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� 摘 � 要:研究陈皮中提取的黄酮类化合物及抗氧化性。通过测定

陈皮提取物中黄酮含量及主要抗氧化黄酮类化合物成

分 � � � 川陈皮素, 研究了陈皮黄酮类提取物的总抗氧化能

力及抑制有机自由基 ( DPPH )、羟自由基的能力。结果表

明: 陈皮提取物中川陈皮素含量为 0�134% ,陈皮提取物黄

酮类化合物其总抗氧化能力、抑制有机自由基 ( DPPH )、羟

自由基与提取物黄酮类化合物浓度有很强的量效关系,陈

皮中提取的黄酮类化合物具有较强抗氧化活性。
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黄酮化合物具有抗氧化、消除自由基的能力。

陈皮中含有丰富的黄酮物质,具有多种生物活性, 特

别是抗氧化活性
[ 1]
。近年来研究发现,桔皮中所特有

的多甲氧基类黄酮成分还有明显的抑制肿瘤的作

用
[ 2 ]
。本实验对陈皮中提取的黄酮类化合物不仅测

定了总黄酮含量, 还测定了其中含有的多甲氧基类

黄酮 � � � 川陈皮素的含量。并通过测定提取物的总

抗氧化能力、及对 DPPH有机自由基、羟自由基清除

作用测定其抗氧化活性, 为进一步研究陈皮中提取

的黄酮类化合物及其开发利用提供理论依据。

1� 材料与方法
1�1� 材料与仪器
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陈皮 � 购于郑州仟禧堂药店; 芦丁标准品 � F luka进
口分装; 四氢呋喃 (色谱纯 ) � 天津市科密欧化学试

剂开发中心; 乙腈 (色谱纯 ) � 天津市四友生物医学
技术有限公司; 2, 2-二苯- 1-苦肼基 ( DPPH ) � Fluka
公司;测试试剂盒 � 南京建成生物工程研究所; D101

型大孔树脂 � 河北沧州宝恩化工有限公司; 其他试
剂为分析纯。

TU- 180OPC型紫外可见光光度计 � 北京普析通

用仪器有限责任公司; 721分光光度仪 � 上海第三分
析仪器厂。

1�2� 实验方法
1�2�1� 芦丁标准曲线的绘制 [ 3 ] � 准确称取芦丁标准
试剂 0�0302g,用 30%乙醇溶解, 并完全转入 100mL

容量瓶中,用 30%乙醇定容,分别取上述芦丁标准溶

液 0、1、2、4、6、8mL于 25mL容量瓶中, 用 30%乙醇

补至 12�5mL, 加入 0�7mLN aNO2 溶液, 摇匀, 放置

5m in,加入 0�7mL 10% A l( NO3 ) 3 溶液。摇匀, 6m in

后加入 5mL 1mol /L N aOH溶液, 摇匀,用 30%乙醇稀

释定容至刻度, 10m in后于波长 500nm处比色测定

(以零管为空白 )。

1�2�2� 陈皮黄酮的提取制备 [ 4 ] � 陈皮黄酮的提取工

艺为:脱脂�乙醇浸提�浓缩�精制�干燥。采用石油醚
对陈皮进行脱脂处理,脱脂时间 2�5h。提取时间 1h,

水浴温度 52� , 乙醇浓度 73% ,液料比 8, 提取次数

一次,选用 D101型大孔树脂精制。

1�2�3� 黄酮含量的测定 � 准确称取陈皮提取物用

30%甲醇溶解,定容至 250mL容量瓶中充分混合。准

确量取 1mL,定容于 25mL容量瓶中,按 1�2�1测定其在
500nm处的吸光度。然后在芦丁标准曲线上查出相应

的类黄酮含量。样品中类黄酮含量按以下公式计算:

X =
Y � 25 � 250
1000 � 1 �m

� 100%

[ 19 ] S teinkraus K H, Cu llen R R, Pederson C S, et

al�H andbook o f ind igen ious fermented foods [ M ] �New Yo rk:

