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月柿提取物体外抗氧化活性研究 

侯俐南, 刘慧锦, 李  彬, 张伟清* 
(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  以月柿提取物为原料, 研究其对 2,2-联苯基-1-苦基肼基(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)

自由基的清除能力, 并测定其多酚类物质没食子酸的含量。方法  检测波长为 518 nm, 反应时间为 40 min 条

件下, 以 IC50 值(清除率为 50%时, 抗氧化剂的浓度值)作为抗氧化能力评价指标, 并采用高效液相色谱法测定

其没食子酸含量。结果  月柿提取物对于 DPPH 自由基有良好的清除作用, 其 IC50 值为 0.1868 mg/mL, 与常

用抗氧化剂作用相当, 且月柿提取物中没食子酸含量为 1.65 g/kg。结论  月柿提取物具有很强抗氧化活性, 作

为化妆品及功能性食品原料有广阔的开发前景。 
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Study on the antioxidant activity of the extract from persimmon 

HOU Li-Nan, LIU Hui-Jin, LI Bin, ZHANG Wei-Qing* 
(National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the scavenging ability of 2,2-biphenyl-1-pictylhydrazine (DPPH) free 

radicals by using extract of persimmon, and determine its polyphenols content--gallic acid. Methods  Under the 

conditions of detection wavelength of 518 nm and reaction time of 40 mins, the IC50 value (antioxidant concentration 

value at 50% clearance rate) was used as the evaluation index of antioxidant capacity. And high performance liquid 

chromatography (HPLC) measurements were conducted to evaluate gallic acid content. Results  The persimmon 

extract had a good scavenging effect on DPPH free radicals, and its IC50 value was 0.1868 mg/mL, which was 

equivalent to the common antioxidants.The gallic acid content in persimmon extract was 1.65 g/kg. Conclusion  
The extract of persimmon has strong antioxidant activity, and has broad development prospects as a raw material for 

cosmetics and functional foods. 
KEY WORDS: the extract of persimmon; antioxidant activity; clearance rate; IC50 
 
 

1  引  言 

月柿在我国华南地区有着较为广泛的资源和种植基

础, 过去, 作为鲜果, 由于贮存时间短以及对其缺乏深入

的科学研究, 月柿除食用之外, 在进一步深加工和次级产

品的研究, 以及保健食品、深加工食品和化妆品领域的应

用几乎是一个空白。近年来, 随着对月柿成分的研究逐渐

深入, 深加工技术, 如冷冻干燥、真空提取、超临界提取

等技术的不断发展, 极大促进了月柿的产地加工、提取物

加工产业的发展, 使得月柿及其提取物在深加工食品原

料、保健食品原料、化妆品原料等方面逐步得到认知和

重视[1]。研究表明, 柿果营养价值很高, 是一种药食同源
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的果品, 具有抑菌抗病毒、抗过敏、抗氧化和延缓衰老等

作用[2,3]。柿子中还含有大量的多酚类物质, 研究发现, 此
类物质具有众多的生物活性 [4], 尤其是在清除自由基能

力方面表现了很好的抗氧化性, 对慢性疾病起到很好的

预防作用[5], 同时可以使皮肤达到抗老化、美白、防晒和

保湿等目的[6]。 
医学研究表明, 各种自由基所引发的氧化作用是导

致身体各组织器官损伤、病变的重要原因之一[7,8]。近年来, 
针对柿果的多重药理活性报道比较多, 而对其抗氧化活性

测定方面的报道几乎是一个空白。国内外用于评价植物抗

氧化能力的方法很多, 如铁离子还原法[9]、ABTS+自由基

清除活性 [10] 、 2,2- 联苯基 -1- 苦基肼基 (1,1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除活性等检测方法 [11]。

DPPH 检测法是一种常用的体外评价和筛选物质抗氧化活

性的方法, 具有容易控制、操作简便、灵敏的优势[12-14]。

本研究以月柿提取物为原料, 采用 DPPH 测定法, 并与合

成抗氧化剂进行比较, 探究月柿提取物的抗氧化能力, 并
测定其多酚类物质没食子酸的含量, 以期为其作为功能性

食品资源、药品、化妆品的开发利用提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UV-2700 型紫外可见分光光度计 (日本岛津公司 ); 
110X50 型恒温水浴摇床(上海智诚公司); CF16RXII 型离

