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HPLC-DPPH 法评价雪松松针抗氧化活性成分 Δ
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摘 要 目的 评价雪松松针抗氧化活性成分。方法 以维生素 C（VC）和没食子酸为阳性对照，采用高效液相色谱（HPLC）法测

定1，1-二苯基-2-苦肼基（DPPH）溶液加入雪松松针抗氧化活性成分后DPPH 峰面积的衰减情况，并通过计算DPPH 自由基的清除

率和半数抑制浓度（IC50），来评价雪松松针 3种有效部位及 8个单体成分的抗氧化活性。采用 Agilent Eclipse Plus-C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）为色谱柱，乙腈-水（62∶38，V/V）为流动相；检测波长为517 nm；流速为1.0 mL/min；柱温为25 ℃；进样量为20 μL。

结果 雪松松针各有效部位清除 DPPH 自由基活性的能力大小依次为总黄酮＞总多酚＞总木脂素，IC50分别为 76.10、100.50、

115.40 μg/mL。与阳性对照比较，除山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖苷外，7个单体化合物清除 DPPH 自由基活性的能力大小依次为二氢

杨梅素＞金丝桃苷＞原儿茶酸＞没食子酸＞阿魏酸＞杨梅素＞山柰酚-3-O-（6″-O-E-阿魏酰基）-β-D-吡喃葡萄糖苷＞VC＞异鼠

李素，IC50分别为 16.50、19.40、23.73、27.24、32.10、32.20、47.60、93.20、297.20 μg/mL。结论 建立了 HPLC-DPPH 法用于评价雪松

松针抗氧化活性；雪松松针具有较强的抗氧化活性，其中有效部位总黄酮、总多酚及单体成分二氢杨梅素、金丝桃苷等是具有开发

前景的纯天然抗氧化剂。
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Evaluation of antioxidant activity compounds extracted from the pine needle of Cedrus deodara by HPLC-

DPPH screening method

DAI　Xiaoyan，SHEN　Wei，ZHANG　Yan，ZHAO　Yanping（Dept. of Pharmacy， Gansu Provincial Cancer Hospital， 

Lanzhou 730050， China）

ABSTRACT OBJECTIVE To evaluate the antioxidant activity compounds extracted from the pine needle of Cedrus deodara. 
METHODS Using vitamin C （VC） and gallic acid as positive control， HPLC method was employed to determine the changes of 

the DPPH peak area after antioxidant compounds from pine needle of C. deodara were treated with 1， 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

radical （DPPH）. Then， the antioxidant activities of 3 active parts and 8 monomer compositions from pine needle of C. deodara 

were evaluated by calculating the inhibition rate of DPPH free radicals and the half inhibitory concentration （IC50）. HPLC 

conditions were using Agilent Eclipse Plus-C18 column （250 mm × 4.6 mm， 5 μm） with acetonitrile-water （62∶38， V/V） as the 

mobile phase. The detection wavelength was 517 nm； the flow rate was 1.0 mL/min； the column temperature was 25 ℃ ； the 

injection volume was 20 μL. RESULTS The order of DPPH free radical inhibition activity of active parts from pine needle of C. 

deodara was total flavonoids＞total polyphenols＞total lignans， with IC50 of 76.10， 100.50 and 115.40 μg/mL， respectively. 

Compared with positive control， except for kaempferol-3-O-β-D-glucoside， the sequence of seven monomer compounds for DPPH 

free radical inhibition activity was dihydromyricetin＞hypericin＞protocatechuic acid＞gallic acid＞ferulic acid＞myricetin＞

kaempferol-3-O-（6″-O-E-feruloyl）-β-D-glucopyranoside＞VC＞isohamnin， with IC50 of 16.50， 19.40， 23.73， 27.24， 32.10， 32.20， 

47.60， 93.20 and 297.20 μg/mL， respectively. CONCLUSIONS HPLC-DPPH method is established to evaluate the antioxidant 

activity of pine needle of C. deodara. The pine needle of C. deodara has strong antioxidant activity， among which the effective 

compounds of total flavonoids， total polyphenols， monomer dihydromyricetin and hypericin are natural antioxidants with 

development prospects.
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雪松 [Cedrus deodara（Roxb）G.Don]是松科（Pina‐

ceae）植物雪松属（Cedrus Trew）树种的泛称，该属共有4

种，包括雪松（C.deodara）、黎巴嫩雪松（C.libani）、短叶
雪松（C.brevifolia）和北非雪松（C.atlantica），分布在喜马
拉雅山、亚洲西部、塞浦路斯及北非等地[1]。其针叶药用

