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　　摘要：利用固相萃取－高效液相色谱研究了６个石榴蜜样品中多酚类成分含量，以及石榴蜜对ＤＰＰＨ自由基的清
除作用，通过ＯＲＡＣ法测定其抗氧化能力，并对其还原力进行测定。结果表明，石榴蜜的总酚含量在 ２９．２８～
３７．２５ｍｇ／１００ｇ之间，总黄酮含量在 ２．３１～２．４７ｍｇ／１００ｇ，其中酚酸含量较高的样品１和样品２抗氧化能力较强。石
榴蜜各样本中均含脱落酸、木樨草素及芹菜素３种酚类化合物。同时，所有石榴蜜样品均具有一定的抗氧化活性，与
总酚含量呈现量效关系，呈正相关。
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　　蜂蜜是指蜜蜂采集蜜源植物的花蜜、分泌物或蜜露，并与
自身分泌物混合后，经充分酿造而成的天然甜物质［１］，是公

认的具有多种生物学活性的天然食品［２］。近年来对蜂蜜的

研究主要集中在各种活性成分及抗氧化等活性能力方面。多

酚类成分是蜂蜜中的重要活性物质之一，包括黄酮、单宁、酚

酸及其衍生物等［３］。酚酸是蜂蜜中的主要多酚类化合物，具

有抗氧化等多种保健功能［４］。黄酮类化合物具有抗氧化、抗

癌、抗菌、抗炎［５］等生物学活性。由于蜂蜜蜜源植物的不同，

蜂蜜中的酚酸和黄酮类化合物的含量和种类也有很大差异。

石榴树（ＰｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍＬ．）为石榴蜜蜜源，是桃金娘目
石榴科石榴属多年生落叶乔木或灌木。石榴在全国部分地区

有分布，可食用的名品有安徽淮北百子糖石榴、山东枣庄软子

石榴、陕西临潼石榴、广西胭脂红石榴、四川青皮石榴以及云

南蒙自青壳石榴等。云南省地理气候特征独特又复杂，区域

差异非常明显，在此条件下孕育出了极其丰富的蜜源植物。

云南省一年四季如春，花开不断，养蜂条件优越，出产的蜂蜜

品种较多，但关于该地区石榴蜜中酚酸、黄酮类化合物含量的

报道较少。本研究测定 ６个云南石榴蜜样品中多酚类成分
的含量，并对其抗氧化活性进行研究，旨在发现石榴蜜的保健

功能，以期为开发云南的特色蜂蜜提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料与试剂
１．１．１　样品　６个石榴蜜样品均为２０１５年产自云南省，１、２
号蜜样采自蒙自县；３、４号蜜样采自巧家县；５、６号蜜样采自
建水。样品采集后均置于４℃冰箱保存。
１．１．２　试剂　三氯化铁、三氯乙酸、铁氰化钾、磷酸二氢钠、

磷酸氢二钠、亚硝酸钠、邻苯三酚、碳酸钠、氢氧化钠、硝酸铝、

鲁米诺等均为分析纯，均购自北京化学试剂公司；１，１－二苯
基－２－苦基苯肼 ＤＰＰＨ，荧光素钠（ｓｏｄｉｕｍｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ），６－
ｈｙｄｒｏｘｙ－２，５，７，８－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｃｈｒ－ｏｍａｎ－２－ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ
ｔｒｏｌｏｘ，２，２，－ａｚｏｂｉｓ（２－ｍｅｔｈｙｌｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｉｎｅ）ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
ＡＢＡＰ均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；甲醇购自美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司；没
食子酸（９８％）、脱落酸、芸香苷对照品购自上海佳和生物科
技有限公司；木樨草素、芹菜素购自四川成都生物技术有限公

