
三叶青原花青素纯化工艺及抗氧化、α-葡萄糖苷酶抑制活性研究

何志贵，徐祥林，崔莹莹，伍  兰，周晓雨，黄宗，杜密英

Study on Purification Process and Antioxidative Activity and α-Glucosidas Inhibitory Activity of Proanthocyanidins from
Tetrastigma hemsleyanum
HE Zhigui, XU Xianglin, CUI Yingying, WU Lan, ZHOU Xiaoyu, HUANG Zongfang, and DU Miying

在线阅读 View online: https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021060194

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

不同产地青钱柳多糖的体外抗氧化及α-葡萄糖苷酶抑制活性

Antioxidant Activity and α-Glucosidase Inhibitory Activity of Cyclocarya paliurus Polysaccharides from Different Regions

食品工业科技. 2018, 39(22): 25-29

不同聚合度板栗壳原花青素的体外抗氧化活性、抑菌活性及其组成分析

Antioxidant,Antimicrobial Activity and Structure Analysis of Procyanidins with Different Polymerization Degree from Chinese
Chestnut Shell

食品工业科技. 2020, 41(6): 59-65

不同品种甘薯叶提取物抗氧化及对α-葡萄糖苷酶抑制活性的研究

Antioxidant Activity and α-glucosidase Inhibitory Activity of Sweet Potato(Ipomoea batatas L.)Leaf Extracts from Different Varieties

食品工业科技. 2019, 40(23): 283-289

凤凰单枞多酚提取工艺优化及其体外抗氧化和α-葡萄糖苷酶抑制活性研究

Extraction Optimization of Polyphenols from Phoenix Dan Cong and Its in vitro Antioxidant Capacity and Inhibitory Activity of α-
Glucosidase

食品工业科技. 2020, 41(9): 88-94

百香果叶总酚的提取工艺优化、抗氧化活性及其抑制α-葡萄糖苷酶活性

Optimization Extraction Processing,Antioxidant Activity and Inhibition of α-Glucosidase Activity of Total Polyphenols from Leaves
of Passiflora edulis

食品工业科技. 2019, 40(20): 223-227,236

紫娟茶花青素的抗氧化活性及稳定性

Antioxidant Activity and Stability of Anthocyanins from Zijuan Tea

食品工业科技. 2018, 39(18): 17-21

关注微信公众号，获得更多资讯信息



何志贵，徐祥林，崔莹莹，等. 三叶青原花青素纯化工艺及抗氧化、α-葡萄糖苷酶抑制活性研究 [J]. 食品工业科技，2022，43（6）：
178−185. doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2021060194
HE Zhigui, XU Xianglin, CUI Yingying, et al.  Study on Purification Process and Antioxidative Activity and α-Glucosidas Inhibitory
Activity of Proanthocyanidins from Tetrastigma hemsleyanum[J]. Science and Technology of Food Industry, 2022, 43(6): 178−185. (in
Chinese with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2021060194

 · 工艺技术 · 

三叶青原花青素纯化工艺及抗氧化、α-葡萄
糖苷酶抑制活性研究

何志贵，徐祥林，崔莹莹，伍　兰，周晓雨，黄宗昉，杜密英*

（桂林旅游学院休闲与健康学院，广西桂林 541006）

摘　要：为了探索三叶青中原花青素的纯化工艺及其生物活性作用，制备经济高效的原花青素，比较 5 种大孔吸附

树脂对三叶青原花青素静态吸附及解吸附能力，并对树脂的动态吸附及解吸附条件进行优化。同时，探讨乙醇洗

脱对原花青素纯度及生物活性影响。结果表明，AB-8 型树脂可用于三叶青中原花青素纯化，纯化三叶青原花青素

的最适条件为：上样质量浓度 6.00 mg/mL，上样流速 2 BV/h，上样体积 11 BV，洗脱流速 1.5 BV/h，洗脱剂用量

2 BV，70% 乙醇吸附效果最好，纯化后的三叶青原花青素纯度达到 97.31%±0.96%，比粗提物提高了 2.2 倍，1,1-
二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基清除活性、ABTS+自由基清除活性及 α-葡萄糖苷酶抑制活性得到了显著增强

