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　　摘要：采用双波长分光光度法和单波长分光光度法测定油樟［Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍｌｏｎｇｅｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ（Ｇａｍｂｌｅ）Ｎ．Ｃｈａｏ］
叶中总黄酮含量，采用烘箱贮藏法测定油樟叶总黄酮对猪油、菜籽油的抗氧化活性。结果表明，双波长分光光度法、单

波长分光光度法均可用于油樟叶总黄酮含量的测定，双波长法的稳定性、精密度、重现性、回收率更好，双波长法测得

脱脂油樟叶中总黄酮含量为１９．２１ｍｇ／ｇ。油樟叶总黄酮对猪油和菜籽油均具有一定的抗氧化活性，且呈浓度依赖性。
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　　油樟［Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍｌｏｎｇｅｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ（Ｇａｍｂｌｅ）Ｎ．Ｃｈａｏ］
属樟科樟属香料植物，为中国特有树种 ，主产于四川省宜宾

市，其叶富含芳香油，已成为香料、医药、日用、化工产品的重

要原料来源［１－２］。目前对油樟叶资源的开发利用主要以提取

芳香油为主，对提取芳香油后残渣的开发利用较少，每年有大

量废叶残渣被随意抛弃，不仅浪费资源，而且破坏生态平

衡［３］。油樟叶提取芳香油后的残渣具有多种生物活性，如抗

微生物［３］、抗癌［４］、抗炎［５］、镇痛［６］等。目前对提取芳香油后

油樟叶渣的化学成分未见报道。黄酮类化合物具有抗氧化、

抗肿瘤、抗癌、抗炎、镇痛、护肝、抗菌、抗病毒、防止动脉硬化

等多种生物活性，被广泛应用于食品、化妆品、医药等领

域［７］。黄酮类化合物在抗油脂氧化方面有显著效果，从植物

中提取安全、天然的黄酮类物质以取代人工合成抗氧化剂是

油脂或含油食品添加剂的发展趋势［８－９］。本研究利用双波长

分光光度法测定油樟叶总黄酮含量，采用烘箱贮藏法测定其

抗油脂氧化活性，旨在为综合开发利用油樟资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
油樟叶采自四川省宜宾市翠屏区邱场乡油樟种植基地。

芸香苷标准品（中国药品生物制品检定所，批号：１０００８０—
２００７０７）；猪油（新鲜猪板油经高温湿法熬炼制备）、菜籽油
（市售现场压榨）均不含任何添加剂；其他化学试剂均为分析

纯。ＡＬ２０４电子天平（梅特勒－托利多仪器有限公司）；ＴＵ－
１９０１双光束紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有限责

任公司）；ＲＥ－５２ＡＡ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；
ＬＧ－５Ａ真空冷冻干燥机（上海市离心机机械研究所有限公
司）；ＨＨ４数显恒温水浴锅（金坛市正基仪器有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　油樟叶总黄酮的提取　将油樟叶用水上蒸馏法蒸馏
３ｈ除去芳香油，残渣于６０℃烘干，粉碎，取６０～８０目油樟叶
粉末，用石油醚（沸程 ３０～６０℃）索氏抽提１ｈ脱脂，残渣
６０℃ 烘干，称取脱脂油樟叶粉１０ｇ，加入体积分数为７０％的
乙醇３００ｍＬ，８０℃水浴回流提取 ４ｈ，过滤浓缩至浸膏，加
１００ｍＬ水溶解，用１００ｍＬ石油醚萃取，取水层定容至５００ｍＬ
即得油樟叶总黄酮样品测定液，将测定液用体积分数为８５％
的乙醇醇沉（以沉淀形式除去多糖、蛋白、鞣质等），过滤，滤

液减压浓缩至膏稠状，真空冷冻干燥得油樟叶总黄酮粗品。

１．２．２　标准曲线的建立
１．２．２．１　芸香苷标准溶液的制备　精确称取１２０℃干燥至
恒质量的芸香苷标准品１０．０ｍｇ，置于５０ｍＬ容量瓶中，加体
积分数为７０％的乙醇溶液溶解，用７０％乙醇定容至刻度，摇
匀即得０．２ｍｇ／ｍＬ芸香苷标准溶液，４℃冰箱保存待用。
１．２．２．２　显色体系及测定方法　参考中国药典槐花中总黄
酮测定方法［１０］，采用ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色体系进
行显色，分别精确吸取不同量的芸香苷标准溶液或样品溶液

