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鼠体内的 t1/2α分别为16.7、21.5、13.2 min，表明其在体内分布迅
速；t1/2β分别为50.2、23.3、21.2 min，表明其在体内消除较快。马
鞭草提取物高、中、低剂量组马鞭草苷在大鼠体内的 t1/2α分别为
15.0、28.2、18.2 min，t1/2β分别为63.2、28.2、30.8 min，与戟叶马鞭
草苷具有相似的分布及消除特征。马鞭草提取物低剂量组戟叶
马鞭草苷由中央室到周边室的速率常数与周边室到中央室的
速率常数相近（K12＝0.070 min－1，K21＝0.068 min－1），马鞭草苷
的也非常相近（K12＝0.019 min－1，K21＝0.021 min－1）。但是，在
马鞭草提取物高剂量组，戟叶马鞭草苷由中央室到周边室的
速率常数为周边室到中央室速率常数的2.4倍（K12＝0.107 min－1，

K21＝0.045 min－1），马鞭草苷的为2.8倍（K12＝0.116 min－1，K21＝

0.042 min－1），提示马鞭草提取物在高剂量时可能出现非线性
动力学过程。
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摘 要 目的：合成木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物并确定其分子结构。方法：以无水乙醇为溶剂，在pH9.76、温度为80 ℃条件下，合成

木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物；用紫外光谱、红外光谱、热重差热结合元素分析确定其结构后，用高效液相色谱法和分光光度法考察木

犀草素与其 Cr（Ⅲ）配合物对 DPPH 自由基的清除作用。结果：木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物的组成为 C15H9O6Cr（COOCH3）2（H2O）2·
2H2O；木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物对DPPH自由基的清除作用强于木犀草素本身。结论：木犀草素与Cr3+结合后，增强了木犀草素抗

DPPH自由基的生物活性。
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Study on Synthesis and Activity of Scavenging DPPH Free Radical of Luteolin-Cr（Ⅲ）Complex
TENG Yang1，HOU Li-ran2，HOU Wei1，CHU Jing1，GAO Jin-bo1（1.Key Laboratory of Biological Drugs，Educa-
tion Department of Heilongjiang Province，Pharmacy College of Jiamusi University，Heilongjiang Jiamusi
154007，China；2.Basic Medical College of Jiamusi University，Heilongjiang Jiamusi 154007，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To synthesize the complex of Luteolin-Cr（Ⅲ）complex and determine its molecular structure. METH-

ODS：Using absolute ethanol as solvent，the Luteolin-Cr（Ⅲ）complex was synthesized under the condition of pH＝9.76 at 80 ℃.

After determining the structure of Luteolin-Cr（Ⅲ）complex by complex IR，UV，TG-DTA combined with element analysis meth-

od，the ability of luteolin and Luteolin-Cr（Ⅲ）complex of scavenging DPPH free radical was investigated by HPLC and spectropho-

tometry. RESULTS：The composition of the complex was C15H9O6Cr（COOCH3）2（H2O）2·2H2O；the ability of scavenging DPPH free

radical of Luteolin-Cr（Ⅲ）complex was stronger than that of luteolin itself. CONCLUSIONS：The activity of scavenging DPPH

free radical of luteolin has been enhanced after combined with Cr3+.

KEY WORDS Luteolin；Cr（Ⅲ）-complex；DPPH
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木犀草素（Luteolin）是3′，4′，5，7-四羟基黄酮类化合物，主
要存在于菊花、透骨草、络石藤、金银花等植物中[1-2]。近年来
研究表明，其具有抗炎[3]、抗肿瘤[4-6]活性，对心脏[7]、呼吸系统具有
一定保护作用[8]，对免疫系统有一定调节作用[9]。众所周知，木
犀草素的金属配合物可增强原配体的生物活性[10-11]；而金属Cr

（Ⅲ）是哺乳动物生命与健康所需的微量元素[12]，是葡萄糖耐
受因子（GTF）的重要组成成分，缺乏Cr（Ⅲ）可引发动脉粥样
硬化[13]等疾病。为此，本研究以木犀草素为原料，合成木犀草
素-Cr（Ⅲ）配合物 [14-15]，并利用高效液相色谱（HPLC）法对木
犀草素与木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物抗 DPPH 自由基的活性进
行研究。

1 材料
1.1 仪器

UV7501型紫外-可见分光光度计（无锡分析仪器有限公
司）；VERTEX70型傅里叶变换红外光谱仪、ADVANCE Ⅲ型
400 MHz 核磁共振仪（德国 Bruker 公司）；1100 型 HPLC 仪
（美国 Agilent 公司）；Vario El 型元素分析仪（德国 Elementar

