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［摘要］ 探讨了虎杖醇提物抗氧化及抑制多酚氧化酶的活性．采用 70%乙醇水溶液提取虎杖中的有效成分，以
化学发光法测定提取物对超氧阴离子自由基( O －·2 ) 、羟自由基( ·OH) 、过氧化氢( H2O2 ) 的清除作用; 以左旋多

巴为底物测定其抑制多酚氧化酶的活性．结果表明: 虎杖醇提物对超氧阴离子自由基、羟自由基和过氧化氢均具
有良好的清除作用，IC50值分别为 0. 82 mg /mL、0. 39 mg /mL和 0. 008 9 mg /mL，均优于对照品 Vc乙基醚; 对多酚
氧化酶活性抑制作用与浓度呈量效关系，IC50为 0. 14 mg /mL，优于对照品熊果苷．
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Abstract: The antioxidative activity and the polyphenoloxidase inhibitory activity of 70% alcohol extraction of Polygonum
cuspidatum Sieb． et Zucc． were investigated in this paper． Chemiluminescence method was employed to detect the free
radical scavenging activity against O －·2 ，·OH and H2O2，while L-DOPA was used as substrate for the determination of
polyphenoloxidase inhibitory activity． The results indicated the extraction exhibited a higher free radical scavenging activ-
ity against O －·2 ，·OH and H2O2 than VC ethylether，with an IC50 value of 0. 82 mg /mL，0. 39 mg /mL and 0. 008 9 mg /
mL，respectively． Compared with arbutin，the extraction also showed a higher polyphenoloxidase inhibitory activity than
arbutin，with an IC50 value of 0. 14 mg /mL，in a dose-dependent manner．
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虎杖为蓼科蓼属多年生灌木状草本植物虎杖( Polygonum cuspidatum Sieb． et Zucc． ) 的根及根茎，又名
斑根、斑杖等，主要含蒽醌类化合物、白藜芦醇、蓼苷、有机酸、葡萄糖苷等成分，为我国传统中药［1，2］，具有
祛风利湿、活血定痛、止咳化痰等广泛的药理作用，临床上用于治疗湿热黄疸、肺热咳嗽、关节痹痛、经闭经
痛、水火烫伤、跌打损伤、疮痈肿毒等［3，4］．
研究表明，机体中活性自由基如超氧阴离子自由基( O －·2 ) 、羟自由基( ·OH) 、过氧化氢( H2O2 ) 等是人

类疾病发生和衰老的重要原因［5］，因此寻找天然来源的抗氧化活性物质已成为近年来的研究热点之一．
中药中的抗氧化活性成分主要有黄酮类、多酚类、多糖类、皂苷类、鞣质类等，目前研究较多的主要集中在
黄酮类和多酚类物质［6］．虎杖乙醇提取物中主要成分是白藜芦醇，它属于芪三酚类成分，具有很好的抗氧
化活性［7］．多酚氧化酶广泛存在于动植物体内，是生物体合成黑色素的关键酶［8，9］．多酚氧化酶抑制剂在
医药、化妆品、食品和农业等领域有着广阔的应用前景［10］，广泛用于人体的色素障碍性疾病、恶性黑色素
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瘤和老年性痴呆等疾病的治疗［11］，以及水果蔬菜的保鲜［12］和作为食品添加剂．本文以化学发光法研究虎
杖提取物的抗氧化活性，同时检测其多酚氧化酶的抑制作用，为寻找天然来源的抗氧化剂、多酚氧化酶抑
制剂及其在食品和医药领域中的应用奠定基础．

1 材料与方法
1. 1 材料
虎杖饮片购于南京市传统中医门诊部，经中国药科大学余伯阳教授鉴定为蓼科植物虎杖 P． cuspida-

tum Sieb． et Zucc．
多酚氧化酶、左旋多巴、3 －氨基邻苯二甲酰肼( 鲁米诺) 购自 Sigma 公司; 对照品 Vc 乙基醚和熊果苷

由苏州珈侬生化有限公司提供; 其他试剂均为国产分析纯试剂．
1. 2 仪器

AL204 分析天平( 瑞士 Mettler Toledo公司) ，R －200 旋转蒸发仪( 瑞士 Buchi公司) ，HH －4 智能数显
恒温水浴锅( 南京科尔仪器设备有限公司) ，冷冻干燥机( 美国 Labconco 公司) ，A － 5080 型酶标仪( 奥地
利 Tecan公司) ，LUMIstar OPTIMA化学发光仪( 德国 BMG Labtech公司) ．
1. 3 方法
1. 3. 1 虎杖醇提取物的制备［13］

取 50g虎杖饮片，加入 300 mL 70%乙醇，静置 30min以润湿药材，加热回流提取 1h，趁热过滤．按同样
方法重复提取一次，合并提取液，用旋转蒸发仪回收溶剂后，冷冻干燥得冻干粉．
1. 3. 2 抗氧化活性测定
1. 3. 2. 1 化学发光仪器的参数设置

