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抗炎效果作为药物作用的重要反应，常被作为药物

应用的关键考量指标。目前常用抗炎效果检测方法有２
种；第１种是通过脂多糖（ＬＰＳ）体外刺激小鼠腹腔巨噬

细胞建立细胞炎症模型，采用Ｇｒｉｅｓｓ法检测细胞培养上
清液中一氧化氮牗ＮＯ牘的含量，采用酶联免疫吸附
（ＥＬＩＳＡ）法检测上清液中肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、

酢浆草体外抗炎抗氧化检测方法的建立和优化
冯 倩，陈 ，蔡忠贞，王 琳，白雪梅△

（新绎健康科技有限公司生命科技研究院，河北 廊坊 ０６５００１）
摘要：目的 优化和建立酢浆草体外抗炎抗氧化活性的检测方法。方法 建立抗氧化、蛋白酶活性抑制和蛋白变性抑制活性的检测方法。

比较醇提水沉法和水提醇沉法、不同保存条件下药物的活性。结果 优化检测方法后，不同浓度酢浆草样品的检测结果具有高度相关

性，表明检测方法高度稳定且准确可靠。经醇提水沉法和水提醇沉法后，酢浆草的抗氧化活性为１００％，蛋白变性抑制活性为９０％，酶
活性抑制活性为５０％，两者出峰位置基本一致。醇提水沉法更易快速获得澄清的提取溶液。室温和４℃冷藏时，蛋白变性抑制成分第３
天时均下降４０％，第７天时下降至无活性；酶活性抑制成分在冷藏时下降比室温条件慢，在第７天时分别下降３０％和６０％；抗氧化成
分在２种保存条件下均有较高活性。结论 所建立的方法可用于体外检测酢浆草的抗炎活性。
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前列腺素 Ｅ２（ＰＧＥ２）的含量，实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ法
检测 ＴＮＦ－α、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）及环氧合酶
２（ＣＯＸ－２）ｍＲＮＡ表达犤１－３犦，细胞实验操作烦琐，且细胞

活性与状态会影响检测结果；第２种是二甲苯致小鼠耳
肿胀度和对醋酸诱发的小鼠扭体反应、冰醋酸所致小鼠

血管通透性实验模型检测抗炎作用犤４－５犦。动物实验在体

检测，操作复杂，存在个体差异，且由于动物实验所存在

的伦理问题及国际上对动物福利的日益关注，发展新的

体外实验方法，以减少、优化和替代（ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ牞ｒｅｆｉｎｅ
ｍｅｎｔ牞ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ，３Ｒ理论）动物实验成为当前研究的
热点犤６犦。酢浆草犤７犦抗炎作用虽有诸多研究犤８－９犦，但建立快

速、简便的检测方法，实现离体检测，判断药物抗炎活性

将成为药物评估的重要手段。本研究中以酢浆草为材

料，优化和建立抗氧化活性、蛋白变性抑制活性和酶活

性抑制活性的检测方法，对比其不同提取方法的药物活

性、不同保存条件及保存效果，实现体外快速、准确对比

和筛选药物，判断药物抗炎效果，对于快速评估药物具

有重大意义。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与试药
仪器：ＡＢ２６５－Ｓ型电子分析天平（梅特勒－托利多

仪器有限公司）；ＤＥ－５００ｇ型万能高速粉碎机（浙江红
景天工贸有限公司）；ＤＨ６－９０３３８５－Ⅲ型电热恒温鼓
风干燥箱（上海新苗医疗器械制造有限公司）；ＵＶ２５５０
型紫外可见分光光度计（日本岛津公司）。

试药：酢浆草（脱水干货，购自河北保定）；９５％乙
醇，７０％高氯酸，盐酸（北京化工厂）；胰蛋白酶 １∶２５０
（北京博奥拓科技有限公司）；牛血清白蛋白（ＢＳＡ，北京
科海荣京生物科技公司）；酪蛋白（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；
１牞１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ，上海麦克林生化
科技有限公司）。

