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槐花颗粒抗氧化成分提取液体外抗氧化活性及抑菌作用研究*

辛晓芳 1，刘特津 1，潘童心 2

（1. 广州中医药大学附属中山中医院，广东 中山 528401； 2. 广东药科大学，广东 中山 528458）
摘要：目的 探讨槐花颗粒抗氧化成分提取液的体外抗氧化活性，以及其体外抑菌作用和作用机制。方法 采用乙醇水浴加热提取槐

花颗粒的抗氧化成分，制备抗氧化成分提取液（质量浓度为 2，4，6，8 mg / mL），以维生素 C溶液（质量浓度为 7 mg / mL）作阳性对照，

考察提取液对 1，1 -二苯基 - 2 -三硝基苯肼（DPPH）、超氧阴离子、过氧化氢的清除能力，以及对 Fe3 +的还原能力，并评价其体外抗

氧化活性。采用琼脂扩散法测定提取液对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径；采用二倍稀释法测定槐花颗粒的最低抑菌浓度（MIC），采用

活菌计数法计数菌落，测定最低杀菌浓度（MBC）；通过测定提取液作用下细菌细胞膜电导率和细菌培养液中 DNA 及 RNA 等大分

子的含量，分析其抑菌机制。结果 抗氧化成分提取液质量浓度为 2～8 mg / mL 时，对 DPPH 自由基、超氧阴离子、过氧化氢均有较

好的清除能力，对 Fe3 +具有较好的还原能力，且清除能力和还原能力随着质量浓度的增加而增强，对 Fe3 +的还原能力与维生素 C 溶

液接近。抗氧化成分提取液质量浓度为 8 mg / mL时，对 DPPH自由基、过氧化氢的清除能力比维生素 C溶液更强；对超氧阴离子清除

力与维生素 C溶液相比较弱。抗氧化成分提取液质量浓度为 0. 8，1. 6，3. 1 g / mL 时，对金黄色葡萄球菌的抑制效果明显，抑菌圈直径

分别为 5. 0，7. 0，10. 0 mm；对金黄色葡萄球菌的 MIC为 48. 8 mg / mL，MBC为 390. 0 mg / mL。随着抗氧化成分提取液质量浓度的升

高，培养基电导率逐渐升高，且细菌培养液中 DNA 及 RNA 等大分子的含量逐渐增加。结论 槐花颗粒抗氧化成分提取液具有

良好的抗氧化能力，且抗氧化能力随抗氧化成分质量浓度的升高而增强；同时，具有良好的抑菌效果，可能是通过改变细胞膜和细胞

壁的通透性来抑制金黄色葡萄球菌。

关键词：槐花颗粒；抗氧化活性；体外抑菌作用；作用机制
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Antioxidant Activity and Antibacterial Effect in Vitro of Antioxidant Ingredients Extract of
Huaihua Granules

XIN Xiaofang1，LIU Tejin1，PAN Tongxin2

（1. Zhongshan Hospital of Traditional Chinese Medicine，Zhongshan，Guangdong，China 528401； 2. Guangdong Pharmaceutical University，Zhongshan，

