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新疆两色金鸡菊提取物体外清除自由基活性研究 

乔克宁 ，王 露 ，冶晓童 ，冯玉洁 ，任盟乔 ，姚新成 ， 

(石河子大学 a．药学院；b．新疆特种植物药资源重点实验室，新疆 石河子 832000) 

摘 要：以乙醇为溶剂，采用超声波辅助提取新疆两色金鸡菊．提取物经不同极性溶剂进行萃取，获得不同极 

性溶剂提取物．同时考察这些提取物在体外清除 DPPH、ABTS 、羟自由基( OH)和超氧 自由基( 0 一)的能力．结 

果显示 ，新疆两色金鸡菊氯仿提取物、乙酸乙酯提取物和正丁醇提取物清除 DPPH的能力(SC 。)依次是(7．6×10。土 

4．02)t~g／mL、(1．75×10 士3．64)g．g／mL、(1．34×10 -+-2．75)~g／mL和(2．28×10。±4．64)bLg／mL；清除 ABTS 

自由基的能力(SC50)依次是(4．53×10。±6．37)ttg／mL、(1_26×10 土2．97)t~g／mL、(90．72士3．16)>g／mL和 

(1．28×10 士5．78)／lg／mL；清除 0H 自由基的能力 (SC50)依 次是 (3．86×10。士5．79) g／mL、(14．49±0．576) g／ 

mL、(13。8O±0．672)gg／mL和(22．41±1．13)~g／mL．在不同自由基清除体系中，与阳性对照维生素 C和叔丁基对 

羟基茴香醚相比，新疆两色金鸡菊不同极性溶剂提取物表现出强弱不同的自由基清除能力． 
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中图分类号 ：R9 文献标志码 ：A 

两色金鸡菊(Coreopsis tinctoria Nutt．)为菊科金鸡菊属、蛇目菊种一年生草本植物．在新疆，两色金鸡 

菊的干燥头状花序又被称为“雪菊”、“昆仑雪菊”、“昆仑血菊”、“天山雪菊”．该植物主要生长在新疆和 田昆仑 

山区、天山山区海拔 1500~3000 m的高寒山地．当地维吾尔族居民称其为古丽恰尔(Gulqai)，常采集其新鲜 

头状花序浸泡当花茶饮用，是维吾尔族民间世代传承下来的一种养生、保健的天然植物．新疆维吾尔医院也 

将其作为一种维吾尔药材使用，具有清热解毒、活血化瘀、和胃健脾之功效_1]．用其头状花泡茶饮，可治疗燥 

热烦渴、高血压、心慌、胃肠不适、食欲不振等病症．研究表明，两色金鸡菊富含黄酮类、多酚类、多糖、皂苷类、 

氨基酸 、挥发油 、多种微量矿物质元素等化学成分 ，具有较高的食用价值 ]．现代药效学研究表 明，新疆两色 

金鸡菊茶具有优异的降血压、降血糖和调解血脂等保健功能_3 ]．本研究通过对新疆两色金鸡菊不同极性溶 

剂提取物清除自由基活性的考察，探索其多样的生物活性，为综合利用新疆两色金鸡菊植物资源、开发具有 

新疆区域特色的营养保健食品提供科学依据． 

1 实验部分 

1．1 仪器 

uV一2o41PC紫外分光光度仪(日本岛津)；BP211D十万分之一电子分析天平(北京 Sartorius)；SHZ—D 

(HI)循环水式真空泵(巩义市英峪予华仪器厂)；TP300超声波提取器(北京天鹏电子新技术有限公司)；旋 

转蒸发仪 RE一2000(上海亚荣生化仪器厂)；Quorum K75OX冷冻干燥仪(英国)；5～1000 L量程手动移液 

器(苏州百得仪器有限公司)． 

1．2 试剂和试药 

2 2 联氮双(3一乙基苯并噻唑啉一6一磺酸)(2，2 一azinobis(3一ethylbenzthiazoIine一6一sulphonic acid，ABTs) 
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和 2，2’一二苯基一卜苦 味酰 基苯肼 (2，2’一diphenyl一1一picrylhydrazyl，DPPH)购 自 Sigma公 司；EDTA-2Na 

