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国槐槐角种胚愈伤组织黄酮粗提液的抗氧化性
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摘要! 将国槐
7"8*"$& ,&8"%-9&

槐角种胚细胞悬浮培养后! 对细胞生产的黄酮类化合物进行抗氧化特性研究! 测定

黄酮粗提液对羟自由基%&

89

'! 超氧自由基"

8

!"

&'和亚硝酸盐的清除能力! 测定黄酮粗提液对亚油酸过氧化和猪油

自氧化的抑制能力! 从而为研究黄酮化合物抗氧化活性的构效理论提供依据( 结果表明$

!

黄酮粗提液对羟自由

基的清除能力随着黄酮质量浓度的增大而增强! 质量浓度为
1%)066 :;

&

<

".时! 清除率可达到
(70%&=

! 抗氧化效果

明显优于相同质量浓度的维生素
>

"

?>

'溶液)

"

黄酮粗提液对超氧自由基的清除能力随着黄酮质量浓度的增大而增

强! 清除率可达
7.0%)=

! 但是抗氧化效果弱于相同质量浓度的
?>

溶液)

#

黄酮粗提液对亚硝酸盐的清除能力随

着黄酮质量浓度的增大而增强! 清除率可达
$(0(.=

! 在一定质量浓度范围内! 抗氧化效果优于相同质量浓度的
?>

溶液)

$

黄酮粗提物对亚油酸自氧化有抑制作用! 但抗氧化效果没有相同质量的
?>

强)

%

黄酮粗提物对猪油自氧

化有抑制作用! 抗氧化效果优于相同质量的二丁基羟基甲苯( 总体来看! 国槐槐角种胚细胞悬浮培养生产的黄酮

类化合物具有明显的抗氧化活性! 且在一定的质量浓度范围内! 黄酮提取物的质量浓度越大! 其抗氧化性越好(
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国槐
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又名豆槐# 白槐# 家槐$ 属于豆科
B&4@'05+.3&

槐属
,"#$"%+

乔木$ 喜光而稍

耐荫$ 在中国各省区广泛栽培% 槐角即国槐的果实& 荚果& 念珠状& 其性寒' 味苦& 有凉血止血# 清肝

明目的功效( 槐角含有多种化学成分& 主要成分为黄酮类化合物!

#

"

& 具有抑菌' 抗病毒' 降血压等一系

列功能!

!!=

"

& 并可作为质量鉴定' 药材及其制剂的质量控制指标!

C

"

& 引起了国内外的广泛研究( 虽然国槐

原产于中国并在中国广泛分布& 但多用作行道树或庭院树种& 并且容易受到环境污染及病虫害影响& 药

用资源开发利用率较低& 难以满足需求!

$

"

( 目前& 从国槐槐角中获取具有极高药用价值的黄酮产物& 通

常是从槐角中直接提取& 由于经常受到季节' 地区等因素影响& 限制了黄酮作为新型药剂的推广!

D

"

( 液

体悬浮培养是植物细胞生产次生代谢产物最简单有效并被广泛应用的方式!

E

"

& 因此& 采用槐角愈伤组织

悬浮培养技术生产黄酮类化合物可以有效解决药用植物资源有限的问题( 利用细胞培养技术生产黄酮类

化合物是一个比较常见的方法& 如采用杜仲
-.*"//)+ .0/")123

& 金荞麦
4+5"#6%./ 1)7"8%63

& 甘草
906!

:6%%;)<& .%&02(3)3

!

#%!#!

