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　　摘要：以中药材大血藤［Ｓａｒｇｅｎｔｏｄｏｘａｃｕｎｅａｔａ（Ｏｌｉｖ．）Ｒｅｈｄ．ｅｔＷｉｌｓ］的乙醇提取物为对象，提出１种基于比色法的
大血藤总黄酮测定方法，同时考察了提取物对ＤＰＰＨ自由基的清除能力。结果表明，以芸香苷为标准品的亚硝酸钠－
硝酸铝显色法更适合大血藤提取物中总黄酮含量的测定，测定波长为５１０ｎｍ，芸香苷在０～０．５ｍｇ／ｍＬ范围内，质量
浓度与吸光度呈良好的线性关系，平均加样回收率为９９．３％，精密度、稳定性、重现性均理想；抗氧化活性试验结果表
明大血藤提取物具有很强的清除ＤＰＰＨ自由基能力。
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　　中药大血藤是木通科植物大血藤［Ｓａｒｇｅｎｔｏｄｏｘａｃｕｎｅａｔａ
（Ｏｌｉｖ．）Ｒｅｈｄ．ｅｔＷｉｌｓ．］的干燥藤茎，具有清热解毒、活血、祛
风止痛等功效，主治肠痈腹痛、热毒疮疡、经闭、跌扑肿痛、风

湿痹病等症，主要产自湖北省、四川省、江西省、浙江省、江苏

省、福建省等地。大血藤在不同地区名称不一，《中药大辞

典》记录的别名有：血藤、过山龙、红藤、千年健、血竭、血通、

大活血、活血藤等１０多种［１］。研究表明，大血藤含有多种化

学成分，包括黄酮类、酚类、有机酸、木脂素、三萜皂苷、蒽醌

类、糖苷类等物质，具有抑菌、抗炎、抗病毒、抑制血小板聚集、

增加冠脉血流量、抗心肌等功效［２－６］。黄酮类化合物具有较

强的抗氧化、抗肿瘤、抗炎镇痛、抗病毒、保肝护肝、保护心血

管系统、抑菌、抗衰老、提高免疫力等功效。大血藤中黄酮类

化合物受到很多研究者的关注［７－１３］。本研究以中药材大血

藤的乙醇提取物为对象，提出一种基于比色法的大血藤总黄

酮测定方法，同时考察了提取物对ＤＰＰＨ自由基的清除能力，
旨在为开发利用大血藤资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
大血藤药材购于福建省漳州市某中药店。槲皮素与芸香

苷标准品均购于中国食品药品检定研究院。ＤＰＰＨ购于梯希
爱（上海）化成公司；无水乙醇、氯化铝、亚硝酸钠、硝酸铝、氢

氧化钠、维生素Ｃ等药品均为分析纯试剂，购自国药集团化学
试剂公司。ＲＥ５２－９９旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；
ＡＲ１２４ＣＮ电子分析天平（美国奥豪斯公司）；超声波细胞破碎
仪（宁波新芝生物科技有限公司）；ＵＶ－１７５０紫外可见光分光
光度计（日本岛津公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ全波长酶标仪（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＺＷＹ－２１０２Ｃ全温摇床（上海智城分析仪器制
造有限公司）；万能粉碎机（天津泰斯特仪器有限公司）。

１．２　样品溶液的制备
用粉碎机将大血藤药材充分粉碎，准确称取药材粉末

０．５ｇ，置于烧杯中，加入６０％乙醇５０ｍＬ，封口后放入全温摇
床１２０ｒ／ｍｉｎ６０℃振荡浸提２４ｈ。浸提结束后超声破碎提取
３０ｍｉｎ，超声破碎程序设定为超声１５ｓ，间歇１５ｓ，超声频率
４０Ｈｚ，功率１０００Ｗ。超声结束后抽滤取过滤液，用６０％乙
醇定容至５０ｍＬ，得到１０ｇ／Ｌ样品溶液。
１．３　黄酮标准品溶液的配制

