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摘要：该研究探讨了不同溶剂橄榄提取物对肾素-血管紧张素系统中关键酶肾素和血管紧张素转换酶（ACE）的抑制作用，同时

分析了其抗氧化能力和总酚、总黄酮的含量。结果表明：有机溶剂提取物的活性相较于水提物普遍较好，在 0.50 μg/μL 质量浓度条件

下，甲醇提取物的肾素抑制活性最高，为 95.89%；在 0.29 μg/μL 质量浓度条件下，丙酮提取物的 ACE 抑制活性最高，为 92.71%。

丙酮提取物的抗氧化活性最强，ABTS+自由基清除能力为 384.86 mg TE/g DW，DPPH 自由基清除能力为 309.23 mg TE/g DW，铁离

子还原能力为 479.40 mg TE/g DW。同时丙酮提取物的总酚和总黄酮含量均最高，分别为 318.14 mg GAE/g DW 和 45.46 mg CE/g DW。

进一步相关性分析表明，总酚与肾素和 ACE 抑制活性显著相关（P<0.05）。该研究发现橄榄提取物显示出优良的肾素和 ACE 抑制活

性，且有机溶剂提取物的活性优于水提取物，这为新型血压调控因子的研究提供了新思路，为橄榄资源的科学可持续开发提供了理论

依据。 
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Abstract: In this study, the inhibitory effects of the olive extracts obtained by different solventson the key enzymes, renin and 

angiotensin-converting enzyme (ACE), in the renin-angiotensin system were investigated. At the same time, the antioxidant capacity and the 

contents of total phenols and total flavonoids were analyzed. The results showed that the activity of the organic solvent extract was generally 

higher than that of the water extract. At the concentration of 0.50 μg/μL, the methanol extract had the highest renin inhibitory activity (95.89%). 

At the concentration of 0.29 μg/μL, the acetone extract had the highest ACE inhibitory activity (92.71%), and the strongest antioxidant activities, 

possessing the ABTS+ free radical scavenging ability of 384.86 mg TE/g DW, DPPH free radical scavenging ability of 309.23 mg TE/g DW, and 

iron ion reducing ability of 479.40 mg TE/g DW. Meanwhile, the contents of total phenols and total flavonoids in the acetone extract were the 

highest (318.14 mg GAE/g DW and 45.46 mg CE/g DW, respectively). Further correlation analysis showed that total phenols were significantly 

associated with renin and ACE inhibitory activities (P<0.05). This study found that olive extract showed excellent renin and ACE inhibitory 

activities, and the activity of organic solvent extract was superior to that of water extract. These results provide a new idea for the study of new  
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blood pressure regulators and a theoretical basis for the scientific and sustainable development of olive resources. 
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高血压是一种严重危害健康的疾病，其主要特征

