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别克参为百合科（Liliaceae）猪牙花属植物（Erythronium）

新疆猪牙花[Erythronium sibiricum（Fisch. et. Mey.）Kryl，又名

西伯利亚猪牙花、阿尔泰山猪牙花、鸡腿参]的干燥肉质鳞茎[1-2]。

是哈萨克族历史悠久的药用植物之一。其性微寒、味微苦，具

有滋补、强身、壮体之功效，主治体虚多病、腰膝酸软无力等

症。国外关于别克参的研究未见报道，国内针对别克参的研

究亦较少，研究方向主要集中于讨论别克参的生长环境及分

布、繁殖特征、形态特征、解剖结构特征、生态适应性等[3-5]。本

研究拟通过采用超声提取、有机溶剂萃取得到别克参不同提

取物，分析各极性部位清除二苯代苦味酰基（DPPH）自由基、

2，2′-氨基-（3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸）二氨盐（ABTS）自由

基、超氧阴离子（O2
－）自由基的能力，对别克参提取物体外抗

氧化活性进行系统研究。

1 材料
1.1 仪器

CINTRA-404型紫外分光光度计（澳大利亚 GBC 公司）；

EYELA N-1100 型旋转蒸发仪（东京理化器械株式会社）；

BS-110S 型分析天平（北京赛多利斯天平有限公司）；

KQ-500DE型超声波提取仪（昆山市超声仪器有限公司）

1.2 药材

别克参购自新疆阿勒泰哈萨克医院，经新疆医科大学药

学院热娜·卡斯木教授鉴定为真品。

1.3 药品与试剂

维生素C（Vc，天津市天新精细化工开发中心）；石油醚、

乙酸乙酯、正丁醇、无水乙醇（分析纯，天津市富宇精细化工有

限公司）；二苯代苦味酰基（DPPH）、2，2′-氨基-（3-乙基-苯并噻

唑啉-6磺酸）二铵盐（ABTS，美国 Sigma-Aldrich公司）；邻苯三

酚（天津市化学试剂六厂三分厂）；Tris（天津市盛奥化学试剂

有限公司）；盐酸、K2S2O8（北京化工厂）。

2 方法
2.1 别克参提取物4种极性部位的制备

将干燥后的别克参 1 kg 粉碎混匀后精确称量，按 1 ∶ 10
（m/V）加入 95％乙醇超声提取 3次（温度：80 ℃，功率：100％，

时间40 min，加回流冷凝装置），合并滤液减压蒸馏至浸膏状，

冷冻干燥，得乙醇提取物。在所得提取物中加入蒸馏水得混

悬液，置于分液漏斗中，分别用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取

3次，分液，将所得石油醚相、乙酸乙酯相、正丁醇相、水相依次

减压浓缩后冷冻干燥，得别克参石油醚、乙酸乙酯、正丁醇、水

提取物。
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摘 要 目的：研究别克参提取物的体外抗氧化活性。方法：采用清除二苯代苦味酰基（DPPH）自由基、2，2′-氨基-（3-乙基-苯并

噻唑啉-6-磺酸）二氨盐（ABTS）自由基与超氧阴离子（O2
－）自由基法，对别克参不同提取物的体外抗氧化活性进行评价。结果：别

克参不同提取物清除DPPH·自由基、ABTS·自由基的能力强弱顺序为：乙酸乙酯提取物＞石油醚提取物＞正丁醇提取物＞水提

取物。别克参不同提取物对O2
－自由基有一定的清除能力，但不明显。结论：别克参不同提取物抗氧化活性差异可能与各部位中

所含抗氧化成分的种类和结构有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate antioxidant activity of Erythronium sibiricum extracts in vitro. METHODS：The antioxi-

dant activities of different E. sibiricum extracts were evaluated in vitro using scavenging DPPH· free radical，scavenging ABTS·
free radical and scavenging superoxide anion radical. RESULTS：Different E. sibiricum extracts had obvious scavenging capacity to

DPPH· free radical and ABTS·free radical in descending order：ethyl acetate extract＞petroleum ether extract＞n-butanol extract＞

water extract. Different E. sibiricum extracts showed scavenging capacity to O2
－ radical but was not very strong. CONCLUSIONS：

Different extracts of E. sibiricum exhibit different antioxidant activities，which may be associated with the types and structures of

antioxidant components.
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2.2 供试品溶液的制备