置于２５ｍＬ容量瓶中，均加水至６．０ｍＬ，加５％ ＮａＮＯ２钠溶
液１ｍＬ，混匀，放置６ｍｉｎ，加１０％ ＡＩ（ＮＯ３）３溶液１ｍＬ，摇
匀，放置６ｍｉｎ，加１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液１０ｍＬ，加水至刻度，摇
匀，放置１５ｍｉｎ，以相应试剂空白为参比溶液，在不同波长下
测定吸光度。

１．２．２．３　测定波长、参比波长的选择　分别吸取３ｍＬ芸香
苷标准液、３ｍＬ样品测定溶液，按上述显色方法显色，以试剂
空白为参比溶液，在４００～７００ｎｍ范围内进行光谱扫描，选择
标准品液和样品溶液显色络合物最大共同吸收波长为测定波

长，选择最大吸收波长下端某一点波长为参比波长［１１］。

１．２．２．４　标准曲线的制作　精确吸取芸香苷标准溶液１．０、
２．０、３．０、４．０、５．０、６．０ｍＬ至２５ｍＬ容量瓶中，按上述显色方
法显色后，分别在测定波长和参比波长下测定吸光度，求吸光
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度差ΔＤ（Ｄ测定波长 －Ｄ参比波长），以 ΔＤ为纵坐标，质量浓度 Ｃ
（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，绘制标准曲线，求出线性回归方程。以
在测定波长处的测定值为单波长分光光度法测定结果。

１．２．３　显色稳定性试验　吸取样品溶液２ｍＬ至２５ｍＬ容量
瓶中，按上述显色方法显色后，分别在室温下放置０、３０、６０、
９０、１２０、１５０ｍｉｎ后测定吸光度差值ΔＤ，计算ＲＳＤ值。
１．２．４　精密度试验　分别精确吸取３ｍＬ样品溶液至５个
２５ｍＬ容量瓶中，按上述显色方法显色后，测定吸光度差值
ΔＤ，计算ＲＳＤ值。
１．２．５　重现性试验　精确称取脱脂油樟叶粉末５ｇ，共５份，
按油樟叶总黄酮的提取方法、显色测定方法操作，分别测定吸

光度差值ΔＤ，计算ＲＳＤ值。
１．２．６　加标回收率试验　分别精确吸取３ｍＬ已知浓度的样
品溶液至３个２５ｍＬ容量瓶中，各加１ｍＬ芸香苷标准溶液，
按上述显色方法显色后，测定吸光度差值 ΔＤ，根据标准曲线
计算溶液浓度，求平均回收率、ＲＳＤ值。
１．２．７　样品溶液的测定　精确吸取３ｍＬ样品溶液至２５ｍＬ
容量瓶中，按上述显色方法显色后，测定吸光度差值 ΔＤ，根
据标准曲线回归方程计算样品中总黄酮含量，重复测定５次。
１．２．８　抗油脂氧化试验　采用烘箱储藏试验法［１２］测定，称

取３０ｇ猪油或菜籽油置于 ５０ｍＬ碘量瓶中，按 ０．０８％、
０１６％、０．３２％、０．６４％质量百分比添加油樟叶总黄酮粗品，
以０．０２％２，６－二叔丁基对甲酚（ＢＨＴ）、０．０８％抗坏血酸
（维生素 Ｃ）为阳性对照，以纯猪油或菜籽油为空白对照，
７０℃ 加热搅拌３０ｍｉｎ充分混匀，置于（７０±１）℃烘箱中，每
隔１２ｈ搅拌 １次，并交换在烘箱中的位置，每 ２４ｈ参照
ＧＢ／Ｔ５００９．３７—２００３《食用植物油卫生标准的分析方法》规
定的方法测定油样过氧化值（ＰＯＶ）。同时以 ＢＨＴ为协同增
效剂，油樟叶黄酮和 ＢＨＴ分别按油样质量０．１６％、０．０２％加
入油样进行协同抗氧化试验。参考ＧＢ１０１４６—２００５《食用动
物油脂卫生标准》、ＧＢ／Ｔ５５３８—２００５《动植物油脂 过氧化值
测定》对猪油、菜籽油ＰＯＶ的规定，设定猪油、菜籽油氧化诱
导终点ＰＯＶ为０．２ｇ／１００ｇ。将油脂的氧化过程归为一级反
应，其反应方程如下：

ｌｎＣ＝－ｋｔ＋ｌｎＣ０。
式中：Ｃ为油脂氧化后的过氧化值，Ｃ０为油脂初始过氧化值，
ｋ为速率常数，ｔ为时间。根据该方程求出油脂氧化速率常数
ｋ，由回归方程计算出油脂ＰＯＶ达到０．２ｇ／１００ｇ时的氧化诱
导时间。

