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摘   要：研究青钱柳不同溶剂提取物的体外抗氧化活性。测定了青钱柳不同溶剂提取物对DPPH 自由基的清除作

用，用化学发光法测定对超氧阴离子自由基(O2·)和羟自由基(·OH)的清除能力，并用烘箱储藏法测定对油脂的

抗氧化活性。实验结果表明，醇提物具有较强的清除自由基能力和抗油脂氧化活性。
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Abstract ：In vitro antioxidant activities of different extracts of Cyclocarya paliurus (Bata1.) Iljinsk leaves were studied. The

activities of the extracts on scavenging DPPH radical were assayed. The chemiluminescence method was used to evaluate the effects

of the extracts on scavenging superoxide anion radical and hydroxyl radical and the changes of the oil oxidation were determined

by storage in baking oven. The results showed that the ethanol extract of Cyclocarya paliurus (Bata1.) Iljinsk significantly had

free radical-scavenging activity and could inhibit the lipid peroxidation.
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青钱柳(Cyclocarya paliurus(Bata1.) Iljinskaya)为胡

桃科(Juglandaceae)青钱柳属植物，该属植物现仅有1

种，为我国特产[ 1 ] 。青钱柳叶中含有黄酮类、萜类、

甾醇、酸类、甙类及微量元素等营养成分。经研究表

明，用其叶子泡出的茶甘甜滋润，生津止渴，被认为

具有清热解暑、防病治病和延年益寿等功效，故又被

当地老百姓称为“甜茶”、“神茶”[ 2 ] 。H i r o s h i

Kurihara 等人研究发现，青钱柳提取物能降低血脂水

平，促进脂肪代谢，能有效防治一些疾病：如动脉硬

化、脑中风、心肌梗塞等[ 3 ]。此外青钱柳能抑制葡萄

糖的吸收，降低人体血糖，从而预防由高血糖引起的

一系列病症[4]。黄酮类成分在人类饮食结构中占有重要

的地位，具有保肝、扩冠、抗炎、降低血管脆性，

能解除痉挛，增强心脏收缩，有一定程度的抗菌及抑

制肿瘤细胞等作用。同茶叶相比，青钱柳黄酮类化合

物含量相对较高，可作为这些物质的补充源[5]。本实验

主要对青钱柳不同提取物的体外抗氧化活性进行研究，

为更进一步开发青钱柳保健产品提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 原料

青钱柳[Cyclocarya paliurus (Batal.) Iljinskaja]由江西

神茶实业有限公司提供；食品级二丁基羟基甲苯

( B H T ) ；可溶性淀粉；市售猪油。

1.2 试剂

2,2-联苯基-1-苦味基苯肼和鲁米诺    Fluka公司；

VE    Sigmar 公司；甲醇、乙醇、丙酮、氯仿、乙酸

乙酯、正丁醇、V C 、邻苯三酚、邻菲罗啉、碳酸钠、

碳酸氢钠、F e S O 4 、H 2 O 2 、三氯甲烷、冰乙酸、碘

化钾、硫代硫酸钠等均为分析纯；实验用水由蒸馏水经

纯化器纯化制得。

1.3 仪器

BPCL微弱发光测量仪    中国科学院生物物理研究

所；TU-1900双光束紫外可见分光光度计    北京普析通

用仪器有限公司；旋转蒸发仪    上海申生科技有限公

司；SHZ-III型循环真空泵    上海亚荣生化仪器厂；HH-4
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数显恒温水浴锅    国华电器有限公司；FA1104 电子天

平    上海精天电子仪器厂；DGG-9140B型电热恒温鼓风

干燥箱    上海森信实验仪器有限公司；Millipore超纯水

系统    美国Millipore公司。

1.4 方法

1.4.1 青钱柳不同溶剂提取物的制备

准确称取烘干过筛的青钱柳粉末7 份，每份5g，用

石油醚脱脂除色素后，分别按固液比 1 : 2 0 加入甲醇、

7 0 % 乙醇、丙酮、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇和去离

子水，80℃水浴提取 2h，过滤。滤渣再加等量溶剂提

取 1 次，合并滤液，真空浓缩至膏状，于 4 0℃真空干

燥，计算得率，冷藏备用。

1.4.2 不同溶剂提取物对DPPH 自由基的清除作用[6]

准确称取20mg DPPH 用无水乙醇溶解并定容于250ml

容量瓶中，配制成浓度为2 × 10 － 4mol/L 的 DPPH 溶液。

取2ml 待测液及2ml DPPH 溶液加入具塞试管中，加入

1 m l 无水乙醇使反应总体积达到 5 m l ，摇匀，反应

30min。在 517nm 波长下测吸光度，计算羟自由基的清

除率。以 B H T 和 V C 为对照。根据下列公式计算清除

率 ：

                      
 (1－Ai－Aj)

抑制率(%)= ——————×100

                                
Ac

式中，Ac 为 2ml DPPH 溶液 +2ml 样品溶剂+1ml 无

水乙醇；Ai 为 2ml DPPH溶液+2ml样品液(或对照品溶液)

