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摘　要：选用过氧化氢体系、羟基自由基体系、超氧阴离子自由基体系、亚硝酸盐体系、还原能力对
蓝莓冻果多酚粗提物进行抗氧化活性的测定，并与ＶＣ做对比。在试验浓度范围内（０．５～１０ｍｇ／

ｍＬ），蓝莓冻果的多酚粗提物对几种体系有不同程度的抗氧化作用，清除过氧化氢能力较强，清除
羟基自由基和亚硝酸盐的能力明显弱于ＶＣ，还原能力及清除超氧阴离子能力与ＶＣ较为接近。
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　　蓝莓（ｂｌｕｅｂｅｒｒｙ），又称越橘、蓝浆果，属杜鹃花
科（Ｅｒｉｃａｃｅａｅ）越橘属（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ．ｓｐ）多年生落叶
或常绿灌木。蓝莓果实近圆形，呈现深蓝色。蓝莓
果含有丰富的花色苷，另外还含有碳水化合物、有
机酸、纤维素、ＶＣ、黄酮、钾、钙、磷等矿物质［１－３］。
此外蓝莓果实中富含有大量的单宁类物质，同花色
苷、黄酮物质等一起称为蓝莓多酚物质。
自由基是生物体新陈代谢过程中产生的一类

可以单独存在的具有高度氧化活性并带有一个或

几个不配对电子的原子团或原子，其化学性质相当
活跃。近年来人们对健康的关注度越来越高，关于
自由基的生理特性和毒性研究也越来越为深入。
研究表明，体内自由基的存在跟心脑血管疾病、糖
尿病、肝炎等有极为密切的关系，致癌、促癌和癌的
形成也都有氧自由基的产生和参与［４］。因此，有关
抗氧化剂清除自由基的研究受到广泛的关注，能够



起到抗氧化作用的果蔬等更是关注的焦点。
国外对蓝莓花色苷类物质的功能性研究起步

较早且较为透彻，有很多相关的文献报道［５－７］，日本
更有专门生产蓝莓保健品的企业。在中国，由于资
源限制等各种因素，对蓝莓的研究和加工利用起步
较晚，对蓝莓功能性成分的研究报道相对较少。李
颖畅等人进行了蓝莓花色苷的大孔树脂纯化研

究［８］。本文主要研究了蓝莓多酚粗提物在过氧化
氢体系、羟基自由基体系、超氧阴离子自由基体系、
亚硝酸盐体系、还原能力等体系中清除自由基的作
用，并与ＶＣ作对比。

１　实验材料

１．１　实验原料
蓝莓冻果：浙江海通食品集团提供。

１．２　实验仪器与试剂

７２１可见分光光度计：上海第三分析仪器厂生
产；ＨＨ－Ｓ型水浴锅：郑州长城科工贸有限公司产
品；ＣＪＪ７８－１型磁力加热搅拌器：金坛市大地自动化
仪器厂生产；ＦＡ１１０４分析天平（ｄ＝０．００１ｇ），上海
天平仪器厂生产；飞鸽ＴＤＬ－６０Ｂ离心机：上海安亭
科学仪器厂生产；Ｒ２０５Ｂ旋转蒸发仪：上海申顺科
技有 限 公 司 产 品；Ｕ４１０ 超 低 温 冰 箱：Ｎｅｗ
ＢＲＵＮＳＷＩＣＫ　ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ　ＣＯ．；冷冻干燥机：实
验室自行设计组装。
无水乙醇、单宁酸、ＦＣ试剂、亚硝酸钠、硫酸

铝、无水乙酸钠、冰醋酸、三氯乙酸、硫代硫酸钠、柠
檬酸、无水碳酸钠、可溶性淀粉、碘化钾、浓硫酸、邻
二氮菲、柠檬酸、酒石酸、抗坏血酸、ＦｅＣｌ３、ＦｅＳＯ４、

Ｈ２Ｏ２、Ｋ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、ＮａＯＨ、盐酸萘乙二胺、
邻苯三酚、三羟基胺基甲烷（Ｔｒｉｓ）、亚硝酸纳、浓盐
酸、去离子水。

２　实验方法

２．１　蓝莓冻果粗多酚的提取及有效成分的测定
取蓝莓冻果整果破碎，加无水乙醇用微波提取

两次，合并提取液。提取液旋转蒸干，至超低温冰
箱深度冷冻（－６０℃），取出，冷冻干燥备用。
取冻干物进行多酚有效成分含量的测定，单宁

测定采用ＦＣ法［９］，总单体花色苷测定采用ｐＨ 示
差法［１０］，分光光度计法测定黄酮类物质［１１］。

２．２　蓝莓多酚粗提物清除·ＯＨ能力的测定
取５ｍｍｏｌ／Ｌ的邻二氮菲溶液１．５ｍＬ，加入

ｐＨ　７．４的磷酸盐缓冲液２．０ｍＬ，充分混匀后，加入

７．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＦｅＳＯ４溶液１．０ｍＬ，立即混匀，再

加入１．０ｍｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２１．０ｍＬ，最后以蒸馏水补充
至１０．０ｍＬ，３７℃保温１ｈ，在５１０ｎｍ处测定吸光
度（此为损伤管吸光度Ａ１）；之后加入不同浓度的提
取物稀释液１ｍＬ，再加１．０ｍｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２１．０Ｍｌ－
Ａ２，未损伤管不加提取物和 Ｈ２Ｏ２ 按下式计算清除

