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摘要： 目的　 研究藏紫菀不同溶剂提取物的体外抗氧化活性。 方法　 采用 １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼 （ＤＰＰＨ） 自由

基清除法、 ２， ２′⁃联氮基双 （３⁃乙基苯并噻唑啉⁃６⁃磺酸） 二铵盐 （ＡＢＴＳ） 自由基清除法、 超氧阴离子自由基清除法、
ＮＯ 自由基清除法、 羟自由基清除法及铁还原 ／抗氧化能力 （ＦＲＡＰ） 法， 对藏紫菀 ７０％ 乙醇粗提物、 正己烷部位、 乙

酸乙酯部位、 正丁醇部位、 水提部位等极性部位的抗氧化活性进行评价， 同时分析抗氧化活性与总多酚和总黄酮含量

之间的关系。 结果　 与粗提物相比， 乙酸乙酯、 正丁醇部位表现出更强的抗氧化活性， 且抗氧化活性与总黄酮和总多

酚的含量密切相关， 乙酸乙酯、 正丁醇部位中总多酚含量分别高达 （３１１􀆰 ０９±７􀆰 ９２）、 （３２０􀆰 ２１±１０􀆰 ６９） ｍｇ 没食子酸 ／ ｇ
提取物， 总黄酮含量最高可达 （６６７􀆰 ７８± １９􀆰 １８）、 （６２３􀆰 ９７± １４􀆰 ０１） ｍｇ 芦丁 ／ ｇ 提取物。 乙酸乙酯部位对 ＤＰＰＨ、
ＡＢＴＳ＋·、·ＯＨ、Ｏ２

－·均具有最高的自由基清除活性，而正丁醇部位的 ＮＯ 清除活性和 ＦＲＡＰ 值均高于其他部位。 结论

　 藏紫菀乙酸乙酯、 正丁醇部位具有较强自由基清除能力， 是活性优异的天然抗氧化剂， 可将其用于天然抗氧化活性

单体成分的提取和分离。
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　 　 生物体内存在氧化与抗氧化平衡系统， 当该系统失衡

就会产生活性氧， 过量的活性氧可能攻击细胞蛋白质、 脂

质、 核酸， 导致细胞功能障碍， 还能引发氧化应激反应，
诱导细胞损伤、 阻碍细胞增殖、 抑制细胞活力［１⁃２］ 。 研究发

现急性高山病、 神经退行性疾病、 癌症、 心血管疾病及炎

症等均与氧化应激损伤密切相关［３⁃６］ 。 相关报道指出， 抗氧

化剂可有效清除体内自由基， 消除过量的活性氧， 从而达

到预防和治疗相关疾病的目的［７］ 。
藏紫菀是菊科紫菀属植物缘毛紫菀 Ａｓｔｅｒ ｓｏｕｌｉｅｉ Ｆｒａｎｃｈ．

的干燥花序， 是青藏高原的特有物种， 生长在海拔 ３ ０００～
４ ５００ ｍ 的高原湿地。 作为一种传统藏药， 其具有止咳、 祛

痰、 散热、 解毒的功效［８］ 。 迄今为止， 已有文献报道藏紫

菀的主要化学成分包括黄酮和多酚类， 如山柰酚、 槲皮素

等［９⁃１０］ 。 课题组前期研究发现藏紫菀的醇提取物具有较好

的抗氧化活性［１１］ ， 本研究将在前期研究的基础上， 进一步

考察藏紫菀不同极性提取部位的抗氧化活性， 以及抗氧化

活性与总多酚和总黄酮含量的关系， 以期达到初步富集和

明确抗氧化活性成分的目的， 为进一步分离藏紫菀中的活

性成分奠定基础。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品　 藏紫菀购于西宁三江宝商务有限公司 （青海西

宁）， 经兰州大学药学院杨永健教授鉴定为正品。 保藏号

为 ２０１４⁃００２ 的凭证样本存放在生药部的植物标本馆。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼 （ＤＰＰＨ， 批

号 Ｄ９３１２）、 ２， ２′⁃联氮基双 （３⁃乙基苯并噻唑啉⁃６⁃磺酸）
二铵盐 （ＡＢＴＳ， 批号 １００１３９３０９１）、 硝基蓝四唑 （ＮＢＴ，
批号 Ｎ６８７６， 日本 Ｓｉｇｍａ 公司）； 芦丁 （批号 ＣＨＢ１７０３０３）、
没食子酸 （批号 ＣＨＢ１７１１０７） 对照品均购于成都克洛玛生

