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　　摘要：应用超高效液相色谱，分别测定白藜芦醇、茶多酚及大豆异黄酮与维生素Ｄ２在１∶１、１∶１０、１０∶１这３种

质量比例混合下，放置１０、２６、３６ｄ后样品中维生素Ｄ２稳定性变化。结果表明，以１∶１、１∶１０、１０∶１质量比例添加的

３种天然抗氧化剂均对维生素Ｄ２稳定性具有一定的保护作用，且随着放置时间的延长，对维生素Ｄ２的稳定性保护作

用愈明显。其中以 １∶１０质量比例添加对维生素Ｄ２的稳定性保护作用最佳，添加３种天然抗氧化剂３６ｄ后维生素

Ｄ２的存留率均在８４％以上，与空白对照相比分别增加７２．７２％、６８．０８％、７５．３２％。茶多酚、大豆异黄酮及白藜芦醇３

种天然抗氧化剂均对维生素Ｄ２具有较好的稳定性保护作用，其中以１∶１０质量比例混合时效果较佳。
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　　维生素 Ｄ２，别称钙化醇或麦角骨化醇，是维生素 Ｄ家族
的重要一员，能调节钙磷的代谢，促进骨骼的健康，在临床上

用于预防和治疗佝偻病、骨质软化及甲状旁腺功能低下等疾

病［１－３］。由于维生素Ｄ２性质不稳定，遇光、热、氧等易降解而
失效［４－６］，导致体内生物利用度降低，难以保证常规制剂质量

稳定性，从而限制了它在药品、食品、保健食品等领域的广泛

应用。目前常用β－环糊精包被或微囊化技术提高维生素Ｄ２
及其制剂产品的稳定性［７－９］。

茶多酚、大豆异黄酮及白藜芦醇是源于我国优势资源的

３种天然抗氧化剂，具有较好的抗氧化性，并显示良好的抗衰
老、抗肿瘤等生物活性，在药品、保健食品、化妆品等中具有广

阔的应用前景［１０－１６］；另一方面，超高效液相色谱作为一种高

效分析技术，其高分辨度、高分析效率、低溶剂消耗在色谱分

析中具有显著优势，并在食品质量安全等分析检测中广泛应

用［１７－２１］。笔者所在的课题组前期建立了乙醇直接提取、超高

效液相色谱分离的方法测定维生素Ｄ，方法简便、快捷、灵敏，
准确度高，分析总周期大大缩短，适合批量化分析检测，并用

建立的方法对几种市售维生素 Ｄ保健食品和药品进行了测
定，取得较满意的结果［２２］。

为考察茶多酚、大豆异黄酮及白藜芦醇３种天然抗氧化
剂对维生素Ｄ２稳定性的影响，本研究应用超高效液相色谱
法分别测定白藜芦醇、茶多酚及大豆异黄酮与维生素 Ｄ２在
１∶１、１０∶１、１∶１０这３种质量比例混合下，在４℃冷藏干燥
条件下放置１０、２６、３６ｄ后混合样品中维生素Ｄ２的稳定性变
化，分析白藜芦醇、茶多酚及大豆异黄酮对维生素 Ｄ２稳定性

保护作用，最终旨在寻找天然维生素 Ｄ２抗氧化稳定剂，为维
生素Ｄ２相关产品及制剂的开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器
超高效液相色谱 －质谱联用仪（ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹ－ＵＰ

ＬＣ－ＴＱＤ）；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ万分之一电子天平（ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ）；低
速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ）；超声波清洗仪（ＫＱ－５００Ｅ）；
２４０ｍｍ玻璃干燥器；电热恒温水浴锅（ＨＷＳＹ２１－Ｋ）；冰箱
（海尔ＢＣＤ－２７８ＴＡＪ）。
１．２　试剂

