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吴茱萸、甘草浸提液对亚硝化反应清除
及阻断作用的对比研究
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唐梓意2) 蔡曙杰1) 杨 虹1) 颜亨梅1)
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2)珠海市出入境检验检疫局,519087,广东,珠海)

摘要 为考查吴茱萸(Tetradiumruticarpum)和甘草(Glycyrrhizae)的浸提液对亚硝酸钠清除作用和对

N-亚硝基化合物合成的阻断作用,及其两者作用效果比较。采用L9(33)正交试验法浸提活性成分,并测定对

亚硝酸钠的清除率以及对N-亚硝基化合物合成的阻断率,确定最佳浸提工艺条件。以亚硝酸钠清除率为考

察指标,吴茱萸最佳浸提工艺下对亚硝酸钠最大清除率为0.8365;而甘草最佳浸提工艺条件下最大清除率为

0.5580。以对N-亚硝基化合物合成的阻断率为考察指标,吴茱萸最佳浸提工艺条件下对N-亚硝基化合物生

成最大阻断率为0.9228;而甘草最佳浸提工艺条件下最大阻断率为0.6256。结果显示无论以对亚硝酸钠清

除率为考察指标,还是以对N-亚硝基化合物合成的阻断率为考察指标,吴茱萸对亚硝化反应的抑制作用均强

于甘草。
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0 引言

癌症是当前威胁人类生活的最大杀手,被称

为“不治之症”。亚硝胺能引起人体和动物的肝脏

等多种器官的恶性肿瘤,是最令人关注的一类化

学致癌物。它不仅存在于食品、烟草和饮用水中,
也可由前体仲胺和亚硝酸盐合成,尤其是在人和

动物胃中更适合合成亚硝胺。亚硝胺在一系列酶

的作用下,生产可使核酸烷化的亲电子的烷基自

由基,从而引起细胞遗传突变显示致癌性,阻断或

减少亚硝胺的生成是预防肿瘤发生的一个重要措

施[1]。
黄酮类化合物是一类小分子天然植物成分,

广泛存在于蔬菜、水果和药用植物中,具有抗氧

化、防癌抗癌以及抗糖尿病并发症等多种生理活

性和药理作用[2]。而中国有得天独厚的中草药资

源,研究各种中草药在防癌抗癌方面的功能和药

效,从而开发安全、高效的防癌抗癌天然药品和保

健品是一项极有现实意义的工作。中草药防癌抗

癌活性表现的一个方面是清除亚硝酸盐和阻断亚

硝胺的合成即对亚硝化反应的抑制作用上,目前

有关这方面的研究报道较少[3]。
甘草(Glycyrrhizae)在中草药中具有“众药

之王”的美誉,其主要成分有甘草三菇皂贰类、甘
草黄酮类、甘草多糖类化合物。随着现代医学对

甘草的研究,发现甘草酸(又名甘草甜素)不仅有

抗炎、抗HIV、提高人体免疫力等功效,还可以抗

艾滋病毒,对SARS亦有抑制作用[4]。
吴茱萸(Tetradiumruticarpum)又名淡茱

萸、吴萸,是芸香科植物吴茱萸接近成熟的果实,
有小毒,多炮制后入药。国外对吴茱萸的药理研

究表明其具有扩张血管、增加血流量、降血压、改
善微循环、溶栓、抗溃疡等广泛作用。与此同时,
国内对吴茱萸成分研究表明其提取物中含有大量

的皂苷类、黄酮类和酚酸类成分[5-6]。
鉴于吴茱萸、甘草这两味中药中皆含有能防

癌抗癌的黄酮类化合物,本试验进一步通过体外

模拟人体胃液的条件,探讨天然吴茱萸、甘草浸提

液抑制亚硝化反应活性物质的最佳浸提工艺条

件,研究和对比吴茱萸、甘草浸提液清除亚硝酸盐

以及阻断N-亚硝基化合物的合成的效果,为吴茱

萸、甘草的合理利用提供一定的科学依据,同时为
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研究开发亚硝化反应抑制剂提供参考。

1 材料与方法

1.1 原料与试剂 吴茱萸、甘草:珠海市北京师

范大学珠海分校药店购买的中药吴茱萸、甘草,放
置实验室密封储藏备用。

无水乙醇;柠檬酸钠-盐酸缓冲液(自制);亚
硝酸钠;二甲胺溶液;碳酸钠;α-萘胺;对氨基苯磺

酸;N-1-萘乙二胺盐酸盐;聚酰胺粉100~200目

等试剂均为分析纯。

1.2 主要仪器 UV752型紫外可见分光光度计

(Phenix凤凰);ZF-I三用型紫外分析仪(上海顾

村电光仪器厂);EPED-T/D型实验室级超纯水

器(南京易普易达科技发展有限公司);FA1004B
型电 子 天 平(上 海 越 平 科 学 仪 器 有 限 公 司);

HWS24型电热恒温水浴锅(上海一恒科技有限

公司);PB-10型pH 精密酸度计(赛多利斯科学

仪器(北京)有限公司)。

1.3 实验方法

1.3.1 浸提方法 将购买的吴茱萸、甘草取出称

量,随后按照一定的料液比,以一定浓度的乙醇水

溶液在特定温度下浸提特定时间,冷却至室温后

经聚酰胺粉过滤,得浸提液,保存于棕色瓶备用。

1.3.2 最佳浸提条件 为了系统考察吴茱萸、甘
草浸提液分别对亚硝酸钠的清除作用以及对 N-
亚硝基化合物合成的阻断作用的最佳浸提工艺条

件,选用了L9(33)正交表进行试验。分别以对亚

硝酸钠清除率和 N-亚硝基化合物合成的阻断率

作为考察指标,共得到36个浸提液样品,从而确

定各自作为考察指标时的最佳浸提工艺条件。

1.3.3 亚硝酸盐清除率的测定 基本原理:亚硝

酸盐在弱酸性的条件下,能与氨基苯磺酸重氮化

后,再与N-1-萘乙二胺盐酸盐偶合生成红色化合

物[7-8]。
分别取吴茱萸、甘草浸提液5.0mL于25

mL比色管中,加入12.5mLpH=3.0的柠檬酸

钠盐酸缓冲液,再加入100mg·kg-1NaNO2 溶

液2.5mL,用蒸馏水定容至刻度,37℃恒温1h,
然后各吸取1.0mL反应液于小试管中,加入w
=0.4%对氨基苯磺酸溶液2.0mL,w=0.2%
N-1-萘乙二胺盐酸盐溶液2.0mL,摇匀放置15
min后,用紫外-可见分光光度计在波长为540
nm处测吸光度值,分别用相应浓度相同用量的

