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　　摘要：以金钗石斛花为原料，采用大孔树脂法纯化金钗石斛花花色苷，用高效液相色谱－质谱联用法测定金钗石
斛花花色苷的组成，用铁氰化钾法测还原力，用１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）法和２，２′－联氮－二（３－乙基
－苯并噻唑啉－６－磺酸）二氨盐（ＡＢＴＳ）法研究金钗石斛花花色苷的抗氧化能力。色谱柱采用ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ－ＢＣＨ
Ｃ１８（柱长１００ｍｍ×柱内径２．１ｍｍ，填料的孔径为１．７μｍ），流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为４５℃，进样量为３μＬ，二极管

阵列检测器（ＰＤＡ）检测波长为５２０ｎｍ。共分析出１３种花色苷，主要为矢车菊素类化合物；还原力随着样液浓度的升
高呈上升趋势；抗氧化能力显示，样品和 Ｔｒｏｌｏｘ对 ＤＰＰＨ·的半抑制浓度（ＩＣ５０）分别为 １５９．９２、３３．１７μｇ／ｍＬ，对

ＡＢＴＳ＋·的ＩＣ５０分别为５２５、３３．５５μｇ／ｍＬ。
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　　金钗石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅＬｉｎｄｌ．）系兰科石斛属多年
生草本植物，别称扁金钗、扁黄草、扁草，是名贵的中药材［１］，

具有较高的食用和营养价值，其茎入药，性微寒，味甘，具有益

胃生津、滋阴清热等功效［２］，主要生长在贵州、四川、广西、云

南等地［３］。金钗石斛花花形俏丽，颜色鲜艳，有较高的药用

价值，能够滋阴润肺、增强免疫力、抗衰老［４］等。花色苷

（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ）属于类黄酮类物质，是一种天然水溶性色素，
广泛存在于植物的花、果、茎、叶中，具有清除自由基、抗炎症、

降血脂等功效，受到国内外学者的广泛关注。目前发现的花

色苷有２０多种，以天竺葵素、矢车菊素、芍药素、飞燕草素、锦
葵素和牵牛花素最为常见［５］。

当前对花色苷类化合物的研究主要集中在紫薯、蓝莓、甘

蓝等物质，对于金钗石斛花花色苷组成的报道很少。本试验

以贵州金钗石斛花为原料，对其进行提取纯化并使用高效液

相色谱－质谱联用法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）分析其组成，进一步
通过还原力测定、１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）法
和２，２′－联氨－二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐
（ＡＢＴＳ）法对其抗氧化能力进行研究，从不同方面为贵州金钗
石斛花的进一步开发和研究提供科学的依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
金钗石斛花，购自贵州省赤水国礼金钗石斛发展有限公

司；ＡＢ－８型大孔树脂，购自沧州宝恩吸附材料科技有限公
司；乙醇、甲酸、盐酸、氯化铁、六氰合铁酸钾、三氯乙酸

（ＴＣＡ）、维生素Ｃ、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠和过硫酸钾均为
分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司；乙腈、甲醇为色谱

纯，购自美国 Ｔｅｄｉａ公司；ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ、水溶性维生素 Ｅ
（Ｔｒｏｌｏｘ），均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

Ｗａｔｅｒｓ超高效液相色谱 －质谱联用仪，购自美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司，配有可变波长紫外检测器———二极阵列管检测器

（ＰＤＡ）和数据处理软件 Ｍａｓｓｌｙｎｘ４．１工作站；ＤＺＦ－６０５０型
真空干燥箱，购自上海一恒科学仪器有限公司；ＡＲ２２４ＣＮ型
电子天平，购自奥豪斯仪器（上海）有限公司；ＳＨＺ－ＤＩＩＩ型循
环水真空泵，购自上海羌强实业发展有限公司；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ
全波长酶标仪购自美国赛默飞世尔科技公司。

