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Abstract 
Aim: To investigate antioxidant activities in vitro of different polarity fractions of extract from ethanol 
extract of Phellodendron amurense leaves. 4 extractions were obtained in different fractions by using 
different polarities of solvents such as petroleum ether, ethyl acetate, butanol and water. The antioxi-
dant activity capacity of 4 different polarity fractions from ethanol extract of P. amurense leaves was 
evaluated by detecting scavenging abilities for 1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine (DPPH) radi-
cal, hydroxyl radical (•OH), ABTS+• radical and Ferric Reducing Antioxidant Power method (FRAP) 
assay. The results showed that the different fractions of extract from P. amurense leaves had re-
vealed antioxidant activity and showed a significant concentration-effect relationship (p < 0.05). 
The antioxidant effects of 4 fractions from P. amurense leaves all had different antioxidant effects in 
different reaction systems. There were differences in antioxidant activities among 4 fractions. Ex-
tracts of ethyl acetate fraction and butanol fraction had better scavenging effects than petroleum 
ether fraction and water fraction for DPPH, •OH, ABTS+• and FRAP. The extract from the ethyl ace-
tate and butanol of P. amurense has a strong antioxidant activity and is a source of natural antioxi-
dants. 
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摘  要 

目的：探究黄檗叶醇提物不同极性溶剂提取物的体外抗氧化活性。采用有机溶剂萃取法将黄檗提取物分

为石油醚相、乙酸乙酯相、正丁醇相和水相4个不同提取物，通过对1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)、
羟自由基(•OH)、ABTS+•清除能力以及铁离子(Fe3+)还原能力(FRAP法)的测定，比较评价黄檗叶70%醇

提取物不同极性组分的抗氧化活性能力。结果表明黄檗叶不同溶剂提取物均具一定的抗氧化活性，并呈

现显著剂量效应关系(p < 0.05)；其抗氧化效果因反应体系的不同而不同，且不同溶剂提取物的抗氧化活

性有差异。乙酸乙酯相和正丁醇相提取物对DPPH、•OH和ABTS+•的清除能力和对铁离子(Fe3+)还原能力均

优于石油醚和水相提取物。黄檗叶乙酸乙酯相和正丁醇相提取物的抗氧化作用较强，是天然抗氧化剂的来源。 
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1. 引言 

黄檗(Phellodendron amurense)别名黄波萝，为芸香科(Rutaceae)黄檗属(Phellodendron)植物，主要分布

于我国东北三省及华北地区，是中国特有种，国家 II 级重点保护野生植物[1]。与胡桃楸(Juglans mand-
shurica)、水曲柳(Fraxinus mandschurica)并称“东北三大硬阔”。黄檗与其同属植物黄皮树(Phellodendron 
chinense)的内干燥树皮入药，俗称“关黄柏”和“川黄柏”，临床研究主要用于抗菌抗炎，泻火除蒸，

清热燥湿，解毒疗疮等作用[2]。现代研究表明，黄檗的主要药用有效成分为生物碱类，主要发挥药理作

用的是小檗碱。黄檗及小檗碱在对癌症、糖尿病、降血压[3] [4]等方面有较好疗效。因此具有重要的经济

和药用价值。作为我国名贵传统中药——关黄柏的唯一来源，黄檗受到极大的关注。由于种子休眠和自

身有萌发抑制物质存在等因素[5]，黄檗种群呈衰退态势，保护濒危药用植物已迫在眉睫。 
最新研究显示，在正常的生命活动过程中，机体内的多种生理活动代谢产物都会产生自由基，因其

具有未配对的电子对而异常不稳定，若其发生氧化会对细胞极其不利，从而引发一些疾病，如心血管疾

病、癌症等[6] [7] [8]，进而影响个体寿命。抗氧化剂能够与不稳定的自由基发生反应，保护机体自身不

受损害，因而受到极大的追捧。但长时间摄入人工合成的抗氧化剂会产生一定的毒副作用，与保健、养

生的初衷相违背，因此，寻找合适的天然抗氧化剂就显得尤为重要。这也为传统药用植物的保健功能开

辟了一条新途径。目前，科学界对抗氧化方面的研究进展已经取得了一定的成果，已有较为成熟、成体

系的抗氧化测定方法，对于一些植物的抗氧化机制研究的也比较深入，研究显示，许多从植物中提取的

天然抗氧化剂效果较好[9] [10] [11]。但对黄檗的体外抗氧化研究还不是很完善，本研究有助于更加清晰

的分辨黄檗体外抗氧化作用能力。合理高效利用黄檗这一珍稀资源。本实验选用 DPPH 法、清除羟自由

基能力、ABTS 法、FRAP 法四种体外抗氧化方法，通过不同溶剂下黄檗叶提取物对不同测定方法的结果

分析，总结其体外抗氧化能力的强弱，以此来衡量黄檗提取物的抗氧化价值。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

