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何首乌始载于《开宝本草》，为蓼科植物何首乌Polygonum

multiflorum Thunb.的干燥块根，它与灵芝、人参、冬虫夏草历来

并称为祖国草药中的“四大仙草”，具有益寿延年、补益抗衰老

等功效[1]，系著名滋补中药。现代研究表明[2]，何首乌具有增强

免疫功能、降低血脂、抗动脉粥样硬化、延缓衰老、保肝、抗菌

等功效。近年来，针对何首乌抗衰老功效方面的研究十分活

跃，主要集中在何首乌清除体内自由基方面，通过研究其清除

自由基的水平高低从而可评判其抗衰老的功效。

众所周知，自由基在机体衰老的漫长变化过程中扮演着

非常重要的角色。自由基是游离存在并且带有不成对电子的

原子或原子基团，属机体氧化反应中产生的有害化合物，具

有强烈的氧化性，被称为“万病之源”[3]。据知，如炎症、肿瘤、

细胞衰老等疾病[4-5]均与体内自由基过多或清除自由基能力下降

有关[6-7]。在生物体系中遇到的主要是氧自由基[8]，包括超氧阴

离子自由基、脂氧自由基、二氧化氮自由基、一氧化氮自由基

和羟自由基等，其中羟自由基是已知活性氧自由基中对生物

体危害作用比较强的一种自由基。本文将选择具有抗衰老功

效的传统中药何首乌作为模式药，研究其不同提取物清除羟

自由基的水平，从而锁定起作用的有效部位及可能的化学成

分。
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摘 要 目的：研究何首乌不同提取物清除羟自由基的活性。方法：采用分析羟化产物法对何首乌不同提取物清除羟自由基能力

与半数清除浓度（LC50）进行比较，结合何首乌不同提取物化学成分分析，归属清除羟自由基可能的有效化学成分。结果：何首乌

不同提取物清除羟自由基能力从高到低与LC50从低到高均依次为醇提水沉物、醇提物、醇提水溶物/总提物、水提醇溶物、水提物、

水提醇沉物，即何首乌醇提水沉物清除羟自由基活性最高。结论：大黄酸可能是清除羟自由基的有效化学成分。应重点关注醇提

水沉操作，以使何首乌在清除羟自由基方面发挥更大功效。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the hydroxyl radical scavenging activity of different extracts of Polygonum multiflorum.

METHODS：The capabilities of different extracts of P. multiflorum in scavenging hydroxyl radical and LC50 were studied and com-

pared by analysis of hydroxylation products. Combined with chemical components analysis of different extracts of P. multiflorum，

the potential active chemical components of hydroxyl radical scavenging were attributed. RESULTS：The capability of hydroxyl radi-

cal scavenging in descending order and LC50 in ascending order，alcohol extraction and water-precipitation，alcohol extraction，alco-

hol extraction and water-soluble or total extraction，water extraction and alcohol-soluble，water extraction，water extraction and al-

cohol- precipitation. i.e. the alcohol extraction and water-precipitation had the highest scavenging activity. CONCLUSIONS：Rhein

may be the active chemical components of scavenging hydroxyl radical. We should focus on the method of alcohol extract-water

precipitation so that P. multiflorum may play a greater effect on the field of scavenging hydroxyl radical.
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tivity；Active chemical component
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1.3 试剂

