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目前已知，很多疾病的发生与自由基反应有关，失

控和异常的自由基反应可由生理条件下产生的自由基

引发，也可由外源性化学试剂或由物理性的电离辐射所

致的自由基引起犤１－２犦。由于生物体内不存在清除过量自

由基的酶系或抗氧化剂，故适当补充外源性自由基清除

剂或给予能促使机体内源性抗氧化物质恢复到一定水

平的药物，可使各种损伤得以改善。由于担心合成抗氧

化剂会给机体带来不良反应，国内外学者越来越关注从

中草药资源中提取天然抗氧化剂犤３－６犦。现代药物化学研

究表明，北虫草含有腺苷、虫草素、虫草酸、蛋白质、多

糖、超氧化物歧化酶等活性成分犤７－１０犦，具有较强的抗氧

化活性犤１１－１４犦。本研究中探讨了山东栽培北虫草的抗氧

化活性，现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与试药
仪器：ＦＺ１０２型微型植物粉碎机（天津市泰斯特仪

器有限公司）；ＲＥ－５２型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪

器厂）；ＵＶ－９１００Ｂ型紫外 －可见分光光度计（北京莱
伯泰科仪器有限公司）；ＦＡ－１１０４型电子天平（上海天
平仪器厂）；ＫＱ－２２００型超声波清洗器（昆山市超声仪
器有限公司）；旋涡混合器（上海精科实业有限公司）。

试剂：１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ自由基，
梯希爱公司）；邻苯三酚（天津科密欧化学试剂有限公

司）；盐酸；三羟甲基氨基甲烷（北京益利精细化学品有

限公司）；石油醚（６０～９０℃，天津广成化学试剂有限公
司）；乙酸乙酯（分析纯，天津天大化工实验厂）；正丁醇

（天津广成化学试剂有限公司）；蒸馏水；其他试剂均为

分析纯。

药物：本研究所用北虫草 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓ样品为
临沂费县栽培北虫草，经山东中医药大学药学院石俊英教

授鉴定为正品，低温烘干，粉碎，过６０目筛，密封备用。
１．２ 方法
１．２．１ 样品制备

取北虫草粉末２００ｇ，置烧瓶中，加入６倍量的石油

山东北虫草不同极性部位体外抗氧化活性研究
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摘要：目的 探讨山东北虫草不同极性部位体外抗氧化活性。方法 采用邻苯三酚自氧化法和１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ自
由基）清除能力测定法检测北虫草不同极性部位的体外抗氧化活性。结果 北虫草水提取部位、乙酸乙酯部位清除超氧阴离子和 ＤＰＰＨ
自由基的作用与维生素 Ｃ相比，差异无统计学意义牗Ｐ＞０．０５牘；北虫草不同极性部位清除超氧阴离子和 ＤＰＰＨ自由基的能力与浓度呈
正相关；北虫草不同极性部位清除超氧阴离子能力的大小为水提取部位 ＞乙酸乙酯部位 ＞石油醚部位 ＞正丁醇部位，清除 ＤＰＰＨ自由
基能力的大小为水提取部位 ＞乙酸乙酯部位＞正丁醇部位 ＞石油醚部位。结论 北虫草水提取部位和乙酸乙酯部位有较强的体外抗氧

化活性作用。
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注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５。下表同。

表１ 北虫草不同极性部位的超氧阴离子清除能力（％）

样品质量浓度

（ｇ／Ｌ）

０．１８７５
０．３７５
０．７５０
１．５００
３．０００

石油醚部位

３１．７８±１．１９

４３．６５±０．６９

５６．３１±０．８２

６４．８６±２．２６

７０．６５±０．７６

乙酸乙酯部位

４６．３３±０．８０
５６．９４±０．７１
６５．７９±０．４３
７１．８７±１．６２
７５．２６±１．７３

正丁醇部位

１１．４３±０．７３

２３．１３±３．１７

４２．４３±１．７３

５０．２６±２．１４

５７．５４±３．０４

水提取部位

５０．６８±１．１３
５６．８７±１．２３
６９．２７±０．７４
７８．３１±０．６８
８１．３２±０．９８

维生素 Ｃ

５１．３６±１．５５
６４．５１±０．６５
７７．４３±１．３８
８０．５２±１．６９
８０．１７±３．２２

醚（６０～９０℃）浸泡过夜，超声提取 ２次，每次 １ｈ，滤
过，合并滤液，减压（６０℃，０．１ＭＰａ），回收溶剂，真空干
燥（６０℃，０．１ＭＰａ），得黄色黏稠油状物石油醚提取部
位，备用；滤渣挥干溶剂，依次用乙酸乙酯、正丁醇、蒸馏