公司）。

1.2 试剂

木犀草素对照品（南京苏朗医药有限公司，纯度：98％）；

1，1-苯基-2-苦味苯肼（DPPH，美国 Sigma 公司）；甲醇为色谱
纯，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物的合成

在无水乙醇溶剂中加入等摩尔的木犀草素和Cr（Ac）3固体，

在 60 ℃下搅拌溶解至澄清时，用 1 mol/L的NaOH溶液调 pH

值至9.76，再升高温度至80 ℃，磁力搅拌的同时以水浴回流反
应 4 h，产生的沉淀静置离心，用少量的乙醇与水分别洗涤数
次，40 ℃真空干燥，得配合物，产率为78.76％。

2.2 木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物的结构表征

对所合成的木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物，通过紫外光谱、红外
光谱、热重差热、元素分析与核磁共振氢谱（1H-NMR）确定其
组成为C15H9O6Cr（COOCH3）2（H2O）2·2H2O。木犀草素-Cr（Ⅲ）

配合物的结构见图1。

2.2.1 紫外光谱分析 配体木犀草素与其Cr配合物在紫外光

谱图中均出现了 2个吸收带（带Ⅰ、带Ⅱ），根据有关文献报

道[14-15]，当配合物形成后这两个吸收带均发生了不同程度的红

移。A环5-OH氧取代可同时引起带Ⅰ和带Ⅱ发生红移，这说

明木犀草素分子中 5-OH 上的氧与 Cr（Ⅲ）发生了络合反应。

木犀草素与其Cr配合物的紫外吸收峰及归属见表1。

2.2.2 红外光谱分析 采用KBr压片法测得木犀草素与其Cr

配合物的红外特征吸收峰基本相似。木犀草素在 1 656 cm－1

处羰基峰与金属离子发生配位效应后，移至 1 629 cm－1处，这
表明羰基氧参与了配位，使得羰基成键电子云更加偏离键的
几何中心而移向氧原子，导致羰基键电子云密度变低，从而降
低了羰基的双键性；苯环骨架振动体系（C＝C）由木犀草素的

1 610 cm－1处降至形成配合物后的 1 516 cm－1处，这是由于木

犀草素-Cr（Ⅲ）配合物的形成使得苯环的共扼效应增强所致；木

犀草素与其Cr配合物中C—OH键和C—O—C键吸收峰的位置

则变化不大。木犀草素与其Cr配合物的主要红外吸收频率及归

属见表2。

表 2 木犀草素与其Cr配合物的主要红外吸收频率及归属

（cm－1）

Tab 2 IR absorption frequency and adscription of luteolin

and Luteolin-Cr（Ⅲ）complex（cm－1）

化合物
木犀草素
木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物

ν（C＝O）

1656

1629

ν（C＝C）

1610

1516

ν（C-OH）

1367

1353

（C-O-C）

1266

1252

（O-H）

3421

3431

2.2.3 热重差热分析 对木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物进行热重差

热分析，其测定结果表明，在低于 100 ℃时有一失水吸热峰，

失重率约 6.98％，与 2 个水分子的量相对应（理论失重为

6.83％）；在120～190 ℃之间，失重率约 7.05％，相当于 2 个水

分子的量（理论失重为 6.83％），这说明该配合物含 2 个结晶

水、2 个配位水。木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物的热重差热分析结

果见图2。

2.2.4 元素分析 原子发射光谱（ICP）法测定木犀草素-Cr

（Ⅲ）配合物中C、H、Cr的所得值/理论值（％）分别为：C 44.08 /

43.27、H 4.31/4.40、Cr 9.98/9.86，可见所测得的实际值与理论

值基本相符，故可确定分子式为：C15H9O6Cr（COOCH3）2

（H2O）2·2H2O。

2.2.5 1H-NMR 分析 以 d6-DMSO 作为溶剂，测定了木犀草

素-Cr（Ⅲ）配合物的 1H-NMR 谱。氢的各归属峰为：δ10.72

（1H，OH-7），δ10.51（1H，OH-4′），δ9.36（1H，OH-3′），δ7.95

（1H，H- 2′），δ7.92（1H，H-6′），δ6.78（1H，H-5′），δ6.52（1H，

H-8），δ6.31（1H，H-6），δ6.15（1H，H-3），δ3.0～3.6（宽峰H2O）；

5-OH的质子峰在配合物中消失，由此表明在配位时5-OH失去

质子并通过氧原子与金属离子配位。

2.3 分光光度法评价木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由

图1 木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物的结构

Fig 1 Possible structure of Luteolin-Cr（Ⅲ）complex

表1 木犀草素与其Cr配合物的紫外吸收峰及归属（nm）

Tab 1 UV absorption frequency and adscription of luteolin

and Luteolin-Cr（Ⅲ）complex（nm）

化合物
木犀草素
木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物

带Ⅰ
349

424
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图2 木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物的热重差热分析结果

