
0 引言

油橄榄（Olea europaea L.），木犀科（Oleaceae）

木犀榄属（Olea）常绿乔木，又名齐墩果、洋橄榄、欧

橄榄，是亚热带重要经济林木和地中海地区生产橄

榄油的重要来源[1]。我国油橄榄的引种始于20世纪

60年代，主要分布于四川、云南、甘肃、广东等地区，

到 2015年底其种植面积已达 600余 km2[2]。油橄榄

果实能榨取营养丰富的橄榄油，可作为食用、工业、

药用的原料，具有预防心脑血管疾病，糖尿病以及

防癌、抗衰老、增进消化系统等功能，是一种非常完

美的“功能性食品”，在国际上被誉为“飘雪的软黄

金”。 由于油橄榄果实价值大，现已实现大规模种

植，但在工业化加工榨取橄榄油的同时，叶片直接

被丢弃或焚烧，不仅造成环境和生态的破坏，还大

大的浪费了资源[3]。研究表明，油橄榄叶片主要含

有橄榄苦苷（Oleuropein）、黄酮（Flavonoids）、羟基酪

醇（Hydroxytyrosol）等酚类化合物[4]。橄榄苦苷是一

种无毒的裂环烯醚萜苷类化合物，广泛存在于木犀

科的植物中，是橄榄油中的一种苦味素[5]，也是橄榄

叶的主要活性成分，而且油橄榄叶中橄榄苦苷含量

也远高于油橄榄果实和树皮[6]。有研究表明，橄榄

苦苷的苦味是强效抗氧化剂，具有多种药理活性[7]，

如抗氧化、抑菌 [8]、抗炎 [9]、抗紫外线 [10]、抗高血压
[11-12]、降血糖 [13]、抗病毒 [14]、抗癌 [15]以及保肾等作用，

同时油橄榄叶中抗氧化活性成分比橄榄油高 100

倍。但目前油橄榄叶并没有得到充分利用。

不同温度储存条件下，油橄榄叶中橄榄苦苷含

量有所不同。故本试验以油橄榄叶为材料，使用 3

种干燥方式，分别存储于－80、－20、4、25℃温度条
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件下，探索橄榄苦苷储存最佳温度，为油橄榄叶中

橄榄苦苷的生产以及综合开发利用提供理论依据

和技术支持。通过对油橄榄叶存储条件的探索，使

油橄榄叶副产品增值，合理开发利用其资源。

1 材料与方法

1.1 试验材料

新鲜橄榄叶片，于 2018年 11月 25日在凉山州

西昌市西溪乡中泽油橄榄庄园取自8年生小苹果油

橄榄树品种，采摘后置于常温条件运往实验室，进

行叶片处理。

1.2 试剂与仪器

橄榄苦苷标准品（成都曼思特生物技术公司，

纯度≥98％），乙腈（Geel.Belglum.NJ.USA，色谱

纯），甲醇（成都科龙化学品公司，分析纯），液氮。

KQ-300DV型数控超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司），Agilent 1260 HPLC（美国Agilent公