水等溶剂替换石油醚，重复上述工艺步骤，制备北虫草

不同极性部位，其中乙酸乙酯部位为棕黄色黏稠状，正

丁醇和水提取部位均为棕褐色。

北虫草成人推荐用量为 ３．０ｇ／ｄ，根据前期试验，
各部位提取率折合成原药材计算，分别精确称取北虫草

石油醚提取部位、乙酸乙酯提取部位、正丁醇提取部位、

水提取部位、维生素 Ｃ适量（对照组），配制质量浓度分
别为 ３．０００，１．５００，０．７５０，０．３７５，０．１８７５ｇ／Ｌ的样品
溶液。

１．２．２ 超氧阴离子清除能力测定

试液配制：精密称取三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）０．６０５７ｇ
与乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ·２Ｎａ）３７．２ｍｇ，溶于６２．４ｍＬ
０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液中，用蒸馏水定容至 １００ｍＬ，得
０．０５ｍｏｌ／Ｌ三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）－ＨＣｌ缓冲液
（ｐＨ＝８．２０）。精密称取邻苯三酚 ０．６３ｇ，用 １０ｍｍｏｌ／Ｌ
的盐酸溶液溶解，并定容至 １００ｍＬ，避光保存，得
５０ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶液。

抗氧化活性：利用数显恒温水浴锅控制温度在２５℃，
将 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液和邻苯三酚溶液混匀，再加入北虫
草不同浓度不同极性提取部位，迅速摇匀，以１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液作为参比，于３２５ｎｍ波长处，每隔３０ｓ测定吸
光度（Ａ）值。通过比较抑制邻苯三酚自氧化速率的程
度，分析北虫草不同极性部位抗氧化活性强弱。结果以

清除率牗Ｓ牘表示，Ｓ（％）＝（１－ΔＡ／ΔＡ０）×１００％。其中，
ΔＡ０为邻苯三酚自氧化速率，ΔＡ为加入样品后邻苯三
酚自氧化速率。

１．２．３ ＤＰＰＨ自由基清除能力测定
ＤＰＰＨ溶液配制及标准曲线绘制：精密称取 ＤＰＰＨ

０．０２１６ｇ，加无水乙醇溶解，定容，置５０ｍＬ棕色容量瓶
中，作为贮备液。精密移取上述贮备液１０ｍＬ，置１００ｍＬ
棕色容量瓶中，用无水乙醇定容至刻度，得质量浓度为

４３．２ｍｇ／Ｌ的贮备液，备用。分别精密移取 ＤＰＰＨ贮备
液１．０，２．０，３．０，４．０，５．０，６．０，７．０ｍＬ置７个１０ｍＬ棕
色容量瓶中，用无水乙醇定容至刻度。以无水乙醇溶剂

为空白对照，用 ＵＶ－９１００Ｂ紫外 －可见分光光度计在
５１７ｎｍ波长处测定各溶液的吸光度。以 ＤＰＰＨ的质量
浓度（ｍｇ／Ｌ）为横坐标（Ｘ）、吸光度（Ａ）为纵坐标（Ｙ）进
行线性回归。得回归方程 Ｙ＝０．０２３８Ｘ－０．００３６，Ｒ２＝
０．９９９５（ｎ＝６）。结果表明，ＤＰＰＨ质量浓度在 ４．３２～
３０．２４ｍｇ／Ｌ内与峰面积线性关系良好，可用于 ＤＰＰＨ

自由基清除率的测定。

ＤＰＰＨ自由基清除能力测定：精密移取无水乙醇、
ＤＰＰＨ溶液各 ２ｍＬ，置 １０ｍＬ具塞试管中，混合后充分
振摇，室温下暗处静置３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波长处测定吸
光度（Ａｃ）；精密移取供试品溶液、无水乙醇各 ２ｍＬ，置
１０ｍＬ具塞试管中，混合后充分振摇，室温下暗处静置
３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波长处测定吸光度（Ａｊ）；精密移取供
试品溶液、ＤＰＰＨ溶液各２ｍＬ，置１０ｍＬ具塞试管中，混
合后充分振摇，室温下暗处静置３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波长
处测定吸光度（Ａｉ）。

样品对 ＤＰＰＨ自由基的清除率计算公式：ＤＰＰＨ自
由基清除率（％）＝犤１－（Ａｉ－Ａｊ）／Ａｃ犦×１００％。
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行分析，数据以 Ｘ±ｓ
表示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 超氧阴离子清除能力
每组试验平行６次，结果见表１。可见，北虫草不同

