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摘要：本文主要在研究了豆奶甲醇提取物有无抗氧化活性的基础上，分析鉴定了其可能存在的抗氧化物质，为相关研究提供理

论依据。测定抗氧化能力的方法包括 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical, DPPH)法和铁离子还原能力(Ferric 

reducing antioxidant power ,FRAP)法。比色法测定总酚含量和总黄酮含量。通过超高效液相-四极杆飞行时间串联质谱(Ultra-high 

performance liquid chromatography-quadruple time-of-flight-mass spectrometry, UHPLC- QTOF-MS)测定豆奶甲醇提取液中活性成分的种

类和含量。实验表明，豆奶甲醇提取液具有一定的抗氧化性，且 DPPH 法和 FRAP 法测定豆奶抗氧化值不存在显著性差异。豆奶甲

醇提取物的总酚含量(285.77±2.93 µg/mL)远高于总黄酮含量(11.27±0.51 µg/mL)。鉴定出 5 种化合物，其中只有 6,7,4'-三羟基黄酮和

Rha-Ara-GlcA-SoyB 与抗氧化值存在正相关性。异黄素和大豆甙元两种异黄酮与抗氧化值存在着负相关，6,7,4'-三羟基黄酮可能是主

要的抗氧化物质。 
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Abstract: The paper mainly investigated the antioxidaative capacity of the soymilk methanol extracts and analyzed the possible existing 

antioxidants. DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) method and FRAP (Ferric reducing antioxidant power ) method were used to 

analyze the antioxidative capacity of soymilk methanol extracts. The total contents of phenolics and total flavonoids were identified by 

colorimetric method.The kinds and contents of bioactivities of flavonoids were identified by ultra-high performance liquid 

chromatography-quadruple time-of-flight-mass spectrometry( UHPLC- QTOF-MS).The results showed that the methanol extracts of soymilk 

owned antioxidative activity. The antioxidative values showed no difference between DPPH and FRAP methods. Total phenolics content 

(285.77±2.93 µg/mL) was higher than total flavonoids content (11.27±0.51 µg/mL) in soymilk methanol extract. The compounds were 

identified and quantified by UHPLC- QTOF-MS.Among five bioactivities identified, 6,7,4'-Trihydroxyflavone and Rha-Ara-GlcA-SoyB 

showed positive correlation with their antioxidant values. However, genistein and daidzein perform negative correlation with antioxidant values. 

6,7,4'-Trihydroxyflavone may be the main compound attributing to antioxidation of the commercial soymilk . 
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人体许多慢性疾病的发生与人体自由基过度产生

密不可分，所以清除自由基研究一直是世界范围内科

学研究的热点。许多研究表明酚类化合物，黄酮类化 

收稿日期：2013-04-16 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（31171930）；中央高校基本科研业

务费专项资金(XDJK2013A014)；西南大学博士启动基金项目（SWU112016） 

作者简介：张华（1982-），女，博士，果品营养与安全 

通讯作者：于杰（1978-），男，博士，副教授，主要从事植物鉴定研究 

合物是重要的抗氧化生物活性物质[1]。豆奶是一种以

大豆为主要生产原料的饮品，因其营养价值高及口味

醇香等原因，深受欧美消费者喜爱。现代研究分析表

明，豆制品中含有丰富的黄酮类化合物[2]，尤其是丰

富的异黄酮，这一点赋予大豆及其制品特别的重要性。

大豆异黄酮对于预防癌症、骨质疏松症、动脉硬化症

和妇女更年期综合症都起到重要的作用[3]。关于酚类

物质和黄酮类化合物的抗氧化机理，现代研究表明主
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要分为两大类：一类是络合具有促进氧化作用的金属