司），UV-vis DAD 检测器，C18 色谱柱，UV-1750 型

紫外分光光度计（Shimadzu，日本），FA2004B 型电

子天平（上海精天电子仪器有限公司），UPT-T-101

型超纯水器（成都超纯水科技有限公司），研钵，

SCIENTZ-12N型真空干燥机(宁波新芝生物科技股

份有限公司)，TST101A-1B型电热鼓风干燥箱(成都

特思特仪器有限公司)，W135型高速万能粉碎机。

2 试验方法

2.1 油橄榄叶处理

油橄榄叶采摘后清水洗净，分别进行 3种处理

方式干燥（表1），粉粹，粉末过80目筛得到3种处理

方式下的油橄榄叶片粉末样品。

将3种干燥条件下的样品分别储存于不同温度

条件下：－80、－20、4、25 ℃。为减少实验误差，设

置 3组重复。7 d后对试验的叶片样品进行橄榄苦

苷含量的测量，记录并分析数据。

2.2 高效液相色谱法（HPLC）测定橄榄苦苷含量

2.2.1 检测波长的确定

精确称取 11 mg 橄榄苦苷标准品，放入 10 mL

棕色容量瓶中，用甲醇溶解，定容后摇匀，密塞，得

到橄榄苦苷标准品溶液。用紫外可见分光光度计

对橄榄苦苷标准品溶液进行全长扫描，在254 nm的

波长有较强吸收，故采用254 nm为检测波长。

2.2.2 色谱条件

C18 色谱柱（ø4.6 mm×150 mm，5.0 μm）；流动

相：水：乙腈=75：25；流速：0.8 mL/min；柱温：30 ℃；

进样量：10 μL。

2.2.2 标准曲线绘制

精确称取橄榄苦苷标准品11 mg，放入10 mL棕

色容量瓶中，用甲醇溶解定容至刻度线，摇匀，得到

1.1 mg/mL的标准品溶液。精确吸取溶液10 μL，重

复进样5次，测其峰面积的偏差。再分别精确吸取标

准品溶液1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 μL进样分析，重复

3次，取峰面积平均值。以橄榄苦苷标准品质量为横

坐标，色谱峰面积为纵坐标，绘制标准曲线如图1，回

归方程为：Y=916.89X+53.442（R2=0.999 5）。

2.3 超声波提取橄榄苦苷

取存储 7 d后的 12组样品，使用超声波提取法

提取样品。精确称取不同处理方式和存储条件的

油橄榄叶粉末各 50 mg，分别加入 40 mL 体积分数

为 78％的甲醇溶液在超声波下以 40 ℃提取，时间

为20 min，提取3次，提取完全后，过滤，用78％的甲

醇溶液定容到50 mL，得到样品提取液待用。

2.4 橄榄苦苷含量测定

分别精密吸取对照品与供试品溶液各 10 μL，

注入高效液相色谱仪，用外标法测定，计算样品中

油橄榄苦苷的含量。

3 结果与分析

3.1 数据分析与处理

采用Excel2010制作橄榄苦苷标准曲线和进行

表1 3种处理获得干燥粉末

具体操作

取新鲜油橄榄叶片于研钵，多次

少量加入液氮，研磨至叶片粉碎

成粉末，置冷冻干燥机干燥

取常温状态下新鲜油橄榄叶片置

于烘箱，设置温度为 45 ℃，烘干

至恒重后粉碎成粉末

取新鲜油橄榄叶片于－20 ℃冷

冻，置于冷冻干燥机干燥，干燥后

粉碎机粉碎成粉末

干燥方式

液氮研磨，冷

冻干燥

45℃烘干

－20℃冷冻干

燥

处理

a

b

c

橄榄苦苷标准品质量/μg

色
谱

峰
面

积

0

0.00

2 000.00

4 000.00

6 000.00

8 000.00

10 000.00

12 000.00
10 152.70

9 029.91

8 088.30

7 164.67
6 103.77

5 194.06

4 145.69

3 106.91

2 071.17

949.23

y=916.89x+53.442

R2=0.999 5

2 4 6 8 10 12

图1 橄榄苦苷标准曲线
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数据分析，并进行多重比较。

油橄榄叶片中橄榄苦苷的质量分数（mg/g）为：

W=5×（S-53.442）/916.89×m

其中，W为橄榄苦苷质量分数（mg/g），S为色谱峰面

积，m为样品质量（g）。

3.2 不同温度条件对橄榄苦苷含量的影响

3.2.1 3种干燥方式对油橄榄叶中橄榄苦苷含量的

影响

综合 3组数据计算其平均值，得到不同干燥方

式，不同温度条件下橄榄苦苷含量如表 2。可看出

两种极端情况：使用液氮研磨干燥处理所得样品，

储存于25 ℃温度条件下，油橄榄叶中橄榄苦苷完全

被降解，含量为0；采用45 ℃烘干处理所得样品，储

存于25 ℃温度条件下，油橄榄叶中橄榄苦苷质量分

数平均值最高，为77.9 mg/g。3种干燥方式下，不同

