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葛根黄酮对DNA氧化损伤的保护研究

裴凌鹏 惠伯棣 张 帅 金宗濂

(北京联合大学应用文理学院 北京      100083)

摘要 本文使用不同方法提取葛根黄酮 并在CuSO4-Phen-VC-H 2O2-DNA 化学发光体系中测定其对DNA 氧化损伤

的保护作用 实验结果表明黄酮作为天然抗氧化剂能够明显抑制DNA 损伤发光 并通过量效关系的研究确定在

0.02 1000 g/ml范围内能有效抑制自由基对DNA的损伤
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Abstract Flavone fraction was extracted from Kudzu with different protocols in this study. Protection against DNA damage

by the extracts was demonstrated by CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA reaction. The photon count of the reacts suggested that

flavones, a natural antioxidant, at the concentration 0.02 1000 g/ml could reduce (in amount) and delay DNA damage.
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葛根为多年生豆科植物葛(Pueraria Lebata(willa)

ohwi)的根 野葛一般生长于山坡 草丛 路旁及较阴

湿的地方 在我国有广泛的分布 已经证明 葛根含

葛根素 葛根素木糖甙 大豆黄酮 大豆黄酮甙及

谷甾醇 花生酸 并含大量淀粉(鲜葛根含淀粉19 %

2 0 % 甘葛根含淀粉 3 7 % ) 据 本草纲目 记载

葛根气味甘 辛 平 无毒 主治消渴 全身大

热 呕吐 诸痹 起阴气 解毒  现代医学的研

究表明 葛根中的总黄酮 具有解痉止痛 增强脑及

冠状动脉血流量 降低血脂 降血糖 抗氧化和增强

机体的免疫力等功效 因此加强对葛根的生物学功能研

究 为开发各种功能性食品具有广阔的前景[ 1 3 ]

近年来 有关葛根黄酮的抗氧化作用一直是人们研

究的热点 但利用生物发光检测技术对葛根黄酮抗

D N A 氧化损伤进行研究的国内报道很少 本实验使用

CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA 化学发光体系来测定葛根黄酮

对 D N A 损伤的抑制作用及其有效浓度范围

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器

BPCL-4 型微弱发光测量仪(中国科学院生物物理研

究所设计并制造) KQ-100 超声波清洗器(昆山市定山湖

检测仪器厂) UV8500 紫外-可见分光光度计(上海天美

仪器公司) Labconco 冰冻真空干燥仪(美国) G-17 离

心机(北京医疗仪器厂)

1.1.2 试剂

无水乙醇(北京化学试剂公司) 氨水(北京化学试剂

公司) 大孔吸附树脂( 天津农业股份公司) 硫酸铜

(CuSO4 北京化工厂) 邻啡罗啉(1 10-Phenanthroline

分析纯 Sigma) 维生素C(VC 分析纯 Sigma) 过

氧化氢(H 2O 2 3 0 % 优级纯 北京化工厂) D N A (分

析纯 Sigma) 芦丁(北京化学试剂公司)

1.1.3 原料   葛根(购于重庆地区)

1.2 方法

1.2.1 葛根黄酮提取与纯化

使用不同工艺提取葛根中的黄酮 并对得到的黄褐

色粉末总量 总黄酮含量 比较提取率

1.2.1.1 水煎煮法[4]   提取流程如下

10g葛根原料 蒸馏水煎煮两次 每次2h 离心过

滤 冰冻真空干燥 制成干粉
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1.2.1.2 回流法[5]    提取流程如下

10g葛根原料 70% 乙醇加热回流两次 每次2h

离心过滤 合并滤液 柱分离 水洗脱 乙醇洗脱 减

压浓缩 冰冻真空干燥 制成干粉

1.2.1.3 索氏提取法[6]    提取流程如下

10g葛根原料 70% 乙醇60ml 回流提取 提取4h

离心过滤 柱分离 水洗脱 乙醇洗脱 减压浓缩

冰冻真空干燥 制成干粉

1.2.1.4 超声波法[7]   提取流程见图4

10g 葛根原料 超声提取 离心过滤 柱分离 水

洗脱 乙醇洗脱 减压浓缩 冰冻真空干燥 制成干粉

1.2.1.5 大孔吸附树脂柱的制备

取大孔吸附树脂 用乙醇加热回流洗脱 洗至洗

脱液蒸干后无残留物 将经乙醇洗净的树脂挥去溶剂备

用 用乙醇湿法装柱 继续用乙醇在柱上流动清洗

不时检测洗出的乙醇 至与水混合不呈白色混浊为止

最后以大量蒸馏水洗去乙醇备用

1.2.2 微弱发光体系的配制[8,9]

用 0.1mol/L醋酸盐缓冲液(pH5.5)配制CuSO4-Phen-

V C - D N A 溶液 使Cu 2 + P h e n V C D N A 终浓度分

别为5 10-5mol/L 3.5 10-4mol/L 3.5 10-4mol/L 

1 g/ml 加入一定量的抗氧化剂(对照用缓冲液补齐)

