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本文研究红薯茎叶提取物的抑菌作用和抗氧化作用。

按照植物化学研究方法，进行红薯茎叶中次生代谢物的定性检测。结果表明，红薯

茎叶中的次生代谢物有黄酮、酚、鞣质、蒽醌、甙、甾体、萜、香豆素、萜类内酯、生

物碱、有机酸等，还含有多糖及氨基酸和蛋白质等物质。

分别对红薯茎叶系统溶剂提取物和70％乙醇提取物大孔树脂乙醇梯度(0-100％)

洗脱物进行抑菌和抗氧化实验。

选取二苯代苦味酰自由基(DPPH)体系、还原体系、Fenton体系、邻苯三酚自氧

化体系和亚油酸过氧化体系进行抗氧化活性实验。结果表明，丙酮、乙醇和水相提取物

具有较强的清除DPPH自由基的能力，清除能力大于同浓度对照Vc；在六种系统溶剂

提取物中，丙酮，乙醇和水相提取物还原能力和清除羟基自由基作用相对较强，但分别

小于同浓度对照硫脲和芦丁；石油醚、氯仿和乙酸乙酯相提取物具有相对较强的抑制脂

质过氧化能力，但略小于同浓度对照vB；大孔树脂乙醇梯度洗脱物具有较强的清除

DPPH自由基的能力，十个梯度洗脱物的清除能力均大于同浓度对照Vc；在十个大孔树

脂乙醇梯度洗脱物中，30％和40％乙醇洗脱物具有相对较强的还原能力、清除羟基自由

基能力和清除超氧阴离子的能力，但分别小于同浓度对照硫脲、芦丁和SOD：水和10％

乙醇洗脱物对脂质过氧化有相对较好的抑制作用，但略小于对照VE。

系统溶剂提取物和大孔树脂梯度洗脱物的还原能力与清除自由基能力正相关，还原

力越强，清除自由基的能力越强。系统溶剂提取物和大孔树脂乙醇梯度洗脱物的抗脂质

过氧化能力均逊于清除自由基能力。

选取大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、志贺杆菌，葡枝根霉和黑曲霉五种对象菌，以苯

甲酸钠和丙酸钙为对照进行抑菌活性实验。结果表明，系统溶剂提取物对大肠杆菌、金

黄色葡萄球菌和志贺杆菌具有较好的抑制作用，石油醚和氯仿相提取物对葡枝根霉和黑

曲霉有较好的抑制作用，抑制效果均优于同浓度对照苯甲酸钠和丙酸钙；系统溶剂提取

物和大孔树脂乙醇梯度洗脱物表现出极性较高的组分抑制细菌效果较好，极性较低的组

分抑制霉菌效果较好的共性；系统溶剂提取物之间和大孔树脂乙醇梯度洗脱物之间对大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、志贺杆菌、葡枝根霉和黑曲霉的抑制作用均存在显著性差异。

红薯茎叶提取物发挥抗氧化作用和抑菌作用的机理尚有待进一步揭示。

关键词：红薯茎叶，次生代谢物，提取，分离，抗氧化，自由基，抑菌
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The antioxidant activity and bacteriostasis of extracts of sweet potato stem and leaf

(SPSL)were studied in this paper．

According to the methods of plant chemistry,the secondary chemicals in SPSL were

determined．The results showed that the SPSL contains the secondary chemicals，which are

tannin,organic acid,alkaloid，polysaccharides and glycoside，falcon-oid，steroid,coumarin

and terpenoidm and anthraquinone．

There were two kinds of SPSL extracts，one was extracted by systematic solvents，the

other was extracted by 70％ethanol and separated by absorbent resin with gradient ofethanol

(0--100％)．The antioxidant activity and bacrteriostasis were determined using these a(1racts．

The assays of DPPH radical，reducing power,hydroxyl radical，lipid peroxidafion of

linoleic acid(LA)and pyrogallol autoxidation were chosen in antioxidant experiments．The

results showed that the acetone,ethanol and water extracts of SPSL have a strong effect on

scavenging DPPH radical which are stronger than ascorbic acid of same concentration．Also，

the acetone，ethanol and water extracts of SPSL have a strong effect on scavenging hydroxyl

radical and have a strong reducing power,but a little weaker than the control Et Ac and rutin

ofsame concentration respectively．nle petroleum ether,chloroform and ethyl acetate extracts

of SPSL are more effective 0n inhibiting lipid peroxidation of LA．but lower than tocopherol

of same concentration．All of the elutions of ten gradients of ethanol have a great effect on

scavenging DPPH mdical which ale stronger than aseorbic acid of same concentration．30％

and 40％alcoholict eluents of SPSL have strong reducing power,abilities of scavenging

hydroxyl radical and supemxide anion radical，but none ofthem better than the contr01．Water

and 10％alcoholict eluents of SPSL displayed the effective function on inhibition of liF}id

peroxidation ofLA．but a little weaker than tocopherol ofsame concentration．

Extracts of SPSL have similar performances on reducing power assay and scavenging

radical assales，the better reducing power was and the better scavenging radicals was．The

effects 011 inhibiting lipid peroxidation ofLA were not as well鸽scavenging free radicals．

1f1圮mildew(Rhizopus stolonifer and Aspergillus niger)and bacillus(Escherichia coli、

Ⅱ



Staphylococcus aureus and鼢fg口bacillus)Were chosen in bactcrinstasis experiments，and

calcium propionate and sodium benzoate were used to be contr01．11”results indicated that

extracts of SPSL(systematic solvents)were good at restraining Escherichh7 coli、

Staphylococcus aurell博and Shiga bacillus．The petroleum ether and cb．10roform extracts of

SPSL were good at remaining Rhizopus stolonifer and Aspergillus niger,and the effects better

than that of calcium propionate and sodium benzoate．The components of weaker polarity

were more effective tO inhibite mildew,and the components of stronger polarity had strong

effect on inhibition ofbacillus．There was a striking dissimilarity ofbacteriostasis between the

extracts of systematic solvents．and SO 1)l栅the extracts of alcoholiet eluents by absorbent

resin．

nle mechanism of antioxidation and bacteriostasis of SPSL extracts should be studied in

the future．

Keywords：sweet potato stem and I ear。secondary chemi ca I a．extract。separate

antiOXidant activity．radioal．bacteriostasiS

II／



关于硕士学位论文使用授权的说明

论文题目：避纽盈驻勰蜘泣Ⅱ翌氇丝銎豇
本学位论文作者完全了解大连轻工业学院有关保留、使用学位论

文的规定，大连轻工业学院有权保留并向国家有关部门或机构送交论

文的复印件和磁盘，允许论文被查阅和借阅，可以将学位论文的全部

或部分内容编入有关数据库进行检索，可以采用影印、缩印或扫描等

复制手段保存、汇编学位论文，并且本人电子文档的内容和纸质论文

的内容相一致。

保密的学位论文在解密后也遵守此规定。
、 p’

、

是否保密(后)，保密期至 年 月 日为止。

学生签名：曼显垄导师签名：塑
．1一占年u月，o日



第一章文献综述

第一章文献综述

地球上的植物不仅品种繁多，资源丰富，而且现代科学研究越来越多地发现了植物

中所蕴含的多种活性物质，如生物碱、黄酮、皂甙和萜类等。随着追求天然、健康的消

费理念的逐步深入，植物化学物己成为抗氧化剂、着色剂和防腐剂等多种食品添加剂的

首选目标，具有广阔的发展前剥11。

1．1红薯

红薯(Ipomoea．balata IAM)，又名山芋、甘薯、红苕、番薯，地瓜等，在植物分

类上属于旋花科红薯属红薯种草本植物。生长在热带地区，四季常绿，开花结籽，为多

年生；生长在温带地区，茎叶经霜冻枯死，为一年生植物【21．

红薯起源于墨西哥与委内瑞拉之问，已有8000～10000年的历史，具有高产、稳产、

适应性广等特点，种植范围十分广泛。据联合国粮农组织(FAO)统计，世界上共有111

个国家栽培红薯，栽培面积主要分布在亚洲、非洲的发展中国家，其次为拉丁美洲，欧

洲面积极少。红薯于16世纪中期传到中国，目前我国已经成为世界上最大的红薯生产国。

在我国粮食不足时期红薯曾是仅次于水稻、小麦和玉米之后的第四大粮食作物，是倍受

关注的“度荒救灾”作物。我国红薯常年种植面积约6．2亿m2，总产1．2亿吨，约占全球

红薯种植面积的650和总量的83％(FAO，2002)．

国际植物遗传资源委员会(IBPGR)与国际马铃薯中心(CIP)合作，于1985年在

秘鲁总部建立了红薯资源基因库，收集和保存红薯资源5000份，是目前保存红薯品种资

源数量最多的机构。此外，美国、日本和中国是拥有红薯品种资源较多的国家，分别有

2000份左右【31．

1．1．1红薯块根

1．1．1．1红薯块根的营养价值

过去一直认为，红薯块根是红薯的可食用部分，在大多数人的印象中，红薯指的就

是红薯块根。红薯富含蛋白质、脂肪酸及多种维生素、氨基酸和钙、磷、铁等无机盐类，

是“生理碱性”食物，可以中和由肉、蛋、米、面所产生的酸性物质，调节人体内的酸
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碱平衡。另外红薯还富含纤维素，有助于加快消化道蠕动，预防痔疮和大肠癌的发生【4J．

美国北科罗拉多红薯委员会研究发现，红薯富含13．胡萝卜素、VE、VB6、铁、钾及膳食

纤维；对58种蔬菜的几种营养成分(vA、vc、叶酸、铁、铜、钙和纤维素)的评价，

结果表明红薯位居第一。

1．1．1．2红薯块根的药用价值

我国古代对红薯的药用评价为“性味甘平，有补脾胃、养心神、益气力、活血化瘀、

清热解毒等功效”。《金薯传习录》记载【5l，红薯有六种药用价值，一可治痢疾和下血

症；二可治酒积热泻；三可治湿热和黄疸；四可治遗精和血浊淋毒；五可治血虚和月经

不调；六可治d,J1．疳积。随着现代医学和营养学研究的深入，人们对红薯的营养保健作

用有了进一步的认识，一改过去“粗粮”的概念。

现代医学研究证明，红薯含有的胡萝h素(1．3lmg／lOOg)、维生素C(30m∥lOOg)

