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橄榄果实单宁的抗氧化能力研究。
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摘 要 对橄榄果实中的总酚含量与可溶缩合单宁含量进行了测定，并利用二苯基苦基苯肼自由基(DPPH)和

铁离子还原／抗氧化能力测定(FRAP)法，研究了橄榄果实中单宁的自由基清除能力及抗氧化活性。结果表明：

橄榄果实中总酚含量较高[(572．35士39．72)mg／g(干重)]，用正丁醇一Hcl法测得缩合单宁的含量为(1．47士

o．02)mg／g(干重)，用DPPH法和FRAP法研究其自由基清除能力及抗氧化活性表明，橄榄果实单宁具有较高

的自由基清除能力(IC50为48．45“g／mL)，及较强的抗氧化能力(2．955 mmol AAE／g)。
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橄榄(C口咒口一“优口Z她m Lour．Rauesch．)为橄榄

科橄榄属常绿乔木，生于低海拔的杂木林中或山坡上

以及沿海低丘陵地区，主要分布在福建、广东、广西、

台湾等南方省份[1]。橄榄果实又名青果，为我国传统

中药材，具有清热、利咽、祛痰、生津、健脾、解毒等功

效，用于咽喉肿痛、咳嗽、烦渴、鱼鳖中毒等[2]。近年

来橄榄叶提取物在美洲和欧洲用作膳食补充剂以增

强免疫功能，并作为天然抗氧化剂和自由基清除剂应

用于食品、医药行业和化妆品中，需求量逐年上升。

橄榄中的没食子酸类多酚为其主要的药效成分，但目

前对橄榄中多酚类化合物的研究尚未见报道。

为更好的开发利用橄榄资源，文中对橄榄果实中

多酚类提取物抗氧化活性进行了探讨，选用DPPH

和FRAP两种方法测定其抗氧能：二苯基苦基苯肼

自由基(DPPH)(1，1一dipheny-2一picryhydrazyl)是一

种稳定的自由基，其甲醇溶液呈紫色，在可见光区最

大吸收峰为517 nm。当自由基清除剂加到DPPH

溶液中时，吸光值减少。因此，可通过吸光值减弱的

程度来评价自由基被消除的情况。抗氧化剂消除自

由基能力越强，其抗氧化活性越高。Fe3+一三吡啶三

吖嗪(tripyridyl—triazine，TPTZ)可被样品中还原物

质还原为Fe2+，呈现出明显的蓝色，并于593 nm处

具有最大吸收峰，由吸光值可计算样品总的抗氧化能

力。本文从清除自由基能力和总抗氧化能力2方面

来综合评价橄榄果实中单宁物质的抗氧化活性，较为

全面地评估了橄榄果实的抗氧化活性。
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1材料与方法

1．1材料与仪器

新鲜橄榄果实由福州大世界橄榄有限公司提供，

于一20℃保存。

实验所用有机溶剂均为分析纯；多酚含量及正丁

醇一HCl法对缩合单宁的测定以纯化的橄榄果实单宁

为标准物；样品纯化所用色谱填料是Sephadex LH

一20(Amersham公司)；DPPH，TPTZ，丁基羟基茴

香醚(BHA)，抗坏血酸均为Sigma公司产品；实验用

水为二次去离子水。

SHz-ⅢB循环水真空泵(上海)；SENC0旋转蒸

发仪(上海)；DK一526电热恒温水浴锅(上海)；Uv-

2100紫外可见分光光度计；Fnl冷冻干燥机(北

京)。

1．2实验方法

1．2．1 单宁的提取与纯化

取橄榄果实200 g，加入500 mL体积分数70％

的丙酮溶液后用组织捣碎机捣碎，浸提30 min，重复

提取3次。收集提取液在30℃旋转减压蒸发除去丙

酮，含有缩合单宁的水相用正己烷萃取3次后将水相

冷冻干燥以得到单宁粗提物，粗提物用少量体积分数

50％甲醇溶液溶解后上Sephadex LH一20色谱拄，用

体积分数50％甲醇溶液作洗脱液去杂，用体积分数

70％丙酮溶液洗脱并收集纯化的单宁组分。30℃旋

转减压蒸发除去丙酮，水相冷冻干燥，样品置于

一20℃下保存备用。纯化得到的橄榄果实单宁为浅

白色粉末。

1．2．2样品溶液的制备

取O．1 g新鲜橄榄果实样品，与2 mL左右体积

  