实验材料：本实验所用黄檗叶均为 2016 年 9 月采摘于东北林业大学城市林业示范基地中 40 年生黄

檗植物。黄檗叶子于阴暗处通风干燥，自然晒干后粉碎机粉碎，过 40 目筛备用。 
试剂：2,4,6-三吡啶基三嗪(2,4,6-three pyridyl three triazine, TPTZ)、DPPH (1,1-二苯基-2-三硝基苯肼)、

ABTS、抗坏血酸(vc)均购买于德国 Sigma-Aldrich 公司；其余试剂、药品均为分析纯。 

2.2. 仪器与设备 

722 型可见分光光度计(上海精科)；1102 型紫外可见分光光度计(上海天美)；RE52A 型旋转蒸发仪(上
海亚荣生化仪器厂)；循环水式多用真空泵(河南省予华仪器有限公司)；石英比色皿(中国制造)；高速万能

粉碎机 FW-80(北京市永光明医疗仪器厂)；电子恒温水浴锅(天津市泰斯特仪器有限公司)。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. 黄檗叶处理及提取方法 
精确称取粉碎过筛的黄檗叶子 1000 g，用 70%的乙醇溶液以料液比 1:15 的体积比超声浸提，每次浸

提时间为 180 min，功率 100 w，温度设定在 40℃，浸提两次。抽滤、将两次浸提液合并，并高度浓缩，

依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇进行萃取。将得到的每一相有机萃取溶剂及水相浓缩干燥，得到各萃

取相干物质。 
最终测得黄檗叶不同提取相干物质的量：石油醚相 21 g、乙酸乙酯相 79 g、正丁醇相 68.4 g、水相

108.8 g。称取各提取相干物质配置成不同浓度梯度待测样品液，备用。 

2.3.2. DPPH 自由基清除作用的测定 
参照 Brand-williams [12]和胡喜兰[13]的方法，有所改动。取上述配好备用的不同浓度梯度的各相提

取液 1.5 ml，分别与 0.1 mmol/L DPPH 乙醇溶液混合并震荡均匀，室温条件下避光放置 30 min，于 517 nm
下测定样品的吸光度，此为 A0 管；以 1.5 ml 的无水乙醇替代 A0 管中的 DPPH 溶液，此为 A1 管；以等

量的蒸馏水代替 A0 管中的样品液，此为 A2 管。分别测定其吸光度，并计算其清除率。并计算其 IC50
值。清除率 = [1 − (A0 − A1)/A2] × 100%。 

2.3.3. •羟自由基(•OH)清除能力的测定 
参照陈留勇[14]、高波[15]的方法。精确称取 1 mL 8.8 mmol/L FeSO4 于试管中，依次加入 1mL 9.1 

mmol/L 的水杨酸溶液、1 mL 样品溶液、5 mL 蒸馏水，震荡混匀后加入 1 mL 0.06% H2O2，继续震荡混

匀并置于黑暗条件下 37℃水浴 30 min。于 510 nm 处测定吸光度，此为 A 管；将 A 管中 H2O2 替换成等

量蒸馏水，此为 A1 管；将 A 管中样品溶液替换成等量蒸馏水，此为 A0 管。清除率 = [1 − (A − A1)/A0] 
× 100%以上试剂均需现配现用。 

2.3.4. 铁离子(Fe3+)还原能力(FRAP 法)测定 
测定参照 Park [16]等的实验方法。制备 0.1 mol/L 的醋酸盐缓冲液(pH = 3.6)；用 40 mmol/L 的 HCl

配制浓度为 10 mmol/L 的 TPTZ，以及 20 mmol/L 的 FeCl3 溶液；将上述三种溶液以体积比为 10:1:1 的比

例混合，制备 FRAP 工作液备用。 
称取待测样品溶液 0.1 mL，加入 2.45 mL FRAP 工作液震荡混匀，于室温、黑暗条件下放置 30 min，

于 593 nm 处测定并记录吸光度。 
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2.3.5. ABTS+•清除能力测定 
参考 Tai Zhigang [17]等的实验方法。将 7 mmol/L 的 ABTS 水溶液与 2.45 mmol/L 过硫酸钾水溶液以

