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辛弗林与橙皮苷等多酚联用抑制食品体系中 

丙烯醛的协同效用研究 

冯小兰 1, 王奕辰 2, 梁  雨 2, 贾梦玮 2, 卢永翎 2, 吕丽爽 2* 

(1. 江苏旅游职业学院烹饪科技学院, 扬州  225007; 2. 南京师范大学食品与制药工程学院, 南京  210023) 

摘   要: 目的   探究生物碱和黄酮单用以及多元联用对丙烯醛(acrolein, ACR)的抑制效果。方法   利用

Chou-Talalay 方法, 采用高效液相色谱检测辛弗林(synephrine, SYN)、橙皮苷(hesperidin, HES)单用及二元联用

[半抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, IC50)恒定比例, 沃柑中实际比例]对 ACR 的抑制活性, 在此

基础上与姜黄素(curcumin, CUR)、槲皮素(quercetin, QUE)、山奈酚(kaempferol, KAE)三元联用的抑制活性, 采

用 CompuSyn 软件对联用效果进行分析计算, 并采用高效液相色谱-串联质谱法测定 HES、SYN、CUR 联用对

ACR 的捕获路径, 分析其协同机制。最后从模型延展至食品体系, 利用富含 SYN 和 HES 的柑橘和富含 CUR

的姜黄应用于烤鸭翅, 验证多种物质叠加对 ACR 的抑制效果。结果  SYN 与 HES 按照 IC50 恒定比例或沃柑

中实际比例二元联用均具有协同抑制 ACR 的作用, 且 HES、SYN 与 CUR/QUE/KAE 按照 IC50 恒定比例三元复

配也对 ACR 的抑制具有协同增效性; 相比于单用, 联用时 SYN、HES、CUR 与 ACR 的加合物均有所提升, 阐

明协同机制为互相促进捕获更多的 ACR 形成加合物, 从而协同抑制 ACR。在烤鸭翅体系中, 同时添加 54.21 g/kg

沃柑果肉和 3.334 g/kg 姜黄对 ACR 的抑制率为 57.22%。结论  SYN 与 HES、CUR 等多酚联用对 ACR 的捕

获具有协同增效性, 协同机制为互相促进捕获更多的 ACR 形成加合物, 且富含 SYN 和 HES 的沃柑和富含

CUR 的姜黄对烤鸭翅体系中生成的 ACR 能够达到较好的抑制效果。 
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Study on the synergistic effect of synephrine combined with hesperidin and 
other polyphenols in inhibiting acrolein in food system 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the inhibitory effect of alkaloid and flavonoid on acrolein (ACR), alone 

and in combination. Methods  Based on the Chou-Talalay method, the inhibition activity of synephrine (SYN) and 

hesperidin (HES) alone or in combination [a constant proportion of half maximal inhibitory concentration (IC50), the 

actual proportion in Orah mandarin] on ACR was detected by high-performance liquid chromatography, on this 

basis, the inhibitory activities of curcumin (CUR), quercetin (QUE) and kaempferol (KAE) in triplet combination of 

SYN were analyzed and calculated by CompuSyn software. High-performance liquid chromatography-tandem mass 
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spectrometry was further used to determine the capture path of ACR by HES, SYN, and CUR in combination, and the 

synergistic mechanism was also analyzed. Finally, extending the studies from the model to food system, citrus rich in 

SYN and HES, and turmeric rich in CUR were applied to the roast duck wings to verify the inhibitory effect of 

multiple substances on ACR. Results  The combination of SYN and HES at a constant IC50 ratio or the actual ratio 

in Orah mandarin had a synergistic effect on inhibiting ACR, and the combination of HES, SYN, and 

CUR/QUE/KAE at a constant IC50 ratio also had a synergistic effect on inhibiting ACR. Compared with single use, 

the adducts of SYN, HES, CUR, and ACR were increased when combined, indicating that the synergistic mechanism 

was to promote each other to capture more ACR to form adducts, thereby synergistically inhibiting ACR. In the 

system of roast duck wing, the inhibition rate on ACR was 57.22% by adding 54.21 g/kg of Orah mandarin pulp and 

3.334 g/kg of turmeric. Conclusions  The combination of SYN and HES, CUR, and other polyphenols has a 

synergistic effect on the capture of ACR, and the synergistic mechanism is to promote each other to capture more 

ACR to form adducts. Moreover, the rich SYN and HES of Orah mandarin and the rich CUR of turmeric can achieve 

a better inhibitory effect on the formation of ACR in roasted duck wings. 

KEY WORDS: acrolein; synephrine; hesperidin; polyphenols; synergy effect 
 
 