2.2.1 别克参提取液的制备 取别克参提取物石油醚、乙酸
乙酯、正丁醇、水提取物适量，分别溶于适量无水乙醇、无水乙
醇、75％乙醇、蒸馏水，得供试品溶液。

2.2.2 阳性对照Vc溶液的制备 取适量Vc溶于 75％乙醇，

得阳性对照品溶液。

2.2.3 DPPH 溶液的制备 制备浓度为 0.645 9 mmol/L 的
DPPH乙醇溶液作为贮备液。试验前，移取DPPH贮备液10 ml

置于 50 ml量瓶中，加无水乙醇定容至刻度，最终浓度为0.129 2

mmol/L，贮藏，备用。

2.2.4 ABTS 溶液的制备 移取 176 μl 140 mmol/L K2S2O8溶
液与10 ml 7 mmol/L的ABTS溶液混合，常温避光放置16 h以
上作为贮备液。试验前，取ABTS贮备液 1 ml，用蒸馏水或无
水乙醇稀释至吸光度（A）值为（0.70±0.02），贮藏，备用。

2.3 清除自由基试验

2.3.1 清除 DPPH·和 ABTS·试验 参考文献 [6-10]并适当改
进。2 ml自由基溶液和2 ml提取液混合，摇匀，37 ℃避光保存
一定时间后，于最大吸收波长处测吸光度，记为Ai。相同条件
下，2 ml自由基溶液与 2 ml相应溶剂混合，A记为A0。2 ml 一
定浓度提取液与2 ml溶剂混合，A值记为Aj。均测3次，求平均
值。

清除率（IP）的计算公式：IP（％）＝1－（Ai－Aj）/A0×100％。

2.3.2 清除O2
－试验 参考文献[11]并适当改进。比色管中依次

加入 4. 5 ml 100 mmol/L的Tris-HCl缓冲溶液（pH 8.2）、3.2 ml

双蒸水、1 ml提取液和0.3 ml 3 mmol/L邻苯三酚，迅速混匀后
在 325 nm 波长处每隔 30 s 测 1次 A，A 随时间的变化率记为
K1。在相同条件下，其他加样量不变，将1 ml提取液换成1 ml

双蒸水，其A随时间的变化率记为K0。

对O2
－的 IP计算公式：IP（％）＝（K0－K1）/K0×100％。

3 结果
3.1 别克参提取物清除DPPH·能力测定

3.1.1 DPPH 体系的吸收光谱 参考文献 [6]测定波长选择在
500～600 nm之间。等体积DPPH溶液与无水乙醇混合λmax＝

516 nm，等体积 DPPH 溶液与 75％乙醇混合λ max＝520 nm，

DPPH溶液与蒸馏水混合λmax＝522 nm。因此，别克参石油醚、

乙酸乙酯提取物测定波长设定为 516 nm，别克参正丁醇提取
物测定波长为 520 nm，别克参水提取物测定波长为 522 nm。

DPPH体系吸收光谱见图1。

3.1.2 反应时间对A值的影响 37 ℃，等体积DPPH溶液与别
克参提取物反应，A值随时间延长而减小，A值减小到一定程
度后趋于基本不变，表明此时清除率最大，清除反应趋于平衡。

因此，本试验中别克参石油醚、乙酸乙酯、正丁醇、水提取物反应
时间定为90、20、100、40 min。DPPH体系A-t曲线见图2。

3.1.3 别克参提取物清除DPPH·的清除曲线 半数抑制浓度
（IC50）由小到大顺序为：别克参乙酸乙酯提取物＜别克参石油
醚提取物＜别克参正丁醇提取物＜别克参水提取物。别克参
提取物清除DPPH·的清除曲线见图3；别克参提取物A与 c的
关系见表1。

3.2 别克参提取物清除ABTS·能力测定

3.2.1 ABTS 体系的吸收光谱 参考文献 [8]测定波长选择在
700～800 nm之间。等体积ABTS溶液与无水乙醇混合λmax＝

752 nm，ABTS溶液与 75％乙醇混合λmax＝738 nm，ABTS溶液
与蒸馏水混合λmax＝728 nm。因此，别克参石油醚、乙酸乙酯提

取物测定波长设定为 752 nm，别克参正丁醇提取物测定波长

为 738 nm，别克参水提取物测定波长为 728 nm。ABTS 体系

的吸收光谱见图4。

3.2.2 反应时间对A值的影响 37 ℃，等体积ABTS溶液与一

定浓度提取液反应，系统的A值随时间延长而减小，减小到一

定程度后A值基本保持不变。别克参石油醚、乙酸乙酯提取物

的溶液与ABTS溶液混合瞬间即使ABTS溶液褪色，表明清除

速率极快。因此，本试验中别克参石油醚、乙酸乙酯、正丁醇、

水提取物反应时间设定为 5、2、10、12 min。ABTS体系A-t曲

线见图5。

3.2.3 别克参提取物清除ABTS·自由基的清除曲线 IC50由

小到大顺序为：别克参乙酸乙酯提取物＜别克参石油醚提取

物＜别克参正丁醇提取物＜别克参水提取物。别克参提取物
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图1 DPPH体系的吸收光谱
a.DPPH溶液+无水乙醇；b.DPPH溶液+75％乙醇；c.DPPH溶液+蒸馏水

