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四环素类和双磷酸盐类骨质疏松症药物与骨骼的非可逆
性结合，在发挥抗骨质疏松作用的同时，也会蓄积在骨组织
中，阻碍骨骼的自然更新，造成不良反应。本实验室在前期研
究的基础上，通过游离大黄蒽醌类化合物对糖皮质激素诱导
的大鼠骨质疏松模型的股骨全骨和股骨远端的BMD和BMC

及它们随给药时间变化的研究，进一步证实游离大黄蒽醌类
化合物在体内可以预防泼尼松所致的股骨BMD的丢失，同时
显示大鼠股骨全骨的 BMC 没有出现随时间显著蓄积的趋
势。研究中观察到大鼠股骨远端的BMC在一些给药时间段
里有蓄积现象，由于大鼠股骨远端对药物反应敏感，药物可以
直达该部位[7]，导致这种现象的主要原因可能有两方面：一是
连续给药后游离大黄蒽醌在该部位的浓度达到稳态，二是游
离大黄蒽醌的骨靶向或趋骨性所致。确切的原因尚需进一步
研究。
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摘 要 目的：研究荆条花不同提取物体外抗氧化活性并进行比较。方法：采用清除二苯代苦味酰基（DPPH）自由基、清除2，2′-
氨基-（3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸）二氨盐（ABTS）自由基与铁离子（Fe3+）还原（FRAP）等方法对荆条花不同提取物体外抗氧化活

性进行评价，并与阳性对照二丁基羟基甲苯（BHT）比较。结果：荆条花不同提取物总的抗氧化活性比较结果为：荆条花乙酸乙酯提取

物＞荆条花 70％乙醇总浸膏＞荆条花正丁醇提取物＞荆条花石油醚提取物。其中，荆条花乙酸乙酯提取物清除 DPPH 自由基

（IC50＝35.70 μg/ml）、清除ABTS自由基（IC50＝7.40 μg/ml）与还原Fe3+（当量抗氧化能力为1 110.77 μmol/g）的能力最强，但弱于阳

性对照药物BHT（上述三值分别为23.00 μg/ml、2.30 μg/ml、1 532.70 μmol/g）。结论：荆条花不同提取物抗氧化活性差异可能与其

各个部位中所含抗氧化成分的种类和结构有关。

关键词 荆条花；抗氧化活性；二苯代苦味酰基；2，2′-氨基-（3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸）二氨盐；铁离子还原能力
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7.40 μg/ml）and ferric reducing（TEAC＝1 110.77 μmol/g），but it was still weaker than that of positive control BHT（IC50 and
TEAC were 23.00 μg/ml，2.30 μg/ml and 1 532.70 μmol/g). CONCLUSIONS：The difference of antioxidant activity of different ex-
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荆条（Vitex negundo L.）为马鞭草科牡荆属灌木[1]，生于山

