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2，2-二苯基-1-苦肼基-高效液相色谱法

快速筛选亚麻籽抗氧化活性成分

刘明钰 李 敏 陈娟娟* 郭 娴 严小军
( 宁波大学应用海洋生物技术教育部重点实验室，宁波 315211 )

摘 要 为了更加迅速地筛选到亚麻籽复杂提取物中的抗氧化活性物质及其活性强弱，以开环异落松树脂

酚二葡萄糖苷( SDG) 、开环异落叶松树脂酚( SECO) 和肠二醇( ED) 3 种木酚素为研究对象，建立了抗氧化活

性能力筛选的 2，2-二苯基-1-苦肼基-高效液相色谱法( DPPH-HPLC 法) 。液相色谱条件为: 流动相为乙腈和

水，经反相色谱柱 Waters XBridge C18分离，检测波长为 280 nm。DPPH-HPLC 法的步骤是: 将单一或者混合抗氧

化剂分别与 DPPH 混合，放置 20 min，作为待测液，将同样量的相应抗氧化剂作为对照液，分别进行液相色谱分

析获得其含量，计算出相应的抗氧化剂清除率( SＲA) ，活性顺序为: SDG ＞ SECO ＞ ED。结合超高效液相色谱-飞
行时间质谱联用法，鉴定出亚麻籽中 5 种抗氧化物，筛选其抗氧化能力分别为: SDG 异构体 ( 5) ＞ SDG ( 4) ＞
7α-［( β-D-glupyranosyl) oxy］-1-methoxyisolariciresinol ( 1) ＞ ( 6Ｒ，7Ｒ，8S) -1-Methoxyisolariciresinol ( 2 ) ＞ 蜀葵

苷元二葡萄糖苷( 3) 。结果表明，建立的 DPPH-HPLC 法能够有效完成复杂亚麻籽提取物的抗氧化活性物质

筛选。
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1 引 言

自由基能够引起脂质过氧化、DNA 氧化损坏等重要分子物质损伤［1，2］，同时还会引起慢性病［3，4］，因

此，寻找有效的抗氧化剂对人体健康具有非常重要的作用。亚麻籽含有大量的 α-亚麻酸和亚麻木酚

素，是其它植物含量的 600 ～ 700 倍［5］，在食品领域和疾病治疗方面具有重要应用［6，7］。木酚素和双酚

化合物耦合物生成了两种松柏醇，形成一个抗氧化防御系统［8］，开环异落松树脂酚二葡萄糖苷( Secoiso-
lariciresinol Diglucoside，SDG) 、开环异落叶松树脂酚( Secoisolariciresinol，SECO) 作用生成二糖苷 SDG 是

典型的木酚素类［9，10］。大量研究表明，亚麻籽中的 SDG 和 SECO，哺乳动物中的肠二醇( Enterodiol，ED)

和肠内酯( Enterolactone，EL) 具有抗氧化活性，SDG 由人类结肠微生物群落水解代谢产生 ED，ED 进一

步被氧化产生 EL［11］。因此，亚麻籽中抗氧化成分的快速筛选具有重要意义。
通过体内抗氧化活性检测，能够更准确地反应出抗氧化剂作用于生物体的真实抗氧化性能，但同时

体内抗氧化活性检测受干扰因素也极其多，对实验结果的影响非常大，这样导致实验重复性降低。而传

统的体外抗氧化测定方法要求化合物纯度高、价格昂贵，检测方法费力、耗时。本方法采用高效液相色

谱法在线分离和评价抗氧化活性，具有稳定性好、结果准确的优点［12，13］。抗氧化剂与 2，2-二苯基-1-苦
肼基( 2，2-diphenyl-1-picrylhydrazyl，DPPH) 自由基混合后，其活性或抗氧化能力衰减［14，15］，高效液相色

谱方法将抗氧化剂与 DPPH 自由基分离，根据反应前后抗氧化剂峰面积变化量计算抗氧化剂的抗氧化

活性。因此，抗氧化能力衰减是一种快速、可靠地测量自由基清除活性的方法，尤其是在复杂混合物中。
本研究以 SDG、SECO 和 ED 为研究对象，建立了抗氧化物质活性筛选的 DPPH-HPLC 法。利用超高

效液相色谱-飞行时间质谱( Ultra performance liquid chromatography coupled with quadruple time-of-flight
mass spectrometry，UPLC-Q-TOF-MS) 鉴定亚麻籽提取物中化合物成分。利用本方法对亚麻籽提取物的

活性物质进行了抗氧化活性能力比较。
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2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

