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摘要：为更合理地开发利用树莓资源，本文采用高效液相色谱法测定哈瑞太兹、秋福、波尔卡树莓叶片、果实

和种子中鞣花酸的含量。测定条件为安捷伦１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），进样量１０μＬ，柱温３０℃，

走样时间为４５ｍｉｎ，流速为１．０００ｍＬ·ｍｉｎ１，测定波长２５４ｎｍ。结果表明：鞣花酸浓度在０．１２５～

１００μｇ·ｍＬ
１范围内与峰面积呈良好的线性关系，回归方程为狔＝０．０１７３狓＋１．６２３５（Ｒ

２＝０．９９８５）。鞣花酸

的含量从１６．４１～１３６４．９９μｇ·ｇ
１。哈瑞太兹叶片中鞣花酸含量最高，波尔卡果实中鞣花酸含量最低。树莓

不同品种及同一品种不同部位中鞣花酸的含量有较大差异。
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　　树莓（犚狌犫狌狊犻犱犪犲狌狊Ｌ．）为蔷薇科悬钩子属

植物，灌木类果树，有木莓、马林果、覆盆子、托盘

等俗称。树莓果实柔嫩多汁，风味独特，色泽宜

人，可鲜食，更适宜加工，被誉为“第三代水果之

王”和“黄金浆果”［１３］，富含氨基酸、花青素、ＳＯＤ、

维生素Ｅ、酶类自由基清除剂等抗衰老物质，树莓

还含有咖啡酸、黄酮类和水杨酸等营养成分，这些

营养成分具有抗心血管疾病的功能，特别是抗癌

物质鞣花酸含量非常丰富［４５］。鞣花酸是一种植

物多酚类化合物，广泛存在于自然界各种坚果、浆

果等植物果实中，对化学物质诱导癌变及其他多

种癌变有明显的抑制作用［６］。自然界中主要以鞣

花单宁的形式存在，经过酸水解后释放鞣花酸，以

游离形式存在的鞣花酸较少，大量研究表明鞣花

酸具有抗癌、抗氧化、抗炎等活性功能［７１３］。因此

有“致癌物清除剂”“克癌之星”的美称，可作为保

健食品添加剂［１４］。红树莓是目前发现的天然鞣

花酸含量最高的食物，远远超过越橘、核桃中的含

量，在美国号称“近１０年抗癌制品的唯一天然品

种———鞣花酸”，对乳腺、结肠、胰脏和宫颈等癌细

胞具有特殊疗效［１４］，因此研究开发该物质具有较

高的经济价值和广泛的应用范围。本文采用高效

液相色谱法测定了秋果型树莓不同组织中鞣花酸

的含量，以期为树莓不同品种的合理开发利用提

供依据。

１　材料与试剂

１．１　材料

采用秋果型树莓，品种为哈瑞太兹、秋福和波

尔卡，２０１８年８月于黑龙江省农业科学院浆果研

究所（现更名为乡村振兴科技研究所）绥棱基地树

莓资源圃采摘成熟果实、叶片，冷冻于干冰中备

用，采集成熟饱满种子风干备用。

鞣花酸标准品购自成都曼思特生物科技有限

公司 （批号 ＭＵＳＴ１２１１０９０３），甲醇（色谱纯，天

津市康科德科技有限公司），水（杭州娃哈哈集团

有限公司），其余试剂均为分析纯。

１．２　方法

１．２．１　混合标准品溶液制备　精密称取鞣花酸

标准品，配制质量浓度为０．２５ｍｇ·ｍＬ
１的标准品

溶液，放入４℃冰箱保存备用。

１．２．２　供试品溶液制备　称取样本约０．５ｇ研

磨碎，加入８０％的甲醇溶液１ｍＬ，在４℃条件下

浸提过夜，８０００ｇ离心１０ｍｉｎ，残渣中加入８０％

的甲醇溶液０．５ｍＬ浸提２ｈ，离心后将两次上清

液合并，４０ ℃氮吹至不含有机相，加入石油醚

６０～９０℃０．５ｍＬ萃取脱色３次，弃去上层石油

醚相，下层４０℃氮吹至干，加入１．５ｍＬ流动相

震荡涡旋至完全溶解，采用针头式过滤器过滤后

待测。

１．２．３　色谱条件　高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ

１１００高效液相色谱仪。

６８
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流动相的配制：取超纯水６００ｍＬ，加入乙酸

６ｍＬ混匀溶解，再加入甲醇４００ｍＬ，混匀。

ＨＰＬＣ液相条件：安捷伦１８色谱柱（２５０ｍｍ×

