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　　摘要：研究建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）快速检测蔬菜中还原型维生素Ｃ含量的方法，并通过二流苏糖醇（ＤＤＴ）
还原脱氢型维生素Ｃ，从而得到总维生素Ｃ、脱氢型维生素Ｃ含量。以３％偏磷酸为提取液，乙腈－０．０１５ｍｏｌ／Ｌ磷酸
二氢铵溶液（体积比８５∶１５）为流动相，流速为１．５ｍＬ／ｍｉｎ，采用ＷａｔｅｒｓＣ－１８（１５０ｍｍ×３．９ｍｍ，５μｍ）反相色谱分
离，用紫外检测器于２５４ｎｍ波长下检测。结果表明：在１～５００ｍｇ／Ｌ浓度范围内线性良好（ｒ＝０．９９９６），所有蔬菜样
品检测相对标准偏差为０．６３％～１．８３％，平均加标回收率为９９．８９％。用该方法测定蔬菜中维生素 Ｃ含量，结果稳
定、重现性良好，适用于维生素Ｃ含量范围较大及颜色各异的多种蔬菜。
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　　维生素 Ｃ是一种人类必需的营养素［１］，其主要形式为

Ｌ－还原型、Ｌ－脱氢型，最主要的功能是参与胶原蛋白质的
合成，动物缺乏维生素Ｃ会造成坏血病［２］。作为一种抗氧化

剂和高活性物质，维生素 Ｃ参与许多新陈代谢过程，可以保
护人体免于自由基的威胁，具有提高免疫力，预防癌症、心脏

病、中风，保护牙齿和牙龈，抗衰老等许多生理作用［２－４］。有

研究表明：一定剂量的维生素 Ｃ可抗细胞 ＤＮＡ损伤［５］；在老

鼠铅中毒的同时及其后，补充维生素 Ｃ可降低血铅浓度［６］；

此外，维生素Ｃ还具有预防乙醇对脑、肝损伤的作用［７］。人

类自身不能够制造维生素 Ｃ，其广泛的食物来源为各类新鲜
果蔬，并且蔬菜中的总维生素 Ｃ含量相比还原型维生素Ｃ更
能够表征蔬菜的营养价值。因此，建立能够快速检测蔬菜中

总维生素Ｃ含量的方法十分重要，能为人们的膳食营养提供
更为确切的参考，从而有效预防和抵制因体内缺少维生素 Ｃ
而带来的不利影响，提高人们的工作效率和生活质量。

维生素Ｃ的测定方法有多种，各有优缺点。如《中华人
民共和国药典》规定的碘量法因其试验操作时不易把握酸

度、碘易挥发等，使得测定结果准确度降低，不适于微量分析；

而大多数水果、蔬菜的提取液具有一定色泽，又使得以颜色变

化来辨别其滴定终点的国标法２，６－二氯靛酚滴定法（ＧＢ／Ｔ
６１９５—１９８６《水果、蔬菜维生素 Ｃ含量测定法（２，６－二氯靛
酚滴定法）》）具有一定的局限性；此外，还包括容量法、苯肼

比色法、荧光光度法、电位法、紫外分光光度法等，但是这些方

法或存在所需试剂较多、试剂不稳定、操作繁琐等缺点［８－１０］，

或只能测定还原型维生素Ｃ含量，不能测定具有同样生理功
能的脱氢型维生素Ｃ含量，如荧光法、苯肼比色法［１１］。

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）是近年来发展起来的一种快速高
效且稳定可靠、发展较快的分离技术，因其处理样品简单快

速，且能同时测定几种维生素而被广泛应用于食品药品中维

生素含量的测定［８－１７］。但是，该方法目前主要测定的是还原

型维生素Ｃ［１１］，而对蔬菜中同样具有生理功能的脱氢型维生
素Ｃ含量的检测报道较少。本研究通过利用二硫苏糖醇
（ＤＴＴ）能够将脱氢型维生素Ｃ还原而不具有生理活性的二酮
古洛糖酸则不会被还原［１７－１８］，并且与高效液相色谱法结合，