Fig 1 The absorption spectra of DPPH system
a.DPPH solution+alcohol；b.DPPH solution+75％ alcohol；c.DPPH Solu-

tion+distilled water
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图2 DPPH体系A-t曲线
a.石油醚提取物；b.乙酸乙酸提取物；c.正丁醇提取物；d.水提取物

Fig 2 Relationship between absorbance and time in DPPH

system
a.pertroleum ether exact；b.etyl acetate exact；c.n-butanol exact；d.water
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图3 别克参提取物清除DPPH·的清除曲线
a.石油醚提取物；b.乙酸乙酸提取物；c.正丁醇提取物；d.水提取物

Fig 3 Scavenging capacity of four polar fractions on DPPH
a.pertroleum ether exact；b.etyl acetate exact；c.n-butanol exact；d.water

exact

··4426



中国药房 2013年第24卷第47期 China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 47

表1 别克参提取物A与c的关系

Tab 1 Relationship between absorbance and concentration of four polar fractions

自由基类型
DPPH·

ABTS·

物质
Vc

别克参石油醚提取物
别克参乙酸乙酯提取物
别克参正丁醇提取物
别克参水提取物
Vc

别克参石油醚提取物
别克参乙酸乙酯提取物
别克参正丁醇提取物
别克参水提取物

反应条件及测定波长
37 ℃，30 min，520 nm

37 ℃，90 min，516 nm

37 ℃，20 min，516 nm

37 ℃，100 min，520 nm

37 ℃，40 min，522 nm

22 ℃，混合瞬间，738 nm

37 ℃，5 min，752 nm

37 ℃，2 min，752 nm

37 ℃，10 min，738 nm

37 ℃，12 min，728 nm

质量浓度范围，mg/ml

0.001 0～0.005 0

0.056 7～0.567 5

0.030 5～0.366 0

0.100 5～1.005 0

0.200 0～1.400 0

0.000 5～0.003 8

0.022 5～0.283 5

0.012 2～0.134 2

0.200 1～1.000 5

0.200 0～1.000 0

清除率曲线线性方程
y＝191.72x+0.017 3

y＝1.319 1x+0.218 5

y＝2.116 8x+0.214 4

y＝0.755 3x+0.070 3

y＝0.589 5x+0.088 5

y＝211.13x+0.053 4

y＝2.472 9x+0.164 6

y＝6.068 9x+0.102 9

y＝0.640 0x+0.290 8

y＝0.654 7x+0.238 4

n

5

6

7

6

6

6

6

8

5

5

r

0.997 1

0.995 5

0.991 5

0.997 5

0.995 9

0.998 9

0.991 4

0.997 7

0.995 7

0.996 4

IC50，mg/ml

0.002 5

0.213 4

0.134 9

0.568 6

0.698 0

0.002 1

0.135 6

0.065 4

0.326 9

0.399 6

清除ABTS·的清除曲线见图6。

3.3 别克参提取物清除O2
－自由基能力测定

当邻苯三酚系统中加入别克参提取液后，体系的A-t直线

斜率比不加提取液斜率有所降低，且提取液质量浓度越高，直
线斜率越小，但降低程度均不是很明显，表明别克参提取物有
一定的清除O2

－自由基的能力，但效果不是很好。邻苯三酚在
别克参提取物中的A-t曲线见图 7～图 10；别克参提取物清除
O2

－的能力见表2。

4 讨论
别克参作为新疆的一种特色药材，已在哈萨克族中具有

广泛的民间用药基础，但历版《中国药典》及《哈萨克药志》均
未收载，国内、外针对该药材的研究也较少，生物活性研究亦
尚未涉及。自由基是一类含有未配对电子的基团、分子或原
子，它们是由机体内正常细胞和病态细胞产生的，或者是由外
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图7 A-t曲线（石油醚提取物）
a.未加提取液；b.0.125 8 mg/ml石油醚提取物；c.0.251 6 mg/ml石油醚
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Fig 7 Absorbance-time curves（after adding petroleum eth-

er extract）
a.no extract solution；b.0.125 8 mg/ml petroleum ether extract；c.0.251 6

mg/ml petroleum ether extract

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

A

0 1 2 3 4 5
t，min

a

b

c

图8 A-t曲线（乙酸乙酯提取物）
a.未加提取液；b.0.084 7 mg/ml乙酸乙酯提取物；c.0.169 4 mg/ml乙酸

乙酯提取物

Fig 8 Absorbance-time curves（after adding ethyl acetate ex-
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Fig 4 The absorption spectrum of ABTS system
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图6 别克参提取物清除ABTS·的清除曲线
a.石油醚提取物；b.乙酸乙酸提取物；c.正丁醇提取物；d.水提取物