和赖氨酸(26mg／lOOg)等都是防癌物质[61。红薯中的粘液蛋白是多糖和蛋白质的混合

物，属于胶原和粘多糖类物质，对人体的消化系统，呼吸系统和泌尿系统各器官、组织

的粘膜具有特殊的保护作用，可保持动脉血管弹性，保持关节腔内关节面和浆膜腔的润

滑，防止肝脏和肾脏中结缔组织的萎缩，防止胶原病的发生l”。红薯制作淀粉后的残渣

中，含有抑制癌细胞增殖的糖脂，将它注入子宫癌和皮肤癌的培养液里，可有效抑制癌

细胞的增殖。这种糖脂在红薯的叶和块根等部位均存在18】。日本国立癌症预防研究所通

过对40多种蔬菜抗癌成分的分析以及抑癌实验，从高到低排出了20种对肿瘤有明显抑制

作用的蔬菜名单，红薯排在第一位。美国科学家从红薯中分离出一种名为“脱氢表雄甾

酮(DHEA)”的活性物质，可预防结肠癌和皮肤癌，同时还发现红薯含有类雌激素成

分，可保持人体皮肤细腻，延缓衰老[91。

1．1．1．3红薯制品

红薯制品的开发日益受到青睐，特色产品不断涌现于市场。据资料介绍【硼，美国每

每年人均消费红薯制品35 kg，t7本为15 k，韩国为12蚝，我国为O．18 kg。

近年来，国际市场上掀起了“红薯热”。目前，利用红薯加工成的食品包括有粉条、

粉丝、粉皮和烤薯等传统食品；薯米(粒)、薯粉、薯面和薯片(条、泥)等方便半成

品；膨化薯片、薯脯和薯糖等休闲食品；还有面世时间不长的红薯饮料、红薯罐头和红

薯酒等lJ”。

由红薯制成的工业产品也很多，包括色素类、酶制剂类、糖类、氨基酸类和发酵制

2
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品类等。其中高淀粉的红薯品种作为汽车用酒精的生产原料，为能源工业找到了新的生

产途径。由于红薯加工综合利用效益较高，红薯jjn-r业目前呈现出较强的发展势头。

1．1．2红薯茎叶的研究现状

长期以来，人们食用的只是红薯的块根，而我国480亿千克红薯叶、50亿千克红薯

藤尖和470亿千克红薯藤，除部分地区作为饲料外，多数被抛弃掉。随着现代科学技术

的进步和人们生活水平的提高，人们越来越崇尚自然、健康，逐步认识到红薯茎叶的营

养价值。目前，市场上的鲜食产品有薯叶、红薯茎尖等；将红薯茎叶切碎压榨后的绿叶

浆汁经凝聚【121、沉淀、分离后，可得到浓缩叶蛋白，这种叶蛋白可作为糕点和畜禽饲料

的添加剂。红薯茎叶还可以加工成速冻产品、保健饮料等。目前，红薯茎叶在美国、日

本、台湾和香港等地已成为一种新型蔬菜，在香港更被称为“蔬菜皇后”，在美国、日

本也被列为“长寿食品”113’H1．

'．1．2．1红薯茎叶的营养价值

红薯茎叶是红薯的藤部分，包括叶、藤尖及藤。早在1979年，英国人Villareal[15l

就提出了红薯茎尖可以作为蔬菜食用，并高度评价了其营养价值。

红薯茎叶的营养价值远高于红薯【161。据测定，每1009红薯茎叶中含水分90．0 g、蛋

白质2．89、脂肪O．8 g、碳水化合物4．19、粗纤维1．19、钙16mg、磷34mg、铁2．3rag，

还含有胡萝b素、核黄素、尼克酸、抗坏血酸等成分【1。n。红薯茎叶蛋白质含量低，能量

低，但其必需氨基酸含量丰富，而且氨基酸模式与FAO推荐的基本一致，仅蛋氨酸轻

微缺乏．红薯茎中中性洗涤纤维、酸性洗涤纤维和木质素的含量很高，半纤维素和木质

素含量分别是红薯叶的三倍和两倍。叶柄上面部分比下面部分含有较多的灰分，而下面

部分含有较多的蛋白质、脂肪和膳食纤维【埽J。据中国预防医学科学院检测，与菠菜、胡

萝卜等14种蔬菜相比，在14种营养成分中，红薯茎叶的蛋白质、微量元素、维生素等

13项指标均居首位【唧。

O’sullivan，j．NfeoJ等提出了评断红薯茎叶中营养物质的标准方法。Imamural21】等从

西蒙白红薯的叶肉中分离到v孙并测定其含量为202mg／1009(干基)。最新研究阱l也

证实红薯茎叶中含有高浓度的Vxt，并且还证实这种VKI粉末有较强的抗光分解能力。

Koizumi田】等测定了红薯块根及茎叶中维生素、矿物质和多酚类物质的含量，并证实茎

叶中上述物质的含量与块根中的含量没有必然联系。Ohazi Adell241等从埃及红薯茎叶中

分离得到蛋白质，并研究了提取蛋白质的最佳条件。Walter 125J等从红薯茎叶中浓缩出叶
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黄素．蛋白复合物，并指出尚未发现可以破坏叶黄素的酶。Takebe[261等研究了红薯藤和

块根中抗坏血酸的含量随其生长的变化，认为红薯茎叶中抗坏血酸含量与其中蔗糖的含

量有关。

1．1．2．2红薯茎叶的活性成分

国内外对于红薯茎叶功能性成分研究较多的是黄酮类化合物。黄酮类化合物是一种

很好的自由基清除剂【271，具有多种生理保健功能，如抗癌、抗炎、提高免疫力、调节内

分泌等。刘法锦t2s]等从红薯藤叶中分离出一种黄酮类化合物和两种有机酸，这种黄酮类

化合物经鉴定为7，3’，4'-三甲氧基槲皮素。向仁德[291等从引种的巴西红薯茎叶的乙醇

提取物中，用柱层析和加压柱层析的方法，得到8个化合物，其中有5个已确定为黄酮类

化合物，分别是槲皮甙、山奈素4’，7．二甲醚、商陆黄素、槲皮素和槲皮素．3’，4’，7．

三甲醚。邹耀洪1301用HPLC，通过二极管阵列紫外检测器检测和采集光谱，从国产红薯

茎叶中分离出4种黄酮类化合物，并鉴定了结构，分别为槲皮素、槲皮素．3．O．B．D．葡萄

糖．(6一1)．a．L．鼠李糖甙、4’，7-一--甲氧基山奈酚、槲皮素．3．O．p．D．葡萄糖甙。谭桂山【，I】

等也从引种的巴西红薯茎叶中分离出槲皮素，台湾人Yan．HwaChu【32】从台湾产红薯茎叶

中分离出槲皮酮和杨梅黄酮，且含量达1．43178mg／kg和1．55187mg／kg。

生物碱是植物中含氮的(除氨基酸及维生素以外)碱性有机化合物，大都具有明显

的生理活性【331。已有研究定性鉴定出红薯茎叶中含有生物碱类化合物。民间流传的红薯

茎叶的某些治疗功能与生物碱的功能相吻合，但尚缺乏相关深入研究的文献报道。

活性多糖是公认的功能食品因子，具有抗感染、降血糖、降血脂、抗癌等多种功能

性作用。目前已发现红薯多糖Ⅲ具有提升血小板作用[341。

红薯茎叶中还可能存在未被开发或发现的其他功能性化合物[3s．361，如甙类、蒽醌类、

香豆素类、萜类等。

1．2天然植物的抗氧化作用

1．2．1生物体内的抗氧化作用

1．2．1．1氧自由基及其作用特点

自由基(free radicals)是任何包含一个未成对电子的原子或原子团。未成对电子，指

那些在原子或分子轨道中未与其它电子配对而独占一个轨道的电子。自由基具有三个显

4
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著特点：一是反应性强，二是具有顺磁性，三是寿命短。

氧气作为三重态，在一般状态下不会与物质进行强烈的反应，但在接受一定的能量

后可以生成三线基态氧、超氧阴离子和单线态氧。氧气在有机体内代谢还原，提供生物

能量，最后生成水。在这一还原过程中，每接受一个电子就生成一个氧自由基或活性氧

(ROS)。氧气一电子还原生成超氧阴离子自由基，二电子还原生成过氧化氢，三电子还

原生成羟基自由基，四电子还原生成水。在此过程中产生的自由基，统称为氧自由基。

(1)超氧阴离子自由基(02‘·)

基态氧接受一个电子生成超氧阴离子自由基。它是所有氧自由基中的第一个自由

基，可以通过一系列反应产生其他自由基，因此具有特别重要的意义。超氧阴离子自由

基在水溶液中以其质子化形式(H00·)存在，它可以启动脂质过氧化，容易穿透细胞

膜。此外，超氧阴离子自由基还可以使过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH．Px)

和肌酸激酶失活。超氧阴离子自由基不仅具有重要的生物功能，而且与多种疾病有密切

关系【37l。

(2)羟基自由基(OH·)

OH·是目前所知化学性质最活泼的ROS，是自由基链式反应的主要引发剂。它带有

一个不成对电子，性质极活泼，反应性和毒性都很强，对生物体的损害也最大，几乎可

以破坏生物细胞中的所有分子。

(3)氧自由基与脂质过氧化

一般称不饱和脂肪酸的变质为脂质过氧化。脂质过氧化的过程是产生自由基，并且

有自由基参与的链式反应，它包括链的启动、链的扩展和链终止，每一步都有氧自由基

的参与与产生。所谓链启动，就是在氧自由基的作用下，抽去不饱和脂肪酸亚甲基上的

一个氢原子，形成脂自由基(L·)，在有氧条件下L·还可以生成脂质过氧化自由基(LOO·)。

L00·能从邻近的另一个不饱和脂肪酸抽氢，然后生成新的脂自由基。这就是脂质过氧

化的链扩展阶段。

1．2．1．2氧自由基与疾病和衰老

氧自由基几乎和人类大部分常见疾病都有关系，从死亡率最高的心脑血管疾病，到

人类最恐惧的癌症，以及近年来对人类造成巨大威胁的艾滋病，无一不和氧自由基有着

密切的关系。

Tate[381等证实了氧自由基是前列腺素合成酶活性的强烈选择抑制剂，并可刺激凝血

恶烷的合成，引起两者的平衡失调，导致血小板凝聚和血栓的形成，最终发生动脉粥样
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硬化。Burton[391研究发现，心肌缺血时产生的氧自由基可以迅速与心肌细胞磷脂膜上的

不饱和脂肪酸作用，使膜脂质产生过氧化反应，从而造成细胞膜、肌质网膜及线粒体膜

的广泛损伤。也有人认为t40]氧自由基参与充血性心力衰竭的形成和发展。

1955年，H砌锄【4l】提出了衰老自由基理论，认为衰老是由自由基对细胞成分的有
害进攻造成的。这里所说的自由基，主要就是氧自由基。四十多年来，很多人对此进行

了深入研究，并提供了大量实验事实支持这一理论。脂质过氧化物易与蛋白质和酶发生

交联，形成不溶性的蛋白质多聚物，导致结缔组织中的胶原缩短变硬，失去张力和弹性，

使皮肤形成皱纹。自由基引起的结缔组织大分子的交联会阻碍营养物质的扩散并损伤组

织的活力。OH·能与蛋白质、DNA和脂质体等反应，产生蛋白质氧化、DNA链断裂、脂

质氧化等细胞凋亡的特征。脂质过氧化物进一步氧化，其代谢产物丙二醛(MDA)呈

红色，能与磷脂、蛋白质或核酸结合形成复合物，称为脂褐素，沉积于细胞中，形成老

年斑，阻碍细胞代谢活动，导致细胞衰老凋亡．

1．2．1．3体内抗氧化系统

凡能干扰氧自由基链式反应的启动和蔓延过程，阻断自由基反应过程的物质都称为

抗氧化剂或自由基清除剂。按来源可分为内源性(正常情况下自身可以产生)与外源性

(必须从外界摄取)两种。

机体内自由基的清除可通过自由基相互碰撞而淬灭，也可通过与体内天然的自由基

清除剂或抗氧化剂反应而终止链式反应而实现。一般来说，自由基对组织器官的损伤，

主要表现在细胞膜系统的氧化反应等。机体中有许多内源性物质能抵消自由基对生物系

统的氧化作用。

内源性物质主要有两类：酶促防御系统，如超氧化物歧化酶(SOD)、CAT、过氧

化物酶(POD)、GsH．Px、谷胱甘肽还原酶(GsH．R)等，它们均能有效地清除ROS

并终止自由基链式反应；非酶系统为一些水溶性或脂溶性维生素、肽和蛋白质等，有VE、

vc、VA及B．胡萝h素、谷胱甘肽、茶多酚和黄酮类化合物。

1．2．1．4评价体外抗氧化能力的自由基体系

随着对氧化、自由基、衰老与疾病的越发关注，相关研究也在不断深入．用于体外

抗氧化实验的自由基体系逐渐形成和完善。

(1)DPPH自由基体系

二苯代苦味酰自由基(DPPH·)是一种稳定的以氮为中心的有机合成的自由基，若

6
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受试物能将其清除，则提示其具有清除羟自由基、烷自由基或过氧化自由基的能力，因

