈极显著正相关关系 , 与 DPPH的 IC50呈极显著负相关关系 , 即黄酮、总酚的

含量与总还原能力及自由基清除能力成正相关。同时试验还表明大孔树脂 AB28具有较好的富集黄酮和多

酚的效果。
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Abstract: It is well known that E riobotrya p lants have significant amounts of phenolics and flavonoids,

and exhibit a strong antioxidant activity. Experiments were conducted to exam ine variation in the contents of

total phenolics and flavonoids, and antioxidant activities in the leaves of fragrant loquat and common loquat. In

this study, it is shown that the fragrant loquat had stronger antioxidant activities, and that the contents of total

phenolics or flavonoids was significantly correlated with DPPH radical scavenging activity / reducing power. In

addition, the AB28 resin could be used to enrich total phenolics and total flavonoids from some extract fractions

of fragrant loquat and common loquat. This work suggests that frangrant loquat has a better utilization value.
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我国是世界上最主要的枇杷生产国 , 且有丰富的枇杷属野生种质资源。普通枇杷 [ E riobotrya ja2
pon ica ( Thunb) L indl. ] , 即栽培枇杷 , 其干燥叶 ———“枇杷叶 ”是一种常用中药 , 具有抗炎止咳、

抗肿瘤、降血糖等功效 ( Gray, 1972; 鞠建华 等 , 2003; Koba et al. , 2007)。研究发现这些功效与

叶片中的抗氧化活性成分如黄酮、酚类以及萜类成分有关 (Nonaka & N ishioka, 1982; 鞠建华 等 ,

2003; Dufour et al. , 2007)。普通枇杷叶片的活性及成分的研究已有不少 , 但对野生的枇杷属植物其

它种类的相关研究却近乎空白 , 而野生枇杷资源的利用是今后的一个研究方向和趋势 (L in, 2007)。

野生资源不仅可以作为改良栽培枇杷的种质资源 , 也可以作为药用植物直接加以利用。

香花枇杷 ( E riobotrya fragrans Champ ex Benth) 是除普通枇杷外最早发现的枇杷属植物 , 其分布
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范围广 , 光合能力强 , 是一种具有潜在的利用价值的野生枇杷 (杨向晖和林顺权 , 2007)。Hong等已

