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摘 要：以分蘖洋葱黄酮提取物为研究对象，测定其对 DPPH自由基、超氧阴离子自由基、羟基自由基、ABTS+自由基、亚

硝酸盐自由基的清除能力以及还原能力等指标，研究了其体外抗氧化活性。结果表明：分蘖洋葱黄酮提取物对 DPPH自
由基、羟基自由基、超氧阴离子自由基、ABTS+自由基、亚硝酸盐自由基具有显著的清除能力，其最大清除率分别为

89.35%、76.12%、85.43%、76.26%、72.11%，而且具有较好的还原能力。该研究可为分蘖洋葱资源的开发利用提供依据。
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Antioxidant Activity of Flavonoids from Tillering Onion in Vitro
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Abstract：The antioxidant activity of flavone extract from tillering onion in vitro was studied by measuring its scav⁃
enging ability and reducing ability of DPPH free radical, superoxide anion free radical, hydroxyl free radical, ABTS+
free radical and nitrite free radical. The results showed that the flavone extract from tillering onion had significant
scavenging activity on DPPH radical, hydroxyl radical, superoxide anion radical, ABTS+ , nitroso radical, with the
maximum scavenging rates of 89.35%, 76.12%, 85.43%, 76.26%, 72.11%, respectively, and had good reducing abil⁃
ity. This study can provide a basis for the development and utilization of tillering onion resources.
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分蘖洋葱（Allium cepa var. aggregatum）为多

年生鳞茎植物，旧属百合科葱属 [1]，按植物学分类

独立为葱科。其鳞茎基部极易分蘖成簇生一起的

数个小鳞茎，故称为“分蘖”[2]。其含有黄酮类化

合物、含硫化合物、苯丙素化合物、酚类化合物等

多种有效成分 [3]。黄酮类成分有多种生物活性，

在食品、保健品、医药和化妆品等领域广泛应

用 [4]。黄酮通过抑制自由基产生、直接清除自由

基、激活机体抗氧化等体系来发挥抗氧化作用 [5]。

目前，已有学者研究酶法 [6-7]、溶剂提取法 [8]、

超声波辅助法 [9-10]等方法提取植物中黄酮类化合

物，有关分蘖洋葱黄酮类化合物抗氧化活性的报
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道还很少。本实验针对超声波法提取分蘖洋葱中

的总黄酮研究其体外抗氧化活性，意在探明分蘖

洋葱中总黄酮的抗氧化活性及应用前景，为分蘖

洋葱资源充分利用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

DPPH购于西安沃尔森生物科技有限公司；芦

丁、抗坏血酸（Vc）、N-1-萘乙二胺盐酸盐、邻菲罗

啉、无水对氨基苯磺酸、三氯化铁、30%过氧化

氢、焦性没食子酸、氯化亚铁、无水乙醇、ABTS、
Tris等均为分析纯，购于天津市大茂化学试剂厂。

1.2 仪器与设备

干燥箱（101A-2ET），上海阳光实验仪器有限

公司；摇摆式高速中药粉碎机（DFY-500），温岭市

林大机械有限公司；恒温水浴锅（HH-2），常州朗

越仪器制造有限公司；紫外分光光度计（Cary50），
美国 VARIN公司；旋转蒸发仪（RE52AA），上海亚

荣生化仪器厂；循环水真空泵（SHB-B95），郑州长
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城科工贸有限公司；电子天平（HX1002T），慈溪天

东衡器厂；冷冻干燥机（FD-1PF），北京德天佑科

技发展有限公司；超声波提取机（SY-1000E），北
京弘祥隆生物技术股份有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 分蘖洋葱总黄酮的提取及含量测定