M a rce l Dekker, 1983�
[ 20] Dung N T P, Rom bouts FM, NoutM J R�Deve lopm en t o f

de fined m ixed- culture funga l ferm entation starter g ranu la te for

con tro lled production o f r ice w ine [ J] � Innovative Food Sc ience
and Em erg ingTechno log ies, 2005( 6): 429~ 441�
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� � 式中: x� 样品中类黄酮含量, % ; y� 芦丁标准
曲线上相应的浓度, g /L; m� 样品质量, g。
1�2�4� 川陈皮素含量的测定 [ 5]

1�2�4�1� 试剂的配制
对照品溶液的配制: 取川陈皮素对照品约 3mg,

精确称定 (实称 3�20mg) ,置 10mL量瓶中,加甲醇溶

解并稀释至刻度, 摇匀, 精确吸取此溶液 1�00mL置
10mL量瓶中, 加甲醇至刻度, 摇匀, 0�45�m滤膜滤

过,弃去初滤液, 收集续滤液, 得川陈皮素对照品溶

液,浓度 0�032mg /mL。

试品溶液的配制: 取陈皮乙醇提取物约 100mg,

精密称定 (实称 101�50mg), 置 25mL量瓶中, 加甲醇

溶解, 放置过夜, 稀释至刻度, 摇匀, 0�45�m滤膜滤

过,弃去初滤液, 收集续滤液,即得供试品溶液。

1�2�4�2� 色谱条件 � RP- HPLC法, 德国 CenturySIL

C18 BDS柱 ( 150mm � 4�6mm, 5�m ), 室温, 流动相:四
氢呋喃- 乙腈- 甲醇- 水 ( 15 �5�25 �55 ) , 流速:
0�6mL /m in, 检测波长: 328nm。

1�2�4�3� 测定方法 � 吸取对照品溶液 5�L, 2次进样;吸

取试品溶液 10�L, 3次进样,于 1�2�4�2色谱条件下测定。

1�2�5� 总抗氧化能力的测定 [ 6 ] � 准确称取已制备的
陈皮黄酮提取物,用蒸馏水溶解, 配成陈皮提取物浓

度为 10mg /L的溶液,溶液用蒸馏水稀释成 0�5、1、2、

4、5、8mg /L测定液备用。采用 Fe
3+
还原试剂盒法,

具体操作参考南京建成生物工程研究所提供的总抗

氧化能力的测定试剂盒说明书。总抗氧化能力计算

按下式:

总抗氧化能力 ( u/mL) =
测定管 OD-对照管 OD

0�01 �30

�反应体积 ( mL)

取样量 ( mL)
�样品稀释倍数

单位定义为:在 37� 下,每分钟每 mL测定液使

反应体系吸光度增加 0�01为一个总抗氧化能力单位
( u /mL)。

1�2�6� 对有机自由基的清除作用的研究 [ 6 ] � 陈皮提
取物溶液用蒸馏水制成 50、100、150、200、400、

600mg /L测定液备用, 同时配制 2 � 10- 4
mo l/L的

DPPH乙醇溶液。分别取各浓度提取物测定溶液

2�00mL,加入 DPPH 乙醇溶液 2�00mL, 摇匀后放置

30m in,以溶剂为对照, 分别测定在 517nm处的吸光

度值 A i。然后取各浓度提取物溶液 2�00mL, 与
2�00mL乙醇溶液混合后在 517nm处的吸光度值 A j。

再测 2�00mLDPPH乙醇溶液于 2�00mL溶剂混合后在
517nm处的吸光度值 Ac。自由基的清除能力用抑制

率 K表示。计算按下式:

K= [ 1- (A i - A j /A c ) ] � 100%

1�2�7� 对羟自由基的清除作用的研究 [ 7 ] � 准确称取
陈皮提取物 100mg, 溶于 100mL 蒸馏水中, 制成

1000mg /L陈皮提取物溶液。用蒸馏水将该溶液稀

释成 10、50、100、200、400、600mg /L 测定液备用。

15mL试管中依次加入 2mmo l/L的水杨酸 2mL, 摇

匀, 与 37� 水浴中加热 15m in, 取出, 于 510nm处测

吸光度 A1,再加入一定浓度的陈皮提取物溶液 1mL,

摇匀。水浴继续加热 15m in后取出, 于 510nm处测

吸光度 A2。自由基的清除能力用清除率表示, 计算

按下式:

清除率 = ( A 1 - A2 ) /A1 � 100%
( A1 � 对照吸光度值; A2 � 测定吸光度值 )

2� 结果与分析
2�1� 芦丁标准曲线的确定

表 1� 芦丁标准液浓度与吸光度值

芦丁标准浓度

(m g /L )
0 12�10 24�30 48�60 72�80 97�10

吸光度 A 0 0�132 0�253 0�508 0�729 0�972
� � 用 CurveExpert 1�3软件处理以上数据, 以芦丁标

准液浓度为横坐标绘制出芦丁标准曲线:

y= 0�0099x + 0�0095

图 1� 芦丁标准曲线

2�2� 陈皮提取物黄酮含量的测定
准确称取陈皮提取物 1�215g,按 1�2�3操作,测得

吸光度三次, 测得吸光度平均值为 0�482,于标准曲线
查得浓度为 47�5mg /L。通过 1�2�3中的公式计算出

制备的陈皮提取物中黄酮含量为 24�43%。

2�3� 川陈皮素含量的测定
川陈皮素, 又称蜜橘黄素 ( Nobiletin), 是从芸香

科植物橘皮的干燥成熟果皮中提取出来的一种多甲

氧基黄酮类化合物。近年来,人们的注意力已转向

对柑桔属中多甲氧基黄酮的研究
[ 2]
,因为它有许多特

殊的作用。多甲氧基黄酮可做为柑桔分类的标识

物, 柑桔中的多甲氧基黄酮具有重要的药理学作用。

柑桔中的多甲氧基黄酮较常见的是川陈皮素、七甲

氧基黄酮。

本课题组左锦静通过显色反应、紫外-可见吸收

光谱以及质谱分析等实验结果分析 [ 8 ], 推断出陈皮抗

氧化剂具有强抗氧化能力, 其中起主要作用的是黄

酮类化合物, 对于陈皮抗氧化剂来说, 起抗氧化作用

的组分主要是川陈皮素 ( N ob ilet in)和七甲氧基黄酮

(Heptam ethoxyf lavone)等。

图 2� 川陈皮素结构式
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图 3� 川陈皮素测定色谱图

表 2� 川陈皮素色谱测定数据

名称
Ret�T im e
( m in)

A rea

( mAU* m in)

Am ount

(�g)

均值

(�g)

对照品 1 11�558 11�4957 0�16
对照品 2 11�675 11�2227 0�16 0�16

样品 1 11�683 4�0024 0�0564
样品 2 11�633 3�7926 0�0534 0�0544

样品 3 11�650 3�7839 0�0533

� � 由表 2数据计算陈皮提取物中川陈皮素含量为

0�134%。

川陈皮素是从植物中分离出的黄酮化合物, 已

经证明它有多种重要的生物活性,如抗血栓形成等,

此类化合物具有抑制肿瘤细胞生长的作用, 曾有用

柑桔黄酮为原料制备的报道
[ 2 ]
。

2�4� 总抗氧化能力的测定
对实验数据按 1�2�5中公式计算和处理结果如

表 3所示。

表 3� 总抗氧化能力

提取物浓度

( mg /L )

黄酮浓度

( m g /L )

总抗氧化能力

( u /mL )