Fig 2 TG-DTA analysis of Luteolin-Cr（Ⅲ）complex
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基的清除能力

2.3.1 溶液的制备 （1）样品溶液的制备：准确称取4.0 mg木

犀草素-Cr（Ⅲ）配合物，用碱水溶解，调pH值至7，用蒸馏水定

容至 100 ml量瓶中，得质量浓度为 0.04 g/L的样品溶液，再分

别将其稀释成0.04、0.03、0.02、0.008、0.004、0.002 g/L系列质量

浓度的样品溶液。（2）对照品溶液的制备：准确称取 4.0 mg木

犀草素对照品，用甲醇溶解并定容至100 ml量瓶中，得质量浓

度为0.04 g/L的木犀草素溶液，再将其稀释成0.04、0.03、0.02、

0.008、0.004、0.002 g/L系列质量浓度的对照品溶液。（3）DPPH

溶液的制备：精密称取DPPH 0.157 7 g，用甲醇溶解并定容至

100 ml量瓶中，从中精密量取5.00 ml，用甲醇定容至100 ml量

瓶中，得浓度为0.2 mmol/L的DPPH溶液。

2.3.2 木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由基的清除能力考

察 准确吸取浓度为0.2 mmol/L的DPPH溶液或甲醇（空白溶

剂）2 ml，置于试管中，再分别吸取不同质量浓度的对照品、样

品溶液2 ml，迅速混匀，于37 ℃避光反应30 min，在517 nm波

长处测定各溶液的吸光度（A），按下列公式计算清除率。

清除率P（％）＝[A0－（Ai－Aj）]/A0

式中：Ai为加样溶液与DPPH溶液的吸光度；Aj为样品溶液

与空白溶剂的吸光度；A0为DPPH溶液与空白溶剂的吸光度。

分光光度法测定木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由基

的清除能力见表3和图3。

表3 分光光度法测定木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由

基的清除能力（％）

Tab 3 The ability of scavenging DPPH free radical of

luteolin and Luteolin-Cr（Ⅲ）complex by spectrophotometry

（％）

化合物

木犀草素
木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物

质量浓度，g/L

0.002

17.39

26.39

0.004

43.56

44.01

0.008

61.90

69.03

0.02

63.11

81.74

0.03

63.41

81.20

0.04

63.36

81.18

2.4 HPLC法评价木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由基

的清除能力

2.4.1 色谱条件 色谱柱：ZORBAX Eclipse XDB-C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇 -水（80 ∶ 20，V/V）；柱温：