为体循环动脉血压的增高。除此之外，高血压还会增

加心脏、大脑、肾脏等患病的风险。高血压的发病机

制复杂，受到内外部因素的共同影响。肾素-血管紧张

素-醛固酮系统功能失调、巨噬细胞极化等都是参与高

血压发病的重要外周调控因素[1]。肾素-血管紧张素系

统由四个主要成分组成：肾素、血管紧张素原（AGT）、

血管紧张素 I 转换酶（ACE）和血管紧张素受体

（AGTR1 和 AGTR2）。肾素-血管紧张素系统在调节

电解质平衡、血管收缩、血管重塑和纤维蛋白溶解中

发挥重要作用。其中，肾素和 ACE 是该系统中两个

重要的水解酶类，对其活性的抑制有利于预防高血压

的形成[2]。由于长期服用抗高血压药物具有一定的副

作用[3]，食源性天然肾素和 ACE 抑制剂日益受到人们

的关注，如菜籽蛋白酶解物[4]、芝麻籽分离蛋白酶解

物[5]、茶提取物[6]、牡丹花提取物[7]等，这为通过膳食

干预预防及辅助治疗高血压开拓了新思路。 

橄榄（Canarium album L.）原产自我国南方地区，

目前在福建、广东、广西等地均有栽培[8]。橄榄又名

青果、白榄等，与欧洲橄榄（Olea europaea L.）是两

种不同科属的植物。橄榄是一种富含多酚的功能性水

果，是传统的药食两用类植物，《本草纲目》中对橄

榄有“治咽喉痛”的记载，现已被我国卫生健康委员会

评为药食同源食品。根据已有报道橄榄提取物在抗神

经炎、抗氧化、调节血糖等方面具有良好的药用价 

值[9]。除此之外，橄榄富含蛋白质、维生素等营养物

质，含有 8 种人体必须的氨基酸，具有良好的营养价

值。在以往，橄榄多用于加工成蜜饯、橄榄菜、果汁、

茶等食品，近年来也出现了橄榄咀嚼片、橄榄口服液

等新型产品。本研究旨在探讨橄榄不同溶剂提取物的

肾素和 ACE 抑制活性，同时由于氧化损伤与高血压

的发生发展关系密切，进一步考察了橄榄提取物的抗

氧化性能，并对酚类、黄酮类物质的含量与其功能活

性的相关性进行分析，以期为食源性血压调控因子新

资源的挖掘及橄榄的高值化综合利用提供理论依据。 

1  材料与方法   

1.1  原料 

檀香橄榄，产自福建省闽清县。 

1.2  主要试剂   

肾素抑制剂筛选试剂盒购自美国 Cayman 公司，

马尿酰组氨酰亮氨酸（HHL）、邻苯二甲醛（OPA）、

血管紧张素转换酶（ACE）、2,2'-联氮-双-3-乙基苯并

噻唑啉-6-磺酸（ABTS）、三吡啶基三嗪（TPTZ）、

没食子酸（GA）均购自美国 Sigma-Aldrich 公司，

Folin-Ciocalteu 试剂购于北京索莱宝公司，1,1-二苯基

-2-三硝基苯肼（DPPH）购于梯希爱（上海）化成工

业发展有限公司，Trolox 购自美国 MCE 公司。其他

试剂均为分析纯试剂。 

1.3  主要仪器和设备 

ALPHA 2-4 LD 型真空冷冻干燥机，德国 Christ

公司；RVC 2-25 CD 型真空离心浓缩仪，德国 Christ

公司；Model 1680 型酶标仪，瑞士 Tecan 公司；Flx-800

型荧光酶标仪，美国 BioTek 公司。 

1.4  实验方法   

1.4.1  原料的处理 

新鲜橄榄去除果核，将果肉切块，冻干打粉。以

固液比 1:20 的比例，加入溶剂，涡旋振荡 2 min，超

声 30 min，摇床 6 h，3 500 r/min 离心 15 min，收集上

清液，真空冷冻干燥（使用有机溶剂时旋蒸后再冻干）

后得到样品粉末，用以配成不同浓度的提取液。结合

文献及课题组先前研究选用 φ=70%甲醇、φ=60%乙

醇、φ=60%丙酮以及纯水对橄榄进行提取。 

1.4.2  肾素抑制活性的测定 

根据肾素试剂盒，以 96 孔酶标板为反应容器。将

缓冲液和肾素酶在低温温度下 1:10 稀释后备用。空白

组加入 20 μL 底物，150 μL 缓冲液，10 μL 纯水，10 μL

缓冲液；空白对照组加入 20 μL 底物，150 μL 缓冲液，

10 μL 纯水；样品组加入 20 μL 底物，150 μL 缓冲液，

10 μL 样品溶液。然后向空白对照组和样品组的每个

孔中加入 10 μL 肾素酶使反应启动。在微孔板混合器

上混匀，置于 37 ℃反应 30 min。以激发波长 340 nm，

发射波长 528 nm 检测其荧光强度。肾素抑制率的计

算公式如下： 

1
1

2

1 100%
F F

S
F F

 
   

 

                    （1） 

式中： 

S1——肾素抑制率，%； 

F——空白反应液的荧光强度； 

F1——样品反应液的荧光强度； 
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F2——空白对照反应液的荧光强度。 

