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　　摘要：测定鬼针草不同溶剂萃取物总黄酮类含量，研究其体外抗氧化活性及 α－葡萄糖苷酶、α－淀粉酶抑制作
用。鬼针草水提醇沉后用不同极性溶剂进行萃取，测定各提取物的总黄酮含量，采用ＤＰＰＨ和超氧阴离子法测定各提
取物的抗氧化活性及对α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶的抑制作用，并利用液相质谱联用法对乙酸乙酯提取物中的黄
酮类化合物进行分析。分析结果，鬼针草乙酸乙酯和正丁醇提取物的总黄酮含量明显高于其他提取物，氯仿、乙酸乙

酯和正丁醇萃取物具有较强的抗氧化活性。乙酸乙酯和正丁醇萃取物对α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶均具有较强的
抑制作用。其中乙酸乙酯萃取物中含有芹菜素、柚皮素 －７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷、芹菜素 －７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖
苷、木犀草苷和木犀草素等黄酮类成分。结果表明，鬼针草有机溶剂萃取物具有明显的抗氧化活性和 α－淀粉酶及
α－葡萄糖苷酶抑制作用，其中黄酮类化合物可能是其生物活性的主要物质基础。
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　　糖尿病是一种慢性高血糖和糖脂代谢、蛋白质代谢紊乱
为主要特点的内分泌疾病，其发病原因主要为胰岛素分泌不

足和胰岛素抵抗，目前，糖尿病已经成为威胁人类健康的第三

大疾病。研究表明，氧化应激会导致胰岛 β细胞功能的损伤
和外周胰岛素抵抗，从而诱发糖尿病的形成，继而引发多种并

发症。α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶是人体中影响饮食淀粉
和糖类等主要碳水化合物消化和吸收的关键酶，其抑制剂能

够竞争性地抑制酶的活性，延缓肠道碳水化合物的吸收，从而

有效抑制餐后血糖升高，常用于二型糖尿病的治疗。常用的

此类药物有阿卡波糖、米格列醇、伏格列波糖等，这些药物都

存在胃肠不适等副作用，因此，从天然产物中寻找高效、安全

的α－淀粉酶和α－葡萄糖苷酶抑制剂成为开发糖尿病治疗
药物的研究热点。黄酮类化合物是广泛存在于自然界的一种

天然多酚类化合物，具有高药理活性的特点。研究表明，黄酮

类化合物对糖尿病及其并发症具有明显的治疗作用，其作用

机制呈现多途径多靶点的特点，抗糖尿病的主要作用机制包

括抗氧化、胰岛β细胞保护及功能调节、抑制糖苷酶活性、促
进外周组织对糖的利用、抗炎及增强免疫功能等。研究黄酮

类化合物对糖尿病的防治具有非常重要的意义。

鬼针草（ＢｉｄｅｎｓＰｉｌｏｓａＬ．）始载于《本草拾遗》，属于菊科
（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）鬼针草属（Ｂｉｄｅｎｓ）植物。鬼针草味苦无毒，具有
清热解毒、活血散瘀、消炎消肿的功效，也可用于治疗痢疾、感

冒、腹泻、炎症等［１－２］。鬼针草的主要化学成分包括黄酮类、

挥发油类、酚酸类、有机酸类及甾体类环合物等［３－７］。现代药

理作用研究表明，鬼针草提取物具有抗氧化、抗炎、抗菌、肝保

护作用及降血糖作用［８－１１］；鬼针草乙醇提取物的乙酸乙酯和

正丁醇萃取物能够降低正常小鼠的血糖，其中乙酸乙酯提取

物具有降低四氧嘧啶高血糖小鼠血糖的作用［１２］。同时有研

究发现，鬼针草总黄酮对糖尿病小鼠具有降血糖作用，其作用

机制为通过调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＧＬＵＴ４信号通路中转录因子的
基因和蛋白的表达，从而改善细胞胰岛素抵抗［１３］。本研究对

鬼针草不同提取物进行总黄酮含量测定，通过液质联用法初

步鉴定其中的黄酮类成分，研究各提取物的体外抗氧化能力，

并对其α－淀粉酶和 α－葡萄糖苷酶的抑制作用进行评价，
为鬼针草的开发和利用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
鬼针草购于吉林大药房，经长春中医药大学李勇教授鉴