（P<0.05），并且与原花青素含量之间存在极显著相关性（P<0.01）。因此，AB-8 树脂纯化法简单、高效，且三

叶青原花青素具有较强的体外抗氧化活性以及 α-葡萄糖苷酶抑制活性，为综合开发利用三叶青原花青素提供科学

参考。
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Study on Purification Process and Antioxidative Activity and α-
Glucosidas Inhibitory Activity of Proanthocyanidins from

Tetrastigma hemsleyanum
HE Zhigui，XU Xianglin，CUI Yingying，WU Lan，ZHOU Xiaoyu，HUANG Zongfang，DU Miying *

（School of Leisure and Health, Guilin Tourism Univercity, Guilin 541006, China）

Abstract： In  this  paper,  the  purification  process  and  biological  activity  of  proanthocyanidins  isolated  from Tetrastigma
hemsleyanum were  explored to  prepare  economical  and efficient  proanthocyanidins.  The static  adsorption and desorption
capacity of proanthocyanidins on five kinds of resins were compared. The dynamic adsorption and desorption conditions of
resins  were  optimized.  The  effects  of  ethanol  elution  on  the  purity  and  biological  activity  of  proanthocyanidins  were
evaluated.  The results  showed that  AB-8 resin  was chosen as  the  better  sorbent  for  the  purification of  proanthocyanidins
from Tetrastigma  hemsleyanum. The  optimal  conditions  for  purifying  proanthocyanidins  were  as  follows:  Sample
concentration  6.00  mg/mL,  loading  rate  2  BV/h,  loading  amount  11  BV,  eluent  flow  rate  1.5  BV/h,  and  eluent  volume
2 BV. 70% ethnol had the best effect for the purification of proanthocyanidins,  and the purification of proanthocyanidins
were 97.31%±0.96%, 2.2 times the purification of crude extract. The DPPH scavenging activity, ABTS+ scavenging activity
and α-glucosidase  inhibitory  activity  were  also  increased  dramatically  and  there  was  a  significant  positive  correlation
between  these  activities  and  content  of  proanthocyanidins（P<0.01） .  Therefore,  the  AB-8  resin  purification  method  was  
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simple  and  efficient,  and  the Tetrastigma  hemsleyanum proanthocyanidin  had  strong in  vitro antioxidant  activity  and α-
glucosidase inhibitory activity. It would provide a scientific reference for the comprehensive development and utilization of
proanthocyanidins in Tetrastigma hemsleyanum.

Key words：T. hemsleyanum Diels et Gilg proanthocyanidins；AB-8 resins；antioxidant activity；α-glucosidase suppression

 

三叶青（Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg）

又名三叶崖爬藤、蛇附子、金线吊葫芦等，为葡萄科

崖爬藤属植物[1]，在广西广泛种植。原花青素（Proan-
thocyanidins，PC）是一类由多羟基黄烷-3-醇结构单

元缩合而成的多酚类化合物[2−3]，具有抗氧化[4]、保护

心血管系统[5]、预防动脉粥样硬化[6]、预防老年痴呆[7]