坡、路旁或灌丛中[2]，是我国北方主要的蜜源植物之一，其蜜品

质优良，营养价值极高[3]。作为我国暖温带的优势物种，荆条

具有很强的水土保持能力[4]，其叶片对不同的光环境有很好的

适应机制[4]。目前的研究重点主要有荆条幼苗对干旱的响应[5]、荆

条灌丛群落的水平 [6-7]与种子萌发的特性 [8-9]、荆条花的除草

活性 [10]。此外，有文献报道，荆条花乙醇提取物对植物病原真菌

具有一定程度的抑制作用[11]；荆条叶挥发油中含量最高的成分

为β-丁香烯[12]。但是，至今未见荆条花抗氧化等生物活性的报

道。本研究采用清除二苯代苦味酰基（DPPH）自由基、清除2，

2′-氨基-（3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸）二氨盐（ABTS）自由基、

铁离子（Fe3+）还原（FRAP）3种体外抗氧化活性分析方法，首次

对荆条花体外抗氧化活性进行了考察。

1 材料
1.1 仪器

Multiskan MK3型酶标仪（美国 Thermo Electron 公司）；

UV-2000 型紫外-可见分光光度计（上海尤尼科仪器有限公

司）；AL-IC型电子天平（瑞士Mettler Toledo公司）；N-1100型

旋转蒸发仪（东京理化器械株式会社）；MS-H1 型混合器（北

京博励阳生物医学技术发展有限公司）。

1.2 药材

荆条花，于2010年7月采于湖北省大别山，由河南大学中

药研究所生药教研室李昌勤副教授鉴定为真品，标本存于河

南大学中药研究所。

1.3 试剂

DPPH（东京化成工业株式会社，批号：FIM01，规格：1

g）；6-三吡啶基三嗪（TPTZ，批号：1306929，规格：25 g）、二丁

基羟基甲苯（BHT，批号：A020158601，规格：250 g）均购自比

利时 Across Organics 公司；ABTS（德国 Fluka 公司，批号：

BCBG0034V，规格：1 g）；Trolox（6-hydroloxy-2，.5，7，8-tet-

ram-ethylchroman-2-carboxylic acid，美国 Sigma-Aldrich 公司，

批号：10327AD，规格：1 g）；其余试剂均为分析纯。

2 方法
2.1 荆条花浸膏的提取

取自然干燥的荆条花粉碎，用 70％乙醇加热回流 2次，每

次 1 h，合并，滤过，浓缩得荆条花 70％乙醇总浸膏（得率为

15％）。提取物分散于水中，依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇

进行萃取，得荆条花石油醚、乙酸乙酯、正丁醇提取物，得率分

别为0.22％、1.57％、4.16％。

2.2 荆条花提取物抗氧化活性研究方法

2.2.1 DPPH法 参照文献[13]，将荆条花石油醚提取物、荆条

花乙酸乙酯提取物、荆条花正丁醇提取物、荆条花70％乙醇总

浸膏分别用甲醇制备成质量浓度为2.0 mg/ml的样品溶液。将

10 μl样品溶液和 175 μl 200 μmol/L的DPPH溶液先后加入到

96微孔板中，同时以10 μl甲醇代替待测液作为溶剂对照。阴

暗处反应 20 min 后，用酶标仪在 515 nm 波长处测定吸光度

（A），按照公式计算初筛清除率。如清除率高于 50％，在初质

量浓度的基础上，将样品稀释成 1.0、0.5、0.25、0.125、0.062 5

mg/ml 系列质量浓度的溶液，再次测定 A 值。阳性对照为

BHT。每份样品平行操作3次，取平均值。按照以下公式计算

清除率：

DPPH自由基清除率（％）＝（Acontrol－Asample）/Acontrol×100％

式中，Acontrol为DPPH本身在测定波长处的A值；Asample为样

品溶液对 DPPH 自由基作用后的 A 值（除去样品自身吸收）。

根据计算所得的清除率，运用Origin 6.0 软件处理，得到样品

清除DPPH自由基的半数抑制浓度（IC50）。

2.2.2 ABTS 法 参照文献[14]，将粉末状ABTS用蒸馏水溶解，

制备成浓度为 7 mmol/L 的溶液，再与浓度为 2.45 mmol/L 的

K2S2O8溶液混合，使用前在暗处放置 12 h以上，使用时用甲醇

稀释使其在734 nm波长处A为0.78～0.82，备用。将荆条花石

油醚提取物、荆条花乙酸乙酯提取物、荆条花正丁醇提取物、

荆条花70％乙醇总浸膏分别用甲醇制备成质量浓度为2.0 mg/

ml 的样品溶液。取 10 μl 样品溶液加入 200 μl ABTS 溶液混

匀，用酶标仪在405 nm波长处测定A值，按照公式计算初筛清

除率。如果清除率＞50％，在初质量浓度的基础上，将样品稀

释为1.0、0.5、0.25、0.125、0.062 5 mg/ml系列质量浓度的溶液，

再次测定A值。阳性对照为BHT。每份样品平行操作3次，取

平均值。按照以下公式计算清除率：

ABTS自由基清除率（％）＝（Acontrol－Asample）/Acontrol×100％

式中，Acontrol为ABTS本身在测定波长处的A值，Asample为样

品对ABTS自由基作用后的A值（除去样品自身吸收）。根据

计算所得的清除率，运用Origin 6.0软件处理，得到样品清除

