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显齿蛇葡萄黄酮的分离纯化及其抗糖基化活性 

 

摘 要 

 

显齿蛇葡萄（Ampelopsis grossedentata）是一种重要的药用植物，

其叶片富含黄酮类、多酚类、有机酸及生物碱等多种生物活性成分，

在抗氧化、抗炎、抗肿瘤及抗糖尿病等方面展现出显著的药理作用。

近年来，糖基化终产物（AGEs）的过度积累已被证明与糖尿病和阿尔

茨海默病等慢性疾病的发生密切相关，因此，开发具有天然抗糖基化

活性的功能成分具有重要的应用价值。基于此，本研究探讨了显齿蛇

葡萄黄酮的提取、分离纯化及抗糖基化活性，研究主要内容及结果如

下： 

（1） 考察不同溶剂、提取剂浓度、料液比、提取时间及提取温

度等因素对黄酮提取效率的影响，并运用响应面法对提取工艺进行优

化。结果表明，乙醇为较适合显齿蛇葡萄黄酮提取的溶剂，黄酮最优

提取条件为：乙醇浓度为 69%、料液比为 1:28（g/mL）、提取时间为

35 min、提取温度为 66.5℃时，黄酮的提取得率达到 96.52 mg/g。 

（2） 通过比较 6 种不同类型的大孔树脂对显齿蛇葡萄黄酮的吸

附-解吸性能，从中筛选出最为适用的树脂，并在此基础上进一步优化

其分离纯化工艺。实验结果表明，D101 树脂在吸附和洗脱黄酮方面

表现优异。最佳纯化条件为：粗提黄酮溶液浓度为 7.5 mg/mL，pH 调

至 2.0，上样流速为 1.6 mL/min。在吸附达到平衡后，采用体积分数
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为 80%的乙醇以 1.6 mL/min 的流速进行洗脱。通过 D101 大孔树脂纯

化后，回收率为 69.12%，黄酮纯度从 40.7%提升至 90.6%，纯度提高

了 2.23 倍。 

（3） 采用不同浓度的乙醇（20%、40%和 80%）对黄酮进行梯

度洗脱，获得 3 个洗脱组分，并利用高效液相色谱（HPLC）分析其

主要化学成分，探讨了它们的抗氧化和抗糖基化作用。结果显示，20%

乙醇洗脱组分主要含二氢杨梅素及少量杨梅素；40%乙醇洗脱组分含

有二氢杨梅素、花旗松素、芦丁及较高含量的杨梅素；80%乙醇洗脱

组分则以槲皮素和山奈酚为主要成分。三种洗脱组分均表现出良好的

抗氧化活性，同时在 AGEs 的生成抑制方面具有显著效果，其中 40%

乙醇洗脱组分对 AGEs 的抑制率达到 94.27%，展现出较强的抗糖基

化潜力。 

 

关键词：显齿蛇葡萄，黄酮，分离纯化，抗糖基化，AGEs  
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ISOLATION AND PURIFICATION OF FLAVONOIDS FROM 

AMPELOPSIS GROSSEDENTATA AND THEIR ANTI-

GLYCATION ACTIVITY 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Ampelopsis grossedentata, a precious medicinal plant in China is rich 

in bioactive compounds including flavonoids, polyphenols, organic acids, 

alkaloids and so on. Ampelopsis grossedentata had antioxidant, anti-

inflammatory, antitumor, and antidiabetic properties. In recent years,it has 

been proved that excessive accumulation of advanced glycation end 

products (AGEs) in the human body resulted in the progression of chronic 

diseases like diabetes and alzheimer's disease. Therefore, it is important for 

us to develope natural compounds with anti-glycation activity. The 

extraction and purification of Ampelopsis grossedentata flavonoids were 

studied. The anti-glycation activity of Ampelopsis grossedentata was 

investigated. The results were shown as follows: 

(1) The effects of solvent type, solvent concentration, solid-liquid 

ratio, extraction time, and temperature on the extraction of Ampelopsis 

grossedentata flavonoids were investigated. The extraction conditions 
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were optimized by response surface. The ethanol was appropriate solvent 

for extracting Ampelopsis grossedentata flavonoids. The optimal 

conditions for extracting Ampelopsis grossedentata flavonoids were as 

follows: solvent concentration 69%, solid-liquid ratio 1:28 (g/mL), 

extraction time 35 min, and temperature 66.5°C. Under these conditions, 

the extraction rate of Ampelopsis grossedentata flavonoids was 96.52 mg/g. 

(2) The purification of the crude flavonoids extracted from 

Ampelopsis grossedentata by using six different types of resins were 

studied. D101 macroporous resin was the best for the purification of 

Ampelopsis grossedentata flavonoids. The results indicated that crude 

flavonoids pH value, concentration, flow velocity of adsorption, ethanol 

concentration, and flow velocity of desorption were the major parameters 

in the process of purification of the Ampelopsis grossedentata flavonoids. 

The optimum conditions for the purification of the Ampelopsis 

grossedentata flavonoids were as follows: the concentration of crude 

flavonoids 7.5 mg/mL, at pH 2.0 with the flow velocity of 1.6 mL/min, 

elution flow rate of 1.6 mL/min with 80% ethanol. Under these conditions, 

the flavonoid recovery rate is 69.12% and the purity of Ampelopsis 

grossedentata flavonoids purity increased from 40.7% to 90.6% after 

purification by D101 resin, which increased by 2.23 times than that of the 

crude flavonoids. 

(3) Three fractions eluted with ethanol of 20%, 40% and 80% were 
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collected, respectively. The flavonoids composition was analyzed by 

HPLC. The activities of antioxidant and anti-glycation of flavonoids from 

Ampelopsis grossedentata were investigated. The results showed that the 

fractions eluted with 20% ethanol mainly contained dihydromyricetin and 

a small amount of myricetin, the fractions eluted with 40% ethanol mainly 

contained dihydromyricetin, taxifolin, rutin, and a higher content of 

myricetin, and the fractions eluted with 80% ethanol mainly contained 

quercetin and kaempferol. Three fractions eluted with ethanol of 20%, 40% 

and 80% all exhibited good antioxidant activity and significantly inhibited 

AGEs formation. Especily, AGEs inhibition rate treated with the fraction 

eluted with 40% ethanol reached 94.27%, which indicated strongly anti-

glycation potential. 

 

KEY WORDS: Ampelopsis grossedentata，flavonoids，purification，

anti-glycation，AGEs 
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第1章 绪论 

1.1. 显齿蛇葡萄概述 

显齿蛇葡萄（Ampelopsis grossedentata），俗称藤茶，属于葡萄科蛇葡萄属，

一直被认为是中国流行的保健茶和传统草药，已有数百年的应用历史[1]。主要分

布在中国长江流域以南省份和地区，通常集中或零散分布在湿度较高的山区灌丛

或林地中，已鉴定出约 57 种显齿蛇葡萄的化学成分[2]，包括黄酮类[3, 4]、多酚类

[5-8]、生物碱、多糖、甾体化合物、萜类、挥发性成分及其他化学成分[9-14]。 

现代药理学研究表明，显齿蛇葡萄展现出广泛的生物活性，其功能涵盖抗菌、

抗氧化、抗炎镇痛、抗肿瘤、护肝、降低血脂和血糖，以及提升免疫力等多个方

面[15, 16]。在临床实践中，常用于缓解黄疸性肝炎、风热性感冒、咽喉肿痛以及各

种过敏性皮肤病等相关症状[17]。目前尚未有关于显齿蛇葡萄黄酮抗糖基化作用

的相关报道，研究其抗糖基化活性对于开发新的功能具有重要意义。 

1.2. 黄酮类化合物的提取方法研究 

黄酮广泛存在于各类植物中，其显著的生物活性和药理效应使其成为研究重

点。为了实现黄酮高效提取及高纯度分离，国内外学者不断改进和探索多种提取

技术，这些方法主要涵盖传统溶剂提取、超声辅助、微波辅助、酶辅助、超临界

流体以及离子液体提取等技术。 

（1）溶剂提取法 

溶剂提取法基于“相似相溶”的原理，通过选用适宜的有机溶剂或其混合液体，

将原料中的黄酮成分溶解出来，实现分离。王晨晨等[18]使用体积分数为 60%的乙

醇溶液对谷子的类黄酮进行提取。郑美瑜[19]等采用乙醇作为溶剂，对椪柑皮中的

多种黄酮进行提取，并考察了体积分数为 45%、55%、65%、75%、85%的乙醇

对黄酮单体及总提取率的影响。研究表明，当乙醇体积分数为 60%、料液比为

1:40、提取时间为 110 min、提取温度为 75℃时，可获得最佳的提取效果，此时

黄酮单体的总提取率可达（72.63 ± 1.53）mg/g。许钢等[20]用 75%丙酮溶液对竹

叶中的黄酮进行提取。 

溶剂法提取操作相对简单，设备投入较低，可用于不同极性的黄酮类化合物
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提取，且可结合超声、微波等辅助技术，提高提取效率。但同时，该方法的提取

效率容易受到溶剂极性、温度、时间及液固比等因素的影响，且往往伴有杂质共

溶问题，部分有机溶剂还可能引发毒性和环保隐患，可能还需要后续进一步纯化。 

（2）超声辅助提取 

超声辅助提取通过超声波在液体介质中的传播，利用空化效应、机械效应和

热效应，使细胞壁破裂或提高其渗透性，从而加速目标成分的溶解和释放，提高

提取效率。该方法能够增强溶剂的渗透能力，促进细胞内部物质的释放，使提取

过程更加高效和温和[21]。 

Zhang等[22]利用超声辅助提取X. sorbifolia花总黄酮，优化后的提取条件为：

80%乙醇浓度、固液比 1:37 (g/mL)、84℃的提取温度以及 1 h 的提取时间，总黄

酮的提取率达到 3.956 ± 0.04%。Jing 等[23]利用超声辅助，从紫花苜蓿地上部提

取富含黄酮的抗氧化物，通过 ABTS 和 DPPH 法评估自由基清除能力，并建立了

高拟合度的数学模型，在总黄酮提取模型下，优化后的条件为：液固比 57.16 mL/g，

提取温度 62.33℃，提取时间 57.08 min，以及乙醇浓度为 52.14%。而在抗氧化活

性模型中，根据不同检测方法又获得了不同的最佳参数，通过 DPPH 法，最佳条

件为液固比 60.3 mL/g、温度 54.56℃、提取时间 45.59 min 和乙醇浓度 46.67%；

通过 ABTS 法，最佳条件为液固比 47.29 mL/g、温度 63.73℃、提取时间 51.62 

min 和乙醇浓度 60%。Yang 等[24]探讨了超声协同静电场提取（UEE）黄花菜总

黄酮的工艺，UEE 不仅提高了黄花菜总黄酮的提取率，还在 DPPH、羟基和超氧

阴离子自由基清除能力测试中表现出优异的抗氧化活性，超声空化效应可以支持

UEE 方法的可用性，这在 UEE 方法中起着最重要的作用。超声提取耗时短，溶

剂用量少，不易破坏热敏性黄酮的结构。 

（3）微波辅助提取 

微波提取黄酮是通过磁控管产生的高频振动，产生的能量使药材内分子热运

动加剧，破坏细胞壁以释放出黄酮成分，具有加热快、能耗低和提取效率高等优

点[25]。 

Niu 等[26]从 Alpinia oxyphylla Miq.的叶片中提取总黄酮（TFL），使用微波辅

助法，采用正交试验。确定 TFL 的最佳提取条件为：乙醇浓度为 50%、液固比

1：20，温度为 70℃以及循环指数 3，在此条件下，总黄酮的提取率达到 28.24% 
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微波提取具备温和的操作条件、高效的提取能力、节能且省时，并且能较好

