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摘要 }目的  研究仙茅 kΧυρχυλιγο ορχηιοιδεσ�¤̈ µ·±ql主要成分仙茅苷 k¦∏µ¦∏̄¬ª²¶¬§̈ l对羟自由基和超氧阴离子自由基的清除作

用 ∀方法  分别采用比色法及电子顺磁共振技术 k∞≥� l测定仙茅苷对羟自由基和超氧阴离子自由基的清除效果 ∀结果  仙

茅苷对羟自由基和超氧阴离子自由基均有良好的清除作用 o其清除率略低于茶多酚 ∀结论  仙茅苷对自由基具有明显的清

除作用 o是一种有效的天然抗氧化剂 ∀
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  氧自由基 k� ¤̈¦·¬√¨ �¬¼ª̈ ± ≥³̈ ¦¬̈¶l是一类具有高度活

性的粒子 o能氧化许多重要的生物分子 o如蛋白质 !脂肪 !去

氧核糖核酸 k⁄��l等 o与人体自然衰老及许多疾病如癌症 !

心脑血管疾病等有着密切的关系 ∀抗氧化剂能显著性地延

缓或抑制氧化损伤 o对机体产生保护作用 o因此越来越受到

人们的关注 ∀抗氧化作用的研究方法除了传统的化学比色

法以外 o电子顺磁共振 k∞≥� l是最直接最有效的方法和技

术 ≈t  ∀

仙茅是仙茅科仙茅属植物仙茅 kΧυρχυλιγο ορχηιοιδεσ

�¤̈ µ·±ql的干燥根茎 o具有补肾阳 o强筋骨 o祛寒湿等功

效 ≈u  ∀现代植物化学研究揭示仙茅中含有仙茅苷 k¦∏µ¦∏̄¬ª²2

¶¬§̈ l!仙茅苷 �2≤ k¦∏µ¦∏̄¬ª²¶¬§̈ �2≤l≈v 
o仙茅皂苷 � 2� k¦∏µ2

¦∏̄¬ª²¶¤³²±¬±¶o � 2� l
≈w  !苔黑酚葡萄糖苷 k ²µ¦¬±²̄ ª̄∏¶²2

¦¬§̈ l
≈x 等成分 ∀其中 o仙茅苷能增强巨噬细胞的吞噬活

性 ≈y 
o被认为是仙茅的主要活性成分 ∀ ∂ ±̈∏®∏°¤µ等 ≈z 报道

仙茅的甲醇提取物具有很强的保肝作用 o并提示该作用可能

是其抗氧化作用的结果 ∀但仙茅的抗氧化作用及其活性成

分 o迄今未见报道 ∀本实验采用化学比色法及电子顺磁共振

k∞≥� l技术 o对仙茅苷的清除自由基作用进行了研究 ∀

1  仪器与试剂

�∂ p uys型分光光度计 k≥«¬°¤§½∏lo电子天平 k≥¤µ·²µ¬2

∏¶lo°�� p v型酸度计 k≥¤±¬¬±lo∞� uss⁄ p ≥� ≤型电子顺磁
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共振仪 o∞� wttt p ∂ ×变温装置 k�µ∏®̈ µl∀