等药理活性功能。

原花青素的提取纯化工艺一直是影响其质量优

劣的关键工艺。目前，常见的原花青素提取方法有：

水提法[8]、有机溶剂提取法[9]、微波提取法[10]、高压

提取法[11]、萃取法[12] 等，这几种提取方法各有优劣，

为了提高提取效率，通常会联合使用几种提取方法，

但提取后的原花青素为粗提物，内部含有大量的多

糖、蛋白质等杂质[13−15]。如若不采取适当的方法进

行分离纯化，原花青素则易分解、粘稠、吸潮，影响其

生物活性[16−17]。常用于原花青素纯化的工艺包括膜

分离法、纸层析法、高效液相色谱法、离子交换法

等，这几种方法虽然纯化效率高，可纯化成本也较高，

不适宜实际加工生产。大孔吸附树脂具有吸附纯化

工艺简单、纯化效率高、生产成本低廉等优点，广泛

应用于黄酮类、多酚类和色素等植物化学物质的纯

化。赵文娟等[18] 通过 101 型树脂对黑枸杞原花青素

进行分离纯化，纯化后的原花青素含量是原来的 2.17

倍。褚仕超等[19] 通过 AB-8 型树脂对蚕豆中原花青

素进行纯化，纯化后的原花青素含量高达 94.33%。

滕飞等[20] 通过 DM130 型树脂纯化黑果腺肋花楸原

花青素，所得原花青素的纯度为 78.4%。但大孔树脂

纯化三叶青原花青素还未见报道。

为探索三叶青中原花青素的纯化工艺及其活

性，采用大孔吸附树脂法纯化三叶青原花青素，以不

同类型树脂吸附量和解吸附率为指标，筛选最佳树脂

类型，并对三叶青粗提物和纯化后的纯度、体外抗氧

化活性以及葡萄糖苷酶抑制活性进行综合测定，以期

为三叶青原花青素的深入研究提供参考依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

三叶青　采自广西天峨县菠结乡常里村，经西

北农林科技大学生命科学学院、中药指纹图谱与天

然产物国家地方联合工程研究中心董娟娥教授鉴定

为葡萄科崖爬藤属植物三叶青（T. hemsleyanum）的

干燥块根。样品用去离子水洗净，45 ℃ 烘干，将样

品粉碎后过 60 目筛；D-101、X-5、AB-8、HPD-100、

HPD-300 型大孔吸附树脂　安徽三星树脂科技有限

公司；α-葡萄糖苷酶、DPPH、ABTS、对硝基苯-α-D-

吡喃葡萄糖苷 PNPG、L-抗坏血酸、阿卡波糖　美

国 Sigma-Aldrich 公司；葡萄籽原花青素　标准品，

纯度≥98.5%，南京狄尔格医药科技有限公司；其余

试剂　均为国产分析纯；水　去离子水。

FW-100D 高速万能粉碎机　天津鑫博得仪器

有限公司；UV-1700 紫外-可见分光光度计　日本株

式会社岛津制作所；1510 全波长多功能酶标仪　赛

默飞世尔科技有限公司；SB25-12DTDN 型超声波清

洗机　宁波新芝；N-1300D-W 旋转蒸发仪　东京理

化器械株式会社；BSA224 电子天平　赛多利斯科学

仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   原花青素粗提物制备及含量测定　采用体积

分数为 50% 乙醇溶液结合超声波辅助法提取原花青

素：超声功率 100 W，超声温度为 40 ℃，超声时间为

5 min，料液比为 1:20，浸提温度为 40 ℃，浸提时间

为 20 min，提取后 5000 r/min 离心 5 min，取上清液，

旋蒸浓缩，冻干。并根据下列方法计算原花青素含量。

用香草醛－盐酸法测定原花青素的含量，参照

本课题组建立的方法[21]，配制工作液（1 g/100 mL 香

草醛-甲醛溶液与 1 mol/L 盐酸-甲醇溶液，体积比

1:1），称取原花青素标准品，以甲醇为溶剂，在容量瓶

中制备 0.0、3.0、6.0、9.0、12.0、15.0 μg/mL 的标准

溶液，在不同浓度的标准液中分别加入 10 mL 工作

液，充分摇匀，置于室温下 30 min 显色，用甲醇作空

白对照，在 500 nm 波长处测定溶液吸光值，对三叶

青原花青素含量进行初步定量分析。绘制吸光值

（Y）与原花青素标准品质量浓度（X）的标准曲线，得

标准曲线方程为：Y=1.6771X−0.0002（R2=0.9925） 

1.2.2   大孔吸附树脂型号的筛选　 

1.2.2.1   大孔吸附树脂处理　参照文献 [22] 对 D101、
X-5、HPD-100、HPD-300、AB-8 型大孔吸附树脂进

行处理。所有树脂首先在无水乙醇中处理 24 h，然
后用去离子水洗涤以完全去除乙醇，在 5% （m/m）的

氢氧化钠中浸泡 6 h，用去离子水洗涤直到滤液 pH=7，
在 5% （v/v）的盐酸中浸泡 6 h，然后依次用去离子水

洗涤直到滤液 pH=7。最后，所有的树脂在 60 ℃ 干

燥。以不同类型树脂的饱和吸附量、解吸附量、解吸

附率为主要指标，筛选出最优的树脂类型。 

1.2.2.2   吸附量测定　参照文献 [23] 精密称取上述

经处理的大孔吸附树脂各 2 g，置于 250 mL 的具塞

三角瓶中，分别加入质量浓度为 6 mg/mL 的三叶青

粗提物溶液定容至 100 mL 密封后置于摇床中，25 ℃
转速 60 r/min 摇 24 h，测定吸附后溶液原花青素质
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量浓度 R0，按照式（1）计算大孔树脂对原花青素的饱