１．２　试验方法
１．２．１　花色苷的提取与纯化　将１０ｇ金钗石斛花干粉浸于
１Ｌ５０％乙醇（０．１％ ＨＣｌ）中，４℃下遮光提取２４ｈ，抽滤得提
取液，５０℃真空浓缩。将浓缩液上样于经过预处理［６］的

ＡＢ－８型大孔树脂，用３倍柱体积０．５％甲酸溶液洗脱树脂，
去除糖和蛋白质，然后用３倍柱体积７０％乙醇溶液（含１％甲
酸）洗脱。洗脱液于５０℃真空浓缩去除乙醇，真空冷冻干燥
得干物质［７］。取一部分溶于水中，其余部分低温保存。

１．２．２　液相色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ－ＢＣＨＣ１８
（柱长１００ｍｍ×柱内径２．１ｍｍ，填料的孔径为１．７μｍ），流
速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为４５℃，进样量为３μＬ，检测器：二极
管阵列检测器，检测波长为５２０ｎｍ，梯度洗脱条件见表１。
１．２．３　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ）：正离子扫描模式，毛
细管电压为３．２ｋＶ，锥孔电压为３０Ｖ，离子源温度为１００℃，
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表１　梯度洗脱条件

时间

（ｍｉｎ）
流动相

Ａ：乙腈（％） Ｂ：２％甲酸（％）
０ ２ ９８
０．１ ２ ９８
２０ １６ ８４
２８ ２３ ７７
３５ ５０ ５０
３７ ６ ９４

脱溶剂温度为４００℃，脱溶剂气流量为７００Ｌ／ｈ，锥孔气流量
为５０Ｌ／ｈ，离子扫描范围ｍ／ｚ为１００～２０００。
１．２．４　还原力测定　用铁氰化钾法测定还原力［８］。取

１０ｍＬ离心管，依次加入 ２．５ｍＬ不同浓度的样品、２．５ｍＬ
２５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）（ｐＨ值为６．６）和２．５ｍＬ
１％六氰合铁酸钾溶液，５０℃水浴２０ｍｉｎ；冷水冷却后，再加
入２．５ｍＬ１０％三氯乙酸（ＴＣＡ）溶液，混匀，３０００ｒ／ｍｉｎ下离
心１０ｍｉｎ，取上清２．５ｍＬ，依次加入２．５ｍＬ蒸馏水、０．５ｍＬ
０．１％ ＦｅＣｌ３溶液，充分混匀，静置１０ｍｉｎ，以水为空白、维生
素Ｃ为阳性对照，于７００ｎｍ测定吸光度。
１．２．５　金钗石斛花对ＤＰＰＨ·清除试验　以Ｔｒｏｌｏｘ为阳性对
照，进行 ＤＰＰＨ·清除能力测定［９－１０］。在 ９６孔板中加入
２７０μＬ６０μｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ和３０μＬ不同浓度样品，避光反应
５ｍｉｎ，放入酶标仪中，于５１７ｎｍ测定吸光度，并计算清除率：

ＤＰＰＨ·清除率＝［１－（Ｄ１－Ｄ２）／Ｄ０］×１００％。
式中：Ｄ１为样品与 ＤＰＰＨ反应后在５１７ｎｍ处的吸光度；Ｄ２、
Ｄ０分别为空白样品、ＤＰＰＨ在５１７ｎｍ处的吸光度。
１．２．６　金钗石斛花对ＡＢＴＳ＋·的清除试验　以 Ｔｒｏｌｏｘ为阳
性对照，进行 ＡＢＴＳ清除能力测定［１１］。将３．５ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ
和２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ过硫酸钾以２∶１体积比混合，避光，室温下

反应１２～１６ｈ，即得 ＡＢＴＳ＋·储备液。在 ９６孔板中加入
２００μＬＡＢＴＳ＋·储备液和１０μＬ不同浓度样品，反应１０ｍｉｎ
后放入酶标仪中，于７３４ｎｍ测定吸光度，并计算清除率：

