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摘要:为探究虎杖根 ６ 种不同溶剂提取物的抗氧化活性ꎬ利用 １ꎬ１－二苯基－２－三硝基苯肼(ＤＰＰＨ)自由基清除法、２ꎬ２－二
氮－双(３－乙基苯并噻唑－６－磺酸)铵盐(ＡＢＴＳ)自由基清除法和总还原力检测法对 ６ 种不同溶剂虎杖根提取物进行抗氧化能

力评价ꎮ 选用抗氧化活性较强的 ９５％乙醇提取物进行细胞层面内源性抗氧化能力的研究ꎬ评价其对抗氧化基因 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＨＯ－１ 的调控作用ꎮ 结果表明ꎬ相较于其他 ５ 种提取物ꎬ９５％乙醇提取物的抗氧化能力最强且具有最高的多酚含量ꎮ ９５％
乙醇提取物可显著增加 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＨＯ－１ 等抗氧化基因的表达ꎮ ９５％虎杖根乙醇提取物具有较好的抗氧化活性ꎬ具有开

发成为天然抗氧化剂的潜力ꎮ
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向为天然产物的药理活性与机制评价、Ｎｒｆ２ 与氧化应激及能量代谢等ꎬｙａｎｇｓｉｍｉｎ＠ ｂｉｐｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 虎杖根(Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ Ｓｉｅｂ.ｅｔ Ｚｕｃｃ.)别
名酸筒杆、酸桶芦、大接骨、斑庄根ꎬ是一种生长在亚

洲和北美的传统中草药[１]ꎬ具有祛风利湿、散瘀定

痛、止咳化痰等功效ꎬ常用于关节痹痛、湿热黄疸、经
闭、症瘕、水火烫伤、跌扑损伤、痈肿疮毒、咳嗽痰多

等的治疗[２]ꎮ 虎杖中含多种生物活性成分ꎬ尤其富

含蒽醌类、二苯乙烯类、黄酮类等[３]ꎮ 其中大黄素、
大黄素甲醚等蒽醌类成分具有良好的抗炎[４]、抗肿

瘤[５] 等作用ꎻ白藜芦醇、虎杖苷等酚类成分在抗

炎[６－７]、抗病毒[８]、抗氧化[９－１０]、抗肿瘤[１１－１２]、神经

保护[１３]等方面显示出良好的药理作用ꎮ
正常情况下ꎬ机体内存在天然的抗氧化系统ꎬ使

自由基的产生和清除处于动态平衡中ꎬ保护细胞结

构和功能完整ꎮ Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 信号通路是机体防御氧

化应激的重要机制ꎬ研究表明ꎬ核转录相关因子－２
(Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ２ꎬＮｒｆ２)受到

应激后会进入细胞核ꎬ识别并结合抗氧化反应元件

(ＡＲＥ)上的相应序列ꎬ启动下游基因特别是抗氧化

􀅰８２１􀅰



２０２４ 年 ４ 月 秦小桐等:虎杖根不同溶剂提取物的抗氧化活性研究

基因ꎬ进而提高细胞应对氧化应激的能力ꎬ产生细胞

保护作用ꎮ Ｎｒｆ２ 可作为维持细胞内氧化还原稳态

的中枢调节者[１４]ꎬ通过诱导血红素加氧酶－１(ＨＯ－
１)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)等

抗氧化酶的表达发挥抗氧化作用[１５]ꎮ
笔者采用 １ꎬ１－二苯基－２－三硝基苯肼(ＤＰＰＨ)

