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摘要: 以红肉苹果杂种优系2010-5果皮为试材, pH示差法测定总花青苷含量, 超高压液相色谱串联四极杆飞行时间质谱

(UPLC-Q-TOF-MS/MS)分析推定类黄酮组分, 对其抗氧化活性进行了评价。结果表明: 红肉苹果2010-5果皮总花青苷含量

为390.2 mg·kg-1 (FW), 是其果肉总花青苷含量的1.4倍; 质谱技术推测出果皮中类黄酮主要有12种成分物质: 杨梅酮、儿茶

素、矢车菊素-3-O-半乳糖苷、山奈酚-3-O-芸香糖苷、山奈酚衍生物、矢车菊素-3-O-琥珀酸-阿拉伯糖、花葵素-3-甲酰葡

萄糖苷、矢车菊素-3-O-阿拉伯糖苷、矢车菊素-3-O-葡萄糖苷、槲皮素苷元、飞燕草素-3-乙酰芸香糖酰-5-葡萄糖苷和槲

皮素衍生物。与对照维生素C (Vc)相比, 红肉苹果果皮类黄酮提取物对3种自由基表现出较好的清除效果, 尤其是对DPPH
的清除效果最好, 达90%以上。当红肉苹果果皮类黄酮提取物和Vc浓度为35 mg·L-1

时, 对DPPH清除率分别为92.77%和

79.87%, 对·OH-
清除率分别为52.11%和37.55%, 对O2̄·清除率分别为33.98%和13.44%。这为今后红肉苹果的选育及天然抗

氧化剂的开发和保健功能的研究提供理论依据。
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苹果是世界重要的经济水果之一, 果实的色

泽直接影响其商品特性和本身的营养价值, 花青

苷含量多少和分布状况决定苹果果皮色泽性状(樊
连梅等2014)。花青苷是一类广泛存在于植物的

花、果实中的水溶性天然色素, 它属于类黄酮类

化合物(Cooper-Driver 2001), 其生物合成途径是植

物类黄酮物质生物合成途径的分支之一。红肉苹

果因其含有丰富的花青苷(Zhang等2013), 被誉为

功能性果品。近年来, 关于花青苷的研究引起了

人们的极大兴趣, 已经报道了花青苷的很多药理活

性, 如降低冠状动脉心脏疾病(Bhaswant等2015)、
抗氧化活性(Chen等2014; Alipour等2015; Kšonže-
ková等2015; Sousa等2016)、防止癌变(Charepalli
等2016)、降血压(Kent等2015)等。从黑大豆种皮中

提取出的花青苷能防止氧化损伤(Jang等2012)。紫

甘薯花青苷可抑制·OH- 诱导的氧化作用(蔡花真和

王霞2009)。在动物实验中, 高血脂症大鼠的超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)活性和总

的抗氧化能力(total antioxidative capability, TAC)通
过花青苷作用得到改善(张名位等2006)。

对于红肉苹果, 虽然国外有报道已经育成, 但
对其组分的研究报道不多。陈学森等(2014)曾经

对红肉苹果类黄酮组分做了鉴定, 红肉苹果含多种

花青苷。花青苷具有很强的抗氧化能力且具有较

强的体外清除自由基效果, 特别是对1,1-二苯基-2-
苦基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)和

羟基自由基(·OH-)的清除(党娅和刘水英2015)。活

性氧是一类化学性质活泼、氧化能力很强的含氧

物质的总称, 包括含氧自由基和含氧非自由基, 主
要有: 超氧物自由基、过氧化氢、羟自由基、单线

态氧、氢过氧基以及脂质自由基、脂质过氧基等

(蒋明义和荆家海1993)。目前, 有关红肉苹果的抗

氧化性能研究尚未见报道。本研究以红肉苹果优

系2010-5为试材, 分析其果皮总花青苷含量、类黄

酮成分以及使用三种体外模型评估其粗提液清除

DPPH自由基、羟自由基和超氧阴离子自由基的抗

氧化活性, 以期为红肉苹果的保健功能及抗氧化作

用研究提供理论依据, 这对功能性果品的选育以

及天然抗氧化剂的开发应用具有重要意义。

材料与方法

1  材料

试验材料为本课题组以新疆红肉苹果[Malus 
sieversii f. neidzwetzkyana (Dieck) Langenf]品种‘红
勋1号’和‘富士’杂交F1群体中选育的果肉浓红型优