1.4.3  ACE 抑制活性的测定 

ACE 抑制活性的测定参照 Wang 等[10]的测定方

法。以 96 孔酶标板为反应容器。提前配制试剂：以 4 mg

的 HHL 溶于 2 mL 的 0.6 mmol/L NaCl-0.4 mmol/L 磷

酸盐溶液中，配成 HHL 溶液。以 10 mg 的 OPA 溶于

5 mL 甲醇溶液中，配成 m=2%的 OPA 溶液。将 ACE

酶液在低温环境中稀释到 12.5 mU/mL 备用。96 孔板

中加入 15 μL 样品溶液，30 μL HHL 溶液，30 μL 酶液，

在微孔板混合器上混匀后于 37 ℃反应 60 min，加入

120 μL NaOH 溶液终止酶反应，加入 30 μL 的 OPA 溶

液，再次混匀后于室温下反应 20 min，最后加入 30 μL

的 6 mmol/L 的 HCL 溶液终止衍生反应。对照实验以

等量纯水代替样品溶液，空白实验以等量纯水代替酶

液。以激发波长 340 nm，发射波长 455 nm 检测其荧

光强度。ACE 抑制率计算公式如下： 

1 2
2

3 4

1 100%
F F

S
F F

 
   

 

                   （2） 

式中： 

S2——ACE 抑制率，%； 

F1——样品溶液和 ACE 酶液都存在时的荧光强度； 

F2——样品溶液存在而不加 ACE 酶液时的荧光强度； 

F3——样品溶液不存在而 ACE 酶液存在时的荧光强度； 

F4——样品溶液和 ACE 酶液都不存在时的荧光强度。 

1.4.4  ABTS
+自由基清除能力的测定 

ABTS
+自由基清除能力的测定参考 Re

[11]的实验

方法并加以改进。以96孔酶标板为反应容器。以ABTS

（7 mmol/L）和 K2S2O8（2.45 mmol/L）2:1 的比例混

合显色，在黑暗条件下保持室温过夜孵育。将 ABTS

溶液在 734 nm 处的吸光度调整至 0.7±0.02，在 100 μL

的ABTS溶液中加入100 μL的不同溶剂提取的橄榄样

液。将反应混合物在室温下在黑暗条件下孵育 10 min，

然后在 734 nm 处测量吸光度。以 Trolox 为标准品。

将样品的 ABTS
+自由基清除能力表示为 Trolox 当量，

记为 mg TE/g DW。 

1.4.5  DPPH 自由基清除能力的测定 

DPPH 自由基清除能力的测定参考 Brand 等[12]的

实验方法并加以改进。以 96 孔酶标板为反应容器。在

100 mL 甲醇溶液中配制 DPPH 溶液（0.1 mmol/L）。

将 100 μL 的不同溶剂提取的橄榄样液添加到 100 μL

的 DPPH 溶液中。将反应混合物在黑暗中孵育 20 min

并使用紫外-可见分光光度计在 517 nm 处测量其吸光

度。以 Trolox 为标准品。将样品的 DPPH 自由基清除

能力表示为 Trolox 当量，记为 mg TE/g DW。 

1.4.6  铁离子还原能力的测定 

铁离子还原能力的测定参考 Benzie 等[13]的实验

方法并加以改进。以 96 孔酶标板为反应容器。将   