地保持目标化合物的结构完整性，具有显著优势。 

（4）酶辅助提取 

酶辅助提取黄酮是利用特定酶类分解植物细胞壁中的多糖和纤维结构，促进

黄酮成分的释放和溶出，从而提高提取效率的一种温和高效技术。该方法在较低

温度下运行，能够缩短提取时间并减少热敏成分的降解，同时借助酶促反应实现

绿色环保提取。 

张琪婧等[27]采用酶辅助闪式提取技术对覆盆子总黄酮进行提取，优化后的

最佳提取条件为：酶质量浓度为 2 mg/mL，酶解温度为 46℃，提取次数为 3 次，

液固比为 36:1 (mL/g)。在该条件下，覆盆子总黄酮的提取得率达到 1.40 mg/g。

酶的活性易受温度、pH 的影响，酶制剂价格相对昂贵，在工业生产中可能会增

大提取成本。 

（5）超临界流体提取 

超临界流体提取是当 CO₂、乙醇、丙烷、氨、水等多种流体加压加热到一定

条件下，它进入超临界状态，这时具有良好的渗透性和溶解能力，能迅速溶解并

带走植物中的黄酮成分，而且提取过程温度较低，不易破坏黄酮的活性，同时也

不会残留有害化学物质，这种方法效率高且环保。 

董新艳等[28]人采用超临界 CO₂技术对绿萝花中的总黄酮进行提取研究，优化

后确定的最优提取参数为：提取温度 50℃、压力 30 MPa、时间 2 h，辅以 80%

乙醇作为夹带剂，流速控制在 0.4 mL/min。按照该条件，黄酮的提取率可达 0.868%，

纯度为 8.298%。Liu 等[29]利用超临界二氧化碳提取玉米须中黄酮，最佳提取条件

为：温度 50.88℃，压力 41.80 MPa，共溶剂用量为 2.488 mL/g，提取时间 120 

min，粒径为 0.4 mm，并以 20%乙醇作为共溶剂，获得的黄酮最大提取率约为

4.24 mg/g。超临界流体萃取设备复杂，运行需高压环境，设备投资大、生产成本

高、操作复杂等问题，限制了其推广应用。 

（6）离子液体提取 

离子液体由阴、阳离子构成，黏度高、密度大，在室温或接近室温附近温度

下呈液态。离子液体种类繁多，根据阳离子的种类可分为吡啶类、咪唑类、季铵

类和季磷类等，根据阴离子的种类可以分为 BF4
-、BF6

-、CH3COO-、HSO4
-、NO3

-、
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Br-等[30]。 

赫丁轩等[31]采用离子液体对艾叶黄酮进行提取并优化工艺后，确定了最佳

提取条件：将 1-丁基-3-甲基咪唑溴盐溶解在体积分数 60%的乙醇中,配成质量浓

度为 8 mg/mL 的离子液体作为提取试剂，在料液比 1:30、超声时间 68 min 的条

件下，艾叶黄酮的提取率达到 14.36%。 

1.3. 黄酮类化合物的分离纯化技术 

植物黄酮广泛存在于各种植物中，因其抗氧化、抗炎和抗糖基化等生物活性，

成为食品、医药及化妆品行业的重要成分。由于黄酮通常与多酚、糖苷、生物碱

等共存，因此需要合适的分离纯化技术来提高其纯度。目前常用的分离纯化方法

有制备型液相色谱法、大孔吸附树脂柱层析法、离子沉淀分离法、膜分离法等。 

（1）制备型高效液相色谱法 

是一种基于色谱分离原理，用于黄酮类化合物高纯度分离的技术。其基本原

理依赖于目标化合物在固定相和流动相之间的分配行为，通过优化色谱条件，实

现黄酮类物质的高效分离与纯化。 

王知斌等[32]使用制备型高效液相色谱对膜荚黄芪叶中的黄酮进行分离纯化，

根据波谱数据鉴定出 13 种黄酮类成分。许将等[33]人采用制备型高效液相色谱分

离竹叶黄酮中的异荭草苷和荭草苷，优化条件：甲醇-0.3%乙酸水（32:68）为流

动相，流速 5 mL/min，柱温 20℃，检测波长 330 nm，进样量 400 μL，样品浓度

15.3 mg/mL。分离后，异荭草苷纯度大于 99%，荭草苷纯度大于 93%，加样回收

率分别为 92.7 ± 2.92%和 85.1 ± 3.45%。 

制备型高效液相色谱源自柱色谱技术，主要用于目标化合物的最终分离纯化

阶段，能够获得高纯度的单体成分[34]。 

（2）大孔吸附树脂柱层析法 

大孔树脂是一种高分子吸附材料，具有多孔立体结构和较大的比表面积。其

内部孔道结构提供了大量的吸附位点，使其能够通过分子间作用力（如范德华力、

氢键和疏水作用），从复杂的溶液体系中选择性吸附黄酮类化合物。随后利用适

当的洗脱剂进行解析，使黄酮有效释放，从而获得纯度较高的提取物。研究结果

表明，相较于极性树脂，弱极性、比表面积大、孔径适中的大孔树脂对黄酮的吸
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附能力更强[35]。 

Zhang 等[36]对 D101、D201、AB-8、HPD400、D301 和 D311 六种大孔树脂

进行评估，研究结果表明，AB-8 树脂对三种银杏黄酮 O-糖苷的吸附和解吸能力

最佳，银杏提取物中三种主要黄酮 O-糖苷（I、II、III）的含量分别从 8.93%、

9.88%和 6.11%提高至 30.12%、35.21%和 14.14%。同时，其回收率也分别增长至

88.76%、93.78%和 60.90%。翟连林等[37]将 AB-8、D101、HPD400、X-5、NKA-

9、DM301 型号大孔树脂纯化凉粉草总黄酮进行吸附和解吸性能的比较，AB-8 大

孔树脂表现较好，最佳纯化条件：上样液质量浓度 1.7 mg/mL、pH 4.2，以 1.0 

mL/min 上样后，采取体积分数 73.6%乙醇溶液以 1.5 mL/min 流速进行洗脱，凉

粉草总黄酮含量可达到 68.1% ± 0.2%。 

大孔树脂纯化黄酮的优点在于选择性强、操作简便、环保安全、可重复使用

且适合工业化，同时在低温条件下进行分离，有助于保持黄酮的生物活性，因此

广泛应用于天然产物的提取与纯化[38]。 

（3）离子沉淀分离法 

离子沉淀分离法通过黄酮分子中的羟基或羰基与特定金属离子（如铝离子、

钙离子）或沉淀剂形成不溶性络合物，使黄酮从溶液中沉淀析出。通过调节 pH、

离子浓度和沉淀剂种类优化沉淀效果，随后采用离心、过滤或溶剂洗脱获得高纯

度黄酮。 

林华婷等[39]采用金属络合法，以乙酸锌作为络合剂对鼠曲草黄酮进行分离

纯化，优化后的工艺条件如下：粗提物以无水乙醇溶解（初始浓度 1.5 mg/mL），

pH 调节至 8.0，乙酸锌溶液浓度为 9 mg/mL，络合反应时间 10 min，随后加入

0.15 g 乙二胺四乙酸进行解离。在此条件下，黄酮纯度由 20.21%提升至 67.47%，

提高 3.4 倍。欧阳玉祝等[40]采用钙离子沉淀法分离葛根总黄酮，优化条件为：50 

mL 葛根提取液中加入 70 mL 饱和石灰水作为沉淀剂，在 60℃下反应 45 min。

最终葛根总黄酮提取率达 0.6589%。 

该方法操作简便、成本较低，但可能存在选择性较低的问题，因此常与其他

纯化技术结合使用，以提高分离效果。 

（4）膜分离法 

膜分离法利用半透膜的选择性透过性，通过压力或浓度梯度驱动，根据黄酮
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分子大小和极性实现分离。有微滤膜、超滤膜、纳滤膜、反渗透膜电渗析膜等，

超滤可去除大分子杂质，纳滤进一步提高黄酮纯度。 

范敬宜等[41]采用不同配比的制膜液制备不同孔径的超滤膜，用于牡丹黄酮

粗提液的预过滤，使黄酮纯度提升至 15.6%。随后，经两级不同孔径的纳滤膜分

级过滤，黄酮纯度进一步提高至 79%。 

该方法无化学污染、能耗低、易操作，但可能受膜污染和选择性限制，常与

其他纯化技术联用以优化效果[42]。 

1.4. 黄酮类化合物的功能活性 

黄酮类化合物展现出多种生物活性，包括抗氧化、抗菌抗病毒、抗肿瘤、抗

糖基化，以及心血管和神经系统保护作用[43]。 

（1）抗氧化 

黄酮具备多种生物学特性，其中清除自由基并发挥抗氧化作用是最重要的功

能之一。Li 等[44]对 7 月至 11 月不同成熟阶段采集的黑松露进行总酚、总黄酮含

量及抗氧化活性分析，结果表明，7 月采集的未成熟样品中黄酮含量最高（3.89 

mg/g），并表现出最强的 ABTS+自由基清除活性（EC₅₀= 3.73 mg/mL）；8 月采集

的样品总酚含量最高（4.78 mg/g），在 DPPH 自由基清除活性及铁还原能力方面

表现最佳。Kamiyama 等[45]在大麦幼叶中发现了一种黄酮苷，其作用机制主要表

现为抑制紫外线或 Fenton 试剂氧化脂质时生成的丙二醛（MA），具有强抗氧化

活性。Zhang 等[46]比较了不同干燥预处理对蕨类植物黄酮含量及抗氧化活性的影

响，研究发现，先阴干再 75℃烘干的样品黄酮含量最高（7.6%），而直接 75℃烘

干的样品含量最低（2.17%）。在抗氧化性方面，这两组均表现出相对较强的抗氧

化活性。 

（2）抗菌抗病毒 

黄酮类化合物通过多种机制对抗细菌，它们能破坏细菌的脂双层膜，抑制生

物膜形成、细胞包膜合成、核酸合成、电子传递链以及 ATP 合成等关键过程[47]。

此外，黄酮类化合物能够阻止病毒与细胞结合和侵入，干扰病毒的复制或翻译，

并抑制病毒的释放[48]。表没食子儿茶素没食子酸酯和黄芩素还能阻断细菌 ATP

合成，影响其能量代谢，从而抑制细菌生长[49]。Wu 等[50]研究证实，槲皮素、山

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Kamiyama+M&cauthor_id=22681491
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奈酚和表没食子儿茶素没食子酸酯对多种流感病毒株表现出抗病毒活性。 

（3）抗肿瘤 

Zhang 等[51]从柳树花芽中提取并纯化了总黄酮，MTT 检测显示，该黄酮在

不同浓度下均能显著抑制宫颈癌（HeLa）、结肠癌（HT-29）和乳腺癌（MCF7）

细胞的增殖，其 IC₅₀分别为 1.432、0.3476 和 2.297 mg/mL。Jiang 等[52]综述了在

不同类型癌细胞的研究中，发现杨梅素能抑制癌细胞的侵袭和转移，诱导癌细胞

的细胞周期停滞和凋亡，并抑制其增殖。Wang 等[53]研究旨在制备以磷脂为基础、

经 Labrasol/Pluronic F68 改性修饰的负载黄酮的纳米胶束，用于定向输送药物至

目标脑肿瘤。研究发现，负载杨梅素的纳米黄酮在体内各靶向组织分布更为均匀，

并显著提高了抗肿瘤效率，同时对 Caco-2 细胞的细胞毒性和跨上皮电阻无明显

影响。 

（4）抗糖基化 

糖基化反应是生物体内广泛存在的一类非酶促反应，主要表现为还原糖（如

葡萄糖、果糖等）与蛋白质、脂质或核酸中的游离氨基基团之间发生的一系列复

杂反应过程。该反应最初阶段为羰基与氨基间的 Schiff 碱（席夫碱）形成过程，

随后席夫碱经 Amadori 重排生成较为稳定的 Amadori 产物。在长期的氧化和降

解反应下，Amadori 产物进一步形成一系列复杂且稳定的高级糖基化终产物

（Advanced Glycation End products，AGEs）[54-57]。 

抗糖基化作用是指通过干扰糖基化反应不同阶段，抑制 AGEs 形成或促进其

降解的过程。在糖基化反应前期，抗糖基化物质能够通过捕获羰基化合物或氨基

基团，阻止席夫碱形成；中期则主要表现为抑制 Amadori 产物的生成及其氧化反

应；后期则侧重于阻断 AGEs 的交联或促使其降解。此外，氧化应激[58]在糖基化

反应中发挥着催化作用，加速 AGEs 的形成与积累，因此具有抗氧化活性的天然

成分常用于抗糖基化研究。抗氧化物质能够减少自由基产生，降低氧化应激水平，

间接抑制 AGEs 的产生。 

大量研究证实，AGEs 在多种慢性疾病的病理进程中发挥了关键作用，例如

糖尿病及其并发症、心脑血管疾病、阿尔茨海默病以及机体衰老过程中，均可发

现 AGEs 的异常升高。其致病机制主要包括直接改变蛋白质结构与功能、激活氧

化应激反应、诱导慢性炎症反应及与 AGEs 受体（RAGE）的特异性结合并激活
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下游信号通路，导致细胞功能异常。 

