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红糖中酚类化合物的抗氧化活性研究
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摘要：为探究红糖的抗氧化活性及其成分，作者首先采用叔丁基过氧化氢（tert-butyl hydroperoxide，t-BHP）

诱导的 Caco-2 细胞作为氧化损伤模型，以评估红糖提取物对细胞存活率、细胞内活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）水平和细胞抗氧化能力（cellular antioxidant activity，CAA）的影响，并采用高效液相色谱串联

质谱（HPLC-MS/MS）技术对红糖中的主要活性成分——酚类化合物进行分析。结果表明，红糖提取物能够

改善由 t-BHP 造成的细胞凋亡，可显著降低细胞内 ROS 水平，具有一定的抗氧化活性，每克红糖提取物的

CAA 值相当于 12.27 μmol槲皮素。另外，红糖提取物中含有原儿茶酸、香草酸、绿原酸、氯化矢车菊素、香豆

素和芹菜素等酚类化合物。该研究为红糖及红糖提取物的活性研究和相关功能性产品的开发提供了理论

依据。
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Abstract: To investigate the antioxidant activity of non-centrifugal sugar, tert-butyl hydroperoxide (t-BHP)-

induced Caco-2 cells were used as the model of oxidative damage to assess the effects of non-centrifugal 

sugar crude extracts on cell viability, intracellular reactive oxygen species (ROS) levels, and cellular 

antioxidant activity (CAA). Additionally, high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(HPLC-MS/MS) was employed to analyze the main active phenolic compounds in non-centrifugal sugar. The 

results demonstrated that the non-centrifugal sugar extract could alleviate apoptosis induced by t-BHP, 

significantly reduce intracellular ROS levels, and exhibit notable antioxidant activity. The CAA value of the 

non-centrifugal sugar extract was equivalent to 12.27 μ mol quercetin per gram of extract. Moreover, the non-

centrifugal sugar extract contained phenols substances such as protocatechuic acid, vanillic acid, chlorogenic 

acid, cyanidin chloride, coumarin, and apigenin. This study provides a theoretical foundation for exploring the 

bioactivity of non-centrifugal sugar and its extracts, as well as the development of related functional products.

Keywords: cellular assays; oxidative stress; phenolic compounds; reactive oxygen species detection; cellular 
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红糖是一种传统的糖制品［1］，中医认为其具有 活血化瘀、缓中止痛、益气补血等作用［2］。红糖的
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制作包括 6 个步骤：切割甘蔗、榨取果汁、澄清果

汁、加热蒸发得到糖浆、加热浓缩得到半固体产品、

倒入模具冷却［3-4］。由于其精炼程度较低，甘蔗汁

中的营养成分几乎没有损失，因此红糖中含有多种

矿物质、维生素、酚类化合物等。研究表明，红糖具

有一定的抗氧化活性，但关于红糖提取物在细胞层

面的抗氧化研究很少。作者拟在细胞水平上对红

糖提取物的抗氧化活性及成分进行初步探究。

MTT 法和 CCK-8法是测试细胞毒性的常见方

法［5］，为了确定红糖提取物是否具有细胞毒性，作者

选用 CCK-8法测定细胞毒性［6］。在 CCK-8试验过程

中，WST-8的染料被细胞中的脱氢酶还原，形成水溶

性的橙色产物。细胞脱氢酶产生量与活细胞的数量

相关，可以通过微孔板阅读器记录 485 nm处的吸光

度来评估细胞存活率［7］。同时，利用 t-BHP 诱导

Caco-2 细胞产生氧化损伤，构建氧化损伤模型以探

讨红糖提取物对细胞的保护作用。CAA法可检测细

胞抗氧化活性，能够直接评估细胞的氧化应激能

力［8］。该方法通过测定抗氧化剂抑制细胞内 2’，7’-二

氯荧光素二乙酸酯（2’，7’-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate，DCFH-DA）探针氧化的能力来评估抗氧化

