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摘要!采用
-HHJ

法(

'NRF

法测定绶草不同有机溶剂萃取

物的体外抗氧化活性$并用福林酚法测定其总酚含量%结果

表明"绶草各溶剂萃取物均有明显的体外抗氧化活性$且呈

剂量依赖性&各溶剂萃取物的抗氧化活性强弱及总酚含量大

小顺序均为"乙酸乙酯萃取物
)

正丁醇萃取物
)

石油醚萃取

物%说明绶草不同萃取物体外抗氧化活性与总酚含量呈正

相关$其中乙酸乙酯萃取物的清除
-HHJ

0及
'NRF

f

0的

=8

*%

值分别为!

)*?$(%e%?%%*

#$!

(*?)$%e%?%&*

#

#

9

)

1K

$总

酚含量为!

&#?!"&e%?%%$

#

M
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关键词!绶草&萃取物&抗氧化活性&总酚
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#为兰科绶草属植

物%又名盘龙参+盘龙草+清明草等%生于草丛+湿草地或山坡

中%中国各地均有分布)

&C$

*

&绶草为药食同源植物%常用来制

作药膳%具有滋补强身的作用)

#

*

&绶草还是凉茶植物%用来制

作夏季的消暑饮品%具有滋阴清热%化痰止咳的功效)

)

*

&已有

报道)

*C(

*显示绶草主要成分为包括二氢菲类+黄酮类+苯丙素

类等在内的酚类成分%具有开发抗氧化剂的前景&但绶草不

同萃取物抗氧化活性和总酚含量是否有差异还未见报道&

本研究拟采用
-HHJ

法+

'NRF

法测定绶草各有机溶剂

萃取物的抗氧化活性%采用福林酚法测定各萃取物的总酚含

量%并比较两者的相关性%旨在为绶草后续化学成分的深入

研究及抗氧化剂开发提供理论依据&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料

&?&?&

!

试验原料

绶草"采购于安徽毫州%由扬州大学生命科学与技术学

院金银根教授鉴定为兰科绶草属植物绶草
9S:.*)*:.:

%药用

部位为带根全草&

&?&?$

!

试剂

水溶性
D

/

!

RGB4B_

#"纯度
.(M

%美国
F3

9

120'4@G3A6

公司$

&

%

&0

二苯基
0$0

三硝基苯肼!

-HHJ

#"纯度
..M

%美国

F3

9

120'4@G3A6

公司$

$

%

$0

联 氮
0

双
0

!

#0

乙 基 苯 并 噻 唑 啉
0"0

磺 酸#二 铵 盐

!

'NRF

#"纯度
.!M

%美国
F3

9

120'4@G3A6

公司$

福林酚试液!

,B4380L3BA24>7;

#"

&1B4

(

K

%合肥博美生物

公司$

没食子酸对照品"纯度
.!M

%上海金穗生物科技有限

公司$

甲醇+无水乙醇+碳酸钠+二甲亚砜!

-YF[

#"分析纯%国

药集团化学试剂有限公司&

&?&?#

!

主要仪器设备

万分之一电子天平"

NF&$)F

型%北京赛多利斯仪器系统

#)&



有限公司$

高速万能粉碎机"

,g!%

型%天津市泰斯特有限公司$

循环水式真空泵"

FJU0-

!

XXX

#型%巩义市予华仪器有限

责任公司$

旋转蒸发器"

Z/0#%%%

型%上海亚荣生化仪器厂$

数显恒温水浴锅"

JJ0)

型%上海江星仪器有限公司$

数控超声波清洗器"

a]0*%%-/

型%昆山禾创超声仪器

有限公司$

多功能酶标仪"

F

P

87G

9P

$

型%美国博腾仪器有限公司$

紫外可见红外分光光度计"

V0#.%%

型%日本日立公司$

紫外可见分光光度计"

VD0."%%

型%北京瑞利分析仪器

公司&

&?$

!

试验方法

&?$?&

!

原料处理
!

绶草干燥带根全草
"*%

9

%粉碎%用
.*M

乙醇于
!*b

下回流提取
$6

%重复提取
*

次%减压浓缩得总

浸膏&将总浸膏自然挥干至无醇味%加入
&%

倍蒸馏水分散%

再分别用等体积石油醚+乙酸乙酯+正丁醇萃取%分别得石油

醚+乙酸乙酯+正丁醇萃取物%减压浓缩并挥干试剂得相应的

粉末%备用&

&?$?$

!

抗氧化活性试验溶液配制

!

&

#

-HHJ

溶液配制"精密称取
-HHJ

试剂
)%?%1

9

%无

水乙醇定容于
&%%1K

容量瓶中%再从中吸取
$%1K

定容于

&%%1K

的容量瓶中%备用&

!

