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沉香为瑞香科植物白木香[Aquilaria sinensis（Lour.）Gilg.]

含树脂的木材，为广东省著名的道地药材，具有行气止痛、温

中止呕之功效，临床常用于治疗胸腹胀闷疼痛、胃寒呕吐呃

逆、肾虚气逆喘急等[1]。但由于森林资源、生态环境遭受自然

灾害和人为破坏，导致白木香野生资源不断减少、沉香资源匮

乏。白木香已被列为国家二级保护野生植物，被载入《中国植

物红皮书》和《广东省珍稀濒危植物图谱》中[2]。沉香结香时间

较长、价格昂贵，然而沉香叶产量却很大，但因作为非药用部

位而常被丢弃。

人体自由基累积会造成生物膜的脂质过氧化损伤，引起

酶、氨基酸、蛋白质以及DNA的氧化破坏，对内脏器官、免疫系

统的形态、功能产生影响，可能导致动脉粥样硬化、心力衰竭、

高血压等心血管疾病的发生[3]。随着对中药提取物抗氧化作

用的研究，发现许多中药成分具有清除自由基的作用，为体内

发生过氧化反应而致机体损伤等相关疾病的治疗提供了新的

途径和方法。本研究就沉香叶不同溶剂提取部位对体外超

氧阴离子（O2
－）自由基、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自

由基、2，2′-联氮双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）（ABTS+）自由
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摘 要 目的：考察沉香叶不同提取部位的体外抗氧化作用。方法：采用回流提取法依次用石油醚、乙酸乙酯、无水乙醇、水对沉

香叶进行提取，得到相应部位提取物（分别记为AGP、AGE、AGA、AGW部位），考察各部位对2，2′-联氮双（3-乙基苯并噻唑啉-6-

磺酸）（ABTS+）自由基、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基、超氧阴离子（O2
－）自由基的清除能力以及对铜离子（Cu2+）的还原

能力，并计算半数抑制浓度（IC50）。以上试验均以维生素C（VC）为阳性对照。结果：各部位对上述自由基的清除作用及对Cu2+的

还原作用均呈浓度依赖性，其中 AGA、AGW 部位对 ABTS+自由基的最大清除率分别为 100％、81.07％（IC50分别为 14.89、23.12

mg/L），且高于VC（88％），其余部位清除率均未超过50％；AGA部位对DPPH自由基的最大清除率为67.74％（IC50为47.96 mg/L），

但不及 VC（91.44％），其余部位清除率较弱，均低于 40％；AGA、AGW 部位对 O2
－自由基的最大清除率分别为 67.79％、61.79％

（IC50分别为393.01、421.04 mg/L），但不及VC（88％），其余部位清除率未超过33％；AGP、AGE、AGA、AGW部位对Cu2+最大还原

百分率均超过50％（IC50分别为55.99、40.27、25.44、31.06 mg/L），但均不及VC（100％）。结论：沉香叶各部位提取物均有体外抗氧

化活性，其中以无水乙醇部位抗氧化能力最强。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate antioxidant effects of different extract parts from Aquilaria sinensis leaves. METH-

ODS：A. sinensis leaves were extracted by reflux extraction with petroleum ether，ethyl acetate，absolutely ethanol，water to obtain

corresponding parts（AGP，AGE，AGA and AGW parts）. The ability of different extracts eliminating ABTS + free radical，DPPH

free radical and O2
－ free radical and reducing Cu2+ were investigated. IC50 was also calculated. Vitamin C（VC）was used as positive

control in above tests. RESULTS：Those parts eliminated above free radicals and reduced Cu2+ in concentration-dependant manner，

among which maximal elimination rate of AGA and AGW parts to ABTS+ free radical were 100％ and 81.07％（IC50＝14.89，23.12

mg/L）and higher than that of VC（88％）；those of other parts were less than 50％. The maximal elimination rate of AGA parts to

DPPH free radical was 67.74％（IC50＝47.96 mg/L），but still lower than that of VC（91.44％）；the elimination rates of other parts

were all weak and lower than 40％. The maximal elimination rates of AGA and AGW parts to O2
－ free radical were 67.79％ and

