
溶解,放冷, 加 60%乙醇稀释至刻度, 摇匀即得。

标准曲线的绘制 精密吸取芦丁对照品溶液 0�50、

1�00、1�50、2�00、2�50、3� 00 ml, 分别置于 25 ml容量瓶中,

各加0� 1mol/ L三氯化铝溶液 1 ml, 在加 60% 乙醇至刻

度,摇匀, 以不加芦丁对照品溶液的溶液为空白对照, 于

420nm 处测定吸收度。

表 12� 芦丁标准曲线的绘制

1 2 3 4 5 6

C( ug/ ml) 4�08 8�16 12�24 16�32 20�4 24�48

D 0�1048 0�2322 0�3398 0�4506 0�5698 0�6724

过原点 � D= 0�0277C- 0�0007 � r= 0�9998

表 13� 黄酮含量测定(按无水芦丁计算, n= 4)

编号 样品称重( g) D 值 C (mg/ ml ) 百分含量

1 10�0754 0�8314 30�0397 0�0745%

2 10�1036 0�8646 31�2383 0�0772%

3 3�3075( 9�9809) 0�5758 20�8123 0�0521%

4 3�3166( 10�0083) 0�6334 22�8917 0�0572%

� � 芦丁浓度在 4�0~ 25�0ug/ ml范围内, 浓度于 D 值呈

线形关系含量测定 取 10g 样品(或相当于原药材 10g) ,

精密称定,置 50ml容量瓶中, 加 60% 乙醇至刻度, 摇匀,

放置 24hr , 滤过, 吸取 5ml 滤液置 25ml 容量瓶中, 加

0�1mol/ L三氯化铝溶液 1ml,加 60%乙醇至刻度, 以不加

样品的溶液为空白,于 420nm 处测定吸收度。

3 � 讨论

3�1 � 由实验结果可看出, 颗粒型中药饮片中黄芪有效成

分的含量与原药材中有效成分的含量较接近; 山楂与苦

杏仁有效成分的含量比原药材中有效成分的含量低的

多。其原因可能是微波处理过程对易挥发性成分的影

响。由此可见, 速溶中药饮片颗粒虽然服用方便, 但是在

加工过程中, 部分中药有效成分损失过多,其微波物化过

程对质量的影响颇大。

3�2� 黄芪性质稳定,此类中药饮片较适宜加工为颗粒型

中药饮片, 应颗粒型中药饮片的发展方向; 山楂、苦杏仁

均含有易挥发性成分, 在加工过程中,其有效成分损失过

多, 应考虑加工工艺的改进。

3�3� 颗粒型中药饮片的有效成分比等量原药材低, 要找

出加工过程中有效成分在物化过程中变化的原因 ,并加

以改进, 才能达到实用标准,但颗粒型中药饮片对中药走

国际市场方向, 无疑是可取的。另外颗粒型中药有效成

分的含量低于原药材的含量,也有可能是因为一包颗粒

的重量根本就没有它所指出的相当于原药材的 9g, 因

此, 颗粒型中药包装上所指出的相当于原药材 9g, 其等

量化的标准应得到控制。

3�4� 山楂的有机酸含量均小于药典规定的含量,故收购

时应注意购买符合药典规定的山楂,以保证其药效。对

苦杏仁讲, 由于苦杏仁甙不易保存,因此应注意物化处理

前后饮片均不宜放置过长时间,以免有效成分的散失。

3�5� 因此次试验仅选了三种中药,得出的结果仅能部分

代表颗粒型中药饮片的质量情况, 目前本课题正在进一

步扩大中药饮片的考察品种,力图全面验证颗粒型中药

饮片的质量情况。
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摘要:本文采用生物化学发光法, 对射干类中药甲醇提取物和天然产物单体清除自由基的能力进行了研究。结果表

明:射干类中药甲醇提取物和天然产物单体具有清除自由基的作用,提示抗自由基的作用可能是射干类药物防治疾病

的机理之一。
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Scavenging Capacities on Radicals of Rhizoma Belamcandae and Rhizoma Iris

Determined by Chemiluminescence
QIN Min- jian, LIU Jun, JI Wen- liang, ZHAO Jun, DING Jia-yi, YU Guodian( Collage of Traditional Chinese M edicine, China Pharma-

ceutical University, Nanjing � 210038, China)

ABSTRACT:The scaveng ing capacities on radicals( O2
- , OH+ , H2O2) by meOH - extracts of Rhizoma Belamcandae and Rhizoma

Iris and compounds isolated from Rhizoma Belamcadae were determined
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by Chemiluminescence. The results indicated that meOH- extracts of Rhizoma Belamcandae and Rhizoma Iris and compounds isolated

from Rhizoma Belamcadae have significant scavenging effects on radicals( O2
- , OH+ ,H2O2)

