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摘 　要 : 采用不同提取方法提取山楂活性成分 ,分别用 DPP H 法、邻苯三酚自氧化法测定了不同

提取物的抗氧化作用。结果表明 ,不同提取物均有抗氧化活性 ,提取物量与抗氧化活性呈正相关 ,

不同提取物抗氧化活性强弱为 :醇提物 > 超临界 CO2提取物 > 水提物。山楂提取物中乙酸乙酯萃

取部分抗氧化活性最强。
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Anti2Oxidative Activity of Extracts from Ha wthorn
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Abstract :The anti2oxidative effect of hawt horn ext ract s origin f rom different p rocess were st udy

by using DPP H and pyrogallol autooxidation methods in this manuscript . The result s showed

t hat all of t hem had anti2oxidative activity , and exhibit a positive correlation with t he

concent ration and t he anti2oxidative activity of the ext ract s. Among of t hem , t he order of anti2
oxidative effect was listed as follows : obtained f rom et hanol bat h > SFE2CO2 > water . The ethyl

acetate part of hawt horn ext ract s demonst rated t he st rongest anti2oxidative activity.
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　　自由基是指带有未成对电子的分子、原子或离

子 ,其中与人体关系最为密切的是氧自由基 ,如超

氧自由基 (O22 ·) 、羟基自由基 ( ·O H) 、脂自由基

( ROO ·)等 ,其中以 O22 ·形成最早 , ·O H 作用最

强[1 ] 。衰老、癌症及炎症等疾病与体内脂质过氧化

和自由基有直接关系。因此 ,有关抗氧化剂清除自

由基的研究得到普遍关注。抗氧化剂分为合成抗

氧化剂和天然抗氧化剂 ,目前 ,广泛使用的合成抗

氧化剂主要有 B H T (2 ,62二叔丁基对甲酚) 、B HA

(叔丁基242羟基茴香醚) 和 TB HQ (2 ,4 ,52三羟基苯

基丁酮) 等 ,然而 ,动物实验表明它们有一定的毒

性[223 ] ,因此天然抗氧化剂取代合成类抗氧化剂是一

种必然的趋势 ,近年来 ,从天然动植物 ,尤其是从具

有悠久历史的中草药中寻找高效的自由基清除剂 ,
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引起国内外学者的极大兴趣[ 425 ] 。

