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·基础研究·

△ ［基金项目］　宁夏回族自治区研究生教育创新计划项目 （ＹＸＷ２０１７０１９）
 ［通信作者］　梁永锋，教授，研究方向：天然产物分析及应用研究；Ｅｍａｉｌ：ｑｙｌｙｆ３３８＠１６３ｃｏｍ

桃花中绿原酸抗氧化活性的研究
△

梁萱１，李嘉会２，梁永锋２

（１兰州军区兰州总医院 药剂科，甘肃　兰州　７３００００；２宁夏师范学院 化学化工学院，宁夏　固原　７５６０００）

［摘要］　以桃花提取物为试材，维生素Ｃ和绿原酸标准品为对照品，采用Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］测定其还原能力，
Ｄ脱氧核糖铁体系法、二苯代苦味酰基自由基（ＤＰＰＨ·）和邻苯三酚自氧化法测定桃花提取物中绿原酸的抗氧
化活性。结果表明：桃花提取物具有较强的还原性，其抗氧化活性与绿原酸含量密切相关。其中桃花提取物

抗羟基自由基活性高于 Ｖｃ，浓度为 ２００μ·ｍＬ－１时，可达到 ６６４２％；抗超氧阴离子自由基活性略低于 Ｖｃ，
浓度为２００μｇ·ｍＬ－１时，抗氧化活性为９５７８％；抗ＤＰＰＨ·自由基的活性比Ｖｃ略高，当浓度为２００μｇ·ｍＬ－１

时，抗氧化活性为８２１２％。该研究说明，桃花提取物的还原性和抗氧化活性与绿原酸具有良好的效量关系，
桃花中的抗氧化活性物质主要是绿原酸。

［关键词］　桃花提取物；抗氧化活性；绿原酸；相关性
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ｗａｓａｓｈｉｇｈａｓ６６４２％，ａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ９５７８％ ａｎｄ８２１２％ ｆｏｒｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎａｎｄＤＰＰＨｏ，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙＴｈｉｓｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍａｉｎｅｘｔｒａｃｔｏｆｐｅａｃｈｂｌｏｓｓｏｍｗａｓｃｈｌｏｒｇｅｎｉｃａｃｉｄａｎｄｉｔｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｌａｒｇｅｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｒｅｄｕｃｔｉｖｅａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｏｒｔｈｅｅｘｔｒａｃｔ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｐｅａｃｈｂｌｏｓｓｏｍｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ；ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；ｒｅｌｅｖａｎｃｅ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１８０１３１００２

桃花 Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ是蔷薇科落叶乔木桃树的
花，是一种民间常用中药。主治水肿，痰饮，脚

气，便秘，利水通便，癫狂，闭经，疮疹等［１］。

研究表明桃花中含有山奈酚、多糖、黄酮、绿原

酸、维生素、蛋白质等多种对人体有益的活性成

分［２３］。绿原酸具有抗菌、抗氧化、清除自由基、

抗衰老、抑制癌细胞突变、抗肿瘤、保护心血

管、降低血压等药理作用［４５］。自由基是人体代

谢的产物，主要以超氧阴离子、羟基自由基和过

氧化氢自由基等形式存在于人体内，人体中过多

的自由基会破坏细胞膜，使血清抗蛋白酶失去活

性，损伤基因导致细胞变异的出现和蓄积。大量

资料已经证明，炎症，肿瘤、衰老、血液病、以

及心、肝、肺、皮肤等 １００多种疾病的发生机理
与体内自由基产生过多或清除自由基能力下降有

着密切的关系［６７］。用人工合成的抗氧化剂来消

除体内的自由基和治疗疾病，往往效果不佳，且

产生毒副作用，因此，近年来关于中草药的抗氧

·７９６·
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化活性研究越来越引起自由基医学的重视［８９］。

但目前关于桃花提取物抗氧化活性的报道比较

少，本实验通过近年来普遍采用的中药抗氧化活

性评价方法 ＤＰＰＨ自由基法，Ｄ脱氧核糖铁体系
法和邻苯三酚自氧化法［１０］对桃花提取物的抗氧化

活性与其绿原酸含量的相关研究，为进一步研究

桃花的药理作用提供理论支撑。

１　实验仪器与药品

１１主要实验仪器

ＦＷ１７７中草药粉碎机；ＬＣ２０ＡＤ型高效液
相色谱仪（日本岛津）；ＵＶ１７５０型紫外分光光度
计（日本岛津）；ＸＨ３００Ａ微波催化合成／萃取仪
（北京祥鹄科技发展有限公司）；ＭＥ２３５８电子分
析天平（德国塞多利斯公司）；ＲＥ５２Ａ旋转蒸发
仪（上海亚荣升华仪器厂）。

