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绞股蓝[Gymostemma pentaphyllam ( Thunb ) Mak]又
称“五叶参”、“七叶胆”，是一种名贵天然的中草

药资源[1 － 2]。据国内外研究表明，绞股蓝含有近 60 种

人参总甙，绞股蓝糖甙、氨基酸、生物碱以及 18 种人

体需要的微量元素，具有人参相似的免疫增强剂作用，

可调节人体生理机能  ，降低转氨酶、延缓衰老 [ 3 ]、预

防冠心病等作用，尤其以抗衰老的效果最为明显，所

以绞股蓝被誉为“第二人参”、“长寿茶”。

绞股蓝的作用比较广泛，人们对它进行了大量的研

究，但目前对绞股蓝的药理研究特别是对其有效成分的

药理活性缺乏深层次阐明，因此今后对绞股蓝的有效成

分和有效单体的提取、分析、药理研究将会成为热点。

基于以上原因，本研究以不同产地的绞股蓝干为材料，

设置提取时间、提取温度、p H 等几个因素，采用新

技术超声波 - 乙醇法，通过正交试验设计，研究提取绞

股蓝抗自由基有效成分的最佳提取条件，为开发绞股蓝

系列产品提供理论依据。

1   材料与方法

1.1       材料与试剂

不同产地绞股蓝干(湖北省神农架、广东省肇庆、

广西省柳州)      佛山新一佳超市。

无水乙醇、邻二氮菲、六水硫酸亚铁铵、双氧

水、磷酸二氢钾、磷酸钠等为 A R 级试剂；L 核黄素、

氯化硝基四氮唑蓝(氮蓝四唑，NBT)为生化试剂；亚硝

酸钠、α - 萘胺、二甲胺、碳酸钠为 C P 级试剂。

1.2      仪器与设备

超声波清洗机      深圳特佳达机械有限公司；722 型

可见分光光度计      上海精密科学仪器有限公司；pHS-3C
型精密 pH 计      上海雷磁仪器厂；分析电子天平       上
海天平仪器厂；电热恒温水浴锅      上海泸南科学仪器联

营 厂 。

1.3       原理及方法

1.3.1        清除羟自由基原理及方法
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(V 乙醇 +V 蒸馏水＝ 100ml，V 乙醇:V 蒸馏水＝ 3:2，t ＝ 28℃)。

2   结果与分析

2.1     比较三种不同产地的绞股蓝抗羟自由基的效果

按照以上试验步骤和计算公式得到不同产地的绞股

蓝提取液对羟自由基清除率实验结果，见表 1。

表 1 可见，湖北省神农架出产绞股蓝提取液清除羟

自由基性能很好，可达 92.31％，比其他两个地方要高

出 10%，这可能是由于湖北省神农架的环境无污染，绞

股蓝质量优，有效成分积累较多。在以下的实验中，

以神农架出产的绞股蓝干作为实验材料。

2.2     正交试验法获得最佳的提取条件

采用新技术超声波 - 乙醇法，设置提取时间 t、提

取温度 T、溶剂的浓度、p H 值等几个因素，并采用正

交试验设计，研究提取绞股蓝抗自由基有效成分的最佳

提取条件。根据表 2(正交试验因素表)，测得绞股蓝干

清除羟自由基结果见表 3。

如表 3 所示，试验号 5 ，即是 A 2 B 2 C 3 D 1，时间

15min，浓度 60％，pH8～9，温度为室温为最佳的提

取条件。以下进行绞股蓝性能测试均采用在最佳提取条

件下得到的绞股蓝提取液。

2.3   绞股蓝提取液清除自由基性能

由表 4 可见，绞股蓝提取液具有优异的清除羟自由

基性能，可达 99.72％，比只具有单一成分绞股蓝皂甙

表2  正交试验设计

Table 2   Design of orthognal test

表1   不同产地的绞股蓝提取液对羟自由基清除率

Table 1    Scavenging rates of Gynostemma pentaphyllam extracts
from different areas to hydroxyl radical

A空白     A实际A 清除率(％)

未损伤 0.614 — 0.614 —

损伤 0.016 — 0.016 —

提取液1 (湖北神农架) 0.666 0.098 0.568 92.31

提取液2(广西柳州) 0.532 0.014 0.518 83.95

提取液3(广东肇庆) 0.53 0.02 0.51 82.61

注：室温 2 8 ℃。

试验号 A时间(min) B浓度(％) C pH值 D温度(℃)