心机(日本日立公司); AL204 型电子天平、XP205 型电子

天 平 ( 瑞 士 梅 特 勒 - 托 利 多 仪 器 有 限 公 司 ); Waters 
2695-2998 高效液相色谱仪(包括二极管阵列检测器, 美国

沃特世公司)。 
月柿提取物桂林得坤生物科技股份有限公司提供。 
甲醇(色谱纯, Merck 公司); 2,2-联苯基-1-苦基肼基

( 上 海 Aladdin 公 司 ); 2,6- 二 叔 丁 基 对 甲 酚

(2,6-Di-tert-butyl -p-cresol, BHT)、抗坏血酸(vitamin C, 
VC)、无水乙醇(国药集团化学试剂有限公司); 没食子酸

丙酯(propyl gallate, PG, 纯度为 99.0%, 德国 DR.E 公司); 
没食子酸标准品(纯度为 90.9%, 北京曼哈格公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液的配制 
月柿提取物样液 : 准确称取月柿提取物 1 g, 加入  

30 mL 水, 置于 50 ℃恒温水浴摇床浸提 3h。然后置于   
50 mL 离心管, 8000 r/min 离心 5 min, 取上清液, 备用待测。 

合成抗氧化剂溶液: 分别称取合成抗氧化剂 2,6-二叔

丁基对甲酚(BHT)415.52 mg, 抗坏血酸(VC)61.95 mg, 没
食子酸丙酯(PG)20.10 mg, 用 95%乙醇稀释并定容, 分别

得到质量浓度为 4.1552mg/mL BHT 溶液 , 质量浓度为

0.1239 mg/mL VC溶液, 质量浓度为 0.201 mg/mL PG 溶液, 

再将其分别稀释成不同浓度溶液, 备用待测。 
DPPH 溶液: 准确称取 DPPH 试剂 0.1288 g, 用 95%

乙醇溶解并定容至 500 mL 容量瓶中, 得浓度为 257.7 mg/L 
DPPH 贮备液, 摇匀置于冰箱冷藏备用。 

没食子酸标准溶液: 精密称取没食子酸对照品 10 mg, 
用水溶解后转移至 10 mL 容量瓶中, 并定容至刻度, 摇匀, 
得没食子酸标准储备溶液。 
2.2.2  清除 DPPH 自由基的测定 

(1)在比色管中依次加入 4 mL DPPH 溶液和 1 mL95%
乙醇, 混匀后反应 40 min, 在 518 nm 处测定吸光度, 结果

记为 A0。 
(2)在比色管中依次加入 4 mL 95%乙醇和 1 mL 样液, 

混合后反应 40 min, 在 518 nm 处测定吸光度, 结果记为

Ar。 
(3)在比色管中依次加入 4 mL DPPH 溶液和 1 mL 样

液, 混合反应 40 min, 在 518 nm 处测定吸光度, 结果记为

As。 
(4)自由基清除率(Y)计算公式:  

Y(%)= 1 100s r

o

A A
A

 
  

 
 

2.2.3  月柿提取物中没食子酸含量的测定 
(1) 没食子酸测定液相色谱条件 
色谱柱 : C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm); 检测波长 :   

273 nm; 流动相: 流动相A为 0.2%磷酸, 流动相B为甲醇。

流速: 1.0mL/min; 进样量: 10 μL; 洗脱条件见表 1。 
 

表 1  液相洗脱条件 
Table 1  Liquid elution conditions 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0 98 2 

10 90 10 

15 80 20 

20 90 10 

22 98 2 

30 98 2 

 
(2) 没食子酸含量的计算 

X=
1000

V
m
 


 

式中: X 为试样中没食子酸的含量, g/kg; ρ为标准曲线查得

试样中没食子酸的浓度, μg/mL; V 为定容体积, mL; m 为样

品的称样量, g; 1000 为质量换算因子。 

3  结果与分析 

3.1  DPPH 法测定抗氧化剂清除自由基条件的确定 

DPPH 法是测试抗氧化活性常用的一种方法, DPPH
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分子在溶液中可生成一个稳定的含氮自由基, 它的乙醇溶

液具有典型紫色 , 其浓度与吸光度呈现很好的线性关   
系[15]。在 DPPH 乙醇溶液中加入抗氧化剂后, 会与 DPPH
自由基结合, 使 DPPH 自由基的数量减少, 使溶液的典型

紫色变浅, 且吸光值变小, 直至达到平衡[16,17]。因而, 可用

紫外分光光度计检测 DPPH 自由基与试样反应后吸光值的

变化, 检测样品清除自由基能力。不同研究中, 测定 DPPH
溶液吸光度的最大吸收波长是不同 , 大多集中在 515~  
520 nm 波长范围内。郭雪峰[18]报道 DPPH 在 518.4 nm 波