Guangdong，China 528458）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the antioxidant activity in vitro of the antioxidant ingredients extract of HuaiHua Granules，as
well as its antibacterial effect and mechanism in vitro. Methods The antioxidant ingredients of HuaiHua Granules were extracted
by heating in the ethanol - water bath to prepare the antioxidant ingredients extract with mass concentration of 2，4，6，8 mg / mL.
Vitamin C solution（mass concentration of 7 mg / mL） was used as a positive control to investigate the scavenging abilities of the
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extract to 1，1 - diphenyl - 2 - trinitrophenylhydrazine （DPPH），superoxide anion and hydrogen peroxide，as well as the reducing
ability to Fe3 +，and its antioxidant activity in vitro was evaluated. The agar diffusion method was used to determine the antibacterial
circle diameter of the extract against Staphylococcus aureus，the double dilution method was used to determine the minimum
inhibitory concentration （MIC）of HuaiHua Granules，the viable count method was used to count the colonies and determine the
minimum bactericidal concentration （MBC），the conductivity of the bacterial cell membrane and the contents of DNA，RNA and
other macromolecules in the bacterial culture medium under the action of the extract were determined to analyze the antibacterial
mechanism. Results When the mass concentration of the antioxidant ingredients extract was 2 - 8 mg / mL，it had good scavenging
abilities for DPPH free radical，superoxide anion and hydrogen peroxide and good reducing ability for Fe3 + ，and the scavenging
ability and reducing ability increased with the increase of the mass concentration. The reducing ability of the extract to Fe3 + was
close to that of the vitamin C solution. When the mass concentration of the antioxidant ingredients extract was 8 mg / mL，the
scavenging abilities of the extract to DPPH free radical and hydrogen peroxide were stronger than that of the vitamin C solution，
and the scavenging ability of the extract to superoxide anion was weaker than that of vitamin C solution. When the mass
concentration of the antioxidant ingredients extract were 0. 8，1. 6，3. 1 g / mL，the inhibition effects on Staphylococcus aureus were
obvious，and the antibacterial circle diameter were 5. 0，7. 0，10. 0 mm. The MIC and MBC of the antioxidant ingredients extract to
Staphylococcus aureus were 48. 8 mg / mL and 390. 0 mg / mL. With the increase of the mass concentration of the antioxidant
ingredients extract，the conductivity of the medium gradually increased，and the contents of DNA，RNA and other macromolecules in
the bacterial culture medium gradually increased. Conclusion The antioxidant ingredients extract of HuaiHua Granules has good
antioxidant ability，and the antioxidant ability increases with the increase of the mass concentration of antioxidant ingredients. At the
same time，it has a good antibacterial effect，which may inhibit the growth of Staphylococcus aureus by changing the permeability of
cell membrane and cell wall.
Key wordsKey words：：HuaiHua Granules；antioxidant activity；antibacterial effect in vitro；mechanism of action

槐花颗粒由槐花、野菊花等经现代制药工艺提取、

浓缩、干燥制粒而成，具有凉血止血、清热解毒、泻火平

肝功效，用于治疗便血、痔血、肝热目赤、头痛眩晕，同

时还可治疗血痢、崩漏、吐血、衄血。方中，槐花为君药，

野菊花为臣药。槐花主要含芦丁、槲皮素等黄酮类化合

物，对超氧阴离子和 1，1 - 二苯基 - 2 - 3硝基苯肼

（DPPH）自由基具有较强的清除能力［1］，槐花多糖对金

黄色葡萄球菌的抑菌作用良好［2］。野菊花具有抗炎、抗

病毒、抗菌、抗氧化等活性，还原能力较强，且对超氧阴

离子有较强的清除能力［3］。菊花对金黄色葡萄球菌的抑

菌作用良好［4］。本研究中探讨了槐花颗粒的体外抗氧化

活性和抑菌作用及作用机制。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与菌种

仪器：UV - 2550型紫外分光光度计（Shimadzu Cor‐
poration）；Multiskan FC型酶标仪（赛默飞世尔 <上海 >
仪器有限公司）；BH - DHS - 35型隔水式电热恒温培

养箱（上海跃进医疗器械厂）；BS224S型电子天平（北京

赛多利斯仪器系统有限公司，精度为万分之一）；HWS - 12
型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司）；

DDB - 303A型便携式电导率仪（上海仪电科学仪器股

份有限公司）；HN192007 - 20 - 004型医用离心机（湖

南恒诺仪器设备有限公司）；3870J型立式灭菌器（精锐

科学仪器有限公司）；BSC - 1100ⅡB2型生物安全柜

（苏州诺达净化科技有限公司）。

试药：槐花颗粒（院内制剂，批号为 20001）；DPPH
（梯希爱<上海>化成工业发展有限公司，批号为BFQNI- SL）；

维 生 素 C 片（佛 山 手 心 制 药 有 限 公 司 ，批 号 为
2011109）；双氧水（H2O2，贝斯特集团有限公司，批号为
B00060001）；Tris - HCl缓冲液（杭州联科生物技术有
限公司，批号为 71712251）；浓盐酸（西陇化工股份有限
公司，批号为 201912051）；Mueller - Hinton（MH）琼脂
培 养 基（杭 州 威 晟 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 为
1086721）；营养肉汤培养基（江门市凯林贸易有限公
司，批号为 1083215）；空白药敏纸片（比克曼生物有限
公司，直径为6 mm）。