ＡＢＴＳ＋·清除率＝［１－（Ｄ１－Ｄ２）／Ｄ０］×１００％。
式中：Ｄ１为样品与ＤＢＴＳ

＋·反应后在７３４ｎｍ处的吸光度；Ｄ２
为空白样品在７３４ｎｍ处的吸光度；Ｄ０为 ＡＢＴＳ

＋·储备液在

７３４ｎｍ处的吸光度。

２　结果与分析

２．１　金钗石斛花花色苷组分分析
图１是金钗石斛花花色苷溶液在５２０ｎｍ下的 ＨＰＬＣ图

谱，可以看出，金钗石斛花花色苷含有多种不同的成分，主要

有１３种。结合保留时间、质谱信息和相关文献［１２－２１］对各峰

进行推测。图２为峰１的质谱图，保留时间为８．３３ｍｉｎ，分子
离子 ｍ／ｚ为 ６１１，碎片离子 ｍ／ｚ为 ２８７。其中碎片离子
（ｍ／ｚ＝２８７）是分子离子（ｍ／ｚ＝６１１）失去１分子槐糖基（相对
分子量为３２４）所得，碎片离子（ｍ／ｚ＝２８７）为矢车菊素花色苷
的特征离子，因此推测峰１为矢车菊素－３－槐糖苷。

　　峰２的保留时间为９．６２ｍｉｎ，分子离子ｍ／ｚ为４４９，碎片
离子ｍ／ｚ为２８７。其中碎片离子（ｍ／ｚ＝２８７）是分子离子失去
１分子葡萄糖基（相对分子量为１６２）所得，碎片离子（ｍ／ｚ＝
２８７）为矢车菊素花色苷的特征离子，因此推测峰２为矢车菊
素－３－葡萄糖苷。峰３的保留时间为１２．８５ｍｉｎ，分子离子
ｍ／ｚ为９１９，碎片离子 ｍ／ｚ为２８７、４４９、７５７。其中，碎片离子
（ｍ／ｚ＝７５７）是分子离子失去１分子葡萄糖基（相对分子量为
１６２）所得，碎片离子（ｍ／ｚ＝４４９）是分子离子失去１分子槐糖
苷和１分子香豆酰（相对分子量为３２４＋１４６）所得，碎片离子
（ｍ／ｚ＝２８７）是碎片离子（ｍ／ｚ＝４４９）失去１分子葡萄糖苷（相
对分子量为１６２）所得，ｍ／ｚ＝２８７的碎片离子为矢车菊素花

色苷的特征离子，因此推测峰３为矢车菊素－３－对羟基香豆
酰槐糖苷－５－葡糖苷。峰４的保留时间为１４．４４ｍｉｎ，分子
离子 ｍ／ｚ为 ５３５，碎片离子 ｍ／ｚ为 ２８７。其中，碎片离子
（ｍ／ｚ＝２８７）是分子离子失去１分子葡萄糖基和１分子丙二
酰基（相对分子量为１６２＋８６）所得，碎片离子（ｍ／ｚ＝２８７）为
矢车菊素花色苷的特征离子，因此推测峰４为矢车菊素－３－
Ｏ－丙二酰葡萄糖苷。峰５的保留时间为 １６．５０ｍｉｎ，分子离
子ｍ／ｚ为７５７，碎片离子 ｍ／ｚ为 ２８７、４４９。其中，碎片离子
（ｍ／ｚ＝４４９）是分子离子失去１分子芸香糖苷（相对分子量为
３０８）所得，碎片离子（ｍ／ｚ＝２８７）是 ｍ／ｚ＝４４９失去１分子葡
糖苷（相对分子量为１６２）所得，碎片离子（ｍ／ｚ＝２８７）为矢车
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菊素花色苷的特征离子，因此推测峰５为矢车菊素－３－芸香
糖苷－５－葡糖苷。

