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银杏中种皮提取物抗氧化活性的研究

莫晓燕
,

徐 静
,

张安宁
西安交通大学 生命科学与技术学院

,

陕西 西安 ”

摘 要 〕 分别采用卵黄脂蛋白多不饱和脂肪酸过氧化体系
、

超氧阴离子 自由基体系
、

羚 自由基体系
、

二苯代

苦味酞 自由基体系以及总抗氧化能力等检测指标
,

对银杏中种皮采用不同提取方法 微波提取
、

超声提取
、

乙醇和水浸提 获得的黄酮类物质的抗氧化能力进行了对比研究
。

结果表明
,

不同提取方法获得的提取液均具有较

强的抗氧化活性
,

而不同提取工艺可影响银杏中种皮提取液的抗氧化作用及其机理
,

其中乙醇浸提液对卵黄脂蛋

白过氧化体系的抑制率为
,

微波水提液对超氧阴离子和经 自由基的清除能力分别达 和
矛 ,

乙醇超声提取液对 自由基的清除率及总抗氧化能力分别为 和
。

关键词 〕 银杏中种皮 黄酮类物质 抗氧化活性 自由基 抑制率 清除率
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银杏 为银杏科银杏属多年

落叶乔木
,

具有很高的开发应用价值
。

然而银杏中种

皮在加工过程中大多作为废料被丢弃
,

造成资源浪

费及环境污染
。

因此
,

有必要对银杏中种皮的有效成

分进行研究
,

以便综合利用银杏资源
,

保护生态环

境
。

近年来的许多研究〔
’

,

二证实
,

黄酮类物质具有抑

制脂质过氧化及清除多种 自由基的能力
,

是一种较

为理想的天然抗氧化剂
。

研究发现闭
,

银杏中种皮提

取液中含有黄酮类物质
,

且具有明显的抗氧化活性
。

本研究分别采用微波
、

超声
、

乙醇和水浸提等方法提

取银杏中种皮中的黄酮类物质
,

测定了不同提取液

在卵黄脂蛋 白多不饱 和 脂肪酸
,

过氧化体系中的抗氧化活性
,

及

其清除超氧阴离子 自由基
、

轻 自由基和二苯代苦味

酞
, 一 一 一 ,

自由基

的能力
,

同时测定了不同提取液的总抗氧化能力
,

为

银杏中种皮的综合开发利用提供理论依据
。

材料与方法

材料与试剂

银杏中种皮购于江苏江阴 芦丁 生化试剂
,

上

海试剂厂
、

硫代 巴 比妥酸
一 ,

分析纯
,

西安化学试剂厂
、

维生素 分析

纯
,

西安化学试剂厂
、

分析纯
,

美 国

公司
,

其余试剂均为分析纯 抗超氧阴离子 自由基
、

活性氧及总抗氧化能力测试盒
,

均购于南京建成生

物工程研究所
。

主要仪器
一

型紫外可见分光光度计 北京瑞

利分析仪器公司 型高速冷冻台式离心机

德国 公司
一

型微波炉 广东美

的企业集团 型超声波清洗器 上海科导超

声仪器有限公司
一

型电热恒温水浴锅

北京医疗设备厂
。

试验方法

银杏中种皮提取液的制备 银杏中种皮洗

净除杂 烘干至恒重 粉碎过筛 提取 微波

法
、

超声法
、

乙醇和水浸提法 抽滤 离心 测定

总黄酮含量
。

卵黄脂蛋 白 过氧化体 系中抗氧化活

性的测定纽一 〕 建立以 诱发卵黄磷脂
一

位上

的极低密度脂蛋 白和低密度脂蛋白 的过氧

化模型
,

按表 加样
。

其中对照管提前加人质量分数

三氯乙酸 。
,

然后将对照管与测定管同

时置于 水浴中温育
,

取出后
,

于测定管

中加人质量分数 三氯 乙酸
,

静置

后
,

将两管于 离心
,

取

上清液
,

加人质量分数 溶液
,

沸水

浴
,

冷却
,

测定 处吸光度
。
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表 卯黄脂蛋白 过级化体系活性侧定加样

