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基于 ＰＬＳ⁃ＤＡ 法评价６０ Ｃｏ⁃γ射线对刘寄奴中有效成分的影响
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摘　 要　 目的： 考察６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照灭菌对刘寄奴中 ６ 个成分（槲皮素、柚皮素、木犀草素、芹菜素、山奈酚和异泽兰黄素）含

量的影响。 方法： 采用 Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８色谱柱（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈⁃０．２％磷酸水溶液，梯度洗脱，检测波长

２６０ ｎｍ，流速为１．０ ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱温为 ３０℃ 。 分别选择剂量为 ０，３，６，９ ｋＧｙ 对刘寄奴药材进行辐照，比较辐照前后活性成分含

量变化，采用偏最小二乘⁃判别分析（ＰＬＳ⁃ＤＡ）对其总体质量进行分析评价。 结果： 刘寄奴药材中槲皮素、柚皮素、木犀草素、
芹菜素、山奈酚和异泽兰黄素分别在０．０５１ ０～１．０１８ ０ ｍｇ·ｍｌ－１、０．０２１ ０～０．４２７ ０ ｍｇ·ｍｌ－１、０．００７ ０～０．１４０ ０ ｍｇ·ｍｌ－１、０．００３ ０
～０．０６８ ０ ｍｇ·ｍｌ－１、０．００５ ０～０．１０８ ０ ｍｇ·ｍｌ－１、０．０２８ ０～ ０．５６３ ０ ｍｇ·ｍｌ－１范围内呈良好线性，平均加样回收率分别为９９．７％，
９９．７％，９９．３％，９８．４％，９８．４％和９９．８％；辐照剂量不超过 ６ ｋＧｙ 时，各组分含量变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 ＰＬＳ⁃ＤＡ 筛选出导

致质量差异的 ３ 个差异标志物。 结论： 为保证药品安全有效，采用６０ Ｃｏ⁃γ 射线对刘寄奴药材进行灭菌时，辐照剂量不宜超过

６ ｋＧｙ。
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　 　 刘寄奴药材有南北之分，南刘寄奴与北刘寄奴

在药用部位、含量测定、功效与应用等方面有较大的

差别［１］ 。 本研究目标为“南刘寄奴” （以下简称“刘
寄奴”），来源为菊科植物奇蒿（Ａｒｆｅｍｉｓｉａ ａｎｏｍａｌａ Ｓ．
Ｍｏｏｒｅ．）带花的干燥全草，始载于《名医别录》。 奇蒿

味苦性温，具有活血化瘀、止血消肿的功效，传统药

用功效主要为疗伤止血、破血通瘀、消食化积、醒脾

开胃等［２～５］ 。 刘寄奴主产于安徽、江苏、上海、江西、
浙江等地，含有黄酮类、挥发油、香豆素类、萜类、有
机酸类等成分［６，７］ ，其中黄酮类成分作为植物中重

要的次级代谢产物，具有多种功能活性，如抗氧化、
抗肿瘤、抗病毒及抗细菌感染、提高机体免疫力

等［８］ 。 药理学研究表明，异泽兰黄素对金黄色葡萄

球菌抗菌活性最强，其最小杀菌浓度为 ０．０６２ ５ｍｇ·
ｍｌ－１［９，１０］ 。

６０Ｃｏ⁃γ 射线穿透性强，多用于食品、药材等外表

面灭菌，与传统灭菌方法相比，具有高效、经济和稳

点等优点，对灭菌受体的质量影响甚微，现已成为中

药材最主要的灭菌方法之一［１１～１３］ 。 世界卫生组织

规定食品辐射灭菌剂量≤１０ ｋＧｙ，因此药材在采用
６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照灭菌方法之前，应经过充分的实验

认证，考察不同辐照强度和时间对药材质量的影响，
确保药品质量的稳定。 偏最小二乘⁃判别分析（ＰＬＳ⁃
ＤＡ）是一种用于判别分析的多变量统计分析方法，
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能凸显组间差异，利于分组，分析结果具有较高的预