KEY WORDS: rhizoma belamcandae, rhizoma iris, radical, chemiluminescenc

� � 近年来的研究发现, 中草药中的不少有效成分具有

清除自由基的作用,例如甘草中的甘草酸和甘草次酸具

有不同程度的抑制 O2�的作用[ 1] , 云芝糖肽和灵芝多糖具

有清除活性氧的作用, 与其提高机体免疫能力和防癌抗

癌机制有关[2]。不同的天然产物对不同类型的自由基清

除效果各异,机理各不相同, 所以应建立不同的自由基模

型来评价药物的抗氧自由基活性。

本文采用邻苯三酚- 鲁米诺( luminol) - 碳酸缓冲液

( pH10�2) , 邻菲罗啉- Cu2 + - 抗坏血酸- H2O2, H2O2 -

鲁米诺( luminol) - 碳酸缓冲液( pH9�5)等三个产生活性

氧和化学发光的体系, 检测了射干类中药甲醇提取物及

单体产物清除O2�、OH+ 、H2O2的作用,实验结果可为射干

类中药筛选自由基清除剂提供一条有效的途径。

1 � 实验材料

实验所用材料均为鸢尾科植物的干燥根茎, 并经作

者正确鉴定,凭证标本存中国药科大学标本馆。

1 � 德国鸢尾 � Iirs� germanica L� � 中国药科大学药
用植物园

2 � 玉蝉花 � I� ensata Thunb� � 吉林省吉林市
3 � 野鸢尾 � I� dichotoma Pall� � 陕西省西安市

4 � 鸢尾 � I� tectorum M axim � 四川省石柱县
5� 鸢尾 � I� tectorum Max im � 四川省都江堰市中药

材公司

6� 鸢尾 � I� tectorum Max im � 四川省成都市中药材
公司

7� 射干 � Belamcanda chinensis ( L�) DC� 武汉市湖北
省药检所

8� 射干 � Belamcanda chinensis ( L�) DC� 吉林省桃南
市药品站

9� 射干 � Belamcanda chinensis ( L�) DC� 吉林省松源
市医药商店

10 � 射干 � Belamcanda chinensis ( L� ) DC� 云南省昆明
市药材公司

2 � 仪器与试剂
2�1 � 主要仪器

SHG � C 生物化学发光测量仪 (上海上立检测仪器

厂) ,分析天平(上海天平仪器厂) , PHS- - 25 型酸度计

(上海雷磁仪器厂) ,旋涡混合器(上海环宇仪器厂) , 进样

枪,微量进样器, Eppendorf管, 486 型计算机。

2�2 � 试剂
无水碳酸钠(天津化学试剂厂, 优级纯 ) , 碳酸氢钠

(上海虹光化工厂, 分析纯) , 乙二胺四乙酸二钠 ( EDTA )

(上海化学试剂总厂,标准纯) ,焦性没食子酸(邻苯三酚)

(遵义第二化学厂,分析纯) , 3- 氨基邻苯二甲酰肼(鲁米

诺, luminol) ( Sigma公司) , NaH2PO4�2H2O (南京化学试剂

厂, 分析纯) , Na2HPO4�12H2O(上海试剂二厂,分析纯 ) , 四

硼酸钠(硼砂) (太仓化工二厂, 分析纯) , 1�10 - 菲罗啉

(邻菲罗啉) (上海试剂三厂, 分析纯) , CuSO4�5H2O (合肥

工大化学试剂厂, 分析纯) , 30%过氧化氢(上海桃浦化工

厂, 分析纯) , 精密试纸(上海试剂三厂)

3� 实验方法
3�1� 实验材料前处理

实验所用药材粉碎后精称 10� 00g,置沙氏提取器中,

以 300ml无水甲醇(分析纯)加热回流 6h,过滤, 提取液浓

缩得到稠膏, 以无水甲醇按不同浓度溶解稠膏, 置于 4 �
冰箱中待用。

3�2� 邻苯三酚- 鲁米诺- 碳酸缓冲液( pH10�2)体系检

测 O2�清除能力

向测量管中加入 10�l待测样品 (或 10�l 甲醇作空

白) ,再加入 20�l1� 10- 3mol/ l邻苯三酚溶液, 放入反应

池中。原位注入 970�l鲁米诺 � pH10�2 碳酸缓冲液混合

液(体积比 1: 2)启动发光(反应总体积为 1ml) , 记录发光

强度。

3�3� 邻菲罗啉- Cu2 + - 抗坏血酸- H2O2 体系检测

OH+ 清除能力

向测量管中依次加入 50�l待测样品(或 50�l甲醇作

空白) , 50�l1� 10- 3mol/ lCuSO4 溶液, 20�l1 � 10- 3mol/ l

抗坏血酸溶液, 50�l1 � 10 - 3mol/ l 邻菲罗啉溶液,

50�l0�15mol/lH2O2 溶液, 放入反应 池中。原位 注入

780�lpH9�24, 0�05mol/ l硼砂溶液启动发光(反应总体积

为 1ml) , 记录发光强度。

3�4� H2O2- 鲁米诺- 碳酸缓冲液( pH9�5)体系检测H2O2

清除能力

向测量管中加入 50�l待测样品 (或 50�l 甲醇作空

白) , 50�l0�15% H2O2 溶液, 放入反应池中。原位注入

900�l鲁米诺- ( pH9�5)碳酸缓冲液混合液(体积比为 1:

17)启动发光(反应总体积为1ml) ,记录发光强度。

3�5� 发光抑制率的计算
生物化学发光法测定自由基时, 一定浓度范围内发

光强度( CL)与自由基的数量呈相关关系, 故可用 CL 表

示自由基的产生量。清除自由基的物质可以降低 CL , 根

据 CL 下降可判断物质清除自由基的能力。

发光抑制率=
对照 CL - 样品 CL

对照CL
� 100%
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表 1 � 射干类中药甲醇提取物清除自由基的作用 IC50( mg/ ml) X + SD � ( n= 2)

中药名称
O2�清除能力 IC50( mg/ml)

IC50(mg/ ml)

OH�清除能力
IC 50(mg/ ml )

H2O2 清除能力

IC50( mg/ml)

1� 德国鸢尾 15�675+ 0�076 0�618+ 0�001 1�013+ 0�031

2� 玉蝉花 21�098+ 0�030 1�625+ 0�006 0�832+ 0�079

3� 白射干 31�585+ 0�091 1�366+ 0�087 2�367+ 0�121

4� 川射干 14�491+ 0�015 3�666+ 0�026 1�822+ 0�002

5� 川射干 32�112+ 0�023 5�22+ 0�0037 0�978+ 0�015

6� 川射干 35�993+ 0�052 1�680+ 0�013 3�281+ 0�175

7� 射干 27�395+ 0�006 5�410+ 0�112 4�973+ 0�071
8� 射干 59�624+ 0�045 3�301+ 0�086 1�677+ 0�314

9� 射干 14�963+ 0�037 1�312+ 0�008 0�632+ 0�132

10�射干 20�546+ 0�056 5�001+ 0�002 1�332+ 0�117

表 2� 单体化合物清除自由基的作用 IC50 ( mg/ ml) ( n= 2)

单体化合物 O 2�清除能力 IC 50( mg/ml) OH�清除能力 IC50( mg/ml) H2O 2清除能力 IC50( mg/ml)

单体 94 2�181+ 0�007 � � � 无 0�365+ 0�121

单体 125 0�380+ 0�021 0�184+ 0�009 0�263+ 0�032

单体 176 � � � 无 1�259+ 0�036 � � � 无
单体 223 � � � 无 0�239+ 0�057 1�687+ 0�135

� � 以发光抑制率为纵坐标,样品浓度为横坐标, 绘出发

光抑制曲线。一般用发光抑制率为 50% 时的浓度 IC50

来衡量样品对自由基的清除能力。IC50 值越小, 表明样

品清除自由基的能力越强。

4 � 结果与讨论

4�1 � 射干类中药甲醇提取物清除自由基的作用:

4�2 � 单体化合物清除自由基的作用:

4�3 � 讨论
� � 由以上结果可以看出,不同产地的同一味中药对相

同自由基具有不同的抑制作用, 相同产地的同一味中药

对不同自由基具有不同的抑制作用。德国鸢尾、玉蝉花、

射干( 9号样品)对三种活性氧的清除效果很好, 对 O2�的
IC50值均低于 30mg/ ml,对 OH � 与 H2O2的 IC50值均低于

3mg/ ml; 川射干( 4号)、射干 ( 10 号)对 O2�与H2O2 的清除

效果较好, 对 O2�的 IC50值均低于 30mg/ ml, 对 H2O2 的

IC50值均低于 3mg/ ml; 白射干对 OH � 与 H2O2 的清除效

果较好,对 OH � 与 H2O2的 IC50值均低于 3mg/ ml。单体

化合物中以单体 125 对三种活性氧的清除效果很好, 其

它化合物也有较好的清除活性氧的作用。

实验中发现,异黄酮类化合物具有较好的清除自由

基的作用。前人的研究表明, 黄酮类化合物具有抗自由

基[ 3, 4] ,抗氧化, 抗菌, 抗病毒, 抗炎症, 等多种生理活性

及药理作用, 而射干类药物相对于以前文献所报道的其

它一些含有黄酮类化合物的中药, 其整体清除自由基能

力更强。

由于生物化学发光法研究自由基清除剂具有简单,

快速, 灵敏等优点,对于筛选抗氧化剂类的抗衰老药物和

清除自由基, 防癌,抗辐射损伤的药物具有重要意义。在

化妆品工业上, 天然产物中有一些小分子物质具有清除

自由基的活性作用, 可以迅速渗入皮肤,清除过多的自由

基以达到防止皮肤衰老, 美容的功效。
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