
73※基础研究 食品科学 2007, Vol. 28, No. 07

收稿日期：2007-06-04

作者简介：李高阳(1 9 7 1 - )，男，副研究员，博士，研究方向农产品深加工。

一种亚麻籽甾醇的结构鉴定及抗氧化活性研究

李高阳，单 杨

(湖南省农产品加工研究所，湖南 长沙       410125)

摘   要：采用硅胶柱层析分离，通过化学和波谱分析方法鉴定化合物的结构。选择亚油酸过氧化体系、邻菲罗

啉化学发光体系、邻苯三酚体系，对化合物进行了抗氧化活性实验。结果表明：单体是一种首次发现的甾醇类化

合物，该化合物结构是：24-乙基-胆甾烷-3-氧 -β-D-葡萄糖苷，具有较强的抗亚油酸氧化能力，但清除羟基自

由基和超氧阴离子自由基能力弱。
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Abstract ：The compound A was isolated through silica gel column chromatography, its structure was elucidated through

physiochemical and spectral analysis, and its activity of monomer was studied by lipid peroxidation of linoleic acid, chemical irritant

light reaction. The results showed that the monomer is a new phytosterol, its structure is characterized as 24-ethyl-cholestane-

3-o-β-D-glucopyranoside with strong ability of inhibiting linoleic acid peroxidation, and its capacities of scavenging O2· and

·OH are weak.
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亚麻籽( f l a x s e e d )是亚麻科植物亚麻( L i n u m

Usitatissimum L.)的种子，现已成为世界十大油料作物之

一。我国主产地在内蒙、宁夏、新疆等，亚麻籽年

产量处于世界第四位，达到 4 2 万吨。近二十年以来，

亚麻籽日益受到医药界的重视，研究发现它含有必需脂

肪酸(ω-3 脂肪酸和ω-6 脂肪酸)。笔者检测的宁夏产亚

麻籽中亚麻酸含量达到49.05%，而且发现它是目前含量

最高的已知植物之一[1- 2 ]。另外，亚麻胶、木脂素和酚

类化合物对心血管疾病和抗癌疗效也引起人们的浓厚兴

趣[3-5]。

我们在进行亚麻籽木脂素的分离过程中发现一种物

质，经过结构鉴定为甾醇类化合物，国内外未见对亚

麻籽中甾醇的相关报道。而且甾醇化合物也具有生理

活性，已有关于甾醇在抗肿瘤、心血管疾病、抗菌

等方面的相关功效报道[6 ]，可见甾醇对亚麻籽的生理

功能特征一定也有相应的贡献。本研究对下一步相关

研究的进行和进一步提高对亚麻籽功能特性的认识具有

一定的意义。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂和仪器

1.1.1 材料与试剂

亚麻籽    宁夏银川福德生物食品工程有限公司。

亚油酸、硫酸亚铁、硫氰酸铵、硫酸铜、硫代

巴比妥酸( T B A ) 、鲁米诺、邻菲罗啉、邻苯三酚、碳

酸钠、碳酸氢钠、石油醚(沸程 60～90℃)、氯仿、甲

醇、乙酸乙酯等均为分析纯。

1.1.2 仪器

AB104-N电子天平    托利多-梅特勒(上海)有限公

司；CS501 型超级恒温水浴    上海浦东跃升科学仪器

厂；SXJQ-1 型数显直流无级调速搅拌器    郑州长城科

工贸有限公司；UV-2102 PCS 型紫外- 可见分光光度计

尤尼柯(上海)仪器有限公司；SHG-C 型生物化学发光测

定仪    上海上立检测仪器厂；ZFA-1型旋转蒸发仪    上

海玻璃仪器二厂；柱层析硅胶(100～200目)    青岛海洋

化工厂；高效薄层层析硅胶板(GF254)    烟台市黄务硅胶

开发试验厂；Bruker Avance 500 型核磁共振仪(TMS 为

内标) 。

1.2 提取与分离

－
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5kg 亚麻籽粉碎后用 7 倍体积工业酒精回流提取三