能力。DCFH-DA能监测细胞内过氧化自由基，非极

性特性使其可以快速穿过细胞膜并在细胞内被脱乙

酰 化 为 2’，7’- 二 氯 二 氢 荧 光 素（2’，7’- 

dichlorodihydrofluorescein，DCFH）［9］。向反应体系中

加入自由基发生器 2，2-偶氮二（2-甲基丙基咪）二盐

酸 盐（2，2’ -azobis（2’ -methylpropionamidine） 

dihydrochloride，AAPH）促进细胞内产生自由基，可

与细胞内本身存在的内源性 ROS 一起，使细胞内

的 DCFH 转变为能够发荧光的 2’，7’-二氯荧光素

（2’，7’-dichlorofluorescein，DCF）。此时，如果外

源性抗氧化剂能够进入细胞，可猝灭自由基防

止 DCFH 被氧化成 DCF［10］。

红糖中的酚类化合物与其降低胆固醇和减肥

的功效相关［11］，是红糖中的主要活性成分。酚类

化合物是指在同一苯环上具有多个酚羟基官能团

的化合物，具有很强的抗氧化活性。酚类化合物

的抗氧化机制有 2种：一是酚类化合物直接作用于

自由基、螯合金属离子或抑制氧化酶活性以减缓

氧化过程［12-15］；二是增强体内抗氧化酶的活性或

保护其免受损伤［16-17］。因此，推测红糖中的酚类

化合物可能是其抗氧化活性的来源。作者在细胞

水平上对红糖提取物进行抗氧化活性研究，并检

测红糖提取物中酚类化合物的种类与质量分数，

为红糖及红糖提取物的活性研究和相关功能性产

品的开发提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

红糖：南京甘汁园糖业有限公司；DMSO：北

京索莱宝科技有限公司；HBSS 缓冲液、TrypLE™ 

Select酶：美国赛默飞世尔科技公司；DCFH-DA 探

针：上海碧云天生物技术有限公司；黑色 96 孔板：

美国康宁公司；t-BHP：国药集团化学试剂有限公

司；AAPH：上海阿拉丁生化科技股份有限公司；胎

牛血清：康宁（中国）有限公司；DMEM 培养基、

CCK-8 试剂盒、PBS 缓冲液、青霉素/链霉素抗生

素、细胞培养板、细胞培养瓶：生工生物工程（上

海）股份有限公司。

1.2　仪器与设备

分析天平：XPR226CDR 型，梅特勒托利多仪

器（上海）有限公司；pH 计：FE20型，梅特勒托利多

仪器（上海）有限公司；恒温水槽：HS-800D型，上海

一恒科学仪器有限公司；台式高速离心机：TGL-

15B 型，上海安亭科学仪器厂；超声波清洗器：KM-

100DE 型，上海科导超声仪器有限公司；超低温冰

箱（-80 ℃）：905-ULTS 型，美国赛默飞世尔科技公

司；倒置显微镜：Axio Vert A1 型，德国蔡司公司；

CO2恒温培养箱：INC246型，德国美墨尔特有限公

司；酶标仪：Spectra Max M2型，美国伯乐公司。

1.3　试验方法

1.3.1　红糖提取物的制备　

称 取 20 g 红 糖 ，以 水 为 溶 剂 ，料 液 比 为

1 g：20 mL，提 取 时 间 为 150 min，提 取 温 度 为

90 ℃。旋蒸提取液，浓缩得到共 21.57 g 液体。取

旋蒸后的液体冷冻干燥 48 h，得到红糖提取物。

1.3.2　Caco-2细胞传代　

Caco-2 细胞在 DMEM 培养基中生长，培养箱

条件为 37 ℃、CO2体积分数 5%。当细胞生长 2~3 d

至对数生长期，即培养瓶中细胞即将长满时，可以

进行传代操作。取出培养瓶，倒掉培养瓶中的原

培养基，加入 5 mL PBS 缓冲液，清洗细胞 15 s 后

弃去 PBS 缓冲液。然后加入 1 mL 的 TrypLE™ 

Select 酶，使其浸没培养瓶底部的细胞，并将培养
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瓶放回培养箱中消化 1 min。取出培养瓶置于显