61.79％（IC50＝393.01，421.04 mg/L），but still lower than that of VC（88％）；the elimination rates of other parts were all lower

than 33％. The maximal reduction percentage of AGP，AGE，AGA and AGW parts to Cu2+ were all higher than 50％（IC50＝55.99，

40.27，25.44，31.06 mg/L，respectively），but still lower than that of VC（100％）. CONCLUSIONS：Different extract parts from

A. sinensis leaves have antioxidant activity in vitro，and that of AGA is the strongest.

KEYWORDS Aquilaria sinensis leaves；Extracts；Antioxidant ability；Scavenging effect；in vitro
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基的清除能力以及对Cu2+的还原能力进行考察，筛选沉香叶体

外抗氧化活性的有效部位，为沉香叶抗氧化剂研发奠定基础，

以合理利用资源和开发药用植物其他部位的药用作用。

1 材料
1.1 仪器

TU1810-DPC型紫外-可见分光光度计（北京普析通用仪

器有限公司）；CP225D型分析天平、BSA225D型分析天平[赛

多利斯科学仪器（北京）有限公司]；PHB-3型笔试 pH计（上海

三信仪表厂）；RE-2000E型旋转蒸发仪（上海羌强仪器设备有

限公司）。

1.2 药材与试剂

沉香叶于2014年10月采自广州潮州市，由广州中医药大

学中药学教研室赖小平教授鉴定为瑞香科沉香属白木香[Aq-

uilaria sinensis（Lour.）Gilg.]的叶；维生素C（VC，天津市百世化

工有限公司，批号：20150311，纯度：＞99.7％）；DPPH、ABTS

二铵盐、新亚铜试剂（美国阿拉丁公司，批号：20150521、

20150315、20141206，纯度：96％、98％、98％）；联苯三酚、三羟

甲基氨基甲烷（Tris）购自天津市大茂化学试剂厂（批号：

20140909、20140728，纯度：均大于 99.5％），其他试剂均为分

析纯。

2 方法
2.1 沉香叶不同提取部位的制备

称取经粉碎过筛的沉香叶粗粉 90 g于圆底烧瓶中，依次

加入 20倍量石油醚、乙酸乙酯、无水乙醇、水回流提取 3 h，提

取 2次，过滤，滤液减压蒸发除去溶剂，于 50 ℃鼓风干燥箱中

干燥，称定石油醚提取部位（AGP 部位）、乙酸乙酯提取部位

（AGE 部位）、无水乙醇提取部位（AGA 部位）、水提取部位

（AGW 部位）质量，计算得膏率分别为 2.2％、2.6％、4.5％、

15.0％。

2.2 各部位对ABTS+自由基的清除作用[4-6]

精密称取“2.1”项下各部位浸膏，以95％乙醇为溶剂，分别

制备成质量浓度为 10、20、30、40、50、60、70 mg/L 的样品溶

液。分别取 0.3 ml各部位样品溶液加入含有ABTS+自由基的

溶液[取ABTS二铵盐（7.4 mmol/L）、过硫酸钾（2.6 mmol/L）各

0.2 ml，混合后暗处放置 12～16 h，使ABTS+自由基产生完全，

用 95％乙醇稀释 30～40倍，使溶液吸光度在 0.7左右]1.2 ml，

振荡混匀，室温下静置 6 min。以 95％乙醇作为空白对照，在

734 nm波长处测定溶液吸光度（A）。以VC（6 mg/L）为阳性对

照，同法测定。每组试验平行3次，取平均值。

计算ABTS+自由基清除率（％）＝（A0－A）/A0×100％。式

中，A0为 95％乙醇加入 ABTS+自由基溶液的吸光度，A为样品

溶液加入 ABTS+自由基溶液的吸光度。

2.3 各部位对DPPH自由基的清除作用[4-5，7]

