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藜叶中黄酮类化合物体外抗氧化活性研究 
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中国科学院西北高原生物研究所 ，西宁 810008； 中国科学院研究生院，北京 100049 

摘 要：为了探讨藜叶中黄酮类化合物的体外抗氧化活性，采用有机溶剂提取法和色谱柱法对藜叶中化学成分 

进行提取与分离；以Vc作对照，对分离纯化的芦丁、乙酸乙酯浸膏和正丁醇浸膏进行 DPPH·、0；·和 ·OH的 

清除效果试验。结果表明：三者对 DPPH·、0；·、·OH均具有清除作用，且与浓度呈量效关系，芦丁对 ·OH清 

除效果优于 Vc，芦丁具有较强的清除DPPH·能力，其 IC 为 0．05 i~g／mL。 
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Abstract：In order to discuss antioxidant activity in vitro of flavonoids from Chenopodium album L．1eaves，with solvent 

extraction method and chromatogram column method，rutin is acquired from Chenopodium album L．1eaves；The free radi— 

cal scavenging activities of rutin，ethyl acetate part and —butanol part was studied in superoxide anion(O；·)，hydroxyl 

radical(·OH)and DPPH·systems，which is compared with Vc．The results showed the three samples have scaven~ng 

capability against DPPH·，0i·and ·OH radicals in a dose dependent manner，rufin is stronger than Vc for scaven— 

ging 。OH radical，rutin has prominent effect of scavenging DPPH ·radical，IC50 is 0．05 mL． 
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藜(Chenopodium album L．)系藜科藜属植物，广 

泛分布于全国各地，生于田园、路边、干旱贫瘠的荒 

地。藜种子及全草的粗提物具有止痛、止痒、抗菌、 

抗病毒等 剖̈作用。 

黄酮类化合物具有保护心脑血管、抗菌 肖炎、抗 

辐射和抗肿瘤等活性，其中抗氧化作用研究颇受关 

注，成为热门课题之一_4 J。天然产物所提供的活性 

物质往往有结构新颖、疗效高、毒副作用小等优点， 

所以它们是制药工业中新药研究的主要来源 J。为 

了减轻自由基的危害，目前寻找和筛选高效、价廉、低 

毒甚至无毒的天然抗氧化剂的工作成为研究热点。 

1 仪器与试剂 

藜叶(植物由中科院西北高原生物研究所卢学 

峰博士鉴定)；芦丁(藜叶中分离纯化得到)；乙酸乙 
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酯浸膏；正丁醇浸膏。 

Cary 300紫外扫描分光光度仪(美国 Varian公 

司)；ARI140电子天平(Chaus Corp．Pine Brock，NJ， 

USA)。 

二苯代苦味酰基自由基(DPPH·，Sigma公司)； 

邻苯三酚、三羟甲基氨基甲烷( s)、邻二氮菲、七水合 

硫酸亚铁、抗坏血酸等均为国产分析纯试剂。 

2 提取与分离 

干燥藜叶14．75 kg，粉碎后称取1 kg，用85％乙 

醇浸没，80℃水浴，以8倍量溶剂提取3次，每次 8O 

min。提取所得溶液浓缩回收乙醇，减压回收乙醇得 

到浸膏。将浸膏分散于水中，依次用石油醚、乙酸乙 

酯、正丁醇萃取。取乙酸乙酯浸膏 50 g用硅胶柱色 

谱分离，用氯仿_甲醇梯度洗脱，收集氯仿：甲醇(8：2) 

洗脱液并浓缩，用 MCI柱水洗脱部分收集，再用 

Sephadex LH-20进行纯化，50％甲醇洗脱，得到化合 
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物 1。 