经对十多种枇杷属植物野生种质资源的三萜酸成分以及黄酮多酚成分进行了一些分析和比较 (Hong

et al. , 2007; Hong et al. , 2008a) , 并对香花枇杷进行重点研究 , 分离纯化了多种萜类、黄酮等成分

(Hong et al. , 2008b)。

本研究对香花枇杷和普通枇杷叶片的不同萃取部分的抗氧化活性及其中黄酮、总酚含量进行检

测 , 以期比较这两个种类的抗氧化活性 , 及抗氧化活性部位与黄酮、总酚含量间的关系 , 探讨香花枇

杷潜在的药用价值。

1　材料与方法

111　材料

香花枇杷叶片采自广州三角山 , 普通枇杷叶片取自华南农业大学园艺学院果园。收集清理后室温

晾干 , 粉碎得叶片干粉。

112　方法与仪器试剂

仪器 : 超声波清洗机 SK5200H (200W )、旋转蒸发仪 LABOROTA4000 (Heidolph)。紫外可见分

光光度计 ( Shimadzu UV22450)。

药品与试剂 : DPPH (1, 1 -二苯 - 2 - 苦肼基 , 批号 085K1471)、TPTZ (三吡啶三吖嗪 , 批号

1359384, 纯度 ≥9910% )、没食子酸 (批号 1126284, 纯度 ≥9810% ) 和 Folin2Ciocalteu试剂购买于

Sigma公司 ; 其它试剂均为分析纯 , 大孔树脂 AB28为天津南开大学化工厂生产。

113　方法

11311　材料的提取、萃取及除杂 　

取香花枇杷、普通枇杷叶片干粉各 415 kg, 分别用 95%乙醇浸提 , 提取液减压浓缩至无醇味

(剩下水为溶剂 ) , 通过过滤将沉淀 (脂溶性部分 ) 与上清液 (水溶性部分 ) 分开 , 分别以石油醚、

氯仿、乙酸乙酯、正丁醇萃取 , 减压浓缩去除溶剂 , 得沉淀各萃取部及剩余部分 , 以及上清液各萃取

部及剩余水相部分。两种枇杷的上清液乙酸乙酯部及正丁醇部浸膏用适量蒸馏水溶解 , 经大孔树脂

AB 28吸附后水洗除杂 , 80%乙醇洗脱回收 , 减压浓缩得干粉 , 分别以上清液乙酸乙酯大孔及上清液

正丁醇大孔表示。

所有提取液及萃取部在进一步处理及测定前均置于 4 ℃冰箱保存。

11312　萃取各部分 DPPH自由基清除率 　

1, 1 -二苯基 - 2 -苦肼基自由基 ( DPPH·) 分析法是用分光法进行定量分析筛选自由基清除

剂的简便方法 (Mellors & Tappel, 1966)。萃取物对 DPPH自由基的清除率 ( The percentage of scaven2
ging radical capacity) SR的计算方法参考许申鸿和杭瑚 (2000) 的方法。由于在测定体系中样品本身

的 OD值很低 ( < 01003) , 因此忽略不计 , 计算公式简化为 : SR ( % ) = (A0 - A t ) /A t ×100。式中 :

A0为 DPPH乙醇溶液的吸光值 ; A t为加入提取物溶液后的 DPPH乙醇溶液的最终吸光值。取各萃取部

浸膏或干粉配制 20 mg·mL
- 1母液 , 吸取母液 2μL, 加入 2 mL浓度为 01025 mg·mL

- 1的 DPPH乙醇

液中 , 即待测样品终浓度为 19198μg·mL
- 1

, 计算清除率。

11313　抗氧化活性萃取部抗氧化能力测定 　

为了定量更准确 , 上清液萃取部所得浸膏取少量进一步减压浓缩至干 , 进行抗氧化能力及总黄

酮、总酚含量测定。取 50 mg浓缩干燥的萃取产物 , 加 10 mL甲醇溶解 , 得 5 mg·mL - 1待测原液。

DPPH自由基清除能力 IC50测定 : 用无水乙醇稀释待测原液至 0115、0130、0145、0160、0175

mg·mL
- 1

, 取稀释液 20μL, 加 1198 mL浓度为 01025 mg·mL
- 1的 DPPH无水乙醇溶液 , 反应 30

m in, 测定 517 nm OD值。DPPH自由基清除能力以 IC50 , 即 SR为 50%时的提取物溶液浓度表示

998
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(mg·mL - 1 ) , 每个样重复测定 3次。 IC50越低 , 自由基清除能力越大。

FRAP法测定总还原能力 : 铁还原 /抗氧化能力 ( Ferric reducing/antioxidant power, FRAP) 参照

Benzuie和 Strain (1996) 的方法。根据 Fe3 + - 三吡啶三吖嗪 ( tripyridyl2triazine, TPTZ) 被还原后于

593 nm处吸光度的大小计算样品抗氧化活性的强弱。

FRAP标准曲线 : 118 mL TPTZ工作液加 012 mL不同浓度 FeSO4 , 以 118 mL TPTZ工作液加 012

mL纯水为空白 , 593 nm测定吸光度。FeSO4浓度从 01025至 2 mmol·L - 1取 14个浓度 , 即 FeSO4量

01005～014μmol, 吸光度从 01098～41257。以此绘制标准曲线。其中 TPTZ工作液 : pH 316的 013

mol·L - 1醋酸盐缓冲液 , 10 mmol·L - 1 TPTZ (以 40 mmol·L - 1 HCl配制 ) , 20 mmol·L - 1 FeCl3 , 按