１．２ 方法
１．２．１ 酢浆草前处理

酢浆草干货用粉碎机粉碎成２ｍｍ大小粉末，密封
待用。

１．２．２ 提取液制备

醇提水沉法：取 ４０ｇ酢浆草粉末，精密称定，加入
１３０ｍＬ９５％乙醇，置５００ｍＬ三角瓶中浸泡过夜，用５００
目绢筛滤去残渣，滤液采用０．８μｍ醋酸纤维滤膜真空
抽滤，澄清滤液置玻璃蒸发皿中６０℃过夜烘干，加水溶
解至１０ｍＬ，作为提取原液１号。取提取原液１号３ｍＬ，
加水稀释至 ４０ｍＬ牗出现颗粒不溶物牘，采用 ０．８μｍ醋
酸纤维滤膜真空抽滤，将滤液再加入４０ｍＬ水，混匀，再
次真空抽滤，除去脂溶性色素（叶绿素、叶黄素、胡萝卜

素等），澄清滤液置玻璃比色皿中 ６０℃过夜烘干，加

２０ｍＬ水重新悬浮，采用 ０．８μｍ醋酸纤维滤膜真空抽
滤，即得２０ｍＬ醇提水沉提取液２号。

水提醇沉法：取 ４０ｇ酢浆草粉末，精密称定，加入
１３０ｍＬ水，置 ５００ｍＬ三角瓶中浸泡过夜，用 ５００目绢
筛滤去残渣，置玻璃蒸发皿中６０℃过夜烘干，加水溶解
至 １５ｍＬ，加入 ９５％乙醇 ４０ｍＬ，用 ５００目绢筛滤去不
溶物，采用 ０．８μｍ醋酸纤维滤膜真空抽滤，将澄清滤
液置玻璃比色皿中 ６０℃过夜烘干，加 １０ｍＬ水重新悬
浮，采用０．８μｍ醋酸纤维滤膜真空抽滤，除去不溶物，
即得 １０ｍＬ水提醇沉提取原液 ａ号。取提取原液 ａ号
３ｍＬ，加水稀释至４０ｍＬ牗出现颗粒不溶物牘，采用０．８μｍ
醋酸纤维滤膜真空抽滤，将滤液再加入４０ｍＬ水，混匀，
再次真空抽滤，澄清滤液置玻璃比色皿中６０℃过夜烘
干，加 ２０ｍＬ水重新悬浮，采用 ０．８μｍ醋酸纤维滤膜
真空抽滤，即得２０ｍＬ醇提水沉提取液ｂ号。
１．２．３ 检测方法

抗氧化性成分：参考 ＤＰＰＨ犤１０犦法检测、优化和改进。
用无水乙醇配置０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ溶液，避光保存。
将 ２ｍＬ测试样品溶液及 ２ｍＬＤＰＰＨ溶液加入同一试
管中，摇匀，室温下暗处静置３０ｍｉｎ后测定其在５１７ｎｍ
波长处的样品吸光度，测定前采用相应样品用蒸馏水

１∶１稀释后调零，同时测定 ２ｍＬＤＰＰＨ溶液与２ｍＬ蒸
馏水混合反应后的对照吸光度，采用蒸馏水调零。自由基

清除能力以清除率表示。清除率（％）＝（对照吸光度 －
样品吸光度）×１００／对照吸光度。

蛋白变性抑制成分：参考抑制透明质酸酶能力测定

方法犤１１犦优化和改进。１ｍＬ测试样品溶液加入 １ｍＬ１％
牛血清白蛋白，３７℃反应 ２０ｍｉｎ，５７℃热蛋白变性
２０ｍｉｎ，反应液在６６０ｎｍ波长处测定吸光度，做３个平
行样。对照组测试液用 ０．９％氯化钠溶液代替，对照组
用 ０．９％氯化钠溶液调零。测试样品用测试液 １ｍＬ加
０．９％氯化钠溶液 １ｍＬ调零，排除样品色素干扰问题。
计算抑制比率。抑制比率（％）＝（对照吸光度 －样品吸
光度）×１００／对照吸光度。

酶活性抑制成分：参考抑制白蛋白变性能力测定

方法 犤１２犦优化和改进。０．０６ｍｇ胰蛋白酶加入 １ｍＬ
２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ＝７．４）加入 １ｍＬ测试
样品，３７℃反应５ｍｉｎ，加入１ｍＬ０．８％酪蛋白，３７℃反
应 ２０ｍｉｎ，加入 ２ｍＬ７０％高氯酸终止反应，离心，上清
液用ＴｒｉｓＨＣｌ稀释１００倍后于２１０ｎｍ波长处测定吸光
度。对照组测试液用 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液代替，对照组用缓
冲液稀释 １００倍调零。测试样品用测试液 ＋４ｍＬ缓冲
液后稀释 １００倍调零。２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ配制方法，
０．２４２ｇＴｒｉｓ溶解至 ５０ｍＬ水中，后用 ＨＣｌ调 ｐＨ至
７．４，加水定容至１００ｍＬ。０．８％酪蛋白配制方法，０．８ｇ酪
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样品及参数