Mohammadpour 等[59]研究了五种黄酮——芹菜素（AP）、柚皮素（NA）、木

樨草素（LU）、槲皮素（QU）和甲基槲皮素（MQ）在抑制人血清白蛋白/葡萄糖

体系中 AGEs 生成方面的化学特性效应。研究显示，所有黄酮均能在体外淬灭

AGEs 的荧光强度，且黄酮的抗 AGE 效果依次为：LU > QU > MQ > AP > NA。

Gutierrez 等[60]探讨从菠菜中分离出的 10 种已知葡萄糖吡喃苷黄酮对晚期糖基化

终末产物和大鼠晶状体醛糖还原酶生成的体内外抑制作用，结果显示，在 AGEs

生成的抑制实验中显示出显著的抑制效果，其抑制作用均优于各实验中所用的阳

性对照，表明菠菜中所含的葡萄糖吡喃苷黄酮可能具有降低蛋白糖化水平的治疗

潜力。Li 等[61]研究探讨了荞麦壳黄酮在体外降解 AGEs 的作用机制，并通过蛋

白质组学分析评估其对 db/db 小鼠肾脏蛋白表达的影响。结果表明，荞麦壳黄酮

可有效降解 AGEs，并通过调控 AGE-RAGE 信号通路发挥肾脏保护作用。 

1.5. 本论文研究目的意义及内容 

1.5.1. 研究目的意义 

藤茶是葡萄科蛇葡萄属植物，因其丰富的黄酮类化合物而备受关注。其主要

活性成分为二氢杨梅素[62-64]，并含有多种黄酮类物质，具有抗氧化、抗炎、抗糖

基化等多种生物学功能。其中，抗糖基化作用可有效抑制晚期糖基化终产物

（AGEs）的生成，降低蛋白质糖化损伤，从而在糖尿病及相关并发症防治方面

具有潜在价值。近年来，尽管国内外对蛇葡萄的研究主要集中在抗氧化、抗菌、

抗肿瘤等领域，但针对蛇葡萄黄酮的分离纯化及其抗糖基化作用的研究仍较为有

限，亟待进一步探索。由于 AGEs 的形成及其所介导的病理变化是不可逆的，且

难以降解和清除，因此阻断 AGEs 的形成或抑制其作用靶点成为当前研究的重要

方向。植物源天然抗糖基化成分的研究受到广泛关注，这些物质能够通过抑制

AGEs 的生成、清除 AGEs 前体以及降低 AGEs 诱导的氧化应激等方式发挥保护

作用。 

显齿蛇葡萄富含的黄酮类物质具有良好的抗氧化能力，可有效减少糖基化过

程中产生的自由基，从而抑制氧化反应，减少 AGEs 的形成。因此，将显齿蛇葡

萄黄酮类物质的抗氧化和抗糖基化活性结合研究，有助于全面评价其潜在的保健
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作用与治疗价值。本研究旨在通过系统分离和纯化显齿蛇葡萄中的黄酮类活性组

分，探讨其抗氧化活性与抗糖基化活性的协同作用，为显齿蛇葡萄功能产品的开

发提供科学依据和理论支持。 

1.5.2. 研究内容 

本研究主要围绕显齿蛇葡萄黄酮的提取、分离纯化及其抗糖基化活性展开，

具体包括以下方面： 

（1）优化提取工艺：研究提取溶剂、提取时间、提取温度、料液比等因素

对显齿蛇葡萄黄酮提取率的影响，并利用响应面分析优化提取条件，以提高黄酮

产率。 

（2）分离纯化显齿蛇葡萄黄酮：利用大孔树脂吸附法进行分离纯化，筛选

合适的树脂类型，并优化静态吸附和动态洗脱工艺。通过不同极性的洗脱溶剂分

级洗脱黄酮，获得多个洗脱组分，并采用 HPLC 分析其成分组成，分析不同组分

的抗氧化活性。 

（3）抗糖基化活性研究：构建体外 BSA-葡萄糖糖基化模型，考察不同黄酮

组分对 AGEs 形成的抑制效果，筛选活性最佳的组分，以探讨其抗糖基化作用的

物质基础。
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第2章 显齿蛇葡萄黄酮的提取条件优化研究 

2.1. 引言 

显齿蛇葡萄广泛分布于我国南方地区。其富含黄酮类化合物，尤其是二氢杨

梅素，被证实具有抗氧化、抗炎、抗糖基化等多种生物活性，因此在食品、医药

及保健品领域具有较高的研究价值[65]。黄酮类物质的提取与分离是开发其功能

性产品的关键环节。 

本研究在传统溶剂提取的基础上，旨在提高显齿蛇葡萄黄酮的提取效率，并

减少因高温导致的活性成分损失。通过单因素实验与响应面优化分析，系统研究

了提取溶剂类型、料液比、提取时间、提取温度及提取剂浓度对黄酮得率的影响，

从而筛选出最佳提取工艺条件。本研究不仅为显齿蛇葡萄黄酮的提取工艺优化提

供了有效途径，提升其利用价值，也为黄酮类化合物的工业化开发与应用奠定了

重要的理论与实践基础。 

2.2. 材料试剂与仪器设备 

2.2.1. 材料与试剂 

（1）材料：显齿蛇葡萄干叶（湖南省张家界罗塔坪乡长寿村） 

（2）主要试剂如下表 2-1 所示，仪器与设备如表 2-2 所示。 

表 2-1 主要实验试剂 

Table 2-1 Main experimental reagents 

试剂名称 规格 生产厂家 

无水乙醇 AR 中国医药集团有限公司 

亚硝酸钠 AR 中国医药集团有限公司 

硝酸铝 AR 中国医药集团有限公司 

氢氧化钠 AR 中国医药集团有限公司 

芦丁标准品 AR 上海阿拉丁生化科技有限公司 

正丁醇 AR 中国医药集团有限公司 

甲醇 AR 中国医药集团有限公司 

丙酮 AR 中国医药集团有限公司 

乙酸乙酯 AR 中国医药集团有限公司 
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2.2.2. 仪器与设备 

表 2-2 仪器与设备 

Table 2-2 Instruments and equipment 

仪器名称 型号 生产厂家 

电子天平 LE104E/02 梅特勒-托利多仪器有限公司 

超声波清洗机 AK-040SD 深圳市钰洁清洗设备有限公司 

旋转蒸发器 RE52-AA 上海亚荣生化仪器厂 

循环水真空泵 SHZ-III 上海贤德实验仪器有限公司 

台式冷冻离心机 L600-A 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司 

恒温水浴锅 HWS-24 上海一恒科学仪器公司 

紫外-可见分光光度计  UV755B 上海佑科仪表有限公司 

微型旋涡混合仪 Mixer 4K 生工生物工程股份有限公司 

2.3. 试验方法 

2.3.1. 显齿蛇葡萄粗黄酮的制备 

将干燥的显齿蛇葡萄用多功能研磨机磨成粉，过 60 目筛备用。取 40 g 显齿

蛇葡萄粉末，按照料液比 1:30 的比例加入体积分数为 70%乙醇水溶液 1200 mL，

再放入 60℃下水浴 30 min。将滤液在 25℃、4000 r/min 条件下离心 10 min,过滤

沉淀，将滤液用 8 μm 的滤膜过滤两次后旋转蒸发浓缩，将浓缩后的液体放置于

真空冷冻干燥机内冻干 48 h，得到显齿蛇葡萄粗黄酮 (crude ampelopsis 

grossedentata flavonoids，CAGF)备用。 

2.3.2. 黄酮含量的测定 

参照王令智[66]的方法并进行修改，取芦丁标准品 20 mg，用 60%乙醇定容至

50 mL 配置芦丁原液 0.4 mg/mL，浓度分别为 0、0.08、0.16、0.24、0.32、0.4 mg/mL，

将 2 mL 芦丁标准溶液，先加入 0.5 mL 5%亚硝酸钠溶液，混匀后静置 5 min，再

加入 0.5 mL 10%硝酸铝溶液，继续静置 5 min，再加入 4 mL 4%氢氧化钠溶液，

混匀并避光静置 15 min，在 510 nm 波长下使用分光光度计进行测定。以芦丁标

准液的吸光度为 y 值，浓度为 x 值，绘制标准曲线并拟合回归方程 y=3.8393x-

0.0015，R2=0.9996。利用公式(2-1)测定黄酮含量。 

黄酮含量（mg/g）=
𝐶×𝑉×𝑁

𝑀
                      (2-1) 
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式中：C 为提取液中黄酮的浓度（mg/mL），V 为提取液的体积（mL），N 为

稀释倍数，M 为样品质量（g） 

2.3.3. 显齿蛇葡萄黄酮提取的单因素实验 

（1）提取剂种类对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

分别取 1.0 g 显齿蛇葡萄粉末 6 份置于锥形瓶中，按 1:30（g/mL）的比例分

别加入正丁醇、蒸馏水、50%乙醇、90%乙醇、丙酮和乙酸乙酯。随后用旋涡仪

混匀 1 min，在室温下水浴 30 min。接着以 4000 r/min 离心 10 min，弃去沉淀后

保留上清液，用以测定黄酮浓度。 

（2）提取剂浓度对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

分别称取 6 份 1.0 g 显齿蛇葡萄粉末，放置于锥形瓶中，按照料液比 1:30

（g/mL），分别加入不同体积分数的提取剂于锥形瓶中（20%乙醇、40%乙醇、60%

乙醇、80%乙醇、100%乙醇），用旋涡仪混匀 1 min，接着将锥形瓶置于室温下水

浴 30 min，随后将提取液在 4000 r/min 的转速下离心 10 min，离心后弃去沉淀保

留上清液，取上清液测定黄酮浓度。 

（3）料液比对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

取 6 份各 1.0 g 显齿蛇葡萄粉末置于锥形瓶中，按 1:10、1:20、1:30、1:40、

1:50（g/mL）比例分别加入 60%乙醇，混匀 1 min，接着室温水浴 30 min。最后

以 4000 r/min 离心 10 min，弃去沉淀，保留上清液测定黄酮含量。 

（4）提取时间对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

分别称取 6 份 1.0 g 显齿蛇葡萄粉末，放置于锥形瓶中，按照料液比 1:30

（g/mL），加入 60%乙醇溶液于锥形瓶中，用旋涡仪混匀 1 min，将各个锥形瓶

分别在室温水浴中提取 15、30、45、60、75 min，随后将提取液在 4000 r/min 的

转速下离心 10 min，离心后弃去沉淀保留上清液，取部分上清液测定黄酮浓度。 

（5）提取温度对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

取 6 份各 1.0 g 显齿蛇葡萄粉末置于锥形瓶中，按料液比 1:30 比例加入 60%

乙醇。旋涡混匀 1 min，将各瓶分别在 5℃、20℃、40℃、60℃及 80℃水浴 30 

min，再以 4000 r/min 离心 10 min，弃去沉淀，保留上清液测定黄酮浓度。 

2.3.4. 响应面优化处理显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 
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基于单因素实验结果，利用 Design Expert 13 软件对提取剂浓度、料液比、

提取时间及提取温度进行响应面实验设计，在四因素三水平的基础上优化提取条

件。响应面因素水平见表 2-3。 

表 2-3 响应面分析各因素水平表 

Table 2-3 Response surface analysis factor level table 

因素 
编码水平 

-1 0 1 

A 提取剂浓度（%） 20 60 100 

B 料液比（g/mL） 20 30 40 

C 提取时间（min） 10 30 50 

D 提取温度（℃） 40 60 80 

2.3.5. 数据处理 

每个试验均重复三次，数据采用 Excel 2019、IBM SPSS Statistics 26 和 Design-

Expert 13 进行分析处理。 

2.3.6. 结果与分析 

2.3.7. 单因素试验结果分析 

（1）不同种提取剂对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

根据黄酮极性间的差异来选择较合适的提取剂[67]，选取了正丁醇、蒸馏水、

不同体积分数的乙醇、丙酮、乙酸乙酯对显齿蛇葡萄黄酮进行提取实验，由图 2-

1 可知，6 种提取剂对显齿蛇葡萄的提取率存在显著性差异（P＜0.05），其中 50%

乙醇提取得率最高，90%乙醇提取率与丙酮相近，蒸馏水的提取效果最差。考虑

到丙酮易挥发，且其毒性表现为对中枢神经系统的抑制作用，高浓度暴露可能引

发意识模糊或昏迷，并刺激呼吸道、眼部与皮肤，甚至导致灼伤或皮炎，因此不

利于人体内应用，故选择乙醇作为提取试剂更适合。 

（2）提取剂浓度对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

从图 2-2 可见，随着乙醇体积分数的上升，黄酮得率呈现一定的上升趋势，

但在达到某一浓度后，黄酮得率逐渐平稳，后又逐渐下降。其原因在于：中等乙

醇浓度既能满足黄酮部分疏水基团的溶解需求，又能保留一定极性环境，提升细

胞壁渗透性，从而使黄酮更易释出。当乙醇含量过低时，溶解能力不足，提取率
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难以提高；而过高浓度则会导致溶剂极性下降，疏水性增强，但对黄酮中极性基

团的溶解力减弱，导致黄酮整体溶解度下降。综上，中等的乙醇浓度可提供良好

的溶解环境并兼顾渗透性，使得黄酮获得更高的提取率，故选择体积分数为 60%

乙醇对黄酮的提取较佳。 

 
注：字母不同表示组间差异显著（P < 0.05）（下同） 

图 2-1 提取剂种类对黄酮提取率的影响 

Fig.2-1 The effect of extraction reagent type on flavonoid extraction yield 

 
图 2-2 提取剂浓度对黄酮提取率的影响 

Fig.2-2 The effect of extraction reagent concentration on flavonoid extraction yield 