其他各峰的推测方法与峰１～峰５相同，其质谱信息和
推测化合物见表２，本研究仅给出峰１的 ＭＳ、ＭＳ／ＭＳ图。观

察发现经过酰基化的花色苷保留时间基本大于未酰基化花色

苷，多酰化花色苷保留时间大于单酰化花色苷，相同种类花色

苷糖基不同，保留时间也不一样。

表２　金钗石斛花中主要花色苷组分

峰号
保留时间

（ｍｉｎ）
最大吸收波长

（ｎｍ）
分子离子

（ｍ／ｚ）
碎片离子

（ｍ／ｚ） 预测化合物

１ ８．３３ ５１２．２ ６１１ ２８７ 矢车菊素－３－槐糖苷
２ ９．６２ ５１４．２ ４４９ ２８７ 矢车菊素－３－葡萄糖苷
３ １２．８５ ５４８．２ ９１９ ２８７，４４９，７５７ 矢车菊素－３－对羟基香豆酰槐糖苷－５－葡糖苷
４ １４．４４ ５２６．２ ５３５ ２８７ 矢车菊素－３－Ｏ－丙二酰葡萄糖苷
５ １６．５０ ５１９．２ ７５７ ４４９，２８７ 矢车菊素－３－芸香糖苷－５－葡糖苷
６ １６．８１ ５２６．２ ７５７ ２８７，４４９，５９５ 矢车菊素－３－芸香糖苷－５－葡糖苷
７ １７．１０ ５２７．２ ７５７ ２８７，５９５ 矢车菊素－咖啡酰芸香糖苷
８ １７．９０ ５３４．２ ７８７ ３０３，６２５ 飞燕草素－阿魏酰芸香糖苷
９ １９．３１ ５２６．２ １０６５ ２８７，４４９，９０３ 矢车菊素－３－ｐ－香豆酰－ｐ－香豆酰－槐糖苷－５－葡糖苷
１０ １９．９８ ５３４．２ ５９５ ２８７ 矢车菊素－３－芸香糖苷
１１ ２１．４９ ５２６．２ ９０３ ２８７，５９５ 矢车菊素－双芸香糖苷
１２ ２５．５０ ５２６．２ ４６５ ３０３ 飞燕草素－３－半乳糖苷
１３ ２７．８４ ５１２．２ ８８２ ３０３，６２９ 飞燕草素衍生物

２．２　金钗石斛花花色苷抗氧化能力测定
２．２．１　还原能力的测定　Ｆｅ３＋得到电子后被还原为 Ｆｅ２＋，
体系颜色发生改变，因此可通过颜色变化观察氧化还原状态

的改变，吸光度越大说明还原力越强，利用此原理检测金钗石

斛花花色苷的还原能力。从图３可以看出，在试验浓度范围
内，随着样液浓度的升高，还原能力呈上升趋势，而在同一浓

度下维生素Ｃ的还原力高于金钗石斛花花色苷的还原能力。
２．２．２　金钗石斛花花色苷对 ＤＰＰＨ·的清除作用　ＤＰＰＨ·
是一种稳定的有机自由基，醇溶液呈紫色，５１７ｎｍ处有强吸
收，得到１个电子后吸收消失，溶液变浅，其褪色程度与得到电

子数相关，因此可利用分光光度法快速测定。从图４可以看
出，石斛花花色苷与Ｔｒｏｌｏｘ均具有较强的清除能力，且清除率
随浓度增大而提高，当浓度为５００μｇ／ｍＬ时样液的清除率达
８６％。两者的半抑制浓度（ＩＣ５０）分别为３３．１７、１５９．９２μｇ／ｍＬ。
２．２．３　金钗石斛花花色苷对ＡＢＴＳ＋·的清除作用　ＡＢＴＳ＋·
与ＤＰＰＨ·类似，均为稳定的有机自由基，抗氧化能力越强，
提供电子的能力越强，反应速率越快，因此可以通过测定吸光