极性部位在不同质量浓度均有一定的清除超氧阴离子

能力。超氧阴离子清除率与质量浓度呈正相关，质量浓度

增大，清除率也升高。水提取部位、乙酸乙酯部位清除超氧

阴离子的作用与维生素Ｃ相比，无显著差异牗Ｐ＞０．０５牘。
北虫草不同极性部位清除超氧阴离子能力的大小为水

提取部位＞乙酸乙酯部位＞石油醚部位＞正丁醇部位。

２．２ ＤＰＰＨ自由基清除能力
生物体新陈代谢过程中会生成活性氧自由基

（ＲＯＳ），ＲＯＳ过量导致机体氧化损伤。抗氧化剂在预防
活性氧引起的疾病中发挥着重要作用犤１５－１６犦。ＤＰＰＨ自由
基的清除率可用来评价样品的抗氧化能力。每组试验平

行６次，结果见表２。可见，北虫草不同极性部位在不同
浓度均有一定的清除 ＤＰＰＨ自由基能力。ＤＰＰＨ自由基
清除率与质量浓度呈正相关，质量浓度增大，清除率也

升高。水提取部位、乙酸乙酯部位清除 ＤＰＰＨ自由基的
作用与维生素 Ｃ相比，无显著差异牗Ｐ＞０．０５牘。北虫草
不同极性部位清除 ＤＰＰＨ自由基能力的大小为水提取
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表２ 北虫草不同极性部位的 ＤＰＰＨ自由基清除能力（％）

样品质量浓度

（ｇ／Ｌ）

０．１８７５
０．３７５
０．７５０
１．５００
３．０００

石油醚部位

９．５３±１．１５

１８．２５±０．４９

２６．１３±１．４２

３４．２６±１．４６

４０．１±０．５６

乙酸乙酯部位

４８．２３±１．８０
６０．２４±１．７２
７５．３９±０．９７
８１．２７±１．３２
８５．０６±０．９３

正丁醇部位

１３．２３±２．８３

２８．４３±２．４７

４０．１３±１．７３

４９．１６±１．１４

５５．４７±２．５４

水提取部位

５２．３６±０．８７
６１．６５±２．７２
７５．１４±１．４７
８８．３１±０．６８
９１．６５±１．９８

维生素 Ｃ

５５．２６±２．３７
７４．１５±２．４５
８０．１３±２．５６
８９．３５±１．８９
９５．２５±１．８４

部位＞乙酸乙酯部位＞正丁醇部位＞石油醚部位。

３ 讨论

生物体内自由基多种多样，机体进化产生多种抗氧

化系统，各物质的抗氧化机制也不尽相同，样品对一种

自由基的清除能力不能完全代表对另一种自由基的清

除能力，因此，以单一方法评定抗氧化物的抗氧化能力

不合理。测定物质的抗氧化性能时往往采用 ２种或更
多不同的抗氧化测定方法，来评价其抗氧化能力犤１７犦。目

前测定抗氧化能力的方法较多，但并没有统一的标准

方法，本研究结果显示，北虫草水提取部位、乙酸乙酯部

位清除超氧阴离子和 ＤＰＰＨ自由基的能力与维生素 Ｃ
相近，表明北虫草是一种优良的天然抗氧化剂来源，值

得开发利用。

药食两用真菌是产生天然活性化合物的宝库。天然

抗氧化剂作为一类重要的生物活性物质，可清除人体新

陈代谢过程中产生的自由基，延缓机体衰老。本研究结

果显示，北虫草４个部位对超氧阴离子和ＤＰＰＨ自由基
均具有一定的清除能力。当北虫草水提取部位质量浓度

为 ３ｇ／Ｌ时，对超氧阴离子的清除率达到 ８１．３２％，甚
至超过了同质量浓度的维生素Ｃ；当北虫草乙酸乙酯部
位、水提取部位质量浓度为 ３ｇ／Ｌ时，对 ＤＰＰＨ自由基
的清除能力分别为 ８５．０６％和 ９１．６５％，表明上述部位
具有良好的清除效果。可见，北虫草具有良好的体外

抗氧化功效。综合各抗氧化试验结果，推测山东栽培

北虫草清除自由基活性成分主要存在于水提取部位

和乙酸乙酯提取部位，其活性成分主要有虫草多糖、

虫草素、腺苷、超氧化物歧化酶、麦角甾醇等，但北虫

草各活性物质的抗氧化活性还有待于进一步分离纯

化后确定。
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