0  引  言 

丙烯醛(acrolein, ACR)是一种小分子不饱和醛, 其化

学结构简单但活性极强[1], 是具有高度反应性的有毒物质, 

由吸收部位吸入、摄入或皮肤暴露后可在全身发挥毒性作

用, 有研究调查得成人平均每天吸入 26 μg[2], 而吸入高

浓度的 ACR 可导致急性肺损伤和化学性肺炎[3]、心血管

疾病[4], 还会导致大脑中的氧化压力和炎症[5]、促进动脉粥

样化[6‒7], 越来越多研究表明, 作为自由基诱导的脂质过氧

化生成的 ACR, 是延续氧化应激的一个关键因素[8], 对人

体造成氧化损伤 , 吸入或经口摄入 ACR 可通过与 Fas 

(Apo-1)死亡受体和肿瘤坏死因子受体相互作用诱导肌细

胞凋亡, 促进细胞衰老[9‒10]。ACR 来源范围广泛, 可以在工

业生产、内源性代谢、自然环境、食品加工中产生[11‒13]。

加工食品是外源性 ACR 最主要的来源, 在高温食物烹饪制

备过程中(如煎炸、烘烤、发酵过程等), 脂肪、氨基酸或碳

水化合物会相互作用产生大量 ACR[14], 特别是未精制的油

在≥180°C 的温度下烹饪, 会产生含量浓度为 5~250 mg/kg

的 ACR[8]。此外在啤酒、葡萄酒、朗姆酒、面包、甜甜圈、

奶酪、炸土豆等食物中也检出 ACR[15], 其含量范围在

10~600 μg/kg[16‒17]。控制加工食品中有害 ACR 的形成, 降

低食源性 ACR 的摄入, 是多年来研究的热点。 

已有大量研究表明食源性多酚可以直接捕获 ACR 形

成加合物从而有效降低 ACR 含量水平。如 : 姜黄素

(curcumin, CUR; 富含于生姜、姜黄等香料)[18]、槲皮素

(quercetin, QUE; 富含于于小茴香、草果、山奈等香料)[19]、

山奈酚(kaempferol, KAE; 富含于香叶、小茴香、丁香、胡

椒、山奈等多种香料)。通过之前的研究发现[20], 生物碱-

辛弗林(synephrine, SYN; 富含于陈皮、柑橘类)同样具有快

速捕获 ACR 的功能。通常辛弗林与多种黄酮共存于柑橘

类水果果肉、果皮、玳玳花中。以往文献专注于模型体系

中单一 ACR 抑制剂的抑制活性和抑制机制的研究, 而在

实际体系、天然植物或日常膳食中, 通常存在多种 ACR 抑

制剂, 如生物碱、黄酮、酚酸, 共存条件下他们之间对 ACR

的消除作用是否存在相互影响, 相互作用的程度如何, 尚

未见相关报道, 值得深入探究。以便为食源性复合型 ACR

抑制剂的开发提供理论支撑。 

柑橘在中医学上具有“顺气、止咳、健胃、化痰、消肿、

止痛、疏肝理气”等多种功效[21‒22], 常添加应用于多种烹饪

过程中, 如烘焙过程中添加柠檬有助于减少腥味, 卤煮烧烤

过程中添加橙皮使口感更加丰富多元。民间广有流传将柑橘

类水果的果汁、果皮、陈皮等添加入鸭翅的制作过程中, 不

仅能减少鸭翅本身的腥臭味, 同时中和香辛料带来的浓重的

辛香气息, 此外更能够增加香甜独特的橙香味[23‒26]。前期研

究发现槲皮素与姜黄素[27]、草豆蔻与姜黄素[28]联用都具有协

同增效作用, 但是以上研究仅限于多酚类。而柑橘中生物碱

与黄酮共存, 有关生物碱与多酚之间复配对ACR的抑制活性

的影响, 尚未可知。不仅柑橘中辛弗林与多种黄酮共存, 通常

柑橘也常与其他香辛料多元联用。研究生物碱辛弗林与食源

多酚高温条件下联用对 ACR 的抑制作用, 对肉制品加工过

程中 ACR 的有效控制具有重要的应用机制和现实意义。  

本研究选用了富含橙皮苷(hesperidin, HES)和 SYN 的

沃柑(Orah mandarin)[21], 利用高效液相色谱-二极线性阵

列检测器法(high performance liquid chromatography with 

diode array detector, HPLC-DAD)检测 HES/SYN 单用及二

元联用对 ACR 的抑制作用, 以及复配香辛料中的黄酮三

元联用的抑制作用, 期间采用 CompuSyn 软件对联用效

果进行分析计算 , 优选确定了在实际食品加工体系具

有协同增效抑制 ACR的配方, 并采用液相色谱-串联质谱

法 (liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

LC-MS/MS)分析实际作用效果及机制, 拓展了富含HES和
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SYN 药食两用原料在食品工业中作为“ACR 抑制剂”的新

用途, 为相关研究的进一步发展提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

丙烯醛(纯度 98%, 水溶液, 山东西亚化学工业有限

公司); 橙皮苷(纯度 97%)、辛弗林、姜黄素、槲皮素(纯度

98%)(上海麦克林生化试剂有限公司); 山奈酚(纯度 98%, 

南京广润生物试剂有限公司); 乙腈、甲醇(色谱纯, 德国

Merck 公司 ); 磷酸二氢钠 , 磷酸氢二钠、二甲基亚砜

(dimethylsulfoxide, DMSO)(分析纯, 上海国药集团化学试剂

有限公司); 2,4-二硝基苯肼(2,4-dinitrophenylhydrazine, DNPH, 

纯度 97%, 美国 Sigma-Aldrich 公司)。 

沃柑购于思吻水果旗舰店; 鸭翅购于千荟旗舰店。 

1.2  仪器与设备 

Acquity® Arc™高效液相色谱仪、Xevo™ TQ-XS 超

高效液相色谱-质谱联用仪[沃特世科技(上海)有限公司]; 

1290/6460 Triple Quad 液相色谱-质谱联用仪[安捷伦科技

(中国)有限公司]; N-EVAP 氮气吹干仪(美国 Organomation

公司); WHY-2 台式震荡培养箱、DFY-1000D 高速粉碎机(常

州国宇仪器制造有限公司); CRTF32K烤箱(长帝电器有限公

司); HYQ-3110 型涡旋混匀器(美国 Crystal 公司); PHS-3E 型

pH 计(上海仪电科学仪器股份有限公司); PWC 254 型分析

天平(精度 0.1 mg, 英国 ADAM 公司); Waters Symmetry C18

色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm, 美国 Waters 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  辛弗林, 橙皮苷等多酚对丙烯醛抑制活性的测定 

参照 LU 等[28]方法, 用 0.1 mol/L, pH=7.0 的磷酸盐缓冲

液(phosphate buffer saline, PBS)配制 0.5 mmol/L 的 ACR 溶液, 

PBS 溶液(DMSO 助溶)配制 HES/SYN/CUR/QUE/KAE 溶液: 