黄嘌呤 k÷ l!黄嘌呤氧化酶 k÷ �l!xox2二甲基 2t2吡咯啉 2

�2氮化物 k⁄� °� l和茶多酚 k∞�≤�l购自美国 ≥¬ª°¤公司 o

氯化硝基四氮唑蓝 k��×l等试剂均为国产分析纯 ∀

实验所用的仙茅苷由本实验室从仙茅 kΧυρχυλιγο ορ2

χηιοιδεσ�¤̈ µ·±ql的根茎中分离 o其化学结构经氢谱 !碳谱 !紫

外光谱和红外光谱确定无误 o� °�≤法测定纯度在 |xh 以

上 ∀

2  方法与结果

2q1  比色法

羟自由基的检测采用 ƒ ±̈·²±反应体系 ∀ ƒ ±̈·²±反应是

产生羟基自由基最常用的反应 o是利用 ƒ¨
u n被 �u �u

氧化生

成 ƒ¨
v n

o��
p和 # �� ∀反应所产生的 # ��可以与水杨酸反

应生成 uov2二羟基苯甲酸 o在 xts±°处有最大吸收 ∀测定方

法根据贾之慎等 ≈{ 的方法进行 ∀

超氧阴离子自由基的检测采用黄嘌呤 k÷ l与黄嘌呤氧

化酶 k÷ �l反应体系 o所产生的超氧阴离子自由基可与 ��×

反应形成蓝色 o于 xys±°处测定吸收度 ≈|  ∀

2q2  电子顺磁共振 k∞≥� l技术

羟自由基的检测也采用 ƒ ±̈·²±反应体系 ∀反应体系含

⁄� °� |s°°²̄ r�o �¤u � °�w r�u � °�w
缓 冲 液 k ³� zq w l

us°°²̄ r�o�u �u tss°°²̄ r�ok��w l u ƒ k̈≥�w l u # y�u � n

⁄×°�混合液 vssΛ°²̄ r�o各浓度梯度待测样品 ysΛ�o空白

对照为 tϕ ⁄� ≥�∀操作时在试验管中依次加入 ⁄� °� !缓冲

液 !样品 o最后加 ƒ¨
u n引发反应 ox°¬±后进行 ∞≥� 测定 ∀

∞≥� 操作参数 }扫场宽度 k ≥• l tss�¶o中心磁场 k ≤ƒ l

vwzs�¶o微波频率 k≥ƒl|qzy�� ½o测试温度 k×∞lu|z�o调制

频率 k � ƒ l tss®�½o调制幅度 k � � l t�¶o微波功率 k ≥°l

us°• o时间常数 k×≤l sqt¶o扫场时间 k×�l tss¶∀

超氧阴离子自由基的检测采用 ⁄� ≥� r�¤��反应体系 ∀

在室温下 o将含有饱和空气的 ⁄� ≥�与 �u � !�¤��溶液定量

混匀 ∀ �¤��加入后产生 �
p#
u
自由基 o立即计时 o反应 vs°¬±∀

测量前 o定量吸取反应液于直径 v°°的玻璃样品管内 o在温

度 tvs�时进行 ∞≥� 测定 o此时可检测到的 �
p#
u
特征信号 o作

为空白对照管 ∀当检测样品与 �
p#
u
作用时 o加入一定量的样

品药液于产生 �
p#
u
的模型体系中 o其他条件同前 ∀ ∞≥� 操作

参数 }扫场宽度 k≥• l vss�¶o中心磁场 k≤ƒl vvys�¶o微波频

率 |qys�� ½o测试温度 k×∞l tvs�o调制频率 k� ƒl tss®� ½o

调制幅度 k� � l xqs�¶o微波功率 k≥°l us°• o时间常数

k×≤l sqt¶o扫场时间 k×�l tss¶∀

2q3  自由基清除率的计算

自由基的抑制率 h � ≈k�空白 p �样品 l r�空白   ≅ tssh ∀

�≤xs
值 k自由基清除率达 xsh 的药物浓度 l通过线性回

归得到 ~∞≥� 图使用 �µ¬ª¬±yqs软件重新绘制 ∀

2q4  实验结果

比色法检测仙茅苷对 ƒ ±̈·²±反应体系产生的羟自由基

及 ÷ r÷ �反应体系产生的超氧阴离子自由基的清除率及

�≤xs
见表 t∀结果显示 o不同浓度的仙茅苷对羟自由基均有

较好的清除作用 o在低浓度 ktusΛªr°�l时 o其清除率为

vtquh o低于同等浓度的 ∞�≤�kwxqth l~在高浓度 kvysΛªr

°�l时 o其清除率为 ytq sh o优于同等浓度的 ∞�≤�

kxvq|h lo其 �≤xs
两者基本相当 ∀仙茅苷对超氧阴离子自由

基的清除作用 o无论从低浓度 ktysΛªr°�l!高浓度 k{ssΛªr

°�lo还是 �≤xs
来看 o清除率均明显低于 ∞�≤�∀

表 1  比色法实验结果

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·¶²©¦²̄²µ¬° ·̈µ¬¦¤¶¶¤¼

化合物

ƒ ±̈·²±反应 k# �� l

终浓度

rkΛªr°�l

清除率

rh

�≤xs

rkΛªr°�l

÷ 2÷ �反应 k�
p#
u l

终浓度

rkΛªr°�l

清除率

rh

�≤xs

rkΛªr°�l

仙茅苷 vysqs ytqs {ssqs x{qv

vssqs xzqz ywsqs xvq|

uwsqs xsqw uxwqu w{sqs wtqz ytwqw

t{sqs wsqy vusqs vxq{

tusqs vtqu tysqs uvqv

∞�≤� vysqs xvq| {ssqs {{q{

vssqs xuqs ywsqs zzqy

uwsqs w|qy uxsqv w{sqs zsqu uwvqz

t{sqs wzqx vusqs xvqs

tusqs wxqt tysqs wwqv

  羟自由基的 ∞≥� 特征图谱及不同浓度的仙茅苷和

∞�≤�的清除效果分别见图 t和 u∀超氧阴离子自由基的特

征图谱及不同浓度仙茅苷和 ∞�≤�的清除效果分别见图 v

和 w∀实验结果见表 u∀结果表明仙茅苷对羟自由基和超氧

阴离子自由基均有明显的清除作用 o其清除羟自由基和超氧

阴离子自由基的 �≤xs
分别为 u|yq|Λªr°�和 xyquΛªr°�o其

清除效果略低于阳性对照 ∞�≤�∀

图 1  羟自由基的 ∞≥� 特征图谱及不同浓度仙茅苷的清除

效果

Φιγ 1  ∞≥� ¶³̈ ¦·µ∏° ²©«¼§µ²¬¼̄ µ¤§¬¦¤̄¶¤±§¶¦¤√ ±̈ª¬±ª ©̈©̈¦·¶

²©§¬©©̈µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²©¦∏µ¦∏̄¬ª²¶¬§̈

¤q空白对照 ~ ¥qyssqsΛªr°�~ ¦qw{sqsΛªr°�~ §qvysqsΛªr°�~ q̈

uwsqsΛªr°�~ ©qtusqsΛªr°�
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图 2  羟自由基的 ∞≥� 特征图谱及不同浓度 ∞�≤�的清除

