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巫山茶多酚提取物体外抗氧化活性研究 
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(1. 广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300; 2. 西南大学食品科学学院, 重庆  400715) 

摘  要: 目的  初步评价巫山茶多酚提取物的体外抗氧化活性。方法  采用 70%乙醇提取巫山茶得到巫山茶

粗提物, 再依次使用不同极性溶剂萃取巫山茶粗提物, 得到石油醚相、乙酸乙酯相、正丁醇相和水相 4 个萃取

相, 分别测定各萃取相的总酚含量和体外抗氧化活性, 选取总酚含量最高且体外抗氧化活性最强的萃取相通

过 HP-20 大孔树脂进行富集, 测定富集后的巫山茶多酚提取物总酚含量和体外抗氧化活性。结果  乙酸乙酯

相的总酚含量最高(378.1 mg/g); 体外抗氧化活性最强, DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 的 IC50 值分别为 0.63、0.46、

2.35 mg/mL; 将乙酸乙酯相通过HP-20大孔树脂富集后得到的巫山茶多酚提取物总酚含量为 637.5 mg/g, 总酚

含量显著提高(P<0.05), DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 的 IC50 值分别为 0.26、0.16、1.05 mg/mL, 体外抗氧化活性显

著增强(P<0.05)。相关性分析结果显示, 巫山茶粗提物及各萃取相、富集后的总酚含量与其体外抗氧化活性呈

正相关。结论  巫山茶多酚提取物具有较好的体外抗氧化活性。 
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Study on the in vitro antioxidant activity of the Wushan  
tea polyphenol extract 
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ABSTRACT: Objective  To preliminarily evaluate the in vitro antioxidant activity of Wushan tea polyphenol 

extract. Methods  The crude extract of Wushan tea was extracted with 70% ethanol, then the crude extract of 

Wushan tea was extracted with different polar solvents successively, and 4 kinds of extraction phases were obtained: 

Petroleum ether phase, ethyl acetate phase, n-butanol phase and water phase. The total phenol content and the in vitro 

antioxidant activity of each extract phase were determined, the extract phase with the highest total phenol content and 

the strongest in vitro antioxidant activity was enriched by HP-20 macroporous resin, and the total phenol content and 

the in vitro antioxidant activity of the enriched Wushan tea polyphenol extract were determined. Results  The total 

phenol content of ethyl acetate phase was the highest (378.1 mg/g) and the ethyl acetate phase had the strongest in 

vitro antioxidant activity, the IC50 values of DPPHꞏ, ABTS+ꞏ and ꞏOH were 0.63, 0.46 and 2.35 mg/mL respectively. 

After enriched by HP-20 macroporous resin, the total phenol content in the ethyl acetate phase was 637.5 mg/g, 

which was significantly increased (P<0.05). The IC50 values of DPPHꞏ, ABTS+ꞏ and ꞏOH were 0.26, 0.16 and   

1.05 mg/mL respectively, showed that the in vitro antioxidant activity was significantly enhanced (P<0.05). The 

correlation analysis result showed that the total phenol content of the crude extract of Wushan tea and its extract 
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phases, and the enriched Wushan tea polyphenol extract were positively correlated with their in vitro antioxidant 

activity. Conclusion  The Wushan tea polyphenol extract have good in vitro antioxidant activity. 

KEY WORDS: Wushan tea; polyphenol extract; extract phase; macroporous resin; in vitro antioxidant activity 
 
 