微镜下观察，轻拍培养瓶底部使细胞变圆并从瓶

底脱落。随后加入 5 mL 完全培养基终止消化。

使用移液管轻轻吹打培养瓶中的细胞，进一步使

细胞分散。将细胞悬液转移至 15 mL 离心管中，

于 1 000 r/min 离心 1 min。离心完成后，小心移除

上清液，保留底部的细胞沉淀。向离心管中加入

3 mL 完全培养基，轻轻吹打使细胞分散均匀。最

后，从重悬的细胞悬液中吸取 1 mL 培养基加到含

有 5 mL 完全培养基的新培养瓶中，放入培养箱中

继续培养。

1.3.3　t-BHP诱导Caco-2细胞氧化应激模型的建立　

过氧化氢是构建细胞氧化应激模型最常用的

物质［18］，在过氧化氢的刺激下，细胞会发生连接减

弱的情况；同时，过氧化氢在细胞中会引起炎症反

应，导致细胞损伤［19］。与过氧化氢相比，t-BHP 不

仅可以构建细胞氧化损伤模型，还能用于研究天然

化合物对细胞的保护作用［20］。Chen等［21］研究发现

橙皮苷能保护肝细胞免受 t-BHP诱导的细胞损伤。

Aherne 等［22］研究了黄酮类化合物对 t-BHP 和甲萘

醌诱导的 Caco-2 细胞 DNA 单链断裂的保护作用。

Ramos等［23］比较了槲皮素、熊果酸和芦丁对 t-BHP

诱导的 HepG-2细胞氧化损伤的保护作用。

将细胞接种在 96 孔板中，每孔约为 2×105 个

细胞。设置细胞培养箱的条件为 37 ℃、CO2体积

分数 5%、相对湿度 95%，将培养瓶放入培养箱培

养 24 h。在显微镜下观察细胞，当细胞即将长满

时，可以进行氧化应激模型的建立。取 143 μL 质

量分数 70% 的 t-BHP，加入 10 mL 去离子水配成

100 mmol/L 的母液，再用完全培养基将其分别稀

释为 50、100、150、200、250 μmol/L的 t-BHP溶液。

将 96 孔板中的完全培养基吸出，用 PBS 清洗

一遍，再加入含有不同浓度 t-BHP 的培养基，在培

养箱中继续培养 12 h。每孔加入 20 μL 的 CCK-8

溶液，37 ℃培养 1 h，待溶液变红后，通过酶标仪测

定样品在 485 nm 处的吸光度，并按式（1）计算细

胞存活率。

W = ( A s - A k) /（A d - A k）× 100% （1）

式中：

W——细胞存活率，%；

As——试验孔的吸光度，包含细胞、CCK-8 溶

液和红糖提取物；

Ak——空白孔的吸光度，包含 CCK-8 溶液但

没有细胞；

Ad——对照孔的吸光度，包含细胞、CCK-8 溶

液但没有红糖提取物。

1.3.4　细胞存活率的测定　

接种及培养方式同 1.3.3，将接种后的 96 孔板

放入培养箱培养 24 h。在显微镜下观察细胞，当

细胞即将长满时进行细胞存活率的测定。空白组

仅加入培养基、不含细胞；对照组加入细胞和培养

基；处理组分为 ：150 μ mol/L t-BHP、150 μ mol/L 

t-BHP 加不同质量浓度红糖提取物（质量浓度

分别为 100、200、300、400、500、1 000 μg/mL）。处

理组、空白组与对照组均设 6个复孔，培养 12 h后，

用 CCK-8法检测细胞存活率。

1.3.5　细胞内 ROS水平的测定　

接种及培养方式同 1.3.3，将接种后的 96孔板放

入培养箱中培养 24 h。在显微镜下观察细胞，当细

胞即将长满时，进行细胞内 ROS水平的测定。各组

的操作方式参考1.3.4，每组各设 6个复孔，培养 12 h。

按照ROS检测试剂盒说明书检测细胞内ROS水平。

用无血清培养基以体积比 1∶1 000稀释 DCFH-DA，

使其终浓度为 10 μmol/L。吸出原培养基，加入 200 

μL稀释后的DCFH-DA溶液，在 37 ℃，CO2体积分数

5%的培养箱中培养 20 min。用 PBS清洗 3次，洗去

残留在细胞外的 DCFH-DA。设置酶标仪的激发波

长为 488 nm，发射波长为 525 nm。细胞内 ROS 水

平按式（2）计算。

R = F/F 0 × 100% （2）

式中：

R——细胞内 ROS水平，%；

F——损伤模型组或药物干预组的荧光强度；

F0——对照组的荧光强度。

1.3.6　细胞抗氧化活性的测定　

将培养至 15~40 代的细胞接种到黑色 96 孔板

中，接种量约为 2×105个/孔。在培养箱中培养 24 h

后进行细胞抗氧化活性的测定。去除原培养基，用

PBS 清洗细胞表面。分别加入 200 μL 含有红糖提

取物（质量浓度分别为 0、50、100、200、400、500 

μg/mL）和 DCFH-DA 荧光探针（30 μmol/L）的培养

基，或加入含有槲皮素（浓度分别为 0、0.2、0.5、1.0、

2.0、4.0、10.0 μmol/L）和 DCFH-DA 荧光探针（30 

μmol/L）的培养基，每个样品设 3 个复孔。放入细
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胞培养箱中培养 1 h，去除原培养基并使用 PBS 清