抗氧化保护系数（ＰＦ）是添加抗氧化剂的油脂氧化诱导
时间与空白油脂的氧化诱导时间之比，表示抗氧化剂的抗油

脂氧化作用强弱，ＰＦ越高，抗氧化作用越强。评价标准为
ＰＦ＝１，无抗氧化作用；２≥ＰＦ＞１，有一定抗氧化作用；３≥
ＰＦ＞２，有明显抗氧化作用；ＰＦ＞３，有显著抗氧化作用［１３－１４］。

２　结果与分析

２．１　总黄酮含量的测定
由图１可知，芸香苷标准品最大吸收波长为５１０ｎｍ，样

品溶液的最大吸收波长发生了蓝移，为４９０ｎｍ，二者存在一
定差异，可能由于样品溶液中存在其他干扰成分导致吸收波

长蓝移。根据双波长分光光度法波长选择原则［１５］，样品溶液

在５１０ｎｍ处也有较强吸收，选择５１０ｎｍ为测定波长，选择其
下端与芸香苷标准品吸收曲线交叉处的等吸收点５８５ｎｍ为
参比波长。采用双波长分光光度法、单波长分光光度法测定

芸香苷标准曲线回归方程的ｒ２分别为０．９９９２、０．９９９３，二者
相近，可见在０．００８０～０．０４８０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内，２种方法
测定芸香苷的线性均良好（图２）。双波长法和单波长法的显
色稳定性在０～１５０ｍｉｎ内吸光度变化较大，样品溶液吸光度
ＲＳＤ分别为７．４８％、７．９８％；０～６０ｍｉｎ内，样品溶液吸光度
ＲＳＤ分别为４．５１％、４．９１％，表明在显色０～６０ｍｉｎ内测定油
樟叶总黄酮，２种方法的稳定性均较好，但双波长法优于单波
长法。精密度、重现性、加标回收率试验表明，双波长法 ＲＳＤ
均小于单波长法，但２种方法ＲＳＤ均小于５％，加标平均回收
率分别为９２．２３％、９０．１１％。可见，测定油樟叶总黄酮２种
方法显色６０ｍｉｎ内稳定性、精密度、重现性、回收率均较好，
双波长法比单波长法更准确可靠。双波长分光光度法测得脱

脂油樟叶总黄酮提取液中总黄酮含量为１９．２１ｍｇ／ｇ，低于单
波长法测得的含量（２０．１８ｍｇ／ｇ）（表１）。１０ｇ脱脂油樟叶采
用醇提法获得总黄酮粗品３８２ｍｇ，双波长法测得其纯度为
３５８７ｍｇ／ｇ。孙崇鲁等采用正交试验研究了与油樟同属植物
香樟［Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ．ｃａｍｐｈｏｒａ（Ｌｉｎｎ．）Ｐｒｅｓｌ］叶中总黄酮的
提取工艺，其黄酮提取含量达３９．６８ｍｇ／ｇ［１６］，高于本试验制
备的油樟叶中总黄酮含量，可见油樟叶总黄酮的提取工艺值

得进一步研究。

２．２　抗油脂氧化试验
由图３、图４可知，猪油、菜籽油经高温加速诱导后，随着

氧化时间的增加，各组 ＰＯＶ值逐渐升高。猪油、菜籽油中添
加不同浓度油樟叶总黄酮粗品后，相同时间内加抗氧化剂油

样的ＰＯＶ值均低于纯油空白组。同一时间下，随着油樟叶总
黄酮粗品添加量的增加，油样 ＰＯＶ值逐渐降低。由表２可
知，添加抗氧化剂后，油样氧化诱导时间、ＰＦ值均大于空白纯
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表１　油樟叶总黄酮含量测定结果

测定

方法

ＲＳＤ值（％）

６０ｍｉｎ
稳定性

精密度 重复性 回收率
样品

测定

总黄酮含量

（ｍｇ／ｇ）

双波长 ４．５１ ２．０３ ２．１７ ２．３４ ２．１３ １９．２１
单波长 ４．９１ ２．１２ ２．９０ ３．０１ ２．８５ ２０．１８

表２　添加油樟叶总黄酮后油样的氧化诱导时间、抗氧化保护系数

组别

猪油

氧化诱导

时间（ｈ）
抗氧化保

护系数（ＰＦ）

菜籽油

氧化诱导

时间（ｈ）
抗氧化保

护系数（ＰＦ）
纯猪油（ＣＫ） ４４．７８ １．００ ２６．８７ １．００
０．０８％总黄酮粗品 ４７．６７ １．０６ ２９．５７ １．１０
０．１６％总黄酮粗品 ５２．０５ １．１６ ３３．２５ １．２４
０．３２％总黄酮粗品 ５７．０５ １．２７ ３５．５９ １．３２
０．６４％总黄酮粗品 ７０．０７ １．５６ ３８．１９ １．４２
０．０８％维生素Ｃ ４９．１７ １．１０ ２９．７９ １．１１
０．０２％ＢＨＴ ５５．２５ １．２３ ３３．５８ １．２５
０．１６％总黄酮
粗品＋０．０２％ＢＨＴ