此常作为基质评价某物质的抗氧化能力。1958年，Blois将其应用于抗氧化剂筛选的研

究[691。之后，国外又有很多关于应用此法研究清除自由基的物质的报道【70】．

DPPH乙醇溶液呈紫色，在517nm附近有强吸收，当DPPH溶液中加入自由基清除剂

时，其孤对电子被配对，颜色由紫色向黄色变化，在517nm处的吸光度变小，可依据吸

光度的变化计算清除率。清除率越大，其抗氧化能力越强【711。DPPH法简便易行，灵敏

可靠，重现性好，不易受外界干扰因素的影响，尤其适合于大批样品的筛选工作。

(2)还原体系

还原物质的抗氧化活性是通过提供氢原子中断自由基链，阻止过氧化物的形成而实

现的。

测定物质的还原能力可以采用铁氰化钾还原法。

(3)Fenton体系

邻二氮菲．Fe2+是一种氧化还原指示剂，其呈色变化可反映溶液中氧化还原状态的改

变。通过Fenton反应所产生的HO·，可以使邻二氮菲．Fe2+水溶液氧化为邻二氮菲．ve3+，

从而使邻二氮菲．Fe2+在536nm处的最大吸收峰消失，据此可以推知系统中HO擞量的变

化。

(4)亚油酸过氧化体系

亚油酸氧化产生亚油酸过氧化物，这些氧化产物与硫酸亚铁反应产生硫酸铁，然后

可以与硫氰酸铵形成血红色的硫氰酸铁，硫氰酸铁在500nm附近有强吸收。存在可以抑

制亚油酸氧化的物质时，可以减少亚油酸过氧化物的产生，与硫氰酸铵形成的血红色的

硫氰酸铁也随之减少，在500nm处的吸光度变小，由此可以计算抑制率，用来评价该物

质的抗氧化活性。

(5)邻苯三酚自氧化体系

邻苯三酚在碱性条件下能迅速氧化，不断生成并积累02。，同时生成在320nm处有

强烈吸收的有色中间产物，吸光度在反应开始后一段时间内随时间变化呈线性增加。自

由基清除剂的存在，能将02。·歧化，发生如下反应【77】：

02"·+2H*-÷H202+02

抗氧化物质的加入可以阻止中间产物的积累，据此可测定清除自由基活性的大小．

在反应时间内，测定含被测物反应液吸光度随时间的变化率，即自氧化速率，通过与对

照比较可得出样品对02一·的清除能力。

7
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1．2．2天然植物抗氧化剂

天然植物抗氧化剂一般指从植物中提取的具有抗氧化活性的物质【421。现已发现多种

植物均含有抗氧化成分。随着自由基和抗氧化剂理论研究的深入，天然抗氧化剂的应用

越来越受到人们的重视【43’441，目前主要使用合成抗氧化剂丁基羟基茴香醚(BHA)和

二丁基羟基甲基(BHT)，但合成抗氧化剂的安全性受到质疑，动物实验【45】表明它们具

有一定的毒性和致癌作用。在日本，BHA只能用于棕榈油和棕榈仁油，美国、欧共体

等国已禁止使用合成抗氧化剂，许多国家对其添加量也己加以限制。B一胡萝h素等天然

抗氧化剂具有高效、安全、无副作用等特点，已成为开发食品添加剂的方向。天然抗氧

剂的作用机理、化学结构、抗氧化活性及稳定性是今后研究的重点．

1．2．2．1多酚类物质的抗氧化性

多酚类化合物广泛存在于植物界，是目前倍受关注的天然活性产物之一，就其化学

结构的不同，可分为单(聚)体和多聚体(单宁)两大类，包括黄酮、花色素、单宁、

鞣花酸等多种化合物。

早在60年代，黄酮体对于抗油脂过氧化的活性就已经被证实。80年代以来，对黄酮

类化合物的研究逐渐转向其对ROS自由基的清除和对老年病的防治功效上。迄今认为其

作用机制至少包括三方面【46】，通过酚羟基与自由基进行抽氢反应生成稳定的半醌自由

基，从而中断链式反应；通过抗氧化剂的还原作用直接给出电子而清除自由基；通过抗

氧化剂对金属离子的络合，降低若干需金属离子催化的反应速度，从而实现间接抗氧化

作用。

研究证实，槲皮素、异槲皮苷及芦丁可清除人体中性白细胞释放的02"圾OH·．黄酮

类化合物清除羟自由基活性与苯环上的羟基取代数目有关，酚羟基少时，清除效力明显

下降M。

阿魏酸、鞣花酸和绿原酸等通常以单体存在，也可与糖形成苷，均具有较强的抗氧

化活性，可再生VE并与VE起协同作用【4踟。桉树皮和叶的提取物中的没食子酸、鞣花酸

及其苷【4引，榄仁树叶中的鞣花酸【50J，竹叶提取物中的绿原酸、咖啡酸，毛地黄黄酮苷【5”，

小麦与大麦的麸皮、麦芽根提取物中的阿魏酸、香豆酸和红薯与马铃薯提取物中的绿原

酸、异绿原酸和新绿原酸[s21等，均具有较强的抗氧化活性。

鞣质又称单宁，通常指分子质量在500～3000Dal．的植物多酚，许多富含鞣质的植物

提取物具有很强抗氧化活性Is3]。其抗氧化性主要体现在通过还原反应降低环境中氧含

量，或作为氢供体与环境中自由基结合，终止自由基引发的连锁反应【541。在25种鞣质酸

及其相关化合物中，发现有23种鞣质酸有不同程度的抗氧化作用。多数鞣质酸在5p．g／mL
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时就可显著抑制过氧化脂质(LP0)升高，其IDsod"于VE。可水解性鞣质酸的抗氧化作

用强于缩合型鞣质酸，其抑制活性与酚羟基的位置和数且有关。鞣质对动植物油脂具有

明显的抗氧化作用，其抗氧化能力强于相同浓度的茶多酚155】。

1．2．2．2多糖的抗氧化性

现代研究发现，多糖可通过直接清除ROS、络合产生ROS所必需的金属离子等途径

实现抗氧化作用。海藻多糖的抗氧化活性的研究比较深入，特别是海洋硫酸多糖具有多

种生理活性，银耳多糖-FclIl能降低膜的脂质过氧化反应，并能阻抑膜蛋白发生交联，

维持膜的正常流动性。体外实验结果提示多糖对细胞膜无损伤而具有保护作用【561。黄芪

多糖明显拮抗内毒素中毒小鼠肝脏MDA，并能升高还原型谷胱甘肽(GSH)，对线粒体

结构损伤有保护作用。枸杞多糖对四氯化碳所致小鼠肝脂质过氧化损伤有保护作用【翊．

1．2．2．3氨基酸及蛋白质的抗氧化性

氨基酸和蛋白质在植物体内除以游离形式存在外，更多的是以与多糖、酚类化合物

等结合的形式存在哪】。植物蛋白质、多肽和氨基酸与多糖、酚类化合物等形成的复合物

生物亲和力大、活性强。从蓝绿藻提取得到的藻胆蛋白和藻青蛋白，从大蒜提取的s．烯

丙基半胱氨酸、s一烯丙基巯基半胱氨酸【59l和从竹叶提取的6．羟基赖氨酸等均具有抗氧化

活性。鞣质．蛋白质复合物也可清除自由基㈣。

1．2．2．4木脂素的抗氧化性

木脂素具有显著的抗脂质过氧化和清除氧自由基的作用，酚羟基的存在可能使抗氧

化活性增加。五味子酸、五味予丙素和五味子乙素等7种木脂素对大鼠肝微粒体诱发氧

化有明显抑制作用。对乙醇引起的小鼠肝脏LPO升高也有抑制作用。对过氧化氢诱发

的大鼠红细胞溶血有保护作用，使小鼠肝脏胞浆中SOD和CAT活性显著升高。

1．2．2．5其他

蕊木宁能抑制四氯化碳引起的肝微粒体脂质过氧化产物MDA的生成，阻断四氯化

碳对膜结构的损伤。千金藤素等多种双苄基异喹啉类生物碱有抑制膜脂质过氧化的作

用，这类药物可抑制豚鼠多形核白细胞产生超氧自由基。

VE、Vb及其衍生物既是营养素，又可作为抗氧化剂。VE是脂溶性小分子抗氧化剂

的代表，可通过清除羟基自由基而中断链式反应，同时与一些植物抗氧化剂具有协同作

用[61J。类胡萝卜素的抗氧化活性会因氧压力的不同而改变，低压时是高效抗氧化剂，而

在高压时成为氧化强化剂1621。肛胡萝卜素或番茄红素可与过氧化氢自由基反应生成碳自

由基。Vc和尿酸是人体血浆中主要的水溶性低分子抗氧化剂，Vc在血液中是一种强抗

9
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氧化剂，并与其他抗氧化剂具有协同作用，尿酸是嘌呤的代谢产物，在水相中对ROS

具有很强的抗氧化活性。

1．3天然植物的抗菌作用

抗菌防腐是食品加工、贮藏的关键环节之一，在不断推出新的合成防腐剂的同时，

人们始终没有放弃对天然防腐剂的寻找开发。在对食品安全日益关注的今天，从天然植

物中提取具有抗菌防腐活性的物质更是突显现实意义。

1．3．1食品有害菌

1．3．1．1大肠杆菌

大肠细菌(E coli)为埃希氏菌属(Escherichia)的代表菌。无芽胞，有动力，有

普通菌毛与性菌毛，有些菌株有多糖类包膜，革兰氏阴性杆菌。

大肠杆菌一般多不致病，为人和动物肠道中的常居菌，在一定条件下可引起肠道外

感染，在适合条件下可使牛乳及乳制品腐败产生一种不洁净或粪便气味。某些血清型菌

株的致病性强，引起腹泻，统称致病性大肠杆菌。大肠菌群是食品被粪便污染的指标，

反映食品的一般卫生质量，也反映对人体健康危害性的大小。

1．3．1．2金黄色葡萄球菌

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus)，无芽胞、鞭毛，大多数无荚膜，革兰氏阳性菌。

对营养要求不高，在普通培养基上生长良好，需氧或兼性厌氧，最适生长温度37℃，最

适pH7．4。

金黄色葡萄球菌可污染食品产生毒素，使人食物中毒。它广泛分布于空气、土壤、

水及食具，人和动物具有较高的带菌率。健康人的咽喉、鼻腔、皮肤、头发等常带有产

肠毒素的菌株，故易于经手或空气污染食品。金黄色葡萄球菌中毒多见于春夏季，中毒

食品种类多，如奶、肉、蛋、鱼及其制品。金黄色葡萄球菌是人类化脓感染中最常见的

病原菌，可引起局部化脓感染，也可引起肺炎、伪膜性肠炎、心包炎等，甚至导致败血

症、脓毒症等全身感染。

1．3．1．3志贺杆菌

志贺氏茵属(Shigella)因1898年被Shiga首先发现而得名。它是革兰氏阴性杆菌，

无鞭毛、动力，怕酸、怕热、耐冷(可在冰块中存活96天)，易形成抗药性。

IO
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志贺杆菌能引起细菌性痢疾，通称痢疾杆菌。幼儿可因其毒素引起中毒性菌痢，病