和吸附量。

树脂饱和吸附量(mg/g) =
6−R0 ×100

2
式（1）

 

1.2.2.3   解吸附量测定　称取吸附饱和后的预处理

树脂各 1 g，置于 250 mL 锥形瓶中，加入体积分数

为 70% 的乙醇溶液 100 mL 充分摇匀，过滤并测定

解吸附后的原花青素质量浓度 R1，按照式（2）计算大

孔树脂对原花青素的解吸附量。

树脂解吸附量(mg/g) =
R1 ×100

1
式（2）

树脂解吸附率(%)=
树脂解吸附量

树脂饱和吸附量
×100 式（3）

 

1.2.3   动态吸附实验　湿法装柱（15 cm×1.3 cm），平

衡，然后将含有原花青素为 6 mg/mL 的三叶青粗提

物以 1、2、3、4、5 BV/h 的流速分别进行上样吸附，

流出液以 1 BV 为单位，持续收集 24 份，用酶标仪测

定每份流出液中三叶青原花青素质量浓度。当含有

三叶青原花青素的流出液质量浓度是上样质量浓度

的 10% 时视为泄露点。此时停止加样，以此确定上

样质量浓度和流速。 

1.2.4   洗脱流速及洗脱剂用量考察　依据 1.2.3 中确

定的上样流速和上样质量浓度，制备 5 份吸附饱和

的树脂柱，去离子水充分平衡，70% 浓度乙醇作洗脱

溶剂，设 5 个梯度流速分别进行洗脱，持续收集

25 份流出液（0.1 BV/份），分别检测每一份流出液中

三叶青原花青素的质量浓度，通过绘制的洗脱曲线图

来确定洗脱剂用量和洗脱流速。 

1.2.5   洗脱剂浓度考察　参照 1.2.4 确定的洗脱剂用

量和洗脱流速，按照 1  BV/h 的流速依次用 50%、

60%、70%、80%、90% 的乙醇溶液对饱和树脂进行

充分洗脱，并收集洗脱液，检测 5 种不同体积分数的

乙醇洗脱剂对三叶青原花青素洗脱能力的影响。 

1.2.6   三叶青原花青素粗提物纯化　经预处理的

AB-8 型树脂分 3 份进行湿法装柱，并以去离子水平

衡。首先，将三叶青提取物溶液（原花青素质量浓度

为 6.00 mg/mL），以流速 2 BV/h 上样 10 BV，完全饱

和吸附后，除去杂质。然后以 1 BV/h 流速分别用

50%、70%、90% 的体积分数乙醇进行解吸附，并收

集洗脱液，旋蒸浓缩冻干，得到不同纯度的三叶青原

花青素纯化物。 

1.2.7   DPPH 自由基清除活性测定　将 1,1-二苯基-
2-三硝基苯肼（DPPH）配成 100  μmol/L 的工作液

100 mL。3 种三叶青纯化物、粗提物分别配成 0、
20、40、60、80、100、120 μg/mL 的溶液。以 L-抗坏

血酸作阳性对照，参照文献 [24] 进行测定并计算

DPPH 自由基清除率，样品及 L-抗坏血酸清除 DPPH
自由基的能力以对 DPPH 自由基的半数抑制浓度

（Half maximal inhibitory concentration，IC50）表示。

DPPH自由基清除率(%) =
A0 −Ai

A0

×100 式（4）

式中：A0 为空白样品，Ai 为各样品。 

1.2.8   ABTS+自由基的清除活性测定　以 ABTS
（7 mmol/L）母液与 K2S2O8（2.6 mmol/L）的溶液按

1:1 的体积比混合，避光条件下静置过夜，使用前用

无水乙醇稀释成工作液，要求其在 734 nm 波长下的

吸光度为 0.70±0.2。将 3 种三叶青纯化物、粗提物

分别配成 0、20、40、60、80、100、120 μg/mL 的溶

液。以 L-抗坏血酸作阳性对照，参照文献 [24] 测定

并计算 ABTS+自由基清除率，样品及 L-抗坏血酸清

除 ABTS+自由基的能力以对 ABTS+自由基的半数

抑制浓度（IC50）表示。

ABTS+自由基清除率(%) =
A0 −Ai

A0

×100 式（5）

式中：A0 为空白样品，Ai 为各样品。 

1.2.9   α-葡萄糖苷酶抑制活性测定　三叶青粗提物

及 3 种不同梯度纯化物用 10 % 二甲基亚砜（dimethyl
sulfoxide，DMSO）进行注溶，配成 0、2、4、6、8、10、
12 μg/mL 的溶液。以阿卡波糖作为阳性对照，参照

