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［摘要］　目的：研究牛大力根油脂抗氧化活性。方法：将牛大力根干燥粉末用７０％乙醇浸提，结合硅胶柱层析
分离，获得牛大力根油脂提取物Ｆ１和Ｆ２，同时采用加热回流法提取获得牛大力根油脂提取物Ｆ３，并以ＤＰＰＨ法
和ＦＲＡＰ法对各油脂提取物的抗氧化活性进行评价。结果：在 ＤＰＰＨ法中，Ｆ１、Ｆ２及 Ｆ３的半数最高抑制浓度
（ＩＣ５０）值分别为２０３１８、１３８３８、２４４１０μｇ·ｍＬ

－１，其 ＦＲＡＰ值分别为（７７１２２±２７４７）、（１０３８７５±２８０５）、

（４５８４１±１８２３）μｍｏｌＦｅ２＋·ｇ－１。抗坏血酸（Ｖｃ）和 ＢＨＴ的 ＩＣ５０值分别为１１５９、５３６９μｇ·ｍＬ
－１，ＦＲＡＰ值分别为

（１７３５６１±６２２９）、（１３２３５４±４６９５）μｍｏｌＦｅ２＋·ｇ－１。结论：牛大力根油脂具有一定的抗氧化活性，且以 Ｆ２
最强。
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牛大力为豆科崖豆藤属植物美丽崖豆藤Ｍｉｌｌｅｔｔｉａ
ｓｐｅｃｉｏｓａＣｈａｍｐ的根，别名猪脚笠、山莲藕、大力
薯、大力牛等［１］，以根入药，载于 《陆川本草》，

全年可采。牛大力具有补虚润肺、强筋活络的功效，

可用于治疗腰肌劳损、风湿性关节炎、肺热、肺虚

咳嗽、肺结核、慢性支气管炎和慢性肝炎、病后体

虚等病症［２］。在广东、广西、海南等地还广泛用作

煲汤原料，可补腰肾、强筋骨，为岭南地区著名的

药食两用植物。

目前，国内外学者对牛大力根及叶化学成分的

研究表明，牛大力中含有三萜皂苷、异黄酮、查尔

酮、多糖、香豆素、生物碱等类成分，具有抗氧化、

·３３０１·
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增强免疫力、抗炎、抗肿瘤、祛痰平喘等活性，是

一味具有多种药理作用和良好保健功效的南药［３６］。

目前，未见牛大力根油脂抗氧化活性的研究报道。

据此，本文对牛大力油脂的抗氧化活性进行了研究，

为牛大力资源的综合开发利用提供科学依据，本项

目组对牛大力根的脂溶性成分进行了提取与分离富

集，并采用 ＤＰＰＨ法和 ＦＲＡＰ法对其进行体外抗氧
化活性评价，为进一步研究和开发利用牛大力奠定

基础。

１　材料与仪器

１１材料

实验用牛大力根，于２０１３年１０月采自海南省
五指山参毛阳镇，经中国医学科学院药用植物研究

所海南分所冯锦东研究员鉴定为 Ｍｉｌｌｅｔｔｉａｓｐｅｃｉｏｓａ
Ｃｈａｍｐ的根。采后晒干粉碎，放置干燥暗处贮存
备用。

２，２二苯基１苦基苯肼 （ＤＰＰＨ，Ａ Ｊｏｈｎｓｏｎ
ＭａｔｔｈｅｙＣｏｍｐａｎｙ），２，６二叔丁基对甲酚（ＢＨＴ，广
州化学试剂厂，分析纯），２，４，６三吡啶基三嗪
（ＴＰＴＺ，Ｓｉｇｍａ），抗坏血酸（Ｖｃ）、无水醋酸钠、无
水醋酸、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ、盐酸（广州化学试剂厂，
ＡＲ），石油醚、乙酸乙酯、乙醇、正丁醇、二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ）、９５％乙醇均为分析纯。

１２仪器

ｘＭＡＲＫ微孔板分光光度计（美国 ＢＩＯＲＡＤ公
司）、ＢＴ２２４Ｓ电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ公司），移液
器（２０μＬ、２００μＬ，ＤＲＡＧＯＮＭＥＤ）。

