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　　摘要：为研究不同溶剂提取翠云草（Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｕｎｃｉｎａｔａ）的总酚、黄酮含量及提取液的抗氧化性，分别用水、甲醇、
乙醇、乙酸乙酯提取翠云草中的活性物质，采用普鲁士蓝法、三氯化铝显色法分别测定不同提取物中总酚、黄酮的含

量；应用清除ＤＰＰＨ自由基、Ｍａｒｋｌｕｎｄ法、水杨酸法、铁氰化钾还原法考察不同溶剂提取物的抗氧化活性。试验结果表
明：水提取物中总酚含量最高，为（１１８．１９±０．２７）ｍｇ／ｇ；甲醇提取物中黄酮含量最高，为（３５４．０８±０．２１）ｍｇ／ｇ，甲醇
提取物的抗氧化性最好。得出结论：６０％甲醇可作为翠云草抗氧化活性物质提取的优选溶剂，而总酚、黄酮含量可作
为翠云草抗氧化提取物的质量评价指标。
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　　翠云草（Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａｕｎｃｉｎａｔａ）为卷柏科卷柏属植物，具有
清热利湿、止血、止咳等功效，可用于治疗急性黄疸型传染性

肝炎、胆囊炎、肠炎、痢疾、肾炎水肿、泌尿系统感染、风湿关节

痛、肺结核咯血，并可外用治疗疖肿、烧烫伤、外伤出血、跌打

损伤［１］。主要成分为黄酮类、多糖、少量糖苷类等物质［２－３］，

其中黄酮类成分有抗肿瘤、抗氧化、抗血栓、扩张血管等作

用［４－５］。生物体在自身新陈代谢过程中会产生大量活性氧自

由基，若这些自由基无法通过正常途径及时清除，就会引发各

种疾病。而天然抗氧化成分通过捕捉自由基来停止其连锁反

应，从而避免对活细胞的进一步伤害。通过研究黄酮类抗氧

化剂的作用机制发现，它通过酚羟基与氧自由基反应生成较

稳定的半醌式自由基，从而中止链式反应［６］。许多植物都具

有抗氧化活性和清除氧自由基的能力，主要抗氧化成分是多

酚类化合物和类黄酮等。本试验以不同溶剂提取翠云草中

酮、酚含量的测定及提取物抗氧化性的研究为目标；以芸香苷

和没食子酸为对照绘制标准曲线，采用ＵＶ法对黄酮、总酚含
量进行测定；以提取物为研究对象，研究不同溶剂提取物对

ＤＰＰＨ、羟基、过氧基的清除率以及提取物的还原能力。本试
验为翠云草提取物的抗氧化性研究提供一定的参考。

１　试验材料与仪器

１．１　试验材料
翠云草采自宜州市，经鉴定为翠云草。

１．２　试剂
芸香苷标准品（上海源叶生物科技有限公司）；无水乙

醇、甲醇、乙酸乙酯、ＮａＮＯ２、Ａｌ（ＮＯ３）３、ＮａＯＨ、没食子酸、

ＦｅＣｌ３、Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］、浓 ＨＣｌ、ＤＰＰＨ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、水杨酸、
３％ Ｈ２Ｏ２、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、Ｃｌ３ＣＣＯＯＨ、维生素 Ｃ、ＢＨＴ、磷酸二氢
钾、磷酸氢二钾均为分析纯。

１．３　试验仪器
ＡＥ２４０Ｓ型电子分析天平（梅特勒 －托利多仪器上海有

限公司）；ＫＱ２２００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器
有限公司）；ＲＥ－５２Ａ型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；
ＳＨＢ－Ⅲ型循环水式多用真空泵（郑州长城科工贸有限公
司）；２８０２ＵＶ／ＶＩＳＳＰＥＣＴＲＯＰＨＯＴＯＭＥＴＥＲ型紫外可见分光
光度计（尤尼柯上海仪器有限公司）。

２　试验方法

２．１　预处理过程
置翠云草于真空干燥箱中４０℃干燥２４ｈ后，用粉碎机

粉碎，称取５０ｇ翠云草粉末于大烧杯中，用无水乙醇浸泡
１２ｈ，进行脱脂、除叶绿素，抽滤并收集滤渣，晾干备用。
２．２　样品溶液的制备

准确称取４份翠云草，每份１０ｇ，按料液比１ｇ∶３０ｍＬ分
别加入水、６０％甲醇、６０％乙醇、乙酸乙酯于５００ｍＬ圆底烧瓶
中，回流２次，每次１．５ｈ。趁热抽滤并合并滤液，得不同溶剂
的提取液，用旋转蒸发仪旋转滤液浓缩近干，用少量６０％乙
醇转移至小烧杯中，真空干燥不同溶剂的提取物。称取干燥