文献 [23] 测定并计算 α-葡萄糖苷酶的抑制率，抑制

活性以对 α-葡萄糖苷酶的半数抑制浓度（IC50）表示。

α−葡萄糖苷酶的抑制率(%) =
∆A0 −∆Ai

A0

×100

式（6）

式中：∆A0 为空白样品的增量，∆Ai 为样品的增

量，A0 为空白样品。 

1.3　数据处理

所有试验均以三份重复进行，结果以三份平行

测量的均数±标准差表示。使用 SPSS 22.0 软件得到

半数抑制率 IC50 值并进行单因素方差分析，Excel
2010 进行统计分析与整理。相关性分析采用 Pearson
相关，P<0.05 表示具有显著性。 

2　结果与分析 

2.1　大孔吸附树脂的筛选

考察 AB-8、HPD-100、X-5、HPD-300 以及 D101
共 5 种树脂对三叶青原花青素的吸附及解吸附能

力。如表 1 所示，五种树脂均表现出较强的吸附能

力，从统计学上分析吸附量来看，AB-8 和 HPD-100
最好，分别可达到 132.61 和 137.68 mg/g；从解吸附

率试验结果来看，树脂 AB-8 与树脂 D101 的解吸附

率显著优于其他类型树脂（P<0.05），分析认为原花青

素分子中的苯环易与树脂形成疏水作用，而比面积较

小的树脂 AB-8 与 D101 较易洗脱[25]。因此，基于吸

附和解吸附的能力，综合考虑选用 AB-8 型大孔吸附

树脂纯化三叶青原花青素[26−27]。 

2.2　上样量及上样流速对 AB-8 型吸附树脂纯化三叶

青原花青素的影响

上样流速对树脂吸附效果的影响如图 1 所示。
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原花青素上样质量浓度为 6.0 mg/mL 时，在 1~5 BV/h
流速范围内，上样流速越快，AB-8 型号树脂吸附能力

越受影响，泄漏点越早出现。通过图 1 可知，在 3 BV/h
后流出花青素质量浓度逐渐升高，吸附效果较差，分

析认为在流速加快的情况下，三叶青原花青素不能完

全被 AB-8 型树脂吸附，易造成溶液浪费；相反，流动

速率过慢，生产效率就会受到严重影响。综合时间成

本及纯化效率考虑，三叶青原花青素纯化最佳上样质

量浓度为 6.0 mg/mL，最佳上样流速 2 BV/h、最佳上

样体积 11 BV。与鸡血藤、密蒙花最佳流速是 2 BV/h，
上样体积为分别为 10、20 BV[23,28] 相近。
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图 1    上样流速对树脂动态吸附原花青素的影响
Fig.1    Effect of loading velocity on dynamic adsorption of

