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摘 要:目的 研究不同提取法对广金钱草总黄酮提取物体外抗氧化活性的影响。方法 以乙醇为溶剂采用回流法和

超声法提取广金钱草总黄酮,并对两种提取法所得提取物进行一系列体外抗氧化活性的测定。结果 回流法提取物清

除DPPH自由基、超氧自由基和羟基自由基的IC50值分别为0.037mg/ml、0.034mg/ml和0.034mg/ml。超声法提取

物清除DPPH自由基、超氧自由基和羟基自由基的IC50值分别为0.041mg/ml、0.050mg/ml和0.036mg/ml。结论 
用回流法和超声法提取广金钱草总黄酮具有良好的抗氧化性和清除自由基的作用,但回流提取法提取物的抗氧化性和

清除自由基的作用较超声法强。
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  Abstract: Objective Tostudytheeffectsofdifferentextractingmethodsonantioxidantactivityoftotal
flavonoidsfromHerbaDesmodii. Methods Arefluxextractionmethodandanextractionultrasonicmethod
wereusedtoextractHerbaDesmodiiflavonoidusingethanolassolvent.Aseriesofdeterminationsforinvitro
antioxidantactivityofHerbaDesmodiiflavonoidextractsobtainedbytwoextractingmethodswerecarriedout.
 Results TheIC50valuesofrefluxextractsinDPPHfreeradicalscavenging,superoxideradicalscavenging
andhydroxylradicalscavengingwere0.037mg/ml,0.034mg/mland0.034mg/ml,respectively.TheIC50
valuesofultrasonicextractsinDPPHfreeradicalscavenging,superoxideradicalscavengingandhydroxylradi-
calscavengingwere0.041mg/ml,0.050mg/mland0.036mg/ml,respectively. Conclusion TheHerba
Desmodiiflavonoidsextractedbyrefluxextractionmethodandultrasonicextractionmethodhavegoodantioxi-
dantandfreeradicalscavengingresults,buttherefluxextractshavebetterantioxidantandfreeradicalscaven-
gingresultsthanultrasonicextracts.
  Keywords: HerbaDesmodii;flavonoidextract;antioxidantactivityinvitro;ultrasonicextraction;reflux

extraction
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  广金钱草是一种常用的中草药,是豆科植物中广

金钱草[Desmodiumstyracifolium(Osh.)Merr.]的
地上干燥部分,收录在《中华人民共和国药典》2010年

版中[1]。广金钱草有消热利湿、通淋排石作用[2],含有

黄酮类、皂苷类、鞣质和生物碱等诸多成分[3-5]。经过

药理研究证明:广金钱草的总黄酮拥有预防草酸钙结

石形成及复发的作用[6-7],另外,还有着显著的抗炎[8]

和增加冠脉血流量等的作用[9-10]。
本文拟研究其黄酮化合物的体外抗氧化活性作

用,依次对1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)由
基、超氧自由基、羟基自由基的清除能力以及还原

Fe3+能力进行分析,对于开发中草药,从而获得更多

更好的天然的抗氧化剂,逐渐取代一些存在一定的毒

性、致畸性和潜在的致癌性的化学合成的抗氧化剂,具
有十分重要的现实意义,并为广金钱草的全方位开发

应用积累有价值的资料。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 原料 广金钱草购买于百色市生物药品连锁

公司健康药房,经百色市食品药品检验所黄必奎副主

任药师鉴定为正品广金钱草。
1.1.2 主要试剂 试剂芦丁标准品(纯度:98%,批
号:100080-200306,来源:上海永叶生物科技有限公

司);DPPH(梯希爱上海化成工业发展有限公司);铁
氰化钾(广州化学试剂厂);三氯乙酸(国药集团化学试

剂有限公司);邻苯三酚(上海迈坤化工有限公司);无
水乙醇、乙醚、正丁醇、盐酸等试剂均为国产分析纯;双
蒸馏水(右江民族医学院科学实验中心制备的三蒸

水)。
1.1.3 主要仪器 FW100型高速万能粉碎机(天津

泰斯特仪器有限公司);BS/BT223S电子分析天平(赛
多利斯科学仪器北京有限公司,精度:0.1mg);H-11
型电热式恒温水浴锅(江苏金坛宏凯仪器厂);SHB-
Ⅲ型循环水真空泵(广州市星烁仪器有限公司);RE-
3000A(3L)型旋转蒸发仪(上海亚荣生化生化仪器

厂);台式离心机(上海安亭科学仪器厂);78WH-1
恒温磁力搅拌器(杭州蓝天化验仪器厂);722可见分

光光度计(上海精密科学仪器有限公司);KS260摇床

(上海普林斯顿生物科技发展有限公司);ALPHA1-
2/LD-plus冷冻干燥机(广州倍立思仪器有限公司)。
1.2 方法 将广金钱草烘干,用粉碎机粉碎成细粉备