死率非常高。志贺杆菌随饮食进入体内，潜伏期l～3天。其主要来源为沙拉、牛奶和

奶制品及不干净的水。

1．3．1．4葡枝根霉

根霉隶属接合菌亚门，毛霉目，根霉属。菌丝无色透明，无隔膜，不长气生菌丝，

只产生假根，产生泡囊。是中温喜湿性杂菌，适宜生长温度是30"C，相对湿度大于90％。

葡枝根霉(Rhizopus stolonifer)引起采后软腐极为普遍，香蕉、番木瓜、苹果、梨、

葡萄、草莓、油桃、杏、李、番茄和辣椒等果蔬均可被葡枝根霉侵染，引起软腐。葡枝

根霉是典型的高温性病害，只有在高于IO'C的温度下才能生长，在20～25"C下生长快

速。主要以孢囊孢子通过空气、培养料等进行传播。

1．3．1．5黑曲霉

曲霉(aspergillus spp．)隶属半知菌亚门。黑曲霉(Aspergillus niger gT_}egh)茵落初

为白色，之后变黑。分生孢子头褐黑色放射状，顶囊球形，双层小梗，分生孢子为褐色

球形。最适生长温度37℃，pH值近中性，最低相对湿度为88％。

黑曲霉是能使含水量高的粮食霉变发热，同时具有很强的分解粮粒有机物的能力，

产生多种有机酸，受害后会造成大批粮食霉变。

1．3．2食品防腐剂

食品防腐剂(food preservatives)是能防止由微生物引起的腐败变质、延长食品保

藏期的食品添加剂，由于兼有防止微生物繁殖引起的食物中毒的作用，又称抗微生物剂

(antimicrobials)1631．食盐、糖、醋以及香辛料等虽然也有防腐作用，但通常不归入食

品添加剂而算作调味料。

目前，世界各国所用的食品防腐剂约有30多种。按作用分为杀菌剂和抑菌剂，两

者常因浓度、作用时间和微生物性质等因素而不易区分，但常用的杀菌剂很少直接加入

食品。

食品防腐剂按照性质可分为有机化学防腐剂和无机化学防腐剂两类。有机化学防腐

剂主要包括苯甲酸及其盐类、山梨酸及其盐类、对羟基苯甲酸的酯类等，苯甲酸及其盐

类、山梨酸及其盐类等均是通过未解离的分子起抗菌作用，它们均需转变成相应的酸后

才有效，故称为酸型防腐剂；无机化学防腐剂主要包括二氧化硫、亚硫酸盐、及亚硝酸
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盐等。除以上两类食品防腐剂外，还有乳酸链球菌素，它是一种由乳链球菌产生的含34

个氨基酸的肽类抗菌素。

在防腐剂的应用历史中，人们不断发现某些防腐剂对人体的危害作用。硼砂、甲醛、

水扬酸，焦碳酸二乙酯等虽已经被禁用，但消费者对合成防腐剂的反感仍是与日俱增。

现在使用的合成食品防腐剂虽然在限量范围内是绝对安全的，但适用范围越来越窄，如

苯甲酸(钠)可与甘氨酸形成马尿酸而排出体外，但仍然有一定的毒性，且有叠加中毒

的报道。很多防腐剂在使用上仍具有争议。

1．3．3植物来源的食品防腐剂

从植物中提取的具有保持食品新鲜度的添加剂，从功能上来说，可粗略地分为食品

防腐剂和食品保鲜剂两类，这两者之间其实并无严格的区别。有些防腐效果较强，可视

同为“食品防腐剂”，如日本厚朴提取物、辣根提取物、芥菜籽提取物、连翘提取物、

安息香提取物、毛嵩提取物、果胶分解物和罗汉柏浸提物等；有些防腐效果较弱，能使

食品的新鲜度得以延长，可作为“食品保鲜剂”，如桂皮提取物、桑树皮提取物、无花

果叶提取物、蓼抽取液、补骨脂提取物、葡萄柚籽提取物、牛至叶提取物、姜提取物和

竹提取物等。

植物提取物成分组成复杂，通常抑菌性成分主要为生物碱、黄酮类、鞣质(内含焦

性没食子酸和焦性儿茶酚)、没食子酸的衍生物和有机酸等。植物的抑菌作用受温度、

pH、溶剂等各种提取条件的影响【删。从来源上来说，一类是从传统的香辛料植物提取

出来的，另一类来自于其他非香辛料植物瞄J。

近年来，从植物中提取出的一些具有抑制微生物生长繁殖作用的食品保鲜剂已成功

地应用于食品生产中。随着对天然添加剂需求的日益增加，对天然防腐剂的研究与开发

将具有更广阔的前景。

1．4本论文的研究内容

1．4．1研究背景

红薯茎叶在生长期内，几乎不受病虫害的侵袭；民间将红薯茎叶煮水用来治疗习惯

性便秘和干眼病；鲜嫩红薯叶与鸡内金加水煮服可治小儿疳积⋯⋯从有限的关于红薯茎

叶化学组成的报道中可以推断，红薯茎叶抵抗病害，具有某些治疗功能一定与其中的一

12
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个或多个成分有关，但目前相关的基础研究还比较少见。