维生素Ｄ２（分析纯，上海晶纯有限公司），维生素Ｄ２标准
品（ＳＵＰＥＬＣＯ，１００ｍｇ），无水乙醇为分析纯，白藜芦醇（９８％，
陕西森弗生物技术有限公司），茶多酚（９８％，陕西森弗生物技术
有限公司），大豆异黄酮（９８％，陕西森弗生物技术有限公司），变
色硅胶（２．０～５．６ｍｍ，山东青岛裕宝精细化工有限公司）。

维生素 Ｄ２ 标准储备液 （１００μｇ／ｍＬ）：准确称取
０．０１００ｇ维生素Ｄ２于１００ｍＬ容量瓶中，用乙醇溶解并定容
至刻度；维生素Ｄ２标准使用液：准确吸取维生素 Ｄ２标准储
备液１０ｍＬ于 １００ｍＬ容量瓶中，用乙醇定容至刻度，该溶液
浓度为１０．０μｇ／ｍＬ。
１．３　样品处理

将维生素Ｄ２与白藜芦醇、茶多酚、大豆异黄酮３种抗氧
化剂分别按照质量比１∶１０、１∶１、１０∶１各称取９份，置于
５ｍＬ塑料离心管中（样品称取质量见表１），加入２ｍＬ无水
乙醇，４０℃ 超声３０ｍｉｎ，置于恒温水浴锅中６０℃挥干溶剂，
所得样品在冰箱４℃下置于２４ｍｍ干燥器中干燥保存（干燥
器中加入变色硅胶）。分别于１０、２６、３６ｄ后取出各处理３个
重复样品，在 ５ｍＬ离心管中加入 ２ｍＬ乙醇，４０℃超声
３０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（３５００ｒ／ｍｉｎ），残渣继续加入２ｍＬ乙醇，
４０℃超声３０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（３５００ｒ／ｍｉｎ）。合并上清液，离
心１０ｍｉｎ（３５００ｒ／ｍｉｎ）。依次将１∶１０样品溶液稀释２０倍，
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１∶１样品溶液稀释１００倍，１０∶１样品溶液稀释２００倍，维生
素Ｄ２空白对照溶液稀释１００倍后，吸取上清液过 ０．４５μｍ
膜，滤液直接进色谱系统分析。整个过程避光操作。每个处

理３次重复。
表１　维生素Ｄ２与３种天然抗氧化剂以不同质量比例混合称取质量

质量比

（维生素Ｄ２∶抗氧化剂）
维生素Ｄ２质量

（ｍｇ）
抗氧化剂质量

（ｍｇ）

１∶１０ ５ ５０
１∶１ ２７．５ ２７．５
１０∶１ ５０ ５
空白对照 ２０ ０

１．４　标准曲线的绘制
准确移取维生素 Ｄ２标准贮备液及标准使用液，用乙醇

稀释定容，分别配制 １．０、１０、５０、１００、５００ｎｇ／ｍＬ，１、１０、２０、
４０、６０、８０、１００μｇ／ｍＬ不同浓度标准维生素 Ｄ２溶液；以上每
个浓度的溶液分别进样 ５μＬ，以紫外 ２６４ｎｍ处的吸收峰面
积对浓度作曲线进行拟合。获得标准曲线方程为 ｙ＝
２９２２３ｘ－１４０．６５（ｒ２ ＝０．９９９８），线性范围为 ０．５０～
１００．００μｇ／ｍＬ。　
１．５　色谱条件

ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，
１．７μｍ），柱温３０℃，流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ，进样５μＬ。流动相
为０．５％（体积分数）甲酸水溶液与乙腈梯度洗脱，乙腈梯度
为９２％（０～６ｍｉｎ）－１００％（６～７ｍｉｎ）－９２％（７～８ｍｉｎ）；检
测波长２６４ｎｍ。
１．６　数据处理与分析

试验数据采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，采用
ＴｕｋｅｙｓＨＳＤ进行方差分析（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　未添加天然抗氧化剂维生素Ｄ２稳定性
未添加天然抗氧化剂的维生素 Ｄ２稳定性较差，经处理

