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摘要
:

研究以超临界 C O Z
革取 6

一

姜酚含量 1 2
.

82 % 的姜 油 为原抖
,

用硅胶柱层析进行常压柱 分 离

得到 5 2%含量的 6
一

姜酚分离物
,

之后 再经过加压和减压 的硅胶柱层析分 离
,

得到纯度为 98 %含

量的 6
一

姜酚
。

对 6
一

姜酚含量 为 1 .2 82 %姜油
、

52 % 6
一

姜 酚姜油 分 离物 及 98 % 高纯度的 6
一

姜酚
,

用A B丁S法与「RA p法进行了杭氧化能力的实验研究及比较
。

结果表明
:

不论A B丁S法还是「RA p

法
,

总杭氧化 能力与不 同 6
一

姜 酚含量 (P< 0
.

01 )以及不 同浓度 (P< 0
.

05) 之间均存在着较高的显著性

差异
,

随着 6
一

姜酚含量的提高
,

杭氧化能力均显著提高
,

显示 6
一

姜酚是姜油中最主要的杭氧化

活性成 分 ; 随着 6
一

姜酚含量 的提高
,

特别是对高纯度 6
一

姜酚而言
,

随浓度的增加其杭氧化 能力

增加逐渐减小 (「RA p法 )甚至降低 (A B丁S法 )
,

表明姜 油杭氧化过程 中存在不 同成 分间协同杭氧化

以及姜酚 自氧化等复杂作用机制
。
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A B T S : F R A P

生姜 (z i
n g ib e r O ff i c i n a l e R o s e

.

)是姜科姜属

植物
,

在中国作为传统中药用于治疗伤风感冒
、

呕吐腹泻
、

消化不良
、

关节炎等疾病
,

为药食两

用 [̀ }
。

生姜主要有效部位是姜油及姜油树脂 2[]
,

其

主要化学成分为姜烯
、

姜酮和姜酚类阵 4]
,

姜酚类

化合物包括 6一姜酚
、

8一姜酚
、

10 一
姜酚等

,

其中又

以 6一姜酚含量最高 5[]
,

是生姜中生物活性物质的

代表性成分
。

研究表明 6一姜酚具有抗氧化
、

抗肿

瘤
、

杀菌消炎 L6
一
8]等多种药用价值

。

包括生姜在内

的天然产物及其提取物抗氧化性能的研究是相关

研究的热点 Lg]
,

黄雪松 l[ 0]等研究了利用各种溶剂得

到的生姜提取物的抗氧化性
,

得出生姜中的抗氧

化物质具有较强的脂溶性
。

林茂 l[ ` }等也指出生姜中

具抗氧化性的物质主要是姜辣素 (Gin 罗。 ls
,

姜酚 )类

和二苯基庚烷 (iD
a
班h e p tan io ds )类化合物

,

该类物质

几乎不溶于水
,

因此生姜抗氧化性的研究主要集

中在姜油及姜油树脂的抗氧化性研究 l2[
一 ` 3 }

,

以及

针对其 中总姜辣素或总姜酚含量抗氧化性能的

研究 L14
一 ` 6 }

,

但具体在 6一姜酚这个生姜中最具生物

活性之一且在姜油及姜油树脂中含量最高的化合

物
,

对其不同含量的提取分离物在不同浓度下抗

氧化性能的研究还不多见
。

本研究采用超临界 C 0
2

萃取生姜得到的姜油

为原料
,

通过三步柱层析法对 --6 姜酚进行分离提

纯
,

获得高纯度的 6一姜酚
,

并检测原料姜油
、

分

离提纯过程得到的 6一姜酚含量较高的主要提取

分离物及高纯度 6一姜酚的抗氧化能力
。

实验选择

用最常用的 2种体外总抗氧化能力检测方法 L̀ 7]
,

即 2一 2
, 一
连氮

一
双

一
( 3
一乙基苯并嚷哩

一 6一磺酸 )二钱

盐 (2
,

2
,一 A

z i n o b i s一 (3
一 e *h y lb e n z o t h i a

z o l i n e 一 6一 s u lfo n i e

a c i d
,

A B T )S 法及铁离子还原 /抗氧化能力测定

(F
e雨 c R e d u e i n g/ A

n *i o x id a n * P o w e r a s s a y
,

F RA )P法同

时对抗氧化能力进行检测及比较研究
。

1 材料与方法

1
.

1 材料与试剂

6一姜酚含量为 1 2
.

83 % 的姜油
:
中科院地化所

超临界流体中心超临界 C 0
2

萃取得到 L̀ 8 } ; A B ST
、

F R A P试剂盒
:
江苏碧云天生物技术研究所 ; 98 %

6一姜酚标准品
:
天津中新药业 ; 硅胶 G60

:
青岛海

洋化工厂 ; 其余试剂为分析纯
。

1
.