proanthocyanidins by resin
  

2.3　洗脱流速及洗脱剂用量对 AB-8 型吸附树脂纯化

三叶青原花青素的影响

以三叶青原花青素吸附量和解吸附率为考察指

标。如图 2 所示，在 0.5~1.5 BV/h 三个梯度低流速

洗脱时，峰面积大，解吸附率高；相反在 2.0 和 2.5 BV/h
高流速洗脱时，峰形降低，解吸附率较差，出现拖尾现

象。这种情况下有可能洗脱流速到达一定的数值时，

洗脱溶剂与 AB-8 型树脂触及的时间过短，解吸附不

充分，从而导致解吸附效率降低。当洗脱剂用量在

2.0 BV 之后时，流出液中原花青素含量非常低，因此，

选择洗脱剂用量以 2.0 BV、洗脱流速以 1.5 BV/h 为

最佳。 

2.4　乙醇体积分数对 AB-8 树脂纯化三叶青原花青素

的影响

据文献报道，原花青素中的多羟基结构与吸附

树脂充分结合后形成氢键作用，易被含水的有机溶剂

洗脱，因此，植物中原花青素提取纯化通常用乙醇进

行洗脱[29]。选用乙醇对 AB-8 树脂中吸附的三叶青

原花青素进行洗脱。如表 2 所示，在 5 个不同梯度

范围内，随着乙醇浓度的增加，AB-8 型树脂对三叶青

原花青素的解吸附量和解吸附率呈现先增后减的趋

势。当乙醇体积分数增大到 70% 时解吸附量和解吸

附率达到最高，这可能与三叶青原花青素的极性有

关[23]。研究表明，70% 的乙醇对三叶青原花青素表

现出较好的提取效果，因此，优选 70% 乙醇作为最佳

洗脱溶剂。
  

表 2    乙醇浓度对 AB-8 型树脂解吸附能力的影响
Table 2    Effects of ethanol concentration on AB-8 resin

desorption capability

乙醇体积分数（%） 解吸附率（%） 解吸附量（mg·mL−1）

50 71.23 82.65
60 83.45 91.43
70 96.86 115.67
80 85.21 92.62
90 82.17 89.12

  

2.5　乙醇洗脱体积分数对原花青素纯度及生物活性

影响

在选用不同体积分数的乙醇洗脱剂时，优选对

三叶青原花青素解吸附能力强、对杂质解吸附能力

弱的洗脱剂，从而提升三叶青原花青素纯度。用

50%、70%、90% 等不同体积分数的乙醇对吸附在

AB-8 树脂上的原花青素进行洗脱。利用 1.2.1 节所

述方法对各样品原花青素纯度进行分析，结果如表 3，
三叶青粗提物中的原花青素纯度为 44.77%±0.88%，

与李彦等[23] 研究相近，且 V70 样品中的原花青素纯

 

表 1    大孔吸附树脂对三叶青原花青素的吸附及解吸附能力

Table 1    Adsorption and desorption capacity of macroporous resins for proanthocyanidins from T. hemsleyanum

树脂型号 极性 孔径（nm） 比表面积（m2/g） 饱和吸附量（mg·g−1） 解吸附量（mg·g−1） 解吸附率（%）

X-5 弱极性 29~30 500~600 119.85±1.88b 86.46±2.73c 72.15±2.50c

D101 非极性 9~10 500~550 113.03±0.64c 90.40±1.17bc 80.20±1.28b

AB-8 弱极性 12~16 480~520 132.61±3.50a 124.83±4.08a 94.12±1.12a

HPD-100 非极性 8.5~9 650~700 137.68±3.62a 93.2±2.63b 67.72±2.41d

HPD-300 弱极性 5~5.5 800~870 122.39±3.44b 73.05±2.03d 59.68±0.21e

注：同列小写字母不同表示差异性显著（P<0.05）。
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图 2    洗脱流速及洗脱剂用量对 AB-8 树脂纯化
原花青素的影响

Fig.2    Effects of elution velocity and volume on procyanidins
purification by AB-8 resin
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度达到 97.31%±0.96%，约为粗提取物的 2.2 倍，在