物科技有限公司； 还原型辅酶Ⅰ⁃二钠 （ β⁃ＮＡＤＨ， 批号

Ｎ１０６９３３）、 硫代巴比妥酸 （ ＴＢＡ， 批号 Ｔ１０８５０５）、 ２， ４，
６⁃三吡啶基三嗪 （ ＴＰＴＺ， 批号 Ｔ１０６６２３）、 硝普钠 （批号

Ｓ１１０７５５）、 萘乙二胺 （批号 ２０１３０７２５１）、 对氨基苯磺酰胺

（批号 Ｓ１０８４７６）、 吩嗪硫酸甲酯 （ＰＭＳ， 批号 ４８８０５） 均购

于阿拉丁控股集团有限公司； 三氯乙酸 （ ＴＣＡ， 批号

１４９７７１， 成都博瑞特化学技术有限公司）； 抗坏血酸 （批
号 ２０１６０７０２０１， 成都市科龙化工试剂厂）； 磷酸二氢钠

（批号 ２０１１１００５， 莱阳市双双化工有限公司）； 磷酸氢二钠

（批号 ２０１６０８１２， 天津市光复科技发展有限公司）； 盐酸

（批号 ２００９０８１８， 天津市风船化学试剂科技有限公司）。
１􀆰 ３　 萃取和极性分段　 称取干燥的藏紫菀 ２００ ｇ， ７０％ 乙
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醇在室温条件下搅拌 ６ ｈ， 料液比为 １ ∶ １０， 重复 ３ 次， 合

并提取物， 滤过， 浓缩， 得到粗提物 （７０％ 乙醇粗提物）。
将部分粗提物悬浮在水中， 依次用正己烷、 乙酸乙酯、 正

丁醇萃取， 各萃取 ３ 次， 然后将不同溶剂的萃取物过滤、
浓缩， 得到正己烷部位 （非极性部位）、 乙酸乙酯部位

（中等极性部位）、 正丁醇部位 （极性部位）、 水提部位

（高极性部位）。
１􀆰 ４　 总黄酮和总多酚含量测定　 取 ５００ μＬ 不同浓度提取

液于离心管中， 加入 ５０ μＬ ５％ ＮａＮＯ２ 溶液， 混匀， 反应

５ ｍｉｎ后， 加入 ５０ μＬ １０％ ＡｌＣｌ３ 溶液， 静置 ５ ｍｉｎ 后， 加入

２５０ μＬ ４％ ＮａＯＨ 溶液， 摇匀， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光

度， 各浓度平行 ３ 次。 在同样条件下使用不同浓度芦丁的

对照品溶液制备标准曲线， 计算藏紫菀不同极性部位总黄

酮含量， 将其表示为每 １ ｇ 提取物的芦丁当量 （ｍｇ ＲＵ ／ ｇ
提取物）。

使用改良的 Ｆｏｌｉｎ⁃Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ 方法测定总多酚含量， 稍作

修改进行测定［１２］ 。 在 １００ μＬ 不同浓度提取液中加入

１􀆰 ０ ｍＬ Ｆｏｌｉｎ⁃Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ 试剂， ５ ｍｉｎ 后， 加入 １􀆰 ０ ｍＬ ７􀆰 ５％
ＮａＨＣＯ３ 溶液， 室温下避光放置 ９０ ｍｉｎ， 在 ７２５ ｎｍ 波长处

测定吸光度， 平行 ３ 次。 在同样条件下使用不同浓度没食

子酸的对照品溶液制备标准曲线， 计算藏紫菀不同提取部

位总多酚含量， 将其表示为每 １ ｇ 提取物的没食子酸当量

（ｍｇ ＧＡＥ ／ ｇ 提取物）。
１􀆰 ５　 抗氧化活性测定

１􀆰 ５􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除试验 　 ＤＰＰＨ 测定基于根据文献

［１３］ 的方法， 稍作修改。 将 １５０ μＬ 不同浓度提取液加入

到 １５０ μＬ ＤＰＰＨ （０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 自由基甲醇溶液中。 剧烈

