
黄酮是一类自然界中广泛存在的且具有多种

生物学功能的化合物，它可抑制脂质过氧化[1]、降血

脂[2]、抑制毛细血管透性增加和变脆等，在生物体内

有预防心血管疾病、防癌抗癌[3]、调节免疫、抗衰老[4]、
抗菌杀菌[5]、吸收紫外辐射、提高记忆力、抗过敏[6]、活
血化瘀等诸多药理作用及功效[7- 8]。近年来，人们分

别从不同花、叶类植物中提取黄酮进行研究，证实了

黄酮的抗氧化能力和不可小觑的医用价值。
松针属一种废弃物，来源经济、广泛。同时松针

也一直被认定为具有很高的药用价值，应用于诸多
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领域[9- 10]。松针落叶中含有较多黄酮类化合物，运用

超声波辅助溶剂提取法提取松针总黄酮，具有较高

的提取率[11- 12]。松针落叶中的黄酮类物质，具有较

强的抗羟基自由基和超氧阴离子氧化的能力[13- 14]，

但对其他类型的自由基的清除能力，仍需要进一步

研究和确定。此项研究对松针中的总黄酮含量进行

了分析测定，研究了松针黄酮的抗氧化性能，并与

常用抗氧化剂 Vc 进行对比，对于提取与制备天然

抗氧化剂具有一定的参考意义。

1 试验原料及设备

1.1 试验样品

收集长春市吉林大学校园内秋季松针落叶，

高速粉碎机粉碎，100 目过筛，取一定量粉末溶解
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摘 要：松针落叶中含有大量的黄酮类化合物，研究发现松针黄酮对各种自由基均有较强清除作用，总体

抗氧化活性很强，对金属离子有很好的螯合作用，并可以在一定程度上抵抗蛋白质的羰基化氧化。但在不同的

浓度、温度、pH 值等条件下，其表现出的抗氧化活性却差异很大。试验结果表明，松针黄酮的抗氧化性能总体

强于 Vc，同时又验证了其与 Vc 有良好的协同作用。
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于 50%的乙醇中，料液比 1∶40，在功率 90 w 的条