300 mmol/L 醋酸盐缓冲液（pH 值 3.6）、10 mmol/L

的TPTZ溶液和 20 mmol/L的 FeCl3·6H2O以 10:1:1的

比例混合，并加热至 37 ℃来制备 FRAP 工作试剂。

将 3.1 g 三水合乙酸钠（C2H3NaO2·3H2O）与 16 mL

冰醋酸混合并用蒸馏水稀释至 1 L来制备 300 mmol/L

的醋酸盐缓冲液。TPTZ 溶液（10 mmol/L）在 

40 mmol/L 的 HCL 溶液中制备。向 150 μL 的 FRAP

工作试剂中添加 20 μL 的不同溶剂提取的橄榄样液。

将混合物置于 37 ℃下孵育 10 min，在 593 nm 波长处

测定紫外吸光度。以 Trolox 为标准品。将样品的铁离

子还原能力表示为 Trolox 当量，记为 mg TE/g DW。 

1.4.7  总酚含量的测定 

96 孔板中加入 100 μL 样品溶液、100 μL 的

Folin-Ciocalteu 显色剂和 100 μL 10%的 Na2CO3，37 ℃

下反应 60 min，于 750 nm 处检测吸光值。以没食子

酸为标准品。将样品的总酚含量表示为没食子酸当量，

记为 mg GAE/g（以干质量计）。 

1.4.8  总黄酮含量的测定 

96孔板中加入20 μL样品溶液、125 μL纯水和75 μL 

m=5%的NaNO2溶液，混匀反应 6 min 后再加入 15 μL 

m=10%的 AlCl3溶液。室温下反应 5 min 后加入 50 μL 

NaOH 溶液，于 510 nm 处测定紫外吸光度。以儿茶素

为标准品。将样品的总黄酮含量表示为儿茶素当量，

记为 mg CE/g（以干质量计）。 

1.4.9  数据分析 

每组实验重复三次，结果用平均值表示，采用

Origin 软件处理数据，用 SPSS 软件进行相关性分析。 

2  结果与讨论 

2.1  不同溶剂橄榄提取液的肾素和 ACE 抑制

活性 

四种不同溶剂橄榄提取物的肾素及 ACE 抑制活

性如图 1 所示。其中肾素抑制实验中的体系浓度为

0.50 μg/μL，ACE 抑制实验中的体系浓度为 0.29 μg/μL。

可以看出，与水提取液相比，有机溶剂提取液的肾素

及 ACE 抑制活性普遍较高，甲醇提取物的肾素抑制

率达到 95.89%，丙酮提取物的 ACE 抑制率达到

92.71%，纯水提取物的肾素和 ACE 抑制率分别为

70.98%和 79.53%，符合之前的实验结果。对比已报道

的具有肾素和 ACE 抑制作用的物质：牡丹花水提物

的肾素抑制率为 71.25%，ACE 抑制率为 44.89%；玫
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瑰花水提物的肾素抑制率为 42.19%，ACE 抑制率为

61.50%；槐花水提物的 ACE 抑制率为 81.61%
[14]；可

以发现，橄榄提取物显现出对肾素和 ACE 的双重抑

制活性，且本实验中的橄榄提取物的肾素及 ACE 抑

制活性均在 70%以上，具有较强的抑制作用。 

 