定为菊科植物鬼针草的干燥地上部分。

芸香苷、ＰＮＰＧ，上海金穗生物科技有限公司；１，１－二苯
基－２－苦肼基自由基（ＤＰＰＨ）、ＡＢＴＳ、α－淀粉酶和α－葡萄
糖苷酶，上海晶纯生化科技股份有限公司；鬼针草购于吉林大

药房；其他试剂均为分析纯。

芸香苷对照品，成都曼思特生物科技有限公司，批号：

ＭＵＳＴ－１００６０，纯度＞９８．５％；α－葡萄糖苷酶，美国Ｓｉｇｍａ公
司，（批号：Ｇ５００３）；４－硝基苯 －α－Ｄ－吡喃葡萄糖苷
（ＰＮＰＧ），美国 Ｓｉｇｍａ公司，（批号：Ｎ１００３７１）；阿卡波糖
（５０ｍｇ／片），德国Ｂａｙｅｒ公司；１，１－二苯基－２－三硝基苯肼
（ＤＰＰＨ），上海晶纯生化科技股份有限公司；α－淀粉酶，美国
ＢＲ公司，（批号：９０００－９０－２０）；其他试剂均为分析纯。

ＴＵ－１８１０型紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有
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限责任公司；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＰｌｕｓ３８４型酶标仪，美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司；ＲＥ－３０００型旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；
ＨＨ－Ｓ型恒温水浴锅，江苏省金坛市正基仪器有限公司；
ＳＨＢ－ⅢＡ型循环水式多用真空泵，郑州长城科工贸有限公
司；ＦＡ２００４Ｎ型分析天平，上海精密科学股份有限公司；ＬＴＱ型
离子阱质谱仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
５８１０Ｒ台式高速大容量离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　总黄酮提取及制备　干燥的鬼针草２００ｇ粗粉，加１０
倍量水，浸泡过夜，回流提取２次，每次２ｈ，过滤，合并滤液水
浴浓缩得水提液１０００ｍＬ，加入９５％乙醇至含醇量为８０％，
室温放置过夜，抽滤，减压浓缩。然后依次用氯仿、乙酸乙酯、

水饱和正丁醇萃取２次，各萃取层减压浓缩后分别得萃取物
８７５．０、３４８．９、６８４．５、９９３０．０ｍｇ。
１．２．２　总黄酮含量测定　精密配制０．２ｍｇ／ｍＬ对照品芸香
苷的标准液，精密吸取芸香苷对照品溶液０．５、１．０、２．０、２．５、
３．０、４．０ｍＬ分别置于１０ｍＬ容量瓶中，然后加入５％ ＮａＮＯ２
溶液０．３ｍＬ，摇匀，放置 ６ｍｉｎ，加入 １０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液
０３ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ，加入４％ ＮａＯＨ溶液４．０ｍＬ，最后
加入８０％乙醇溶液定容至刻度，摇匀，放置１５ｍｉｎ。以８０％
乙醇溶液为空白对照，用紫外分光光度法于５１５ｎｍ波长处测
定上述标准溶液吸光度，制作标准曲线，计算总黄酮含量。鬼

针草不同提取物按上述方法提取，于５１５ｎｍ波长处测定吸光
度，计算总黄酮含量。

１．２．３　抗氧化活性的测定
１．２．３．１　清除 ＤＰＰＨ自由基活性　鬼针草各提取物 ＤＰＰＨ
清除作用参考相关文献试验方法［１４］并加以改良，ＤＰＰＨ用甲
醇溶解配制成０．１６ｍｍｏｌ／Ｌ的甲醇溶液。取不同浓度的样品
甲醇溶液和维生素Ｃ甲醇溶液１００μＬ分别加入９６孔板，并
加入１００μＬ的ＤＰＰＨ溶液，空白用甲醇代替样品溶液。混合
均匀后室温避光反应３０ｍｉｎ，于波长５１７ｎｍ下测定其吸光度
（Ｄ）。每份样品平行操作３次。

清除率＝［Ｄ空白 －Ｄ样品］／Ｄ空白 ×１００％。
　　提取物的半数抑制率用ＩＣ５０值表示。
１．２．３．２　超氧阴离子清除　鬼针草各提取物超氧阴离子清
除作用参考相关文献试验方法［１５］并加以改良。超氧阴离子

清除试验反应体系包括：２００μＬ的５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲
溶液，２０μＬ不同浓度的鬼针草样品溶液或维生素 Ｃ溶液，
２０μＬ的２５ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶液，混合后立即放入酶标仪
中，连续测定４ｍｉｎ，以吸光度变化率计算样品对超氧阴离子
的清除率。