张侠[851等将红薯茎叶经系统溶剂浸提后，对所得到的浸提物进行抗脂质过氧化研

究，结果表明红薯茎叶中存在抗氧化活性物质。

有关红薯茎叶抗菌性及其功能因子的报道较少。谢丽玲f66】等研究了红薯茎叶水提取

物对五种致病菌的抑制作用，发现有些品种的红薯茎叶提取物对大肠杆菌、枯草杆菌、

金黄色葡萄球菌、白色葡萄球菌、普通变形杆菌具有抑制作用。

我国年产红薯茎叶约1亿吨以上，目前基本上作为废弃物被抛弃，对红薯茎叶的研

究，可以从其功能性入手，确定各种生理功能的物质基础，进而研究其生长发育的环境

条件、生育期进程和有效成分积累的关系，最终实现对红薯资源更有效的利用，实现更

高的经济价值。

1．4．2研究内容

按照植物化学研究方法，进行红薯茎叶中次生代谢物的定性实验，确定红薯茎叶中

次生代谢物的种类。

采用系统溶剂法获得红薯茎叶的石油醚、氯仿、乙酸乙酯、丙酮、乙醇和水提取物；

采用大孔吸附树脂分离红薯茎叶70％乙醇浓缩液，获得O％、10％、20％、30％、40％、

50％、60N、70％、80％和100％洗脱液，并分别使用上述两类提取物进行抗氧化作用

和抑菌作用实验。

通过体外抗氧化实验研究红薯茎叶提取物的抗氧化性，评价其在不同的抗氧化体系

中的作用效果，同时研究提取方法对抗氧化活性的影响。

选取大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、志贺柯菌、葡枝根霉和黑曲霉为对象菌，研究红

薯茎叶提取物的抑菌活性，一方面寻找红薯茎叶的抑菌谱，同时研究提取方法对抑菌效

果的影响。
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第二章红薯茎叶次生代谢物的定性检识

2．1红薯茎叶提取物的制备

2．1．1原料

大地1号红薯茎叶(SPSL)，大连鸿洲种植业有限公司提供。

2．1．2系统溶剂提取物的制备

原料一粉碎一浸提一过滤一浓缩一备用

(1)取60克红薯茎叶干粉(含水分13％)粉碎至40目；

(2)用600raL石油醚在60"(2下回流浸提3h，过滤并浓缩滤液得到l。浸膏0．41289，

滤渣挥干溶剂【5】；

(3)上述滤渣依次再用氯仿、乙酸乙酯、丙酮、乙醇和水进行同(2)操作，并依

次得到Ⅱ#浸膏0．50039、Ⅲ。浸膏0．36889、IV。浸膏0．61199、V。浸膏1．05849、VI。浸膏

15．68949，分别配制成浓度为4xlO-3 g／mL和4×lO'29／mL，将相同浓度的对照样苯甲酸

钠和丙酸钙溶液编号为VII。和VIII。。

2．1．3大孔树脂分离物的制备

2．1．3．1红薯茎叶提取物的制备

14
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图2_1红薯茎叶70jI乙醇提取浓缩液制备流程图

Figure 2-1 Preparation ofconcentration ofSPSLextracted by 70％ethanol

续前页



第二章红薯茎叶次生代谢物的定性检识

2．1．3．2大孔树脂分离

首先进行树脂预处理，用去离子水洗去杂质，再用95％乙醇浸泡洗脱，进行树脂的

再生，洗至酒精与水等量混合无白色混浊后，再水洗至无酒精味，备用【6刀。

量取400mL样液，反复上样三次，然后依次用水、10％、20％、30％、40％、50％、

60％、70％、80％和100％乙醇洗脱，浓缩后分别得到1～104浸提物，配制成4x10-29／mL

的样液，备用。配制同等浓度的苯甲酸钠和丙酸钙溶液作为阳性对照，编为11。和12。。

2．2材料与方法

2．2．1仪器

HH-6数显恒温水浴锅

RE-52A旋转蒸发器

SHZ-D(HI)循环水式真空泵

ALl04电子分析天平

电热恒温干燥箱

冰箱

XW二80A漩涡混合器

系列层析柱m2．5cmx60cm

粉碎机

荧光灯

2．2．2试剂

铁氰化钾

碘化钾

氢氧化钾

亚硝基铁氰化钠

亚硝酸钠

碳酸钠

天津市化学试剂一厂

北京化工厂

北京化工厂

天津市化学试剂一厂

北京化工厂

北京化工厂

江苏金坛市荣华仪器制造有限公司

上海亚荣生化仪器厂

巩义市英峪予华仪器厂

梅特勒．托利多仪器(上海)有限公司

上海跃进医疗器械厂

海尔集团电冰箱厂

上海精科实业有限公司

上海沪西分析仪器厂

东港时代农机厂

硼酸

对氨基苯磺酸

对甲苯磺酸

苦味酸

氨水

石油醚
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沈阳试剂一厂

北京化学试剂三厂

沈阳市试剂三厂

沈阳试剂五厂

上海试剂三厂

天津化学试剂研究所
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氢氡化钠

酒石酸钾钠

醋酸镁

氯化铝

氯化铁

硫酸铜

氯化汞

硝酸银

三氯化锑

盐酸

浓硫酸

冰醋酸

三氯醋酸

醋酐

北京化工厂

天津市化学试剂一厂

北京化学试剂三厂

北京化学试剂三厂

天津市化学试剂一厂

沈阳试剂五厂

广东金砂化工厂

北京化工厂

天津市天和化学试剂厂

天津市化学试剂一厂

天津化学试剂批发公司

沈阳试剂一厂

北京化工厂

沈阳市新西试剂厂

氯仿

乙酸乙酯

乙醇

甲酵

丙酮

茚三酮

溴酚蓝

香草醛

旷萘酚

氯胺T

矧哚醌

盐酸羟胺

毗啶

荧光素

以上试剂均为分析纯。

锌粉 天津化学试剂批发公司

AB．8大孔吸附树脂 天津南开大学化工厂

2．2．3检测方法

天律化学试剂批发公司

天津天和化学试剂厂

大连市华中试剂厂

沈阳试剂五厂

天津天和化学试剂厂

沈阳市试剂三厂

上海试剂三厂

天津天河化学试剂厂

上海试剂三厂

北京化学试剂公司

天津市化学试卉巧三厂

长春市化学试剂厂

北京化学试剂公司

北京新光化学试剂厂

植物次生代谢物种类繁多，有代表性的包括酚类、有机酸、生物碱、甾体和皂甙等

十几类。通过查阅相关资料嘲，选择十一类物质进行检测，具体方法见表2-1。

分别取红薯茎叶粉末用十倍量乙醇于60"C加熟回流1h，得到滤液，用石油醚除色

素，备用。
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表2-1红薯茎叶次生代谢物检测方法

Table2-1TestingmemodsofsecondarychemicalsinSPSL

项 目 方 法

酚类化合物和鞣质 香草醛．盐酸法；三氯化铁，铁氰化钾法；对氨基苯磺酸重氮盐法

有机酸

生物碱

氨基酸，肽和蛋白质

糖，多糖和甙

黄酮

皂甙

甾体

香豆素与萜类内酯化合物

强心甙

蒽醌类

pH试纸法；溴酚蓝溶液法

碘化汞钾试剂法

茚三酮试剂法；吲哚醌溶液法；双缩脲反应法

费林溶液法；a-萘酚试剂法；氨性硝酸银试剂法

1％---氯化铝乙醇溶液法；浓氨水溶液法

醋酐-浓硫酸反应法；氯胺’I：三氯醋酸反应法

三氯化锑(Canr-Price试剂)试剂法； 醋酐硫酸反应法

内酯化合物的开环与闭环反应；羟胺反应；里色反应

苦味酸试剂法；亚硝基铁氰化钠-氢氧化钠(Legal)法

1％硼酸水溶液法；10％氢氧化钾水溶液法；O．5％醋酸镁甲醇溶液法

2．3结果

2．3．1红薯茎叶大孔树脂洗脱物的提取率

红薯茎叶总量为10．940kg(于基)，采用大孔树脂将红薯茎叶提取物进行分离，得

到的十个洗脱物的提取率干膏质量与红薯茎叶干基总质量的比值计算，结果见表2．2。

表2—2红薯茎叶大孔树脂洗脱物的提取率

Table2-2Ex拓acIio咀ratesofSPSLextracts eluted by systematic solvents
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2．3．2红薯茎叶次生代谢物检测结果

实验结果显示，大地l号红薯茎叶中含有酚类、鞣质、有机酸、生物碱和黄酮等物

质，由于皂甙检测和强心苷检测结果均为阴性，可以判断，其中不含有这两类物质，具

体结果见表2-3。

表2．3红薯茎叶次生代谢物检测结果

堡堡丝墨竺坐堕塑型坚坐壁苎竺!塑!!堂坐!!!!些
项 目 实 验 现 象 实验结果
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注z有“·”标记者，见附录2照片．



第三章红薯茎叶提取物的抗氧化性

3．1材料与方法

第三章红薯茎叶提取物的抗氧化性

实验材料的制各见2．1。将系统溶剂提取物浸膏和大孔树脂梯度洗脱物分别配制成

lxl0。3砂nL、5x10"49／mE溶液，备用。

3．1．1．1仪器

HH-6数显恒温水浴锅

XW-80A漩涡混合器

ALl04电子天平

722型光栅分光光度计

ZD-2A自动电位滴定仪

U)4．2A低速离心机

电热恒温培养箱

3．1．1．2试剂

乙醇 大连市华中试剂厂

硫脲 江苏胡隶试剂厂

芦丁 上海试剂二厂

维生素C 东北制药总厂一分厂

维生素E 大连奥森制药厂

SOD 天律生命科学研究所

DPPH Sigma Chemical Co．

过氧化氢 沈阳市试剂三厂

三氯乙酸 沈阳试剂一厂

邻二氮菲 沈阳市试剂三厂

江苏金坛市荣华仪器制造有限公司

上海精科实业有限公司

梅特勒．托利多仪器(上海)有限公司

山东高密彩虹分析仪器有限公司

上海鹏顺科学仪器有限公司

北京医用离心机厂

上海跃进医疗机械厂

21

硫氰酸铵

氯化亚铁

盐酸

氯化铁

硫酸亚铁

邻苯三酚

磷酸氢二钾

磷酸二氢钾

铁氰化钾

亚油酸

沈阳市试剂三厂

上海试剂三厂

北京化工厂

天津市化学试剂一厂

沈阳市试剂三厂

沈阳市试剂一厂

北京化工厂

北京化工厂

天津市化学试剂一厂

上海精缨化工材料研究所
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以上试剂均为分析纯。

3．1．2测定方法

3．1．2．1 DPPH体系

待测样液浓度为1×1 o．3dmL，以前浓度的Vc做对照。

在10mL比色管中加入8x10‘4mol／LDPPH溶液2mL、样液lmL，摇匀，室温避光

静置30ram。在5t7nm处测量吸光度Al。用lmL 95％乙醇代替样液，测定空白吸光度

～。用2mL无水乙醇代替DPPH，测定吸光度值作为A。。每一吸光度均平行测定3次，

取平均值。

清除率按公式3．1计算【嘲。

sl(％)-【1一(A。一五)屑01 x100％ (式3-1)

式中：sI——样滚在DPPH体系中的自由基清除率．％：

Ar—加入样液后DPPH溶液的吸光值：

Ar—册PH溶液的溶剂和样液混合后的吸光值；

A口一未加样液的DPPH溶液的吸光值。
3．1．2．2还原体系

待测样液浓度为5xlff4酌mL，以同浓度的硫脲做对照。

取0．5mL样液(空白用等量蒸馏水代替)，加入10mL比色皿中，加入O，2mol／L

(pH6．6)的磷酸缓冲溶液(PBS)2．5mL，1％铁氰化钾(K3Fe(CN)D溶液2．5mL，混

匀，50℃下保温20ram，再加入lO％三氯乙酸(TcA)溶液2．5mL，振荡混匀后4℃、

4000r／mm离心10mJn。取上清液2．5mL，加入2．5mL蒸馏水和O．1％FeCl3溶液O．5mL，

静置10ram后体系溶液由黄色交为蓝色，空自调零后，在700rim下测定吸光度Ap31．

3．1．2．3 Fenton体系

待测样液浓度为l x 10‘39mL，以同浓度的芦丁无水乙醇溶液做对照。

取O．75moFL邻二氮菲溶液lmL于10mL比色皿中，加入pH7．4的0．2mol／L磷酸缓

冲液2mL，与lmL蒸馏水充分混匀后，加入7．5x10"3mol／L硫酸亚铁溶液ImL，混匀，

再加入O．1％H202溶液lmL，37℃下保温60rain．于536nm处测定吸光度Al。用lmL

蒸馏水代替lmL H202，测定吸光度A2。用样液lmL代替lmL蒸馏水，测定吸光度A3．
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按公式3-2计算清除率【7叭。

s2(O／o)．【(A，--Aj)，(Az--Ai)1x101P／o (式3-2)

式中：Sr—羊液在Fenton体系中的自由基清除率，％；

A1一未加样液时的吸光度；
Ar一未加反应剂时的吸光度；

Aj一加入样液后的吸光度。
3．1．2．4亚油酸脂质过氧化体系

待测样液浓度为1×10-39，mL，以同浓度的VE无水乙醇溶液做对照。

在10mL比色管中加入2mL样液，再分别加入0．02moFL亚油酸溶液2mL、50mmol／L

磷酸盐缓冲液(pH 7．O)4mL和蒸馏水2mL；空白管用2mL75％乙醇代替样液。所有比

色管均用黑色塑料袋罩住后，放入40"0电热恒温培养箱中加快氧化速度。

在培养的第3天和第7天内，每间隔12h用硫氰酸铁(FTc)法测量一组样液的抗

氧化性。取O．1mL培养液，分别加入75％乙醇溶液4．7mL和30％硫氰酸铵溶液0．1mL。

再加入O．02mol／L氯化亚铁溶液(含3．5％HCl)O．1mL，反应3min，于500nm处测定形

成的红色化合物的吸光度，空白调零。

按公式3．3计算样液对亚油酸过氧化的抑制率【75’76j。

S，(％)=【1一(AJAD)]x100％ (式3-3)

式中：sr—群液在亚油酸脂质过氧化体系中的过氧化抑制率，％；

Ar一加入样液反应后的吸光度平均值：
Ar一空白组的吸光度平均值。

3．1．2，5邻苯三酚自氧化体系

待测样液浓度lxl0。g／mL，以同浓度的SOD无水乙醇溶液做对照。

取D．05mol／L(pH8．2)Tris-HCl缓冲液4．5mL，加入O．1mL样液，25"C水浴保温20min

后，加入25"C的5mmol／L邻苯三酚溶液0．3mL(含10mmoFLHCl)，迅速混匀，倒入比

色皿中，每隔30秒，于320rim处测定吸光度。空白组以等量75％7,醇代替样液，调零．

样液与邻苯三酚混合液在320nm处吸光度随时间变化曲线的斜率即为邻苯三酚的自氧

化速率V(幽dmin)．

按式3-4计算清除率[781。
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S‘(％)=(V!日一V#-)／Vs自x100％
．

式中z s，—．样液在邻苯三酚自氧化体系中的过氧化清除率，％；

v!r—．空白组吸光度平均值；

A#麓_—_加入样液反应后吸光度的平均值。

3．2结果

3．2．1系统溶剂提取物的抗氧化性

实验结果见表3．1。

表3-l红薯茎叶系统溶剂提取物的抗氧化作用

Table 3-1 Antioxidam activities ofSPSL extracts ofsystematic solvents

(式3-4)

不同溶剂提取物清除DPPH自由基的能力，以丙酮提取物为最强，其次为乙醇提取

物、水提取物和乙酸乙酯提取物，它们均高于相同浓度的Vc对DPPH自由基的清除能

力．石油醚提取物和氯仿提取物的清除率很低，仅为24．2％和37．9％．总体来说，红薯

茎叶提取物具有较好的清除DPPH自由基的能力。
。 ’ 。 ’

硫脲是一种有强还原力的抗氧化剂，相同浓度(5xlO'49／mL)的硫脲的还原力远大

于各相红薯茎叶提取物。丙酮相提取物的还原力在6种样液中最强，但仅为对照还原力

的38．6％。
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芦丁是抗氧化性很强的一种天然黄酮类抗氧化剂，实验中表现出很强的清除羟基自