２　方法

２１试样的制备

牛大力根干燥粉末２５ｋｇ，用７０％乙醇水溶液
（１０Ｌ×３）室温提取７ｄ，减压浓缩至无醇味，得浸
膏２５０ｇ。将所得浸膏分散于水中成悬浊液，以石油
醚、乙酸乙酯、正丁醇依次萃取，减压浓缩得石油

醚萃取物 １０ｇ。取石油醚萃取物，硅胶柱色谱
（２００～３００目，４０ｇ）干法上柱，以石油醚乙酸乙酯
（９９∶１）梯度洗脱，采用 ＴＬＣ检测合并相同馏分，得
到１２个部位，其中 Ｆ１（５５０ｍｇ）和 Ｆ２（１４７２８ｇ）
为脂溶性成分，溶解于ＤＭＳＯ，过滤，备用。

取２００ｇ牛大力根干燥粉末，置于２Ｌ烧瓶中，
加入１０００ｍＬ石油醚，７０℃加热回流萃取４ｈ，取

萃取液过滤，减压浓缩，得到脂溶性成分 Ｆ３
（２５６５４ｇ），溶解于ＤＭＳＯ，过滤，备用。

精确称取Ｆ１、Ｆ２及Ｆ３各１０ｍｇ，溶解于１０ｍＬ
ＤＭＳＯ溶液中，制成１ｍｇ·ｍＬ－１的母液试样，置４℃
冰箱保存备用，实验时配制成５００、４５０、４００、３５０、
３００、２５０、２００、１５０、１００、５０、１０μｇ·ｍＬ－１的样品
溶液。

２２阳性对照品溶液的制备

准确称取１００ｍｇ抗坏血酸（Ｖｃ），用蒸馏水溶解
并定容至１００ｍＬ容量瓶中，即得１ｍｇ·ｍＬ－１抗坏血
酸的母液，再稀释配制质量浓度分别为４０、３０、２０、
１０、５、１μｇ·ｍＬ－１的样品溶液。

准确称取１００ｍｇＢＨＴ，用蒸馏水溶解并定容至
１００ｍＬ容量瓶中，即得１ｍｇ·ｍＬ－１ＢＨＴ的母液，再
稀释配制质量浓度分别为 １００、８０、６０、４０、２０、
１０μｇ·ｍＬ－１的样品溶液。

２３ＤＰＰＨ自由基清除试验

参照文献［７８］的方法，进行改进优化。在９６孔
板中按表１加样，分别在５１７ｎｍ处测定Ａｏ、Ａｉ、Ａｊ
在３０ｍｉｎ后的吸光度，每一个试样做３个平行样，
取平均值。按公式计算样品对自由基的清除率。并

采用药物代谢动力学模型拟合，计算不同样品在对

ＤＰＰＨ清除率为５０％时的浓度（即 ＩＣ５０），对不同溶
剂提取的样品抗氧化能力进行评价，即 ＩＣ５０越小，
抗氧化能力越强。

清除率（％）＝（１－Ａｉ－ＡｊＡｏ ） ×１００％ （１）

表１　ＤＰＰＨ加样参数
吸光值 加样参数

Ａｏ １００μＬ０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＰＰＨ溶液＋１００μＬＤＭＳＯ

Ａｉ １００μＬ０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＰＰＨ溶液＋１００μＬ试样

Ａｊ １００μＬ９５％乙醇＋１００μＬ试样

　注：Ａｏ，ＤＰＰＨ溶液反应前的吸光值；Ａｉ，样品与 ＤＰＰＨ溶液反应
后的吸光值；Ａｊ，空白对照的吸光值。

２４ＦＲＡＰ试验

２４１绘制标准曲线　吸取 ２５ｍＬ系列浓度为
２５、１００、 １５０、 ２００、 ４００、 ５００、 ８００、 １０００、
１５００μｍｏＬ·Ｌ－１的硫酸亚铁（ＦｅＳＯ４）溶液，与２５ｍＬ
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＰＴＺ溶液、２５ｍＬ３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸
醋酸钠缓冲液（ｐＨ３６）混合，再分别吸取该混合液
２００μＬ加入９６孔酶标板中，放入 ｘＭａｒｋ酶标仪内，
升温至３７℃，于 ５９３ｎｍ下读取吸光值。以 ＦｅＳＯ４