1.3.1.1 总黄酮的提取

参考刘超等 [11]提取黄酮方法并加以修改。提

取：称取干燥的分蘖洋葱干粉 20 g，加入 80%乙醇

400 mL，浸泡 12 h后进行超声波提取，提取条件

为超声时间 50 min、超声功率 220 W，提取结束后

过滤，减压浓缩，浓缩至较小体积后加入石油醚

进行脱脂处理，去除叶绿素。用分液漏斗将大部

分石油醚弃除后旋转蒸发，蒸掉石油醚后经真空

冷冻干燥，得到分蘖洋葱黄酮粗提物。纯化：利

用 AB-8大孔树脂进行纯化，将干燥的提取物用

50℃热水溶解浸膏，放入 50 mL容量瓶中，加蒸馏

水定容至刻度；缓慢将溶液放入大孔树脂中，静

置 0.5 h。加蒸馏水洗至无白色浑浊。加 2倍体积

的 70%乙醇 [12]，收集洗脱液，减压浓缩，真空冷冻

干燥，即得到分蘖洋葱黄酮纯化物。

1.3.1.2 总黄酮含量的测定

黄酮含量测定采用硝酸铝法 [13]。在 510 nm
处测定其吸光度，按照回归方程计算出样品溶液

中总黄酮的含量。

1.3.2 分蘖洋葱总黄酮体外抗氧化活性试验

1.3.2.1 总黄酮对DPPH自由基的清除能力

参照Wang等 [14]的方法并略做修改。测定不

同浓度样品溶液对 DPPH自由基的清除活性，在

517 nm处测定吸光度。以抗坏血酸作为对照，计

算清除率。

DPPH自由基清除率（%）=[1-(A1-A0)/A2]×100
式中：A0 为样品自身吸光度；A1 为样品与

DPPH自由基作用后的吸光度；A2为 DPPH自由基

溶液吸光度。

1.3.2.2 总黄酮对羟基自由基的清除能力

利用 Fenton反应原理，通过邻二氮菲-亚铁法

测定，参照方玉梅 [15]的测定方法。

1.3.2.3 总黄酮对超氧阴离子的清除能力

采用邻苯三酚自氧化法，参考张黎明等 [16]的

测定方法。取 4.5 mL 50 mmol/L Tris-HCl缓冲溶

液（pH值 8.2）于试管中，25℃水浴 20 min，加入不

同浓度梯度黄酮样品溶液各 0.1 mL，迅速加入 0.4
mL 25 mmol/L邻苯三酚溶液，25℃反应 5 min，立即

加入 1 mL 10 mol/L HCl溶液终止反应，325 nm处

测定吸光度(A1)。对照组(A2)以 70%乙醇或蒸馏水

代替黄酮溶液；空白组（A0）以 10 mmol/L HCl代替

邻苯三酚溶液。以Vc作为阳性对照。

超氧阴离子清除率（%）=[1-(A1-A0)/A2]×100
1.3.2.4 总黄酮对ABTS+自由基的清除能力

①ABTS储备液（7.4 mmol/L）取 ABTS 0.384 g，
加蒸馏水 100 mL。②过硫酸钾储备液（2.6 mmol/L）
取过硫酸钾 3.784 g，加蒸馏水 100 mL。③分别取

20 mL ABTS储备液与过硫酸钾，按照 1∶1体积比

混合均匀，静置 12～16 h[17]。在 734 nm处用无水

乙醇调至吸光值为 0.70±0.02，即为 ABTS工作液

（现配现用）。2.0 mL ABTS工作液与 0.2 mL不同

受试液混合，常温避光静置 6 min，以无水乙醇调

零，在 734 nm处测吸光度，记为 A1；取 0.2 mL无水

乙醇代替黄酮样品溶液，记为 A0。以 Vc溶液作为

对照，按公式计算ABTS+自由基清除率。

ABTS+自由基清除率（%）=[1-(A1/A0)]×100
式中：A0（空白样）：0.2 mL无水乙醇和 2.0 mL

ABTS+工作液；A1（样品）：0.2 mL样品溶液和 2.0
mL ABTS+工作液。

1.3.2.5 总黄酮对亚硝酸盐的清除能力

参考钟方丽等 [18]的方法并稍做改动。制备

0.5 mg/mL 的样品溶液，将样品溶液按 0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0 mL分别加入具

塞试管中。以蒸馏水代替样品作空白对照，同时

以 Vc为阳性对照。分别向其中加入 50 mg/L Na⁃
NO2溶液 1 mL，37℃恒温 30 min，加入浓度为 0.4%
对氨基苯磺酸 2.0 mL，混匀，静置 5 min，再加入