由基的能力。相同浓度(1x10"3咖L)的丙酮相提取物的清除能力与之十分接近，是它
的清除能力的96．2％。乙醇相提取物的清除羟基自由基能力也较高，是芦丁的89．O％。

石油醚相提取物清除率为．8．2％，提示石油醚提取物中可能存在促氧化物质。

各相红薯茎叶提取物的抑制脂质过氧化作用均逊于对照vE。氯仿、乙酸乙酯、石

油醚相提取物的抑制率是几种提取物中较高的，但仅是vE抑制率的55％彳O％。在其他

抗氧化体系中抗氧化活性较好的丙酮和乙醇相对亚油酸过氧化的抑制能力却较弱。

3．2．2大孔枷f脂乙醇梯度洗脱物的抗氧化性

实验结果见表3-2。

表3-2红薯茎叶大孔树脂乙醇梯度洗脱物的抗氧化作用

里坐丝垒些!型!型!!塑!竺垡型竺些墅堂竺!丛!!堕堕兰!璺生坚塑堕 ，．

抗氧化体系

待测物DPPH体系 还原体系 Fenton体系 脂质过氧化体系邻苯三酚自氧化体系

清除率(％)吸光度(700nto)清除率(％) 抑制率(％) 清除率(％)

50％乙醇洗脱液的清除率最高，是vc的1．33倍。相同浓度(1xlO'39／mL)的0到

100％的乙醇洗脱物对DPPH自由基的清除率均大于对照Vc’说明大孔吸附树脂不同浓
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度乙醇洗脱液对DPPH自由基均具有很好的清除能力。

在相同浓度下(5×1049／mL)，30％乙醇洗脱液的还原力最强，与对照硫脲的还原力

相当。40％和20％乙醇洗脱液的还原力也较好，说明红薯茎叶乙醇提取物经大孔树脂乙

醇梯度洗脱后，还原力强的成分可能会集中在20％～40％的乙醇洗脱液中。

对照芦丁清除羟基自由基的能力优于所有样液，红薯茎叶乙醇提取液经大孔吸附树

脂梯度乙醇洗脱后，30％乙醇洗脱液对羟自由基的抑制效果最好，但仅为芦丁的58．3％。

水相洗脱物对抑制亚油酸过氧化的活性最强，但仅是对照vE的59．6％。50％乙醇洗

脱液的抑制率仅为2．O％，几乎没有抗氧化性。20％乙醇洗脱液其抑制率为-2．3％，说明

其中可能存在促进亚油酸过氧化的物质。 ．

30％乙醇洗脱液清除超氧阴离子的能力最强，而100％乙醇洗脱液，几乎没有清除

作用。各洗脱液的清除率均小于对照SOD．SOD是内源性酶类抗氧化剂，对超氧阴离

子有专门的清除作用，而红薯茎叶乙醇提取液经大孔吸附树脂洗脱后，30％乙醇洗脱物

对超氧阴离子的清除率仅比SOD对超氧阴离子的清除率低8．7％，说明它具有良好的清

除超氧阴离子自由基的能力，大孔树脂分离后，可能将清除超氧阴离子的有效成分集中

在20％～50％乙醇的洗脱液中．

3．3讨论

本文采用还原体系、羟自由基、超氧阴离子自由基、DPPH自由基和脂质过氧化体

系研究红薯茎叶的抗氧化能力。实验结果表明，同种红薯茎叶提取液在不同体系中的抗

氧化效果不完全相同，不同的红薯茎叶提取液在同一体系中的抗氧化效果也存在差异。

3．3．1不同系统溶剂提取物的抗氧化能力

石油醚、氯仿、乙酸乙酯、丙酮，乙醇和水因其极性由高到低的差异，而成为系统

溶剂，将它们用于红薯茎叶提取中，根据相似相溶原理，得到的提取物的极性也是由低

到高，这也成为它们对同一自由基体系的抗氧化能力存在差异的原因．

丙酮和乙醇相提取物具有良好的还原性和极佳的清除自由基的能力，但抑制脂质过

氧化能力较弱。水相提取物的抗氧化活性略低于丙酮与乙醇相。这说明红薯茎叶中清除

自由基的主要活性成分溶于丙酮和乙醇中，是极性稍强的物质，可能是黄酮类、鞣质等

物质．此外水相中含有氨基酸、多糖类、具有酚羟基的醌类衍生物和多羟基的黄酮类物

质，这些都是良好的植物抗氧化成分。而水相在亚油酸过氧化体系中其抑制脂质过氧化
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的能力要优于丙酮和乙醇相，可能是因为水相中含有多糖类物质，多糖类物质具有良好

的抑制脂质过氧化能力。

据文献报道，有机酸及其衍生物。如咖啡酸、阿魏酸等具有较强的对二苯代苦味酰

基(DPPH)自由基的清除活性和脂质过氧化抑制活性[791。乙酸乙酯相提取物在DPPH

体系中表现出良好的清除自由基的能力，抑制亚油酸过氧化的能力也十分突出，有效成

分可能是极性较弱的脂溶性物质，如类胡萝}素、VE、游离的黄酮苷元、有机酸等物质。

而乙酸乙酯相提取物的还原性和清除羟基自由基的能力却远低于丙酮、乙醇和水相提取

物，羟基自由基是目前所知化学性质最活泼的ROS，它比高锰酸钾和重铬酸钾的氧化性

还强。由此可以推测，抑制亚油酸过氧化和清除羟基自由基可能存在不同的机制。

石油醚和氯仿相提取物的清除自由基能力和还原能力均较弱，在清除羟基自由基方

面，石油醚相提取物还表现出了促氧化的作用。由此可以推测，红薯茎叶中的抗氧化有

效成分大多为强极性物质，易溶于极性强的溶剂中，难溶于弱极性溶剂。但是也应看到，

在清除自由基和还原力的实验中(除石油醚相清除羟基自由基外)，这两相提取物也表

现出一定的抗氧化特性，这可能是因为其中含有生物碱和母核上有羟基和羧基的甾体类

化合物，它们都能在一定条件下向体系提供氢原子，起到一定的清除自由基的作用。需

要指出的是，石油醚和氯仿相提取物对于亚油酸过氧化有良好的抑制作用，其抑制率与

乙酸乙酯相提取物相当，远远高于丙酮、乙醇和水相，这说明红薯茎叶中抗脂质过氧化

的有效成分可能包括脂溶性等极性较弱的物质。

3．3．2大孔树脂分离对红著茎叶提取物抗氧化性的影响

植物抗氧化成分由于结构、分子量、旋光性、所带官能团等诸多因素的影响，物理

性质有很大不同。大孔吸附树脂就是利用各种化学成分在物理性质上的差异进行物质分

离的。本实验使用AB．8型弱极性大孔树脂对红薯茎叶70％乙醇提取液进行分离。研究表

明AB．8树脂对多酚类的分离、富集能力较好I姗。

各浓度的乙醇洗脱液对DPPH自由基的清除能力均较好，说明经大孔树脂分离存留

在各个不同浓度洗脱液的化学成分均对DPPH自由基有较强的清除能力，同时也可推断

具有清除DPPH自由基作用的物质种类较多，既包括极性较强的物质，也包括极性较弱

的物质。

据报道，大孔吸附树脂分离淡豆豉总异黄酮的最佳洗脱液为40％乙醇，沙棘籽总黄

酮为30* 醇洗脱卧821．红薯茎叶经70％ 醇提取、大孔吸附树脂分离、30％和40％
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乙醇洗脱得到的洗脱液除在亚油酸过氧化体系中的抗氧化活性较低外，在其余四个体系

中均表现出较强的抗氧化活性。该洗脱液中可能含有黄酮类、自藜芦醇或其相似化合物、

有机酸类，如绿原酸和一些色素等化合物，这些物质均为强极性化合物，并且具有较强

的抗氧化活性。而该洗脱液在亚油酸体系中不能有效抑制亚油酸的过氧化，可能是因为

脂质过氧化的有效成分应具有脂溶性或为弱极性物质。

3．3．3红薯茎叶提取物还原性与清除自由基能力之间的关系
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在本实验中红薯茎时的各种提取物在清除羟基自由基、超氧阴离子自由基以及还原

能力方面表现出差异性，为寻找清除自由基能力的关系，作图3-1和3—2。由图可知，

红薯茎叶系统溶剂提取物和大孔吸附树脂乙醇梯度洗脱液的还原力和自由基清除效果

的变化趋势相同。由此可以推断红薯茎时提取物的还原力与清除自由基的能力具有正相

关性。

有研究表明，物质的还原能力与抗氧化能力有一定相关性，即二者呈不同程度的正

相关吲。TanaI(a【“噜指出，天然抗氧化剂的抗氧化性与还原性密切相关，随着还原性的

提高，物质抗氧化性也随之提高，如抗坏血酸这种还原性较强的物质。不但可以直接作

用于过氧化物，而且可作为前体物质抑制过氧化物的形成，这些论点均与本实验的结果

相吻合．但这种规律并非在任何情况下都适用，也有研究发现，还原能力与抗氧化性之

间并无相关性，面与该物质的化学成分有关嘲。

3．3．4红薯茎叶提取物清除自由基能力与抗脂质过氧化作用的关联性

需要指出的是，无论是系统溶剂法还是大孔树脂吸附法得到的红薯茎叶提取物，在

五个抗氧化体系中均出现4：1的情况，即抑制脂质过氧化与清除羟自由基、DPPH自由

基、超氧阴离子自由基及还原力方面所表现出的抗氧化活性具有相反的结果。

羟自由基、DPPH自由基、超氧阴离子自由基体系和还原力体系均属于水溶性体系，

而脂质过氧化体系为脂溶任体系，这种差异可能是造成各种提取物抗氧化活性变化规律

截然相反的原因。

用极性性较大的溶剂获得的提取物中更多的是极性较大的各类物质，它们较差的脂

溶性使其在亚油酸体系中不能充分地保护水油界面的脂质。而无法实现对脂质氧化过程

的有效抑制。但对于水溶性体系来说，它们在体系中良好的贫散性使其中的抗氧化成分

得以更好地发挥作用。

对某种抗氧化物质来说，评价其抗氧化能力需要考虑所采用的评价体系的理化特

性，包括极性、pH值、相组成等多种因素。每种抗氧化物质都应有它特定的发挥最佳

抗氧化能力的适宜体系，万能的抗氧化剂是不存在的。
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4．1材料与方法

第四章红薯茎叶提取物的抑菌性

实验材料见2．1。将各浸膏配分别配制成4x10—29／mE和4x10—39／mL溶液，备用。

4．1．1，1仪器

XW-80A漩涡混合器 上海精科实业有限公司

ALl04电子分析天平 梅特勒．托利多仪器(上海)有限公司

ZD-2A自动电位滴定仪 上海鹏顺科学仪器有限公司

电热恒温培养箱 上海跃进医疗机械厂

电热恒温干燥箱 上海跃进医疗器械厂

冰箱 海尔集团电冰箱厂

生物洁净工作台 哈尔滨东联电子技术开发有限公司

4．1．1．2试剂

硝酸钠

磷酸氢二钾

氯化钾

七水硫酸镁

七水硫酸亚铁

吐温40

蔗糖

氯化钠

琼脂

牛肉膏

蛋白胨

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

分析纯

北京化工厂

北京化工厂

北京化工厂

天津市天和化学试剂厂

北京化工厂

福建石狮副食品加工厂

北京化工厂

北京化工厂

福建石狮副食品加工厂

成都市华西生化制品厂

北京奥博星生物技术责任有限公司
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4．1．1．3供试菌株

大肠杆菌(Escherichia cold

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)