振摇， 在室温下避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 用抗坏血酸 （ＶＣ） 作为

阳性对照， 使用酶标仪在 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度， 平行

３ 次。 使用公式 ［１－ （Ａ１－Ａ２） ／ Ａ０］ ×１００％ 计算 ＤＰＰＨ 自

由基的清除率， 式中 Ａ０ 是不加待测液的吸光度值， Ａ１ 是

待测液吸光度值， Ａ２ 是不加自由基的吸光度值。 抗氧化活

性表示为 ＥＣ５０ （μｇ ／ ｍＬ）， 即在 ５１７ ｎｍ 波长处引起吸光度

降低 ５０％ 所需的样品剂量， 较低的 ＥＣ５０值对应较强的抗氧

化活性。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ＡＢＴＳ 自由基清除试验　 ＡＢＴＳ 自由基清除能力根据

文献 ［１４］ 描述的方法进行测定。 将等体积的 ＡＢＴＳ 溶液

（７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 和过硫酸钾溶液 （２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 均匀混合，
在室温条件下避光放置 １６ ｈ， 得到深色溶液， 即为 ＡＢＴＳ＋·

贮备液。将 １００ μＬ 不同浓度的提取物与 ３􀆰 ９ ｍＬ ＡＢＴＳ＋·工

作溶液混合，室温下避光温育 １０ ｍｉｎ 后测定自由基清除活

性， 以 ＶＣ 作为阳性对照， 测量所得溶液在 ７３４ ｎｍ 波长处

的吸光度值 （Ａ１）。 再用 １００ μＬ 蒸馏水代替不同浓度的提

取液测定吸光度值 （Ａ０）， 用蒸馏水代替 ＡＢＴＳ＋·工作溶液

测定吸光度值（Ａ２）， 计算提取物的 ＡＢＴＳ＋·的清除率，并计

算 ＥＣ５０。
１􀆰 ５􀆰 ３　 羟基自由基清除试验 　 根据文献 ［１５］ 的方法测

定提取物的羟自由基清除活性， 略有改变。 在 ５００ μＬ 不同

浓度提取液中， 依次加入 １００ μＬ 脱氧核糖 ［２８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
溶于 ｐＨ ７􀆰 ４ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ ＰＢＳ） ］，
１００ μＬ ＥＤＴＡ （ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 １００ μＬ ＦｅＣｌ３ （ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、
１００ μＬ Ｈ２Ｏ２ （１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 ５００ μＬ Ｈ２Ｏ， 最后加入 １００ μＬ
Ｖｃ 引发反应。 在 ３７ ℃下水浴中孵育 １ ｈ 后， 加入 ５００ μＬ
的 １０％ ＴＣＡ 终止反应， 再加入 ５００ μＬ ０􀆰 ５％ ＴＢＡ （溶于

５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 水溶液中）， 在沸水浴中加热 ３０ ｍｉｎ 后，
冷却至室温， 以 Ｖｃ 作为阳性对照， 记录 ５３２ ｎｍ 波长处的

吸光度 （Ａ１）。 再用 ５００ μＬ 蒸馏水代替不同浓度的提取液

测定吸光度（Ａ０）， 用 ＰＢＳ 代替脱氧核糖测得吸光度值 （Ａ２），
计算提取物的羟基自由基清除率、 ＥＣ５０。
１􀆰 ５􀆰 ４　 超氧阴离子自由基清除试验 　 根据文献 ［１６］ 的

方法稍微修改， 测定提取物的超氧阴离子清除活性。 将

１００ μＬ不同浓度的提取液、 ５０ μＬ ＮＡＤＨ 溶液（０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
溶于 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ ８􀆰 ０） 和 ５０ μＬ ＮＢＴ（０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
混合均匀， 然后加入 ５０ μＬ ＰＭＳ 水溶液 （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 将

反应混合物在室温下孵育 １５ ｍｉｎ， 以 Ｖｃ 为阳性对照。 在

５７０ ｎｍ 波长处测定吸光度 （Ａ１）， 用 １００ μＬ 蒸馏水代替提

取物溶液测定吸光度 （Ａ０）， 用蒸馏水代替脱氧核糖测定

吸光度 （Ａ２）。 反应混合物的吸光度降低表明超氧阴离子

清除活性增加， 计算清除率及 ＥＣ５０。
１􀆰 ５􀆰 ５　 一氧化氮自由基清除试验 　 根据根据文献 ［１７］
的方法略微修改进行测定。 将 ５０ μＬ 各种浓度的提取物加