离子，另一类是清除自由基。黄酮类化合物将氢供给

脂类化合物自由基，自身转变成酚基自由基。酚基自

由基的稳定性降低了自动氧化链反应的传递速度, 从

而抑制脂类进一步被氧化[4]。测定抗氧化性的方法很

多，其中 DPPH法和 FRAP 法是较常用的实验方法。

UHPLC- QTOF-MS 现代分析技术，具有很好的分离

鉴定生物活性物质的能力[5]。研究抗氧化性与抗氧化

物质之间的关系，一直是抗氧化研究领域主要内容之

一，但是关于商业豆奶抗氧化研究报道不是很深入和

系统性，关于其可能的抗氧化物质说法亦说法不一。

本文主要对豆奶甲醇提取液的抗氧化性进行测定，以

及总酚和总黄酮测定,同时利用现代先进分析技术鉴

定其主要的生物活性物质，以及分析其与抗氧化性可

能存在的关系，鉴定出豆奶中主要的抗氧化物质。旨

在为豆奶抗氧化性相关研究提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料及试剂 

豆奶饮品(品牌：Great value，Original Soymilk 

Organic, Ultra-Pasteurized，xx 厂家)购买自沃尔玛超

市，4 ℃冰箱保存，避光。 

甲醇(HPLC 级)、乙腈(HPLC 级)、超纯水(HPLC

级) 美国 Honeywell公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼、

三水乙酸钠、冰醋酸、三吡啶三吖嗪（2,4,6-、

Tripyridyl-s-triazine, TPTZ）、三氯化铁、六水氯化铝、

抗坏血酸(维生素 C，Vc)、福林酚试剂、7-羟基香豆

素美国 Sigma-Aldrich 公司。 

1.2  仪器与设备 

Thermo Scientific Sorvall® Legend RT 型台式低

温离心机美国 Thermo Fisher Scientific 公司：岛津

UV2401PC 型紫外-可见分光光度计日本岛津公司；

Waters ACQUITY UPLC-MICRASS® Q-Tof 

PREMIERTM 飞行时间质谱仪（Waters，Millford，

MA，英国），配有 ESI电离源接口和 Lock-spray接口；

Milli-Q 去离子水发生器美国 Milli-Q 纯水系统。 

1.3  实验方法 

1.3.1  实验样品制备 
取豆奶 1 mL加入 8 mL的无水甲醇，在 4 ℃条

件下，以 3100 r/min 离心 30 min。取 3 mL上清液为

试验样品。每个样品 4 个重复。 

UHPLC-QTOF-MS 样品的制备。取 500 µL的甲

醇提取液,加入到 1.5 mL样品瓶，再加入 500 µL 80%

甲醇（7-羟基香豆素为内标化合物，浓度为 0.036 

mg/mL），震荡 30 s，超声30 s，在摇床上缓慢提取 2 h。

最后 4 ℃条件下，3100 r/min 离心 30 min，取上清液

50 µL用于 UHPLC-QTOF-MS 分析检测。 

1.3.2  DPPH 法测定抗氧化性 

参照 Gyamfi等人的测试方法[6]。准确吸取50 µL

提取物，加入 450 µL Tris-HCl缓冲溶液（50 mM, pH 

7.4），混匀之后加入 1.0 mL 0.1 mM DPPH甲醇溶液。

将混合好的待测溶液,充分混匀,室温下避光静置 30 

min。测定517 nm处样品吸光值，吸光值越低，表明

样品抗自由基能力越强。Vc 水溶液为标样作标准曲线, 

得到吸光度(y) Vc 含量(x)之间的回归方程。样品清除

DPPH·自由基抗氧化能力用 VCEAC(Vitamin C 

equivalent antioxidant capacity) 来表示 , 单位采用

µg/mL。每个样品重复 4 次。 
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注：Ai 为加空白甲醇的 DPPH·吸光度；Aj 为加样品反应

