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摘 耍

摘要

蓝靛果作 为 一种野士浆果具有丰宫 的生物活忡成分 ， 并 丨 具有极 高的营养保蝕功

能 ， 其花色哲天然无毒 ， 可 以作为天然色素应用在食品 色素中 。 蓝靛果花 苷还具有抗

氧化性和抗癌作用 ， 相关报道有很多 ， 但大多足关 花色 粗提物或者纯化后的总花色

苷 ， 蓝靛果 中 的花色苷种类较多 ， 不 同种类的花色 的抗氧化性和抗癌作用 尚无报道 。

本实验研究 了蓝靛果花色苷经梯度洗脱分离纯化后 ， 在抗氧化性和抗癌作用方面的

比较 ， 筛选 出功能最强的洗脱物 ， 并且对蓝靛果花色苷的提取也做 了研究 ， 为后续实验

做了铺垫 。 旨在为其今后的丌发利用提供参考 。

采用有机溶剂萃取法提取蓝靛果的花色苷 ， 通过单因素和响应面实验确定最佳的提

取条件 。 各因素对蓝靛果花色苷提取量的影响作用从大到 小为 ： 乙醇浓度 温度 液料

比 。 提取剂乙醇浓度 ， 液料比 ， 提取温度 ° ， 提取时间 。

利用不同 的 自 由基评价体系 比较 了花色苷钔提物及其纯化后 的洗脱物的抗氧化性 ，

筛选 出清除率最高的组分 。 实验结果表明在 体系 中 ， 乙醇洗脱后 的花色苷洗脱

物对羟 自 由基的清除率最高 ； 在 一 体系中 ， 乙醇洗脱后的花色苷洗脱物对超氧 自

由基的清除率最高 ； 在 体系中 ， ° 。乙醇洗脱后的花色苷洗脱物对 自 由基

的清除率最高 ； 在 体系中 ， 乙醇洗脱后的花色苷洗脱物对 自 由基的清

除率最高 。 总体看来 ， 、 、 和 乙醇洗脱物 的抗氧化活性较 、

、 和 乙醇洗脱物高 。

将不 同 的蓝靛果花色苷洗脱物作用 于人肺癌 、 人肝癌 和人 宫颈癌

三种常见的癌细胞 、 和 ， 采用 四 甲基偶氮唑盐 （ 比色法测定癌

细胞抑制率 。 实验结果表明每种蓝靛果花色苷洗脱物对三种癌细胞都有抑制作用 ， 并呈

现量效和时效关系 。 其中 乙醇洗脱后的花色苷冼脱物对三种癌细胞的抑制率最高 。

综上所述 ， 蓝靛果具有很好的抗氧化性和抗癌作用 ， 是值得开发并运用到食品药品

等领域的天然绿色食品 。

关键词 蓝靛果 ； 花色苷 ； 抗氧化性 ； 抗癌
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绪论

蓝敲果的研究现状

蓝靛果忍冬 也简称为蓝盤果 ， 民 俗称黑瞎子果 ， 部分地区

也称之为羊奶子或者 山筋子等等 ， 是被子植物 门 的忍冬科的忍冬属 。 它是一种生长地区

较为广泛的落叶灌木 ， 喜欢湿润冷凉性气候 ， 能够适应寒冷 。 一般生长于 山林 、 湿地和

丛林灌木之 中 。 蓝靛果 的 品种较多 ， 都是从欧洲的原始种变异而来 ， 主要分布在亚

州 、 美州和欧洲 。 在 中 国 的东北和华北地区其野生资源广泛 ， 尤其在长 白 山地区和大小

一 兴安岭 ‘ 。 在其 中含有大量天然活性成分 ， 比如花青素 、 维生素 、 矿质元素等 。 作为

一种纯天然 的可食用架果并且具有极高的营养价值和保健价值 ， 己经成 为世界珍稀衆

果 。 近年来蓝餘果忍冬受到 国 内外学者的重视 ， 对其生物学特征 、 品种选育 、 人工栽培

和营养成分测定等方面做 了大量的实验研究 。 作为一种营养丰富的绿色衆果其 已经

具有广阔的发展空间 。

蓝截果的营养价值

作为一种衆果蓝截果 的营养极其丰富 。 国外的实验 中鉴定 出蓝靛果 中含有丰富 的氨

基酸 、 维生素 、 矿质元素等大量的生物活性物质 ； 还有研究中发现蓝飽果 中 的碳水化合

物 以葡萄糖为最多 ， 其 中 的 多元醇 以 山梨糖醇为最多 ， 有机酸中 以梓檬酸念量为最多 ；

等其他研究人员从蓝靛果提取物屮检测 出苦味物质 ； 其中苦味物质是三种苹

果酸酷 ， 二丁基苹果酸醋含量最多 。 国 内研究测得微量元素在其千物质 中 的种类及含

量 ， 以及维生素 、 总酸 、 总糖在鲜果 中 的含量 ； 研究者还测定出其中含有十六种氨基酸 ，

必需氣基酸有九种 ； 蓝靛果中含有维生素 、 维生素 、 抗坏血酸 、 尼克酸等多种维

生素 ， 其 中尼克酸含量 比水果高出近百倍 ， 并且含有丰富的氨基酸 ， 其 中 必需氨基酸 占

总量 黄酮类化合物总含量为 。

蓝敲果的药用价值

现代医学和大量的实验研究表明蓝靛果可 以降低血压 ， 防止毛细血管破裂 ， 并且具

有清热解毒的功效 ； 还有实验表明 蓝截果具冇抗炎 、 抗病毒和抗肿瘤能 力 ， 可以缓解癌

症病人在放疗后的不 良反应和化疗后的 白细胞减少 。 宵研究表明蓝殷见的 叶子中 的

含量为 实果实中禽 丨小凉■ 的天然活性物质 ， 例如花青素 、 芸

香 和儿茶酸等 。 临床实验表明这些活性物质 打抗病毒和抗炎等功效 。 有实验表明蓝

靛染没打 性 金政 』 研究 了蓝敲见对四飘化碳所致小 鼠急性肝损伤的影响 ， 实验

结果农明蓝靛果能减少小 鼠肝细胞中脂滴和溶 体的数量 ， 缩小肝小叶损伤 域 ， 增强

琥拍酸脱氛酶的活性 、 降低血清谷草转氨酶和酸性磷酸酶的活性 ， 还能促进线粒体恢复

和 生 ， 得 出 的结论是蓝盤来提取物对肝脏损伤其有保护作用 ； 邱绍婕等 等实验人
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员 ， 研究了蓝靛果对小 鼠的耐高温 、 抗疲劳 、 耐缺氧能力 ， 以及提高应激反应能力 ， 发

