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紫色红薯叶中花色苷的提取紫色红薯叶中花色苷的提取
及其生物活性评价及其生物活性评价
胡丽娜，刘佳琦，李赞，郑冰冰，边新新，陈晓义 *

（佳木斯大学 药学院，黑龙江 佳木斯 154007）
摘 要：该文以紫色红薯叶为原料，采用超声波辅助提取工艺提取其中的花色苷，并探究紫色红薯叶花色苷的抗氧

化活性、抑制 HCC细胞增殖及转移生物活性，采用 pH示差法测定花色苷含量。通过单因素试验得到最佳提取工艺

为柠檬酸浓度 3%、提取时间 35 min、提取温度 45 ℃、提取功率 350 W、料液比 1∶30（g/mL）。浓度为 500 µg/mL的花

色苷与维生素 C对 DPPH 自由基清除能力均达到 90%以上。当花色苷的浓度为 140 µg/mL时，HCC细胞存活率仅

为 40.2%，证明紫色红薯叶花色苷有抑制 HCC 细胞存活的能力。划痕试验结果表明，紫色红薯叶花色苷对于 HCC
细胞的迁移有着明显的抑制作用。
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Extraction of Anthocyanins from Purple Sweet Potato Leaves and Evaluation of Their Biological
Activities
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Abstract：In this paper，by using purple sweet potato leaves as raw materials，anthocyanins were extracted by
ultrasonic‐assisted extraction technology. The antioxidant activity and biological activities related to the inhibi‐
tion of HCC cell proliferation and metastasis of anthocyanins from purple sweet potato leaves were investigated，
and the content of anthocyanins was determined by the pH differential method. The optimal extraction process
was determined through single‐factor experiments as follows：citric acid concentration of 3%，extraction time of
35 min，extraction temperature of 45 ℃，extraction power of 350 W，and material‐to‐liquid ratio of 1∶30（g/mL）.
The DPPH radical scavenging rates of both anthocyanins and vitamin C at a concentration of 500 µg/mL ex‐
ceeded 90%. When the anthocyanin concentration was 140 µg/mL，the survival rate of HCC cells was only
40.2%，indicating that anthocyanins from purple sweet potato leaves could inhibit the survival of HCC cells.
Scratch test results indicated that anthocyanins from purple sweet potato leaves had a significant inhibitory ef‐
fect on the migration of HCC cells.
Key words：purple sweet potato leaf；anthocyanin；extraction；antioxidant activity；biological activity；cell ex‐
periment
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紫色红薯叶是紫薯藤的叶片，含有丰富的花色苷

类功能性物质，花色苷可以减少慢性疾病和一些与年

龄有关的神经病变的发生[1‐3]，具有抗肿瘤、抗氧化活

性、抗癌、抗突变、延缓衰老、抗粥样动脉硬化和预防老

年退化性疾病等作用[4‐7]，还具有增强夜间视力的活性

作用。花色苷是花青素（自然条件下游离的花青素不

稳定）与一个或多个鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、木糖和阿

拉伯糖等通过糖苷键结合而成的一类化合物，属于黄

酮多酚类化合物。现有的研究表明，天然花色苷的糖

苷键配基的基本结构是 3，5，7‐三羟基‐2‐苯基苯并呋

喃的阳离子结构，由于苯环中的甲氧基和羟基的取代

基的位置与数目有所不同，从而衍生出 6种主要花色

苷[8‐9]。花色苷已被列为具有强抗氧化作用的已知天

然化合物。花色苷凭借其抗氧化能力和抗氧化机制备

受关注。

近年来，花色苷在国内外研究较多，水溶液浸提法

是最常见的提取方法之一，其他的提取花色苷方法如

高压[10‐11]、反渗透法[12‐13]、超临界流体萃取[14‐15]、微生物

发酵、超高压辅助提取和脉冲电场辅助提取均得到了

相应的应用[16]。其中，水溶液浸提法操作简单、成本

低，但提取效率低、耗时长，易造成花色苷降解；超声波

辅助提取能缩短时间、提高效率，设备易操作，但大功

率易致成分失活；高压反渗透法纯化效果好，可富集产

物，但能耗高、膜易污染；超临界流体萃取萃取率高、无

溶剂残留，但设备昂贵且操作条件严苛；微生物发酵法

绿色温和、能提升提取得率，但提取周期长且菌种筛选

难度大。超高压/脉冲电场辅助提取效率高、耗时短，能

保留活性，但存在设备成本高、规模化生产难的问题。

为提升红薯加工废弃物的利用能力，本研究以紫

色红薯叶为原料，探究红薯叶花色苷的超声波辅助提取

工艺及抗氧化、抗肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，
HCC）细胞增殖及迁移等生物活性，以期为红薯叶花色