可测定出还原型维生素Ｃ、总维生素Ｃ含量，从而得出脱氢型
维生素Ｃ含量，以总维生素Ｃ含量表征蔬菜的营养价值更为
准确。

１　材料与方法

１．１　试剂与材料
乙腈，色谱纯；磷酸二氢铵，分析纯；维生素 Ｃ标准品，分

析纯，维生素Ｃ含量≥９９．７％，国药集团化学试剂有限公司；
偏磷酸，分析纯；二硫苏糖醇（ＤＴＴ）；超纯水，笔者所在实验室
自制；０．４５μｍ滤膜，国药集团化学试剂有限公司。小白菜、
番茄，市购。

１．２　仪器与设备
Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱，美国；ＷａｔｅｒｓＤＥＬＴＡ－

ＰＡＫＣ１８色谱柱，日本；Ｗａｔｅｒｓ２９９８ＰＡＤ紫外检测器；ＤＰ－０１
隔膜真空泵，天津市东康科技有限公司；ＫＱ２２００型超声波清
洗器，昆山市超声仪器有限公司；ＭＩＬＬＩ－Ｑ型超纯水装置。
１．３　试验方法
１．３．１　色谱条件　ＷａｔｅｒｓＤＥＬＴＡ－ＰＡＫＣ１８色谱柱，柱长
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１５０ｍｍ，内径３．９ｍｍ，颗粒大小５μｍ；检测波长为２５４ｎｍ。
根据 本 试 验 高 效 液 相 色 谱 仪 的 性 能 特 点，选 择 乙

腈 －０．０１５ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｈ２ＰＯ４（体积比８５∶１５）作为流动相；
流速为１．５ｍＬ／ｍｉｎ，进样量１０μＬ，柱温２５℃；以保留时间定
性，待液相色谱稳定后进样分析，以峰面积定量。

１．３．２　样品制备　称取新鲜小白菜、番茄样品各４．００ｇ，迅
速剪碎后加入少量３％偏磷酸研磨制成匀浆，用３％偏磷酸定
容至 １００ｍＬ棕色容量瓶中，过滤，再吸取一部分滤液过
０．４５μｍ微孔滤膜，然后按“１．３．１”节色谱条件进行ＨＰＬＣ测
定，所得数值为还原型维生素 Ｃ含量。脱氢型维生素 Ｃ含
量＝维生素Ｃ总量－还原型维生素Ｃ含量，前提是将样品中
脱氢型维生素 Ｃ还原为还原型维生素 Ｃ。因此，另吸取
０．５ｍＬ滤液，加入１．００ｍＬ１％二硫苏糖醇溶液（ＤＴＴ），反应
还原０．５ｈ后，过０．４５μｍ滤膜进样，同样按“１．３．１”节色谱
条件进行测定，所测数值为样品溶液中的总维生素Ｃ量。
１．３．３　线性关系分析　准确称取５０ｍｇ维生素 Ｃ，用１．５％
偏磷酸溶液定容至１００ｍＬ棕色容量瓶中，得到５００ｍｇ／Ｌ维
生素Ｃ标准储备液；将其逐级稀释得到５０、１０ｍｇ／Ｌ标准溶
液，过０．４５μｍ滤膜，调整进样量，稀释得到１、５、１０、２０、３０、
５０、１００、２００、３００、４００、５００ｍｇ／Ｌ系列浓度对应的峰面积，以
峰面积的积分值对进样浓度（ｍｇ／Ｌ）进行直线回归。
１．３．４　精密度试验　取所制得样品４个，重复进样５次，测
定维生素Ｃ含量的精密度。
１．３．５　回收率试验　采用加标回收法，取２．００ｍＬ匀浆样
品，分别加入２．００ｍＬ浓度为５０、１００、５００ｍｇ／Ｌ的维生素 Ｃ
标准品，重复进样３次，取３次测定的平均值作为测定结果。
将测定结果扣除样品溶液的测定值，从而得到加入标准物质

的回收率，其计算公式为：

回收率＝（加标试样测定值－试样测定值）／加标量×１００％。
１．３．６　最低检测限的计算　以产生３倍仪器噪声水平的进
样量为检出限。

２　结果与分析

２．１　维生素Ｃ提取剂的选择
考察不同提取剂（３％草酸、３％偏磷酸）对维生素 Ｃ峰型

的影响，结果表明：当选择３％草酸作为本研究蔬菜样品提取
剂时，出现维生素Ｃ峰尖圆滑不尖锐、基线不平等现象；而以
３％偏磷酸作为提取剂能够得到更好的峰形（图１），因此选择
３％偏磷酸作为蔬菜样品提取剂。