自由基清除、２ꎬ２－二氮－双(３－乙基苯并噻唑－６－磺
酸)铵盐(ＡＢＴＳ)自由基清除和总还原力检测法对

虎杖根 ９５％乙醇、６０％乙醇、正丁醇、水、乙酸乙酯和

石油醚 ６ 个不同极性溶剂提取物的抗氧化活性进行

研究并测定其总酚含量ꎬ进一步选用 ９５％乙醇提取

物对抗氧化相关基因 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＨＯ－１ 的表达

调控进行研究与分析ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

虎杖根药材ꎬ产地东北ꎻ１ꎬ１－二苯基－２－三硝基

苯肼(ＤＰＰＨꎬ批号 Ｍ８ＧＺＪ－ＥＴ)ꎬ梯希爱化成工业发

展有限公司生产ꎻ２ꎬ２′－联氮双(３－乙基苯并噻唑

啉－６－磺酸)铵盐(ＡＢＴＳꎬ批号 Ａ０８０７Ａ)、没食子酸

标准品(批号 Ａ０５３０Ａ)、福林酚(批号 ＭＯ５１９Ｃ)、无
水碳酸钠(批号 Ｓ０９１４Ａ)ꎬ大连美仑生物技术有限

公司生产ꎻ过硫酸钾(批号 １５０３１８)ꎬ北京偶合科技

有限 公 司 生 产ꎻ Ｌ － 抗 坏 血 酸 标 准 品 ( 批 号

２０１３０８０１)ꎬ国药集团化学试剂有限公司生产ꎻ三氯

化铁(批号 Ｃ２２０９４９３)、铁氰化钾(批号 Ｈ２２１７５０６)、
三氯乙酸(批号 Ｊ２２０９５３２)、二甲基亚砜(ＤＭＳＯꎬ批
号 Ｄ１０３２７７－５００ｍＬ)ꎬ阿拉丁生产ꎻ无水乙醇(分析

纯ꎬ批 号 ２０２１０１０８ )、 乙 酸 乙 酯 ( 分 析 纯ꎬ 批 号

２０２１０４０１)、正丁醇(分析纯ꎬ批号 ２０２１０２１８)、石油

醚(分析纯ꎬ批号 ２０１９０８１０)ꎬ福晨(天津)化学试剂

有限公司生产ꎻ甲醇(色谱纯ꎬ批号 Ｌ５１０Ｘ２９)ꎬ北京

百灵威科技有限公司生产ꎻ磷酸缓冲液(ｐＨ ＝ ７􀆰 ４ꎬ
批 号 ０３􀆰 １５０１８Ｃ )、 ＤＭＥＭ ( Ｈｉｇｈ Ｇｌｕｃｏｓｅꎬ 批 号

０３􀆰 １００６Ｃ)、０􀆰 ２５％胰酶溶液(含 ＥＤＴＡꎬ含酚红ꎬ批
号 ０３􀆰 １３００５Ａ)、 青 链 霉 素 混 合 液 ( １００Ｘꎬ 批 号

０３􀆰 １２００１Ａ)、特级胎牛血清(ＦＢＳꎬ批号 ０３􀆰 Ｕ１６００１ＤＣ)ꎬ
亿奥邦生物科技有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 仪器与设备