浸提剂作空白对照,最后计算清除率Yc。

Yc=(A0-Ax)/A0

式中 A0 为加入相应浸提剂空白实验的吸光度

值;Ax 为加入不同浓度浸提液时的吸光度值。
按上述方法,另分别取最佳浸提工艺条件下

获得的吴茱萸、甘草浸提液0.5、1.0、1.5、2.0、

2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0mL进行亚硝酸盐清

除率的浓度梯度测定,计算每一浓度下的清除率。

1.3.4 N-亚硝基化合物合成阻断率的测定 在

模拟人体胃液的条件下,二甲胺与亚硝酸钠在

pH3.0,37℃条件下,可适宜地生成二甲基亚硝

胺(NDMA)[7,9],反应式如下:

(CH3)2NH+NaNO2 →
HCl

(CH3)2N— ——N O+HCl+H2O.
当分别往吴茱萸、甘草浸提液中依次加入二

甲胺与亚硝酸钠时,浸提液中的活性物质先于二

甲胺同亚硝酸钠作用,达到阻止 NDMA生成的

目的。据此可以比较相同条件下生成NDMA的

多少来反映浸提液阻断能力的强弱,生成NDMA
量少,浸提液的阻断能力就强,反之则弱。

在紫外光照射下,NDMA可分解成二甲基仲

胺和亚硝酸根,反应式如下:

(CH3)2N— ——N O+H2O →
UV

(CH3)2NH+
2 +NO-

2 .
亚硝酸根与对氨基苯磺酸重氮化后,再与α-

萘胺偶合生成红色化合物。用分光光度计测出该

化合物的吸光度值可计算上述反应液中 NDMA
含量的多少。

取浸提液5.0mL于25mL比色管中,加入

pH3.0的 柠 檬 酸 钠 盐 缓 冲 溶 液12.5mL,1.0
mmol·L-1 NaNO2 溶液1.25mL,1.0mmol·

L-1二甲胺溶液1.25mL,再用蒸馏水定容至刻

度,在37℃下恒温1h。用移液管吸取1.0mL
上述含NDMA的反应液加到小试管中,加入 w
=0.5% Na2CO3 溶液0.5mL,于遮光布遮盖的

紫外分析仪上照15min,紫外灯距液面15cm,取
出后加入w=0.1%对氨基苯磺酸溶液1.5mL,
再加w=0.1%的α-萘胺1.5mL和0.5mL蒸馏

水,然后摇匀放置15min后,用分光光度计在

525nm处测A。同时分别用相应浸提剂作空白

试验,并计算阻断率Ys:

Ys=(A0-Ax)/A0



 70   北京师范大学珠海分校学刊  

式中 A0 为加入相应浸提剂空白实验的吸光度

值;Ax 为加入不同浓度浸提液时的吸光度值。
按上述方法,另分别取最佳条件的浸提液

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0
mL进行阻断NDMA的浓度梯度的测定,计算每

一浓度下的Ys。

2 结果与分析

2.1 提取条件的单因素实验

2.1.1 提取时间对亚硝酸根Yc 的影响 分别准

确称取吴茱萸、甘草2.00g于250mL锥形瓶中,
按料液比1∶50加入φ=50%乙醇作浸提剂,60℃
水浴加热下冷凝回流0.5、1.0、1.5、2.0、2.5h,
然后冷却至室温后经聚酰胺粉过滤,得浸提液,每
次取浸提液5.0mL,用2.4.2方法测定其Yc,结
果见表1。

表1 吴茱萸、甘草提取时间对

亚硝酸根清除率Yc 的影响

序号 t/h A0
Ax Yc

吴茱萸 甘草 吴茱萸 甘草

1 0.5 0.832 0.207 0.402 0.7512 0.5168

2 1.0 0.827 0.154 0.362 0.8138 0.5623

3 1.5 0.829 0.146 0.334 0.8239 0.5971

4 2.0 0.830 0.105 0.409 0.8735 0.5072

5 2.5 0.829 0.092 0.415 0.8890 0.4994

  由表1数据可知,随着提取时间的增加,吴茱

萸浸提液对亚硝酸根Yc 逐渐增加,当提取时间达

到2.5h时,Yc 达到最大。因此,初步确定吴茱

萸提取时间为2.5h。随着提取时间的增加,甘
草浸提液对亚硝酸根的Yc 逐渐增加,当提取时间

达到1.5h时,Yc 达到最大,继续增加提取时间

Yc 反而减小,因此,初步确定甘草提取时间为1.5
h。

2.1.2 浸提剂体积分数φ对亚硝酸根Yc 的影响

 分别准确称取吴茱萸、甘草2.00g于250mL
锥形瓶中,按料液比1∶50加入不同体积分数的乙

醇作浸提剂,60℃水浴加热,冷凝回流1.5h,然
后冷却至室温后经聚酰胺粉过滤,得浸提液,每次

取浸提液5.0mL,用2.4.2方法测定其Yc,结果

见表2。

  由表2数据可知,随着φ(乙醇)的增加,吴茱

萸、甘草浸提液对亚硝酸根的Yc 逐渐减小,故本

试验选择φ=50%的乙醇。

表2 吴茱萸、甘草浸提剂体积分数φ
对亚硝酸根Yc 的影响

序

号

φ(乙醇)