历史悠久，主要化学成分为黄酮类、苯丙素类、有机酸

类、甾体类、多糖类等，具有抗肿瘤、抗氧化、抗禽流感、

抗菌及蚊虫毒杀等多种功效[2]。文献报道，雪松松针

50% 甲醇提取物分离得到的化合物 3-p-反式-香豆酰

基-2-羟基奎尼酸、原儿茶酸、2R，3R-二氢杨梅素、马尾苷

B、杨梅素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖苷是潜在的抗氧化剂，具

有对 1，1-二苯基-2-苦肼基（1，1-diphenyl-2-picrylhydra‐

zyl radical，DPPH）自由基和2，2′-联氮双（3-乙基苯并噻

唑啉-6-磺酸）二铵盐[2，2′-Azino-bis（3-ethylbenzthiazo‐
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line-6-sulfonic acid），diammonium salt，ABTS]自由基的

清除能力及抗红细胞氧化的能力；雪松松针提取物具有

恢复抗氧化模型小鼠抗氧化酶活性及降低其肝脏匀浆

中脂质过氧化水平的能力[3]，提示雪松松针可以作为天

然抗氧化剂。为了筛选雪松松针的抗氧化活性成分，本

试验采用高效液相色谱（high performance liquid chroma‐

tography，HPLC）-DPPH 法，对从雪松松针中提取纯化得

到的总多酚、总黄酮、总木脂素及8个单体成分的抗氧化

活性进行评价，以期对雪松松针的综合利用提供理论

依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 Agilent 1100型高效液相

色谱仪（美国 Agilent 公司），AE260型万分之一天平（瑞

士 Mettler Toledo 公司），UV-240型紫外分光光度计（日

本岛津公司），CP225D 型十万分之一电子天平（德国

Sartorius 公司），KQ2200B 型超声清洗仪器（昆山市超声

仪器有限公司）。

1.2　主要试剂与药材

DPPH（批号 STBH7099）购自美国 Sigma 公司；没食

子酸对照品（批号 110831-20083，含量＞95%）购自中国

食品药品检定研究院；维生素 C（vitamin C，VC）（分析

纯，批号 20210818，含量＞99.8%）购自国药集团化学试

剂有限公司；甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析

纯，水为娃哈哈纯净水。雪松松针于2020年5月采自兰

州市市区，原植物经甘肃省医学科学研究院石晓峰主任

药 师 鉴 定 为 雪 松 属 植 物 雪 松 [C. deodara（Roxb.）G. 

Don]。

2　方法与结果
2.1　供试品的制备

有效部位的制备：采用课题组前期优选得到的提

取、富集、纯化工艺条件[4―6]制备雪松松针总多酚、总黄

酮、总木脂素样品，经低温干燥后进行含量测定。结果显

示，总多酚纯度为 36%（以没食子酸计），总黄酮纯度为

54%（以芦丁计），总木脂素纯度为57%（以厚朴酚计）。

单体化合物的制备：阿魏酸、金丝桃苷、杨梅素、二

氢杨梅素、原儿茶酸、异鼠李素、山柰酚-3-O-（6″-O-E-阿

魏酰基）-β-D-葡萄糖苷、山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖苷均由

本 课 题 组 前 期 从 雪 松 松 针 分 离 得 到 并 经 化 学 结 构

表征[7―9]。

2.2　HPLC-DPPH 法评价雪松松针抗氧化活性的方法

建立

2.2.1　DPPH 溶液的配制

精 密 称 取 DPPH 10.0 mg，用 甲 醇 溶 解 并 定 容 至    

25 mL 容量瓶中，制成质量浓度为0.4 mg/mL 的 DPPH 溶

液（现配现用，4 ℃，避光保存）。

2.2.2　对照品储备溶液的配制

精密称取 VC 和没食子酸各 10.0 mg，分别用甲醇

溶解后定容至 10 mL 容量瓶中，制成质量浓度均为 1.0  

mg/mL 的 VC 和没食子酸对照品储备溶液，使用前稀释
至适宜浓度。

2.2.3　检测波长的选择
吸取 DPPH 溶液，采用紫外分光光度计进行全波长

扫描。结果显示，在517 nm 波长处有最大吸收，故将其
作为测定波长。

2.2.4　色谱条件与系统适用性试验
采 用 Agilent Eclipse Plus-C18（250 mm×4.6 mm，    

5 μm）色谱柱，以乙腈-水（62∶38，V/V）为流动相；检测波
长为 517 nm；流速为 1.0 mL/min；柱温为 25 ℃；进样量
为 20 μL。理论板数以 DPPH 计算不低于 4 000，分离度
不低于1.5。

