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贮藏中香椿多酚抗氧化性的变化研究

杜 健 杨 颖 赵明烨 王 军 陈 敏
(中国农业大学食品科学与营养工程学院)

摘要:通过香椿多酚在贮藏过程中抗氧化性的变化，探究贮藏条件对香椿中功能性质的影响。将香椿在 0、5、

10 ℃的温度下分别贮藏一定时间后，采用 DPPH 自由基清除法( DPPH 法)和铁离子还原比色法( FRAP 法)

来评价其多酚抗氧化性的变化，同时用高效液相色谱法( HPLC 法)测定样品中多酚的变化。贮藏后的香椿，

其多酚的抗氧化性均在第 4 天时达到最高，且该变化与香椿中主要的 3 种多酚化合物的含量变化有关。贮

藏温度、时间对于香椿多酚抗氧化活性的变化有着一定的影响，香椿的抗氧化性主要取决于酚酸类物质的

变化。
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DU Jian; YANG Ying; ZHAO Ming-ye; WANG Jun; CHEN Min. Changes of antioxidant activity of

phenolics in Toona sinensis during storage. Journal of Beijing Forestry University(2011) 33 (2)120--

125［Ch，22 ref.］College of Food Science and Nutritional Engineering，China Agricultural University，
Beijing，100083，P. R. China.

The purpose of this study is to investigate the effect of storage conditions on the function of Toona
sinensis by studying the changes of antioxidant activity of phenolics. DPPH assay and ferric reducing
antioxidant power(FRAP) were used to evaluate the changes of antioxidant activity during the storage at
0，5 and 10 ℃ . The content of various phenolic compounds was detected by HPLC. The antioxidant
activity of phenolics in T. sinensis stored at 0，5 and 10 ℃ reached the highest value at the 4th day and
the change could be connected with the changes of three kinds of phenolics in it. So the antioxidant
activity of phenolics is affected by both storage temperature and time，and mainly decided by the changes
of phenolics in T. sinensis.
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香椿(Toona sinensis)为楝科香椿属多年生落叶
乔木，因其嫩芽有特殊香气而得名。香椿的嫩茎、叶

供食用，是为数不多的木本蔬菜之一
［1］。现代医学

研究已经发现香椿中有黄酮、皂甙、萜类等多种活性
成分，其中酚类物质是其主要活性成分

［2］，具有抑

制癌细胞增生
［3］，预防冠心病、高血压、肿瘤等［4］功

效。

香椿在贮藏过程中会发生褐变，有研究表明引

起果蔬酶促褐变反应的主要底物是酚类物质
［5--7］。

郁志芳等
［8］
发现香椿中的结合酚及游离酚含量在

贮藏过程中发生了一定的变化，同时多酚是植物抗

氧化能力的主要贡献物质
［9--10］。因此，贮藏条件的

改变可使多酚的抗氧化性产生一定变化，从而影响

香椿的功能活性。香椿在不同贮藏条件下其抗氧化
性如何变化，还未见相关报道。

抗氧化活性的测定方法有许多种，如 DPPH 法、

TEAC 法、ORAC 法、TRAP 法和 FRAP 法等［11--12］。

为获得确切的评价结论，需要用 2 种或 2 种以上的

方法评定样品的抗氧化活性
［13］。本文采用的 DPPH

自由基清除法 ( DPPH 法) 和铁离子还原比色法
(FRAP 法)，操作简便，易于标准化，适用于大量样
品的测定，而且结果重现性较好，因而广泛用于测定

各种抗氧化剂、食品、生物样品等的抗氧化活
性
［14--16］，是测定多酚抗氧化活性最常用的 2 种方
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法
［15］。
目前对于多酚抗氧化性的讨论多与总酚变化相