Fig 6 Scavenging effects of four polar fractions on ABTS·
a.pertroleum ether exact；b.etyl acetate exact；c.n-butanol exact；d.water

exact
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部因素导致的[12]。它们是人体生命过程中生物化学反应产生
的中间产物，在低浓度下维持生物正常的生理活动，而体内自

由基在过多或清除缓慢的情况下均会引起分子、细胞甚至器

官损伤，如蛋白质、多肽、DNA等导致病变，进一步导致动脉硬

化、癌变等一系列疾病[13]。自由基可通过补充抗氧化剂清除，

而人工合成的抗氧化剂[如2，6-二叔丁基-4-甲基苯酚（BHT）、

丁基羟基茴香醚（BHA）等]被认为长期使用会引发肝损伤和癌

症，具有毒副作用。因此，寻找天然、高效、低毒的抗氧化剂已

成为食用及生物医学领域重要的研究方向。本研究从讨论别

克参提取物体外抗氧化活性入手，初步探讨了该药材的生物

活性，以期能为研究该药材其他方面的生物活性奠定基础。

本研究表明，别克参提取物均能明显清除 DPPH·、

ABTS·。并且，别克参不同提取物清除DPPH·、ABTS·能力大

小具有相同的趋势，即别克参乙酸乙酯提取物＞别克参石油

醚提取物＞别克参正丁醇提取物＞别克参水提取物。同时，

别克参提取物具有一定的清除O2
－的能力。
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图9 A-t曲线（正丁醇提取物）
a.未加提取液；b.0.555 5 mg/ml正丁醇提取物；c.1.111 0 mg/ml正丁醇

提取物；d.2.222 0 mg/ml正丁醇提取物

Fig 9 Absorbance-time curves（after adding n-butanol ex-

tract）
a.no extract solution；b.0.555 5 mg/ml n-butyl alcohol extract；c.1.111 0

mg/ml n-butyl alcohol extract；d.0.222 0 mg/ml n-butyl alcohol extract
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图10 A-t曲线（水提取物）
a.未加提取液；b.提取液浓度 0.889 0 mg/ml 水提取物；c.提取液浓度

1.778 0 mg/ml；d.3.556 0 mg/ml水提取物

Fig 10 Absorbance-time curves（after adding water polar

fraction）
a.no extract solution；b.0.889 0 mg/ml water extract；c.1.778 0 mg/ml wa-

ter extract；d.3.556 0 mg/ml water entrout

表2 别克参提取物清除O2
－的能力

Tab 2 Scavenging capacity of four polar fractions on O2
－

free radical

物质
石油醚提取物

乙酸乙酯提取物

正丁醇提取物

水提取物

Vc

质量浓度，mg/ml

0

0.125 8

0.251 6

0

0.084 7

0.169 4

0

0.555 5

1.111 0

2.222 0

0

0.889 0

1.778 0

3.556 0

1.11×10－3

2.22×10－3

4.44×10－3

8.89×10－3

线性方程
y＝0.069 0x+0.005 5

y＝0.052 5x+0.267 5

y＝0.051 3x+0.531 8

y＝0.069 0x+0.005 5

y＝0.068 1x+0.350 2

y＝0.067 6x+0.719 7

y＝0.062 6x+0.003 5

y＝0.057 6x+0.122 3

y＝0.050 5x+0.226 8

y＝0.045 8x+0.472 7

y＝0.069 0x+0.011 0

y＝0.065 2x+0.094 4

y＝0.064 8x+0.209 8

y＝0.062 8x+0.333 5

y＝0.058 4x+0.032 5

y＝0.047 1x+0.017 0

y＝0.038 0x+0.022 8

y＝0.013 8x+0.028 1

r

0.999 6

0.998 0

0.999 0

0.999 6

0.996 5

0.998 8

0.999 5

0.998 0

0.999 7

0.999 7

0.999 2

0.999 4

0.999 3

0.998 1

0.999 7

0.997 5

0.995 6

0.984 4

IP，％

23.90

25.70

1.30

2.03

7.99

19.30

26.80

5.51

6.09

8.98

8.89

26.50

40.70

78.50

··4428