现代药理研究表明 ,山楂具有抗动脉粥样硬

化 ,降低血压 ,抗癌、防癌等作用[627 ] 。也有研究表

明 ,山楂具有抗氧化作用 ,如赵二芳等[ 8 ] 比较了山

楂提取物、VC 和槲皮素的抗氧化能力 ,结果表明 ,

山楂提取物具有较强的抗氧化能力 ,抗氧化能力

VC > 槲皮素 > 山楂提取物。回瑞华等[9 ] 用流动注

射化学发光法测定了山楂果的抗氧化性能 ,发现山

楂果具有较强的抗氧化性能 ,并且抗氧化性能随着

浓度的增加而增加。

本文采用不同提取方法提取山楂活性成分 ,分

别用 DPP H 法、邻苯三酚自氧化法测定了不同提取

物的抗氧化作用 ,并与合成抗氧化剂 B H T 和抗坏

血酸清除自由基能力进行比较 ,以此来评价其抗氧

化能力 ,对于寻找新型高效的抗氧化剂及进一步开

发利用山楂资源有一定意义。

1 　材料与仪器

1. 1 　材料和试剂

山楂 :山东莱芜产大金星品种 ;二苯基苦味酰

基苯肼 (DPP H) ;邻苯三酚 ;B H T 乙醇溶液 : Tris -

HCl 缓冲液 ;抗坏血酸、B H T 均为食品级 ;其它试

剂均为分析纯。

1. 2 　主要仪器和设备

TU21900 双光束紫外可见分光光度计 :北京普

析通用仪器有限公司产品 ,Spe2ed SFE22 超临界萃

取仪 :Applied separation , Inc. 产品 ; FA1104 电子

天平 :上海精天电子仪器厂产品 ;电子恒温不锈钢

水浴锅 :上海宏兴机械仪器实业制造公司产品 ;旋

转蒸发仪 : 上海申生科技有限公司产品 ; D GG2
9140B 电热恒温鼓风干燥箱 :上海森信实验仪器有

限公司产品。

2 　实验方法

2. 1 　不同提取方法提取山楂活性成分

21111 　乙醇回流提取法 　准确称取干燥山楂

20100 g ,于 70 ℃按固液比 1 ∶20 加入体积分数

70 %乙醇回流提取 2 h ,重复 1 次 ,合并提取液 ,滤

液真空浓缩至浸膏 ,40 ℃真空干燥 ,称重 ,体积分数

95 %乙醇溶解 ,定容至一定浓度 ,备用。

21112 　超临界 CO2萃取法 　选取 100 mL 萃取釜 ,

准确称取干燥山楂 20100 g ,放入萃取釜 ,于 3616

Mpa、4718 ℃下萃取 4 次 ,每次按 1 ∶1 加入体积分

数 95 %乙醇作为夹带剂萃取 30 min ,收集萃取液 ,

真空干燥 ,称重 ,体积分数 95 %乙醇溶解 ,定容至

一定浓度 ,备用。

21113 　水提取法 　准确称取干燥山楂 20100 g ,按

固液比 1 ∶20 加水提取 2 h ,重复 1 次 ,合并提取液 ,

滤液真空浓缩至浸膏 ,40 ℃真空干燥 ,称重 ,水溶

解 ,定容至一定浓度 ,备用。

21114 　不同极性部分的制备 　称取干燥山楂适

量 ,按 21111 和 21112 方法提取 ,提取液经真空浓缩

至小体积 ,依次用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇萃取 ,

得到乙酸乙脂、正丁醇和萃余层三部分 ,各部分浓

缩、干燥、称重 ,定容至一定浓度 ,备用。

212 　山楂活性成分的抗氧化活性试验

21211 　山楂提取物对 DPP H ·自由基的清除作用

试验 　将 1 mL 不同浓度的样品溶液加入 2 mL011

mg/ mL DPP H 溶液中 ,用溶剂定容至 5 mL ,迅速

混匀 ,30 min 后于 517 nm 下测定其吸光度 A 。根据

下列公式计算清除率[10 ] :

清除率 = [ 1 - ( A - A 2 ) / A 0 ] ×100 %

A 0 为未加样的 DPP H 吸光度 ; A 为样品与

DPP H 反应后的吸光度 ; A 2 为样品的空白的吸光

度。

21212 　半清除率的测定 　半清除率指清除率为

50 % 时所需样品的浓度 ,根据不同浓度样品对有机

自由基 DPP H 的清除率作曲线求出。所需浓度越

低 ,表明半清除率越高。

21213 　山楂提取物抑制邻苯三酚自氧化作用试验

　在 10 mL 容量瓶中加入 5 mL Tris2HCl 缓冲液 ,

一定量的待测液或 B H T 溶液 ,于 25 ℃恒温水浴中

放置 20 min 后 ,加入 011 mL 的 25 ℃预热的邻苯

三酚溶液 ,迅速混匀 ,在 5 min 内 ,每隔 30 s 于 420

nm 处测定溶液的吸光度 (以 Tris2HCl 缓冲液为空

白对照) 。计算吸光度随时间的变化率 ,并与空白

溶液比较 ,便可得出被测物抑制 O22 ·作用的能

力[11 - 12 ] 。清除率计算式 :

清除率 = [ ( F0 - Fx ) / F0 ] ×100 %

式中 , F0 和 Fx 分别表示空白溶液和被测液的吸光

度随时间的变化率。

3 　结果与讨论

311 　山楂提取物对 DPPH·自由基的清除作用

对自由基的清除能力以清除率表示 ,清除率越

高 ,提取物抗氧化能力越强。按 21211 方法测定了

不同提取方法所得山楂提取物、VC 及 B H T 对 DP2
P H ·自由基的清除能力 ,结果如图 1 所示。

　　从图 1 可以看出 ,3 种不同提取方法所得山楂

提取物都具有一定的清除自由基活性的能力 ,且随
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图 1 　不同提取方法所得山楂提取物对 DPPH自由基