（3）料液比对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

料液比是影响提取工艺经济效益的关键参数之一，它直接影响提取工厂的运

行成本和资本成本。由图 2-3 可见，随着提取溶剂量的增多，黄酮化合物得率先

升高后略降低。可能原因是：固液比的增加显著提高了总酚含量的提取效率，这

可以归因于固体物质与溶剂体系之间更大的浓度梯度，根据菲克定律，浓度梯度
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越大，扩散速率越快。此外，溶剂量的增加增强了固体物质与液体溶剂体系之间

的相互作用，从而提高了提取率；当溶剂体积继续增大时，样品中可溶性黄酮成

分被过度稀释，溶液浓度梯度和传质驱动力随之下降，导致黄酮成分向溶剂中的

扩散效率降低，从而使得提取率反而下降[68]。综合来看，料液比为 1:30 较佳。 

 

图 2-3 料液比对黄酮提取得率的影响 

Fig.2-3 The effect of solid-to-liquid ratio on flavonoid extraction yield 

（4）提取时间对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

图 2-4 所见，黄酮得率随提取时间延长先升高，随后趋于稳定并略有下降。

在初始阶段，溶质与溶剂间浓度差较大，传质速率快，黄酮成分易被溶剂浸出，

导致提取率快速提高，随着时间推移，溶剂逐渐饱和，浓度梯度减小，部分成分

可能发生降解或氧化，提取率增幅放缓甚至略有下降。综合来看，合理的提取时

长能使黄酮充分释放并避免过度延长带来的不利影响，因此选择提取时间 30min

较为合适。 

 
图 2-4 提取时间对黄酮提取效果的影响 

Fig.2-4 Effect of extraction time on flavonoid extraction efficiency 
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（4）提取温度对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响 

根据图 2-5，提取温度对黄酮提取率具有显著影响。根据分子热运动与扩散

原理，随着温度升高，分子动能增大，扩散速率加快，从而提高了黄酮向溶剂中

的传质效率，其次，较高温度有助于溶剂与植物细胞的接触，增强细胞壁的渗透

性，从而促使黄酮从植物组织中释放出来，使得黄酮得率在初期呈上升趋势。但

当温度过高时，可能导致部分黄酮成分的热降解或化学结构改变，降低提取率，

甚至可能对活性成分造成损害[69]。因此，适合的提取温度有助于黄酮的提取，故

提取温度选择 60℃较为合理。 

 
图 2-5 提取温度对黄酮提取效果的影响 

Fig.2-5 Effect of extraction temperature on flavonoid extraction efficiency 
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表 2-4 响应面优化试验设计及结果 

Table 2-4 Design and results of response surface optimization experiments 

试验号 
A-提取剂浓度

（%） 

B-料液比

（g/mL） 

C-提取时间

（min） 

D-提取温度

（℃） 

黄酮得率

（mg/g） 

1 20 20 30 60 77.05 

2 100 20 30 60 89.67 

3 20 40 30 60 85.92 

4 100 40 30 60 87.32 

5 60 30 10 40 81.51 

6 60 30 50 40 76.02 

7 60 30 10 80 79.79 

8 60 30 50 80 92.82 

9 20 30 30 40 70.17 

10 100 30 30 40 79.59 

11 20 30 30 80 82.99 

12 100 30 30 80 87.07 

13 60 20 10 60 85.84 

14 60 40 10 60 87.82 

15 60 20 50 60 85.44 

16 60 40 50 60 87.32 

17 20 30 10 60 80.55 

18 100 30 10 60 88.62 

19 20 30 50 60 85.35 

20 100 30 50 60 86.62 

21 60 20 30 40 71.91 

22 60 40 30 40 86.51 

23 60 20 30 80 90.01 

24 60 40 30 80 78.86 

25 60 30 30 60 96.87 

26 60 30 30 60 93.86 

27 60 30 30 60 94.97 

28 60 30 30 60 94.97 

29 60 30 30 60 94.89 

从表 2-5 可知，回归模型非常显著（P＜0.01），失拟项则不显著（P=0.2257

＞0.05）。模型的回归系数为 R²=0.9762，调整后的 R²为 0.9525，意味着 95.25%



安徽工程大学硕士学位论文 

18 

 

的数据可以通过该模型进行解释，表明方程具有较高的可靠性，试验误差小，因

此该模型可用于显齿蛇葡萄黄酮得率的分析。 

F 值是评估各变量对响应值影响程度的重要指标，F 值越大，说明相应的模

型分量对响应变量的贡献越高。当显著性检验的 P 值小于 0.05 时，表明该变量

对响应值的影响是显著的，具有统计学意义。根据方差分析结果，可得出结论：

提取温度和提取剂浓度的一次项对黄酮得率具有极显著影响（P＜0.01），料液比

对黄酮得率具有显著影响（P＜0.05），而提取时间对黄酮得率的影响则不显著（P

＞0.05）。可得对显齿蛇葡萄黄酮提取的影响因素：提取温度＞提取剂浓度＞料液

比＞提取时间。分析结果显示，AB、BD、CD 对黄酮得率有极显著的影响（P＜

0.01），而 AC 的影响则显著（P＜0.05）。 

表 2-5 黄酮得率回归模型的分析结果 

Table 2-5 Analysis results of the flavonoid yield regression model 

来源 离差平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 1292.65 14 92.33 41.1 < 0.0001 ** 

A-提取剂浓度 113.22 1 113.22 50.39 < 0.0001 ** 

B-料液比 15.94 1 15.94 7.09 0.0185 * 

C-提取时间 7.43 1 7.43 3.31 0.0905  

D-提取温度 175.03 1 175.03 77.9 < 0.0001 ** 

AB 31.47 1 31.47 14.01 0.0022 ** 

AC 11.56 1 11.56 5.15 0.0397 * 

AD 7.13 1 7.13 3.17 0.0966  

BC 0.0025 1 0.0025 0.001113 0.9739  

BD 165.77 1 165.77 73.78 < 0.0001 ** 

CD 85.75 1 85.75 38.16 < 0.0001 ** 

A2 231.42 1 231.42 103 < 0.0001 ** 

B2 124.4 1 124.4 55.37 < 0.0001 ** 

C2 97.43 1 97.43 43.36 < 0.0001 ** 

D2 517.48 1 517.48 230.32 < 0.0001 ** 

残差 31.46 14 2.25    

失拟项 26.71 10 2.67 2.25 0.2257 ns 

纯误差 4.75 4 1.19    

总和 1324.1 28     

R2=0.9762     Adj R2=0.9525   Pre R2=0.8782 
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注：P＜0.01 表示极显著，用**表示；P＜0.05 表示显著，用*表示；P＞0.05

表示不显著，用 ns 表示 

（3）交互作用分析各因素之间的关系 

依据分析结果绘制并展示了响应面图与等高线图（图 2-6~图 2-11），有助于

直观展示各因素对显齿蛇葡萄黄酮得率的影响规律以及它们之间的交互作用。下

图展示了提取剂浓度（A）、料液比（B）、提取时间（C）和提取温度（D）对黄

酮得率的影响。 

如图 2-6 所示，AB 响应曲面图展示了提取剂浓度和料液比对黄酮得率的交

互作用。随着提取剂浓度的提高，黄酮得率先增加然后下降。当提取剂浓度较低

时，黄酮得率随着料液比的增加呈先上升后趋于平稳的趋势，在较高的提取剂浓

度下，黄酮得率随着料液比的增加呈现先增后缓慢下降的趋势。由此可见，料液

比与提取剂浓度之间的交互作用对黄酮得率有显著影响。综合考虑二者的交互作

用，当提取剂浓度在 40%~80%范围内，料液比约为 1:25~35 g/mL 时，黄酮得率

较高。 

 

图 2-6 提取剂浓度与料液比的交互作用对黄酮得率的影响 

Fig.2-6 Effect of the interaction between extractant concentration and solid-liquid ratio on 

flavonoid yield 

如图 2-7 所示，AC 响应曲面显示，随着提取剂浓度升高，黄酮得率先增加

后又下降。在较低浓度范围内，延长提取时间可使黄酮得率逐渐上升并趋于稳定；

而在浓度较高时，延长提取时间虽能提高黄酮得率，但随后会出现下滑。这说明

提取剂浓度与提取时间之间具有明显的交互效应。当仅考虑两者的交互影响时，

结果表明，当提取剂浓度在 60%~100%之间、提取时间在 20~40 min 左右时，黄

酮得率更高。 
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图 2-7 提取剂浓度与提取时间的交互作用对黄酮得率的影响 

Fig.2-7 The effect of the interaction between extractant concentration and extraction time on 

flavonoid yield 

如图 2-8 所示的 AD 响应曲面图中，随着提取剂浓度和提取温度的增加，黄

酮得率先增加然后下降，仅考虑二者交互作用的情况下，得知当提取剂浓度

40~80%左右，提取温度在 50~70℃左右时，黄酮得率较大。 

 

图 2-8 提取剂浓度和提取温度交互作用对黄酮得率的影响 

Fig.2-8 The effect of the interaction between extractant concentration and extraction temperature 

on the flavonoid yield. 

BC 响应曲面图 2-9 显示，在提取时间增加的过程中，黄酮得率呈现先增加

后降低的趋势。同时，随着料液比的增加，黄酮得率也表现出先增大后下降的趋

势，仅考虑提取时间与料液比的交互作用时，当提取时间处于 20~40 min范围内，

且料液比为 1:25~35 g/mL 时，黄酮得率较高。 
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图 2-9 料液比与提取时间的交互作用对黄酮得率的影响 

Fig.2-9 The effect of the interaction between the liquid-to-material ratio and extraction time on 

flavonoid yield. 

如图 2-10 所示，根据 BD 响应曲面可知，当提取温度处于较低水平时，随

着料液比增加，黄酮得率逐渐上升，而在较高温度范围内，黄酮得率先保持平缓，

随着料液比的进一步提高而下降。对于较低的料液比，随着提取温度升高，黄酮

得率先升后趋于稳定，但在较高的料液比条件下，温度升高会导致黄酮得率先增

后降，这些现象表明提取温度与料液比之间有显著的交互作用，结果显示当提取

温度维持在 50~70℃、料液比控制在 1:25~35 g/mL 范围内时，黄酮得率处于较高

水平。 

 

图 2-10 料液比与提取温度的交互作用对黄酮得率的影响 

Fig.2-10 The effect of the interaction between solid–liquid ratio and extraction temperature on 

flavonoid yield 

如图 2-11 所示，CD 响应曲面显示，随提取温度升高，黄酮得率先增后降，

在较低温度下，延长提取时间使黄酮得率先升后趋于平稳并最终下降；而在较高

温度条件下，则先增加后平稳。这表明提取时间与温度间存在显著交互效应，若
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仅考虑此互作影响，当提取时间约在 20~40 min、提取温度约为 50~70℃时，可

获得最大黄酮得率。 

 

图 2-11 提取时间与提取温度的交互作用对黄酮得率的影响 

Fig.2-11 The interaction between extraction time and extraction temperature on the 

flavonoid yield. 

依据回归方程模型，并以黄酮得率最大化为优化目标，预测得到的最佳提取

条件为：提取剂浓度 69%、料液比 1:28 g/mL、提取时间 35 min、提取温度 66.5℃。

在最优条件下，经过三次平行试验，实际黄酮得率为 96.52±0.66 mg/g，与预测值

96.08 mg/g 相比，偏差在 5%以内，验证了预测值与实验值之间的良好相关性。 

2.3.9. 本章总结 

本章节针对显齿蛇葡萄黄酮的提取进行了研究，对提取溶剂的类型与浓度、

提取时间和温度以及料液比等多个因素对黄酮提取得率的影响进行了全面研究。

该方法操作简单，所用原料安全无毒，且能够显著提高黄酮的提取效率。通过响

应面进行优化，确定了最佳提取条件：以乙醇为提取剂，浓度为 69%，料液比 1：

28 g/mL，提取时间为 35 min，提取温度为 66.5℃。在该条件下，显齿蛇葡萄黄

酮的提取得率可达到 96.52±0.66 mg/g，表明该方法具有优异的提取效果和广泛

的应用潜力。
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第3章 大孔树脂分离纯化显齿蛇葡萄黄酮的工艺研究 