体积比为 1:1 的比例混合，在室温、避光条件下放置 12~16 h，形成 ABTS 自由基储备液，并与乙醇以体

积比为 1:80 的比例混合，在 734 nm 处测定吸光值为 0.7 ± 0.02，将制备好的 ABTS 混合液于 30℃条件下

预热备用。现用现配。 
取上述配好备用的不同浓度梯度的各相提取液 0.2 mL 加入 4 mL ABTS 混合液震荡混匀，于室温、

避光条件下放置 30 min，在 734 nm 处测定吸光度此，此为 A1 管；以 0.2 mL 蒸馏水替代 A1 管中的样品

溶液，此为 A0 管；以 4 mL 蒸馏水替代 A1 管中的 ABTS 混合液，此为 A2 管。计算清除率。清除率 = (A0 
A1 + A2)/A0 × 100%。 

2.4. 数据处理 

所有抗氧化反指标数据至少重复测定 3 次，采用 Excel 2007 软件进行统计分析，并对所得数据进行

单因素方差分析。 

3. 结果与分析 

3.1. 黄檗叶提取物各相对 DPPH 自由基清除能力 

从图 1 中数据可以看出，黄檗叶 4 个不同溶剂提取物对 DPPH 均有清除能力，且呈显著量效关系。

不同溶剂提取物的清除 DPPH 自由基能力存在差异，同种溶剂提取物随着浓度的增大抗氧化能力有所提

升，相同浓度下石油醚对 DPPH 的清除率最小，其次是水提取物，正丁醇提取物，乙酸乙酯提取物清除

率最大。在浓度为 1.0 mg/mL 时，石油醚、乙酸乙酯、正丁醇和水相提取物对 DPPH 的清除率分别是 65.1%、

81.31%、76.59%和 70.26%，且差异不显著(p > 0.05)。IC50 值(清除率达到 50%时的相应浓度)也与清除率

相一致，石油醚提取物最大，乙酸乙酯提取物的最小。4 个溶液提取物的 IC50 值分别为 0.80 mg/mL、0.11 
mg/mL、0.14 mg/mL 和 0.38 mg/mL (表 1)。 
 

 
Figure 1. Scavenging capacities for DPPH of extraction of different fraction 
from P. amurense leaves 
图 1. 黄檗叶各相提取物对 DPPH 的清除能力 
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3.2. 黄檗叶提取物对羟自由基(•OH)的清除作用 

从图 2 中可以看出，黄檗叶各相提取物均表现出不同程度的清除羟自由基的能力，并且都具有较为

明显的量效关系。在相同低浓度下(0.2 和 0.6 mg/mL)，以石油醚相和正丁醇提取物对·OH 自由基的清除

率较乙酸乙酯和水相提取物小，但差异不显著(p > 0.05)。当提取物浓度为 1.0 mg/mL 时，乙酸乙酯相和

正丁醇相提取物对·OH 自由基的清除率高于和石油醚相和水相提取物，但差异不显著(p > 0.05)。当提取

物浓度为 2.0 mg/mL 时，乙酸乙酯相和正丁醇相提取物对•OH 自由基的清除率明显高于和石油醚相和水

相提取物，并且差异显著(p < 0.05)。从 IC50 值上来看，乙酸乙酯相和正丁醇相提取物的 IC50 值显著低于

石油醚相和水相提取物(表 1)，说明，乙酸乙酯相和正丁醇相提取物对羟自由基(•OH)的清除作用要优于

石油醚相和水相提取物。 

3.3. 黄檗叶提取物对 ABTS+•清除能力 

从图 3 中可以看出，黄檗叶各相提取物对 ABTS+•均表现出不同程度的清除能力，并且都具有明显 
 
Table 1. IC50 of scavenging capacities for free radicals and FRAP of extraction of different fraction from P. amurense leaves 
表 1. 黄檗叶各相提取物的清除能力和对铁离子还原能力的 IC50 值 

样品名称 DPPH/mg·mL−1 [•OH]/mg·mL−1 [ABTS+•]/mg·mL−1 FRAP/mg·mL−1 

石油醚相 0.80 ± 0.27 d 4.15 ± 0.12 d 1.50 ± 0.12 d 3.98 ± 0.72 d 

乙酸乙酯相 0.11 ± 0.32 b 1.92 ± 0.13 b 0.32 ± 0.13 b 0.28 ± 0.11 b 

正丁醇相 0.14 ± 0.18 b 2.31 ± 0.07 b 0.39 ± 0.07 b 0.30 ± 0.09 b 

水相 0.38 ± 0.22 c 3.97 ± 0.11 c 0.97 ± 0.11 c 1.40 ± 0.23 b 

Vc 0.04 ± 0.16 a 0.21 ± 0.07 a 0.10 ± 0.02 a 0.07 ± 0.01 a 

注：表中竖相相同小写字母表示差异不显著，不同小写字母则表示差异显著(p < 0.05)。 
 

 
Figure 2. Scavenging capacities for •OH of extraction of different fraction 
from P. amurense leaves 
图 2. 黄檗叶各相提取物对•OH 自由基清除作用 
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Figure 3. Scavenging capacities for ABTS+• of extraction of different frac-
tion from P. amurense leaves 
图 3. 黄檗叶各相提取物对 ABTS+•自由基清除作用 