称取芸香苷、槲皮素标准品各５ｍｇ，分别置于５０ｍＬ容
量瓶中，加适量无水乙醇将其完全溶解，纯水定容，得到

０．１ｍｇ／ｍＬ芸香苷标准液、槲皮素标准液。
１．４　黄酮３种定量测定方法
１．４．１　直接测定法　分别取大血藤提取物溶液、芸香苷标准
液、槲皮素标准液，用紫外分光光计在３００～８００ｎｍ波长范围
内进行光谱扫描，６０％乙醇作基线处理，记录吸光度。
１．４．２　三氯化铝法　分别取１ｍＬ大血藤提取物溶液、芸香
苷标准液、槲皮素标准液，加入３支１０ｍＬ具刻度试管中，依
次加入１ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＡｌＣｌ３溶液及１ｍＬｐＨ值为５．５的醋
酸钠－醋酸缓冲液，用６０％乙醇定容至刻度，在３００～８００ｎｍ
波长范围内进行光谱扫描，６０％乙醇同样显色后作扫描基线，
记录吸光度。

１．４．３　亚硝酸钠－硝酸铝法　分别取１ｍＬ大血藤提取物溶
液、芸香苷标准液、槲皮素标准液，加入３支１０ｍＬ具刻度试
管中，加６０％乙醇定容至５ｍＬ，加５％ ＮａＮＯ２溶液３００μＬ，
静置６ｍｉｎ后加入１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液３００μＬ，静置６ｍｉｎ后
再加入４ｍＬ１．０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，最后用６０％乙醇定容至
１０ｍＬ，３０℃水浴静置２０ｍｉｎ，在３００～８００ｎｍ波长范围内进
行光谱扫描，６０％乙醇加显色剂管作扫描基线，记录吸光度。
１．５　亚硝酸钠－硝酸铝显色法考察

根据以上３种方法的光谱扫描结果，筛选出合适的标准
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品为芸香苷，采用亚硝酸钠－硝酸铝法显色进行试验。
１．５．１　标准曲线绘制　分别取芸香苷标准液０、１、２、３、４、
５ｍＬ至６支１０ｍＬ具刻度试管中，加６０％乙醇稀释至５ｍＬ，
按照“１．４．３”节的方法显色，在５１０ｎｍ波长处测定吸光度，
以标准品质量浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线。

１．５．２　精密度试验　精确移取标准品液１ｍＬ，样品液１ｍＬ
（５个平行样），按亚硝酸钠 －硝酸铝显色法进行操作，测定
５１０ｎｍ波长处吸光度，计算样品相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１．５．３　稳定性试验　将芸香苷标准品及样品按亚硝酸钠 －
硝酸铝法操作，每隔１０ｍｉｎ于５１０ｎｍ波长处测定１次吸光
度，共测６０ｍｉｎ，计算样品测定值相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１．５．４　重现性考察　精确称取大血藤粉末４份，每份０．５ｇ，
按照“１．２”节方法制成大血藤提取液，按亚硝酸钠 －硝酸铝
法进行操作，于５１０ｎｍ波长处测定吸光度，计算４份大血藤
提取物的总黄酮浓度，计算４份样品相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１．５．５　加标回收率试验　用移液管精确移取５ｍＬ样品液置
于烧杯中，加入６０％乙醇溶液稀释至２０ｍＬ，精确吸取１ｍＬ
稀释后的样品液置于３支１０ｍＬ具刻度试管中，按照亚硝酸
钠－硝酸铝法于５１０ｎｍ波长处测定吸光度，将吸光度代入标
准曲线，求得１ｍＬ提取液中黄酮浓度，取平均值。另取４支
干净试管，精密吸取１ｍＬ上述已测定黄酮浓度的样品液，分
别加入１、２、３、４ｍＬ芸香苷标准液，按亚硝酸钠－硝酸铝法操
作，于５１０ｎｍ波长处测定吸光度，计算加标回收率。
１．６　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定