系2010-5, 定植于青岛农业大学胶州现代农业科技

示范园, 2015年8月中旬, 于花后16周采摘达到园艺

学成熟的果实带回实验室, –40°C避光冷冻保存。
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2  方法

2.1  红肉苹果果皮抗氧化物的制备  
称取红肉苹果新鲜果皮100 g, 按固液比1:10

的比例加无水乙醇1 000 mL, 室温黑暗浸提10 h, 
抽滤, 所得滤液进行总花青苷含量测定和类黄酮

成分分析。取500 mL滤液旋蒸至膏状, 加蒸馏水

定容至500 mL, 过滤后测定其抗氧化活性。

2.2  双波长pH示差法测果皮总花青苷含量  
红肉苹果果皮中总花青苷含量测定采用双波

长pH示差法(Huang等2009; Giusti和Wrolstad 2001)。
取类黄酮提取物1 mL, 分别加入到9 mL 0.025 
mmol·L-1氯化钾缓冲液(pH 1.0)和9 mL 0.4 mmol·L-1

醋酸钠缓冲液(pH 4.5)中, 混匀, 510和700 nm处测

吸光度值。

样品吸光度值(A)计算公式如下: 
A=(A510–A700)pH 1.0–(A510–A700)pH 4.5

以矢车菊素-3-葡萄糖苷为当量, 类黄酮提取

物总花青苷含量计算公式为: 
总花青苷含量(mg·L-1)=(A×MW×DF×1 000)/(ε×1)
式中, A是吸光度; MW=449.2, 是矢车菊素-3-

葡萄糖苷的分子量; DF是稀释因子; 1 000是克与毫

克的换算系数; ε=26 900, 是矢车菊素-3-葡萄糖苷

的摩尔消光系数; l表示比色皿的光路直径。

2.3  红肉苹果果皮类黄酮组分的测定 
UPLC条件: 采用二维纳升级超高效液相色谱

仪(美国Dionex Ultimate 3000 Nano LC System), 
Symmetry C18色谱柱(150 mm×2.1 mm, 5 μm); 以
甲醇为流动相A, 以体积分数0.2%甲酸水溶液为流

动相B。梯度洗脱: 0~0.1 min, 5% A; 0.1~20 min, 
5%~20% A; 20.1~22.0 min, 20%~80% A; 22.1~35.0 
min, 5% A。流速 0.3 mL·min-1; 柱温35°C。

质谱条件: BRUKER MAXIS UHR-TOF MS质
谱仪, ESI离子源, 扫描范围50~1 000 amu, 电喷雾

离子化正离子采集模式(ESI+), 毛细管电压4.5 kV, 
离子源温度180°C, 脱溶剂气流速6 L·min-1。

2.4  红肉苹果果皮类黄酮抗氧化活性研究

2.4.1  DPPH自由基清除活性测定  
DPPH在有机溶剂中是一种稳定的自由基, 其

乙醇溶液(显深紫色)在515 nm处有最大吸收峰, 添
加抗氧化剂, 减少的吸光度与其抗氧化活性成正

比关系(Villaño等2007; Brand-Williams等1995; 

Molyneux 2004; Assimopoulou等2005; Li等2009)。
红肉苹果果皮类黄酮提取物对DPPH的清除活性测

定采用Kano等(2005)方法进行修改。取0.2 mmol·L-1 
DPPH溶液2 mL, 分别加入到1 mL不同浓度红肉苹

果果皮类黄酮提取物中, 混匀, 反应30 min, 515 nm
处测吸光度值, 重复3次, Vc作阳性对照。

DPPH自由基清除活性计算如下: 
清除率(%)=[(DPPHt=0–DPPHt)/DPPHt=0]×100%
其中 ,  DPPH t=0是反应开始时的吸光度值 ; 