后的各提取物，用 ６０％ 乙醇溶解，配成质 量浓 度为
５．０ｍｇ／ｍＬ的母液，置于－４℃冰箱保存备用。
２．３　黄酮含量的测定

芸香苷标准曲线的绘制：依据文献［７］绘制芸香苷标准曲
线，得到芸香苷浓度（ｍｇ／ｍＬ）与吸光度值的回归方程：Ｄ＝
１０５１８Ｃ－０００２９（ｒ＝０．９９９６）。表明线性范围在０．０００～
００２４ｍｇ／ｍＬ。　

黄酮含量的测定：精确吸取２．５ｍＬ不同溶剂翠云草待测
液于２５ｍＬ容量瓶中，按照上述标准曲线进行测定，可得翠云
草不同提取物黄酮的质量浓度，从而得到不同溶剂提取翠云

草中黄酮的含量。
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２．４　多酚含量的测定
没食子酸标准曲线的绘制：依据文献［８］绘制没食子酸

标准曲线，得回归方程：ｙ＝２３８．５７ｘ＋０．０１５５（ｒ＝０．９９９５），
式中：ｙ为吸光度值；ｘ为没食子酸浓度（ｍｇ／ｍＬ）。表明线性
范围在０．０００～０．００４ｍｇ／ｍＬ。

精确吸取０．２５ｍＬ不同溶剂翠云草待测液于２５ｍＬ容量
瓶中，按照上述标准曲线进行测定，可得翠云草不同提取物多

酚的质量浓度，从而得到不同溶剂提取翠云草中多酚的含量。

２．５　 抗氧化活性的测定
２．５．１　不同质量浓度提取物的配制　分别吸取２．５、５．０、
１０．０、２０．０ｍＬ不同提取物的母液，用６０％乙醇稀释，转移至
２５ｍＬ容量瓶中，并用６０％乙醇定容至刻度，摇匀，静置。分
别得到０．５、１．０、２．０、４．０、５．０ｍｇ／ｍＬ不同质量浓度的样液。
２．５．２　清除ＤＰＰＨ自由基的测定　采用ＤＰＰＨ法：准确吸取
２ｍＬ一定浓度的翠云草提取液于５ｍＬ比色管中，加入浓度
为０．１ｍｍｏｌ／ｍＬ的 ＤＰＰＨ溶液２ｍＬ，用无水乙醇定容至刻
度，摇匀后置于室温密闭静置３０ｍｉｎ，用无水乙醇作空白校
正，在５１７ｎｍ波长处测定吸光度，将各提取液的清除率与
ＢＨＴ对比。根据下列公式计算不同质量浓度的翠云草提取
液对ＤＰＰＨ自由基的清除率：

清除率＝（１－
Ｄ１－Ｄ２
Ｄ０

）×１００％。

式中：Ｄ１为加提取液后ＤＰＰＨ溶液的吸光度；Ｄ２为提取液的
吸光度；Ｄ０为未加提取液时ＤＰＰＨ溶液的吸光度

［９］。

２．５．３　清除过氧自由基的能力测定　采用 Ｍａｒｋｌｕｎｄ法：分
别向比色管中加入３ｍＬ、ｐＨ值８．２、５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
缓冲液，以及 ０．２ｍＬ不同浓度的提取液，置于 ２５℃恒温
１０ｍｉｎ，然后加入０．２ｍＬ、２５℃预温的６０ｍｍｏｌ／Ｌ没食子酸，
并用６０％乙醇定容至５ｍＬ，摇匀后静置１５ｍｉｎ，进行比色测
定。以蒸馏水为空白对照，波长为４２０ｎｍ，隔３０ｓ测定１次，
连续测３ｍｉｎ。将各提取液的清除率与维生素Ｃ对比，以过氧
自由基的抑制率表示样品清除过氧自由基的能力［１０］，计算公

式为：

抑制率＝（
ｖ０－ｖ
ｖ０
）×１００％。

式中：ｖ０为没食子酸自氧化速率，即Ｄ０－ｔ曲线拟合斜率；ｖ为
添加提取液的氧化速率，即Ｄ－ｔ曲线拟合斜率；Ｄ０为不添加
提取液的吸光度；Ｄ为添加提取液的吸光度；ｔ为测定时间
（ｓ）。
２．５．４　清除羟自由基的能力测定　采用水杨酸法［１１］：准确

吸取２ｍＬ不同浓度提取液于 １０ｍＬ比色管中，依次加入
１ｍＬ的３％ Ｈ２Ｏ２、１ｍＬ９ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｆｅ

２＋、１ｍＬ９ｍｍｏｌ／Ｌ的
水杨酸－乙醇溶液，用 ６０％乙醇定容，摇匀并静置 １０ｍｉｎ。
与试剂空白液作比较，在５１０ｎｍ处测吸光度以得到各提取液
的清除率，并将其与ＢＨＴ对比，计算公式为：