·４３０１·
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溶液的浓度为横坐标，吸光值为纵坐标绘制标准曲

线，所有试验重复３次。
２４２试样抗氧化活性测定　参照文献［７，９１０］的方法，

即吸取２５ｍＬ２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＦｅＣ１３溶液，与２５ｍＬ
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＰＴＺ溶液、２５ｍＬ３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸醋
酸钠缓冲液（ｐＨ３６）混合，再吸取该混合液１５０μＬ
加入９６孔酶标板中，放入ｘＭａｒｋ酶标仪内，升温至
３７℃，于５９３ｎｍ下读取反应前吸光值Ａ１（ＴＰＴＺ本身有
颜色），之后在孔中加入５０μＬ１ｍｇ·ｍＬ－１的待测抗氧
化物质。３０ｍｉｎ后于 ５９３ｎｍ处读取反应后吸光值
Ａ２。由（Ａ２Ａ１）的值在标准曲线上获得抗氧化物质
相应的ＦｅＳＯ４的浓度（μｍｏｌ·Ｌ

－１），再转换成量纲为

μｍｏｌ·ｇ－１，定义为ＦＲＡＰ值。ＦＲＡＰ值越大，表明由
抗氧化物质还原的 Ｆｅ２＋越多，即抗氧化物质的抗氧
化活性越强。所有的试验重复３次。

２５数据分析

计算结果以（珋ｘ±ｓ）表示，绘图采用 Ｏｒｉｇｉｎ８０
软件，相关性分析用ＳＡＳ８０软件分析。

３　结果

３１清除ＤＰＰＨ自由基能力

ＤＰＰＨ在有机溶剂中是一种稳定的自由基，其
乙醇溶液呈深紫色，具有单一电子，在波长为

５１７ｎｍ下具有最大吸光值，有自由基清除剂存在时，
ＤＰＰＨ的单电子被捕捉而使其颜色变浅，是有效评
价抗氧化活性的体外模型之一。

以抗坏血酸及ＢＨＴ为阳性对照组，其与自由基
反应３０ｍｉｎ后的最终清除率对样品质量浓度作图，
采用药物代谢动力学函数拟合，结果见图 １，计算
得Ｖｃ的 ＩＣ５０＝１１５９μｇ·ｍＬ

－１（ｒ＝０９９４４）；ＢＨＴ
的ＩＣ５０＝５３６９μｇ·ｍＬ

－１（ｒ＝０９９５５），具有很好的
相关性。

以提取、分离纯化所得牛大力根油脂样品对

ＤＰＰＨ的最终清除率与质量浓度作图，采用药物代
谢动力学函数模型进行拟合，并计算其 ＩＣ５０值，结
果如图２所示。

由图２可以看出，牛大力根油脂Ｆ１的ＩＣ５０值为
２０３１８μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９８８），Ｆ２的 ＩＣ５０值为
１３８３８μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９６４），Ｆ３的 ＩＣ５０值为
２４４１０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９６）。比较可知，Ｆ２对自
由基ＤＰＰＨ的清除效果较好，其次分别为Ｆ１、Ｆ３。

图１　Ｖｃ和ＢＨＴ对ＤＰＰＨ自由基清除率曲线

图２　不同样品质量浓度与其最终清除率的关系图

３２ＦＲＡＰ值测定结果

Ｆｅ３＋吡啶三吖嗪可被样品中还原物质还原为二价
铁形式，呈现出蓝色，并于５９３ｎｍ处具有最大吸收
值，根据吸光度大小计算样品抗氧化活性的强弱，

ＦＲＡＰ值越大，抗氧化活性越强。由图３可以看出，５
种不同样品均表现出一定的还原力，以Ｖｃ最为显著，
ＦＲＡＰ值为（１７３５６１±６２２９）μｍｏｌＦｅ２＋·ｇ－１，其次
为ＢＨＴ、Ｆ２、Ｆ１及Ｆ３，ＦＲＡＰ值分别为（１３２３５３±
４６９５）、（１０３８７５±２８０５）、（７７１２２±２７４７）、
（４５８４１±１８２３）μｍｏｌＦｅ２＋·ｇ－１。