４．６ ｍｍ，５μｍ），进样量 １０μＬ，走样时间为

４５ｍｉｎ，柱温３０℃，流速为１．０００ｍＬ·ｍｉｎ１，测

定波长２５４ｎｍ。流动相过柱子，基线稳定后开始

加样。

１．２．４　标准曲线的绘制　用标准品溶液，配制质

量浓度分别为１００，５０，２５，５，１．２５和０．１２５μｇ·ｍＬ
１

的标准溶液，依次进样１０μＬ，用高效液相色谱法

测定峰面积。以鞣花酸质量浓度为纵坐标，鞣花

酸峰面积值为横坐标，绘制回归方程和标准曲线。

１．２．５　重复性考察　称取５份同一批次样品，按

１．２．２方法配制待测溶液，依照１．２．４样品测定

方法进行鞣花酸峰面积的测定，计算ＲＳＤ。

１．２．６　稳定性考察　取同一批供试品原料，按

１．２．２方法制备测试样品，分别在０，２，４，６，８，１０

和１２ｈ进行样品中鞣花酸含量的测定，测得鞣花

酸的峰面积值，计算ＲＳＤ。

１．２．７　精密度考察　吸取同一鞣花酸标准品溶

液１０μＬ，连续重复进样５次，测定鞣花酸的峰面

积值，计算 ＲＳＤ。吸取同一测试样品溶液，按

１．２．３色谱条件连续重复进样５次，测定鞣花酸的

峰面积值，计算ＲＳＤ。

１．２．８　加样回收率试验　取已知鞣花酸含量的

样品０．５ｇ，加入相当于样品中鞣花酸含量８０％、

１００％、１２０％的标准品溶液，按１．２．２方法进行供

试品溶液的ＨＰＬＣ测定。

２　结果与分析

２．１　方法学考察

２．１．１　线性关系　将鞣花酸标准品溶液进样测

试分析得标准品线性回归方程狔＝０．０１７３狓＋

１．６２３５（Ｒ２＝０．９９８５）。表明鞣花酸浓度在

０．１２５～１００μｇ·ｍＬ
１范围内与峰面积呈良好的线

性关系（图１Ａ）。由图１可知，树莓标准品与供试

品鞣花酸出现保留时间一致的两个峰，分别为标

准品８．３５６ｍｉｎ、供试品８．３６７ｍｉｎ。

２．１．２　重复性　取同一样品５份，制备供试品溶

液，测定鞣花酸峰面积，计算鞣花酸平均含量为

５５．７２μｇ·ｇ
１，ＲＳＤ为０．３０３％（ｎ＝５），表明仪器

样品处理过程和测定方法均有良好的重复性。

２．１．３　精密度　精密吸取同一鞣花酸对照品溶

液１０μＬ，连续重复进样５次，测定鞣花酸的峰面

积值，ＲＳＤ为０．６５１％（ｎ＝５）；取同一鞣花酸供试

品溶液１０μＬ，连续重复进样５次，测定鞣花酸的

峰面积值，ＲＳＤ 为０．３７２％，表明仪器精密度

良好。

Ａ．标准品线性回归方程；Ｂ．标准品；Ｃ．供试品

图１　树莓样品 ＨＰＬＣ

２．１．４　回收率　称取已知鞣花酸含量的树莓样

品共５份，精密称定。分别加入鞣花酸对照品约

５．００ｍｇ，按１．２．２方法制备加样供试品溶液，按

１．２．３液相色谱条件测定鞣花酸含量，计算平均

回收率为１００．１３％，ＲＳＤ为０．５１％（表１），所以

该方法适用于鞣花酸的分析测定，结果准确可靠。

可用于后续的试验。

表１　回收率测定（ｎ＝５）

样品中含

量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％
犡／％ ＲＳＤ／％

４．９９８ ５．００２ ９．９８６ ９９．８６ １００．１３ ０．５１

５．００３ ４．９９８ １０．１１２ １０１．１１

５．０００ ５．００４ ９．９６５ ９９．６１

５．００２ ５．０１１ １０．０１０ ９９．９７

５．０１９ ５．００５ １０．０３５ １００．１１

７８
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２．２　样品测定结果

由表２可知，不同树莓品种、不同部位鞣花酸

含量存在明显差异，含量在１６．４１～１３６４．９９μｇ·ｇ
１。

哈瑞太兹叶片中鞣花酸含量最高，波尔卡果实中

鞣花酸含量最低，前者是后者的８３．２倍。鞣花酸

在同一树莓品种不同部位含量均表现出明显差

异。３个品种果实中鞣花酸含量都低，是因为果

实中水分含量高导致的。

表２　不同组织样品含量测定

品种 组织 鞣花酸含量／（μｇ·ｇ
１）

波尔卡 果实 １６．４１ｈＨ

叶片 ９０６．６３ｂＢ

