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铁苋菜不同极性萃取物的抗氧化及抑菌活性研究
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摘要!采用
"

"

",

二苯基
,',

三硝基苯肼!

DXXT

#法&

!

(

胡萝

卜素漂白法和清除一氧化氮自由基!

=R

#法来测定不同

极性铁苋菜萃取物的抗氧化活性)通过微孔比浊法比较

铁苋菜萃取物对
$

种革兰氏阴性细菌!大肠杆菌&铜绿假

单胞菌和幽门螺杆菌#和
9

种革兰氏阳性细菌!表皮葡萄

球菌&枯草芽孢杆菌&藤黄微球菌和金黄色葡萄球菌#的

抑菌效果$结果表明"铁苋菜不同极性萃取物均有较好

的清除
DXXT

&

=R

自由基和抑制
!

,

胡萝卜素漂白的效

果"浓度为
'7&-

5

*

-\

时"正丁醇萃取物清除
DXXT

自

由基和抑制
!

,

胡萝卜素漂白能力最佳"

DXXT

自由基清

除率为
*976&Q

"

!

,

胡萝卜素抑制率为
!$7"%Q

"乙酸乙酯

萃取物清除
=R

自由基能力最强"清除率为
!'7#'Q

$抑

菌试验结果显示"铁苋菜各萃取物均有较好抑菌效果"对

革兰氏阳性菌抑菌效果优于革兰氏阴性菌"其中石油醚萃

取物对大肠杆菌&表皮葡萄球菌和金黄色葡萄球菌抑制作

用最佳"

:OF

值分别为
&76'%

"

&7$"%

"

"7'%&-

5

*

-\

$铁苋

菜萃取物具有较好的抗氧化及抑菌效果$

关键词!铁苋菜)极性)萃取物)抗氧化)抑菌活性
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铁苋菜别名海蚌含珠&为大戟科铁苋菜属草本植物&

广布于中国南方各地区&其嫩叶可以食用&为当地民间野

菜品种之一)

"

*

'据报道&铁苋菜主要化学成分有萜类+酚

酸+黄酮和生物碱类)

'

*

&具有清热解毒+止痢+止血之功

效)

$

*

&其中萜类+甾醇类活性成分)

9

*主要集中于石油醚萃

取物&酚酸+黄酮类活性成分)

%W6

*主要存在于氯仿和乙酸

乙酯萃取物&极性较大的正丁萃取物具有较多糖苷类活

"'!

PRRDS:NFTO=+UV

第
$%

卷第
6

期 总第
'"'

期
"

'&"*

年
6

月
"



性成分'目前对铁苋菜的研究)

#W*

*主要集中在其多糖和

总黄酮的抗氧化以及总黄酮抑菌活性方面&对铁苋菜酚

酸类活性成分系统分离研究比较缺乏'如王春景等)

"&

*试

验仅考察铁苋菜中甲醇+

#&Q

乙醇等极性较大溶剂提取

物的抗氧化和抑菌效果&并未对其中具体的抗氧化和抑

菌主要活性成分进行进一步系统分离'

本试验拟以铁苋菜为原料&采取乙醇回流提取+系统

梯度萃取法得到石油醚相+氯仿相+乙酸乙酯相+正丁醇

相和水相
%

个不同极性萃取物&测定铁苋菜各萃取物的

总酚酸含量&分析铁苋菜不同极性萃取物清除
DXXT

自

由基和
=R

自由基的能力与抑制
!

,

胡萝卜素漂白能力及

抑菌活性&为铁苋菜在食品天然抗氧化剂和抑菌剂方面

的研究开发提供依据'

"

!

材料与方法
"7"

!

材料与仪器

"7"7"

!

材料与试剂

铁苋菜"采于湖南临武县&无病虫害$

[

F

"美国
(/

5

-.

公司$

"

&

",

二苯基
,',

三硝基苯肼!

DXXT

#+

!

,

胡萝卜素"上

海梯希爱化成工业发展公司$

Y@/;4

试剂!