"等植物作为外植体进行细胞培养生产黄酮类化合物已有了一定的研究& 但是采用国

槐槐角种胚进行细胞培养生产黄酮类化合物的研究报道还相对较少& 将国槐槐角种胚细胞悬浮培养生产

的黄酮类化合物进行抗氧化性研究尚无报道( 因此& 笔者在本实验室研究的基础上& 将国槐槐角种胚细

胞悬浮培养后& 对其生产的代谢产物进行抗氧化特性研究& 采用了
=

种不同方法& 测定提取液对不同自

由基' 亚硝酸盐的清除能力及抑制脂肪' 脂肪酸自氧化的能力& 可以为黄酮类化合物的活性成分分析和

开发利用提供理论依据& 也能为其抗氧化活性的构效理论提供依据(

#

材料与方法

*+*

试验材料

实验所用国槐槐角采自北京八家郊野公园内& 国槐槐角愈伤组织来自国槐种胚的诱导& 筛选生长

快' 分散性好的槐角愈伤组织& 将它们在
F=

固体培养基上继代
=

次以上& 获得稳定的愈伤组织后将其

转接到
F=

液体培养基中& 在液体培养基中进行悬浮培养& 继代
C

次后得到愈伤组织即为本实验所需材

料!

D:G>

"

(

*+,

试验方法

G;!;G

培养条件 固体培养基为)

F= H #;%% '4

*

B

!#

!:I"J H %;!% '4

*

B

!#

C"FK

+

C"

苄氨基嘌呤,& 蔗糖

>%;%% 4

-

B

!#

& 琼脂
C;%% 4

*

B

!#

& 灭菌前
AL C;C%

% 液体培养基为)

F= H !;%% '4

*

B

!#

!:I"J H %;=% '4

*

B

!#

C"

FKH %;%= '4

*

B

!#

MKK

+萘乙酸,& 蔗糖
>%;%% 4

*

B

!#

& 灭菌前
AL C;#$

% 培养基均在
#!# #

高压条件下灭菌

>% '05

% 固体培养基放置于温度为+

!=$#

,

#

的环境下培养&

>% 8

继代
#

次% 获得稳定愈伤组织后& 接

种到装液量为
=%;%% 'B F=

液体培养基的三角瓶中培养& 接种量为
I%;%% 4

*

B

!#

& 该液体培养基悬浮体系

在温度为+

!=$#

,

#

& 转速为
##% )

*

'05

!#的摇床上全程暗培养&

!= 8

继代
#

次!

$ND:#>

"

%

#;!;!

槐角苷标准曲线的绘制 黄酮类化合物含量的测定采用紫外分光光度法!

#I

"

& 选用槐角苷为标准

品& 绘制标准曲线% 精确称取
!;%% '4

槐角苷标准品& 用体积分数

$%O

乙醇溶解后定容至
G%%;%% 'B

容量瓶中& 得到质量浓度为
%;%!

'4

*

B

!G 的槐角苷标准溶液 . 依次量取配制好的槐角苷标准溶液

G;%%

&

!;%%

&

>;%%

&

I;%%

&

=;%%

&

C;%% 'B

定容至
G%;%% 'B

& 得到质

量浓度分别为
!;%%

&

I;%%

&

C;%%

&

D;%%

&

G%;%%

&

G!;%% '4

-

B

!G的槐角

苷溶液& 以体积分数为
$%O

乙醇溶液为空白对照& 在
!CG;= 5'

处

测定槐角苷的吸光度% 以吸光度为横坐标& 槐角苷质量浓度为纵坐

标绘制标准曲线+之前已测定过仪器的精密度' 稳定性' 重复性,

+图
G

,% 槐角苷标准品在
%PG!;%% '4

-

B

!G范围内线性关系良好& 线

性回归方程为
6%D;%E% ==&%;%E% =

&

>

!

%%;EED E

&

=

为不同质量浓度
图

G

槐角苷标准曲线
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溶液的吸光度!

!

为槐角苷溶液质量浓度"

$%&%!

槐角细胞黄酮粗提液的提取 将烘干后的愈伤组织研磨! 过
'(

目筛! 备用" 称取
)%$) *

粉末于

$)+)) ,-

离心管中! 加入
"%)) ,-

体积分数为
.)/

乙醇! 室温下超声提取
") ,01

" 提取后离心
# ,01

!

收集其上清液! 合并到
#)%)) ,-

的鸡心瓶! 在#

") ! $

$

"

!