菌种：金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus（广东
省中山市中医院标准金黄色葡萄球菌菌株，编号为
ATCC29213）。
1. 2 体外抗氧化活性试验

1. 2. 1 溶液制备

取样品适量，120 ℃干燥至恒重，取10 g，精密称定，
加入无水乙醇50 mL，于70 ℃水浴加热3 h［5］，趁热滤过，
置50 mL容量瓶中，用少量无水乙醇洗涤容器，收集洗液，
放冷，用乙醇定容至50 mL容量瓶中［6］。按生药量换算，即
得质量浓度为 320 mg / mL的提取液，吸取 5 mL，定容至
100 mL容量瓶中，即得质量浓度为16 mg / mL的抗氧化成
分提取液A液，稀释得质量浓度为8，4，2mg / mL的抗氧化成
分提取液。取样品9. 375 g，重复上述步骤，用无水乙醇提
取，定容至50 mL容量瓶中，取2 mL，定容至100 mL容量瓶
中，即得抗氧化成分质量浓度为6 mg / mL的提取液［6］。

取维生素C片，研碎，用乙醇溶解，即得维生素C质
量浓度为7 mg / mL的阳性对照溶液。
1. 2. 2 抗氧化能力测定

对 DPPH自由基的清除能力：分别取 0. 5 mL不同
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质量浓度（2，4，6，8 mg / mL）的提取液和阳性对照溶

液，置具塞试管中，加入 2. 0 mL DPPH溶液［7］、1. 5 mL
纯化水，充分混匀，快速振荡，室温下避光放置 30 min。
采用紫外分光光度计分别于 517 nm波长处测定吸光

度，从相同体积纯化水作空白对照。按公式［8］计算对

DPPH自由基的清除率，清除率越高，抗氧化能力越强。

清除率（%）=［A0 -（A1 - A2）］/ A0 × 100%
式中，A0为纯化水的吸光度，A1为提取液 +阳性对

照溶液的吸光度，A2为提取液的吸光度。

对超氧阴离子自由基的清除能力：分别取 1 mL不
同质量浓度的提取液（2，4，6，8 mg / mL）和阳性对照溶

液，置试管中，分别加入 4 mL 50 mmol / L Tris - HCl
（pH 8. 2）缓冲液、0. 5 mL 25 mmo / L邻苯三酚溶液，静

置 10 min，加入 1 mL浓盐酸终止反应，于 299 nm波长处

测定吸光度（Ax）。用相同体积蒸馏水代替提取液，作空

白对照，测得A0。按公式［9］计算清除率。

清除率（%）=［A0 - Ax］/ A0 × 100%
对 Fe3 +的还原能力：分别取 2. 5 mL不同质量浓度

的提取液（2，4，6，8 mg / mL）和阳性对照溶液，分别加

入 2. 5 mL 0. 2 mol / L磷酸缓冲液（pH 6. 6）和 10 g / L铁
氰化钾溶液 50 ℃恒温水浴 20 min，加 2. 5 mL 10%三氯

乙酸溶液，离心（转速为 3 000 r / min）10 min，取上清液

2. 5 mL，加入 2. 5 mL蒸馏水和 0. 5 mL 0. 1%三氯化铁

溶液，于 700 nm波长处测定吸光度，并绘制质量浓度 -
吸光度曲线。

对过氧化氢的清除能力：分别取2. 4 mL 0. 1 mol / L
的磷酸缓冲液（pH 7. 4）、0. 6 mL 40 mmol / L过氧化氢

溶液，置具塞试管中，分别加入 1 mL不同质量浓度的提

取液（2，4，6，8 mg / mL）和阳性对照溶液，混匀，剧烈振

荡，室温下放置 10 min，于 230 nm波长处测定吸光度

（A样）。用相同体积水代替样品测得A损伤，用相同体积水

代替过氧化氢测得A未损伤，按公式计算清除率。

清除率（%）=（A样 - A损伤）/（A未损伤 - A损伤）× 100%
1. 3 体外抑菌效果研究

1. 3. 1 培养基制备

取牛肉膏 3 g，精密称定，取蛋白胨 10 g，氯化钠5 g，
加入蒸馏水 1 000 mL，调 pH至 7. 4，高压灭菌，即得液

体培养基。取牛肉膏 3 g，精密称定，取 10 g蛋白胨、18 g
琼脂、5 g氯化钠，溶于 1 000 mL蒸馏水，调 pH至 7. 4，
高压灭菌，倒入培养皿，即得固体培养基。