所有样品中最高（P<0.05）。50% 和 90% 体积分数

乙醇溶解杂质的能力强于 70% 的乙醇，造成 V50 和

V90 纯化物中含有一定量的杂质，纯度分别为 82.43%±
0.67% 和 87.04%±1.03%，表明 70% 体积分数酒精

较适宜洗脱，并提高了对 DPPH 自由基、ABTS+自由

基及 α-葡萄糖苷酶的清除能力。其中 V70 对 DPPH 自

由基、ABTS+自由基清除率的 IC50 分别为 71.59 与

37.97 μg/mL，显著低于其他试验组及阳性对照组

（P<0.05）。 

2.5.1   DPPH 自由基清除活性　1,1-二苯基-2-三硝

基苯肼（DPPH）是一种稳定的自由基，分子结构简

单，已大量用于天然产物体外抗氧化活性评价[30]。本

文主要研究三叶青原花青素不同质量浓度下对 DPPH
自由基的清除活性，以此评价 AB-8 型树脂的纯化工

艺效果。图 3 可知，在 0~100 μg/mL 的质量浓度区

间内，随样品浓度增加，DPPH 抗氧化活性增强，呈浓

度依赖性（P<0.05）。当浓度大于 100  μg/mL 时，

DPPH 自由基清除能力逐渐趋于平缓（P>0.05）。相

同浓度条件下，对 DPPH 自由基的清除活性依次为：

V70>V50>V90>L-抗坏血酸>CE，V50 与 V90 相近，

V70 抗氧化活性约为 L-抗坏血酸的 1.37 倍，约为

CE 的 1.27 倍，由 2.5 节可知 V70 样品中的原花青

素纯度约为粗提取物的 2.2 倍，表明经 AB-8 大孔吸

附树脂纯化再经 70% 乙醇洗脱后的三叶青原花青

素，抗氧化活性得到进一步提升，也再次印证了

70% 体积分数乙醇较适宜洗脱。据文献报道，经

AB-8 树脂纯化的黑果枸杞、白刺果中的原花青素抗

氧化活性明显强于 L-抗坏血酸[31−32]，经 X-5 大孔树

脂纯化得到的鸡血藤、蒙密花原花青素抗氧化活性

明显强于 L-抗坏血酸[23,28]。综上，采用 AB-8 型树脂

纯化的三叶青原花青素（OPC）抗氧化活性与上述文

献报道基本一致，较纯化前抗氧化活性显著增强。 

2.5.2   ABTS+自由基清除活性　ABTS+自由基脱色

试验是一种用于评价生物样品抗氧化活性的常用方

法，具有操作便捷且良好的重复性等优点。由图 4
可知，L-抗坏血酸、原花青素粗提物、V50、V70、
V90 对 ABTS+自由基都有明显的清除作用，经纯化

与洗脱后，原花青素的抗氧化能力得到明显的提高。

随着样品质量浓度的增加，ABTS+自由基的清除率也

逐渐的增加（P<0.05），当样品质量浓度高于 100 μg/mL，
ABTS+自由基清除率逐渐接近于 100%（P<0.05）。
这与 DPPH 自由基清除率的变化趋势一致，说明原

花青素浓度越大，抗氧化能力越强。同一浓度条件

下，V70 对 ABTS+自由基的清除活性最高（P<0.05），
比 L-抗坏血酸的效果略好，比原花青素粗提物、

V50 与 V90 作用效果具有显著的差异（P<0.05）；而
V50 与 V90 作用效果较为接近。但在相同浓度条件

下，原花青素对 ABTS+自由基清除率整体上比其对

DPPH 自由基的清除率高，两者清除率相差明显，说

明三叶青原花青素能够更好地清除 ABTS+自由基。
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图 4    不同质量浓度样品对 ABTS+自由基的清除率
Fig.4    ABTS+ radicals scavenging rate of samples with different

concentrations
  

2.5.3   α-葡萄糖苷酶（α-Glucosidase）抑制活性　临

床上常见的 α-葡萄糖苷酶抑制剂阿卡波糖对 α-葡萄

糖苷酶具有很强的抑制作用，降低多糖分解为葡萄糖

的速率，延缓碳水化合物的消化和吸收，减低餐后血

糖水平，减少糖尿病并发症的发生，是少数可干预糖

耐量受损的口服降糖药之一[33]。法国海岸松（Pinus
pinaster）树皮中碧萝芷低聚原花青素、鸡血藤中的

 

表 3    不同样品原花青素纯度及生物活性

Table 3    Purities and biological activities of proanthocyanidin from different samples

L-抗坏血酸 阿卡波糖 CE（粗提物） V50 V70 V90

原花青素纯度（%） − − 44.77±0.88d 82.43±0.67c 97.31±0.96a 87.04±1.03b

对DPPH自由基清除率的IC50（μg/mL） 97.95±0.69a − 91.26±1.43b 81.06±0.23d 71.59±0.99e 85.28±1.06c

对ABTS+自由基清除率的IC50（μg/mL） 41.74±0.43bc − 94.72±0.21a 48.10±1.3b 37.97±0.25c 50.04±1.25b

对α-葡萄糖苷酶抑制率的IC50（μg/mL） − 572.01±9.85a 13.76±0.16b 4.64±0.13c 3.84±0.09c 5.56±0.23c

注：V50、V70、V90分别为50%、70%、90%乙醇洗脱的三叶青原花青素纯化物。同行数据后小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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图 3    不同质量浓度样品对 DPPH 自由基的清除率

Fig.3    DPPH radicals scavenging rate of samples with different
concentrations
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原花青素可有效抑制 α-葡萄糖苷酶[23,34]。因此，研究