图 1 不同溶剂橄榄提取液的肾素及 ACE抑制活性 

Fig.1 Renin and ACE inhibitory activity of olive samples 

extracted with different solvents 

注：不同字母表示P<0.05时有显著差异，图2、3同。 

2.2  不同溶剂橄榄提取液的抗氧化能力 

不同溶剂橄榄提取液的抗氧化能力如图 2 所示。

与肾素和ACE 抑制能力类似，有机溶剂提取液的抗氧

化能力优于水提取液。ABTS 自由基清除方面，各提取

物的体系质量浓度为 0.12 μg/μL。丙酮提取物达到了

384.86 mg TE/g，甲醇提取物达到了 350.78 mg TE/g，

乙醇和水提取物分别为 290.78 和 226.50 mg TE/g。

DPPH 自由基清除方面，体系质量浓度为 0.10 μg/μL。

同样是丙酮提取物能力最强，达到了 309.23 mg TE/g，

甲醇提取物为 297.65 mg TE/g，乙醇提取物为 

258.53 mg TE/g，水提取物为 188.62 mg TE/g。铁离子

还原的能力体系质量浓度为 0.12 μg/μL，其中丙酮提

取物的铁离子还原能力为 479.40 mg TE/g，甲醇提取物

为 455.33 mg TE/g，乙醇提取物为 405.70 mg TE/g，水

提物为 245.30 mg TE/g。综合来看，丙酮提取物的抗

氧化能力最好，甲醇其次。Putri 等[15]采用不同溶剂对

霞珠（Nephelium ramboutan-ake）叶进行了提取，结

果发现乙醇提取物具有最高的 DPPH 自由基清除能

力，几乎接近维生素 C 的效果。Ranjha 等[16]采用不同

溶剂对苹果皮和石榴皮进行了提取，结果发现 φ=75%

丙酮的苹果皮提取物对 DPPH 自由基的清除能力最

强，达到了 81.05%；φ=50%甲醇的石榴皮提取物对

DPPH 自由基的清除能力最强，达到了 93.84%。

Sathiyaseelan 等 [17] 采用不同溶剂对平卧菊三七

[Gynura procumbens (Lour.) Merr]进行了提取，研究发

现乙酸乙酯提取物对DPPH自由基和ABTS
+自由基均

具有最高的清除能力，其 IC50分别为144和72 μg/mL。

结合文献来看抗氧化方面有机溶剂提取普遍比纯水效

果好。 

 

图 2 不同溶剂橄榄提取液的抗氧化能力 

Fig.2 Antioxidative capacity of olivesamples extracted with 

different solvents 

2.3  不同溶剂提取橄榄的总酚、总黄酮含量分析 

 

图 3 不同溶剂橄榄提取液的总酚及总黄酮含量 

Fig.3 Contents of total phenols and total flavonoids in olive 

samples extracted with different solvents 

四种不同溶剂提取物的总酚和总黄酮含量见图 3。

其中丙酮提取物的总酚和总黄酮含量均为最高，分别

为 318.14 和 45.46 mg CE/g；甲醇提取的总酚和总黄

酮含量第二，分别为 300.44 和 38.58 mg CE/g；乙醇

提取的总酚和总黄酮含量与甲醇接近，分别为 264.37

和 37.78 mg CE/g；纯水总酚和总黄酮含量最低，分别

为 257.45 和 25.71 mg CE/g。He 等[18]为了确定橄榄酚

类物质的最佳提取溶剂，以酚类化合物得率为指标，

评价了多种溶剂的提取效果，发现 60%~70%的丙酮溶

液提取的得率最高。Chang 等[19]以橄榄中多酚的提取

量为考量指标，对橄榄多酚的有机溶剂提取工艺进行

了优化，发现在料液比 1:60、提取时间 60 min、提取

温度 60 ℃、50%乙醇浓度条件下提取效果最佳，其橄

榄多酚提取量可达到 79.07 mg/g。Malathy 等[20]以不同

溶剂对人参进行了提取，发现甲醇提取物的总酚和总

黄酮含量均为最高，分别为 95.21 和 50.21 mg/g。文
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献及预实验表明水和纯溶剂提取时的总酚及总黄酮含

