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不同苹果多酚提取物体外清除自由基及

抗脂质过氧化的研究

陈维军1 方 琳 2 戚向阳1 张俐勤1 杨尔宁1 谢笔钧1

(1.华中农业大学食科学院 湖北 武汉      430070

2 .浙江医药高等专科学校实验室 浙江 宁波      315016 )

摘   要 目的 研究了不同苹果多酚提取物清除羟基自由基 超氧阴离子自由基和脂质体过氧化产生的丙二醛的

效果 方法 采用 D- 脱氧核糖法 试剂盒法及改良的 TBA 比色法分别测定苹果多酚提取物清除羟基自由基 超

氧阴离子自由基和脂质体过氧化产生的丙二醛的效果 结果 在这三种抗氧化体系中 不同的苹果多酚提取物均

有抗氧化效果 但其抗氧化效果因体系的不同而不同 以AP I AP II 的抗氧化活性较强 结论 苹果多酚提

取物具有抗氧化活性 其主要的抗氧化成分为分子量较小的酚类单体及原花青素低聚体
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Abstracts Objective: To study the scavenging effects on hydroxyl radical ( OH), superoxidized anion radical (O2 ) and

malondialdehyde (MDA) generated by lipidperoxidation of different apple polyphenol extracts. Methods: The DR spectro-

photometry and improved TBA spectrophotometry and solvent box method were used to determined the scavenging effects

on OH, O2 and MDA. Results: Different apple polyphenol extracts all had antioxidant effects, but in different antioxidant

systems, different apple polyphenol extracts had different antioxidant effects, and  the antioxidant effects of AP I and AP II showed

better. Conclusion: Apple polyphenol extracts had antioxidant activity. The main antioxidant components were phenols and

proanthocyandins oligomer with low molecular weight.
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自由基是在生物体内呈游离状态 带有不成对电子

的分子 原子或离子 在生理情况下 活性氧处于较

低的水平 其产生和清除处于动态的平衡 但在某些

病理情况下 其产生与清除的平衡被打破 将导致机

体损伤 活性氧一方面本身就可以造成对生物大分子蛋

白质 D N A 等的损伤 另一方面可促发多不饱和脂肪

酸的脂质过氧化( L P O ) L P O 反应的终产物丙二醛

( M D A ) 可使含氨基的蛋白质 核酸 脑磷脂发生交连

并丧失其活性 其中羟基自由基的作用更强[ 1 ] 近年

来 大量研究表明 氧自由基诱导的 L P O 反应与许多

疾病的发生有密切的关系[2] 因此 寻找利于人体吸收

的能清除体内过量自由基的外源植物活性清除剂目前正

成为人们研究关注的热点

苹果为我国产量最大的水果 资源十分丰富 有

着很好的营养价值和特殊的保健作用 富含糖 蛋白

质 有机酸 维生素和多种酚类化合物 其中 原花

青素 酚酸及黄酮类物质为苹果中主要的酚类成分[3 5]

许多药理研究均表明 原花青素 酚酸及黄酮类物质
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具有多种生物活性 有着很强的抗氧化效果 近年来

我国苹果产量迅速增长 产量已达200 0 多万吨 又多

以鲜销为主 只有极少部分用于加工 从而经常出现

卖果难等问题 因此 本文以苹果为原料 制备不同

的苹果多酚提取物 并对其清除自由基的效果以及对小

鼠肝组织脂质体过氧化生成丙二醛的影响进行研究 为

苹果的深加工及新型高效安全的天然抗氧化剂的研究提

供一定的理论依据

1 材料与方法

1.1 材料

苹果多酚粗提取物( A P C ) 本实验室自制

1.2 试验用动物

Wistar 大鼠 雄性 180 200g 购于湖北省医

学科学院实验动物中心

1.3 试剂

维生素 C 三氯化铁 硫代巴比妥酸 双氧水

正丁醇 三氯乙酸等均为分析纯 D - 脱氧核糖( D R )

生化试剂 S i g m a 公司 U S A 葡聚糖凝胶 L H - 2 0

S i g m a 公司 U S A 抗超氧阴离子试剂盒 南京建成

生物工程研究所

1.4 仪器

Shimadzu 紫外 可见分光光度计 日本 SCR20B

低温高速离心机 日本

1.5 方法

1.5.1 不同苹果多酚提取物的制备

将一定量的苹果多酚粗提物(APC)用少量乙醇溶解

后 上葡聚糖 LH - 2 0 凝胶柱 依次用 50 % 乙醇 8 0 %

乙醇及 6 0 % 丙酮进行洗脱 收集各部分洗脱液 经浓

缩 冷冻干燥得不同苹果多酚提取物 分别记为 A P

A P A P

1.5.2 苹果多酚提取物对羟基自由基清除作用的研究[6]