0�5 0�122 3�294
1 0�244 6�588

2 0�488 13�176
4 0�976 26�352

5 1�270 32�341
8 1�952 52�703

� � 从表 3可以看出, 陈皮提取物的总抗氧化能力

较强, 表现出明显的量效关系,以提取物浓度为横坐

标,总抗氧化能力为纵坐标, 用 CurveExpert 1�3软件

处理数据得线性方程为: y= 26�6569x- 0�0361, 相
关系数为: 0�9992。以陈皮提取物中的黄酮含量
计, 在实验范围内, 黄酮含量与总抗氧化能力呈线

性相关。

2�5� 对有机自由基的清除作用
对实验数据按 1�2�6公式计算和处理结果如表 4

所示。

� � 从表 4及图 5可看出陈皮黄酮提取物有较强地

清除有机自由基地能力,黄酮浓度为 24�4mg /L时,对
有机自由基地抑制率达到 41�74%。

图 4� 陈皮提取物浓度与总抗氧化能力线性关系图

表 4� 对有机自由基的清除作用

提取物浓度 ( mg /L ) 黄酮浓度 ( mg /L ) 抑制率 (% )

50 12�2 28�17
100 24�4 41�74
150 36�6 51�57
200 48�8 69�65
400 97�6 77�13
600 146�4 93�34

图 5� 陈皮提取物对有机自由基的作用

2�6� 对羟自由基的清除作用实验
按照 1�2�7中公式计算处理数据, 陈皮提取物对

羟自由基的清除作用实验结果见表 5。

表 5� 对羟自由基的清除作用

提取物浓度 ( mg /L ) 黄酮浓度 ( mg /L ) 抑制率 (% )

10 2�44 8�72
50 12�2 15�20
100 24�4 18�62
200 48�8 28�31
400 97�6 35�41
600 146�4 51�23

图 6� 提取物对羟自由基的清除作用

� � 羟自由基对生物组织具有较强的危害, 是一种
氧化能力很强的自由基。它可以发生电子转移, 参

与夺氢反应和羟基化等反应, 可以使糖类、氨基酸、

蛋白质、核酸和脂类发生氧化, 使它们遭受损伤和破

坏。羟自由基与衰老、肿瘤、辐射损伤和细胞吞噬有

关, 因此对清除 OH� 的研究, 开发保健品市场具有
十分重要的实际意义。

3� 结论
实验结果显示: 本实验提取制备的陈皮黄酮类

化合物, 总黄酮含量较高,达 24�43%。多甲氧基类黄
(下转第 103页 )
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图 5� �-淀粉酶处理时间对板栗果脯渗糖的影响

增加, 栗仁褐变程度增加, 软化度增加,透明度先增

加后减少。褐变增加可能是由于酶水解产生的还原

糖羰氨反应的结果; 软化度的增加主要是交叉融冻

处理和 �-淀粉酶将淀粉水解综合作用的结果; 透明

度的先增加主要是淀粉水解后使得果脯透明度加

强,后期又减少可能是褐变的程度增加影响了果脯

的透明度。综合其三个因素, �-淀粉酶处理 2h的效

果最佳。

表 1� �-淀粉酶处理时间工艺对板栗品质的影响

处理时间 ( h) 褐变 软化度 透明度

对照 80 20 40

0 70 70 50

1 65 75 70

2 60 80 80

3 55 80 70

4 50 80 65

3� 结论
3�1� 交叉融冻处理能明显改善淀粉酶在果脯中的作
用效果。为淀粉酶在果脯中的应用提供了有效的

途径。

3�2� �-淀粉酶处理能明显改善板栗果脯的软化度
和透明度,但同时也会使得果脯褐变程度增加。

3�3� 综合以上各方面的实验, 我们得出经交叉融冻
处理后的淀粉酶在低糖板栗果脯加工中的最佳酶处

理时间为 2h。
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酮 � � � 川陈皮素的含量达 0�134%。具有较强的抗

氧化能力。总抗氧化能力 ( T-AOC )有明显的量效关

系,具有较强的抑制有机自由基 DPPH 和羟自由基

的抗氧化活性。实验制备的陈皮黄酮提取物, 如若

作为保健食品功能因子必将取得良好的效果。
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