2) 3

%

,01

#$的条件下进行旋蒸! 得到槐角细

胞黄酮粗提液"

$+&+"

黄酮化合物产量的测定 取上述提取液稀释
!)

倍后测定在
&2$+# 1,

处的吸光度! 重复
!

次" 总

黄酮的含量&

"

$以槐角苷计! 用
#

代表黄酮化合物产量' 计算公式如下(

"

&

,*

%

*

#$

$

$!)$%4

&

$ )))&

$' &

$

$

'

&

,*

%

-

#$

$

$&)"%(

56

' &

&

$

式&

$

$和式&

&

$中(

$

为稀释后的提取液中槐角苷的质量浓度&

,*

%

-

#$

$)

%

为所提取槐角苷溶液的体积

&

,-

$)

&

为精确称取的供试材料的质量&

*

$)

(

56

为收获的细胞干质量浓度&

*

%

-

#$

$' 结合槐角苷标准曲

线! 经计算! 样品乙醇提取液中黄酮化合物的产量为
!#"+)) ,*

%

-

#$

'

$+&+#

不同质量浓度梯度细胞提取液的配制 采用二倍稀释法*

$#

+将黄酮化合物质量浓度为
!#"+)) ,*

%

-

#$

的细胞提取液进行稀释! 最终得到质量浓度分别为
!#"+))

!

$..+))

!

''+#)

!

""+&#

!

&&+$!

!

$$+)2

!

#+#!

,*

%

-

#$等
.

个质量浓度的黄酮粗提液'

$+&+2

水杨酸
7819:1

试剂法测定羟自由基清除率 称取
)+)'! " *

七水合硫酸亚铁溶于少量蒸馏水中!

然后转移到
#)+)) ,-

容量瓶中! 定容! 得到
2+)) ,,:;

%

-

#$ 硫酸亚铁溶液) 称取
)+)"$ " *

水杨酸! 加入

少量乙醇! 搅拌! 然后转移到
#)+)) ,-

容量瓶中用无水乙醇准确定容! 得到
2+)) ,,:;

%

-

#$的水杨酸
&

乙

醇体系#避光保存$) 用移液枪量取
!!!+") !-

质量分数为
!)/

的过氧化氢用蒸馏水定容至
$))+)) ,-

容

量瓶中! 得到质量分数为
)+$/

的过氧化氢' 在
$)+)) ,-

具塞试管中先后加入质量浓度为
2+)) ,,:;

%

-

#$

硫酸亚铁溶液,

2+)) ,,:;

%

-

#$的水杨酸
&

乙醇, 不同质量浓度样品! 最后加入过氧化氢启动反应! 设置

' +)) ,-

反应体系&表
$

$'

!. "

水浴反应
!) ,01

后! 在
#$)+) 1,

处测定吸光度' 计算公式为( 清除率

&

/

$

$

*

$#

&

)#*

$

4+

+

%$))/

' 其中(

,

为加入抗氧化剂后溶液的吸光度!

-

为提取样液在测定波长下的吸

光度&消除提取液本身的颜色对结果的干扰$!

+

为未加入抗氧化剂时溶液的吸光度'

$+&+.

邻苯三酚自氧化法测定超氧自由基清除率 称取三羟甲基氨基甲烷
$&+$$ *

! 用蒸馏水溶解定容

至
$ )))+)) ,-

! 得到
)+$) ,:;

%

-

#$的三羟甲基氨基甲烷溶液) 量取
#)+)) ,-

浓度为
)+$) ,:;

%

-

#$的三羟

甲基氨基甲烷溶液与
&&+<) ,-

!

)+$)

,:;

%

-

#$的氯化氢溶液混匀并用蒸馏水定

容至
$))+) ,-

! 得到
=> '+&

&

&# "

$浓度

为
#(+(( ,,:;

%

-

#$ 的三羟甲基氨基甲烷

盐酸盐缓冲液) 称取
(+!$# ( *

邻苯三酚

固体! 用
$(+(( ,,:;

%

-

#$ 的氯化氢溶液

定容至
$((+(( ,-

! 得到
&#+(( ,,:;

%

-

#$

的邻苯三酚溶液&避光保存$' 在
$(+((

,-

具塞试管中设置
<+(( ,-

反应体系!