分数70％丙酮溶液混合后研磨成浆。转移到25 mL

容量瓶中，蒸馏水定容，室温下避光保存备用。

1．2．3 总酚的测定[33

取0．3 mL样品溶液，加入2．7 mL蒸馏水后充

分混匀。加入1 mL铁氰化钾溶液，并立即加入1

mL含1 mol／L HCl的FeCl3溶液，混合完全后，置

于(24士1)℃条件下反应15 min。然后加入3 mL

6．02 mol／L的磷酸溶液，充分混合后放置2 min，加

入2 mL质量分数为1％阿拉伯胶水溶液，充分混合，

3～5 min后在700 nm下用分光光度计测定吸光值，

蒸馏水作参比。

标准曲线的绘制：将纯化得到橄榄果实单宁样品

配成浓度梯度为0、40、80、120、160、200弘g／mL的水

溶液，各浓度取O．3 mL，加入2．7 mL蒸馏水后充分

混匀。按以上步骤依次加入铁氰化钾溶液、FeCl。溶

液等试剂，最后测定吸光值并绘制成相应的标准曲

线。

1．2．4可溶缩合单宁的测定L41

取1 mL样品溶液，加入6 mL正丁醇一HCl(体积

比95 t 5)溶液，沸水浴75 min。冰水冷却后在550

nm下用分光光度计测定，空白液用蒸馏水。

标准曲线的绘制：将纯化得到橄榄单宁样品配成

浓度梯度为o、20、40、60、80、100肛g／mL的水溶液，

各浓度取1 mL，加入6 mL正丁醇一HCl(体积比95：

5)溶液，按以上方法处理后，测定吸光值并绘制成相

应的标准曲线。

1．2．5 DPPH法测定自由基清除能力[53

配制质量分数为o．004％DPPH甲醇溶液，避

光保存。加不同浓度的样品溶液O．1 mL和3 mL的

质量分数为o．004％DPPH甲醇溶液于10 mL试管

中，设3个重复。摇匀后室温放置30 min，以甲醇溶

剂做空白对照，测定其在517 nm处的吸光度值

A样品。另测3 mL DPPH溶液与0．1 mL甲醇溶剂混

合后在517 nm处的吸光度值A空白。橄榄果实单宁

对DPPH自由基的清除率用抑制率K(％)来表示。

K／％=[(A空白一A样晶)／A空白]×100

式中：A样品，3 mL DPPH溶液+o．1 mL单宁

溶液的吸光度；A空白，3 mL DPPH溶液+O．1 mL

甲醇溶剂的吸光度。

1．2．6 FRAP分析法测定抗氧化能力

参照Benzie与Strain的方法[引。该方法原理为

TPTZ可被样品中的还原物质还原为二价铁形式，呈

现出明显的蓝色，并于593 nm处具有最大光吸收，

根据吸光度的大小计算样品抗氧化活性的强弱。步

骤如下：取0．1 mL样品溶液(必要时稀释)，加入3

mL TPTZ工作液(由O．3 mol／L醋酸盐缓冲液25

mL，10 mmol／L TPTZ溶液2．5 mL，20 mmol／L

FeCl3溶液2．5 mL组成)，混匀后25℃反应5 min，

593 nm测定吸光度。实验结果以达到相同抗氧化能

力的抗坏血酸的量来表示。

标准曲线的绘制：取O．01 m01／L的抗坏血酸溶

液1、2、3、4、5 mL分别置于1～58 50 mL容量瓶中，

用体积分数50％甲醇溶液定容到刻度，即得到O．2、

O．4、O．6、O．8、1．O mm01／L的抗坏血酸标准液，参比

样为去离子水。各标准液分别与TPTZ工作液反

应，593 nm处测得吸光度值，绘制标准曲线。

2结果与讨论

2．1橄榄果实中总酚及可溶缩合单宁含量

橄榄果实中总酚含量高达(572．35±39．72)