HES 溶液浓度为 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0 mmol/L; SYN 溶

液浓度为 0.05、0.10、0.20、0.40、1.00 mmol/L; CUR 溶液

浓度为 0.125、0.250、0.500、1.000、1.500 mmol/L; QUE

溶液浓度为 0.125、0.250、0.500、1.000、1.500 mmol/L; KAE

溶液浓度为 0.25、0.50、1.00、1.50、2.00 mmol/L。参照

WANG 等[29]方法在 100℃反应 0.5 h 后, 进行衍生化, 用

HPLC 测定剩余 DNPH-ACR 含量, 以 DMSO 代替样品溶

液作为空白, 计算 HES/SYN/CUR/ QUE/KAE 在该条件下

对 ACR 的抑制率。每个样品制备 3 个平行样本。根据不

同浓度下 HES/SYN/CUR/QUE/KAE 的抑制率结果, 分析

计算出其对 ACR 的半抑制浓度(half maximal inhibitory 

concentration, IC50)。 

1.3.2  橙皮苷和辛弗林二元联用对丙烯醛抑制活性的测定 

联合使用的原理: 当两物质或是多物质联合作为添

加剂时, 剂量采用近似两物质或多物质的 IC50 的比值为恒

定比率, 以接近 IC50 值为中点, 按照 0.125、0.25、0.5、1、

2、4 倍的中点剂量联合。两物质或是多物质的联合作用可

通过抑制率-组合指数(fa-combination index, Fa-CI)曲线进

行评估, 不同 CI 值区间代表不同作用, CI<1, CI=1, CI>1 分

别表示物质之间具有协同, 叠加和拮抗作用[30]。天然产物

联合作用对应的 CI 值区间及评价见表 1。 
 

表 1  天然产物联合作用的 CI 值区间及评价 
Table 1  CI value interval and evaluation of the combination  

of natural products 

CI 值区间 相互作用评价 符号 

CI<0.1 非常强协同 ＋＋＋＋＋ 

0.1≤CI<0.3 强协同 ＋＋＋＋ 

0.3≤CI<0.7 协同 ＋＋＋ 

0.7≤CI<0.85 中等协同 ＋＋ 

0.85≤CI<0.90 轻微协同 ＋ 

0.90≤CI<1.10 相加 ± 

1.10≤CI<1.20 轻微拮抗 － 

1.20≤CI<1.45 中等拮抗 －－ 

1.45≤CI<3.3 拮抗 －－－ 

3.3≤CI<10 强拮抗 －－－－ 

10≤CI 非常强拮抗 －－－－－ 

 
(1)橙皮苷和辛弗林二元联用(以 IC50 比例)对丙烯醛

抑制活性的测定 

单用: 分别配制浓度为 0.125IC50、0.25IC50、0.5IC50、

IC50、2IC50、4IC50 浓度的 HES/SYN 溶液, 空白对照以

DMSO代替样品溶液, 在 2 mL离心管中, 分别加入 0.8 mL

的 ACR 溶液和 0.8 mL 的 HES/SYN 溶液或 DMSO, 涡旋混

匀后, 置于 100℃恒温水浴振荡器中反应 0.5 h, 反应结束

后进行衍生化, 用 HPLC 检测 DNPH-ACR 含量, 每个样品

均做 3 组平行。 

二元联用: 分别配制不同浓度的 HES 与 SYN 的混合

溶液, 其终浓度为 0.125IC50、0.25IC50、0.5IC50、IC50、

2IC50、4IC50。将上述混合溶液以 1:1 (V:V, 下同)的比例

与浓度为 1.0 mmol/L 的 ACR 溶液涡旋混匀后于 100℃恒

温水浴振荡器中反应 0.5 h, 反应结束后进行衍生化, 用

HPLC 检测 DNPH-ACR 含量, 每个样品均做 3 组平行。分

析计算 HES 与 SYN 联合使用对 ACR 的抑制作用, 并根据

Chou-Talalay 计算方法[30‒33]计算联合作用指数 CI, 分析评

价两者联合作用对 ACR 的抑制效果。 

(2)橙皮苷和辛弗林二元联用(以沃柑实际的比例)对

丙烯醛抑制活性的测定 

单用: 根据选取的沃柑果肉中HES与SYN的含量的固

定比例配制各溶液, 且每个对照组的浓度比为 2.2:1.0。因此

各溶液浓度配制如表 2。将上述溶液以 1:1 的比例与浓度为

0.5 mmol/L 的 ACR 溶液涡旋混匀后于 100℃恒温水浴振荡

器中反应 0.5 h, 反应结束后进行衍生化, 用 HPLC 检测

DNPH-ACR 含量, 每个样品均做 3 组平行, 分析计算 HES

与 SYN 以沃柑中含量比例单独使用对 ACR 的抑制作用。 

二元联用: 根据选取的沃柑果肉中 HES 与 SYN 的含

量的固定比例配置各混合溶液, 且每个混合溶液中 HES 与

SYN 的浓度比为 2.2:1.0。具体配制浓度如表 2 所示。  
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表 2  混合溶液中 HES 与 SYN 配制浓度 
Table 2  Concentration of HES and SYN in the mixed  

solution was prepared 

混合液 HES 浓度/(mmol/L) SYN 浓度/(mmol/L) 