Waters 2695 液相色谱仪、Waters 2998PDA 紫外检测器，Waters Q-TOF premier 四极杆飞行时间质谱

仪( 美国 Waters 公司) ; 酶标仪( 日本 Thermo 公司) ; 超声仪( 宁波新芝生物科技有限公司) 。
脱脂水解过的亚麻籽提取物( 长沙捷凯生物制品有限公司) ; SDG，SECO 和 ED( 上海田同公司) ;

DPPH( 美国 Sigma-Aldrich 公司) ; 甲醇、乙腈( 色谱纯，德国 Merck 公司) ; 纯水由超纯水系统制备。
2． 2 仪器工作条件

2． 2． 1 色谱条件 C18色谱柱 ( 150 mm ×4． 6 mm，5 μm) ，柱温 30 ℃ ; 流动相: 乙腈( A) ，水( B) ; 梯度洗

脱: 0 ～5 min，10% ～15% A; 5 ～15 min，15% ～25% A; 15 ～45 min，25% A; 45 ～50 min，25% ～70% A;

50 ～55 min，70% A; 55 ～60 min，70% ～90% A。流速 0． 6 mL /min，进样体积 10 μL，检测波长 280 nm。
2． 2． 2 超高效液相色谱-飞行时间质谱条件 亚麻籽活性成分分析采用 Waters ACQUITY 超高效液相

色谱系统( UPLC) ，使用 ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱( 50 mm ×2． 1 mm，1． 7 μm) 作为固定相。流动

相为: 乙腈( A) -水( B) ; 梯度洗脱: 0 ～ 5 min，10% ～ 15% A; 5 ～ 15 min，15% ～ 25% A; 15 ～ 45 min，

25% A; 45 ～ 50min，25% ～ 70% A; 50 ～ 55 min，70% A; 55 ～ 60 min，70% ～ 90% A; 流 速

0． 6 mL /min，进样体积 10 μL。柱后 1∶ 4 分流进入质谱。高分辨质谱仪采用 Waters Q-TOF premier 质

谱仪。质谱仪条件: 离子源为 ESI，质量分析器为四极杆飞行时间，正离子检测模式，离子源温度 150
℃，脱溶剂温度 300 ℃，脱溶剂氮气流速 400 L /h，锥孔反吹氮气，毛细管电离电压 3． 0 kV，取样锥孔电

压为 80 V，四极杆扫描范围为 m/z 50 ～ 1200。根据不同的物质，全程扫描( Full scan) 质谱碰撞能量在

25 ～ 35 eV。使用亮脑啡肽( m/z 556． 2771，［M + H］+ ) 作为外标物，对目标离子进行精确质量分析。
2． 3 样品前处理

取亚麻籽粉末 100 mg，加入 2 mL 甲醇溶液，常温下超声 60 min，过滤除残渣，将上清液蒸干，以甲

醇溶解，置于!4 ℃保存待用。
2． 4 标准品溶液的配制

分别称取 SDG，SECO 和 ED 3 种标准品各 0． 2 mg，加入乙腈-水( 1∶ 1，V /V) 溶液 1 mL，配成

0． 2 g /L 储备溶液，再分别稀释成 10，25，50，100 和 200 mg /L 的标准工作溶液。
2． 5 抗氧化能力测定

2． 5． 1 DPPH-HPLC 法 按样品与 DPPH 体积比 1∶ 1 进行混合、反应，反应时间为 30 min，检测波长

设定为 200 ～ 600 nm。按 2． 2． 1 节色谱条件，每个样品测 3 个平行取平均值。抗氧化剂清除率( Scaven-
ging ratio of the antioxidant，SＲA) 作为衡量 DPPH 自由基清除活性的指标，其计算公式如下:

SＲA( % ) =
Sblank － Ssample

Sblank
× 100% ( 1)

其中，Sblank是指与 DPPH 自由基反应前抗氧化剂的含量; Ssample是指与 DPPH 自由基反应后抗氧化剂的

含量。SＲA 值代表抗氧化剂在与 DPPH 自由基反应过程中的减少率。
2． 5． 2 酶标仪法准确称取 0． 2 mg 的 SDG，SECO，ED 和 DPPH，各溶于无水乙醇，配成浓度为 0． 2 g /L
的储备溶液，于!4 ℃保存待用。各取 50 μL 溶液置于 96 孔板中，酶标仪波长设定在 517 nm，37 ℃ 孵化

30 min 后，测定各溶液吸光度值，每个样品平行测 3 次取平均值［16］。自由基清除率( Scavenging ratio，

SＲ) 计算公式如下:

SＲ( % ) = 1 －
Asample － Ablank

Acontrol
× 100% ( 2)

其中，Asample为 DPPH 自由基与抗氧化剂反应 30 min 后溶液吸光度，Acontrol为 DPPH 溶液吸光度。
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3 结果与讨论

3． 1 反应时间对抗氧化能力的影响

将配制好的标准工作液在高效液相色谱仪上进行测定，以标准品的质量浓度为横坐标，以色谱峰面

积为纵坐标，绘制标准曲线( 表 1) 。3 种标准品 SDG，SECO 和 ED 在 10 ～ 200 mg /L 浓度范围内线性关

系良好，相关系数均大于 0． 995，分别以信噪比( S /N) 为 3 和 10 的标准样品量为检出限和定量限，可算

出 SECO，SDG 和 ED 的检出限为 5． 4 ～ 7． 7 mg /L，定量限为 18 ～ 26 mg /L。经过连续 3 天重复测定，得

出日内和日间的相对标准偏差均小于 5． 0%，说明高效液相色谱测定抗氧化剂的抗氧化活性方法准确、
稳定、可行性高。

表 1 SDG，SECO 和 ED 的线性方程，检出限和定量限
Table 1 Linearity，LOD and LOQ of SDG，SECO and ED

抗氧化剂
Antioxidants

回归方程
Ｒegression
equation

相关系数
Correlation
coefficient

( Ｒ2 )

线性范围
Linear range

( mg /L)

检出限
Limit of detection

( mg /L)

定量限
Limit of

quantitation
( mg /L)

SDG y = 1． 879x － 29． 640 0． 995 10 ～ 200 7． 7 26
SECO y = 8． 171x － 90． 875 0． 997 10 ～ 200 5． 4 18
ED y = 7． 802x － 69． 623 0． 998 10 ～ 200 6． 7 22

SDG: Secoisolariciresinol diglucoside; SECO: Secoisolariciresinol; ED: Enterodiol．

图 1 抗氧化剂 SDG，SECO 和 ED 自由基清除率对时

间关系图

Fig． 1 Free radical scavenging rate variation of SDG，

SECO and ED over time

此外，考察了自由基清除活性与反应时间之间

的关系。将 3 种标准品 SDG，SECO 和 ED 分别与

DPPH 反应 10，20，30，40，50 和 60 min，平行 3 次，计

算其 SＲA 值( 图 1 ) 。结果表明，抗氧化剂与 DPPH
自由基的反应在很短 时 间 内 就 可 以 达 到 平 衡，且

SＲA 值在不同反应时间下的变化较小，相对标准偏

差均小于 7． 9%，可以忽略时间对 SＲA 值的影响，使

得本实验更加可靠和便利。
3． 2 DPPH-HPLC 法在单一标准品中的应用

分别将 0． 1 mL 浓度为 0． 2 g /L 的 3 种标准品溶

液( SECO、SDG、ED) 与 0． 1 mL 0． 2 g /L DPPH 自由

基混合反应 20 min，经液相色谱分析，计算出浓度为

Ssample。分别将 0． 1 g /L 的 3 种标准品( SECO，SDG
和 ED) 溶液直接进行液相色谱分析，计算出浓度为 Sblank。通过上述 SＲA 计算公式，得到 3 种标准品的

自由基清除率( 表 2) 。根据 SＲA 值可见，自由基清除活性顺序为: SDG ＞ SECO ＞ ED。3 种标准品和

DPPH 反应前后液相色谱图见图 2。

表 2 单一标准品和混合标准品的自由基清除率
Table 2 Seavenging ratio of the antioxidant ( SＲA) of SDG，ED and SECO by 2，2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ( DPPH) -HPLC
assay and microplate reader assay

抗氧化物
Antioxidants

2，2-二苯基-1-苦肼基-高效液相色谱法
DPPH-HPLC assay( SＲA，% )

单标
Individual standard SDG + ED SDG + SECO SECO + ED SDG + SECO + ED

酶标仪法
Microplate reader assay

( SＲ，% )

单标
Individual standard

SDG 73． 38 66． 69 53． 00 / 63． 29 87． 26
SECO 65． 39 / 31． 16 30． 02 56． 36 56． 36
ED 37． 23 11． 68 / 8． 43 11． 75 43． 15