1. 3. 2 提取液、菌悬液制备

提取液：取样品 25 g，精密称定，加入 50 mL蒸馏

水，加热回流 20 min，滤液用水补足至 50 mL，即得质量

浓度为 0. 8 g / mL的提取液（低剂量组），同法制备

3. 1 g / mL和 1. 6 g / mL的提取液（高、中剂量组）。将提

取液置灭菌器中灭菌（121 ℃，15 min），备用。

菌悬液：在生物安全柜中进行无菌操作，先将装有

5 mL无菌生理盐水的试管置比浊仪中进行比浊度调

零，用接种环挑取金色葡萄球菌标准菌株置已调零的

试管中，置漩涡混匀器，混匀，置比浊仪中进行测量，至

0. 5麦氏比浊度，即得菌悬液。

1. 3. 3 琼脂扩散法测定抑菌环直径

将药敏纸分别浸泡于高、中、低剂量组的已灭菌平

皿中 12 h，倾出剩余药液，将平皿置 37 ℃恒温箱中密闭

热干。将浓度为 108 cfu / mL的菌液用无菌棉签均匀涂

布于MH琼脂培养基，用无菌镊子［10 - 11］将浸泡好的药

敏纸粘贴在平板上，分别为高、中、低剂量组（3. 1，1. 6，
0. 8 g / mL），培养 24 h，测定抑菌环直径，并确定提取液

对金黄色葡萄球菌的抑菌活性。

1. 3. 4 最低抑菌浓度（MIC）、最低杀菌浓度（MBC）测定

MIC：采用二倍稀释法［12］进行稀释，得到质量浓度

分别为 780. 0，390. 0，195. 0，97. 5，48. 8，24. 4，12. 2，
6. 1，3. 1，1. 6 mg / mL的提取液，与培养基制成具有浓

度梯度的含药培养基。在超净工作台内，取无菌 96孔
板，第 2孔至第 12孔均加入低剂量组提取液 100 µL肉
汤培养基，分别吸取低剂量组提取液100 µL，注入第1孔
和第 2孔，反复吹打，充分混匀；于第 2孔中吸取 100 µL
注入第 3孔，等倍稀释，直至第 10孔，吹打，混匀，弃去

100 µL。第 11孔为不加提取液的受试菌对照管，即为阴

性对照组；第 12孔为加入 60％乙醇的受试菌对照管，即

为阳性对照组。第 1孔至第 12孔中加入调整好的菌液

10 µL，且每孔最终含菌浓度为 5 × 105 cfu / mL。以第 1
列为空白孔进行调零，于 600 nm波长处测定各孔

A0［13］，重复 3次，取平均值作为本底。于 37 ℃培养箱中

培养 24 h，测定A1，重复 3次，求平均值。同时，以A1与A0
的差值（试验微孔的 A净值）判断MIC。根据公式计算，

A净值 > 0. 02 视为有菌生长，以完全无菌生长的最低浓

度为MIC。
MBC：取上述测定MIC的 96孔板，分别从无菌生长

的试验孔中吸取培养基 100 µL，注入MH琼脂培养基表

面，涂布均匀，置 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h，取出，采

用活菌计数法计数菌落，将培养基中平均菌落数少于 5
的最小生药浓度记作MBC［14］。重复3次，取平均值。

1. 4 体外抑菌作用机制研究

细菌细胞膜电导率测定：将细菌培养至对数生长

期，接种至营养肉汤液体培养基中，分别加入稀释后的

提取液。摇床培养，分别于 0，2，4，6，8 h时取菌液 4 mL，
离心（转速为 5 000 r / min）10 min，取上清液，测定电导

率。重复3次，取平均值。

细菌培养液中DNA及RNA等大分子含量测定：取
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不同质量浓度槐 花颗粒提取液（0. 8，1. 6，3. 1 g / mL），