Measurement interval time: 1. 00 s
Emission filter: lens
Temperature: 25℃
Pump speed( 码 / s) : 420
Shaking time: 2 s．

1. 3. 2. 2 清除超氧阴离子自由基能力的测定［14］

采用邻苯三酚 －鲁米诺 －碳酸缓冲溶液发光体系．在 96 孔板中依次加入样品溶液 2 μL( 以相同量的
DMSO作为空白对照) 和 0. 001 mol /L 邻苯三酚溶液 4 μL，再由发光仪自动加入 0. 001 mol /L 鲁米诺 －
pH10. 2 碳酸缓冲溶液( 1∶ 2) 混合溶液 194 μL 启动反应，记录发光强度( Chemical Luminescence，CL) ，取
峰值计算清除率．
1. 3. 2. 3 清除羟自由基能力的测定
采用邻菲罗啉 － Cu2 + －抗坏血酸 － H2O2 体系． 在 96 孔板中依次加入样品溶液 10 μL( 以相同量的

DMSO作为空白对照) 和 0. 01 mol /L CuSO4 溶液 10 μL，0. 01 mol /L抗坏血酸溶液 4 μL，0. 01 mol /L邻菲罗
啉溶液 10 μL，15%H2O2 溶液 10 μL，再由发光仪自动加入 0. 10 mol /L硼砂 － 0. 20 mol /L硼酸( 8∶ 2) 混合
溶液 156 μL启动反应，记录发光强度( CL) ，取峰值计算清除率．
1. 3. 2. 4 清除过氧化氢能力的测定［15］

采用 H2O2 －鲁米诺 －碳酸缓冲溶液体系．在 96 孔板中依次加入样品溶液 10 μL( 以相同量的 DMSO

作为空白对照) 和 0. 15%H2O2 溶液 10 μL，再由发光仪自动加入 0. 001 mol /L鲁米诺 － pH9. 5 碳酸缓冲液
( 1∶ 17) 混合溶液 180 μL启动反应，记录发光强度( CL) ，用曲线下面积计算清除率．
1. 3. 2. 5 自由基清除率的计算［16］

根据发光强度( CL) 大小可以判断物质清除自由基的能力．自由基清除率用以下公式计算，以 Vc 乙基
醚作为阳性对照品．

自由基清除率( % ) = ( CL空白对照 － CL样品) /CL空白对照 × 100% ．
将样品从高浓度逐渐稀释，检测不同浓度样品对自由基的清除率，样品平行测定 3 次，建立量效关系，

计算自由基清除率为 50%时样品的浓度( IC50 ) ． IC50越小，表明样品清除自由基的能力越强．
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1. 3. 3 多酚氧化酶抑制活性测定［17］

在 96 孔板中，依次加入 0. 10 mol /L pH6. 8 的磷酸缓冲溶液 40 μL，样品溶液 40 μL( 以相同量的含
10%丙二醇的蒸馏水作为空白对照) ，200 U /mL 多酚氧化酶 40 μL，25℃下温育 10 min，再加入 5 mmol /L
LDOPA 40 μL，在 37℃下温育 10 min，迅速置于酶标仪中，在 475 nm下测定 OD值，以熊果苷为阳性对照．
样品对多酚氧化酶的抑制率按下式进行计算:

抑制率 /% =［( OD空白 － OD样品) /OD空白］× 100% ．
检测不同浓度样品对多酚氧化酶的抑制率，计算其半数抑制率( IC50 ) 并以此衡量样品对多酚氧化酶

的抑制作用． IC50越小，表明样品抑制多酚氧化酶的能力越强．

2 结果与分析
2. 1 虎杖醇提物清除超氧阴离子自由基的能力
虎杖醇提物清除超氧阴离子自由基的化学发光曲线显示( 图 1) ，在邻苯三酚 －鲁米诺 －碳酸缓冲液

( pH10. 2) 的发光体系中，化学发光值约在 60 s处出现最高峰，在 200 s后发光基本结束．
不同浓度虎杖醇提物对超氧阴离子自由基的清除作用结果显示( 图 2) ，虎杖醇提物能有效清除超氧

阴离子自由基，清除率随着提取物浓度增大而增大，浓度在 0. 2 mg /mL ～ 1. 0 mg /mL之间呈现很好的量效
关系，量效关系曲线为 y = 48. 47x + 10. 478，相关系数 R2 = 0. 984 6．虎杖醇提物的 IC50值为 0. 82 mg /mL，低
于 Vc乙基醚 IC50值 1. 26 mg /mL，表明虎杖醇提物清除超氧阴离子自由基的能力优于 Vc乙基醚．