%
A0

Ax Yc

吴茱萸 甘草 吴茱萸 甘草

1 50 0.829 0.146 0.402 0.8239 0.5151

2 60 0.837 0.298 0.556 0.6440 0.3357

3 70 0.843 0.527 0.597 0.3749 0.2918

4 80 0.849 0.653 0.597 0.2308 0.2968

5 90 0.850 0.688 0.595 0.1905 0.3000

2.1.3 提取温度对亚硝酸根Yc 的影响 分别准

确称取吴茱萸、甘草2.00g于250mL锥形瓶中,
按料液比1∶50加入φ=50%乙醇,分别以40、50、

60、70、80℃水浴加热,冷凝回流1.5h,然后冷却

至室温后经聚酰胺粉过滤,得浸提液,每次取浸提

液5.0mL,用2.4.2方法测定其Yc,结果如表3
所示。

表3 吴茱萸、甘草提取温度对亚硝酸根Yc 的影响

序号 T/℃ A0
Ax Yc

吴茱萸 甘草 吴茱萸 甘草

1 40 0.832 0.533 0.539 0.3594 0.3533

2 50 0.827 0.200 0.362 0.7582 0.5623

3 60 0.829 0.146 0.402 0.8239 0.5151

4 70 0.830 0.140 0.607 0.8313 0.2687

5 80 0.829 0.115 0.672 0.8613 0.1893

  由表3数据可知,随着提取温度T 的增加,
吴茱萸浸提液对亚硝酸根的Yc 逐渐增加,当提取

温度达到80℃时,Yc 达到最大。因此,初步确定

吴茱萸提取温度为80℃;随着提取温度T 的增

加,甘草浸提液对亚硝酸根的Yc 先升后降,当提

取温度达到50℃时,Yc 达到最大,继续增加提取

温度Yc 反而减小。因此,初步确定甘草提取温度

为50℃。

2.2 L9(33)正交试验 为了对吴茱萸、甘草抑制

亚硝化反应最佳浸提工艺条件进行系统考察,选
取了L9(33)正交表进行试验,选取的因素及水平

如表4、5所示。分别以对亚硝酸钠的Yc 以及对

NDMA合成的Ys 作为考察指标,通过正交实验

(如表6~9所示)所得的结果,通过极差分析从而

确定理论上获得的最佳浸提工艺条件,随后通过

实验进一步验证由理论计算所确定的最佳浸提工

艺条件是否与实验结果相一致,从而最终确认吴

茱萸、甘草活性物质最佳浸提条件。
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表4 吴茱萸正交试验因素-水平

水平
因素

A:φ(乙醇)/% B:提取温度T/℃ C:提取时间t/h

1 50 40 0.5

2 60 60 1.5

3 70 80 2.5

表5 甘草正交试验因素 水平

水平
因素

A:φ(乙醇)/% B:提取温度T/℃ C:提取时间t/h

1 50 40 0.5

2 60 50 1.5

3 70 60 2.5

2.3 最佳浸提工艺条件 由表6可知,对亚硝酸

钠的Yc 为考察指标时,吴茱萸活性物质浸提最佳

因素组合为 A1B3C3,即用φ=50%的乙醇水溶

液,在80℃水浴回流条件下浸提2.5h所得的吴

茱萸浸提液对清除亚硝酸钠的效果最佳。通过极

差R 的数值可反映出各因素对结果影响大小的

顺序为B、A、C,B因素影响最大,C因素影响最

小。
表6 吴茱萸正交试验设计及结果

(以亚硝酸钠Yc 作为考察指标)

序号 A B C A0 Ax Yc

1 1 1 1 0.829 0.319 0.6152

2 1 2 2 0.829 0.175 0.7889

3 1 3 3 0.829 0.140 0.8311

4 2 1 2 0.837 0.497 0.4062

5 2 2 1 0.837 0.395 0.5281

6 2 3 3 0.837 0.142 0.8303

7 3 1 3 0.843 0.439 0.4792

8 3 2 1 0.843 0.294 0.6512

9 3 3 2 0.843 0.195 0.7687

K1 2.2352 1.5006 1.7945

K2 1.7646 1.9682 1.9638

K3 1.8994 2.4301 2.1406

极差R0.4706 0.9295 0.3461

  由表7可知,对亚硝酸钠的Yc 为考察指标

时,甘草活性物质浸提最佳因素组合为 A3B2C2,
即用φ70%的乙醇水溶液,在50℃水浴回流条件

下浸提1.5h所得的甘草浸提液对清除亚硝酸钠

的效果最佳。通过极差R 的数值可反映出各因

素对结果影响大小的顺序为A、B、C,A因素影响

最大,C因素影响最小。
表7 甘草正交试验设计及结果

(以亚硝酸钠Yc 作为考察指标)

序号 A B C A0 Ax Yc

1 1 1 1 0.829 0.502 0.3945

2 1 2 2 0.829 0.433 0.4777

3 1 3 3 0.829 0.570 0.3124

4 2 1 2 0.837 0.510 0.3907

5 2 2 1 0.837 0.447 0.4659

6 2 3 3 0.837 0.587 0.2987

7 3 1 3 0.843 0.375 0.5552

8 3 2 1 0.843 0.456 0.4591

9 3 3 2 0.843 0.413 0.5101

K1 1.1846 1.3404 1.3195

K2 1.1553 1.4027 1.3785

K3 1.5244 1.1212 1.1663

极差R0.3691 0.2815 0.2122

  从表8可知以NDMA合成的阻断率Ys 为考

察指标时,吴茱萸活性物质浸提最佳因素组合为

A2B3C3,即用φ=60%的乙醇水溶液以1∶50的料

液比,在80℃回流条件下浸提2.5h所得的吴茱

萸浸提液对清除亚硝酸钠的效果最佳。通过极差

R 的数值可反映出各因素对结果影响大小的顺序

为B、A、C,B因素影响最大,C因素影响最小。
表8 吴茱萸正交试验设计及结果

(以NDMA合成的Ys 作为考察指标)