现蓝館果具有提高这些指标的能力 ， 且能明显缓解小 鼠服用化疗药后 白细胞的降低和体

重减轻 ， 提高其成活率 ； 韩京振 等其他研究人员 ， 研究证明 ， 蓝靛果能改善小 鼠心肌

氧的供应和需求 ， 保护缺氧的小 鼠 ， 对治疗冠心病有一定作用 。 其 乙酸乙醋提取物能够

抑制 肉瘤和肝癌实体瘤的生长 ， 并且可 以诱导 白血病 细胞调亡 ° 。

蓝話果的抗氧化性

蓝靛果不仅营养丰富药用功能显著 ，还可 以作为天然抗氧化剂 。 蓝靛果 中含有

丰富的氨基酸 、 维生素 、 微量元素 ， 以及大量的黄酮 、 多酷和花色苷 。 大量的实验显

示蓝館果的抗氧化性高于很多装果类植物 。 蓝靛果的提取物对各种 自 由基都有很 高的清

除能力 。 并且其具有化学抑制及治疗的功能 ’ 。

蓝靛果提取液的高效液相色谱分析显示 ： 其中存在有鞋花酸 ， 槲皮素 糖苷 ， 懈皮

素 鼠李糖苷 ， ， 三经基酮醇 糖苷及其衍生物 ， 花青素 糖苷及其衍生物 ， 花葵

素 糖苷 ， 花青素 木糖苷 ， 二幾酸酰化花青素 糖苷衍生物 。 ， 这些都是具有抗氧

化性 ， 其中 的花青素 糖苷最强 。 实验表明花色苷可 以用于射线保护剂 、 催产素和化疗

药物 、 降低毛细血管脆性 、 抑制血小板衆集 、 加强组织中 的胶原蛋 白基质交联 花

青素具有抗氧化和防止射线损伤的能力

蓝敲果的开发现状与前景

蓝 青定果因其具有的功能 ， 在国际市场也具有了广阔 的发展前景 ， 如今俄罗斯将蓝青定

果加工成保健饮料 ， 专为宇航员饮用 ， 提高宇航员 的身体机能从而更好的适应外太空的

生存环境 。 国际的很多研究人员对其进一步开发利用做 了深入研究 ， 也有 了可喜的成

果 。 我们还可 以从两个方面对其进行开发 ， 一方面要改进蓝靛果有关产品 的现有生产工

艺 ， 提尚生广效率和广品质量 ， 建 品牌效 另一方面更加深入的研究其深加工 ，

发 出有利于人体健康的一系列营养保健品和药品 ， 提高蓝靛果的经济效益 ， 实现更长远

的发展 。

花色苷旳结构和性质

随着人类生活水平 的不断提高 ， 老百姓对 自 身 的健康越来越重视 ， 俗话说病从 口

入 ， 食品安全问题越来越受关注 ， 其中食品添加剂 中 的合成色素 的安全性就引起 了重

视 。 因此研究及开发无毒的还具有保健功能的天然色素迫在眉睫 。 在颜色鲜艳的高等植

物 屮往往祥在着花色苗 ， 在 ￡ 然界 中它 的颜色较为鲜艳 ， 从橘黄到蓝色都是它的显色范

围 ， 人们对于这种颜色 是对位物的渴望色 ， 因此花色苷能够代替合成色素应用 到食品

中 】 。 花色哲不仅具有 诱人的颜色 ， 并且 几有一 系列的 理功能 ， 例如抗氣化活性 ， 预

防心脑血管疾病 、 延缓衰老 、 抗癌 、 治疗糖尿病等功能 。



结 论

花色苷的结构

花色竹屈于黄酮类化合物 ， 具有黄 类特而■的 碳骨架结构 ， 山花青索

和糖 经糖 「键 （ 缩合而成 天然花色 『

配基 花 素 的 本结构为 ， 三经接 笨站苯并 此叫 。 目 前 已知天然花色苗有 多

种 常见的有 种 ， 其 屮主要存在于植物巾 的存 种 ， 即锦葵色素 、 苟药色素 、 天竺葵

色素 、 牵牛花色素 、 飞燕草色素和矢车菊 素 。 有可能与花色素成苷的卑糖依次是 ：

葡萄糖 、 鼠李糖 、 半乳糖 、 木糖和阿拉伯糖 。 花色素分子上可 以连接 个或几个糖越 ，

可 以连接舉糖和寡糖 。 通过改变花色廿分子中 的经基数 目 、 经基的 甲甚化程度 、 连接到

花色哲分子上的糖的种类 、 数量及位贾 、 连接到分子上的有机酸的数量和种类等 可 以形

成大量的花色苷 花色苷也会 以酰越化的形式存在 ， 能够与其酰基化的有机酸主要

有香豆酸 、 芥子酸 、 咖啡酸 、 苹果酸 、 阿魏酸 、 琥拍酸 、 丙二酸 、 羟基苯 甲酸和 乙酸

寸

花色苷的性质

花色苦 —般溶于水 、 乙醇 、 稀酸碱等极性溶剂 中 ， 是一类天然 的水溶

性色素 ， 能被活性炭吸附 ， 遇到醋酸铅试剂沉淀 广泛存在于植物的根 、 莲 、 叶 、 花 、

果实等器官的细胞液中 ，并且花色苦的颜色会随 的变化而表现不 同的颜色 ， 从酸性到

碱性 ， 呈现 出 红色 、 紫色到蓝色的颜色变化 。 花色苷类色素通常均一地溶解在细胞液

中 ， 并消除 “ 水合一去水合平衡 ” ， 稳定存在于细胞液 中 。

花色苷的提取

目 前 ， 提取天然花色若的方法主要有有机溶剂萃取 、 生物酶解萃取 、 超临界提取 、

超声波辅助法 、 微波辅助法和高 脉冲 电场辅助提取法 。 其中最常用 的是有机溶剂萃収

法 。

有机溶剂萃取

有机溶剂萃取法是较为常见的提取方法 ， 于花色哲的物理性质易溶于极性洛剂 ，

因此通常采用水 、 甲醇 、 乙醇和丙酮等作为洛剂进行萃取 。 出 于在弱碱性溶液和 巾性溶

液中花色轩不是很稳定 ， 可 以置于弱酸性的溶剂 中 。 可采用酸性 甲醇溶液作为溶剂 。

丨 醇的提収率 比 乙醇高二 卜个 分 比 ， 比水 七十个 打 分 比 「 、 但考虑到 丨 醉 屯

性 ， 在位 素生产 巾可选用 的故酸 乙醉济液 ， 彳 这种提取条件能改变 索的 始

状态 。 此选择 定浓度的 乙醇溶液为

影响 丫 机济剂萃収法的 素很 多 ： 溶剂种 类 、 料液 比 、 位 、 温度 、 捉収次数和

样品颗粒 人小等 。 已经有许 多研究分别 采川 … 船 、 乙 丨 彳与水进行配比 ， 对 种来

源的花色 彳 収 。
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生物酶解萃取

生物酶解提取技术是根据酶反应具有专一性和高效性的特点 ， 选择恰当 的酶就可 以

水解或降解细胞壁组成成分 ： 纤维素 、 半纤维素和果胶 ， 通过破坏细胞壁结构 ， 使其破

裂 ， 细胞 内 的成分就可 以溶于溶剂 中 ， 达到提取 目 的 。 经常用 的是纤维素酶和果胶酶 。

李颖畅等 分别用纤维素酶 、 果胶酶 以及两者的复合物对蓝萄果 中 的花色背进行萃取 ，

结果表 明纤维素酶的提取效果最佳 。 卢锋波等 对黑莓花色苷的酶法提取工艺条件进行

优化 ， 实验表 明 产 量最 高 时 的 加 酶 量 为 、 酶解温度 为 ° 、 酶解 时 间 为

刘瑞军等 对越橘花色苷的酶法提取进行研究 ， 结果表明加酶量为 、 酶解温

度 ° 、 酶解时间为 。

影响生物酶解萃取效率的 因素有加酶量 、 酶解温度和酶解时问 。 在研究 中 ， 这三种

条件是必须要谨慎研究的 。

超临界 提取

超临界 提取技术是一种采用超过临界温度和临界压力 的流体作为溶剂的提取过

程 。 其优点是结合了气体和液体的萃取特点 ， 从液体或固体物料中 分离有效成分 ， 具有

安全性好 ， 时间短 ， 得率高和萃取量大等优点 。 张树 利用超临界 提取技术对大

花葵花色苷进行萃取 ， 结果得到最佳 的提取工 艺条件为 ： 料液 比 、 萃取伍 力

、 萃取温度 、 萃取时间 。 实验结果表明 ， 超临界 提取法可 以代替

传统的有机溶剂萃取法来提取花色苷 ， 而且 安全无毒价廉 ， 无污染并且没有溶剂残

留 的 问题 ， 利于热敏性物质萃取 。

影响超临界 提取效率的因素有萃取 力 、 萃取温度和萃取时间等 。

超声波辅助提取

超声波是频率大于 的弹性机械波 ， 在媒介传承过程中可 以产生空化效应 、

机械效应和热效应 。 在天然植物中提取有效成分时 ， 细胞壁是提取过程中主要的阻碍 ，

利用超声波辅助技术使其破壁 ， 加强了有效成分从细胞液中释放出来 ， 超声波辅助提収

操作简舉 、 提取率较高 、 提取速度快 ， 并且有效成分的结构不易被破坏 。 由于 以上的优

点超声波辅助提取 已经被研究人员广泛使用 。 刘德江等 采用超声波辅助提取对蓝盤果

色素进行提取 ， 利用 响应面法确定最估提取条件 ， 实验表明超声波辅助提取法使提収时

间缩短 ， 提取效率也有所提高 。 孟宪 等采用超声波辅助提取法对蓝莓花色苷进行提

取 ， 并用响应而进行优化 ， 得到提取的 作参数为 ： 提取液乙醇浓度 ， 提取温

度 ° ， 提収时 丨 、 。

影响超声波辅助提取的 因素打超 波功率 、 超声吋叫 、 超声温度每 。

微波辅助提取

微波辅助提取技术的原理是 ： 杭物细胞中 的艾些物质成分吸收微波福射 ， 被选择性

加热温度迅速 升 ， 细胞中 的水分蒸发产 力使细胞膜和细胞喷上形成微小的通道 ，
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从而使有效成分从细胞 内 溶解释放 出来 。 此技术具有效率高 、 选择性强和 时间短等特

点 。 李 巨秀 采用微波辅助提取法对石概的花色苷进行萃取 ， 实验得出 了 最佳的工艺条

件 ， 并且发现微波的输出功率对花色苷的提取率有显著影响 。 张朝红 采用微波辅助提

取法对果桑花色带进行萃取 ， 实验结果表明最佳的工艺条件为微波输出功率 ， 提

取时问 。

影响微波辅助提取的因素有微波输出功率 、 提取时间等 。

高压脉冲电场辅助提取

高 脉冲 电场辅助提取技术是一种新兴的有效成分的提取技术 ， 已经开始应用于食

品加工业中 ， 主要用于给液态食品灭酶杀菌 。 其原理是高伍脉冲 电场施加给细胞膜的脉

‘ 冲电压超过了 细胞膜本身的 电位 ， 从而击穿细胞膜 ， 提高了细胞膜的通透性 ， 进而使细

胞 内 的有效成分充分溶出 此技术具有提取时间短 ， 温度低 ， 提取率高等特点 。 张燕

等 等参与高压脉冲电场对红萄花色苷进行提取 ， 实验结果表明 的高伍脉冲

电场处理 到 个脉冲均能破坏红萄的细胞膜 ， 提高了通透性 ， 使花色苗从细胞 内

充分的溶出 ， 由此可见高压脉冲 电场辅助提取技术能够提高花色苷的提取率 ， 并且能够

缩短提取的时间 。

花色苷的纯化

花色苷通过以上提取方式萃取后经过浓缩干燥后是色素的粗制品 ， 其 中还含有大量

的杂质 ， 例如糖类 、 蛋 白 、 脂肪 、 无机盐 、 金屈离子等等 ， 产品 的纯度低 、 溶解性差 ，

因此未来获得高纯度的花色昔就必须进一步纯化 。 目 前纯化的方法有柱层析 、 薄层层

析 、 高速逆流色谱 、 膜分离和重结晶等 。

柱层析

大孔树脂层析

大孔树脂是一种有机高聚物的吸附剂 。 大孔树脂具有吸附性的来源于氢键或范德华

力 ， 其颗粒 内部是具有很多 的孔道的 多孔性结构 ， 不 同分子量的有机化合物通过大孔树

■ 脂的吸附解吸过程达到分离纯化的 目 的 大孔树脂具有吸附量大 、 机械强度高 、 选择

性好 、 速度快 、 易解吸 ， 并且能再生可 以反复使用等优点 ， 生产成本较低 ， 因此 国 内外

在纯化天然色素时多采用大孔树脂层析 。 王振宇 等 比较 了几种不 同类型树脂对蓝錠果

色素的纯化效果 ， 通过静态吸附和解吸实验发现 ， 树脂对其吸附效果最佳 ， 饱和吸

附量为 ，上样条件在 ， 流速 ， 冼脱剂为 乙

醇 ， 冼脱流速

凝胶柱层析

凝胶层析是利用其有孔隙结构的凝胶作为 固定扣 ， 根据被分离物质的分子大小和形

状的不 在孔隙中流动的速度不 同 ， 因此流出 的前后顺序不同而实现分离的 一种层析

法 。 ” 等利用 和 对草萄花色苗进行层析分
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离 ， 并用 高效液相色谱鉴定花色苷种类 。 其优点就是操作条件温和应用范围广 ， 分离高