(Ethylene diamine tetraacetic acid disodium salt)；维生素 C(Ascorbic acid)；叔丁基对羟基茴香醚(Butylat— 

ed hydroxyaniso1e，BHA)；乙醇等各种化学试剂均为分析纯(购于国药集团化学试剂有限公司)；水为去离子 

纯净水． 

1．3 材料 

两色金鸡菊购于新疆和田地区策勒县努尔乡昆仑山区高海拔种植区(2013年 11月)，经石河子大学药 

学院李鹏副教授鉴定为菊科金鸡菊属一年生草本植物蛇目菊的干燥头状花序． 

1．4 不同极性溶剂提取物的制备 

干燥的两色金鸡菊研碎，过 20目筛．采用经响应面法优化超声波提取工艺条件 ：液料比21：1，乙醇浓 

度为 5O ～70 9／6，超声波提取 20 rain(功率为 250 w)，提取 3次．提取物经减压浓缩回收溶剂，得浸膏．浸膏 

分散于水中(按重量体积比1：5)，分别依次以水的等体积石油醚、氯仿、乙酸乙酯、水饱和正丁醇进行萃取． 

各极性溶剂萃取物经减压浓缩，得石油醚提取物、氯仿提取物、乙酸乙酯提取物和正丁醇提取物．另称取两色 

金鸡菊适量，以去离子水为溶剂，液料比21：1进行超声波提取．提取物减压浓缩得水提取物．除石油醚提取 

物外，其他提取物低温冷冻干燥，供实验用． 

1．5 不同极性溶剂提取物清除自由基能力分析 

1．5．1 清除 DPPH 自由基活性 

用无水乙醇溶解各提取物，配制成不同质量浓度的样品溶液．取不同质量浓度(5，10，20，40，50，75， 

100>g／mL)的样品溶液 0．40 mL，加人 3．6 mL DPPH(O．2 mmol／L)，强烈摇震后在黑暗中静置 30 rain，然 

后在 一5l7 nm处测定吸光度__5]．以维生素 C、叔丁基对羟基茴香醚为阳性参照物，每份样品平行操作 3次． 

样品对 DPPH的清除能力(Radical scavenging activity，RsA)用公式表示为：RSA一(A。一Ai)／A。× 

100 ．其中，A。表示 DPPH与溶剂混合液的吸光度；A 表示 DPPH与样品反应后的吸光度，并确定 SC 。值 

(清除率达到 50 时所需样 品浓度)． 

1．5．2 清除 ABTS 自由基活性 

将 7．9 mg ABTS和1．37 mg过硫酸钾混合水溶液定容至 2．O8 mL．在室温、避光条件下静置 16 h，形成 

ABTS 自由基储备液．使用前用无水乙醇稀释成工作液．取不同质量浓度(5，10，2O，4O，50，75，100~g／mL) 

的样品溶液 0．3 mL，加入 2．7 mL ABTS 工作液为样品组；另取 0．3 mL无水乙醇加 2．7 mL ABTS 工作 

液，混合，在 3O℃下反应 30 rain后，作为空白对照，于 一734 nm波长处测定吸光度A值 ]．以维生素 C、叔 

丁基对羟基茴香醚为阳性参照物，每份样品平行操作 3次．计算公式同DPPH． 

1．5．3 清除羟自由基( OH)活性 

取不 同质量浓度 (5，10，2O，40，50，75，100／~g／mL)的样 品溶液 1．0 mL，加入 0．5 mL硫 酸亚铁溶液 

(8 mmol／L)和0．8 mL双氧水(6 mmol／L，3O )，再加入 0．5 mL的蒸馏水，最后加入 0．2 mL的水杨酸钠 

溶液(20 mmol／L)．在37℃水浴 1h后，在 一532 nm处测定吸光度口]．以蒸馏水代替样品作为空白，以维生 

素 C、叔丁基对羟基茴香醚作为阳性对照．每份样品平行操作 3次．计算公式同DPPH． 

1．5．4 清除超氧阴离子( O )活性 

取 pH8．2的50 mmol／L Tris盐酸缓冲液 4．5 mL于试管中，置 25℃水浴预热 20 min后，加入一定浓 

度供试液 0．5 mL，再加入 45 mmol／L邻苯三酚盐酸溶液 lO L，25℃水浴反应，以加入邻苯三酚的瞬间开 

始计时，每隔 30 S于 一325 nm波长处测定吸光度值，共测 6 min_8]．以蒸馏水代替样品作为空白对照．每份 

样品平行操作 3次． 

计算方法：邻苯三酚自氧化速率常数(K )由吸光度值(A)与反应时间之间的线性回归方程系数来获得． 

较低的K 值表明样品具有较高的清除 o 的能力． 

1．6 提取物清除各种 自由基的能力(SC o) 