志贺杆菌(册t弘bacillus)

葡枝根霉(Rhizopus stolonifer)

黑曲霉(Aspergillus niger)

4．1．2实验方法

大连轻工业学院菌种保藏所提供

大连轻工业学院菌种保藏所提供

大连轻工业学院菌种保藏所提供

大连轻工业学院菌种保藏所提供

大连轻工业学院菌种保藏所提供

4．1．2．1菌株的活化

将所有供测试的菌种接入斜面培养基阿。71，细菌置于37"C恒温培养箱内培养24h，

霉菌、酵母菌于30℃培养48h后，置O～4℃冷藏。

4．1．2．2平板的制备

细菌培养采用牛肉膏蛋白胨培养基，霉菌培养采用察氏培养基‘8引。

将配制好的培养基移入250raL三角瓶，121℃高压蒸汽灭菌30min，冷却至50"C～

60"C，用无菌移液管取15mL加入培养皿中，冷却为固体培养基，备用。

4．1．2．3菌悬液的制备

用接种环挑取30环菌体或孢子放入装有50mL液体培养基的小锥形瓶里，充分振

摇10min，制成菌体悬液或孢子悬液备用[891。

4．1．2．4抑菌实验

用无菌移液管取O．1mL菌悬液加入平皿中，用玻璃推棒将菌液涂布均匀，制成带

菌平板【踟。

依次在各杯中加入阳性对照苯甲酸钠(4x10。2e／mL)、丙酸钙溶液(4xlO'29／mL)和

红薯茎叶提取物各0．2mL。做好标记后，霉菌30"C恒温培养48h嗍，细菌3TC恒温培养

18h后，观察菌落生长情况，测定抑菌圈直径。

各提取物配制为浓度4x10-29／mL和4x10-39／mL；配制同浓度的对照苯甲酸钠和丙

酸钙溶液，分别编为Ⅶ。和Ⅷ。(系统溶剂提取物实验)，11。和124(大孔树脂梯度洗脱

实验中)，备用。
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各组实验均平行实验3次。

4．2结果

4．2．1系统溶剂提取物的抑菌性

浓度为4xlO。29／mL的各提取物做平均数差异显著性测验[911。选择检测水平a为0．01

和0．05，作两尾检验。ko．oL爿l-4．6041，tCo．05,4)=2．7764。当O．Ol=a--O．05时，认为差异显著，

若受试物优于对照，标记“+”；若对照优于受试物，标记“一”；a=O．01时，认为差异非

常显著，若受试物优于对照，标记“++”；若对照优于受试物，标记“一一”；a=O．05时，

认为差异不显著，受试物与对照的抑菌作用相当．

4．2．1．1系统溶剂提取物对大肠杆菌的抑制作用

2．50

2．00

目

V
L 50

蟪l
蜘

疆1．00
牺

章0．50

O．OO

I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅶ

系统溶剂提取物

+样液浓度40mg／mL+样液浓度4mg／mL
图4--1不同浓度红薯茎叶系统溶剂提取物对大肠杆菌的抑制作用

Figure4-1InlnibifionOnEscherichia coliofSPSLextracts(systematic solvents)Ondifferentconcentrations

浓度为4xlO一29／mL的红薯茎叶提取物对大肠杆菌的抑制作用明显好于浓度为

4x10—39／mL的提取物。各溶剂提取物(4xlO一29／mL)总平均抑菌圈直径为1．49cm，高

于两种对照。旷和IV。(4xlO～g／mL)，与两种对照相比，差异极其显著。V4存在显著

差异。
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表4-，红薯茎叶系统溶剂提取物对大肠杆菌抑制作用的显著性分析

Table4-1 LevelsofsignificanceofinhibitiononEschedchia coliofSPSLextracts(systematicsolvents)

抑菌圈直径 对照VII 对照VHI
提取物 (一)iii显著性弋石—百 显著性

注lⅦ。对照抑菌圈直径为1．33cm，VII。对照抑菌圈直径为1．25cm．

4．2．1．2系统溶剂提取物对金黄色葡萄球菌的抑制作用

2．00

1．60

。1．20
强
{皿

匿0．80
枢

霉O．40

O．OO

I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅷ

系统溶剂提取物

+提取物浓度40mg／mL+提取物浓度4mg／mL
图4-2红薯茎叶系统溶剂提取物对金葡菌的抑制作用

Figure4-2InhibitiononStaphy／ococcusofSPSLextracts(systematic solvents)on differentconcentrations

各溶剂提取物(4X 10—29／mL)的平均抑菌圈直径为1．42cm。浓度为4×10-29／mL

的Ⅳ。和V。对金黄色葡萄球菌的抑制效果最好，与两种对照的差异极其显著，Ⅲ8则只

与对照VII具有显著性差异。
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表4-2红薯茎叶系统溶剂提取物对金黄色葡萄球菌抑制作用的显著性分析

Table4-2LevelsofsignificanceofinhibitiononStaphylococcusofSPSLextracts(systematic solvents)

抑菌圈直径 对照VII 对照VIII
提取物 ．———=—————_ 显著性—— 显著性

(锄) Sd值t值 sd值t值

注‘Ⅶ。对照抑菌圈直径为1．18cm，gl。对照抑菌圈直径为1．33cm．

4．2．1．3系统溶剂提取物对志贺杆菌的抑制作用

2．60

2．00

。1．50
搿
删
匿1．00
掘

幕0．50

O．00

I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅷ

系统溶剂提取物

+提取物浓度40mg／mL+提取物浓度4mg／mL
图4-3红薯茎叶系统溶剂提取物对志贺杆菌的抑制作用

Figure4-3lnllibitiononShigubac／．／lusofSPSLextracts(systematicsolvents)Ondifferentconcentrations

各溶剂提取物(4xlO一29／mL)总平均抑菌圈直径为1．44 cm，是对照Ⅶ’的1．55倍和

对照Ⅷ。的1．25倍。旷、Ⅳ。和Ⅵ。与两对照相比均具有差异非常显著的抑菌效果，且以

Ⅳ。最为突出，抑菌圈直径达到2．2cm。



第四章红薯茎叶提取物的抑菌性

表4-3红薯茎叶系统溶剂提取物对志贺杆菌抑制作用的显著性分析

提取物
抑菌圈直径 对照VII 对照VIH

c一，—石—i■显著性■石—百 显著性

注，Ⅶ。对照抑菌圈直径为0．93cm，Ⅶ‘对照抑菌圈直径为L．15cm．

4．2．1．4系统溶剂提取物对葡枝根霉菌的抑制作用

L60

一1．20

盎o．80
圈
枢
雾O．40

0．OO

I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ Ⅶ

系统溶剂提取物

十提取物浓度：40mg／mL+提取物浓度14mg／IRL
囤4-4红薯茎叶系统溶剂提取物对葡枝根霉的抑制作用

Figure4-4InhibitiononRhizopusstoloniferofSPSLextracts(systematic solvents)ondifferent

样液浓度为4xlO-29／mL的红薯茎叶提取物对葡枝根霉菌的抑制作用如图4-4和表
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44所示，极性弱的化合物对葡枝根霉菌的抑制作用稍强，I。与对照VII。存在极其显著

性差异。而V。和Ⅵ。与两种对照相比，则存在极其显著的负差异。

表4-4红薯茎叶系统溶剂提取物对葡枝根霉抑制作用的显著性分析

．T．．．．．a．．．．．b．．．．1．e．．．．．4．．．．．-．．．4．．．．．．．．L．．ev．．．．．e．．．．1．．．s．．．．．．o．f s．．．i．g．nifi—c—ance—o—fin—h—ibition—o—nRhizopus stoloniferofSPSLexWacts(systematic solvents)

注tⅦ。对照抑菌圈直径为1．13锄，Ⅶ。对照抑苗圈直径为1．10cm．

4．2．1．5系统溶剂提取物对黑曲霉的抑制作用

1．60

名1．20

怒o．80
匾
糖
最0．40

0．00

I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V Ⅵ Ⅶ 垤

系统溶剂提取物

+提取物浓度40mg／mL+提取物浓度4mg／mL
图4-5红薯茎叶系统溶剂提取物对黑曲霉的抑制作用

Figure4-5InhifiononAspergillusnigerofSPSLextract(systematic solvents)Ondifferentconcentrations
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如图4-5所示，样液浓度为4x10—2咖L的红薯茎叶提取物对黑曲霉的抑制效果明
显优于浓度为4x10-3鲈nL的提取物。但总体看，只有IH4相对于对照VIII具有显著性
差异。红薯茎叶提取物抑制黑曲霉的能力较差。

表4-5红薯茎叶系统溶剂提取物对黑曲霉抑制作用的显著性分析

Table 4-5Levelsof significanceofinhibitiononAspergillusnigerofSPSLextracts(systematic solvents)

抑菌圈直径 对照Ⅶ 对照VIII

提取物 (哪)—Ii石———五 显著性
Sd值t值

显著性

注；Ⅶ。对照抑菌圈直径为1．3cm。垤‘对照抑苗圈直径为1．13cm．

4．2．2大孔树脂乙醇梯度洗脱物的抑菌性

实验结果见表年6。

红薯茎叶大孔树脂梯度洗脱物对大肠杆菌有较明显的抑制效果，4。洗脱液抑茵效果

最好，38洗脱液效果也较好。2。、3。和4’洗脱液比同等浓度的苯甲酸钠溶液的抑菌效果

好，1。、2。、3。和4’样液的抑菌效果比同等浓度的丙酸钙溶液的好。

10个样液对金黄色葡萄球菌的抑制作用较平均，平均抑菌圈直径为1．24cm，抑菌

圈的最大直径与最小直径仅相差0．3cm，64的抑菌效果最好。

红薯茎叶提取物对志贺杆菌具有较好的抑制效果，以2。为最佳，各洗脱液平均抑菌

圈直径为1．35cm。

8。和7。对葡枝根霉的抑菌效果显著高于两种对照。1。和2。未出现抑菌圈。

经大孔树脂分离的洗脱物对黑曲霉的抑制作用差异较大，有四种洗脱物未出现抑菌

圈，而7。和8。的抑菌圈直径大于124对照，同时8。的抑菌圈直径也达到了11。对照的水

平。
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t

10# ．

对照l

(苯甲酸钠)

对照2

(丙酸钙)
1．33 1．15 1．10 1．13

4．3讨论

4．3．1系统溶剂对抑制细菌作用的影响

红薯茎叶提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、志贺杆菌的平均抑菌效果均好于相

同浓度的对照，说明红薯茎叶对所选细菌菌株具有较好的抑制作用。

丙酮、乙醇和水相提取物抑制细菌的效果较对照显著，这三种溶剂的极性相对较高，

提取物中可能含有黄酮类、鞣质、木脂素、有机酸等物质。据文献报道，黄酮类、鞣质

和木脂素对抗细菌具有良好效果，从罂粟科(Papaveraeeae)、芸香科(Rutaceae)等植

物中提取出的黄酮类物质具有很强的抑菌作用嗍。由此推论，黄酮类、鞣质和木脂素也

极可能是红薯茎叶中具有良好抗菌作用的物质。石油醚、氯仿和乙酸乙酯相提取物的抑
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菌效果虽不及上述三种提取物，但还是表现一定的抑菌能力，其中的抑菌功能成分可能