10∶1∶1比例混合。

抗氧化活性萃取部进一步用 FRAP法测定总还原能力。5 mg·mL - 1待测原液稀释 50或 80倍 , 取

稀释液 012 mL加 118 mL TPTZ工作液 , 37 ℃反应 10 m in, 593 nm测定 OD值。每个样重复 3次。以

相当于 FeSO4μmol·mg- 1萃取物表示总还原能力。

11314　抗氧化活性萃取部黄酮含量的测定 　

黄酮含量用硝酸铝、亚硝酸钠比色法测定 , 参照 W ang等 (2005) 和 Heim ler等 (2005) 方法略

有改动。

黄酮含量标准曲线绘制 : 取烘干至恒重芦丁 , 加 30%乙醇配制的 012 mg·mL - 1芦丁标准液母

液。取母液 40～1000μL, 加 30%乙醇至 1 mL, 再加入 60μL 5%亚硝酸钠 , 放置 5 m in; 加入 60μL

10%硝酸铝放置 6 m in后 , 加入 400μL 110 mol·L - 1氢氧化钠和 480μL 30%乙醇 , 摇匀放置 20 m in,

510 nm测定吸光值。

黄酮含量测定 : 以 5 mg·mL - 1待测原液 30μL代替芦丁标准溶液母液 , 同样用上述标准曲线测

定方法测定吸光值 , 每个样品重复 3次。结果表示为每毫克萃取产物中含有黄酮相当芦丁的微克数。

11315　抗氧化活性萃取部总酚含量的测定 　

总酚含量的测定采用 Folin2Ciocalteu方法 , 结果表示为每克干粉中含有相当没食子酸的毫克数。

没食子酸标准曲线绘制 : 纯水配制没食子酸 1 mg·mL
- 1母液 , 然后用纯水将母液稀释为 10、

30、50、70、90μg·mL
- 1

, 取 013 mL稀释液 , 加 115 mL福林酚试剂 (原液 2 mol·L
- 1

, 稀释 10

倍 ) , 加 112 mL 715%碳酸钠 , 于 45 ℃水浴 15 m in, 760 nm检测吸光值。

总酚含量测定 : 5 mg·mL
- 1待测原液 30μL加 970μL纯水稀释。取稀释液 013 mL, 同上述标准

曲线测定方法测定吸光值 , 每个样品重复 3次。

11316　数据处理 　

各样品 DPPH IC50、FRAP值及总黄酮与总酚含量测定均重复 3次 , 以 SPSS1010进行数据处理 ,

数据表示为平均值 ±SD (标准偏差 , standard deviations) , 各样品间差异显著性以 Duncanπs多重比较

进行分析 , 以 P < 0105水平作为差异显著。

2　结果与分析

211　香花枇杷与普通枇杷各萃取部抗氧化活性

各萃取部抗氧化活性以 DPPH自由基清除率表示 , 结果见表 1。

总体结果显示 , 普通枇杷清除自由基能力低于香花枇杷 , 上清液部分比沉淀部分清除自由基能力

强。沉淀部分以萃取剩余部抗氧化能力最强 , 上清液部分中乙酸乙酯部、正丁醇部及剩余水相的自由

基清除率高。

009
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表 1　分部萃取物的 D PPH自由基清除率

Table 1　The percen tage of scaveng ing rad ica l capac ity of fractiona l extract

普通枇杷样品
Samp les of common loquat

OD

清除率 /%
Percentage of
scavenging
radical capacity

香花枇杷样品
Samp les of fragrant loquat

OD

清除率 /%
Percentage of
scavenging
radical capacity

空白 B lank 01456 空白 B lank 01456

上清液浓缩浸膏 01136 701154 上清液浓缩浸膏 01071 841345

Extract of concentrated supernatant Extract of concentrated supernatant

沉淀干粉 D ry powder of deposit 01319 291993 沉淀干粉 D ry powder of deposit 01169 621985