&7"Q

"

,

萘胺和
'Q

磷酸的水溶液+

"Q

对

氨基苯酸#"天津市光复经济化工研究所$

亚油酸+吐温
,!&

+硝普钠"国药集团化学制剂有限

公司$

磷钼钨酸试液"厦门海标科技有限公司$

乙醇+石油醚+氯仿+乙酸乙酯+正丁醇"分析纯&恒兴

化学试剂制造有限公司'

"7"7'

!

试验菌种

大肠杆菌!

M;8@96.8@./8%0.

#+铜绿假单胞菌!

Q;93:%(

F%&/;/963

'

.&%;/

#+幽门螺杆菌!

+90.8%)/8796

<4

0%6.

#+表

皮葡萄球菌!

A7/

<

@

4

0%8%883;9

<

.:96F.:.;

#+枯草芽孢杆

菌!

H/8.003;;3)7.0.;

#+藤黄微球菌!

Y.86%8%883;03793;

#+

金黄色葡萄球菌!

A7/

<

@

4

0%8%883;/3693;

#"湖南中医药大

学医学基础微生物与免疫学教学中心提供'

"7"7$

!

主要仪器

电子分析天平"

+(,$'&

型&美国德安特公司$

真空干燥箱"

DaP,6&%&N_

型&北京中兴伟业仪器有

限公司$

旋转蒸发仪"

=,"$&&

型&上海爱朗仪器有限公司$

超净工作台"

(̂ ,FZ,"P

型&郑州宏朗仪器设备有限

公司$

酶标仪"

D=:,*6&'

型&北京普朗新技术有限公司$

生化培养箱"

(TT,"%&\

型&重庆四达仪器有限

公司$

紫外可见分光光度计"

G["!&&XF

型&上海奥析科学

仪器有限公司'

"7'

!

方法

"7'7"

!

铁苋菜不同极性萃取物的制备
!

称取干燥的铁苋

菜地上部分
"&J

5

&粉碎后过
9&

目筛&用
#&Q

乙醇回流提

取
$

次&每次
'2

&过滤合并滤液&于
6&j

减压旋转蒸发

溶剂&得到铁苋菜固体浸膏
9"%79&

5

&用水搅散摇匀&先用

石油醚萃取除去色素+油脂等弱极性物质&再用氯仿+乙

酸乙酯和正丁醇等溶剂按体积
"

&

'

的比例来依次萃取&

减压蒸发溶剂干燥&依次得到石油醚相
#$7&&

5

+氯仿相

67'&

5

+乙酸乙酯相
*7'&

5

+正丁醇相
%#7'%

5

和水相

"9!76&

5

&各相浸膏置于
9j

冰箱冷藏备用'按式!

"

#计

算各不同萃取物浸膏的提取率&每个部位结果平行测定

$

次&取平均值'

Dm

1

-

1

3

k"&&Q

& !

"

#

式中"

D

%%%各部位浸膏的提取率&

Q

$

1

-

%%%各部位浸膏的重量&

5

$

1

3

%%%乙醇提取物的重量&为
9"%79&

5

'

"7'7'

!

总酚酸含量测定
!

采用
P80/3,F/81.0?;>

法)

""W"$

*

'

!

"

#标准曲线的绘制"精密移取
&

&

&7"&

&

&7'&

&

&7$&

&

&76&

&

&7*&

&

"7'&

&

"7%& -\

的 没 食 子 酸 对 照 品 溶 液

!

&7"-

5

(

-\

#&分别置于
'% -\

容量瓶中&精密加入

&7%&-\

磷钼钨酸试液&再精密加入
"97&&

&

"$7*&

&

"$7!&

&

"$7#&

&

"$79&

&

"$7"&

&

"'7!&

&

"'7%&-\

蒸馏水&摇匀&再用

'#Q

碳酸钠溶液定容至刻度线&摇匀&避光放置
6&-/3

&

以相应空白试剂做空白&在
#6&3-

处测定吸光度值&绘

制标准曲线!曲线方程"

Vm&7"'!L s&7""6"

&

2

'

m

&7**#"

#&如图
"

所示'结果表明在
&79

"

67&

&

5

(

-\

的范

围内具有良好的线性关系&该方程可用于铁苋菜中总酚

酸含量的测定'总酚酸含量用每克萃取物中含有的没食

子酸毫克数表示'

!

'

#样品总酚酸含量的测定"将样品溶液稀释一定的

倍数&按照
"7'7'

!