DPPHt是DPPH在反应30 min后的吸光度值。

2.4.2  ·OH-清除活性测定  
邻二氮菲与Fe2+形成红色络合物, 在536 nm处

有最大吸收峰, H2O2/Fe2+体系通过Fenton反应产生

羟自由基, 使邻二氮菲–Fe2+被氧化为邻二氮菲–
Fe3+, 使536 nm最大吸收峰消失。添加抗氧化剂, 
Fenton反应产生的羟自由基将被清除, 使得邻二氮

菲–Fe2+络合物受到的破坏减少, 以此反映抗氧化

剂对羟自由基的清除作用。红肉苹果果皮类黄酮

提取物对·OH-清除活性测定参考Ma等(2016)方
法。样品组含类黄酮提取物1 mL, 0.75 mmol·L-1邻

二氮菲1 mL, 0.2 mmol·L-1磷酸缓冲液(pH 7.4) 2 
mL, 0.75 mmol·L-1硫酸亚铁1 mL, 0.01%过氧化氢1 
mL; 损伤组将样品组类黄酮提取物换成蒸馏水; 未
损伤组将损伤组过氧化氢换成蒸馏水。混匀 , 
37°C水浴1 h, 536 nm处测吸光值, 重复3次, Vc作阳

性对照。

·OH-清除活性用下列公式计算: 
清除率(%)=(A样品–A损伤) / (A未损–A损伤)×100%
其中, A样品是样品组的吸光度值; A损伤是损伤

组的吸光度值; A未损是未损伤组的吸光度值。

2.4.3  O2̄·清除活性测定  
在弱碱性条件下, 邻苯三酚发生自氧化链式

反应生成大量的O2̄·和有色中间产物, 该中间产物

在320 nm处有一特征吸收峰, 在反应体系中加入

抗氧化剂, 它能迅速与O2̄·反应, 从而阻止中间产物

的积累, 使反应溶液在320 nm处的吸光度减小来

测定抗氧化剂对O2̄·的清除作用。提取物对O2̄·清除

活性测定参考Tsuda等(1994)方法稍作修改。取4.5 
mL 0.05 mol·L-1的Tris-HCl缓冲液(pH=8.2), 25°C水
浴20 min, 加1 mL类黄酮提取物和0.4 mL 75 
mmol·L-1邻苯三酚, 反应5 min, 加1 mL 8 mol·L-1的
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HCl终止反应, 320 nm处测吸光值, 记为A1; 10 
mmol·L-1 HCl代替邻苯三酚, 记为A2; 蒸馏水代替

类黄酮提取物, 记为A0, 重复3次, Vc作阳性对照。

红肉苹果果皮类黄酮提取物对超氧阴离子清

除率用下列公式计算: 
超氧阴离子自由基的清除率(%)=[(A1–A0)/

(A1–A2)]×100%
其中, A0是类黄酮提取物换成蒸馏水的吸光

度值; A1是加类黄酮提取物和邻苯三酚的吸光度

值; A2是邻苯三酚替换成HCl的吸光度值。

2.5  数据统计分析  
采用Bruker Daltonic Compass Data Analysis 

4.0和Origin 8.0软件对质谱数据进行分析、绘制作

图, Excel和GraphPad Prism (第5版)软件对实验数

据进行统计分析。

实验结果

1  红肉苹果果皮总花青苷含量测定 
采用双波长pH示差法对本课题组选育的果肉

浓红型F1代杂种优系2010-5红肉苹果果皮和果肉粗

提物总花青苷含量分别进行测定, 结果显示(图1-B)
红肉苹果2010-5果皮花青苷含量为390.2 mg·kg-1 
(FW), 而果肉的含量只有270.4 mg·kg-1 (FW), 这表