洗细胞表面。每孔加入 200 μL 含有 AAPH（600 

μmol/L）的 HBSS 缓冲液。检测荧光值，设置激发

波长和发射波长分别为 485 nm 和 538 nm，每隔 5 

min 测定 1 次，共检测 1 h。CAA 值的计算公式如

式（3）所示［24］。

C = 100 -∫
0

60

AS /∫
0

60

AC × 100 （3）

式中：

C——CAA 值；

∫
0

60

AS——加入不同质量浓度红糖提取物后的

时间（0~60 min）-荧光强度曲线下

的积分面积；

∫
0

60

AC——空白对照组的时间（0~60 min）-荧

光强度曲线下的积分面积；

红糖提取物的半数有效质量浓度（EC50）根据

lg （C/D）对 lg G 的中效原理来计算。其中 C 为样

品作用效应（CAA 值），D 为 100-CAA 值，G 为红

糖提取物的质量浓度。EC50值以 3 次平行试验计

算得出，将 EC50值转化为 CAA 值。红糖提取物的

CAA 值以每克红糖提取物中含有槲皮素的物质的

量计（μmol/g）。

1.3.7　红糖中总酚质量分数测定　

用去离子水分别配制 0.02 mg/mL 的没食子酸

标准溶液、0.25 mol/L 的福林酚试剂和质量分数

15% 的 Na2CO3溶液。分别取 0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、

1.0 mL的没食子酸标准溶液置于不同的试管中，并

用去离子水将每个试管中的总体积补至 1 mL。接

着向每管中加入 0.5 mL 福林酚试剂，静置 3 min后

再加入 1 mL 的 Na2CO3 溶液 ，静置 30 min。以

Na2CO3溶液为空白对照，设置分光光度计波长为

760 nm，测定并记录各样品的吸光度，绘制标准曲

线。采用相同的方法处理红糖提取物，根据吸光度

和标准曲线计算红糖提取物中的总酚质量分数。

1.3.8　高效液相色谱法测定酚类化合物质量分数　

分别配制质量浓度为 0.1 mg/mL 的绿原酸、香

豆素、原儿茶酸、咖啡酸、没食子酸、芹菜素、香草

酸、氯化矢车菊素、木犀草素、阿魏酸的甲醇标准溶

液，各取 1 mL 于试管中混匀，然后分别取 0.1、0.2、

0.3、0.4、0.5 mL 混合标准溶液置于不同的试管中，

用甲醇将每个试管的总体积补至 1 mL。对红糖提

取物进行相同的稀释处理。于 12 000 r/min 离心

5 min，用 0.22 μm 的滤膜过滤，最后装入液相小瓶

中，4 ℃下保存待测。

采用高效液相色谱法对 10 种酚类标准溶液、

5 个梯度混合标准溶液和 3 个红糖提取物进行测

定。通过比较各酚类标准品色谱图中的保留时

间、混合标准品色谱图的保留时间和峰面积绘制

10 种酚类化合物的质量浓度响应曲线，并计算红

糖提取物中 10种酚类化合物的质量浓度。高效液

相 色 谱条 件 为 ：C18 色 谱 柱（250 mm×4.6 mm×5 

μm），检测波长 280 nm，柱温 30 ℃，进样量 10 μL。

流动相 A 为 V（甲醇）∶V（乙酸）∶V（水）=10∶2∶88，

流动相 B 为 V（甲醇）∶V（乙酸）∶V（水）=90∶2∶8，流

量为 0.7 mL/min。流动相 A 按以下梯度程序洗

脱：0~45 min，0~50%；45~70 min，50%~100%。

1.3.9　酚酸种类测定　

采用 HPLC-MS/MS 对红糖提取物中的酚酸种

类 进 行 测 定 。 HPLC 条 件 ：色 谱 柱 为 BEH C18

（2.1 mm×150 mm×1.7 μm），进样量 5 μL，柱温 45 ℃，

检测波长 280 nm，流量 0.3 mL/min。流动相 A 为体

积分数 0.1% 的甲酸，流动相 B 为体积分数 100% 的

