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　　摘要：采用邻二氮菲－Ｆｅ２＋氧化法、邻苯三酚自氧化和 ＡＢＴＳ法，分别测定野菊花总黄酮对羟自由基（·ＯＨ）、超
氧阴离子自由基（Ｏ－２·）、ＡＢＴＳ自由基正离子（ＡＢＴＳ

＋·）的清除率。结果表明，野菊花总黄酮清除·ＯＨ、Ｏ－２·和

ＡＢＴＳ＋·的半数有效浓度（ＥＣ５０值）分别为０．０１６ｍｇ／ｍＬ、０．０１２ｍｇ／ｍＬ、６．９５μｇ／ｍＬ，优越于常规抗氧化剂维生素 Ｃ

和柠檬酸，证明野菊花具有良好的还原能力和自由基清除活性。
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　　野菊花（ＣｈｒｙｓａｎｔｈｅｒｍｕｍｉｎｄｉｃｕｍＬ．）为菊科多年生草本
植物菊花的头状花序，民间在秋季开花时采后凉干或晒干泡

茶饮用，但更多的是药用。野菊花富含酚酸、黄酮、萜类及挥

发油等有效成分，具有抗炎、抗氧化、抗菌、抗病毒等活性［１］。

经调研发现，野菊花的主要活性成分为黄酮类化合物和绿原

酸，黄酮类化合物具有抗癌、抑菌、抗氧化、抗衰老等作用［２］。

野菊花黄酮的主要成分是蒙花苷和木犀草素，其中蒙花苷别

称野菊花黄酮苷，能有效抑制金黄色葡萄球菌和乙型溶血链

球菌，并具有抑制磷酸二酯酶、醛糖还原酶和保肝的作用，对

慢性气管炎也有一定疗效［３－４］；木犀草素具有抑菌活性，对黄

嘌呤氧化酶具有较强的抑制活性，对 ｃＡＭＰ－磷酸二酯酶的
ＩＣ５０值为７９μｍｏｌ／Ｌ

［５］。野菊花多糖具有清除活性氧自由基

的作用［６］；其水提取物能够有效地抑制红细胞溶血，还可以

提高体内抗氧化酶的活性［７］；其挥发油还能够有效地清除

ＤＰＰＨ·自由基［８－９］。

近年来，世界上掀起了植物药开发的热潮，植物药以其天

然、低毒的特点备受青睐，其中黄酮类化合物以其广谱的药理

作用引人瞩目。本试验以乙醇为溶剂，研究野菊花总黄酮含

量及自由基清除活性，为野菊花的生物活性研究及其开发利

用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
野菊花采于陕西省汉中市褒河镇；芸香苷标准品（自

制）；亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、水杨酸、过氧化氢、硫酸亚

铁、无水乙醇、柠檬酸、维生素Ｃ、碘化钾、冰醋酸、三氯甲烷、
淀粉、铁氰化钾、三氯化铁、三氯乙酸、三羟甲基氨基甲烷、邻

苯三酚，均为市售分析纯。

ＡＬ２０４－ＩＣ型电子分析天平（梅特勒 －托利多仪器上海
有限公司）；７２２Ｅ分光光度计（上海光谱仪器有限公司）；

ＨＨＳ－１数显恒温水浴锅（江苏省金坛市金祥龙电子有限公
司）；１０１Ａ－１电热鼓风干燥箱（中国重庆银河试验仪器有限
公司）；ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）循环水式真空泵（河南省巩义市英峪予
华仪器厂）；ＣＬ－２型加热磁力搅拌器（河南省巩义市英峪予
华仪器厂）；ＴＧＬ－１６Ｃ型台式离心机（上海安亭科学仪
器厂）。　
１．２　试验方法
１．２．１　野菊花中总黄酮的提取　取新鲜野菊花，烘干，粉碎。
称取野菊花粉末约５ｇ，加８０ｍＬ９５％乙醇回流提取２ｈ，抽
滤。滤渣再加８０ｍＬ９５％乙醇，回流提取２ｈ，抽滤，合并２次
滤液，减压回收乙醇至滤液仅剩 ２５ｍＬ左右为止，放置于
２５０ｍＬ容量瓶中，用６０％乙醇稀释至刻度，得样品液［１０－１１］。