１２实验药品

绿原酸对照品（中国食品药品检定研究院，

批号１１０７５３２００４１３，质量分数 ９９％）；桃花（采
自于宁夏固原市原州区宁夏师范学院后山古雁

岭），将新鲜的桃花用蒸馏水清洗后，沥干，放

入恒温箱中，在 ６０℃烘干至恒重，自然凉干，
粉碎，过８０目筛，作为实验用样品，备用。乙腈
（色谱纯）、ＤＰＰＨ（１，１二苯基２三硝基苯肼，
Ｓｉｇｍｅ公司）、磷酸、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、
盐酸、邻苯三酚、三氯乙酸、氢氧化钾、无水乙

醇、水杨酸、抗坏血酸、硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）、
ＥＤＴＡ、乙酸乙酯、正己烷、ＦｅＣｌ３、Ｈ２Ｏ２、ＦｅＳＯ４
等均为国内产分析纯。

２　实验方法

２１桃花中绿原酸的提取及含量测定

２１１色谱条件　色谱柱为 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）；以乙腈０３％Ｈ３ＰＯ４水溶液（８∶９２）
为流动相；流速 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，保持 ３０℃柱温，
进样量１０μＬ，检测波长３３１ｎｍ。
２１２标准曲线的建立　准确称取经过干燥的绿原
酸标准品２０ｍｇ，乙醇溶解并定容至１００ｍＬ，配制
成２０μｇ·ｍＬ－１的绿原酸标准品储备液。分别取１、
２、５、１０、１５μＬ标准品储备液，在上述色谱条件
下进行测定，以峰值面积值（Ｙ）对绿原酸浓度（Ｘ）

进行限行回归，回归方程为：Ｙ＝１１３６７６２Ｘ－
３７４９３，ｒ＝０９９９４，表明绿原酸标准品在 ２０～
３００μｇ·ｍＬ－１范围内具有良好的线性关系。
２１３桃花中绿原酸的提取及纯化　根据单因素试
验和正交试验的结果，称取１０ｇ经过预处理的桃花样
品于５００ｍＬ锥形瓶中，用２００ｍＬ７０％的乙醇浸润
３０ｍｉｎ，在功率为７０Ｗ下超声辐射７５ｍｉｎ，过滤，
将滤液收集，相同条件下再提取１次，将 ２次滤液
合并。将滤液在６０℃下减压浓缩干燥，得到绿原酸
粗提物０４９９６ｇ。将绿原酸粗品用蒸馏水完全溶解，
用盐酸调至ｐＨ值为３，用等体积的乙酸乙酯错流萃
取，每次萃取１０ｍｉｎ，连续萃取３次，合并萃取液
上层，减压浓缩至一定体积，按体积的４０％加入正
己烷，反复震荡，将经过分相析出的绿原酸在０～
４℃结晶２４ｈ，并将其在９５Ｋｐａ，５０℃进行真空干
燥３０ｍｉｎ，得到白色晶体绿原酸［１１］，备用。

２１４桃花提取的绿原酸含量的测定　准确称取
０１ｇ桃花提取物绿原酸纯化品，用７０％的乙醇溶
解并容至１００ｍＬ，配置成桃花提去物样品溶液。取
其样品溶液 １００ｍＬ，用乙醇稀释定容至 １００ｍＬ，
按２１２方法测定。依据绿原酸标准曲线方程计算
其浓度，按公式：绿原酸的含量（％）＝桃花提取物
样品溶液的体积（ｍＬ）×根据标准曲线计算的浓度
（μｇ·ｍＬ－１）×稀释的倍数／桃花提取物质量（ｇ）×
１００％，计算得到桃花提取物中绿原酸含量为８９３７％。

２２桃花提取物还原能力的测定

采用普鲁士兰法。取２５ｍＬ的不同浓度桃花提
取物样品（空白用蒸馏水代替，其他试剂下同）溶

液，加入 ２５ｍＬ的磷酸盐缓冲液（０２ｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ＝６６）及１％的Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６溶液２５ｍＬ，于５０℃
水浴反应２０ｍｉｎ后急速冷却，加入１０％的三氯乙酸
溶液２５ｍＬ，取反应液５ｍＬ。加入５ｍＬ的Ｈ２Ｏ和
０１０％的 ＦｅＣｌ３溶液１ｍＬ，混合均匀，１０ｍｉｎ后于
７００ｎｍ处测定其吸光度值［１２］，以水为空白，吸光度

值越大，还原能力越强。以相同浓度的绿原酸标准

品和抗坏血酸作阳性对照实验。

２３桃花提取物清除羟基自由基（·ＯＨ）的活性研究

采用Ｄ脱氧核糖铁体系法。向干燥洁净的试管
中依次加入０４ｍＬ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＫＨ２ＰＯ４ＫＯＨ缓
冲液，一定浓度的桃花提取物样品溶液，０１ｍＬ
１０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＥＤＴＡ溶液，０１ｍＬ２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的ＦｅＣｌ３溶液，０１ｍＬ１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的Ｈ２Ｏ２，０１ｍＬ