分子物质效果好 。

离子交换层析

离子交换层析的固定相是离子交换剂 ， 是另一种层析分离技术 。 同定相上有与其结

合的离子 ， 样品 中 的溶质离子能够与其进行交换 ， 不同 的溶质离子与离子交换剂上离子

化的基团 的亲和力和结合条件不同 ， 洗脱液流过时 ， 样品 中 的离子按结合力 的强弱进行

先后洗脱 ， 进而分离 目 标成分 。 按照基质 的所 带 正 负 电荷 分 为 阳 离 子 交换树脂和 阴

离 子交换树 脂 。 马淑青 就 是釆用 阳 离 子交换树 脂对紫甘薯进行分离 纯化 ， 通过

进行吸 附率和解吸率 的 实验蹄选 出 离 子交换树脂 ， 结果表 明 的吸 附及解析效

果 的综合评价最佳 ， 并且能够应用 于 工业化生产 。

桂胶层析

娃胶层析法 的分离 原 理是根据 物质在娃胶上 的 吸 附 力 大 小不 同 而 得 到 分离 ，

用 于分离具 有极性差异 的物质 ， 通常娃胶较易 吸 附极性较大 的 物质 ， 而 极性较弱

的物质不 易 被吸 附 。 层析过程 即 为 反 复 的 吸 附和 解析 。 极性小 到 极性大 的物质通

过流动相 乙酸 乙酷或者石 油醚 ， 氯仿 ， 甲 醇 、 水 、 正丁醇或醋酸依 次洗脱下来 ，

最 后可 以 加入 少 量氨 水或冰醋酸 。 由 压 力 的 不 同 柱 子 可 以 分 为 ： 加 压 柱 ， 常 压

柱 ， 减压柱 。 徐忠 等人采 用娃胶层析对千 红花色苷进行分离纯化 ， 通过实验

得 出 纯化的最佳条件为柱温 ° ， 径长 比 。 此方法 的优 点是操作简单分离效

果理想 。

薄层层析

薄层层析是将娃胶纤维素等 固定相制成薄板 ， 流动相经过薄板从而分离 的层析方

法 。 其特点是样品用量少分析快速 ， 但不能进行大量产品 的分离 。 胶为

固定相 ， 蹄选展幵剂为 乙酸乙醋 、 、 甲酸的用量 比为 时分离效果最

佳 ， 得到苟药苷和锦英苷 。 采用薄层层析分离葡萄 中 的花青素 ， 固定相为微晶

纤维素 ， 展开剂为等体积的正丁醇和盐酸 ， 分离后 的条带用 的 甲醇溶液洗脱

得到花色苷的单体 。

高速逆流色谱

高速逆流色谱 简称 是一种无载

体的液 液分离色谱 ， 因 为 在其分离过程中 没有任何载体 ， 因此不用担心载体对分离过

程的影响 。 在实验过程中 ， 样品在一对几乎互不相溶的溶剂相 中传递 ， 山 于在两种溶剂

屮存效成分 的分配系数 同 ， 从而能够实现分离有效成分的 丨 丨 的 。 越于运转螺旋管 内两

相溶剂的单 向性流体动 力学 平衡 ， 使逆流色谱体系 的分离效率史高 ， 此色谱具有操作灵

活效率高 ， 处理量大成本低等优点 。 用装布 个螺旋 柱的 高速逆流色谱

仪分离 己经初步纯化过的黑加合提取物 ， 得到 了 种花色作 。
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膜分离法

股分离法是根据生物膜对物质具有选择性通透的原理而建立的 分离方法 ， 可 以对混

合样品的不同成分进行分离纯化 ， 此技术具有分离 、 浓缩 、 纯化和精制的功能 ， 并且高

效节能 ， 操作简舉易于控制 ， 因此从 世纪 年代 以来 已经广泛应用于生物制药和食

品化工等领域 。 顾名思义 ， 需要分离纯化的混合物根据膜孔径的大小被截留或者通过 ，

是在分子范 围 内进行分离 ， 是一种物理过程 ， 因此安全环保 ， 不会对 目 标物质造成破

坏 ， 是较为理想的分离方法 。 李玉 山 等采用超滤法对越橘花色音进行纯化 ， 能够有效

的截 留粗提物中 的多搪 、 蛋 白质 、 胶质等大分子杂质 。 膜分离也有缺点 ， 一 般处理量

小 ， 而且膜表面的存积物会越来越多 ， 导致无法再过滤 ， 这样就需要定期清理 ， 提高效

率 。

重结晶法

花色苷溶液遇醋酸铅后会产生沉淀 ， 收集沉淀并 向其加入盐酸化的 乙醇 ， 会形成氯

化铅 白色沉淀 ， 过滤除去 白色沉淀即可得到纯净的花色赶溶液 ， 再经过浓缩冻干可得纯

度较高的花色苷粉末 。 但是 由于醋酸铅有巨毒 ， 所 以此方法不适合食品色素的生产 。

花色苷的定量测定

单一 法

花色苷的光谱曲线有两个吸收峰 ， 分别在 和 范围 内 ， 在新

鲜楽果的花色苷粗提物中 ， 能够千扰花色苷的最大吸收区的物质很少 ， 因此可 以通过测

定适当波长处的吸光度来计算花色苷的合量 。 测定时 ， 花色苷需要在 不变的溶液中

进行 。 由于 同花色苷在最大吸收锋处的摩尔消光系数 或比消光度 的值差距很小 ，

所 以一般用平均比消光度 误差小于 公式如下 ： 式中 为

花色苷的质量浓度 为所测得的消光值 ； 为稀释倍数 ； 为标准花色苷的

相对分子量 ； 为标准花色苦的分子消光系数 。

示差法

示差法的依据之一是花色苷发色 团的结构转换是 的函数 依据之二是超干扰

作用 的褐色降解物的特性不随 而变化 。 通过实验确定两个对花色哲吸光度差距最显

著的 并且对花色苷稳定 ， 根掘公式计算花色哲 但是这种方法测定 出 的花

色苷浓度要 比其理论浓度低 ， 因 为辅 色 素 的不完全转化导致 了这种结果 为

时 ， 花色苷 以 苯基苯并批 舶⑴知 存在 。 为 时 ， 花色 以 甲醇假碱的形式存

在 ， 此时 装距最 明 品 ， 因 此选择 为 和 。 计算 公式如下 ： 花色廿含量

￡ 式屮 ： 吸光度 ； 矢牢菊花素

葡菊糖竹的消光系数 ， ——稀释 因子 ； ——矢车菊花素 葡萄搪哲的分

； 最 终 体积 ， ； 广“ 品 重 量 ， 光程 ，

— 。
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差减法

二氧化硫或亚硫酸盐能够漂 白花色苷 ， 漂 白后 的花色苦在可见光的光谱特征消失 ，

而在花色苷的最大吸收区的干扰物质却基本不能被二氧化硫或亚硫酸盐漂 白 。 因此首先

测定样品在可见光区 的最大吸光度 ， 然后经漂 白后测定在最大吸收峰的吸光度 ， 花色苷

的吸光度则为两者的差值 ， 参考花色苷标准 曲线 ， 即可将吸光度换算成花色苷浓度 。 差

减法因所使用 的漂 白剂也能降低某些干扰组分的吸光度而使总花色苷的实测浓度 比理论

浓度偏高 另外 ， 此法不适合于 位上有苯基或 甲氧基的花色苷的定量分析 计算公

式如下 式中 ： 为花色苷的浓度 和 分别为二氧化硫或亚硫

酸盐漂 白前后的溶液吸光度 为采用标准花色苷绘制的标准 曲线的斜率 。

花色苷的生理功能

抗氧化活性

自 由基 （ 是指能够独立存在的 ， 具有不成对电子的分子 、 原子 、 离子

和基团 。 自 由基具有很高的化学活性 ， 非常活拨 ， 极易与周 围物质发生反应 ， 并易对

机体产生迅速而强烈的损伤 。 与氧结合后的活性氧 自 由基有超氧阴离子 、 过氧化氧 、

轻 自 由基 、 院氧基和单线态氧等等 能够对机体造成很大的伤害 ， 引起很多的疾病如

糖尿病 、 冠心病 、 动脉粥样硬化等 。 自 由基氧化致衰理论认为生物体内具有一整套产生

和清除 自 由基的平衡体系 ， 随着机体的衰老和外界环境的影响导致平衡体系失衡从而产

生大量的 自 由基 。

花色苦的结构 中有多个酸轻基 属于经基供体 ，它在植物组织中 的主要作用是保护植

物中 易氧化的成分 。 研究员通过评价花色苷的还原力 、 清除 自 由基能力 、 抑制脂质过氧

化能力等体系来检测抗氧化能力 。 研究表明 花色苷类色素对 、 、 经 自 由

基 、 超氧 自 由基等的清除能力极强 ， 可防止机体的氧化损伤 ，同时能激活抗氧化防御体系 ，

能促进超氧化物歧化酶 、 谷胱甘肽酶的活性 。 等 从紫玉米中提取花色苷 ， 并得

到矢车菊素 葡萄糖苷 、 天竺葵色素 葡萄糖苷 、 苟药色素 葡萄糖苷等花色苷 并证

实 了紫玉米花色苷清除 的能力和 还原能力都比 强 。 并且与花色苷的浓度

呈正相关 。 实验研究表明 ， 黑米皮花色苷能显著增强大 鼠血清和肝脏总抗氧化能力 。

花色苷抗氧化的途径主要有 ：①抑制 自 由基的产生或直接清除 自 由基 。 花色哲清除

自 由基的功能主要和它分子中 的经基有关 特别是 位或 ’ 、 ’ 、 ’ 位径雄有关

。 ②激活抗氧化酶体系 。 由于抗氧化酶具有清除 自 山基的作用 ， 因此通过激活过氧化

氢酶 、 过氧化物歧化酶 、 谷胱甘肽过氧化物酶等也可起到抗氧化作用 。 ③与诱导氧化的

过度金属络合 ，可以直接降低 的氧化程度 ， 也可抑制 反应 ， 从而抑制沾性氧 自

基产生的作用 。

抗癌作用

据统计 ， 每年全世界有将近上千力 的人死于癌症 ， 由 千 丨 然环境严重汚染 ， 存在大
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量致癌物 ， 如各种化学致癌物 、 各种福射 、 慢性炎症等在长期接触后都会引起基因突