１．２．４　体外酶活性测试
１．２．４．１　鬼针草黄酮化合物对 α－淀粉酶活性的抑制　分
别取２０μＬ不同浓度样品溶液，加入 ２０μＬ淀粉酶溶液，
３７℃ 水浴摇床中孵化１０ｍｉｎ，加４０μＬ淀粉溶液，３７℃水浴
摇床中反应１５ｍｉｎ，加２０μＬ盐酸终止反应，加１００μＬ稀碘
液，显色，用酶标仪于５９５ｎｍ处测其吸光度（Ｄ）。对照组用
ＰＢＳ代替淀粉酶溶液，空白用ＰＢＳ代替样品。
　　α－淀粉酶活性抑制率计算公式：

抑制率＝Ｄ样品／（Ｄ对照 －Ｄ空白）×１００％。
１．２．４．２　鬼针草黄酮化合物对 α－葡萄糖苷酶活性的抑制

　鬼针草各提取物对α－葡萄糖苷酶抑制试验参照相关文献
试验方法［１６］，分别移取１０ｍｇ／ｍＬ各提取液５００μＬ至１．５ｍＬ
离心管中，分别配成不同浓度梯度的样品溶液。取５０μＬ磷
酸缓冲溶液于９６微孔板中，后分别取不同浓度样品６０μＬ，
酶溶液６０μＬ，５０℃水浴２０ｍｉｎ，再加底物ＰＮＰＧ３０μＬ，５０℃
水浴４０ｍｉｎ，加 １００μＬ的 Ｎａ２ＣＯ３终止反应，用酶标仪在
４０５ｎｍ处测定其吸光度（Ｄ）。对照组用ＰＢＳ代替酶溶液，空
白用ＰＢＳ代替样品。
　　α－葡萄糖苷酶活性抑制率计算公式：

抑制率＝［１－Ｄ样品／（Ｄ对照 －Ｄ空白）］×１００％。
１．２．５　液相－质谱连用鬼针草中化合物的鉴定
１．２．５．１　样品的制备　取上述制备的水提物、氯仿萃取物、
乙酸乙酯萃取物、正丁醇萃取物和水萃取物适量，用氮气吹

干，用相同体积的水溶解，过０．２２μｍ微孔滤膜过滤，用于鬼
针草提取物中黄酮类化学成分的研究。

１．２．５．２　ＵＰＬＣ－ＭＳ条件　ＦｉｎｎｉｇａｎＬＴＱ质谱仪：电喷雾离
子源，毛细管温度 ２７０℃；喷雾电压 ４．０ＫＶ，透镜电压
－２５０Ｖ；毛细管电压－４１Ｖ；质量检测范围ｍ／ｚ：２００～１５００；
注射泵流速５μＬ／ｍｉｎ；鞘气为氮气，流速４０ｍＬ／ｍｉｎ；串联质
谱碰撞能量为３０～３５Ｖ。
　　色谱柱为ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱 （２５０ｍｍ ×４．６ｍｍ，５．０μｍ）；
进样体积为１０μＬ；流动相流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为２０℃，
流动相 Ａ：乙腈，流动相 Ｂ：０．１％甲酸水；负离子模式下梯度
洗脱（０～５ｍｉｎ，７％～２０％ Ａ；＞５～１５ｍｉｎ，２０％ ～３０％ Ａ；
＞１５～２５ｍｉｎ，３０％～４０％ Ａ；＞２５～４５ｍｉｎ，４０％ ～６０％ Ａ；
＞４５～５５ｍｉｎ，６０％ ～１００％ Ａ；＞５５～６０ｍｉｎ，１００％ Ａ；
＞６０～７０ｍｉｎ，１００％～７％ Ａ）。

２　结果与分析

２．１　鬼针草各提取物总黄酮含量
鬼针草的水提物、氯仿萃取物、乙酸乙酯萃取物、正丁醇

萃取物、水萃取物的总黄酮含量分别为生药材的 ０．７１％、
１０１％、４．２３％、３．５７％和１．８６％。结果表明，鬼针草乙酸乙
酯萃取物及正丁醇萃取物的总黄酮含量最高。

表１　鬼针草不同溶剂提取物总黄酮含量

提取物 总黄酮含量（％）
水提物 ０．７１±０．０５
氯仿萃取物 １．０１±０．１５
乙酸乙酯萃取物 ４．２３±０．２１
正丁醇萃取物 ３．５７±０．１７
水萃取物 １．８６±０．０８

