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枫香树叶黑色素粗产品
清除 ＤＰＰＨ自由基活性研究

谢宇奇，莫春凤，奚文权
（百色学院化学与环境工程学院，广西百色　 ５３３０００）

摘　 要：为开发利用枫香树叶资源，探讨枫香树叶黑色素清除ＤＰＰＨ自由基活性的能力，浸渍提取
黑色素，经ＡＢ －８大孔树脂初步纯化后得到枫香树叶黑色素粗产品。通过ＤＰＰＨ清除率曲线和计
算ＩＣ５０，评价枫香树叶黑色素、抗坏血酸、焦性没食子酸、叔丁基对苯二酚（ＴＢＨＱ）、２，６ －二叔丁基
对甲酚等物质的抗氧化能力。结果表明：通过该方法制取的枫香树叶黑色素粗产品的ＩＣ５０值为
３． ４１，单位质量抗氧化剂清除ＤＰＰＨ自由基能力次序为焦性没食子酸＞ ＴＢＨＱ ＞抗坏血酸＞枫香
树叶黑色素粗产品＞ ＢＨＴ。枫香树叶黑色素具有一定的清除ＤＰＰＨ自由基活性，作为天然色素，其
在食品、药品、化妆品等领域的应用前景广阔。
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　 　 人体正常的新陈代谢过程中会产生羟基自由基
等具有氧化活性的物质，自由基攻击生命大分子造
成的损伤可能是引起机体衰老的原因，也与癌症等
疾病的诱发机制有关［１］。ＢＨＡ、ＴＢＨＱ、ＢＨＴ等人工
合成抗氧化剂已经被广泛运用于医药和食品工业，
但存在安全隐患，欧美和日本等发达经济体已禁用
某些种类的人工合成抗氧化剂。寻找、筛选具有阻

断或抑制自由基形成的天然抗氧化剂的研究越来越
受到人们的关注。黑色素是广泛存在于动植物和微
生物界的保护性色素，具有抗病毒、抗辐射和提高免
疫力等多种功效［２ － ４］，不仅可以作为食用色素，而且
具有一定的清除自由基的能力。

枫香树（Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ Ｈａｎｃｅ）又名枫
树，全棵都可入药，具有祛风湿、行气、解毒等功
效［５］，常用于治疗疮疖肿痛及外伤出血等症［６ － ８］。
我国广西、广东、海南等南方各省的野生枫树资源丰
富，极具开发价值［９］。广西壮族有在农历“三月三”
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用枫香树叶、紫兰草、姜黄等天然植物的叶茎染制呈
现“红、黄、紫、黑、白”等颜色的“五色糯米饭”的传
统，这些天然色素的安全性久经历史检验。其中，
黑色糯米饭一般由富含黑色素的枫香树叶染制：
先用从枫香树叶中熬煮出的黑色汁液浸泡糯米，
然后高温蒸熟，具有色泽黑亮，气味清香怡人的染
色效果。虽然枫香树叶黑色素已经接受广西、海
南等省少数民族群众长期食用检验，具备高安全
性、食药两用、食品染色效果突出的优点，但开发
利用的程度很低，仅局限于观赏和染制糯米饭，偶
尔作为民间中草药。探究枫香树叶黑色素的生化
特性，对促进其在药品、功能性食品和化妆品等领
域的应用，具有现实意义。

目前，国内已对黑木耳［１０］、山杏种皮黑色
素［１１］、木耳黑色素［１２］、黑灵芝［１３］等部分天然植物
源黑色素的抗氧化活性进行了研究，但目前对枫香
树叶黑色素的研究成果较少，主要集中在提取工
艺方面［１４ － １５］，抗氧化活性的研究成果鲜见报道。
本实验采用体外化学评价法，通过ＤＰＰＨ检测法测
定枫香树叶黑色素清除自由基的能力，探究枫香
树叶黑色素的抗氧化活性，为枫香树叶黑色素在
食品、药品、化妆品等行业的开发利用，提供参考
数据。
１　 材料与方法
１． １　 材料、试剂和仪器
１． １． １　 实验材料