后在 ４℃ 冷藏干燥保存条件下，造成维生素 Ｄ２大量损失，
１０、２６、３６ｄ的存留率分别为８８．２１％、６８．３２％、５０．００％，且
在０．０５水平差异显著，其中维生素 Ｄ２在保存２６、３６ｄ的损
失率高达３１６８％、５０．００％（表２至表４）。
２．２　以１∶１质量比例添加３种天然抗氧化剂对维生素 Ｄ２
稳定性影响

以１∶１质量比例添加的３种天然抗氧化剂均对维生素
Ｄ２稳定性具有一定的保护作用，且随着放置时间的延长，对
维生素Ｄ２稳定性的保护作用愈明显。保存１０ｄ测定结果表
明，添加３种天然抗氧化剂后维生素Ｄ２的存留率均在９０％以
上，且三者之间在５％水平无显著差异，三者与空白对照也无
显著差异。保存２６ｄ测定结果表明，添加３种天然抗氧化剂
后维生素Ｄ２的存留率均在７３％以上，且三者在５％水平无显
著差异，其中添加茶多酚后维生素Ｄ２的存留率与空白对照保
存２６ｄ的存留率差异显著，而添加大豆异黄酮和白藜芦醇后
维生素Ｄ２的存留率与空白对照的存留率均无显著差异。保存
３６ｄ测定结果表明，添加３种天然抗氧化剂后维生素Ｄ２的存
留率均在７２％以上，三者之间在５％水平无显著差异，但是均
与空白对照保存３６ｄ的存留率差异显著，其中添加茶多酚后

３６ｄ维生素Ｄ２存留率与空白对照相比增加了５８％（表２）。
对于茶多酚而言，保存１０ｄ和２６ｄ的存留率无显著差

异，保存１０ｄ和３６ｄ的存留率差异显著，保存２６ｄ和３６ｄ的
存留率也无显著差异；对于大豆异黄酮和白藜芦醇而言，保存

１０ｄ和２６、３６ｄ的存留率差异显著，保存２６ｄ与３６ｄ的存留
率无显著差异（表２）。

表２　３种天然抗氧化剂以１∶１质量比例添加
对维生素Ｄ２稳定性的影响（ｘ，ｎ＝３）

抗氧化剂
保存时间

（ｄ）

维生素

Ｄ２浓度
（μｇ／ｍＬ）

维生素

Ｄ２含量
（ｍｇ）

维生素

Ｄ２存留率
（％）

相对于

对照（％）

空白对照 １０ １６．７６ １７．６４ ８８．２１ａｂ １００．００
２６ １２．９８ １３．６６ ６８．３２ｄ １００．００
３６ ９．５０ １０．００ ５０．００ｅ １００．００

茶多酚 １０ ２４．２４ ２５．５２ ９２．６７ａ １０５．０６
２６ ２２．０２ ２３．１８ ８４．３３ａｂｃ １２３．４３
３６ ２０．６２ ２１．７１ ７９．００ｂｃｄ １５８．００

大豆异黄酮 １０ ２４．０５ ２５．３２ ９２．３３ａ １０４．６７
２６ ２０．４４ ２１．５２ ７８．３３ｂｃｄ １１４．６５
３６ １８．８５ １９．８４ ７２．３３ｄ １４４．６６

白藜芦醇 １０ ２３．６４ ２４．８８ ９０．４７ａ １０２．５８
２６ １９．１８ ２０．１９ ７３．４２ｃｄ １０７．４６
３６ １８．９２ １９．９２ ７２．４４ｄ １４４．８８