件下，超声振荡 20 min，加速溶解。溶液经纱布、
滤纸两次过滤后进行旋转蒸发，蒸发结束再次加

入乙醇，使其浓度达到 85%以上(体积比 1∶2)。混

匀的溶液静置 24 h 后，再次过滤，取上清液进行

二次旋转蒸发 [11]。蒸发所得溶液即为松针黄酮提

取液，分光光度法测定其浓度为 0.191 g/100 mL，

用此溶液进行松针黄酮抗氧化性能的测定。
1.2 主要化学试剂

无水乙醇、邻苯三酚、硫代巴比妥酸、苯甲醚、
β- 胡萝卜素、邻菲罗啉、DNPH、盐酸胍 (均为分

析纯 天津益仁达化学试剂厂)；脱氧核糖、牛血清

白蛋白(均为生化试剂 北京宜科思源宝公司)。
1.3 主要设备

CF- 10A 高速粉碎机 (大祥公司)；KQ2200DE
超声波发生器 (昆山舒美公司)；RE- 5299 旋转蒸

发仪(上海亚荣公司)；HZ- 1500 喷雾干燥器(辉展

公司)。

2 试验方法

2.1 自由基清除能力测定方法

分别取 1 mL 蒸馏水、1 mL 松针黄酮提取液、
1 mL 浓 度 为 2 mg/mL 的 Vc 溶 液、1 mL 黄 酮 溶

液+2 mgVc 粉末于 4 支试管中，0～3 号编号。以

下所有抗氧化性测定中均按此配制和编号。
2.1.1 超氧阴离子清除能力

在 0～3 号试管中依次加入 pH=8.2，0.1 mol/
L 的 Tris-HCl 缓冲液(内含 2 mmol/L EDTA)和二

次蒸馏水，于 25℃恒温 20 min 后加入 25℃预热

过的 80 mmol/L 邻苯三酚 (对照管用 10 mmol/L
盐酸代替)，迅速摇匀，立即倾入比色杯中，在波长

420 nm 处 每 0.5 min 测 定 1 次 吸 光 度 ， 共 测 4
min。计算 4 支试管吸光度值随时间的变化率，平

行测定 3 次取平均值。
O2

-·清除率 = (ΔA0-ΔAi)/ΔA00 0×100%
式中，ΔA0、ΔAi 分别表示 0 号管和 1～3 号管吸

光度值随时间的变化率，其中 i=1，2，3。
2.1.2 过氧化氢清除能力

1.0 mL 0.1 mmol/L H2O2 分别加入 0～3 号管

中，再依次加入 0.1 mL 3%的钼酸铵，10 mL 硫酸

(2 M)，7.0 mL KI(1.8 mM)，混合溶液用硫代硫酸

钠(5 mM)滴定，直到黄色消失。平行测定 3 次取平

均值。
H2O2 清除率 = (V0- Vi)/V00 0×100%
式中，V0、Vi 分别表示 0 号管和 1～3 号管消

耗硫代硫酸钠溶液的体积，其中 i=1，2，3。
2.1.3 羟自由基清除能力

采用抗脱氧核糖氧化法，在 Vc 存在条件下，

双氧水、EDTA 和三价铁作用产生·OH 氧化脱氧

核糖，硫代巴比妥酸(TBA)与该脱氧核糖产物在酸

性条件下可缩合成有色物质，加入黄酮会与脱氧

核糖竞争·OH，通过测定有色物质减少量可得羟

基清除率。0～3 号管中依次加入 1.04 mM EDTA、
1.0 mM FeCl3、蒸馏水各 0.1 mL 混匀后，再加 10
mM 双氧水、3.36 mM 脱氧核糖各 0.1 mL 和 0.2
mM抗坏血酸 0.5 mL，反应体系在 pH7.4 混匀后

37℃水浴保温 30 min。然后加入 0.33%TBA- HCl
2.0 mL，混匀置沸水浴中 15 min，流水冷却，535
nm 处测吸光度。平行测 3 次取平均值。

OH·清除率 = (A0- Ai)/A00 0×100%
式中，A0、Ai 分别表示 0 号管和 1～3 号管的

吸光度值，其中 i=1，2，3。
2.1.4 烷氧基清除能力

基于 Zeisel 反应，甲基醚用浓盐酸处理时，分

子发生裂解，生成氯甲烷和醇(或酚)，把氯甲烷借

蒸馏从生成物中分出，再通过重量法测定加入黄

酮前后的重量差即可知烷氧基的清除效果。0～3
号管中均加入 5.4 g 苯甲醚和 1.8 g 浓盐酸，混匀

后加热至不再沸腾为止。测定加热前后的质量差，

平行测定 3 次取平均值。
RO·清除率 = (Δmi-Δm0)/Δm00 0×100%
式中，Δm0、Δmi 分别表示 0 号管和 1～3 号

管加热前后的质量差，其中 i=1，2，3。
2.1.5 氮氧自由基清除能力

通过测定加入黄酮提取液前后，亚硝酸盐与

Griess 试剂混合溶液吸光度的变化反映氮氧自由

基的清除率。0～3 号管中均加入 5μg/mL 亚硝酸钠

标准液 5.0 mL，放入 50 mL 容量瓶中，再加 2 mL
0.4%对氨基苯磺酸，摇匀静置 5 min，加 1 mL
0.2%N-(1 一萘基)一乙二胺溶液，蒸馏水定容，摇

