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红树莓花色苷的提取及抗氧化活性研究

肖军霞 1，黄国清 1 , 2，仇宏伟 1，王成荣 1 ,*
(1.青岛农业大学食品科学与工程学院，山东 青岛      266109；2.中国海洋大学食品科学与工程学院，山东 青岛      266003)

摘   要：采用酸化乙醇法提取红树莓中的花色苷，通过正交试验确定花色苷提取的最佳条件，同时对红树莓花色

苷提取物的抗氧化活性进行研究。结果表明，以盐酸酸化的 80% 乙醇溶液(pH3)按 1:20(g/mL)的料液比在 60℃提取

红树莓 1.5h，此条件下，鲜果中花色苷提取量达 0.625mg/g。在实验范围内，红树莓花色苷提取物的还原能力、

对羟自由基和超氧阴离子自由基的抑制率均随质量浓度的升高而增加。红树莓花色苷提取物抑制羟自由基和超氧阴

离子自由基的半数有效浓度(EC50)分别为0.175mg/mL和0.699mg/mL，说明红树莓花色苷提取物抑制羟自由基比抑制

超氧阴离子自由基的能力强。
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Abstract：Acidified ethanol method was applied to extract anthocyanins from red raspberry (Rubus idaeus), and the optimal
extraction conditions were determined by orthogonal array design. Treatment at 60 ℃ for 1.5 h using 20-fold volume of 80%
ethanol aqueous solution containing hydrochloric acid (pH 3) as extraction solvent provided optimum extraction of anthocyanins,
and an anthocyanin yield of 0.625 mg/g was achieved. In addition, the resulting extract was evaluated for its antioxidant activity.
It was found that the extract displayed dose-dependent reducing power and abilities to scavenge hydroxyl and superoxide anion
free radicals in the concentration range investigated here, and that the half-maximal effective concentrations (EC50) against
hydroxyl and superoxide anion free radicals were 0.175 mg/mL and 0.699 mg/mL, respectively, indicating that the extract has
stronger ability to scavenge hydroxyl free radicals than to scavenge superoxide anion free radicals.
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红树莓(Rubus idaeus)为蔷薇科悬钩子属多年生落叶

果树，小灌木，俗称“覆盆子”、“托盘”、“马

林”、“梅子”等 [ 1 ]。红树莓营养丰富齐全，含有多

种人体不可缺少且易吸收的营养元素，如 V B 2、钙、

锌、铁、镁等，尤其是 V C 含量是苹果的 5 倍 [ 2 -3 ]。此

外，红树莓中含量丰富的花色苷，是其主要的呈色物

质。现代医学证明，红树莓花色苷具有抗氧化、抗突

变、降低血清及肝脏中脂肪含量等功能 [ 4 -5 ]。

目前食品工业上所用的色素多为合成色素，随着科

学技术的发展和人类对健康的重视，人们对天然色素的

需求量会越来越大。红树莓已被开发加工成多种营养美

味的食品，但对其色素的提取及功能性研究较少。本

实验研究了红树莓花色苷的提取条件和抗氧化活性，为

开发功能性天然色素和综合利用红树莓资源奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

冷冻红树莓由莱阳冷食厂提供，使用之前于室温

解 冻 。

9 5 % 乙醇、盐酸、乙酸、3 0 % 双氧水、三氯乙

酸、抗坏血酸、2 - 硫代巴比妥酸、铁氰化钾、L - 蛋

氨酸、核黄素、脱氧核糖等试剂均为分析纯。
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1.2 仪器与设备