精密称取“2.1”项下各部位浸膏，以95％乙醇为溶剂，分别

制备成质量浓度为 10、20、30、40、50、60、70 mg/L 的样品溶

液。分别取 0.5 ml各部位样品溶液加入DPPH·溶液（精密称

取DPPH 2 mg 加入95％乙醇定容至100 ml，超声5 min使其完

全溶解，得 0.1 mmol/L DPPH自由基溶液，紫外分光光度计测

定溶液吸光度在1.2～1.3之间，3 h之内可用）1 ml，振荡混匀，

室温暗处放置 30 min。以 95％乙醇为空白对照，于 510 nm波

长处测定吸光度（A）。以 VC（10 mg/L）为阳性对照，同法测

定。每组试验平行3次，取平均值。

计算 DPPH 自由基清除率（％）＝（A0－A）/A0×100％。式

中，A0为 95％乙醇加入DPPH自由基溶液的吸光度，A为样品

溶液加入DPPH自由基溶液的吸光度。

2.4 各部位对O2
－自由基的清除作用[7]

精密称取“2.1”项下各部位浸膏，以95％乙醇为溶剂，分别

制备成质量浓度为 160、240、320、400、480 mg/L的样品溶液。

分别取 50 μl各部位样品溶液置于 3.5 ml石英比色皿中，加入

Tris-HCl 缓冲液（0.05 mol/L，pH＝7.4，含 1 mmol/L 乙二胺四

乙酸）2 900 μl，再加入联苯三酚溶液（1 mmol/L联苯三酚溶于

1 mmol/L HCl中）50 μl（联苯三酚在弱碱性介质中会自身氧化

分解产生有色中间物和O2
－自由基），迅速振荡。以含样品溶

液的Tris-HCl缓冲液为空白对照（防止样品中色素的干扰），立

刻在 325 nm 波长处测定溶液吸光度（A），每隔 30 s测定 1次，

共测定5 min，计算氧化反应速率V（V＝A/t）。以VC（40 mg/L）

为阳性对照，同法测定。各组试验平行3次，取平均值。

计算O2
－清除率（％）＝（V 空－V 样）/V 空×100％。式中，V 空为

未加入样品溶液时邻苯三酚的自氧化反应速率，V 样为加入样

品溶液时邻苯三酚的氧化反应速率。

2.5 各部位对Cu2+的还原能力[8-10]

