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动态高压微射流提取对红薯叶黄酮
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  摘要:采用动态高压微射流(DHPM)辅助技术提取红薯叶黄酮,与传统乙醇提取法比较,
研究DHPM对红薯叶黄酮抗氧化活性的影响,并通过高效液相色谱-质谱联用技术(HLPC-
MS)技术对其机理进行了初步研究。实验结果显示,DHPM可以促进红薯叶细胞壁的破碎和

展开,提 高 总 黄 酮 的 提 取 率,当 处 理 压 力 为100 MPa时,总 黄 酮 得 率 最 高 (5.440%±
0.006%),与传统浸提相比,得率提高了21.7%。HLPC-MS分析表明,DHPM 可以提高提取

黄酮的纯度和低极性分子的浓度,对于同一质量浓度的总黄酮样液,80、100MPa压力下提取

的黄酮样液的抗氧化活性较低,120MPa压力处理所得样品(SF120)抗氧化活性最强,清除

DPPH和·OH的IC50值分别为15.99mg/L和0.093g/L。SF0、SF80和SF100中的主要黄

酮类化合物为槲皮素、4′,7-二甲氧基山奈酚、杨梅黄酮、商陆黄素和鼠李柠檬素,SF120的主

要黄酮类化合物为槲皮素、杨梅黄酮和商陆黄素。
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1 引 言

  黄酮类化合物是植物经光合作用产生的一类具有强抗氧化活性的次生代谢化合物,广泛分布于植

物的叶、种子、花、果实和树皮中,目前已鉴定出4000多种。据文献报道,黄酮类化合物具有有效的抗

氧化活性,能够保护植物抵抗紫外辐射、病原菌和植食动物的伤害[1],食用富含黄酮的天然食品能有效

保护机体免受内源性和外源性氧化因子的氧化损伤并对一些相关的慢性疾病具有预防作用[2]。黄酮类

化合物的抗氧化机理主要为抑制活性氧的形成、清除活性氧和调节或保护抗氧化体系[3]。
我国是世界上红薯栽培面积最大的国家,每年有近亿吨的红薯茎叶,除部分作为饲料外,多数被抛

弃掉,造成资源浪费和环境污染。研究发现,红薯叶中含多酚类、黄酮类和多糖等具有抗氧化性的化合

物,能缓解氧化损伤、炎症、衰老和高血压[4]。药理作用研究结果表明,红薯叶提取物具有抗肿瘤、清除

自由基、增强免疫等作用[2,5-6]。目前,从红薯叶中分离出来的黄酮类化合物主要有槲皮素-3-O-葡萄糖

苷、鼠李柠檬素、商陆黄素、槲皮素、山奈酚、杨梅黄酮等[7-8]。
动态超高压微射流(DHPM)是一种特殊形式的高压均质技术,它利用高压使液体物料高速流过狭

窄的缝隙时受到强大的剪切力、撞击力以及空穴爆炸力等综合作用,使细胞破碎、促进细胞内容物溢出,
从而提高有效成分的提取率[9-10]的过程。目前已有学者研究了DHPM在提取[10]和大分子改性方面的
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应用,如对木瓜蛋白酶活性的影响[11]、脂肪酸脂质体的制备[12]、对胰蛋白酶的活性、稳定性和构象的影

响[13]等,但尚无关于DHPM对黄酮类化合物活性影响的相关报道。本实验以红薯叶为原料,研究不同

微射流压力对红薯叶黄酮抗氧化活性的影响,并用 HLPC-MS技术对其机理初探,为DHPM在天然产

物有效成分提取方面提供参考。

2 材料与试验方法

2.1 材料与试剂

  红薯叶于11月份红薯收获后从南昌市郊区采集,55℃干燥至恒重,粉碎过200目筛置于干燥器内

备用。没食子酸、芦丁标准品(纯度大于或等于97%)购于中药固体制剂制造技术与国家工程研究中

心;Vc(分析标准品)、DPPHSigma公司;水杨酸、K3 [Fe(CN)6]、FeSO4·7H2O 、二羟基丁基甲苯

(BHT)等均为分析纯,甲醇、乙腈为色谱纯,天津永大化学试剂有限公司。

2.2 仪器与设备

  微射流均质机 M-700型,美国 Microfluidics公司;T6新世纪紫外-可见分光光度计,北京普析通用

仪器有限公司;GYB60-6S高压均质机,上海华东高压均质机厂;DBS-100E恒流泵、BS-100ALCD自动

部分收集器,上海奇特分析仪器有限公司;AgilentG6430三重四级杆液质联用系统,美国Agilent公司。

2.3 试验方法

2.3.1 黄酮样品的制备

  参照李志、涂宗财等[10]的方法,将红薯叶粉末除脂、烘干,称取4份等质量的红薯叶粉末,按
1∶40(kg/L)的固液比加入70%乙醇,30MPa压力均质后,分别于0、80、100和120MPa压力下微射