先后加入
#(+(( ,-

浓度为
(+$( ,:;

%

-

#$

的三羟甲基氨基甲烷溶液, 不同质量浓

度样品! 混匀后在
!. "

水浴中保温
&(

,01

! 取出后立即加入在
!. "

预热过的

&#+(( ,,:;

%

-

#$ 邻苯三酚溶液! 混匀后

于
!. "

水浴中反应
# ,01

后加入
$+((

,:;

%

-

#$的盐酸终止反应&表
&

$! 在
"&(+(

1,

处测定吸光度' 计算公式为( 清除率

&

/

$

$

*

$#

&

)#-

$

4+

+

%$((/

' 其中(

)

为

加入抗氧化剂后溶液的吸光度!

-

为提

表
!

反应体系各物质的添加量

?@A;8 $ 5:B@*8 :7 8@CD B:;E90:1 01 9D8 38@C90:1 BFB98,

添加物
添加量

G,-

H

组
I

组
J

组

2%)) ,,:;

%

-

#$硫酸亚铁&

K8LM

"

$溶液
&%)) &%)) &%))

水杨酸
&

乙醇
&%)) &%)) &%))

不同质量浓度样品
&%)) &%)) )

体积分数为
.)/

乙醇
) ) &%))

质量分数为
)%$/

过氧化氢
&%)) ) &%))

蒸馏水
) &%)) )

表
"

反应体系各物质的添加量

?@A;8 & 5:B@*8 :7 8@CD B:;E90:1 01 9D8 38@C90:1 BFB98,

添加物
添加量

G,-

H

组
I

组
J

组

#)%) ,,:;

%

-

N$三羟甲基氨基甲烷盐酸盐&

?30B&>J;

$缓冲液
#%#) #%#) #%#)

不同质量浓度样品
&%)) &%)) )

&#%)) ,,:;

%

-

#$邻苯三酚溶液
)%#) ) )%#)

$)%)) ,,:;

%

-

#$ 氯化氢&

>J;

$

) )%#) )

体积分数为
.)O

乙醇
( ( &+((

$+(( ,:;

%

-

#$ 氯化氢&

>J;

$

$+(( $+(( $+((
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取样液在测定波长下的吸光度!消除提取液本身的颜色对结果的干扰"#

!

为未加入抗氧化剂时溶液的吸

光度$

&'!'(

盐酸萘乙二胺法测定亚硝酸盐的清除率 分别量取
&'%% )*

不同质量浓度样品移入
!+'%% )*

的

容量瓶中# 各加入
+'%% ),

%

*

!#的亚硝酸钠标准溶液
+'%% )*

# 在室温下反应
-% )./

& 加
!'"" )*

质量分

数为
"'01

的对氨基苯磺酸溶液# 摇匀# 静置
+ )./

& 加入
#'%% )*

质量分数为
%'!1

的盐酸萘乙二胺溶

液# 摇匀# 定容至刻度线# 静置
#+ )./

& 另用以上相同步骤做一空白对照& 在
+0%'% /)

处测定吸光度#

计算亚硝酸盐的清除率$ 计算公式为' 清除率!

1

"

"

(!

" 空白对比吸光度!" 加入黄酮吸光度"2" 空白对比吸光度)##%%1$

#'!'3

硫代巴比妥酸法测定亚油酸自氧化抑制作用 称取愈伤组织粉末
%'%+

#

%'#%

#

%'!%

#

%'+% ,

# 各用

0'%% )*

无水乙醇溶解& 用无水乙醇配制体积分数为
%'+1

的亚油酸乙醇液# 将愈伤组织粉末分别加入

+%'%% )*

体积分数为
%'+1

的亚油酸乙醇液中混匀# 以仅在
+%'%% )*

体积分数为
%'+1

的亚油酸乙醇液

中加
0'%% )*

无水乙醇为对照& 在!