用。
1.2.1 回流法提取 称取50g广金钱草细粉于1
000ml圆底烧瓶中,加60%乙醇500ml于圆底烧瓶

中,将烧瓶置于90℃水浴中回流提取2h,过滤。滤渣

再加500ml60%乙醇回流提取2h,过滤。重复回流

提取3次,合并3次滤液,减压回收乙醇至滤液剩下

400ml左右,80℃水浴浓缩至膏状,用60%乙醇溶解

于500ml容量瓶中并定容至刻度,得回流提取法的样

品溶液。
1.2.2 超声法提取 称取50g广金草细粉于1000
ml圆底烧瓶中,加60%乙醇超声提取2h,过滤,滤渣

再加60%乙醇500ml超声提取2h,过滤。重复超声

提取3次,合并3次滤液,减压回收乙醇至滤液剩下

400ml左右,80℃水浴浓缩至膏状,用60%乙醇溶解

于500ml容量瓶中并定容至刻度。得超声提取法的

样品溶液。
1.2.3 含量测定

1.2.3.1 芦丁标准溶液的配制 准确称取芦丁

1.0000g于100ml干净的小烧杯中用60%乙醇溶

解,转移至100ml的容量瓶中,用60%乙醇润洗3次

小烧杯,3次润洗液均转移到容量瓶并定容至刻度。
得芦丁标准样品液。

1.2.3.2 芦丁标准曲线的绘制[11] 本实验以芦丁为

标准品,分别配置6个不同浓度梯度的芦丁标准液,以
空白试剂作对照液,在510nm处测定吸光值。以吸

光度值为纵坐标(Y),浓度为横坐标(X),绘制标准

曲线,得到回归方程:Y =16.774X -0.0062,R =
0.9998,结果表明,在上述条件下,吸光度值与芦丁的

浓度呈良好的线性关系。
1.2.3.3 提取物含量的测定 采用亚硫酸钠-硫酸

铝比色法测定总黄酮的含量[12],精密吸取样品液1ml
于10ml容量瓶中,按标准曲线的制备方法来测定样

品液的吸光值,计算得回流提取样品液中的总黄酮的

提取率为0.45mg/100g生药,超声法提取样品液中

总黄酮的提取率为0.39mg/100g生药。
1.2.4 总黄酮提取物对DPPH自由基的清除能力测

定[13] DPPH是一种稳定的自由基,能与还原剂发生

氧化还原反应,而本身被还原,由原来的深紫色变为浅

黄色,能用紫外可见分光光度法测定其含量。取0.5
ml新鲜配制的DPPH 溶液(C=6×10-4 mol/L),置
于10ml具塞试管中,分别加入不同体积的样品溶液,
用无水乙醇定容至5ml,室温下黑暗中反应半小时,
用无水乙醇调零,于510nm处测定其吸光值 A。以

高浓度逐渐稀释的方法来检测不同总黄酮浓度样品液

对DPPH自由基的清除能力,以DPPH自由基清除率

为50%时的样品液浓度(IC50)来衡量样品对DPPH
自由基的清除能力。IC50越小,表明样品液清除DP-
PH自由基的能力越强。

DPPH自由基清除率(%)=[(A1-A2)/A1]×
100%,其中A1 为反应时间t=0时的空白吸光值,A2
为反应时间t=0.5h时的吸光值。

1.2.5 总黄酮提取物清除超氧自由基能力的测定[14]

 本实验采用邻苯三酚自氧化法进行总黄酮提取物清
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除超氧自由基能力测定。其具体步骤如下:取4ml
0.05mol/L、pH8.2的 Tris-HCl缓冲溶液于具塞

试管中,在25℃水浴中预热20min,分别加入以体积

递增法配制不同浓度的样品液1ml,再加入0.8ml由

10mmol/LHCl配制的2.5mmol/L邻苯三酚,摇匀

后于25℃水浴中准确反应4min,时间到后马上加入

2滴10mmol/LHCl来终止反应,用蒸馏水调零,于
320nm处测定其吸光值A。

超氧自由基清除率公式:清除率(%)=[1-(A1
-A2)/A0]×100%,其中A0 为加邻苯三酚而不加样

品液的吸光值;A1 为加样品液和邻苯三酚时的吸光

值;A2 为加样品液而不加邻苯三酚时的吸光值。
1.2.6 总黄酮提取物对羟基自由基清除能力的测定

 本实验参照Fenton反应的方法建立反应体系模

型[15],利用H2O2 与Fe2+反应生成OH·。Fe2+与邻

菲罗啉在pH=2~9的范围内能形成稳定的橙红色络

合物,在510nm处有最大的吸收峰。反应式:H2O2
+Fe2+→Fe3++OH·+OH-,如果反应体系中加有

能清除OH·的被测物,与邻菲罗啉竞争OH·,进而

使有色物质的生成减少,反应液颜色变浅。当加入广

金钱草总黄酮溶液时,广金钱草总黄酮能清除反应液

中游离的OH·,故可通过测定其吸光值间接计算出

样品液中总黄酮提取物对OH·的清除率。
羟基自由基清除率(%)=(A2-A1)/(A0-A1)

