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银合欢果皮总黄酮含量测定及抗氧化活性
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摘  要：目的：建立测定银合欢果皮中总黄酮含量的方法，研究其体外抗氧化活性。方法：运用NaNO2-Al(NO3)3 

显色法，检测总黄酮含量，并采用1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）法和还原力分

析其抗氧化活性。结果：芦丁在0.01～0.05 mg/mL（r=0.999 1）质量浓度范围内，吸光度与质量浓度之间呈良好线

性关系，平均回收率为99.35%（相对标准偏差为1.37%），总黄酮含量为1.76 mg/g；银合欢果皮具有显著的抗氧化

活性，且呈剂量依赖性，其抑制DPPH自由基的半数抑制浓度（IC50）为0.32 mg/mL，还原力IC50为70.12 μg/mL。结

论：所建立的方法简单快捷、准确、灵敏、重复性好，适合银合欢果皮中总黄酮含量的测定。银合欢果皮中含有丰

富的黄酮类化合物，且具有良好的体外抗氧化活性。
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Abstract: Purpose: To establish a method for the determination of total flavonoids and to evaluate the antioxidant activity 

of the ethanol extract of Leucaena leucocephala (Lam.) de Wait fruit peel. Methods: The content of total flavonoids was 

measured by NaNO2-Al(NO3)3 assay. The antioxidant property was determined by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

free radical scavenging and reducing power assays. Results: The linear range of rutin was 0.01–0.05 mg/mL (r = 0.999 1). 

The average recovery rate was 99.35% with relative standard deviation (RSD) of 1.37%. The content of total flavonoids was 

1.76 mg/g. In DPPH radical scavenging assay, the sample exhibited antioxidant activity in a dose-dependent manner with 

IC50 of 0.32 mg/mL. The IC50 for reducing power was 70.12 μg/mL. Conclusions: The developed method is rapid, accurate, 

simple, reproducible and suitable for determination of total flavonoids in the fruit peel of L. leucocephala. Moreover, the 

fruit peel of L. leucocephala is rich in flavonoids and possesses high antioxidant activity.
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银合欢（Leucaena leucocephala (Lam.) de Wait）又

名白合欢，为多年生豆科木本植物，广泛分布于热带亚

热带地区，在我国南部分布很广[1]。银合欢生长快，适

应性强，是荒山绿化的先锋树种。叶片干物质中粗蛋白

质含量达22%～29%，还含有丰富的氨基酸、胡萝卜素、

多种维生素和微量元素，其枝叶和豆荚都是牛、羊的

好饲料，被联合国粮农组织的饲料专家誉为“蛋白质仓

库”[2]。银合欢叶具有清热解毒、消食解渴开胃的功效，

在海南及广西民间，银合欢叶可作为保健茶泡饮，其保

健作用与茶叶相当，并且不含咖啡因[3]。

文献调研发现，银合欢叶和种子中主要含有黄酮、生

物碱、萜类、香豆素、甾体和脂肪酸类化合物[4-14]。在广

西壮族民间银合欢种子可用于治疗糖尿病[15]，现代药理实

验亦发现银合欢种子和叶均具有显著的降血糖、保肝、抑

菌、利尿等活性，且其主要的有效成分为黄酮[16-24]。黄酮

是具有较强清除自由基和抗氧化能力的一种物质，而黄

酮因其结构不同以及含量不同，有的表现出生物活性，

有的则没有生物活性[25-27]。姜建辉等[28]测得银合欢叶中总

黄酮含量为2.05%。

综上所述，目前关于银合欢的研究大多集中于其叶
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和种子，而针对其果皮的研究鲜有报道，为更加充分利