枫香树叶采自广西百色市右江区永乐乡，洗净
沥干水分，在干燥箱中４５ ℃干燥后，用粉碎机粉碎，
过４０目筛，置于棕色瓶中，密封避光保存，备用。
１． １． ２　 实验试剂

ＤＰＰＨ：生化试剂，Ｃ１８ Ｈ１２ Ｎ５Ｏ６，日本进口原装
ＴＣＩ。准确称取ＤＰＰＨ试剂０． ２５２ ６ｇ，用９５％乙醇配
制成质量浓度为２５２． ６ ｍｇ ／ Ｌ的ＤＰＰＨ贮备液，置于
冰箱中冷藏备用。

ＡＢ －８大孔树脂：沧州宝恩吸附材料科技有限
公司；叔丁基对苯二酚、２，６ －二叔丁基对甲酚、焦性
没食子酸（ＡＲ）：国药集团化学试剂有限公司；抗坏
血酸（ＡＲ）：天津市光复精细化工研究所；９５％乙醇、
无水乙醇均为国产分析纯。实验用水均为一次蒸
馏水。　
１． １． ３　 主要仪器

ＵＶ － ２７００型紫外可见分光光度计：日本岛津
公司；７２１型可见分光光度计：上海菁华科技仪器有

限公司；ＢＳＡ２２４Ｓ电子天平：赛多利斯科学仪器（北
京）有限公司；ＬＤ － １００手提式实验室粉碎机：长沙
市常宏制药机械设备厂；ＰＨＳ － ３Ｃ数字式酸度计：
金坛市金分仪器有限责任公司；ＨＨ － Ｓ２型数显恒
温水浴锅：金坛市医疗仪器厂。
１． ２　 枫香树叶黑色素的制备

称取１００． ０ ｇ枫香树叶粉末，加入１ ０００ ｍＬ（ｐＨ
$

３）的水，恒温６０ ℃水浴浸渍提取２ ｈ后抽虑。滤
液置于烘箱中恒温６０ ℃干燥，经ＡＢ － ８大孔树脂
对黑色素粗品进行初步纯化后干燥，得到固态枫香
树叶黑色素粗产品。
１． ３　 ＤＰＰＨ紫外吸收光谱与测定波长的确定

分别在四个１０ ｍＬ棕色容量瓶中依次加入
１００ μＬ浓度均为２ × １０ －４ ｍｏｌ ／ Ｌ的抗坏血酸、叔丁
基对苯二酚，焦性没食子酸、２，６ －二叔丁基对甲酚，
然后用ＤＰＰＨ溶液定容至刻度。以９５％乙醇作参
比，在２００ ～ ８００ ｎｍ波长范围内进行扫描。
１． ４　 反应时间的确定

准备两个１０ ｍＬ棕色容量瓶，第一个加入１００
μＬ稀释了２５倍的枫香树叶黑色素溶液，用浓度为
４５． ４７ ｍｇ ／ Ｌ的ＤＰＰＨ溶液定容至刻度；第二个加入
１００ μＬ稀释了２５倍的枫香树叶黑色素溶液，用稀
释了１． ２５倍的ＤＰＰＨ溶液定容至刻度。分别根据
一定的时间间隔连续测定其吸光度。
１． ５　 ＤＰＰＨ溶液吸光度与浓度关系的测定