a1 0.06875 0.03125 

a2 0.13750 0.06250 

a3 0.27500 0.12500 

a4 0.55000 0.25000 

a5 1.10000 0.50000 

a6 2.20000 1.00000 

a7 4.40000 2.00000 

a8 8.80000 4.00000 
 

上述不同浓度混合液以 1:1 的比例与浓度为 0.5 mmol/L

的 ACR 溶液涡旋混匀后于 100℃恒温水浴振荡器中反应

0.5 h, 反应结束后进行衍生化, 用 HPLC 检测 DNPH-ACR

含量, 每个样品均做 3 组平行。并运用 CompuSyn 软件根

据 Chou-Talalay 计算方法计算联合作用指数 CI, 分析评价

两者联合作用对 ACR 的抑制效果, 并分析计算出混合液

于 100℃下反应 0.5 h 对 ACR 的 IC50。 

1.3.3  橙皮苷、辛弗林及其他多酚三元联用对丙烯醛抑

制活性的影响 

(1)橙皮苷、辛弗林与其他多酚 IC50 三元联用对丙烯

醛抑制活性的测定 

单用: 分别配制浓度为 0.125IC50、0.25IC50、0.5IC50、

IC50、2IC50 浓的 CUR/QUE/KAE 溶液, 空白对照以 DMSO

代替样品溶液, 在 2 mL 离心管中, 分别加入 0.8 mL 的

ACR 溶液和 0.8 mL 的 CUR/QUE/KAE 溶液或 DMSO, 涡

旋混匀后, 置于 100℃恒温水浴振荡器中反应 0.5 h, 反应

结束后进行衍生化, 用 HPLC 检测 DNPH-ACR 含量, 每个

样品均做 3 组平行。 

三元联用 : 分别配制不同浓度的 HES、SYN 及

CUR/QUE/KAE 的混合溶液 , 使其各物质的终浓度均为

0.125IC50、0.25IC50、0.5IC50、IC50、2IC50。将上述混合溶

液以 1:1 的比例与浓度为 1.5 mmol/L 的 ACR 溶液涡旋混

匀后于 100℃恒温水浴振荡器中反应 0.5 h, 反应结束后进

行衍生化, 用 HPLC 检测 DNPH-ACR 含量, 每个样品均做

3 组平行。分析计算 HES 与 SYN 联合使用对 ACR 的抑制

作用, 并根据 Chou-Talalay 计算方法计算联合作用指数 CI, 

分析评价两者联合作用对 ACR 的抑制效果。 

(2)辛弗林、橙皮苷(以沃柑实际的比例)与姜黄素三元

联用对丙烯醛抑制活性分析 

配制同 1.3.2 (2)中比例相同、浓度不同的 HES 和 SYN

的混合溶液 H+S, 并将 CUR 溶于不同浓度的混合溶液 H+S, 

使得反应体系中 H+S 液和 CUR 的浓度均为 0.125IC50、

0.25IC50、0.5IC50、IC50、2IC50、4IC50, 将反应液等体积与

ACR (1.0 mmol/L)混合, 置于 100℃恒温水浴振荡器中反应

0.5 h, 反应结束后进行衍生化, 用 HPLC 检测 DNPH-ACR 含

量, 每个样品均做 3 组平行。并根据 Chou-Talalay 计算方法

计算联合作用指数 CI, 分析评价按照沃柑中的固定比例的

HES、SYN 与 CUR 三元联用对 ACR 的抑制效果。 

(3)橙皮苷, 辛弗林与姜黄素三元联用对丙烯醛的抑

制机制分析 

反应液的制备: 分别取 1.3.1, 1.3.2 (1)和 1.3.3 (1)中未

衍生化的物质单用及联用与ACR的反应液200 μL, 过0.22 μm

有机滤膜后使用 LC-MS/MS[23]分析, 检测 HES、SYN、CUR

与 ACR 的产物, 并探究变化规律。 

色谱条件: 仪器: Waters Acquity® Arc™高效液相色

谱仪; Agilent 1290-6460 高效液相色谱-质谱联用仪; 色谱

柱: Waters Symmetry C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 

二极管阵列检测器检测器。检测 HES/SYN 及其与 ACR 的产

物: 柱温: 35℃; 检测波长: 283 nm (HES), 275 nm (SYN); 流

速: 0.8 mL/min; 进样量: 10 μL; 洗脱剂: 10 mmol/L 甲酸铵水

溶液(甲酸调 pH 至 3)(流动相 A); 乙腈溶液(流动相 B); 流脱

条件 : 0~4 min: 5% B, 4~5 min: 5%~25% B, 5~15 min: 

25%~35% B, 15.0~15.1: 35%~5% B, 15.1~19.0 min: 5% B。检

测 CUR 及其与 ACR 的产物: 色谱柱: Waters Symmetry C18

色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); PDA 检测器; 柱温: 25℃; 检

测波长: 375 nm; 流速: 0.6 mL/min; 进样量: 20 μL; 洗脱剂: 

0.1%甲酸水溶液(流动相 A); 乙腈溶液(流动相 B); 梯度设置: 
0~5 min: 30% B, 5~8 min: 30%~50% B, 8~13 min: 50%~90% B, 
13~15 min: 90%~50% B, 15~19 min: 50%~30% B。 

质谱条件: 电喷雾正离子化检测 HES、SYN 及其与

ACR 的产物; 电喷雾负离子化检测 CUR 及其与 ACR 的产

物, 扫描范围: m/z 50~1000, 喷雾电压: 4000 V, 雾化气压: 

45 psi, 辅助气压力: 5 psi, 毛细管温度: 280℃, 裂解电压: 

30 V (SYN)、135 V (HES、CUR)。 

1.3.4  沃柑与姜黄联用于烤鸭翅体系中协同抑制丙烯醛分析 

(1)烤鸭翅的制作 

参考文献[33]的方法, 选取沃柑果肉 100 g, 置于低温

烘箱中(60℃)干燥至含水量低于 2%为止, 使用高速粉碎机

将干果肉进行精细粉碎, 放好备用。将鸭翅中洗净, 并沥

干水分, 在鸭翅肉质表面均匀划口。分别称取 300 g 鸭翅置

于密闭容器中, 不同组别添加不同调料进行腌制, 确保料液

均匀涂抹浸入鸭翅中, 调料配制如表 3 所示。腌制 40 min

后, 将腌制好的鸭翅平放于烤盘中, 放入预热完毕的烤箱, 

并于 200℃的烤制温度下加工 30 min。结束后将样品晾凉

至室温后分组储存在‒20℃下待测。  
 

表 3  不同组别调料配制 
Table 3  Different groups of seasoning preparation 

组别 调料 

A 
3 g 盐、3 g 糖、3 g 鲜抽、5 g 料酒、4 mL 蜂蜜、5 g

花生油、10 mL 水 

B 
3 g 盐、3 g 糖、3 g 鲜抽、5 g 料酒、4 mL 蜂蜜、5 g 花

生油、16.26 g 沃柑肉(计算出相应橙皮苷, 辛弗林含量) 

C 
3 g 盐、3 g 糖、3 g 鲜抽、5 g 料酒、4 mL 蜂蜜、5 g

花生油、10 mL 水、1.0002 g 姜黄 

D 
3 g 盐、3 g 糖、3 g 鲜抽、5 g 料酒、4 mL 蜂蜜、5 g

花生油、16.26 g 沃柑橘汁、1.0002 g 姜黄 

E 

3 g 盐、3 g 糖、3 g 鲜抽、5 g 料酒、4 mL 蜂蜜、5 g

花生油、10 mL 水、20.63 mg HES, 2.57 mg SYN(计算

出的沃柑果肉中含有的橙皮苷, 辛弗林含量) 
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(2)抑制活性的研究 