UV-2000 紫外分光光度计    上海尤尼科仪器有限公

司；RE-52B 旋转蒸发仪    上海亚荣生化仪器厂；CP-
214 奥豪斯电子分析天平    上海皖宁精密科学仪器有限公

司；TU-1810 紫外 - 可见分光光度计    北京普析通用仪

器有限责任公司。

1.3 方法

1.3.1 提取工艺

红树莓→研磨→恒温水浴提取→过滤→真空浓缩→

冷冻干燥→红树莓花色苷提取物

1.3.2 花色苷含量的检测方法

1.3.2.1 最大吸收波长的测定

将红树莓解冻，搅碎，准确称取 5.0g 红树莓匀浆，

按 1:10料液比加用盐酸酸化的 pH3 80%乙醇溶液置于 50℃
水浴锅中浸提 1h，浸提液经过滤除去残渣得滤液。在

400～700nm 范围内进行扫描，确定花色苷的最大吸收

波 长 。

1.3.2.2 测定方法

参考冯建光等[6]方法稍做改动。准确吸取上述滤液

1mL 与 10mL pH1.0 的盐酸缓冲液混合，摇匀；再准确

吸取上述滤液 1mL 与 10mL pH4.5 醋酸缓冲液混合，摇

匀。分别用 pH1.0、pH4.5 的缓冲液为空白对照，于最

大吸收波长处测吸光度，按照公式计算花色苷提取量。

   
ΔTVFM × 1000

X= ————————

      
εbm

式中：X 为红树莓花色苷含量 /(mg/g)；ΔT 为吸光

度 A pH1 和 A pH4.5 的差值；V 为稀释体积 /L；F 为稀释倍

数；M 为矢车菊素 -3- 葡萄糖苷的摩尔质量(449g/mol)；
ε为矢车菊素 - 3 - 葡萄糖苷的摩尔消光系数[ 2 9 6 0 0 L /
(mol·cm)]；m 为样品质量 /g；b 为比色皿厚度(1cm)。

1.3.3 红树莓花色苷提取正交试验设计

采用 L9(33)正交试验设计方法，对提取溶剂、料液

比和浸提温度等影响因素(具体的因素水平根据前期单因

素试验结果而确定)进行研究，提取 1 次，时间 1 . 5 h，
以筛选最佳提取条件(表 1)。

1.3.4.1 待测溶液的配制

按最佳工艺条件提取红树莓花色苷，经冷冻干燥

得到红树莓花色苷提取物，用蒸馏水配制成质量浓度

1mg/mL 贮备液，4℃冰箱中保存待用。临用前稀释到

所需质量浓度。

1.3.4.2 还原能力的测定

采用铁氰化钾还原法测定[7-8]。取不同质量浓度的红

树莓花色苷提取物各 1mL，分别加入 0.2mL 0.2mol/L 磷

酸缓冲液(pH6.6)、0.5mL 质量分数 1% K3[Fe(CN)6]于试管

中，混匀在 5 0℃水浴中反应 2 0 m i n 后，用流水速冷，

再加入 1mL 质量分数 10% 三氯乙酸混匀，以 3000r/min
离心10min后取1.5mL上清液，加0.2mL质量分数1% FeCl3

和 3mL 蒸馏水摇匀，放置 5min，以蒸馏水调零，测定

A 7 0 0。A 7 0 0 越大，表示还原能力越强。

1.3.4.3 对羟自由基(·OH)的抑制作用

采用 D - 脱氧核糖 - 铁体系法测定 [9 -10 ]。依次加入

0.4mL 50mmol/L pH7.5的磷酸缓冲液及1.04mmol/L EDTA、

1.0mmol/L FeCl3、2.0mmol/L VC 和 10.0mmol/L H2O2 各

0.1mL，再分别加入不同质量浓度的红树莓花色苷提取

物 0.1mL(对照管不加，补蒸馏水 0.1mL)和 0.1mL 60mmol/L
脱氧核糖(试剂空白管不加，补蒸馏水 0.1mL)，混匀。

保证各管终体积为 1.0mL，在 37℃保温 1h 后取出加入

1.0mL 质量分数 25% 盐酸终止反应，然后加 1.0mL 质量

分数 1.0% 硫代巴比妥酸(TBA)，沸水浴反应 15min 显色，

冷却后于 532nm 波长处测定吸光度。计算样品对基自由

基的抑制率：

                                  A0－(A1－A2)
·OH 抑制率 /%= ———————× 100
                                            A0

式中：A 0 为对照的吸光度；A 1 为加入清除剂后的

吸光度；A 2 为试剂空白的吸光度。

1.3.4.4 对超氧阴离子自由基(O2
－
·)的抑制作用

采用核黄素 - 蛋氨酸光照法测定 [ 1 1 -1 2 ]。以 p H7.8
0.05mol/L 磷酸盐缓冲溶液作溶剂，配制含 1.3 × 10-2mol/L
蛋氨酸、1.3 × 10-6mol/L 核黄素、6.3 × 10-5mol/L 氮蓝