是生物碱和萜类物质．

同一红薯茎叶提取物对不同菌株作用效果的差异很大，这与菌种细胞结构有关。革

兰氏阴性菌和阳性菌的体外抑菌效果有差异，红薯茎叶提取物对革兰氏阴性菌的抑制作

用强于革兰氏阳性菌，这与细菌的细胞壁的结构有关。革兰氏阳性菌的细胞壁较厚，约

20～80nm，肽聚糖含量丰富，多达50层，形成坚固致密的三维立体网状结构，膜转运

通道少，仅允许水分子，离子自由通过。而革兰氏阴性菌细胞壁较薄，物质的转运通道

多，相对而言，红薯茎叶提取成分容易穿过细胞壁，表现为较强的抑菌作用。

各提取物对同种对象菌抑制作用的差异的显著性分析如表4．7所示，六种系统溶剂

提取物对包括霉菌在内的每种对象菌的抑制作用均差异显著。说明采用系统溶剂获得红

薯茎叶提取物可以实现对其中具有抑菌作用的成分的分离。

表4-7系统溶剂对红薯茎叶抑菌物质分离显著性分析

Table4-7LevelsofsignificaaceofbactedostasisofSPSLextracts(systematic solvents)

注。确定榆测水平a为o．05，作一尾检验．当a≤o．嘶时，认为差异显著，标记。}”；tt幢幛川=2．228．

4．3．2系统溶剂对抑制霉菌作用的影响

红薯茎叶系统溶剂提取物对两种霉菌也具有一定的抑制效果，但总体来看，红薯茎

叶提取物对霉菌的抑制效果不及对细菌的抑制效果。

石油醚和氯仿提取物比其他相提取物对葡枝根霉的抑制效果好，说明红薯茎叶中对

霉菌有抑制作用的物质极性相对较弱，这些集中存在于石油醚、氯仿相中的物质可能是

生物碱、甾体、三萜、游离的黄酮苷等极性较弱或偏中性的物质。据文献报道，甾体、

萜类、生物碱类的某些物质具有抗真菌活性嗍。推测红薯茎叶中也可能是上述物质具有
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抗霉菌活性．

4．3．3系统溶剂提取物对细菌和霉菌抑制作用的关联性

1．40

8 1．20
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植
最

O．80

L 3

·门．门．门．
爹 ≯ 爹‘

图4-6石油醚相提取物的抑菌作用

Figure 4-6 Inlll'bition on bacillus and mildew of SPSLextncted by Petroleum ether

2．80

g 2．30

器1．80
匦

颦1．30

／≯ 、爹 爹

围4-12丙酮相提取物的抑菌作用

Figure4-7Inhibitiononbacillus andmildewofSPSLextractedbyAcetone

在系统溶剂中，极性最小的是石油醚，该提取物中物质的极性也最低。从对五种对

40
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象菌的抑制作用看，石油醚提取物对三种细菌的抑制作用明显好于对两种霉菌的抑制作

用。而对于极性较高的丙酮来说，该提取物对五种对象菌的抑制效果正相反，即对霉菌

的抑制好于细菌，从这种现象可以推断，红薯茎叶中对霉菌和细菌具有抑制作用的是不

同种类的物质，而且抑制霉菌活性较强的可能是极性相对较弱的物质，抑制细菌作用较

强的是极性相对较强的物质。

4．3．4大孔树脂分离对抑制细菌作用的影响

经大孔吸附树脂分离，5。、4。、3。、2。，l 4洗脱液中含有的是极性相对较强的物质。

4。和5。洗脱液中可能含有黄酮类、有机酸类和一些色素等化合物，这些化合物均为极性

化合物，它们对大肠杆菌较好的抑制效果进一步证实了由系统溶剂提取物的抑菌实验得

出的推断，即红薯茎叶中可能是这些物质在发挥抑制大肠杆菌的作用。

在金黄色葡萄球菌抑制性实验中，各样液抑菌结果相差不大，6。、7。、9。等含有极

性相对较弱的物质的洗脱液的效果相对较好，这与系统溶剂抑菌实验中的结果略有差

异；在志贺杆菌抑菌实验中，2’、6。、l。、5。的效果较明显，但洗脱液极性对抑菌效果

的影响没有规律性。由这两个结果可做出几种推断，一是大孔树脂对红薯茎叶提取物的

分离还不够彻底，二是对不同菌株起抑制作用的功能因子可能不相同，三是需要由几种

物质共同作用。

各梯度洗脱物的抑菌效果普遍优于对照苯甲酸钠和丙酸钙，但抑菌效果普遍逊于系

统溶剂提取物实验，进一步说明红薯茎叶的抑菌可能是多种物质协同作用的结果。

各大孔树腊梯度洗脱物对同种对象菌的抑制作用的显著性分析如表4．7所示，大孔

树脂梯度洗脱物对每种对象菌的抑制作用均存在显著差异，说明采用大孔树脂分离红薯

茎叶中70％乙醇提取物可以实现对其中的抑菌性物质的富集作用。

值得一提的是，对三种细菌的抑制效果中，10。样液的效果都是最差的，说明100％

乙醇洗脱液基本不具有抑制细菌的效果，在今后的实验中，可不再对lO。样液进行进一

步分离。
‘

4I
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表4-8大孔树脂对红薯茎叶抑菌物质分离显著性分析

!!坐±!塑堡壁堕型塑竺堕!型!壁垒壁箜垫堕!!!生竺!兰竺l!堕垒!坐三!!箜
最大抑菌直径cm 最小抑菌直径cm S值 ”值 显著性

注：确定检测水平a为0．05，作—尾检验。当a≤o．05时，认为差异显著，标记“·”；p仉峨"=2．228．

4．3．5大孔树脂分离对抑制霉菌作用的影响

在大孔树脂梯度洗脱液抑制葡枝根霉菌和黑曲霉的实验中。8。、7。、44的抑菌效果

相对较好，这几种洗脱液中含有的物质的极性相对较弱，这样的结果与系统溶剂提取物

抑菌实验的结果相吻合。

葡枝根霉可以引起果蔬软腐，而红薯在采后也可能出现软腐症状，这种现象可以从

一个角度解释各洗脱液对葡枝根霉的抑制效果总体上较差的实验结果。
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第五章结论

5．1红薯茎叶含有的次生代谢物

红薯茎叶含有黄酮、酚及鞣质、蒽醌、甙、甾体、三萜类化合物、香豆素和萜类内

酯、生物碱、有机酸等植物次生代谢物，以及多糖、氨基酸及肽和蛋自质等物质。

5．2红薯茎叶的抗氧化性

5．2．1 红薯茎时丙酮、乙醇和水相提取物具有较强的清除DPPH自由基的能力，清除

能力大于同浓度对照Vc。

5．2．2在六种红薯茎叶系统溶剂提取物中，丙酮、乙醇和水相提取物还原能力和清除

羟基自由基作用相对较强，但分别小于同浓度对照硫脲和芦丁；石油醚、氯仿和乙

酸乙酯相提取物具有相对较强的抑制脂质过氧化能力，但略小于同浓度对照VE。

5．2．3红薯茎叶700乙醇提取物大孔树脂乙醇梯度(0-10006)洗脱物具有较强的清除

DPPH自由基的能力，十个梯度洗脱物的清除能力均大于同浓度对照Vc。

5．2．4在十个红薯茎叶70％乙醇提取物大孔树脂乙醇梯度(0-100％)洗脱物中，30％

和40％乙醇洗脱物具有相对较强的还原能力、清除羟基自由基能力和清除超氧阴离

子的能力，但分别小于同浓度对照硫脲、芦丁和SOD；水和10％乙醇洗脱物对脂

质过氧化有相对较好的抑制作用，但略小于对照vE．

5，2．5红薯茎叶系统溶剂提取物和70％乙醇提取物大孔树脂乙醇梯度(0-100％)洗脱

物的还原能力与清除自由基能力正相关，还原力越强，清除自由基的能力越强。

5．2．6红薯茎叶系统溶剂提取物和70％乙醇提取物大孔树脂乙醇梯度(o~100％)洗脱

物的抗脂质过氧化能力均逊于清除自由基能力。

5．3红薯茎叶的抑菌性

5．3．1 红薯茎叶的系统溶剂提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和志贺杆菌具有较好
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的抑制作用，石油醚和氯仿相提取物对葡枝根霉和黑曲霉有较好的抑制作用，抑制

效果均优于同浓度对照苯甲酸钠和丙酸钙。

5．3．2红薯茎叶系统溶剂提取物和70％乙醇提取物大孔树脂乙醇梯度(0-100％)洗脱

物表现出极性较高的组分抑制细菌效果较好，极性较低的组分抑制霉菌效果较好的

共性。

5．3．3红薯茎叶系统溶剂提取物之间和70％乙醇提取物大孔树脂乙醇梯度(0-100％)

洗脱物之间对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、志贺杆菌、葡枝根霉和黑曲霉的抑制作

用均存在显著性差异。
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附录A

硕士研究生在读期间发表论文及参编著作

1．红薯茎叶提取物抗氧化性的研究．《食品科学》2005年9期，第一作者

2．红薯茎叶的化学组成及国内外研究进展．‘食品科学》2006年3期，第=作者

3．实用食品加工技术．化学工业出版社，2005年，参编10万字
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附录B

1．黄酮体

1％--氯化铝乙醇溶液法

2．酚类化合物和鞣质

红薯茎叶次生代谢物的检测结果

浓氨水溶液法

香草醛·盐酸法 三氯化铁一铁氰化钾法 对氨基苯磺酸重氮盐(Pauly)法
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3．有机酸

溴酚蓝溶液法

6．葸醌类

4．氨基酸，肽和蛋白质 5．香豆素与萜类内酯化合物

吲哚醌溶液法

7．甾体

呈色反应

8．糖，多糖和甙

0．5％醋酸镁甲醇溶液法 三氯化锑(Can-Price试剂)试剂法 氨性硝酸银试剂法
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附录C

红薯茎叶提取物大孔树脂梯度洗脱物抑菌实验结果

1。一124分别为水，10％、20％、30％、40％，50％、60％、70％、80％、100％7,醇洗脱物及丙酸

钙和苯甲酸钠；受试物浓度均为40mg／mL；对照物浓度为10mg／mL：顺序为由左到右，由上到下。

1．抑制大肠杆菌

2。，11。、12。

2．抑制金黄色葡萄球菌

6。、11。，12。 7。、11。、12。

4。，11。、12’ 2。、3。、4。

6’、7。、9。
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3．抑制志贺氏菌

4，抑制葡枝根霉

2。，114、12。 5。、114、12。 14、2。、5。、6。

2。，14，11。、12。4。，3。，11。、124 8。、7’、11。、12。 104、9。、11。、12。

5．抑制黑曲霉

4’，3。、11。、12。 6。，5。、11。、12。8。，7。、11。、12。 10。、9。、11。、12。
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