样品预处理: 将上述鸭翅脱骨后, 使用高速粉碎机将

脱骨鸭翅精细粉碎后并均质。在 50 mL 离心管中, 放入已称

取好的 3 g 烤鸭翅样品, 首先加入 5.0 mL 蒸馏水, 涡旋 3 min

得到均匀混合样品, 接着以 10000 r/min 离心 10 min, 离心

完成后将上清液取出, 再向离心管中加入 5.0 mL 50%的甲醇

水溶液, 涡旋后利用超声萃取 1 h, 萃取完成后以 10000 r/min

离心 10 min, 离心完成再次取上清液, 两次上清液合并后混

合均匀, 甲醇水定容至 10 mL, 以 8000 r/min 离心 15 min, 

最后取上清液衍生化, 每个样品制备 3 个平行样本。 

样品溶液衍生化: 取 500 μL上清液于离心管中, 加入

300 μL 衍生化试剂, 涡旋混匀, 接着在 37℃, 220 r/min 的

恒温摇床中避光反应 2 h, 反应结束后加入 3 mL 二氯甲烷

溶液, 并涡旋 30 s, 然后在冰浴条件下超声萃取 15 min, 萃

取完成后以 6000 r/min离心 10 min, 进行重复萃取 2次, 最

后将二氯甲烷层混合均匀, 使用氮吹法至干, 并取 300 μL 

70%乙腈溶液复溶, 利用 HPLC 检测 ACR-DNPH 含量。 

(3)抑制 ACR 的机制研究 

采用高效液相色谱-串联质谱法(high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)分

析上述 B、C、D 组样品中 HES, SYN 和 CUR 与烤制过程

中产生的 ACR 形成的加合物, 分析其作用路径。 

样品预处理: 将上述 B、C、D 组烤鸭翅分别粉碎, 各

称取 10 g 粉碎的烤鸭翅样品置于 50 mL 离心管中, 首先加入

5 mL 乙腈饱和的正己烷溶液, 涡旋混匀 2 min, 再加入 15 mL

正己烷饱和的乙腈溶液, 再次涡旋混匀 2 min, 然后超声萃

取 30 min, 静置分层后, 将乙腈层合并混合均匀, 进行重复

操作两次, 将乙腈层旋蒸浓缩至干, 最后再使用 1 mL 乙腈

复溶, 过 0.22 μm 有机滤膜后通过 HPLC-MS/MS 进行分析。 

液相色谱条件: B 组/D 组: 柱温: 25℃; 检测波长: 275, 

283 nm; 进样量 : 10 μL; 流速 : 0.6 mL/min; 洗脱剂 : 

10 mmol/L 甲酸铵水(含甲酸调 pH 至 3)(流动相 A); 乙腈

(流动相 B); 梯度设置 : 0~5.0 min, 5% B; 5.0~6.5 min, 

5%~25% B; 6.5~13.5 min, 25%~30% B; 13.5~18.5 min, 
30%~80% B; 18.5~19.0 min, 80%~30% B; 19.0~19.1 min, 
30%~5% B; 19.1~24.0 min, 5% B。C 组: 柱温: 20℃; 检测

波长: 375 nm; 进样量: 10 μL; 流速: 0.6 mL/min; 洗脱剂: 

水(含 0.1%甲酸)(流动相 A); 乙腈(流动相 B); 梯度设置: 

0~5 min, 30% B; 5~8 min, 30%~40% B; 8~13 min, 
40%~90% B; 13~15 min, 90%~50% B; 15~18 min, 
50%~30% B。电喷雾正(HES/SYN)/负离子模式(CUR)检测, 

扫描范围: m/z 50~1000, 喷雾电压: 4000 V, 雾化气压: 45 psi, 

辅助气压力: 5 psi, 毛细管温度280℃, 裂解电压: 10 V (B组), 

30 V (C 组), 135 V (D 组)。 

1.4  数据处理 

实验至少重复 3 次测定, 所有结果均以平均值±标准

偏差表示。使用 GraphPad Prism(GraphPad 软件公司, San 

Diego, CAR, USA)进行统计分析。采用单因素方差分析和

Tukey’s 多重比较显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  辛弗林/橙皮苷及其他黄酮单独使用对丙烯醛

抑制活性的测定 

在模拟高温食品加工(100℃, pH=7.0)的条件下, 根据

HES/SYN/CUR/QUE/KAE 在一定浓度范围内对 ACR 的抑

制作用, 分析计算出两者对 ACR 的 IC50, 如表 4 所示。IC50

的值越低, 则说明其抑制效果越好, 表中可见 SYN 的 IC50

值最小, 为 0.240 mmol/L, 说明其对 ACR 具有有优越于黄

酮的捕获效率。 
 

表 4  化合物反应 0.5 h 对 ACR 的 IC50 
Table 4  IC50 of compounds on ACR in the reaction of 0.5 h 

物质 IC50/(mmol/L) 