精 密 吸 取 质 量 浓 度 为 0.4 mg/mL 的 DPPH 溶 液
200 μL，分别加入200 μL 甲醇和200 μL VC 对照品溶液
（质量浓度为50 μg/mL）和雪松松针总多酚溶液200 μL

（浓度为 50 μg/mL）后混匀，避光静置 30 min，按以上色
谱条件分别进样20 μL，测定 DPPH 峰面积。结果显示，

加入 VC 对照品溶液后，DPPH 峰面积相应衰减，而结合
了抗氧剂 H 离子的 DPPH-H 峰面积有所增加。结果
见图1。

2.2.5　线性关系考察
精密吸取 VC、没食子酸对照品储备液适量，分别用

甲醇稀释至系列浓度的 VC 和没食子酸对照品溶液。精
密吸取质量浓度为 0.4 mg/mL 的 DPPH 溶液 200 μL，分
别加入 200 μL 不同浓度的上述 VC 和没食子酸对照品
溶液，混匀，避光静置30 min，按“2.2.4”项下色谱条件分
别进样 20 μL，测定 DPPH 峰面积，计算清除率，清除率
（%）＝（PA 空白－PA 样品）/PA 空白×100%，式中 PA 空白为反应
前的 DPPH 峰面积，PA 样品为反应后的 DPPH 峰面积。以
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清除率（Y）对各对照品溶液浓度（X，μg/mL）进行线性