序号 A B C A0 Ax Ys

1 1 1 1 0.203 0.084 0.5862

2 1 2 2 0.203 0.047 0.7685

3 1 3 3 0.203 0.022 0.8916

4 2 1 2 0.195 0.059 0.6974

5 2 2 1 0.195 0.061 0.6872

6 2 3 3 0.195 0.016 0.9179

7 3 1 3 0.187 0.096 0.4866

8 3 2 1 0.187 0.018 0.9037

9 3 3 2 0.187 0.053 0.7165

K1 2.2463 1.7702 2.1771

K2 2.3025 2.3594 2.1824

K3 2.1068 2.5260 2.2961

极差R0.1957 0.7558 0.1190

  从表9可知以NDMA合成的Ys 为考察指标

时,甘草活性物质浸提最佳因素组合为 A2B3C3,
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即用φ=60%的乙醇水溶液以1∶50的料液比在

60℃回流条件下浸提2.5h所得的甘草浸提液

对清除亚硝酸钠的效果最佳。通过极差R 的数

值可反映出各因素对结果影响大小的顺序为C、

A、B,C因素影响最大,B因素影响最小。
表9 甘草正交试验设计及结果

(以NDMA合成的Ys 作为考察指标)

序号 A B C A0 Ax Ys

1 1 1 1 0.203 0.152 0.2512

2 1 2 2 0.203 0.163 0.1970

3 1 3 3 0.203 0.161 0.2069

4 2 1 2 0.195 0.173 0.1128

5 2 2 1 0.195 0.149 0.2359

6 2 3 3 0.195 0.074 0.6205

7 3 1 3 0.187 0.148 0.2086

8 3 2 1 0.187 0.167 0.1070

9 3 3 2 0.187 0.175 0.0642

K1 0.6551 0.5726 0.5941

K2 0.9692 0.5399 0.3740

K3 0.3798 0.8916 1.0360

极差R0.5894 0.3517 0.6620

  根据最优方案的确定方法[10],以不同考察指

标理论计算所获得最佳提取条件进行浸提,与已

完成的实验组结果进行对比。
当以亚硝酸钠Yc 为考察指标时,由表6通过

极差分析确定吴茱萸的最佳浸提条件为A1B3C3,
通过具体实验如表10所示,该浸提条件下获得的

浸提液对亚硝酸钠Yc 为0.8407,高于表6中已

进行过的9组实验结果,此时通过实验确定,由极

差分析推断的组合A1B3C3 为亚硝酸钠清除效果

最佳的吴茱萸浸提工艺条件组合。
表10 吴茱萸对亚硝酸钠Yc 为

考察指标最佳浸提条件验证结果

浸提条件:A1B3C3

A0 Ax Yc

平行组1 0.832 0.137
0.8365

平行组2 0.832 0.135

  由表7通过极差分析确定甘草的最佳浸提条

件为A3B2C2,通过具体实验如表11所示,该浸提

条件下获得的浸提液对亚硝酸钠Yc 为0.5580,
高于表7中已进行过的9组实验结果,此时通过

实验确定,由极差分析推断的组合 A3B2C2 为亚

硝酸钠清除效果最佳的甘草浸提工艺条件组合。
表11 甘草对亚硝酸钠Yc 为

考察指标最佳浸提条件验证结果

浸提条件:A3B2C2

A0 Ax Yc

平行组1 0.845 0.375
0.5580

平行组2 0.845 0.372

  当以NDMA合成的Ys 为考察指标时,由表

8通过极差分析确定吴茱萸的最佳浸提条件为

A2B3C3,通过具体实验如表12所示,该浸提条件

下获得的浸提液对亚硝酸钠Yc 为0.9228,高于

表8中已进行过的9组实验结果,此时通过实验

确定,由极差分析推断的组合A2B3C3 为NDMA
合成的阻断效果最佳的吴茱萸浸提工艺条件组

合。
表12 吴茱萸对NDMA合成的阻断率Ys

为考察指标最佳浸提条件验证结果

浸提条件:A2B3C3

A0 Ax Ys

平行组1 0.195 0.015
0.9228

平行组2 0.195 0.013

  由表9通过极差分析确定甘草的最佳浸提条

件为A2B3C3,通过具体实验如表13所示,该浸提

条件下获得的浸提液对亚硝酸钠Yc 为0.6256,
高于表9中已进行过的9组实验结果,此时通过

实验确定,由极差分析推断的组合 A2B3C3 为

NDMA合成的阻断效果最佳的甘草浸提工艺条

件组合。
表13 甘草对NDMA合成的阻断率Ys

为考察指标最佳浸提条件验证结果

浸提条件:A2B3C3

A0 Ax Ys

平行组1 0.195 0.076
0.6256

平行组2 0.195 0.070

2.4 不同用量的吴茱萸、甘草浸提液清除亚硝酸

钠、阻断NDMA生成的测定结果

2.4.1 以对亚硝酸钠Yc 作为考察指标获得的最

佳浸提条件作为实验对象 Yc 作为考察指标而

确定的吴茱萸最佳浸提条件(A1B3C3)下获得的

浸提液,不同用量的该吴茱萸浸提液清除亚硝酸

钠的测定结果如图1所示。由图可见,当加样量

范围在0.5~5.0mL内时,随着吴茱萸浸提液用
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量的增多,对亚硝酸钠的Yc 呈上升趋势,并未显