１．２．２　标准曲线的绘制　精确称取干燥至恒重的芸香苷标
准品２０．０ｍｇ，加乙醇溶解并定容至５０ｍＬ，配成０．４ｍｇ／ｍＬ
芸香苷标准溶液。准确吸取标准品溶液 ０．００、２．００、３．００、
４．００、５．００、６．００、７．００、８．００、９．００ｍＬ，分别加乙醇补至
１０．００ｍＬ，加５％亚硝酸钠溶液１．５ｍＬ，摇匀，静置６ｍｉｎ，加
１０％硝酸铝溶液１．５ｍＬ，摇匀，静置６ｍｉｎ，加４％氢氧化钠溶
液 １５ｍＬ，用乙醇稀释至刻度，摇匀，放置 １５ｍｉｎ，在波长
５１０ｎｍ处测定吸光度，以芸香苷浓度（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，吸
光度（Ｄ）为纵坐标，绘制标准曲线［１２］。

１．２．３　野菊花总黄酮含量的测定　精确吸取样品液
０．５０ｍＬ，置于１０ｍＬ容量瓶中，根据标准曲线的制备方法测
定吸光度Ｄ，线性回归计算野菊花中总黄酮的含量Ｃ［１３］。
１．２．４　野菊花总黄酮清除羟自由基（·ＯＨ）　采用邻二氮
菲－Ｆｅ２＋氧化法［１４］。取８支１５ｍＬ的离心管并编号为１～８，
其中１号为未损伤管，２号为损伤管，在８支离心管中依次加
入５ｍｍｏｌ／Ｌ邻二氮菲１ｍＬ，ｐＨ值７．４１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ４ｍＬ，
在３～７号管中依次加入不同体积的野菊花总黄酮提取液，再
在１～８号管中加７．５ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４１ｍＬ，最后在２～７号管
中加入０．１％Ｈ２Ｏ２１ｍＬ，蒸馏水定容至１０ｍＬ，于３７℃孵育
１ｈ，在５１２ｎｍ处分别测定各管的吸光度，平行测定３次。以
相同浓度的维生素Ｃ和柠檬酸作对照，按下式计算羟自由基
的清除率。

·ＯＨ清除率＝（Ｄ样品 －Ｄ损伤）／（Ｄ未损 －Ｄ损伤）×１００％。
１．２．５　野菊花总黄酮清除超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）　采用
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邻苯三酚自氧化法［１５］。取６支１５ｍＬ的离心管，各管中加入
０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ８．２的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液 ５．０ｍＬ，置于
３７℃水浴中预热１０ｍｉｎ，在各管依次加入不同体积的野菊花
总黄酮提取液，再立即加入在３７℃水浴下中预热的３ｍｏｌ／Ｌ
邻苯三酚０．１ｍＬ，于３０ｓ蒸馏水定容至１０ｍＬ，置于２５℃的
水浴中准确反应４ｍｉｎ，立即用８ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸２滴终止反应，
于４２０ｎｍ分别测定各管的吸光度Ｄ样品，平行测定３次。相同
试验条件下，不加任何提取液的吸光度为 Ｄ空白，野菊花总黄
酮本身的吸光度为Ｄ０，以相同浓度的维生素Ｃ和柠檬酸作对
照，按下式计算对超氧阴离子自由基的清除率。