3.1. 引言 

显齿蛇葡萄富含黄酮类化合物，尤其是二氢杨梅素，在多种生理活性方面表

现出显著优势。由于植物提取物通常含有复杂的杂质，如何高效地分离和纯化显

齿蛇葡萄黄酮成为研究的重要课题。植物黄酮的主要分离纯化方法有溶剂提取法、

柱层析法、超滤和膜分离技术、超临界 CO2 萃取法、重结晶法、液相色谱法等[70, 

71]，分离和纯化的方法各有特点，不同技术存在各自的优势和不足，大孔树脂以

其分离纯度较高、成本较低、可重复使用、工艺流程简单以及良好的选择性而广

受认可，非常适合大规模工业生产[72]。目前，这一技术已广泛应用于天然产物中

目标化合物的富集，特别是在黄酮化合物的分离纯化中展现了显著的优势[73]。本

研究根据黄酮化合物的极性差异，筛选了 6 种大孔树脂，通过静态-动态吸附和

解吸附工艺，系统地评估了其对显齿蛇葡萄黄酮的吸附与解吸性能，优化分离纯

化条件，通过使用不同浓度的乙醇洗脱出黄酮组分，并使用高效液相色谱（HPLC）

对纯化后的显齿蛇葡萄黄酮各组分进行鉴定。 

3.2. 材料试剂和仪器设备 

3.2.1. 材料与试剂 

表 3-1 主要化学试剂 

Table 3-1 Main reagents used in the experiments 

主要试剂名称 规格 生产厂家 

6 种大孔树脂 6 种 安徽三星树脂有限公司 

无水乙醇 AR 中国医药集团有限公司 

杨梅素 色谱级 中国医药集团有限公司 

槲皮素 色谱级 中国医药集团有限公司 

山奈酚 色谱级 中国医药集团有限公司 

花旗松素 色谱级 中国医药集团有限公司 

二氢杨梅素 色谱级 中国医药集团有限公司 

甲酸 AR 中国医药集团有限公司 

甲醇 色谱纯 中国医药集团有限公司 

芦丁 色谱级 中国医药集团有限公司 
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主要试剂名称 规格 生产厂家 

亚硝酸钠 AR 中国医药集团有限公司 

硝酸铝 AR 中国医药集团有限公司 

氢氧化钠 AR 中国医药集团有限公司 

3.2.2. 仪器和设备 

表 3-2 主要实验仪器 

Table 3-2 Main instruments used in the experiments 

仪器名称 型号 生产厂家 

高效液相色谱仪 LC-2030 日本岛津公司 

电子天平 HZK-FA110S 华志电子科技有限公司 

真空冷冻干燥机 LGJ-12 北京松源华兴科技发展有限公司 

旋转蒸发仪 RE-52AA 上海亚荣生化仪器厂 

层析柱 20×300mm 杭州市拱墅区凯英仪器经营部 

循环水多用真空泵 SHB-3 郑州长城科工贸有限公司 

台式冷冻离心机 L600-A 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司 

自动部份收集器 BSZ-100-LCD 上海琪特分析仪器有限公司 

多功能研磨机 CHY-7001 金华市莫菲家用电器有限公司 

电热鼓风干燥机 DHG-9140A 上海一恒科学仪器有限公司 

紫外可见分光光度计  UV755B 上海佑科仪器仪表有限公司 

3.3. 试验方法 

3.3.1. 显齿蛇葡萄黄酮的制备及黄酮含量测定 

参照第二章方法制备出的显齿蛇葡萄粗黄酮(crude ampelopsis grossedentata 

flavonoids，CAGF)。 

3.3.2. 大孔树脂的预处理 

参照 Zhang 等[74]方法并略加修改，将 D101、HZ-841、HPD400A、AB-8、

ADS-7、NKA-9 六种型号的大孔树脂分别用体积分数为 95%的乙醇浸泡 24 h，

以确保其充分溶胀。用 95%乙醇冲洗树脂，直到流出液不再出现白色浑浊现象,

接着，用去离子水继续清洗，洗至无醇味残留。最后将树脂用 5%盐酸溶液浸泡

4 h，用去离子水洗涤至 pH 值恢复至中性，再用 4%氢氧化钠溶液浸泡 4 h，用去

离子水洗涤至 pH 值恢复至中性，抽滤树脂表面水分后，放置阴凉处备用。含水
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量测定见表 3-3。 

3.3.3. 不同种型号大孔树脂的筛选 

参考朱延胜[75]等的方法，首先对大孔树脂进行预处理并风干备用。随后精确

称取 10 g 预处理后的树脂，分别分装入 6 个 250 mL 具塞三角瓶中，并向每瓶中

加入 50 mL 浓度为 5 mg/mL 的显齿蛇葡萄粗黄酮溶液。在室温条件下，以 100 

r/min 的振荡速度处理 15 h 后，测定溶液中残留的黄酮浓度（C1）。在树脂吸附达

到饱和后，先将溶液过滤，使用滤纸轻轻去除树脂表面残留的水分，接着在每个

三角瓶中加入 50 mL 的 80%乙醇溶液，并在相同的条件下振荡 15 h。待解吸完

成后，测定溶液中黄酮的浓度（C2）。并依据以下公式计算大孔树脂的吸附率、

解吸率以及吸附量： 

吸附率/%=
𝐶0−𝐶1

𝐶0
×100                      (3-1) 

解吸率/%=
𝐶2

𝐶0−𝐶1
×100                      (3-2) 

吸附量/（mg/g）=
（𝐶0−𝐶1）×𝑉0

𝑀
                    (3-3) 

式中： 

C0 为吸附前溶液中黄酮的初始质量浓度（mg/mL）； 

C1 表示在吸附平衡后，溶液中残留的黄酮质量浓度（mg/mL）； 

C2 表示解吸达到平衡后溶液中黄酮的浓度（mg/mL）； 

V0 表示粗黄酮溶液的体积（mL）； 

M 表示大孔树脂的质量（g）。 

表 3-3 大孔树脂性质及含水量 

Table 3-3 Properties and moisture content of macroporous resins 

树脂类型 极性 比表面积（m²/g） 含水量（%） 

ADS-7 双功能（非/极性） 450-500 55-65 

D101 非极性 500-550 65-75 

HPD400A 中极性 500-550 60-70 

NKA-9 极性 250-290 65-75 

HZ-841 弱极性 500-600 57-64 

AB-8 弱极性 480-520 60-70 

3.3.4. D101大孔树脂静态吸附、解吸实验 
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（1）时间对大孔树脂吸附效率的影响 

称取已预处理的 D101 大孔树脂 10 g，放入 250 mL 的具塞三角瓶中，加入

5.0 mg/mL 的粗黄酮溶液 50 mL，在室温下于 100 r/min 下分别振荡 30、60、90、

120、150、180、210、240、270、300 min，然后过滤测定滤液黄酮浓度，计算吸

附率。 

（2）时间对大孔树脂解吸附效率的影响 

将已经吸附饱和的树脂进行过滤，将树脂放入 250 mL 的三角瓶中，加入体

积分数为 80%乙醇 50 mL,在室温下于 100 r/min 下振荡,分别在 60、120、180、

240、300、360 min 测定三角瓶中黄酮浓度。 

（3）不同黄酮质量浓度对大孔树脂吸附率的影响 

精确称取 6 份 D101 大孔树脂，每份 10 g，并将其分别放入 250 mL 带塞的

三角瓶中。向每个三角瓶中分别加入 50 mL 不同浓度（2.5、5.0、7.5、10.0、12.5 

mg/mL）的粗黄酮溶液，在室温条件下，以 100 r/min 的转速振荡 150 min。随后，

对滤液进行过滤，并测定其中黄酮的浓度，以计算吸附率。 

（4）样品溶液的 pH 值对吸附率的影响 

准确称取 6 份，每份 10 g 的 D101 大孔树脂，并分别置入 250 mL 具塞三角

瓶中。向每个三角瓶中加入 50 mL 浓度为 7.5 mg/mL、pH 值分别为 1.0、2.0、

3.0、4.0、5.0、6.0 和 7.0 的粗黄酮溶液。在室温条件下，以 100 r/min 的振荡速

率处理 150 min。随后，过滤溶液并测定滤液中黄酮的浓度，以计算吸附率。 

（5）乙醇体积分数对黄酮解吸的影响 

精确称取 6 份 10 g 的 D101 树脂，分别置于 250 mL 具塞三角瓶中。向每个

三角瓶中加入 50 mL 质量浓度为 7.5 mg/mL、pH 2.0 的粗黄酮溶液，在室温条件

下，以 100 r/min 的速率振荡 150 min。随后过滤溶液并测定滤液中的黄酮浓度，

随后将过滤后的树脂分别转移至 50 mL 体积分数为 20%、40%、60%、80%和 100%

的乙醇溶液中，在相同条件下振荡以完成解吸。测定各三角瓶中溶液的黄酮浓度，

并计算解吸率。 

3.3.5. D101大孔树脂的动态吸附与解吸试验 

（1）上样流速对动态吸附过程的研究 
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采用湿法将 D101 大孔树脂装填至 20×300 mm 的层析柱，并用去离子水平

衡柱子 1 h。随后，以 0.8、1.6 和 2.4 mL/min 的流速依次上样质量浓度为 7.5 

mg/mL 的粗黄酮溶液。采用自动收集器，每管按 5 mL 的体积收集流出液，随后

测定各管中黄酮的浓度。 

（2）黄酮在不同洗脱流速条件下的解吸率变化 

在 D101 大孔树脂吸附饱和后，使用 80%乙醇作为洗脱剂，以流速分别为 0.8 

mL/min、1.6 mL/min 和 2.4 mL/min 进行洗脱。洗脱液通过自动收集器按每管 5 

mL 的体积进行收集，并测定各组洗脱液中的黄酮浓度。 

3.3.6. 显齿蛇葡萄黄酮纯度和回收率 

在显齿蛇葡萄黄酮分离纯化过程中，纯度和回收率是评估纯化效果的两个重

要指标。纯度反映目标黄酮在最终产品中的含量，指显齿蛇葡萄粗黄酮经过分离

纯化后所含目标黄酮的量，测定粗黄酮和纯化后黄酮的纯度；而回收率衡量目标

黄酮在整个提取和纯化过程中的保留情况。 

黄酮纯度/%=
C×V

M
×100                     (3-4) 

黄酮回收率/%=
𝑀2

𝑀1
×100                     (3-5) 

式中：C 为纯化后黄酮浓度，单位 mg/mL，V 为纯化后黄铜溶液体积，单位

mL，M 为纯化后样品总质量，单位为 g。M2为纯化后样品中的黄酮总质量，M1

为原始提取物中的黄酮总质量。 

3.3.7. 乙醇梯度洗脱用于黄酮的分离纯化 

将已吸附饱和的 D101 树脂依次用体积分数为 20%、40%和 80%的乙醇进行

梯度洗脱，洗脱流速设定为 1.6 mL/min，通过自动收集器，每管收集 10 mL 的洗

脱液，测定其中黄酮浓度。 

3.3.8. 采用高效液相色谱法对样品中黄酮成分进行定性分析 

准确称取各黄酮标准品，并用甲醇制备成浓度为 1 mg/mL 的标准单溶液。

分别测定各标准品后，每种标准溶液取 200 μL 混合，经过 0.22 μm 滤膜过滤后，

于 280 nm 紫外检测条件下进行 HPLC 分析。 
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测定条件参照 Zheng 等[76]并进行修改：选用依利特 C18 色谱柱（100 mm × 

4.6 mm，5 μm），柱温设定为 30 ℃，紫外检测波长为 280 nm，进样体积为 20 μL，

流速为 0.6 mL/min，流动相为 A 相（甲醇）和 B 相（水，含 0.1%甲酸）；流动相

梯度：0-5 min (85% B 相），5-30 min (15% B 相），30-35 min (85% B 相）。  

3.4. 数据分析 

所有实验数据均进行三次平行测定，结果以平均值±标准差的形式表示。统

计分析采用 IBM SPSS Statistics 26 软件，图表绘制则使用 Origin 2022 软件。显

著性差异检验采用单因素方差分析（ANOVA），并通过多重比较法对组间差异进

行深入分析，以确保实验数据的科学性和准确性。 

3.5. 实验结果与分析 

3.5.1. 最佳大孔树脂的筛选 

由图 3-1 可见，不同类型的大孔树脂在显齿蛇葡萄黄酮的吸附与解吸性能上

表现出显著差异（P＜0.05）。其中，D101 树脂的吸附率最高为 87.3%，而 ADS-

7 的吸附率最低，仅为 75.3%。在解吸性能方面，ADS-7 的解吸率最高，达到

89.0%，尽管 NKA-9 树脂具有较高的吸附率为 87.0%，但其解吸率较低为 78.3%，

综合考虑吸附和解吸性能，D101 树脂具有较高的吸附效率和优良的解吸特性，

因此被选定为后续用于黄酮分离纯化的树脂。 

 
注：字母不同表示组间差异显著（P < 0.05）（下同） 

图 3-1 不同大孔树脂吸附解吸性能的对比分析 

Fig.3-1 Comparative analysis of the adsorption and desorption performance of different 

macroporous resins 

ADS-7 D101 HPD400A NKA-9 HZ-841 AB-8
0

20

40

60

80

100

吸
附

率
/
解

吸
率

（
%
）

树脂类型

 吸附率
 解吸率

A AB BCC
D

E

a
b bc cd d

e



安徽工程大学硕士学位论文 

29 

 

3.5.2. 静态吸附与解吸试验结果分析 

（1）D101 树脂静态吸附随时间变化曲线 

从图 3-2 可知，D101 树脂的静态吸附前期过程呈现出时间依赖性。在吸附

时间不超过 60 min 时，吸附率随着时间的延长而提高，表现为显著的正相关关

系。这表明，在初始阶段树脂表面的有效吸附位点较多，对目标化合物的吸附效

率较高。当吸附时间超过 60 min 时，吸附率的增长逐渐趋于平缓，在 150 min 内，

黄酮吸附基本完成，所以吸附时间在 150 min 内较为合理。 

 