HES 2.144 

SYN 0.240 

CUR 0.425 

QUE 0.436 

KAE 0.818 
 

2.2  橙皮苷和辛弗林二元联用(以 IC50 比例)对丙烯

醛的抑制活性 

采用 HPLC-DAD 法测定 HES/SYN 模拟食品高温下

(100℃, 30 min)单用和联用对 ACR 的清除效果。根据

Chou-Talalay 组合指数定理, 基于中位效应方程, 研究不同剂

量 CUR 和 QUE 对 ACR 的清除作用。如图 1(A)所示, 100℃

下, HES 和 SYN 均随着浓度的增加对 ACR 清除效率而增大。

HES 和 SYN 联合应用对 ACR 的抑制作用明显高于单用 HES

和 SYN。如图 1(B)所示, HES 与 SYN 按照 IC50 固定比例二元

联用时, 具有协同增效抑制 ACR 的作用(CI<1), 且主要表现

在 HES 与 SYN 浓度范围在 0.25IC50 至 4IC50 (HES 为

326.96~5231.36 mg/L, SYN 为 10.02~160.32 mg/L), CI 值

<0.89。协同抑制率最高可达到 94.05%, 据文献报道可知[34], 

沃柑果肉样品中 HES 及 SYN 含量的范围位于以 IC50比例协

同的浓度范围区间内, 故可进一步推广至实际体系的联用。 

2.3  辛弗林和橙皮苷二元联用(以沃柑中实际的比

例)对丙烯醛的抑制活性 

据文献报道, 在沃柑果肉 HES 含量范围为 0.598~ 

1.207 mg/g、SYN 含量范围为 0.083~0.271 mg/g[21]。贾梦

玮[34]对所用样品进行测定, 沃柑果肉样品中 HES 含量为

(1.257±0.104) mg/g, SYN 含量为(0.158±0.073) mg/g。所测

样品中的 HES 与 SYN 的含量在文献报道范围内, 会受到产

地, 气候, 采摘时间等因素影响, 沃柑果肉中 HES/SYN 含量

存在一定的差别。 

已知按照 IC50 固定比例下, HES 与 SYN 在一定浓度

范围内联用具有协同抑制 ACR 的作用, 考虑到实际应用, 

则进一步探究以沃柑果肉中 HES 与 SYN 的实际含量固定

比例联用是否具有协同效应, 以及达到协同抑制的添加量

范围。由图 2 可知, 当固定沃柑中 HES 与 SYN 含量比例 
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注: 不同大写字母表示同一物质在不同反应浓度下的显著性差异(P<0.05); 不同小写字母表示不同物质在 

同一浓度下的显著差异(P<0.05), 下同。 

图 1  HES 与 SYN 单独及联合使用对 ACR 的抑制作用(A)和联合指数 Fa-CI 曲线(B) (100℃, 0.5 h) 

Fig.1  Inhibition effects of HES alone and in combination with SYN on ACR (A) and joint exponential Fa-CI curve (B) (100℃, 0.5 h) 

 
 

 

 
图 2  HES 与 SYN 以沃柑果肉中含量比例单独及联合使用对 ACR 的抑制作用(A)和联合指数 Fa-CI 曲线(B) (100℃, 0.5 h) 

Fig.2  Inhibitory effects of the Orah mandarin’s proportion of HES and SYN on ACR (A) and combined index Fa-CI curve (B) (100℃, 0.5 h) 
 
 

(HES:SYN=2.2:1.0, 摩尔浓度之比), 橙皮苷与辛弗林在不

同浓度进行联用时, 其抑制效果明显高于任一各自单用浓

度条件下的抑制率, 且差异性明显。且根据 Chou-Talalay

方法, 计算得到其联用 CI 值<0.77, 可知 HES 与 SYN 在设

定的浓度范围内联用对 ACR 的抑制在所有试验浓度范围

内均具有协同增效抑制 ACR 的作用, 且协同作用良好, 对

应的 HES 含量为 0.0419~2.6840 g/kg, SYN 含量为

0.0052~0.3340 g/kg。当 HES 含量为 1.342 g/kg, 相对应

SYN 含量为 0.167 g/kg 时, 与沃柑果肉样品中 HES 与

SYN 含量相近, 实验得到的抑制率达到 89.61%, 抑制活

性良好, 因此按照沃柑果肉中 HES 与 SYN 的实际含量与

比例具有协同抑制 ACR 的效果。且通过 SPSS 计算, HES

与 SYN 的复配于 100℃下反应 0.5 h 对 ACR 的 IC50为 HES: 

0.176 mmol/L, SYN: 0.08 mmol/L。 

2.4  辛弗林、橙皮苷与其他多酚三元联用对丙烯醛

的抑制活性 

上述研究表明 HES与 SYN二元联用具协同抑制效用, 

且 CI 值<0.77, 协同抑制率较高。进一步将 HES, SYN 与

其他香辛料多酚模拟常用加工配比进行三元联用, 以使

用更多品种的加工产品。如图 3 所示 , HES, SYN 与

CUR/QUE/KAE按照 IC50 1:1比例三元联用时, 抑制率明显

高于各自单用, 差异性显著, 最高抑制率接近 100%, 且联

用时 CI<1, 表明 3 种抑制剂之间具有协同增效性。且在同

样的 HES 与 SYN 浓度下, CUR、QUE、KAE 主要表现在

0.125IC50至 2IC50范围内, 即 CUR: 19.55~312.8 mg/kg; QUE: 

16.46~263.36 mg/kg; KAE: 58.49~467.90 mg/kg。当 HES 选择

接近实际HES含量的浓度1307.84 mg/kg, SYN为40.08 mg/kg

时, 则 CUR 为 156.4 mg/kg, 抑制率为 81.34%, 抑制率为 CI
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值为 0.86; QUE 为 131.68 mg/kg, 抑制率为 89.49%, CI 值为

0.27; KAE 为 233.95 mg/kg, 抑制率为 87.68%, CI 值为 0.44, 

故在按照 IC50 比例橙皮苷、辛弗林与其他多酚三元联用时各

实验组均表现出更好的协同抑制活性。 

2.5  辛弗林、橙皮苷与姜黄素三元联用对丙烯醛的

抑制活性 

已知按照 IC50恒定比例, HES, SYN和CUR/QUE/KAE

联合使用具有协同抑制 ACR 作用, 则进一步探究了按照

沃柑果肉中固定比例, H+S 混合与多酚以 IC50 固定比例下

联合使用时, 是否依然具有协同增效的作用。由于 QUE 与

KAE 在香辛料中的实际含量不满足后续食品加工实验, 即

若达到有效协同抑制作用, 其添加量远高于正常食品加工

过程中的应用, 因此选取 HES, SYN 和 CUR 联用组作为食

品加工实验的研究载体, 为此进行实际加工理论模型的实

验。如图 4 所示, 在配制浓度为 0.5IC50 时, 即 HES、SYN 和

CUR 质量浓度为 53.68、6.68 和 78 μg/mL 时, 联用对 ACR 的 

 

 
 

注: (A): HES, SYN, CUR 三元联用; (B): HES, SYN, QUE 三元联用; (C): HES, SYN, KAE 三元联用。 

图 3  HES, SYN 与其他多酚三元联用对 ACR 的抑制作用和联合指数 Fa-CI 曲线(100℃, 0.5 h) 

