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自然存放条件下沙棘果浆中抗氧化物质的变化

顾 　恒 ,张 　浩 3 ,陈 　雏
(四川大学华西药学院 ,四川 成都 610041)

摘要 : 目的 　考察自然存放条件下沙棘果浆中主要抗氧化物质的变化。方法 　将不同存放时间的沙棘果浆制成样品溶液 ,

分别用分光光度法测定总黄酮含量 , DPPH法测定清除自由基活性 , HPLC法测定黄酮类成份、抗坏血酸的含量 ,测定样品溶液

pH。结果 　存放过程中 ,总黄酮与抗坏血酸的含量逐渐降低 ;清除 DPPH自由基活性降低 ; pH先降后增 , 30 d时有一最低值。

结论 　实验结果可作为沙棘的食品、药品工业生产的参考。
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The change of the an tiox idan ts in H ippophae rham noides subsp. L. S inens is Rousi. slurry

dur ing na tura l storage
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Abstract: O BJECT IVE　To investigate the content change of antioxidants in sea buckthorn berry slurry that p reserved at room tem2
perature. M ETHOD S　Samp les obtained at different storage time were p repared with app rop riate methods. The total flavonoid concen2
tration ( TFC) was determ ined by ultraviolet spectrophotometry (UV ). Content of flavonoid constituents and ascorbic acid (AA ) was

analyzed by HPLC. The antioxidative capacity was determ ined by DPPH free radical - scavening assay. pH value of the samp le solution

was recorded by pH meter. RESUTS　AA concentration and TFC were gradually decreased during the storage. Antioxidative activitiy

that exp ressed as AA equivalents per 100 g of homogenate (AEAC) was decreased during the p reservation. The pH value of the extract

solution decreased at first, reached its lowest value at the end of 30 th day, and then increased. CO NCL US IO N　The results of the

experiment will p rovide reference for the p roduction of sea backthorn.
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　　沙棘属植物是胡颓子科的落叶灌木或乔木 ,其

果实含有大量的酚酸类、抗坏血酸 (AA )、类胡萝卜

素、生育酚等成分 ,具有较强的抗氧化性 ;有清除超

氧阴离子自由基、羟基自由基、减少脂质过氧化自由

基、抑制脂质过氧化等作用。文献 [ 1 ]发现 ,沙棘果

汁中酚酸类化合物对总抗氧化活性的贡献率不到

5% ,而 AA对总抗氧化活性的贡献率约 75%。AA

是沙棘果汁中主要的抗氧化物质。自然存放条件

下 ,存放时间对沙棘抗氧化活性的影响还未见报道。

因此 ,作者对自然存放过程中 ,沙棘果浆所含抗氧化

物质的变化进行了研究。

1　实验部分

111　试药与仪器

抗坏血酸 (AA )、槲皮素、山奈素和异鼠李素对

照品 (中国药品生物制品检定所 ) ;其余对照品 (自

制 ,纯度 > 97% ,表 2;乙腈 ( Tedia公司 ) ; DPPH试剂

( Sigma公司 ) ;甲醇为色谱纯 ;去离子水为双蒸水 ;

其余试剂为分析纯 ;沙棘果实于 2007年 9月采自四

川省宝兴县夹金山 ,经张浩教授鉴定为中国沙棘

H ippophae rham noides subsp. L. S inensis Rousi. ,果实

清洗晾干后密封于塑料瓶中 ,储藏于 - 20℃下 ,凭证

标本储藏于四川大学华西药学院标本馆。LC -

10ATvp高效液相色谱仪 (日本岛津 ) ; 色谱柱为

Shim - Pack VP - C18柱 (150 mm ×4. 6 mm, 5μm) ,

保护柱 (7. 5 mm ×4. 6 mm , 5μm) ; TU1810紫外可

见分光光度计 (北京普析通用仪器有限责任公司 ) ;

FD - 1型冷冻干燥机 (北京博医康实验仪器有限公

司 ) ; KQ2200超声波清洗器 (昆山市禾创超声仪器

有限公司 )。

112　方法与结果

11211　样品的制备 　称量 80 g沙棘果实 ,用搅拌
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机匀浆 ,均分成 12份密封于灭菌安瓿中 ,常温下避