图 3-2 D101 树脂静态吸附的动力学变化曲线 

Fig.3-2 Kinetic curve of static adsorption on D101 resin 

 

图 3-3 D101 树脂静态解吸动力学曲线 

Fig.3-3 Static desorption kinetics curve of D101 resin 

（2）D101 大孔树脂静态解吸随时间变化曲线 
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从图 3-3 中可以看出，D101 树脂的解吸率在前 120 min 内快速提升，达到

约 86%左右，随后增长速度逐渐趋于稳定。这表明解吸的主要过程集中在前 120 

min 内，此阶段的解吸效率较高，超过 120 min 后，解吸率虽达到动态平衡。因

此，在实际操作中，将解吸时间设定为 120 min 左右即可达到较高的解吸效率，

延长时间对解吸效果的提升作用有限，同时也可能导致资源和时间的浪费。 

（3）不同样品浓度下吸附率的变化 

图3-4显示，随着样品质量浓度的提高，树脂对黄酮的吸附率先上升后下降，

并在样品浓度达到 7.5 mg/mL 时达到最大值。样品浓度较低时，溶液中的黄酮分

子与树脂接触机率降低，从而导致黄酮吸附率较低，当样品浓度较高时，溶液中

的黄酮浓度较高，增加了黄酮分子与树脂的接触机率，从而提高黄酮的吸附率。

当样品浓度进一步提高时，树脂表面可能会吸附过量的黄酮分子或伴随杂质，影

响其在树脂内部的扩散，进而降低吸附效率，导致吸附率下降。此外，随着黄酮

浓度的提高，溶液中竞争吸附的杂质含量也随之增加，进一步影响黄酮的吸附效

果。因此，为了实现最佳吸附性能，将样品浓度控制在 7.5 mg/mL 左右较为合适。 

 
图 3-4 不同黄酮浓度下 D101 树脂吸附率的变化 

Fig.3-4 Variation in the adsorption rate of D101 resin at different flavonoid concentrations 

（4）样品溶液 pH 对吸附率的影响 

从图 3-5 可以看出，当 pH 值从 1 逐渐升高到 7 时，整体趋势吸附率呈下降

趋势。当样品溶液的 pH 为 2 时吸附率最高为 89.33%，此时树脂的吸附能力达到

最佳状态。当样品溶液的 pH >2 时，黄酮的吸附率明显下降，此时树脂的吸附效

果较弱。D101 树脂极性较弱，样品溶液在较低 pH 条件下，黄酮以分子状态存
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在，较为稳定，很容易通过范德华力被树脂吸附，随着溶液 pH 增大，黄酮电离

程度升高，电荷效应和分解现象削弱了吸附能力[77]，因此，调节溶液 pH 在 2 左

右，可达到最佳纯化吸附效果。 

 

图 3-5 样品溶液 pH 对 D101 树脂吸附率的影响 

Fig.3-5 Influence of sample solution pH on the adsorption efficiency of D101 resin 

（5）乙醇体积分数对黄酮解吸的影响 

 

图 3-6 不同浓度乙醇对 D101 树脂中黄酮解吸率比较 

Fig.3-6 Comparisonof desorption rate of flavonoid in the D101 resin under different concentration 

of ethanol 
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最高，可能是由于此时藤茶黄酮类物质的极性与 80%乙醇溶液的极性较为匹配，

从而提高了黄酮的解吸效率。 

3.5.3. 大孔树脂动态吸附、解吸试验结果 

（1）上样液流速对动态吸附的影响 

由图 3-7 可见，在动态吸附过程中，当流出液中黄酮的浓度达到上样液初始

浓度的 10%时，即可判定为达到泄漏点[79]，这标志着大孔树脂吸附趋于饱和。随

着流速的增加，泄漏点出现得越早，表明树脂对黄酮的吸附量随流速增加而减少。

当黄酮样品的上样流速分别为 0.8、1.6 和 2.4 mL/min 时，对应的泄漏点体积依

次为 155、135 和 120 mL，吸附量分别为 47.8、41.6 和 37.0 mg。实验结果表明，

上样流速对树脂的黄酮吸附能力具有显著影响。综合考虑吸附效率和时间成本，

1.6 mL/min 的上样流速在吸附量和操作效率之间取得了较好的平衡，因此被认为

是较为合适的流速条件。 

 

图 3-7 不同上样液流速下 D101 大孔树脂的动态吸附性能 

Fig.3-7 Dynamic adsorption behavior of D101 macroporous resin under varying sample flow rates 
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不均匀，并引发拖尾现象；洗脱流速过慢有利于洗脱液和树脂的充分接触，同时

也会导致洗脱下来的黄酮被重新吸附上去，导致解吸时间过长[80]。总之，选择 1.6 

mL/min 的洗脱速度较为适宜，此时洗脱体积为 135 mL，黄酮回收率为 69.12%，

黄酮纯度由 40.7%提升到 90.6%，纯度提高了 2.23 倍。 

 

图 3-8 洗脱流速对 D101 树脂动态洗脱的影响 

Fig.3-8 The effect of elution flow rate on the dynamic elution of D101 resin 

3.5.4. 乙醇梯度洗脱显齿蛇葡萄黄酮试验结果 

用 20%、40%和 80%浓度的乙醇对显齿蛇葡萄黄酮粗提物（CAGF）进行梯

度洗脱后，分别收集 20%乙醇洗脱组分（CAGF-1）、40%乙醇洗脱组分（CAGF-

2）、80%乙醇洗脱组分（CAGF-3）如图 3-9 所示。 

 
图 3-9 乙醇梯度洗脱黄酮图谱 

Fig.3-9 Ethanol gradient elution chromatogram of flavonoids 

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

0

2

4

6

8

10

12

14

洗
脱
液
黄
酮
浓
度
/
(
m
g
·
m
L-

1
)

洗脱液体积/mL

 0.8ml/min
 1.6ml/min
 2.4ml/min

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

洗脱液体积/mL

黄
酮
浓
度
/
（
m
g
·
m
L-

1
)

 黄酮浓度
 乙醇浓度

0

20

40

60

80

100

乙
醇
浓
度
/
%



安徽工程大学硕士学位论文 

34 

 

3.5.5. 高效液相色谱法（HPLC）对不同洗脱组分进行定性分析 

用 HPLC 对各组分进行分析，结果由图 3-10 显示。20%乙醇洗脱组分主要

含二氢杨梅素，还含有少量杨梅素，其中二氢杨梅素、杨梅素分别占洗脱组分的

91.23%、8.77%；40%乙醇洗脱组分含有二氢杨梅素、花旗松素、芦丁和杨梅素，

其中杨梅素含量相对较高，其中二氢杨梅素、花旗松素、芦丁和杨梅素分别占洗

脱组分的 13.02%、17.75%、26.63%和 42.60%；80%乙醇洗脱组分主要含有槲皮

素和山奈酚，槲皮素和山奈酚分别占洗脱组分的 54.29%、45.71%。 
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1-二氢杨梅素 2-花旗松素 3-芦丁 4-杨梅素 5-槲皮素 6-山奈酚 

a-6 种标准品混合；b-20%乙醇洗脱组分（CAGF-1）；c-40%乙醇洗脱组分（CAGF-2）；d-

80%乙醇洗脱组分（CAGF-3） 

图 3-10 黄酮标准品和不同洗脱组分 HPLC 图谱 

Fig.3-10 HPLC chromatograms of flavonoid standards and different elution fractions 

3.6. 本章总结 

D101 树脂较适合显齿蛇葡萄黄酮的分离纯化，静态吸附 150 min，解吸时间
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设定为 120 min，黄酮浓度为 7.5 mg/mL，pH 为 2.0 左右，上样液流速 1.6 mL/min。

以流速 1.6 mL/min，80%乙醇洗脱，此时黄酮回收率为 69.12%，黄酮纯度由 40.7%

提升到到 90.6%，纯度提高 2.23 倍。 

采用乙醇梯度洗脱显齿蛇葡萄黄酮，分别获得 CAGF-1、CAGF-2 和 CAGF-

3 洗脱组分，CAGF-1 组分中含有二氢杨梅素和杨梅素，其中二氢杨梅素、杨梅

素分别占洗脱组分的 91.23%、8.77%；CAGF-2 中检测到二氢杨梅素、花旗松素、

芦丁以及杨梅素，其中二氢杨梅素、花旗松素、芦丁和杨梅素分别占洗脱组分的

13.02%、17.75%、26.63%和 42.60%；而 CAGF-3 组分则检出槲皮素和山奈酚，

槲皮素和山奈酚分别占洗脱组分的 54.29%、45.71%。 
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第4章 显齿蛇葡萄黄酮抗糖基化活性研究 

4.1. 引言 

糖基化反应是指还原糖与蛋白质、脂质或核酸等生物大分子在非酶促条件下

发生的自发反应，最终形成高级糖基化终产物（Advanced Glycation End Products，

AGEs）[81]。这一过程广泛存在于生物体内，并在糖尿病、阿尔茨海默病、动脉

粥样硬化、神经病变、伤口愈合障碍等疾病的发生发展中起到重要作用[82]。AGEs

的积累不仅会导致蛋白质结构和功能的改变，还会通过与其特异性受体（RAGE）

结合，引发炎症反应和氧化应激，加剧机体损伤[83]。因此，抑制 AGEs 的生成已

成为延缓衰老及预防糖基化相关疾病的重要研究方向。 

氨基胍（AG）等合成抑制剂可通过捕获活性羰基中间体延缓 AGEs 形成，

AG 的主要作用机制可能是与 Amadori 产物衍生的分解产物发生反应[84]。长期使

用氨基胍可能导致肝脏毒性、肾功能损伤和血管炎等不良反应。因此，从天然来

源中发掘具有高效、低毒特性的 AGEs 抑制剂，已成为近年来研究关注的重点方

向。近年来，天然产物，特别是植物黄酮类化合物，因其良好的抗氧化和抗糖基

化活性，受到广泛关注[85]。显齿蛇葡萄作为一种传统药用植物，其多种活性成分

已被证实。然而关于其黄酮组分在糖基化反应中的干预机制及构效关系尚未阐明，

本章基于前期对显齿蛇葡萄粗黄酮(crude ampelopsis grossedentata flavonoids，

CAGF)用乙醇进行梯度洗脱，得到 20%乙醇洗脱组分（CAGF-1）、40%乙醇洗脱

组分（CAGF-2）、80%乙醇洗脱组分（CAGF-3），通过体外抗糖基化模型，对自

由基清除能力、糖基化中间产物的抑制效果、蛋白糖氧化产物生成的抑制等多角

度探究其活性机制。 

4.2. 材料试剂与仪器设备 

4.2.1. 材料与试剂 

表 4-1 主要化学试剂 

Table 4-1 Main reagents used in the experiments 

试剂名称 规格 生产厂家 

牛血清白蛋白 BR 上海源叶试剂有限公司 

氨基胍盐酸盐 AR 国药集团化学试剂有限公司 
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试剂名称 规格 生产厂家 

L(+)-抗坏血酸 AR 上海沪试实验室器材有限公司 

葡萄糖 AR 国药集团化学试剂有限公司 

D-果糖 AR 国药集团化学试剂有限公司 

吉拉尔特试剂 T BR 上海阿拉丁生化科技有限公司 

甲酸钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

氯化硝基四氮唑蓝 AR 上海阿拉丁生化科技有限公司 

过硫酸钾 AR 国药集团化学试剂有限公司 

无水乙醇 AR 国药集团化学试剂有限公司 

二甲基亚砜 AR 国药集团化学试剂有限公司 

1,1-二苯基-2-苦基肼自由基（DPPH） AR 国药集团化学试剂有限公司 

2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

过氧化氢 AR 国药集团化学试剂有限公司 

水杨酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

硫酸亚铁 AR 国药集团化学试剂有限公司 

磷酸氢二钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

磷酸二氢钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

4.2.2. 仪器和设备 

表 4-2 主要实验仪器 

Table 4-2 Main instruments used in the experiments 

仪器名称 型号 生产厂家 

电子天平 HZK-FA110S 华志电子科技有限公司 

真空冷冻干燥机 LGJ 型 北京松源华兴科技发展有限公司 

旋转蒸发器 RE52-AA 上海亚荣生化仪器厂 

隔水式培养箱 GHP-9080 沙鹰科学仪器上海有限公司 

循环水多用真空泵 SHB-3 郑州长城科工贸有限公司 

荧光分光光度计 F-7100 型 
日本株式会社日立高新技术科学那珂

事业所 

离心机 L600-A 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司 

紫外-可见分光光度计 UV755B 上海佑科仪器仪表有限公司 

酶标仪 1510 赛默飞世尔仪器有限公司 

4.3. 试验方法 

4.3.1. 显齿蛇葡萄黄酮及不同洗脱组分抗氧化研究 
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（1）不同组分对 DPPH 自由基清除率 