司；乙酸购自 Ｊ．ＴＢａｋｅｒ公司；Ｓｔｒａｔａ－Ｘ－Ａ固相萃取柱
（６０ｍｇ／３ｍＬ）购自广州菲罗门科学仪器有限公司。
１．１．３　主要仪器与设备　微量移液器，购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司；ＡＬ２０４型分析天平，购自梅特勒 －托利多仪器有限公
司；ＳＨＢ－Ⅲ循环水式真空泵，购自长城科工贸有限公司；
ＤＺＦ－６０９０型真空干燥箱，购自科学仪器有限公司；超纯水系
统，购自 ＭｅｒｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＫＱ－５０ＤＢ型数控超声波清洗
器，购自超声仪器有限公司；ＨＺＳ－Ｈ型水浴摇床，购自东明
医疗仪器厂；２４孔固相萃取装置，购自美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ公司；恒
温水浴氮吹仪，购自北京科林工贸有限公司；ＳＹ２１－Ｋ型电
热恒温水浴锅，购自北京长风仪器仪表公司；ＳｙｎｅｒｇｙＴＭＨＴ
型多功能酶标仪，购自美国 Ｂｉｏ－ｔｅｋ公司；ＬＣ－６ＡＤ高效液
相色谱仪，购自日本岛津公司。

１．２　方法
１．２．１　蜂蜜提取液的制备　在 Ｄｉｍｉｔｒｏｖａ和孙春丽研究［６－７］

的基础上进行了改进，具体步骤如下：（１）对固相萃取柱预处
理，用３ｍＬ甲醇进行活化，用３ｍＬｐＨ值 ＝７的超纯水进行
平衡；（２）称取蜂蜜样品３０ｇ，用１２０ｍＬ超纯水稀释，玻璃棒
搅拌至蜂蜜完全溶解。然后用氨水调节至ｐＨ值＝７，８０００ｇ
离心除去固体不溶物，取上清液倒入处理好的固相萃取柱中。

上样结束后，用 ３ｍＬ的超纯水 （ｐＨ值 ＝７）清洗，然后用
５ｍＬ甲酸甲醇 （５∶９５，Ｖ／Ｖ）溶液进行洗脱。将洗脱液在
４５℃ 恒温水浴中用氮吹至干燥，然后用２ｍＬ色谱级甲醇溶
液复溶，最后用０．２２μｍ滤膜过滤后放于上样瓶中４℃保存
备用。

１．２．２　蜂蜜提取物中总酚含量的测定［８］　采用 Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏ
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ｃａｌｔｅｕ法，以没食子酸作为对照建立总酚含量标准曲线，吸取
３０μＬ蜂蜜提取液，以没食子酸相对含量表示，每１个品牌的
蜂蜜样品做３次平行试验。
１．２．３　蜂蜜提取物中总黄酮含量的测定［８］　采用 ＡＩＣＩ３法，
以芸香苷作为对照建立总黄酮标准曲线，吸取１ｍＬ蜂蜜提取
物溶液，用芸香苷的相对含量表示样品中黄酮含量，每１个品
牌的蜂蜜样品做３次平行试验。
１．２．４　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定　将蜂蜜样品用超纯水
分别稀释成２．５、２．０、１．５、１．０、０．５ｇ／ｍＬ，吸取１ｍＬ稀释后
的蜂蜜样品，并加入 ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ４ｍＬＤＰＰＨ溶液
（２ｍｍｏｌ／Ｌ）以及５ｍＬ对应的溶剂，混匀，于室温下避光静置
３０ｍｉｎ。然后，在波长５１７ｎｍ处测定石榴蜂蜜样品的吸光
度，计算石榴蜜样品对ＤＰＰＨ自由基的清除率［９］。

ＤＰＰＨ自由基清除率＝（Ｄ０－Ｄ）／Ｄ０×１００％；
式中，Ｄ０表示空白试剂的吸光度，Ｄ表示石榴蜜样品溶液吸
光度。

１．２．５　蜂蜜还原力的测定　蜂蜜中的多酚类化合物能
够将［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－ 还原成为 ［Ｆｅ（ＣＮ）６］
４－，３分子的