光存放。存放时间为 2008年 5月 7日至 8月 5日 ,

成都日平均温度为 15℃～30℃。12个样品于 0、

10、20、30、60、90 d取出 ,每个时间点取出两瓶 ,保存

于 - 20℃下。将 12个样品加入冻干后 ,得到的粉末

分别过 24目筛。精确称量约 120 mg沙棘果粉于 50

m l磨口锥形瓶 ,加入 20 m l 80%甲醇 ,密塞并称定重

量 ,浸泡过夜 ;超声提取 30 m in, 80%甲醇补失重量 ,

用滤纸过滤。续滤液用于 UV测定 TFC, DPPH法注

定清除自由基的活性 ;另取 2 m l续滤液经 0. 45μm

微孔滤膜过滤后 ,用 HPLC法测定黄酮类成分的含

量。精确称量约 50 mg果粉于 50 m l磨口锥形瓶

中 ,加入 10 m l去离子水 ,密塞并称定重量 ,超声提

取 15 m in,去离子水补失重量 ,滤纸过滤 ,取 2 m l续

滤液经 0. 45μm微孔滤膜过滤后 ,用 HPLC法测定

AA含量 ,剩余续滤液用于 pH测定。

11212　UV测定 TFC　参照 2005年版《中国药典 》

中沙棘总黄酮的测定方法采用亚硝酸钠 -硝酸铝比

色法测定。配制 0. 328 mg·m l
- 1芦丁对照溶液。分

别用移液管量取 0、0. 5、1. 5、2. 5、3. 0、3. 5、4. 0 m l

于 25 m l量瓶中 ,按照《中国药典 》方法 ,在 500 nm

处测定吸光度。标准曲线为 : Y = 010823X - 010041

( r
2 = 019998) ,线性范围为 3. 12～8. 27 mg。其精密

度为 1. 96% ( n = 6) ,重复性为 2. 20% ( n = 6) ,回收

率为 96177% ( n = 6) ;取常温下避光放置 0 d的样

品 ,于 0、2、4、8、24 h测定 ,其 RSD = 2. 94% ,样品在

24 h内稳定。精密量取 2 m l沙棘果粉 80%甲醇提

取液于 25 m l量瓶中 ,按照《中国药典 》方法 ,对样品

吸光度分别进行测定。每个样品重复测定 3 次

(表 1)。

11213　DPPH法测定清除自由基的活性 　精密称

定 8. 3 mg DPPH于 25 m l量瓶中 ,用色谱甲醇定

容 ,放置。取 10 m l DPPH溶液于 100 m l量瓶中 ,用

甲醇定容。取 20μl果粉提取液 ,加入 3. 5 m l配好

的 DPPH溶液 ,混合均匀 ,在 517 nm处、分别在 0、1、

5 m in时 ,测定吸光度值 ,然后每隔 10 m in测定 1

次 ,至吸光度不再变化。每个样品重复测定 3次。

AEAC [mg·( 100g- 1 ) ] =ΔA /ΔAAA ×CAA ×V ×100 /

W 计算。ΔA 为加入样品后吸光度的变化 , CAA为

AA标准溶液浓度 (mg·m l- 1 ) ,ΔAAA为加入与样品溶

液相同体积的 AA标准溶液后 , DPPH溶液吸光度的

变化 , V为提取液的体积 , W 为提取的沙棘果实的

质量 [ 2 ]。

11214　HPLC法测定黄酮类成份的含量 　流动相 A

为 0. 4%磷酸 , B为乙腈 ;洗脱梯度 0～15 m in, B为

8% ～15% ; 15～30 m in, B为 15% ～20% ; 30～50

m in, B 为 20% ～35% ; 50 ～60 m in, B 为 35% ～

23% ; 60 ～70 m in, B 为 23% ～ 8% , 流速 1 m l·

m in
- 1

;柱温 30℃; 检测波长 360 nm; 进样量 10

μl[ 3 ]。每样品平行进样 3次。

11215　HPLC法测定 AA的含量 　流动相为乙酸 -

甲醇 (98ζ 2, pH3. 5) ;流速 0. 8 m l·m in
- 1

;检测波长

246 nm; 柱温 30℃; 进样量 5 μl, 测定时间 15

m in
[ 4 ]。每个样品平行进样 3次。精确称取 2510

mg AA于 50 m l量瓶中 ,用去离子水定容得对照溶

液 ,分别稀释至 100、50、25、1215、6. 3μg·m l- 1 ,分别

进样测定。计算得标准曲线为 : Y = 0. 1X + 216 ×10
3

( r
2

= 0. 9998) ,线性范围为 0119～2161 mg。本方法

精密度为 2. 27% ( n = 6) ,重复性为 3. 58% ( n = 6) ,

回收率为 96. 37%。稳定性的测定 ,取 0 d于常温避

光放置的样品 ,经过 2 h, AA 的含量减少 4110%。

样品在 2 h内基本稳定 ,所有样品在制样后 2 h内测

定完毕。

11216　样品 pH的测定 　配制 pH4. 0 ( 25℃)的邻

苯二甲酸氢钾缓冲溶液 ,校正 pH计 ,测定果粉水提

液的 pH。每样品平行测定 3次。所有样品在制样

后 2 h内测定完毕。实验结果见表 1、2及图 1、2。

表 1　存放过程沙棘果浆中 TFC、AA含量、AEAC活性及 pH的变

化 ( �x ±s, n = 6)