不同质量浓度下，不同纯度三叶青原花青素对 α-葡
萄糖苷酶的抑制活性。由图 5 可知，随着三叶青原

花青素质量浓度不断增加，对 α-葡萄糖苷酶的抑制

活性不断增强（P<0.05）。V70 在 12 μg/mL 时抑制

率最高，达到了 89.05%；从图 6 中可以看出阿卡波糖

（阳性对照）对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性也是随质量

浓度增加而增强，在 2800 μg/mL 时达到最大抑制率

为 83.76%，因此，三叶青原花青素及三叶青粗提物

对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性均高于阿卡波糖。
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图 5    不同质量浓度样品对 α-葡萄糖苷酶的抑制率
Fig.5    α-glucosidase inhibitory rate of samples with different

concentrations
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图 6    不同质量浓度阿卡波糖对 α-葡萄糖苷酶的抑制率
Fig.6    α-Glucosidase inhibitory rate of acarbose with different

concentrations
 

不同质量浓度样品对 α-葡萄糖苷酶半抑制浓度

（IC50）评价对 α-葡萄糖苷酶抑制活性结果如表 3 所

示：阿卡波糖的 IC50（阳性对照） 为：572.01 μg/mL、V50
的 IC50 为：4.64 μg/mL、V70 的 IC50 为：3.84 μg/mL、
V90 的 IC50 为：5.56 μg/mL，抑制活性的顺序依次

为：V70>V50>V90>CE，其中，三叶青粗提物（CE）的
抑制活性为对照组的 41.57 倍；而纯化后的样品

V70 与对照相比，抑制活性提高了 148.96 倍。通过

上述结果，可以明确说明三叶青粗提物自身对 α-葡
萄糖苷酶的 IC50 抑制活性较强，而通过 AB-8 树脂

纯化后，抑制活性提升为粗提物 3 倍以上。 

2.6　抗氧化活性与 α-葡萄糖苷酶抑制活性之间的相

关性

不同纯度的三叶青原花青素与 DPPH 自由基的

清除活性、ABTS+自由基的清除活性及 α-葡萄糖苷

酶抑制活性之间的相关性分析表明（表 4）：三叶青原

花青素的纯度与 DPPH 自由基清除活性、ABTS+自

由基的清除活性及 α-葡萄糖苷酶抑制活性均具有极

显著正相关性（P<0.01），各活性指标间也具有极显著

正相关性（P<0.01），表明三叶青原花青素对其抗氧化

活性有明显作用，与上述结果一致。 

3　结论
选用了 D-101、X-5、AB-8、HPD-100、HPD-300

共 5 种不同极性的大孔吸附树脂纯化三叶青原花青

素。纯化工艺的最优条件为：选用 AB-8 型树脂用于

三叶青原花青素纯化，上样质量浓度为 6.00 mg/mL，
上样流速 2 BV/h、上样体积 11 BV，洗脱流速 1.5 BV/h，
洗脱剂用量 2 BV，70% 乙醇体积分数进行洗脱。在

此条件下，三叶青中原花青素含量由 44.77% 上升到

97.31%。

对三叶青原花青素纯化前后的 DPPH 和 ABTS+

自由基清除活性以及 α-葡萄糖苷酶抑制能力进行了

考察。结果表明：三叶青粗提物经 70% 乙醇纯化后

的原花青素（V70）纯度最高，约为粗提取物的 2.2
倍。V70 对 DPPH 自由基、ABTS 自由基清除率的

IC50 分别为 71.59 μg/mL 与 37.97 μg/mL，显著低于

其他试验组及阳性对照组（P<0.05），V70 对 α-葡萄

糖苷酶的 IC50 为 3.84 μg/mL，与对照相比，抑制活性

提高了 148.96 倍。通过相关性分析发现，原花青素

纯度与自由基清除率及 α-葡萄糖苷酶抑制活性呈显

著正相关，更加印证了三叶青中的原花青素具有抗氧

化活性以及 α-葡萄糖苷酶抑制活性。但原花青素是

否为三叶青抗氧化及抑制 α-葡萄糖苷酶的主要活性

成分需进一步研究。本研究可为三叶青原花青素开

发药品、功能性食品、食品添加剂等相关领域提供理

论研究基础，促进三叶青资源的可持续开发利用。
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