联系，本研究中采用了高效液相色谱法(HPLC 法)，
检测贮藏中变化最大的多酚组分，探究多酚抗氧化

活性与多酚主要组分含量变化之间的关系，以深入

探讨香椿抗氧化性的变化原因。

1 材料与方法
1. 1 实验材料
香椿采自北京市门头沟区。选用新鲜、完整的

嫩香椿作为试材。
1. 2 实验试剂及仪器

实验试剂:DPPH(1，1--二苯基--2--三硝基苯肼，
分析纯，SIGMA-ALDRICH)，TPTZ (三吡啶三吖嗪，
分析纯，ACROS-ORGANICS)，正己烷、乙酸乙酯、无

水乙醇、FeSO4、BHT(2，6--二叔丁基--4--甲基苯酚)、
NaAc·3H2O、FeCl3 均为国产分析纯试剂。
实验仪器:旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器

厂)、722 型可见分光光度计(上海恒平科学仪器有

限公司)、JY92--IIN 超声波细胞破碎仪(宁波新艺超

声设备有限公司)、PWC--214 分析天平(艾德姆衡
器有限公司)、MA30 水分测定仪(德国 赛多利斯

SARTORIUS)、HH·SY11--N1 型水浴锅(北京市长风
仪器仪表公司)。
1. 3 实验方法
1. 3. 1 样品处理
将香椿放在筐中，套上 0. 03 mm 厚的黑色聚乙

烯薄膜袋，分别置于 0、5、10 ℃的冷库中，于 85% ～
95%相对湿度下挽口贮藏。贮藏于 0 ℃下的香椿变
化极慢，实验中在第 2、4、8、14、22 天取样，第 22 天
时腐败严重，无法继续贮藏;贮藏于 5、10 ℃下的香
椿分别到第 14 天和第 11 天时严重腐败，分别于第
2、4、8、12、14 天以及第 2、4、6、8、11 天时取样。样
品叶茎分离后，将香椿叶用避光密封袋真空密封，液

氮速冻后立刻置于 － 40 ℃冰箱中存放。
1. 3. 2 香椿多酚的提取
取出贮存于 － 40 ℃冰箱中的香椿样品，迅速加

入液氮后研磨至粉末状，平行称取 3 组样品，并测定
水分含量，本文中的香椿多酚含量均以干质量计量。
每份称 6. 00 g 香椿粉末，按料液比 1 ∶ 30，每次

加入 30 mL 50% 乙醇并用细胞破碎仪超声提取 3
min，过滤并收集滤液，重复 6 次，合并滤液，于 40 ℃
下旋转蒸发除去乙醇;将浓缩液用 90 mL 正己烷脱
脂(每次 30 mL，脱脂 3 次);再用 90 mL 乙酸乙酯 /
无水乙醚(体积比为 1 ∶ 1)萃取香椿多酚，收集上层
的有机层(每次 30 mL，重复操作 3 次);乙酸乙酯 /

无水乙醚相用无水硫酸钠干燥，将合并的乙酸乙酯 /
无水乙醚相于 30 ℃下旋干，用 50% 乙醇定容。由
此制备得到香椿多酚提取液的平行样 1 号、2 号、3
号，用于抗氧化性的测定和高效液相色谱测定。
1. 3. 3 DPPH 自由基清除法(DPPH 法)
香椿多酚提取液的 DPPH 自由基清除测定是在

张丽平等
［17］
总结的方法上加以改进而得。分别在

试管中加入 50 μL 不同浓度梯度的样液，1. 0 mL 的
无水甲醇，1. 0 mL、200 μmol ( 即 79 μg /mL ) 的
DPPH 甲醇溶液，混匀作为实验组，在室温下避光放
置，在 517 nm 下从 0 min 开始，每隔 10 min 测定反
应液的吸光值直至 60 min;对照组采用无水甲醇替
代样液，其他操作同上;空白为无水甲醇。该反应的
测定指标为吸光值，用半数抑制浓度值( IC50 )评价

样品对 DPPH 自由基的清除能力。 IC50值指的是将

原始 DPPH 甲醇溶液的浓度降低 50% 时所需的抗
氧化剂(样品)的浓度。清除率越高，IC50值越小，其

所对应的样品清除 DPPH 自由基的能力越强，抗氧
化活性越高。

DPPH 自由基的清除率表示为:

清除率 =
A1 － A2

A1

× 100%

式中:A1 为对照组的吸光值，A2 为加入样液的实验

组的吸光值。
1. 3. 4 铁离子还原比色法(FRAP 法)

FRAP 法是测定抗氧化剂还原铁离子的能力。

其原理为Fe3 + --TPTZ 可被样品中的抗氧化剂还原为
Fe2 + --TPTZ 而呈蓝色，并于 593 nm 处有最大吸光
度，以 1. 0 mmol /L FeSO4 为标准，依此可计算出样

品抗氧化活性
［15］。

香椿多酚提取液的 FRAP 法测定参照 Benzie

等
［18］
方法。将 10 mmol /L 的 TPTZ、20 mmol /L 的

FeCl3·6H2O 与 pH 3. 6 的 0. 3 mol /L 醋酸缓冲液以
1∶ 1∶ 10 的体积比混合得到 FRAP 鲜液，置于 37 ℃

水浴中保温。取 3 600 μL 的 FRAP 鲜液与 360 μL
去离子水、120 μL 适当浓度的香椿多酚提取液(用
50%乙醇溶液稀释)充分混合，在 593 nm 下从 0 min
开始，每隔 10 min 测定反应液的吸光值直至 60
min。空白采用 120 μL 去离子水代替样品。该反应
的测定指标为吸光值。以能够还原得到 1 mol /L
Fe2 +
所需的抗氧化剂(样品)的量来评价样品铁还

原能力的强弱，所需的样品量越少其抗氧化活性越

高。

绘制Fe2 + --TPTZ 标准曲线，得到 y = 0. 000 6 x －
0. 000 4 ( R2 = 0. 999 9 )，由此计算得到在 593 nm

下，含有 1 mol /L Fe2 +
的反应液的吸光值应为
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0. 599 6，以此作为参照评价多酚样品的铁还原能
力。
1. 3. 5 高效液相色谱法测定香椿多酚的组分
通过 Yang 等［19］建立的液质联用方法，鉴定香

椿多酚的组成并得到高效液相谱图，分离得到了没

食子酸、没食子酸乙酯、五没食子酸葡萄糖酯
(5GG)、六没食子酸葡萄糖酯(6GG)、七没食子酸葡

萄糖酯(7GG)、槲皮素--3--O--葡萄糖苷、槲皮素--3--

O--鼠李糖苷、山奈酚--3--O--鼠李糖苷这 8 种主要的
香椿多酚组分，其中没食子酸衍生物包括没食子酸

乙酯、5GG、6GG、7GG。

2 结果与讨论
2. 1 香椿多酚清除 DPPH 自由基能力的动力学
特性

DPPH 是一种稳定的自由基，其稳定性源自苯
环的共轭和位阻及硝基的吸电子作用，它在 517 nm
处有较强的吸光值，当有自由基清除剂存在时，可与

其单电子配对而使吸光值降低。植物多酚对稳定自
由基 DPPH 的清除作用在于多酚可以捕获 DPPH 自
由基，然后发生竞争反应，最主要的是多酚形成更稳

定的自由基，这些自由基之间可以偶合，形成聚合的

多酚分子;相对而言，多酚自由基继续引发自由基链

反应的趋势要弱得多
［15，20］。

按照 1. 3. 3 方法，测定不同浓度下的香椿多酚
提取液与 DPPH 自由基作用所产生的吸光值在 0 ～
60 min 内的变化，并由此得到多酚清除自由基能力
的动力曲线图，如图 1 所示。