６３．７２ １．４２ ３７．３８ １．３９

油对照，测试浓度范围内抗氧化剂的 ＰＦ值均大于１小于２，
可见油樟叶总黄酮粗品对猪油、菜籽油均具有一定抗氧化活

性，且有明显剂量效应关系。０．０８％油樟总黄酮对猪油、菜籽
油的ＰＦ值与０．０８％维生素Ｃ均相近，但较小，表明当油樟叶
总黄酮粗品添加量达到０．０８％时，其对猪油和菜籽油的抗氧
化活性与维生素Ｃ相当，但活性较弱。０．３２％油樟总黄酮对
猪油的ＰＦ值与０．０２％ＢＨＴ相近，０．１６％油樟总黄酮对菜籽
油的ＰＦ值与０．０２％ＢＨＴ相近，表明油樟总黄酮对油脂的抗
氧化活性与 ０．０２％ＢＨＴ相当，在猪油中添加量需达到
０３２％，在菜籽油中添加量需达到０．１６％。当油樟叶总黄酮
添加量高于０．３２％时，其对猪油、菜籽油的抗氧化活性强于
０．０２％ＢＨＴ。油樟总黄酮低浓度添加量对猪油的 ＰＦ值小于

菜籽油，高浓度添加量（０．６４％）则相反，表明油樟总黄酮中
低浓度添加量对菜籽油的抗氧化效果好于猪油，高浓度添加

量对猪油的抗氧化作用优于菜籽油。

３　结论与讨论

采用ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色体系测定样品中总
黄酮含量较为常见，对于组分较复杂的样品溶液，采用单波长

测定方法容易引起干扰，双波长测定法可消除共存组分的干

扰，获得更高的可靠性［１５，１７］。本试验结果表明，双波长分光

光度法、单波长分光度法的稳定性、精密度、重现性、回收率均

较好，２种方法均可用于油樟叶总黄酮含量的测定。但单波
长测定法的稳定性、精密度、重现性、回收率ＲＳＤ值均高于双
波长测定法，测得样品中总黄酮含量高于双波长法，这可能是

由于油樟总黄酮提取液中含有较多其他干扰组分，影响了显

色反应体系，造成单波长法的可靠性偏低，测定结果偏高［１８］。

测定液显色后，与芸香苷标准溶液相比，油樟总黄酮提取液的

吸收光谱发生一定程度蓝移，这一现象也表明油樟叶提取液

中可能含有较多干扰吸收的组分。因此，对于油樟叶提取液

的总黄酮含量测定，采用双波长法比单波长法能更好地消除

复杂组分等背景干扰。双波长分光光度法测得脱脂油樟叶总

黄酮含量为１９．２１ｍｇ／ｇ，其结果准确可靠，可作为油樟叶总
黄酮含量测定方法。黄酮类化合物可通过消除铁、铜等金属

离子的催化作用来提高氧化反应的活化能，从而阻碍氧化反

应；也可将氢供给脂肪自由基（Ｒ·）和过氧化自由基
（ＲＯＯ·）后转变为酚基自由基（Ａ·），分别生成脂肪分子
（ＲＨ）、氢过氧化物（ＲＯＯＨ），酚基自由基能降低自动氧化连
锁反应速度，从而抑制油脂进一步氧化［１８］。本试验结果表

明，油樟叶总黄酮对猪油、菜籽油均有一定抗氧化作用，具有

一定量效关系。０．０８％维生素 Ｃ对猪油、菜籽油的抗氧化活
性均较弱，可能是由于维生素 Ｃ属水溶性抗氧化剂，在油脂
中溶解度低，有效浓度低导致抗油脂氧化活性弱。０．３２％油
樟总黄酮与０．０２％ＢＨＴ对猪油抗氧化作用相当，０．１６％油樟
总黄酮与０．０２％ＢＨＴ对菜籽油抗氧化作用相当；当油樟叶总
黄酮添加量高于０．３２％时，其对猪油、菜籽油的抗氧化活性
均强于０．０２％ＢＨＴ。油樟总黄酮与 ＢＨＴ联合使用具有协同
抗猪油、抗菜籽油氧化作用。
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反相高效液相色谱法测定厚朴树叶中的厚朴酚