　　注：同列数据后标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下
表同。

２．３　以１∶１０质量比例添加３种天然抗氧化剂对维生素 Ｄ２
稳定性影响

以１∶１０质量比例添加的３种天然抗氧化剂均对维生素
Ｄ２稳定性具有一定的保护作用，且随着放置时间的延长，对
维生素Ｄ２的稳定性保护作用愈明显。保存１０ｄ测定结果表
明，添加３种天然抗氧化剂后维生素 Ｄ２的存留率均在９４％
以上，且三者之间在５％水平无显著差异，三者与空白对照保
存１０ｄ维生素Ｄ２的存留率也无显著差异。保存２６ｄ测定结
果表明，添加３种天然抗氧化剂后维生素 Ｄ２的存留率均在
９１％以上，比同期空白对照均高了３４％以上，且三者在５％水
平无显著差异，并与空白对照保存１０ｄ维生素 Ｄ２的存留率
无显著差异，但是均与空白对照保存２６ｄ维生素 Ｄ２的存留
率差异显著。保存３６ｄ测定结果表明，添加３种天然抗氧化
剂后维生素Ｄ２的存留率均在８４％以上，分别比同期空白对
照提高了７２．７２％、６８．０８％和７５．３２％，三者同比在５％水平
均无显著差异。其中添加白藜芦醇保存３６ｄ的存留率与添
加大豆异黄酮和茶多酚保存１０、２６ｄ的存留率以及空白对照
保存１０ｄ的存留率均无显著差异，而与空白对照保存 ２６、
３６ｄ的存留率差异显著（表３）。

对于茶多酚和大豆异黄酮而言，保存１０ｄ和２６ｄ的存留
率无显著差异，保存１０ｄ和３６ｄ的存留率差异显著，而保存
２６ｄ和３６ｄ的存留率无显著差异；对于白藜芦醇而言，保存
１０、２６、３６ｄ的存留率均在５％水平无显著差异（表３）。
２．４　以１０∶１质量比例添加３种天然抗氧化剂对维生素 Ｄ２
稳定性影响

以１０∶１质量比例添加的３种天然抗氧化剂均对维生素
Ｄ２稳定性具有一定的保护作用，且随着放置时间的延长，对
维生素Ｄ２的稳定性保护作用愈明显。保存１０ｄ测定结果表
明，添加３种天然抗氧化剂后维生素Ｄ２的存留率在８９％以
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表３　３种天然抗氧化剂以１∶１０质量比例添加

对维生素Ｄ２稳定性的影响（ｘ，ｎ＝３）

抗氧化剂
保存时

间（ｄ）

维生素

Ｄ２浓度
（μｇ／ｍＬ）

维生素

Ｄ２含量
（ｍｇ）

维生素Ｄ２
存留率

（％）

相对于

对照（％）

空白对照 １０ １６．７６ １７．６４ ８８．２１ａｂｃ １００．００
２６ １２．９８ １３．６６ ６８．３２ｄ １００．００
３６ ９．５０ １０．００ ５０．００ｅ １００．００

茶多酚 １０ ２２．８７ ４．８１ ９６．２９ａ １０９．１６
２６ ２１．７６ ４．５８ ９１．６２ａｂｃ １３４．１０
３６ ２０．５１ ４．３２ ８６．３６ｂｃ １７２．７２

大豆异黄酮 １０ ２３．１０ ４．８６ ９７．２６ａ １１０．２６
２６ ２１．８０ ４．５９ ９１．７９ａｂｃ １３４．３５
３６ １９．９６ ４．２０ ８４．０４ｃ １６８．０８

白藜芦醇 １０ ２２．３７ ４．７１ ９４．１９ａｂｃ １０６．７８
２６ ２２．３４ ４．７０ ９４．０６ａｂｃ １３７．６８
３６ ２０．８２ ４．３８ ８７．６６ａｂｃ １７５．３２