"

#显色&得到吸光度值&并代入标准曲线

方程计算总酚酸含量'

"7'7$

!

供试液的制备
!

精密称取铁苋菜石油醚+氯仿+乙

酸乙酯和正丁醇萃取物和
[

F

各
'&-

5

&先用
#&Q

乙醇溶

图
"

!

铁苋菜总酚酸标准曲线图

P/

5

>@;"

!

(?.3<.@<1>@I;8H?8?.0

B

2;380/1.1/<4

/3N-.@.3?2

#'!

"

[807$%

$

=876

尹显楼等!铁苋菜不同极性萃取物的抗氧化及抑菌活性研究



液将各样品定容至
'7&-

5

(

-\

&再用二倍稀释法配成浓度

为
'7&&&&

&

"7&&&&

&

&7%&&&

&

&7'%&&

&

&7"'%&

&

&7&6'%-

5

(

-\

的供试液&再用
#&Q

乙醇溶液配置成
&7&&9Q

的
DXXT

储

备液&避光保存备用'

"7'79

!

清除
DXXT

自由基法
!

参考文献)

"9

*修改如下"

将
%&

&

\

供试液及
'%&

&

\DXXT

储备液加入到同一微孔

中&摇匀&室温避光反应
$&-/3

&用酶标仪于
%"#3-

处测

定吸光度
=

"

&同时测定
'%&

&

\DXXT

储备液与
%&

&

\

#&Q

乙醇溶液混合后的吸光度
=

&

&以及
%&

&

\

供试液与

'%&

&

\#&Q

乙醇溶液混合后的吸光度
=

'

&以
[

F

溶液作

阳性对照&按式!

'

#计算清除率'

"m

!

"W

=

"

W=

'

=

&

#

k"&&Q

& !

'

#

式中"

"

%%%

DXXT

自由基清除率&

Q

$

=

"

%%%供试品组吸光度值$

=

'

%%%空白组吸光度值$

=

&

%%%对照组吸光度值'

"7'7%

!

!

,

胡萝卜素漂白法
!

根据文献)

"%

*&精密称取

97&-

5

!

,

胡萝卜素+

9&7&-

5

亚油酸和
9&&7&-

5

AM;;3,

!&

&混合后用
%7&-\

氯仿溶解&于
%&j

减压旋转蒸干氯

仿&再添加
'&&-\

蒸馏水超声即得乳液'分别取上述

$&

&

\

供试液&对照组加入
$&&

&

\

乳液&空白组中
$&&

&

\

乳液不添加
!

,

胡萝卜素&以
[

F

作阳性对照&

%&j

水浴反

应
6&-/3

后&用酶标仪测定样品在
9*&3-

下
&-/3

时和

6&-/3

时的吸光度值'按式!

$

#计算抑制率'

Ym

>

6&

!对#

W>

6&

!空#

>

&

!对#

W>

&

!空#

k"&&Q

& !

$

#

式中"

Y

%%%

!

,

胡萝卜素抑制率&

Q

$

>

6&

!对#

%%%

6&-/3

时对照组吸光度值$

>

6&

!空#

%%%

6&-/3

时空白组吸光度值$

>

&

!对#

%%%

&-/3

时对照组吸光度值$

>

&

!空#

%%%

&-/3

时空白组吸光度值'

"7'76

!

清除
=R

自由基法
!

根据文献)

"%

*&分别取上述

的
!&

&

\

硝普钠溶液&供试品组加入
"'&

&

\

供试液&空白

组以不加供试液作空白&

'* j

光照
$2

&加
Y@/;4

试剂

%&

&

\

&反应
&7%2

&用酶标仪测定样品在
9*&3-

下的吸光

度值&以
[

F

为阳性对照&每组试验重复
$

次&取平均值'

按式!

9

#计算清除率'

Km

>

'

W>

"

>

F

k"&&Q

& !

9

#

式中"

K

%%%

=R

自由基清除率&

Q

$

>

"

%%%供试品组吸光度值$

>

'

%%%空白组吸光度值'

"7'7#

!

体外抑菌试验

!