［Ｆｅ（ＣＮ）６］
４－ 和ＦｅＣｌ３又能转化为 Ｆｅ４［Ｆｅ（ＣＮ）

６］３－，这种

物质称为普鲁士蓝，是１种深蓝色的复合物，在７００ｎｍ处有
强吸度［１０］。

在１０ｍＬ的试管中分别加入２００μＬ稀释成不同浓度的
蜂蜜水溶液，然后依次加入０．２ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ｐＨ
值＝６．６）２．５ｍＬ、铁氰化钾（２．５ｍＬ，１％），水浴 ２０ｍｉｎ
（５０℃），冷却至室温后加入１ｍＬ三氯乙酸（１０％），取上清
液２．５ｍＬ，加入蒸馏水２．５ｍＬ，三氯化铁０．５ｍＬ（０．１％），
７００ｎｍ下测定石榴蜜样品的吸光度。以不同浓度 Ｔｒｏｌｏｘ对
比溶液吸光度作标准曲线（ｙ＝０．００１６２ｘ＋０．１５３１７，ｒ２＝
０９９０５４），不同浓度蜂蜜样品根据吸光度变化对照标准曲
线，计算其Ｔｒｏｌｏｘ当量，结果用ｍｇＴｒｏｌｏｘ／１００ｇ表示。
１．２．６　过氧阴离子清除能力（ＯＲＡＣ法）的测定　在 Ｚｕｌｕｅｔａ
等研究［１１］的基础上进行了改进，具体步骤如下：吸取２０μＬ
的稀释后的蜂蜜样品液至９６孔板中，然后在每个加样孔中加
入１５０μＬ荧光素溶液 （８．１６×１０－２μｍｏｌ／Ｌ），覆膜后预热
（３７℃）１０ｍｉｎ。加入３０μＬ的ＡＢＡＰ（１５３ｍｍｏｌ／Ｌ），使用荧
光酶标仪进行测定。酶标仪测定条件：发射波长是５２８ｎｍ、
激发波长是４８５ｎｍ、振荡５ｓ后测定１次／ｍｉｎ，总测定时间为
５０ｍｉｎ。ＯＲＡＣ值为μｍｏｌＴｒｏｌｏｘ／１００ｇ。

抗氧化能力＝ＡＵＣ（抗氧化剂）－ＡＵＣ（空白）。
　　样品得出的面积差代入Ｔｒｏｌｏｘ标准曲线即可得出该样品
相应的Ｔｒｏｌｏｘ当量，换算成美国农业部的单位即为该样品的
ＯＲＡＣ值（ＩＣ５０），ＯＲＡＣ值越大代表抗氧化能力越弱。
１．２．７　ＨＰＬＣ色谱条件　色谱柱：１５０×４．６ｍｍ，５μｍ（Ｐｈｅ
ｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８），具体参数设置：检测波长２８０ｎｍ、柱温
箱温度３５℃、进样量为２０μＬ。流动相：Ｂ相是甲醇 （含有
２％乙酸），Ａ相是水 （含有２％乙酸）。梯度洗脱程序如下：
０～８ｍｉｎ，０％ ～３％ Ｂ；８～１０ｍｉｎ，３％ ～９％ Ｂ；１０～１２ｍｉｎ，
９～３３；１２～１６ｍｉｎ，３３％ Ｂ；１６～２１ｍｉｎ，３３％ ～３４％ Ｂ；２１～
３１ｍｉｎ，３４％ ～３６％ Ｂ；３１～４１ｍｉｎ，３６％ ～４０％ Ｂ；４１～
５１ｍｉｎ，４０％ ～４５％ Ｂ；５１～６１ｍｉｎ，４５％ ～５２％ Ｂ；６１～
７１ｍｉｎ，５２％ ～５７％ Ｂ；７１～８１ｍｉｎ，５７％ ～６５％ Ｂ；８１～

８６ｍｉｎ，６５％～９９％ Ｂ；８６～１１０ｍｉｎ，９９％ ～１００％ Ｂ；总流速
为０．７ｍＬ／ｍｉｎ。
１．３　数据处理

使用 ＳＰＳＳ１３．０软件，采用邓肯法对数据进行方差
分析［１２］。

２　结果与分析

２．１　石榴蜜中总酚和总黄酮含量
由表１可知，不同的石榴蜜样品的总酚和总黄酮含量具

有一定的差异。４号蜜的总酚含量最低，仅为 ２９．２８ｍｇ／
１００ｇ；１号蜜和 ２号蜜的总酚含量较高，分别为 ３７．２５、
３５．１８ｍｇ／１００ｇ。其中，样品１、２、６总酚含量之间差异不显
著，样品１、３、４之间呈显著差异。