25 ℃；流速：1.0 ml/min，检测波长：517 nm。在该色谱条件下，

DPPH自由基的出峰时间为9.87 min，而木犀草素与其Cr配合

物均无色谱峰出现。色谱见图4。

2.4.2 标准曲线的制备 按“2.3.1（3）”项下方法制得浓度为

2、4、8、16、32、64 mmol/L的系列DPPH溶液，按“2.4.1”项下色

谱条件进样测定，每个浓度平行进样 3次。以DPPH浓度（x）

为横坐标，平均峰面积积分值（y）为纵坐标，进行线性回归，得

回归方程为 y＝0.058 7x+0.054 0（r＝0.999 6，n＝6）。结果表

明，DPPH浓度在2～40 mmol/L范围内与其平均峰面积积分值

呈良好线性关系。DPPH的标准曲线见图5。

2.4.3 重复性和稳定性试验 取“2.4.2”项下系列浓度的

DPPH溶液，按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，重复进样5次。

结果，RSD＝0.92％（n＝5），表明本方法重复性良好。取

“2.4.2”项下系列浓度的DPPH溶液，按“2.4.1”项下色谱条件进

样测定，每隔2 h进样1次，连续5次。结果，RSD＝0.87％（n＝

5），表明DPPH在试验条件下8 h内稳定，无明显变化。

2.4.4 木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由基的清除率 准

确吸取浓度为 0.2 mmol/L的DPPH溶液 2 ml，置于试管中，再

取不同质量浓度的样品溶液2 ml，与之迅速混匀，于37 ℃下避

光反应30 min，立刻用0.45 μm有机滤膜滤过，取20 μl进样，测

定DPPH峰面积；对照不加样品溶液。按下列公式计算清除率：

P（％）＝[A0－Aj]/A0

式中，A0为体系中DPPH自由基的原始浓度；Aj为加入样

品溶液后的DPPH自由基浓度。

测得木犀草素与其Cr配合物的半数抑制浓度（IC50）分别

为 0.014、0.008 g/L。HPLC法测定木犀草素与其Cr配合物对

DPPH自由基的清除能力见表4、图6。

2.5 分光光度法与HPLC法测定清除率的结果比较

比较两种方法所测的结果发现，分光光度法检测的结果

总是比HPLC法检测的结果偏高，其原因之一是分光光度法在

一定的波长下检测，检测的是吸光物质的总吸收，而HPLC法

具有分离及分析两种功能，能较好地避免体系中其他吸光物

质的干扰，准确地测定体系中真实的DPPH自由基的浓度。因

此，HPLC法能够准确评价物质对DPPH自由基的清除作用。

分光光度法和HPLC法测定清除率的结果比较见表5。
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图3 分光光度法测定木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由

基的清除能力
A.木犀草素；B.木犀草素-Cr（Ⅲ））配合物

Fig 3 The abilities of scavenging DPPH free radical of

luteolin and Luteolin-Cr（Ⅲ）complex by spectrophotometry
A. luteolin；B.Luteolin-Cr（Ⅲ）complex
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图4 高效液相色谱图
A. DPPH溶液；B. 木犀草素溶液；C. 木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物

Fig 4 HPLC chromatograms
A. DPPH solution；B. luteolin solution；C. Luteolin-Cr（Ⅲ）complex
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图5 DPPH的标准曲线

Fig 5 Standard curve of DPPH
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表5 分光光度法和HPLC法测定清除率的结果比较（％）

Tab 5 Comparison of scavenging rate by spectrophotom-

etry and HPLC（％）

化合物

木犀草素

木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物

方法

分光光度法
HLPC法
分光光度法
HLPC法

质量浓度，g/L

0.002

17.39

7.85

26.39

15.81

0.004

43.56

31.29

44.01

43.45

0.008

61.90

56.39

69.03

63.36

0.02

63.11

61.89

87.74

69.45

0.03

63.41

62.89

81.20

73.02

0.04

63.36

62.51

81.18

73.36

3 讨论
木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由基均有清除作用，

且随着质量浓度的增大清除作用也随之增加，当质量浓度达

到一定程度时，清除率也趋于平衡状态。木犀草素、木犀草

素 -Cr（Ⅲ）配合物对 DPPH 自由基的最大清除率分别为

62.51％、73.36％，IC50值分别为 0.014、0.008 g/L，说明木犀草

素-Cr（Ⅲ）配合物对 DPPH 自由基的清除作用要强于配体本

身。由此可见，木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物与DPPH自由基单电

子结合的能力较强，是一种较强的清除DPPH自由基的抗氧化

剂，具有较好的研究及开发前景。

木犀草素与木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物均以供氢的方式来终

止自由基链式反应，故木犀草素与木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物在

与DPPH自由基反应后所形成的苯氧自由基的稳定性决定了

其抗氧化活性的大小。木犀草素与Cr3+配合后，其分子的电子

云分布发生，更有利于 B 环上羟基的供氢，从而使得木犀草

素-Cr（Ⅲ）配合物与DPPH自由基作用后，形成了更加稳定的

自由基中间体，因此木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物抗DPPH自由基

的活性要比配体木犀草素本身高。
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表 4 HPLC测定木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由基的

清除能力（％）

Tab 4 The abilities of scavenging DPPH free radical of

luteolin and Luteolin-Cr（Ⅲ）complex by HPLC（％）

化合物

木犀草素
木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物

质量浓度，g/L

0.002

7.85

15.81

0.004

31.29

43.45

0.008

56.39

63.36

0.02

61.89

69.45

0.03

62.89

73.02

0.04

62.51

73.36
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图 6 HPLC法测定木犀草素与其Cr配合物对DPPH自由基

的清除能力
A.木犀草素；B.木犀草素-Cr（Ⅲ）配合物

Fig 6 The abilities of scavenging DPPH free radical of

luteolin and Luteolin-Cr（Ⅲ）complex by HPLC
A. luteolin；B.Luteolin-Cr（Ⅲ）complex
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