上，且三者之间在５％水平无显著差异，三者与空白对照保存
１０ｄ维生素Ｄ２的存留率也无显著差异。保存２６ｄ测定结果
表明，添加 ３种天然抗氧化剂后维生素 Ｄ２的存留率均在
８６％以上，与同期空白对照相比提高了２６％以上，且三者之
间在５％水平无显著差异，并与添加３种抗氧化剂保存１０ｄ
以及空白对照保存１０ｄ维生素 Ｄ２的存留率均无显著差异，
但与空白对照保存２６ｄ维生素Ｄ２的存留率差异显著。保存
３６ｄ测定结果表明，添加３种天然抗氧化剂后维生素Ｄ２的存
留率均在７８％以上，比同期空白对照分别提高了６２．０２％、
５６．５４％和６５．９８％，且三者之间在５％水平无显著差异，并与
空白对照保存１０ｄ维生素 Ｄ２的存留率均无显著差异，添加
茶多酚及白藜芦醇的存留率与空白对照保存２６、３６ｄ维生素
Ｄ２的存留率均差异显著，而添加大豆异黄酮的存留率与空白
对照２６ｄ无显著差异，但与空白对照３６ｄ维生素 Ｄ２的存留
率存在显著性差异（表４）。

对于茶多酚和白藜芦醇而言，保存１０、２６和３６ｄ维生素
Ｄ２的存留率均在５％水平无显著差异；对于大豆异黄酮而言，
保存１０ｄ和２６ｄ的存留率无显著差异，保存１０、２６ｄ存留率
均与３６ｄ存留率差异显著（表４）。

表４　３种天然抗氧化剂以１０∶１质量比例添加

对维生素Ｄ２稳定性的影响（ｘ，ｎ＝３）

抗氧化剂

保存

时间

（ｄ）

维生素

Ｄ２浓度
（μｇ／ｍＬ）

维生素

Ｄ２含量
（ｍｇ）

维生素Ｄ２
存留率

（％）

相对于

对照（％）

空白对照 １０ １６．７６ １７．６４ ８８．２１ａｂｃ １００．００
２６ １２．９８ １３．６６ ６８．３２ｄ １００．００
３６ ９．５０ １０．００ ５０．００ｅ １００．００

茶多酚 １０ ２１．２１ ４４．６５ ８９．３１ａｂｃ １０１．２５
２６ ２０．５８ ４３．３３ ８６．６５ａｂｃ １２６．８３
３６ １９．２４ ４０．５１ ８１．０１ｂｃ １６２．０２

大豆异黄酮 １０ ２２．１０ ４６．５３ ９３．０５ａ １０５．４９
２６ ２１．７２ ４５．７３ ９１．４５ａｂ １３３．８６
３６ １８．５９ ３９．１４ ７８．２７ｃｄ １５６．５４

白藜芦醇 １０ ２２．４６ ４７．２８ ９４．５７ａ １０７．２１
２６ ２０．５２ ４３．２０ ８６．４０ａｂｃ １２６．４６
３６ １９．７１ ４１．４９ ８２．９９ａｂｃ １６５．９８

３　结论

未添加天然抗氧化剂的维生素 Ｄ２稳定性较差，经处理
后在４℃冷藏干燥保存条件下，造成维生素Ｄ２大量损失，１０、
２６、３６ｄ的存留率分别为 ８８．２１％、６８．３２％、５０．００％；以
１∶１、１∶１０、１０∶１质量比例添加的３种天然抗氧化剂均对维
生素Ｄ２稳定性具有一定的保护作用，且随着放置时间的延
长，其对维生素Ｄ２的稳定性保护作用愈明显。其中以１∶１０
质量比例添加对维生素Ｄ２的稳定性保护作用最佳，添加３种
天然抗氧化剂３６ｄ后维生素 Ｄ２的存留率均超过８４％，与空
白对照相比增加了７２．７２％、６８．０８％、７５．３２％。
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微波辅助提取常春油麻藤花总黄酮工艺及其抗氧化性