测精度，在中药质量评价和控制中广泛运用［１４～１６］ 。
本文采用 ＨＰＬＣ 法，考察不同剂量（３，６，９ ｋＧｙ）

６０Ｃｏ⁃γ 射线对刘寄奴辐照灭菌后活性成分（槲皮素、
柚皮素、木犀草素、芹菜素、山奈酚、异泽兰黄素）含
量的影响，并采用 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析法对试验结果进行

综合评价，寻求最佳灭菌方案，为刘寄奴药材的灭菌

提供参考依据。
１　 仪器与试药

１２６０ 型高效液相色谱仪（ＤＡＤ 检测器，美国安

捷伦 公 司 ）； ＣＡＰ２２５Ｄ 型 电 子 分 析 天 平 （ ｄ ＝
０．０１ ｍｇ，德国赛多利斯公司）；Ａ１１ 型药材粉碎机

（德国 ＩＫＡ 公司）；ＫＱ⁃２５０ＤＢＧ 型超声波清洗器（昆
山市超声仪器有限公司）。

对照品木犀草素 （批号：１１１５２０⁃２０２００６，纯度

９４．４％ ）、 芹 菜 素 （ 批 号： １１１９０１⁃２０２００４， 纯 度

９９．４％ ）、 槲 皮 素 （ 批 号： １０００８１⁃２０１６１０， 纯 度

９９．１％）、山柰酚（批号：１１０８６１⁃２０２０１３，纯度９３．２％）
均购自中国食品药品检定研究院；对照品柚皮素

（批号：３４５７，纯度≥９８．５％）、异泽兰黄素 （批号：
３６７０，纯度≥９８．５％）来源于上海诗丹德标准技术服

务有限公司；刘寄奴药材购自亳州药材大市场，样品

信息见表 １，经浙江萧山医院中药房李全清主任中

药师鉴定为菊科植物奇蒿 Ａｒｆｅｍｉｓｉａ ａｎｏｍａｌａ Ｓ．
Ｍｏｏｒｅ．的干燥全草；乙腈为色谱纯，水为娃哈哈纯净

水，其他试剂均为分析纯。
表 １　 刘寄奴药材信息

编号 批号 标识产地

Ａ １９０８０２ 江西

Ｂ ２０１００５ 安徽

Ｃ ２００９０４Ａ 浙江

Ｄ １９１１０３⁃２ 安徽

Ｅ ２００９０９ 江西

Ｆ ２１０８１１ 江苏

２　 方法与结果

２．１　 色谱条件［７］

色谱 柱： Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８ 柱 （ ２５０ ｍｍ × ４．６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）⁃０．２％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗

脱（０ ～ ５ ｍｉｎ，５０％Ａ→６０％Ａ；５ ～ ８ ｍｉｎ，６０％Ａ；８ ～
１２ ｍｉｎ， ６０％→７０％Ａ；１２～１６ ｍｉｎ，７０％Ａ；１６～２０ ｍｉｎ，
７０％Ａ）；检测波长：２６０ ｎｍ；进样量：１０ μｌ；柱温：３０℃；
流速：１．０ ｍｌ·ｍｉｎ－１。 精密吸取混合对照品溶液及供