明2010-5红肉苹果富含花青苷, 且果皮花青苷含量

大约为果肉含量的1.4倍。从果实的切面图(图1-A)
也可以看出, 2010-5果皮紫红色, 靠近果皮部位的

果肉也为紫红色, 果心部位为浓红色, 因此, 本试验

选取花青苷含量最高的果皮作为试验材料。

2  红肉苹果果皮抗氧化活性成分分析

采用超高压液相色谱串联四极杆飞行时间质

谱技术(ultra performance liquid chromatography 

quadrupole-time-of-flight mass spectrometry, UPLC-
Q-TOF-MS/MS)对红肉苹果果皮类黄酮成分进行分

析, 总离子流图见图2。根据所得色谱峰的保留时

间、分子离子、碎片离子及前人研究(袁帅等2009; 
周君等2009; Silva等2007; 张琼等2008; 王燕等

2012; Alonso-Salces等2004; Zhang等2012; 张洁等

2011)对红肉苹果果皮中的类黄酮成分进行推定, 数
据信息汇总见表1。推测出红肉苹果果皮中类黄酮

主要有12种成分: 杨梅酮、儿茶素、矢车菊素-3-O-
半乳糖苷、山奈酚-3-O-芸香糖苷、山奈酚衍生

物、矢车菊素-3-O-琥珀酸-阿拉伯糖、花葵素-3-
甲酰葡萄糖苷、矢车菊素-3-O-阿拉伯糖苷、矢车

菊素-3-O-葡萄糖苷、槲皮素苷元、飞燕草素-3-乙

酰芸香糖酰-5-葡萄糖苷、槲皮素衍生物。

3  红肉苹果果皮类黄酮提取物对自由基的清除

3.1  对DPPH自由基的清除作用

DPPH是一种以氮为中心的非常稳定的自由基

(李春阳等2006), 从图3可以看出, 红肉苹果果皮类

黄酮提取物在7.5~35 mg·L-1浓度范围内对DPPH自

由基的清除率呈现稳定趋势, 清除率都在90%左

右。当浓度达到32.5 mg·L-1, 类黄酮提取物和Vc的
清除率分别为92.64%和80.50%。当两者的浓度增

加到35 mg·L-1时, 花青苷的清除率为92.77%, 没有显

著增加, 而Vc的清除率为79.87%, 呈下降趋势。总

的来说, 果皮类黄酮提取物对DPPH自由基的清除

作用强于Vc。

图1  红肉苹果果实切面图及果皮和果肉花青苷含量

Fig.1  The fruit slice graph and the anthocyanin content in peel and flesh of red flesh apple
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表1  红肉苹果果皮类黄酮类抗氧化活性成分定性分析结果

Table 1  Analysis of red flesh apple extracts by UPLC-Q-TOF-MS/MS

峰号                  保留时间/min                 分子离子(m/z)                    碎片离子(m/z)   	                         推定结果

  1	   2.1	 319.0973	 317.0819	 杨梅酮

  2	   2.2	 289.0895	 289.0895	 儿茶素

  3	 11.1	 449.1707	 287.0563	 矢车菊素-3-O-半乳糖苷

  4	 11.1	 447.2591	 285.0472	 山奈酚-3-O-芸香糖苷

  5	 16.1	 489.1021	 285.1951	 山奈酚衍生物

  6	 17.3	 519.2199	 287.9892	 矢车菊素-3-O-琥珀酸-阿拉伯糖

  7	 18.7	 461.2008	 271.1146	 花葵素-3-甲酰葡萄糖苷

  8	 19.7	 419.1895	 287.0253	 矢车菊素-3-O-阿拉伯糖苷

  9	 21.7	 449.2002	 287.0565	 矢车菊素-3-O-葡萄糖苷

10	 23.5	 303.0509	 303.0509	 槲皮素苷元

11	 23.6	 465.2335	 303.0512	 飞燕草素-3-乙酰芸香糖酰-5-葡萄糖苷

12	 29.6	 505.3361	 301.1467	 槲皮素衍生物

3.2  对·OH-的清除作用

·OH-是化学性质最活跃且细胞毒性较大的自

由基之一(谢红光和陈修1992)。研究表明, 许多抗

氧化剂都可以消除O2̄·, 但它们不能够去除·OH-。

由图4看出, 红肉苹果果皮类黄酮提取物对·OH-的

清除作用随浓度的增加呈上升趋势, Vc对·OH-的

清除作用呈现基本稳定趋势, 在5~30 mg·L-1的浓度

范围内, Vc对·OH-的清除率明显高于果皮类黄酮

提取物对·OH-的清除率, 在30~35 mg·L-1浓度范围

内 ,  果皮类黄酮提取物对·OH-的清除率高于Vc
对·OH-的清除率。当两者浓度为35 mg·L-1时, 类黄

酮提取物的清除率为52 .11%,  Vc的清除率为

37.55%。

图2  红肉苹果果皮成分总离子流图 
Fig.2  The total ion chromatogram of red flesh apple extracts

峰号及推定色谱峰成分见表1。

图3  红肉苹果果皮粗提物对DPPH自由基清除率的影响

Fig.3  Effects of red-fresh apple extracts on DPPH free radical 
scavenging ability
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优系, 采用的果实为花后16周采摘的达到园艺学

