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柑橘汁按原料的不同分为橙汁、葡萄柚汁、柠檬

汁、温州蜜柑汁等多种类型 , 其中橙汁是最重要的柑

橘汁, 占柑橘汁总量的 95%左右。橙汁色泽鲜艳 , 风

味浓郁, 除富含维生素 C 外 , 还含有丰富的维生素

E、β- 胡萝卜素、类柠檬苦素、酚酸及类黄酮等生理活

性成分[1]。在国外, 已对橙汁中抗氧化成分的检测、含

量分布及生理功能有较多研究。我国橙类品种资源

丰富 , 但对橙汁中的抗氧化活性成分含量、分布及生

理功能的研究还不十分系统、深入。加强这方面的研

究, 以充分挖掘我国柑桔资源的药用价值 , 不仅能为

开发保健食品提供功能素材 , 同时还能提高柑桔果

品的附加值 , 增加经济效益。本实验以甜橙为试材 ,

采 用 不 同 抗 氧 化 体 系 对 其 抗 氧 化 活 性 进 行 综 合 评

价 , 以期为橙类加工及其综合开发利用提供理论依

据和实践参考。

1 材料与方法

1.1 材料与设备

甜橙 均由中国农业科学院柑桔研究所种质圃

提供 , 包括清家、纽荷尔、447 锦橙、中育 7 号甜橙、

血 橙 、无 核 雪 柑 、哈 姆 林 , 均 在 正 常 成 熟 期 采 摘 ;

ABTS [2,2’- azino - bis ( 3 - ethylbenzthiazoline - 6 -

sulfpnic acid) ]、Trolox [( 6 - Hydroxy - 2,5,7,8 – tetram

ethylchroman- 2- carboxylic acid, 色谱纯) 、DPPH( 1,1-

Diphenyl- 2- picrylhydra- - zyl) ( Sigma- Aldrich) 、过硫

酸钾 ( 上海爱建德固塞引发剂有限公司) 、硫酸亚铁

( 重庆北碚化学试剂厂) 、过氧化氢( 国药集团化学试

剂有限公司 ) 、乙醇 ( 武汉市江北化学试剂有限责任

公司) 所用试剂除特别注明外, 均为分析纯; 重蒸水

用来配试剂。

Multiskan MK3 酶标仪 , 平底 96 孔微量滴定板 ,

MS1/MS2 迷 你 振 荡 器 , Auanti30 高 速 冷 冻 离 心 机 ,

KQ5200B 型超声波清洗器, 722S 分光光度计等。

1.2 实验方法

1.2.1 原料处理 取各品种鲜果 10～20 个 , 洗净 , 拭

干 , 横切成两半 , 用家用榨汁器榨出果汁 , 经 100 目

干净纱布过滤盛于烧杯中 , 将榨汁后的囊瓣从果皮

扯下 , 取出种籽后放入洁净纱布中 , 再将果汁全部压

出 , 合 并 于 烧 杯 中 , 搅 匀 。 取 5mL 果 汁 , 加 入

25mL50%乙醇 , 旋涡振荡 1min 后 , 用超声波处理

10min, 过滤备用。

1.2.2 不同品种橙汁提取液·OH 的清除能力[2] 分别

配 制 400mmo1/L, pH7.40 磷 酸 缓 冲 液 ( PBS) 、

2.5mmol/L 邻 二 氮 菲 、2.5mmol/L 硫 酸 亚 铁 溶 液

( FeSO4) 和 20mmol/L 双 氧 水 ( H2O2) , 实 验 按 表 1 分

组, 试剂从表左至表右依次加入 5mL 硬质试管。

反应在 37℃恒温水浴中进行, 准确反应 1.5h 后,

以 AK 为空白对照, 迅速测定 536nm 处的吸光值。按

下式计算样品对·OH 的清除率:

PBS
( mL)

邻菲罗

啉( mL)

去离子

水( mL)

FeSO4

( mL)

果汁提取

液( mL)

H2O2

( mL)