此外，不同石榴蜜样品的黄酮含量相差不大，在 ２．３１～
２．４７ｍｇ／１００ｇ之间，各样本之间差异不显著。同时，各样品
的黄酮含量和总酚含量并无明显的相关性。

表１　石榴蜜总酚酸和总黄酮含量

蜂蜜样品编号
总酚含量

（ｍｇ／１００ｇ）
总黄酮含量

（ｍｇ／１００ｇ）

１ ３７．２５±０．９２ａ ２．３７±０．０２ａ
２ ３５．１８±２．０１ａｂ ２．４５±０．３１ａ
３ ３２．１５±１．５１ｃ ２．４７±０．０４ａ
４ ２９．２８±０．９４ｄ ２．３１±０．０３ａ
５ ３３．５７±１．０８ｂｃ ２．３８±０．３７ａ
６ ３４．６６±１．７４ａｂｃ ２．４０±０．１８ａ

　　注：不同字母表示彼此之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），统计方
法为单因素方差分析，使用邓肯法进行多重比较。下表同。

２．２　石榴蜜的抗氧化能力
总酚和总黄酮含量较高的１号蜜样和２号蜜样具有较高

的清除ＤＰＰＨ·自由基的能力，ＩＣ５０值分别为（４５．５４±９．７３）、
（４７．９８±７．８３）ｍｇ／ｍＬ；４号蜜的 ＩＣ５０值为（７８．５４±
１１．０１）ｍｇ／ｍＬ，是６个样品中清除 ＤＰＰＨ·自由基能力最弱
的。６个样品清除ＤＰＰＨ·自由基能力由大到小依次为２＞
１＞５＞６＞３＞４（表２）。

由表２可知，６个石榴蜜样品均具有一定强度的还原力，
在１５７．６４～１７９．６７ｍｇＴｒｏｌｏｘ／１００ｇ蜂蜜之间，并差异不显
著。这表明采自不同地区的同一品种石榴蜜，还原能力并无

明显差异，即石榴蜜的还原能力可能与蜜源植物的地域并无

线性关系。

氧化自由基吸收能力测定法（ＯＲＡＣ方法），已成为衡量
食品抗氧化能力的标准方法，美国农业部２００７、２０１０年公布
的一系列食品的抗氧化能力都是采用ＯＲＡＣ法测定的［１３－１４］。

各样本石榴蜜都有明显的抗氧化性，其中２号蜜的抗氧化能
力最强，ＯＲＡＣ值为（２１０．７３±１０．９８）μｍｏｌＴｒｏｌｏｘ／１００ｇ，与
３、５、６号蜜之间呈显著差异（Ｐ＜０．０５）；５号蜜样的抗氧化能
力最弱，ＯＲＡＣ值为１８２．６７±８．２１μｍｏｌＴｒｏｌｏｘ／１００ｇ。同时，
对其显著性分析可知，５号蜜与１、２号蜜之间也呈显著性差
异（Ｐ＜０．０５）（表２）。石榴蜜样品分别采自不同的地区，这
可能是导致其抗氧化性差异的１个因素，由２号蜜（采自云南
蒙自）抗氧化能力最强，或许可以推断这一地区的蜜源植物

（石榴）比较优质。
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２．３　石榴蜜中多酚类成分测定
按相同的色谱条件检测６个石榴蜜样品中的３种酚类化