成熟的果实, 此时果肉、果皮的花青苷含量最高, 
果皮总花青苷含量为390.2 mg·kg-1 (FW), 是果肉含

量的1.4倍。这是本试验选用红肉苹果果皮为试材

的原因。园艺学成熟期后, 果实硬度开始下降, 糖
分增加, 酸度降低(江道伟等2011), 花青苷含量也

逐渐降低(王延玲等2012)。因此, 利用红肉苹果花

青苷最好的采收时期是园艺学成熟期, 而不是食

用成熟期或生理成熟期。

红肉苹果果皮的生物活性来自于它所含有的

功能性物质, 同一植物不同品种花色苷的含量和

组分往往不尽相同。苹果果皮中所含花青苷的种

类较多, 除矢车菊素-3-半乳糖苷外, 还有少量的矢

车菊素-3-阿拉伯糖、矢车菊素-3-葡萄糖苷、矢车

菊素-7-阿拉伯糖、矢车菊素-3-木糖苷、矢车菊

素-3-芸香糖苷、矢车菊素-3-鼠李糖苷(Takos等
2006), 其中矢车菊素-3-半乳糖苷、矢车菊素-3-阿
拉伯糖和矢车菊素-3-葡萄糖苷在前人研究中报道

较多(Takos等2006)。王燕等(2012)利用液质联用

(UPLC-PAD-MS/MS)鉴定出红肉苹果‘紫红1号’含
矢车菊素-3-O-葡萄糖苷、矢车菊素-3-O-半乳糖

苷、矢车菊素-3-O-木糖苷、矢车菊3-O-阿拉伯糖

苷4 种花青苷及5种暂不能确定其结构的花青苷。

本文采用UPLC-Q-TOF-MS/MS技术鉴定出红肉苹

果果皮中的12种类黄酮组分中含花青苷6种, 分别

为矢车菊素-3-O-半乳糖苷、矢车菊素-3-O-琥珀

酸-阿拉伯糖、花葵素-3-甲酰葡萄糖苷、矢车菊

素-3-O-阿拉伯糖苷、矢车菊素-3-O-葡萄糖苷、飞

燕草素-3-乙酰芸香糖酰-5-葡萄糖苷, 只有3种花青

苷和王燕等(2012)结果一致。推测矢车菊素-3-O-
葡萄糖苷、矢车菊素-3-O-半乳糖苷、矢车菊3-O-
阿拉伯糖苷是红肉苹果花青苷的主要成分。不同

品种差异的原因可能是品种之间的遗传背景不同

及组织特异性造成的(刘玉莲等2013)。花青苷是

目前最有效的天然水溶性自由基清除剂, 具有清

除自由基的作用(张鲁青2012), 红肉苹果果皮中除

含较高含量的花青苷外, 还含有其他具有抗氧化

功能的槲皮素衍生物、山奈酚衍生物等类黄酮类

化合物。

自由基是具有非偶电子的基团或原子(楚小

晶2013)。众多医学研究及临床试验证明: 很多疾

3.3  对O2̄·的清除作用

由图5看出, 红肉苹果果皮类黄酮提取物对超

氧阴离子有一定的清除作用, 且清除效果随着样

品浓度的增加而增强。在5~35 mg·L-1的浓度范围

内, 类黄酮提取物对超氧阴离子的清除作用呈线

性升高, 然而, Vc的清除率一直低于15%。当两者

浓度为35 mg·L-1时, 花青苷的清除率为33.98%, Vc
的清除率为13.44%。

讨　　论

红肉苹果因其含有丰富的花青苷和较好的保

健功能受到越来越多消费者的青睐。2010-5是本

课题组从2 000多株杂种F1代中选育的果肉浓红型

图4  红肉苹果果皮粗提物对·OH-清除率的影响

Fig.4  Effects of red-fresh apple extracts on hydroxyl free 
radical scavenging ability