储存温度处理的油橄榄叶中橄榄苦苷含量均存在

显著性差异。

3.2.2 a处理在不同储存温度下橄榄苦苷含量的多

重比较

a处理在不同储存温度下油橄榄叶中橄榄苦苷

含量如图 2。从图 2可知，储存于－20 ℃的橄榄苦

苷含量最高，储存于25 ℃时橄榄苦苷完全被降解。

方差分析结果表明，a处理不同温度条件间油橄榄

叶片中橄榄苦苷含量存在极显著性差异，且近似正

态分布。多重比较可知，－20 ℃与－80 ℃及4 ℃温

度条件下的橄榄苦苷含量差异显著，与25 ℃温度条

件下的橄榄苦苷含量差异极显著。

3.2.3 b处理不同储存温度下橄榄苦苷含量的多重

比较

b处理不同储存温度下油橄榄叶中橄榄苦苷含

量如图 3。从图 3可知，储存于 25 ℃的橄榄苦苷含

量平均值最高，储存于 4 ℃的最低。方差分析结果

表明，不同温度条件间油橄榄叶片中橄榄苦苷含量

存在极显著性差异，且无线性规律。多重比较可

知，储存于 25 ℃和 4 ℃、4 ℃和－80 ℃温度条件下

平均橄榄苦苷含量差异均不显著，储存于 25 ℃

和－80 ℃温度条件下平均橄榄苦苷含量差异显著，

储存于25 ℃和－20 ℃温度条件下平均橄榄苦苷含

量差异达极显著水平。

3.2.4 c处理在不同储存温度下橄榄苦苷含量的多

重比较

c处理在不同储存温度下油橄榄叶中橄榄苦苷

含量如图 4。从图 4可知，储存于－80 ℃的橄榄苦

苷得率均值最高。方差分析结果表明，不同温度条

件间油橄榄叶片中橄榄苦苷含量存在显著性差异，

且不存在线性规律。多重比较可知，储存于－80、

4、25和－20 ℃温度条件下橄榄苦苷含量差异均显

著。

4 结论

不同干燥方式，储存于不同温度条件下油橄榄

叶中橄榄苦苷含量不同。吴遵秋[6]研究表明，橄榄

苦苷化学性质不稳定，易受温度影响。谢普军[16]研

究可知，油橄榄鲜叶在室温25 ℃下阴干能保持橄榄

表2 3种干燥方式油橄榄叶中橄榄苦苷的质量分数 mg/g

第一组

第二组

第三组

平均值

第一组

第二组

第三组

平均值

第一组

第二组

第三组

平均值

a

b

c

－80

3.5

3.0

2.5

3.0

74.3

73.3

75.1

74.2

72.3

68.9

69.4

70.2

－20

6.4

5.0

7.8

6.4

67.0

68.4

66.3

67.2

67.3

65.3

64.9

65.8

4

1.5

1.7

1.6

1.6

74.6

77.5

75.7

75.9

68.4

67.4

68.2

68.0

25

0.0

0.0

0.0

0.0

79.2

76.8

77.8

77.9

68.4

67.2

67.0

67.5

温度/℃

图3 b处理在4种存储温度下橄榄苦苷含量

25－80 －20 4

处理 分组

温度/℃

橄
榄

苦
苷

质
量

分
数

/（
m

g·g
-1 ）

图2 a处理在4种存储温度下橄榄苦苷含量

－80 －20 4 25

温度/℃

橄
榄

苦
苷

质
量

分
数

/（
m

g·g
-1 ）
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苦苷含量，在 60 ℃烘干干燥橄榄苦苷含量有所降

化；经解冻的油橄榄叶中的橄榄苦苷含量降低

57.70％，并且 53.50％的橄榄苦苷结构受损坏。室

温下27 d降解率达95.24％，在4 ℃条件下27 d其降

解率为 38.10％。低温和高温都会使油橄榄叶片中

橄榄苦苷的含量有所降低。因此，橄榄苦苷容易受

到温度条件的影响，使其结构遭到破坏，所以橄榄

苦苷提取的一个首要和必经步骤是油橄榄叶样品

的储存，油橄榄叶样品的存放尤其需要考虑其稳定

性。3种不同干燥方式对油橄榄叶片中的橄榄苦苷

含量影响有显著差异，4种储存温度对油橄榄叶片

中橄榄苦苷含量影响有显著差异。不同干燥处理

方式的最优储存温度不同，故油橄榄叶片的干燥处

理方式是橄榄苦苷提取效率的影响因素之一，与党

建章等[17]的研究相一致。根据Erbay等[18]的研究，烘

干或室温比冷冻干燥处理更好，干燥处理橄榄苦苷

含量优于鲜样，结合各干燥方式下、储存于不同温

度条件中油橄榄叶中橄榄苦苷含量不成线性规律，

猜测样品储存与干燥处理时温度有一定联系。综

上得出结论，采用45 ℃烘干样品、储存在25 ℃所得

到的油橄榄叶中提取的橄榄苦苷含量最高。
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图4 处理在4种存储温度下橄榄苦苷含量
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