试品溶液各 １０ μｌ 进行分析，色谱图见图 １。
２．２　 混合对照品溶液的制备

精密称取槲皮素、柚皮素、木犀草素、芹菜素、山
奈酚、异泽兰黄素对照品各适量，加甲醇制成每 １ ｍｌ

Ａ．混合对照品溶液　 Ｂ．供试品溶液

１．槲皮素　 ２．柚皮素　 ３．木犀草素　 ４．芹菜素　 ５．山奈酚

６．异泽兰黄素

图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图

分别含槲皮素２．０３６ ０ ｍｇ、柚皮素０．８５３ ０ ｍｇ、木犀

草 素 ０．２８０ ０ ｍｇ、 芹 菜 素 ０．１３６ ０ ｍｇ、 山 奈 酚

０．２１５ ０ ｍｇ、异泽兰黄素１．１２５ ０ ｍｇ的混合对照品贮

备液；精密量取上液 ５ ｍｌ，置 ５０ ｍｌ 量瓶中，加 ７０％
甲醇稀释至刻度，混匀，即得混合对照品溶液。
２．３　 供试品溶液的制备

取刘寄奴药材，粉碎，过 ４０ 目筛，取粉末约 １ ｇ，
精密称定，置具塞锥形瓶中，加 ７０％甲醇 ３０ ｍｌ，称
定重量，回流提取 １ ｈ，放冷，再称定重量，用 ７０％甲

醇补足减失的重量，摇匀，滤过 （ ０．４５ μｍ微孔滤

膜），即得供试品溶液。
２．４　 方法学考察

２．４．１　 线性关系考察　 取“２．２”项下混合对照品贮

备液，分别精密吸取０．５，１．０，２．０，３．０，５．０、１０．０ ｍｌ至
２０ ｍｌ 量瓶中，加 ７０％甲醇稀释至刻度，摇匀，按
“２．１”项下色谱条件测定，记录色谱图峰面积。 以各

成分质量浓度（Ｘ，ｍｇ·ｍｌ－１）为横坐标，峰面积（Ｙ）
为纵坐标绘制标准曲线，结果见表 ２。

表 ２　 线性关系考察结果

成分 回归方程 线性范围
（ｍｇ·ｍｌ－１） ｒ

槲皮素 Ｙ＝ ２．３８×１０２Ｘ＋２．３５ ０．０５１０～１．０１８０ ０．９９９５
柚皮素 Ｙ＝ ２．０５×１０２Ｘ－１．３３ ０．０２１０～０．４２７０ ０．９９９２

木犀草素 Ｙ＝ ８．６５×１０２Ｘ－６．３５ ０．００７０～０．１４００ ０．９９９０
芹菜素 Ｙ＝ ７．６５×１０２Ｘ－４．３２ ０．００３０～０．０６８０ ０．９９９１
山奈酚 Ｙ＝ １．６８×１０２Ｘ＋３．６６ ０．００５０～０．１０８０ ０．９９９４

异泽兰黄素 Ｙ＝ ２．４６×１０２Ｘ＋４．６５ ０．０２８０～０．５６３０ ０．９９９３

２．４．２ 　 精密度试验 　 取“２．２”项下混合对照品溶

液，按“２．１”项下色谱条件，连续 ３ ｄ 进样及 １ ｄ 内连
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续进样 ６ 次， 记录色谱图峰面积， 结果槲皮素、柚皮

素、木犀草素、芹菜素、山奈酚和异泽兰黄素峰面积

３ ｄ 内 ＲＳＤ 分别为 ０．４６％，０．６５％，０．９８％，１．０２％，
０．９９％和０．７５％ （ｎ＝ ３），１ ｄ 连续进样 ６ 次 ＲＳＤ 分别

为０．０４％，０．１４％，０．２２％，０．７８％，０．１９％和０．０９％ （ ｎ
＝ ６），表明仪器日内、日间精密度均良好。
２．４．３　 重复性试验　 取同一批刘寄奴药材（编号：
Ａ，０ ｋＧｙ），粉碎过筛（４０ 目筛），按“２．３”项下方法

平行制备 ６ 份供试品溶液，按“２．１”项下色谱条件测

定，记录色谱图峰面积。 结果槲皮素、柚皮素、木犀

草素、芹菜素、山奈酚和异泽兰黄素平均含量分别为

７．３８７ ０，３．２６７ ０， １．１８０ ０， ０．５３４ ０， ０．８７７ ０， ４．０３４ ０
ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ 分别为０．４８％，０．６９％，０．７７％，１．２４％，
０．７８％和０．６３％ （ｎ＝ ６），表明方法重复性较好。
２．４．４　 稳定性试验　 取同一供试品溶液，分别于 ０，
３，６，９，１２，１８，２４ ｈ 按“２．１”项下色谱条件测定，记录