3 抗氧化活性研究 

3．1 DPPH·清除试验 

3．1．1 实验原理 

DPPH·(二苯代苦昧酰自由基)在有机溶剂中 

是一种稳定的自由基 ，其孤对电子在 517 lqm附近有 

强吸收(显深紫色)。当有机清除剂存在时，孤对电 

子被配对，吸收消失或减弱，通过测定吸收减弱的程 

度，可评价 自由基清除剂的活性。 

3．1．2 样品溶液的制备 

精确称取一定量的芦丁、Vc、乙酸乙酯浸膏、正 

丁醇浸膏 ，配制成 0．05、0．1、0．5、l、5、10 g／mL 6 

个浓度的待测液。 

3．I．3 清除 DPPH·能力的测定 

准确称取 DPPH·标准品25 mg，用甲醇溶解并 

定容至500 mL，其溶液浓度为0．05 mg／mL。按表 1 

表 1 DPPH·清除试验加样表 

Table 1 Dosages of the DPPH method 

吸光度 A 加样量 Addi
ngAb sorbency ⋯ ⋯ ‘0 

Ao 2．5 mL 0．05 mg／mL DPPH甲醇溶液 +O．5 mL蒸馏水 

． ．  2．5 mL 0．05 mg／mL DPPH甲醇溶液 + Ai 

0，5 mL示同浓度的待测液 

Aj 2．5 mL甲醇溶液 +0．5 mL不同浓度的待测液 

空白 2．5 mL甲醇溶液 +0．5 mL蒸馏水 

S(％)=[1一(Ai—Aj)／Ao]×100％ 

加样于具塞试管中，摇匀反应30 min后，用紫外一可 

见分光光度计，以2．5 mL甲醇和 0．5 mL蒸馏水的 

混合液为参比，在517 nm处分别测定吸光度值。其 

试剂加样量见表 1。 

3．2 O；·产生及清除 

3．2．1 实验原理 

邻苯三酚在碱性条件下能迅速自氧化、释放出 

0 ·，生成有色的中间产物。加入清除剂，使在一 

定波长下吸收值降低，颜色变浅。 

3．2．2 样品溶液制备 

精确称取一定量的芦丁、Vc、乙酸乙酯浸膏、正 

丁醇浸膏，配制成7．5、10、50、100、150、200 mL6 

个浓度的待测液。 

3．2．3 邻苯三酚自氧化产物测定波长的选择 

取 0．05 mol／L pH 8．2的 Tris—HC1缓冲液 4．5 

mL，置于25℃水浴中预热 20 rain，加入 1 mL蒸馏 

水和0．4 mL 0．5 mmoL／L的邻苯三酚溶液，混匀后 

于25 qC水浴中反应 5 min，加人 8 mol／L HC1 1．0 

mL终止反应，以Tris—HC1缓冲溶液作参比，紫外可 

见光分光光度计扫描，邻苯三酚 自氧化的中间产物 

在270 nm处有最大吸收峰，故确定 270 nm为测定 

波长。 

3．2．4 0；·清除试验 

试剂加样量如表 2，并在 270 nm处测定吸光度 

值。 

表2 O；·清除试验加样表 

Table 2 Dosages of the pyrogallol method 

吸光度 A Absorbency 加样量 Adding 

AO 

Ai 

Aj 

空白 

4．5 mL"Iris．HC1，25℃水浴20 rain，+1 mL蒸馏水 +O．4 mL邻苯三酚，混匀 ，25℃水浴5 rain，+8 mol／L HC1 

4．5 mL Tris—HCI，25 qC水浴20 rain，+1 mL待测液 +O．4 mL邻苯三酚，混匀，25℃水浴 5 rain，+8 mol／L HC1 

4．5 mL riffs—HC1，25℃水浴20 rain，+1 mL待测液 +0．4 mL 10 mmol／L HCL，混匀，25℃水浴5 rain，十8 mol／L HCI 

4．5 mL Tris—HC1，25℃水浴20 min，+1．4 mL蒸馏水，混匀，25℃水浴5 min，+8 moL／L HC1 

注：0．5 mmol／L邻苯三酚；50 mmol／L Tris—HC1缓冲液；10 mmoL HC1；8 mol／L HCI。 

S(％)=[1一(Ai—Aj)／Ao]×100％ 

3．3 ·OH自由基产生及清除 J 

3．3．1 实验原理 

通过Fenton反应所产生的 ·OH，可使邻二氮 

菲．Fe 水溶液氧化为邻二氮菲一Fë 水溶液，从而 

使邻二氮菲一Fe 在536 nm处的最大吸收峰消失， 

据此可推知系统中 ·OH的量的变化。 

3．3．2 样品溶液制备 

精确称取一定量的芦丁、Vc、乙酸乙酯浸膏、正 

丁醇浸膏，配制成 10、25、5O、75、100 mL 5个浓 

度的待测液。 

3．3．3 ·OH清除试验 

试剂加样量如表 3，并在 536 nnl处测定吸光度 

值。 
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AP 

AB 

As 

空白 

邻二氮菲1 mL+PBS液2 mL+1 mL水(混匀)+1 mL FeSO4(混匀)+1 mL H2O2(混匀，37℃温育 60 min) 