Fig.3  Inhibitory effects of HES, SYN and other polyphenols in triplet combination on ACR, and combined index Fa-CI curve (100℃, 0.5 h) 
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图 4  HES 与 SYN 以沃柑果肉中含量比例混合(H+S)与 CUR 联合使用对 ACR 的抑制作用(A)及联合指数 Fa-CI 曲线(B) 

Fig.4  Inhibitory effect of the Orah mandarin’s proportion of HES and SYN and CUR in triplet combination on ACR  
(A) and combined index Fa-CI curve (B) 

 
 

抑制效果具有较强协同作用 , 联用抑制率超过 50%, 而

CUR 单独使用时抑制率为 22.94%, HES 和 SYN 联用时的抑

制率也仅为 27.19%。且当反应体系中, 联用物质浓度的不

断增大, 对 ACR 的抑制率也在不断增加, 均具有协同抑制

ACR 的作用, 当浓度为 4IC50 时, 几乎可消除全部的 ACR。

通过计算, 当沃柑果肉添加量为 10.57~338.24 g/kg、姜黄添

加量为 0.65~20.80 g/kg 时, 二者联用对 ACR 的抑制具有协

同效果。根据 GB 2760—2014《食品安全国家标准 食品添

加剂使用标准》得知, 作为食品添加剂的姜黄素在复合调味

料中, 最大添加量上限是 0.1 g/kg, 姜黄则以姜黄素计, 按

生产需要适量使用。实验所用姜黄中姜黄素的含量为 2.9%, 

因此, 为后续实验设计沃柑果肉的添加量为 54.21 g/kg、姜

黄的添加量为 3.334 g/kg, 此时抑制率为 60.73%, 并将此配

方比例应用于实际烤鸭翅体系进行验证。 

2.6  LC-MS/MS 分析橙皮苷、辛弗林与姜黄素联用

抑制丙烯醛机制 

为探究 HES, SYN 和 CUR 三元联用时协同抑制 ACR

的作用规律 , 利用 LC-MS/MS 的多反应监测 (multiple 

response monitoring, MRM)模式检测了反应体系中原物质

及各自产物的含量变化。当在 100℃下, HES, SYN, CUR 分

别单独与ACR反应0.5 h时, 在波长λ=283 nm时, 如图 5(A)

所示, 对于 HES, 反应体系中出现相应的产物 HES-ACR-1、

HES-ACR-2(出峰时间为 14.03 min, 13.55 min); 如图 5(B)所

示, 在波长 λ=275 nm 时, 对于 SYN, 反应体系中出现相应

的产物 SYN-2ACR(出峰时间为 10.25 min); 如图 5(C)所示, 

在波长 λ=342 nm 时, 对于 CUR, 反应体系中出现相应的

产物 CUR-ACR-1、CUR-ACR-2、CUR-2ACR(出峰时间为

11.78 min、11.96、12.36 min)。 

如图 5(D)和 5(E)所示, 当 HES 与 SYN 两元联用时, 

HES、SYN 与 ACR 的加合产物均出现, 且 HES-ACR-2, 

SYN-2ACR 含量均增长, 但增长幅度不一, HES-ACR-2 含

量增长更为明显, 而 HES-ACR-1 含量变化不明显, 推测在

HES 与 SYN 两元联用时, SYN 与 HES 互相促进对方对

ACR 的捕获效果, SYN 的促进效果更为明显。 

如图 5(F)、5(G)和 5(H)所示, 当 HES, SYN 与 CUR

三元联用时 , HES-ACR-2、SYN-2ACR、CUR-ACR-1、

CUR-ACR-2、CUR-2ACR 含量均增长, 其中, CUR-ACR-1、

CUR-ACR-2、CUR-2ACR 含量大幅增长, CUR 的含量大幅

降低, 而 HES-ACR-1 含量变化较小, 因此推测当 HES, 

SYN 与 CUR 三元联用时, HES 与 SYN 极大地促进了 CUR

对反应体系内 ACR 的捕获作用, 同时在 HES/SYN 与 ACR

的加合作用也在复杂的体系中有所提升(所涉及到加合产

物及 CUR 的一级、二级质谱如图 6 所示)。 

2.7  沃柑与姜黄联用于烤鸭翅中抑制丙烯醛分析 

2.7.1  沃柑与姜黄联于烤鸭翅体系中抑制丙烯醛活性  

在模型体系中, 从多种天然产物中优选出 HES, SYN

和 CUR, 并通过 Chou-Talalay 方法二元、三元逐级联用, 得

到具有协同增效的复配比例及添加量范围 , 然而 HES, 

SYN 均不是法定的食品添加剂, 不能直接应用于食品加工

中, 因此以富含 HES和 SYN的沃柑作为食物载体, 在真实

烤鸭翅加工中, 验证 HES, SYN 与 CUR 以非化合物单体、

共存于食材中, 对加工过程中产生的 ACR 的抑制效果。 

如图 7 所示, 当烤鸭翅体系中分别单独添加沃柑果肉

和姜黄时, 对 ACR 的抑制率分别为 37.89%和 21.03%, 对照

组(在腌制配方中添加与沃柑实际含量相当的 HES, SYN 纯

品)对 ACR 的抑制率为 34.17%, 与沃柑果肉实验组的抑制

率相近, 该结果表明沃柑可以作为 HES 与 SYN 的载体, 直

接在食品体系中起到捕获 ACR 的作用, 沃柑中其余活性成

分是否也发挥对 ACR 的协同抑制效应, 有待进一步研究。

当沃柑果肉和姜黄共同添加到鸭翅时, 对 ACR 的抑制率达

到了 57.22%, 表明在烤鸭翅中, 沃柑果肉中的 HES, SYN 与

姜黄中 CUR 共存时发挥了协同抑制 ACR 的作用。 
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注: (A)、(B)、(C): HES, SYN, CUR 单独作用; (D)、(E): HES, SYN 二元联用; (F)、(G)、(H): HES, SYN, CUR 三元联用。 

图 5  HES, SYN 与 CUR 单独及联用时与 ACR 反应的液相色谱图(100℃, 0.5 h) 

Fig.5  Liquid chromatogram of HES, SYN and CUR alone and in triplet combination reacted with ACR (100℃, 0.5 h) 
 