加入菌悬液，摇匀，使药物终浓度分别为MIC的 0，2，4，
8倍，含菌浓度为 106 cfu / mL，取上述培养基置 37 ℃培

养 1 h，取样，离心（转速为 4 500 r / min）10 min，取上清

液，稀释20倍，于260 nm波长处测定吸光度［15］。
2 结果与分析

2. 1 体外抗氧化活性试验

对 DPPH 自由基的清除能力：由图 1可知，不同质

量浓度（2～8 mg / mL）抗氧化成分提取液对DPPH自由

基均有较强的清除能力，且与质量浓度存在量效关系，

清除能力随着质量浓度的增加而增强；质量浓度为

8 mg / mL时，与阳性对照溶液的清除能力相近。
清除率 / %120
100
80
60
40
20
0
2 4 6 8

质量浓度 / mg·mL - 1

维生素C溶液

槐花颗粒提取液

0. 613

0. 333
0. 559

0. 788
0. 930
0. 9890. 991

0. 828

图1 槐花颗粒抗氧化成分提取液对DPPH的清除能力

Fig. 1 Scavenging ability of antioxidant ingredients exact of Huaihua
Granules to DPPH

对超氧阴离子自由基的清除能力：由图 2可知，不

同质量浓度（2～8 mg / mL）抗氧化成分提取液对超氧

阴离子均有较强的清除能力，但弱于阳性对照溶液；清

除能力随着质量浓度的增加而增强，表现出较好的清

除能力。
清除率 / %80

60

40

20

0
2 4 6 8 质量浓度 / mg·mL - 1

维生素C溶液

槐花颗粒抗氧化成分提取液

0. 298
0. 309 0. 341 0. 346

0. 447

0. 721
0. 612

0. 441

图2 槐花颗粒抗氧化成分提取液对超氧阴离子自由基的清除能力

Fig. 2 Scavenging ability of antioxidant ingredients exact of Huaihua
Granules to superoxide anion radical

对 Fe3 + 的还原能力：由图 3可知，不同质量浓度

（2～8 mg / mL）抗氧化成分提取液对Fe3+均有较强的还

原能力，比阳性对照溶液的还原能力强，且还原能力随

着质量浓度的增加而增强。

对过氧化氢的清除能力：由图 4可知，不同质量浓

度（2～8 mg / mL）提取液对过氧化氢均有良好的清除

能力，清除能力随着质量浓度的增加而增强，质量浓度

为8 mg / mL时比阳性对照溶液清除能力强。

2. 2 体外抑菌试验

对金黄色葡萄球菌的抑菌效果：不同槐花颗粒抗

氧化成分提取液（质量浓度为 0. 8，1. 6，3. 1 g / mL）的抑

菌环直径分别为 5. 0，7. 0，10. 0 mm，对金黄色葡萄球菌

均有良好的抑菌效果，且抑菌效果随着质量浓度的升

高而增强。结果见图5。

图5 槐花颗粒抗氧化成分提取液对金黄色葡萄球菌的抑菌直径

Fig. 5 Antibacterial circle diameters of antioxidant ingredients
exact of Huaihua Granules against Staphylococcus aureus

MIC：槐花颗粒抗氧化成分提取液对金黄色葡萄球

菌的抑制作用见表1。可见，MIC为48. 8 mg / mL。
MBC：质量浓度为 390. 0 mg / mL时，MH培养基中

菌落数为 1，满足平均菌落数少于 5的要求，故槐花颗粒

抗氧化成分提取液的MBC为390. 0 mg / mL。
2. 3 槐花颗粒抑菌机制研究

对细菌细胞膜电导率的影响：细胞膜为细胞正常

生命活动提供了相对稳定的内环境，参与了细胞与周

围环境中的物质交换过程，保持了细胞内外渗透压的

平衡。在槐花颗粒抗氧化成分提取液的作用下，细菌的

吸光度1. 4
1. 2
1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0
2 4 6 8质量浓度 / mg·mL - 1