变 ， 导致癌症 。 其中 山基学 说是众多学说之一 。 研究人员越来越重视从可食用 的植物

中提取有效的抗癌成分 。

目 前 国 内外的许多研究证实 了花色苷对多种癌症有不 同程度的抑制作用 ， 这是 山于

其具有较强的抗氧化活性 ， 能够抑制细胞增殖使其岡亡等作用 。 目 前 已经研究出花色苷

针对乳腺癌 、 结肠癌 、 白血病和皮肤癌等都有抑制作用 。 随着科技的进步 、 工业的发

展 ， 各种癌症的发病率也随之提高 。 分别将越橘花色苗 、 野櫻桃花色苷和葡萄花

色苷作用于得结肠癌的雄 鼠 ， 研究其化学预防作用 。 实验表明 ， 添加 了花色苷的膳食减

少了 结肠癌细胞的增生 ， 并且环氧化酶因子的表达也降低 了 。 等研究了 矢车

菊素 葡萄糖苷对于黑色素细胞瘤增殖和分化的影响 ， 实验表明此花色苷可 以减少癌细

胞的增殖 ， 并且能够诱发癌细胞的分化 ， 与时间剂量成正相关 。 等研究花色苷的

抗癌作用 ， 作用于 白血病细胞 ， 研究出 种花色苷不全诱导细胞调亡 。 飞燕草素是最强

的诱导物 ， 与时间剂量成 相关 。 也有研究显示矢车菊素有降低前列腺癌细胞中环氧化

酶的水平 ， 具有抑制前列腺癌细胞的作用 。 研究 了三种花色苦抑制恶性胶质

癌细胞的转移作用 ， 研究表明三种都能够抑制其转移 ， 其中飞燕草素的抑制作用最强 。

研究了飞燕草素 、 矢车菊素 、 苟药色素 、 锦葵花素和天竺藥素五种花色苷对 胃癌

细胞的增殖作用 。 其中锦葵花素的作用最明显 ， 并有调亡小体出现 。

延缓衰老和预防各种老年疾病

自 由基可导致脂肪 、 蛋 白质 、 核酸和糖分子的氧化损害 ，是一些疾病如癌症 、 心血管

疾病 、 糖尿病和神经性疾病 以及衰老和关节炎等的重要病因 。 花色苷 由于能够清除

自 由基 ， 因此对这些疾病具有预防和治疗的作用 。

桑葚花色苷能够减少肝血清中 的总胆固醇 、 甘油三醋 、 谷草转氣酶和谷丙转氨酶 ，

从而预防 由衰老引起的肝功能障碍 ， 能够明显降低衰老 ， 提高小 鼠的学习能力 、 记忆力

和认知能力 。 糖尿病患者体 内 的活性氧过多而引起氧化应激是胰岛素抵抗的根本原因

。 郭红辉 等研究出具有邻苯二盼结构的矢车菊素和牵牛花素能够有效的清除活性

■ 氧 ， 从而改善氧化应激引起的胰岛素抵抗 。 高血压是引发各种老中疾病的重要危险因

素 ， 体 内血管紧张素转换酶的调节是引起高血压的主要原因之一 。 有研究显示从玫瑰前

花萼中提取到的两种花色 ：计能够抑制紧张素转换酶的活性 ， 通过竞争活性部位达到抑制

目 的 ， 从而降低高血正的产生 。

抗炎 、 抗菌

炎症是机体对于刺激的一种防御反应 ， 是各种炎症细胞和致炎因子共同参与的 。 巨

■细胞能够产生环氧合酶 和 氧化氮合酶 两种诱导性蛋 白酶在炎妮反

应中具有重要的州色 。 和 在其他炎性诱导因素 刺激下能迅速

提高其进 白 的表达置 ， 发押酶活性 成炎性介质产物一氧化氮 、 前列腺素 ，进一步引



东 」 林业大学硕士学位论文

起炎症反应的放大 。 有实验可 以证明 ， 花色苷能够调节这两种酶的基因和蛋 白水平 ，

从而具有 良好的抗炎作用 。

花色苷也可作为抗菌剂使用 ， 并且具有无污染不产生耐药性等优点 。 有实验表明 ，

紫甘薯花色苷对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌有一定的抑制作用 ， 但对于黑 曲霉和啤酒酵

母并没有抑制作用 ， 樟树果花色苷能抑制空气和水中微生物的生长 ， 防止食物腐烂 。

研究 目 的和意义

随着人们生活水平的不断提高 ， 人类不再只 限于食物的美味性 ， 而是需要更加有利

于健康的食品 。 现在各种各样的恶劣环境造成了人体的各种疾病 ， 威胁人类的健康 。 自

由基理论是学者们讨论的热点 ， 人体 自 身能够产生 自 由基 ， 受到外界环境的刺激也能够

产生 自 由基 ， 大量实验证明 ， 自 由基是产生很多疾病的重要原因之一 ， 因此寻找一种有

效的清除 自 由基的天然产物是现代学者研究的热点 。

另外 ， 癌症是威胁人类生命的主要疾病 ， 由于生存环境的不断恶劣 ， 癌症发病率不

断上升 。 现代治疗癌症的医学手段主要有手术切除 、 化疗和放疗 ， 但是其治疗的副作用

是极其大的 ， 会给患者带来极大的痛苦 ， 并且受到病灶位置 、 适应症和年龄的各种限

制 ， 治疗的效果不够理想 。 因此 ， 很多研究者试图通过诱导肿瘤细胞调亡来治疗癌症 ，

开发天然的抗肿瘤药物成为研究的热点 。 天然产物的毒副作用小 ， 可 以减少患者用药后

的痛苦 ， 因此备受关注 。

近年来研究者发现某些天然产物具有抗癌作用 ， 因此开发了一系列抗癌保健产品 ，

对癌症的预防和控制起到 了举足轻重的作用 。 其中蓝靛果作为一种天然 的食用菜果对多

种癌细胞具有抑制作用 ， 其作用机理与抗氧化 、 调控细胞周期 、 诱导肿瘤细胞潤亡和分

化 、 影响血管生成和肿瘤细胞信号传导等有关 。 因此对蓝靛果提取物的防癌抗癌作用 ，

值得进一步深入研究 。

本试验通过确定蓝靛果中不同花色苷洗脱物的抗氧化性 ， 再以癌细胞为紀细胞 ， 采

用体外细胞培养研究不同花色苷洗脱物对癌细胞的抑制率 ， 从而确定 出 最佳组分 。

研究内容和方法

响应面法优化蓝館果花色苷提取工艺实验

通过单因素实验考察乙醇浓度 、 液料比 、 温度和时间来确定提取的最佳条件 ， 在此

基础上建立响应面实验方案 ， 确定提取的最佳工艺参数 。

蓝靛果花色苷的抗氧化活性

大孔树脂吸附蓝館果花色苷粗提物 ， 并利用不 同浓度的 乙醇溶液对蓝盤果花色脊进

行梯度洗脱获得洗脱物 。 通过体外抗氧化实验 比较洗脱物的抗氧化性 。

蓝靛果花色苷的抗癌功能

通过培养肺癌细胞 、 肝癌细胞和宫颈癌细胞比较洗脱物的抗癌作用 ， 确定抗癌作用

最强的花色苷洗脱物 。
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响应面法优化蓝競果花色苷提取工艺参数

引言

蓝靛果忍冬念有丰富的花青素 、 维生素 、 矿质元素和氨基酸等物质 ， 是一种世界珍

稀 、 纯天然 的可食用衆来 ， 具有极高 的营养价值和保健价值 。 作为一种新兴的绿色裝

果 ， 蓝飽果 已经具有广阔的发展前景 。

‘ 蓝飽果之所 以具有丰富的营养价值 、 药用价值和极高的抗氧化性 ， 是 因为其果实 中

具有丰富的花色苷 ， 花色哲是 类具有很强生理功能的黄酮类化合物 。 最大限度 的从蓝

“ 聢果 中提取出花色范是本章的 目 的 。 国 内外的研究者对于花色苷的提取做 了很多研究 ，

花色轩的提取方法有很多 ， 有机溶剂萃取法是最传统的提取方式 ， 其他的方法也是在此

基础上的 一些辅助手段 ， 比如超声波辅助 、 微波辅助 、 酶法等 ， 但是这些方法都会或多

或少的改变花色苷的结构性质等方面 ， 因此本章选择 了最传统的有机溶剂萃取法 ， 并且

选择 了 乙醇作为有机溶剂 ， 乙醇是毒性最低的有机溶剂 ， 适用于食品类的生产 。 利用单

因素实验和响应而优化实验对蓝盤果花色苷的提取工艺参数进行 了优化 ， 确定 了最佳提

収工艺条件 ， 为蓝靛果花色苷后续的实验研究奠定 了基础 。

实验材料及仪器

实验材料
无水乙醇 天津市东丽区天大化学试剂厂

乙酸钠 天津市东丽区天大化学试剂厂

氣化钾 天津市东丽区天大化学试剂厂

盐酸 天津市东丽区天大化学试剂厂

蓝靛果 采摘于大兴安岭

实验仪器
电热恒温鼓风干燥筘 上海一桓科技有限公司

电热恒温水浴锅 天津市泰斯特仪器有限公司

屯子分析天平 上海天平仪器厂

离心机 上海科兴仪器有限公司

紫外可见分光光度计 北京 彳沖？通用 公司

高速力 能粉碎机 界州江东精密仪器有限公司

实验方法

原料预处理

来摘后的蓝敲果除去树叶等染质 ， ’ 于 〖供千箱中 ， 洪十后粉碎成粉末状贸

于 下燥器 内 。
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花色苷含量的测定

示差法的原理及缓冲液的配制

花色苷的颜色随 值的改变而发生变化 ， 而干扰物质的特征光谱不随 的改变

而变化 。 为 了让 示差法更准确更灵敏 ， 选择的两个 处测定的花色苷的吸光值差

异最显著 ， 并且花色苷相 当稳定 。 为 时 ， 花色苷 以 苯基苯并 卩比喃的形式存在 。

为 时 ， 花色苷以 甲醇假碱的形式存在 ， 因此选择 为 和

的缓冲液的制备 ：准确称取 乙酸钠用蒸惯水 定容 ， 用 盐酸调

± 。

的缓冲液的制备 ：准确称取 用蒸惯水定容至 。 准确量取

盐酸用蒸惯水定容至 配制成 盐酸溶液 ，将 溶液与盐酸溶液以

： 的 比例混合 。 用 溶液调 ± 。

平衡时间的确定

因 为花青素在溶液介质中存在 种结构形式 ， 这 种结构形式在某一 下处于动

态平衡 ， 当 改变时 ， 动态平衡发生转移 ， 总的趋势是 降低时 ， 平衡 向红色的

苯基苯并批喃阳离子移动 ； 升高时平衡 向蓝色醌式移动 。 一定时间后达到一个新的

平衡 。 因此提取液用缓冲液稀释后 ， 必须先静置一段时间 等动态平衡处于稳定后 ， 才能

测定吸光值 。

分别移取 份 花色苷提取液 ， 分别用 和 的缓冲溶液定容至

， 在所选择的测定波长下测定吸光值 ， 每隔 测定一次吸光值 ， 直至稳定 。

经验公式的选择

花色昔含量 ％

式中 ： ——吸光度 ； ——矢车菊花素 葡萄糖苷的消光系数 ，

——稀释因子 ； ——矢车菊花素 葡萄糖苷的分子量 ，

——最终体积 ’ ——产品重量 ’ ——光程 ，

— 。

蓝箭果花色苷的单因素提取

乙醇浓度对花色苦提取的影响

称取 克的蓝靛果粉末于 锥形瓶中 ， 按照液料 比 丨 、 恒温水浴锅 、

时 间 条件下 ， 以 乙醇浓度 ， ， ， 进行提取 ，

离心 取上清液用 容量瓶定容 ， 并 丨 示差法测定其花色哲提

収 。 每个 乙醇浓度做 个 〒行样 ， 取平均值比较其花色竹提収 纟 丨： 。 确 走提収的最住乙

醇浓度 。

液料比对花色苷提取的影响

称取 克的蓝飽災粉末十 锥形瓶 ， 按照实验 出 的设徒 乙醇浓度 、 °

十 温水浴锅 、 时 条件下 ， 以液料 比 ， ， 进行提
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取 ， 离心 ， 取上沾液用 容 瓶定容 ， 并用 示差法测史其花色