入的 ５０ μＬ 硝普钠 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 溶解在 ＰＢＳ 中， ｐＨ ７􀆰 ４）
中， 在室温光照下孵育 １５０ ｍｉｎ 后， 加入 ５０ μＬ ０􀆰 ３３％ 对氨

基苯磺酰胺 （溶解于 ２０％ 冰醋酸中）， １０ ｍｉｎ 后加入 ５０ μＬ
０􀆰 １％ 萘乙二胺盐酸盐， 将所得溶液静置 ３０ ｍｉｎ， Ｖｃ 作为

阳性对照， 用酶标仪在 ５４０ ｎｍ 波长处测量吸光度值 （Ａ１），
用 ５０ μＬ 蒸馏水代替提取物溶液测得吸光度值 （Ａ２）， 用蒸

馏水代替萘乙二胺溶液测得吸光度 （Ａ０）， 计算 ＮＯ 自由基

清除率及 ＥＣ５０。
１􀆰 ５􀆰 ６　 铁还原 ／抗氧化能力 （ＦＲＡＰ） 测定　 根据根据文献

［１８］ 的方法计算提取物的还原 ／抗氧化能力 （ＦＲＡＰ）。 将

２５ ｍＬ 乙酸盐缓冲液 （ ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３􀆰 ６）、 ２􀆰 ５ ｍＬ
ＴＰＴＺ 溶液 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 溶于 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ） 和２􀆰 ５ ｍＬ
ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 中均匀混合制备新鲜 ＦＲＡＰ⁃试
剂， 使用前加热至 ３７ ℃。 将 ３０ μＬ 不同浓度的提取液加到

９００ μＬ ＦＲＡＰ 试剂中， 水浴加热 ３０ ｍｉｎ， 冷却至室温后，
在 ５９５ ｎｍ 波长处测定吸光度。 用 ＦｅＳＯ４ 对照品溶液制备标

准曲线， 提取物的铁还原能力表示为 ｍｍｏｌ ＦｅＳＯ４ ／ ｇ 提

取物。
１􀆰 ６　 统计分析 　 结果表示为 （ ｘ± ｓ）， 单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ） 和 Ｓｔｕｄｅｎｔ⁃Ｎｅｗｍａｎ⁃Ｋｅｕｌｓ 检验用于统计学处理。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 样品含量分析　 本实验先用 ７０％ 乙醇提取藏紫菀， 得

到藏紫菀 ７０％ 乙醇粗提物 ３３􀆰 ９７ ｇ， 然后用正己烷、 乙酸乙

酯、 正丁醇依次萃取， 分别得到正己烷部位 （２􀆰 ８５ ｇ）、 乙
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酸乙酯部位 （５􀆰 ４６ ｇ）、 正丁醇部位 （６􀆰 ００ ｇ）、 水提部位