2 仪器与设备

H A 一 0 5一 I A超临界流体萃取设备
:
江苏南通

华安超临界萃取公司 ; P A T R O L u P L C超高效液

相色谱仪
:
美国w a * e r s

公司 ; I n s * r u m e n * s一 9 0酶

标仪
:
美国 M o l e e u l a r D e v i e e S

公司 ; R E 一 5 2 A旋转

蒸发仪
:
上海亚荣公司 ; 常压

、

加压及减压玻璃

层析柱
。

1
.

3 6一姜酚的分离提纯

1
.

3
.

1 常压柱分离 将 30
.

00 9超临界 C 0
2

萃取的姜

油
,

用流动相溶解并且上样
,

常压柱内径为 9
.

6

e m
,

高 一0 5 c m
,

内填充一9 0 0 9
,

(3 0 0
一 4 0 0 )目的硅

胶
,

用 乙酸乙醋和石油醚的体积 比为 1 : 5作为流

动相进行洗脱
,

洗脱速度控制在 7 m L/ m in ; 用薄

层层析色谱法进行监测
,

监测条件为
: 乙酸乙醋

和石油醚的体积比为 :1 3作为展开剂
,

R f值控制在

0
.

3一 0
.

4
,

收集洗脱液并用旋转蒸发仪浓缩回收
,

干燥后得淡黄色油状物 5
.

90 9
,

用超高液相色谱进

行检测
,

6一姜酚含量为52
.

0%
。

1
.

3
.

2 加压柱及减压柱分离 取上述常压柱粗分物

5
.

00 9用流动相溶解并上样
,

加压柱内径为 5 c m
,

高 7 0 e m
,

内填充 2 5 3 9
,

( 3 0 0
一 4 0 0 )目硅胶

,

用乙

酸乙醋和石油醚的体积比为 1 : 5作为流动相进行洗

脱
,

洗脱速度为 1 0
.

9 m L/ m in
,

薄层层析色谱法监

测条件为
: 乙酸乙醋和石油醚的体积比为 :1 3作为

展开剂
,

R f值控制在 0
.

3
,

将收集到的洗脱液进行

适度浓缩后直接进行减压柱分离
,

减压柱分离条

件为
:
减压柱内径为 .4 4 c m

,

高 51
.

5 c m
,

内填充

2 0 0 9
,

(3 0 0
一 4 0 0 )目硅胶

,

正己烷混合 (O%一 5% )乙

酸乙醋作为流动相进行梯度洗脱
,

洗脱速度为 2
.

5

m L/ m in
,

薄层层析色谱法监测条件为
:
正己烷和

乙醚的体积比为:4 6作为展开剂
,

R馗控制在 0
.

3
,

将收集洗脱液并用旋转蒸发仪进行真空减压浓

缩
,

低温挥干得无色油状物 1
.

6 4 9
,

用 u P L c进行

检测
,

6一姜酚含量为98 %
。

1
.

4 分析检测
·

2 0 7
·
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1
.

4
.

1 6一姜酚含量的 u P L C检测 色谱柱采用

A e q u i t y U p L C B E H C 18
(2

·

1 m m X 10 0 m m
,

1
·

7 林 m )

柱
,

流动相为 0
.

1% 甲酸乙睛溶液 ()A
一 0

.

1% 甲酸水

溶液 ( B )
,

梯度洗脱
,

流速 0
.

3 0 m L /m i n
,

柱温 4 5

℃
,

进样体积 1 林 oL

1
.

4
.

2 A B T S和 F R A P法总抗氧化能力检测 对

12
.

82 %超临界C O
Z

萃取姜油
、

常压柱层析得到的

52 % 6一姜酚产物以及经加压和减压柱层析得到的

9 8% 6一姜酚高纯物
,

分别用无水乙醇配制成浓度

为 0
.

0 5
、

0
.

0 8
、

o一
、

0
.

2
、

0
.

3 m g zm L待测样品
,

参

照文献 [ 19] 进行
。

1
.

.4 2
.

1 A B T S法 在过硫酸钾氧化剂存在下被氧

化成绿色 A B T S
· + ,

在抗氧化物存在时 A B ST
· +

的

产生被抑制
,

在 7 3 4 n m测定 A B T S
· +

的吸光度

即可测定样 品的总抗氧化能力
,

即获得 同样抑

制率时待测样品的浓度与标准品 T r O I O x
浓度 的

比值
,

用 T E A c值 (T
r o l o x E q u i v a l e n t A n t i o x id a n t

A e t iv i* y) 表示
。

1
.