合物含量，每个样品重复测定３次，数据处理采用ＳＰＳＳ１３．０，
结果见表３，样品色谱图见图１（其中１、２、３号峰分别代表脱
落酸、木樨草素和芹菜素）。

２．４　石榴蜜中３种酚类化合物含量
由表３可知，６个石榴蜜样品的酚类化合物含量差异显

著，脱落酸含量２号蜜最高（１４４．１２μｇ／１００ｇ），４号蜜最低
（６５．０２μｇ／１００ｇ）；木樨草素含量同样是２号蜜中最高

表２　石榴蜜样品的抗氧化能力

样品

编号

ＤＰＰＨ（ＩＣ５０）
（ｍｇ／ｍＬ）

还原力

（ｍｇＴｒｏｌｏｘ／１００ｇ）
ＯＲＡＣ

（μｍｏｌＴｒｏｌｏｘ／１００ｇ）

１ ４７．９８±７．８３ｃ １７９．６７±１３．７１ａ ２０２．７３±２．８６ａｂ
２ ４５．５４±９．７３ｃ １７３．６７±１５．２９ａ ２１０．７３±１０．９８ａ
３ ７０．９８±８．５４ａｂ １６０．７１±９．９３ａ １８７．２７±７．７６ｂｃ
４ ７８．５４±１１．０１ａ １６０．４７±９．１５ａ １９８．２７±１５．９１ａｂｃ
５ ５９．１１±７．０８ｂｃ １５７．６４±１４．６１ａ １８２．６７±８．２１ｃ
６ ６３．１７±１４．０９ａｂ １６３．９６±６．６３ａ １９０．８８±８．８９ｂｃ
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（４１８２４μｇ／１００ｇ），４号蜜中最低（２６６．６６μｇ／１００ｇ）；芹菜
素含量也是２号蜜中最高（１６５．１６μｇ／１００ｇ），４号蜜中最低
（１０４．３７μｇ／１００ｇ）。３种化合物总量最高的是 ２号蜜

（７２７５２μｇ／１００ｇ），最低的是４号蜜（４３６．０５μｇ／１００ｇ）。不
同产地石榴蜜酚类化合物含量的差异显示酚类化合物含量可

作为鉴别石榴蜜产地的１个指标。

表３　石榴蜜中酚类化合物含量

样品编号
脱落酸含量

（μｇ／１００ｇ）
木樨草素含量

（μｇ／１００ｇ）
芹菜素含量

（μｇ／１００ｇ）
３种化合物总量
（μｇ／１００ｇ）

１ １０５．７２±１．８７ｃ ３２６．８０±５．６７ｃ １２６．８９±６．２３ｃ ５５９．４１±１３．７７ｃ
２ １４４．１２±３．４３ａ ４１８．２４±６．５４ａ １６５．１６±５．９４ａ ７２７．５２±１５．９１ａ
３ ６６．７１±４．０６ｄ ２７７．４９±１．５３ｅ １２２．５２±３．２１ｃ ４６６．７３±０．６９ｅ
４ ６５．０２±５．８９ｄ ２６６．６６±７．６３ｅ １０４．３７±４．５７ｄ ４３６．０５±６．３１ｆ
５ １２０．５１±５．２３ｂ ２９３．０１±５．６５ｄ １１９．８３±３．８６ｃ ５３３．３５±１４．７４ｄ
６ １０３．６４±３．５７ｃ ３４８．７０±９．６５ｂ １３６．７９±７．１１ｂ ５８９．１３±１３．１９ｂ

３　讨论

试验结果表明，不同石榴蜜的总酚含量、清除 ＤＰＰＨ自由
基能力、清除过氧阴离子能力及还原能力各不相同。总酚含

量与还原能力、抗氧化能力呈正相关，而总黄酮含量与总酚含

量、还原能力及清除 ＤＰＰＨ自由基能力无明显的相关性。与
其他研究的比较，所有石榴蜜样品均具有一定的抗氧化活性，

抗氧化能力与还原能力及总酚酸含量正相关。石榴蜜具有一

定的抗氧化活性，其抗氧化能力因样品产地的不同而有所差

异。不同产地的石榴蜜样品所含的酚类化合物的含量不同，

导致其抗氧化能力不尽相同。同种蜂蜜所具有的化学成分的

种类和结构与不同种蜂蜜相差较小，因而总黄酮含量与还原

能力能够表现出高度的相关性。石榴蜜来源复杂，并且环境

条件对蜜源也有一定的影响，因而导致不同样本的石榴蜜在

酚类成分的含量及抗氧化活性方面表现出一定的差异性。
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