95％医用酒精（北京鸿志伟达工贸有限公司）；水杨酸钠、

30％过氧化氢（分析纯，西陇化工股份有限公司）；硫酸亚铁

（分析纯，天津市北辰骅跃化工试剂厂）；水为蒸馏水。

2 方法
2.1 何首乌不同提取物的制备

分别采用醇提+水提、水提、醇提、水提醇沉、醇提水沉法

制备何首乌总提物、何首乌水提物、何首乌水提醇溶物、何首

乌水提醇沉物、何首乌醇提物、何首乌醇提水溶物、何首乌醇

提水沉物。

2.1.1 何首乌总提物的制备 取生何首乌适量，粉碎至黄豆

大小，加 6倍量 75％乙醇冷浸提取，共提取 5次，每次 48 h，收

集醇提液并回收乙醇至无醇味，得浓缩液，放置；滤出残渣挥

去残留乙醇，加10倍量蒸馏水继续加热提取1 h，得水提液，浓

缩；将水提液与醇提液合并，进行浓缩并干燥，得何首乌总提物。

2.1.2 何首乌水提物、何首乌水提醇溶物和何首乌水提醇沉

物的制备 取生何首乌适量，粉碎至黄豆大小，蒸馏水浸泡

0.5～1 h，加入 10倍量蒸馏水连续回流提取 3次，合并各次提

取滤液。过并浓缩，得何首乌水提物；待水提物浓缩液静置冷

却一段时间后，对其进行醇沉操作，向其中加入95％乙醇至溶

液中含醇量为70％，加入过程中不时搅拌，封口并置于低温环

境下保存24 h。上清液浓缩至无醇味，得何首乌水提醇溶物；

沉淀减压抽滤处理，得何首乌水提醇沉物。

2.1.3 何首乌醇提物、何首乌醇提水溶物、何首乌醇提水沉物

的制备 取生何首乌适量，粉碎至黄豆大小，加6倍量的75％

乙醇冷浸提取，共提取 5次，每次 48 h，合并醇浸提取液，得何

首乌醇提物；待醇提物浓缩液静置冷却一段时间后，对其进行

水沉操作，加入 2倍量的蒸馏水于浓缩液中，封口并置于低温

环境下保存24 h。对上清液进行浓缩，得何首乌醇提水溶物；

沉淀减压抽滤处理，得何首乌醇提水沉物。

2.2 供试液样品的制备

称取“2.1”项下何首乌不同提取物各0.01 g，分别置于经干

燥的 10 ml棕色量瓶内，加入 10％甲醇溶解并稀释至刻度，制

备成质量浓度为1 mg/ml的溶液，备用。临用时分别将各样品

溶液稀释至质量浓度为0.15、0.3、0.45、0.6、0.75 mg/ml。

分别制备 8 mmol/L FeSO4、6 mmol/L H2O2、20 mmol/L 水

杨酸钠溶液，避光贮藏，备用。

2.3 清除羟自由基活性测定

应用时分别将 0.5 ml FeSO4、0.8 ml H2O2、0.5 ml蒸馏水和

1.0 ml 已制备好的各浓度样品加入试管并混匀，最后加入 0.2

ml水杨酸钠至总体系体积为3.0 ml为止。将各试管置于37 ℃

水浴充分反应1 h，稍后将各样品加入96孔板中，于562 nm波

长处测量吸光度（A）值。按下式计算清除率：清除率（％）＝

[1－（A1－A2）/A0]×100。式中，A0为空白即不加样品时的A值；

A1为已加样品溶液的A值；A2为不加水杨酸钠的A值。并计算

其半数清除浓度（LC50）。

3 结果
3.1 清除羟自由基能力比较和LC50的测定

羟自由基清除能力大小顺序：何首乌醇提水沉物＞何首

乌醇提物＞何首乌醇提水溶物/何首乌总提物＞何首乌水提醇

溶物＞何首乌水提物＞何首乌水提醇沉物。可见，何首乌中

醇溶性化学成分（极性较弱）在清除羟自由基作用方面可能起

着主导作用，而何首乌中水溶性化学成分存在一定的拮抗作

用，可能会抑制醇溶性化学成分的清除能力。

何首乌不同提取物LC50值差异比较大，这可能是各种提

取物本身所含清除羟自由基能力的有效化学成分所决定的。

笔者通过LC50值的大小评价各提取物的羟自由基清除能力，

LC50值比较小的提取物说明其对羟自由基的清除能力较强，反

之亦然。LC50值大小顺序：何首乌醇提水沉物＜何首乌醇提物

＜何首乌醇提水溶物/何首乌总提物＜何首乌水提醇溶物＜何

首乌水提物＜何首乌水提醇沉物，这与羟自由基清除能力排

序一致。质量浓度为 0.15 mg/ml时各种提取物清除羟自由基

能力比较见图1；何首乌不同提取物LC50值比较见表1。

表1 何首乌不同提取物LC50值比较

Tab 1 Comparison of LC50 of different extracts of P.

multiflorum

样品
何首乌总提物
何首乌水提物
何首乌水提醇溶物
何首乌水提醇沉物
何首乌醇提物
何首乌醇提水溶物
何首乌醇提水沉物

IC50，mg/ml

0.150

0.370

0.210

2.720

0.075

0.150

0.050

3.2 何首乌不同提取物化学成分与羟自由基清除能力的多元

线性回归分析

由上述羟自由基清除能力结果可知，何首乌不同提取物

的羟自由基清除能力有所差异。为了阐明何首乌中化学成分

类别与羟自由基清除能力的相关性，分别将不同提取物的各

类化学成分含量（x）和清除率（y）作为自变量和因变量，采用

SAS统计软件进行多元线性回归逐步回归分析。结果，由显

著性检验可见只有x6是有显著性（P＝0.000 7＜0.01）影响的变量，
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图 1 质量浓度为 0.15 mg/ml时各种提取物清除羟自由基能