酶标仪ꎬ美国伯腾仪器有限公司生产ꎻＳＣＩＥＮＴＺ－
５０Ｆ 型冷冻干燥机ꎬ宁波新芝生物技术股份有限公

司生产ꎻ旋转蒸发仪ꎬ郑州长城科工贸有限公司生

产ꎻＫＱ－５００Ｅ 型超声波清洗器ꎬ昆山市超声仪器有

限公司生产ꎻ３Ｋ １５ 型高速冷冻离心机ꎬ曦玛离心

机(扬州)有限公司生产ꎻ多功能粉碎机ꎬ永康市红

太阳机电有限公司生产ꎻＤＫ－９８ⅡＡ 型电热恒温

水浴锅ꎬ天津市泰斯特仪器有限公司生产ꎻＣＦＸ９６
型实时定量荧光 ＰＣＲꎬ伯乐生命医学产品有限公

司生产ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 虎杖根提取物的制备

取适量虎杖根药材放入粉碎机中进行粉碎ꎬ将
粉碎后的虎杖根粉末分别用体积分数为 ９５％乙醇、
６０％乙醇、乙酸乙酯、石油醚、正丁醇、纯化水 ６ 种不

同极性的溶液进行提取ꎬ料液比为 １ ∶１０(ｇ / ｍＬ)ꎬ抽
滤得到滤液ꎬ浓缩、冻干ꎬ得到不同极性溶剂的虎杖

根提取物样品粉末并保存备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定

ＤＰＰＨ 自由基清除的测定参考文献[１６]中所述

的方法并稍作修改ꎮ 准确称取 ９􀆰 ８６ ｍｇ ＤＰＰＨ 固体

粉末于 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加 ２５ ｍＬ 甲醇配置成浓度

为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＤＰＰＨ 储备液ꎬ避光保存备用(包上

锡箔纸)ꎮ 分别配制质量浓度为 ２、１、０􀆰 ５、０􀆰 ２５、
０􀆰 １２５ ｍｇ / ｍＬ 提取物溶液进行检测ꎬ配制相同质量

浓度的 Ｌ－抗坏血酸(ＶＣ)水溶液作为阳性对照ꎮ 在

９６ 孔板中分别加入 ５０ μＬ 的待测样品和 １５０ μＬ 的

ＤＰＰＨ 溶液混合均匀后室温避光放置 ３０ ｍｉｎꎬ分别

以 ５０ μＬ ＶＣ 样品和 １５０ μＬ 的甲醇溶液作为阳性对

照组及 ５０ μＬ 待测样品和 １５０ μＬ 的甲醇溶液作为

样品对照组做相同处理ꎬ于 ５１７ ｎｍ 处测定吸光值ꎮ
用蒸馏水代替待测样作空白对照ꎮ 其清除率的计算

式为:
清除率(％) ＝ {[Ａ０ － (Ａｉ － Ａｊ)] / Ａ０} × １００％ (１)

式中:Ａｉ 为样品组的吸光值ꎻＡ ｊ 为样品对照组的吸

光值ꎻＡ０ 为空白组的吸光值ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＡＢＴＳ 自由基清除能力测定

ＡＢＴＳ 自由基清除的测定参考文献[１７]中所述

的方法并稍作修改ꎮ 准确称取 １２ ｍｇ ＡＢＴＳ 溶于

３􀆰 ２ ｍＬ 的纯化水中ꎬ避光备用ꎻ准确称取 ２ ｍｇ 过硫

酸钾溶液溶于 ３ ｍＬ 的纯化水中ꎬ避光备用ꎻ各取

５００ μＬ 进行混合ꎬ避光反应 ８ ｈ 后用 ＰＢＳ 稀释 ３５
倍制得 ＡＢＴＳ 工作液ꎬ避光备用ꎮ 提取物溶液和 ＶＣ
溶液配制方法同“ＤＰＰＨ 自由基清除率的测定”中的

配制方法ꎮ 在 ９６ 孔板中分别加入 １０ μＬ 的待测样

品和 ２００ μＬ 的 ＡＢＴＳ 溶液混合均匀ꎬ分别以 １０ μＬ
ＶＣ 样品和 ２００ μＬ 的 ＰＢＳ 溶液作为阳性对照组及

􀅰９２１􀅰



现代化工 第 ４４ 卷第 ４ 期

１０ μＬ 待测样品和 ２００ μＬ 的 ＰＢＳ 溶液作为样品对

照组做相同处理ꎬ于 ７３４ ｎｍ 处测定吸光值ꎮ 用蒸馏

水代替待测样作为空白对照ꎮ 其清除率的计算如式

(１)所示ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 总还原力清除测定

总还原力清除的测定参考文献[１８]中所述方

法并稍作修改ꎮ 分别配置 １％铁氰化钾溶液、１０％三

氯乙酸溶液、０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲溶液、０􀆰 １％三氯化

铁溶液待用ꎮ 提取物溶液和 ＶＣ 溶液配制方法同

“ＤＰＰＨ 自由基清除率的测定”的配制方法ꎮ 吸取样

品提取液 １ ｍＬ 于 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ分别向各离心管

中依次加入 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲溶液 ２􀆰 ５０ ｍＬ、１％
铁氰化钾溶液 ２􀆰 ５０ ｍＬꎬ混合均匀后在 ５０℃水浴锅

中恒温反应 ２０ ｍｉｎꎬ取出冷却至室温ꎻ加入 １０％三氯

乙酸溶液 ２􀆰 ５０ ｍＬꎬ用离心机离心 ５ ｍｉｎꎬ转速为

５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎮ 取上清液 ２􀆰 ５０ ｍＬꎬ依次加入无水乙

醇 ２􀆰 ５０ ｍＬ、０􀆰 １％三氯化铁溶液 ０􀆰 ５０ ｍＬꎬ混匀ꎬ于
７００ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 用蒸馏水代替待测样作为