0  引  言 

我国湖北海棠叶资源丰富[1]。巫山茶是由长江三峡流

域一带湖北海棠的嫩叶在适宜温度、湿度下干燥, 经自身发

酵及一系列复杂化学变化制作而成的植物代用茶[2]。在当地, 

巫山茶被誉为“长寿茶”, 其风味独特, 常饮能养肝护胃、解

毒消炎、润肺止咳, 具有很大的保健功能开发前景[3‒4]。目

前国内外针对湖北海棠叶的研究主要集中在功效方面, 已

有研究表明湖北海棠叶具有降血糖[5‒6]、改善肝损伤[7]、调

节机体脂代谢[8]和减轻炎症[9]等多种生物活性, 但对成品巫

山茶提取物抗氧化功能的系统研究还鲜有报道。氧化应激是

引起机体产生疾病的原因之一[10]。人体产生的过量自由基

会攻击人体细胞, 破坏细胞的构象和功能, 继而引发疾病, 

具有抗氧化活性的物质可以有效降低心脑血管疾病、肝脏疾

病、癌症等的发生概率, 并可以有效延缓衰老[11‒12]。刘敏卓

等[13]、刘天庆等[14]和 LIU 等[15]在湖北海棠叶中检测出多种

多酚类化合物, 包括根皮苷、槲皮素、没食子酸、绿原酸、

芦丁。因此, 提取巫山茶中多酚并探讨其抗氧化活性, 将有

助于解释巫山茶的抗氧化功能作用机制。 

本研究以巫山茶为原材料, 采用乙醇溶液(70%, V:V)

浸提得到巫山茶粗提物, 依次采用不同极性强度的有机溶

剂(石油醚、乙酸乙酯、正丁醇)进行梯度萃取, 选取总酚含

量高且抗氧化活性强的萃取相通过 HP-20 大孔树脂富集, 

以维生素 C (vitamin C, VC)为阳性对照, 使用 DPPHꞏ、

ABTS+ꞏ、ꞏOH 体系对富集后的巫山茶多酚进行抗氧化活性

评价, 为巫山茶的功能研究提供参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

巫山茶(重庆市巫山县峡江茶叶加工厂)。 

1,1- 二 苯 基 -2- 三 硝 基 苯 肼 (2,2-Diphenyl- 

1-picrylhydrazyl, DPPH)(分析纯, 美国 sigma 公司); 2,2'-氨基

- 双 (3- 乙 基 苯 并 噻 唑 胶 -6- 磺 酸 )[2,2'-azino-bis 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS, 生化试剂]、

没食子酸标准品(纯度≥98%)(北京索莱宝科技有限公司); 

无水乙醇、石油醚、乙酸乙酯、正丁醇(分析纯, 成都市科

龙化工试剂厂); 维生素 C、硫酸亚铁、水杨酸、过氧化氢(分

析纯, 国药集团化学试剂公司)。 

1.2  仪器与设备 

RE52CS-1 真空旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂); 

LGJ-10 冷冻干燥机(北京松源华兴科技发展有限公司); 

iCEN-24R 离心机(杭州奥盛仪器有限公司); VARIOSKAN 

LUX 多功能酶标仪(赛默飞世尔仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  巫山茶多酚的提取富集 

参考邱高翔和李富华等[16‒17]的方法, 将巫山茶样品

于 40 ℃热风干燥、粉碎, 按液料比 35:1 (V:m)加入 70%乙

醇, 60 ℃水浴 3 h, 过滤, 取滤液真空浓缩, 于‒80 ℃、10 Pa

条件下冷冻干燥 , 得多酚粗提物。将粗提物用蒸馏水按

1:20 (V:m)分散, 依次用等体积石油醚、乙酸乙酯、正丁醇

萃取 3 次, 收集各相萃取液旋转蒸发除去溶剂, 冷冻干燥

得到多酚粗提物的不同萃取相。 

取抗氧化活性最强的萃取相装入 HP-20 大孔树脂

柱(内径为 2.4 cm, 柱高为 65 cm), 用蒸馏水洗脱, 直至

洗脱液为无色时, 换用 20%乙醇液洗脱, 直至洗脱液为

无色时, 依次用 500 mL 的 40%和 60%乙醇液洗脱。收

集 40%和 60%的乙醇洗脱液旋转蒸发除去溶剂, 冷冻干

燥后备用。 

1.3.2  总酚含量的测定 

以没食子酸为标准品, 配制没食子酸标准溶液 10、20、

30、40、50、60、70、80、90 μg/mL, 参照 GB/T 8313—2018

《茶叶中茶多酚和儿茶素类含量的检测方法》测定总酚含

量。利用没食子酸标准曲线方程计算出多酚提取物中总多

酚的质量浓度, 结果以每克多酚提取物中所含的没食子酸

当量(mg/g)表示。 

1.3.3  体外抗氧化活性的测定 

(1)DPPHꞏ清除率的测定 

参考 HUA 等[18]的方法并稍作修改。按照表 1 加入不

同浓度的样品和试剂, 避光反应 30 min, 于 517 nm 波长下

测定吸光度值, 按公式(1)计算 DPPHꞏ清除率。每个样品平

行测定 3 次, 以样品浓度为自变量, 自由基清除率为因变

量作图并进行线性拟合, 计算 IC50 值
[19]。 

DPPHꞏ清除率(%)= 𝐴ଷ − (𝐴ଵ − 𝐴ଶ) 𝐴ଷ⁄ ×100     (1) 