×100%,其中 A0 为加样品液不加 H2O2;A1 为加

H2O2 不加样品液;A2 为加H2O2 和样品液。
采用Fenton反应生成OH·,在10ml具塞试管

中依次加入5mmol/L邻菲罗啉0.2ml,Tirs-HCl
缓冲溶液(50mmol/L,pH6.6)1ml,7.5mmol/L硫

酸亚铁0.2ml,1%过氧化氢0.2ml,和不同体积的广

金钱草总黄酮提取溶液,用无水乙醇定容至10ml,于
37℃恒温水浴锅内反应1h,在510nm处测定其吸光

值。
1.2.7 还原Fe3+能力的测定 采用普鲁士兰法测定

样品液还原Fe3+ 的能力。在15ml具塞试管加入不

同浓度的样品液2ml后,依次加入磷酸盐缓冲液(C=
0.2mol/L,pH6.6)2ml,1%铁氰化钾2ml,混合均

匀后于50℃水浴中反应20min,然后分别加入2ml
10%三氯乙酸,混匀,若出现沉淀则离心(3000r/
min)10min,取上清液2ml,加入2ml蒸馏水和

0.1%三氯化铁0.1ml,混匀后以空白试剂作对照液,
于700nm处测定其吸光值,吸光值增大说明还原能

力增强。
2 结果

2.1 总黄酮提取物对DPPH自由基的清除能力测定

 见图1。两种提取方法在实验浓度0.020~0.080
mg/ml内,随着总黄酮提取物浓度的增加,对DPPH

自由基的清除能力也随着增大,当DPPH自由基清除

率为50%时,回流法提取总黄酮的IC50为0.037mg/
ml,超声法提取总黄酮的IC50为0.041mg/ml。清除

效果:回流法>超声法。

图1 广金钱草总黄酮提取物对DPPH自由基的清除率

2.2 总黄酮提取物清除超氧自由基能力的测定 见

图2。在实验浓度0.020~0.100mg/ml中,随着浓度

的增大,清除超氧自由基的能力也增强,当清除率为

50%时,回流法提取物的IC50为0.034mg/ml,超声

法提取物IC50为0.050mg/ml。清除效果:回流法>
超声法。

图2 广金钱草总黄酮提取物对超氧自由基的清除率

2.3 总黄酮提取物对羟基自由基清除能力的测定 
见图3。在实验浓度0.020~0.100mg/ml内,随着浓

度的增大,提取物对羟基自由基的清除能力也随着增

大。当清 除 率 为50%时,回 流 法 提 取 物 的IC50为

0.034mg/ml,超声法提取物的IC50为0.036mg/ml。
清除效果对比不明显。

图3 广金钱草总黄酮提取物对羟基自由基的清除率

2.4 还原Fe3+能力的测定 见图4。随着广金钱草
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总黄酮浓度的增大,其还原能力增强。在相同的条件

下,回流提取总黄酮还原Fe
3+

的能力较超声提取总黄

酮的强。

图4 广金钱草总黄酮提取物还原Fe3+的能力

3 讨论

黄酮类(flavontes)的化合物是由植物进行光合作

用产生的一类化合物,它的药用价值不错,具有广泛的

药理活性,比如:抗心脑血管病、抗炎镇痛、抗衰老、抗
氧化、抗癌抗肿瘤、抗辐射、治疗骨质疏松、降血糖、抑
菌抗病毒、免疫调节等药理活性[16-17],而且,相较于化

学合成药具有不良反应小的特点。而现代研究表

明[18-19],氧化损伤机制在疾病的发生发展过程中起到

十分重要的作用,而且中药中起到治疗效果的成分是

具有抗氧化性的。如今许多多发性的疾病如心脑血管

疾病、癌症及老年痴呆等的发病都与自由基损伤有着

不同程度的关系。因此黄酮类化合物一直是人们寻找

新药的一个重要领域。
上述实验结果表明,用回流法和超声法提取的广

金钱草总黄酮对DPPH自由基、超氧自由基和羟基自

由基均具有清除作用,而且,在一定的条件下,随着广

金钱草总黄酮浓度的增大,清除能力也随之增大。此

外,广金钱草总黄酮具有还原Fe3+的能力,并且,在一

定条件下,还原能力的大小与广金钱草总黄酮的浓度

呈正比,说明:广金钱总草黄酮具有一定的抗氧化活

性,可作为抗氧化剂进行研究。且回流提取法清除

DPPH自由基、超氧自由基与还原Fe3+的能力较超声

法强。本实验所建立的回流提取方法与超声提取方法

相比,具有较高的富集和提取效率,方法迅速、经济,更
利于工业大生产的实际应用,可为利用广金钱草总黄

酮进行新药开发提供依据。
近年来,植物药的研究受到广泛青睐,而黄酮类化

合物的广谱药理作用更受青睐。黄酮类化合物是一大

类天然产物,广泛存在于植物界,是许多中草药的有效

成分,具有很高的药用价值。在自然界中,最常见的有

黄酮和黄酮醇,其他的还包括双氢黄(醇)、异黄酮、双
黄酮、黄 烷 醇、查 尔 酮、橙 酮、花 色 苷 及 新 黄 酮 类

等[20-21]。广金钱草中黄酮含量较高,具有很高的开发

利用价值,值得综合利用。
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