的清除作用

Fig. 1 　Scavenging effect on DPPH radicals of ha wthorn

extracts origin from different process

着提取物浓度增加 ,清除率逐渐升高 ,当浓度增加

到一定值后 ,清除率趋于平缓。在一定浓度范围

内 ,醇提取物的抗氧化能力最强 ,超临界 CO2 提取

物次之 ,水提物的清除能力最弱。其原因可能是由

于不同提取方法所得粗提物成分不同 ,所提取的抗

氧化物质的总量和种类也不同 , 而且其中各物质的

协同作用也不一致 ,导致了不同提取方法所得山楂

提取物的抗氧化能力不同。对于 DPP H ·自由基

的清除率 ,当山楂醇提物和 SFE 提取物浓度达到 2

mg/ mL 时已超过 4 mg/ mL B H T 的抗氧化效果 ,

相当于 015 mg/ mL 的抗坏血酸的抗氧化效果 ,表

明山楂醇提物和 SFE 提取物均具有较强的抗氧化

能力。

半清除率浓度是自由基清除率在 50 %时的浓

度 ,以 EC50表示 ,常用来比较清除 DPP H 自由基的

能力大小 (图 2) 。图 2 从图中可见 ,对自由基清除

能力以醇提物最强 ( EC50 = 0139 mg/ mL ) ,超临界

CO2提取物略低 ,水提物最弱。

图 2 　不同山楂提取物的 EC50比较

Fig. 2 　Comparison of EC50 of ha wthorn extracts origin

from different process

312 　不同极性部分对 DPPH·自由基的清除作用

按 21114 方法将回流提取和超临界 CO2 提取

物分成极性不同的 3 个部分 :乙酸乙酯萃取部分、

正丁醇萃取部分及萃余物部分 ,各部分按方法

21211 测定 ,结果见图 3、图 4。

　　由图 3、4 可知 ,在乙酸乙酯、正丁醇和萃余物

三个萃取部分中 ,乙酸乙酯萃取部分清除 DPP H ·

自由基能力最强。该极性部分含有黄酮类化合物、

绿原酸和原花青素等[13 ] ,这类化合物具有较强的清

除自由基和抗氧化活性 ,因此 ,山楂提取物中乙酸

乙酯萃取部分抗氧化活性最强。

图 3 　醇提物各萃取部分清除 DPPH自由基的作用

Fig. 3 　Scavenging effect of ethanol extracts fractions on

DPPH radicals

图 4 　超临界 CO2提取物各萃取部分清除 DPPH自由

基的作用

Fig. 4 　Scavenging effect of different fractions of SFE2
CO2 extracts on DPPH radicals

313 　山楂提取物抑制邻苯三酚自氧化的作用

邻苯三酚 ( PR)在碱性条件下会发生自氧化 ,生

成有色中间产物和超氧阴离子自由基 (O22 ·) ,O22

·自由基对自氧化有催化作用 ,提取物对邻苯三酚

自氧化的抑制率可作为它对 O22 ·自由基的清除率

的表征 ,据自氧化速率变化来计算提取物对 O22 ·

自由基的清除率。

由图 5 可知 ,提取物能明显降低邻苯三酚自氧

化的速率 ,随着提取物浓度增加 ,抑制率逐渐增高 ,

但当浓度增加到一定值后 ,抑制率呈平缓趋势。
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图 5 　不同山楂提取物抑制 PR自氧化的作用

Fig. 5 　Inhibition for PR of different ha wthorn extracts

　　如图 5 所示 ,不同提取方法提取物对 O22 ·自

由基的清除能力不同 ,醇提物和 SFE 提取物对 O22

·自由基的清除能力与 B H T 相当 ,其中醇提物略

高于超临界 CO2 提取物 ,水提物较低。由此可见 ,

山楂醇提物和超临界 CO2提取物对 O22 ·自由

基也有较强的清除能力。

4 　结　语

综上所述 ,山楂不同提取物抗氧化能力不同 ,

醇提物最高 ,超临界 CO2提取物次之 ,水提物较低。

其原因可能是由于不同提取物成分不同 ,所提取的

抗氧化物质的总量和种类也不同 , 而且其中各物质

的协同作用也不一致 ,导致了不同方法提取的山楂

提取物的抗氧化能力不同。其机理还有待进一步

深入研究 ,这也是今后研究的目标。

山楂具有药食两用的特点 ,将山楂提取物添加

至食品中即可以增加食品的营养成分 ,又可起到抗

氧化的功效 ,从这一点可以看到山楂产品的开发具

有广阔的应用前景。
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