２．２　流动相的选择
考察乙腈 －０．０１５ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｈ２ＰＯ４不同比例（体积比

５０∶５０、７５∶２５、８５∶１５）对检测时维生素Ｃ的峰形、保留时间
等出峰情况的影响。结果表明：当选择乙腈 －０．０１５ｍｏｌ／Ｌ
ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４（体积比８５∶１５）作为流动相时，不仅出峰时间提
前，峰形也更好，也不存在峰形重叠等问题，因此选择乙腈 －
０．０１５ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｈ２ＰＯ４（体积比８５∶１５）作为流动相。
２．３　色谱条件的选择

用Ｗａｔｅｒｓ２９９８ＰＡＤ紫外检测器检测发现，维生素 Ｃ在
２４５～２５５ｎｍ波长下吸光度较高，在２５４ｎｍ吸光度最大，因
此选择 ２５４ｎｍ作为检测波长。在超过样品的检测时间
（４ｍｉｎ）后的６ｍｉｎ内，没有发现有明显的信号强度，因此确
定样品检测时间为４ｍｉｎ。由图２可以看出，所有样品均能实
现基线分离，而且峰形能满足测定要求，维生素 Ｃ的保留时
间为０．８６６～０．９２９ｍｉｎ，检测限为０．８６μｇ／Ｌ。

２．４　标准工作曲线
以１、５、１０、２０、３０、５０、１００、２００、３００、４００、５００ｍｇ／Ｌ系列

浓度对应峰面积的积分值对进样浓度（ｍｇ／Ｌ）进行直线回归。
以浓度（ｘ，ｍｇ／Ｌ）为自变量、峰面积（ｙ）为因变量，方程式：ｙ＝
１６７３３ｘ－２６２０３，ｒ＝０．９９９６，说明标准曲线在１～５００ｍｇ／Ｌ
范围内线性良好，维生素Ｃ标准品的色谱结果见图２，标准曲
线见图３。

２．５　蔬菜中维生素Ｃ含量的测定
由图４、图５可以看出，经过 ＤＴＴ的还原，总维生素 Ｃ的

峰高高于还原型维生素 Ｃ。由表１小白菜、番茄中还原型维
生素Ｃ、总维生素Ｃ、氧化型维生素 Ｃ的检测结果可见，各提
取液中维生素Ｃ的保留时间在０．８９８～０．９９５ｍｉｎ。
２．６　精密度试验

对同一小白菜、番茄提取液分别连续进样５次，由表２可
见，精密度试验标准差为０．４９～３．２９，变异系数为０．６３％ ～
１．８３％，表明该方法重现性较好。
２．７　回收率试验

各取３份２ｍＬ维生素Ｃ含量为２５．１０６ｍｇ／ｋｇ的小白菜
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表１　蔬菜中维生素Ｃ含量的测定结果

样品
维生素Ｃ含量（ｍｇ／１００ｇ）

还原型 氧化型 总和

小白菜 ６２．２９７ ２１１．０９２ ２７３．３９０
番茄 ４５．８８８ １５１．５１８ １９７．４０６

　　注：表中检出量为５次平行测定结果的平均值。

提取液、维生素Ｃ含量为１８．２４８ｍｇ／ｋｇ的番茄提取液，分别
加入２ｍＬ不同浓度的维生素 Ｃ标准液，测定混合液中维生
素Ｃ含量，每种混合液测定３次，取其平均值。由表３可见，
回收率范围为９６．５８％～１０３．５９％，平均回收率为９９．８９％。

３　讨论与结论

维生素Ｃ在ｐＨ值＞７．６以上的溶液中非常不稳定，但是
在ｐＨ值＜４的酸性溶液中较稳定，３％草酸、３％偏磷酸皆满
足ｐＨ值＜４的要求。已有研究以０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸、３％偏磷
酸、３％草酸、３％三氯乙酸为提取剂，考察２４ｈ内维生素Ｃ的
稳定性，结果发现３％偏磷酸结果较为理想，３％草酸稍弱［１９］；