采用传统的酶标仪测试 SECO，SDG 和 ED 对 DPPH 的自由基清除率( SＲ，按公式( 2) 计算) 。由表 2
可知，DPPH 自由基清除能力顺序为 SDG ＞ SECO ＞ ED。该结果表明，采用酶标仪法结合 DPPH 自由基的
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消失量计算的抗氧化剂清除自由基能力，与采用 HPLC 方法结合抗氧化剂的消失量计算抗氧化剂清除

自由基能力一致，从而进一步验证了 DPPH-HPLC 法测试抗氧化剂清除自由基能力的可靠性和准确性。

图 2 ( A) 为 SECO，SDG 和 ED 混合标准品与 DPPH 自由基

反应前后的液相色谱图; ( B) 为亚麻籽提取物与 DPPH 自由

基反应前后的液相色谱图

Fig． 2 ( A) Liquid chromatogram before and after the reaction of
DPPH and the mixture of SECO，SDG and ED; ( B) Liquid chro-
matogram before and after the reaction of flax extractive and DPPH

3． 3 DPPH-HPLC 法在混合标准品的应用

将标准品 SECO，SDG 和 ED 两两混合，或

3 种混合后，再与 DPPH 反应，结果见表 2，可

知在两两混合或者三者混合标准品中，SECO，

SDG 和 ED 的 DPPH 自由基清除能力均比单

一标准品情况减弱，但仍可以发现 DPPH 自由

基清除率为 SDG ＞ SECO ＞ ED，与单一标准品

清除自由基的活性顺序一致。因此本方法可

用于对天然产物的复杂提取物进行活性筛选。
3． 4 DPPH-HPLC 法在亚麻籽复杂提取物中

的应用

将本方法应用于复杂提取物中抗氧化剂

快速筛选，亚麻籽提取物在 280 nm 波长下检

测发现，亚麻籽提取物中 5 种主要抗氧化成分

参与 DPPH 自由基清除( 图 2B) 。根据高分辨

质谱信息，对 5 种亚麻籽抗氧化剂的结构进行

图 3 SDG、SECO、ED 以及 5 种亚麻籽抗氧化剂的结构

Fig． 3 Structure of SDG，SECO，ED and five antioxidants of flax
seed

解析，结构信息如图 3 所示。化合物 4 和 5 在

质谱 的 正 离 子 模 式 下 的 准 分 子 离 子 峰 为

m/z 704． 3100，在高能量模式下获得相同的碎

片离子 m/z 363． 2797，345． 1663，327． 1570，

295． 1361，221． 1186 和 163． 0747，因此可以判

断化合物 4 和 5 为一对异构体，并且与标准品

SDG 的准分子离子峰和碎片离子峰一致。再

利用液相色谱的保留时间进行比对，因此判断

化合物 4 为 SDG，化合物 5 为 SDG 异构体。化

合物 1 在 正 离 子 模 式 下 得 到 ［M + Na］+

m/z 575． 2081，在高能量模式下，得到碎片离

子m/z 413． 1533，为母离子中性丢失 162 Da，

即葡萄糖苷。继续丢失 48 Da，即 CH2O + H2O
碎片产生碎片离子 m/z 365． 1385。碎片离子m/z 219可推测为 2-甲氧基苯酚。结合上述碎片离子和文

献报道结果，该化合物可鉴定为( 7α-［( β-D-glupyranosyl］oxy) -1-methoxyisola-riciresinol) 。化合物 2 的

［M + Na］+ 离子为m/z 413． 1558，在高能量模式下得到碎片离子m/z 269． 1390和 167． 0713，可以说明有

2，4-二甲氧基苯酚基团存在。碎片离子 m/z 139． 0567 和 123． 0432 表明结构中含有 2-甲氧基苯酚基团。
且整个碎片中未找到丢失糖基的相关碎片，并结合文献报道，化合物 2 可推测为( 6Ｒ，7Ｒ，8S) -1-Methox-
yisolariciresinol。化合物 3 的准分子离子峰为［M + Na］+ m/z 649． 1358。母离子连续丢失两分子的葡萄

糖苷生成碎片离子 m/z 487． 0864 和 325． 0331。其分子量和碎片离子符合蜀葵苷元二葡萄糖苷( Her-
bacetindiglucoside) 的结构特性，并且已有相关文献报道了在亚麻籽中存在该化合物，因此推测化合物 3
为蜀葵苷元二葡萄糖苷。

这 5 种抗氧化剂表现出较强的 DPPH 自由基清除能力。由表 3 可知，自由基清除能力为 SDG 异构

体( 5) ＞ SDG ( 4) ＞ 7α-［( β-D-glupyranosyl) oxy］-1-methoxyisolariciresinol ( 1) ＞ ( 6Ｒ，7Ｒ，8S) -1-Methoxy-
isolariciresinol ( 2) ＞ 蜀葵苷元二葡萄糖苷 ( 3 ) 。结合这 5 种抗氧化剂，标准品 SDG，SECO 和 ED 的