长条件下有最大吸收峰, Seong 等 [19]和陈从瑾等 [20]报道

DPPH 在 517 nm 波长条件下有最大吸收峰, 故本文选用

518 nm波长条件下检测抗氧化剂对 DPPH自由基的清除效

果。由于底物间的反应速率往往不同, 冯改利等[21]推荐的

反应时间为 30 min, 也有反应 20 min[22], 报道指出, DPPH
反应体系的吸收值在 40 min后可达到稳定状态[13], 故本文

选用反应时间 40 min 进行测定。 

3.2  抗氧化能力的评价方法 

本文采用将样液进行稀释成不同浓度然后和 DPPH
溶液进行反应, 反应 40 min 后在 518 nm 波长处测定其吸

光值, 探究抗氧化剂浓度对 DPPH 自由基清除率的影响, 并
以 IC50 值作为判定抗氧化能力的标准。IC50 是当抗氧化剂对

DPPH 清除率为 50%时, 对应的抗氧化剂浓度值, 因此 IC50

值越低, 抗氧化能力越强。故将待测样液配制成一系列溶液, 
按照 2.4 方法测定各浓度抗氧化剂对 DPPH 自由基清除率, 
以抗氧化剂浓度为横坐标, 清除率为纵坐标绘制线性曲线, 
计算出清除率为 50%时抗氧化剂的浓度, 得到该抗氧化剂

的 IC50 值, 从而评价各抗氧化剂的抗氧化能力。 

3.3  DPPH 标准曲线的制作 

将 DPPH 贮备液用 95%乙醇进行逐级稀释, 得到浓度

为 2.557、3.220、5.154、8.590、25.770、51.540 mg/L 一系

列 DPPH 标准溶液, 在 518 nm 波长条件下测定其吸光值, 

以 DPPH 溶液质量浓度为横坐标, 吸光值为纵坐标, 绘制

标准曲线, 结果见图 1, 得到线性回归方程 Y=0.0273X+ 
0.0026, R2=0.9997。 

 
 

 
 

图 1  DPPH 标准曲线(n=3) 
Fig.1  DPPH standard curve (n=3) 

 
3.4  月柿提取物抗氧化能力的评价 

将月柿提取液进行逐级稀释得到不同浓度系列溶液, 
按照 2.2.2 进行测定, 计算不同浓度月柿提取液对 DPPH 的

清除率的影响, 以月柿提取液浓度为横坐标, DPPH 自由基

清除率为纵坐标作图, 结果见图 2。 
从图 2(a)可以看出, 随着月柿提取物浓度的增大, 其

对 DPPH 自由基的影响越大, 清除率增大, 当月柿提取物

浓度大于 0.5005 mg/mL 之后, 它对 DPPH 的清除率逐渐趋

于平缓。这是由于 DPPH 溶液浓度一定的情况下, 添加低

浓度的月柿提取物溶液, 其中的抗氧化物质可以与 DPPH
自由基迅速的结合, 溶液颜色变浅, 表现为清除率随着浓

度增大而变大。当继续增大月柿提取物溶液的浓度, 相应

的 DPPH 自由基减少到一定程度 , 清除率则趋于平     
缓[23,24]。从图 2(b)可以看出, 月柿提取液对 DPPH 清除率

20%~80%范围内, DPPH 自由基清除率与月柿提取物浓度

呈良好的线性关系, 相关系数 r2 达到 0.9904。 
 
 

 
 

(a)                                   (b) 

 
图 2  月柿提取物浓度对 DPPH 清除率的影响(n=3) 

Fig.2  Effect of the concentration of Persimmon extract on DPPH clearance (n=3) 
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抗氧化能力是通过 IC50值进行评价, 由于月柿提取物

溶液浓度较高时, 其浓度与 DPPH 清除率不成线性关系, 
而清除率 20%~80%范围内, 线性关系良好。故在清除率为

20%~80% 范 围 内 制 作 线 性 方 程 , 得 到 线 性 方 程

Y=2.0885X+0.1099, 相关系数 r2=0.9904, 如图 2(b)所示 , 
由此测得月柿提取物 IC50 值为 0.1868 mg/mL。 

3.5  合成抗氧化剂抗氧化能力的评价 

将 2,6-二叔丁基对甲酚、抗坏血酸和没食子酸丙酯分

别进行逐级稀释得到一系列不同浓度的样液 , 然后按照

2.2.2 进行测定, 计算不同浓度抗氧化剂溶液对 DPPH 自由

基清除率的影响。以抗氧化剂浓度为横坐标, DPPH 自由基

清除率为纵坐标作图, 不同浓度 BHT、VC、PG 系列溶液

与 DPPH 清除率的关系分别如图 3、图 4、图 5 所示。 
 

 
 