精密称取“2.1”项下各部位浸膏，以95％乙醇为溶剂，分别

制备成质量浓度为10、20、30、40、50、60 mg/L的样品溶液。取

0.2 ml 各部位样品溶液，依次加入硫酸铜溶液（0.01 mol/L）

0.125 ml、新亚铜溶液（7.5 mmol/L）0.125 ml、醋酸铵 -醋酸

（NH4Ac- HAc）缓冲液（0.1 mol/L，pH＝7.5）0.55 ml，振荡混匀，

室温下静置 30 min。以 NH4Ac-HAc 缓冲液为空白对照，在

450 nm波长处测定溶液吸光度（A）。以VC（20 mg/L）为阳性

对照，同法测定。各组试验平行3次，取平均值。

计算 Cu2+还原百分率（％）＝（A－A0）/（Amax－A0）×100％。

式中，A为加入样品溶液后的吸光度，Amax为本次试验中吸光度

的最大测定值，A0为样品溶液与NH4Ac-HAc缓冲液混合后的

吸光度。

2.6 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件进行数据处理并计算半数抑制浓度

（IC50）。计量资料以x±s表示，组间比较采用方差分析，选取

各部位最大清除率进行统计分析。P＜0.05表示差异有统计

学意义。

3 结果
3.1 ABTS+自由基清除率测定结果

AGA、AGW部位对ABTS+自由基清除能力较强，50 mg/L

时清除率分别达到 100％、81.07％（IC50 分别为 14.89、23.12

mg/L），但均不及VC；AGP、AGE部位清除能力较弱，清除率均

不到50％。AGP部位、AGE部位与AGA部位或AGW部位比

较，AGA部位与AGW部位比较，以及各部位与VC比较，清除

率差异均有统计学意义（P＜0.01）。沉香叶不同部位及VC的

ABTS+自由基清除率测定结果见表1。

3.2 DPPH自由基清除率测定结果

样品溶液质量浓度为70 mg/L时，AGA部位对DPPH自由

基清除能力较强，清除率达到 67.74％（IC50为 47.96 mg/L）；其

余部位清除率相对较低，均未超过50％；各部位清除率均不及

VC。AGP 部位、AGE 部位与 AGA 部位或 AGW 部位比较，

AGA部位与AGW部位比较，以及各部位与VC比较，清除率

差异均有统计学意义（P＜0.01）。沉香叶不同部位及 VC 的

DPPH自由基清除率测定结果见表2。

3.3 O2
－自由基清除率测定结果

样品溶液质量浓度为 480 mg/L 时，AGA、AGW 部位对

O2
－自由基清除能力较强，清除率分别为67.79％、61.79％（IC50
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分别为393.01、421.04 mg/L）；其余部位对O2
－自由基清除能力