图 1 不同浓度的香椿多酚对 DPPH 自由基的清除能力

Fig. 1 Scavenging effects of different concentrations

of phenolics in T. sinensis on DPPH radicals

从图 1 可见，在 60 min 内，DPPH 这种稳定的自
由基在甲醇溶液中几乎不发生变化(最上面一条

线)，因此溶剂不会对实验造成干扰。同时图 1 表
明，香椿多酚提取液清除 DPPH 自由基动力学反应

模式表现为浓度及反应时间的双重依赖关系。香椿
多酚的含量越高，对 DPPH 自由基的清除能力越强，
在反应的第 10 分钟时，香醇提取液浓度每增加
62. 8 μg /mL，清除率可提高 15%左右。不同浓度的
多酚对于 DPPH 的清除能力随时间的变化呈现一致
的趋势，在反应的前 10 min 内，吸光值迅速下降，之
后逐渐趋于平缓，反应达到稳态大约需要 50 min，在
60 min 时吸光值稳定不变，此时多酚已最大程度地
提供质子，与 DPPH 自由基反应，故可将反应 60 min
时的吸光值作为反应终点计算清除率。
将香椿多酚提取液配制成 62. 8、125. 6、188. 4、

251. 2 μg /mL 4 个浓度梯度，按照 1. 3. 3 方法计算
得到该组多酚对 DPPH 的清除率依次为 23. 33%、
49. 46%、67. 72%、85. 77%，从而可算出清除 50%
DPPH 自由基所需的多酚浓度为 137. 55 μg /mL。
以抗 氧 化 剂 BHT 标 准 品 作 为 参 照，配 制 成
182. 926 8、365. 853 7、548. 780 5、731. 707 3 μg /mL
4 个浓度梯度的标准液进行清除 DPPH 自由基的实
验，计算得到 BHT 的 IC50值为 478. 00 μg /mL。
从图 2 中可以看出，不同浓度的香椿多酚及

BHT 与 DPPH 自由基清除率之间均有较强的线性
相关性，香椿多酚与 BHT 相比具有更大的斜率，同
样清除 50% DPPH 自由基所需要的香椿多酚含量仅
为所需 BHT 含量的 29%。

图 2 香椿多酚及参比物 BHT 与 DPPH

自由基清除率的相关性

Fig. 2 Correlations between different concentrations of

phenolics and the scavenging on DPPH radicals

2. 2 香椿多酚铁离子还原能力的动力学特性
香椿多酚具有一定的还原能力，可将 Fe3 +

还原

成 Fe2 +，Fe2 + --TPTZ 络合物在 593 nm 下的吸光值大
小可反映出香椿多酚还原力的强弱，吸光值越高，样

品还原铁离子的能力越强，其抗氧化活性越高。按
照 1. 3. 4 方法，测定不同浓度下的香椿多酚将 Fe3 +

还原成 Fe2 +
生成的Fe2 + --TPTZ 络合物在 0 ～ 60 min

内的吸光值变化，由此得到多酚还原铁离子能力的

动力曲线图，如图 3 所示。
从图 3 中可看出，香椿多酚提取液还原铁离子
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图 3 不同浓度的香椿多酚还原铁离子的动力曲线

Fig. 3 Reaction kinetics of different concentrations

of phenolics extracted with FRAP assay

动力学反应模式表现为浓度及反应时间的双重依赖

关系。即反应液中香椿多酚含量越高，还原铁离子
能力越强;反应时间越长，香椿多酚还原铁离子能力

越强，在反应的前 10 min 内，香椿多酚提取液还原
铁离子的速率激增。据 Xiong 等［14］报道，FRAP 方
法中的反应持续进行到 200 min 后方达到稳态;冯
卫华
［21］
研究表明，反应 50 min 后吸光值增加非常

缓慢，已有达稳态时的 80% 的铁离子被还原，反应
50 min 以上基本可视为达到稳态。本研究表明，反
应 60 min 时基本达到稳态，故选择反应 60 min 时的
吸光值作为终止点，用于评价样品的铁离子还原能

力。
反应 60 min 时的吸光值与香椿多酚浓度之间

的相关性如图 4 所示，当香椿多酚浓度为 137. 525
μg /mL(A = 0. 599 6)时，可还原得到 1 mol Fe2 +。图
4 还给出了以抗坏血酸( Vc) 作为标准品，配制成
110. 294 1、220. 588 2、330. 882 4、441. 176 5 μg /mL
4 个浓度梯度的标准液进行铁离子还原实验，得到
吸光值与 Vc 标准液浓度之间的关系，即还原得到 1
mol /L Fe2 +