1.0 mL浓度为 0.2%盐酸萘乙二胺溶液，混匀后加

70%的乙醇定容，静置 15 min后分别在 540 nm处

测其吸光度，测定的各浓度溶液的吸光度记为

Ａ1，用蒸馏水代替样品，操作方法同上，所测得的

吸光度为Ａ0，以 Vc为对照，按照公式计算清除

率。

亚硝酸盐自由基清除率（%）=[(A0-A1)/A0]×100
1.3.2.6 总黄酮的还原能力

取 10 mL具塞试管，依次加入 2.5 mL pH为 6.6
的磷酸盐缓冲液溶液（0.2 mol/L）、2.5 mL不同浓

度样品溶液、2.5 mL 1%铁氰化钾溶液，混合均匀，

于 50℃恒温水浴中保持 20 min，取出迅速冷却至

室温，再向具塞试管中加入 2.5 mL 10%三氯乙酸

溶液，混匀并离心（3 000 r/min，10 min）。吸取上

清液 4 mL于另一支 10 mL具塞试管中，依次加入

4 mL蒸馏水、1 mL 0.1%三氯化铁溶液，混合均

匀，10 min后在 700 nm处测定吸光度 [19]，以 VC溶液
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为对照，所测吸光度越大，还原能力越强 [20]。

2 结果与分析

2.1 分蘖洋葱总黄酮含量的测定

根据标准品芦丁浓度和吸光度绘制标准曲

线，如图 1所示，得吸光度 A与浓度 c（mg/mL）的
回归方程 A=9.345 4c-0.008 4，R2=0.999 2。在 510
nm处测定分蘖洋葱黄酮溶液的吸光度，根据回归

方程得到总黄酮的浓度。

2.2 总黄酮对DPPH自由基的清除能力

DPPH自由基在有机溶剂中是一种稳定的自

由基，可用来评价产品中活性氮（RNS）[21]。因此，

通过 517 nm处吸光度的测定来评价自由基的清

除情况。由图 2可知，在 0.01～0.10 mg/mL浓度范

围内，随着浓度的增大，分蘖洋葱总黄酮和 VC对
DPPH 自由基的清除能力均增强，当浓度大于

0.07 mg/mL后，分蘖洋葱总黄酮对 DPPH自由基的

清除能力开始高于 VC，当浓度为 0.1 mg/mL时，总

黄酮对 DPPH自由基的清除率可达到 89.35%，高
于 VC清除率 88.17%，说明分蘖洋葱总黄酮具有较

强清除DPPH自由基的能力。

2.3 总黄酮对羟基自由基的清除能力

羟基自由基是已知的最活泼的活性氧自由

基，也是毒性最大的氧自由基。可以通过多种方

式与人体机体内发生多种分子层面上的作用。当

加入抗氧化样品后，抗氧化物质便会与邻二氮菲

竞争·OH，从而降低有色产物的生成量 [22]。由图 3
可知，在 0.05～0.45 mg/mL浓度范围内，随着浓度

的增大，分蘖洋葱总黄酮和 VC对羟基自由基的清

除能力均增强，当浓度为 0.45 mg/mL时，总黄酮对

羟基自由基的清除率可达到 76.12%，低于 VC对羟

基自由基的清除率 85.07%，但仍然表现出较强的

清除羟基自由基的能力。

2.4 总黄酮对超氧阴离子的清除能力

超氧阴离子在活性氧（ROS）的形成中起重要

作用，可诱导脂质、蛋白质及 DNA中的氧化损伤，

因此可通过测定抗氧化剂对超氧阴离子的清除能

力来判断抗氧化剂的抗氧化能力 [23]。由图 4可
知，在 0.05～0.45 mg/mL浓度范围内，随着浓度的

增大，分蘖洋葱总黄酮和 Vc对超氧阴离子的清除

能力均增强，当浓度为 0.45 mg/mL时，总黄酮对超

氧阴离子的清除率可达到 85.43%，低于 VC对超氧

阴离子的清除率 93.93%，但分蘖洋葱总黄酮仍然

表现出很好的清除超氧阴离子的能力。

2.5 总黄酮对ABTS+自由基的清除作用

ABTS+清除实验基于评价抗氧化剂在体外清除

稳定ABTS+自由基的能力[24]。由图 5可知，在 0.01～
0.1 mg/mL浓度范围内，随着浓度的增大，分蘖洋葱

总黄酮和 VC溶液对 ABTS+自由基的清除能力均增

强，当清除率为 50%时，分蘖洋葱总黄酮和VC的浓
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度分别为 0.055、0.032 mg/mL。当浓度为 0.1 mg/mL
时，总黄酮对 ABTS+ 自由基的清除率可达到