$

#

'NRF

溶液配制"精密称取
'NRF

试剂
$%%?%1

9

%用

蒸馏水定容于
*%1K

容量瓶中%再精密称取
#*?%1

9

过硫酸

钾%用蒸馏水定容于
*%1K

容量瓶中%摇匀后与
'NRF

水溶

液混合%在室温黑暗处反应
&$

"

&"6

%产生
'NRF

阳离子自

由基&从中吸取
$% 1K

再定容于
&%% 1K

的容量瓶中%

备用&

!

#

#待测样品和阳性对照溶液配制"精密称取绶草
#

个

萃取物粉末及水溶性
D

/

各
$%?%1

9

%用
&1K-YF[

溶解%

再加无水乙醇将样品稀释成终浓度为
&?%%%

%

%?*%%

%

%?)%%

%

%?$%%

%

%?&%%

%

%?%*%

%

%?%$*1

9

(

1K

的溶液%备用&

&?$?#

!

抗氧化活性测定

!

&

#

-HHJ

自由基清除"

-HHJ

是以氮原子为中心的一

种稳定自由基%有强氧化性%易被抗氧化剂还原)

!

*

&往

-HHJ

溶液中加入抗氧化剂时%由于其自由基的清除作用%

-HHJ

溶液颜色消退%使得吸收光谱强度随加入的抗氧化剂

的量的增加而减小%通过加入抗氧化剂前后吸光度的线性变

化来计算自由基清除率)

.C&%

*

&

在
."

孔板中加入准备好的样品溶液
&%%

#

K

%每个样品

平行做
#

个%于
*&(81

紫外下测定吸光度
"

7

%再向其中加

入
-HHJ

试剂
&%%

#

K

%

#(b

遮光放置反应
#%138

后%测量

吸光度
"

.

&空白对照!溶解样品的试剂#与阳性对照测定方

法相同%且需同批次测定并每批次测定一次%分别记录&根

据式!

&

#计算清除率"

9H

I

&

J

"

.

J

"

7

"

<

! #

K

&%%M

% !

&

#

式中"

9H

'''

-HHJ

自由基清除率%

M

$

"

.

'''加入
-HHJ

后样品或阳性对照的吸光度$

"

7

'''未加入
-HHJ

时样品或阳性对照的吸光度$

"

<

'''加入
-HHJ

后空白对照的吸光度&

由于中药样品在高浓度时本身具有颜色%

-HHJ

自由基

清除后颜色也为黄色%会对试验结果产生一定影响%故计算

中需要扣除样品背景影响即
"

7

%以保证试验结果的准确性&

!

$

#

'NRF

自由基清除"

'NRF

法是以
'NRF

为显色剂%

经活性氧氧化后生成阳离子自由基
'NRF

f

.%呈稳定的蓝

绿色溶液$若向其中加入抗氧化物质%则会与
'NRF

f

.反应

而使反应体系褪色%在
(#)81

处检测溶液吸光度%以此来衡

量该物质的抗氧化能力)

&&

*

&

在
."

孔板的各个孔中加入准备好的样品溶液
&%%

#

K

%

每个样品平行做
#

个%再往里加入
'NRF

试剂
&%%

#

K

%常温

反应
* 138

后%于
(#)81

紫外下测定吸光度
"

:

&由于

'NRF

f

.清除后颜色为无色%对试验结果几乎无影响%故此

时不需要测样品本身吸光度&根据式!

$

#计算清除率"

9H

I

"

<

J

"

:

"

<

K

&%%M

% !

$

#

式中"

9H

'''

'NRF

自由基清除%

M

$

"

<

'''加入
'NRF

f

.后空白对照的吸光度$

"

:

'''加入
'NRF

f

.后样品或阳性对照的吸光度&

&?$?)

!

多酚含量测定溶液配制
!

采用福林酚法&参照文献

)

&$

*%修改如下"各称取一定量的绶草萃取物溶于甲醇中%超

声辅助溶解%并用
%?$$

#

1

微孔滤膜过滤溶解液%得供试品

溶液&

!

&

#对照品溶液的配制"精密称取没食子酸
&%?%1

9

%置

$*%1K

量瓶中%以适量甲醇溶解%定容%精密量取
*%1K

%采

用倍半稀释法依次配制成质量浓度为
)%

%

$%

%

&%

%

*

%

$?*

%

&?$*

%

%?"$*

%

%?#&$*

#

9

(

1K

的没食子酸甲醇溶液备用&

!

$

#样品溶液的配制"精密称取绶草
#

个萃取物各

&%?%1

9

%置于
&%%1K

量瓶中%用甲醇溶解并配制成质量浓

度分别为
%?&1

9

(

1K

的样品溶液&

&?$?*

!

测定条件的优化及方法学考察

!