SC5o(50 concentration of scavenging activity)计算：以样品 ln c为横坐标，自由基清除率为纵坐标，进 

行 In C～自由基清除率最小二乘法回归，获得回归方程．根据回归方程计算出各样品 5O 清除率时所需的 

样品质量浓度． 
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1．7 统计分析 

所有实验平行重复 3次，清除自由基能力数值表示为均值(means)--4-_标准偏差(SD)．采用 SPSS10．0分 

析软件进行统计学处理．测定结果间均数比较采用 one-way ANOVA分析，统计结果间 P<0．05认为具有 

显著性差异． 

2 结果与分析 

2．1 清除 DPPH 自由基活性 

图 1结果可以看出，在低质量浓度 5和 10 t~g／mL时，氯仿提取物、乙酸乙酯提取物和正丁醇提取物清 

除 DPPH自由基的能力明显高于阳性对照维生素 C和叔丁基对羟基茴香醚；当质量浓度>4O t~g／mL时，乙 

酸乙酯提取物和正丁醇提取物具有明显的清除DPPH 自由基的能力，但低于阳性对照维生素 C和叔丁基对 

羟基茴香醚；在 20～100 t~g／mL的范围内，氯仿提取物和水提物均表现出较弱的清除 DPPH自由基能力． 

2．2 清除 ABTS 自由基活性 

图 2结果可以看出，在低质量浓度 5 mg／mL和 10 t~g／mL时，氯仿提取物表现出较强的清除 ABTS 自 

由基的能力，且明显高于阳性对照维生素 C和叔丁基对羟基茴香醚；当质量浓度>20 t~g／mL时，乙酸乙酯、 

正丁醇和水提取物具有明显清除 ABTS 自由基的能力；清除能力高于或等同于阳性对照叔丁基对羟基茴 

香醚，但明显低于阳性对照维生素 C． 
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图l不同极性溶剂提取物清除DPPH自由基的能力 
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图2不同极性溶剂提取物清除ABTS 自由基的能力 

2．3 清除羟 自由基( oH)活性 

图 3结果可以看出，除氯仿提取物外，在质量浓度 5～100 t~g／mL的范围内，乙酸乙酯、正丁醇和水提取 

物均表现出较强清除 OH 自由基的能力，各提取物清除能力高于或等同于阳性对照叔丁基对羟基茴香醚， 

但明显低于对照维生素 C． 

2．4 清除超氧阴离子( O：一)活性 

图 4结果可以看出，在抑制邻苯三酚自氧化产生 o 自由基的反应体系中，各提取物均表现出具有一 

定程度的抑制 OF自由基的产生(优于空白对照组)；其中水提物表现出较强清除 o 自由基的能力． 

表 1 两色金鸡菊提取物抑制邻苯三酚 自氧化能力 

注：不同测定值上方不同字母(a--c)表示组间均数间有显著性差异(P<O．05)． 

上表结果可以看出，在清除 O 自由基的产生方面，各提取物均能一定程度的抑制 O 一自由基的产 

生(抑制邻苯三酚 自氧化速率常数 K 值均小于空白对照组，且有显著性差别)；其中氯仿提取物和乙酸乙酯 

提取物的K 值无显著性差别(P>0．05)；水提取物具有较强清除 o 自由基的能力，其 K 值与阳性对照 

维生素 C和叔丁基对羟基茴香醚值间无显著性差别(P>0．05)． 

∞ 踟 ∞ ∞ 加 0 

96＼辟 蜒醐丑皿∽ 篁 
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图4 小同极性溶剂提取物抑制邻苯三酚自氧化能力 

2．5 不同极性溶剂提取物清除各种 自由基的能力 (SC 。)的比较分析 

由上述实验结果，根据 SC 。的计算方法，统计求出各提取物在不同反应体系中对各种自由基清除能力． 

结果见表 2． 

表 2 两色金鸡 菊不同极性溶剂提取物对不 同自由基 的清除能力 (SC5o：ptg·mL-1) 