度判断其抗氧化能力大小。从图５可以看出，样液和 Ｔｒｏｌｏｘ
的清除率均随浓度增大而增大，两者的 ＩＣ５０分别为 ３３５５、
５２５μｇ／ｍＬ，Ｔｒｏｌｏｘ的清除能力明显大于样液。

３　结论

本试验采用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ联用法测定金钗石斛花花色
苷组分，其中矢车菊素类化合物有１０种，飞燕草色素类化合
物有３种，以矢车菊素类化合物为主。此外发现，酰基化的花
色苷保留时间基本大于未酰基化花色苷，多酰化花色苷保留

时间大于单酰化花色苷，对于相同种类花色苷，糖基不同，保

留时间也不一样。金钗石斛花花色苷的还原力随着样液浓度

的升高而升高，且具有较强的ＤＰＰＨ自由基清除能力，清除率
随浓度增大而增大，当浓度为５００μｇ／ｍＬ时清除率达８６％。
金钗石斛花花色苷对ＡＢＴＳ＋·的清除率随浓度增大而增大，
其ＩＣ５０为５２５μｇ／ｍＬ。
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溴虫腈在云南２种特色辣椒中的安全性评价
胡文岩１，张应华２，潘云兵１，杨　宁１，张　琳３，孟金贵１

（１．云南农业大学园林园艺学院，昆明６５０２０１；２．云南农业大学云南省滇台特色农业产业化工程研究中心，昆明６５０２０１；
３．云南农业大学资源与环境学院，昆明６５０２０１）

　　摘要：为了探讨溴虫腈在云南２种特色辣椒果实上的安全性，通过气相色谱法测定了１０％溴虫腈悬浮剂在丘北
辣椒和小米辣果实上以及空白土壤中的消解动态和最终残留。结果表明，溴虫腈添加水平在０．０５～０．５ｍｇ／ｋｇ范围
内，平均回收率在８４．９％～１０２．７％之间，变异系数在３．５％ ～８．１％之间。１０％溴虫腈悬浮剂在丘北辣椒、小米辣和
土壤中的消解动态曲线符合一级动力学方程，半衰期分别为４．２、５．３、７．０ｄ，属于易降解农药。１０％溴虫腈推荐剂量
处理下，辣椒的安全间隔期为２１ｄ。同等施药情况下，同一农药在辣椒不同品种中的消解速率以及最终残留量不同。
溴虫腈在辣椒上的初始沉积量、最终残留量均与施药次数、施药浓度呈正相关，因此控制溴虫腈最终残留的关键在于

掌握合理的施药浓度和施药次数。
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　　云南省是我国辣椒的主要种植地区之一，具有丰富独特
的辣椒种质资源，如丘北辣椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．）、小米辣
（ＣａｐｓｉｃｕｍｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓＬ．）［１］。目前辣椒产业已成为云南文山
等地区经济发展的重要支柱之一［２－３］。云南省地处我国西

南，与南亚多个国家相邻，具有独特的地理位置以及气候优

势，加之辣椒品种的独特性，促使辣椒成为云南在国际农产品

贸易竞争中的优势农作物［４－５］。随着全球对辣椒的重视和需

求不断增长，云南省辣椒主栽区文山州等栽培面积逐年增

加［６］。为了增加经济收入，菜农加大辣椒上化学农药的浓度

和使用量，农药使用超标超量问题日益严重，影响外贸出口。

溴虫腈属于新型芳基吡咯类杀虫杀螨剂，是美国氰胺公

司２０世纪８０年代末以天然芳基吡咯类抗生素为先导化合物
进一步研发的低毒、杀虫快速的仿生前体农药［７－９］，其作用机

制独特，对蔬菜已产生抗性的害虫小菜蛾、斜纹夜蛾、甜菜夜

蛾、蓟马等有特效，广泛用于蔬菜、果树及观赏植物等［１０－１６］，

可防治５个昆虫目的害虫害螨［１７－１８］。在辣椒上可用于害虫
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