"

#菌株的活化和制备"将表皮葡萄球菌+铜绿假单

胞菌+藤黄微球菌等
#

种菌株接种在
"&-\

营养肉汤中

进行活化!布氏肉汤中接种幽门螺杆菌#&于培养箱中

$#j

恒温培养
'92

&幽门螺杆菌在微需氧条件下培养

'92

)

"6

*

'菌落长出后&在超净工作台内挑取适量活化后

的细菌接种于肉汤中&振荡混匀&幽门螺杆菌用布氏肉汤

进行稀释&其他
6

种菌株则以营养肉汤稀释&调整细菌浓

度为
"&

!

FPG

(

-\

&制备得到细菌悬液'

!

'

#最小抑菌浓度!

:OF

#的测定"参考文献)

"#

*修改

如下"试验设空白组+样品组和阳性对照组&指示菌为幽

门螺杆菌样品组&以阿莫西林和甲硝唑为阳性对照&其他

6

种菌株均以阿莫西林和头孢拉定为阳性对照药'空白

组加入
"&&

&

\

液体培养基'样品组每孔加入
"&&

&

\

细

菌悬液和适量的各萃取物浓度为
"&&-

5

(

-\

的供试液&

阳性对照组加入浓度均为
'&-

5

(

-\

阿莫西林+头孢拉

定和甲硝唑&以
'

倍稀释法对各孔进行逐步稀释&每个浓

度平行
$

个复孔&使得样品终浓度为
"&7&&&&

&

%7&&&&

&

'7%&&&

&

"7'%&&

&

&76'%&

&

&7$"'%-

5

(

-\

'阳性对照组终

浓度为
'7&&&&

&

"7&&&&

&

&7%&&&

&

&7'%&&

&

&7"'%&

&

&7&6'%-

5

(

-\

'加样完成后&用酶标仪测定在
9%&3-

下的光密度值!

RD

#'然后将微孔板放置在温度
$#j

+

%Q FR

'

培养箱中培养
'92

'幽门螺杆菌的微孔板和蜡

烛缸一同放入培养箱中培养
9!2

&之后用酶标仪测定在

9%&3-

下的
RD

值&按式!

%

#计算供试药抑菌
RD

值'

=m

F

'

WF

"

&

'

W&

"

k"&&Q

& !

%

#

式中"

=

%%%供试药的抑菌率&

Q

$

F

'

%%%培养后加药
RD

值$

F

"

%%%培养后空白
RD

值$

&

'

%%%培养前加药
RD

值$

&

"

%%%培养前空白
RD

值'

供试药抑菌
RD

值越大&表明该药物抑菌效果越小'

以空白孔为对照&并结合倒置显微镜观察&以不发生混浊

变化&且供试药
RD

值不高于空白孔的
RD

值的最高药物

稀释倍数为该药物的
:OF

值'

'

!

结果与分析

'7"

!

醇提物及其不同极性萃取物得率(总酚酸含量

如表
"

所示&由于溶剂的极性不同对萃取物的得率+

成分均有较大的影响&其中石油醚相+正丁醇相+水相的

提取率较高!分别为
"#7%#Q

&

"$7#!Q

&

$%7##Q

#'总酚酸

含量从小到大排序为石油醚相
$

氯仿相
$

水相
$

正丁醇

相
$

乙醇提取物
$

乙酸乙酯相&其中乙酸乙酯萃取物的

总酚酸含量高达
'$'7$6-

5

(

5

'

$'!

提取与活性
+iAUNFAOR= S NFAO[OAV

总第
'"'

期
"

'&"*

年
6

月
"



表
"

!

不同极性萃取物的提取率和总酚酸含量

A.E0;"

!

+c?@.1?/83@.?;.3<?8?.0

B

2;380/1.1/<183?;3?

8H</HH;@;3?

B

80.@;c?@.1?4

%

&m$

&

萃取物 提取率(
Q

总酚酸含量(!

-

5

0

5

W"

#

乙醇提取物
97"% "!67#$

石油醚相
!

"#7%# "67!'

氯仿相
!!

"79* 6$7!%

乙酸乙酯相
'7'" '$'7$6

正丁醇相
!

"$7#! "6&7%9

水相
!!!

$%7## !'7''

'7'

!

体外抗氧化试验

'7'7"

!

清除
DXXT

自由基能力
!