注：不同小写字母表示具有统计学差异。

图３　不同样品铁离子还原能力图
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由于不同抗氧化检测方法的反应机理不同，为

获得可靠的结论，以样品的ＩＣ５０和ＦＲＡＰ值为指标进
行统计分析，比较 ＤＰＰＨ法与 ＦＲＡＰ法的相关性，
发现两种方法的结果具有很好的线性关系（ｒ＝
０９７１），说明此两种方法的结果具有很好的相关性
和一致性。因此，ＩＣ５０和ＦＲＡＰ值可视为样品观测的
２个同量纲的抗氧化活性指标。综合 ＤＰＰＨ法与
ＦＲＡＰ法的结果表明，牛大力根部油脂具有较好的抗
氧化活性，其中Ｆ２部位的油脂抗氧化活性较Ｆ１和
Ｆ３的活性强，这可能与Ｆ２中富集含量较高的不饱
和脂肪酸及其他抗氧化剂含量有关。

４　结论

牛大力为著名的药食两用植物，在广东、广西

以及海南等地有大规模的种植栽培，具有重要的研

究与开发价值。以上研究结果表明牛大力根油脂具

有较好的抗氧化活性，其中可能存在大量的天然抗

氧化活性物质，可开发成安全有效的抗氧化活性剂，

在功能性食品、药品、保健产品、日化产品等行业

具有广阔的研究与应用前景。

参考文献

［１］　广东中药志编辑委员会．广东中药志：第一册［Ｍ］．广
州：广东科学技术出版社，１９９１：１６８．

［２］　国家中医药管理局《中华本草》编委会．中华本草：第四
卷［Ｍ］．上海：上海科学技术出版社，１９９９：３２９６．

［３］　韦玉燕，巫繁菁，曾海生，等．牛大力研究概况［Ｊ］．广西
科学院学报，２０１０，２６（３）：３８０３８２．

［４］　黎瑞汝，陈占科，高珊，等．中药牛大力的研究进展［Ｊ］．
亚太传统医药，２０１０，６（１２）：１６５１６７．

［５］　杨增艳．壮药牛大力的研究概况［Ｊ］．中国民族民间医药
杂志，２０１０，１９（１１）：１２１３．

［６］　刘丹丹，魏志雄．牛大力水提物抗炎镇痛作用的实验研
究［Ｊ］．中国现代中药，２０１４，１６（７）：５３８５４１．

［７］　陈德力，肖曼，刘平怀．海南核果木抗氧化活性［Ｊ］．精细
化工，２０１１，２８（１１）：１１０３１１０６．

［８］　吴双，印敏，单宇，等．海滨锦葵提取物体外抗氧化作用
研究［Ｊ］．食品科技，２０１４，３９（５）：１９３１９７．

［９］　ＢｅｎｚｉｅＩＦ，ＳｔｒａｉｎＪ．Ｔｈｅｆｅｒｒｉｃｒｅｄｕｃｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｌａｓｍａ
（ＦＲＡＰ）ａｓａｍｅａｓｕｒｅｏｆ“ＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔＰｏｗｅｒ”：ｔｈｅＦＲＡＰ
ａｓｓａｙ［Ｊ］．Ａｎａｌｂｉｏｃｈｅｍ，１９９６，２３９（１）：７０７６．

［１０］李岗，余德顺，杨军，等．超临界ＣＯ２萃取薄荷挥发油及其抗
氧化能力的研究［Ｊ］．食品科技，２０１３，３８（１）：２７６２７９．

（收稿日期　２０１５０１０７）

·６３０１·