2. 2 虎杖醇提物清除羟自由基的能力
虎杖醇提物清除羟自由基的化学发光曲线显示( 图 3) ，在邻菲罗啉 － Cu2 + －抗坏血酸 － H2O2 发光体

系中，化学发光值约在 20 s ～ 40 s处出现最高峰，随提取物浓度增大，峰值出现越晚，在 140 s 后发光基本
结束．
不同浓度虎杖醇提物对羟自由基的清除作用结果显示( 图 4) ，虎杖醇提物能有效清除羟自由基，其清

除率随着提取物浓度增大而增大，浓度在 0. 1 mg /mL ～ 0. 8 mg /mL之间呈现很好的量效关系，量效关系曲
线为 y = 56. 414x + 27. 908，相关系数 R2 = 0. 962 3． 虎杖醇提物的 IC50值为 0. 39 mg /mL，低于 Vc 乙基醚
IC50值( 0. 48 mg /mL) ，表明虎杖醇提物清除羟自由基的能力优于 Vc乙基醚．
2. 3 虎杖醇提物清除过氧化氢的能力
虎杖醇提物清除 H2O2 的化学发光曲线显示( 图 5) ，H2O2 －鲁米诺 －碳酸缓冲溶液( pH9. 5 ) 发光体

系是一个不出峰的体系，在 400 s后发光基本结束．
不同浓度虎杖醇提物对 H2O2 的清除作用结果显示( 图 6) ，虎杖醇提物能有效清除 H2O2，其清除率随

着提取物浓度增大而增大，浓度在 0. 001 mg /mL ～ 0. 015 mg /mL之间呈现很好的量效关系，量效关系曲线
为 y = 4840. 4x + 6. 684 8，相关系数 R2 = 0. 951．虎杖醇提物的 IC50值为 0. 008 9 mg /mL，低于 Vc乙基醚 IC50
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值( 0. 015 mg /mL) ，表明虎杖醇提物清除 H2O2 的能力优于 Vc乙基醚．

2. 4 虎杖醇提物对多酚氧化酶的抑制作用
不同浓度的虎杖醇提物对多酚氧化酶的抑制作用结果显

示( 图 7) ，虎杖醇提物对多酚氧化酶的抑制作用随着虎杖醇提
物浓度增大而增大，浓度在 0. 1 mg /mL ～ 1 mg /mL 之间呈现很
好的量效关系，量效关系曲线为 y = 38. 95x + 44. 268，相关系数
R2 = 0. 981 8．虎杖醇提物的 IC50值为 0. 14 mg /mL，低于熊果苷
IC50值( 0. 18 mg /mL) ，表明虎杖醇提物对多酚氧化酶抑制活性
优于熊果苷．

3 小结
自由基和抗氧化剂研究已成为近年来医药领域的研究重

点，特别是挖掘天然植物中的抗氧化剂在抗衰老及治疗与自由

基相关的疾病方面具有非常重要的意义． 目前，对抗氧化研究
常用的方法有二苯代苦味酰基自由基( DPPH) 法、硫代巴比妥酸( TBA) 法、Fe3 +还原 /抗氧化能力( FRAP)
法［18］等．但由于中药提取物常常具有较深的颜色，因此使得上述 3 种基于显色反应的抗氧化方法的应用
受到限制．化学发光法具有灵敏度高、线性范围宽、分析速度快及仪器设备简单等优点，被广泛应用于抗氧
化活性药物的研究和筛选［19］．应用化学发光法研究中药提取物的抗氧化作用，可以有效避免中药提取物
颜色的干扰，使研究结果更加真实可靠．本实验中化学发光仪是采用 96 孔酶标板进行测定的，可以同时测
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定多种样品，试剂使用量小、简单快速、灵敏度高、重复性好．本实验中虎杖 70%乙醇提取物具有显著的抗
氧化和抑制多酚氧化酶的作用，抗氧化作用清除超氧阴离子自由基( O －·2 ) 、羟自由基( ·OH) 、过氧化氢
( H2O2 ) 的 IC50值分别为 0. 82 mg /mL、0. 39 mg /mL和 0. 008 9 mg /mL，活性均优于对照品 Vc 乙基醚，其对
过氧化氢的清除作用尤其显著．多酚氧化酶抑制剂在美白化妆品行业中应用广泛，现在已有很多的多酚氧
化酶抑制剂应用于美白化妆品添加剂．因此从天然药用植物中筛选高效、低毒、价廉的美白活性成分具有
良好的前景．本实验同样采用 96 孔酶标板进行反应和测定，与传统的紫外分光光度法相比，具有方法简
便、可同时测定多种样品的优点．本实验中虎杖醇提物抑制多酚氧化酶的 IC50值为 0. 14 mg /mL，活性优于
对照品熊果苷．本文实验结果表明该虎杖醇提物是一种非常有潜力的天然抗氧化剂及多酚氧化酶抑制剂，
为虎杖在医药、保健品、化妆品及食品行业中的应用奠定了良好的基础．
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