由图
'

可知&铁苋菜不

同极性萃取物对
DXXT

自由基均具有较好的清除效果$

在
&7&%

"

'7&-

5

(

-\

时&各萃取物的清除率呈剂量依赖

性'在浓度为
'7& -

5

(

-\

&其清除率为正丁醇部位

!

*976&Q

#

'

乙 酸 乙 酯 部 位 !

!#7*'Q

#

'

氯 仿 部 位

!

#97"%Q

#

'

石油醚部位!

9!79#Q

#&而阳性对照药
[

F

的

清除率为!

*%7&!Q

#&表明正丁醇萃取物的抗氧化效果最

好&并且抗氧化能力与
[

F

相当'

图
'

!

铁苋菜不同极性萃取物和
[

F

的
DXXT

自由基清除率

P/

5

>@;'

!

DXXT@.</1.041.I;3

5

/3

5

@.?;8H8H</HH;@;3?

B

80.@;c?@.1?4H@8- >8/0

4<

@/ /3;76/0.; \7

.3<[

F

'7'7'

!

抑制
!

,

胡萝卜素漂白反应
!

由图
$

可知&铁苋菜

不同极性萃取物均具有较好的抑制
!

,

胡萝卜素漂白的效

果$在
&7&%

"

'7&-

5

(

-\

时&随着浓度上升&铁苋菜各萃取

物对
!

,

胡萝卜素氧化逐渐
'

强'当浓度达到
'7&-

5

(

-\

时&对
!

,

胡萝卜素氧化抑制率为正丁醇部位!

!$7"%Q

#

'

氯仿部位!

#!7$6Q

#

'

乙酸乙酯部位!

6!7*9Q

#

'

石油醚

部位!

6!7#9Q

#&均比阳性对照药
[

F

!

997%"Q

#的抑制率

高&其中正丁醇部位抑制
!

,

胡萝卜素漂白的效果最好'

表明在一定的浓度范围内&铁苋菜各萃取物具有较好的

抑制
!

,

胡萝卜素漂白反应的效果'

'7'7$

!

清除
=R

自由基能力
!

据图
9

可知&在
&7&%

"

'7&-

5

(

-\

时&铁苋菜不同极性萃取物对
=R

自由基的

清除率与浓度呈正相关$当浓度达到
'7&-

5

(

-\

时&不同

图
$

!

铁苋菜不同极性萃取物和
[

F

的
!

,

胡萝卜素

漂白抑制率

P/

5

>@;$

!

O32/E/?/838H

!

(1.@8?;3;8c/<.?/83E

C

</HH;@;3?

B

80.@;c?@.1?4H@8- >8/0

4<

@/ /3;76/0.; \7

.3<[

F

图
9

!

铁苋菜不同极性萃取物和
[

F

的
=R

自由基清除率

P/

5

>@;9

!

=/?@/18c/<;@.</1.041.I;3

5

/3

5

@.?;8H</HH;@;3?

B

80.@;c?@.1?4H@8- >8/0

4<

@/ /3;76/0.; \7

.3<[

F

极性萃取物对
=R

自由基清除率为乙酸乙酯部位

!

!'7#'Q

#

'

石 油 醚 部 位 !

!'79*Q

#

'

正 丁 醇 部 位

!

!"79*Q

#

'

氯仿部位!

#*7"!Q

#&均弱于阳性对照药
[

F

!

*'7&&Q

#&各萃取物清除
=R

自由基能力相当'结果表

明在一定的浓度范围内&铁苋菜各萃取物均具有较好的

清除
=R

自由基能力'

'7$

!

体外抑菌试验

由表
'

可知&铁苋菜各萃取部位对所选
#

种细菌均

具有不同程度的抑制效果&并且对不同细菌的
:OF

值也

不同&其中对革兰氏阳性菌抑菌效果比革兰氏阴性菌效

果要好'石油醚部位+氯仿部位和正丁醇部位对枯草芽

孢杆菌和藤黄微球菌抑菌效果较强'特别是石油醚部位

对大肠杆菌+表皮葡萄球菌和金黄色葡萄球菌抑制作用

最佳&

:OF

值分别为
&76'%&

&

&7$"'%

&

"7'%&&-

5

(

-\

&可

以通过柱层析硅胶+凝胶等方法来进一步分离纯化石油

醚萃取部位&筛选出明确有效的抑菌活性成分'

$

!