苷提取贵 。 彳 丨个液料 比做三个平行样 ， 取〒均值比较其花 ：！苗提取量 。 确史提取 的最佳

液料比 。

温度对花色苷提取的影响

称取 克的蓝盤果粉末于 锥形瓶中 ， 按照实验得出 的最佳乙醇浓度和最佳

液料 比 、 时 条件下 ， 以温度 ° ° ° ° 进行提取 ，

心 ， 取上治液用 容 瓶 奔 ， 并用 示差法测定其花色舒提

取贯 。 每个温度做二个平行样 ， 取平均 比较其花色哲提取量 。 确定提取的最佳温度 。

时间对花色苷提取的影响

称取 克的蓝魅果粉末于 锥形瓶中 ， 按照实验得出 的最佳液料 比 、 最佳乙

醇浓度 、 最佳温度条件下 ， 以时叫 进

行提取 ， 离心 ， 取上清液 丨 容量瓶定容 ， 并用 示差法测定其

花色苷提取量 。 彳 个液料 比做三个平行样 ， 取平均值比较其花色 提取量 。 确定提取的

最佳时间 。

响应面实验方案

根据单因素实验结架设定 因素水平 ， 采用 软件的 实验设计原

理 选取影响蓝靛果花色哲提取量的 个主要因素 ： 乙醇浓度 、 液料比和温度进行响应

面优化组合 ， 因素水 平设计见表

表 实验 设计 素水 、 及编码

隨 ——
乙醇浓度

液料 比

温度 °

注 ： 表 中各 变 编码值与 丨 实值之问的欠系分别 为 ： 丨 丨
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实验结果与分析

测定波长旳选择

蓝靛果花色苷的提取液经稀释后 ， 经光谱扫描如下图所示 ， 确定其 大吸收波长为

‘ ‘ “ ‘ ‘ ‘ “ ‘ “

： ■ 、

—一

“一 、

‘ ‘ ‘ ‘

波长

图 蓝旋果花色 提取液光谱扫描线

乙醇浓度对花色苷提取的影响

‘ 一 花色苷
结
塑

乙醇浓度 （ ％

乙醇浓度对花色竹提収的影响

图 的提収条件为液料 比 、 怛溫水浴 、 提取 ， 山 阁可 以看出 ， 始

花色苷的拟収 随 乙醇浓度的 削 丨 丨而 柄加 ， 到 乙醇浓度达到 时提収最设高 ， 此后随

范乙醇 量始加 ， 花色苷提取量则 斤始降低 。 因此花色竹的提取量随 乙醇浓度的培加

现先上升 ■ 降的趋势 ， 乙醇达到 时花色苗提収量最大 ， 此时花色廿的提取量为

此确定乙醇浓度为 作为 佳乙醉：浓度 。
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液料比对花色苷提取旳影响

■ 乂

厂
杂

，—

“ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

液料 比

图 液料 比对花色 提取的影响

图 的提取条件为 乙醇浓度 、 恒温水浴 、 提取 山 图可 以看 出 ， 随着

液 料 比 的 增 加 ， 花 色 苗提取 量 升 高 ， 当 液料 比 达 到 时 ， 花色 苷 的 含 量 为

蓝館果 中 的花色货基本提取 出来 ， 朽增大液料 比时 ， 花色苷提取量不再上

升 ， 为 了 不浪费资源 ， 考虑到此时 的花色 提取量达到 了最大值 ， 因此确 定液料 比 为

作为最佳提取液料 比 。

温度对花色苷提取的影响

、 ， 、
花 佳

室

‘ ‘ ‘ ‘ ‘

溫度

度对花色 丨 卩捉収的媒响

丨冬 的提取条件为 乙 丨培浓度 、 液料比 《 、 提取 山 閱 以 ， 花色

提収 随 度的升 而始加 ， 、 “ 温度达到 时 量最高 ， 此后随着温度的增加 ， 花位
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苷提取量降低 ， 呈现先上升后下降的趋势 。 温度达到 时花色苷提取量最大 ， 此时花

色苷提取量为 ， 蓝靛果 中 的花色苷基本提取出来 ， 因此确定温度为 作

为最佳提取温度 。

时间对花色苷含量的影响

“

￠ 丨 — 花色劳

鬆

§

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

时问 （

图 时间对花色 提取的影响

图 的提取条件为 乙醇浓度 、 液料比 、 恒温水浴 ， 由 图可 以看 出 ，

随着提取时 间 的增长 ， 花色苷提取量升高 ， 当 时 间 在 处 ， 花色苷的提取量为

几乎达到最大值 ， 再延长时间 ， 花色苷含量虽然继续升高 ， 但幅度平稳 ，

为 了不浪费资源 ， 考虑到此时的花色苷提取量几乎达到 了最大值 ， 因此确定 作为

最佳提取时间 。

响应面法优化结果

响应面实验结果及回归模型

利用 软件中 设计三因素三水平的响应面 ， 设计表及结果如表

所示 。

表 试验设计及结束

花色廿提取 ：！ 七
丨
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回归模型的分析

采 用 数据统计分析 软件对 实验数据进行 多元回 归拟合 ， 得到 乙醇浓度

、 液料 比 、 温度 的二次多项回 归方程 ：

对回归方程进行显著性分析和方差分析 ， 结果如表 、 所示 。

表 归系数显奔性分析

‘ 项 系数 系数标准误

林
丨 林

」

：

士

：

：

林

注 ： 差异显 為‘ 若异极显 為‘ 。

表 问归模 方差分析

来源 由度 平方和 均方

线性

平方

交 ：作

残差误差

■ 火拟

纯误差

合计

山表 回归系数显著性分析 ■知 ， 一次项的显著性顺序为 ： 〉 〉 即各因素

对蓝 果花 带提取量的影响作 从大到小为 ： 乙醇浓度 温度 液料比 ； 二次项均极为

兄 ：名 ； 交互项小 乂 【 乂 和 交互作用不显 山表 可 以看出 ， 模

把 ， 表明 丨 丨模型极为 著 ； 失拟项 〉 不显著 ， 表明模型可 以

川来对实验进行拟合 ， 不 丨 纟 要引 入 ； 高次数的项 ， 校正复扣义系数的平方 ，

：次 丨 “ 丨 ！ 丨方程拟合度较好 ， 可用十理 论值预测 。

花色苷提取量响应面分析与优化

通过将 ： 丨个因素 中 同 史一个变 进行降维分析 ， 用软件对结果进 彳？分析并得到三维

响 丨 、对丨丨面 图和二维等值线阁 。 山此对其中 两两因素交互作爪 的影响进行分析和评价 ， 以
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确定最佳因素水平 。

厂 —“—

賴圖
‘

掌浓度 乙辟碰

图 乙醇浓度和液料比对花色 提取量影响 的等值线和 曲面图

■國
乙目 浓度 ￥

图 乙醇浓度和温度对花色 提取量影响 的等值线和 曲面 图

⑶ 卩 — —

‘ ⑶ ： ： ： ： ；

：感
一

液料比 核料比

图 液料比和温度对花色 提取 影响 的等值线和 曲面图



响 丨 、 法优化 描旋果花色 提取 艺 参数

阁 至 图 是各因素的交丑作用对响应值的影响 ， 可 以直观的从图 中看出 ， 乙

醇浓度对花色评提取量的影响最 为显著 ， 曲面较陆 ； 相 比之下 ， 液料比和温度 曲线较缓

和 ， 影响较小 。

通过对上述二次回归方程求偏导 ， 得到编码值 ： 此时

的花色哲提取量理论值为 ， 与编码值相对应的实际值为 ，

： 。 考虑到实际操作和生产 ， 将最佳工艺条件确定为 ： 乙醇浓度

液料比 ， 温度 ° 。

验证实验

按照优化后的工艺参数进行验证实验 ， 工艺条件为 乙醇浓度 ， 液料比 温

度 ° 提取后测定其花色苷提取量为 ， 与理论值相差 ， 因此响应面

法对蓝盤果花色苷提取条件的优化是可行的 ， 得到的提取条件具有实际应用价值 。

本章小结

本章主要研究 了 有机溶剂萃取法提取蓝餘果花色苷的最佳工艺参数 ， 以蓝餘果花色

舒提取量为衡量指标 ， 通过单因素实验和响应面优化实验 ， 确定 了 最佳提取工艺条件 。

得出 以下结论 ：

通 过单 因 素实验 确 定 了 各 因 素 的 最佳提取条件 ： 乙醇浓度 ， 液料 比

提取温度 ， 提取时间 。 在此条件下 ， 蓝靛果花色脊的提取量最佳 。

在傘因素实验的基础上进行 了 响应面优化实验 ， 确定 了最佳的工艺参数 ： 乙

醇 浓 度 ， 液 料 比 ， 温 度 ° 。 在 此 条 件 下 获 得 的 花 色 苷 提 取 量 为

各因素对蓝靛果花色苷提取量的影响作用从大到小为 ： 乙醇浓度 温度 液

料 比 。
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蓝競果花色苷抗氧化性的研究

引言

现代研究表明 很多疾病如组织器官老化 、 肿瘤 、 心血管疾病等都与过剩的 自 由基有

关 。 一些外源性天然抗氧化剂能拮抗体内过量的 自 由基 ， 从而预防相关疾病的发生 。 据

研究表明 ， 天然色素花色苷具有消除 自 由基 、 抗衰老 、 抗氧化 、 抗癌等多种生理活性功

能 ， 。 因此寻找高效的天然花色苷抗氧化剂 己经成为人们研究的热点 。

蓝館果忍冬 又名蓝靛果 、 黑瞎子果 、 山 筋子 、 羊奶子等 屈被

子植物 门 忍冬科 忍冬属 植物 落叶灌木 。 蓝靛果忍冬含有丰

富的花青素 、 维生素 、 矿质元素和氨基酸等物质 ， 是一种世界珍稀 、 纯天然 、 野生的可

食用菜果 ， 具有极高的营养与保健价值 并且是天然花色苷的 良好来源 国 内外

的研究显示 蓝靛果与其他许多产品相 比有很强的抗氧化活性 ，从蓝靛果提取物 中 分离 出

的天然产物具有化学抑制和化学治疗的活性 评价抗氧化性的方法有很多 ， 例如清

除轻 自 由基 、 超氧 自 由基 、 自 由基等 ， 以及测定还原力 ， 脂质过氧化能力等等 。

以往的实验多是 以蓝靛果花色苷总冼脱物作为研究对象 ， 并没有将其分离幵比较其抗氧

化性 ， 因此本实验用不同浓度的 乙醇进行梯度洗脱得到不同花色苷洗脱物 ， 并对各洗脱

物清除 ‘ 、 和 的能力进行 比较 ， 以 作为阳性对照 。 蹄选出抗氧

化能力最强的洗脱物 ， 旨在为蓝靛果资源的综合开发利用及研究提供一定的参考依据 。

实验材料及仪器

实验材料
蓝靛果 采摘于大兴安岭

无水乙醇 天津市东丽区天大化学试剂厂

甲醇 天津市东丽区天大化学试剂厂

公司

公司

天津市东丽区天大化学试剂厂

过氧化氢 天津市耀华化学试剂有限公司

水杨酸钠 上海市浦化工有限公

焦性没食子酸 天津市东丽区天大化学试剂厂

铁氰化钾 中 国 惠世生化试剂打限公司

三氯乙酸 天淨市东丽 天大化 试剂厂

三氣化铁 天津市东 ；天大化学试剂厂

实验仪器
旋转蒸发仪 上海 巾胜仪器公司

漩祸混合器 江苏海 门市其林 贝 尔仪器公司

子分析天平 上海天平仪器厂
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台式离心机 上海科兴仪器有限公司