流处理2次,然后于75℃水浴90min,抽滤、浓缩、定容至100mL后,测量总黄酮得率,每个压力平行

测3次。最后配制成总黄酮质量浓度为0.50g/L的溶液,标记为SF0、SF80、SF100和SF120。

2.3.2 总黄酮含量的测定

  参照Yi等[14]的方法,采用硝酸铝显色法,以芦丁质量浓度(mg/L)为横坐标,吸光值为纵坐标绘制

标准曲线,得回归方程Y=8.9168X-0.0006,R2=0.9998(n=4)。取适量的样品溶液,按相同的操作

步骤测吸光值,根据回归方程计算总黄酮含量(TotalFlavonoidsContent,TFC)。

2.3.3 总酚含量测定

  采用Folin-Ciocalteu法,参照Naidu等[15]的操作步骤稍加修改,以没食子酸的质量浓度(mg/L)为
横坐标,吸光值为纵坐标绘制标准曲线,得方程Y=0.0112X+0.0068,R2=0.9994(n=4)。取适量的

样品溶液,按相同的操作方法测吸光值,根据回归方程计算总酚含量(TatolPhenolsContent,TPC)。

2.3.4 DPPH清除能力试验[2]

  取2.0mL不同浓度(10~60mg/L)的样品溶液于比色管中,加入2.0mL浓度为0.2mmol/L的

DPPH溶液,充分混合后避光反应30min,于510nm处测吸光值Ai,用无水乙醇作空白,2.0mL不同浓度

的样品溶液和2.0mL无水乙醇的吸光值为Aj,2.0mL无水乙醇和2.0mLDPPH溶液的吸光值为

Acontrol。以Vc和BHA为标准品,重复3次,每次平行2次,计算清除率(IDPPH)
IDPPH =[Acontrol-(Ai-Aj)]/Acontrol×100%

2.3.5 还原能力试验[16]

  向含有不同样品浓度(10~60mg/L)的1.5mLPBS(0.2mol/L、pH6.6)中加入1.5mL的K3[Fe(CN)6]
溶液,摇匀,50℃反应20min后加入1.5mL三氯乙酸溶液终止反应,再加入3.0mL去离子水和

0.6mLFeCl3,摇匀后于700nm处测吸光值。以Vc和BHA为标准对照品,重复3次,每次平行2次。

2.3.6 羟自由基清除能力试验[17]

  向2.0mL不同浓度(0.05~0.25g/L)的样品溶液中依次加入1.0mL浓度为3mmol/L的

FeSO4、1.0mL浓度为3mmol/L的H2O2,混匀,静置10min,再加入1.0mL浓度为3mmol/L的水

杨酸,混匀,静置30min,用蒸馏水作空白,于500nm处测吸光值Ai。双蒸水代替黄酮溶液的吸光值为
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Acontrol,双蒸水代替水杨酸溶液的吸光值为Aj。以Vc和BHA为对照品,重复3次,每次平行2次,计算

清除率(I·OH)

I·OH=[Acontrol-(Ai-Aj)]/Acontrol×100%
2.3.7 液相色谱-质谱联用技术(LC-MS/MS)分析

  液相色谱条件:色谱柱,AgilentXDB-C18(4.5×50mm,1.8μm);流动相,A为0.1%甲酸、B为乙

腈;柱温30℃;进样量10μL;流速1.0mL/min;洗脱梯度,A由90%至0,B由10%至100%。
质谱条件:电喷雾离子化源(ESI),正离子检测,离子源温度110℃,扫描范围m/z(质荷比)为100~700。

3 结果与分析

3.1 黄酮得率和稀释后提取液中总黄酮(TFC)、总酚含量(TPC)
  表1为黄酮得率及稀释后总黄酮、总酚的浓度。由表1可知,DHPM 处理可以大大促进黄酮的得

率。当处理压力为100MPa时,红薯叶黄酮的得率最高,为5.440%±0.027%,与传统乙醇提取相比,
提高了21.7%;当压力升至120MPa时,黄酮得率反而下降了3.3%(P<0.01),这可能是DHPM处理