1 5 40 4～5 室温

2 5 60 6～7 55

3 5 80 8～9 80

4 15 40 6～7 80

5 15 60 8～9 室温

6 15 80 4～5 55

7 25 40 8～9 55

8 25 60 4～5 80

9 25 80 6～7 室温

具体方法见文献[ 4 ]，清除羟自由基的测定方法原

理为：H2O2/Fe 2+ 体系通过 Fonton 反应产生羟自由基，

邻二氮菲 - F e 2 + 水溶液因被羟自由基氧化为邻二氮菲 -
Fe3+，在 510nm 波长处的吸光度降低。加入双氧水前加

入羟自由基清除剂，则 Fenton 反应产生的羟自由基被清

除或部分清除，体系在 510nm 波长的吸光度降低相应减

少。羟自由基清除率 d 计算方法如下：

式中，A510 (未损伤)指不加 H2O2 和绞股蓝样品的吸

光度；A510 (损伤)指加 H2O2 不加绞股蓝样品的吸光度；

A510(加入绞股蓝的样品)指加绞股蓝后加 H2O2 样品的吸光

度 。

1.3.2       氯化硝基四氮唑蓝(NBT)法检测清除      能力的原

理及方法

具体方法见文献 [5]，检测清除      能力的原理为体

系通过光照甲硫氨酸(Met)和核黄素(VB2)产生      ，可以

将氯化硝基四氮唑蓝 ( N B T ) 还原为蓝紫色物质

formazane，产物稳定且不溶于水。反应式如下 NBT+ →
formazane+O2 因此，NBT 与     作用会有明显的颜色变

化，若加入的物质可清除    ，降低 NBT 的还原程度，

颜色变化程度将减弱。用分光光度法测定其在 560nm 的

吸光度，以吸光度的变化来间接判断受试物对      的清除

作用。清除率按下式计算：

1.3.3       阻断亚硝胺的原理及方法

具体方法见文献[ 6 ]，模拟人体胃液的条件，二甲

胺与亚硝酸钠在 37℃，pH3 的条件下可生成二甲基亚硝

胺，在此条件下恒温 1h 可使亚硝胺加以纯化，反应充

分。然后在紫外灯照射下生成的亚硝胺分解释放出亚硝

酸根，与对氨基苯磺酸发生重氮化作用形成重氮盐，再

与 α- 萘胺偶合成紫红色物质；而清除亚硝酸钠的实验的

前部分同上，但后部分不需要紫外灯照射，因为用紫

外灯照射的目的是为了产生亚硝酸根，而它本身就是

了，所以直接重氮化后与盐酸萘乙二胺显色即可。最

后用比色法测其吸光度 AX，空白液吸光度 A 0，根据下

式计算阻断率：

1.4      实验步骤

将绞股蓝尽量粉碎，用分析天平称取 10g 装入碘量

瓶，加乙醇溶液后，恒温水浴于温度 t ，超声波时间

T 。用漏斗过滤，把所得的滤液存于碘量瓶中，待测

O2·

O2·

O2·

O2·

O2·

O2·

× 100                           (1)
A510(加入绞股蓝的样品)－ A510 (损伤)

A510 (未损伤)－ A510 (损伤)

d(%)=

×100                      (2)
A 空白样－ A 提取液

A 空白

清除率(%)=

×100                                         (3)阻断率(%)＝
A0 － AX

A0



※工艺技术                          食品科学                                                    2008, Vol.29, No.09    241

由表 6 可见，绞股蓝提取液对亚硝胺阻断作用可达

5 1 . 8 3％，效果良好。

3 结  论

本研究分析了不同省份的绞股蓝清除羟自由基性

能，发现神农架出产的绞股蓝清除羟自由基的性能最

好。采用新技术超声波 - 乙醇法对绞股蓝进行正交试

验，获得最佳的提取条件：时间为 1 5 m i n，乙醇浓度

为 60％，pH 值为 8～9，温度为 28℃。实验结果表明

绞股蓝提取液羟自由基清除率达 99.72％，超氧阴离子自

由基清除率可达 67.74％，具有良好的阻断亚硝胺能力，

阻断率达 51.83％。
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表4   绞股蓝提取液羟自由基的清除率实验结果

Table 4   Scavenging rate of Gynostemma pentaphyllam extract
to hydroxyl radical

A溶液 A试剂空白 A 清除率(％)

未损伤 0.373 0 0.373 —

损伤 0.012 0 0.012 —

提取液 0.572 0.2 0.372 99.72

表5  绞股蓝提取液清除超氧阴离子自由基实验结果

Table 5    Scavenging rate of Gynostemma pentaphyllam extract
to superoxide radical

A 提取液 A 空白样 清除率(％)

吸光度 0.08 0.248 67.74

表3  清除羟自由基的结果

Table 3     Results of orthogonal test

A 溶液 A 试剂空白

A1B1C1D1

A1B2C2D2

A1B3C3D3

A2B1C2D3

A2B2C3D1

A2B3C1D2

A3B1C3D2

A3B2C1D3

A3B3C2D1

试验号 A 转化率(%)

未损伤 0.373 0 0.373 —
损伤 0.012 0 0.012 —

0.12 0.105 0.015 0.83

0.197 0.175 0.022 2.77

0.602 0.232 0.37 99.17

0.075 0.026 0.049 10.25

0.572 0.2 0.372 99.72

1.27 1.179 0.091 21.88

0.691 0.427 0.264 69.81

0.473 0.289 0.184 47.65

0.488 0.476 0.012 0

O2·

表6  绞股蓝提取液阻断亚硝胺的性能

Table 6   Gynostemma pentaphyllam extract performance
of blocking nitrosamines

吸光度Ax     A0 阻断率(％)

空白液(A0)        0   0.191     __

 提取液    0.019   0.111    51.83

对·OH 清除能力(64.4％)[7]高很多；从表 5 中可见，绞

股蓝提取液对    的清除率可达 67.74％。也比绞股蓝皂

甙对       清除能力(51.7％)[7]高。O2·

2.4      绞股蓝提取液阻断亚硝胺性能实验结果

O2·