另有试验也比较了３％偏磷酸、３％草酸、０．０３ｍｏｌ／Ｌ盐酸 ３
种提取液的提取效果，结果表明，因偏磷酸具有明显的沉淀蛋

白质和保护维生素作用，使其提取效果更为理想［２０］。由于偏

表２　精密度试验结果

样品
维生素Ｃ含量（ｍｇ／１００ｇ）

进样１ 进样２ 进样３ 进样４ 进样５
标准差

（ｍｇ／１００ｇ）
变异系数

（％）

小白菜还原型维生素Ｃ ６２．４３ ６２．１２ ６１．８０ ６２．０７ ６３．０７ ０．４９ ０．７８
小白菜总维生素Ｃ ２７０．５７ ２７１．４０ ２７７．３０ ２７１．０５ ２７６．６３ ３．２９ １．２０
番茄还原型维生素Ｃ ４４．５８ ４５．６０ ４６．５０ ４６．０７ ４６．６９ ０．８４ １．８３
番茄总维生素Ｃ １９６．７１ １９６．８３ １９６．５２ １９９．５４ １９７．４４ １．２４ ０．６３

表３　回收率试验结果

样品
样品提取液维生素

Ｃ含量（ｍｇ／ｋｇ）
加标量

（ｍｇ／ｋｇ）
测定值

（ｍｇ／ｋｇ）
回收率

（％）
小白菜 ２５．１０６ ５０．００ ７６．８９９ １０３．５９

２５．１０６ １００．００ １２７．８８７ １０２．７８
２５．１０６ ５００．００ ５２２．９４５ ９９．５７

番茄 １８．７２２ ５０．００ ６７．４５０ ９７．４６
１８．７２２ １００．００ １１８．０９２ ９９．３７
１８．７２２ ５００．００ ５０１．６１４ ９６．５８

　　注：表中检出量均为３次平行测定的平均值。

磷酸与维生素Ｃ的这些特点，本研究采用３％偏磷酸提取番
茄、小白菜中的维生素 Ｃ后，其峰形更为尖锐、基线相对平
稳，可见以３％偏磷酸作为提取剂能够得到更好的峰形。但
是，由于偏磷酸不稳定，需要现配现用才能保证提取效果。

利用高效液相色谱与二硫苏糖醇还原维生素 Ｃ相结合，
对小白菜、番茄的还原型维生素 Ｃ、总维生素 Ｃ含量进行测
定。结果表明，新鲜小白菜中含有还原型维生素 Ｃ含量为
６２．２９７ｍｇ／１００ｇ，总维生素Ｃ含量为２７３．３９０ｍｇ／１００ｇ；新鲜
番茄中还原型维生素Ｃ含量为４５．８８８ｍｇ／１００ｇ，总维生素Ｃ
含量为１９７．４０６ｍｇ／１００ｇ。总维生素 Ｃ、还原型维生素 Ｃ二
者之差为脱氢型维生素Ｃ，本研究中小白菜、番茄的脱氢型维
生素Ｃ含量分别为２１１．０９２、１５１．５１８ｍｇ／１００ｇ。可以看出，
在本研究的小白菜、番茄中，脱氢型维生素 Ｃ含量在总维生
素Ｃ含量中占很大的比重，而脱氢型维生素Ｃ与还原型维生
素Ｃ同样具有生理功能，对人体健康的贡献不可忽视。本研

究认为，只利用高效液相色谱法测定的还原型维生素 Ｃ不足
以说明蔬菜中维生素Ｃ的营养状态，应利用二硫苏糖醇的还
原作用，得到的总维生素Ｃ含量更能表征蔬菜的营养价值。

本研究标准工作曲线的相关系数ｒ＝０．９９９６，曲线在１～
５００ｍｇ／Ｌ范围内线性良好，说明曲线的线性关系较好，且测
定浓度范围较广，分析中受样品中其他杂质的影响较小。测

定小白菜、番茄中维生素 Ｃ的含量，回收率为 ９６．５８％ ～
１０３５９％，说明该方法具有所需试剂少、稳定、操作简便等特
点。从本研究还可以看出，精密度试验的相对标准偏差小于