杨申明，杨红卫，王振吉，范树国，谢正萍
（楚雄师范学院化学与生命科学学院，云南楚雄６７５０００）

　　摘要：为了优化微波辅助提取常春油麻藤花总黄酮的提取工艺，并测定其总黄酮的抗氧化性。采用 ＮａＮＯ２－

Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色法测定总黄酮含量，通过正交试验Ｌ９（３
４）优化其总黄酮的提取工艺参数，并就总黄酮对１，１－

苯基－２－苦肼基自由基（ＤＰＰＨ·）、羟基自由基（·ＯＨ）和超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）的清除能力进行初步研究。结

果表明：总黄酮最佳提取工艺参数为乙醇体积分数７５％，料液比１ｇ∶３０ｍＬ，微波时间３．５ｍｉｎ，微波功率２００Ｗ，在此
条件下，总黄酮的平均提取率为１９．７７％；微波辅助提取的常春油麻藤花总黄酮具有较强的抗氧化性，对 ＤＰＰＨ·、羟
基自由基和超氧阴离子自由基清除作用明显，且其质量浓度与抗氧化活性呈一定的量效关系。
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　　常春油麻藤（ＭｕｃｕｎａｓｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓＨｅｍｓｌ）为蝶形花科
（Ｐａｐｉｌｉｏｎａｃｅａｅ）常春油麻藤属植物，别称牛马藤、油麻藤子、
绵麻藤［１］，在我国主要分布在四川、贵州和云南等地［２］，它是

一种药食同源植物，其藤茎、花和种子具有活血、通经活络之

功效，常用于风湿疼痛、四肢麻木、血虚贫血、月经不调等病

症，具有很好的疗效［１］。常春油麻藤产花量很多，云南楚雄

每年２—５月采花炒食、做汤制作蔬菜食用，风味独特，是当地
很受欢迎的一道特色野菜。因此，常春油麻藤花在医药和食

品工业领域中具有广泛的利用价值。

目前，国内外对常春油麻藤花的研究主要集中在挥发性

成分［３］、黄酮类结构鉴定、抗氧化活性成分［４］及抗氧化活性

成分提取分离［５］等方面，其他有关常春油麻藤花的研究鲜见

报道。近年来，黄酮类化合物越来越多的生物活性被不断发

现，其应用范围正逐步扩大，但对常春油麻藤花中总黄酮含量

测定及提取工艺的研究未见报道。本研究采用微波辅助提取

常春油麻藤花中总黄酮，用 ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色
法测定总黄酮含量，通过正交试验Ｌ９（３

４）优化提取工艺。同

时，以维生素 Ｃ为对照，并就所提取的总黄酮对 ＤＰＰＨ·、羟
基自由基和超氧阴离子自由基的清除作用进行研究，旨在为

常春油麻藤花的综合利用提供依据和参考。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
常春油麻藤花采自云南省楚雄市，经鉴定为蝶形花科常

春油麻藤属植物；芸香苷标准品由中国药品生物制品检定所

生产，１，１－苯基 －２－苦肼基自由基（ＤＰＰＨ·）由上海蓝季
科技发展有限公司生产，维生素Ｃ由昆山谱森实验室用品科
技有限公司生产，其他所用化学试剂均为分析纯，由天津市风

船化学试剂厂生产。

主要仪器：ＵＶ－２１００型紫外分光光度计，上海尤尼柯仪
器有限公司；Ｇ８０Ｆ２３ＣＮ３Ｐ－Ｑ５（ＱＯ）型微波炉，广东格兰仕
微波炉电器制造有限公司；ＳＥ４０ＺＦ型电子天平，奥豪斯仪器
上海有限公司；ＨＨ－Ｓ２型恒温水浴锅，金坛市大地自动仪器
厂；ＳＨＺ－ⅢＡ型循环水式真空泵，巩义市予华仪器有限责任
公司；２０２－００型干燥箱，上海市崇明实验仪器厂。
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