示峰值,因此,本组实验将加样量范围扩大到

10.0mL进行对比,测定结果如图2所示。由图

2可见,随着吴茱萸浸提液用量的增多,对亚硝酸

钠的Yc 先上升后下降,并在加样量为5.0mL时

达到峰值。该过程最大Yc 为0.8401。

(A1B3C3 条件下浸提所得浸提液)

图1 不同用量吴茱萸浸提液(0.5~5.0mL)

对亚硝酸钠的Yc 

(A1B3C3 条件下浸提所得浸提液)

图2 不同用量吴茱萸浸提液(1.0~10.0mL)

对亚硝酸钠的Yc 

  对以亚硝酸钠Yc 作为考察指标而确定的甘

草最佳浸提条件(A3B2C2)下获得的浸提液,不同

用量的该甘草浸提液清除亚硝酸钠的测定结果如

图3所示。由图可见,随着甘草浸提液用量的增

加,Yc 呈现上升趋势。当甘草浸提液用量在0.5
~1.0mL、3.0~3.5mL时,对亚硝酸钠的Yc 分

别由0.2356、0.4827迅速提升到0.4009、0.602
8,而浸提液用量在1.0~3.0mL、4.0~5.0mL
时Yc 处于稳定状态。该过程最大Yc 为0.6028。

2.4.2 以对 NDMA生成的阻断实验作为考察

指标获得的最佳浸提条件作为实验对象 由图4
可见,随着吴茱萸浸提液(A2B3C3 条件下浸提所

得)用量的增多,对 NDMA合成的Ys 先快速上

升后缓慢下降。当浸提液用量在0.5~1.5mL

(A3B2C2 条件下浸提所得浸提液)

图3 不同用量甘草浸提液对亚硝酸钠的Yc 

时Ys 由0.8461迅速升至0.9385;随后当浸提

液用量由1.5增加到2.0mL时,Ys 由0.9385
缓缓升至峰值0.9436;后随着浸提液用量的增

加,Ys 呈现缓慢下降的趋势。先由0.9436逐渐降

至0.9179,此时浸提液用量为5.0mL。该过程

中最大Ys 为0.9436。

(A2B3C3 条件下浸提所得浸提液)

图4 不同用量吴茱萸浸提液

对NDMA合成的阻断率Ys 

由图5可见,随着甘草浸提液(A2B3C3 条件

下浸提所得)用量的增多,对 NDMA合成的Ys

呈现持续上升趋势。当浸提液用量在0.5~1.5
mL时Ys 由0.0890迅速升至0.4521;后随着浸

提液用量的增加,Ys 亦由0.4521缓缓升至峰值

0.6718,此时浸提液用量为4.0mL。此后Ys 又

由4.0mL时的0.6718下降至5.0mL时的

0.6308。该过程中最大Ys 为0.6718。

3 结论

通过三因素三水平正交实验,经极差分析以

及实验验证,最终获得浸提吴茱萸中活性成分的

最佳浸提工艺条件为:以对亚硝酸钠清除作用为

考察指标时,浸提吴茱萸中的活性成分的最佳条
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(A2B3C3 条件下浸提所得浸提液)