 

 
 

注: (A): HES-ACR-1; (B): HES-ACR-2; (C): SYN-2ACR; (D): CUR-ACR-1; (E): CUR-ACR-2; (F): CUR-2ACR。 

图 6  HES, SYN, CUR 与 ACR 的加合产物的一级、二级质谱图 

Fig.6  ESI-MS1 and MS2 spectrometry of HES, SYN, CUR and adducts with ACR 
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注: (A): HES-ACR-1; (B): HES-ACR-2; (C): SYN-2ACR; (D): CUR-ACR-1; (E): CUR-ACR-2; (F): CUR-2ACR。 

图 6(续)  HES, SYN, CUR 与 ACR 的加合产物的一级、二级质谱图 

Fig.6  ESI-MS1 and MS2 spectrometry of HES, SYN, CUR and adducts with ACR 
 
 
 

 
 

注: CG (control group)表示沃柑果肉实验组的对照组; OM: 沃柑

果肉实验组; CL: 姜黄实验组; 复配: 联用实验组。 

图 7  烤鸭翅中单独添加沃柑(OM), 姜黄(CL)及联用对 

ACR 的抑制率 

Fig.7  Inhibition rates of ACR in roasted duck wings with OM and 
CL individual and in combination 

 
 

2.7.2  LC-MS/MS 对沃柑与姜黄联用于烤鸭翅中抑制丙烯

醛机制解析  

上述模型体系中, HES, SYN, CUR 联用与 ACR 反应, 

可生成多个加合产物, 以达到消除 ACR 的效果。在烤鸭

翅真实食品体系中是否存在同样的反应路径, 本研究采

用 LC-MS/MS, 以多反应监测模式测定了沃柑与姜黄作

为香辛料烤制的鸭翅中 HES、SYN、CUR 与 ACR 形成

的加合物。 

如图 8(A)所示, 当在烤鸭翅体系中添加沃柑果肉, 可

检出加合产物 HES-ACR-1 和 SYN-2ACR, 如图 8(B), 当添

加姜黄时, 可检出了加合产物 CUR-ACR-1, CUR-ACR-2

和 CUR-2ACR, 当两者联用于烤鸭翅体系时, 如图 8(C)和

8(D), 且 HES-ACR-1 、 SYN-2ACR 、 CUR-ACR-1 和

CUR-2ACR 峰面积有所增加, 而 CUR-ACR-2 同 HES, 

SYN, CUR 一样峰面积有所减少。其中各加合物含量变化

如表 5 所示, 由 UPLC-MS/MS 的 MRM 模式进行检测, 

CUR 捕获 ACR 的产物的量由 HES-ACR-1、SYN-2ACR

当量表示, 烤鸭翅中提取的 HES-ACR-1、SYN-2ACR、

CUR-ACR-1 和 CUR-2ACR 含量均呈现倍数增加。因此可

证明沃柑与姜黄联合比单独添加时对烤鸭翅中产生的

ACR 具有更强的抑制作用。沃柑中含有丰富的黄酮和生

物碱, 沃柑果实中黄酮类物质以 HES 为主, 最高含量可

达 7.684 mg/g 鲜重[35], 生物碱类以 SYN 为主, 最高含量

可达 4.829 mg/g 鲜重[36]。不否认其他黄酮等活性成分同

样发挥了一定作用, 但本研究结果证实 HES、SYN、CUR

协同捕获 ACR 形成加合物反应途径, 是降低烤鸭翅体系

中 ACR 含量的重要途径之一。 
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注: (A): 单用沃柑; (B): 单用姜黄; (C)、(D): 沃柑和姜黄联用。 

图 8  沃柑和姜黄单用、联用抑制烤鸭翅生成的 ACR 的液相-质谱图 

Fig.8  LC-MS chromatograms of Orah mandarin and Curcuma longa L. to inhibit ACR individual and in combination in roasted duck wings 
 

表 5  烤鸭翅中沃柑和姜黄单用/联用与 ACR 形成的加合物含量及增长率 
Table 5  ACR adduct content and growth rate of Orah mandarin and Curcuma longa L. individual and in combination in roasted duck wings 

加合物 HES-ACR-1 SYN-2ACR CUR-ACR-1 CUR-ACR-2 CUR-2ACR 

单用含量/(mg/mL) 0.0105±0.0093 0.0189±0.0054 0.0370±0.0107 0.0453±0.0072 0.0533±0.0125 

联用含量/(mg/mL) 0.0237±0.0146 0.0397±0.0102 0.0608±0.0092 0.0212±0.0038 0.0832±0.0127 

增长率/% 125.71±32.28 110.05±4.71 64.32±17.57 ‒53.20±0.82 56.10±10.36 

 

3  结  论 

本文研究 SYN 与 HES 等多酚二元、三元联用对 ACR

的抑制效果, 并从模型延展至烤鸭翅中, 探究生物碱和多酚

复配对 ACR 的抑制活性及其机制, 结论如下: 按照 IC50 比

例和沃柑果肉中 HES 与 SYN 含量比例 2.2:1.0 二元联用时, 

HES与 SYN对 ACR 的抑制具有协同增效作用, 协同抑制率

最高可达到 94.05%和 89.61%; 按照 IC50 恒定比例 HES、

SYN 分别与 CUR/QUE/KAE 三元联用, 均呈现协同增效的效

应; 在实际烹饪合理添加范围内, 协同抑制 ACR 的配方为沃

柑果肉的添加量为54.21 g/kg、姜黄的添加量为3.334 g/kg, 此

时抑制率为 60.73%; 在烤鸭翅中, 联用沃柑和姜黄时对

ACR 抑制率为 57.22%, 高于两者单独添加于烤鸭翅体系的

抑制率(37.89%, 21.03%), 并通过 UPLC-MS/MS 测定了加合

物含量, 其中 HES-ACR-1、SYN-2ACR、CUR-ACR-1 和

CUR-2ACR 含量均倍数增加, 表明在实际烤鸭翅食品加工

体系中, 沃柑与姜黄的联合使用比单独使用时捕获 ACR 的

效果更好, 具有协同抑制生成的 ACR 的能力。 
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