邻二氮菲 1 mL+PBS液2 mL+1 mL水(混匀)+1 mL FeSO4(混匀)+1 mL水(混匀，37℃温育60 rain) 

邻二氮菲 1 mL+PBS液2 mL+1 mL待测液(混匀)+1 mL FeSO4(混匀)+1 mL H2O2(混匀，37℃温育60 min) 

蒸馏水1 mL+PBS液2mL+1 mL待测液(混匀)+l mL FeSO4(混匀)+1 mLH2O2(混匀，37℃温育 60rain) 

注：0．75 mmol／L邻二氮菲溶液；0．2 mmol／L磷酸盐缓冲液(PBS液)；0．75 mmol／L硫酸亚铁液；O．01％H202溶液。 

．oH自由基清 As - Ap×10。 4 

。暑÷ 正丁醇浸膏四种样 
4 实聆结果 

4．1 结构鉴定 

化合物 1 黄色粉末，熔点：214—215℃，三氯 

化铝一乙醇溶液显色显亮黄色荧光，UVX nm：354， 

256。 H NMR(DMSO—d6) ：1．07(3H，d，rha—CH3)， 

4．41(1H，S，rha-1一H)，5．37(1H，d，glu一1．H)6．22 

(1H，d，6一H)，6．42(1H，d，8一H)，6．87(1H，d，5 一 

H)，7．58(2H，dd，2 ，6 一H)；”C NMR(DMSO-d6)6： 

156．5(C-2)，133．4(C一3)，177．4(C4)，161．3(C一 

5)，98．7(C-6)，164．1(C-7)，93．7(C一8)，156．7(C- 

9)，104．0(C一10)，121．3(C一1 )，115．3(C一2 )，144．8 

(C一3 )，148．5(C4 )，116．3(C-5 )，121．7(C-6 )， 

101．3(C一1”)，70．4(C一2 )，70．6(C一3 )，71．9(C一 

4”)，68．3(C-5 )，17．8(C-6”)，100．8(C一1 )，74．1 

(C-2 )，76．5(C-3 )，70．1(C4 )，76．0(C一5 )， 

67．1(C-6 )。以上数据与文献对照 J，确定所得化 

合物为槲皮素-3—0- —L一鼠李糖基(1--*6) 一D 葡萄 

糖苷(芦丁，Rutin)。 

4．2 抗氧化实验结果 

4．2，1 DPPH·自由基的清除结果 

Vc、芦丁、乙酸乙酯浸膏和正丁醇浸膏四种样 

品溶液清除 DPPH·的效果比较，见图1。 

替 
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图 1 四种样品液的 DPPH·清除率 

膏 

Fig．1 DPPH ’scavenging effect of four sample 

品溶液清除 Oi·的效果比较，见图2。 

4．2．3 ·OH自由基的清除结果 

Vc、芦丁、乙酸乙酯浸膏和正丁醇浸膏四种样 

品溶液清除 ·OH的效果比较，见图3。 
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图2 四种样品液的 0 ·清除率 

Fig．2 0 ·scavenging effect offour sample 
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Fig．3 OH ·scavenging effect of four sample 

5 讨论 

5．1 藜叶中分离纯化出芦丁，在该植物中首次发 

现。 

5．2 用DPPH法测得的结果显示：它们清除 DPPH· 

能力与提取液浓度成正比，能力高低为：Vc>芦丁 

>乙酸乙酯浸膏 >正丁醇浸膏。 

5．3 用邻苯三酚法测得的结果显示：它们清除 O；· 

能力与提取液浓度成正比，能力高低为：Vc>正丁 

醇浸膏 >乙酸乙酯浸膏(IC蜘，78．2 p~g／mL)>芦丁 

81BJ 0 ul0c0>8 ” o BJ西uJ câ o∞ 

o ．J 0 ul口cm，可u竹 
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(Ic50 80．3 I．zg／mL)。 