76.26%，低于 VC的清除率 88.13%，但分蘖洋葱总

黄酮仍然表现出较强的清除ABTS+的能力。

2.6 总黄酮对亚硝酸盐的清除作用

亚硝酸盐可以使生物机体内的血红蛋白转变

成高铁血红蛋白进而使生物体中毒。还有外界微

生物和自身酶类对蔬菜中的蛋白质、氨基酸和多

肽等活性物质产生降解，从而产生胺类物质。胺

类物质与亚硝酸盐容易合成 N-亚硝基化合物，这

类物质具有强致癌性。亚硝酸盐含量关系着产品

的食用安全性，分蘖洋葱总黄酮对其清除能力对

提升产品安全品质有重要意义 [25]。由图 6可知，

在 0.01～0.1 mg/mL 浓度范围内，随着浓度的增

大，分蘖洋葱总黄酮和 VC对亚硝酸盐的清除能力

均增强，当清除率为 50%时，分蘖洋葱总黄酮和

VC 的浓度分别为 0.055、0.047 mg/mL，当浓度为

0.1 mg/mL时，总黄酮对亚硝酸盐的清除率可达到

72.11%，低于 VC的清除率 82.70%，但分蘖洋葱总

黄酮仍然表现出较强的清除亚硝酸盐的能力。

2.7 总黄酮的还原能力

还原能力是表征物质在氧化还原反应中给出

电子自身发生氧化的能力 [26]，是酚类抗氧化作用

的重要机制 [27]。由图 7可知，在 0.05～0.5 mg/mL
浓度范围内，随着浓度的增大，分蘖洋葱总黄酮

和 Vc还原能力均增强。当样品浓度为 0.5 mg/mL
时，Vc吸光度达到 1.0左右，而黄酮的吸光度为

0.7左右，说明在还原能力方面，分蘖洋葱黄酮低

于Vc，但仍然表现出很强的还原能力。

3 结 论

采用超声波法提取分蘖洋葱总黄酮粗提液，

提取条件为乙醇浓度 80%、超声时间 50 min、超声

功率 220 W，提取结束后经 AB-8大孔树脂吸附纯

化得到分蘖洋葱黄酮提取物。VC作为阳性对照，

研究了分蘖洋葱黄酮对 6种体外抗氧化体系的清

除及还原能力。结果表明，分蘖洋葱黄酮和 Vc溶
液对自由基的清除能力和还原能力随着浓度的升

高其抗氧化作用逐渐增强，其最大清除率分别

为：DPPH自由基 89.35%；羟基自由基 76.12%；超
氧阴离子 85.43%；ABTS+自由基 76.26%；亚硝基酸

盐 72.11%；还具有较强的还原能力。由此可见，

分蘖洋葱黄酮提取物是一种天然抗氧化剂，可以

广泛应用于食品行业，该研究结果能有效扩大其

产业化程度，带来良好的社会效益和经济效益。
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小农户分散式生产阻碍了规模化经营进程[10]，从职

业农民角度来讲，发展适度规模经营是其增收的有

效方式。因此需要积极发展家庭农场和职业农民，

有利于提高粮食生产效率，促进农民收入快速增长。

3.2.2 调整农业经营结构

从家庭经营收入内部的比重变化来看，牧业

收入比重始终次于种植业，居于第二位。特别是

2000年开始吉林省畜牧业数量和质量均有飞跃，

2000～2009年牧业收入所占比重均保持在 10%
以上；而从牧业产值在农林牧渔总产值所占比重

来看，2016年已达到 38.35%，且种植业本身具有

周期性和季节性，因此发展畜牧业既可以提高劳

动效率，又可以延长农副产品的产业链，“农牧结

合”的生产模式有利于农业的可持续发展。

3.2.3 支持非农产业发展

从兼业农民的角度来讲，需要提高非农产业

的就业能力，以增加工资性收入。2017年吉林省

的城镇化率上升到 56.65%，这主要是人口数量的

城镇化，更重要的是注重发展人口质量的城镇

化，即实现人民生活水平和幸福感的城镇化。应

提升城镇化的发展质量，繁荣二三产业，为农民

提供更多的就业机会和初来城镇的生活补贴，保

证兼业农民转移的持久性和稳定性，实现农民的

工资性收入稳步增长。
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