紫外 丨见分 光光度计 北京普析通用公司

实验方法

蓝龍果花色苷粗提液的制备

取蓝 架粉末 ， 根据上一章得出 的最佳工艺参数进行提取 ， 即用 乙醇溶液做提

取剂 ， 液料 比为 ： ， ° 恒温水浴 ， 提取 离心 后取上清液 ’

回收的滤濟两提取两次 ， 合并三次的上淸液 ， 低温旋转蒸发浓缩后得到蓝腚果花色哲粗

提液 。

大孔树脂的预处理与湿法装柱

大孔树脂在使用前都要进行预处理 ， 首先用无水 乙醇浸泡 ， 使树脂充分溶胀 ，

再用蒸傾水清洗到无醇味儿为止 ， 然后叩 故酸浸泡 ， 用蒸惯水淸洗至 呈 中性 ，

最后用 氢氧化钠浸泡 同样用蒸傾水清洗至 呈中性 ， 即预处理完成 。

湿法装柱是常用 的装柱方法 ， 操作简单方便 ， 装柱前先在柱子里装入一定量的蒸馈

水 ， 将预处理后 的大孔树脂倒入蒸馈水并搅拌均勻 ， 并迅速沿着玻璃棒倒入柱子 中 ， 同

时打开柱子活塞 ， 使水沿着下面的 口缓缓流 出 ， 要始终保证树脂层面的上面有几厘米的

蒸馈水 ， 不可让树脂中有气泡产生 。

大孔树脂的筛选

准确称取预处理后 的 ） 、 、 、 和 树脂各 分别置于

的具寇锥形瓶中 ， 并分别加入 蓝腚果花色苷粗提液 （在 下吸光度为

八 ） ， 在恒温水浴摇床中常温 振荡 过滤后取上清液在 下测定吸光度

将过滤后 的大孔树脂置于 的具塞锥形瓶 中 ， 分别加入 的 乙醇溶

液 ， 在恒温水浴摇床中常温 振荡 过滤后取上清液在 下测定吸光度

按照公式分别计算吸附率和解吸率 ， ， 评价蹄选 出适合的大孔树脂 。

吸附率 （ ％ ； 解吸率 （ ％ 八

蓝截果花色苷洗脱物的制备

将预 处理好 的 大孔树脂 以 湿法装柱 ， 所 用 柱子 的 径长 比 为 。 上样速度 为

吸 附 后进行洗脱 ， 冼脱剂依次为 水 ， 乙醇 ， 乙醇 ， 乙醉 ，

乙醉 ， 乙醇 ， 乙 乙醇 ， 乙醉 ， 每种冼脱剂所川 体积为 两倍的枕

体积 ， 洗脱速度 为 收棄除 了 水 以外的各洗脱液 ， 并 低温旋转蒸发浓缩各洗

脱液后真交冷冻 燥得洗脱物粉末 ， 置 厂十燥 器 内 ！ 川 ， 测定抗氣化性时 ， 称収 各洗脱

物一 制成指定浓度 的待测样 品 ， ° 冷藏保存 。

轻 自 由基清除能力 的测定

参照徐 国等 “ 】采用 的水杨酸钠络 介法略作改动 ， 测 样品清除控 自 丨 雄的能力 。

反 应 体 系 十 依 次 加 入 样 品 液 ， 浓 度 为 溶 液 ， 浓 度 为
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溶液 ， 将反应体系混合均勻放置 再加入浓度为 水杨

酸钠溶液 ， 静置 后于 波长下用蒸傾水调零 ， 并测定吸光值 将上

述体系 中 的水杨酸钠溶液用相 同体积的蒸傾水代替 ， 其他操作相 同 ， 测定吸光值 八

将上述体系中 的样 品溶液用 相 同体积的蒸惯水代替 ， 其他操作相 同 ， 测定吸光值 。

轻 自 由基清除率 （％

超氧 自 由清除能力 的测定

参照郭雪峰 方法略作改动 ， 测定样品清除超氧 自 山基的能力 。 反应体系 中依次加

入浓度为 溶液 ， 样品溶液 ， 浓度为 邻苯三酌

溶液 ， 将混合物反应 ， 滴入 滴 终止反应 ， 在 波长下测定吸光

值 将邻苯三粉用等体积的蒸馈水代替 ， 其他操作相 同 ， 测定吸光值 将样品溶

液用等体积 的蒸馈水代替 其他操作相 同 ， 测定吸光值 。 超氧 自 由基清除率 （ ％

自由基清除能力的测定

参照 等 的方法略作 改动 ， 测 定样 品 清 除 自 由 基 的 能力 。 配制

乙醇溶液 ， 放在棕色试剂瓶中于 ° 保存 ， 在试管中加入 乙

醇溶液及 样品溶液 ， 混合均勻在室温避光放置 于 波长下用无水乙

醇调零 ， 并测定吸光值 将 乙醇溶液用等体枳的无水乙醇代替 ， 其他操作相

同 ， 测定吸光值 将样品溶液用等体积无水 乙醇溶液代替 ， 其他操作相 同 ， 测定吸

光值 。 自 由基清除率 （％ — —

自 由基清除能力的测定

参照 等 方法 略作 改动 ， 测 定 样 品 清 除 自 由 基 的 能 力 。 用

过硫酸钾溶液溶解 甲醇溶液 ， 配制成 储备液 ， 室

温避光静置 后 ° 保藏 。 现用时取 储备液用 甲醇稀释 倍 ， 在

吸光值为 ± ， 甲醇调零 。 在试管中加入 测定液及 样品

溶液 ， 混合均勾在室温避光放置 于 波长下用 甲醇调零 ， 并测定吸光值

将 测定液用等体枳的蒸馈水代替 ， 其他操作相 同 ， 测定吸光值 将样品溶液

用等体积 甲醇溶液代待 ， 其他操作相 同 ， 测 定吸光值 。 〔 由 基清除率 （ ％

实验结果与分析

大孔树脂的蹄选

大孔树脂是一类 网状孔穴结构的 高分子吸 附剂 ， 通过 打机物 的范德华 力 和本

身 的 多孔结构来蹄选分 大小 — 同 的有机物质 。 彳斜 丨 树腊 丨 极性 、 孔径 、 比农面

积的不 同对花色苷的吸附强弱不 同 ， 从表 可 以看 丨 丨 ， 彳 ；种树脂对蓝旋果花色竹都有

吸附作 ， 仍效果不 。 在这 种树脂中 ， 的吸附率 吸附效果 好 ， 其次
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是 和 解吸率站高的是 要高十 近 个西分点 ， 并高于 近

个 西分点 。 因此综合考虑树脂的吸附率和解吸率 ， 本实验确定 了 大孔树脂为纯化

蓝盤来花色苷的显佳树脂 。

人孔树胎对蓝湿果花色 的吸附能力 晴吸能力

树脂 吸附率 （ ％ 解吸率 （％

分级洗脱花色苷清除经 自 由基的能力

羟基 自 由基 是化学性质最活泼的一种 自 由基 ， 几乎可 以与所有的生物大分子

发生反应 ， 危害性极大 ， 在生物体 内 甚至导致细胞死亡和突变 。 基于水杨酸根可 以捕获

经甚 自 由基生成 二经基苯 甲酸和 二经基苯 甲酸 ， 在波长 处有最大吸收的

原理 ， 建立一种 反应产生 ‘羟基 自 由基的方法 。 按照 的方法 ， 以 作阳性

对照 ， 种花色哲洗脱物及花色苗粗提物对轻 自 由基的清除率如 阁 所示 ， 并计算其

如表 所示 。

一“

；

！ 丨

■

样 质 浓

？ 种样品对拜 由基的淸除能 力

及 分级洗脱花色 谓除耗 由 越的

粗提物

《

閱 丨 以看 出 ， 紐种花色仲冼脱物对经 自 由基都有较好的淸除能力 ， 均高于
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对照组 ， 并且清除率随质量浓度的增加而增大 ， 呈现明显的量效关系 。 根据表 可 以

比较 出不 同花色苷洗脱物对经 自 由基的清除能力大小依次为 ： 乙醇 乙醇〉

乙醇 乙醇 乙醇 乙醇 乙醇 乙醇 粗提物〉 。

分级洗脱花色苷清除超氧 自 由基的能力

超氧 阴 离子 自 基 是生物体中 产生量最 多 的一种氧 自 由 基 ， 其活拨性虽不

大 ， 但寿命较长 ， 扩散性较强 ， 可 引起核酸链断裂 、 多糖解聚 、 不饱和脂肪酸过試化 ，

进而 引 起膜 的 损伤 ， 是 某些酶 失 活 并 改变线 粒体氧化磷 酸化 作 用 。 在碱性 条件下

邻苯三酷发生 自 氧化反应 ， 生成超氧明 离子 自 由基 一 和 中 叫产物 ， 该中 间

产物在 处有一特征吸收峰 。 到加入 自 基清除剂时 ， — 的生成受到抑制 ， 自

氧化过程受阻 ， 在 处的吸收减弱 。 按照 的方法 ， 以 作阳 对照 ， 种

花色奇洗脱物及花色哲粗提物对超氧 自 由雄的清除率如 图 所示 ， 并计算其 如表

所示

分—

…
‘ ■ —

一 粗提物

样 品质 ；浓度

图 各种样 品对超拭 由 站的洁除能力

■ 分级洗脱花色 沾除超氧 基 的

祖提物

广 ， 、 ：仏

丨冬 丨 ■ 以 符 出 ， 每种花色 丨 洗脱物对超氧 丨 ‘ 丨 山基都钉一定的淸除能力 ， 丨 ：且清

除率随质 ；；浓度的抬加而增大 ， 现 ； 的 丨：效义系 ， 似均低于 对照 纟 。 根 彳 丨 农

可 以沿 山不 花色 冼脱物对超氧 战 的☆除能 力 人小依次为 ： 「 乙船〉 乙

醉 乙醉〉 乙船〉 乙醇〉 乙醉〉 乙 〉 乙醉〉飢提物 。
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分级洗脱花色苷清除 自 由基的能力