用银合欢资源，对其果皮进行化学成分及药理活性研究

非常有必要。如果能够对银合欢果皮进行开发利用，不

仅能够保护环境，还能使资源利用最大化，并产生巨大

的经济效益和社会效益。因此本实验对银合欢果皮中总

黄酮的含量测定方法和抗氧化活性进行研究，拟建立银

合欢果皮中总黄酮的含量测定方法，同时对其体外抗氧

化活性进行探讨，为银合欢果皮的进一步研究与开发提

供一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

银合欢果皮采自云南省西双版纳傣族自治州勐腊

县，经三峡大学生物与制药学院陈发菊教授鉴定为豆科

含羞草亚科银合欢属银合欢的果皮。

芦丁对照品（批号：161985） 华顺生物技术有限

公司；其余所有试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

BS210S电子分析天平  北京赛多利斯仪器有限

公司；旋转蒸发仪 日本东京理化有限公司；SHZ-D

（Ⅲ）型循环水式真空泵 巩义市英峪予华仪器厂；

DZF-2B真空减压干燥箱 北京市永光明医疗仪器有限

公司；WGL-65B电热恒温鼓风干燥箱 天津市泰斯特

仪器有限公司；Infinite M200 PRO酶标仪 瑞士Tecan公

司；SZ-93自动双重水蒸馏器 上海雅荣生化仪器设备

有限公司。

1.3 方法

1.3.1 标准曲线的绘制[29-30]

精密称取在120 ℃条件下减压干燥至恒质量的芦丁

标准品5.0 mg于50 mL容量瓶中，甲醇定容至刻度，即

得0.1 mg/mL芦丁对照品溶液。精密取对照品溶液0、

0.50、1.00、1.50、2.00、2.50 mL于6 个5 mL容量瓶中，

加质量分数5% NaNO2溶液0.15 mL，混匀，放置6 min；

加10% Al(NO3)3溶液0.15 mL，摇匀，放置6 min；加

4% NaOH溶液2 mL，再加甲醇定容至刻度，摇匀，放置

15 min。用酶标仪于波长510 nm处测定吸光度。

1.3.2 总黄酮含量测定  

银合欢果皮粉末0.046 g，用质量分数95%乙醇溶液

超声提取3 次，每次0.5 h。过滤、浓缩，加入甲醇溶解，

制成1 mg/mL供试品溶液。精密取供试品溶液1 mL按

1.3.1节方法测定其总黄酮含量。

1.3.3  1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl，DPPH）法测定抗氧化活性[31-32]  

用无水乙醇定容VC，配成1.58 mg/mL的标准溶

液，并用乙醇稀释成系列标准溶液。取60 μL待测液标

准溶液，加60 μL 1 mmol/L DPPH乙醇溶液，充分混

合，室温避光静置30 min，于波长517 nm处测其吸光度 

（A实验）。对照组用60 μL无水乙醇代替DPPH溶液（A对照）， 

空白组用60 μL无水乙醇代替样品（A空白），各组平行测

定3 次，按下式计算DPPH自由基清除率。

DPPH /% 100
A A A

A

1.3.4 还原能力的测定[33-34]

准确称取33 mg银合欢果皮粉末，用体积分数95%

乙醇溶液定容至10 mL，配成3.3 mg/mL的待测液。在

1.5 mL Ep管中分别加入不同质量浓度待测液100 μL，
加入磷酸盐缓冲溶液（0.2 mol/L，pH 6.6）100 μL和质

量分数1%铁氰化钾溶液100 μL，置于50 ℃水浴中反应

20 min，然后加入质量分数10%三氯乙酸溶液100 μL，摇

匀。吸取上清液50 μL，在96 孔板中加入50 μL蒸馏水和

50 μL质量分数0.025%三氯化铁溶液。VC为对照品，样

品在波长700 nm处测定吸光度。

2 结果与分析

2.1 检测波长的选择

按照1.3节方法制备样品溶液和标准品溶液，在波长

300～500 nm范围内进行波长扫描，样品溶液和对照品溶

液在波长510 nm处均有最大吸收，由此确定检测波长为

510 nm。

2.2 线性范围

按照1.3.1节所述方法用酶标仪测定不同质量浓度对

照品溶液的吸光度。以对照品质量浓度C（mg/mL）为

横坐标，吸光度（A）为纵坐标，绘制标准曲线。回归方

程：A = 6.348C＋0.009 8，r = 0.999 1。结果表明芦丁在

0.01～0.05 mg/mL质量浓度范围内，吸光度与质量浓度间

呈良好线性关系。

2.3 精密度

精密取质量浓度为0 . 1  m g / m L芦丁对照品溶液

1.00 mL，连续测定5 次，记录吸光度，其相对标准偏差

（relative standard deviation，RSD）为0.78%，表明精密

度良好，结果见表1。

表 1 精密度实验结果

Table 1 Precision of the spectrophotometric method for  

determination of total flavonoids

序号 1 2 3 4 5

吸光度 0.129 6 0.129 7 0.129 5 0.131 8 0.131 0

2.4 稳定性

精密称取干燥至恒质量的银合欢果皮粉末0.046 g，
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按1.3.2节方法制备样品溶液，室温条件下放置，分别