２％，说明该方法重复性、再现性都是比较高的；而且从样品色
谱图中看出，该方法分析维生素Ｃ的含量大约需要３ｍｉｎ，具
有灵敏、快速的特点。本研究所用的这个分析方法是可靠的，

它适用于维生素 Ｃ含量范围较大及颜色各异的广泛蔬菜中
还原型维生素Ｃ、总维生素Ｃ含量的测定。
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矮冷水花成分预试验及不同溶剂提取物的抗氧化活性

曹剑锋１，２，任朝辉３，芦静波４，朱　磊４，梁志远１，夏丽莎１

（１．贵州师范学院贵州省生物资源开发利用特色重点实验室，贵州贵阳５５００１８；２．贵州师范学院转化与分离研究所，贵州贵阳 ５５００１８；
３．贵州师范大学，贵州贵阳５５０００１；４．皖南医学院，安徽芜湖２４１００２）

　　摘要：通过对１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基、·ＯＨ的清除活性、还原力、螯合能力、总抗氧化能力
的测定，评价矮冷水花水提取物、９５％乙醇提取物及其石油醚相、乙酸乙酯相和水溶性３个不同极性部位的抗氧化活
性；测定总黄酮、总酚含量；采用化学反应鉴别法对矮冷水花提取物进行化学成分预试验。预试验结果表明：矮冷水花

可能含有酚类、鞣质、黄酮类、挥发油或油脂、氨基酸、多肽、蛋白质、还原糖、多糖、苷类、甾体、萜类内酯、香豆素及其苷

类化学成分。试验结果表明：水提取物、９５％乙醇提取物以及其石油醚相、乙酸乙酯相、水溶性部位提取物均表现出一
定抗氧化活性，其中乙酸乙酯部位的黄酮、总酚含量最高，分别为２８．４３％、２．１６％，清除ＤＰＰＨ自由基、·ＯＨ的能力、
还原力、螯合力及总抗氧化能力的ＩＣ５０值分别为０．１４２、０．５９８、０．３２８、１．００８、０．２９８ｍｇ／ｍＬ，并且随着浓度的增加，清除

活性增强。综合试验结果可知，矮冷水花提取物具有很好的抗氧化活性，乙酸乙酯部位抗氧化活性最强。

　　关键词：矮冷水花；化学成分；提取物；抗氧化活性；药用价值
　　中图分类号：Ｓ１３２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０７－０３０７－０５

收稿日期：２０１６－０１－０５
基金项目：贵州省科技厅自然科学基金（编号：黔科合 Ｊ字［２０１３］
２２３３）；贵州师范学院博士基金（编号：１２ＢＳ０３２）；贵州省应用化学
特色重点学科建设项目（编号：黔教科研发［２０１２］４４２）；教育部生
物资源科学专业综合改革试点项目（编号：２０１２２８７）。
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天然药物研究。Ｔｅｌ：（０８５１）８５８１６６４７；Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｊｆ２６６＠１２６．ｃｏｍ。

　　矮冷水花［Ｐｉｌｅａｐｅｐｌｏｉｄｅｓ（Ｇａｕｄｉｃｈ．）Ｈｏｏｋ．ｅｔＡｒｎ．］属荨
麻科，为一年生草本，别称地油仔、苔水花。矮冷水花分布于

我国华东、西南等地，常被作为蔬菜食用，因具有清热解毒、祛

痰止痛、消炎、褪肿、通便、利尿等功效，民间用于清热解毒祛

瘀止痛、跌打损伤、无名肿毒、毒蛇咬伤、疮疖等症［１］。陈谢

生等研究矮冷水花并制成了适合防治多种毒蛇的蛇伤草

药［２］；张浩等对矮冷水花进行了生药学鉴定研究［３］。有关矮

冷水花的研究报道较少，本研究对矮冷水花的化学成分和对

水提物、乙醇提取物不同萃取物抗氧化活性进行初步研究，以

期为矮冷水花植物药用价值的开发应用提供一定参考。

１　材料与仪器

１．１　试验材料
矮冷水花，采自贵阳市乌当区，经贵州师范学院朱富寿教

授鉴定为荨麻科植物矮冷水花［Ｐｉｌｅａｐｅｐｌｏｉｄｅｓ（Ｇａｕｄｉｃｈ．）
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