效果

Φιγ 2  ∞≥� ¶³̈ ¦·µ∏° ²©«¼§µ²¬¼̄ µ¤§¬¦¤̄¶¤±§¶¦¤√ ±̈ª¬±ª ©̈©̈¦·¶

²©§¬©©̈µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²©∞�≤�

¤q空白对照 ~ ¥qyssqsΛªr°�~ ¦qw{sqsΛªr°�~ §qvysqsΛªr°�~ q̈

uwsqsΛªr°�~ ©qtusqsΛªr°�

图 3  超氧阴离子自由基的 ∞≥� 特征图谱及不同浓度仙茅

苷的清除效果

Φιγ 3  ∞≥� ¶³̈ ¦·µ∏° ²©¶∏³̈ µ²¬¬§̈ ¤±¬²± µ¤§¬¦¤̄¶¤±§¶¦¤√ ±̈2

ª¬±ª ©̈©̈¦·¶²©§¬©©̈µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²©¦∏µ¦∏̄¬ª²¶¬§̈

¤q空白对照 ~ ¥qtxsqsΛªr°�~ ¦qtusqsΛªr°�~ §q|sqsΛªr°�~ q̈

ysqsΛªr°�~ ©qvsqsΛªr°�

4  讨论

比色法及 ∞≥� 法实验结果均显示 o仙茅苷对羟自由基和

超氧阴离子自由基均具有明显的清除作用 o其清除效果均略

低于阳性对照 ∞�≤�∀

自由基理论认为衰老是氧自由基过度反应的结果 o有机

体的新陈代谢速率越高 o氧自由基的产生就越快 o衰老过程

就加快 o清除自由基可起到延年益寿的作用 ≈t  ∀仙茅是一种

补肾壮阳的常用中药 o具有抗衰老作用 ∀以仙茅为主药的二

仙胶囊可明显降低小鼠心脑的脂褐质含量 o肝脏的脂褐质也

有下降趋势 ≈ts  ∀本实验表明仙茅苷具有明显的抗氧化活

性 o为仙茅的抗衰老作用提供了科学依据 ∀

图 4  超氧阴离子自由基的 ∞≥� 特征图谱及不同浓度 ∞�≤�

的清除效果

Φιγ 4  ∞≥� ¶³̈ ¦·µ∏° ²©¶∏³̈ µ²¬¬§̈ ¤±¬²± µ¤§¬¦¤̄¶¤±§¶¦¤√ ±̈2

ª¬±ª ©̈©̈¦·¶²©§¬©©̈µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²©∞�≤�

¤q空白对照 ~ ¥qysqsΛªr°�~ ¦qw{qsΛªr°�~§qvyqsΛªr°�~ q̈uwqs

Λªr°�~ ©qtuqsΛªr°�

表 2  ∞≥� 法实验结果

Ταβ 2  � ¶̈∏̄·¶²©∞≥� ¤¶¶¤¼

化合物

∞≥� 2# ��

终浓度

rkΛªr°�l

清除率

rh

�≤xs

rkΛªr°�l

∞≥� 2� p# u

终浓度

rkΛªr°�l

清除率

rh

�≤xs

rkΛªr°�l

仙茅苷 yssqs yxqw txsqs zuqy

w{sqs x|qw tusqs yyqv

vysqs xuqx u|yq| |sqs ysqs xyqu

uwsqs w{qt ysqs xuqy

tusqs wsqy vsqs wtqw

∞�≤� yssqs {xqt ysqs zzq|

w{sqs zuqx w{qs yuqt

vysqs ytqw t|yqt vyqs wwqz v|q{

uwsqs xvqx uwqs uzqu

tusqs wxqt tuqs ttqy

  本实验中 o比色法与 ∞≥� 法测得的 �≤xs
在数值上有所不

同 o原因在于这两种测量方法无论在灵敏度和特异性方面都

有所差异 ∀比色法作为间接测量自由基的化学方法 o一般是

测量氧自由基与某种物质化学反应的产物具有特定的光吸

收 o以此检测自由基 ∀这种方法特异性不强 ∀而 ∞≥� 法是目

前检测自由基最有效的方法 o特异性和灵敏度都要高于比色

法 o实验结果也相对可靠一些 ∀但两种实验方法得出的仙茅

苷清除自由基的作用趋势和结论是一致的 ∀
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