结论
经上述试验可知&铁苋菜乙醇提取物及各萃取物都

含有总酚酸&各萃取物均具有较强的清除
DXXT

+

=R

自

由基能力和抑制
!

,

胡萝卜素漂白的能力'正丁醇萃取物

和乙酸乙酯萃取物抗氧化效果较为显著&可能与其较高

%'!

"

[807$%

$

=876

尹显楼等!铁苋菜不同极性萃取物的抗氧化及抑菌活性研究



表
'

!

铁苋菜不同极性萃取物
:OF

l

A.E0;'

!

:OF8H</HH;@;3?

B

80.@;c?@.1?4H@8->8/0

4<

@//3;76/0.;\7 -

5

)

-\

组别
革兰氏阴性菌

大肠杆菌 铜绿假单胞菌 幽门螺杆菌

革兰氏阳性菌

表皮葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 藤黄微球菌 金黄色葡萄球菌

石油醚部位
!

&76'% %7&&&& % &7$"'% &76'%& &7$"'% "7'%&&

氯仿部位
!!

%7&&& "&7&&&&

'

"& '7%&&& &76'%& &7$"'% "&7&&&&

乙酸乙酯部位
'

"&7&&&

'

"&7&&&&

'

"& '7%&&& '7%&&& '7%&&& "&7&&&&

正丁醇部位
!

"&7&&& "&7&&&& "& "&7&&&& &76'%& &7$"'% "&7&&&&

阿莫西林
!!

&7"'% '7&&&& ' &7&6'% &7&6'% &7&6'% &7%&&&

头孢拉定
!! '

'7&&& &7&6'% W &7&6'% &7&6'% &7&6'% &7&6'%

甲硝唑
!!!

W W ' W W W W

!!

l

!

.

W

/表示未进行试验'

的总酚酸含量有关)

"!W"*

*

&表明各萃取物中总酚酸含量与

抗氧化能力呈正相关'体外抑菌活性筛选显示&铁苋菜

各萃取物均有较好的抑菌活性&尤其是石油醚部位对大

肠杆菌+表皮葡萄球菌和金黄色葡萄球菌抑菌效果最为

显著'经查阅文献)

'&

*发现&铁苋菜石油醚萃取物含有大

量的三萜类和甾体类化学成分&可能是其抑菌有效活性

成分'本试验系统地研究了铁苋菜不同极性萃取物的抗

氧化和抑菌活性&对铁苋菜主要活性成分进行进一步富

集&并对各萃取物的抗氧化和抑菌活性系列数据进行了

补充&为后续能够通过柱层析等方法靶向分离抗氧化和

抑菌活性化合物做前期准备'下一步将对铁苋菜乙酸乙

酯萃取物和石油醚萃取物做更深入的分离纯化&以得到

明确的抗氧化和抑菌活性化合物'
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*杜丹丹&李建科
7P80/3,F/81.0?;>

比色法测定石榴皮多酚含

量条件的优化)
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西北农林科技大学学报"自然科学版&
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*任秋蓉&王亚男&王癑&等
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密花香薷总黄酮体外抗氧化及

抗肿瘤活性研究)
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*詹济华&孟英才&谭洋&等
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铁苋菜乙醇提取物抗流感活性

及其机理的初步研究)
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天然产物研究与开发&
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*胡丽娟&刘蔚&吴欢欢&等
7

加味小柴胡汤抗幽门螺杆菌的

有效物质部位群研究)
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中国现代中药&
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*张恩户&乔慧&王光建&等
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微孔比浊法测定牛黄上清片的

抗菌效价)
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中药药理与临床&
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*黄文平&吴柳瑾&殷文静&等
7

铁苋菜中原儿茶酸和原儿茶

醛含量的高效液相色谱法测定)
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时珍国医国药&
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*魏学军&林先燕&李雪营&等
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不同采收期和部位的黔产铁

苋菜中没食子酸和总黄酮的含量)
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华西药学杂志&
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铁苋菜+白三叶草的化学成分及抗菌活性研究)
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