&

#测定波长的选择"取适量没食子酸标准溶液于容量

瓶中%加入
&%M

福林酚试剂
$?*1K

%再加入
$%M

碳酸钠溶液

&*%

#

K

%

#%b

下反应一段时间%在
*%%

"

.%%81

波长范围内

测定吸光度&

!

$

#稳定性试验"取适量没食子酸标准品%于上述条件

下操作%在最佳检测波长处测定反应后不同时间点!

%?*

%

&?%

%

&?*

%

$?%

%

$?*

%

#?%

%

#?*

%

)?%6

#的吸光度&

!

#

#精密度试验"精确吸取
$?*1K

的对照品溶液%在最

佳检测波长处测定其吸光度%重复
"

次%计算变异系数

!

ZF-

#%评价该方法的精密度&

!

)

#重复性试验"称取绶草乙醇总提取物适量%按供试

品溶液的配制方法%平行配制
"

份供试品溶液%于上述条件

下操作%在最佳检测波长处测定吸光度&

!

*

#加样回收率试验"分别称取绶草乙醇总提取物
"

份%

每份精确加入一定量的没食子酸溶液%按上述条件操作%在

最佳检测波长处测定吸光度%计算没食子酸回收率&

))&

提取与活性
!

$%&"

年第
!

期



&?$?"

!

标准曲线的建立
!

精密量取各浓度没食子酸对照品

溶液适量%按
&?$?*

优化的条件操作%在最佳检测波长处测定

吸光度%以没食子酸溶液浓度!

#

9

(

1K

#为横坐标%吸光度为

纵坐标%按浓度与吸光度相关关系求回归方程&

&?$?(

!

样品总酚含量的测定
!

精密量取样品溶液
$?*1K

%

按
&?$?*

优化的条件操作%在最佳检测波长处测定吸光度%重

复
#

次%再根据标准曲线%计算出样品溶液中总酚含量&

&?$?!

!

数据分析
!

采用
FHFF&"?%

+

Y3AGB<BS>/_A74$%&#

进

行数据处理%并运用
WG2

I

6H2@HG3<1*

绘制图表%计算

=8

*%

值&

$

!

结果与讨论
$?&

!

抗氧化活性测定

本试验以水溶性
D

/

!

RGB4B_

#为阳性对照%分析绶草乙

醇提取物各萃取物对
-HHJ

+

'NRF

自由基的清除能力%以

=8

*%

值评价其抗氧化活性%

=8

*%

值越小%其抗氧化活性越强&

由图
&

+

$

可知%绶草的石油醚+乙酸乙酯及正丁醇萃取物均

具有清除
-HHJ

和
'NRF

自由基的能力&各萃取物在浓度

%?%$*

"

&?%%%1

9

(

1K

时%清除
-HHJ

及
'NRF

自由基的能

力随浓度增加而增大$在相同浓度下%各萃取物清除
-HHJ

自由基的能力较
'NRF

自由基强&

图
&

!

绶草不同萃取物对
-HHJ

自由基的清除能力

,3

9

;G7&

!

-HHJG2@3A24<A2T78

9

38

9

A2

I

2A3>37<BS@3SS7G78>

7_>G2A>3B8

I

2G><BS9S:.*)*:.:

图
$

!

绶草不同萃取物对
'NRF

自由基的清除能力

,3

9

;G7$

!

'NRFG2@3A24<A2T78

9

38

9

A2

I

2A3>37<BS

@3SS7G78>7_>G2A>3B8

I

2G><BS9S:.*)*:.:

!!

由表
&

可知%乙酸乙酯萃取物清除两种自由基的
=8

*%

值

最低%其次为正丁醇萃取物%石油醚萃取物
=8

*%

值最大%表明

绶草不同萃取物体外氧化活性由强到弱依次为"乙酸乙酯萃

取物
)

正丁醇萃取物
)

石油醚萃取物&乙酸乙酯萃取物抗

氧化活性略弱于阳性对照
D

/

&

表
&

!

绶草不同萃取物抗氧化活性

R2Q47&

!

'8>3B_3@28>2A>3T3>37<BS@3SS7G78>

I

2G><BS

9S:.*)*:.:

#

*c#

$

萃取物
=8

*%

(!

#

9

.

1K

C&

#

-HHJ

.

'NRF

f

.

石油醚萃取物
$&!?((%e%?%$& #$)?&"%e%?%)"

乙酸乙酯萃取物
)*?$(%e%?%%* (*?)$%e%?%&*

正丁醇萃取物
&$"?".%e%?%&$ &#)?&)%e%?%)$

水溶性
D

/

#!?.$%e%?%%( )&?*!%e%?%&"

$?$

!

多酚含量的测定

$?$?&

!

测定波长的选择
!