次，每次 5h，减压浓缩成膏状物(160g)。水悬浮后先

用正己烷脱脂，然后使用氯仿萃取，得到氯仿萃取物

(36g)。氯仿萃取物经硅胶柱层析(60cm × 3cm)，用石油

醚和乙酸乙酯梯度洗脱四次，分离纯化得到化合物 A 。

1.3 核磁共振法

将化合物A 溶解于DMSO-d6。利用 Bruker(400MHZ)

核磁共振仪，测定氢谱( 1H - N M R )，全去偶碳谱( 13C -

N M R )，不失真极化转移增强谱(DE P T - N M R )，二维谱

( H M Q C - N M R )。以四甲基硅烷作为内标物。

1.4 抗氧化实验测定方法

1.4.1 对亚油酸氧化抑制能力的检测

采用硫氰酸铁法(ferric thiocyanate method，FTC)。

参照Osawa T.[7]和Kikuzaki H.[8]的方法，并根据任顺成[9]

提出的方法加以改进。

在25ml具塞试管中分别加入3ml 2.5%亚油酸、9.0ml

40mmol/L磷酸盐缓冲液(pH7.0)，1.5ml无水乙醇、1.5ml

水、0.5ml 样液，反应液用混匀器混合均匀，37℃恒温

箱中避光恒温培养。

每隔一定时间，在25ml 具塞试管中分别加入0.1ml

反应混合液、9.7ml 75% 乙醇、0.1ml 30% 硫氰酸胺，

最后加入0.1ml 20mmol/L硫酸亚铁溶液，准确反应3min

后，以蒸馏水为空白，VC 和 BHT 为阳性对照，在500nm

测定吸光度。吸光度增大，表明抑制亚油酸氧化能力

减 弱 。

1.4.2 对羟基自由基·O H 清除能力

测定方法采用邻菲罗啉化学发光体系[9-1 0 ]。在比

色管中依次分别加入 50μl样液、20μl 0.1mol/L VC、

50μl 1mmol/L CuSO4、50μl 1mmol/L邻菲罗啉、830μl

BB 缓冲溶液，最后加入50μl 33.3mmol/L H2O2，启动

发光反应，放入发光仪中，使之进入测定位。立即用

R程序连续测定每6s 的发光积分强度，并以第6个 6s 的

发光强度 C P 6 s 为标准进行计算，同时，以不同体积的

水代替样品测定 CP6s 作为空白的发光强度。抑制率的计

算按下式进行：

                        
 CP6s blank－CP6s sample

抑制率(%)= ——————————×100

                                   
CP6s blank

以样品浓度对抑制率作图，根据拟合方程求出抑制

率为 5 0 % 时所需样品的浓度，即为半抑制浓度 I C 5 0。

1.4.3 对超氧阴离子自由基 O 2·清除能力实验

采用三酚自氧化法[9]。

取0.05mol/L pH8.2 Tris-HCl缓冲液4.5ml于试管中，置

25℃水浴中预热20min，加入1ml样液、20μl 45mmol/L

邻苯三酚，立即混匀，以蒸馏水为调零，在 3 0 0 n m 处

每隔 30s 测定一次吸光度，空白组以1ml 蒸馏水代替样