.4 .2 2 F R A P法 在酸性条件下抗氧化物可以还原

F e r r i e 一* r i p y r id y l* r i a
z i n e

( F
e 3+ 一 T p T Z )产生蓝色的 F e Z + -

T P T z
,

随后在 5 93
n m测定蓝色 F e +2 一 T P T z 即可得

到样品总抗氧化能力
,

即得同样吸光度时 F e S 0 4

溶液浓度与待测样品浓度的比值即E C (E q u iv al e
n[

c o n e e n * r a * i o n
)值表示其抗氧化能力

。

1
.

5 统计分析

所有的实验平行 3次
,

全部数值显示为均值

(m
e a n s

)
士
标准偏差 ( SD )

,

采用 s P s s 一6
.

0分析软件

的 A n a l y s i S O f
v a r i a n e e

(O
n e 一W a y A N O V A )的 L SD和

D u
cn an 方程对不同6一姜酚含量 (P < .0 01 )以及不同浓

度梯度之间 (P 0<
.

05 )进行显著性分析
,

线性拟合采

用
。 ir g in8

.

0( 显著性水平设为.0 05 )
。

2 结果与分析

2
.

1 6一姜酚的分离及检测

常压柱和加压柱及减压柱得到产物的6一姜酚

含量 u P L C的检测结果见图 1
,

其6 一姜酚含量分别

为 5 2%和 9 8%
。

2
.

2 抗氧化能力检测

.2 2
.

1 A B T S法 如表 1所示
,

随着 6一姜酚含量的增

加
,

低浓度时 T E A C值增加显著
,

差异性大 ; 而高

浓度时
,

T E A C值也增加但显著性差异变小
。

说

明对于 A B T S法
,

起主要抗氧化能力的物质是 6一姜

酚
。

12
.

82 % 6一姜酚姜油的 T E A C值随着浓度的增

加而增加
,

而 5 2% 6一姜酚姜油分离物及 98 % 高纯

度 6一姜酚的 T E A C值随浓度的增加逐渐减小
,

且减

小趋势随6一姜酚纯度的提高较为显著
。

.2 .2 2 F R A P法 如表 2所示
,

所有相同浓度下
,

随 6一姜酚含量的增加抗氧化能力均明显增加
,

且

显著性差异大
,

表明 6一姜酚是主要抗氧化物质
。

12
.

8 2% 6一姜酚姜油
,

52 % 6一姜酚姜油分离物的抗

氧化能力随着浓度的增加而增加
,

但显著性差异

变小 ; 9 8%高纯度 6一姜酚的抗氧化能力随着浓度

的增加而降低
,

但减小趋势不显著
。

2
.

2
.

3 A B T S和 F R A P法的相关性 A B T S和 F R A P法

都是基于电子转移的 S E T法
,

所以它们之间有较

好的相关性 20[]
,

但检测数值的不同也说明了 2种方

法检测原理仍有差异
,

A B ST 法主要反映的是清除

A B T S
· +

自由基的能力
,

而 F R A P法主要是对 F e 3+

的还原能力
。

表 1 不同含量6 一姜酚分离物的总抗氧化能力 (A B丁S法 )

浓度 / 丁EA C值

佃目吐 ) 12 .82 % G 姜酚 52 % 6
一

姜酚 98 % 6
一

姜酚

0
.

05 1
.

91 6士 0
.

4D 6C b 9
.

2 04 士 0
.

0 85 B a 14
.

弘 6士 0
.

2 13A
a

0
.

08 2
.

90 5+ 0
.

33 7C a 8
.

79 9+ 0
.

3阅4 B b 10
.

012 + 0
.

26 5A b

0
.

1 2
.

98 8士 0
.

15 6C a 7
.

8 93 士 0
.

1 70 B c 9
.

0肠士 0
.

3 1 2A c

0
.

2 3
.

28 8士 0
.

12 3 B a 5
.

89 1士 0
.

06 0A d 6
.

036士 0
.

0 6 1A d

0
.

3 3
.

18 0士 0
.

1 10 B a 5
.

07 2士 0
.

08 0A e 5
.

02 8士 0
.

033 A e

注
: 丁E A C值为 3次平均值 士标准差 ; A 一 C数据行间显著性差异

(P < 0 01 ) ; 。 一 e数据栏间显著性差异 (P < 0 0 5)
。

表 2 不同含量6 一姜酚分离物的总抗氧化能力 (F日A P法 )

浓度 /

团目吐

毛
日

EC值

12
.

82 % 6
一

姜酚 52 % 6
一

姜酚 98 % G 姜酚

0 6 0 1士 0 0 57 C e 3 58 9士 0 18 9 B d 15 394 士 0 39 6A
a

1
.