Ｏ－２·清除率＝［Ｄ空白 －（Ｄ样品 －Ｄ０）］／Ｄ空白 ×１００％。
１．２．６　野菊花总黄酮清除 ＡＢＴＳ自由基正离子（ＡＢＴＳ＋·）
　采用ＡＢＴＳ法［１６］。ＡＢＴＳ先用超纯水配制为７ｍｍｏｌ／Ｌ，然
后加入２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ过硫酸钾，室温置于黑暗中反应１２～
１６ｈ，制成ＡＢＴＳ自由基正离子；乙醇稀释 ＡＢＴＳ自由基正离
子，使其在７３４ｎｍ处的吸光度为０．７±０．０１；加入不同体积
的野菊花总黄酮提取液于上述调制好的自由基溶液中，于

３０℃ 水浴放置１０ｍｉｎ，在７３４ｎｍ处测定吸光度 Ｄｘ，以不加
抗氧化剂测定的吸光度为Ｄｏ，无水乙醇较零，平行测定３次。

ＡＢＴＳ＋·清除率＝（Ｄｏ－Ｄｘ）／Ｄｏ×１００％。
１．２．７　野菊花总黄酮还原能力的测定　采用 Ｏｙａｉｚｕ的方
法［１７］测定野菊花总黄酮的还原能力。于１．０ｍＬ不同浓度的
野菊花总黄酮提取液中分别加入０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液
（ｐＨ值６．６）２．５ｍＬ和１％铁氰化钾溶液５ｍＬ，混合均匀后
置 ５０℃ 水浴中反应２０ｍｉｎ，然后加入１０％三氯乙酸溶液５
ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。吸取上清液２．５ｍＬ，加入蒸馏
水２５ｍＬ和０．１％三氯化铁溶液０．５ｍＬ。在７００ｎｍ处测定
样品的吸光度。以与样品同浓度的乙醇溶液为空白，吸光度

越大，表示其还原能力越强。

２　结果与分析

２．１　芸香苷标准曲线
按“１．２．２”节方法绘制标准曲线，得到回归方程为

Ｄ＝１０６１８Ｃ－０．００３６，ｒ＝０．９９９６。
２．２　野菊花总黄酮含量的测定

精确吸取野菊花提取液０．５０ｍＬ，置于１０ｍＬ容量瓶，按
标准曲线的制备方法测定吸光度 Ｄ＝０．５２０，根据回归方程
Ｄ＝１０．６１８Ｃ－０．００３６，计算野菊花提取液中总黄酮的含量
为０．２５ｍｇ／ｍＬ。
２．３　野菊花总黄酮对羟自由基（·ＯＨ）的清除效果

羟自由基（·ＯＨ）是生物体代谢产生的破坏性强的自由
基，可直接破坏细胞膜组成成分（如糖类、氨基酸、和磷脂等）

的结构，也可通过氧化碱基，尤其是氧化鸟嘌呤，导致细胞

ＤＮＡ结构的改变［１８］。因此，羟自由基的检测在自由基损伤

研究中具有重要意义。

　　从图１可以看出，随着样品浓度升高，野菊花总黄酮对
·ＯＨ的清除活性逐渐增强，当总浓度为０．０２５ｍｇ／ｍＬ时，其
对·ＯＨ的清除率为１０６．８％，而相同浓度下的维生素 Ｃ与柠
檬酸对·ＯＨ的清除率分别为２９．３％、１８．４％，说明野菊花对
·ＯＨ的清除存在明显的量效关系，其清除效率优于维生素Ｃ
与柠檬酸。

２．４　野菊花总黄酮对超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）的清除效果
超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）是机体代谢过程中产生的活

性自由基之一，它可在短时间内引发自由基链式反应，产生活

性自由基，如·ＯＨ、过氧亚硝酸根等［１９］。这些活性自由基可

以造成机体氧化性损伤，如细胞膜损伤、细胞代谢障碍等，并

影响细胞信号转导。此外，细胞内Ｏ－２·的累积还可引起线粒
体膜通透性的改变，造成细胞色素 Ｃ的大量释放，从而引起
细胞凋亡［２０］。因此，清除代谢产生的过量Ｏ－２·有助于维持机
体的氧化还原平衡，保证机体代谢正常有序地进行。