苷的提取及产品开发提供理论参考和技术支撑，对紫

色红薯叶的综合利用具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

紫色红薯叶：市售；HCC细胞（HepG2细胞）：上海

泽叶生物科技有限公司；柠檬酸、氯化钾、醋酸钠、乙

醇、盐酸、冰乙酸、1，1‐二苯基‐2‐三硝基苯肼（1，1‐di‐
phenyl‐2‐picrylhydrazyl，DPPH）、维生素 C（均为分析

纯）：中国医药集团有限公司。

1.2 仪器与设备

分析天平（Secura213‐1CN）：德国赛多利斯有限公

司；离心机（HT‐160）：湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司；紫外可见分光光度计（UV‐2550）：日本岛津公

司；超声波清洗器（KQ400QDV）：昆山市超声仪器有限

公司；pH计（PHS‐3C）：上海仪电科学仪器股份有限公

司；显微镜（CKX53）：奥林巴斯（中国）有限公司；CO2
培养箱（BPN‐100CS）：上海一恒科学仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 紫色红薯叶花色苷的提取及吸收曲线绘制

pH1.0 HCl‐KCl缓冲溶液配制：烧杯中加入 50 mL
去离子水，加入 0.746 g KCl，搅拌至完全溶解；量取

0.83 mL浓盐酸，缓慢滴加至 KCl溶液中，边滴边搅拌；

冷却至室温后，转移至 100.00 mL容量瓶，用少量去离

子水洗烧杯 2~3次，洗液全部并入容量瓶；用去离子水

定容至刻度线，摇匀后立即用精密 pH计校准。

取新鲜的紫色红薯叶清洗去除杂质、氮吹风干后，

加入柠檬酸水溶液，通过超声波辅助提取得到花色苷

提取液。

取花色苷提取液，用 pH1.0 的 HCl‐KCl 缓冲溶液

稀释到适合的倍数，使用紫外可见分光光度计，在

400~800 nm进行光谱扫描，绘制紫色红薯叶花色苷的

吸收曲线，以此作为花色苷的特征识别依据，辅助验证

提取产物的目标性。

1.3.2 花色苷含量的测定

pH4.5缓冲溶液配制：烧杯中加入 800 mL去离子

水，加入 7.20 g醋酸钠，磁力搅拌至完全溶解；通风橱

内用移液管缓慢滴加 5.05 mL冰醋酸，边滴边搅拌，避

免局部酸度骤升；冷却至室温后，转移至 1.00 L 容量

瓶，用少量去离子水润洗烧杯 2~3次，洗液全部并入容

量瓶；用去离子水定容至刻度线，摇匀后用精密 pH计

校准。

利用 pH 示差法测定花色苷含量，取待测花色苷

提取液 1.00 mL，分别用 pH1.0、pH4.5缓冲溶液定容至

10.00 mL。分别测定两种溶液在 700 nm和 540 nm波

长处的吸光度。每个样品平行测定 3 次，取平均值。

花色苷含量（C，mg/100 g）的计算公式如下。

C = A
ε × L × MW × DF × V

W t
× 100

式中：A为吸光度；ε为矢车菊素‐3‐葡萄糖苷的摩

尔吸光系数，26 900 L/（mol·cm）；L 为比色皿的宽度，

1 cm；MW 为矢车菊素‐3‐葡萄糖苷的相对分子质量，

449.2 g/mol；Wt为样品质量，g；V为定容的体积，mL；DF
为稀释倍数。

1.3.3 单因素试验

1.3.3.1 柠檬酸浓度对花色苷含量的影响

称取紫色红薯叶 63.2 g，在提取温度 45 ℃、提取时

间 10 min、料液比 1∶30（g/mL）、提取功率 350 W 的条

件下，探究柠檬酸浓度（1%、2%、3%、4%、5%）对花色

苷含量的影响。

1.3.3.2 提取温度对花色苷含量的影响

称取紫色红薯叶 63.2 g，以 3% 的柠檬酸为提取
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剂，在料液比 1∶30（g/mL）、提取时间 10 min、提取功率