Table 1　Change of TFC, AA concen tra tion, AEAC and pH va lue

during preservation in H ippophae rham noides (�x ±s, n = 6)

T /d TFC /mg·(100 g) - 1 AEAC /mg·(100 g) - 1 AA /mg·(100 g) - 1 pH

0 1199. 7 ±10. 1 1457. 6 ±9. 4 922. 1 ±7. 3 2. 19 ±0. 02

10 985. 6 ±5. 9 1371. 5 ±9. 6 608. 7 ±8. 3 2. 20 ±0. 01

20 1072. 1 ±7. 2 1448. 9 ±5. 1 561. 8 ±3. 3 2. 00 ±0. 01

30 821. 4 ±4. 2 1218. 1 ±7. 3 243. 2 ±4. 7 1. 98 ±0. 01

60 710. 4 ±5. 2 1080. 5 ±3. 5 174. 7 ±0. 4 2. 57 ±0. 02

90 691. 1 ±5. 7 924. 4 ±4. 4 98. 5 ±1. 3 2. 85 ±0. 02

图 1　黄酮类成分对照品 HPLC谱图

F ig 1　HPLC spectrum of reference substances of flavano ids
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表 2　HPLC测定沙棘果浆中几种黄酮类化合物含量的变化 ( �x ±s, n = 6)

Table 2　Concen tra tion of flavono id con stituen ts from H ippophae rham noides determ ined by HPLC a t d ifferen t preserva tion tim e( �x ±s, n = 6)

“ - ”means under the detection lim its; 1. quercetin - 3 - O - sophoroside - 7 - O - rhamnoside, 2. kaempfer - ol - 3 - O - sophoroside - 7 - O - rhamno2

side, 3. isorhamnetin - 3 - O - sophoroside - 7 - O - rhamnoside, 4. isorhamnetin - 3 - O - gluc - oside - 7 - O - rhamnoside, 5. quercetin - 3 - O - ruti2

noside, 6. quercetin - 3 - O - glucoside, 7. isorhamnetin - 3 - O - rutinoside, 8. isorhamnetin - 3 - O - glucoside, 9. quercetin, 10. kaempferol, 11. isorh2

amnetin.

图 2　不同存放时间沙棘果浆中所含黄酮类成分的 HPLC谱图

F ig 2 　 HPLC spectrum of flavano ids of H ippophae rham noides

slurry a t d ifferen t preserva tion tim e

2　讨论

存放过程中 ,沙棘果浆的变化总趋势为 : TFC和

AA含量逐渐降低 , AEAC逐渐降低 , pH增高。存放

中 ,黄酮糖苷类在酶的作用下水解成为黄酮苷元。

由图 2可知 ,自然存放过程中槲皮素、山奈素、异鼠

李素及一未知化合物 ( tR = 47. 62 m in)含量在不断

增加 ,黄酮苷 4、5、6、7、8的含量在逐渐降低 ,到 90 d

时 ,几乎只剩下槲皮素、山奈素、异鼠李素、未知化合

物以及微量的 1、2、3化合物。未知化合物有待进一

步分离鉴定。AA在自然存放过程中被氧化分解 ,

含量逐渐减少。pH先降低后增加 , 30 d时有一最低

值 ;沙棘果浆中 AA的含量不断降低 ,造成 pH先降

低后升高 ,可能是沙棘果浆中其他酸性物质如有机

酸等含量变化引起的 ,还需进一步的研究。90 d

时 , AEAC减小为 0 d的 63% ,而 90 d时 AA含量减

少为 0 d的 11% , AEAC和 AA 含量减小比例不一

致。这可能因为黄酮糖苷水解成黄酮苷元后 ,位阻

降低导致抗氧化能力升高 ;且黄酮糖苷水解成黄酮

苷元后母核上 - OH基团数增多 ,提供质子能力升

高 ,抗氧化能力增强的缘故 [ 5 ]。黄酮糖苷水解成苷

元导致的 AEAC增强与 AA含量降低导致的 AEAC

减小相耦合 ,造成 AEAC变化总趋势降低 ,但是降低

幅度比AA小。
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