较弱，均未超过 50％；但各部位对 O2
－自由基清除率均不及

VC。AGP 部位、AGE 部位与 AGA 部位或 AGW 部位比较，

AGA部位与AGW部位比较，以及各部位与VC比较，清除率

差异均有统计学意义（P＜0.01）。沉香叶不同部位及 VC 的

O2
－自由基清除率测定结果见表3。

表 3 沉香叶不同部位及VC的O2
－自由基清除率测定结果

（x±±s，n＝3，％％）

Tab 3 The elimination rate of different extract parts of A. si-

nensis leaves and VC to O2
－ free radical（ x ±± s，n＝

3，％％）

质量浓度，mg/L

40

160

240

320

400

480

VC

100.00±1.08

AGP部位

7.84±1.55

13.12±0.58

18.09±1.82

21.21±0.96

32.34±1.23＊#Δ

AGE部位

10.14±0.76

14.20±1.14

17.74±3.13

20.84±0.67

25.50±1.74＊#Δ

AGA部位

4.65±0.88

18.73±1.54

35.87±1.24

50.92±0.57

67.79±1.59＊

AGW部位

8.08±1.01

21.59±0.36

30.04±2.38

43.93±0.71

61.79±1.20＊#

注：与VC比较，＊P＜0.01；与AGA部位比较，#P＜0.01；与AGW部

位比较，ΔP＜0.01

Note：vs. VC，＊P＜0.01；vs. AGA part，#P＜0.01；vs. AGW part，
ΔP＜0.01

3.4 Cu2+还原能力测定结果

样品溶液质量浓度为60 mg/L时，AGA部位对Cu2+的还原

能力最强，还原百分率为 99.21％（IC50为 25.44 mg/L）；其余部

位对Cu2+还原能力相对较弱，但均超过50％（AGP、AGE、AGW

部位 IC50分别为55.99、40.27、31.06 mg/L）；各部位对Cu2+的还

原能力均不及 VC。AGP 部位、AGE 部位与 AGA 或 AGW 比

较，AGA部位与AGW部位比较，以及各部位与VC比较，还原

百分率差异均有统计学意义（P＜0.01）。沉香叶不同部位及

VC对Cu2+还原百分率测定结果见表4。

表4 沉香叶不同部位及VC的Cu2+还原百分率测定结果（x±±

s，n＝3，％％）

Tab 4 The reduction percentage of different extract parts of

A. sinensis leaves and VC to Cu2 +（x±±s，n＝3，％％）

质量浓度，mg/L

10

20

30

40

50

60

VC

100.00±0.26

AGP部位
5.13±1.09

13.15±0.66

21.20±0.56

32.66±0.93

43.74±0.87

55.75±0.82＊#Δ

AGE部位
12.53±0.91

23.92±0.42

36.15±2.19

49.75±2.54

58.53±0.47

78.51±1.21＊#Δ

AGA部位
23.33±1.57

42.28±0.95

56.47±0.56

77.65±0.78

89.51±1.57

99.21±0.95＊

AGW部位
20.14±0.76

33.27±1.2

50.81±2.96

64.01±2.08

77.24±0.85

85.58±0.54＊#

注：与VC比较，＊P＜0.01；与AGA部位比较，#P＜0.01；与AGW部

位比较，ΔP＜0.01

Note：vs. VC，＊P＜0.01；vs. AGA part，#P＜0.01；vs. AGW part，
ΔP＜0.01

4 讨论
在测定样品的抗氧化活性时，往往需要采用多种方法综

合评价分析样品的抗氧化活性[11-12]。为提高试验的可比性，在

试验中应保证所用试剂都是新鲜配制，一次完成试验并排除

样品自身色素的影响。本研究结果显示，沉香叶各部位提取

物均有抗氧化活性，且与样品溶液质量浓度呈正相关；各部位

抗氧化能力大小顺序为 AGA＞AGW＞AGE＞AGP；AGA 部

位抗氧化能力最强，对3种自由基的最大清除率以及对Cu2+的

最大还原百分率均超过60％。AGA部位质量浓度为60 mg/L

时，与 VC（20 mg/L）对 Cu2+的还原能力相当；质量浓度为 50

mg/L时，比VC（6 mg/L）对ABTS+自由基的清除能力强。这表

明沉香叶抗氧化活性物质主要集中在乙醇提取部分。

综上，笔者证实了沉香叶不同提取部位均具有一定的体

外抗氧化活性，且以乙醇提取部分最强。但是，不同极性溶剂

的中药提取物体外抗氧化研究只是对药物效果的初步筛选，

并不能代表其体内抗氧化能力。若要将AGA部位作为天然抗

氧化剂进行开发，还需进一步开展其体内抗氧化试验研究。
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表1 沉香叶不同部位及VC的ABTS+自由基清除率测定结果

（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 The elimination rate of different extract parts of A. si-

nensis leaves and VC to ABTS+ free radical（x±±s，n＝

3，％％）

质量浓度，mg/L

6

10

20

30

40

50

VC

88.00±0.74

AGP部位

5.95±1.77

8.82±1.01

10.94±2.12

14.52±1.43

15.90±0.61＊#Δ

AGE部位

11.55±0.45

19.10±1.22

24.68±0.81

30.66±0.75

37.86±3.17＊#Δ

AGA部位

39.90±0.77

60.00±0.51

74.00±0.81

87.50±1.47

100.00±0.44＊

AGW部位

31.20±0.82

47.45±0.76

60.76±0.72

73.08±1.50

81.07±0.53＊#

注：与VC比较，＊P＜0.01；与AGA部位比较，#P＜0.01；与AGW部

位比较，ΔP＜0.01

Note：vs. VC，＊P＜0.01；vs. AGA part，#P＜0.01；vs. AGW part，
ΔP＜0.01

表2 沉香叶不同部位及VC的DPPH自由基清除率测定结果

（x±±s，n＝3，％％）

Tab 2 The elimination rate of different extract parts of A. si-

nensis leaves and VC to DPPH free radical（x±±s，n＝

3，％％）

质量浓度，mg/L

10

20

30

40

50

60

70

VC

91.44±1.19

AGP部位
1.33±1.55

3.23±0.47

4.34±1.79

5.34±0.64

6.67±1.91

8.68±0.58

9.68±1.32＊#Δ

AGE部位
3.23±0.39

4.23±0.55

5.67±0.55

7.12±1.56

7.90±0.73

9.12±0.66

10.79±0.80＊#Δ

AGA部位
11.14±1.22

22.22±2.29

34.74±0.56

44.71±0.64

53.30±1.16

62.20±0.80

67.74±1.37＊

AGW部位
8.95±1.19

12.37±0.46

18.41±1.24

23.51±0.42

28.12±4.15

33.09±0.63

37.86±1.11＊#

注：与VC比较，＊P＜0.01；与AGA部位比较，#P＜0.01；与AGW部

位比较，ΔP＜0.01

Note：vs. VC，＊P＜0.01；vs. AGA part，#P＜0.01；vs. AGW part，
ΔP＜0.01
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螺旋藻（Spirulina）是一种水生植物，是蓝藻门颤藻目颤藻