+1ml 无水乙醇；Aj 为 2ml 无水乙醇+2ml 样品液(或对照

品溶液)+1ml 无水乙醇。

1.4.3 不同溶剂提取物对超氧阴离子自由基的清除作用[7]

微弱发光发射光谱在 180～800nm 范围，光很弱，

只有10～104 光子 /s·cm2，量子效率为10 －14～10 － 9。

自由基、活性氧的产生、变化总是伴随着光子的发射，

因此可用化学发光法来检测自由基和活性氧。

超氧阴离子由邻苯三酚自氧化产生：在样品管中加

入5μl 10mmol/L的邻苯三酚溶液，取待测样品100μl加

入样品管，然后加入895μl 1mmol/L鲁米诺(luminal)的碳

酸盐缓冲溶液(体积之比为1:2)，使反应总体积为1ml。

立即测量，每隔6s 记录一次积分发光强度(counts of per

6 seconds，简称 CP6S)，测定时间240s，温度 30℃，

用碳酸盐缓冲液代替样品做空白，计算样品对化学发光

的抑制率。清除率计算公式：

                        
       样品的积分值－本底积分值

清除率(%)=(1－ ———————————————)×100

                              
    空白积分值－本底积分值

1.4.4 不同溶剂提取物对羟自由基的清除作用[8]

在样品管加入60μl 1mmol/L 邻菲罗啉溶液、40μl

1mmol/L FeSO4 溶液和50μl 0.6% 的 H2O2 溶液，取待测

样品50μl加入样品管，再加入碳酸盐缓冲液(pH10.2)，

使反应总体积为 1 m l ，放入样品池，立即开始测定

CP 6S，测定时间 24 0 s。用碳酸盐缓冲液代替样品做空

白，计算样品对化学发光的抑制率。清除率计算公式：

                        
       样品的积分值－本底积分值

清除率(%)=(1－ ———————————————)×100

                              
    空白积分值－本底积分值

1.4.5 乙醇提取物的油脂抗氧化作用[9]

用 70% 乙醇提取浸膏配置成一系列浓度的溶液(1、

2、4mg/ml )，备用。采用烘箱储藏法测定抗油脂氧化

性。取不同浓度提取物加到50.00g 温热猪油中搅匀，以

在50.00g 猪油中加入5ml 相应溶剂为空白，以加入5ml

2mg/ml 的 BHT 和 VE 为对照。在(60 ± 1)℃培养箱中强

化保存，定时搅拌，于不同时间取样测定猪油中的过

氧化值(POV 值)。POV值的测定按GB5009.37－ 2003 方

法进行。

1.4.6 半清除率的测定

半清除率指清除率为50% 时所需样品的浓度，根据

不同浓度样品的清除率作曲线求出。所需浓度越低，表

明半清除率越高，清除效果越好。

2 结果与分析

2.1 青钱柳不同溶剂提取物的浸膏得率

表1    不同溶剂提取物的浸膏得率

Table 1      Yields of different extracts

不同溶剂提取物 70% 乙醇 水 甲醇 丙酮 乙酸乙酯 氯仿 正丁醇

浸膏得率(%) 6.75 4.95 5.48 2.39 2.03 2.46 2.33

由表1 可以得出，70% 乙醇提取物的浸膏得率最高。

2.2 青钱柳不同溶剂提取物对DPPH 自由基清除能力的

测定[4]

自由基消除反应是抑制机体过氧化过程的主要机制

之一，样品清除自由基的能力反映其抗氧化活性的高

低，DP P H 是目前使用最为广泛的自由基试剂之一[10 ]。

2,2- 二苯基-1- 苦基苯肼自由基(DPPH·)在有机溶剂中

是一种稳定的自由基，其结构中含有 3 个苯环，1 个 N

原子上有 1 个孤对电子，呈紫色，在 517nm 有强吸收。

D P P H·和抗氧化剂相混合，随着 D P P H·与抗氧化剂

给出的氢相结合，孤对电子被配对，使体系颜色由紫

色变为淡黄，光吸收值减少，反应结束后达到稳定。

D P P H·剩余百分率与抗氧化剂的清除能力相对应，因

此可用分光光度法进行定量分析。

如图 1 所示，体积分数 7 0 % 乙醇、水、甲醇提取

物都有较强的清除 D P P H 自由基的作用，效果均强于
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2.3 青钱柳不同溶剂提取物对超氧阴离子清除能力的测