图5 不同用量甘草浸提液对NDMA合成的Ys 

件为料液比1∶50,采用φ=50%的乙醇浸泡,在

80℃回流条件下浸提2.5h;以对N-亚硝基化合

物合成的Ys 为考察指标时,浸提吴茱萸中的活性

成分的最佳条件为料液比1∶50,采用φ=60%的

乙醇浸泡,在80℃下浸提2.5h。通过三因素三

水平正交实验,经极差分析及实验验证,最终获得

浸提甘草中活性成分的最佳浸提工艺条件为:以
对亚硝酸钠清除作用为考察指标时,浸提甘草中

的活性成分的最佳条件按料液比为1∶50,采用

φ=70%的乙醇浸泡,在50℃回流条件下浸提

1.5h;以对N-亚硝基化合物合成的Ys 为考察指

标时,浸提甘草中的活性成分的最佳条件为料液

比1∶50,采用φ=60%的乙醇浸泡,60℃下浸提

2.5h。
以亚硝酸钠Yc 作为考察指标的最佳提取条

件下,5.0mL吴茱萸浸提液对亚硝酸钠的最大Yc

为0.8365;以NDMA合成的Ys 作为考察指标的

最 佳 提 取 条 件 下,5.0 mL 吴 茱 萸 浸 提 液 对

NDMA合成的最大Ys 为0.9228。以亚硝酸钠

Yc 作为考察指标的最佳提取条件下,5.0mL甘

草浸提液对亚硝酸钠的最大Yc 为0.5580;以

NDMA合成的Ys 作为考察指标的最佳提取条件

下,5.0mL甘草浸提液对NDMA合成的最大Ys

为0.6256。
进一步考察了最佳提取工艺条件下,不同用

量该吴茱萸浸提液对亚硝酸钠的清除作用及对

NDMA合成的阻断作用。以亚硝酸钠的Yc 为考

察指标时,在加样量为5.0mL时Yc 达到0.840
1;以NDMA合成的Ys 为考察指标时,在加样量

为2.0mL时,Ys 达到0.9436。进一步考察了最

佳提取工艺条件下,不同用量该甘草浸提液对亚

硝酸钠的清除作用及对 NDMA 合成的阻断作

用。以亚硝酸钠Yc 为考察指标时,在加样量为

3.5mL时达到0.6082;以NDMA合成的Ys 为

考察指标,在加样量为4.0mL时,达到0.6718。
总之,在体外模拟胃 液,即 pH 值 为3.0,

37℃的条件下,吴茱萸、甘草浸提液均能有效地

清除亚硝酸盐和阻断 NDMA 的生成。相比之

下,吴茱萸浸提液能更好地清除亚硝酸盐和阻断

NDMA的生成。

4 讨论

中国有得天独厚的中草药资源,研究各种中

草药在防癌、抗癌方面的功能和药效,从而开发安

全、高效的防癌抗癌天然药品和保健品是一项极

有现实意义的工作。实验利用吴茱萸、甘草2种

中草药进行单独研究之后并进行了对比,不仅能

够对吴茱萸和甘草自身抗亚硝化作用有所了解,
而且能全面地比较二者之间的差别。实验表明吴

茱萸、甘草浸提液能够有效地阻断 NDMA的合

成和清除亚硝酸盐,作为防癌功能开发利用前景

可观,能够作为一种经济、高效具有防癌功效的天

然生物资源,为中草药的增值利用提供一种可行

高效的途径。
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STUDYONSCAVENGINGANDDISCONNECTINGEFFECT
OFNITROSATIONREACTIONBYEXTRACTSOF

TETRADIUMRUTICARPUM ANDGLYCYRRHIZAE

ZHANGCheng1) DONGHouyan1) LIShuang1) QUYouyang1)

TANGZiyi2) CAIShujie1) YANGHong1) YANHengmei1)
(1)DepartmentofBioengineering,SchoolofEngineeringTechnology,

BeijingNormalUniversityZhuhai,519087,Zhuhai,Guangdong,China;

2)ZhuhaiEntry-ExitInspectionandQuarantineBureau,519087,Zhuhai,Guangdong,China)

Abstract Inordertoinvestigateandcomparetheeffectofscavengingsodium nitriteand
inhibitingN-nitrosocompoundsformationwhichinfluencedbytheextractsofTetradiumruticarpum
andGlycyrrhizae,theL9(33)orthogonaltestwaschosentoextracttheactivecomponents.In
addition,thecapacitiesofscavengingsodium nitriteandofinhibitingtheN-nitrosocompounds
formationweremeasuredtoconfirmtheoptimumconditionofextracting.Whenthescavengingrate
wasconsideredasthemainindex,themaximumcapacitiesofscavengingsodium nitritebythe
extractsofTetradiumruticarpum andGlycyrrhizae were0.836 5and0.558 0,respectively.
Furthermore,whenthedisconnectionratewasconsideredasthemainindex,themaximumcapacities
ofinhibitingtheN-nitrosocompoundsformationbytheextractsofTetradiumruticarpum and
Glycyrrhizaewere0.922 8and0.625 6,respectively.Asaresult,thecapacityofinhibiting
nitrosationreactionbyTetradiumruticarpum wasshowntobemuchstrongerthanGlycyrrhizae,no
matterthescavengingrateorthedisconnectionrateasthemainindextobeconsidered.

Keywords Tetradiumruticarpum;Glycyrrhizae;extracts;scavenging;disconnecting;sodium
nitrite;N-nitrosocompouncls
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黄花酢浆草(OxalidisCorniculataeL.)总黄酮
提取工艺及体外抗氧化作用的研究

吴 杰 覃 铭 颜 帅 罗 健
(北京师范大学珠海分校工程技术学院,519085,广东,珠海)

摘要 以黄花酢浆草叶片为原料采用微波提取法提取总黄酮,通过单因素试验和L9(34)正交试验,探索

固液比、乙醇浓度、提取时间、微波功率4个因素对总黄酮提取的影响,确定最佳提取条件。结果表明,每100

g黄花酢浆草总黄酮提取量为1639.361mg.最佳提取工艺:固液比为1∶80(g∶mL)、乙醇质量分数为90%、

提取时间40s、微波功率为136W,并且提取所得总黄酮对超氧自由基有较好的清除效果。对黄花酢浆草的

综合研究发现,此物种具有可观的经济价值。

关键词 黄花酢浆草;总黄酮;微波辅助提取;超氧自由基

收稿日期:2012-06-27

  黄花酢浆草(OxaliscorniculataL.)属被子

植物门、双子叶植物纲、原始花被亚纲、酢浆草目、
酢浆草科的植物[1],且在珠海地区分布极广。目

前关于酢浆草属的部分物种的化学成分、药物成

分以及活性的研究被陆续报道[2-9]。其中包括胡

萝卜苷、草酸、酒石酸、苹果酸、柠檬酸等[10]化学

成分。酢浆草属植物中的有效成分对大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、巴氏杆菌、肠炎沙门

氏菌等5菌种抑菌程度高[9]。黄酮类化合物能抗

多种自 由 基,对 人 体 健 康 具 有 很 好 的 保 护 作

用[11]。目前还没有关于黄花酢浆草中总黄酮的

提取与抗氧化研究的报道。因此,若能将黄花酢

浆草的黄酮提取物用于食品添加剂方面,不仅安

全可靠,而且可解决此物种外来入侵本地植物的

危害。

1 材料与方法

1.1 黄花酢浆草叶处理 采自广东省北京师范

大学珠海分校校区。黄花酢浆草叶用自来水先清

洗,再用蒸馏水洗2或3遍,用滤纸吸干,于90℃
杀酶,60~65℃烘干至脆,粉碎,过筛,备用[12]。

1.2 仪 器  MM823EA6 系 列 美 的 微 波 炉;

UV752紫外可见分光光度计;HWS24型电热恒

温水浴锅;DHG-9030A型电热恒温鼓风干燥箱;

FA1004B型分析天平;实验室级超纯水器。

1.3 芦丁标准曲线的绘制 芦丁标准液的配制:

准确称取芦丁试剂0.020g,用φ=30%乙醇溶液

溶解并定容,制备0.1mg·mL-1标准溶液。
标准曲线的绘制:分别取上述芦丁标准溶液

0、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、10.0mL于7只50mL
的容量瓶中,加入w=5% NaN02 溶液1.4mL,
摇匀,5min后加入 w=10%的 Al(N03)3 溶液