匀静置 20 min，540 nm 处测吸光度。平行测定 3
次取平均值。

NO·清除率 = (A0- Ai)/A00 0×100%
式中，A0、Ai 分别表示 0 号管和 1～3 号管的

吸光度值，其中 i=1，2，3。
2.2 其他抗氧化性能测定

2.2.1 总抗氧化性能测定

根据 Jayaprakash 等[15]的方法，采用 β- 胡萝

卜素 - 亚油酸乳化液体系中加入松针黄酮前后

β- 胡萝卜素过氧化损失的不同进行抗氧化能力
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评价。将 0.2 mg β- 胡萝卜素溶于 0.2 mL 氯仿

中，加入 20 mg 亚油酸及 200 mg 吐温 - 40，混匀

后于 40℃水浴中除去氯仿，加 50 mL 蒸馏水剧烈

震荡，即配成反应介质溶液，同时设置空白，除不

加β- 胡萝卜素氯仿溶液，其他步骤同前。于 0～
3 号管中逐一加入 4.0 mL 反应介质溶液，混匀后

置于 50℃水浴中恒温，在 470 nm 波长下每隔 30
min 测定一次吸光度，直至 0 号管中 β- 胡萝卜

素颜色消失为止。平行测定 3 次取平均值。
抗氧化活性 =[1- (A0- At)/(A0

0- At
0)]×100%

式中，A0、A0
0- 分别表示初始时 1～3 号管和

0 号管的吸光度 ；At、At
0- 分 别 表 示 终 止 时 1～3

号管和 0 号管的吸光度。
2.2.2 金属离子螯合作用测定

人体内产生有害氧族基团往往需要铁作催化

剂。二价铁离子和邻菲罗啉可以形成复合物，测定

加入松针黄酮前后复合物的多少，可得其对金属

离子的螯合作用。0～3 号管中加入 0.05 mL 四水

氯化亚铁(0.2 mM)、0.2 mL 的邻菲罗啉(5.0 mM)和
1.6 mL 蒸馏水，0 号管再加入 0.03mg Na2EDTA，

混合溶液达到平衡后(10 min)，在 562 nm 测定吸

光度。平行测定 3 次取平均值。
金属离子螯合能力 =[(A0- Ai)/A0]×100%
式中，A0、At 分别表示 0 号管和 1～3 号管的

吸光度值，其中 i=1，2，3。
2.2.3 抗蛋白质氧化测定

测定加入黄酮前后蛋白质中羰基的数量，以

评价其对蛋白质氧化的作用。双氧水处理牛血清

白蛋白 (BSA) 将其氧化后逐一加入到 0～3 号管

中，室温下，0.05% DNPH 处理 BSA 原样和 0～3
号管中溶液，30 min，加入 5％三氯乙酸，样品置

于冰水中 15 min，5000g 力下离心分离 10 min，蛋

白质球用乙醇 - 乙酸乙酯(1:1)冲洗 3 次，之后溶

解到 6 M 盐酸胍 (pH 2.3)中，以 0 号管作空白调

零，370 nm 下测定吸光度。平行测定 3 次取平均

值。
抗蛋白质氧化能力 =(Ai/ABSA)×100%
式中，Ai、ABSA 分别表示 1～3 号管和 BSA 原

样管的吸光度值，其中 i=1，2，3。

3 结果与讨论

3.1 不同条件对松针黄酮抗氧化性能的影响

基于松针黄酮独特的抗氧化机理，其抗氧化

活性受外界条件的影响较大，需测定其在不同浓

度、温度等条件下的抗氧化能力。

3.1.1 浓度对松针黄酮抗氧化性的影响

采用 2.2.1 的试验方法测定不同浓度条件下松

针黄酮总抗氧化性能，选取浓度值为 0.191 mg/mL、
0.286 5 mg/mL、0.382 mg/mL、0.573 mg/mL、0.955
mg/mL、1.337 mg/mL、1.91 mg/mL，结果见图 1。