5．4 用 Feton法测得的结果显示：它们清除 OH· 

能力与提取液浓度成正比，能力高低为：芦丁 >Vc 

>正丁醇浸膏 >乙酸乙酯浸膏。 

5．5 用三种方法对芦丁的抗氧化活性进行比较， 

芦丁清除DPPH·、0i·以及 OH·自由基的半抑制 

浓度分别为：0．05、80．3、56．8 I~g／mL。由此可见， 

芦丁具有较强的 DPPH ·自由基清除能力，这与文 

献 叫̈报道的一致。 

由上可见，单体化合物的抗氧化活性不一定就 

比粗提物的强，天然黄酮类化合物抗 自由基的能力 

不仅仅与提取液的浓度有关，还可能与粗提物中其 

他黄酮类化合物的种类和结构有关口 ]。对以0；· 

的清除，C环上△ 双键和4-0H的存在是至关重要 

的，而 A环上的邻二酚羟基也是清除 0 ·的活性基 

团；对于 OH·的清除，B环上的邻二酚羟基是至关 

重要的，尤其是 3 ，4 一二羟基是关键功能团_1 。 

参考文献 

1 Dai Y，Ye WC，et O2．Antipruritic and antinociceptive effects 

of Chenopodium album L．in mice．Ethno—Pharmacology， 

2002。81：245-25O． 

2 Zhao LZ(赵 良忠)，Wang FY(王放银)，Duan LD(段林 

东)．Study on extraction of antibacterial material and anti- 

bacterial effects from Chenopodium album L．Biotechnology 

(生物技术)，2004，14(4)：66． 

3 Sharma P，Mohan L，Srivastava CN．Phytoextract-induced de- 

velopmental deformities in malaria vector．Bioresource Tech— 

nology，2006，97．1599-1604． 

4 Chen Jw(陈季武)，Zhu ZQ(朱振勤)，et a1．Relationship 

between structure and activity of eight natnral flavonoid a— 

gainst oxidation．J East China Normal Univ，Nat Sci(华东师 

范大学学报，自科版)，2002，(1)：90-94． 

5 Ye H(叶辉 )，Jin LQ(金丽琴)，et al。Research on the 

mechanism of antioxidation of flavonoids from leaves of Litsea 

coreana．J Wenzhou Med Coll(温州医学院学报)，2006，36： 

424_426． 

6 Chen XD(陈旭丹)，Yu XY(于晓莹)，Hao XM(郝晓萌)， 

et O2．The study of many flavoids in anti—free radicals．Food 

Res (食品研究与开发)，2007，28(6)：20-22． 

7 Jiao SR(焦士蓉)，Wang L(王玲)，Lin L(林玲)．Study on 

micro·-assisted process for extraction of flavonoids and antiox·- 

idant activity from pericarp of citrus．J Xihua Un&，Nat Sci 

(西北大学学报，自科版)，2007，26(4)：36-38． 

8 He LL(何玲玲)，Wang X(王新)，Shi ZL(石中亮)，et O2． 

The scavenging effects of pigment extracted with water from 

chestnut sheH on superoxide anion radicals an d hydroxyl rad— 

icals．Food and Machinery(食品与机械)，2006，22(6)：56- 

58． 

9 Yang NY(杨念云)，Duan JA(段金廒)，Li P(李萍)，et o2． 

Flavonoids from Glechoma longituba(Nakai)Kupr．J China 

Pharm Univ(中国药科大学学报)，2005，36：210-212． 

10 Ling GT(凌关庭)．Antioxidation Food and Health(抗氧化 

食品与健康)．Beijing：Chemical Industry Press，2004．344— 

345． 

11 Yang JX，Guo J，Yuan JF．／n vitro antioxidant properties of 

rutin． ，20o8，41：1060．1066． 

12 uu CL(刘成伦)，Tang DR(唐德容)．The research devel- 

opment on the anti—oxidation of flavonoids．Food Res D (食 

品研究与开发)，2006，27：158—160，168． 