四唑(nitrotetrazolium blue chloride，NBT)、1 × 10-4mol/L
EDTA 及不同质量浓度的红树莓花色苷提取物，总体积

为 10mL。在 25～30℃用功率为 20W 的荧光灯管照射

20min 后于 560nm 波长处测定吸光度。未加红树莓花色

苷提取物的体系吸光度为 A，加红树莓花色苷提取物后

的吸光度为 A 1。

                                                          A－A1

超氧阴离子自由基抑制率 /%= ————× 100
                                                               A

1.3.5 统计分析

水平
             因素

A 温度 /℃ B 料液比 /(g/mL) C pH3 乙醇体积分数 /%
1 50 1:10 60
2 60 1:15 70
3 70 1:20 80

表 1 正交试验条件因素水平表

Table 1   Factors and levels in orthogonal array design

1.3.4 红树莓花色苷提取物抗氧化活性研究
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由图 1 可知，红树莓花色苷的最大吸收波长在

510nm 处，因此测定红树莓花色苷含量时都在此波长下

进行测定。

2.2 正交试验结果

每个实验重复 3 次，结果以 x ± s 表示。采用 SAS
统计软件进行 t 检验和方差分析，并以 LSD 法进行各组

间的两两比较。

2 结果与分析

2.1 最大吸收波长的测定

因素 自由度 偏差平方和 F 比 F 临界值

A 2 0.004 1.2
B 2 0.006 1.8
C 2 0 0

F0.05(2,6)=5.14

误差 6 0.01

表 3 正交试验方差分析结果

Table 3   Variance analysis for orthogonal array design results

试验号 A B C 花色苷提取量 /(mg/g)
1 1 1 1 0.5306
2 1 3 2 0.5807
3 1 2 3 0.5531
4 2 2 1 0.5556
5 2 1 2 0.5623
6 2 3 3 0.6252
7 3 3 1 0.5640
8 3 2 2 0.5189
9 3 1 3 0.5067
k1 0.5548 0.5332 0.5501
k2 0.5810 0.5425 0.5540
k3 0.5299 0.5900 0.5617
R 0.0511 0.0568 0.0116

表 2 红树莓花色苷提取正交试验设计及结果

Table 2   Arrangement and experimental results of orthogonal array
design

由表 2 中极差的相对大小得到影响红树莓花色苷提

取的主次顺序为料液比＞浸提温度＞乙醇体积分数，最

佳组合为 A 2B 3C 3。由表 3 方差分析可知，各因素对红

树莓花色苷提取量的影响差异不显著，综合考虑红树莓

花色苷提取效果，根据极差分析结果选取浸提红树莓花

色苷的最佳条件为 pH3、80% 乙醇溶液按 1:20(g/mL)的
料液比在 60℃提取红树莓浆 1 .5h，在此条件下，鲜果

中花色苷提取量达 0.625mg/g。
2.3 红树莓花色苷提取物抗氧化活性

2.3.1 还原能力

还原能力的大小可以反映抗氧化活性的大小[13]。由

图 2 可知，与 0.031、0.063、0.125mg/mL 红树莓花色

苷提取物相比，0.25、0.5mg/mL 的红树莓花色苷提取物

的还原能力极显著升高(P ＜ 0.01)，但 0.25mg/mL 和

0.5mg/mL 的红树莓花色苷提取物的还原能力没有显著差

异(P ＞ 0.05)。红树莓花色苷提取物的还原能力在实验范

围内随质量浓度的增加而增大。

2.3.2 对·O H 的抑制作用

羟自由基是目前所知活性氧中对生物体毒性最强、

危害最大的一种自由基，它可以通过电子转移、加成

以及脱氢等方式与生物体内的多种分子作用，造成糖

类、氨基酸、蛋白质、核酸和脂类等物质的氧化性损

伤，使细胞坏死或突变 [ 1 4 ]。由图 3 可知，与 0 . 0 3 1、
0.063、0.125mg/mL 红树莓花色苷提取物比较，0.25、
0.5mg/mL 红树莓花色苷提取物对·OH 的抑制作用极显