科的一个属，其外形呈丝状螺旋体，广泛分布于广西、浙江、海

南等地区，富含蛋白质、维生素、微量元素、纤维素、多糖等成

分，具有抗衰老、抗损伤、抗疲劳、降血脂、提高免疫力等药理

作用[1]。笔者首次从螺旋藻的发酵物中分离出了一种蛋白激

酶类活性成分，并将其命名为螺旋藻激酶（Spirulina kinase，

螺旋藻激酶的体外抗氧化作用研究Δ
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530021；2.广西医科大学全科医学院，南宁 530021；3.广西医科大学药学院，南宁 530021）

中图分类号 R285.5 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2016）16-2184-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2016.16.07

摘 要 目的：研究螺旋藻激酶（SPK）的体外抗氧化作用。方法：采用邻二氮菲-Fe2+氧化法、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）法

和邻苯三酚自氧化法，分别测定不同浓度SPK对羟基（OH－）自由基、DPPH自由基和对超氧阴离子（O2
－）自由基的清除能力，并计

算半数抑制浓度（IC50）；采用普鲁士蓝反应法测定不同浓度 SPK 对 Fe3+的还原能力（以吸光度值反映）。以上试验均以维生素 C

（VC）为阳性对照。结果：SPK对OH－自由基、DPPH自由基及O2
－自由基的清除能力均呈一定的浓度依赖性，SPK对OH－自由基、

DPPH自由基最大清除率分别86.82％、78.89％（IC50分别为54.31、0.636 g/L），比VC（64.77％、73.49％）高；SPK对O2
－自由基最大

清除率为78.31％（IC50为3.918 g/L），比VC（94.14％）低；在还原能力试验中，SPK使体系吸光度值增加，其最大吸光度值与VC相

近，并呈明显浓度依赖性。结论：螺旋藻激酶具有明显的体外抗氧化活性。

关键词 螺旋藻激酶；体外；抗氧化；自由基

Study on Anti-oxidative Effects of Spirulina Kinase in vitro
HUANG Yuanheng1，PANG Hui1，WANG Huijie1，LI Qinrong2，JI Shuyu2，HUANG Weiran2，LIN Jiajie1，LI Ying-
xin3（1.Preclinical Medicine School of Guangxi Medical University，Nanning 530021，China；2.General Practice
School of Guangxi Medical University，Nanning 530021，China；3.Pharmaceutical School of Guangxi Medical
University，Nanning 530021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the anti-oxidative effects of spirulina kinase（SPK）in vitro. METHODS：The methods of

phenanthroine-Fe2+ oxidation method，DPPH and auto-oxidation of pyrogallol were used to measure the effects of different concen-

trations of SPK on scavenging hydroxyl（OH－）free radical，DPPH free radical and superoxide anion（O2
－）free radical；IC50 of

SPK was calculated. Prussian blue reaction was used to determine total reducing ability（by absorbance）of different concentrations

of SPK to Fe3+. Vitamin C（VC）was used as positive control in above trials. RESULTS：SPK could eliminate the OH－ free radical，

DPPH free radical and O2
－ free radical in concentration-dependant manner，and the maximum elimination rate of SPK to OH－ free

radical and DPPH free radical were 86.82％ and 78.98％（IC50 were 54.31，0.636 g/L），which were higher than VC（64.77％，

73.49％）. The maximum elimination rate of SPK to O2
－ free radical was 78.31％（IC50 was 3.918 g/L），which was lower than VC

（94.14％）. In reducing ability test，SPK improved absorbance in reducing ability test system，and maximum absorbance was simi-

lar to VC in concentration-dependant manner. CONCLUSIONS：SPK has obvious anti-oxidant activities in vitro.

KEYWORDS Spirulina kinase；in vitro；Anti-oxidant；Free radicals
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