4 49士 0
.

124 C b 4
.

9 67士 0
.

3 69 B c 13
.

以 5士 0
.

37 1A b

1
.

6 7 1士 0
.

103 C b 6
.

723 士 0
.

1 74 B b 13
.

603 士 0
.

20 0A b

2
.

74 2士 0
.

149 C a 7
.

10 9士 0
.

3 03 B b 13
.

1 52士 0
.

1 51A c

2
.

94D 士 0
.

11 6C日 7
.

6 70士 0
.

0 79 B日 13
.

0 62士 0
.

0 69A C

0508.1已.00

图 1 不同含量 6一姜酚在 2 8 2 n m 时的超高压液相色谱图

·

2 0 8
·

注
: E C值为 3次平均值 士 标准差 ; A 一 D数据行间显著性差异

(P < 0 01 ) ; 。 一 d数据栏间显著性差异 (P < 0 0 5)
。

从表 1及表 2可以看 出
,

不管是 A B T S法或

F R A P法
,

在各种浓度条件下
,

随 6一姜酚含量的

提高
,

抗氧化能力均显著提高
,

总抗氧化能力与
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提取。 与应用 鱼酝
不同 6一姜酚含量 (P < 0

.

01 )以及不同浓度 (P < 0
.

0 5) 之

间均存在着较高的显著性差异
,

显示 6一姜酚仍然

是姜油中主要抗氧化活性成分
。

但其抗氧化能力

在低 6一姜酚含量和高纯 6一姜酚时随浓度的变化存

在一些差异
。

2种方法中 12
.

82 % 6 一姜酚姜油抗氧

化能力都随浓度增加而增加 ; 但 5 2% 6一姜酚分离

物抗氧化能力在 A B T S法中是随浓度增加而减少
,

在 F R A P法中是增加 ; 9 8%高纯 6一姜酚在 2种方法

中均随浓度增加而减少
,

且在A B ST 法中差异更显

著
。

s w a r n a l a * h a LZ。 }等研究发现生姜中同时存在的

8
,

1 0一姜酚及 6一姜醇比6一姜酚更具抗氧化能力
,

这

些物质在 6一姜酚低含量时存在
,

起到了协同抗氧

化作用
,

随着分离提纯过程中 6一姜酚含量的不断

提高这些物质成分含量逐渐降低
,

特别在98 %高

纯度 6一姜酚时失去协 同抗氧化能力 ; 于宁 L̀ 5 }等在

对分光光度法测定含量为77
.

4%的超声萃取得到姜

酚进行抗氧化性能研究时
,

也发现随浓度增加抑

制率先增加后减少 (S A R F法 )及更高浓度增加不显

著现象 (D P P H法 )
,

分析原因为姜酚的自氧化及其

他待进一步探究的机制
。

因此可以推断在本研究

中出现的 12
.

8 2% 6一姜酚姜油抗氧化能力随浓度增

加而明显增加的现象
,

以及 52 % 6一姜酚分离物和

9 8%高纯度 6一姜酚抗氧化能力随浓度增加
,

但增

加幅度不明显甚至减小的现象是
:
低含量 6一姜酚

时其他成分协同抗氧化及高含量高浓度时姜酚自

氧化分别起主导作用的结果
,

当然也不排除有更

为复杂的协同作用机制
。

3 结论

本研 究 以超 临界 C 0
2

萃取 6 一 姜酚含 量为

1 2
.

82 % 的姜油作原料
,

经过常压硅胶柱层析
,

得到 6一姜酚含量为 5 2 %的姜油分离物
,

再对该分

离物进行加压及减压柱层析分离提纯
,

得到含量

9 8%的 6一姜酚高纯物
。

对上述 3种分离提取物用 A B T S及 F R A P这 2种

方法进行抗氧化能力实验测定
,

结果显示
,

相同

浓度下
,

6一姜酚含量越高
,

抗氧化能力越高
,

显

示 6一姜酚仍然是姜油中主要抗氧化活性成分
,

总

抗氧化能力与不同 6一姜酚含量 (P < .0 01 )以及不同浓

度 (P 0<
.

05 )之间均存在着较高的显著性差异
。

随着 6一姜酚含量的提高
,

特别是对高纯度 6 -

姜酚而言
,

A B T S及 F R A P法均表明其抗氧化能力

随浓度增加逐渐减小
,

结合相关文献分析表明
,

姜油中确实存在 6一姜酚与不同成分间协同抗氧化

作用
,

以及高纯度并高浓度时的姜酚 自氧化作用

的存在
,

这些作用交织在一起的复杂机制值得进

一步深入研究
。
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