后的 DPPH·吸光度。 

1.3.3  FRAP 法测定抗氧化能力 

参照 Benzie[7]等的方法。取 100 µL的提取物，加

入 3 mL已经预先混合的 FRAP 反应试剂（10 体积 0.1 

mol/L醋酸缓冲液（pH 3.6）：1体积10 mmol/L TPTZ(溶

于 40 mmol/L盐酸)：1体积 20 mmol/L三氯化铁）。

震荡 30 s，超声 30 s，反应 10 min，混合均匀在 593 nm

下测定吸光度。Vc 水溶液为标样作标准曲线，得到吸

光度（y）与 Vc 含量(x)之间的回归方程。样品还原三

价铁离子抗氧化能力用 VCEAC（Vitamin C equivalent 

antioxidant capacity）来表示，单位采用 µg/mL。每个

样品重复 4 次。 

1.3.4  总酚含量的测定 

参照 Slinkard K等[8]的方法。取500 µL提取物加

入 6.0 mL的蒸馏水中，加入 1.0 mL福林酚试剂。1 min

后，加入 2 mL 15%碳酸钠溶液,加蒸馏水定容至 10 

mL。充分混匀，在室温下，避光放置 2 h，在 760 nm

下测吸光度。以阿魏酸甲醇溶液做标准曲线，得到吸

光度（y）与阿魏酸含量（x）之间回归方程，样品的

总酚含量换算为每毫升样品中的含量（µg/mL）。每个

样品 4 个重复。 

1.3.5  总黄酮含量的测定 

参照 Eberhardt等[9]的方法。准确吸取 0.25 mL提

取物，加入 1.25 mL的蒸馏水，加入 75 µL的亚硝酸

钠溶液混匀。6 min 之后加入 150 µL 10% AlCl3·6H2O

溶液静置 5 min。之后加入 0.5 mL 1 M NaOH溶液. 最

http://www.google.com.hk/url?sa=t&rct=j&q=sorvall+legend+rt+centrifuge&source=web&cd=6&ved=0CFsQFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.vectorscientific.co.uk%2Fimgdir%2F83163pf_Sorvall_Legend_T_and_RT.pdf&ei=-N_mUN3QNcbPkAWZ1oDQAQ&usg=AFQjCNH5ml85Mb7-9xI8t2YUe_pXSueFWg&bvm=bv.1355534169,d.aGc&cad=rjt
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终加蒸馏水至 3.0 mL，混合均匀。在510 nm 处测定

吸光度。以芦丁甲醇溶液做标准曲线,得到吸光度(y)

与芦丁含量(x)之间回归方程。样品中总黄酮的含量换

算为每毫升样品中芦丁的含量（µg/mL）。每个样品 4

个重复。 

1.3.6  色谱条件 

参照 Brechenmacher等[10]实验方法采用 Waters 超

高效液相色谱(UPLC)。色谱柱：UPLC BEH C18 柱（2.1 

mm×150 mm，1.7 µm）（Waters Acquity）柱温为 60 ℃；

自动进样器温度：4 ℃；进样体积 5 µL；流动相；0.1%

醋酸水溶液(A)-乙腈(B)；流速：0.56 mL/min；洗脱程

序：0min~30 min，5~70% B；30 min~33 min，70~95% 

B；33 min~36.1 min，95% B；36.1 min~39 min，95% 

A。 

1.3.7  质谱条件 

UHPLC-MS 接口为电喷雾离子化源（ESI），负离

子模式；去溶剂气体流 850 L/h （350 ℃）；锥孔气体

流速 50 L /h （120 ℃）；质量扫描范围 50~2000 m/z。

质量锁定（Lock Mass）参照溶液为蜜三糖（Raffinose，

[M-H]-503.1612）。蜜三糖浓度为 50 fmol/mL，流速 0.2 

mL/h。 

1.3.8  数据的统计与分析 

UHPLC-QTOF-MS 数据通过 AMDIS 软件，

MET-IDEA软件，LC/MSD Trap 5.2软件,以及结合实

验室自建生物活性物质数据库对色谱质谱数据进行分

析。通过 Origin7.5 软件进行做图分析。Microsoft Excel

软件及 SPSS 软件对实验数据进行分析。 

2  结果与讨论 

2.1  豆奶甲醇提取物抗氧化性测定 

表 1 豆奶甲醇提取液抗氧性测定 

Table 1 Antioxidation of soymilk in methanol extracts  

样品名称 
DPPH 抑制力 

/(µg/mL) 

FRAP 还原力 

/(µg/mL) 