DPPH 自由基清除能力测定参照文献 [86]进行修改。用无水乙醇配制 0.2 

mmoL/L 的 DPPH 溶液，要求现配现用。用 60%乙醇溶解黄酮作为待测样品溶

液，分别取 2 mLDPPH 溶液和 0.5 mL 不同浓度的待测样品溶液，混合均匀后，

于室温避光条件下静置 30 min，在 517 nm 波长下使用酶标仪测定吸光度，记为

A1，空白对照则以无水乙醇替代 DPPH 溶液和样品进行反应，记作 A2，对照记

作 A0。抑制率计算公式（4-1）所示： 

DPPH 自由基清除率（%）=1 −
(𝐴1−𝐴2)

𝐴0
× 100                 (4-1) 

（2）不同组分对 ABTS 自由基清除能力测定 

参考文献[87]进行修改，配制 7 mmoL/L 的 ABTS 和 2.45 mmoL/L 的过硫酸

钾溶液,取等量进行混合，避光反应 16 h 所得 ABTS 储备液。取一定体积的储备

液，以蒸馏水稀释至在 734 nm 波长处吸光度为 0.70 ± 0.05，配制为 ABTS 反应

体系，该反应液需现配现用。取 2 mL 反应液与 1 mL 待测样品溶液混合，避光

反应 6 min，在 734 nm 波长处测定吸光值记 A1，空白记 A2，对照记 A0。测定

ABTS 自由基清除率公式参照公式（4-2）： 

ABTS自由基清除率（%）=1 −
(𝐴1−𝐴2)

𝐴0
× 100                   (4-2) 

4.3.2. 体外抗糖基化模型构建 

参照文献[88]并进行适当调整：使用磷酸盐缓冲液（100 mmol/L pH=7.4）配制

浓度为 10 mg/mL 的 BSA 溶液，以及 0.5 mol/L 的葡萄糖溶液。取 1.2 mL 葡萄糖

与 2.4 mL BSA 溶液，混合后加入 5 mL 的 EP 管中。同时，将 CAGF、CAGF-1、

CAGF-2、CAGF-3 溶解于 DMSO，使终浓度达到 0.028、0.055、0.166、0.28 mg/mL

（确保 DMSO 含量低于 1%）。以同质量浓度氨基胍盐酸盐（AG）作为阳性对照。

样品在 50℃隔水式培养箱中孵育 36 h 后作为糖基化溶液。 

4.3.3. 果糖胺抑制作用 

参照 Sun 等[89]方法进行修改，用 100 mmoL/L 的碳酸盐缓冲液（pH=10.1）

配制 0.5 mmoL/L 的 NBT 溶液，取 360 μLNBT 溶液与 40 μL 糖基化溶液混匀后，

室温下避光孵育 15 min，反应后在 530 nm 处测定吸光值，计算抑制率见公式（4-
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3）所示： 

抑制率（%）=
𝐴0−𝐴

𝐴0
× 100                          (4-3) 

式中：A0 为不添加黄酮样品/氨基胍的糖基化反应组吸光值，A 为添加黄酮

样品/氨基胍的糖基化反应组吸光值 

4.3.4. α-二羰基化合物抑制作用 

参照 Zhang 等[90]方法进行修改，0.4 mL 的糖基化物质与 0.2 mL 的吉拉尔特

试剂 T 原液（0.5 moL/L）和 3.4 mL 甲酸钠（0.5 moL/L pH=2.9）,室温下避光反

应 1 h，在 294 nm 测定，计算抑制率参照公式（4-3）。 

4.3.5. 晚期糖基化终末产物 AGEs抑制作用 

参照 Wu 等[91]方法并加以调整后，在激发波长 370 nm、发射波长 440 nm 条

件下测定荧光性 AGEs 的荧光强度。显齿蛇葡萄黄酮类化合物对 AGEs 的抑制率

计算： 

抑制率（%）=
𝐴0−𝐴1

𝐴0
× 100                          (4-4) 

式中：A0 为对照组的荧光强度（仅为葡萄糖-BSA 体系），A1 为实验组荧光

强度（添加不同浓度黄酮样品/氨基胍）。 

4.3.6. 显齿蛇葡萄黄酮不同洗脱组分对 BSA荧光光谱的影响 

参照 Zhao 等[92]方法将 BSA 溶液与不同洗脱组分的黄酮充分混合后，采用

荧光分光光度计进行扫描测定，以获得荧光猝灭曲线。实验扫描参数如下：设定

激发波长为 280 nm，仪器的电压调整至 600 V，扫描速度控制在 1200 nm/min。

荧光发射波长的扫描范围设定在 300-500 nm 之间，狭缝宽度设定为 5 nm。本实

验旨在探讨不同黄酮洗脱组分对 BSA 分子荧光特性的影响，以进一步分析其相

互作用机制。 

4.3.7. 蛋白质氧化产物的测定 

参照文献[93]测定方法进行修改，从 4.3.2 中取一定量的蛋白糖基化孵化液，

分别在激发波长/发射波长为330/415、365/480和325/434 nm的特征荧光条件下，

测定并计算二酪氨酸、犬尿氨酸和 N-甲酰犬尿氨酸的抑制率，根据公式（4-5）
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来计算抑制率。 

抑制率（%）=
𝐴0−𝐴1

𝐴0
× 100                          (4-5) 

式中：A0 为对照组的荧光强度（仅为葡萄糖-BSA 体系），A1 为实验组荧光

强度（添加不同浓度黄酮样品/氨基胍）。 

4.4. 结果与分析 

4.4.1. 显齿蛇葡萄黄酮的抗氧化活性 

（1） DPPH 自由基清除率测定 

 
图 4-1 显齿蛇葡萄黄酮不同浓度乙醇洗脱组分对 DPPH 自由基的清除作用 

Fig.4-1 The scavenging effects of diffrent fractions eluted with ethanol from ampelopsis 

grossedentata flavonoids on DPPH free radicals 

DPPH 和 ABTS 是相对稳定的自由基化合物，已被广泛用于测试各种天然提

取物的自由基清除活性。本实验测定了 CAGF、CAGF-1、CAGF-2、CAGF-3 对

DPPH 自由基的清除能力，并与抗坏血酸（VC）进行了对比。结果如图 4-1 所示，

DPPH 自由基清除率随着样品质量浓度的增加而逐渐升高，但不同组分之间表现

出一定差异。在低浓度范围内（0.000–0.010 mg/mL），各组分的 DPPH 清除率均

呈快速上升趋势，其中 CAGF-2 组分的清除能力最强，CAGF-3 的清除能力最弱。

在 0.010–0.020 mg/mL 时，CAGF-1、CAGF-2 的清除率已趋于稳定，达到 85%以

上，表明这些组分在一定浓度下可有效清除 DPPH 自由基。相对比，CAGF-3 的

清除率虽然随浓度增加而上升，但整体水平低于其他组分，说明其抗氧化能力相

对较弱。综合来看，显齿蛇葡萄黄酮的不同洗脱组分均具有一定的抗氧化活性，
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其中 CAGF-2 表现出最佳的 DPPH 自由基清除能力，接近 VC，能有效的减少非

酶糖基化过程中的氧化反应。 

（2） ABTS 自由基清除率测定 

本研究采用 ABTS 自由基清除试验，评估 CAGF、CAGF-1、CAGF-2、CAGF-

3 的抗氧化活性，并与 VC 进行对比。如图 4-2 所示，各样品对 ABTS 自由基的

清除率均呈现随质量浓度增加而上升的趋势，不同洗脱组分在清除效果上存在差

异。在低浓度范围内，各样品的 ABTS 自由基清除率均迅速上升，CAGF-2 和

CAGF-1 的清除能力较强，超过 VC；随着浓度进一步升高，在浓度为 0.004 mg/mL

时，CAGF、CAGF-1 和 CAGF-2 的清除率均趋于稳定并达到了 99.9%以上，显

示出较强的抗氧化能力，表明这些组分在较低浓度下即可有效清除 ABTS 自由

基。相对比，CAGF-3 的清除率仍然略低于其他组分，但随着浓度增加，其清除

能力也明显提升。综上所得，显齿蛇葡萄黄酮及其不同洗脱组分均具有显著的

ABTS 自由基清除能力。 

 

图 4-2 显齿蛇葡萄黄酮不同浓度乙醇洗脱组分对 ABTS 自由基的清除作用 

Fig.4-2 The scavenging effects of diffrent fractions eluted with ethanol from ampelopsis 

grossedentata flavonoids on ABTS free radicalsC 

4.4.2. 对果糖胺的抑制 

果糖胺是非酶糖基化的早期产物，形成 Schiff 碱后经 Amadori 重排稳定为酮

胺结构，这一过程不仅是糖基化反应的起点，也为 AGEs 的形成奠定了基础，在

糖尿病及其并发症的病理机制中具有重要作用[94]。图 4-3 反映了各种洗脱组分对

早期糖基化产物的抑制作用。在一定浓度范围内（0.028-0.28 mg/mL），随着显齿
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蛇葡萄黄酮各洗脱组分浓度的增大，果糖胺抑制率升高，当质量浓度为 0.028 

mg/mL 时，CAGF-1 和 CAGF-2 对果糖胺的抑制作用较弱，抑制率为 19.61%和

18.03%，当浓度达到 0.28 mg/mL 时，CAGF-1 和 CAGF-2 对果糖胺的抑制率可

达 41.13%和 44.5%，显齿蛇葡萄黄酮各洗脱组分对果糖胺的抑制作用强于阳性

对照 AG，AG 在最大浓度时抑制率为 31.28%。马思佳[95]研究表明，相同浓度的

芦丁和槲皮素也比 AG 对果糖胺的抑制效果强，与本研究结果一致。这表明黄酮

各洗脱组分对非酶糖基化早期阶段起到了抑制作用，这种作用可能与黄酮的抗氧

化能力有关，而自由基往往在糖基化反应的早期阶段产生，因此对果糖胺的抑制

作用影响很大。 

 
注：字母不同表示组间差异显著（P < 0.05）（下同） 

图 4-3 显齿蛇葡萄黄酮不同浓度乙醇洗脱组分对果糖胺的抑制 

Fig.4-3 Inhibitiory activity of diffrent fractions eluted with ethanol from ampelopsis grossedentata 

flavonoids on fructosamine 

4.4.3. α-二羰基化合物的抑制 

α-二羰基化合物是在美拉德反应中级阶段生成的一类关键中间体，是高活

性的羰基中间体，可直接作用于蛋白质的游离氨基，诱导蛋白质交联生成

AGEs[96]。如图 4-4 所示，显齿蛇葡萄黄酮各洗脱组分均以浓度依赖性的方式抑

制二羰基化合物的形成，且抑制率随浓度的升高而增大。当浓度为 0.028 mg/mL

时，CAGF-2 对二羰基化合物的抑制率为 29.11%，当浓度增至 0.28 mg/mL 时，

CAGF-2 的抑制率最高，可达 69.25%，高于相同浓度的 AG。此结果表明，黄酮

化合物在抑制非酶糖基化中期阶段起着核心作用，这可能与它们具有较强的活性

羰基清除能力有关。 
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图 4-4 显齿蛇葡萄黄酮的不同洗脱组分对α-二羰基化合物的抑制 

Fig.4-4 Inhibitiory activity of diffrent fractions eluted with ethanol from ampelopsis grossedentata 

flavonoids on α-dicarbonyl compounds 

4.4.4. 对晚期糖基化终末产物 AGEs的抑制 

AGEs 是机体内因糖基化反应而产生的一大类化合物，过量的 AGEs 会导致

蛋白质变性、细胞炎症和氧化应激等问题。抑制糖基化终末产物（AGEs）不仅

能够延缓蛋白质交联导致的衰老进程，还可减轻炎症和氧化应激，进而降低糖尿

病并发症、心血管疾病等慢性病的风险，对维持组织功能和整体健康具有重要的

保护作用[97, 98]。由图 4-5 可知，抗糖基化效果依次是 CAGF-2 > CAGF-1 > CAGF-

3。不同洗脱组分对 AGEs 的抑制程度随质量浓度的增加呈正相关，不同洗脱组

分抗糖基化效果存在一定差异，这与不同洗脱组分黄酮成分种类不同有关。

CAGF-2 组分主要含有二氢杨梅素、花旗松素、芦丁及较高含量的杨梅素，这与

文献[99]所报道的杨梅素具有较强的 AGEs 抑制活性相吻合。CAGF-1 组分主要含

有二氢杨梅素和少量杨梅素，二氢杨梅素也有一定的抑制 AGEs 作用[100]。CAGF-

3 组分含有槲皮素和山奈酚，与 Huang 等[101]发现槲皮素对 AGEs 具有一定的抑

制作用一致。在相同质量浓度下，显齿蛇葡萄黄酮各洗脱组分对 AGEs 抑制能力

强于其在早期和中期阶段的作用，这表明黄酮各洗脱组分通过阻断蛋白交联来抑

制 AGEs 的最终作用，此外，这种现象的形成也可能是由于各黄酮组分在 AGE

前体还原的早中期起到了抑制作用，与 Zhou 等[102]研究结果相似。 

DPPH、ABTS 自由基清除表明显齿蛇葡萄黄酮的不同洗脱组分均具有较强
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的抗氧化能力。细胞在代谢过程中会产生大量自由基，过多自由基的积累会引起

蛋白质氧化，诱导糖基化反应，促进 AGEs 的生成，加剧机体的氧化应激状态[103]。

显齿蛇葡萄黄酮相关物质可以清除细胞内过多的自由基，阻碍糖基化反应，从而

降低果糖胺、α-二羰基、AGEs 的形成[104]。Miroliaei 等[105]研究发现柠檬香蜂草

提取物具有抗糖基化特性，其抗 AGEs 作用与其抗氧化活性相一致，表明两者在

生理机制上可能存在一定关联，尤其是通过清除自由基间接减少 AGEs 生成的可

能性，为后续产品开发提供理论依据。 

 
图 4-5 显齿蛇葡萄黄酮不同洗脱组分对 AGEs 的抑制作用 

Fig.4-5 Inhibitiory activity of diffrent fractions eluted with ethanol from ampelopsis grossedentata 

flavonoids on AGEs. 