（１４􀆰 ５６ ｇ）。 以上结果表明， 极性化合物是藏紫菀的主要成

分， 非极性组分的含量非常少， 见表 １。

表 １　 不同提取物中总多酚、 总黄酮含量测定结果 （ｘ±ｓ）

组分
总黄酮 总多酚

质量浓度 ／ （ｇ·ｍＬ－１） ｍｇ ＲＵ ／ ｇ 提取物 质量浓度 ／ （ｇ·ｍＬ－１） ｍｇ ＧＡＥ ／ ｇ 提取物

７０％ 乙醇粗提物 ０􀆰 ２ ４２０􀆰 ９１±１１􀆰 ３４ｇ ０􀆰 ２ ２１３􀆰 ６４±１􀆰 ９６ｅ

正己烷部位 ０􀆰 ５ ３２􀆰 ２８±３􀆰 ００ｂ １􀆰 ０ １５􀆰 ４４±０􀆰 ６３ａ

乙酸乙酯部位 ０􀆰 １ ６６７􀆰 ７８±１９􀆰 １８ｊ ０􀆰 １ ３１１􀆰 ０９±７􀆰 ９２ｇ

正丁醇部位 ０􀆰 １ ６２３􀆰 ９７±１４􀆰 ０１ｉ ０􀆰 １ ３２０􀆰 ２１±１０􀆰 ６９ｇ

水提部位 ０􀆰 ３ ２４９􀆰 ８５±６􀆰 ４８ｃ ０􀆰 ２ ９６􀆰 ５７±０􀆰 ７０ｃ

　 　 注：同一列中不同上标表示平均值有统计学差异。

　 　 表 １ 显示， 正己烷部位中总黄酮和总多酚的含量较低，
其原因可能与糖基化酚类化合物在正己烷中的溶解度较小

有关。 酚类、 黄酮类成分大多属于中等极性。 Ｋｕｍｋｒａｉ
等［１９］也发现， 石竹的乙酸乙酯部分具有最高的总黄酮含

量， 而水和石油醚部分具有最低总多酚含量。
２􀆰 ２　 清除 ＤＰＰＨ 自由基作用 　 ＤＰＰＨ 是一种稳定的自由

基， 可以从抗氧化剂中接受电子或氢自由基， 形成其非自

由基形式 ＤＰＰＨ⁃Ｈ， 使 ＤＰＰＨ 溶液的颜色从紫色变为黄色，
在 ５１７ ｎｍ 波长处的吸光度降低［２０］ 。 抗氧化剂的 ＤＰＰＨ 清

除活性反映了其对氢的贡献能力， ＥＣ５０ 值越低， ＤＰＰＨ 自

由基清除活性越好。 图 １ 显示了不同浓度提取物表现出对

ＤＰＰＨ 自由基呈剂量依赖性抑制， 表 ２ 显示了藏紫菀粗提

取物及不同提取部位对不同自由基的 ＥＣ５０值， 其中 ７０％ 乙

醇粗提物的 ＤＰＰＨ 自由基 ＥＣ５０ 为 （５８􀆰 ００± ２􀆰 １７） μｇ ／ ｍＬ，
与其相比， 乙酸乙酯、 正丁醇部位对 ＤＰＰＨ 清除效果更好，
ＥＣ５０分别为 （３５􀆰 １５±２􀆰 ４６）、 （３５􀆰 ９４±２􀆰 ２６） μｇ ／ ｍＬ， 而正

己烷部位和水提部位对 ＤＰＰＨ 清除能力较弱。
２􀆰 ３　 清除 ＡＢＴＳ＋·作用　 在 ＡＢＴＳ＋·测定中，不同提取部

位之间的 ＥＣ５０ 值显著不同， 范围为 （ ４９􀆰 ８３ ± ２􀆰 ６６） ～
（１５６􀆰 ８９±１􀆰 ６４） μｇ ／ ｍＬ， 见图 ２、 表 ２。 与 ＤＰＰＨ 自由基清

除试验结果相似， 乙酸乙酯、 正丁醇部位仍然表现出强于

７０％ 乙醇粗提物的清除效果， ＥＣ５０ 为 （ ４９􀆰 ８３ ± ２􀆰 ６６）、
　 　 　 　 　 　

图 １　 藏紫菀不同极性提取物的 ＤＰＰＨ 自由基清除活性

图 ２　 藏紫菀不同极性提取物的 ＡＢＴＳ 自由基清除活性

（５１􀆰 ０２±２􀆰 ３９） μｇ ／ ｍＬ， 而正己烷部位和水提部位表现出较

弱的清除效果。

表 ２　 粗提物和不同极性提取物对不同自由基清除活性的影响 （ｘ±ｓ）

组分
ＥＣ５０ ／ （μｇ·ｍＬ－１）

ＤＰＰＨ· ＡＢＴＳ＋· 超氧自由基 羟基自由基 ＮＯ 自由基

７０％ 乙醇粗提物 ５８􀆰 ００±２􀆰 １７ｃ ９６􀆰 ５３±０􀆰 ９８ｄ ２２２􀆰 ９４±１４􀆰 ５０ｄ １０９􀆰 ３６±２􀆰 ４８ｃ ２３５􀆰 ７８±１２􀆰 ２７ｅ

正己烷部位 ＞１ ０００ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ＞１ ０００
乙酸乙酯部位 ３５􀆰 １５±２􀆰 ４６ｂ ４９􀆰 ８３±２􀆰 ６６ｂ １２９􀆰 ９３±６􀆰 ３１ａ ８０􀆰 ２０±０􀆰 ４６ｂ １１６􀆰 ７２±６􀆰 １１ｂ