种子 ５５．７４ｅＥ

哈瑞太兹 果实 ２５．４４ｇＧ

叶片 １３６４．９９ａＡ

种子 ９１．６７ｄＤ

秋福 果实 ２４．６９ｇＧ

叶片 ５１８．９５ｃＣ

种子 ４３．８７ｆＦ

　　注：同列数据后不同小写和大写英文字母分别表示在０．０５

和０．０１水平上差异显著。

３　结论与讨论
鞣花酸作为红树莓中一种具有重要医疗、保

健价值的天然活性物质，红树莓中鞣花酸含量非

常高，是理想的天然鞣花酸来源，对其进行准确测

定是开发利用的基础。目前测定鞣花酸的方法有

很多种，如盐酸法［１５］、丙酮法［１６］等，高效液相色

谱法因其快速、准确的特点被广泛运用于鞣花酸

含量测定。高效液相色谱法对红树莓鞣花酸定量

测定已有报道［１７］，为本试验的开展提供了参考。

本研究表明，采用高效液相色谱法测定树莓中鞣

花酸含量，方法快速、简便、准确、测定结果可靠。

哈瑞太兹叶片提取物中鞣花酸的含量最高，可达

１３６４．９９μｇ·ｇ
１，不同品种之间鞣花酸含量存在

明显差异，同一品种不同部位的鞣花酸含量也有

明显差异。不同品种的鞣花酸含量分别为哈瑞太

兹最高、波尔卡次之、秋福最低，不同部位的鞣花

酸含量为叶片最高、种子次之、果实最低。树莓叶

片具有生产天然鞣花酸的潜力，可作为提取鞣花

酸的植物来源。实际生产中，修剪下来的树莓枝

叶作为废弃物造成了极大的浪费，因此本试验结

果将为提高树莓附加值、合理开发利用树莓品种、

提供参考依据。
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磺胺嘧啶对凤眼莲叶绿素和抗氧化酶的影响

及其在植物体内的富集特征

梅林林１，李霄汉２，连翰伟３

（１．苏州市太仓环境监测站，江苏 太仓２１５４００；２．中华环境保护基金会，北京１０００６２；３．温州

生态环境局乐清分局环境监测总站，浙江 温州３２５０００）

摘要：为促进水体抗生素污染治理，本文采用水培试验研究磺胺类抗生素磺胺嘧啶（ＳＤＺ）不同浓度（０，０．１，

１．０，１０．０，１００．０和１０００．０μｇ·Ｌ
１）对水生植物凤眼莲叶片叶绿素含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢

酶（ＣＡＴ）和过氧化物酶（ＰＯＤ）活性的影响及其在植物体内的富集规律。结果表明：ＳＤＺ各浓度胁迫下，凤眼

莲叶片叶绿素含量较对照有所增加，但随着时间的延长与对照处理无显著差异；随着ＳＤＺ浓度的增加，凤眼

莲叶片ＳＯＤ活性整体呈降低趋势，ＣＡＴ和ＰＯＤ活性整体呈增加趋势；说明凤眼莲叶片叶绿素含量初期对

ＳＤＺ表现出应激效应。受到抗生素胁迫时，凤眼莲叶片抗氧化酶活性响应各不相同，而ＣＡＴ和ＰＯＤ则表现

出更强的活性，另外，凤眼莲根系对ＳＤＺ（＞１０μｇ·Ｌ
１）的富集浓度大于叶片，说明根系是主要的吸收部位。

关键词：磺胺嘧啶；凤眼莲；叶绿素；抗氧化酶；富集

　　抗生素被广泛应用于治疗水产和动物的疾

病，同时也被添加至饲料中用于促进生长发

育［１２］，但仅有少量的抗生素会被生物体吸收利

用，大部分抗生素以原药或代谢产物的形式经动

物的排泄物进入环境，给生态环境造成严重的污

收稿日期：２０２０１１０５
第一作者：梅林林（１９８０－），男，硕士，工程师，从事环境监测

和管理研究。Ｅｍａｉｌ：ｊｓｎｊｚｌｍ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

染［３］。水环境中经常检测到抗生素存在，在水体

中的浓度范围可从μｇ·Ｌ
１至ｍｇ·Ｌ

１［４］，沉积物中

的浓度范围可从μｇ·ｋｇ
１至 ｍｇ·ｋｇ

１［４５］。其中，

磺胺类抗生素磺胺嘧啶（ＳＤＺ）经常在湖泊、养殖

塘和污水处理厂等水体中被检出［６８］，给水生态环

境的安全带来了一定的影响。水体中的抗生素不

仅影响生物的健康，也会富集在它们体内，并可通

过食物链给人类健康带来潜在的危害［７，９］。
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