350 W 的条件下，探究提取温度（25、35、45、55、65 ℃）

对花色苷含量的影响。

1.3.3.3 提取时间对花色苷含量的影响

称取紫色红薯叶 63.2 g，以 3% 的柠檬酸为提取

剂，在料液比 1∶30（g/mL）、提取温度 45 ℃、提取功率

350 W 的条件下，探究提取时间（5、15、25、35、45 min）
对花色苷含量的影响。

1.3.3.4 提取功率对花色苷含量的影响

称取紫色红薯叶 63.2 g，以 3% 的柠檬酸为提取

剂，在料液比 1∶30（g/mL）、提取温度 45 ℃、提取时间

35 min 的条件下，探究提取功率（200、250、300、350、
400 W）对花色苷含量的影响。

1.3.3.5 料液比对花色苷含量的影响

称取紫色红薯叶 63.2 g，以 3% 的柠檬酸为提取

剂，在提取温度 45 ℃、提取时间 35 min、提取功率

350 W的条件下，探究料液比[1∶10、1∶20、1∶30、1∶40、
1∶50（g/mL）]对花色苷含量的影响。

1.3.4 紫色红薯叶花色苷的抗氧化活性测定

配制 2 mmol/L 的 DPPH 试剂，以无水乙醇为溶

剂，贮存于棕色瓶中备用。将 4.0 mL DPPH 溶液和

0.5 mL 待测样溶液（100、200、300、400、500、600 µg/
mL）混合摇匀，37 ℃避光静置 30 min，在 517 nm 处测

定吸光度 As；取 4.0 mL DPPH 溶液和 0.5 mL 60% 乙

醇，测定吸光度 A0；取 4.0 mL无水乙醇和 0.5 mL待测

样溶液，测定吸光度 Ar。以不同浓度（100、200、300、
400、500、600 µg/mL）的维生素 C 为对照，DPPH 自由

基清除率（D，%）计算公式[17‐19]如下。

D = ( )1 − As − ArA0
× 100

1.3.5 花色苷对 HCC细胞存活率的影响

将花色苷提取液稀释为 10、20、40、80、100、120、
140 µg/mL，备用。取 96孔板，在 96孔板中接入 HCC
细胞 24格，同时三格仅放入培养液作为对照组。待细