色谱图峰面积。 结果槲皮素、柚皮素、木犀草素、芹
菜素、山奈酚和异泽兰黄素峰面积 ＲＳＤ 分别为

１．２２％，１．０５％，０．９８％，１．３２％，１．０７％和１．３８％ （ ｎ ＝
７），表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定。
２．４．５　 加样回收率试验　 取同一批刘寄奴药材（编
号：Ａ，０ ｋＧｙ）， 粉碎过筛（４０ 目筛），取粉末约０．５ ｇ，
精密称定，平行 ６ 份，置具塞锥形瓶中，每份分别精

密加入“２．２”项下混合对照品贮备液 ２ ｍｌ，按“２．３”
项下方法制备供试品溶液，再按“２．１”项下色谱条件

测定，记录色谱图峰面积，计算各成分平均回收率及

ＲＳＤ 值。 结果表明，槲皮素、柚皮素、木犀草素、芹菜

素、山奈酚和异泽兰黄素的平均回收率分别为

９９．７％，９９．７％，９９．３％，９８．４％，９８．４％和９９．８％，ＲＳＤ
分别为０．１９％，０．１２％，０．７６％，１．４８％，０．７４％和０．１９％
（ｎ＝ ６）。
２．５　 样品含量测定

取收集的刘寄奴药材，每批分别以 ０， ３， ６，
９ ｋＧｙ剂量６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照处理，按“２．３”项下方法

制备供试品溶液，取供试品溶液和混合对照品溶液，
分别按“２．１”项下色谱条件检测，记录色谱图峰面

积，按外标法计算各组分含量。 结果见表 ３。
采用 ＳＰＳＳ ２２ 软件行配对 ｔ 检验，比较辐照前后

各组分含量差异，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。 结果
６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照剂量不超过 ６ ｋＧｙ 时，各成分辐照前