 

的剂量关系。在浓度较低的情况下，各相提取对 ABTS+•的清除能力相对较低，并且差异不显著(p < 0.05)。
随着浓度升高，逐渐表现差异性，在浓度为 2.0 mg/mL 时，乙酸乙酯相与正丁醇相对 ABTS+•的清除能

力最好，其次为水相提取物，石油醚的清除率最小，并且表现出显著性差异(p < 0.05)。在浓度为 1.0 mg/mL
时，石油醚、乙酸乙酯、正丁醇和水相提取物对 ABTS+•的清除率分别是 41.67%、80.61%、85.23%和 55.22%。

这也在它们各自 IC50 值得到验证(表 1)。 

3.4. 黄檗叶提取物的铁离子还原能力(FRAP) 

抗氧化剂或抗氧化物质能够将 Fe3+还原为 Fe2+，与 TPTZ 结合生成一种蓝色络合物，这种络合物在

波长 593 nm 处有最大吸收，其吸光度越大，表明这种抗氧化物质的抗氧化活性越强[18]。从图 4 得出，

黄檗叶各相提取物不同浓度下均表现出不同程度对铁离子的还原能力，并且随浓度升高，表现出的还原

能力越强。在相同浓度下，石油醚相提取物对铁离子还原能力最弱，其次是水相提取物、乙酸乙酯相提

取物，正丁醇相提取物(1.0 ml/mL 浓度除外)对铁离子还原能力最强。从 IC50 值上来看，乙酸乙酯相和正

丁醇相提取物的 IC50 值也是最小，分别为 0.28 ml/mL 和 0.30 ml/mL，且差异不显著(p > 0.05) (表 1)。 

4. 讨论 

抗氧化作用与人类的健康密切相关，当人体中产生过多的自由基或者抗氧化途径出现障碍时，就会

导致细胞受损，引起衰老、心脏病、癌症等多种疾病。自由基是人类在生命活动进行时产生的一种活性

分子，在代谢正常时，机体内的过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶(SOD)等及其它抗氧化物质可通过一

系列生理生化反应来及时清除过多的自由基，以避免自由基过多对细胞、组织造成损害[6]。消除人体产

生的过多的自由基，不仅要通过人体自身的清除系统，还可以通过补充抗氧化剂，而化学合成的抗氧化

剂存在一定的毒副作用。因此，从植物中寻找低毒、高效的天然抗氧化剂用于预防和减轻人体与之相关

疾病的发生、发展，也日益受到人们的关注，已有的研究表明许多植物中的天然提取物被证明具有较好

的抗氧化活性[9] [11] [19]。 
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Figure 4. The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) of extraction of 
different fraction from P. amurense leaves 
图 4. 黄檗叶各相提取物的铁离子还原能力 

 

黄檗叶提取物体外抗氧化实验研究表明：黄檗叶的石油醚、乙酸乙酯、正丁醇和水 4 个不同溶剂提

取物均具有抗氧化活性，且它们的抗氧化活性差别较大，其中以乙酸乙酯和正丁醇相提取物的活性较强，

其次是水相，石油醚相提取物的抗氧化活性最弱。不同溶剂提取物的抗氧化作用不同，其对不同类型的

自由基有选择性作用。这从各相的 IC50 值也很好的得以验证(表 1)。IC50 值越低，表示出其抗氧化活性

越强。乙酸乙酯相和正丁醇相提取物在清除 DPPH 和 ABTS+•时的 IC50 值在 0.1~0.4 mg/mL 之间，虽与

阳性对照 Vc 的 IC50 值(0.04~0.11 mg/mL)有显著性差异(p < 0.05)，但已经表现出较强的抗氧化活性了。

而 FRAP 法是测定样品总的还原能力，并不是针对某一种自由基的清除能力，它用来反映的是样品总的

抗氧化活性，乙酸乙酯相和正丁醇相提取物的 IC50 值也分别是 0.28 mg/mL 和 0.30 mg/mL，说明乙酸乙

酯和正丁醇相提取物总抗氧化活性也较强。这可能与黄檗叶提取物的不同溶剂提取物中所含主要抗氧化

成分的种类和结构有关。而乙酸乙酯相和正丁醇相提取物的提取得率相对也较高，因此，可进一步分离

鉴定其有效成分，确定黄檗叶抗氧化作用的物质基础。 
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