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金银花提取物的抗氧化作用
与其绿原酸含量的相关性研究

关炳峰,谭 � 军*
,周志娣

(华中农业大学食品科技学院,湖北武汉 430070)

� 摘 � 要: 研究了金银花提取物、绿原酸的抗氧化作用。用

K3 [ Fe( CN ) 6 ]测定了它们的还原力; 采用脱氧核糖-铁体

系、超氧阴离子自由基体系、二苯代苦味酰基自由基

( DPPH� )体系进行抗氧化活性的研究,并同 Vc进行了

比较。结果表明: 金银花提取物的抗氧化活性与绿原酸

含量密切相关,具有较强的还原力,其中清除羟基自由基

能力比 V c好,浓度 1mg /mL时可以达到 53�18% ;清除超

氧阴离子自由基的能力很好,略低于 V c,浓度 0�2mg /mL时
清除率大于 90% ; 清除 DPPH� 的能力高于 V c, 浓度

0�2mg /mL时清除率大于 90%。
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� � 金银花 (H oneysuckle )为忍冬科多年生半常绿缠

绕植物忍冬 (Lonicera Japoneca Thumb )的花蕾及初开

的花,又名忍冬花、银花、双花等,具有抗菌和增强机

体免疫的作用,其味甘、性寒、清热解毒、凉散风热,

保健和医疗作用十分广泛
[ 1 ]
。同时金银花含有多种

对人体有利的植物活性成分, 如绿原酸、异绿原酸、

木犀草素 ( Lu teolin)等黄酮类化合物, 具有抗衰防癌、

强身健体的良好功效
[ 1~ 4]
。金银花提取物是以绿原酸

为主并且含有多种其它的黄酮类物质的化合物, 其

本身的酚羟基结构极易与自由基反应, 提供质子和

电子使其失去反应活性, 故具有显著的抗氧化特

性
[ 5~ 8]
。国内长期以来对金银花的研究主要集中在提

取物和它的一些单独成分的研究上, 而对某些重要

成分在总的提取物里面所起的作用没有做过相关研

究。本实验是用一些典型的抗氧化体系, 分析金银

花提取物和与其所含的等量的绿原酸的抗氧化能力

的差异, 揭示其抗氧化作用与绿原酸含量的内在关

系及其抗氧化作用的物质基础, 为进行金银花类的

保健品和药品的开发提供技术依据。

1� 材料与方法
1�1� 材料与设备
金银花提取物 � 本实验室自制, 原料由浙江省

温州市瑞安九潭金银花加工基地提供; 脱氧核糖、绿

原酸、DPPH� � 均购自 S igma公司; 磷酸二氢钾、氢

氧化钾、EDTA、三氯化铁、抗坏血酸、过氧化氢、磷酸

二氢钠、盐酸、硫代巴比妥酸 ( TBA)、磷酸氢二钠、铁

氰化钾、三氯乙酸、邻苯三酚、氯化钠、硫酸亚铁 � 均
为分析纯。

752紫外光栅分光光度计 � 上海分析仪器厂;
HH- 4恒温水浴锅 � 国华电器有限公司; SD- 250涡
轮式粉碎机 � 浙江省嵊县特种粉碎设备厂; RE52- 99
旋转蒸发器 � 上海亚荣生化仪器厂; 低温高速离心

机 � H itach i Japan。

1�2� 实验方法
1�2�1� 金银花提取物的制备 � 将金银花粉碎后过 40

目筛,用 60%乙醇提取,料液比 1�15, 60� 提取 3次,

然后于 45� 旋转蒸发,浓缩液于 10000r/m in、1~ 4�
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离心 30m in,收集上清液, 冷冻干燥后备用。

1�2�2� 还原能力的测定 � 按参考文献 [ 9]方法, 并略

作改进。取 2�5mL的不同样品 (空白用 1mL蒸馏水

代替, 其他试剂依次同下 )溶液, 加入 2�5mL的磷酸

盐缓冲液 ( 0�2mo l /L, pH = 6�6)及 1% 的 K 3Fe ( CN ) 6

溶液 2�5mL, 于 50� 水浴反应 20m in后急速冷却,加

入 10%的三氯乙酸溶液 2�5mL,取反应液 5mL, 加入

5mL的 H2O和 0�10%的 FeC l3溶液 1mL, 混合均匀,

10m in后于 700nm处测定其吸光度值, 以水为空白。

以上实验均以抗坏血酸作阳性对照。浓度设计:

0�005、0�01、0�02、0�05、0�1、0�2mg /mL (样品浓度指加
入反应体系前样品的浓度,以下同 )。

1�2�3� 对羟基自由基的清除作用 � 采用 D-脱氧核

糖-铁体系法
[ 10, 11]
。在洁净干燥的试管中依次加入

0�4mL 50mmo l/L的 KH2PO4-KOH缓冲液,一定浓度

的样品, 0�1mL 1�04mmol /L 的 EDTA 溶液, 0�1mL
20mmol /L的 FeC l3 溶液, 0�1mL 10mmo l/L的 H 2O2,

0�1mL 60mmol /L 的 DR (其中对照不加 ) , 0�1mL
20mmol /L的 Vc, 保证每管最终体积为 1mL, 于 37�
下保温 1h, 取出迅速加入 25% 的盐酸 1mL 终止反

应,加 1mL 1%的 TBA,于沸水浴上煮沸 15m in, 立即

冷却, 若有混浊加入 3mL正丁醇萃取, 于 532nm下比

色,测吸光度。清除率按以下公式计算:

清除率 (% ) =
A 0- ( A1 - A2 )

A0
� 100%

其中 A0 � 空白吸光度; A 1 � 加入清除剂和 DR

后吸光度; A 2 � 样品本身吸光度 (不加 DR)。

1�2�4� 对超氧阴离子的清除作用 � 参照邻苯三酚自

氧化法
[ 12]
。邻苯三酚在弱碱条件下发生自氧化反应

产生 O
-

2 � , O
-

2 �清除剂能使邻苯三酚自氧化产物在
�= 325nm 处吸收峰受抑制。取 2�25mL pH 8�34的

50mmol /L的磷酸盐缓冲液 PBS, 再加蒸馏水 2mL,

0�25mL 10mmol /L的邻苯三酚, 即总体积 4�5mL。混
匀后 25� 保温,在第 4m in时加入 10mo l/L盐酸 1滴

终止反应。在 325nm处测 A值 (以 pH8�34的 PBS作

参比 )得空白管光吸收值 (即 A空 )。测定样品清除能

力时, 所取试剂同前, 只是在加入邻苯三酚前, 分别

加 2mL样液代替蒸馏水 ( 2mg /mL)。终止反应后测

A值 (用同浓度样液作为参比 ) ,即为待测管光吸收

值 (即 A样 )。清除率按以下公式计算:

清除率 (% ) =
A空 - A样

A空
� 100%

1�2�5� 对二苯代苦味酰基自由基的清除作用 � 二苯
代苦味酰基自由基 ( DPPH � )是一种很稳定的自由
基,在乙醇溶液中呈深紫色,在 517nm处有最大吸收

峰,当有自由基清除剂存在时其颜色减退, 褪色程度

与清除剂的清除能力及数量呈定量关系。因此, 可

用分光光度法进行定量分析, 从而评价抗氧化物质

的抗氧化能力
[ 13, 14]
。

将 2mL溶剂与 2mL 20mmo l/L DPPH � 溶液加

入同一试管中, 摇匀,放置 30m in,用溶剂作参比测定

其吸光度 (即 A空 ), 测定样品清除能力时, 所取试剂

同前, 只是分别加 2mL 样液代替 2mL溶剂, 静止

30m in后测 A值 (用同浓度样液作为参比 )即为待测

管光吸收值 (即 A样 )。清除率按以下公式计算:

清除率 (% ) =
A空 - A样

A空
�100%

2� 结果与分析
2�1� 还原能力的结果

Vc是较好的抗氧化剂, 在实验选取的浓度范围

内, 在低浓度范围内, 还原能力较弱, 随浓度增加,还

原能力逐渐增大,说明 V c在适宜的浓度范围内有较

好的还原能力。绿原酸和金银花提取物在低浓度

下, A700值比较小,说明低浓度下还原能力比较差;但

当浓度大于 0�05mg /mL时, 随着浓度的增大, A700值

也增大, 还原能力增加幅度较大。由图 1可以看出,

在金银花提取物中, 绿原酸起主要的还原作用。以

相同起始浓度比较 A 700值,低浓度下绿原酸和金银花

提取物的还原能力低于 V c的还原能力,但随着浓度

增大,两者还原能力增大,并且接近 Vc。

� � � 1� 0�005m g /mL; 2� 0�01m g /mL; 3� 0�02mg /mL;

� � � 4� 0�05mg /mL; 5� 0�1mg /mL; 6� 0�2mg /mL
图 1� Vc、绿原酸和金银花提取物的还原能力

2�2� 对羟基自由基的清除作用
由图 2可以看出, 在实验浓度范围内 ( 0�005~

1�00mg /mL) , Vc对脱氧核糖-铁体系产生的� OH均
表现出一定的抑制作用, 并随着浓度的增加,清除率

增大,在 1�00mg /mL时清除率为 12�72%。绿原酸和
金银花提取物在低浓度下清除率有上升的情况, 即

在浓度小于 0�1mg /mL时清除效果则不理想, 甚至产

生促氧化作用,而在浓度高于 0�1mg /mL时产生明显
而且稳定的清除作用, 可能是低浓度的绿原酸, 在

� OH浓度较小时促进 � OH的产生, � OH浓度达到
一定程度时, 又对其产生清除作用。但当浓度大于

0�1mg /mL时, 在实验浓度的范围内清除率可达
32�09%和 53�18%,与 Vc对羟自由基的清除作用趋

势一致。

2�3� 对超氧阴离子的清除作用
如图 3所示, V c、绿原酸和金银花提取物对邻苯

三酚自氧化体系产生的 O
-

2 � 有一定的清除作用,且
随加入量的增加,清除率上升,量效关系明显。Vc所

选浓度 ( 0�005~ 0�2mg /mL)范围内, 对 O -

2 � 的清除作
用随浓度增加, 清除率上升, 在浓度高于 0�1mg /mL
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图 2� V c、绿原酸和金银花提取物对羟自由基的清除作用

时,清除率接近 100%, 增加趋于平缓。绿原酸和金

银花提取物对 O
-

2 � 的清除作用从图 3可以看出,在

实验剂量范围内,最大清除超氧阴离子可达 95�25%

和 97�58% ,说明绿原酸和金银花提取物对超氧阴离
子有很强的清除作用, 并且绿原酸在金银花提取物

中起主要作用。

图 3� Vc、绿原酸、金银花提取物对超氧阴离子的清除作用

2�4� 对 DPPH� 的清除作用
从图 4可以看出, 在实验的剂量范围内, V c、绿

原酸和金银花提取物对 DPPH� 的清除作用随浓度
升高逐渐增强,在 0�2mg /mL时,清除率约 95% ,基本

将 DPPH� 清除完全, 而且绿原酸、金银花提取物的

清除作用比 V c强。由此可以看出, 绿原酸和金银花

提取物对 DPPH � 有很强的清除作用, 并有可能反

应生成更稳定的物质, 且绿原酸在金银花提取物的

抗氧化能力中起主要的作用。

图 4� Vc、绿原酸和金银花提取物对 DPPH� 的清除作用

3� 结论
本文用化学模拟体系对金银花提取物及其主要

活性成分绿原酸的抗氧化作用进行了评价, 以合成

抗氧化剂 V c做为阳性对照,通过测定金银花提取物

和绿原酸的还原能力、在化学模拟体系中的抑制

� OH、清除超氧阴离子和 DPPH�的能力,证明金银

花提取物和绿原酸都有较强的抗氧化活性, 从化学

本质上证实了金银花的抗氧化能力及其与绿原酸含

量的关系,为进行金银花提取物和绿原酸的生物活

性或相关的保健品的研究提供理论基础, 为以后的

深入研究提供了科学依据。
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