将大血藤样品母液分别配制成药材干质量浓度为０．０１、
０．０２、０．０３、０．０４、０．０５、０．１ｇ／Ｌ的６个浓度梯度。取９６孔酶
标板，每６个测定孔为１组，依次加入不同浓度的大血藤提取
物１００μＬ，然后选其中１组分别加入１００μＬ０．０６ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＰＰＨ溶液，另外１组分别加入１００μＬ无水乙醇作为对照
组，混匀，室温下放置３０ｍｉｎ后，在全波长酶标仪中５１７ｎｍ
波长下测定各孔的吸光度，加入ＤＰＰＨ组测定值为Ａｓ，加入无
水乙醇组测定值为Ａｔ，同时设置１００μＬ６０％乙醇加１００μＬ
ＤＰＰＨ反应组，其吸光度作为空白对照 Ｄｏ，ＤＰＰＨ自由基清除
率（Ｉ）计算公式如下。维生素Ｃ作为阳性对照。

Ｉ＝［１－（Ａｓ－Ａｔ）／Ｄｏ］×１００％。

２　结果与分析

２．１　光谱扫描结果
由图１可知，芸香苷在３６８ｎｍ波长处、槲皮素在３３６ｎｍ

波长处有最大吸收峰，样品在４３４ｎｍ波长处有较大吸收峰，
在近３００ｎｍ波长处吸光度达到最大，该区间与标准品没有很
好地重叠，且大血藤提取物肉眼观察呈现红色，因此在紫外区

－近紫外区吸光度较大，且紫外区测定易受蒽醌、酚类物质的
干扰，该方法不适合大血藤黄酮的定量测定。由图２可知，
ＡｌＣｌ３显色体系中，槲皮素在４３０ｎｍ波长处、芸香苷在４１４ｎｍ
波长处吸光度最大，大血藤样品在４２０ｎｍ波长附近并没有明

显吸收峰，该方法不能用于大血藤黄酮的定量测定。由图３
可知，在亚硝酸钠 －硝酸铝显色体系中，芸香苷在５１０ｎｍ波
长处吸光度最大，样品在５０２ｎｍ波长处吸光度最大，二者吻
合度较高，槲皮素可见光区未观察到明显的吸收峰，所以本研

究确定芸香苷为测定标准品，采用亚硝酸钠 －硝酸铝显色方
法，测定波长为５１０ｎｍ进行下一步试验。在该显色方法下，
加入ＮａＯＨ后，溶液中出现肉眼几乎难以察觉的细小悬浮物，
长时间静置后变成沉淀析出，用滤纸将溶液过滤后进行测定，

后续试验均需将测定溶液静置２０ｍｉｎ后用滤纸过滤后测定。

２．２　标准曲线绘制
芸香苷标准品溶液的线性回归方程为 ｙ＝１．２３５４ｘ＋

０００１５，ｒ＝０．９９９８，线性范围为０～０．５ｇ／Ｌ。
２．３　精密度试验结果

由表１可知，芸香苷标准品溶液吸光度 ＲＳＤ为２５１％，
样品溶液吸光度ＲＳＤ为１．５８％，精密度良好。

表１　精密度试验结果

试样
吸光度

平行１ 平行２ 平行３ 平行４ 平行５ 平均值

ＲＳＤ
（％）

芸香苷标准品 ０．１０４５ ０．１０５４ ０．１０２４ ０．１０９６ ０．１０４６ ０．１０５３ ２．５１
样品 ０．７６１ ０．７７０ ０．７６５ ０．７５５ ０．７３９ ０．７５８ １．５８
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２．４　稳定性试验结果
由表２可知，芸香苷标准品溶液吸光度 ＲＳＤ为０２６％，

样品溶液吸光度 ＲＳＤ为２．２８％，说明在６０ｍｉｎ内吸光度稳
定性好。

表２　稳定性试验结果

试样
吸光度

１０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ４０ｍｉｎ ５０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ 平均值
ＲＳＤ（％）