清除率＝（
Ｄ０－ＤＸ
Ｄ０

）×１００％。

式中：Ｄ０为试剂空白液的吸光度；ＤＸ为加有提取液的吸
光度。

２．５．５　还原能力测定　采用铁氰化钾还原法：向３．０ｍＬ、ｐＨ
值６．６的磷酸缓冲溶液中分别加入１ｍＬ提取物溶液、１ｍＬ

１％铁氰化钾，置于５０℃恒温下加热２０ｍｉｎ。之后急速冷却，
加入２．５ｍＬ１０％三氯乙酸，离心分离１０ｍｉｎ。取上层清液
５ｍＬ，加入５ｍＬ水、１ｍＬ０．１％ ＦｅＣｌ３，均匀混合，静置１０ｍｉｎ
后于波长７００ｎｍ处测吸光度。将各提取液的还原性与 ＢＨＴ
对比，Ａ值越大则样品的还原能力越强［１２］。

３　结果与分析

３．１　翠云草提取物中的有效成分含量
由表１可知，随提取溶剂的不同，翠云草中总酚、黄酮含

量也不同。对于多酚的提取，水提取物的含量最高，为

（１８８．１９±０．２７）ｍｇ／ｇ。多酚含量随提取剂极性的减小而逐
渐降低，依次为甲醇提取物、乙醇提取物，乙酸乙酯提取物的

含量最低，仅为（５．１５±０．１５）ｍｇ／ｇ。对于黄酮的提取，甲醇
提取物的含量最高，为（３５４．０８±０．２１）ｍｇ／ｇ，其次为乙醇提
取物、水提取物、乙酸乙酯提取物，含量分别为（２２５．７９±
０１５）、（２００．７３±０３２）、（９．９０±０．１８）ｍｇ／ｇ。

表１　不同提取溶剂的翠云草黄酮和多酚测定结果（ｎ＝３）

提取溶剂
总酚含量

（ｍｇ／ｇ）
黄酮含量

（ｍｇ／ｇ）

水 １８８．１９±０．２７ ２００．７３±０．３２
甲醇 １１２．５３±０．３８ ３５４．０８±０．２１
乙醇 ８１．３７±０．１９ ２２５．７９±０．１５

乙酸乙酯 ５．１５±０．１５ ９．９０±０．１８

３．２　提取物清除ＤＰＰＨ自由基能力的测定
由图１可知，不同溶剂提取物都有较好的 ＤＰＰＨ自由基

清除能力，清除率随浓度的增大而增大，在浓度 ０．２～
２．０ｍｇ／ｍＬ范围内呈量效关系，各不同溶剂提取物清除率均
低于ＢＨＴ，各提取物清除ＤＰＰＨ自由基能力顺序为：ＢＨＴ＞甲
醇提取物＞乙醇提取物＞水提取物＞乙酸乙酯提取物。

３．３　提取物清除过氧自由基能力的测定
由图２可知，不同溶剂提取物对过氧自由基的抑制能力

强弱不一，在浓度０．０２～０．２０ｍｇ／ｍＬ范围内呈现一定量效
关系，其中维生素 Ｃ对过氧自由基的抑制率最高，乙酸乙酯
提取物抑制率最低。各物质对过氧自由基的抑制能力顺序

为：维生素Ｃ＞甲醇提取物 ＞乙醇提取物 ＞水提取物 ＞乙酸
乙酯提取物。

３．４　提取物清除羟自由基能力的测定
由图３可知，不同溶剂提取物对羟自由基均有一定的抑

制能力，除水提取物外，其他各提取物对羟自由基抑制率与浓
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度的关系并不明显。其中，甲醇提取物、乙醇提取物具有较高

的抑制率，但均低于 ＢＨＴ，而水提取物在浓度 ０．１～
１．０ｍｇ／ｍＬ范围内呈明显的量效关系。各物质对羟自由基的
抑制能力顺序为：ＢＨＴ＞甲醇提取物 ＞乙醇提取物 ＞水提取
物＞乙酸乙酯提取物。

３．５　提取物还原能力的测定
由图４可知，翠云草的不同溶剂提取物均具有一定的还

原能力，并随浓度的增大而增大，当浓度低至 ０．０５～
０．２０ｍｇ／ｍＬ时，甲醇、乙醇、水提取物的还原能力相当，乙酸
乙酯提取物的还原能力最差。还原能力大小依次为：ＢＨＴ＞
甲醇提取物＞乙醇提取物＞水提取物＞乙酸乙酯提取物。

４　结论与讨论

本研究以不同溶剂对翠云草回流的方法提取黄酮和总

酚，采用邻苯三酚自氧化法、ＤＰＰＨ法、清除羟基法、铁氰化钾
还原法［１３］４种国内外常用体外抗氧化活性检测方法，对宜州
翠云草水提取物、６０％乙醇提取物、６０％甲醇提取物、乙酸乙
酯提取物的抗氧化性进行化学评价。结果表明，翠云草提取

物具有一定的抗氧化性，虽然清除 ＤＰＰＨ基、羟基、过氧基的
能力以及还原能力各不相同，但其能力趋势大致相同。翠云

草在我国分布较广，本身具有一定药用价值，且在食品抗氧化

添加剂、化妆品等方面均有应用，因此，对翠云草抗氧化性的

进一步研究将具有重要科学意义。
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