空白对照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 总酚含量的测定

总酚含量的测定参照文献[１９]中所述的方法

并稍作修改ꎮ 以没食子酸作为标准品ꎬ精确称取

２ ｍｇ 没食子酸粉末于 １０ ｍＬ 的容量瓶中ꎬ用蒸馏水

定容至刻度得到标准储备液ꎮ 准确吸取没食子酸标

准储备液 ０、２０、４０、６０、１００、２００、３００、４００、５００ μＬ 分

别置于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ用 ６０％乙醇溶液配制成

质量浓度为 ０、４、８、１２、２０、４０、６０、８０、１００ ｍｇ / Ｌ 的标

准溶液ꎮ 分别移取上述质量浓度的没食子酸溶液

１００ μＬ 于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ 加入福林酚试剂

２５０ μＬꎬ摇匀ꎻ加入质量分数为 １５％的 Ｎａ２ＣＯ３ 溶液

２５０ μＬꎬ 蒸 馏 水 定 容 至 刻 度ꎬ 摇 匀ꎮ ４０℃ 水 浴

６０ ｍｉｎꎬ静置冷却 ２０ ｍｉｎ 后于 ７７８ ｎｍ 处测定吸光度

值ꎮ 选用体积分数为 ６０％的乙醇溶液作为溶剂ꎬ将
待测样品提取物配制成合适浓度后ꎬ按上述步骤进

行检测ꎮ 没食子酸的质量浓度为横坐标、所测得吸

光度值为纵坐标拟合标准曲线ꎬ其回归方程为 ｙ ＝
７􀆰 ８５５ ２ｘ－０􀆰 ００２ ５ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 细胞相对存活率的测定

细胞相对存活率的测定参照文献[２０]中所述

的方法并稍作修改ꎮ 取处于对数生长期的 ＨａＣａｔ 细
胞制成单细胞悬液ꎬ按 ８×１０４ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 的密度接种

于 ９６ 孔板中ꎬ在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 环境下培养过夜后ꎬ
用不同浓度的虎杖根和 ９５％乙醇提取物溶液处理

２４ ｈꎬ同时设置对照组和空白组ꎮ 每孔加 ＣＣＫ－８ 试

剂 １０ μＬꎬ３７℃下孵育 ４ ｈꎬ于波长 ４５０ ｎｍ 处检测其

吸光度ꎮ 细胞相对存活率的计算式为:
细胞相对存活率(％) ＝

[(Ａ给药组 － Ａ空白组) / (Ａ对照组 － Ａ空白组)] × １００％ (２)

１􀆰 ３􀆰 ７　 细胞抗氧化基因检测

细胞抗氧化基因的测定参照文献[２１]中所述

的方法并稍作修改ꎮ 取处于对数生长期的 ＨａＣａＴ
细胞制成单细胞悬液ꎬ按 １×１０６ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 密度接种

于 ６ 孔板ꎬ设置对照组、不同浓度虎杖根和 ９５％乙醇

提取物组ꎮ 给药处理 １２ ｈ 后ꎬ利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各

组 ＨａＣａＴ 细胞内总 ＲＮＡꎬ并检测浓度和纯度ꎬ将得

到的 ＲＮＡ 根据反转录试剂盒进行反转录并以得到

的 ｃＤＮＡ 为模板进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增反应ꎮ 所

用引物序列如表 １ 所示ꎮ
表 １　 引物序列

基因 Ｐｒｉｍｅｒ Ｆｏ(上游引物) Ｐｒｉｍｅｒ Ｒｅ(下游引物)

ＧＡＰＤＨ ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ

Ｎｒｆ２ ＴＣＡＧＣＧＡＣＧＧＡＡＡＧＡＧＴＡ ＴＧＧＧＣＡＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧ

ＨＯ－１ ＧＣＡＧＡＧＧＧＴＧＡＴＡＧＡＡＧＡＧＧ ＡＡＧＧＡＡＧＣＣＡＧＣＣＡＡＧＡＧ

ＳＯＤ ＴＡＣＡＡＣＴＣＡＧＧＴＣＧＣＴＣＴＴＣ ＡＡＧＡＣＣＣＡＡＡＧＴＣＡＣＧＣＴＴＧ

ＣＡＴ ＣＴＧＡＡＧＧＡＴＣＣＴＧＡＣＡＴＧＧＴ ＧＡＡＧＧＴＧＴＧＴＧＡＴＣＣＡＴＡＧＣ

１􀆰 ４　 统计学分析

用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 分析实验数据并作图ꎬ结
果用(平均数±标准差)表示ꎮ 多组间比较采用单因