维生素C溶液

槐花颗粒抗氧化成分提取液

0. 391
0. 292 0. 428

0. 771
0. 998

1. 341

0. 768
0. 513

图3 槐花颗粒抗氧化成分提取液对Fe3 +的还原能力

Fig. 3 Reduction ability of antioxidant ingredients exact of Huaihua
Granules to Fe3 +

清除率 / %120
100
80
60
40
20
0
2 4 6 8质量浓度 / mg·mL - 1

维生素C溶液

槐花颗粒提取液0. 134
0. 142 0. 273

0. 500

0. 912
0. 979

0. 821

0. 382

图4 槐花颗粒抗氧化成分提取液对过氧化氢的清除能力

Fig. 4 Scavenging ability of antioxidant ingredients exact of Huaihua
Granules to hydrogen peroxide

•药学论著•
Pharmacy Articles

36



2022年 4月 5日 第 31卷第 7期

Vol. 31，No. 7，April 5，2022 China Pharmaceuticals

细胞膜遭到破坏，表现为培养基电导率的改变。由图 6
可知，电导率随着槐花颗粒抗氧化成分提取液对金黄

色葡萄球菌作用时间的延长而增加，细菌体内有电解

质渗出，表明槐花颗粒抗氧化成分提取液可能通过破

坏金黄色葡萄球菌的细胞膜和细胞壁而抑制其生长。

对细菌培养液中 DNA及 RNA等大分子含量的影

响：在槐花颗粒抗氧化成分提取液的作用下，细菌的细

胞膜遭到破坏，细胞内DNA及RNA等大分子物质的外

漏，于 260 nm波长处菌体培养液的吸光度升高。由图 7
可知，吸光度随着槐花颗粒抗氧化成分提取液质量浓

度的增加而升高，表明槐花颗粒抗氧化成分提取液通

过破坏细菌细胞膜抑制金黄色葡萄球菌。
电导率 / µS·cm - 1
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0 0 1 2 3 4 5 6 7 8 t / h

10. 01 13. 20

15. 81
11. 67

10. 88

图6 槐花颗粒抗氧化成分提取液对电导率的影响

Fig. 6 Effect of antioxidant ingredients exact of Huaihua Granules
on electrical conductivity

吸光度4. 5
4. 0
3. 5
3. 0
2. 5
2. 0
1. 5
1. 0
0. 5
0 0 97. 5 195 390 质量浓度 / mg·mL - 1

1. 802
0. 91

4. 119

0

图7 槐花颗粒抗氧化成分提取液对大分子含量的影响

Fig. 7 Effect of antioxidant ingredients exact of Huaihua Granules
on macromolecular contents

3 讨论

由本研究结果可知，槐花颗粒具有良好的抗氧化

活性，对DPPH自由基、超氧阴离子、过氧化氢均有良好

的清除能力，对 Fe3+有良好的还原能力，且随着抗氧化

成分质量浓度的增加而升高。若人体内缺少抗氧化物，

会造成体内自由基过多，易致人体健康受损，甚至诱发

痔血、便血。槐花颗粒具有凉血止血、清肝泻火功效，可

能与槐花颗粒的抗氧化活性有一定关系。此外，槐花颗

粒抗氧化成分提取液对金黄色葡萄球菌具有良好的抑

制效果。由MIC和MBC试验结果可知，较低浓度即有抑

菌效果，且MBC在治疗剂量内。通过破坏金黄色葡萄球

菌的细胞壁和细胞膜，可抑制其生长。痔血易导致肛门

感染，细菌、毒素、脓栓易侵入血液引发败血症、毒血

症，槐花颗粒抗氧化成分提取液抑菌效果良好，可降低

肛门感染细菌的风险。后续将进一步研究其体外抗氧

化活性及其抑菌机制和药理作用。
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表1 槐花颗粒抗氧化成分提取液对金黄色葡萄球菌的抑制作用

Tab. 1 Inhibitory effect of antioxidant ingredients exact of
Huaihua Granules on Staphylococcus aureus

组别

阴性对照组

阳性对照组

试验组

剂量（mg / mL）

780. 0
390. 0
195. 0
97. 5

MIC

有

无

无

无

无

无

组别

试验组

剂量（mg / mL）
48. 8
24. 4
12. 2
6. 1
3. 1
1. 6

MIC

无

有

有

有

有

有
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