沉淀石油醚部 01415 81851 沉淀石油醚部 01430 51706

Petroleum ether extract of deposit Petroleum ether extract of deposit

沉淀氯仿部 01321 291627 沉淀氯仿部 01379 161825

Chloroform extract of deposit Chloroform extract of deposit

沉淀乙酸乙酯部 01364 201117 沉淀乙酸乙酯部 01272 401380

EtOAc extract of deposit EtOAc extract of deposit

沉淀正丁醇部 01368 191239 沉淀正丁醇部 01250 451062

n2BuOH extract of deposit n2BuOH extract of deposit

上清液石油醚部 01428 51999 上清液石油醚部 01434 41755

Petroleum ether extract of supernatant Petroleum ether extract of supernatant

上清液氯仿部 01397 121948 上清液氯仿部 01323 291042

Chloroform extract of supernatant Chloroform extract of supernatant

上清液乙酸乙酯部 01126 721275 上清液乙酸乙酯部 01049 891247

EtOAc extract of supernatant EtOAc extract of supernatant

上清液正丁醇部 01284 371747 上清液正丁醇部 01047 891685

n2BuOH extract of supernatant n2BuOH extract of supernatant

上清液水相 01107 761518 上清液水相 01049 891173

Raffinate of supernant Raffinate of supernant

沉淀萃取剩余部 01054 881149 沉淀萃取剩余部 01047 891685

Residue of deposit extraction Residue of extraction deposit

212　抗氧化活性萃取部抗氧化能力

21211　DPPH法测定各萃取部自由基清除能力 　

清除率高的部分 (抗氧化活性部位 ) 进一步确定 DPPH自由基半清除率 IC50 , IC50越小 , 说明抗

氧化能力越强 , 测定结果见表 2。数据显示 , 香花枇杷自由基清除能力从低到高分别为上清液浓缩浸

膏、上清液萃取剩余水相、上清液正丁醇部、沉淀萃取剩余部、上清液乙酸乙酯部 , DPPH的 IC50从

01843～01643 mg·mL
- 1。上清液乙酸乙酯部及正丁醇部经过大孔树脂除杂后 , 自由基清除能力也提

高 , IC50分别为 01577、01519 mg·mL
- 1。

普通枇杷自由基清除能力从低到高分别为上清液正丁醇、上清液浓缩浸膏、上清液萃取剩余水

相、上清液乙酸乙酯部 , DPPH的 IC50从 11671～01726 mg·mL
- 1

, 沉淀萃取剩余部自由基清除能力

最高 , DPPH的 IC50仅为 01525 mg·mL
- 1。上清液乙酸乙酯部及正丁醇部经过大孔树脂除杂后 , 自由

基清除能力也提高 , IC50分别为 01582、01625 mg·mL
- 1。

21212　FRAP法测定各萃取部总还原能力 　

具有抗氧化活性的萃取物还以 FRAP法确定总氧化还原能力 , 总还原能力以还原形成的二价铁的

量 (相当于 FeSO4μmol·mg
- 1萃取物 ) 表示。结果如表 2所示 , 香花枇杷还原能力由弱到强为上清

液萃取剩余水相、上清液浓缩浸膏、沉淀萃取剩余部、上清液正丁醇部、上清液乙酸乙酯部 , 以形成

的二价铁的量表示 , 在 21385～41582μmol·mg
- 1之间 , 经过大孔树脂除杂后 , 还原能力有提高 , 但

109
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上清液乙酸乙酯部经大孔树脂后差别不大 , 只由 41582μmol·mg- 1提高到 41686μmol·mg- 1 , 而上

清液正丁醇部提高较多 , 由原先 31724μmol·mg- 1提高到 41691μmol·mg- 1。

表 2　具有抗氧化活性萃取物中黄酮、总酚含量及 D PPH IC50、FRAP值

Table 2　The con ten t of flavono id / tota l phenolics and D PPH IC50 /FRAP in an tiox idan t extract

材料
Material

萃取部分
Extract fraction

黄酮 / (μg·mg - 1 )
Flavonoids

总酚 / (μg·mg - 1 )
Total phenolics

FRAP /
(μmol·mg - 1 )

DPPH IC50 /

(mg·mL - 1 )

香花枇杷 上清液浓缩浸膏 5541340 ±61656bc 1891006 ±11754c 21864 ±01092ab 01843 ±01007de

Fragrant loquat Extract of concentrated supernatant

上清液乙酸乙酯 6661289 ±41357d 2541503 ±21339d 41582 ±01190c 01643 ±01007c

EtOAc extract of supernatant

上清液正丁醇 5241151 ±31328b 1841912 ±01585c 31724 ±01162bc 01711 ±01005cd

n2BuOH extract of supernatant

上清液水相 5481050 ±61289bc 1901175 ±21549c 21385 ±01118ab 01766 ±01005d

Raffinate of supernant

沉淀萃取剩余部 6661289 ±51483d 2011287 ±11170c 31651 ±01089bc 01651 ±01004c

Residue of deposit extraction

上清液乙酸乙酯大孔 EtOAc extract of 8371358 ±71003e 2871836 ±11013de 41686 ±01080c 01577 ±01007b