mg／g(干重)，可见橄榄果实中具有较高的总酚含量，

植物单宁的多元酚结构赋予其一系列独特的化学性

质；单宁与蛋白质的结合是其最重要的特征，单宁与

蛋白质结合的能力称之为收敛性或涩性，收敛性是单

宁多种生理活性的基础。橄榄果实中可溶性缩合单

宁含量较低，为(1．47±0．02)mg／g(干重)。

2．2橄榄果实单宁的自由基清除作用

DPPH分光测定法，在国内外广泛用于清除自由

基物质性质的研究与天然抗氧化剂的筛选。DPPH

是一种性质较为稳定的自由基，其甲醇溶液显紫色，

在517 nm处有最大吸收，当有自由基清除剂存在

时，DPPH的单电子由于被配对，DPPH浓度减小而

使其颜色变浅，在517 nm处的吸光度值变小，这种

颜色变浅的程度与配对电子数成化学计量关系，因此

可用比色法进行定量分析。清除剂直接作用于DP—

PH自由基，反应时间短，用一般的分光光度计即可

测定，故该方法操作简单、直接、灵敏、快速。按前述

自由基清除率测试方法，对橄榄果实单宁的自由基清

除率进行测定，并以常用的抗氧化剂丁基羟基茴香醚

(BHA)和抗坏血酸作为对照，结果见表1。

较低的IC。。值表示较高的自由基清除能力，从表

1中可以看出，橄榄果实单宁的自由基清除能力

(IC50，48．45肛g／mL)高于人工合成抗氧化剂BHA

(ICso，57．46弘g／mL)和抗坏血酸(ICs。，78．25弘g／

mL)。表明橄榄果实单宁具有较高的自由基清除能

力。实验还发现，随着单宁样品浓度的增加，自由基
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清除能力也逐渐增强(见图1)。植物多酚的抗氧化

性是一种综合效应，其抗氧化性是通过几种途径综合

体现出来的：缩合单宁以大量的酚羟基作为氢供体，

对多种活性氧具有清除作用，可将单线态氧1 0z还原

成活性较低的三线态氧30：，减少氧自由基产生的可

能性，同时也是各种自由基有效的清除剂，生成活性

较低的多酚自由基，打断自由基氧化的链式反应；其

次，植物多酚可以邻位二酚羟基与金属离子螯合，减

少金属离子对氧化反应的催化；再者，对于有氧化酶

存在的体系，如体内主要的氧自由基生成的源头

XOD，多酚对其有显著的抑制能力；植物多酚还能与

V。和V。等抗氧化剂之间产生协同效应，具有增效

剂的作用。因此可以推论：植物单宁的抗氧化性来源

于多酚分子中大量的酚羟基，来源于多酚独特的分子

结构[7]。进一步设想，多酚分子中的酚羟基含量越

大，其抗氧化性可能越强。

裹1橄榄果实单宁的抗氧化能力

抗氧化能力

样 品DPPH自由基清除能力1’ FRAP2’

IC50／|工g·mL一1 ／mmol(AAE)·g一1

注：1)DPPH自由基清除能力以达到50％DPPH自由基抑制率的抗

氧化荆浓度来表示；2)FRAP抗氧化性值以达到相同抗氧化能力的

抗坏血酸的量来表示(mmol AAE／g)13)BHA，丁基羟基茴香醚l数

据为平均值土SD(n一3)。

(BHA，实验结果表示为3组数据的平均值±标准差)

图1橄榄果实单宁及2种抗氧化剂的DPPH

自由基清除能力随浓度变化规律

2．3橄榄果实单宁的FRAP抗氧化能力测定

由表1可以看出，橄榄果实中单宁的FRAP抗

氧化性值虽然低于人工合成的常用抗氧化剂BHA

的FRAP抗氧化性值，但仍然表现出较高的抗氧化

能力。实验发现，橄榄果实中总酚含量较高，其DP—

PH自由基清除率和FRAP值也较高，说明橄榄果实

中酚类物质的含量与其抗氧化性密切相关。
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由Benzie和Strain建立的FRAP分析法原理明

确，操作简便，不需特殊仪器，易于标准化，已用于测

定不同抗氧化物质、食物与生物样品的抗氧化活性，

但是它所测结果反映的不是样品针对某一种自由基

的清除活性，而是样品总的还原能力，一些学者因此

认为该法测定结果可用来反映样品的总抗氧化活

性[6I。

3 小 结

根据对橄榄果实中的总酚含量与可溶缩合单宁

含量进行了测定，发现橄榄果实中总酚含量极高。同

时实验采用了2种体外抗氧化实验模型，研究了橄榄

果实中单宁的DPPH自由基清除能力及FRAP抗氧

化能力。结果表明，橄榄果实单宁具有较强的自由基

清除能力及FRAP抗氧化活性。而且在各体系中，

橄榄果实单宁的抗氧化活性与其浓度之间均有良好

的量效关系。因此，橄榄果实单宁具有良好的抗氧化

活性，可进一步研究开发为抗氧化功能性食品。
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