液。超氧阴离子自氧化抑制率计算如下式：

                        
A300 blank－A300 sample

抑制率(%)= ——————————×100

                                  
A300 blank

式中，A300 blank=ΔAblank/Δt，即空白样在300nm 处

随时间的吸光度变化值；A300 sample=ΔAsample/Δt，即样液

在 300nm 处随时间的吸光度变化值。

2 结果与分析

2.1 化合物 A 的结构鉴定

化合物A 为白色絮状结晶(乙酸乙酯)。紫外扫描化

合物 A 只在 2 0 5 n m 有强吸收，与醋酐 - 硫酸反应，最

终出现绿色，显示为甾体类物质。1H - N M R ( C D C l 3，

500MHz)：δ5.32(1H，s)，4.86(1H，d，J=4.7)，4.83

(1H，t，J=1.6)，4.22(1H，d，J=7.7 Hz，H-11)，

0.99(3H，S，CH3)，0.89(3H，d，CH3)。从1H-NMR

可见，该化合物含有一个双键氢、一个糖的端基质子

和 5 个 C H 3，初步判断为甾体类化合物。

化合物中伯、仲、叔、季四种类型的碳原子在13C-

N M R 上都有信号，而在 D E P T 谱中季碳没有信号，仲

碳 化合物Aδ(×106) D E P T 碳 化合物Aδ(×106) D E P T 碳 化合物Aδ(×106) D E P T

C-1 36.8 C H 2 C-13 41.8 C H C-25 28.7 C H

C-2 31.3 C H 2 C-14 56.2 C H C-26 19.0 C H 3

C-3 76.6 C H C-15 23.8 C H 2 C-27 18.9 C H 3

C-4 39.2 C H 2 C-16 29.6 C H 2 C-28 22.6 C H 2

C-5 140.4 C C-17 55.5 C H C-29 11.7 C H 3

C-6 121.1 C H C-18 11.6 C C-1' 100.8 C H

C-7 33.3 C H 2 C-19 19.6 C H 3 C-2' 73.4 C H

C-8 31.4 C H C-20 35.5 C H C-3' 77.0 C H

C-9 49.6 C H C-21 18.6 C H 3 C-4' 70.1 C H

C-10 36.2 C C-22 25.5 C H 2 C-5' 76.7 C H

C-11 20.6 C H 2 C-23 27.7 C H 2 C-6' 61.1 C H 2

C-12 38.3 C H 2 C-24 45.1 C H

表1    化合物 A 碳的化学位移值及归属

Table 1     13C-NMR chemical shift assignments of compound A

－
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碳的信号为负，伯碳和叔碳的信号为正。DE P T 谱可进