醇提水沉原液

水提醇沉原液

醇提水沉原液稀释６倍
水提醇沉原液稀释６倍

抗氧化活性

１００．０±２．７８
９２．６±３．６３
１００．０±１．６８
１００．０±４．０２

蛋白变性抑制活性

８８．６±１．９１
８８．９±３．４６
５９．０±３．５５
５５．２±４．７９

酶活性抑制成分

４８．５±２．１３
３８．６±３．５６
４７．５±２．７９
３８．２±４．２４

表１ 不同提取方法对酢浆草抗氧化活性、蛋白变性抑制及酶活

性抑制成分比较（Ｘ±ｓ，％）

ｍＡＵ
１１
１０
９
８
７
６
５
４
３
２
１
０

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０
ｔ／ｍｉｎ

Ａ
ｍＡＵ

１１
１０
９
８
７
６
５
４
３
２
１
０

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０
ｔ／ｍｉｎ

Ｂ

Ａ．醇提水沉提取液 Ｂ．水提醇沉提取液
图２ 酢浆草提取液高效液相色谱图

蛋白加水１００ｍＬ，定容至１００ｍＬ。同法计算抑制比率。
２ 结果

２．１ 酢浆草不同浓度提取液活性
通过优化检测方法的操作条件和背景噪音去除方

法，在传统检测方法的基础上获得了可用于药物活性检

测的更佳方法，检测不同稀释度的酢浆草醇提水沉提取液

抗氧化性、蛋白变性抑制、酶活性抑制成分。结果见图１，
抑制比率与稀释度呈线性关系，表明检测方法能很好

地反映相应组分的含量变化，可用于药物有效成分的

定量分析。

２．２ 不同提取方法对酢浆草有效成分的影响
药物溶剂提取法是选用适当的溶剂将中药化学成

分从药材中提取出来。醇提水沉法先用适宜浓度的乙醇

提取药材成分，回收乙醇后，加适量水搅匀，静置，冷藏，

沉淀完全后滤除。药材以乙醇为溶剂提取，可避免淀粉、

蛋白质、黏液质等成分浸出，加水处理后可除去醇提液

中树脂、脂溶性色素等杂质。应用此法应慎重，避免醇溶

性有效成分水溶性差而被除去。水提醇沉法中药水提浓

缩液中，加入乙醇，使其达到不同含醇量，某些药物成分

在乙醇溶液中溶解度降低，析出沉淀，固液分离后水提

液得以精制。两者在有机溶剂使用量和提取效果上有一

定差异，对比差异详见表１。可见，２种提取方法对酢浆
草抗氧化、蛋白变性抑制和酶活性抑制影响差异不大。

醇提水沉和水提醇沉成分高效液相色谱（ＨＰＬＣ）图
比较见图２。可见，２种提取物出峰位置基本一致，水提
取物的峰面积较９５％乙醇提取物大，表明２种提取方法
在成分含量上有一定差异。但抗氧化作用、酶活性抑制

和蛋白变性抑制效果相差不大，可能与２种提取液有效
成分含量均处于上限有关，但醇提水沉法操作更简便。

２．３ 酢浆草提取液保存条件及效果
提取液的保存方法和效果可影响后续分析和使用，

保存方法包括４℃冷藏和室温 ２５℃。对醇提水沉提取
液的保存效果进行检测，结果见图３。可见，蛋白变性抑
制成分在不同保存条件 ３ｄ时均下降 ４０％，７ｄ时无活
性；酶活性抑制成分在冷藏时下降比室温条件慢，在７ｄ
时分别下降 ３０％和６０％；抗氧化成分在 ２种保存条件
下均有较高活性，性状稳定。室温长时间保存有一定活