：笨秘 丫丨 ‘ 味肼站 自 山站 促一种稳定 的 以氣为 巾心的 丨 ‘ 丨 山雄 ， 乙船洛

液 紫色 ， 其浓度与吸光度 线性又系 。 在 乙醉溶液 丨 加入样品后 ， 其屮 的抗氣

化沾性物质可 以与 结 成发尖恃代 ， 使 数 减少 ， 溶液颜色变浅 ， 冗在

波长处的吸光度不断减小 ， ；免达到稳定 。 按照 节的方法 ， 以 作 卩 丨性

对照 ， 种花色苗洗脱物及花色廿飢提物对 丨 山站的沾除率如 图 所示 ， 并 计

算其 如表 所示 。

「

— —

：

。 ：严 一％
——‘―“‘ ‘ ‘——‘ ‘——‘——‘ ‘

脇 物

样 品 质最浓度 （

丨冬 各种样品对 的淸除能力

表 分级冼脱花色 淸除 由丛的

粗捉物

间 可 以看出 ， 每种洗脱物对 都有一定的 丨卩 丨除能力 ， 沾除率在 对照

组上 ， 除率随质量浓度的坊加 而地大 ， 呈现 的 丨：效又 系 。 根掘表 可 以

卷 侍洗脱物对 丨 ‘ 丨 山 堪 的清除能 力 人小 依 次 为 ： 乙醉 乙

乙醇〉 乙醇〉 乙 〖〉 〉 乙醇〉 乙醉〉 乙船〉 ；！： 丨 提物 。
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分级洗脱花色苦清除 的能力

’ 边氮基 双 乙 苯并噻 此略啉 礎酸 是一种供氢体 。 该方法作为一种

用于体外测定物质总抗氧化能力 的新方法 ， 按照 节的方法 ， ， 以 作阳性对照 ，

种花色廿洗脱物及花色苷粗提物对 〖 彳 基的淸除率如 图 所示 ， 并计算其

如表 所示 。

‘ 丨

一

“ 、 、 ‘ ：
粗提物

样 品质暈浓度 （

图 各种样品对 的淸除能力

表 分级洗脱花色 淸除 由基的

粗提物

、

由 图 可 以看 出 ， 每种洗脱物对 都有很强的清除能力 ， 均高于 对照

组 ， 并且清除率随质量浓度的增加而增大 ， 里现明显的量效关系 。 根据表 可 以看出

不同花色苷洗脱物对 的淸除能力 大小依次为 ： 乙醇 乙醇 乙

醇 乙醇 乙醇 乙醇 粗提物 乙醇 乙醇〉￥ 。

本章小结

本章将蓝 果花色苷粗提物进行 了 分离纯化 ， 比较 了 不 同洗脱物的抗氣化性 ， 得到

了 下结 论 ：

通过评价五种大孔树胎对蓝盤 ！ 花 的吸附和解吸能 力 ， 确 定 了 人孔树

脂为纯化蓝飽果花色计的最佳树脂 。

在 体系中 ， 乙醇洗脱 花色 二 先脱物淸除羟 自 由 的 低 ， 闪

此财 丨除经 山驻的能力埴强 。 并 」 切种洗脱物的 彳 丨除能力 均高于 对照飢和花

朴 丨提物 。
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在 — 体系 中 ， 乙醇洗脱后的花色苷洗脱物清除超氧 丨自 山基的 最低 ，

因此其淸除超氧 自 由基的能力最强 ， 并且每种冼脱物的清除能力均高于花色苷粗提物 ，

但均低于 对照组 。

在 体系 中 ， 乙醇洗脱后的花色苷洗脱物对 自 由基的 最

低 ， 因此其清除 自 山 甚的能力最强 ， 高于 ■ 对照组和花色昔粗提物 。 但有的洗

脱物清除率低于 对照组 。

在 体系中 ， 乙醇洗脱后的花色苷洗脱物对 自 由基的 最

低 ， 因此其清除 自 山基的能力最强 ， 并且每种洗脱物的清除能力均 局于 对照

组 ， 但 和 乙醇洗脱后的花色苷洗脱物清除能力较花色脊粗提物低 。

通过测定抗氧化性可见 ， 不 同洗脱物中 的花色苷及其衍生物对不同的 自 由基表

现出 了不 同的抗氧化能力 ， 这是 由 于花色苷抗氧化的主要途径有三种 ： ①抑制 自 由基的

产生或直接清除 自 由基 。 花色并清除 自 山基的功能主要和它分子 中 的经基有关 特别是

位或 、 、 位经基有关 。 ②激活抗氧化酶体系 。 通过激活过氧化物歧化

酶 、 过氧化氧酶 、 谷腕甘肽过氧化物酶等来达到抗氧化效果 ，而抗氧化酶的重要生理功能

也在于其对 自 由基的清除作用 。 ③与诱导氧化的过度金属络合 可以直接降低 的氧

化程度 也可抑制 反应起到抑制活性氧 自 由基产生的作用 。 总体看来 ， 、

、 和 乙醇洗脱物的抗氧化活性较 、 、 和 乙醇洗脱物高 。
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蓝競果花色苷抗癌功能的研究

引言

据统计 ， 每年全世界有将近上千万的人死于癌症 ， 由于 自然环境严重污染 ， 存在大

量致癌物 ， 如各种化学致癌物 、 各种福射 、 慢性炎症等在长期接触后都会引起基因突

变 ， 诱发各种疾病 ， 最终引发癌症 。 其中 自 由基学说是众多学说之一 。 研究人员越来越

重视从可食用 的植物中提取有效的抗癌成分 。

目 前 国 内外的许多研究证实 了花色苷对多种癌症有不 同程度的抑制作用 ， 这是 由于

其具有较强的抗氧化活性 ， 能够抑制细胞增殖使其调亡等作用 。 目 前 已经研究出花色苷

针对乳腺癌 、 结肠癌 、 白血病和皮肤癌等都有抑制作用 。 上一章实验 已经表 明蓝靛果花

色苷具有很强的抗氧化能力 ， 本章选取 了抗氧化性较强的蓝靛果花色苷洗脱物 ， 利用

法对三种最为常见的肿瘤细胞的癌细胞抑制率进行比较 ， 即肺癌细胞 、 肝癌细胞和

宫颈癌细胞 ， 蹄选出癌细胞抑制率最高的花色苷洗脱物 ， 为治疗癌症提供一定参考资

料 。

实验材料及仪器

实验材料

人肺癌细胞株 哈尔滨工业大学实验室提供

人肝癌细胞株 哈尔滨工业大学实验室提供

人宫颈癌细胞株 哈尔滨工业大学实验室提供

胰蛋 白酶 天津市灏洋生物制品有限责任公司

胚胎牛血清 杭州 四季青生物工程材料有限公司

培养基 公司

二 甲基亚讽 公司

蓝靛果 采摘于大兴安岭

无水乙醇 天津市东丽区天大化学试剂厂

实验仪器

电子天平 上海粘密科学仪器有限公司

旋转蒸发仪 上海 中胜仪器公司

电热衍温水浴锅 天淨市泰斯特仪器有限公司

超挣工作台 苏州安泰空气技术有限公 司

水平摇床 北京六 仪器厂

细胞培养箱 公
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型 冷冻离心机 上海科兴仪器钉限公

孔培养板 公 …

式离心机 上海安亭科学仪器 ‘

酶标仪 公

实验方法

溶液旳配制

缓冲液

用双蒸水溶解 缓冲液的颗粒 ， 并定容帝 高 丨 灭蘭后 ° 冷藏保存备

用 。 使 丨 前需加入 霉素和链得素 ， 再次定容灭菌即可 。

溶液

准确称取 溶解于配制好的 缓冲液 屮 ， 充分溶解后过 滤菌

膜 ， 并分装后 保在备用 。

胰蛋白酶溶液

准确称取 胰蛋 白酶溶解在 配制好的 缓冲液中 ， 充分溶解后过 胖

滤菌膜 ， 并 ° 冷藏保存备用 。

牛血清

牛血清在使用前必须灭活 ， 将牛血清瓶置于 ° 水浴锅 屮 ， 进行火活后分

装 ， 分装后抽样做无菌试验 ， 放贸在 ： 以下保存 ， 防止血清反 冻融导致蛋 白变

性 。

细胞培养液

培养哉过 滤菌膜 ， 并加入 已灭活的胚胎牛血清 ， 并加入 双抗

得素和 昭 链得素 ） 。

细胞培养

细胞的复苏

将冷冻管从液減罐屮取 出 ， 迅速放入 已经预热的水济锅 中解冻 ， 约 两分钟能完企

溶解 ， 取 出 用酒精拙球擦干外壁 ， 离心 ， 去弃上 丨 丨 彳液 ， 加入坊养液 ， ⑴

移液枪吹打细胞悬液使 几：均勾分布 ， 调粮细胞浓度在 个 ， 放入坊养瓶中在

° 的 培养箱 培养 换液视细胞情况 足 。

细胞旳培养

人脉秘细胞 、 人肝 彳 丨细胞 和 人 颈 彳 丨彳细胞均川六 胎牛 丨 淸的

作 为细胞坊养难 。 二 种细胞株 的 抬养前 丨 坊养 ， 収对数卞长期 的细

胞进 彳 劣骑 。

细胞传代

「先 量的 缓冲液 、 坊养 蛋 放入 ° 水浴锅 预热 。 紫外灯照
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射超净工作 台后用打 通风 ， 点燃酒精灯并用酒精棉擦拭工作台 。 从培养箱中取出培养