supernatant(macropore resin) 3

上清液正丁醇大孔 8051912 ±71003e 2671368 ±11547de 41691 ±01227c 01519 ±01005a

n2BuOH extract of supernatant

(macropore resin) 3

普通枇杷 上清液浓缩浸膏 4681805 ±131132b 1281772 ±21109b 21660 ±01056ab 11131 ±01008e

Common loquat Extract of concentrated supernatant

上清液乙酸乙酯 7141088 ±41357d 2021456 ±31039c 41103 ±01125bc 01726 ±01008d

EtOAc extract of supernatant

上清液正丁醇 2961478 ±31774a 1031626 ±21924a 11725 ±01044a 11671 ±01010f

n2BuOH extract of supernatant

上清液水相 Raffinate of supernant 5161604 ±81248b 1771310 ±21680c 21988 ±01129ab 01888 ±01009e

沉淀萃取剩余部 7991623 ±121130e 2151322 ±31256cd 51311 ±01106c 01525 ±01003a

Residue of deposit extraction

上清液乙酸乙酯大孔 EtOAc extract of 8081428 ±51031e 2491240 ±31894d 51275 ±01258c 01582 ±01010b

supernatant(macropore resin) 3

上清液正丁醇大孔 n2BuOH extract of 6851157 ±131606d 2351789 ±11013cd 41744 ±01154c 01625 ±01005bc

supernatant(macropore resin) 3

　　注 : 同一栏以不同字母表示数据差异显著 ( P < 0105)。3 经过大孔树脂 AB28纯化。
Note: Meaning with different letters within a same column are significantly different at the 5% level. 3 Purified by AB28 resin.

普通枇杷还原能力由弱到强为 : 上清液正丁醇部、上清液浓缩浸膏、上清液水相、上清液乙酸乙

酯部、沉淀萃取剩余部 , 以形成的二价铁的量表示 , 在 11725～51311μmol·mg
- 1之间。上清液乙酸

乙酯部与上清液正丁醇部经大孔树脂除杂后 , 还原能力分别从 41103μmol·mg
- 1和 11725μmol·

mg
- 1提高到 51275μmol·mg

- 1和 41744μmol·mg
- 1。

213　抗氧化活性萃取部黄酮含量

从表 2中可以看出 , 香花枇杷具有抗氧化活性的各萃取部黄酮含量较高 , 在 524～666μg·mg
- 1

之间 , 上清液乙酸乙酯部与沉淀萃取剩余部含量为 666μg·mg
- 1

, 上清液浓缩浸膏、上清液萃取剩

余的水相及上清液正丁醇部含量也较高 , 在 524～554μg·mg
- 1之间。上清液乙酸乙酯与正丁醇部分

经过大孔树脂除杂后 , 黄酮富集 , 分别达到 837、805μg·mg
- 1。

普通枇杷也有类似的结果 , 上清液正丁醇部相对含量较低 , 为 296μg·mg
- 1

, 上清液浓缩浸膏

和上清液萃取剩余水相较高 , 在 468～516μg·mg
- 1之间 , 同样上清液乙酸乙酯部与沉淀萃取剩余部

分黄酮含量高 , 分别达到 714μg·mg
- 1、799μg·mg

- 1。上清液的乙酸乙酯部及正丁醇部经大孔树
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脂除杂 , 同样可将黄酮富集 , 分别达到 808μg·mg- 1和 685μg·mg- 1。