２．２　鬼针草不同提取物抗氧化活性
２．２．１　鬼针草不同提取物对ＤＰＰＨ清除能力　鬼针草不同提
取物对ＤＰＰＨ清除能力见图１。不同有机相萃取物均具有较强
的ＤＰＰＨ清除能力，且清除率呈现浓度依赖关系，其中，乙酸乙
酯萃取物的清除率明显高于其他提取物，当浓度为０２ｍｇ／ｍＬ
时，其清除率达到８７．２％。氯仿萃取物的清除作用仅次于乙
酸乙酯萃取物。水提物和水萃取物的清除率明显低于其他提

取物。从表２可以看出，其ＩＣ５０值为：维生素Ｃ＜乙酸乙酯萃取
物＜氯仿萃取物＜正丁醇萃取物＜水萃取物和水提物，表明鬼
针草不同提取物对ＤＰＰＨ的清除能力均弱于维生素Ｃ。
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表２　鬼针草不同提取物对ＤＰＰＨ清除能力的ＩＣ５０值

提取物 ＩＣ５０（ｍｇ／ｍＬ）
维生素Ｃ ０．０１０１
水提物 ＞０．２
氯仿萃取物 ０．０８５４
乙酸乙酯萃取物 ０．０２５１
正丁醇萃取物 ０．１５１９
水萃取物 ＞０．２

２．２．２　超氧阴离子清除率　鬼针草不同提取物对超氧阴离
子清除率结果见图２。不同提取物在试验浓度范围内均显示
了一定的超氧阴离子清除能力，其中，有机溶剂萃取物的清除

能力明显高于水相提取物，乙酸乙酯萃取物在试验浓度范围

内显示了较高的清除能力，在０．８、１．６ｍｇ／ｍＬ时，其清除能
力分别为８０．８％、９０．５％。在此浓度下，氯仿萃取物和正丁
醇萃取物对超氧阴离子的清除率相当。不同提取物及阳性对

照维生素 Ｃ的超氧阴离子清除作用 ＩＣ５０值见表３，乙酸乙酯
萃取物的超氧阴离子清除作用的ＩＣ５０值小于维生素Ｃ的ＩＣ５０
值，说明其清除超氧阴离子的能力强于维生素Ｃ。

表３　鬼针草不同提取物对超氧阴离子清除能力的ＩＣ５０值

提取物 ＩＣ５０（ｍｇ／ｍＬ）
维生素Ｃ ０．５７
水提物 ＞１．６０
氯仿萃取物 ０．７１
乙酸乙酯萃取物 ０．３６
正丁醇萃取物 ０．９７
水萃取物 ＞１．６０

２．３　鬼针草不同提取物对 α－淀粉酶和 α－葡萄糖苷酶的
抑制作用

不同浓度鬼针草提取物对α－淀粉酶的抑制作用见图３，

其中，氯仿萃取物及乙酸乙酯萃取物对 α－淀粉酶具有较强
的抑制作用。在浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ时，乙酸乙酯萃取物的抑
制率最高，达到６０．２７％，而氯仿萃取物稍低，为４７．３９％。水
提物、正丁醇萃取物和水萃取物的抑制作用均不明显。作为

阳性对照药物，阿卡波糖对 α－淀粉酶抑制作用的 ＩＣ５０值为
０．１０ｍｇ／ｍＬ。乙酸乙酯萃取物的ＩＣ５０值为０．８１ｍｇ／ｍＬ，其他
不同提取物的 ＩＣ５０值均大于１．０ｍｇ／ｍＬ，表明鬼针草乙酸乙
酯萃取物和氯仿萃取物具有较好的 α－淀粉酶抑制作用，但
抑制作用弱于阿卡波糖。

　　从图４可以看出，鬼针草不同提取物对 α－葡萄糖苷酶
活性有一定的抑制作用，其抑制作用与浓度呈依赖关系，其

中，乙酸乙酯萃取物和正丁醇萃取物对 α－葡萄糖苷酶抑制
作用稍高于其他提取物，当浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ，乙酸乙酯萃取
物和正丁醇萃取物对 α－葡萄糖苷酶抑制作用分别为
４１２％、４５．６％。阳性对照药物阿卡波糖对 α－葡萄糖苷酶
的抑制作用明显高于鬼针草不同提取物，其抑制作用的 ＩＣ５０
为０．１０ｍｇ／ｍＬ，而不同提取物的ＩＣ５０均大于２．０ｍｇ／ｍＬ。表
明鬼针草不同提取物对 α－葡萄糖苷酶具有抑制作用，但抑
制作用低于阿卡波糖。