图5  红肉苹果果皮粗提物对O2̄
·清除率的影响

Fig.5  Effects of red-fresh apple extracts on superoxide anion 
scavenging ability
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病如动脉粥样硬化、脑血栓、组织器官老化及癌

症等都与过剩的自由基有关(董乃源等2007)。
DPPH自由基、羟自由基和超氧阴离子自由基是3
种造成器官损伤的主要自由基。本试验用红肉苹

果果皮类黄酮提取物对这3种自由基的清除作用

来分析其抗氧化活性。Vc又称为L-抗坏血酸, 具
有极强的还原性。研究结果证明, Vc有明显的促

进自由基清除的药理作用, 因此, 本试验以Vc对自

由基的清除作用作为对照。红肉苹果果皮类黄酮

提取物的抗氧化活性通过DPPH自由基、羟自由

基和超氧阴离子自由基来评价, 结果表明, 红肉苹

果优系2010-5果皮类黄酮提取物能够很好的清除

DPPH自由基、羟自由基和超氧阴离子自由基。

特别是对DPPH自由基具有非常强的清除能力, 这
与Ma等(2016)得出的研究结果基本一致。当浓度

为35 mg·L-1时, 类黄酮提取物清除3种自由基的效

果为对照Vc清除能力的1.2~2.5倍; 对羟自由基和

超氧阴离子自由基的清除效果随着浓度的升高有

上升趋势, 而Vc却有下降趋势。

花青苷的种类以及含量的高低决定了其抗氧

化的程度, 不同品种以及同一品种不同成熟期的

红肉苹果其花青苷含量不同。在果实发育的不同

阶段, 其代谢产物不同, 果实内部的糖酸等物质也

在不断变化, 从而影响到花青苷含量的变化。本

试验试材为课题组选育的果皮紫红、果肉浓红的

优系, 采收期为花青苷含量最高的园艺成熟期, 优
异的红肉资源以及检测出的12种类黄酮成分, 为
本试验中花青苷较强的抗氧化性奠定了基础。12
种类黄酮中, 具体是哪种类黄酮对抗氧化起主要

作用, 今后还需要深入的研究。本试验结果初步

证明红肉苹果优系2010-5作为天然抗氧化剂有很

好的应用前景, 这也为天然保健品的开发和研究

提供了理论依据。
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Components of flavonoids and antioxidant activity analysis of the extracts 
from red-flesh apple peel
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Abstract: The peels of red-fresh apple 2010-5 were taken as tested materials to determine the total anthocyanin 
content by pH differential method, and ultra performance liquid chromatography quadrupole-time-of-flight 
mass spectrometry (UPLC-Q-TOF-MS/MS) was used to analyze components of flavonoids, which were evalu-
ated on antioxidant activities. The results showed that the total content of anthocyanins in red-fresh apple peel 
was 390.2 mg·kg-1 (FW), which was 1.4 times of these in flesh. Twelve flavonoids were found in red-fresh apple 
peel assayed by UPLC-Q-TOF-MS/MS, including myricetin, catechin, cyanidin-3-O-anidin galactoside, kae-
mpferol-3-O-rutinoside, kaempferol derivative, cyanidin-3-O-succinylarabinoside, pelargonidin-3-formylgluco-
side, cyanidin-3-O-arabinoside, cyanidin-3-O-glucoside, quercetin, delphinidin-3-acetyl rutinose acyl-5-gluco-
side and quercetin derivative. The extracts from red flesh apple peel showed better scavenging effects on the 3 
types of free radicals than vitamin C (Vc), especially on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), which was 
more than 90% clearance rate. When the concentration was 35 mg·L-1, the scavenging rates of the extracts and 
the control Vc on DPPH were 92.77% and 79.87%, on ·OH-  were 52.11% and 37.55%, on O2̄·
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were 33.98% and 
13.44%, respectively. These results provide a theoretical basis for the breeding of red flesh apple, the develop-
ment of natural antioxidants and study of the health function of red flesh apple.
Key words: red-fresh apple; UPLC-Q-TOF-MS/MS; flavonoids; anthocyanin; antioxidant activity
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