豆奶甲醇提取液 252.71±11.70 224.33±3.76 

由表 1 可知，利用 DPPH法测定抗氧化值,豆奶甲

醇提取物达到 252.71±11.7 µg/mL。利用FRAP 法测得

豆奶甲醇提取物的抗氧化值达到 224.33±3.76 µg/mL。

两种方法测定结果，不存在显著性差异（P>0.05）。 

2.2  豆奶甲醇提取物中总酚和总黄酮含量的

测定 

表 2 豆奶甲醇提取液中的总酚和总黄酮含量 

Table 2 Total phenolics and total flavonoids content in extracts 

of soymilk  

样品名称 
总酚含量 

/(µg/mL) 

总黄酮含量 

/(µg/mL) 

豆奶甲醇提取物 285.77±2.93 11.27±0.51 

由表 2 可知,豆奶的总酚和总黄酮含量分别为

285.77±2.93 µg/mL和 11.27±0.51 µg/mL，前者含量远

远大于后者的含量，总酚含量大约是总黄酮含量的 2

倍（见表 2）。两者存在着极显著差异（P<0.01）。 

2.3  UHPLC-QTOF-MS 法分析豆奶甲醇提取

液中生物活性物质的种类和含量 

表 3 UPLC-QTOF-MS鉴定豆奶甲醇提取液中生物活性物质 

Table 3 Compounds’ identification in methanol extracts of soymilk by UPLC-QTOF-MS 

峰号 化合物名称 化学分子式 
相对分子

量/(g/mol) 

理论分子离

子峰/(m/z) 

实际分子离

子峰/(m/z) 

理论保留

时间/min 

实际保留

时间/min 

1 7-羟基香豆素 C9H6O3 162.14 161.02 161.00 4.25 4.30 

2 金雀异黄素 C15H10O5 270.24 269.04 269.00 5.96 5.90 

3 大豆甙元 C15H10O4 254.24 253.05 253.10 6.38 6.40 

4 6,7,4'-三羟基黄酮 C15H10O5 270.24 269.04 269.00 7.30 7.70 

5 
Ara-Rha-GlcA-Bayogenin/ Quercetin 

3-[rhamnosyl-(1->2)-alpha-L-arabinopyranoside] 
C26H28O15 580.49 941.51 941.50 17.88 17.40 

6 Rha-Ara-GlcA-SoyB/1,2-Dihydrodehydroguaiaretic acid C20H22O4 326.39 911.50 911.50 18.30 17.90 

经过 UHPLC-QTOF-MS 对豆奶水和甲醇提取物

分析，经 LC/MSD Trap 5.2 软件得到豆奶提取物总离

子流图和质谱图。利用 AMDIS 软件，MET-IDEA 软

件以及标准化合物数据库信息，以内标法（7-羟基香

豆素为内标化合物）对鉴定出的化合物进行定性和定

量计算[11]。从图 1、图 2、表 3 及表 4 中可以看出，

豆奶中大约有 30 多个峰被检测到。最终被确定的化合

物为 7-羟基香豆素（1 号峰，内标化合物），金雀异黄

素（2 号峰）、大豆甙元（3 号峰）、6,7,4'-三羟基黄酮

(4 号峰 ) ， Ara-Rha-GlcA-Bayogenin （5 号峰），
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Rha-Ara-GlcA-SoyB（6 号峰）。具体数据分析过程，

参见文献[12~13]。 

 

图 1 豆奶甲醇提取液总离子流图 

Fig.1 Total ion chromatogram ofmethanol extracts of soymilk 

注：1.7-羟基香豆素；2.金雀异黄素；3.大豆甙元；4.6,7,4'-

三羟基黄酮； 5.Ara-Rha-GlcA-Bayogenin； 6.Rha-Ara-GlcA- 

SoyB。 

由表 4 可知，豆奶中主要检测出的生物活性物质

包括金雀异黄素，大豆甙元，6,7,4'-三羟基黄酮，

Ara-Rha-GlcA-Bayogenin 和 Rha-Ara-GlcA-SoyB 共 5

种生物活性物质。各种化合物含量存在显著性差异

（P<0.05）。其中 6,7,4'-三羟基黄酮（785.07±58.93 

µg/mL）和 Ara-Rha-GlcA-Bayogenin （656.34±32.47b）

含量较高，金雀异黄素含量最低（159.17±5.73 

µg/mL）。 

 

