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胡杨花粉提取物清除 DPPH自由基作用的研究
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摘要 　本文以胡杨花粉为材料 ,研究其提取物清除 DPPH. 自由基的作用。探索不同提取方法、不同条件、不同溶剂对花粉提取

物清除 DPPH. 自由基能力的影响。结果表明 ,用 60% 的乙醇溶液作为提取溶剂 ,选用超声微波协同萃取法提取 30m in,得到的

胡杨花粉提取液清除 DPPH. 自由基效果最佳。
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Abstract　 Popu lus euph ra tica O liv pollen were used to study the scavenging DPPH free radical ability of it’s pollen extraction at

different extraction methods, different conditions and in different solvents. The results showed that w ith 60% of ethanol as solvent

extraction, ultrasonic - m icrowave synergistic extraction for 30 m ins, the ability of scavenging DPPH free radical was best.
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　　胡杨 ( Popu lus euph ra tic O liv) 隶属杨柳科

(S a licaceae) 胡杨组 (S ect. I. Tu rang) [ 1 ]。胡杨是一

种很古老的树种 ,是新疆干旱荒漠区植被的建群种

和优势种 ,具有较强的抗逆特性 ;胡杨自然分布于北

非、中东及我国西北干旱区的河岸和低湿的盐渍地 ,

目前仅在我国的荒漠区保存大面积林地 ,集中分布

于塔里木盆地 [ 2 ]。

　　花粉作为健康食疗食品已有上千年的历史 ,并

且其含营养物质的完全和均衡在自然界中是别的天

然产物所无可比拟的 ,因而在国际上被称为“完全营

养品 ”受到人们的重视 ,并在世界范围内逐渐掀起

花粉保健热 [ 3 ]。

　　自由基是一类外层轨道含有未配对电子的原

子、原子团或特殊状态分子 ,它是一种高能物质 ,具

有顺磁性和高度活性 ,很容易进行氧化还原反应 [ 4 ]。

近年来 ,衰老的自由基损伤学说受到重视 ,衰老过程

往往伴随着超氧化物歧化酶活性的降低和脂氧合酶

活性的升高 ,导致生物体内自由基产生与消除的平

衡被破坏 ,以致积累过量的自由基 ,对细胞膜及许多

生物大分子产生破坏作用 [ 5 ]。因此 ,自由基生物学及
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具有清除自由基活性物质的研究越来越受到人们的

关注。本文以 DPPH. 自由基清除率为评价指标 ,探

索不同提取方法、不同条件、不同溶剂花粉提取物清

除 DPPH. 自由基的能力 ,为开发利用胡杨资源提供

理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

1. 1. 1　仪器

　　Sarto riusB S210S电子天平 (北京塞多利斯天平

有限公司 ) ;超声波清洗器 (上海精密仪器仪表有限

公司 ) ;超声 - 微波协同萃取仪 (上海新拓微波溶样

测试有限公司 ) ;超纯水仪 (美国 M illipo re公司 ) ; T6

- 紫外可见分光光度计 (北京普析通用有限公司 ) ;

循环水式多用真空泵 SHB - III(郑州长城科工贸有

限公司 )。

1. 1. 2 　材料与试剂

　　材料 :胡杨花粉 ,采自新疆阿拉尔市农一师农科

所。

　　试剂 :二苯代苦味酰肼自由基 (DPPH. ) , Sigma

公司 ; 无水乙醇、乙酸乙酯、氯仿 (均为国产分析

纯 )。

1. 2　方法

1. 2. 1　D PPH溶液的配制

　　准确称取一定量的 D PPH,用无水乙醇溶解并

定容 ,使其浓度为 1μmo1 /L ,避光保存 (0 ～ 4℃)。

1. 2. 2 　胡杨花粉提取溶剂的选择

　　准确称取胡杨花粉 4份 ,每份 0. 25 g,分别加

95% 乙醇、乙酸乙酯、氯仿和水 50 mL,在室温下超

声波辅助提取 30 m in。过滤 ,收集滤液 ,作为供试液。

　　准确移取不同胡杨花粉提取液 0. 5 mL与 3. 0

mL1μmo1 /L DPPH溶液加入同一试管中 ,摇匀 ,在

黑暗中放置 30 m in。以无水乙醇为空白在 517 nm测

定其吸光度 A,并按下式计算其清除率 ,结果见表 1。

　　清除率 = [ (A c - A i) /Ac ] ×100%

　　式中 Ac: 0. 5 mL无水乙醇加 3. 0 mLDPPH. 溶

液的吸光度 ;