一步从正信号中将伯碳的信号扣除仅留下叔碳信号，这

样就能确定全去偶谱上所有碳信号，从而可准确确定化

合物的精细结构[11-12]。

从 1 3 C - N M R 可见，该化合物含有一个葡萄糖，连

接在3-位。从谱图可知，δ值大于101，只在δ140.421

和 121.109 出现两个碳信号，说明没有羰基碳，只有一

个双键，其中一个从 D E P T 谱图上可确定是季碳。另

外，共有 5 个甲基，除糖外还有 2 9 个碳，表明该化合

物为甾体类化合物，13C - N M R 数据见表 1。

综合以上数据并与类似物文献[6]对照，确定该化

合物A为24-乙基-胆甾烷-3-氧 -β-D-葡萄糖苷，结构

式见图 1 。

超氧阴离子自由基是基态氧接受一个电子产生的第

一个氧自由基，是其它氧自由基的前身，因此对于它

的去除具有特别重要的意义[1 3 - 1 4 ]。在生物体内，约有

2 % ～5 % 的氧会产生超氧阴离子自由基 O 2·，它的毒

性是肌体发生氧中毒的主要原因。

邻苯三酚 - 鲁米诺发光体系常用于超氧阴离子自由

基清除的研究，它具有专一性强、灵敏度高的优点。

在碱性条件下，邻苯三酚自氧化产生超氧阴离子自由基

O 2 ·，O 2 ·激发鲁米诺使之处于激发态，当鲁米诺

分子退激时，发出化学冷光，在一定的浓度范围内，

发光强度与 O 2·的数量呈一定的比例关系，可以采

用生物化学发光仪检测发光强度，进而考察样品对

O 2·的清除能力。化合物 A 样液清除超氧阴离子半

抑制率IC50 为 26.1μg/ml，芦丁IC50 为 10.6μg/ml、VC

IC50 为 14.8μg/ml，可见化合物A清除超氧阴离子能力较

弱，低于芦丁和 V C 的淬灭能力，这可能与分子结构式

胆甾烷母核上中没有羟基有关。

2.4 化合物 A 淬灭羟基自由基能力

羟基自由基是氧三电子还原产物，是氧化能力很强

的自由基，在活性氧中其化学性质最活泼，反应性极

强，寿命很短，是自由基中已知的最强的氧化剂，对

生物肌体的危害性极大。几乎可以与任何大分子物质

( 如蛋白质、核酸、脂质) 等发生作用，导致机体受

损和基因突变，引起机体衰老和癌变[9 , 1 3 ]。化合物 A

清除羟基自由基的半抑制率IC50 为 20.1μg/ml，芦丁IC50

为 8.3μg/ml，化合物A清除羟基自由基的能力比芦丁弱。

3 结  论

利用核磁共振技术对从亚麻籽分离纯化的化合物 A

进行结构鉴定，确认化合物 A 为一种胆甾烷醇类化合

物，该化合物结构是24-乙基-胆甾烷-3-氧 -β-D-葡萄

糖 苷 。

化合物 A 具有较强的抗亚油酸氧化能力，比同浓度

的抗氧化剂 V C 强，但比同浓度 B H T 的效果弱。化合

物 A 清除羟基自由基和超氧阴离子自由基能力弱，清除

羟基自由基的半抑制率IC50为 20.1μg/ml，清除超氧阴离

子的半抑制率IC50 为 26.1μg/ml。
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图1     化合物 A 的结构式

Fig.1      Structure of compound A

2.2 化合物 A 的抗亚油酸氧化能力

硫氰酸铁法是利用亚油酸自动氧化，使体系中的

F e 2 + 转化为 F e 3 +，用硫氰酸铵做显色剂，反应体系在
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化合物 A 与 V C 和 B H T 抗亚油酸氧化能力的比较
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Study on Antioxidant Activity and Constituents of

Radix Paeonia veitchii
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Abstract ：The crude extract, fractions and subfractions derived from RPV were evaluated for the DPPH radical scavenging ability,

the inhibition ability of bleaching β-carotene and the reducing power. The EAF (ethyl acetate-soluble fraction) and EAF6 (a

subfraction derived from EAF) were the most valuable fraction and subfraction, respectively. Furthermore, bioactivity-guided

chromatographic fractionation revealed that four pure compounds greatly contributed to the antioxidant activities. Qualitative

and quantitative analyses of the major antioxidant constituents in the extract were systematically conducted by NMR, Mass

spectra and RP-HPLC. The results demonstrated that gallic acid, (+)catechin, galloyl-paeoniflorin and galloyl-oxypaeoniflorin

were the major antioxidative constituents in RPV. These compounds showed stronger activity than the BHT in four tested

concentration levels. The results from this study indicate that RPV extract as well as isolated compounds are promising

antioxidants which can be used as food additives.
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赤芍抗氧化活性及其成分研究

黄海兰，王国明，徐 波

(青岛大学师范学院化学系， 山东 青岛         266071)

摘   要：利用 DPPH 法、β- 胡萝卜素法和还原力法评估赤芍提取物的抗氧化活性。结果显示乙酸乙酯提取物具

有最高的抗氧化活性。利用硅胶，RP-18 和 Sephadex LH-20 对其进行活性追踪分离，得到四种纯的抗氧化活性成

分。利用 1D、2D N M R 和 E S I - M S 对其结构进行鉴定。结果显示为没食子酸、儿茶精、没食子酸芍药甙和没食

子酸氧化芍药甙。其抗氧化活性均大于同浓度的人工合成抗氧化剂BHT。实验证明赤芍及其提取物是一种高效价

廉的天然的抗氧化剂，可用作食品添加剂。

关键词：赤芍；抗氧化活性；抗氧化成分；结构测定；定量
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