取该溶液1ml 放入发光仪样品池中 加入200 l3% 的

H 2 O 2 溶液 立即测量化学发光反应动力学曲线 每组

实验重复三次

2 结果与分析

2.1 葛根黄酮含量测定

2.1.1 标准曲线绘制

精确称取芦丁对照品10mg 放入50ml 容量瓶中

加7 0 % 乙醇溶液 稀释至刻度 吸取上述溶液1 2

3 4 5ml 分别置于50ml容量瓶中 以5ml 70%乙醇

并加水至50ml 同时以上述溶剂为对照 在250nm 处

进行比色测定 用最小二乘法 以对照品芦丁质量浓

度与吸光度作线形回归 得芦丁质量浓度c(g/L)与吸光

度A的关系 c=0.0217A-0.0007, r=0.9982

2.1.2 葛根提取物中总黄酮的测定

精确称取上述各种流程得到的提取物 其量相当于

10mg 葛根黄酮 置50ml容量瓶中 加5ml 70% 乙醇溶

解 后加水至刻度后摇匀 同时以70% 乙醇加水至10ml

的溶液做空白对照 在25 0 n m 波长处测定吸收度 从

标准曲线上换算出葛根黄酮的含量(结果见表1)

2.2 D N A 损伤产物发光测定体系

C u S O 4 - P h e n - V C - H 2O 2 - D N A 化学发光体系生

成 O H 随着 O H 损伤 D N A 而产生了一个延迟于

Phen 化学发光峰 如图1 所示前峰I代表Phen 自身氧

化发光 后峰I I 代表D N A 损伤产物发光

方法 提取物总量(g) 提取率*(%) 总黄酮量(g)

Methods Total extract Extraction Total flavone

amount (g) rate (%) amount (g)

水煎煮法

Boiling-water extraction
0.100 1.00 0.0261

回流法

Boiling-alcohol extraction
0.186 1.86 0.0560

索氏法

Soxhlet extraction
0.217 2.17 0.0797

超声法Ultrasonic extraction 0.500 5.00 0.2561

表1  不同提取方法黄酮产率比较

Table 1    Amount comparison of flavones extracted by different

methods

注 提取率(%)=(提取物总量/样品总量)  100

Note: Extraction rate (%)=(Total extract amount/total sample amount) 100.

I
II

图1 CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA体系的光子计数

Fig 1 Photon count of CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA reaction
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2.3 葛根黄酮对D N A 的保护作用

选用超声波法制备的黄酮提取物为被测样品 如图

2 所示 黄酮的加入使得前后两峰都有明显下降 且后

峰有明显后移现象 浓度越大 作用越强 表明葛根

黄酮可以有力地清除 O H 降低DN A 损伤强度且延迟

DNA 损伤发生的时间 当黄酮浓度为 0.02 0.2 2

20 200 100 0 g/ml 时 DNA 损伤产物发光峰延迟

时间分别为 39 78 93 150 363 601s(如图 3

所示) 发光峰强度抑制率(亦称峰高抑制率)分别为

38.5% 51.2% 65.3% 71.9% 81.2% 94.8%( 如

图4 所示)

3 讨  论

3.1 不同葛根黄酮提取方法的比较

3.1.1 黄酮类化合物易溶于有机溶剂 从表1可见用乙

醇法提取效率明显高于水提取 但后者成本较低 且

作为溶剂的水可回收再利用
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图3  黄酮浓度变化对出峰时间的影响

Fig. 3   Influence of variation in flavone amount on peak time
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图4  黄酮浓度变化对峰高抑制率的影响

Fig. 4   Influence of variation in flavone amount on peak height

reduction

其提取效率高于单纯回流提取

3.1.3 超声波可产生强烈震动 形成空化效应 可加

速黄酮类化合物进入溶剂 从而提高提取效率 缩短

提取时间 又由于其环境多为常温 所以不会使淀粉

与总黄酮一同浸出 因此比其它三种方法的黄酮提取效

率好

实验结果表明以70%乙醇为溶剂 超声提取经大孔

吸附树脂分离 提取效率和总黄酮质量分数最高

3.2 利用CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA 化学发光体系对黄

酮抗氧化作用的量效关系研究 结果表明当黄酮的浓度

在0.02 1000 g/ml 范围内对DNA损伤均有良好的保护

作用 并存在一定的剂量依从关系

综上所述 葛根黄酮是一种有效的天然自由基清除

剂 对DNA 损伤具有明显的保护作用[1 0 ] 本研究进一

步验证了CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA 化学发光体系可作为

抗氧化的有效研究方法 也为进一步研究和开发天然植

物黄酮类产品提供了实验依据
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黄酮浓度 I=0.00 g/ml  II=0.02 g/ml III= 0.20 g/ml IV=2.00

g/ml V=20.00 g/ml VI=200.00 g/ml VII=1000.00 g/ml

 Flavone amount: I=0.00 g/ml; II=0.02 g/ml; III= 0.20 g/ml; IV=2.00 g/

ml; V=20.00 g/ml; VI=200.00 g/ml; VII=1000.00 g/ml.

图2  黄酮浓度变化对CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA体系光子计数的影响

Fig. 2   Influence of variation in flavone amount on the photon

count of CuSO4-Phen-VC-H2O2-DNA reaction.......

峰高抑制率=(空白对照峰高 样品峰高)/ 空白对照峰高 100%