214　抗氧化活性萃取部总酚含量

总酚含量测定结果如表 2所示 , 香花枇杷具有抗氧化活性的各萃取部总酚含量较高 , 上清液正丁

醇部、上清液浓缩浸膏、上清液水相及沉淀萃取剩余部 , 总酚含量在 200～170μg·mg- 1 , 上清液乙

酸乙酯部总酚含量达到 254μg·mg- 1 , 上清液乙酸乙酯部与正丁醇部经大孔树脂除杂后总酚含量提

高 , 分别达到 287μg·mg- 1和 267μg·mg- 1。

普通枇杷上清液正丁醇部、上清液浓缩浸膏及上清液萃取剩余水相总酚含量较低 , 在 100～180

μg·mg- 1之间 , 上清液乙酸乙酯部、沉淀萃取剩余部含量较高 , 在 200～215μg·mg- 1之间 , 上清液

乙酸乙酯部及正丁醇经过大孔树脂除杂后总酚含量提高 , 分别达到 249μg·mg- 1和 235μg·mg- 1。

215　提取物抗氧化活性与黄酮、总酚含量的关系

各萃取部分黄酮、总酚含量与 FRAP和 DPPH IC50进行线性回归 , 分析这两种物质含量与抗氧化

活性间的关系 , 结果如表 3所示 , 相关系数均大于 017, 呈极显著相关 ( P < 0101)。

表 3　黄酮、总酚含量与 FRAP值、D PPH IC50的相关系数

Table 3　Correla tion coeff ic ien ts of con ten ts of tota l phenolics or flavono ids w ith

an tiox idan t capac ities ( FRAP va lue and D PPH IC50 )

测定方法 Methods for exam inating 总酚 Total phenolics 黄酮 Flavonoids

DPPH IC50 01853 3 01883 3

FRAP 01873 3 01933 3

　　3 3 表示显著性水平为极显著。
3 3 Indicating significance level ( P < 0101) .

3　讨论

本试验对香花枇杷和普通枇杷的各萃取部进行了抗氧化活性的研究 , 结果显示香花枇杷与普通枇

杷相比具较强的抗氧化活性 , 同时这两种枇杷叶片提取物的上清液及各萃取部的抗氧化能力都比沉淀

及各萃取部的抗氧化能力强 , 上清液各萃取部以乙酸乙酯部抗氧化能力强。同时 , 试验中使用大孔树

脂对上清液的乙酸乙酯及正丁醇部分进行除杂 , 结果表明大孔树脂浓缩黄酮、多酚类物质的效果较

好 , 并可提高抗氧化能力 , 这也与他人的研究一致 (李维 等 , 2007; 张京芳和王冬梅 , 2007)。

通常黄酮、多酚有较强的抗氧化活性 , 许多研究表明植物的抗氧化活性与黄酮、多酚含量有关

( Yang et al. , 2004; Aaby et al. , 2007; Xu et al. , 2007; Hong et al. , 2008a)。本试验结果分析表

明 , 两种枇杷提取液抗氧化活性部位的各萃取部的黄酮、总酚含量均与 FRAP法测定的氧化还原能力

呈正相关 , 与 DPPH的 IC50负相关 , 即黄酮、总酚含量与总还原能力及自由基清除能力成正相关 , 说

明这两种枇杷的抗氧化活性在一定程度上与黄酮、多酚成分有关。

目前 , 相关研究人员已对枇杷属野生植物资源的成分和活性做了一些研究 , 结果表明各种枇杷属

野生植物资源与普通枇杷相比较 , 活性成分有较大的相似性 , 也有一定的差异 (Hong et al. , 2007) ,

不同种类枇杷属植物的抗氧化活性有较大的差异 , 一些枇杷属野生植物资源与普通枇杷相比具有更多

的抗氧化活性物质和更强的抗氧化活性 (Hong et al. , 2008a) , 不少植物的药用活性依赖于其抗氧化

活性 ( Zhao et al. , 2006; Dufour et al. , 2007) , 这些枇杷属野生植物资源可能具有潜在的应用价值。

香花枇杷是一种分布较广的枇杷属野生植物资源 , 含有较丰富的活性物质 , 包括一些具有抗氧化活性

的酚性成分及具有其他活性的三萜酸类成分。本试验对香花枇杷的各个分极性萃取部分分别进行研

究 , 结果表明了香花枇杷的乙醇总提取物及多数萃取部分的黄酮和总酚含量以及抗氧化能力均高于普

通枇杷。说明香花枇杷可能存在潜在药用价值 , 同样也从一个侧面说明野生枇杷属植物具有进一步研
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究和利用的价值。
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