率［１２］：

·ＯＨ清除率／％＝Ａ２－Ａ１Ａ０－Ａ１×１００

２．３　蓝莓多酚粗提物清除Ｏ２－·能力的测定
取４．５ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液，于２０℃水浴中

预热２０ｍｉｎ，分别加入１ｍＬ不同浓度的样品液和

０．４ｍＬ　２５ｍｍｏｌ／Ｌ的邻苯三酚溶液，混匀后，于２５
℃水浴中反应５ｍｉｎ，然后加入８ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶
液１ｍＬ终止反应，然后在２９９ｎｍ处测定吸光度

Ａ１，空白以蒸馏水代替样品液，测定吸光度Ａ０。按

下式计算清除率［１３］。

Ｏ２－·清除率（１００％）＝
Ａ０－Ａ１
Ａ０ ×１００

２．４　蓝莓多酚粗提物清除Ｈ２Ｏ２能力的测定
用ｐＨ　７．４的磷酸盐缓冲液配制１０ｍｍｏｌ／Ｌ的

Ｈ２Ｏ２，取５ｍＬ上述溶液加入５ｍＬ不同浓度的样

品液，混合均匀后在２４８ｎｍ处测得其吸光度为Ａ１，

实验中以不加样品液的 Ｈ２Ｏ２吸光度为Ａ０，以不加

Ｈ２Ｏ２的样品溶液吸光度为Ａ２［１４］。

Ｈ２Ｏ２ 清除率（％）＝
Ａ０－（Ａ１－Ａ２）

Ａ０ ×１００

２．５　蓝莓多酚粗提物模拟胃液条件下清除ＮＯ２－

能力的测定

取５ｍＬ不同浓度样品液加入５ｍＬ模拟胃液，

再加入３ｍＬ（５μｇ／ｍＬ）ＮａＮＯ２应用液，混匀，３７℃
恒温水浴反应３０ｍｉｎ；立即往反应液中加入２ｍＬ，

质量浓度为０．４％对氨基苯磺酸溶液，混匀静置５
ｍｉｎ后加入１ｍＬ盐酸萘乙二胺溶液，混匀，静置１５
ｍｉｎ，５４０ｎｍ处测定吸光度值Ａｓ，空白以蒸馏水做
代替，测定吸光度值Ａｃ［１５］。按下式计算清除率：

ＮａＮＯ２ 清除率（％）＝Ａｃ－ＡｓＡｃ ×１００

２．６　蓝莓多酚粗提物还原能力的测定
在２．５ｍＬ　ｐＨ　６．６的磷酸盐缓冲液中加入不

同浓度的样品液２．５ｍＬ，质量浓度为１％的铁氰化
钾溶液２．５ｍＬ，混合物在５０℃恒温２０ｍｉｎ后，再
加入２．５ｍＬ体积分数１０％的三氯乙酸溶液，然后
以３　０００ｒ／ｍｉｎ离心分离１０ｍｉｎ，取上层清液５ｍＬ
加蒸馏水５ｍＬ和０．１％ＦｅＣｌ３溶液１ｍＬ，在７００

ｎｍ处测定吸光度，吸光度越高，还原能力越强［１６］。
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３　结果与讨论

３．１　多酚粗提物有效成分的测定
取干燥后的蓝莓冻果多酚粗提物进行主要有

效成分含量的测定，其中单宁质量分数为０．２９％，
总单体花色苷为１．５４％，黄酮为０．２２％。

３．２　蓝莓多酚粗提物清除·ＯＨ及Ｏ２－能力试验
羟基自由基是最为活泼的自由基，同时也是毒

性最大的自由基，它可与细胞中的任何分子发生反
应产生损害，且反应速度很快。分别配制不同浓度
梯度的蓝莓多酚溶液和ＶＣ溶液进行清除·ＯＨ能
力试验，以质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，清除率
（％）为纵坐标作图１。相同浓度下蓝莓多酚和 ＶＣ
对超氧阴离子的清除能力结果也如图１所示。

图１　不同质量浓度样液和ＶＣ清除·ＯＨ及Ｏ２－的能力

Ｆｉｇ．１　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ·ＯＨ　ａｎｄ　Ｏ２－ｆｒｅｅ　ｒａｄｉｃａｌｂｙ　ｔｈｅ　ｅｘ－