式中: A1 为加入 DPPH 溶液和样品溶液测得的吸光度; A2

为加入无水乙醇和样品溶液测得的吸光度。A3 为加入

DPPH 溶液和 70%乙醇溶液测得的吸光度。 

(2)ABTS+ꞏ清除率的测定 

参考黄雨洋[20]的方法并稍作修改。按照表 2 加入不同

浓度的样品和试剂 , 混匀后室温下避光反应 6 min, 于  

734 nm 波长下测定吸光度值, 按公式(2)计算 ABTS+ꞏ清除

率。每个样品平行测定 3 次, 并计算 IC50 值。 



5824 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

表 1  DPPHꞏ测定方法 
Table 1  Measurement method of DPPH free radical 

编号 样品反应体系 

A1 1.56 mL DPPH 溶液+200 μL 样液 

A2 1.56 mL 无水乙醇+200 μL 样液 

A3 1.56 mL DPPH 溶液+200 μL 70%乙醇溶液 

 

表 2  ABTS+ꞏ测定方法 
Table 2  Measurement method of ABTS free radical 

编号 样品反应体系 

Ai 1.25 mL ABTS 反应溶液+50 μL 样液 

Aj 1.25 mL 无水乙醇+50 μL 样液 

A0 1.25 mL ABTS 反应溶液+50 μL 70%乙醇溶液 

 
ABTS+ꞏ清除率(%)= 𝐴଴ − (𝐴୧ − 𝐴୨) 𝐴଴⁄ ×100     (2) 

式中: A0 为加入样品溶液和 ABTS 反应溶液测得的吸光度; 

Ai 为加入无水乙醇和样品溶液测得的吸光度; Aj 为加入

ABTS 反应溶液和 70%乙醇溶液测得的吸光度。 

(3)ꞏOH 清除率的测定 

参考 MAO 等[21]的方法并稍作修改。按照表 3 加入不

同浓度的样品和试剂 , 混匀 , 置于 37 ℃水浴锅中加热   

30 min 后, 于 510 nm 波长下测定吸光值, 按公式(3)计

算ꞏOH 清除率。每个样品平行测定 3 次, 并计算 IC50 值。 
 

表 3  ꞏOH 的测定方法 
Table 3  Measurement method of OH free radical 

编号 样品反应体系 

Az 
300 μL 70%乙醇+2.0 mL FeSO4+1.0 mL 水杨酸乙醇

溶液+1.0 mL H2O2 

Ax 
300 μL样液+2.0 mL FeSO4+1.0 mL水杨酸乙醇溶液+ 

1.0 mL H2O2 

As 
300 μL 样液+2.0 mL FeSO4+1.0 mL 水杨酸乙醇溶液

+1.0 mL 70%乙醇 

 
ꞏOH 清除率(%)= 𝐴୸ − (𝐴୶ − 𝐴ୱ) 𝐴୸⁄ ×100       (3) 