乙腈。动相 A 按以下梯度程序洗脱：0~40 min，

100%~70%；40~45 min，70%~20%；45~50 min，20%~

0；50~55 min，0~100%。质谱条件：电离模式为 ESI+，

毛细管电压 3 500 V，锥孔电压 30 V，离子源温度

100 ℃，脱溶剂气体温度 400 ℃，脱溶剂气体流量

700 L/h，锥形气体流量 50 L/h，碰撞能量 6 eV，探测

器电压 1 800 V，质荷比（m/z）20~2 000。

1.4　数据处理

所有试验均重复 3 次，结果以平均值±标准偏

差的形式表示。使用 SPSS 软件（IBM SPSS 20）对

数据进行统计分析，Duncan法做多重比较，P<0.05

表示差异显著。使用 Origin 8.0软件作图。

2　结果与讨论

2.1　细胞试验结果

2.1.1　t-BHP作用浓度的确定　

采用 CCK-8 法测定细胞存活率时，选择使细

胞存活率接近 60% 的浓度作为损伤剂量，以建立

Caco-2 氧化损伤模型。如图 1 所示 ，除浓度为

50 μmol/L的 t-BHP，其余浓度下的 t-BHP均显著抑

制了 Caco-2 细胞的生长。当浓度超过 150 μmol/L
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时，细胞损伤过度，不适合作为细胞氧化损伤模型。

当 t-BHP 浓度为 150 μmol/L 时，细胞存活率约为

60%，因此选择 150 μmol/L 的 t-BHP 来构建 Caco-2

细胞损伤模型，且此浓度下的氧化损伤可恢复。

2.1.2　红糖提取物质量浓度的确定　

红糖提取物质量浓度为 100~500 μg/mL 时均

未对细胞的增殖产生不利影响，见图 2。红糖提取

物可促进 Caco-2 细胞的增殖，因此后续试验中这

5种质量浓度的红糖提取物均可选用。

2.1.3　红糖提取物对氧化应激细胞存活率的影响　

红糖提取物质量浓度对氧化应激细胞存活率

的影响见图 3。对照组（仅添加 t-BHP组）的细胞存活

率显著下降，仅为71.26%。加入不同质量浓度的红糖

提取物后，细胞存活率与对照组相比显著升高。当

红糖提取物质量浓度为 200、500 μg/mL 时，细胞存

活率分别是对照组的 1.56 倍和 1.62 倍。表明红糖

提取物不仅能够显著提高 Caco-2 的细胞存活率，

而且可以抑制 t-BHP造成的氧化损伤。

2.1.4　红糖提取物对细胞内 ROS水平的影响　

与 空 白 对 照 组 相 比 ，添 加 了 浓 度 为

150 μmol/L 的 t-BHP 后，Caco-2 细胞内的 ROS 水

平显著提高，见图 4。随着红糖提取物质量浓度

的升高 ，细胞内 ROS 水平逐渐下降 ，表明其对

ROS 的清除能力逐渐增强。当红糖提取物的质

量浓度达到 1 000 μg/mL 时，ROS 水平比对照组

下降了 30.19%，表明红糖提取物能够显著降低

细 胞 内 ROS 水 平 ，对 细 胞 具 有 很 好 的 保 护

作用。

不同字母表示差异显著（P<0.05）。

图 2　红糖提取物对 Caco-2细胞存活率的影响

Fig. 2　Effect of non-centrifugal sugar extract on the viability 

of Caco-2 cells

不同字母表示差异显著（P<0.05）。

图 1　t-BHP浓度对 Caco-2细胞存活率的影响

Fig. 1　Effect of t-BHP concentration on the viability of 

Caco-2 cells
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不同字母表示差异显著（P<0.05）。