２．４　鬼针草乙酸乙酯萃取物中化学成分分析
鬼针草乙酸乙酯萃取物总离子流见图５。鬼针草中含有

黄酮类、酚酸类及皂苷类成分，为了有效地提高分离效果，首先

对流动相进行选择，结果表明乙腈－甲酸水流动相分离效果优
于甲醇－水系统，由于乙酸乙酯萃取物中含有化学成分较多，
因此，采用柱长为２５０ｍｍ的色谱柱，得到的分离效果较好。
　　（１）１号化合物的鉴定：其保留时间为１５．３２ｍｉｎ，准分子
离子峰［Ｍ＋ＨＣＯＯＨ］－为３１５，其相对分子质量为２７０，其保
留时间与标准品芹菜素一致，因此化合物鉴定为芹菜素。

（２）２号化合物的鉴定：其准分子离子峰为［Ｍ－Ｈ］－为４３３，

—３２２—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２１期



所以其相对分子质量为４３４，二级质谱显示，产生碎片离子
［Ｍ－Ｈ－１６２］－（ｍ／ｚ）２７１，即失去１个ｍ／ｚ１６２的中性片段，
为其失去葡萄糖中性片段（３），结合文献［１７］可以确定为柚
皮素－７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷。（３）３号化合物的鉴定：其
准分子离子峰［Ｍ＋ＨＣＯＯＨ］－为４７７，所以其相对分子质量
为４３２，二级质谱显示，产生碎片离子［Ｍ－Ｈ－１６２］－（ｍ／ｚ）
２６９，即失去１个 ｍ／ｚ１６２的中性片段，为其失去葡萄糖中性
片段，结合文献［１８］，确定为芹菜素 －７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖
苷。（４）４号化合物的鉴定：其准分子离子峰［Ｍ－Ｈ］－为
４４７，所以其相对分子质量为４４８，二级质谱显示，产生碎片离
子［Ｍ－Ｈ－１６２］－（ｍ／ｚ）２８５，即失去１个 ｍ／ｚ１６２的中性片
段，为其失去葡萄糖中性片段，结合文献［１９］可以确定为木犀
草苷。（５）５号化合物的鉴定：其准分子离子峰［Ｍ－Ｈ］－为
２８５，所以其相对分子质量为２８６，二级质谱显示，产生碎片离子
［Ｍ－Ｈ－４４］－（ｍ／ｚ）２４１，即失去１个 ｍ／ｚ４４的中性片段，为
其失去－ＣＯ２，结合文献［１８］可以确定为木犀草素（表４）。

表４　鬼针草乙酸乙酯萃取物的质谱分析结果

序号

保留

时间

（ｍｉｎ）

分子

离子峰

（ｍ／ｚ）

ＭＳ２主要
离子碎片

（ｍ／ｚ）
化合物名称

１ １５．３２ ３１５ ２６９ 芹菜素

２ １６．２４ ４３３ ２７１ 柚皮素－７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷
３ １９．１１ ４７７ ４３３，２６９ 芹菜素－７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷
４ ２８．３１ ４４７ ２８５ 木犀草苷

５ ３１．３８ ２８５ ２４１ 木犀草素

３　结论

本试验采用了水提醇沉法对鬼针草总黄酮进行提取，并

进一步用溶剂萃取法对水提液进行萃取，结果表明，各有机相

中总黄酮含量较高，其中乙酸乙酯萃取物总黄酮含量最高。

抗氧化活性试验结果表明，在试验浓度范围内，各有机相萃取

物对ＤＰＰＨ和超氧阴离子清除率高于水相萃取物及水提物，
推测其抗氧化能力与总黄酮含量相关。酶活性抑制试验表

明，乙酸乙酯萃取物和正丁醇萃取物对 α－淀粉酶和 α－葡
萄糖苷酶均具有较强的抑制作用。采用液质联用法对乙酸乙

酯萃取物中的黄酮类成分进行了初步鉴定，分析其中各峰的

碎片离子，并结合文献，其中几种黄酮类化合物分别鉴定为芹

菜素、柚皮素 －７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷、芹菜素 －７－Ｏ－
β－Ｄ－葡萄糖苷、木犀草苷和木犀草素。鬼针草提取物中的
黄酮类成分可能是其抗氧化和酶抑制活性的物质基础，这为

鬼针草的进一步开发和利用提供了理论基础和科学依据。
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