ｔｒａｃｔｓ　ｆｒｏｍ　ｂｌｕｅｂｅｒｒｙ　ａｎｄ　ＶＣ

　　如图１所示，ＶＣ对·ＯＨ 的清除能力随着浓
度的增大呈直线上升趋势，擀浓度２．５ｍｇ／ｍＬ时
清除率即达到１００％。蓝莓多酚清除·ＯＨ的能力
相对ＶＣ较弱，随着物质浓度的增大清除率呈现先
慢后快的上升趋势，并在１０ｍｇ／ｍＬ时达到１００％。
蓝莓多酚对·ＯＨ有一定的清除能力，说明蓝莓多
酚粗提物中含有氢供体，并且可以提供氢质子，能
够使具有高度氧化性的自由基还原，从而终止自由
基连锁反应，起到抑制或清除自由基的目的。

低浓度的ＶＣ对Ｏ２－即有较强的清除能力，在
浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时清除率达到７２．１３％，随后清
除率随着浓度的增大不断增大，质量浓度≥６ｍｇ／

ｍＬ时ＶＣ对Ｏ２－的清除能力趋于平缓。相比较而

言，蓝莓多酚清除Ｏ２－的能力趋势与ＶＣ类似，也呈
现小幅度连续上升趋势，但清除能力总体较ＶＣ弱，

浓度为０．５ ｍｇ／ｍＬ 的蓝莓多酚清除 Ｏ２－ 仅为

２１．７１％，远低于同浓度下ＶＣ的７２．１３％。

３．３　蓝莓多酚粗提物清除Ｈ２Ｏ２及ＮＯ２－能力试验
配制不同浓度梯度的样品液进行清除 Ｈ２Ｏ２及

ＮＯ２－的试验，同时用抗坏血酸（ＶＣ）最对比试验，
的得到结果如下图所示。
从图２可以看出，蓝莓多酚粗提物对 Ｈ２Ｏ２的

清除能力随着物质浓度的增大几乎呈直线上升，在

３．０ｍｇ／ｍＬ时清除率已经达到１００％。ＶＣ对 Ｈ２
Ｏ２的清除能力趋势与蓝莓多酚一致，但低浓度时，
其清除能力强于蓝莓多酚，在质量浓度为１．５ｍｇ／

ｍＬ时清除率即达到９６．５０％；质量浓度≥２．０ｍｇ／

ｍＬ时，ＶＣ对 Ｈ２Ｏ２的清除率为１００％。
对亚硝酸盐的清除能力如图２所示，可以看出

Ｖｃ清除 ＮＯ２－的能力明显强于蓝莓多酚。蓝莓多
酚粗提物清除 ＮＯ２－ 的能力在质量浓度为１ｍｇ／

ｍＬ时即达到最高点（约５５％），此后随着浓度的不
断增大，其对ＮＯ２－的清除能力不再提升。

图２　不同浓度样液和ＶＣ清除Ｈ２Ｏ２及ＮＯ２－的能力

Ｆｉｇ．２　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ＮＯ２－ ａｎｄ　Ｈ２Ｏ２－ ｆｒｅｅ　ｒａｄｉｃａｌｂｙ　ｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｓ　ｆｒｏｍ　ｂｌｕｅｂｅｒｒｙ　ａｎｄ　ＶＣ

３．４　蓝莓多酚粗提物还原能力试验
由图３可知，蓝莓多酚同ＶＣ一样有较强的还

原能力，是良好的电子供应体。在试验浓度范围
内，随着物质浓度的不断增大，样液的还原不断增
强，低物质浓度（≤３ｍｇ／ｍＬ）时，蓝莓多酚的还原
能力与ＶＣ相近，随着物质浓度的继续加大，两者的
还原能力都呈上升趋势，但差距逐渐拉大，且还原
能力都在物质浓度＞９ｍｇ／ｍＬ时趋于平缓。

图３　不同浓度样液和ＶＣ的还原能力

Ｆｉｇ．３　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｔｏ　ｄｅｏｘｉｄｉｚｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｓ　ｆｒｏｍ　ｂｌｕｅｂｅｒｒｙ　ａｎｄ　ＶＣ
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体外抗氧化性实验结果表明，蓝莓多酚粗提物
对过氧化氢、羟基自由基、氧自由基的清除能力随
着浓度的不断增加逐渐提高，最终清除率都可接近
或达到１００％，尤其对过氧化氢的清除能力较强，低
质量浓度时（＜３ｍｇ／ｍＬ）清除过氧化氢能力略低

于ＶＣ，高浓度时清除过氧化氢能力与 ＶＣ相当。
还原能力随着物质浓度的增大不断增强，在９ｍｇ／

ｍＬ时开始趋于平缓。蓝莓多酚粗提物对亚硝基的
清除能力较弱，清除率小于５５％。以上实验结果表
明，没有进行纯化的蓝莓多酚粗提物已经表现出良
好的抗氧化作用，其多酚的具体组成、结构及抗氧
化机理有待于进一步研究。
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