图 3　红糖提取物质量浓度对 Caco-2细胞存活率的影响

Fig. 3　Effect of the mass concentration of non-centrifugal 

sugar extract on the viability of Caco-2 cells

不同字母表示差异显著（P<0.05）。

图 4　红糖提取物质量浓度对 Caco-2细胞内 ROS水平的影响

Fig. 4　Effect of the mass concentration of non-centrifugal 

sugar extract on ROS level in Caco-2 cells
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2.1.5　红糖提取物对细胞抗氧化活性的影响　

DCFH-DA 和抗氧化剂促进 ROS 猝灭的原理

如图 5 所示。DCFH-DA 进入细胞后发生脱乙酰

化，以 DCFH 的形式存在［9］。此时向反应体系中添

加自由基发生器——AAPH，可促进细胞体系内产

生自由基。这些外源性自由基与细胞内本身存在

的内源性 ROS 一起，可以将细胞内的 DCFH 氧化

成具有荧光性的 DCF。如果此时有外源性抗氧化

剂进入细胞，就能够猝灭自由基防止 DCFH 被氧

化成 DCF［10］，猝灭自由基的方式共 5 种：1）外源性

抗氧化剂能够在 ROS 接触到 DCFH 染料之前竞争

性地猝灭 ROS；2）与 AAPH 直接反应，防止自由基

形成；3）抑制脂质过氧化；4）与烷基过氧自由基反

应；5）抑制细胞内氧化［8］。

ROS是一类氧衍生的小分子，包括氧自由基超

氧化物（O2
-·）、羟基（·OH）、过氧烷基（RO2·）和烷

氧基（RO·）以及某些非自由基等［25］，与多种疾病的

发病机制密切相关［26］。在低浓度时，ROS在调节细

胞内信号传导和维持细胞内稳态方面具有重要作

用，如抵御病原体入侵、清除恶性细胞、促进伤口愈

合等［27］。当细胞受到外界刺激时，会产生大量的

ROS，为了应对这种氧化应激，细胞会提高抗氧化

酶活性［28］。近年来，由于人们频繁暴露于污染物、

药物、电离辐射、重金属离子等各种刺激物，这些外

源性因素成为引发氧化应激的重要原因。与槲皮

素结果类似，红糖提取物能够有效抑制细胞内的

DCFH 转化为 DCF，且随着红糖提取物质量浓度的

增加，细胞内的荧光强度逐渐减弱，见图 6。

根据结果计算出 CAA 值，依据公式进一步计

算出 lg （C/D）及 lg G，并绘制红糖提取物的中效

原理图，见图 7。拟合方程 lg （C/D）=1.705 1×lg G-

5.083 1、lg （C/D）=2.064 4×lg G-5.583 5、lg （C/D）=

1.852 4×lg G-5.388 6，尽管这 3 个试验得出的 R2并

不高，但结合其他试验结果可知，其结果仍然可

用［29］。EC50是根据中值效应曲线的线性拟合方程，

在 C/D=1时计算得出的质量浓度，计算出红糖提取

物的 EC50为 758.32 μg/mL。同时参照 Wolfe等［29］的

研究，使用槲皮素作为标准品进行抗氧化试验，以

槲皮素的质量浓度为横坐标，CAA 值为纵坐标作

图，得到标准曲线 y=18.745x0.433 11，见图 8。通过该

标准曲线求得对应的横坐标值，即为每克红糖提取

ROO· —烷基过氧自由基；ROS—活性氧；RNS—活性氮；XH/X· —

抗氧化剂/抗氧化自由基；LH/LOO· —脂质过氧自由基。

图 5　抗氧化剂与 DCFH-DA 的作用机制

Fig. 5　Mechanism of action of antioxidants and DCFH-DA
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图 6　红糖提取物、槲皮素抑制 Caco-2细胞中 DCFH 向 DCF转化的动力学曲线

Fig. 6　Kinetic curves of DCFH to DCF conversion in Caco-2 cells inhibited by non-centrifugal sugar extract and quercetin 
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物中含有槲皮素的物质的量，从而计算出细胞的