素方差分析ꎬ干预前后比较采用配对检验ꎬＰ<０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力

１ꎬ１－二苯基－２－三硝基苯肼(ＤＰＰＨ)是一种稳

定的自由基ꎬ在 ５１７ ｎｍ 处具有显著的吸收峰ꎮ
ＤＰＰＨ 自由基清除法由于其快速、简单且廉价而被

广泛运用于抗氧化活性的评价[２２]ꎮ 不同溶剂虎杖

根提取物对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力如图 １ 所示ꎮ
由图 １ 可知ꎬ不同溶剂提取物对 ＤＰＰＨ 自由基的清

除能力均随着质量浓度的升高而逐渐增强ꎬ当质量

浓度达到 ２ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ９５％乙醇、正丁醇、乙酸乙

酯、６０％乙醇、纯化水 ５ 种极性的提取物清除能力均

接近 ＶＣꎬ但石油醚提取物则未见显著变化ꎮ ６ 种提

取物对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力大小为:９５％乙醇>
６０％乙醇>正丁醇>乙酸乙酯>纯化水>石油醚ꎮ

􀅰０３１􀅰
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１—ＶＣꎻ２—正丁醇ꎻ３—９５％乙醇ꎻ４—６０％乙醇ꎻ

５—乙酸乙酯ꎻ６—石油醚ꎻ７—纯化水

图 １　 不同溶剂虎杖根提取物对 ＤＰＰＨ 自由基

清除率的影响

２􀆰 ２　 ＡＢＴＳ 自由基清除能力

ＡＢＴＳ 作为一种具有稳定性的含氮自由基常用

作体外总抗氧化活性的测定指标[２３]ꎬ其在适当的氧

化剂作用下会被氧化成绿色的 ＡＢＴＳ＋ꎬ在 ７３４ ｎｍ 处

有吸收峰[２４]ꎮ 不同溶剂虎杖根提取物对 ＡＢＴＳ 自

由基的清除能力如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ不同溶

剂提取物对 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力均随着质量浓

度的升高而逐渐增强ꎬ当质量浓度达到 ２ ｍｇ / ｍＬ
时ꎬ９５％乙醇、正丁醇、乙酸乙酯、６０％乙醇、纯化水 ５
种极性的提取物清除能力均接近 ＶＣꎬ但石油醚提取

物则未见显著变化ꎮ ６ 种提取物对 ＡＢＴＳ 自由基的

清除能力大小为:９５％乙醇>６０％乙醇>正丁醇>乙
酸乙酯>纯化水>石油醚ꎮ

１—ＶＣꎻ２—正丁醇ꎻ３—９５％乙醇ꎻ４—６０％乙醇ꎻ

５—乙酸乙酯ꎻ６—石油醚ꎻ７—纯化水

图 ２　 不同溶剂虎杖根提取物对 ＡＢＴＳ 自由基

清除率的影响

２􀆰 ３　 总还原力清除能力

抗氧化剂的还原能力还体现在 Ｆｅ２＋与 Ｆｅ３＋这 ２
种离子间的相互转换ꎬ其抗氧化性与还原能力之间

成正比[２５]ꎮ 不同溶剂虎杖根提取物总还原清除能

力如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ虎杖根不同溶剂提取

物对总还原能力均随着浓度的升高而逐渐增强ꎬ当
质量浓度达到 ２ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ９５％乙醇、正丁醇、６０％
乙醇 ３ 种极性的清除能力均接近 ＶＣꎮ ６ 种提取物

对总还原力的清除能力大小为:９５％乙醇>６０％乙

醇>正丁醇>乙酸乙酯>纯化水>石油醚ꎮ

１—ＶＣꎻ２—正丁醇ꎻ３—９５％乙醇ꎻ４—６０％乙醇ꎻ

５—乙酸乙酯ꎻ６—石油醚ꎻ７—纯化水

图 ３　 不同溶剂虎杖提取物对总还原力

清除的影响

２􀆰 ４　 总酚含量测定

２􀆰 ４􀆰 １　 没食子酸标准曲线的绘制

没食子酸标准曲线如图 ４ 所示ꎬ标准曲线方程

为:ｙ＝ ７􀆰 ８５５ ２ｘ－０􀆰 ００２ ５ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３ꎮ

图 ４　 没食子酸标准曲线的绘制

２􀆰 ４􀆰 ２　 虎杖根提取物中的总酚质量分数

不同溶剂虎杖根提取物中总酚质量分数如表 ２
所示ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ不同极性溶剂所提取的总酚质