0% $ #

"

%

烘箱中强化保存# 定时搅拌# 采用硫代巴比妥酸法测定吸

光度& 以相同质量的
45

做阳性对照# 重复以上步骤$

#'!'#%

碘量法测定猪油自氧化抑制作用 将猪油放在烧杯中# 用文火熬炼& 称取研磨后的愈伤组织粉

末
%'%+

#

%'#%

#

%'!%

#

%'+% ,

# 各用
('%% )*

无水乙醇溶解# 分别加入
+%'%% ,

温热猪油中# 搅匀# 以仅

在猪油中加
('%% )*

无水乙醇为对照& 在!

$% $ #

"

%

烘箱中强化保存# 定时搅拌# 测其过氧化值& 以

相同质量的二丁基羟基甲苯做阳性对照# 重复以上步骤$

!"#

数据分析

采用
6789: !%%$

和
;<;; &$'%

软件对试验数据进行分析$

!

结果与分析

$"!

愈伤组织黄酮粗提液对羟自由基的清除能力

图
!

显示了不同质量浓度的槐角种胚愈伤组织黄酮粗提液和
45

溶液对羟自由基的清除能力$ 由图

!

可知' 这
!

种抗氧化剂对羟自由基都具有清除作用# 且随着质量浓度的增大# 清除能力增强# 说明对

羟基自由基的清除能力与样品的质量浓度呈现较好的量效关系$ 两者对羟自由基的清除能力有一定的差

距' 当质量浓度为
=+0'%% ),

%

*

!&

!即未稀释"时# 黄酮粗提液对羟自由基的清除能力达到了
3-'+(1

# 而

45

溶液只有
0-'$31

& 当质量浓度较小# 为
&&'%-

和
+'+= ),

%

*

!&时# 黄酮粗提液对羟自由基的清除率仍

然在
+'%%1

左右# 而
45

溶液却不到
&'%%1

$ 对其抗氧化性进行显著性分析发现# 在
=+0'%>!!'&= ),

%

*

!&

质量浓度范围内# 黄酮粗提液对羟自由基的清除率极显著高于相同质量浓度的
45

溶液& 在质量浓度为

&&'%- ),

%

*

!&时# 黄酮粗提液对羟自由基的清除率也显著高于
45

溶液& 在质量浓度为
+'+= ),

%

*

!&时#

黄酮粗提液和
45

溶液对羟自由基的清除率差异性不显著# 但高于
45

溶液$

$"$

愈伤组织黄酮粗提液对超氧自由基的清除能力

不同质量浓度的槐角种胚愈伤组织黄酮粗提液和
45

溶液对超氧自由基的清除作用见图
=

# 与清除

图
!

愈伤组织黄酮粗提液和
45

溶液清除羟

自由基的能力

?.,@A9 ! BCDAE7C: AFD.8F: G8FH9/,./, F8I.H.IC EJ 8F::@G

8A@D9 J:FHE/E.DG 97IAF8I F/D 45 GE:@I.E/

图
=

愈伤组织黄酮粗提液和
45

溶液清除超

氧自由基的能力

?.,@A9 = ;@K9AE7.D9 AFD.8F: G8FH9/,./, F8I.H.IC EJ 8F::@G

8A@D9 J:FHE/E.DG 97IAF8I F/D 45 GE:@I.E/
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第
!"

卷第
#

期

表
! "

种抗氧化剂对亚油酸自氧化的抑制能力

$%&'( ! )*+,&,-,.* ./ 0('/ .1,2%-,.* ./ ',*.'(,3 %3,2 &4 -5. 6,*20 ./ %*-,.1,2%*-0

编号 处理
!

!

!