 

 

图 2 豆奶甲醇提取液被鉴定化合物峰质谱图 

Fig.2 Mass spectrum of six compounds identified in methanol 

extracts of soymilk 

表 4 豆奶甲醇提取物活性物质种类及含量(平均值±标准偏差,4个重复) 

Table 4 Kinds and content of bioactivities in soymilk methanol extracts 

样品名称 
金雀异黄素 

/(µg/mL) 

大豆甙元 

/(µg/mL) 

6,7,4'-三羟基黄酮 

/(µg/mL) 

Ara-Rha-GlcA-Bayogenin 

/(µg/mL) 

Rha-Ara-GlcA-SoyB 

/(µg/mL) 

豆奶甲醇提取物 159.17±5.73e 455.35±20.57c 785.07±58.93a 656.34±32.47b 326.36±21.82d 

注：小写字母代表显著性差异。 

2.4  相关性分析 

表 5 豆奶抗氧化性与生物活性物质种类和含量相关性分析 

Table 5 Correlation analysis between antioxidation and content 

/kinds of bioactivities in soymilk 

 
清除 DPPH 自 

由基的能力 

FRAP 铁离 

子还原力法 

清除 DPPH 自由基的能力 ×× ×× 

FRAP 法还原力 

总酚含量 

0.48 

0.19 

×× 

-0.57 

总黄酮含量 -0.72 -0.90 

金雀异黄素 -0.93 -0.16 

大豆甙元 -0.82 0.46 

6,7,4'-三羟基黄酮 0.52 0.93 

Ara-Rha-GlcA-Bayogenin -0.74 -0.86 

Rha-Ara-GlcA-SoyB 0.01 0.40 

由表5可知，总酚含量与FRAP 法存在着负相关，

总黄酮含量和抗氧化性呈现负相关。金雀异黄素，大

豆甙元和 Ara-Rha-GlcA-Bayogenin 也基本与抗氧化性

呈现负相关，但 6,7,4'-三羟基黄酮和 Rha-Ara- 

GlcA-SoyB与两种抗氧化值存在着正相关，其中6, 7, 

4'-三羟基黄酮含量与FRAP 法测定抗氧化值相关性达

到 0.93。 

3  结论 

3.1  豆奶饮品因其含有丰富的营养物质及生物活性

物质，成为科学研究的热点。但是关于其抗氧化活性

的有无及影响其抗氧化物质的种类的研究，说法不一。

本文在传统抗氧化研究技术的基础上，结合现代

HPLC-QTOF-MS 

3.2  先进分析技术，深入研究了豆奶中主要存在的生

物活性物质，及分析可能存在的抗氧化物质。整个实

验过比较了两种常规体外抗氧化测定方法的异同，测

定了主要的生物活性物质总酚和总黄酮的含量。以及

鉴定出 5 种生物活性物质，并对整个抗氧化测定值和

生物活性物质含量进行相关性分析。由抗氧化测定值
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可知豆奶商业饮品具有一定的抗氧化性。总酚含量和

抗氧化值存在正相关，但黄酮类化合物总含量，以及

两种异黄酮和一种皂苷元与其抗氧化性存在着负相

关。但 6,7,4'-三羟基黄酮以及 Rha-Ara-GlcA-SoyB 与

抗氧化存在着正相关。这些物质具备抗氧化的结构特

点，即具有酚羟基或者具有羧基。有研究表明酚羟基

与自由基结合的化合物,由于羟基中氧原子的 pπ 共轭

效应具有强烈的斥电子作用,使得与活性自由基反应

后生成的黄酮自由基更稳定[14]。本实验未鉴定出酚类

物质，有待进一步研究。本文结果表明豆奶中的异黄

酮与抗氧化性存在着负相关，6,7,4'-三羟基黄酮可能是

主要的抗氧化物质。 
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