·８９６·
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６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＤＲ（其中对照不加），０１ｍＬ
２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的抗坏血酸，使反应体系最终体积为
１ｍＬ，３７℃下保温１ｈ，取出迅速加入２５％的盐酸
１ｍＬ终止反应，再加入１ｍＬ１％的 ＴＢＡ，沸水煮沸
１５ｍｉｎ，立即冷却，若有混浊加人 ３ｍＬ正丁醇萃
取，在５３２ｎｍ下测其吸光度［１３１４］，以相同浓度的绿

原酸标准品和抗坏血酸作阳性对照实验。清除率按

以下公式计算：

清除率（％）＝
Ａ０－（Ａ１－Ａ２）

Ａ０
×１００％ （１）

其中Ａ０：空白吸光度；Ａ１：加入清除剂和 ＤＲ
后吸光度；Ａ２：样品本身吸光度（不加ＤＲ）。

２４桃花提取物清除ＤＰＰＨ·自由基的活性研究

取不同浓度的桃花粗提物样品溶液１ｍＬ，向其
中加入２ｍＬ０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＰＰＨ自由基无水乙醇溶
液，常温下黑暗处放置３０ｍｉｎ，在５１７ｎｍ下测得吸
光值；以２ｍＬ９５％的乙醇溶液代替ＤＰＰＨ溶液为空
白组；２ｍＬ０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＰＰＨ乙醇溶液与２ｍＬ
蒸馏水为对照组；同时以等体积蒸馏水和９５％的乙
醇混合液作为空白调零［１５］。每个浓度重复实验３次，
取吸光度的平均值，用相同浓度的绿原酸标准品和

抗坏血酸作阳性对照实验。按下式计算 ＤＰＰＨ自由
基清除率：

ＤＰＰＨ自由基清除率 （％）＝
Ａ０－（Ａｘ－Ａｙ）

Ａ０
×１００％

（２）
式中Ａ０：为对照组吸光度，Ａｙ：为空白组吸光

度，Ａｘ：为加入桃花多糖后溶液的吸光度。

２５桃花提取物清除超氧阴离子（Ｏ－２·）的活性研究

采用邻苯三酚自氧化法。取２５ｍＬ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＨ＝８３４的磷酸盐缓冲溶液ＰＢＳ，加入２ｍＬ一定浓
度的 桃 花 提 取 物 样 品 溶 液，再 加 入 ０２５ｍＬ
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 的邻苯三酚，保持溶液总体积为
４５ｍＬ，均匀混合，２５℃下保温，在第４ｍｉｎ时加
入１０ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ１滴，使反应终止，用相同浓度的
样品液为参比，在波长３２５ｎｍ处测其吸光度值［１６］，

得到样品的吸光度值 Ａ１。用蒸馏水代替样品溶液，
加入与测试样品相同的其它试剂，以 ｐＨ＝８３４的
ＰＢＳ溶液做参比，在波长３２５ｎｍ处测其吸光度值，
得到空白吸光度值 Ａ０，以相同浓度的绿原酸标准品
和抗坏血酸作阳性对照实验。按下式计算超氧阴离

子（Ｏ－２·）的消除率：

超氧阴离子（Ｏ－２·）的消除率（％）＝
（Ａ０－Ａ１）
Ａ０

×１００％

（３）

３　实验结果

３１桃花提取物的还原能力

称取桃花提取物样品２０ｍｇ，用乙醇溶解并定容
至１０ｍＬ，桃花提取物样品的浓度为２ｍｇ·ｍＬ－１，准
确移去该溶液 １ｍＬ，分别稀释 １０、２５、４０、１００、
２００、４００倍，使桃花提取物样品的浓度分别为２００、
１００、５０、２０、１０、５μｇ·ｍＬ－１。按２２方法分别测
定桃花提取物、绿原酸标准品和抗坏血酸的吸光度。