"吸光度

" 2 7 2

8

黄酮粗提物
9:9# ; 9:9"< ! 9:99= 9:9<< ! 9:99=

=

黄酮粗提物
9:89 ; 9:9"" ! 9:99! 9:9<" ! 9:99!

!

黄酮粗提物
9:=9 ; 9:9!! ! 9:99# 9:9#> ! 9:99"

"

黄酮粗提物
9:#9 ; 9:9=" ! 9:99! 9:9"8 ! 9:99!

# ?@ 9:9# ; 9:9"= ! 9:99! 9:9#" ! 9:99!

A ?@ 9:89 ; 9:9!A ! 9:998 9:9!> ! 9:99=

< ?@ 9:=9 ; 9:9=7 ! 9:99= 9:9!# ! 9:99=

7 ?@ 9:#9 ; 9:9=! ! 9:99= 9:9!9 ! 9:99=

>

空白对照!

36

"

9:9#" ! 9:99! 9:97= ! 9:99=

羟自由基的作用相似# 随着黄酮粗提液和
?@

溶液质量浓度的升高# 对超氧自由基的清除能力也越强$

但是
=

种抗氧化剂对超氧自由基的清除能力不同# 当质量浓度为
!#":99 B;

%

C

"8

!即未稀释"时# 黄酮粗提液对

超氧自由基的清除能力为
A8:#"D

# 而
?@

达到了
>#:<#D

& 当质量浓度较小# 为
88:9A

和
#:#! B;

%

C

"8时#

黄酮粗提液对超氧自由基的清除率不到
8:99D

# 而
?@

溶液的清除率仍在
!:99D

以上$ 对其抗氧化性进

行显著性分析发现# 在
!#":99 E88:9A B;

%

C

"8质量浓度范围内#

?@

溶液对超氧自由基的清除率极显著高

于相同质量浓度的黄酮粗提液& 在质量浓度为
#:#! B;

%

C

"8时# 黄酮粗提液和
?@

溶液对超氧自由基的清

除率虽然差异性不显著# 但低于
?@

溶液$

"#!

愈伤组织黄酮粗提液对亚硝酸盐的清除能力

图
"

显示了不同质量浓度的槐角种胚愈伤组织黄酮粗提液

和
?@

溶液对亚硝酸盐的清除作用$ 由图
"

可知' 这
=

种抗氧

化剂对亚硝酸盐都具有清除作用# 与清除羟自由基( 超氧自由

基的作用相似# 随着黄酮粗提液和
?@

溶液质量浓度的升高#

对亚硝酸盐的清除能力也随之增强$ 但是
=

种抗氧化剂对亚硝

酸盐的清除能力不同# 当质量浓度为
!#":99 B;

%

C

"8

!即未稀释"

时# 黄酮粗提液对亚硝酸盐的清除能力为
<>:>8D

# 而
?@

溶液

只有
#8:A9D

& 在
!#":99E"":=# B;

%

C

"8质量浓度范围内# 黄酮粗

提液对亚硝酸盐的清除作用要高于相同质量浓度的
?@

溶液&

而当质量浓度继续减小至
#:#! B;

%

C

"8时#

=

种抗氧化剂对亚硝

酸盐的清除作用均在
89:99D

左右# 但
?@

溶液对亚硝酸盐的清

除作用更强 $ 对其抗氧化性进行显著性分析发现在
!#":99E

77:#9 B;

%

C

"8质量浓度范围内# 黄酮粗提液对亚硝酸盐的清除率

极显著高于相同质量浓度的
?@

溶液& 在质量浓度为
==:8! B;

%

C

"8时# 黄酮粗提液对亚硝酸盐的清除率

极显著低于相同质量浓度的
?@

溶液& 当质量浓度低于
==:8! B;

%

C

"8时# 黄酮粗提液和
?@

溶液对亚硝

酸盐的清除率差异性不显著# 黄酮粗提液对亚硝酸盐的清除率稍低于
?@

溶液$

"#$

黄酮粗提物对亚油酸自氧化的抑制作用

黄酮类化合物抑制亚油酸的自氧化作用是基于不饱和脂肪酸的自由基反应
F

反应过程中产生过氧化

自由基
G

进而氧化生成环氧化物
G

环氧化物生成丙二醛
G

丙二醛与硫代巴比妥酸!