性成分损失，最佳使用时间在３ｄ内，推荐冷藏保存。
３ 讨论

ＤＰＰＨ法广泛用于定量测定生物试样和食品的抗
氧化能力犤１０犦，是根据ＤＰＰＨ自由基有单电子，在５１７ｎｍ
波长处有强吸收，醇溶液呈紫色的特性。当有自由基清

除剂存在时，由于与其单电子配对而使其吸收逐渐消
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ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

１００

８０

６０

４０

２０

０
原液稀释倍数 ／倍

Ｙ＝１．３４９２Ｘ＋９９．８７１

Ｒ２＝０．９９８４

自由基清除率 ／％

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

１００

８０

６０

４０

２０

０
原液稀释倍数 ／倍

蛋白变性抑制比率 ／％

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

１００

８０

６０

４０

２０

０
原液稀释倍数 ／倍

酶活性抑制比率 ／％

Ｙ＝－１．１３０６Ｘ＋８７．６８９

Ｒ２＝０．９８９３

Ｙ＝－０．７２２７Ｘ＋００．００

Ｒ２＝０．３９７３

Ａ Ｂ Ｃ

Ａ．抗氧化 Ｂ．蛋白变性抑制 Ｃ．酶活性抑制
图１ 不同浓度酢浆草提取液活性检测
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０

抗氧化百分率 ／％

ｔ／ｄ
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２０
０
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０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７
ｔ／ｄ

室温

冷藏

Ａ Ｂ Ｃ
Ａ．抗氧化 Ｂ．蛋白变性抑制 Ｃ．酶活性抑制
图３ 酢浆草提取液不同保存条件活性比较
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失，其褪色程度与其接受的电子数量成定量关系，因

而可用分光光度计进行快速定量分析。蛋白变性效果

通过检测牛血清白蛋白在高温变性后的吸光度变化

来计算，检测样品与蛋白作用后引起蛋白变性效果发

生的变化，以对照组与样品组吸光度的差异来计算样

品对蛋白变性抑制的效果，该方法操作简单，且稳定

可控。

蛋白酶在一定条件下不仅能水解蛋白质的肽键，也

能水解酰胺键和酯键，因此可用蛋白质或人工合成的酰

胺及脂类化合物作为底物来测定蛋白酶的活力。以酪蛋

白为底物可测定微生物蛋白酶水解肽键的活力，经蛋白

酶作用后降解成相对分子质量较小的肽和氨基酸，在反

应混合物中加入三氯醋酸溶液，相对分子质量较大的蛋

白质和肽则沉淀，相对分子质量较小的肽和氨基酸仍留

在溶液中，溶解于三氯醋酸溶液中的肽的数量与酶的数

量和反应时间成正比。在 ２１０ｎｍ波长下测定溶液吸光
度的增加，就可计算酶的活力。

本研究中以酢浆草为原料，建立了抗氧化、蛋白变

性抑制、酶活性抑制成分检测方法，用于快速体外检

测药物抗炎活性。ＤＰＰＨ法检测抗氧化活性具有快
速、简便、经济、反应液稳定、数据重复性好等优点，

易实现高通量筛选。酶活性抑制成分检测和蛋白变性

抑制成分检测方法具有操作简便、反应条件易控、数

据可靠等特点。从 ３个维度对酢浆草抗炎成分进行体
外快速检测，安全可靠，为药物抗炎活性评估提供了

更便捷的方法。

炎症的基本病理变化通常概括为局部组织的变质、

渗出和增生犤１３犦。炎性反应将炎症细胞输送到炎症局部，

渗出白细胞是炎性反应最重要的特征，白细胞通过释放

酶、化学介质和毒性自由基等，引起组织损伤，并可能延

长炎症过程。这一系列的炎性反应伴随着自由基产生、

酶释放、酶活性增加、蛋白变性等生化反应。

本研究中建立的药物抗氧化、蛋白变性抑制活性、

酶活性抑制检测方法，与炎症发生过程中的主要生化反

应相对应，检测结果显示，酢浆草提取液具有 １００％抗

氧化活性、９０％蛋白变性抑制活性和 ５０％酶活性抑制
活性。抗氧化和蛋白变性抑制尤其对其抗炎效果的发挥

具有积极作用，因此，本研究中所建立的药物抗炎抗氧

化活性体外快速检测方法可用于抗炎药物批量筛选和

快速鉴定。
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