在干净磨口试剂管中依次加入 0.4ml 50mmol/L

p H 7 . 5 K H 2P O 4- K O H 缓冲液 一定浓度样品 0. 1 m l

1.04mmol/L EDTA溶液液 0.1ml 10mmol/L H2O2 0.1ml

60mmol/L DR(对照不加) 0.1ml 2mmol/L VC 以及

0.1ml 1mmol/L FeCl3 各试管终体积为1.0ml 37 保温

1h 后取出 加入 1ml 25%HCl 终止反应 再加 1.0ml

1 . 0 % T B A 将每个试管中溶液混合均匀 于沸水浴上

煮沸 15 m i n 立即冷却 加入 3 m l 正丁醇萃取 取上

清液在波长532nm 处比色 按下列公式计算样品对 OH

的清除率

S(清除率)% A 0 (A 1 A 2) /A 0 100%

其中 A 0 A 1 A 2 分别代表空白 样品及对照

的吸光度

1.5.3 苹果多酚提取物对超氧阴离子自由基清除作用的

研究

抗超氧阴离子试剂盒法 分别取不同浓度的样品

按试剂盒所标明操作方法进行试验 按下式计算样品对

O 2 的清除率

S(清除率)% A 0 (A 1 A 2) /A 0 100%

其中 A 0 A 1 A 2 分别代表空白 样品及对照

的吸光度

1.5.4 苹果多酚提取物对大鼠肝组织匀浆丙二醛(MDA)

生成的影响

1.5.4.1 10% 肝组织匀浆的制备[7]

取肝组织块0.5g 在冰冷的生理盐水中漂洗 除去血

液 称重 放入 5 10ml 的小烧杯内 取总量(总量为

4.5ml)2/3的生理盐水于烧杯中 用眼科小剪尽快剪碎组

织块 将剪碎的组织倒入匀浆管中 再将剩余的 1/3 生

理盐水用来冲洗残留在烧杯中的碎组织块 一起倒入匀

浆管中进行匀浆 使组织匀浆化 将匀浆液以3000r/min

离心 10 15min 取适量上清液进行各种测定

1.5.4.2 大鼠肝匀浆丙二醛(MDA)含量的测定[8]

每支试管加入0.20ml 10% 肝匀浆 给药组每管分别

加入不同浓度的样品100 l 对照组加入等体积生理盐

水 3 7 温浴 1 h 后分别加入 1 0 % T C A  1 . 0 m l

0 . 67%TBA1.0ml 充分混合均匀 沸水浴15min 后立即

冷却 用改良的 T B A 比色法测 M A D 含量 以吸光值

表示 M A D 含量 并计算清除率

2 结果与分析

2.1 不同苹果多酚的制备

洗脱相 洗脱物重量(g) 得率(%)

50% 乙醇 1.790 44.4

80% 乙醇 0.4523 11.22

60% 丙酮 0.7977 19.79

表1   苹果多酚各组分的分离与纯化

Table 1   The isolation and purification of different components

extracts of apple polyphenol

注 上样量4.0310g

不同苹果多酚提取物的得率见表 1 从表 1 可知

由柱层析法分离所得三种苹果多酚提取物中得率最高的

是 50% 乙醇洗脱液(AP ) 达 44.4% 其次是 60% 丙

酮洗脱液(AP ) 为 19.79% 最后是80% 乙醇洗脱液

(AP ) 为 11.22%

根据有关的文献[3 5][9] AP I中主要为小分子的

酚类物质 AP II 中主要为原花青素二聚体和三聚体

而AP III 则主要是一些较大分子量的酚类物质 如高聚

体原花青素等
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2.2 苹果多酚的抗氧化性能的研究

2.2.1 不同苹果多酚提取物对羟基自由基的清除作用

2.2.1.1 苹果多酚 (AP ) 对 OH 自由基的清除作用

由图 1 可知 A P 与清除羟基自由基的效果呈现

良好的量效关系 AP 在 0 1000 g/ml 的浓度范围内

表现出良好的清除羟基自由基的活性 其清除率随着浓

度的增大而提高 最高清除率达 87.1% 特别是样品浓

度在100 1000 g/ml范围内 清除率提高很快 从5.8%

提高到 87.1%

2.2.1.2 苹果多酚 (AP ) 对 OH 自由基的清除作用

由图2可知 在浓度较低时(10 125 g/ml) 苹果

多酚 (AP ) 对 OH 自由基的产生具有激发作用 当

浓度超过 125 g/ml 后 AP 对体系中 OH 自由基的

产生开始表现出明显的抑制作用 且在125 400 g/ml

浓度范围内 随着浓度的增大 A P 对体系中 O H

自由基的清除率急剧上升 同时 多项回归分析表明

在此浓度范围内 A P 对体系中 O H 自由基的清除

作用与其浓度之间具有较好的线性增大关系 在 400

800 g/ml 浓度范围内 随着浓度的增大 AP 对体系

中 OH自由基的清除效果变化不大 当浓度超过800 g/ml

后 A P 对体系中 O H 自由基的清除又开始表现出

显著的增大趋势 浓度为 1000 g/ml 时其清除率可达

96.4%

图2  AP 对 OH 自由基清除作用的量效关系

Fig.2  The relationship of scavenging OH effect of AP  with

their doses

2.2.1.3 苹果多酚 (AP ) 对 OH 自由基的清除作用

图 3 表明 在较低浓度下 A P 可促进体系

中 OH 自由基的产生 当浓度高于250 g/ml 时 AP

可较好地抑制 O H 自由基的产生 且随其浓度的增

大 清除率升高 在1000 g/ml 时其对羟基自由基的清

除率可达 62.5%
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图3  AP 对 OH 自由基清除作用的量效关系