所需的 Vc 浓度为 232. 94 μg /mL。

图 4 香椿多酚及参比物 Vc 与还原铁离子能力的相关性

Fig. 4 Correlations between phenolics and Vc on the ferric reducing

由此可见，不同浓度的香椿多酚及 Vc 与 Fe2 +

吸光值之间均有较强的线性相关性，香椿多酚具有

更大的斜率。137. 525 μg /mL 香椿多酚与 232. 94
μg /mL 的抗坏血酸具有相同的还原力，多酚对铁离
子的还原能力比抗坏血酸的还原力高出 41%。
2. 3 贮藏中香椿多酚抗氧化性的变化
多酚是植物抗氧化能力的主要贡献物质

［9--10］，

Wang 等［22］研究特别指出，没食子酸及其衍生物具
有很强的抗氧化性，本实验室的前期研究表明没食

子酸及其衍生物为香椿多酚的主要组分，因此香椿

的抗氧化性可能主要取决于这些酚酸类物质。
2. 3. 1 DPPH 自由基清除法评价贮藏多酚的抗氧
化性变化

将经过 1. 3. 1 处理的香椿贮藏样品按照 1. 3. 2
的方法进行提取，制备得到的多酚提取液分别用

50%乙醇稀释 20、40、80、160 倍后，按照 1. 3. 3 的方
法测定不同浓度梯度的香椿多酚对 DPPH 自由基的
清除能力，并计算出 IC50值，得到不同贮藏条件下香

椿多酚与 DPPH 自由基清除能力的关系图，如图 5
所示。

图 5 香椿多酚清除 DPPH 自由基能力与贮藏条件的关系

Fig. 5 Correlations between the DPPH reducing ability of

phenolics and the different storage conditions

图 5 显示的是香椿在温度分别为 0、5、10 ℃贮
藏期间其多酚对 DPPH 自由基清除能力的变化。随
着贮藏时间的延长，清除 50% DPPH 自由基所需的
香椿多酚量基本上为先减少后增多，即抗氧化性呈

现先增强后减弱的趋势。
本实验室在前期研究中，按照 1. 3. 5 的方法

检测了香椿在不同贮藏条件下 8 种主要多酚组
分，通过归一化数据处理，从各个色谱峰的面积积

分值得到了贮藏过程中香椿多酚主要组分的变化

趋势。
分析贮藏过程中 8 种主要多酚的含量变化与清

除 DPPH 自由基能力之间的关系，得知其中 3 种酚
酸葡萄糖酯(5GG、6GG、7GG) 的含量变化最为显
著，且与清除 DPPH 自由基的能力有一定的相关性，
如图 6 所示。其中 0 ℃第 4 天时贮藏样中的多酚对
DPPH 自由基的清除能力最强，同时 3 种酚酸类物
质含量也均在第 4 天时达到最高。5 ℃ 时，6GG、
7GG 在第 4 及 12 天时含量较高，相应的对 DPPH 自
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由基的清除率也在第 4、12 天时较强。10 ℃下贮藏
的香椿多酚清除 DPPH 自由基的能力在第 4 和 5 天

时达到最高，相应的 5GG、6GG 及 7GG 的含量均在
第 4、5 天时较高。

图 6 不同贮藏条件下香椿多酚清除 DPPH 自由基能力与没食子酸衍生物含量变化的关系

Fig. 6 Correlations between the DPPH reducing ability of phenolics and the content of gallic acid derivant

综上所述，没食子酸衍生物对于 DPPH 自由基
的清除具有很大的贡献，由于没食子酸及其衍生物

具有很强的抗氧化性，故此时抗氧化性的增高源于

几种没食子酸衍生物含量的增加。
2. 3. 2 FRAP 法评价贮藏多酚的抗氧化性变化
将贮藏样品提取、稀释后，按照 1. 3. 4 方法测定

贮藏样品中的多酚对铁离子的还原能力，并计算出

还原得到 1 mol Fe2 +
所需的多酚含量，图 7 为香椿

多酚对铁离子的还原能力与不同贮藏条件的关系。

图 7 香椿多酚还原铁离子能力与贮藏条件的关系

Fig. 7 Correlations between the ferric reducing ability

of phenolics and the different storage conditions

图 8 香椿多酚还原铁离子能力与没食子酸衍生物含量变化的关系

Fig. 8 Correlations between the ferric reducing ability of phenolics and the content of gallic acid derivant