瓶在显微镜下观察细胞 。

在超净工作台里打开培养瓶 ， 瓶 口要在酒精灯上灼烧灭菌 ， 吸去 旧裙养液 ， 再用

缓冲液淸洗两遍 ， 加入适量的胰蛋 白酶液 ， 保证覆盖细胞即可 ， 在倒置显微镜 中观

察细胞消化程度 ， 在适当 的时机吸去胰蛋 白酶液 ， 然后加入新的培养液 ， 用移液枪吹打

细胞使其吹散并均匀悬浮于培养液中 ， 观察细胞量 ， 吸取 一部分细胞悬液分装在新的培

养瓶中 ， 加入适量培养液 ， 放入 培养箱中继续培养 ， 浩生长而积 卩 瓶底面积 吋

继续传代 。

蓝鞋果花色苷洗脱物的制备

取蓝旋果粉末 ， 按照确定的最佳提取工艺参数进行提取 ， 即用 乙醇做提取剂 ，

液料 比为 ， ° 水浴 ， 提取 ， 离心 后取上清液 ， 回收的滤濟再

提取两次 ， 合并三次的上清液 ， 旋转蒸发浓缩后得到蓝錠果花色苷粗提液 。

将预处理好的大孔树脂以湿法装柱 ， 所用柱子的径长比为 。 上样速度为

吸附 后进行洗脱 ， 洗脱剂依次为水 ， 乙醇 ， 乙醇 ， 乙醇 ，

乙醇 ， 乙醇 ， 乙醇 ， 每种洗脱剂所用体积为两倍的柱体积 ， 洗脱速度为

收集除 了水 以外的各洗脱液 ， 并且低温旋转蒸发浓缩各冼脱液后真空冷冻干

燥得洗脱物粉末 ， 置于干燥器 内 备用 。

测定其抗癌作用时 ， 称取一定量洗脱物用培养基配制成指定浓度的样品 ， 过

滤菌膜后封 口 ， ° 冷藏保存 。

蓝館果花色苷对癌细胞抑制率的测定

将三种癌细胞培养至对数期 ， 经胰蛋 白酶消化后 ， 用培养基稀释成 个 。

在 孔板的每孔中加入 的细胞悬液 ， 置于 ° 的 培养箱中培养 。 再取 出孔

板在每孔中加入设定好浓度的样品液 ， 同时设不加样的为空 白对照 ， 分别培养 、

和 。

培养时间到后 ， 将每孔中加入 ， 置于 ° 的 培养箱屮培

养 。 用移液枪移去 清液 ， 再加入 溶液 ， 振荡 使 ； 充分溶解 ， 用

酶标仪测 ‘定 位 。 并计算抑制率 ：

细胞生长抑制率 实验组 对照纽

实验结果与分析

蓝話果花色苷洗脱物对人肺癌 细胞的抑制作用

丨冬 中 、 、 这 ：：一：幅 分別表小 ， 在对肺癌细胞加药后 分 别坑养 了 、 和
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后 的抑制率阁 。 从图 中可 以 ； 丨 丨 ， 好种洗脱物对肺癌 细胞都有一定的抑制作

用 ， 随着样 品质泣浓度的增加 ， 抑制率 也随之升高 ， 里现 了 效关系 ， 并且随着培养时

间 的增长 ， 抑制率也有所上升 ， 现吋效关系 。 三幅图 屮可 以 出 ， 乙醇洗脱后 的

花色苷洗脱物的抑制率均为最商 ， 丨 丨 浓度为 时在培养 了 、 和 后 的对

肺癌细胞的抑制率分别为 、 和 。

一

一

川

样 品质景浓度 （

「

； 一 — 十
°

样 品质 鼠浓度 （ 样品质请浓度 （

培养 培养 培养

阁 洗脱物对肺癌细胞的抑制率

表 洗脱物对肺癌细胞的

从农 洗脱物对肺癌细胞的 以 石 出六种冼脱物对肿故细 胞的抑制率从人到 小

为 。
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蓝餓果花色苷洗脱物对人肝癌 细胞的抑制作用

图 中 、 、 这二 巾 图分别表 ， 在对肝癌细胞加药后分别 养 了 、 和

后的抑制率图 。 从图 中可以看 出 ， 每种冼脱物对肝癌 细胞都有一定的抑制作

用 ， 随着样品质量浓度的增加 ， 抑制率也随之升高 ， 呈现 了 效关系 ， 并 丨 随着培养时

间 的增长 ， 抑制率也有所上升 ， 呈现时效关系 。 三幅图 中可 以看 出 ， 乙醇洗脱后的

花色苷冼脱物的抑制率均为最高 ， 且浓度为 时在培养 了 、 和 后的对

肝癌细胞的抑制率分别为 、 和 。

「

—

￡ —

一

‘ ‘ ‘

样 品质景浓度 （

「 「

—

三

样品质 ：浓度 （ 样品质 浓度 （

培养 培养 培养

洗脱物对肝癌细胞的抑制率

洗脱物对肝格丨细胞的 。

从农 洗脱物对 癌细胞的 。 丨 以莉 出六种洗脱物对肝癌细胞的抑制率从大到小

为 。
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蓝敲果花色苷洗脱物对人宫颈 细胞的抑制作用

丨冬 、 、 这」幅阁分別表 在对宫颈癌细胞加药 分别坊养 了 仙 、

和 后的抑制率图 。 从阁 巾 每种洗脱物对肖颈檢 细胞都作一定的抑制

作用 ， 随着样品质 〖浓度的 对 加 ， 抑制率也随之升高 ， 现 了 效关系 ， 并 』 随着培养

时 的增长 ， 抑制率也有所上升 ， 里现吋效关系 。 三幅 图 巾可 以看出 ， 乙醇洗脱后

的花色苗洗脱物的抑制率均为站高 ， 且浓度为 时在培养 了 、 和 后 的

对宫预癌细胞的抑制率分別为 、 和 。

十

一

■
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样 品质債浓度 （ 丨 样 品质景浓度 （

培养 坑养 ’丨 养

丨糾 洗脱物对 、预癌细胞的抑制率

冼脱物对 领癌细胞的 。

从 洗脱物对 ‘ ’领癌细胞的 以☆ 六种洗脱物对 丫 顶癌细胞的抑制申 从人

到 小为 。
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本章小结

癌症是至今都难 以攻克的疾病之一 ， 很 多人的死亡都是因 为癌症 ， 治疗难度极大 ，

因 前常用 的治疗恶性肿瘤的方法有手术切除 、 放射疗法和化学疗法 ， 这些方法却不能彻

底的治愈肿瘤 ， 存在毒副作用并且复发率高 ， 让患者忍受很大的痛苦 。 因此从天然产物

中寻找具有抗肿瘤作用 的并且毒副作用小的生物活性成分 己经成为抗肿瘤药物的发展趋

势 。

本实验研究了蓝靛果花色哲洗脱物对人肺癌 细胞 、 人肝癌 细胞和人宫

颈癌 细胞的抑制率 ， 采用 了 法测定不 同蓝飽果花色苷洗脱物对三种癌细胞的抑

制作用 。 从对人肺癌 细胞进行的测定结果可 以看 出六种洗脱物对肺癌细胞的抑制

率从大到小为 ； 从对人肝癌 细胞进行的测定

结果可 以看 出六种洗脱物对肝癌细胞的抑制率从大到小为

； 从对人宫颈癌 细胞进行的测定结果可 以看 出六种洗脱物对宫颈癌细胞

的抑制率从大到小为 。

从上述结果可 以蹄选出抑制效果最强的冼脱级分 ， 即 花色苷洗脱物在质量浓度

为 培养 了 后对人肺癌 细胞 、 人肝癌 细胞和人宫颈癌 细胞的

抑制率分别为 、 和 。



结论

蓝龊果作为 一种野 果 ， 具有丰富的花色苗等生物活性成分 ， 史好的儿发利用蓝

靛果 的保健功能 ， 并运川在位品医药等方面具有很大的 义 。 本文研究 了蓝腚果花色苗

粗提物的提取工艺 以及纯化后的抗氧化性和抗癌作川 ， 得到 了 以下结论 ：

通过年因素实验和响应面实验确定 了蓝脑果花 色苗的最佳提取工艺条件 ： 乙

醇浓度 ， 液料 比 提取温度 ° 提取时间 。 在此条件下 ， 蓝旋来花

哲的提取量最大 ， 达到 。 各因素对蓝盤果花色苷提取量的影响作 从大到小

为 ： 乙醇浓度〉温度 液料比 。

在不 同 的 自 山基评价体系 中 ， 每种花色 ： 丨 洗脱物都表现出 不 同 的淸除能力 。

在 体系 中 ， 乙醇洗脱后 的花色苷洗脱物对经 自 山基 的清除能力 高于其他洗脱

物 ； 在 体系中 ， 乙醉洗脱后的花色苗洗脱物对超氧 自 由雄的清除能力高于其他

洗脱物 ； 在 体系屮 ， 乙醇洗脱后的花色哲洗脱物对 自 山基的清除能力

高于其他洗脱物 ； 在 体系 中 ， 乙醇洗脱后的花色苷洗脱物对 自 由基的

清除能力 高于其他洗脱物 。 山此可见 ， 不 同洗脱物中 的花色苷及其衍生物对不同的 自 山

基表现 出 了不 同 的抗氧化能力 。 总体看来 ， 、 、 和 乙醇洗脱物的抗氧

化活性较 、 、 和 乙醇洗脱物高 。

利用 法 比较 了蓝靛果花色苷洗脱物对三种癌细胞的抑制作用 ， 实验结果

表明 乙醇洗脱后的花色哲冼脱物对三种癌细胞的抑制率均最高 ， 对人肺癌 细

胞的抑制率从大到小为 ； 对人肝癌 细胞的抑

制率从大到小为 ； 对人宫颈癌 细胞的抑制率从

大到小为 抑制效果最强的 花色苷洗脱物 ， 在

质量浓度为 培养 了 后对人肺癌 细胞 、 人肝癌 细胞和人宫颈癌

细胞的抑制率分别为 、 和 。

本实验对蓝靛架花色苷的抗氧化性和抗癌作用进行 了研究 ， 为蓝飽果进 步

的 幵发利用提供 了 参考依据 。 可 以看出蓝靛架花色竹具打很 高的抗氧化牲和抗癌功能 ，

在位品 中 ， 可作为天然 素在为食物增添色彩的 同吋起到抗氣化剂的功能 ， 进而作为保

健 品 ； 在化妆 品 中 ， 添加少 的蓝盤 ！ 花色仲 ， ■ 以作为 保护皮肤的天然抗氧化剂 ；

蓝飽说花色竹也可应用到药 卩 巾 ， 发挥 ；抗癌抗氧化作⑴ 。 最终 在使蓝靛染花色竹对

位 丨 业和 人类健谈发押 人的作用 。
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