Fig.3   The relationship of scavenging OH effect of AP  with

their doses
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综上所述 不同苹果多酚提取物对 O H 自由基的

清除效果不同 在低浓度条件下(10 100 g/ml) AP I

清除 O H 自由基的效果较好 且对自由基的没有激发

作用 当浓度大于100 g/ml AP II 清除 OH 自由基

的效果较好 随浓度的升高 其清除自由基的效果增

加 在浓度为1000 g/ml 时 清除率可高达96.4% 在

相同条件下 AP III 清除 OH 自由基的效果最差 该

结果表明 苹果多酚提取物中清除 O H 自由基的成分

主要为小分子的酚类物质及原花青素低聚体

2.2.2 苹果多酚各组分对超氧阴离子自由基的清除作用

不同苹果多酚提取物对超氧阴离子自由基清除效果

见图 4 从图 4 可以看出 随着样品浓度的增大 不

同苹果多酚提取物对超氧阴离子自由基的清除率呈显著

的上升趋势 在0 1mg/ml 浓度范围内这种上升趋势尤

为明显 随着样品浓度的进一步增大 苹果多酚各组

分对超氧阴离子的清除率变化不大 在样品浓度为

2 . 9 4 mg/ml 时 AP AP AP 对超氧阴离子自

由基的清除率基本相当 分别为 81 . 8 7 % 8 2 . 2 2 %

83.27% 多项回归分析表明(表 2)  AP AP AP

对超氧阴离子自由基的清除率具有良好的正向剂量

效应多项线性关系

图1  AP 对 OH 自由基清除作用的量效关系

Fig.1  The relationship of scavenging OH effect of AP  with

their doses
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图4   苹果多酚各组分对超氧阴离子自由基清除效果

Fig.4    Scavenging effects of different apple polyphenol extracts

on O 2
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2.2.3 苹果多酚各组分对小鼠肝组织丙二醛(MDA)生成

的影响

丙二醛生成的多少代表了脂质过氧化反应的程度[10]

不同苹果多酚提取物对小鼠肝组织匀浆丙二醛生成的影

响见图 5 在自发氧化条件下 苹果多酚可抑制丙二醛

的生成 即具有抑制自发氧化条件下的脂质过氧化作

用

从图5还可以看出 在浓度较低时(0 0.1mg/ml)

AP AP AP 三种苹果多酚提取物对小鼠肝匀浆

自发氧化生成 M D A 均有较好的抑制效果 当浓度超

过 0.1mg/ml 后 AP 对 MDA 的清除率随浓度的升高而

下降 而 A P A P 对体系中 M D A 的清除率则随浓

度的升高而升高 在相同条件下 A P 清除 M D A 的

效果比 AP 强

APⅠ APⅡ APⅢ

图5  苹果多酚各组分对小鼠肝组织自氧化生成MDA的影响

Fig.5   Effects of different apple polyphenol extracts on MDA

formation of rat liver incubated in vitro
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3 结  论

3.1 不同苹果多酚提取物对 OH 自由基的清除效果不

同 在低浓度条件下(10 100 g/ml) API 清除 OH

自由基的效果较好 且对自由基没有激发作用 当浓

度大于100 g/ml APII 清除 OH 自由基的效果最好

表明 苹果多酚提取物中清除 O H 自由基的成分主要

为小分子的酚类物质及原花青素低聚体

3.2 不同苹果多酚提取物对超氧阴离子自由基的猝灭均

表现出较好的剂量 效应线性关系 在相同条件下 不

同苹果多酚提取物对超氧阴离子自由基的猝灭效果差别

不大

3.3 不同苹果多酚提取物对脂质体过氧化生成丙二醛均

有一定的抑制作用 但剂量 效应关系复杂
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样品 方程 相关系数

A P C Y=13.408x3 72.353x2 128.5x 4.903 0.9881

A P Y=13.258x3 75.174x2 133.05x 4.2989 0.9823

A P Y=14.953x3 77.303x2 124.07x 7.42 0.9644

A P Y=10.727x3 58.864x2 106.71x 10.358 0.9441

表2  苹果多酚各组分对超氧阴离子自由基清除作用的剂量效应关系

Table 2   The relationship of scavenging O2  effect of different

apple polyphenol extracts with their doses

efefefef

信  息

efefefef

f
e
f

美国采用回收聚酯料用于食品包装新工艺

美国古德伊尔公司采用一种新工艺对回收的聚酯饮料容器进行再加工 使其重新用于食品包装 其方

法是 把粉碎的聚酯料清洗干净以后 输送到一台高温低压反应器中 在重新聚合之前 将它原有的粘

度作破坏处理后 再进行加工 由于聚酯料被熔化并处于极其严格的反应条件下 在重新聚合后所得到的

产品能够达到食品容器的要求