AK 1.0 - 2.9 - - -
A0 1.0 1.0 0.9 1.0 - -
A1 1.0 1.0 0.4 1.0 - 0.5
A2 1.0 - 2.5 - 0.4 -
A3 1.0 1.0 - 1.0 0.4 0.5

表 1 ·OH 清除能力实验分组
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I%= A2- A3- A1

A0- A1

×100%

1.2.3 不同品种橙汁提取液对 DPPH·的清除能力[3]

用 50%乙醇配制 65μmol/L DPPH 溶液, 实验按

表 2 分组, 加入 96 孔微量滴定板的每孔中。

每个处理三个重复 , 震荡摇匀后于室温下放置

30min, 用酶标仪测定各孔在 517nm 处吸光值 , A0 为

空白对照值, Ai 为样品值, Aj 为本底值。按下式计算

样品对 DPPH·的抑制率:

I%= 1- Ai- Aj

A0
! "×100%

1.2.4 ABTS 法测定不同品种橙汁提取液的总抗氧化

能力[4, 5] 将 7mmol/L ABTS 和 2.45mmol/L K2S2O8 溶液

等体积混合 , 在室温、避光的条件下静置过夜 , 形成

ABTS·+自由基储备液, 使用前用 80%乙醇稀释成工

作液 , 使其在室温 下 于 414nm 波 长 下 的 吸 光 度 为

0.70±0.02。测定时在 96 孔微量滴定板的每孔中加入

390μL 的 ABTS·+工作液 , 再加入 10μL 的果汁提取

液, 以 400μL 的 80%乙醇为空白 , 混合 10s, 于 16min

后读取 414nm 波长下的吸光度。使用的 Trolox 参照

物标准系 列 为 0.20、0.40、0.60、0.80、1.00mmol/L。 将

果汁提取液清除自由基的能力与 Trolox 清除自由基

的 能 力 相 对 比 , 确 定 其 相 对 抗 氧 化 活 性 , 单 位 为

TEAC, 即每升果汁清除自由基能力相当于 Trolox 清

除 同 等 自 由 基 能 力 的 毫 摩 尔 数 。 按 下 式 计 算 样 品

TEAC 值:

TEAC= "A
ATorlox

×CTrolox×V×1000
V

式中:

TEAC- Trolox 当量值, mmol/L; △A- 加入果汁提

取液后反映体系吸光度变化值 ; CTrolox- Trolox 标准溶

液浓度 , mmol/mL; △ATrolox- 加入相同体积 Trolox 后从

其标准变化曲线上查得的吸光度变化值 ; V- 果汁提

取液体积, mL; V0- 取用果汁总体积, L。

2 结果与分析

2.1 不同甜橙品种对·OH 和 DPPH·的清除能力

羟自由基(·OH) 是化学性质最活泼的活性氧物

种, 其反应特点是无专一性 , 几乎与生物体内所有物

质 , 如糖、蛋白质、DNA、碱基、磷脂和有机酸等都能

反应 , 且反应速率快 , 可以使非自由基反应物变成自

由基 , 由氧化应激所造成的损害几乎全部是由·OH

中介的 , 被公认是最活泼也是最具危害性的自由基。

采用 Fenton 反应比色法测定了 7 个甜橙品种对·OH

的清除效果。由表 1 可以看出 , 7 个甜橙品种对·OH

的清除率介于 47.60%～88.62%之间 , 各品种间存在

显著的差异, 它们对·OH 的清除能力大小顺序是无

核雪柑>血橙>哈姆林≈中育 7 号>纽荷尔>锦橙>清

家, 最强与最弱相差 1.86 倍。

DPPH 法因具有快速、简单、灵敏、直接的优点 ,

在当前被广泛应用来测定物质总的抗氧化能力。从

表 1 中看出, 各甜橙品种都表现出较强清除 DPPH·

的能力, 清除率均在 50%以上, 比 Malecka[6]等人报道

的数据( 对 DPPH·清除率为 33%～49%) 略高 , 这可能

与品种及品种栽培环境、活性成分提取方法有关。各

品种在清除 DPPH·时未表现出显著的差异性, 它们

对 DPPH·的清除能力相对大小顺序是无核雪柑>血

橙>哈姆林≈清家>纽荷尔>中育 7 号≈锦橙 , 与对

·OH 的清除能力测定结果的排序不尽相同 , 主要差

别 是 中 育 7 号 、纽 荷 尔 、锦 橙 和 清 家 四 个 品 种 的 排

序。相关分析结果显示 , 7 各甜橙品种对·OH 的清

除 能 力 与 DPPH·的 清 除 能 力 之 间 相 关 性 不 显 著

( r=0.599, P>0.1) 。

2.2 不同甜橙品种的 TEAC 值

ABTS 经活性氧氧化后生成稳定的蓝绿色阳离

子自由基 ABTS·+, 向其中加入被测物质, 如果该物质

中存在抗氧化成分, 则该物质会与 ABTS·+发生反应

而使反应体系褪色 , 然后在 ABTS·+这种自由基的最

大吸光波长下检测吸光度的变化 , 与含 Trolox 的对

照标准体系比较, 换算出被测物质总的抗氧化能力。

所测定的 7 个甜橙品种中 , 总体而言 , 抗氧化活

性比较好 , 未表现出显著的差异性 , 平均值为 5.10,

其 TEAC 值的相对大小顺序是血橙>无核雪柑>哈姆

林 >纽 荷 尔 >中 育 7 号 >清 家 >锦 橙 , 与 对·OH 和

DPPH·两者清除能力测定结果的排序差异较大。

3 讨论

迄今用于评价物质抗氧化能力的体外方法主要

是针对清除某一种自由基而言 , 并不能反应出被测

物质总的抗氧化能力 , 因为总的抗氧化能力是不同

的有效成分清除不同自由基的有效和 , 而肌体内所

65μmol/L
DPPH

溶液( μL)

DPPH 溶液

的溶剂

( μL)

果汁提取

溶剂( μL)

果汁提取

液( μL)

A0 250 - 50 -
Ai 250 - - 50
Aj - 250 - 50

表 2 DPPH·清除能力实验分组

品种
自由基清除率( %)

·OH DPPH·

清家 47.60a 50.86
纽荷尔 58.03 b 50.58

锦橙 52.50 c 50.31
中育 7 号 63.56d 50.31

血橙 83.09e 50.91
无核雪柑 88.62f 51.14

哈姆林 63.56 d 50.86

表 1 不同甜橙品种清除自由基能力的比较

注: 不同的字母标号表示不同的显著性差异水平。
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需要的也正是物质总的抗氧化能力 , 因此用总的抗

氧化能力 ( Total antixidant activity, TAA) 对物质进行

评定很有必要。当前, DPPH 法和 ABTS 法被广泛应

用于测定物质总的抗氧化能力 , 其优点是快速、简

单、灵敏、直接。较 DPPH·这种有机性的自由基而言,

ABTS·+这 种 自 由 基 可 以 在 多 种 体 系 中 由 ABTS 产

生, 包括酶法( 如与正铁肌红蛋白和 H2O2 或辣根过氧

化物酶) [7]、化学法( 如与 MnO2 或 ABAP 或过二硫酸

钾或过氧化物自由基) [4]电化学法 , 且 ABTS·+能溶于

水相和酸性的乙醇介质中 , 因此 , ABTS 法既可测定

亲水性 , 又可测定亲脂性物质是否具有抗氧化能力 ,

已广泛应用于蔬菜、水果抗氧化活性的评价研究和

天然抗氧化物质的筛选。

在 本 研 究 中 我 们 选 用 了 Fenton 反 应 比 色 法 、

DPPH 法及 ABTS 法三种方法比较了 7 个甜橙品种

对·OH 和 DPPH·两种自由基的清除能力及其 TEAC

值, 综合比较, 发现血橙品种清除效果较好, TEAC 值

最高, 这可能是国内外对其研究较多的原因之一。
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