后含量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），辐照强度为

９ ｋＧｙ时，６ 个产地刘寄奴样品中槲皮素、柚皮素、木犀

草素、芹菜素、山奈酚和异泽兰黄素含量均较辐照前

显著降低（Ｐ＜０．０５）。 因此，为保证刘寄奴药品质量稳

定性，辐照灭菌最大剂量建议设置为 ６ ｋＧｙ。

表 ３　 刘寄奴各成分含量测定结果（ｍｇ·ｇ－１，ｎ＝３）

编号 辐照强度
（ｋＧｙ） 槲皮素 柚皮素 木犀

草素 芹菜素 山奈酚 异泽兰
黄素

Ａ０ ０ ７．３９９ ３．２６６ １．１８３ ０．５３７ ０．８７９ ４．０３９

Ａ１ ３ ７．３９５ ３．２６４ １．１８０ ０．５３６ ０．８７５ ３．９７８

Ａ２ ６ ７．３９４ ２．２６５ １．１７９ ０．５３１ ０．８７３ ４．０１３

Ａ３ ９ ６．５０４ ２．２１４ １．１０４ ０．２４２ ０．４４６ ３．９８８

Ｂ０ ０ ６．６３１ ２．６２５ １．１１５ ０．３９６ ０．７１８ ３．４６２

Ｂ１ ３ ６．６３０ ２．６２５ １．１１４ ０．３９５ ０．７１９ ３．４６１

Ｂ２ ６ ６．６２９ ２．６２６ １．１１３ ０．３９４ ０．７１５ ３．４６３

Ｂ３ ９ ４．３２５ １．９０６ ０．４５６ ０．２０２ ０．３１４ ２．７１５

Ｃ０ ０ ６．７７９ ２．９４０ １．１２８ ０．４４６ ０．７７２ ３．３１１

Ｃ１ ３ ６．７７８ ２．９３８ １．１２７ ０．４４５ ０．７７１ ３．３１２

Ｃ２ ６ ６．７７７ ２．９３７ １．１２５ ０．４４２ ０．７７１ ３．２８３

Ｃ３ ９ ５．３２６ ２．２３５ ０．９５６ ０．２１５ ０．５１２ ２．９８５

Ｄ０ ０ ６．６４５ ３．２４４ １．１０７ ０．４７５ ０．７１１ ３．４７５

Ｄ１ ３ ６．６４１ ３．２４５ １．１０８ ０．４７７ ０．７１０ ３．４７５

Ｄ２ ６ ６．６４２ ３．２４２ １．１０８ ０．４７６ ０．７０８ ３．４７５

Ｄ３ ９ ４．３２５ ２．０３６ ０．８６９ ０．１９８ ０．３３１ ２．７６２

Ｅ０ ０ ６．７３３ ３．１９９ １．０４９ ０．４７１ ０．７８３ ３．５１６

Ｅ１ ３ ６．７１４ ３．１９８ １．０４８ ０．４７１ ０．７８１ ３．５１６

Ｅ２ ６ ６．６１０ ３．２１３ １．０４９ ０．４７１ ０．７８６ ３．５３０

Ｅ３ ９ ４．９５８ ２．０７４ ０．５６８ ０．２１２ ０．３４０ ３．４３０

Ｆ０ ０ ７．０８０ ２．９６７ １．１６７ ０．４４９ ０．７４２ ３．６０９

Ｆ１ ３ ７．０８４ ２．９５９ １．１６３ ０．４４８ ０．７４０ ３．６０３

Ｆ２ ６ ７．０１１ ２．９５７ １．１６３ ０．４４７ ０．７３８ ３．４４０

Ｆ３ ９ ５．３２６ ２．１３５ ０．６８６ ０．２６４ ０．３４０ ２．８５４

２．６　 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

为探讨６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照灭菌方法引起刘寄奴质

量变化的内在因素，将表 ３ 数据输入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ 分析

软件（１４．１ 版）进行 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析。 经 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型

分析分别生成得分图及变量重要性投影值图（ＶＩＰ
图），分别见图 ２、图 ３。

图 ２　 ＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图

由图 ２ 得分矩阵图可知，除 Ａ３ 批样品外，ＰＬＳ⁃
ＤＡ 模型中所有数据点均在 ９５％置信区间椭圆形圈

内；２４ 个样品的所有数据点大体聚为两类，经 ０，３，
６ ｋＧｙ强度射线辐照处理后样品较为集中地聚为一

类，经 ９ ｋＧｙ 辐照后的样品（除 Ａ３ 外）的数据点聚

８８２２
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图 ３　 ＰＬＳ⁃ＤＡ ＶＩＰ 值图

为一类；从表 ３ 成组配对 ｔ 检验可以看出，辐照强度

超过 ６ ｋＧｙ 时，样品质量已发生变化。 从图 ３ 变量

重要性投影值（ＶＩＰ）可直观看出，各变量（成分）对
模型分类的整体贡献度，当变量 ＶＩＰ 值＞１．０时，说明

该成分对样本分类的影响具有统计学意义，此种成

分可作为引起质量变化的差异标志物，从图 ３ 可以

看出，柚皮素、山奈酚、芹菜素是引起刘寄奴药材质

量差异的主要标志性成分。
３　 讨论

３．１　 色谱条件及提取方式的优化

查阅文献［１７］可知，目前对刘寄奴中黄酮类成分

研究者居多，在提取方式上多采用超声辅助提取方

式，试剂大多使用不同浓度乙醇溶液。 本研究先后

考察以甲醇、乙醇、水作为溶出介质时各成分含量，
发现以甲醇作溶剂时各成分含量均较优；比较超声、
热浸、加热回流提取方式效果时发现，采用加热回流

提取方法时，各成分含量值最大。 采用紫外分光光

度计，分别取槲皮素、柚皮素、木犀草素、芹菜素、山
奈酚和异泽兰黄素对照品溶液，在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 范