使原料破碎,压力越大破碎作用越强,使不宜浸出细胞壁的化学成分可以与溶剂充分接触而提高黄酮得

率;但微射流压力的进一步升高,高频振荡、气穴等作用也增强,可能会促使黄酮类化合物氧化降解,从
而降低总黄酮的得率。余海霞[18]研究发现,半纤维素A经DHPM 处理后,颗粒的平均粒径在100MPa
压力时达到最低,压力大于100MPa时,随着压力的增加颗粒粒度增大。本实验的前期研究中采用扫

描电子显微镜观察不同压力处理后红薯叶样品的微观结构,结果显示,100MPaDHPM 处理的样品破

碎效果最好,当压力达到120MPa时,破碎的物料出现团聚现象,这可能是总黄酮得率先上升后下降的

另一个原因。
表1 黄酮得率及稀释后总黄酮、总酚的浓度

Table1 Extractionrateandcontentsoftotalflavonoidsandtotalpolyphenolsafterdilution(mean±SD)

Parameter
Sample

SF0 80MPa(SF80) 100MPa(SF100) 120MPa(SF120)

Yieldofflavonoids/(%) 4.470±0.012 5.160±0.011 5.440±0.027 5.260±0.006

TFC(RT,g/L) 0.501±0.014 0.503±0.015 0.499±0.009 0.502±0.012

TPC(GAC,g/L) 0.184±0.003 0.185±0.005 0.187±0.007 0.211±0.001

3.2 DPPH清除能力

图1 4种提取液、Vc和BHA的DPPH清除能力

Fig.1 DPPHradical-scavengingactivity
offourextracts,VcandBHA

  DPPH是一种在有机溶剂中呈紫色的稳定自由

基清除剂,在517nm处有最大吸收,当加入抗氧化

剂时,一部分自由基被清除掉,使在该波长下的吸光

值减弱[19],常以清除率和半清除率来表示样品的抗

氧化能力,清除率越高或半清除率(IC50)越小都说

明提取物的抗氧化能力越强。由图1可知,不同提

取方法所得黄酮提取液的DPPH 清除能力均随浓

度的增加而提高,且都表现出很好的正向线性关系。

6种样品的IC50为:(7.30±0.39)mg/L(Vc)<(11.62
±0.82)mg/L(BHA)<(15.99±1.19)mg/L(SF120)

<(19.52±0.70)mg/L(SF0)<(20.05±1.04)mg/L
(SF100)<(20.60±0.69)mg/L(SF80),其中,SF100
与SF80样品的IC50不存在显著性差异(P>0.1);
在同一浓度下,SF120样品对DPPH的清除率高于SF0、SF100和SF80样品,且总黄酮浓度为5、10、
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20mg/L时,SF0、SF80和SF100样品对DPPH 的清除能力无显著性差异(P>0.05),这可能是80、

100MPa处理并不会破坏黄酮结构,SF0、SF80和SF100样品中黄酮类化合物的主要成分相同,从而导

致当样品中总黄酮浓度相同时它们对DPPH清除能力相近,与后续试验的 HLPC-MS分析结果一致。
所以,120MPa处理可以提高红薯叶黄酮粗提物的DPPH清除能力,100、80MPa处理对其影响较小。

图2 4种提取液、Vc和BHA的还原能力

Fig.2 Reducingpoweroffourextracts,VcandBHA

3.3 还原能力

  吸光值越大样品的还原能力越强,表明样品的

抗氧化活性越好[20]。由图2可知,样液的还原能力

随黄酮浓度的提高而增加,且表现出很好的线性关

系,SF0样品的线性关系最好(0.9995),SF80样品最

差(0.9623)。黄酮浓度在10~30mg/L时,SF120
样品的还原能力最强,SF100样品最弱,吸光值分别

为(0.162±0.006)~(0.466±0.005)和(0.130±
0.005)~(0.378±0.014);SF0与SF80样品的还

原能力间不存在显著性差异(P>0.1),但4种提取

液的还原能力相差不大且均低于Vc和BHA;黄酮

浓度为40mg/L时还原能力强弱关系为 SF120
(0.586±0.001)>SF0(0.536±0.001)>SF100(0.484±0.005)>SF80(0.441±0.006)(P<0.01),
结果表明,120MPa处理提取的红薯叶黄酮溶液的还原能力最强。由表1可知,当各样液中总黄酮浓度