4.4.5. 不同洗脱组分对晚期末端产物抑制效果的荧光光谱对比 

如图 4-6 所示，BSA 在 353.8 nm 处有特征性荧光峰，加入 CAGF-1、CAGF-

2、CAGF-3 后，BSA 的荧光强度均下降且伴随红移现象，CAGF-1、CAGF-2、

CAGF-3 的发射波长分别从 353.8 nm 红移至 366.6 nm、363.4 nm、358.6 nm，与

阳性对照 AG 和阴性对照显齿蛇葡萄黄酮粗提物 CAGF 形成对比。这一结果表

明，各黄酮组分与 BSA 发生结合，保护蛋白质的构象，可能通过疏水作用或氢

键诱导是色氨酸和酪氨酸残基微环境改变，导致荧光猝灭，黄酮组分的荧光猝灭

效应与其抗氧化活性及羰基捕获能力密切相关[106]。 

0.028 0.055 0.166 0.28
0

20

40

60

80

100

各
组
分
对
A
G
E
s
的
抑
制
率
/
%

质量浓度/(mg·mL-1)

 AG
 CAGF
 CAGF-1
 CAGF-2
 CAGF-3

A
B

CC C

A

BB
CC

A

B
C

D

E

A
B

C

D

E



安徽工程大学硕士学位论文 

46 

 

 

 

 

A-20%乙醇洗脱组分（CAGF-1）B-40%乙醇洗脱组分（CAGF-2）C-80%乙醇洗脱组分

（CAGF-3） 

图 4-6 显齿蛇葡萄黄酮不同洗脱组分对 AGEs 抑制效果的荧光光谱图对比 

Fig.4-6 Comparative analysis of fluorescence spectra of AGEs treated with different fractions 

eluted with ethanol from ampelopsis grossedentata flavonoids  

300 350 400 450 500
0

1000

2000

3000

4000

荧
光

强
度

波长/nm

 BSA
 AG
 CAGF
 CAGF-1

300 350 400 450 500
0

1000

2000

3000

4000

荧
光
强
度

波长/nm

 BSA
 AG
 CAGF
 CAGF-2

300 350 400 450 500
0

1000

2000

3000

4000

荧
光

强
度

波长/nm

 BSA
 AG
 CAGF
 CAGF-3

 (A) 

(B) 

(C) 



安徽工程大学硕士学位论文 

47 

 

4.4.6. 各组分对蛋白质氧化产物含量的影响 

蛋白质糖基化反应与氧化反应常协同发生，其氧化产物的积累可作为糖基化

进程的关键生物标志物[107]。二酪氨酸、N-甲酰基犬尿氨酸和犬尿氨酸等蛋白氧

化产物可以反映蛋白质糖基化的程度。实验结果如图 4-7。在 0.28 mg/mL 浓度

下，CAGF、CAGF-1、CAGF-2 对二酪氨酸、N-甲酰基犬尿氨酸的抑制率均达到

了 99%以上，CAGF-3 抑制率达到 90%以上，均高于阳性对照 AG；CAGF-1 对

犬尿氨酸的抑制率最高，最大抑制率为 88.16%，CAGF-2 次之，为 86.81%，均

高于AG，AG抑制率为 56.75%，但CAGF-3抑制能力弱于AG，抑制率为 22.93%。

BSA 的氨基酸组成中，色氨酸残基有 2 个，酪氨酸残基有 21 个，蛋白中色氨酸

残基被修饰为二酪氨酸和 N-甲酰基犬尿氨酸，酪氨酸残基易被修饰为犬尿氨酸，

因此会有更多的酪氨酸被糖氧化为犬尿氨酸，导致蛋白糖氧化产物中犬尿氨酸的

含量较高，因此不同黄酮洗脱组分和 AG 对犬尿氨酸的相对抑制率低于二酪氨酸

和 N-甲酰基犬尿氨酸。综上所述，显齿蛇葡萄黄酮不同洗脱组分对糖基化体系

中蛋白糖氧化产物生成具有抑制作用。 
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图 4-7 显齿蛇葡萄黄酮不同洗脱组分对蛋白糖氧化产物生成的抑制作用 

Fig.4-7 Inhibitiory activity of diffrent fractions eluted with ethanol from ampelopsis grossedentata 

flavonoids on the formation of protein glycoxidation products. 

4.5. 本章总结 

本章通过构建体外抗糖基化模型，系统探究了显齿蛇葡萄黄酮不同洗脱组分

CAGF-1、CAGF-2、CAGF-3 对糖基化反应的多阶段干预作用。实验表明，在样

品浓度为 0.015 mg/mL 时，CAGF-1、CAGF-2 对 DPPH 自由基清除率达到 85%

以上，在样品浓度为 0.004 mg/mL 时，CAGF、CAGF-1 和 CAGF-2 的清除率均

趋于稳定并达到了 99.9%以上，可有效清除糖氧化初期产生的活性氧。可抑制糖

基化反应前期产物果糖胺、α-二羰基化合物的生成，对糖基化终末产物 AGEs 的
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抑制活性强弱依次是 CAGF-2 > CAGF-1 > CAGF-3。显齿蛇葡萄黄酮不同洗脱组

分对糖基化体系中蛋白糖氧化产物生成均具有抑制作用，且通过荧光光谱分析证

实其与 BSA 结合后，荧光峰发生红移，通过疏水作用或氢键诱导是色氨酸和酪

氨酸残基微环境改变，导致荧光猝灭。综上，显齿蛇葡萄黄酮尤其是 CAGF-2 组

分，可通过“抗氧化-捕获中间体-抑制终产物”多靶点协同作用，有效干预糖基

化进程，为天然抗糖基化功能成分的开发提供了理论依据。后续需结合分子对接

及动物模型深入解析其构效关系及体内活性。 

本研究虽然初步明确了不同洗脱组分的抗氧化与抗糖基化能力及其关联性，

但仍存在一定局限性：一方面未对各组分的具体单体成分及其结构特征与活性之

间的关系作深入剖析，其次抑制 AGEs 生成的具体靶点及路径尚不明确。因此，

后续研究可进一步开展成分分离与结构鉴定，结合分子机制探讨关键黄酮单体在

不同糖基化阶段的干预作用，从而为高效抗糖基化天然产物的筛选与开发提供更

有力的理论依据。 
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第5章 研究结论与展望 

5.1. 研究总结 

本研究围绕显齿蛇葡萄黄酮的提取、分离纯化及其抗糖基化活性进行了系统

而深入的探讨。对显齿蛇葡萄黄酮提取先进行单因素实验，又在单因素实验基础

上进行响应面优化，来确定显齿蛇葡萄黄酮提取的最佳条件。采用 D101 大孔树

脂大孔树脂对显齿蛇葡萄黄酮进行纯化，筛选出 D101 大孔树脂静态吸附-解吸

的最佳条件，以此来确定动态吸附-解吸的最优条件，进而确定了最佳纯化工艺。

并用不同体积分数的乙醇进行梯度洗脱，得到了 3 个洗脱组分，通过高效液相色

谱对各组分进行成分鉴定，并考察了这 3 个组分抗氧化、抗糖基化的活性，得到

的主要结论如下： 

（1）显齿蛇葡萄黄酮的提取条件优化研究中，通过单因素实验和响应面分

析，对提取剂的选择、提取剂浓度、料液比、提取时间和提取温度进行了系统优

化。实验结果显示，提取剂浓度为 69%、料液比为 1：28 g/mL、提取时间为 35 

min、提取温度为 66.5℃，在此最优条件下经 3 次平行试验实际黄酮得率为 96.52 

± 0.66 mg/g。 

（2）通过吸附和解吸试验筛选出 D101 树脂较适合显齿蛇葡萄黄酮的分离

纯化，静态吸附 150 min，解吸时间为 120 min，黄酮浓度为 7.5 mg/mL，pH 为

2.0 左右，上样液流速 1.6 mL/min。用体积分数 80%乙醇在流速为 1.6 mL/min 时

进行洗脱，此时黄酮回收率为 69.12%，黄酮纯度由 40.7%提升到 90.6%，纯度提

高 2.23 倍。 

（3）称取黄酮各个标准品，并用甲醇制备成浓度为 1 mg/mL 的标准单溶液。

分别测定各标准品的出峰时间，随后从标准溶液中各取一部分混合，于 280 nm

紫外检测条件下进行 HPLC 检测。20%乙醇洗脱组分主要富含二氢杨梅素及少量

杨梅素；40%乙醇洗脱组分含有二氢杨梅素、花旗松素、芦丁及较高含量的杨梅

素；80%乙醇洗脱组分则以槲皮素和山奈酚为主要成分。 

（4）比较了 20%乙醇洗脱组分、40%乙醇洗脱组分和 80%乙醇洗脱组分抗

氧化、抗糖基化活性。发现不同洗脱组分抗氧化抗糖基化的抑制效果随着质量浓

度的增加呈现出明显的浓度依赖性。40%乙醇洗脱组分具有最强的抗糖基化活性，
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在质量浓度为 0.28 mg/mL时，40%乙醇洗脱组分对AGEs的抑制率可达 94.27%，

表现出极强的抗 AGEs 活性。其他组分也均高于阳性对照 AG，AG 仅为 50.53%。 

（5）这些结果表明，不同洗脱组分在抑制抗糖基化方面存在一定差异，尤

其是 CAGF-2 显示出极强的潜力，该组分含有二氢杨梅素、花旗松素、芦丁和较

高杨梅素，为进一步研究高效抗糖基化物质奠定了基础。 

5.2. 研究展望 

虽然本研究已取得了初步成果，但在实际应用和机制解析方面仍存在一些待

解决的问题，未来的研究工作可以从以下几个方面进一步深入： 

（1）本实验在大孔树脂分离纯化技术的研究上，引入高效液相色谱（HPLC）、

初步鉴定了不同洗脱组分中的黄酮类别和定量分析，但对黄酮进行更精细的分离

还需要借助制备型高效液相色谱（Preparative HPLC）来实现。通过单体黄酮成

分的分离，不仅能更准确地评估各单体的生物活性，还可为后续的结构-活性关

系研究提供充分的数据支持。 

（2）当前体外实验已证实显齿蛇葡萄黄酮具有抗糖基化活性，但其具体分

子机制尚未完全阐明。未来应进一步利用细胞模型、动物实验以及分子生物学技

术，探讨黄酮对糖基化相关关键酶（如醛糖还原酶、葡萄糖氧化酶等）的调控作

用，并结合分子对接、蛋白组学和信号通路分析，揭示其在调控氧化应激、炎症

反应及代谢调控中的内在机制。 

（3）为确保显齿蛇葡萄黄酮在实际应用中的效果和安全性，未来需要开展

系统的动物实验和临床前研究，详细评估其体内吸收、分布、代谢和排泄特性，

并通过长期服用试验确认其安全性。此外，可研究其在预防糖尿病、延缓衰老、

保护肝脏等方面的作用，为临床应用提供更好的数据支持。 

（4）为了更全面地理解显齿蛇葡萄黄酮的生物功能和应用前景，未来研究

可加强与材料科学、纳米技术和药物递送系统等领域的跨学科合作。通过构建新

型载体系统或复合材料，不仅有助于提高黄酮的生物利用度，还可实现其在特定

靶向疾病中的精准治疗应用。 

总之，本论文通过对显齿蛇葡萄黄酮从提取到功能验证的系统研究，揭示了

其在抗糖基化及抗氧化方面的巨大潜力，并为其在健康领域的进一步开发提供了



安徽工程大学硕士学位论文 

52 

 

坚实的科学基础。未来，随着提取、分离、纯化技术的不断改进和抗糖基化机制

的深入解析，显齿蛇葡萄黄酮有望在食品、保健品和医药领域发挥更大的作用。 
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