(a)                                   (b) 
 

图 3  2,6-二叔丁基对甲酚浓度对 DPPH 清除率的影响(n=3) 
Fig.3  Effect of 2,6-di-tert-butyl-p-cresol concentration on DPPH clearance (n=3) 

 
 

 
 

(a)                                    (b) 
 

图 4  抗坏血酸浓度对 DPPH 清除率的影响(n=3) 
Fig.4  Effect of ascorbic acid concentration on DPPH clearance (n=3) 

 

 
 

(a)                                   (b) 
 

图 5  没食子酸丙酯浓度对 DPPH 清除率的影响(n=3) 
Fig.5  Effect of propyl gallate concentration on DPPH clearance (n=3) 
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由图 3(a)、图 4(a)、图 5(a)可知, DPPH 清除率均随着

抗氧化剂浓度的增大而增大, 当 2,6-二叔丁基对甲酚浓度

大于 3.3242 mg/mL, 抗坏血酸浓度大于 0.0533 mg/mL, 没
食子酸丙酯浓度大于 0.1206 mg/mL 时, 他们对 DPPH 清除

率的影响逐渐趋于平缓, 导致 DPPH 自由基清除率与抗氧

化剂浓度的线性关系变差。合成抗氧化剂 BHT、VC、PG
对 DPPH 自由基清除率在 20%~80%范围内对应的抗氧化

剂浓度线性方程分别为 Y=0.3792X+0.2105, Y=18.383X 
0.0301, Y=9.2332X+0.0482, 分别如图 3(b)、图 4(b)、图 5(b)
所示, 相关系数 r2 分别为 BHT 0.9779, VC 0.9991, PG 
0.9996, 由此测得合成抗氧化剂 BHT、VC、PG 的 IC50 值

分别为 0.7634、0.0288、0.0489 mg/mL。 

3.6  月柿提取物中没食子酸含量测定结果 

将 2.2.1 制得的没食子酸标准溶液, 逐级稀释, 得到

浓度为 10、30、50、80、120、150、200 μg/mL 一系列的

没食子酸标准工作液, 按照 2.2.3 液相色谱条件进样, 以没

食子酸浓度 x 为横坐标, 峰面积 Y 为纵坐标绘制标准曲线。

得到线性方程 Y=31048X-72668, r2=0.9998。没食子酸在

10~200 μg/mL 浓度范围内与其峰面积呈良好的线性关系。 
将 2.2.1 制得的月柿提取液试样 3 份, 按照 2.2.3 液相

色谱条件进样, 根据没食子酸标准曲线线性方程, 测得月

柿提取物中没食子酸含量为 1.65 g/kg, 结果见表 2。 
 

表 2  样品中没食子酸含量测定结果(n=3) 
Table 2  Results of determination of gallic acid in samples (n=3) 

 称样量/g 
没食子酸 
含量/(g/kg) 

平均没食子酸 
含量/(g/kg) 

相对标

准偏差
/% 

月柿提取 
物样品 

1.0031 1.65 

1.65 0.50 1.0031 1.65 

1.0039 1.66 

 

4  结  论 

采用紫外分光光度法, 用清除自由基 DPPH 法评价月

柿提取物抗氧化能力, 检测波长为 518 nm, 反应时间为  
40 min, 以 IC50 值作为抗氧化剂清除 DPPH 自由基能力的

评价指标, 并与合成抗氧化剂 2, 6-二叔丁基对甲酚(BHT)、
抗坏血酸(VC)、没食子酸丙酯(PG)进行比较。结果表明, 月
柿提取物对 DPPH 自由基具有清除作用。用此法测得月柿

提取物、BHT、VC 和 PG 的 IC50 值分别为 0.1868、0.7634、
0.0288 和 0.0489 mg/mL 月柿提取物的抗氧化能力强于

BHT, 低于 VC 和 PG。但由于合成抗氧化剂 BHT、VC、

PG 纯度较高, 月柿提取物只是个粗提物, 且月柿提取物多

酚类物质没食子酸的含量为 1.65 g/kg。因而可以说明月柿

提取物具有很强的抗氧化活性, 作为天然抗氧化物质在功

能性食品及化妆品领域中具有较好的市场前景。 
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