式中: Az 为加入 70%乙醇和 H2O2 测得的吸光度; Ax 为加入

样品溶液和 H2O2 反应测得的吸光度; As 为加入样品溶液与

70%乙醇溶液测得的吸光度。 

1.3.4  数据处理 

每组实验重复测定 3 次, 结果用x±s 表示。采用 SPSS 

20.0 软件进行数据分析, Pearson 法进行相关性分析, 单因

素方差分析法进行显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  总酚含量测定标准曲线 

以质量浓度为横坐标, 吸光度为纵坐标绘制标准曲

线 , 得 标 准 曲 线 方 程 为 Y=0.002X+0.007, 相 关 系 数

r=0.9955, 表明在 0~90 μg/mL 范围内线性关系良好。根据

标准曲线计算得出巫山茶粗提物及各萃取相的总酚含量。

溶剂萃取法是一种分级纯化方法, 根据溶剂与提取物极性

相似相溶的原理, 将目标物从植物组织中萃取出来[22]。由

图 1 可知, 巫山茶粗提物多酚(243.8 mg/g)经不同萃取溶剂

萃取后, 非极性溶剂石油醚相的总酚含量最低(18.1 mg/g), 

中等极性溶剂乙酸乙酯相中多酚(378.1 mg/g)显著高于正

丁醇相(231.3 mg/g)和水相(103.8 mg/g) (P<0.05), 说明巫

山茶多酚以中等极性为主。 

 

 
 

注: a~d: 不同字母表示差异显著, P＜0.05。 

图 1  各萃取相总酚含量 

Fig.1  Polyphenol content of each extraction site 
 

2.2  各萃取相的体外抗氧化活性 

DPPHꞏ是一种带有单个电子的稳定的有机自由基, 其乙

醇溶液呈紫色, 在 517 nm 处有最大吸收峰。当有自由基清除

剂存在时, DPPHꞏ的单电子被配对从而使其吸收减少, 可通过

这一变化检测物质的抗氧化能力[23]。ABTS+ꞏ是一种被氧化成

绿色的自由基, 当抗氧化物存在时, ABTS+ꞏ与之反应, 使其

蓝绿色褪去 , 褪色越明显 , 表明该物质的抗氧化能力越    

强[24]。ꞏOH 是已知的最活泼、毒性最强的活性氧自由基, 可

通过与人体多种分子作用造成核酸、脂类、蛋白质等大分子

的氧化性损伤, 是机体产生某些疾病和衰老症状的主要因素
[25]。由图 2 可知, 石油醚相对 DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 几乎无

清除能力, 巫山茶粗提物、乙酸乙酯相、正丁醇相、水相对

DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 的清除率均随浓度的升高而逐渐增大。

巫山茶乙酸乙酯相各浓度对 DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 的清除

率均高于同浓度下粗提物及其他萃取相。IC50 值越小表明抗

氧化能力越强, 各萃取相对 DPPHꞏ的 IC50值大小依次为乙酸

乙酯相(0.63 mg/mL)＜巫山茶粗提物(0.93 mg/mL)＜正丁醇

相(1.03 mg/mL)＜水相(1.78 mg/mL); 对 ABTS+ꞏ的 IC50值大

小依 次 为乙 酸乙 酯 相 (0.46 mg/mL) ＜ 巫山 茶 粗提 物      

(0.89 mg/mL)＜正丁醇相(0.96 mg/mL)＜水相(1.67 mg/mL); 

对ꞏOH 的 IC50 值大小依次为乙酸乙酯相(2.35 mg/mL)＜巫山
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茶粗提物 (4.27 mg/mL)＜正丁醇相 (6.70 mg/mL)＜水相  