CAA 值为 12.27 μmol/g。有研究表明，红糖提取物

的抗氧化能力低于黑加仑酚类提取物和红茶酚类

提取物，但高于荔枝果肉酚类提取物。由于该试验

中使用的红糖酚类提取物是混合物，无法比较单独

酚类化合物的抗氧化效果。在未来的研究中，作者

将会对红糖提取物进行纯化，分离出不同的酚类化

合物单体，然后按照红糖酚类提取物中主要酚类的

质量比配制混合物，并对主要的酚类化合物单体和

混合物的抗氧化活性进行比较。

2.2　红糖提取物中酚类化合物的质量分数

通过没食子酸标准曲线计算得到红糖中总酚

质量分数为 5.91 mg/g。利用高效液相色谱对混合

标准品和红糖提取液中的酚类化合物进行分离，

色谱图见图 9~10。结果表明红糖中含有的 6 种酚

类化合物种类和质量分数分别为 ：原儿茶酸

（0.43±0.04） mg/g、香草酸（0.86±0.07） mg/g、绿原酸

（1.41±0.03） mg/g、氯化矢车菊素（1.44±0.08） mg/g、

香豆素（0.40±0.03） mg/g、芹菜素（0.11±0.02） mg/g 。

推测红糖中酚类化合物质量分数可能与原料、生

产商采用的工艺以及贮存条件等因素有关，而同

一品种不同批次红糖间的总酚质量分数差别

不大［30］。

2.3　红糖提取物中的酚酸种类

采用 HPLC-MS/MS测定红糖提取物的酚酸总

离子流液相色谱图，见图 11。通过分析发现，除了

2.2中鉴定的酚类化合物外，红糖提取物中还含有

2-羟基苯乙酸、4-羟基苯甲酸、6-甲基水杨酸、丁香

酸、邻羟基肉桂酸和水杨酸，见表 1。
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图 7　中效原理图

Fig. 7　Median effect plots
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图 8　槲皮素抑制过氧自由基诱导 DCFH 氧化剂量反应曲线

Fig. 8　Dose-response curves for the inhibition of peroxyl 

radical-induced DCFH oxidation by quercetin

1—没食子酸；2—原儿茶酸；3—香草酸；4—绿原酸；5—咖啡酸；6—氯化矢车菊素；7—香豆素；8—阿魏酸；9—木犀草素；10—芹菜素。

图 9　10种酚类化合物标准样品的高效液相色谱图

Fig. 9　High-performance liquid chromatography of ten standard samples of phenolic compounds
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图 11　红糖提取物的总离子流液相色谱图

Fig. 11　Total ion flow chromatogram of non-centrifugal sugar extract

表 1　高效液相色谱串联质谱法鉴定的酚酸参数

Table 1　Parameters of phenolic acids identified by HPLC-MS/MS

化合物名称

2-羟基苯乙酸

4-羟基苯甲酸

6-甲基水杨酸

丁香酸

邻羟基肉桂酸

水杨酸

保留时间/min

2.34

3.24

2.34

2.34

1.14

3.24

m/z

197.049 8

137.024 9

197.049 8

197.049 8

327.092 2

137.024 9

碰撞能量/eV

105，150

68

105，150

105，150

493

68

分子式

C8H8O3

C7H6O3

C8H8O3

C8H8O3

C9H8O3

C7H6O3

结构式

1—原儿茶酸；2—香草酸；3—绿原酸；4—氯化矢车菊素；5—香豆素；6—芹菜素。

图 10　红糖提取物中酚类化合物的高效液相色谱图

Fig. 10　High-performance liquid chromatography of phenolic compounds in non-centrifuge sugar extract
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3　结论

作者对红糖提取物的细胞抗氧化活性及其成

分进行了研究。结果表明，红糖提取物能够有效降

低由 t-BHP 诱导的细胞凋亡并改善细胞的氧化损

伤，可显著降低细胞内 ROS 水平。当红糖提取物

质量浓度为 1 000 μg/mL 时，细胞内 ROS 水平比对

照组下降了 30.19%，红糖提取物的 CAA 值达到了

12.27 μmol/g。红糖提取物中含有原儿茶酸、香草

酸、绿原酸、氯化矢车菊素、香豆素、芹菜素、2-羟基

苯乙酸、4-羟基苯甲酸、6-甲基水杨酸、丁香酸、邻羟

基肉桂酸和水杨酸等酚类化合物，可能是发挥抗氧

化活性的物质。该研究为红糖及其相关产品的进

一步研究和开发提供了理论依据。
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