量都比较低，推测是由于橄榄果实中富含蛋白质、糖

类等物质，酚类物质中的羟基和氨基酸的-NH3
+基团形

成氢键，使得蛋白质与酚发生交联作用；酚类化合物

的羟基与多糖中的官能团发生反应，以氢键、疏水键等

形式形成多糖-酚的复合物。然而此类连接作用无法被

纯水或纯有机溶剂有效断裂，从而导致了纯水或纯有机

溶剂提取的总酚和总黄酮含量较低。 

2.4  相关性分析 

对不同溶剂橄榄提取物的各方面活性及总酚、总

黄酮含量进行了 Pearson 相关性分析，所得相关系数

如表1所示。对于檀香橄榄而言，肾素抑制活性和ACE

抑制活性相关系数为 0.94，未显示出显著的相关性  

（P＜0.05）。而肾素抑制活性分别与抗氧化方面的

ABTS
+自由基清除能力、DPPH 自由基清除能力和铁

离子还原能力的相关系数达到了 0.95、0.95 和 0.98，

均表现出显著的相关性（P＜0.05），即肾素抑制活性

分别与 ABTS
+自由基清除能力、DPPH 自由基清除能

力和铁离子还原能力呈正相关，表明抑制肾素作用的

物质可能有较强的抗氧化能力。同时，肾素抑制活性

与总酚含量也表现出显著的相关性（P＜0.05），即总

酚含量对抑制肾素活性起到了较大作用，推测橄榄中

起抑制肾素作用的物质可能为酚类物质，这与课题组

之前的研究一致。ACE 抑制活性同样与 ABTS
+自由基

清除能力、铁离子还原能力相关性显著（P＜0.05），

说明起到 ACE 抑制作用的物质一定程度上有较强的

ABTS
+自由基清除能力和铁离子还原能力。同时，ACE

抑制活性和总酚含量的相关系数达到了 0.96，即在   

P＜0.05 时相关性显著。说明酚类物质同样在 ACE 抑

制作用中起到了较大作用，可以推测起到 ACE 抑制

作用的物质为酚类物质。另一方面需要关注的是，总

酚含量与 ABTS
+自由基清除能力、DPPH 自由基清除

能力均在 P＜0.01 时达到了相关性极显著，相关性系

数均达到了 0.99，即酚类物质具有较强的 ABTS
+自由

基清除能力和 DPPH 自由基清除能力；总酚含量与铁

离子还原能力的相关系数也达到了 0.96。总体来看酚类

物质具有较强的抗氧化能力，这符合先前的研究结果。 

根据本次实验的相关性分析可以发现，酚类物质

的含量与肾素抑制作用和 ACE 抑制作用有正相关关

系，同时也发挥了较强的抗氧化能力。Kowalski 等[21]

对十种黑加仑做了研究，发现总酚含量最高的两种，

其抗氧化能力也最强。孙悦等[22]研究苹果多酚对蟾蜍

心脏活动的影响及其机制，发现苹果多酚可以显著抑

制蟾蜍心肌收缩力，其作用机制可能与抑制 β 受体和

减少钙内流有关。Takagaki 等[23]研究了大鼠肠道细菌

产生的表没食子儿茶素没食子酸酯代谢物对 ACE 的

抑制作用，表没食子儿茶素没食子酸酯为茶多酚中的

主要成分，结果其表现出一定的 ACE 抑制活性，且

以自发性高血压大鼠为模型，发现这其代谢物在体内

均有降血压作用。结合实验及已有文献可以发现，酚

类物质在具有抗氧化性的同时还对心血管疾病的调控

具有潜在的作用，而在橄榄中具有较强抗氧化性和肾

素、ACE 双重抑制作用的物质推测为酚类物质，因此

进行进一步的研究具有积极意义。 

表 1 不同溶剂橄榄提取物的功能活性与总酚和总黄酮含量的相关性分析 

Table 1 Correlation analysis between functional activities of different solvent extracts and total phenolic and total flavonoid content 

Pearson 相关性显著性 肾素抑制活性 ACE 抑制活性 ABTS DPPH FRAP 总酚 总黄酮 

肾素抑制活性 1.00       

ACE 抑制活性 0.94 1.00      

ABTS 0.95* 0.98* 1.00     

DPPH 0.95* 0.94 0.98* 1.00    

FRAP 0.98* 0.98* 0.97* 0.94 1.00   

总酚 0.96* 0.96* 0.99** 0.99** 0.96* 1.00  

总黄酮 0.83 0.90 0.94 0.95* 0.86 0.94 1.00 

注：*表示 P<0.05 水平，相关性显著；**表示 P<0.01 水平，相关性极显著。 

3  结论 

本研究发现橄榄提取物表现出优良的肾素和

ACE 的抑制作用，且有机溶剂提取物的活性优于水提

取物，同时发现不同溶剂提取物的肾素、ACE 抑制活

性、抗氧化能力均与总酚含量成正相关。目前正在进

一步分离纯化橄榄中起肾素和 ACE 双重抑制作用的

活性物质，并对活性单体的血压调控机制进行探讨，

为食源高活性肾素、ACE 双重抑制剂的研发提供新思

路，亦为橄榄资源的高值化利用提供理论依据。 
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