围内进行全波段扫描，发现各成分最大吸收波长存

在差异，参照文献［７］发现 ２６０ ｎｍ 波长处，各成分均

有较大吸收值，因此采用 ２６０ ｎｍ 波长开展研究。 在

考察流动相时，将文献［７］ 流动相组分进行适当优

化，各色谱峰的分离效果和对称性均符合试验要求。
３．２　 不同辐照强度对刘寄奴质量影响分析

从表 ３ 数据可以看出，当辐照剂量达到 ９ ｋＧｙ
时，槲皮素、柚皮素、木犀草素、芹菜素、山奈酚和异

泽兰黄素含量值均有不同程度的降低，这与文献［１８］

研究结果一致，黄酮类化合物遇光稳定性降低。 从

图 ２、图 ３ 可以看出，当 ６０ Ｃｏ⁃γ 射线辐照剂量超过

６ ｋＧｙ时，刘寄奴样品各数据点出现了偏移，说明样

品质量发生了改变，对引起这种质量差异的贡献率

从大到小依次为：柚皮素＞山奈酚＞芹菜素＞槲皮素＞
木犀草素＞异泽兰黄素，其中前 ３ 个成分的 ＶＩＰ 值＞

１．０，因此，在建立刘寄奴质量标准时，建议将柚皮

素、山奈酚、芹菜素纳入质量指标性成分，以准确得

对刘寄奴质量进行评价。
３．３　 小结

本研究试验结果证明，当６０ Ｃｏ⁃γ 射线辐照剂量

为 ６ ｋＧｙ 时，刘寄奴药材质量不受影响，该方法可用

于刘寄奴药材的灭菌，并可以广泛应用于刘寄奴的

实际生产中。
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（２）：１６３⁃１６６

１０ 陈俊，徐雷，曹青青，等．中药奇蒿氯仿、乙酸乙酯提取物的抗菌

化学组分研究［Ｊ］ ．第二军医大学学报，２０１６，３７（２）：２３６⁃２４１．
１１ 张乐佳，李黎明，宋军，等． ６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照灭菌对鸡内金生药粉

质量影响的研究［Ｊ］ ．中南药学，２０２０，１８（９）：１５４６⁃１５５０
１２ 韩振明，关永霞，张微，等．６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照灭菌对蜈蚣药粉品质

的影响研究［Ｊ］ ．中国药业，２０２１，３０（９）：４２⁃４５
１３ 吴珂，赵冠人，陈明，等． ６０Ｃｏ⁃γ 射线辐射对异烟肼稳定性的影响

［Ｊ］ ．中国药师，２０１７，２０（１１）：２０６４⁃２０６６
１４ 黄义雯，朱芹． ６０Ｃｏ⁃γ 射线辐照灭菌对沉香化气胶囊中 ６ 个挥发

性成分的影响［Ｊ］ ．药物分析杂志，２０２０，４０（２）：３５２⁃３５９
１５ 闵春艳，张圆，吴杨，等．ＵＰＬＣ 法结合 ＰＬＳ 评价硫磺熏蒸对西洋

参皂苷成分的影响［Ｊ］ ．药物分析杂志，２０１８，３８（３）：４３２⁃４４２
１６ 朱立俏，张元元，于绍华，等．莱菔子炮制前后 ＨＰＬＣ 指纹图谱及

主要成分含量变化研究［Ｊ］ ．中药新药与临床药理，２０１８，２９（５）：
６１４⁃６２１

１７ 邹妍，鄢海燕．基于 ＰＣＡ 及 ＰＬＳ⁃ＤＡ 算法分析决明子炒制前后化

学成分的变化［Ｊ］ ．中国医院药学杂志，２０１８，３８（１９）：２０２７⁃２０３０
１８ 冯纪南，赵丽萍，黄海英，等．超声辅助法提取刘寄奴黄酮类化合

物的工艺［Ｊ］ ．光谱实验室，２０１２，２９（３）：１６７４⁃１６７９
１９ 冯靖，彭效明，李翠清，等．银杏叶黄酮的抗氧化性及其稳定性研

究［Ｊ］ ．食品科技，２０１９，４４（４）：２４４⁃２４９
（２０２２⁃０４⁃１５ 收稿　 ２０２２⁃０７⁃０５ 修回）
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