正丁醇部位 ３５􀆰 ９４±２􀆰 ２６ｂ ５１􀆰 ０２±２􀆰 ３９ｂ １４４􀆰 ５５±８􀆰 ７５ｂ １０３􀆰 １３±４􀆰 ５３ｃ ６１􀆰 ５２±１􀆰 ２７ａ

水提部位 １１９􀆰 ６７±１􀆰 ７７ｆ １５６􀆰 ８９±１􀆰 ６４ｇ ４０４􀆰 ５７±１４􀆰 ６０ｅ ２９９􀆰 ５３±６􀆰 ８４ｆ ２６２􀆰 ３４±８􀆰 ６８ｅ

Ｖｃ １４􀆰 ２９±０􀆰 ５０ａ ２９􀆰 ６４±０􀆰 ６０ａ ４５０􀆰 ４５±６􀆰 ３４ｆ ７０􀆰 ８３±０􀆰 ５３ａ １７６􀆰 ３４±５􀆰 ７６ｄ

　 　 注：同一列中不同上标表示平均值有统计学差异。

２􀆰 ４　 清除·ＯＨ 作用 　 羟基自由基（·ＯＨ）被认为是活性

氧化物中反应性最强的自由基， 可以非特异性地破坏活细

胞中几乎所有类别的生物大分子［２１］ 。 图 ３、 表 ２ 显示， 除

正己烷部位外其他提取部位都显示出·ＯＨ 清除活性，ＥＣ５０

范围为 （８０􀆰 ２０±０􀆰 ４６） ～ （２９９􀆰 ５３±６􀆰 ８４） μｇ ／ ｍＬ， 但均弱

于 Ｖｃ 清除效果。 乙酸乙酯、 正丁醇部位有较强的清除效

果， ＥＣ５０分别为 （８０􀆰 ２０±０􀆰 ４６）、 （１０３􀆰 １３±４􀆰 ５３） μｇ ／ ｍＬ，

均强于 ７０％ 乙醇粗提物清除效果。 由此推测， ·ＯＨ 的清

除可能是由于提取物中存在供氢能力的酚类化合物。
２􀆰 ５　 清除 Ｏ－

２·作用　 Ｏ－
２·可以与其他分子相互作用，产生

更强大和危险的成分， 如单线态氧和·ＯＨ，通过攻击生物

大分子， 诱导细胞或组织损伤［２２］ 。 图 ４、 表 ２ 显示， 乙酸

乙酯、 正丁醇部位表现出显著强于 ７０％ 乙醇粗提物的 Ｏ－
２·

清除活性，ＥＣ５０ 分别为 （１２９􀆰 ９３± ６􀆰 ３１）、 （１４４􀆰 ５５± ８􀆰 ７５）
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图 ３　 藏紫菀不同极性提取物的羟基自由基清除活性