1.4mL,摇匀。6min后加入1mol·L-1NaOH
溶液l0mL,最后用φ=30%乙醇定容至刻度,摇
匀,10min后在波长为510nm处测定其吸光度,
参比为空白试剂。以吸光度值为横坐标,质量浓

度为纵坐标进行回归,得芦丁标准曲线。用最小

二乘法作线性回归,得芦丁浓度与吸光度的回归

方程:y=74.521x-0.5219,相 关 系 数 R2=
0.9941。

1.4 黄花酢浆草总黄酮提取的单因素试验和正

交试验 先拟定微波功率、提取时间、乙醇浓度和

固液比进行单因素试验。在单因素试验的基础上

确定正交试验工艺参数范围,采用L9(34)正交试

验设计,并进行方差分析确定黄花酢浆草总黄酮

提取的最佳工艺。

1.5 邻苯三酚自氧化速率的测定 取4.5mL
50mmol·L-1Tris-HCI缓冲溶液(pH8.2)、4.2
mL蒸馏水在25mL的试管中混匀后在37℃水

浴中保温20min,取出后立加人在37℃预热过

的3mmol·L-1邻苯三酚0.5mL,迅速摇匀后倒

入比色皿。325nm下每隔30s测定吸光度,计
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算线性范围内每分钟内吸光度的增加值,以10
mmol·L-1 HCl溶液配制空白管作为对照,记录

结果。
按照上述步骤在加入邻苯三酚前先分别加入

0.5mL的黄花酢浆草总黄酮提取液、φ=90%乙

醇和1mg·mL-1维生素C,蒸馏水相应减少。以

蒸馏水对照,测定吸光度,重复3次,取其平均值。
计算 清 除 率Yc 为Yc=(ΔA1/Δt-ΔA2/Δt)/
(ΔA1/Δt)×100%,式中:ΔA1/Δt为邻苯三酚自

氧化时反应速率;ΔA2/Δt为加入样品液后邻苯

三酚自氧化时反应速率。

2 结果与分析

2.1 黄花酢浆草总黄酮提取的单因素试验结果

分析

2.1.1 芦丁标准曲线的绘制 根据1.3方法,得
出芦丁标准曲线,见图1.

图1 芦丁标准曲线 

A.提取时间t;B.固液比;C.乙醇体积分数φ(乙醇);D.微波功率.

图2 单因素对黄花酢浆草总黄酮提取效果的影响 

2.1.2 处理时间对总黄酮提取的影响 准确称

取0.500g黄花酢浆草粉末,以φ=50%乙醇溶液

为溶剂,固液比为1∶20(g∶mL),微波功率为440
W,测定不同时间处理下总黄酮提取率。由图2-
A可知,总黄酮提取效果随微波处理时间的延长

而提高,当处理至60s时,总黄酮提取率达到最

高;继续延长处理时间,乙醇溶液被挥发,无法得

到提取液。这可能是由于微波处理时,溶液分子

加快震动,同时由于容器无法完全密封,导致在加

热条件下乙醇挥发。因此,提取时间为60s为

宜。

2.1.3 固液比对总黄酮提取的影响 准确称取

0.500g黄花酢浆草粉末,以φ=50%乙醇溶液为

溶剂,提取时间为60s,微波功率为440W,测定

不同固液比处理下黄花酢浆草中总黄酮提取率。
由图2-B可知,黄花酢浆草中总黄酮随固液比增

大而提高,当固液比达到1∶80(g∶mL)时,提取所

得的总黄酮含量最高,然而当固液比为1∶10时,
提取液被完全蒸发。这可能由于固液比增大,使
更多的总黄酮溶入溶剂中。因此,选择最适固液

比为1∶80(g∶mL)。

2.1.4 乙醇体积分数φ(乙醇)对总黄酮提取的

影响 准确称取0.500g黄花酢浆草粉末,以固

液比为1∶20(g∶mL),提取时间为60s,微波功率

为440W,测定不同φ(乙醇)处理下黄花酢浆草

中总黄酮提取率。由图2-C可知,总黄酮的提取

含量随φ(乙醇)的增加而升高,当φ(乙醇)达到

70%时,总黄酮的提取量达到最高值,之后随着
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φ(乙醇)的继续增加黄酮提取量反而下降。这可

能是由于乙醇沸点随着浓度升高而降低,导致总

黄酮化合物的挥发,同时引起另外一些杂质成分

的溶出量增加,从而导致总黄酮含量降低。因此,

φ(乙醇)为70%为最佳。

2.1.5 选择不同微波功率对总黄酮提取的影响

 准确称取0.500g黄花酢浆草粉末,以固液比

为1∶20(g∶mL),提取时间为60s,乙醇浓度为

50%,测定不同功率下,微波处理对黄花酢浆草中

总黄酮提取率的影响。由图2-D可知,在其他条

件不变时,黄花酢浆草总黄酮提取量随微波功率

的增加而降低,136W时提取量最高,而当功率达

到800W后,由于提取液完全挥发,故检测不到

总黄酮。因此,提取总黄酮时以136W为最好。

2.2 总黄酮提取工艺的优化 单因素试验表明,
固液比、φ(乙醇)、提取时间和微波功率因素对黄

花酢浆草中总黄酮的提取量均有影响,因此在单

因素试验的基础上,选用正交试验L9(34)进一步

研究各种因素之间的影响,因素水平设计见表1。
 表1 因素水平设计

水平

因素

A
固液比(g∶mL)