图 7 为香椿经 0、5、10 ℃ 贮藏后其多酚还原
Fe3 +
能力的变化，还原得到 1 mol Fe2 +

所需多酚的

含量呈现先减少后增多的趋势，即贮藏样品的还原

力先增高后降低，基本与清除 DPPH 自由基的趋势
一致。
按照 1. 3. 5 的方法分离并经过液相归一化数据

处理后，得到香椿多酚还原铁离子的能力与 5GG、
6GG、7GG 这 3 种酚酸葡萄糖酯类物质的含量变化
有一定相关性。其中 0 ℃下贮藏的香椿多酚在第 4
天时具有较高的还原力，相应的 5GG、6GG 和 7GG
的含量均第 4 天时达到最高。5 ℃下第 4 和 12 天
时 6GG、7GG 的含量较高，使得此时多酚还原铁离
子的能力相对较强。10 ℃下第 4 天时多酚还原铁
离子能力最强，此时 5GG、6GG 及 7GG 的含量也在
第 4 天时最高(图 8)。
综上所述，经贮藏后的没食子酸衍生物含量越

高，相应的贮藏样品中多酚所表现出的还原力越强，

与 DPPH 方法得到的结论相符，进一步证明香椿的
抗氧化性主要决定于这些酚酸类物质。

3 结 论

香椿在贮藏过程中会发生褐变，贮藏条件的改

变使多酚的组分含量发生了改变，从而对其抗氧化

性产生一定的影响。本实验室的前期研究表明没食
子酸及其衍生物为香椿多酚的主要组分，由于没食

子酸及其衍生物具有很强的抗氧化性
［22］，本文主要

关注其含量的变化与多酚抗氧化性之间的联系。
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选用 DPPH 自由基清除法(DPPH 法)和铁离子
还原比色法(FRAP 法)评价香椿经贮藏后多酚提取
液的抗氧化活性变化，并分析了该变化与样品中没

食子酸衍生物含量变化之间的关系，得到如下结论:

1)DPPH 自由基清除法及铁离子还原比色法的
动力学反应模式表现为对香椿多酚浓度及反应时间

的双重依赖关系，选择 60 min 时较为稳定的吸光值
作为反应终点，用于计算对 DPPH 自由基的清除率或
用于评价样品的铁离子还原能力，数据重现性较好，

可用于测定大批量样品的抗氧化性。
2)DPPH 自由基清除法测定中，香椿多酚同 BHT

标准品相比，清除 50% DPPH 自由基所需要的香椿多
酚含量仅为所需 BHT 含量的 29% ;在铁离子还原比
色法测定中，香椿多酚与抗坏血酸标准品相比，同样

还原得到 1 mol Fe2 +
所需的香椿多酚含量为抗坏血

酸的 41%。可以看出，香椿多酚具有较强的抗氧
化性。

3)采用 DPPH 自由基清除法和铁离子还原比色
法分别测定了香椿在不同贮藏条件下多酚抗氧化性

的变化，并与 HPLC 法检测的主要多酚组分含量变化
规律对比，可以看出，在 0、5、10 ℃下贮藏第 4 天时，
多酚清除 DPPH 自由基的能力及对铁离子的还原能
力均最强，同样在该贮藏条件下 5GG、6GG、7GG 3 种
酚酸葡萄糖酯类物质的含量也达到最高。

4)采用 DPPH 自由基清除能力与铁离子还原能
力来评价香椿多酚提取液的抗氧化性，得到的结果相

符，2 种方法均适用于评价香椿多酚抗氧化活性。香
椿的抗氧化性主要取决于 5GG、6GG、7GG 3 种没食子
酸葡萄糖酯类物质，多酚抗氧化性的变化与酚酸类物

质含量的变化正相关。
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