相同时,SF120样品中总酚浓度最高,而抗氧化能力与总酚浓度存在明显的正相关性,样品中多酚浓度

越高,其抗氧化能力越强[4,15,21],因此,SF120的高还原力可能与其高浓度的多酚类化合物有关,也可能

是由SF120中主要的黄酮类化合物组分决定。

图3 红薯叶黄酮和Vc、BHA对羟自由基的清除能力

Fig.3 Hydroxylradical-scavengingactivityofflavonoids
fromsweetpotatoleaves,VcandBHA

3.4 羟自由基清除能力

  黄酮类化合物大多具有数量不等的酚羟基,
可作为供氢体使自由基还原,从而达到清除自由基

的目的。由图3可知,红薯叶提取物对·OH的清除

能力随浓度的升高而增加。总黄酮浓度为0.05g/L
时,SF0样品活性最强(35.03%±0.17%),Vc最弱

(23.71%±0.21%);浓度为0.25g/L时,SF120样

品清除能力最高(99.06%±0.07%),BHA 最低

(71.64%±0.10%)。SF0、SF80、SF100和SF120
样品的IC50分别(0.114±0.029)、(0.094±0.018)、
(0.118±0.025)和(0.093±0.012)g/L。提取液对

·OH的清除能力与处理压力或多酚浓度之间没有

明显的相关性,这可能是由于黄酮类物质的多样性以及每种黄酮化合物具有的抗氧化作用不同,使各样

品的抗氧化活性存在一定差异[22]。

3.5 HLPC-MS分析

  由图4可以看出,SF0样品在16.907和18.772min处有明显的峰值,且总离子流图谱基线不稳,
表明传统方法所得到的黄酮样品中杂质含量比微射流提取方法高,且提取液中强极性分子含量比经微

射流处理提取的样品高;从SF80和SF100样品的总离子流图可以看出80MPa处理和100MPa处理

提取所得溶液的组分及各组分的含量相近,说明较低压力的微射流处理可以提高黄酮提取率而不影响
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提取液的成份;图4表明120MPa处理提取的红薯叶黄酮溶液中主要为弱极性分子,这可能是由于在

采用微射流处理时,高频振荡和空化作用等改变了提取液中溶解氧的存在状态,促进了黄酮化合物氧化

作用降解,也可能是120MPa微射流处理使高分子量组分破碎成低分子量组分,而使其组分发生改

变[18,23],其原因有待进一步研究。

图4 红薯叶黄酮正离子源总离子流谱图

Fig.4 (+)TICofmassspectrometerofflavonoidsfromsweetpotatoleaves

  黄酮类化合物的抗氧化能力与其主链骨架上羟基取代的数目和位置有关,5位单羟基取代对黄酮

类化合物抗氧化活性无贡献;3,6,2′,3′和4′位单羟基取代贡献较小;3′,4′二羟基取代的四羟基取代对

其抗氧化能力起着重要作用;5′位有羟基的三羟基取代能增加黄酮类化合物的抗氧化活性,槲皮素和商

陆黄素的自由基清除能力是生育酚类衍生物的2~4倍[1,24-25]。分析总离子流谱图和质谱图并结合相

关文献得知:SF0、SF80和SF100样品中主要黄酮类化合物为槲皮素、4′,7-二甲氧基山奈酚、杨梅黄酮、
商陆黄素和鼠李柠檬素,保留时间及峰面积如表2所示,由表可知,SF80和SF100样品的主要黄酮类化

合物相同且它们的含量不存在显著性差异(P<0.05),因此,总体上它们的抗氧化能力相似;SF0中槲

皮素、商陆黄素和杨梅黄酮含量高于SF80和SF100样品,SF120样品中主要的黄酮类化合物为槲皮素

和商陆黄素,槲皮素、杨梅黄酮和商陆黄素分别为3,5,7,3′,4五羟基取代、3,5,7,3′,4′,5′六羟基取代

和3,5,5′三羟基取代黄酮类化合物(图5),它们具有相对较高的抗氧化能力,因而4种提取物中SF0样

品的抗氧化能力较SF80和SF100样品好,SF120样品的抗氧化能力最强。

表2 SF0、SF80和SF100样品中主要的黄酮类化合物的保留时间及峰面积

Table2 RetentiontimeandpeakareaofmainflavonoidsinSF0,SF80andSF120samples

Flavonoids MSfragment
Retentiontime/(min)

SF0 SF80 SF100

Peakarea/(107)