μｇ ／ ｍＬ， 正己烷、 水提部位对 Ｏ－
２ ·的清除活性较弱。结果

表明， 中等极性化合物是藏紫菀清除 Ｏ－
２·的成分基础。

图 ４　 藏紫菀不同极性提取物的超氧自由基清除活性

２􀆰 ６　 清除 ＮＯ 自由基作用　 机体产生的 ＮＯ 是一种必不可

少的生物调节分子， 具有许多生理功能， 如调节血压、 传

递神经信号、 控制血管扩张、 松弛平滑肌和影响免疫反

应［２３］ 。 另一方面， 过量浓度的 ＮＯ 可与 Ｏ－
２ 反应， 形成氧

化活性更强的分子———过氧亚硝酸盐 （ＯＮＯＯ－ ）， 通过攻

击脂质， 蛋白质和 ＤＮＡ 产生细胞毒素［２４］ 。 图 ５、 表 ２ 显

示， ＮＯ 清除活性与剂量有明显的量效关系。 其中 ７０％ 乙

醇粗提物清除活性低于正丁醇和乙酸乙酯部位， 正丁醇部

位对 ＮＯ 具有最高的清除活性， ＥＣ５０ 值为 （６１􀆰 ５２± １􀆰 ２７）
μｇ ／ ｍＬ， 乙酸乙酯部位也表现出比 Ｖｃ 和其他提取部位更高

的自由基清除活性。 正己烷部位对 ＮＯ 清除能力最弱。

图 ５　 藏紫菀不同极性提取物的 ＮＯ 自由基清除活性

２􀆰 ７　 对铁还原抗氧化能力 （ＦＲＡＰ） 测定　 抗氧化剂可以

将铁三嘧啶三嗪 （Ｆｅ３＋ ⁃ＴＰＴＺ） 复合物还原为有色亚铁三吡

啶三嗪 （Ｆｅ２ ＋ ⁃ＴＰＴＺ） 络合物， 最大吸收波长为 ５９３ ｎｍ［１８］，
吸光度越大， 表明铁的总还原能力越强。 表 ３ 显示， 正丁

醇部位对 Ｆｅ３＋还原能力最强， 乙酸乙酯部位还原能力也强

于 ７０％ 乙醇粗提物， 正己烷部位、 水提部位显示出较低的

还原能力。
表 ３　 藏紫菀粗提物和不同极性提取物的 ＦＲＡＰ 测定（ｘ±ｓ）

组分
ＦＲＡＰ

Ｃ ｍｍｏｌ ＦｅＳＯ４ ／ ｇ 提取物

７０％ 乙醇粗提物 ０􀆰 ５ １􀆰 ５２±０􀆰 ０１ｆ

正己烷部位 １ ０􀆰 １０±０􀆰 ０２ｂ

乙酸乙酯部位 ０􀆰 ２ ３􀆰 １０±０􀆰 ０１ｅ

正丁醇部位 ０􀆰 ２ ３􀆰 ８５±０􀆰 １６ｉ

水提部位 ０􀆰 ５ ０􀆰 ５５±０􀆰 １０ｅ

　 　 注：Ｃ 为用于测定 ＦＲＡＰ 活性的浓度，同一列中不同上标表示平

均值有统计学差异。

２􀆰 ８　 抗氧化活性和化学成分的相关性　 多酚和黄酮是与植

物提取物抗氧化活性相关的主要生物活性成分［２５］ 。 对藏紫

菀中总多酚和总黄酮含量与 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ、 Ｏ－
２ ·、·ＯＨ 和

ＮＯ 自由基清除活性及还原能力进行相关性分析，见表 ４，
可知抗氧化活性与二者含量表现出良好的相关性， 进一步

表明总黄酮和总多酚是藏紫菀提取物抗氧化活性的成分

基础。
表 ４　 抗氧化活性与藏紫菀提取物中总酚类、 总黄酮类成

分的相关性

指标
相关性

总黄酮 总酚类

ＤＰＰＨ 自由基清除能力 ０􀆰 ６７４∗ ０􀆰 ６２１∗

ＡＢＴＳ 自由基清除能力 ０􀆰 ７００∗∗ ０􀆰 ６４６∗

Ｏ－．
２ 自由基清除能力 ０􀆰 ８５２∗ ０􀆰 ８１５∗

·ＯＨ 清除能力 ０􀆰 ７７４∗∗ ０􀆰 ７３４∗∗

ＮＯ 自由基清除能力 ０􀆰 ７７８∗ ０􀆰 ７２９∗∗

ＦＲＡＰ 能力 ０􀆰 ８９３∗∗ ０􀆰 ９２７∗∗

　 　 注：∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

抗氧化剂可以通过清除自由基， 破坏链式反应， 结合

金属离子并作为氧清除剂来干扰氧化应激过程， 虽然在市

场上可购买到数种有效的合成抗氧化剂， 但合成氧化剂具

有潜在的毒理作用［２６］ 。 传统藏药是治疗多种炎症和氧化应

激疾病的首选药， 高海拔地区生长的植物总是处于氧化应

激状态， 可以推测这些植物中必然存在某些特征的化学成

分， 使其生长不会受到干预。 Ｇｈａｒｉｂｉ 等［２７］发现从较高海拔

采集的植物比从低海拔栽培的植物具有更高的酚类含量和

抗氧化活性。 较低的温度以及紫外线辐射的增加可导致某

些抗氧化剂的生物合成速率增加［２８］ 。
本实验采用 ６ 种不同的抗氧化活性研究方法， 对藏紫

菀粗提物及不同极性提取部位抗氧化活性进行研究， 并将

其与总多酚和总黄酮含量进行相关性分析， 结果发现， 藏

紫菀的不同提取部位均具有抗氧化活性。 黄酮类和酚类成

分是多数天然产物中发挥抗氧化活性的基础， 藏紫菀抗氧

化活性与其所含的总黄酮和总多酚密切相关， 而该两类化

合物大多具有酚羟基， 显示中等极性， 可以与自由基发生

结合， 体现出较强的抗氧化活性， 可以推测乙酸乙酯部位、
正丁醇部位中抗氧化的成分基础很可能是黄酮类和酚类。
因此， 藏紫菀可作为一类潜在的天然抗氧化备用药材， 具
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有极大的开发价值， 但其具体抗氧化活性成分及作用机理

仍需进一步研究。
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