著升高(P ＜ 0.01)，但 0.25mg/mL 和 0.5mg/mL 的红树莓

花色苷提取物对·OH的抑制作用没有显著差异(P ＞ 0.05)。
红树莓花色苷提取物在实验范围内对·OH 均有抑制作

用，并且随质量浓度增加其抑制率增强。红树莓

花色苷提取物抑制·O H 的半数有效浓度 ( E C 5 0 ) 为
0 . 175mg/mL，说明红树莓花色苷富含供氢体，具有提

供氢质子的能力，可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，起到抑制自由基的目的。

图 1 红树莓花色苷可见光扫描图

Fig.1   Visible scanning spectrum of red raspberry anthocyanin
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红树莓花色苷提取物比较；C：P ＜ 0 . 0 1，c：P ＜ 0 . 0 5，与

0.125mg/mL 的红树莓花色苷提取物比较；D：P ＜ 0.01，d：
P ＜ 0.05，与 0.25mg/mL 的红树莓花色苷提取物比较。下同。

图 2 红树莓花色苷提取物的还原能力

Fig.2   Reducing capacity of red raspberry anthocyanin extract
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2.3.3 对 O 2
－·的抑制作用

超氧阴离子自由基的形成最早，是氧进行单电子

的还原反应首先生成的产物。由它可生成羟自由基

(·OH)、过氧化氢、脂质过氧化物(ROOH)及单线态氧

等其他活性氧，引发人体许多疾病的生理变化过程。由

图 4 可知，与 0.031、0.063mg/mL 的红树莓花色苷提取

物比较，其他质量浓度的红树莓花色苷提取物对 O 2
－·

的抑制作用均呈极显著升高(P ＜ 0.01)，但 0.25mg/mL 和

0.5mg/mL 的红树莓花色苷提取物对 O2
－·的抑制作用没有

显著差异(P ＞ 0.05)。红树莓花色苷提取物在实验范围

内，对 O 2
－·均有抑制作用，且随质量浓度的增加其抑

制率增强。红树莓花色苷提取物抑制 O 2
－·的半数有效

浓度(EC50)为 0.699mg/mL。

自由基是在机体氧化反应中自然产生的强氧化性化

合物，可损害机体的组织和细胞，引起慢性疾病及衰

老效应，而抗氧化剂是一类能够阻断自由基产生和清除

自由基的物质。适量补充外源性抗氧化剂来提高机体对

自由基的清除能力，使机体内自由基产生与清除保持平

衡，对于延缓人体衰老和预防各种老年性疾病具有重要

意义 [ 1 5 ]。红树莓花色苷提取物抑制·O H 和 O 2
－·的半

数有效浓度(EC50)分别为 0.175mg/mL 和 0.699mg/mL，说

明红树莓花色苷提取物抑制·O H 比抑制 O 2
－·的能力

强，与文献[16]报道结果不一致。这可能是与采用的红

树莓花色苷提取方法不同有关，所得到的红树莓花色苷

成分不同，导致最终抗氧化能力不同。

3 结  论

以 pH3 80% 乙醇溶液按 1:20(g/mL)的料液比在 60℃
提取红树莓浆 1 . 5 h，此条件下，鲜果中花色苷提取量

为 0 . 6 2 5 mg / g。红树莓花色苷在实验范围内，还原能

力、对·O H 和 O 2
－·的清除率都随着质量浓度的升高

而增加，其中 0.5mg/mL 的红树莓花色苷提取物对·OH
的抑制率达 87.32%，1mg/mL 的红树莓花色苷提取物

对 O2
－·抑制率达 60.82%。红树莓花色苷提取物抑制·OH

和 O2
－·的半数有效浓度(EC 50)分别为 0 .175mg/mL 和

0.699mg/mL，说明红树莓花色苷提取物抑制·OH 比抑

制 O 2
－·的能力强。

本研究表明，红树莓花色苷提取物具有较强的还原

能力，对·O H 和 O 2
－·均具有较强抑制作用，在相同

质量浓度时，红树莓花色苷提取物对·O H 比 O 2
－·的

抑制作用强。研究结果显示红树莓花色苷具有直接清除

自由基活性，是一种值得开发的具有较强抗氧化作用的

天然色素。
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E：P ＜ 0.01，e：P ＜ 0.05，与 0.5mg/mL 的红树莓花色苷提取物比较。

图 4 红树莓花色苷提取物对超氧阴离子自由基抑制作用

Fig.4   Scavenging capacity of red raspberry anthocyanin extract
against uperoxide anion radicals
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图 3 红树莓花色苷提取物对羟自由基的抑制作用

Fig.3   Scavenging capacity of red raspberry anthocyanin extract
against hydroxyl radicals
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