$HI

"作用生成
$HI

染

料
G

其最大吸收波长为
#!=:9 *B

$ 因此
G

生成
$HI

染料的多少反映了
#!=:9 *B

处吸光度的大小
G

是衡量

自由基链反应进程的标志$ 抗氧化剂可抑

制自由基链反应
G

最终表现为
$HI

染料生

成较少
G

吸光度变小 )

8A

*

$ 表
!

显示了不同

质量的槐角种胚愈伤组织黄酮粗提物和

?@

对亚油酸自氧化的抑制作用# 添加抗

氧化剂后# 样品的吸光度与对照组相比均

减小$ 从实验结果看' 这
=

种抗氧化剂对

亚油酸自氧化都具有抑制作用# 且随着抗

氧化剂添加量增加# 吸光度越小# 抗氧化

性越好$ 从实验数据可以看出' 黄酮粗提

物及
?@

抑制亚油酸自氧化的能力相差不

大# 而黄酮粗提物抑制亚油酸自氧化的能

力没有相同质量的
?@

强$

"#%

黄酮粗提物对猪油自氧化的抑制作用

猪油在腐败过程中# 会产生过氧化物# 过氧化值的大小# 反映了过氧化物的多少$ 抗氧化剂可以消

除过氧化物的存在# 最终表现为过氧化值的下降)

8A

*

$ 不同质量的黄酮粗提物和二丁基羟基甲苯对猪油自

氧化的抑制作用见图
#

# 与抑制亚油酸自氧化的作用相似# 不同质量的黄酮粗提物和二丁基羟基甲苯可

王晨阳等' 国槐槐角种胚愈伤组织黄酮粗提液的抗氧化性

图
"

愈伤组织黄酮粗提液和
?@

溶液

清除亚硝酸盐的能力

J,;KL( " M,-L,-( 03%N(*;,*; %3-,N,-4 ./ 3%''K0 3LK2(

/'%N.*.,20 (1-L%3- %*2 ?@ 0.'K-,.*

"
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消除猪油腐败过程中产生的过氧化物! 对猪油自氧化均具有明显的抑制作用! 随着黄酮粗提物和二丁基

羟基甲苯质量的增加! 过氧化值的下降的程度也增大! 即对猪油自氧化的抑制作用也越强" 另外从实验

结果看! 愈伤组织的黄酮粗提物抑制猪油自氧化的效果优于相同质量的二丁基羟基甲苯"

&

结论与讨论

羟基自由基被认为是具有较强毒性的自由基#

#$

$

! 得

电子能力极强! 可以和大部分细胞内物质发生反应! 甚

至能氧化损伤基因! 对衰老和癌症有着极大的影响" 超

氧自由基是代谢过程中生成的第
#

个自由基! 同时也是

其他部分氧自由基的来源! 因为它可以进一步转化成其

他自由基#

#'

$

" 亚硝酸盐广泛存在于环境中! 但较多亚硝

酸盐摄入! 可将人体血红蛋白中的二价铁离子氧化成三

价铁离子! 使血红蛋白失去携氧能力! 同时它还是形成

强致癌物亚硝胺的前体物质! 及时清除亚硝酸盐是食品

安全的保障#

#(

$

" 因此! 本实验测定槐角种胚细胞黄酮粗

提液对羟自由基% 超氧自由基% 亚硝酸盐的清除能力是

研究其抗氧化活性必不可少的" 油脂或油脂食品在储存

过程中! 由于长时间接触空气! 会产生危害人体健康的

氢过氧化物! 另外油脂在炸制过程中! 既受热又氧化!