　　本研究采用邻苯三酚自氧化法，在弱碱性条件下，邻苯三
酚自氧化生成 Ｏ－２·和有色中间产物，该有色物质于４２０ｎｍ
处有特征吸收峰。当存在自由基清除剂时，清除剂能够有效

地清除 Ｏ－２·，抑制有色中间产物的生成，从而使４２０ｎｍ处的
吸光度降低。

由图２可知，随着样品浓度升高，清除Ｏ－２·活性逐渐增
强，并且存在良好的线性关系。当样品浓度为０．０２５ｍｇ／ｍＬ
时，野菊花总黄酮对Ｏ－２·的清除率为８９．４％，而相同浓度条
件下的维生素Ｃ和柠檬酸的清除率分别为９．３％、４．３％。结
果表明，野菊花清除 Ｏ－２·活性优越于常规自由基清除剂维生
素Ｃ和柠檬酸。

２．５　野菊花总黄酮对 ＡＢＴＳ自由基正离子（ＡＢＴＳ＋·）的清
除效果

ＡＢＴＳ＋·是一个相对稳定的自由基正离子，广泛应用于
评价天然产物的自由基清除活性。本试验以野菊花提取液为

反应液，随着样品浓度升高，其清除 ＡＢＴＳ＋·的活性逐渐增
强，并且存在良好的线性关系，当加入野菊花提取液 ５０μＬ
时，其对ＡＢＴＳ＋·清除率为８３．４％。配制相同浓度的维生素
Ｃ和柠檬酸为参照，当加入常规抗氧化剂维生素Ｃ２０μＬ时，
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对ＡＢＴＳ＋·清除率小于５％，随着样品浓度升高，清除活性逐
渐增强，５０μＬ时，对ＡＢＴＳ＋·清除率为４２．９％；柠檬酸对对
ＡＢＴＳ＋·清除活性最弱，５０μＬ时对 ＡＢＴＳ＋·清除率才达到
１１．１％（图３）。

２．６　野菊花总黄酮还原能力的测定结果
测定野菊花的还原力，实质上是检验野菊花是否为良好

的电子供应者，进一步证实野菊花为良好的自由基清除剂。

抗氧化剂是通过自身的还原作用给出电子，从而清除自由基，

还原力越强，自由基清除活性越强，抗氧化性越强，因此可通

过测定还原力来说明其抗氧化活性的强弱。本试验中利用野

菊花总黄酮被铁氰化钾氧化来表征还原力，７００ｎｍ处的吸光
度越大，还原力越强。由图４可知，随着样品浓度升高，野菊
花和维生素Ｃ于７００ｎｍ处的吸光度逐渐增大，并且存在良好
的线性关系，表明其还原能力逐渐增强；野菊花总体还原能力

优越于常规抗氧化剂维生素 Ｃ，进一步解释了野菊花为什么
具有较强的自由基清除活性，也进一步证实了野菊花是良好

的自由基清除剂；柠檬酸总体还原能力几乎为０，证实其为什
么具有较弱的自由基清除活性。

３　结论

本研究通过乙醇提取、芸香苷标定，确定野菊花提取液的

总黄酮含量为０．２５ｍｇ／ｍＬ。野菊花具有较强的还原能力，对
·ＯＨ、Ｏ－２·和ＡＢＴＳ

＋·都具有良好的清除活性，清除效率优

于常规抗氧化剂维生素 Ｃ和柠檬酸，清除·ＯＨ、Ｏ－２·和
ＡＢＴＳ＋· 的 ＥＣ５０值 分 别 为 ０．０１６、０．０１２ｍｇ／ｍＬ和
６．９５μｇ／ｍＬ。野菊花资源丰富，分布广泛，本研究证实其为

良好的自由基清除剂，为野菊花的生物活性研究和资源开发

提供了理论依据。
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