注：l司一列不 I司测定值上方不同字母(a—f)表不组I司均数I司有显著性差异(P<O．05)． 

上表结果可以看出，在清除 DPPH 自由基能力方面，各提取物对 DPPH 自由基的清除能力显著不同 

(P<O．05)，其清除能力由大到小依次为：维生素 C，叔丁基对羟基茴香醚，正丁醇提取物，乙酸乙酯提取物， 

水提取物，氯仿提取物．在清除 ABTS 自由基能力方面，BE表现出较强的清除能力，各提取物清除能力大 

小依次为：维生素c，正丁醇提取物，乙酸乙酯、水提取物、叔丁基对羟基茴香醚，氯仿提取物．在清除 0H 自 

由基能力方面，正丁醇和乙酸乙酯提取物表现出较强的清除能力，各提取物清除能力由大到小依次为：维生 

素 c、叔丁基对羟基茴香醚，正丁醇和乙酸乙酯提取物，水提取物． 

3 讨 论 

新疆两色金鸡菊 中富含大量的查尔酮类 (马里苷 、奥卡宁、金鸡菊苷)、二氢黄酮类 (黄诺马苷)、黄酮醇类 

(芦丁、槲皮素、山柰酚～3一O—I3一D一葡萄糖苷)等多种黄酮类成分；同时含有咖啡酸、绿原酸、1，3一二咖 

啡酰奎宁酸等苯丙素类成分 ．这些具有多羟基类的化合物是产生清除自由基的重要物质基础，也是新 

疆两色金鸡菊产生系列生物活性的物质成分 ． 

曹燕等先用 乙醇 回流提取两色金鸡菊，提取物经 D一101大孔 吸附树脂吸附后，分别用水 、1O％、3O 、 

5O 、70 和 95 的乙醇进行洗脱，收集洗脱液，经干燥后得各种洗脱物．其中 5O 乙醇洗脱物对各种自由 

基具有较好的清除作用．11 韩国 Woo等研究了韩国产金鸡菊提取物的抗氧化活性，结果显示金鸡菊的乙酸 

乙酯提取物具有较强的清除 DPPH 和 ABTS 的能力．1 ” 

本实验采用不同极性溶剂提取物分别}贝4试清除 DPPH，ABTS ， OH和 o 自由基的能力．结果表 

明，各提取物在不同自由基产生的体系中表现出不同的自由基清除能力．水提取物表现出较强清除 OZ自 

由基的能力；而正丁醇提取物和乙酸乙酯提取物表现 出较强清除 DPPH，ABTS 一和 OH 自由基的能力．该 

∞ 踟 ∞ ∞ 0 
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结果也说明提取物清除某种自由基的能力一方面与提取物中的化学物质成分有关，另一方面也与实验过程 

中选择的化学反应体系有关．因此，在考察样品清除自由基的能力时，要多建立几种实验模型，综合分析比较 

才能得到正确的结论． 
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In vitro Free Radicals Scavenging Activities of Extracts from 

Coreopsis Tinctoria Flowering Tops in Xinj iang 

QIAO Kening ，WANG Lu ，YE Xiaotong ，FENG Yuj ie ，REN Menqiao ，YAO Xincheng ， 

(a．School of Pharmacy；b．Key Laboratory of Xinjiang Endemic Phytomedicine 

Resources．Shihezi University，Shihezi 832000，China) 

Abstract：The Coreopsis tinctoria flowering tops(CTF)in Xinjiang was extracted with ethanol by ultrasonic—assisted 

extraction．The crude alcoholic extract was concentrated and suspended in distilled water，and defatted with petroleum ether． 

The aqueous layer was successively extracted with chloroform，ethyl acetate，and n-butano1．Forethmore。the radicals scaven～ 

ging activities of the CTF extracts were investigated through DPPH ，ABTS， OH and O2一assays．The results showed that 

the chloroform extract(CE)，ethyl acetate extract(EAE)and n—butanol extract(BE)for DPPH radical scavenging activities 

(SC5o)of 7．6×10。土 4．O2，1．75×10 ± 3．64，1．34×10 土 2．75，2．28×10 士 4．64 ug／mL，respectively．The CE，EAE 

and BE for ABTS radica1 scavenging activities(SC5o)of 4．53×10。± 6．37，1．26×1O。± 2．97，9O．72± 3．16，1．28× 1O。± 

5．78 ug／mL，respectively．The CE，EAE and BE for OH radical scavenging activities(SC5o)of 3．86×10。± 5．79，14．49± 

0．576，(13．80± 0．672)and(22．41士 1．13)Fg／mL，respectively．The extracts of CTF showed different radical_scavenging 

capacity，which compared with vitamin C and butylated hydroxyanis01e(BHA)in different radical scavenging system． 

Keywords：Coreopsis tinctoria Nutt．；various solvent extracts；free radical—scavenging activity 