于0、0.5、1、2、3 h测定吸光度，样品的吸光度RSD为

0.47%，表明样品溶液在3 h内稳定。实验结果见表2。

表 2 稳定性实验结果

Table 2 Stability of the spectrophotometric method for  

determination of total flavonoids

序号 1 2 3 4 5

吸光度 0.112 1 0.112 2 0.113 1 0.112 8 0.113 3

2.5 重复性

精密称取5 份干燥至恒质量的银合欢果皮粉末，按

1.3.2节方法制备样品溶液，测定其吸光度，样品的吸光

度RSD为1.33%，表明该方法有良好的重复性。实验结果

见表3。

表 3 重复性实验结果

Table 3 Repeatability of the spectrophotometric method for 

determination of total flavonoids

序号 1 2 3 4 5

吸光度 0.112 8 0.116 4 0.112 9 0.113 0 0.113 7

2.6 加样回收率

精密称取5 份已知含量（1.76 mg/g）的银合欢果

皮粉末，每份加入芦丁对照品0.040、0.080、0.120、

0.160、0.200 mg，按照1.3.2节方法测定其吸光度，计算

回收率，芦丁的平均回收率为99.35%，RSD为1.37%。

结果表明总黄酮回收率良好，方法准确性高，具有可行

性，具体结果见表4。

表 4 加样回收率实验结果

Table 4 Repeatability of the spectrophotometric method for 

determination of total flavonoids

取样量/mg 样品含量/mg 对照品加入量/mg 测得总量/mg 回收率/%

46.505 0 0.081 9 0.040 0 0.112 9 98.27

46.391 5 0.081 7 0.080 0 0.158 9 98.25

46.788 9 0.082 4 0.120 0 0.201 2 99.41

47.356 8 0.083 4 0.160 0 0.247 3 101.60

47.072 9 0.082 9 0.200 0 0.280 9 99.23

2.7 银合欢果皮中总黄酮含量

按照1.3.2节方法制备5 份供试品溶液，按1.3.1节方

法测定其吸光度，由回归方程计算含量。5 批银合欢果皮

中总黄酮的平均含量为1.76 mg/g。

2.8 银合欢果皮的抗氧化能力

对银合欢果皮清除DPPH自由基的能力进行研究，

由图1可知，银合欢果皮对DPPH自由基具有显著的清

除作用，其清除能力随样品质量浓度增加而增强（半

数抑制浓度（half inhibition concentration，IC50）为 

0.32 mg/mL），但银合欢果皮清除DPPH自由基的能力弱

于阳性对照VC（IC50为0.01 mg/mL）。
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图 1 银合欢果皮对DPPH自由基的清除能力

Fig.1 DPPH radical-scavenging capacity of L. leucocephala fruit peel

2.9 银合欢果皮的还原能力

抗氧化剂的抗氧化能力与其还原力有关，还原力越

大，抗氧化能力越强。反应物的吸光度增加表明还原力

增强。由图2可知，随着质量浓度的增加，样品的吸光度

明显上升，表明还原能力逐渐增强，呈现较好的量效关

系。IC50为70.12 μg/mL的银合欢果皮提取物的还原力与

IC50为7.74 μg/mL的VC相当。
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图 2 银合欢果皮还原能力

Fig.2 Reducing power of L. leucocephala fruit peel

3 结 论

银合欢作为营养保健型的绿色食品，日益受到人

们的关注，其研究和开发也在逐步深入。本实验运用

NaNO2-Al(NO3)3显色法对银合欢果皮中总黄酮含量测定

进行相关的探索，建立含量测定方法操作合理简单，方

法精密度高，重复性及线性关系良好，回收率高，可为

银合欢的质量控制提供研究基础。

目前关于银合欢果皮的药理活性鲜有报道，本研究

探讨其体外抗氧化活性，银合欢果皮清除DPPH自由基的

IC50为0.32 mg/mL，还原力的IC50为70.12 μg/mL，表现出

较好的体外抗氧化活性。而关于其总黄酮含量与抗氧化

活性间的相关性，还有待进一步的研究。
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