刘存芳
（陕西理工学院化学与环境科学学院，陕西汉中７２３０００）

　　摘要：超声辅助法提取秦巴山区野生厚朴树叶中的厚朴酚，用显色法和薄层色谱法对厚朴酚进行定性鉴定，反相
高效液相色谱法测定厚朴树叶中厚朴酚的含量。采用高效液相色谱仪测定，以 Ｃ１８为固定相，选择不同的流动相，检

测波长为２９４ｎｍ，流速为 １ｍＬ／ｍｉｎ，进样量 ２０μＬ。试验结果表明，厚朴树叶中含有厚朴酚，且厚朴酚的含量为
０７５％，以体积比７８∶２２的甲醇 ∶水为流动相，测得厚朴酚的保留时间为４．５２８ｍｉｎ，分离效果好、简单、灵敏、重现性
好、结果满意，适合于厚朴树叶中厚朴酚含量的测定。
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Ｅ－ｍａｉｌ：９８７２５３１０６＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　厚朴（Ｍａｇｎｏｌｉａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉａ）是木兰科木兰属的一种高大
落叶植物［１］，别名川朴、紫油厚朴，树高１５～２０ｍ，广泛地分
布于湖北西部、四川西南部、陕西南部、甘肃南部、江西、安徽、

浙江、福建、湖南等地［２］，厚朴树皮是我国传统中药材，称为

中药厚朴，始载于《神农本草经》，列为中品，其后历代本草均

有记载，厚朴的树皮、根皮、花、籽及嫩芽均能入药［３］，有燥湿

消痰、化湿导滞、消除腹胀便秘、治疗痰饮喘咳、驱风镇痛等功

效，还具有抗菌、抗病毒、抗过敏、影响胃肠活动、松弛肌肉和

中枢抑制等作用，以厚朴树皮为主，将其作为中药材或深加工

的原料使用。厚朴酚是厚朴中的活性物质之一［４］，有抗菌、

镇静中枢神经、松弛肌肉、抗溃疡、抗氧化、预防龋齿等药理作

用［５］，最近研究表明厚朴酚还有抑制癌细胞的作用［６］，厚朴

酚应用广泛，是一些中成药如保和丸、藿香正气水等的主要成

分。目前，厚朴酚主要是从厚朴树皮提取，厚朴树皮资源有

限，厚朴树一般要生长１５年才能符合药用需要，挖根剥皮，一
次性使用，而厚朴树叶资源却非常丰富［７］。人们对厚朴树叶

的开发利用研究报道较多［８］，不同产地和不同季节厚朴叶中

厚朴酚以及和厚朴酚含量存在差异［９－１１］，用高效液相色谱法

检测厚朴树叶中厚朴酚的含量，不同提取方法测得厚朴树叶

中厚朴酚含量不同［１２－１３］，厚朴树叶提取物对植物病原真菌有

抑菌活性［１４］，厚朴树叶中含有和厚朴树皮中相同的成分，可

用厚朴树叶提取厚朴酚，厚朴树叶的利用前景广阔。陕西南

部秦巴山区有丰富的厚朴资源，本研究采用超声辅助提取法

和索氏回流提取法从厚朴树叶中提取厚朴酚，进行定性鉴定，

用反相高效液相色谱法测定厚朴树叶中厚朴酚的含量［１５］，可

为开发利用厚朴树叶资源提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂和仪器
１．１．１　试验材料　厚朴树叶于２０１２年１１月上旬收集于陕
西南部秦巴山区，经陕西理工学院植物学专家赵桦教授分析

和辨认，为木兰科木兰属植物厚朴的叶子。置于烘箱５０℃烘
干至恒质量，用中草药粉碎机粉碎过６０目筛，密封保存备用。
１．１．２　试剂　厚朴酚标准品（中国药品生物制品检验所），
色谱甲醇（色谱纯，进口分装），乙腈（色谱纯 ＴＥＤＩＡ，进口分
装）。乙醇、甲醇、三氯化铁、间苯三酚、苯、香草醛、硫酸、盐

酸、羧甲基纤维素钠均为国产分析纯，由天津市天力化学试剂

有限公司生产。薄层层析硅胶ＧＦ２５４（分析纯，青岛海洋化工
厂）。１％香草醛硫酸显色剂配制：１００ｍＬ无水乙醇、１ｇ香草
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