胞培养一段时间后，将不同浓度的花色苷提取液滴入

培养 HCC细胞的格子中，培养液和未处理的 3组滴入

同体积的蒸馏水，培养 72 h。反应完全后，测定吸光

度，通过下列公式[20‐22]计算不同浓度下细胞存活率

（S，%）。

S = As - Ab
Ac - Ab × 100

式中：As为处理后花色苷提取液的吸光度；Ab为培

养液吸光度；Ac为未处理组吸光度

1.3.6 花色苷对 HCC细胞迁移的影响

将含有 5×105 个细胞的 2 mL HCC 细胞悬液的等

分试样接种在六孔板中，并且在显微镜下观察至细胞

覆盖板，使用 200 µL移液器吸头在板上画一条直线。

然后，加入 2 mL无血清培养基，并将细胞置于 5% CO2
培养箱中，培养 8 h，观察细胞迁移结果。

以花色苷提取液处理 HCC细胞，采取相同试验方

法培养 8 h，于显微镜下观察细胞迁移结果。

1.4 数据处理

单因素试验数据采用 SPSS 22.00 及 GraphPad
Prism 5 软件进行分析处理，结果以平均值±标准差表

示，多组间比较采用单因素方差分析（P<0.05 具有统

计学差异）。

2 结果与讨论

2.1 吸收曲线的绘制结果

花色苷的吸收曲线见图 1。

从图 1 可以看出，花色苷的最大吸收波长为

532 nm，在最大波长处，其吸光度变化最大，与文献结

果基本一致[7，9]，表明紫色红薯叶花色苷被成功提取。

2.2 单因素试验结果

2.2.1 柠檬酸浓度对花色苷含量的影响

不同柠檬酸浓度对花色苷含量的影响如图 2所示。

由图 2可知，柠檬酸浓度对花色苷含量影响较大，

在 1%~3%的浓度范围内，随着柠檬酸浓度逐渐增加，

花色苷含量逐步上升，其中在柠檬酸浓度 2%~3% 之

间增幅最大；当柠檬酸浓度为 3%时，花色苷含量达到

最大值，为 75.76 mg/100 g；当柠檬酸浓度超过 3%时，

图 1 花色苷的吸收曲线

Fig.1 Absorption curve of anthocyanins

图 2 不同柠檬酸浓度对花色苷含量的影响

Fig.2 Effect of citric acid concentration on anthocyanin content
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花色苷含量迅速下降，柠檬酸浓度为 5% 时，降至

68.26 mg/100 g。分析主要原因为当酸度超过一定值

时会破坏花色苷的结构，使得花色苷含量下降。因此，

最佳柠檬酸浓度为 3%。

2.2.2 提取温度对花色苷含量的影响

不同提取温度对花色苷含量的影响如图 3所示。

从图 3可以看出，在 25~45 ℃范围内，花色苷含量

与提取温度成正比，在 45 ℃时，花色苷含量最高，为

76.25 mg/100 g。但当提取温度超过 45 ℃时，花色苷含

量逐渐降低，从最大值减小至 59.71 mg/100 g。分析主

要原因为提取温度的升高使得分子运动扩散的速度提

高，但当提取温度超过 45 ℃时，高温会引起花色苷的

水解，破坏花色苷的结构，最终导致花色苷含量下降。

因此，最佳提取温度为 45 ℃。

2.2.3 提取时间对花色苷含量的影响

不同提取时间对花色苷含量的影响如图 4所示。

从图 4 可以看出，在提取时间为 5~25 min 时，花

色苷含量增加速度较为迅速，在 25~35 min 范围内花

色苷含量缓慢上升，在 35 min 达到最大值，在 35~
45 min范围内花色苷含量基本保持不变。这主要由于

超声波的空化作用和机械作用不断破坏紫色红薯叶细

胞壁，在环境中产生磁场传输能量并发生波动，同时对

环境加热，加速了粒子之间的运动和强度，破坏物质细

胞壁结构，促进更多的花色苷溶出。在超声处理

35 min时绝大部分的花色苷已经完成提取，趋近饱和，

所以超声处理 35 min和 45 min花色苷含量差异不大，

综上所述，超声处理 35 min为最佳处理时间。

2.2.4 提取功率对花色苷含量的影响

不同提取功率对花色苷含量的影响如图 5所示。

从图 5 可以看出，当提取功率为 200 W 时，花色

苷含量最低。当提取功率为 350 W时，花色苷含量达

最大值。提取功率为 200~350 W时，花色苷含量的增

加趋势明显；提取功率为 350~400 W 时，花色苷含量

的下降趋势明显。可能是超声波的介入使得花色苷含

量增加，由于超声波的热作用、机械作用和空化作用促

进花色苷在水溶液中的扩散，当提取功率达到 350 W
时，花色苷含量趋于饱和，再继续增加提取功率时，产

生的热效应较强，破坏了花色苷的结构。综上，提取花

色苷的最佳提取功率为 350 W。

2.2.5 料液比对花色苷含量的影响

不同料液比对花色苷含量的影响如图 6所示。

由图 6 可知，随着提取溶剂的增加，花色苷含量

先增加后减小，当料液比为 1∶30（g/mL）时，花色苷含

量最高。结果表明，在一定范围内增加提取溶剂的用

量，可以使花色苷较快溶出。可能是因为紫色红薯叶

需要完全浸泡在溶液中，才能提取出花色苷，在料液比

为 1∶10（g/mL）时，紫色红薯叶浸泡在溶液中的部分很

少，所以提取出的花色苷含量较少，随溶剂用量增加，

紫色红薯叶浸泡在溶液中的部分同时扩大，溶液与紫

色红薯叶接触得更多，从而可以提取出更多的花色苷，

但当超过一定范围内花色苷含量却下降，可能是因为

图 4 不同提取时间对花色苷含量的影响

Fig.4 Effect of different extraction times on anthocyanin content

图 3 不同提取温度对花色苷含量的影响

Fig.3 Effect of different extraction temperatures on anthocyanin
content

图 5 不同提取功率对花色苷含量的影响

Fig.5 Effect of different extraction powers on anthocyanin
content

图 6 不同料液比对花色苷含量的影响

Fig.6 Effect of different material‐to‐liquid ratios on anthocyanin
content
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溶剂过量使体系的花色苷被稀释。综上，最佳料液比