,
’
一 , 、 , 一 。 ‘ 一 , 一 一

处理
恤

卵黄悬液 蒸馏水
,

提取液
一 奋一

飞

硫酸亚铁 磷酸缓冲液 。 三氯乙酸
厂

对照管
’ 〔 ,

测定管 , , 。 , , 。

‘

试验分别测定了
,

种提取液对卵黄脂蛋

自过氧化物的抑制率
,

其中 为称取银杏中种皮
,

以 倍体积的体积分数 。 乙醇溶液于

浸提 获得的提取液
,

总黄酮质量浓度为 飞

, 】

为称取银杏中种皮
,

以 倍体积的

水微波提取 获得的提取液
,

总黄酮质址浓度

为
碑 。

抑制率的计算公式为

抑制率 男
对照针 月

一

测定竹 」

对照管 今

超氧阴 离子 自由基清除能力的测 定
了
·

林

采

用抗超氧阴离子 自由基测试盒
,

模拟人体中黄嗓吟

氧化酶反应体系产生超氧阴离子 自由基
。

当被测样

品中含有 了 清除剂时
,

反应体系中 了 的量随之

减少
。

按照测试盒说明 表 进行加样
,

充分混匀
,

置于 〔
’

恒温水浴
,

分别加入 显色
,

混匀后静置
,

用蒸馏水调零
,

测定

处的吸光度 卜
。

今了、几丫上︸

表 超级阴离子 自由基体系活性测定加样
〔 一 、 、 一 ‘》 、 一 。 , 。。 , ,

处理 号试利
荟一 仁 一

族馏水
卜

〔 万 飞只 盯

标准液
, 几 只 一

提取液
飞,

号试刹
贬工

号试钊
心·找 《旧

号试刊
飞

对照管
’。 一 一、

、

标准管 〔 ,

测定管 一

日 心 〔〕

若

试验中分别测定了
, , ,

种提取液对超氧

阴离子 自由基的清除能力
。

称取银杏中种皮
,

为 倍体积的水微波提取 获得的提取液
,

总黄酮质量浓度为 为 倍体

积水微波提取 获得的提取液
,

总黄酮质量浓

度为 为 倍体积的体积分数

。 乙醇
、

浸提 获得的提取液
,

总黄酮质

量浓度为
·

银杏中种皮提取液对 的清除能力用抗超氧

阴离子活力表示
。

规定在反应体系中
,

每升样品在
、

条件下所产生的相当于 维生素

产生的超氧阴离子自由基的变化值为 个活力单

位
。

以维生素 溶液为标准
,

抗超氧阴离子活力的

计
·

算公式为

杭超氧阴离子活力
对照管 一测定管
对照管 一标准管

火

标准液质址浓度 样品测试前的稀释倍数
。

舟 自由基清除能力 的浏 定 , ’
。

采用活性

氧测定试剂盒
,

以经典的 反应体系产生经自

由基
,

若加入
·

清除剂
,

则反应体系中的
·

也相应减少 红
” 。

利用这一原理
,

可测出银杏中种皮

提取液对
·

的清除能力
。

按照试剂盒说明进行

加样 表
,

所用提取液与 相同
,

混匀后于

反应
,

再分别加人 显色剂
,

室温放置
,

用蒸馏水调零
,

测定 处吸光度
二 , 。

表 径自由签体 系活性侧定加样 ,

。 飞。

处理
、

蒸馏水
设号试剂 号试剂 提取液 号试剂

空白管

对照管
、

标准管

测定管
、 ,

一
一

一
一

一
一

一一一
一 一

一
叫

一

门

,
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以每升样品在 下反应
,

使反应体系

中 浓度降低 为 个抗活性氧单位
,

其金蹲公式为
、“

, 二 二
, , , , , 、

对照管 二 一测定管 二 。
、 、 、

二

抗活性氧活力
脚

是会影笋二雀黑蔫 尸 标准管‘ 、 ’目 ‘ ’“ ‘ 钾“ 一“
‘ ’

标准管 , 一空白管 浅
。

’