由图
#

可知%在
*%%

"

.%%81

波长

范围内%没食子酸的最大吸收波长为
("*81

%因此选定

("*81

作为检测波长&

$?$?$

!

稳定性试验
!

由图
)

可知%溶液在
$6

后吸光度基本

维持稳定%考虑到试验的效率%选择反应
$6

后测定溶液的

吸光度&

图
#

!

没食子酸紫外吸收光谱图

,3

9

;G7#

!

R67;4>G2T3B47><

I

7A>G;1BS

9

2443A2A3@

图
)

!

反应时间对吸光度的影响

,3

9

;G7)

!

/SS7A>BSG72A>3B8>317B82Q<BGQ28A7

$?$?#

!

精密度试验
!

按
&?$?*

的条件操作%在
("*81

波长

下%对福林酚法测定一定浓度的没食子酸对照品溶液进行精

密度试验%重复
"

次%求得吸光度平均值为
%?&$*

%

ZF-

为

%?*#M

%表明仪器精密度良好&

$?$?)

!

重复性试验
!

重复
"

次测定一定量绶草乙醇提取物

中多酚的含量%求得平均含量为
"?!#M

%

ZF-

为
%?(.M

%表明

该方法重复性良好&

$?$?*

!

加样回收率试验
!

由表
$

可知%用福林酚法测得没食

子酸的加样回收率为
.*?%*M

"

&%!?.&M

%平均回收率为

&%%?..M

%

ZF-

为
"?$#M

%上述试验结果说明该方法具有较

高的准确性%可用于绶草不同萃取物多酚含量的测定&

*)&
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表
$

!

没食子酸加样回收率结果

R2Q47$

!

Z7ABT7G

P

G7<;4>BS

9

2443A2A3@

#

*c"

$

称样

量(
1

9

原有

量(
1

9

加入

量(
1

9

测得

量(
1

9

回收

率(
M

平均回

收率(
M

ZF-

(

M

&%?#% %?"& &?%& &?"& &%%?%%

&%?$% %?"$ &?%& &?*. ."?%#

&&?$% %?"& &?%& &?"% .!?%$

&%?&% %?*! &?%& &?"! &%!?.&

&%?%% %?*( &?%& &?"( &%!?.&

&%?#% %?"$ &?%& &?*! .*?%*

&%%?.. "?$#

$?#

!

标准曲线的建立

根据不同浓度的没食子酸在
("*81

波长下测定的吸光

度%绘制标准曲线!见图
*

#%得到线性回归方程为
%c

%?%)!(Of%?%&%#

%相关系数!

@

#为
%?...!

&表明没食子酸

标准品溶液在
%?#&$*

"

)%?%%%%

#

9

(

1K

范围内与吸光度呈

良好的线性关系&

图
*

!

没食子酸浓度与吸光度的标准曲线

,3

9

;G7*

!
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9

2443A2A3@

AB8A78>G2>3B828@2Q<BGQ28A7

$?)

!

绶草不同萃取物总酚含量测定

用上述建立的方法%测定绶草
#

个不同萃取物的总酚含

量&由图
"

可知%总酚含量分别为石油醚萃取物!

*?"(e

%?%%*

#

M

%乙酸乙酯萃取物!

&#?!"&e%?%%$

#

M

$正丁醇萃取

物!

&#?(&(e%?%%$

#

M

&说明乙酸乙酯萃取物和正丁醇萃取

物总酚含量相当%都高于石油醚萃取物$三者总酚含量由高

到低依次为"乙酸乙酯萃取物
)

正丁醇萃取物
)

石油醚萃取

物&结合
$?&

抗氧化活性结果%表明绶草不同萃取物抗氧化

图
"

!

绶草不同萃取物总酚含量

,3

9

;G7"

!

RB>24

I

678B4AB8>78><BS>67@3SS7G78>

7_>G2A>3B8

I

2G><BS9S:.*)*:.:

活性与总酚含量呈正相关&

#

!

结论
本研究通过

-HHJ

法+

'NRF

法评价了绶草不同萃取物

体外抗氧化活性$建立了绶草不同萃取物总酚含量的测定方

法%并经过了方法学考察&结果表明%绶草不同萃取物体外

抗氧化活性与总酚含量呈正相关&基于前人)

*C(

*关于绶草

化学成分的研究结果%推测绶草乙酸乙酯萃取物总酚含量较

高+抗氧化活性较强可能与其中含有较多的菲类+黄酮类等

酚类成分有关&提示在后续进行化学成分研究时%可将重点

锁定在乙酸乙酯萃取物$通过活性导向分离的方法%实现该

萃取物中抗氧化成分的快速靶向分离%并通过对分离所得单

体成分的抗氧化活性评价%进一步阐明绶草抗氧化物质基

础%为从绶草中寻找天然来源的抗氧化剂的深入研究提供一

定的理论依据&
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