量分数有所不同ꎬ９５％乙醇提取的总酚质量分数最

高ꎬ为 ２􀆰 ０８％ꎬ正丁醇溶液提取的总酚质量分数次

之ꎬ为 １􀆰 ７１％ꎬ石油醚提取的总酚质量分数最少ꎬ仅
为 ０􀆰 ６５％ꎮ ６ 种溶剂所提取的总酚质量分数由高到

低分别为:９５％乙醇>正丁醇>６０％乙醇>乙酸乙酯>
纯化水>石油醚ꎮ ９５％乙醇提取物中总多酚质量分

　 　 　 　 　 　 　表 ２　 不同溶剂虎杖根提取物中总酚含量

溶剂类型 总酚质量分数 / ％ ＳＤ 值

９５％乙醇 ２􀆰 ０８０６４ ０􀆰 ００７５

６０％乙醇 １􀆰 ３７８９２ ０􀆰 １０１７

纯化水 ０􀆰 ８２６６６ ０􀆰 ０１７７

正丁醇 １􀆰 ７０７５２ ０􀆰 ０８０５

乙酸乙酯 ０􀆰 ９５７０４ ０􀆰 ００７８

石油醚 ０􀆰 ６４５４０ ０􀆰 ００４４

􀅰１３１􀅰
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数最高ꎬ表明虎杖根多酚类物质的提取中醇的提取