用吸光度值的大小评价其还原能力，吸光度值越大

还原能力越强。实验结果如图１所示。

图１　Ｖｃ、绿原酸和桃花提取物还原能力

实验结果表明，在实验选取的浓度范围内，

Ｖｃ、桃花提取物和绿原酸对 Ｆｅ３＋具有还原能力，
浓度小于２０μｇ·ｍＬ－１时还原能力均比较弱，但随
着浓度的增大其还原能力都迅速逐渐增强。且在浓

度较低范围内 Ｖｃ的还原能力明显大于桃花提取物
和绿原酸标准品，当浓度大于１００μｇ·ｍＬ－１时，随
着还原能力都在增强的同时三者的还原能力逐渐

接近。

３２桃花提取物对羟基（·ＯＨ）自由基抗氧化活性

按２３方法分别测定浓度为５、１０、２０、５０、１００、
２００μｇ·ｍＬ－１桃花提取物、绿原酸标准品和Ｖｃ对Ｄ脱
氧核糖铁体系产生羟基自由基（·ＯＨ）的消除率，实验
结果如图３所示。图３表明，在５～２００μｇ·ｍＬ－１范围
内，桃花提取物、绿原酸和 Ｖｃ对 Ｄ脱氧核糖铁体
系产生的羟基（·ＯＨ）均有一定的抗氧化活性，相同
浓度其抗氧化活性桃花提取物 ＞绿原酸标准品 ＞抗
坏血酸。而且随着浓度的增大，抗氧化活性增大，

·９９６·
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当浓度大于１００μｇ·ｍＬ－１抗氧化活性基本稳定，浓
度为２００μｇ·ｍＬ－１桃花提取物、绿原酸标准品和 Ｖｃ
的抗氧化活性分别为６６４２％，４９９２％和１９６８％。
同时发现桃花提取物和绿原酸标准品对羟基自由基

（·ＯＨ）抗氧化活性变化趋势一致。

图３　Ｖｃ、绿原酸和桃花提取物对·ＯＨ自由基抗氧化活性

３３桃花提取物对ＤＰＰＨ·自由基抗氧化活性

按２４方法分别测定浓度为 ５、１０、２０、５０、
１００、２００μｇ·ｍＬ－１桃花提取物、绿原酸标准品和
Ｖｃ对１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）产生的
自由基抗氧化活性，实验结果如图 ４所示。由图
４表明，在 ５～２００μｇ·ｍＬ－１范围内，桃花提取
物、绿原酸标准品和 Ｖｃ三种物质对 ＤＰＰＨ·自由
基均具有强的抗氧化活性，随着浓度的增大，其

抗氧化活性增强。相同浓度下，桃花提取物、绿

原酸标准品对 ＤＰＰＨ·自由基的抗氧化活性均大于
Ｖｃ，浓度为２００μｇ·ｍＬ－１时其抗氧化活性分别为
８２１２％、７８４２％和７４６５％，且桃花提取物对ＤＰＰＨ·
自由基的抗氧化活性具有良好的效量关系。

图４　Ｖｃ、绿原酸和桃花提取物对ＤＰＰＨ·自由基

３４桃花提取物对超氧阴离子（Ｏ－２·）的抗氧化活性

按照２５的方法步骤分别测定浓度为 ５、１０、
２０、５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１桃花提取物、绿原酸
标准品和 Ｖｃ对邻苯三酚体系产生的超氧阴离子

（Ｏ－２·）的抗氧化活性，实验结果如图 ５所示。由
图５看出，桃花提取物、绿原酸标准品和Ｖｃ对超
氧阴离子（Ｏ－２·）都具有一定的抗氧化活性，且随
着浓度的增大，其抗氧化活性逐渐增大，效量关

系明显。在相同的浓度下，Ｖｃ对超氧阴离子
（Ｏ－２·）的抗氧化活性明显大于桃花提取物和绿原
酸标准品。当浓度２００μｇ·ｍＬ－１时，Ｖｃ对超氧阴
离子（Ｏ－２·）的抗氧化活性几乎接近 １００％，桃花
提取物的抗氧化活性为 ９５７８％，绿原酸的抗氧
化活性为９１３５％。

图５　Ｖｃ、绿原酸和桃花提取物对Ｏ－２·自由基抗氧化活性

４　结论

本实验采用体外化学模拟法对桃花绿原酸粗

提物的抗氧化活性进行了探讨，并以绿原酸标准

品和抗坏血酸为对照，实验表明桃花提取物对羟

基自由基、ＤＰＰＨ自由基和超氧阴离子自由基具
有较强的抗氧化活性，并且与其浓度具有良好的

效量关系，说明桃花中的抗氧化活性物质主要来

源于绿源酸。

由于植物成分的复杂性，往往含有多种抗氧化

活性成分，因此，不同的提取方法、溶剂和条件将

使成分、含量不同，导致评价效果产生差异。

体外化学模拟法与人体的抗氧化环境有所差异，

关于桃花绿原酸能否作为人体抗氧化活性物质还需

要进一步的探讨和进行大量的动物实验及临床试验

研究。

关于桃花绿原酸抗氧化机理、抗氧化活性的稳

定性及桃花中其它抗氧化活性成分的协同作用需要

继续进行探索和研究。

本实验只是对桃花提取物绿原酸的抗氧化活性

进行了初步探索，若要提高其药用价值和经济价值

还需要进行大量深入的研究，可以预见桃花在医疗

和美容领域有着广阔的应用前景。

·００７·
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