B

φ(乙醇)/%

C
提取时间/s

D
微波功率/W

1 1∶40 50 20 136

2 1∶60 70 40 440

3 1∶80 90 60 800

  由表2知,最佳提取工艺条件为A3B3C2D1,
即固液比为1∶80(g∶mL)、φ(乙醇)为90%、提取

时间为40s、微波功率为136W。通过极差分析

可知,对总黄酮提取量的影响因素依次为φ(乙
醇)大于固液比大于提取时间大于微波功率,其中

φ(乙醇)和固液比的影响较大。

 表2 正交试验结果

试验号
因素 w(总黄酮)含量

A/(g∶mL) B/% C/s D/W (mg·g-1)

1 1∶40 50 20 136 0.59400

2 1∶40 70 40 440 3.07723

3 1∶40 90 60 800 0.54428

4 1∶60 50 40 800 0.89207

5 1∶60 70 60 136 3.11790

6 1∶60 90 20 440 11.87790

7 1∶80 50 60 440 1.68510

8 1∶80 70 20 800 4.76071

9 1∶80 90 40 136 13.70537

K1 421.551 317.083 1722.981 1741.727

K2 1588.507 1095.584 1767.467 1663.709

K3 2012.084 2612.475 534.694 619.706

k1 140.517 105.694 574.327 580.576

k2 529.502 365.195 589.156 554.570

k3 671.695 870.825 178.231 206.569

R 531.178 765.131 410.925 374.007

2.3 最优化工艺条件的验证 在最佳条件下,重
复3次测定黄花酢浆草总黄酮的提取量,提取量

平均为16.39361mg·g-1,与正交试验基本符

合。

2.4 黄花酢浆草黄酮类化合物抗自由基试验 
由于邻苯三酚在碱性条件下可发生自养化,此过

程中产生超氧自由基,同时产生的色中间物质(其
积累在反应开始后30~45s,与时间呈较好的线

性关系)在325nm有强烈的光吸收[13]。利用黄

花酢浆草提取所得的黄酮类化合物,清除邻苯三

酚产生的超氧自由基。
根据玄红专等人[7]的研究方法,对黄花酢浆
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草进行抗超氧自由基的研究,结果见表3,4.由表

3可知,每隔30s所测得的邻苯三酚自氧化速率

为8.61×10-4。

表3 邻苯三酚自氧化速率

时间/s 0 30 60 90 120 150 180

吸光度A 0.389 0.412 0.442 0.467 0.499 0.523 0.544

表4 不同抑制剂对超氧自由基的清除率Yc

抑制剂
Yc/%

30 60 90 120 150 180

黄花酢浆草总黄酮 65.22 56.50 46.25 45.65 44.78 41.93

φ=90乙醇 5.41 5.66 5.00 4.76 4.48 4.52

1mg·mL-1维生素C 26.08 9.43 7.50 0 -3.73 -5.16

纯蒸水 0 0 0 0 0 0

  由表4结果可知,黄花酢浆草的黄酮类化合

物有较好的清除自由基效果,是抗氧化食品中理

想的食品添加剂。φ=90%乙醇对超氧自由基的

抑制作用较小,应用于抗氧化食品中的价值较低。
而在此试验中,维生素C的抗氧化活性相对于黄

酮类化合物偏低。可能是由于试验时间、环境、气
温等多种原因,导致在进行抗氧化试验进行前,维
生素C已经有部分损失。

3 小结与讨论

实验结果表明黄花酢浆草总黄酮的最佳提取

工艺为固液比为1∶80(g∶mL)、φ(乙醇)为90%、
提取时间为40s、微波功率为136W,并且提取所

得总黄酮对超氧自由基有较好的清除效果。
相比于传统索氏提取法,微波辅助提取总黄

酮不仅可降低成本,还大大提高了黄酮的提取效

率。一是微波提取可大大节省提取时间;再者微

波有促使植物细胞破壁能力,功能成分可1次提

净。对于在功能食品、中药制药、日用化妆品等行

业的运用,微波提取法具有明显的经济效益。
目前国内外普遍的猪肉保鲜方法仍以化学保

鲜为主,如苯甲酸盐、硝酸盐和征硝酸盐等化学物

质[14]。黄花酢浆草提取得到的总黄酮属于天然

植物次生代谢产物。此类物质经多人认证,都发

现有抗氧化以及抑菌的作用[15-17]。若天然黄酮类

化合物可通过安全的方法提取获得,并且能运用

于猪肉综合保鲜的一部分,能减缓一部分潜在的

食品安全隐患。
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STUDYONRAPIDPROPAGATIONSYSTEMAND
THETECHNOLOGYOFEXTRACTINGFLAVONOID

OFOXALIDISCORNICULATAEL.

WUJie QINMing YANShuai LUOJian
(SchoolofEngineeringTechnology,BeijingNormalUniversityZhuhai,519087,Zhuhai,Guangdong,China)

Abstract Theresearchwastheeffectofextractionconditionontheextractionrateofflavonoids
intheOxalidisCorniculataeLsoasdeterminetheoptimumextractionprocesscondition.Theresults
showedthroughthesingle-factortestandtheL9(34)orthogonaltest,theeffectof4factorsincluding
solid-liquidradio,ethanolconcentration,extractiondurationandmicrowavepowerontheextraction
offlavonoidwereresearchedbyusingmicrowaveextractionandtheoptimumextractionprocessof
flavonoidwasconfirmed.Wefound:theextractingyieldofflavoniodsfromOxalidisCorniculataeL
reachedupto16.39361mg·g-1undertheoptimalextractionconditions.Theoptimumextraction
processofflavonoidinOxalidisCorniculataeLbymicrowavewasasfollows:solid-liquidradioof1∶
80(g∶mL),ethanolconcentrationof90%,extractiondurationof40sandmicrowavepowerof136
W.Meanwhile,flavonoidplayedanobviouslyroleinscavengingreactiveoxygenfreeradicals.
Comprehensively,studyofOxalidisCorniculataeLfoundthatthisspecieshasconsiderableeconomic
value.

Keywords OxalidisCorniculataeL;flavonoids;microwave;reactiveoxygenfreeradica
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