从图 1 看出，随着浓度的增大，松针黄酮的抗

氧化能力并未呈现持续增长的趋势，在低浓度时

其抗氧化能力较强，但当浓度大于 0.573 mg/mL
后，抗氧化能力反而快速下降。特别是浓度太大超

过 1.91 mg/mL 时，其抗氧化性能完全被抑制，浓

度再大可能反而会出现助氧化的效果。这可能是

因为影响黄酮类化合物抗氧化活性的因素，主要

是羟基化的程度和羟基的位置。处于低浓度时，随

浓度增大，可利用羟基增多，抗氧化能力增强。但

当浓度过大时，羟基间更易形成氢键，反而抑制了

羟基的作用 [16- 17]。其中具体原理还需进一步实验

探究验证，但选择松针黄酮用于抗氧化作用时，要

注意其溶液的浓度，控制在 0.4 mg/mL 为宜。
3.1.2 温度对松针黄酮抗氧化性的影响

采用 2.2.1 的试验方法，选择温度在 0、25、
30、35、40、50、65℃的条件下进行抗氧化性能测

定，结果见图 2。

由图 2 发现，温度对松针黄酮抗氧化活性的

影响并不呈线性趋势。在 0～40℃左右时，其抗氧

化能力较强，这部分温度正是由低温保藏到人体

内的温度，说明松针黄酮在体内作用时抗氧化作

图 1 不同浓度的松针黄酮抗氧化能力

图 2 不同温度下松针黄酮的抗氧化能力
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综合表 2 数据发现，松针黄酮与 Vc 都具有较

强的抗氧化能力，且二者在系统试验中均表现出

了良好的协同作用。二者独立的抗氧化性能和协

同作用对比情况如图 4 所示。

分析图表可以看出，松针黄酮对各种自由基

均有较强清除能力，可较好的抵抗蛋白质羰基化

氧化，对金属离子的螯合作用也很好，在系统的研

究中表现出了较强的抗氧化活性。
松针黄酮抗氧化性能总体强于 Vc，对超氧阴

离子、羟自由基和烷氧基的清除效果尤其显著。特

别是，松针黄酮的总抗氧化活性高达 83.33%，是

Vc 的 12.5 倍。在二者的协同作用中松针黄酮起

主要作用。虽然其对过氧化氢的清除效果不及

Vc，但在二者共同作用下，对过氧化氢的清除能

力显著提升。

用较强，并且应该采取低温冷藏的方式储存。随着

温度的进一步上升，其抗氧化能力大幅下降，说明

高温会破坏其抗氧化作用。这在松针黄酮成品的

储藏和杀菌过程中都是值得注意的。
3.1.3 pH 值对松针黄酮抗氧化性的影响

调节松针黄酮溶液 pH 值分别为 4、4.3、4.5、
5、6.23(松针黄酮溶液原始 pH 值)、7、9、11 的条件

下，基于 2.2.1 的方法进行抗氧化性能测定，结果

见图 3。
松针黄酮溶液本身表现微弱酸性，但在酸性

条件下，抗氧化能力受很大影响。pH 值接近 4 时，

其抗氧化活性几乎降为零。特别是酸度低于 4 时，

更表现出了助氧化的性质。这可能与其起主要抗

氧化作用的羟基基团在酸性条件下遭到破坏有

关，其具体机理待进一步论证 [16- 17]。实验中发现，

随 pH 值上升，其抗氧化能力增强，pH 值为 7～9
的弱碱性条件最为适宜。但碱性过强抗氧化能力

也会受到抑制。所以控制反应体系为弱碱性条件

有利于增强其抗氧化能力。
3.1.4 加热时间对松针黄酮抗氧化性的影响

设置温度在 100℃条件下，使松针黄酮溶液

分别加热煮沸 10 s、30 s、1 min、5 min、10 min 和

30 min，采用 2.2.1 的方法测定其抗氧化性能的变

化，分析其热稳定性，结果见表 1。

表 1 不同加热时间的松针黄酮抗氧化能力

加热时间 10 s 30 s 1 min 5 min 10 min 30 min
抗氧化活性 73.33% 6.67% - - - -

表 2 松针黄酮抗氧化性能及其与 Vc 的协同作用

测试指标 松针黄酮(%) Vc(%) 协同作用(%)
O2

-·清除率 81.01 82.52 98.99
H2O2 清除率 24.25 52.16 87.71
OH·清除率 20.09 5.02 25.85
RO·清除率 46.97 9.36 57.06
NO·清除率 30.35 29.30 32.09