力比较
A.何首乌总提物；B.何首乌水提物；B1.何首乌水提醇溶物；B2. 何首乌

水提醇沉物；C.何首乌醇提物；C1. 何首乌醇提水溶物；C2. 何首乌醇提

水沉物

Fig 1 Comparison of hydroxyl radical scavenging of various

extracts at concentration of 0.15 mg/ml
A.P. multiflorum total extract；B.P. multiflorum water extract；B1.P.

multiflorum water extract and alcohol-soluble；B2.P. multiflorum water

extract and alcohol-precipitation；C. P. multiflorum alcohol extract；C1.

P. multiflorum alcohol extract and water-soluble；C2.P. multiflorum

alcohol extract and water-precipitation
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其回归方程中只有x6一个自变量。回归方程为y＝0.000 103 97 x6，

标准回归系数为 0.934 45（＞0）。故可认为 x6对 y的影响大于

其他自变量，也就是说何首乌中大黄酸的含量对其羟自由基

清除水平具有非常显著的影响，大黄酸的含量增加有助于清

除羟自由基水平的提高。何首乌不同提取物化学成分含量比

较见表2（表中A为何首乌总提物，B为何首乌水提物，B1为何

首乌水提醇溶物，B2为何首乌水提醇沉物，C何首乌醇提物，

C1何首乌醇提水溶物，C2何首乌醇提水沉物）。

表2 何首乌不同提取物化学成分含量比较

Tab 2 Comparison of chemical composition of different

extracts of P. multiforum

样品

A

B

B1

B2

C

C1

C2

没食子酸
（x1）

2 792 569

1 653 385

6 245 354

642 544

3 760 336

4 410 687

1 278 773

二苯乙烯
苷（x2）

3 393 619

929 193

4 790 765

332 768

4 094 476

4 950 274

570 202

芦荟大黄
素（x3）

241 460

7 246

116 991

2 477

738 815

963 686

639 095

未知
（x4）

427 260

12 244

186 681

3 299

470 967

572 749

463 277

未知
（x5）

1 635 550

47 846

342 727

15 943

1 591 276

1 878 658

1 308 270

大黄酸
（x6）

596 368

8 366

69 580

2 773

609 808

733 788

754 499

大黄素
（x7）

426 944

17 899

12 309

3 099

1 263 656

898 920

10 396 297

大黄素甲
醚（x8）

152 063

14 715

14 541

14 050

386 462

115 411

6 809 937

4 讨论
有文献表明[9]，何首乌生品的抗氧化活性比其炮制品高，

故本研究选择何首乌生品进行抗氧化试验。何首乌清除羟自

由基的能力与其所含的化学成分密切相关。本研究结果表

明，何首乌中醇溶性化学成分对羟自由基的清除能力大于水

溶性化学成分，提示清除羟自由基的有效成分可能集中于醇

提物部位。何首乌醇提物中富含蒽醌类成分[10]，而大黄酸则是

游离蒽醌的一种[11]。多元线性回归结果显示，大黄酸对羟自由

基清除水平具有非常显著的影响，推测其可能是何首乌清除

羟自由基的有效化学成分。

Ip SP等[12]研究发现，生何首乌水提物可以有效清除体内

自由基，从而抑制四氯化碳导致的肝损伤，而Toshihiro N等[13]

也有过类似相关的报道。杨秀伟[14]研究发现，何首乌醇提物可

明显降低老年小鼠脑和肝组织中丙二醛的含量，增加超氧化

物歧化酶（SOD）活性，从而消除自由基对机体的损害。边晓

丽等[15]指出，何首乌可以直接清除自由基，不必依赖于SOD机

制。何首乌中所含化学成分二苯乙烯苷、白藜芦醇苷均有增

强体内SOD活性的作用，而蒽醌、磷脂类成分也有直接的抗氧

化作用，可有效清除体内自由基。本研究发现，何首乌醇提物

对羟自由基的清除能力最强，这可能与其中所含的化学成分

及自由基的种类和作用机制有关。

何首乌是一味传统的中药，历来被人们认为有延年益寿、

抗衰老的功效。人体的衰老过程均与体内自由基过多或清除

自由基能力下降有关，而通过消除体内自由基可以起到延缓

衰老的作用。基于本研究结果，笔者建议何首乌以“药酒”的

形式服用，可以有效清除羟自由基，从而发挥一定的抗衰老功

效。
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