为 1∶30（g/mL）。

在最佳的提取工艺条件 [柠檬酸浓度 3%、提取

时间 35 min、提取温度 45 ℃、提取功率 350 W、料液比

1∶30（g/mL）]下进行花色苷含量测定，花色苷含量为

75.59 mg/100 g。
2.3 DPPH自由基清除能力

花色苷与维生素 C 对 DPPH 自由基清除能力如

图 7所示。

从图 7 中可以看出，DPPH 自由基清除能力与二

者的浓度成正比，但趋势变化程度并不是固定的。当

浓度为 200 µg/mL 时，花色苷与维生素 C 的 DPPH 自

由基清除能力均已超过 80%；当浓度超过 500 µg/mL
时，花色苷与维生素 C 对 DPPH 自由基清除能力较

高，均已超过 90%。综上，紫色红薯叶中的花色苷具备

出色的抗氧化活性。

2.4 花色苷对 HCC细胞存活率的影响

花色苷对 HCC细胞存活率的影响如图 8所示。

由图 8 可知，在花色苷浓度为 20~140 µg/mL 的

范围内，各组 HCC 细胞存活率与对照组（0.0 µg/mL）
相比显著降低（P<0.05）。不同花色苷浓度对 HCC 细

胞均具有一定有毒性，当花色苷浓度达到 140 µg/mL，
HCC 细胞存活率仅为 40.2%，表明紫色红薯叶花色

苷有抑制 HCC 细胞存活的能力，具有较强的生物

活性。

2.5 花色苷对 HCC细胞迁移的抑制作用

通过细胞划痕试验（一种研究细胞迁移、修复能力

和细胞间相互作用的实验室技术，通过制造一个空白

区域，并定期拍照来观察细胞迁移过程，从而判断细胞

的迁移能力），进一步验证花色苷抑制 HCC 细胞迁移

的能力，结果如图 9所示。

图 7 花色苷与维生素 C 对 DPPH 自由基清除能力对比

Fig.7 Comparison of DPPH radical scavenging ability between
anthocyanins and vitamin C
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图 8 花色苷浓度对 HCC 细胞存活率的影响

Fig.8 Effect of anthocyanin concentration onHCC cell survival rate
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a.单层 HCC细胞划痕图；b. HCC细胞自然迁移图；c.花色苷抑制 HCC细胞迁移图。

图 9 花色苷对 HCC 细胞迁移的抑制作用

Fig.9 Inhibitory effect of anthocyanins on HCC cell migration

由图 9 可知，无提取液抑制自然迁移时，HCC 细

胞自然生长几乎相连，但是利用花色苷进行抑制时，

HCC 细胞生长划痕依旧明显，但划痕两边模糊，且中

间有少量细胞群，说明花色苷对于 HCC细胞的迁移有

着明显的抑制作用。

3 结论

本研究利用超声波辅助提取工艺提取紫色红薯叶

中花色苷，通过单因素试验得到最佳的提取工艺为柠

檬酸浓度 3%、提取时间 35 min、提取温度 45 ℃、提取

功率 350 W、料液比 1∶30（g/mL）。在此条件下，花色

苷含量为 75.59 mg/100 g。浓度为 500 µg/mL 的花色

苷和维生素 C 对 DPPH 自由基清除能力达到 90% 以

上。花色苷可以抑制 HCC细胞迁移并对 HCC细胞有

毒性，当花色苷浓度为 140 µg/mL 时，HCC 细胞存活

率仅为 40.2%。本研究可为紫色红薯叶花色苷的提取

及生物活性产品开发提供技术支撑，对紫色红薯叶的

综合利用具有重要意义。

a b c
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