芸香苷标准品 ０．１３０３ ０．１３０８ ０．１３０８ ０．１３１０ ０．１３１２ ０．１３１２ ０．１３０９ ０．２６
样品 ０．７７８０ ０．７６９０ ０．７６０６ ０．７５１４ ０．７４０３ ０．７３２７ ０．７５５３ ２．２８

２．５　重现性试验结果
重现性考察结果表明，４次平行提取大血藤提取物中黄

酮含量分别为 ０．５８０、０．５７０、０．６０２、０．５６２ｇ／Ｌ，平均值为
０５７８５ｇ／Ｌ，ＲＳＤ为２．９９％，重现性好。
２．６　加标回收率试验结果

稀释后大血藤样品黄酮平均含量为０．１５０ｍｇ／ｍＬ，加标
回收率在９７．７％～１０１．０％，平均回收率为９９．３％（表３），说
明该法准确度高。

表３　加标回收率试验结果

序号
样品量

（ｍｇ／ｍＬ）
加标量

（ｍｇ／ｍＬ）
测得量

（ｍｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
１ ０．１５０ ０．１ ０．２４８ ９８．０
２ ０．１５０ ０．２ ０．３５１ １００．５
３ ０．１５０ ０．３ ０．４２３ ９７．７
４ ０．１５０ ０．４ ０．５５４ １０１．０
平均 ９９．３

２．７　大血藤ＤＰＰＨ自由基清除能力
由图４可知，随着大血藤提取物浓度和维生素 Ｃ浓度的

增大，ＤＰＰＨ自由基清除率均逐渐升高。

３　结论与讨论

大血藤药材中黄酮种类较为复杂，有数十种［１０］。目前，

不同学者采用不同的方法对大血藤药材中总黄酮含量进行测

定，有采用ＨＰＬＣ方法测定的［８］，有采用紫外法即低浓度氯化

铝显色后在 ２７５ｎｍ处测定的［７］，有采用氯化铝显色后在

４２０ｎｍ处测定的［９］，有采用亚硝酸钠 －硝酸铝显色后在
５１０ｎｍ处［１３］测定的。本研究结果表明，大血藤乙醇提取物

ＡｌＣｌ３显色后在４２０ｎｍ附近并没有明显的光吸收峰，直接在
紫外光范围内测定易受大血藤中蒽醌类、酚类化合物干扰，且

对样品制备条件及机器性能要求比较高，二者不适合用于大

血藤黄酮的比色法定量，因此笔者选择了亚硝酸钠 －硝酸铝
显色法进行下一步试验。笔者在试验过程中发现，加入

ＮａＯＨ溶液后，会形成一些肉眼难以观察到的细小悬浮物，将
溶液放置８ｈ以上，在试管中能看到明显的沉淀物（同时进行

的芸香苷标准液显色中未出现沉淀现象）。曾凡骏等用同样

的方法测定银杏叶总黄酮时也观察到这种沉淀［１４］。本试验将

静置时间延长至２０ｍｉｎ，让原花色素类物质在碱性条件下充分
沉淀，取滤纸过滤溶液用于测定，６０ｍｉｎ内吸光度稳定性很好。
大血藤黄酮类化合物组成比较复杂，药材来源、提取工艺、测定

方法、标准品选择等诸多因素对测定结果均有较大影响。本研

究中基于分光光度计的亚硝酸钠－硝酸铝显色法的精密度、稳
定性、重现性、线性关系、加标回收率均较高。ＤＰＰＨ在有机溶
剂中是１种较稳定的自由基，在５１７ｎｍ波长处有强吸收，其结
构中１个氮原子上有１个孤对电子，当自由基清除剂存在时，
该孤对单电子被配对而导致其颜色变浅，而且这种颜色变浅的

程度与配对电子数呈化学剂量关系，因此ＤＰＰＨ被广泛用于检
测自由基的清除情况以及评价样品的抗氧化能力。大血藤乙

醇提取物具有很强的ＤＰＰＨ自由基清除能力。
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