SＲA 数据及其结构信息可知，除了化合物 3 为黄酮类物质，其余均为木酚素。比较化合物 1，2，4 和 5
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发现，它们具有非常类似的结构，化合物 1 和 2 含有六元环，而化合物 4 和 5 不存在六元环，结果表明，

不存在六元环的化合物 4 和 5 具有较强的 DPPH 自由基清除能力，而化合物 1 和 2 的 DPPH 自由基清

除能力较差。比较 SDG 和 SECO，以及化合物 1 和 2 可知，相似结构中，含有葡萄糖苷化合物具有较强

的自由基清除能力，即 SＲA 值: SDG ＞ SECO，化合物 1 ＞ 化合物 2。根据上述数据可知，构效关系在活

性筛选中起到了重要作用。

表 3 亚麻籽提取物的 DPPH 自由基清除率
Table 3 The scavenging ratio of antioxidant ( SＲA) values of five lignans from flax seed extracts

化合物
Compounds

准分子离子( 正)
Precusor ion ( + )

( m/z)

准分子离子( 负)
Precusor ion ( － )

( m/z)

分子量
Molecular weight

( Da)

保留时间
Ｒetention time

( min)

清除率
SＲA
( % )

1 575 551 552 2． 01 35． 0
2 413 389 390 2． 38 32． 9
3 649 625 626 6． 19 6． 5
4 704 685 686 10． 13 60． 6
5 704 685 686 11． 89 74． 2

化合物结构见图 3( The structure of compounds is the same as in Fig． 3) 。

4 结 论

本实验利用 HPLC-DPPH 方法分离筛选出亚麻籽提取物中 5 种抗氧化成分，同时对其抗氧化活性

进行分析。本方法简便、快速、分离度高、稳定性好，可以对复杂混合物直接进行分析，不用对混合物进

行分离纯化，节省了分析时间，适用于粗提物中抗氧化成分的快速分析。
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Evaluation of Antioxidant Activity of Flaxseed Extracts by
2，2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl-High Performance

Liquid Chromatography Assay

LIU Ming-Yu，LI Min，CHEN Juan-Juan* ，GUO Xian，YAN Xiao-Jun
( School of Marine Sciences，Ningbo University，Ningbo 315211，China)

Abstract The free radical scavenging effect of flaxseed was screened by HPLC-DPPH ( 2，2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl-high performance liquid chromatography assay ) and colorimetric DPPH methods． To test the
effectiveness of the approach，three Lignans ( secoisolariciresinol diglucoside ( SDG ) ，secoisolariciresinol
( SECO) and enterodiol( ED) ) with antioxidative properties were investigated both in monomer and mixture．
HPLC conditions were optimized using following methods: Waters XBridge C18 was used as stationary phase，

acetonil /H2O was used as mobile phase and detective wavelength was set at 280 nm． Antioxidant activity of
standards was investigated by reaction with or without DPPH radical for 20 min as sample and control，
respectively． Both of them were analyzed by high performance liquid chromatography． According to the
changes of amount of sample and control，the antioxidant activities of standards were calculated as following
order: SDG ＞ SECO ＞ ED． Based on above DPPH-HPLC assay and UPLC-Q-TOF-MS，antioxidants extracted
from flaxseed were separated，identified and screened． The radical scavenging activities were in the following
order: SDG isomer ( 5 ) ＞ SDG ( 4 ) ＞ 7α-［( β-D-glupyranosyl ) oxy］-1-methoxyisolariciresinol ( 1 ) ＞ ( 6Ｒ，

7Ｒ，8S) -1-methoxyisolariciresinol ( 2) ＞ herbacetindiglucoside ( 3) ． It indicated that the HPLC-DPPH assay
could be successfully used for the antioxidant activity screening of complex flaxseed extract．
Keywords Antioxidant; Flaxseed; High performance liquid chromatography; 2， 2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl; High performance liquid chromatography assay; Lignan
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《有机卤化反应原理及应用》
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这是一本专门介绍有机卤化反应的专著。内容包括卤化剂的性质、卤化反应机理、哪些类型的化合物可以发丰卤化

反应，影响卤化反应的因素、卤化反应在有机合成中的具体应用等。实际上是对每一类有机化合物的卤化反应从理论到

实践进行详细的总结。
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