SF0 SF80 SF100

Rhamnocitrin 300.3[M+H]+ 1.62 1.69 1.68 2.17 4.42 4.48

Myricetin 318.3[M]+ 10.93 10.86 10.88 2.18 1.53 1.69

4,7-dimethoxykaempferola 314.1[M]+ 8.67 8.67 8.62 4.20 3.07 3.44

Quercetin 301.1[M+H]+ 12.39 12.32 12.35 5.59 4.96 5.48

Ombuine 330.3[M]+ 13.87 13.81 13.81 5.20 4.41 4.39

    Note:Themassspectrometricdataofaderivedfromultravioletdetectionmapandtheothers
fromthetotalioncurrentspectrumdiagram.
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图5 商陆黄素、杨梅黄酮和槲皮素的分子结构

Fig.5 Structureofombuin,myricetinandquercus

4 结 论

  采用动态高压微射流技术对红薯叶黄酮进行提取,并与传统提取方法进行比较,分别对黄酮的得

率、抗氧化活性、种类与结构进行分析,结果表明:
(1)动态高压微射流处理可以促进红薯叶细胞的破碎,提高红薯叶与溶剂的接触面积,促使细胞中

的黄酮溶出,提高总黄酮的得率,当处理压力为100MPa时,黄酮得率达到(5.440%±0.027%),比传

统方法提高了21.7%。
(2)动态高压微射流提取压力对黄酮的抗氧化活性具有一定的影响,120MPa条件下提取的红薯

叶黄酮的自由基清除能力和还原能力最强,80和100MPa处理使其抗氧化能力有轻微的下降,DPPH
清除能力和还原能力依次为:Vc>BHA>SF120>SF0>SF100>SF80,其影响机理有待进一步研究。

(3)利用HPLC-MS研究微射流处理提取对红薯叶黄酮成份的影响。结果表明,微射流处理能够

减少杂质的溶出、提高黄酮纯度,80和100MPa处理不会影响红薯叶黄酮的结构和活性。SF0、SF80
和SF100样品中主要的黄酮类化合物为槲皮素、4′,7-二甲氧基山奈酚、杨梅黄酮、商陆黄素和鼠李柠檬

素,120MPa中主要的黄酮类化合物为槲皮素、杨梅黄酮和商陆黄素,但其变化机理还需进一步深入

研究。
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EffectsofDynamicHighPressureMicrofluidization(DHPM)Extraction
ontheAntioxidationofFlavonoidsfromSweetPotatoLeaves

andMechanismStudying

TUZong-Cai1,2,ZHANGLu1,WANGHui1,YEYun-Hua2,
LIZhi1,HUANGXiao-Qin1

(1.StateKeyLaboratoryofFoodScienceandTechnology,

NanchangUniversity,Nanchang330047,China;

2.JiangxiNormalUniversity,Nanchang330022,China)

Abstract:Effectsofdynamichighpressuremicro-fluidization(DHPM)intheextractionprocessingon
theantioxidativeactivitiesofflavonoidfromsweetpotatoleavesbyDHPMincontrasttothetradition-
alethanolextractionwereperformedtoexplorethepossiblemechnismincombinationwiththehigh
performanceliquidchromatographycombinedwithmassspectrum (HPLC-MS).Theresultsshowed
thatpretreatmentbyDHPMcouldpromotecellruptureandunfoldingofcellmembrane,whichcaused
theincreaseintheextractionrateoftotalflavonoid.Thebestresultwasachievedat100MPawiththe
highestyieldof5.440%±0.006%,whichwashigherby21.7%,relativetotheenthanolextraction.
HLPC-MSanalysisrevealedthatpretreatmentbyDHPMcouldimprovethepurityandcontentof
lowerpolarmoleculeinextractsolvent.80MPaand100MPapressurizationtreatmentdecreasedthe
antioxidantactivityofsampleswithidenticalflavonoidcontent,buthadnegligibleeffectsonelements
andstructureofflavonoid.Pretreatmentwith120MPa(SF120sample)pressurizationhadthestron-
gestantioxidationwithIC50forDPPHand·OHwere(15.99±1.19)mg/Land(0.093±0.012)g/L,

respectively.ThemainflavoniodsofSF0,SF80andSF100arequercetin,4′,7-dimethoxykaempferol,

myricetin,ombuinandrhamnocitrin,while,themainflavoniodsofSF120arequercetin,myricetinand
ombuin.
Keywords:sweetpotatoleaves;flavonoid;antioxidativeactivity;dynamichighpressuremicro-fluidization
(DHPM);highperformanceliquidchromatographycombinedwithmassspectrum(HPLC-MS)
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