ABTS自由基的 IC50。

2.2.3 FRAP法 参照文献[15]，用甲醇制备成系列质量浓度的

样品溶液。取 10 μl样品溶液加入到 96微孔板中，加入 200 μl

新鲜制备的TPTZ工作液，混匀，37 ℃反应30 min后，用酶标仪

在595 nm波长处测定A值。阳性对照为BHT。每份样品平行

操作 3次，取平均值。若所测定样品溶液A值超过线性范围，

则需要进一步稀释样品溶液，结果以Trolox当量表示，以代表

还原Fe3+的能力。

3 结果
3.1 荆条花提取物对DPPH自由基的清除作用

荆条花石油醚提取物和荆条花正丁醇提取物清除DPPH

自由基的 IC50未测出。荆条花乙酸乙酯提取物清除DPPH自

由基的能力较强（IC50＝35.70 μg/ml），但仍弱于阳性对照

BHT（IC50＝23.00 μ g/ml）。荆条花不同提取物和 BHT 对

DPPH自由基的清除能力强弱依次为BHT＞荆条花乙酸乙酯

提取物＞荆条花 70％乙醇总浸膏。荆条花不同提取物对

DPPH自由基的清除作用见表1。

表1 荆条花不同提取物的抗氧化活性

Tab1 Antioxidant activity of different extracts from V. ne-

gundo flower

样品

荆条花石油醚提取物
荆条花乙酸乙酯提取物
荆条花正丁醇提取物
荆条花70％乙醇总浸膏
BHT

DPPH

清除率，％
1.04

88.96

49.52

75.10

58.35

IC50，μg/ml

-

35.70

-

63.00

23.00

ABTS

清除率，％
22.70

97.29

98.50

98.38

100.40

IC50，μg/ml

-

7.40

15.40

11.70

2.30

FRAP

TEAC，μmol/g

-

1 110.77

403.46

882.37

1 532.70
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3.2 荆条花提取物对ABTS自由基的清除作用

在试验质量浓度范围内，质量浓度在 5.95 μg/ml时，荆条

花乙酸乙酯提取物、荆条花 70％乙醇总浸膏和荆条花正丁醇

提取物对 ABTS 自由基的清除率都比较低，分别为 42.52％、

25.67％和 23.16％，BHT对ABTS自由基的清除率为 85.45％。

当质量浓度达到23.81 μg/ml时，荆条花乙酸乙酯提取物、荆条

花70％乙醇总浸膏和BHT对ABTS自由基的清除率分别增大

到 97.29％、98.38％和100.40％，说明荆条花提取物对ABTS自

由基的清除率与质量浓度呈正相关。当质量浓度在23.81 μg/

ml以下时，荆条花乙酸乙酯提取物和荆条花 70％乙醇总浸膏

对ABTS自由基的清除率随着质量浓度线性增高；当质量浓度

在 23.81 μg/ml 以上时，荆条花乙酸乙酯提取物和荆条花 70％

乙醇总浸膏对ABTS的清除率趋于饱和，质量浓度再增加，清

除率几乎不变。当荆条花正丁醇提取物质量浓度在47.62 μg/

ml以下时，清除率几乎是随质量浓度增大而线性增高，但当质

量浓度在47.62 μg/ml以上时，清除率几乎不变，说明抗氧化作

用已接近饱和,再增加提取物的用量,清除率变化不大。

荆条花乙酸乙酯部位清除 ABTS 自由基的能力最强

（IC50＝7.40 μg/ml），仍低于阳性对照BHT（IC50＝2.30 μg/ml）。

荆条花不同提取物和BHT对ABTS自由基的清除能力强弱依

次为BHT＞荆条花乙酸乙酯提取物＞荆条花 70％乙醇总浸

膏＞荆条花正丁醇提取物。荆条花不同提取物对 ABTS 自

由基的清除作用见表 1、图1。

3.3 荆条花提取物还原Fe3+的能力

4个提取物中，荆条花乙酸乙酯提取物还原Fe3+的能力最

强[当量抗氧化能力（TEAC）＝1 110.77 μmol/g]，但仍弱于阳性

对照 BHT（TEAC＝1 532.70 μmol/g）。荆条花不同提取物和

BHT还原Fe3+的能力强弱依次为：BHT＞荆条花乙酸乙酯提取

物＞荆条花70％乙醇总浸膏＞荆条花正丁醇提取物。荆条花

石油醚提取物几乎无还原Fe3+的能力。荆条花不同提取物还

原Fe3+的能力见表1。

4 讨论

本研究利用 DPPH、ABTS 和 FRAP 三种方法对荆条花体

外抗氧化活性进行了考察，发现荆条花具有较好的抗氧化活

性；荆条花不同提取物清除自由基的能力随质量浓度的增加

而增大，且在一定范围内，其抗氧化作用与质量浓度呈正相

关，且 4个提取物中，荆条花乙酸乙酯提取物清除DPPH自由

基（IC50＝35.70 μg/ml）、清除ABTS自由基（IC50＝7.40 μg/ml）

与还原Fe3+（TEAC＝1 110.77 μmol/g）的能力最强。其不同提

取物总的抗氧化活性比较结果为：荆条花乙酸乙酯提取物＞

荆条花70％乙醇总浸膏＞荆条花正丁醇提取物＞荆条花石油

醚提取物，即荆条花乙酸乙酯提取物总的抗氧化活性较好。

其抗氧化能力次序可能与荆条花各个提取部位中所含的抗氧

化成分的种类及结构有关。
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