效果相对较好ꎮ
２􀆰 ５　 虎杖根提取物对 ＨａＣａｔ 细胞相对存活率的

影响

６ 种不同溶剂的虎杖根提取物中 ９５％乙醇提取

物的抗氧化活性较好ꎬ且提取物中总酚质量分数最

高ꎬ因此ꎬ进一步对虎杖根 ９５％乙醇提取物进行内

源性抗氧化活性研究ꎮ 首先对虎杖根 ９５％乙醇提

取物对 ＨａＣａｔ 细胞相对存活率进行评价ꎬ结果如表

３ 所示ꎮ 从表 ３ 中可以看出ꎬ虎杖根 ９５％乙醇提取

物处理后对 ＨａＣａＴ 细胞相对存活率与空白组相比

并无显著差异ꎬ说明在 ３􀆰 １２５~１００ μｇ / ｍＬ 质量浓度

范围内 ９５％乙醇提取物对 ＨａＣａＴ 细胞相对存活率

无明显影响ꎬ当质量浓度达到 １５０ μｇ / ｍＬ 时显示轻

微毒性ꎮ
表 ３　 不同质量浓度 ９５％提取物对

ＨａＣａｔ 细胞存活率的影响

提取物质量浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) 细胞相对存活率 / ％ ＳＤ 值

０ １００ ０􀆰 ０１４９６１２１８

３􀆰 １２５ ９２􀆰 ９５ ０􀆰 ０１６７８７０４０

６􀆰 ２５ ９１􀆰 ４３ ０􀆰 ０１３０３２７０５

１２􀆰 ５ ９１􀆰 ４７ ０􀆰 ０２０５８６１６０

２５ ９３􀆰 ６５ ０􀆰 ０１０２８７２４９

５０ ９６􀆰 １２ ０􀆰 ０６００６８０７２

１００ ９２􀆰 ５３ ０􀆰 １２２９３４６００

１５０ ７６􀆰 ７８ ０􀆰 ００５６７６１６９

２􀆰 ６　 虎杖根 ９５％乙醇提取物对 ＨａＣａｔ 细胞中抗氧

化基因的影响

虎杖根 ９５％乙醇提取物对 ＨａＣａｔ 细胞抗氧化基

因的调控结果如表 ４ 所示ꎮ 由表 ４ 可知ꎬ该提取物

可显著上调抗氧化基因 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＨＯ－１ 的表

达ꎮ 虎 杖 根 ９５％ 乙 醇 提 取 物 在 质 量 浓 度 为

１０ μｇ / ｍＬ 和 ２５ μｇ / ｍＬ 时ꎬ对 Ｎｒｆ２ 因子的表达有显

　 　 　 　 　 　 　表 ４　 不同浓度 ９５％提取物对 ＨａＣａｔ 细胞中

抗氧化基因表达的影响

基因类型 提取物质量浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) 相对表达量 ＳＤ 值

Ｎｒｆ２ ０ １􀆰 ００ ０􀆰 ０２６８８

　 ５ ０􀆰 ９４ ０􀆰 ０８４７７

　 １０ １􀆰 ３９ ０􀆰 １４４３１

　 ２５ １􀆰 ２９ ０􀆰 ０７４９７

　 ５０ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ０８７９６

　 ７５ １􀆰 ０６ ０􀆰 ０８０８８

ＨＯ－１ ０ １􀆰 ００ ０􀆰 ０５３６９

　 ５ ０􀆰 ９２ ０􀆰 １３２８３

　 １０ １􀆰 １８ ０􀆰 １２９７６

　 ２５ １􀆰 ３４ ０􀆰 ０８４５１

　 ５０ １􀆰 ５２ ０􀆰 ２９３３１

　 ７５ ２􀆰 ２５ ０􀆰 ３２９００

ＳＯＤ ０ １􀆰 ００ ０􀆰 １２４３５

　 ５ １􀆰 ２０ ０􀆰 １２３３６

　 １０ １􀆰 ２６ ０􀆰 ０５５５３

　 ２５ １􀆰 ３３ ０􀆰 １０９６６

　 ５０ １􀆰 ２１ ０􀆰 １９９４９

　 ７５ １􀆰 ４２ ０􀆰 ０３３２９

ＣＡＴ ０ １􀆰 ００ ０􀆰 １２５６１

　 ５ １􀆰 ３６ ０􀆰 ０５０８９

　 １０ １􀆰 ６７ ０􀆰 ０３６８０

　 ２５ ２􀆰 ２８ ０􀆰 ０８５６４

　 ５０ １􀆰 ７３ ０􀆰 ０２７４４

　 ７５ ２􀆰 ４１ ０􀆰 １８９１７

著影响(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ虎杖根 ９５％乙醇提取物在质量浓

度为 ７５ μｇ / ｍＬ 时ꎬ虎杖根 ９５％乙醇提取物显著上

调 ＨＯ－１、ＳＯＤ、ＣＡＴ 基因的表达(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

３　 结论与讨论

当机体受到氧化刺激时会产生大量活性氧自由

基ꎬ这些自由基会引起细胞氧化损伤ꎬ最终造成细胞

结构和功能的改变甚至死亡ꎮ 过量的自由基长期存

在会导致机体衰老甚至引发疾病ꎮ 抗氧化剂对于清

除机体内过量的自由基维持机体氧化还原平衡具有

重要意义ꎮ 天然抗氧化物是重要的抗氧化剂来源ꎬ
目前已得到广泛的认可ꎮ

虎杖根的 ６ 种不同溶剂提取物均具有一定的抗

氧化活性ꎬ其中 ９５％ 乙醇提取物显示出良好的

ＤＰＰＨ 和 ＡＢＴＳ 自由基清除活性ꎬ同时具有较好的

总还原能力ꎮ 水提取物和石油醚提取物显示出低抗

氧化活性ꎮ ９５％乙醇提取物的总酚质量分数高于其

他极性的提取物ꎬ同时 ９５％乙醇提取物的抗氧化活

性相对较好ꎮ 因此ꎬ推测总酚类物质是虎杖根提取

物产生抗氧化活性的主要原因之一ꎮ
虎杖 ９５％乙醇提取物能显著增加 Ｎｒｆ２ 基因的

表达ꎬ对 ＨＯ－１、ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 这 ３ 种抗氧化酶具有显

著的上调作用ꎬ表明该提取物的抗氧化性是通过激

活 Ｎｒｆ２ 信号通路ꎬ进而上调 ＨＯ－１、ＳＯＤ、ＣＡＴ 抗氧

􀅰２３１􀅰
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化酶的活性ꎬ这是由于其中含有白藜芦醇、虎杖苷等

酚类物质有关ꎮ
综上所述ꎬ虎杖不同溶剂提取物均具有良好的

抗氧化活性ꎬ其作用机制与激活 Ｎｒｆ２ 信号通路和上

调 ＨＯ－１、ＳＯＤ、ＣＡＴ ３ 种抗氧化酶的表达有关ꎮ
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