即
’阵 曰

浓度
取液量

样品测试前的稀释倍数
。

自由 基 清除 能 力 的 测 定
·

’ 〕

自由基清除能力的测定原理是 乙醇

溶液呈深紫色
,

在 处有一 强 吸收峰
,

随着

与抗氧化剂给出的氢相结合
,

反应体系逐渐

变为淡黄色
,

吸光值减少
,

反应结束时达到稳定
,

其

褪色程度与接受的电子数成定量关系
。

按照表 进

行加样
,

充分混匀后静置
,

测定 处吸

光度
。

表 自由基体系活性测定加样
碑 一

处理 提黑集
拌

乙醇溶液
乙醇

空白管

对照管

测定管 , 盆

试验测定了
, , , 。

种提取液对 自

由基的清除能力
。

称取银杏中种皮
, 】

为 倍

体积水超声提取 后再微波提取 获得

的提取液
,

总黄酮质量浓度为 。
,

为 倍体积水超声提取 后再微波提取

获得 的提取液
,

总黄酮质量浓度为

为 倍体积的体积分数 乙醇溶液

超声提取 后再于 浸提 获得的提取

液
,

总黄酮质量浓度为 为质量

浓度 维生素 溶液
。
是质量浓

度为 芦丁溶液 各样品液对

自由基的清除率用下式计算

旅一
, 。 , , ,

测定管 一空白管
、 、 , 八 。

清除率 一 一 竺纽 最韶品奋号星三二巡
。

、。 。、一
‘ ” 、 ‘

对照管
、

总抗氧化能 力的刚 定 ’〕 采用总抗氧化能

力测试盒
,

其原理是抗氧化物质 包括抗氧化剂和抗

氧化酶 能将
十还原成 “十 ,

后者与菲琳类物质

形成稳定的络合物
。

因此
,

通过比色即可测定银杏中

种皮提取液的抗氧化活性
。

按照试剂盒说明加样 表
,

充分混匀后于 水浴
,

然后分别加入

号试剂
,

对照管中补加 提取液
,

混

匀并静置
,

用蒸馏水调零
,

测定 处吸

光度
。 。

试验中测定的提取液与 相同
。

表 总抗权化能力测定加样 ,

处理 号试剂 提取液 号试剂 号试剂
飞

对照管

测定管
,

以 时
,

每分钟每毫升样品使反应体系的吸

光度值增加 为 个总抗氧化能力单位
。

、一
, 、 , , , , , 、

测定管 刹。一对照管 、。 。 八 、

总抗氧化能力 一 竺二型匕三二三粉示兰竺

一
丫

沙“
‘以 。。 切 ‘ 、 一 ‘ 二“ 一

反应液总体积
取样量

样品测试前的稀释倍数
。

结果与分析

对卯黄脂蛋白 过氧化体系抗权化活性

的影响

温育时间 温育是诱发卵黄脂蛋白过氧化

的重要步骤
。

本研究在文献
,

〕报道的基础上
,

首

先以 。
,

芦丁溶液为抗氧化剂添加到

卵黄脂蛋白 过氧化体系中
,

观察了温育时间

与抗氧化活性的关系
。

结果 图 显示
,

在起始阶

段
,

芦丁对卵黄脂蛋白 过氧化体系的抑制率

呈上升趋势
。

当反应体系温育 时
,

芦丁对卵

黄脂蛋 白 过 氧化体 系 的抑制率最 大
,

为

随着温育时间的继续延长
,

抑制率迅速下

降
,

至 趋于稳定
。

因此在后续试验中
,

以 温

育 作为评价银杏中种皮提取液抗氧化活性

的反应条件
。

不 同提取液 对按体积比稀释成不同浓度

的
,
和 种提取液

,

以及维生素 和芦丁溶液

的抗氧化活性进行了比较
,

结果见图
。
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,

芦 丁溶液

口皿口团
了‘

内、,‘。巴口。写一召月口一
岁一葵﹃份晕

,‘

忿巴‘。一层左一
岁斧︸犯晕

温育时间

卜
,丹、一

体积 水体积

图 温育时间对卵黄脂蛋白过氧化物抑制率的影响 图 不同提取液对卵黄脂蛋白过氧化物的抑制率

由图 可知
,

不同浓度的 种溶液都表现出明

显的抗氧化活性
,

且其抗氧化活性随浓度的增大呈

上升趋势 即呈现量效关系
。

其中
,

以未稀释的乙醇

浸提液 的抗氧化活性最高
,

对卵黄脂蛋白

过氧化体系的抑制率达
,

微波水提液

次之
,

抑制率为
, 。

银杏中种皮提取液的

抗氧化机制涉及两个方面 一是黄酮类物质能与具

有促进过氧化作用的 生成络合物
,

从而降低
十的催化活性仁

’