　　A i: 0. 5 mL待测液加 3. 0 mLDPPH溶液的吸光

度。

1. 2. 3 　胡杨花粉提取溶剂浓度的选择

　　准确称取胡杨花粉 5份 ,每份 0. 25 g,分别加

20%、40%、60%、80%、95% 的乙醇溶液 50 mL,在

室温下超声波辅助提取 30 m in。过滤 ,收集滤液 ,按

1. 2. 2的方法测定 ,计算其清除率 ,结果见表 2。

1. 2. 4　胡杨花粉提取温度的选择

　　准确称取胡杨花粉 4份 ,每份 0. 25 g,加 60%的

乙醇溶液 ,定容到 50 mL的容量瓶中 ,在室温、30℃、

40℃、50℃条件下超声波辅助提取 30 m in。过滤 ,收

集滤液 ,按 1. 2. 2的方法测定 ,计算其清除率 ,结果

见表 3。

1. 2. 5　胡杨花粉提取时间的选择

　　准确称取胡杨花粉 5份 ,每份 0. 25 g,加 60 %

的乙醇溶液 ,定容到 50 mL的容量瓶中 ,在室温下超

声波辅助提取 ,时间分别为 10、20、30、40、50 m in。过

滤 ,收集滤液 ,按 1. 2. 2的方法测定 ,计算其清除率 ,

结果见表 4。

1. 2. 6　胡杨花粉辅助提取方法的选择

　　准确称取胡杨花粉 4份 ,每份 0. 25 g,加 60%的

乙醇溶液 50 mL,在室温下分别用超声波辅助提取、

微波辅助提取、超声微波协同萃取以及常规水浴提

取 ,时间为 30 m in。过滤 ,收集滤液 ,按 1. 2. 2的方法

测定 ,计算其清除率。

2　结果与分析

2. 1　提取溶剂的选择结果

　　分别用 95% 乙醇、乙酸乙酯、氯仿和水四种提

取溶剂提取胡杨花粉 ,提取液清除 D PPH. 的效果见

表 1。
表 1　不同溶剂提取液对 DPPH.的清除效果

溶剂 浓度 (5mg/mL)清除率 ( % )
差异显著性

α = 0. 05α = 0. 01

95% 乙醇 0. 5 65. 19 a A

水 0. 5 63. 15 b B

乙酸乙酯 0. 5 41. 04 c C

氯仿 0. 5 9. 64 d D

　　由表 1可知四种提取液对 DPPH. 都有清除作

用 ,清除作用大小为 : 95% 乙醇 > 水 > 乙酸乙酯

> 氯仿 ;乙醇提取液对 D PPH. 的清除效果较好 ,所

以选用乙醇作为提取溶剂。通过单因素方差分析表

明四种溶剂之间均有显著性差异。

2. 2　胡杨花粉提取溶剂浓度的选择结果

　　用不同浓度的乙醇提取胡杨花粉 , 提取液对

D PPH. 的清除作用见表 2。
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表 2　不同浓度乙醇提取液对 DPPH. 的清除效果

乙醇浓度 ( % )
浓度

(5mg/mL)
清除率 ( % )

差异显著性

α = 0. 05α = 0. 01

95 0. 5 65. 20 a A

80 0. 5 67. 12 ab A

60 0. 5 66. 38 b AB

40 0. 5 64. 08 c BC

20 0. 5 62. 71 c C

　　由表 2可知 80% 的乙醇提取液对 DPPH. 的清

除作用好于其它浓度的提取液。但通过单因素方差

分析表明 80%的乙醇提取液和 90%、60%的乙醇提

取液之间没有显著性差异 ,基于对成本的考虑选用

60% 的乙醇提取即可。

2. 3　胡杨花粉提取温度的选择结果

　　在不同温度条件下提取的胡杨花粉 ,其提取液

对 DPPH. 的清除作用见表 3。
表 3　不同温度胡杨花粉提取液对 DPPH. 的清除率

温度 (℃)
浓度

(5mg/mL)
清除率 ( % )

差异显著性

α = 0. 05 α = 0. 01

室温 0. 5 68. 1 a A

30 0. 5 68. 06 a A

40 0. 5 68. 01 a A

50 0. 5 67. 95 a A

　　由表 3可知从室温到 50℃不同温度下胡杨花粉

提取液对 DPPH. 的清除率相差很小 ,各温度之间没

有显著性差异 ,所以选择常温下进行提取即可。

2. 4　胡杨花粉提取温度的选择结果

　　用不同时间提取胡杨花粉 ,提取液对 DPPH. 的

清除作用见表 4。
表 4　不同时间胡杨花粉提取液对 DPPH. 的清除率

时间 (m in)
浓度

(5mg/mL)
清除率 ( % )

差异显著性

α = 0. 05 α = 0. 01

30 0. 5 67. 13 a A

40 0. 5 65. 01 b B

20 0. 5 64. 11 b BC

50 0. 5 63. 32 bc BC

10 0. 5 62. 47 c C

　　由表 4可知当提取时间为 30 m in时 ,胡杨花粉

提取液对 DPPH. 的清除作用好于其它时间段。通过

单因素方差分析可知 , 30 m in提取时间与其它提取

时间都存在显著性差异。

2. 5　胡杨花粉辅助提取方法的选择结果

　　用不同辅助方法提取胡杨花粉 , 提取液对

D PPH. 的清除作用见表 5。
表 5　不同辅助提取方法花粉提取液对 DPPH. 的清除率

提取方法
浓度

(5mg/mL)
清除率 ( % )

差异显著性

α = 0. 05 α = 0. 01

超声微波协

同提取法
0. 5 68. 25 a A

超声波提取法 0. 5 67. 13 a A

微波提取法 0. 5 67. 11 a A

水浴提取法 0. 5 63. 67 b B

　　由表 5可知超声波微波协同提取法提取胡杨花

粉的提取液对 DPPH. 的清除作用好于用其它方法

提取的提取液。通过单因素方差分析可知 ,超声波微

波协同提取法、超声波提取法、微波提取法之间没有

显著性差异 ,但都与常规水浴提取法有显著性差异。

3　结论

　　实验结果表明 60%的乙醇溶液作为提取溶剂 ,

选用超声波微波协同萃取法提取 30 m in,得到的胡

杨花粉提取液清除 DPPH. 自由基效果最佳。
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