定

碱性条件下(pH8.34)，邻苯三酚发生自氧化反应生

成 O 2·和有色中间产物，产生自由基的同时会伴有光

子的产生。当加入 O 2 ·清除剂时，O 2 ·的生成受到

抑制，邻苯三酚自氧化过程受阻，产生的光子也会随

之减少。故通过用微弱发光仪测定反应过程中的光子数

的变化，就能推断清除剂对 O 2·的清除作用，并比较

不同提取物清除作用的大小，计算清除率。

图3 和图 4 为 70% 乙醇提取物和水提物在邻苯三酚

自氧化发光体系中的微弱发光扫描图，根据积分值的变

化计算清除率。然后由浓度和清除率的关系，可得出

不同溶剂提取物的IC50 值(见表 2)。由 IC50 值得出，对

超氧阴离子的清除能力的大小为水提物＞ 70% 乙醇提取

物＞甲醇提取物。

2.4 青钱柳的不同溶剂提取物对羟自由基清除能力的测

定

利用Fenton 反应产生羟自由基：H2O2+Fe2+=·OH

+OH － +Fe 3+，Fe2+ 与邻二氮菲生成红色配合物，加入提

取液后，减弱了·O H 对 F e 2 + / 邻二氮菲的氧化作用，

引起自由基的变化，即体系产生的光子数变化。故通

过测定反应过程中的光子数的变化，就能推断清除剂

对·O H 的清除作用，并比较不同清除剂清除作用的大

小，计算清除率。

图 5 和图 6 为 70% 乙醇提取物和水提物清除羟自由

基过程中的微弱发光扫描图，根据积分值的变化计算

清除率。由浓度和清除率的关系，可得出不同溶剂提

取物的 IC50 值(见表 3)。由 IC50 值得出，对超氧阴离子

的清除作用的大小为 70% 乙醇提取物＞水提物＞甲醇提

取 物 。

B H T ，但弱于 V C 。而丙酮、乙酸乙酯、氯仿、正

丁醇提取物的清除作用相对较弱。由图 1 可以得出不同

溶剂提取物的 IC50 值，结果见图 2。IC50 值越小说明抗

氧化性越强。可知青钱柳 70% 乙醇提物清除 DPPH 自由

基能力最强。
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图1    不同溶剂提取物对 DPPH 自由基的清除作用

Fig.1     Scavenging activities on DPPH· of different extracts
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图3    70% 乙醇提取物在邻苯三酚自氧化发光体系中的

发光动力学曲线

Fig.3     Chemiluminescence kinetics of 70% alcohol extract in
1,2,3-benzentriol auto-oxidation system
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图4     水提取物在邻苯三酚自氧化发光体系中的发光动力学曲线

Fig.4     Chemiluminescence kinetics of water extract in
1,2,3-benzentriol auto-oxidation system

表2    不同溶剂提取物清除超氧阴离子的 IC50值

Table 2     IC50 values of scavenging O2·of differen extracts

不同溶剂提取物 70% 乙醇提取 水提取 甲醇提取

IC50值(mg/ml) 0.55 0.04 0.65
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图2    不同溶剂提取物清除DPPH自由基的 IC50 值

Fig.2      IC50 values of scavenging DPPH· of different extracts
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2.5 乙醇提取物油脂抗氧化作用的测定

油脂的POV 值越大表明油脂的氧化程度越严重。由

图 7 可以看出，70% 乙醇提取物对油脂的氧化具有一定

抑制作用，并且浓度从1mg/ml 增加到4mg/ml 其抗氧化

性是逐渐增大的，但是相对于抗氧化剂 BHT 和 VE(浓度
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图5    70% 乙醇提取物清除羟自由基的发光动力学曲线

Fig.5     Chemiluminescence kinetics of scavenging·OH of 70%
alcohol extract
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图6    水提物清除羟自由基的发光动力学曲线

Fig.6     Chemiluminescence kinetics of scavenging·OH of water
extract

均为2mg/ml)的抗氧化活性较弱。

3 结  论

在 DPPH 自由基体系中，青钱柳提取液对 DPPH 自

由基有很好的清除作用，且其清除能力与浓度呈量效关

系，其清除能力的大小依次为：VC ＞ 7 0 % 乙醇提取物

＞水提物＞甲醇提取物＞正丁醇提取物＞丙酮提取物＞

乙酸乙酯提取物＞ BHT ＞氯仿提取物；在邻苯三酚自氧

化体系中，青钱柳提取液对超氧自由基也有很好的清除

能力，且与浓度呈量效关系，其清除能力的大小依次

为：水提物＞ 7 0 % 乙醇提取物＞甲醇提取物；在羟基

自由基体系中其清除能力的大小依次为：70% 乙醇提取

物＞水提物＞甲醇提取物；70% 乙醇提取物对油脂的氧

化具有一定抑制作用，其抗氧化能力与浓度呈相关变

化，但是弱于天然抗氧化剂 B H T 和 V E 。

由实验可知，青钱柳的抗氧化性比较高，具有天

然抗氧化剂的应用价值。这可能与其中含有黄酮类化合

物有关。黄酮类化合物具有的多酚结构，能够提供活

泼的质子，与自由基结合成较稳定的产物，因而有较

强的抗氧化作用[10]。易醒[11]等人已从青钱柳的醇提物中

分离出槲皮素、山柰酚和异斛皮苷等化合物。据王开

金[1 2 ]等人报道这些黄酮类成分都具有较强的抗氧化活

性。对青钱柳的抗氧化活性有待于更进一步的研究。
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表3    不同溶剂提取物清除羟自由基的 IC50值

Table 3      IC50 values of scavenging·OH of differen extracts

不同溶剂提取物 70% 乙醇提取 水提取 甲醇提取

IC50值(mg/ml) 0.038 0.049 0.075
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图7    70% 乙醇提取物对油脂抗氧化作用

Fig.7     Antioxidation activity of 70% alcohol extract of lard