炸二是黄酮类物质能将氢提供给

中间自由基
·

和
·

等
,

自身转变为稳定的

酚基自由基
,

减缓游离 自由基链式反应的速度
,

从而

起到抑制卵黄脂蛋白进一步氧化的作用仁“ 〕
。

而乙醇

浸提液对卵黄脂蛋白 过氧化体系的抑制率

远 远 高 于 近 似浓度 的标 准芦 丁 溶液
,

说明银杏中种皮提取液含有的多种黄

酮类物质
,

与其他抗氧化剂之间具有协同效应
。

对超权阴离子自由墓及轻自由基的清除能力

测定 种不同提取方法获得的银杏中种皮提取

液清除 乒和
·

的能力
,

结果 图 显示
, ,

, 。
种银杏中种皮提取液均具有较高的抗超氧

阴离子和经 自由基活力
,

其中微波水提液 对超

氧阴离子与经 自由基的清除能力分别达 和
。

提取液对这两种 自由基的清除能力与

其总黄酮质量浓度高低不呈正 比关系
,

的总黄酮

质量浓度虽然高于
,

和
,

但其清除 和
·

的能力有所降低
,

这可能与提取工艺有关
。

由于乙醇

浸提液 加工时间较长
,

可能使银杏中种皮中对

自由基起清除作用的抗氧化成分受到破坏
。

二抗超氧阴离子活力 口
,

抗活性氧活力
︸八七、瑰、,‘

。忿一侧。叱
︵曰
。

口︾尺明

提取液

图 不同提取液清除超氧阴离子

和羚 自由基的能力

对 自由基的清除能力

自由基化学性质十分稳定
,

因此常被用

来评价黄酮类物质的抗氧化活性
。

本试验以标准芦

丁溶液和维生素 溶液为对照
,

测定了 种提取液

清除 自由基的能力
,

结果见图
。

由图 可知
, , , , , 、 ,

种样品溶液对

均有很好的清除能力
,

并且
, ,

种不

同加工方法得到的提取液与标准芦丁溶液和维生素

溶液的清除效果基本相当
,

其中乙醇超声提取液

清除率最高
,

达
, ,

高于芦丁溶液清除

率
,

略低于维生素 溶液清除率
。
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提取液的总抗氧化能力
, , , , 、 ,

种样品溶液总抗氧化能力

的测定结果见图
。

由图 可知
, , , , 。

种银杏

中种皮提取液的总抗氧化能力与其总黄酮质量浓度

呈正相关
,

其中总黄酮质量浓度最高的乙醇超声提

取液 的总抗氧化能力最高
,

达
,

明

显高于维生素 和芦丁溶液
。

提取液的抗氧化作用可能通过以下 条途

径实现 ①清除游离 自由基
,

以免引发过氧化反应

②分解过氧化物
,

阻断过氧化链 ③络合对过氧化起

催化作用的金属离子
,

提高反应活化能
,

阻碍过氧化

反应的发生
。

产 之
芯招︸招一﹃︺一巴召曰三

·

口︾只招汉军塌钧
八”八,

。目﹂助﹁的。争目。

岁、译经理

, , 。

图 不同提取液对 自由基的清除率
一

图 不同提取液的总抗氧化能力

讨 论

本试验对银杏中种皮提取液的抗氧化活性进行

了较为深入系统的研究
,

通过 种检测指标分析了

不同提取方法的生物学效应
。

结果表明
,

无论是水或

乙醇浸提
,

还是微波或超声波提取
,

银杏中种皮提取

液均具有较高的抑制脂质过氧化和清除自由基的作

用
,

其中乙醇浸提液对卵黄脂蛋白 过氧化体

系的抑制率为
,

微波水提液对超氧阴离子

与经 自由基的清除能力分别达 和
,

乙醇超声提取液对 自由基的清除率及

总抗氧化能力分别为 和
,

说明

银杏中种皮可作为新型天然抗氧化剂的来源
,

具有

良好的开发前景
。

但是
,

不同的提取工艺对银杏中种

皮的抗氧化作用及其机理有一定的影响
,

有必要进

一步优化提取工艺
。
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