以９５％乙醇为稀释剂，制备不同浓度ＤＰＰＨ溶
液，测吸光值Ａ。以吸光值Ａ对ＤＰＰＨ浓度Ｃ作图。
１． ６　 清除ＤＰＰＨ自由基能力的测定［１６］

向１０ ｍＬ棕色容量瓶依次加入５． ０ ｍＬ浓度为
４５． ４７ ｍｇ ／ Ｌ的ＤＰＰＨ溶液和１． ０ ｍＬ ９５％乙醇，总
体积为６． ０ ｍＬ，混匀后，用１ ｃｍ比色皿在５１７ ｎｍ
波长处测吸光值Ａ，记为Ａｏ；加入５． ０ ｍＬ ９５％乙醇
和１． ０ ｍＬ黑色素样液，测定值记为Ａｒ；加入５． ０
ｍＬ浓度为４５． ４７ ｍｇ ／ Ｌ的ＤＰＰＨ溶液和１． ０ ｍＬ黑
色素样液，测定值记为Ａｓ。按式（１）计算自由基清
除率（Ｙ）：

Ｙ ＝ １ －（Ａｓ － Ａｒ）／ Ａｏ × １００％ （１）
将枫香树叶黑色素粗产品配制成系列浓度的溶

液，测各溶液的ＤＰＰＨ自由基清除率。绘制ＤＰＰＨ
自由基清除率对枫香树叶黑色素粗产品的溶液浓度
曲线。计算清除率为５０％时，所需枫香树叶黑色素
粗产品的溶液浓度（ＩＣ５０），计算出枫香树叶黑色素
粗产品溶液的溶质质量。按式（２）计算ＩＣ５０值：
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ＩＣ５０ ＝ ５０％ ×加入的ＤＰＰＨ质量／加入的试样溶
液中溶质质量 （２）
１． ７　 枫香树叶黑色素与几种抗氧化剂清除ＤＰＰＨ
自由基能力的比较

配制抗坏血酸、叔丁基对苯二酚、焦性没食子
酸、２，６ －二叔丁基对甲酚标准溶液，稀释成系列浓
度的溶液，分别按照１． ６方法测定，计算抗氧化剂对
ＤＰＰＨ的清除率。以清除率对各抗氧化剂浓度
作图。　
２　 结果与分析
２． １　 ＤＰＰＨ紫外吸收光谱与测定波长的确定

由图１可知，ＤＰＰＨ溶液在波长为３２７ ｎｍ和
５１７ ｎｍ处的吸光度均有峰值，加入抗坏血酸、叔丁
基对苯二酚、焦性没食子酸、２，６ －二叔丁基对甲酚
后这两个峰值都有所降低，但在５１７ ｎｍ处的峰值降
低较明显，因此用５１７ ｎｍ处的峰值变化来表示ＤＰ
ＰＨ含量的变化可以提高测定的灵敏度。

图１　 ＤＰＰＨ紫外吸收光谱图
２． ２　 反应时间的确定

如图２所示，添加枫香树叶黑色素粗产品后，
ＤＰＰＨ溶液的吸光度随时间变化而变化，吸光度在
１３ ｍｉｎ内下降最快，在１３ ～ ２３ ｍｉｎ内，反应体系的
吸光度变化缓慢。３０ ｍｉｎ后基本保持不变。因此
选择ＤＰＰＨ与枫香树叶黑色素粗产品溶液反应的时
间为３０ ｍｉｎ。

图２　 ＤＰＰＨ吸光度变化曲线

２． ３　 ＤＰＰＨ溶液吸光度与浓度关系的测定
如图３所示，在０ ～ ８４． ２ ｍｇ ／ Ｌ浓度范围内，ＤＰ

ＰＨ溶液吸光度随着浓度的提高而增大，且具有良好
的线性关系，线性方程为Ａ ＝ ０． ０２Ｃ ＋ ０． ０２５，Ｒ２ ＝
０． ９９８ ６。

图３　 ＤＰＰＨ吸光度与浓度的关系
２． ４　 枫香树叶黑色素清除ＤＰＰＨ自由基能力测定

在一定的浓度范围内，枫香树叶黑色素对ＤＰ
ＰＨ自由基的清除率随黑色素浓度的提高而升高，当
清除率达到最大值时，继续增大黑色素浓度，清除率
无明显变化。ＤＰＰＨ自由基是一种以氮为中心，较
为稳定的自由基，由图４可知，枫香树叶黑色素对
ＤＰＰＨ自由基具有清除能力。这说明枫香树叶黑色
素粗产品具备降低羟基自由基、烷基自由基或过氧
化自由基有效浓度的能力。