回归，拟合得到对照品 VC 和没食子酸分别在 6.25～

50.00、25.00～175.00 μg/mL 浓度范围内的线性关系，

回 归 方 程 及 相 关 系 数 分 别 为：Y＝0.580 3X－4.081 7

（r＝0.995 5），Y＝1.977 4X－3.871 8（r＝0.997 2）。用回

归方程计算半数抑制浓度（IC50），结果显示，对照品 VC、

没食子酸的 IC50分别为93.20、27.24 μg/mL。

2.2.6　精密度试验

准确吸取质量浓度为 0.4 mg/mL 的 DPPH 溶液 200 

μL，加入200 μL VC 溶液后混匀，避光静置30 min，按照

“2.2.4”项下色谱条件进样20 μL，测定 DPPH 峰面积；重

复上述操作 6次。结果显示，DPPH 峰面积的 RSD 值为

2.5%（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.2.7　稳定性试验

准确吸取质量浓度为 0.4 mg/mL 的 DPPH 溶液 200 

μL，加入200 μL VC 溶液后混匀，室温避光反应，分别于

20、40、60、80、100、120 min 时按照“2.2.4”项下色谱条件

进样 20 μL，测定 DPPH 峰面积。结果显示，60 min 内

DPPH 峰面积的 RSD 值为 1.2%，120 min 内 RSD 值为

2.8%。为保证该实验的准确性，应在 60 min 内完成

测定。

2.3　雪松松针有效部位及单体化合物抗氧化活性的

评价

2.3.1　供试品溶液的制备

有效部位供试品溶液：精密称取低温干燥后的雪松

总多酚、总黄酮、总木脂素粉末各10.0 mg，分别用甲醇溶

解后定容至10 mL容量瓶中，制成质量浓度为1.0 mg/mL

的总多酚、总黄酮、总木脂素供试品储备溶液。单体化

合物供试品溶液：精密称取低温干燥后的8个单体化合

物，即阿魏酸、金丝桃苷、杨梅素、二氢杨梅素、原儿茶

酸、异鼠李素、山柰酚-3-O-（6″-O-E-阿魏酰基）-β-D-葡萄

糖苷、山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖苷各10.0 mg，分别用甲醇

溶解后定容至 10 mL 容量瓶中，制成质量浓度均为 1.0 

mg/mL 的单体供试品储备溶液。

2.3.2　各有效部位清除 DPPH 自由基的活性测定

参考预实验结果，将总多酚、总黄酮和总木脂素供

试品储备液稀释至相应浓度。准确吸取质量浓度为0.4 

mg/mL 的 DPPH 溶液 200 μL，分别加入 200 μL 不同浓

度的供试品溶液，混匀，避光静置30 min（准确计时），然

后按照“2.2.4”项下色谱条件进样 20 μL，测定 DPPH 峰

面积，计算清除率，每组实验重复 3次，结果见图 2。以

清除率（Y）对供试品溶液浓度（X，μg/mL）进行线性回

归，拟合得到回归方程，经计算得到雪松松针总多酚、

总黄酮和总木脂素的 IC50 分别为 100.50、76.10、115.40 

μg/mL。结果表明，雪松松针各有效部位对 DPPH 自由

基均具有很好的清除能力，清除能力大小依次为总黄

酮＞总多酚＞总木脂素。雪松松针总多酚、总黄酮与

VC（IC50＝93.20 μg/mL）的抗氧化能力相当，但均弱于没

食子酸（IC50＝27.24 μg/mL）。

2.3.3　各单体化合物清除 DPPH 自由基的活性测定
参考预实验结果，将 8个单体化合物供试品储备液

稀释至相应浓度。准确量取质量浓度为 0.4 mg/mL 的
DPPH 溶液200 μL，分别加入200 μL 不同浓度的供试品
溶液，混匀，避光静置 30 min（准确计时），然后按照

“2.2.4”项下色谱条件进样20 μL，测定 DPPH 峰面积，计
算清除率，结果见图3。以清除率（Y）对供试品溶液浓度
（X，μg/mL）进行线性回归，拟合得到回归方程，经计算
得到的阿魏酸、金丝桃苷、杨梅素、二氢杨梅素、原儿茶
酸、异鼠李素、山柰酚-3-O-（6″-O-E-阿魏酰基）-β-D-葡萄
糖 苷 的 IC50 分 别 为 32.10、19.40、32.20、16.50、23.73、

297.20、47.60 μg/mL，而山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖苷在质
量 浓 度 为 500 μg/mL 时 其 清 除 率 仅 为 28.8%，增 至      

1 000 μg/mL 时，其清除率也未升高。结果表明，雪松松
针中分离得到的8个单体成分，除山柰酚-3-O-β-D-葡萄
糖苷外，其余均对 DPPH 自由基具有良好的清除能力，

其中二氢杨梅素、金丝桃苷、原儿茶酸对 DPPH 自由基
的清除能力优于没食子酸（IC50＝27.24 μg/mL）和 VC

（IC50＝93.20 μg/mL）；阿 魏 酸、杨 梅 素 及 山 柰 酚 -3-O-

（6″-O-E-阿魏酰基）-β-D-葡萄糖苷清除 DPPH 自由基的
能力不及没食子酸但优于 VC。

3　讨论
DPPH 是一种很稳定的以氮为中心的自由基，其醇

溶液呈深紫色，在517 nm 波长处有强吸收；当自由基清
除剂与 DPPH 醇溶液反应时会与 DPPH 中的单电子配对
而使其紫色逐渐消失，其褪色程度与接受的电子数成定
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量关系[10]。其对实验仪器无特殊要求，适用于提取物和
单体成分等自由基清除物的活性检测。

本实验通过选用不同比例的甲醇-水、乙腈-水系统
进行等度和梯度洗脱，优选出乙腈-水系统，在乙腈-水
（62∶38，V/V）的条件下，Agilent Eclipse Plus-C18色谱柱对
DPPH-H 和 DPPH 基本达到基线分离。通过考察抗氧化
剂与 DPPH 反应时间，发现随着反应时间的延长，DPPH

峰 面 积 持 续 减 少，为 减 少 误 差，本 实 验 参 考 文 献 方
法[11―13]，将反应条件和时间定为避光反应30 min。

本试验发现，雪松松针各有效部位对 DPPH 自由基
均具有很好的清除能力，清除能力大小依次为总黄酮＞

总多酚＞总木脂素；其中雪松松针总多酚、总黄酮与 VC

的抗氧化能力相当。从雪松松针中分离得到的8个单体
成分，与阳性对照比较，除山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖苷外，

其余均对 DPPH 自由基具有良好的清除能力，清除能力
大小依次为二氢杨梅素＞金丝桃苷＞原儿茶酸＞没食
子酸＞阿魏酸＞杨梅素＞山柰酚-3-O-（6″-O-E-阿魏酰
基）-β-D-葡萄糖苷＞VC＞异鼠李素；其中二氢杨梅素、

金丝桃苷、原儿茶酸对DPPH自由基的清除能力优于没食
子酸和VC，阿魏酸、杨梅素及山柰酚-3-O-（6″-O-E-阿魏酰
基）-β-D-葡萄糖苷清除DPPH自由基的能力不及没食子酸
但优于VC。

综上所述，本研究建立了 HPLC-DPPH 法用于评价
雪松松针抗氧化活性；雪松松针具有较强的抗氧化活
性，其中有效部位总黄酮、总多酚及单体成分二氢杨梅
素、金丝桃苷等是具有开发前景的纯天然抗氧化剂。
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