(8.29 mg/mL)。综上, 巫山茶提取物清除DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH

的活性成分主要集中在乙酸乙酯相。 

实验结果表明, 巫山茶提取物乙酸乙酯相总酚含量

均高于其他萃取相, 且体外抗氧化活性也强于其他萃取相, 

是巫山茶提取物的主要活性部位。基于总酚含量和抗氧化

活性实验筛选结果, 实验选择乙酸乙酯相进行 HP-20 大孔

树脂富集。 

2.3  富集后巫山茶多酚提取物总酚含量 

大孔树脂是一种高分子吸附材料, 可从植物提取物中

高效、快速的富集分离活性小分子化合物, 近年来已在多酚

类成分的提取分离中得到广泛应用[26‒27]。将乙酸乙酯相通

过 HP-20 大孔树脂后, 总酚含量由 378.1 mg/g 显著提高至

637.5 mg/g (P<0.05), 表明 HP-20 大孔树脂有效富集了

巫山茶乙酸乙酯相的多酚类物质。 

2.4  富集后巫山茶多酚提取物的抗氧化活性 

由图 3 可知, 富集后的巫山茶多酚提取物对 DPPHꞏ、

ABTS+ꞏ、ꞏOH 的清除能力随着浓度增大而增强。当质量浓

度为 1 mg/mL 时, 巫山茶多酚提取物对 DPPHꞏ清除率为

93.53%, 与VC活性(97.18%)接近, 此后二者活性均呈浓度

饱和型特征(图 3a)。当质量浓度为 1.2 mg/mL 时, 巫山茶

多酚提取物 ABTS+ꞏ清除率达到 96.73%, 与 VC 活性接近

(99.35%) (图 3b)。当质量浓度为 2.4 mg/mL 时, 巫山茶多

酚提取物ꞏOH 清除率达到 66.94%, 虽弱于 VC 活性, 但也

具有较好的ꞏOH 清除能力(图 3c)。富集后的巫山茶多酚提

取物对 DPPHꞏ的 IC50 值大小依次为巫山茶多酚提取物 

(0.26 mg/mL)＜乙酸乙酯相(0.63 mg/mL); 对 ABTS+ꞏ的

IC50 值大小依次为巫山茶多酚提取物(0.16 mg/mL)＜乙酸

乙酯相(0.46 mg/mL); 对ꞏOH 的 IC50 值大小依次为巫山茶

多酚提取物(1.05 mg/mL)＜乙酸乙酯相(2.35 mg/mL), 富集

后的巫山茶多酚提取物对 DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 的 IC50

值显著低于乙酸乙酯相的 IC50 值(P<0.05)。综上可知, 巫山

茶多酚经 HP-20 大孔树脂富集后对 DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH

清除能力显著提高。 

 

 
 

 

图 2  粗提物与各萃取相的自由基清除率(n=3) 

Fig.2  Free radical clearance rate of crude extract and each extraction site (n=3) 
 

2.5  总酚含量与抗氧化活性的相关性分析 

从表 4 可以看出, DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 清除能力间

呈极显著的相关性(P<0.01), 说明这 3 种评价方法能基本

一致地反映巫山茶多酚的抗氧化活性。巫山茶粗提物及各

萃取相、富集后的总酚含量与 DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 清

除能力之间存在极显著的正相关性(P<0.01), 相关系数 r

分别为 0.963、0.962、0.987。由此表明, 多酚类物质在巫

山茶的抗氧化活性中起到了重要作用。有研究表明厚朴叶

提取物不同极性部分、不同品种桑葚叶的总酚含量与其抗

氧化能力均呈正相关[28‒29], 与本研究的结果相一致。 
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图 3  富集后巫山茶多酚提取物的自由基清除率(n=3) 

Fig.3  Free radical clearance rate of Wushan tea polyphenol extract (n=3) 
 

表 4  巫山茶总酚含量与抗氧化活性的相关性 
Table 4  Correlations between total phenol contents and in vitro antioxidant activity of Wushan tea polyphenol extract 

指标 总酚含量 DPPHꞏ清除能力 ABTS+ꞏ清除能力 ꞏOH 清除能力 

总酚含量 1.000 0.963** 0.962** 0.987** 

DPPHꞏ清除能力  1.000 0.995** 0.974** 

ABTS+ꞏ清除能力   1.000 0.963** 

ꞏOH 清除能力    1.000 

注: *显著相关(P＜0.05); **极显著相关(P＜0.01)。 

 
3  结论与讨论 

本研究团队前期对巫山茶提取物抗氧化活性进行研

究[30]发现, 巫山茶提取物具有较好的抗氧化活性, 在此基

础上, 本研究通过萃取和 HP-20 大孔树脂富集得到巫山茶

多酚提取物, 通过总酚含量和抗氧化活性的相关性分析, 

发现巫山茶总酚含量与 DPPHꞏ、ABTS+ꞏ、ꞏOH 清除能力

呈显著正相关(P<0.01), 多酚类物质是巫山茶中的重要抗

氧化活性成分, 使巫山茶在改善氧化应激方面的研究方向

更为明确。综上分析表明, 巫山茶多酚提取物具有较好的

体外抗氧化活性, 可作为目标活性物质进行多酚成分分析

及体内抗氧化活性研究, 为巫山茶的后续功能性开发、改

善由氧化应激引起的相关疾病研究提供一定的基础数据。 
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