图４　 清除ＤＰＰＨ自由基能力的测定
２． ５　 枫香树叶黑色素与几种抗氧化剂清除ＤＰＰＨ
自由基能力的比较

由图５可知，各抗氧化剂对ＤＰＰＨ自由基的清
除率与其浓度均呈先升高后趋于平缓的关系。抗氧
化剂在较低浓度范围时，随着浓度的提高清除率迅
速上升且两者具有良好的线性关系。清除率在抗氧
化剂浓度达到一定浓度后，均可达到极大值。

各抗氧化剂浓度Ｃ与清除率Ｙ之间的线性方
程。枫香树叶黑色素：Ｙ ＝ ０． ０１３ ４Ｃ ＋ ０． ０５３ ５，Ｒ２ ＝
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图５　 几种抗氧化剂的ＤＰＰＨ清除率曲线
０． ９９８ ３，线性范围：枫香树叶黑色素浓度４． １９ ～
４１． ９０ ｍｇ ／ Ｌ。抗坏血酸：Ｙ ＝ ０． ０２１ ６Ｃ ＋ ０． ０３２，
Ｒ２ ＝ ０． ９９３ ６，线性范围：抗坏血酸浓度５． ３４～ ３７． ３８
ｍｇ ／ Ｌ。焦性没食子酸：Ｙ ＝ ０． １０４ ３Ｃ ＋ ０． ０２７ ６，Ｒ２ ＝
０． ９９３ ６，线性范围：焦性没食子酸浓度１． １２ ～ ７． ０８
ｍｇ ／ Ｌ。ＴＢＨＱ：Ｙ ＝ ０． ０３３ ７Ｃ ＋ ０． ０６８，Ｒ２ ＝ ０． ９９０ ７，
线性范围：ＴＢＨＱ浓度３． ３３ ～ １６． ６３ ｍｇ ／ Ｌ。ＢＨＴ：
Ｙ ＝ ０． ００５ ８Ｃ ＋ ０． ０３０ ３，Ｒ２ ＝ ０． ９９５ ７，线性范围：
ＢＨＴ浓度８． ８９ ～ ８８． ９８ ｍｇ ／ Ｌ。按１． ６公式（２）计算
可得枫香树叶黑色素、抗坏血酸、焦性没食子酸、
ＴＢＨＱ、ＢＨＴ的ＩＣ５０分别为３． ４１、５． ２５、２５． ０９、８． ８７、
１． ４０。由ＩＣ５０值可知，单位质量抗氧化剂清除ＤＰＰＨ
自由基能力次序为：焦性没食子酸＞ ＴＢＨＱ ＞抗坏血
酸＞枫香树叶黑色素粗产品＞ ＢＨＴ。由于枫香树黑
色素粗产品可能还含有多糖、黄酮类、微量元素等其
他物质，而黄酮类等物质也具有清除ＤＰＰＨ自由基
的能力［１７］，均可对ＩＣ５０值产生影响，具体组分的贡
献度有待进一步研究。
３　 结论

枫香树叶黑色素粗产品具备一定的清除ＤＰＰＨ
自由基的能力。ＤＰＰＨ分光光度检测法测定枫香树
叶黑色素的适宜条件为：波长５１７ ｎｍ，反应时间３０
ｍｉｎ。枫香树叶黑色素粗产品、抗坏血酸、焦性没食
子酸、ＴＢＨＱ、ＢＨＴ的ＩＣ５０分别为３． ４１、５． ２５、２５． ０９、
８． ８７、１． ４０。单位质量抗氧化剂清除ＤＰＰＨ自由基
能力次序为：焦性没食子酸＞ ＴＢＨＱ ＞抗坏血酸＞枫

香树叶黑色素粗产品＞ ＢＨＴ。
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