其过氧化物形成及分解成自由基的速度加快! 对人体危

害程度还会大大增加#

!%

$

! 而人工合成的抗氧剂有一定毒性! 所以有必要选择合适的抗氧化剂削弱过氧化

物的产生" 本实验选择槐角种胚细胞黄酮提物液测定其对亚油酸和猪油自氧化的抑制作用! 既能反应黄

酮粗提物抗氧化性活性的强弱! 又能为食品安全提供必要保障"

结果显示& 槐角种胚细胞黄酮粗提液对羟自由基% 超氧自由基% 亚硝酸盐都具有清除能力! 具有较

强的抗氧化活性! 且在一定质量浓度范围内! 清除能力随着黄酮粗提液质量浓度的增大而增强! 但是对

各种自由基的清除能力有所不同" 黄酮粗提液对羟自由基的清除能力极强! 最高可达到
()*+',

! 极显

著高于相同质量浓度的
-.

溶液' 对超氧自由基的清除能力也较强! 最高可达到
)#*+/,

! 但是其清除率

极显著低于相同质量浓度的
-.

溶液! 这说明槐角种胚细胞黄酮粗提液对羟自由基的清除能力大于对超

氧自由基的清除能力" 而对于亚硝酸盐的清除能力! 最高可达到
$(*(#,

! 极显著高于相同质量浓度的

-.

溶液! 但较低质量浓度的黄酮粗提液对亚硝酸盐的清除能力却不及
-.

溶液" 同时! 槐角种胚细胞

提取物可以去除亚油酸和猪油在自氧化过程中产生的过氧化物! 对其自氧化有明显的抑制作用! 可见槐

角种胚细胞提取物的应用范围较广泛! 可以在食品生产中有独特的用处" 这些抗氧化能力作用的发挥!

主要是由于国槐种胚细胞悬浮培养后黄酮粗提液中所含的黄酮类化合物产生作用的结果! 对不同物质的

清除能力的不同可能与提取液所含黄酮类化合物的种类和结构不同有关#

!#

$

! 测定它们对不同自由基的清

除能力及对亚油酸过氧化和猪油自氧化的抑制能力可以为研究黄酮粗提液的成分及其抗氧化活性的构效

理论提供依据"

结合前人研究! 在不同植物体内提取的黄酮类化合物有着不同强度的抗氧化活性! 其中在杜仲雄
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花萼等提取的黄酮粗提物分别对羟基自由基%
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二苯基
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三硝基苯肼(
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)自由基等有较强的清除效果! 并且其抗氧化活性均优于相同质量浓度的
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溶液#
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! 与本实验中国槐种胚细胞悬浮液黄酮粗提物的抗氧化性研究结果相似" 在相同质量浓度

下! 黄酮粗提物具有更优的抗氧化活性! 可能与黄酮类化合物本身的化学结构和特性有关! 一方面黄酮

类化合物电子自旋密度分布的均匀性! 同时在分子内形成半醌式自由基时所需能量较低! 其形成的自由

基较稳定! 从而具有较高的抗氧化活性#
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' 另一方面! 黄酮类化合物可以直接清除反应链中的自由基!

切断自由基链反应! 从而起到防止和断裂链反应的两重功效#
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总体来看! 国槐槐角种胚细胞悬浮培养生产的黄酮类化合物具有明显的抗氧化活性! 且在一定质量

图
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猪油自氧化的能力
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浓度范围内! 黄酮提取物质量浓度越大! 其抗氧化性越好" 国槐槐角种胚细胞悬浮培养生产的黄酮类化

合物是细胞培养技术的产物! 是一种具有抗氧化活性的天然绿色食品抗氧化剂! 具有用量少# 安全无毒

等优点" 当今! 食品工业发展迅速! 含有天然活性成分的保健食品越来越受到现代人的推崇! 而同时国

槐槐角作为药材存在原料不足# 易受环境污染# 病虫害等影响! 难以满足需求! 运用细胞培养技术生产

的槐角种胚细胞具有明显的抗氧化活性! 可以有效解决药用植物资源有限的问题! 应用前景广阔"
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