总抗氧化活性 83.33 6.67 88.33
金属离子螯合作用 50.36 38.41 65.58
抗蛋白质氧化作用 20.15 15.67 23.88

图 3 不同 pH 值的松针黄酮的抗氧化能力

图 4 松针黄酮与 Vc 抗氧化性能柱状对比图及其协同作用

一般情况下，杀菌是在温度高于 115℃条件

下，加热 30 min 左右。从表中可看出，松针黄酮对

热稳定性很差，在 100℃时加热超过 30 s，就不再

具有抗氧化性能。其中原因有待进一步的研究，但

分析黄酮抗氧化机理，发现可能是其受热后发生

分解或异构，不再具有可抗氧化的化学结构 [17- 18]。
所以对松针黄酮制品的检测等过程都应该在低温

下进行，而且应采用高温瞬时灭菌。
3.2 松针黄酮抗氧化活性及其与 Vc 协同作用

采用 2.1 及 2.2 的试验方法，对松针黄酮的抗

氧化活性进行了系统的测定。将各组试验平行数

据取平均值分析计算，即可得到松针黄酮对各种

自由基的清除能力及其各种抗氧化性能，并与 Vc
进行比较，测定了二者的协同作用，数据见表 2。
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4 分析与展望

通过实验系统的分析测定，表明松针黄酮具

有良好的抗氧化活性，对各种导致氧化的因素都

有很好的抑制作用。
综合不同条件对松针黄酮的抗氧化活性的影

响 ， 可 归 纳 出 松 针 黄 酮 溶 液 在 其 浓 度 为 0.4
mg/mL，温度 35～40℃，pH 值在 7～9 之间的弱

碱性条件下有最强的抗氧化活性。且其对热的稳

定性很差，应该低温保藏，并只能采用高温瞬时灭

菌对其制品进行杀菌处理。同时实验还验证了它

与 Vc 有着较强的增效作用。可以按照上述条件

调节松针黄酮溶液，使其表现出最强的抗氧化活

性，并向其中添加一定量的 Vc，再通过均质及喷

雾干燥法，二者相互协同制得天然松针黄酮抗氧

化剂制品。
试验仅证明了松针黄酮与 Vc 的协同作用，其

与 VE 等其他抗氧化剂的协同作用是否存在，仍需

进一步验证。而且食品是一个复杂体系，添加其中

是否会与一些物质相互影响，甚至产生不良效果，

都是下一阶段研究亟需关注的方向。另外，由于多

种原料中黄酮类物质的热敏性都很强 [19]，而多数

食品都有热加工过程，研究它的热稳定性影响因

素，或寻找合适的保护剂也是接下来需要研究的

问题。

5 结 论

松针黄酮对各种自由基均有较强清除作用，

对金属离子有较好螯合作用，并可抵抗蛋白质一

定程度的羰基化氧化，对各种导致氧化的因素都

有良好抑制作用。此次研究以松针落叶为原料提

取黄酮类抗氧化剂，原料属废弃物，来源经济、广

泛。成品松针黄酮抗氧化剂经过安全性评价后即

可作为天然防腐剂用于食品等的保藏，或进一步

制成保健食品抵抗衰老和机体氧化。整个研究达

到了变废为宝、低碳环保的理念，也使得最终制得

的抗氧化剂成品具有了更高的经济和科研价值。
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