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摘要： 目的　 优化凌霄花醇提取物制备工艺， 并对其抗氧化、 美白活性进行评价。 方法　 在单因素试验基础上， 以提

取溶剂 （乙醇） 体积分数、 料液比、 提取时间为影响因素， 指标成分 （毛蕊花糖苷、 异毛蕊花糖苷） 含量为评价指

标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化制备工艺。 测定提取物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋自由基的清除能力及铁还原能力， 以及对酪氨

酸酶单酚酶、 二酚酶的抑制活性。 结果　 最佳条件为提取溶剂体积分数 ７０％ 乙醇， 料液比 １ ∶ １３， 提取时间 ７０ ｍｉｎ，
指标成分含量为 １􀆰 ８９ ｍｇ ／ ｇ。 提取物对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋ 自由基的 ＩＣ５０ 分别为 ０􀆰 ０２２、 ０􀆰 ０６３ ｍｇ ／ ｍＬ， 其质量浓度在

０􀆰 １２５～２􀆰 ０００ ｍｇ ／ ｍＬ 时表现出较强的铁还原能力， 对酪氨酸酶单酚酶、 二酚酶的 ＩＣ５０值分别为 ２􀆰 ０６、 ２􀆰 ８９ ｍｇ ／ ｍＬ。
结论　 该方法稳定可行， 可用于提取抗氧化、 美白活性较强的凌霄花醇提取物。
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　 　 凌霄花为紫葳科植物凌霄 Ｃａｍｐｓｉｓ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ （Ｔｈｕｎｂ．）
Ｋ． Ｓｃｈｕｍ． 或美洲凌霄 Ｃａｍｐｓｉｓ ｒａｄｉｃａｎｓ （Ｌ．） Ｓｅｅｍ． 的干燥

花， 原名紫葳， 始载于 《神农本草经》， 具有活血通经、
凉血祛风功效， 主治月经不调、 经闭癥瘕、 产后乳肿、 风

疹发红、 皮肤瘙痒、 痤疮等［１］ 。 凌霄花含有苯乙醇苷类、
三萜类、 黄酮类、 花色素、 环烯醚萜苷、 挥发油等成分［２］ 。
现代药理学研究表明， 凌霄花具有抗凝血［３］ 、 抗炎镇

痛［４］ 、 脑缺血保护［５］ 、 抗氧化［６］ 等作用， 临床上主要用于

治疗皮肤炎症［７⁃８］ 、 心脑血管疾病［９］ 、 妇科疾病［１０］等疾病。
凌霄花化学成分主要为苯乙醇苷、 黄酮［１１］ 、 多酚［１２］

类， 其中苯乙醇苷类化合物在凌霄花中含量最丰富， 为其

功效相关的主要活性成分， 如毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷

具有抗凝血、 抗炎、 抗氧化、 抗肿瘤等活性［１３⁃１６］ ， 是凌霄

花活血通经、 凉血祛风功效的潜在药效物质基础。 因此，
本研究以毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷含量为指标， 采用

Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化凌霄花醇提取物的制备工艺， 并

通过测定 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋自由基清除能力及铁还原能力评价

抗氧化活性， 测定酪氨酸酶抑制率评价美白活性， 以期为

毛蕊花糖苷及异毛蕊花糖苷的高效制备提供参考， 为拓展

凌霄花在功效型化妆品原料领域的应用奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 药物与试剂　 凌霄花药材购自亳州淇顺堂药业有限公

司， 经山东中医药大学药物研究院赵渤年教授鉴定为紫葳

科植物凌霄 Ｃａｍｐｓｉｓ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｋ． Ｓｃｈｕｍ． 的干燥

花。 毛蕊花糖苷、 异毛蕊花糖苷对照品 （批号 ＰＳ０１２７１１、
ＰＳ０１０３１７， 纯度≥９８％ ， 成都普思生物科技股份有限公

司）； ２， ２⁃联苯基⁃１⁃苦基肼基、 ２， ２′⁃联氮⁃二 （３⁃乙基⁃苯
并噻唑⁃６⁃磺酸） 二铵盐 （批号 ５０７Ｆ０２５、 Ａ００１０⁃Ｗ， 北京

索莱宝科技有限公司）； 酪氨酸酶 ［货号 Ｔ３８２４， 西格玛奥

德里奇 （上海） 贸易有限公司］； 维生素 Ｃ （批号 Ｓ１３００１，
上海源叶生物科技有限公司）； Ｌ⁃酪氨酸、 Ｌ⁃多巴 （货号

Ｔ１０３９７６、 Ｄ１１１０４８， 上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；
甲酸、 甲醇、 乙腈 （色谱纯， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 水为超

纯水。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 高效液相色谱仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）； ＤＦＹ⁃５００ＤＤＺＴＷ 摇摆式高速粉碎机 （温岭市林大机

械有限公司）； 电子调温电热套 （北京市永光明医疗仪器

有限公司）； 多功能酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＤＺＫＷ⁃Ｃ
恒温水浴锅 （上海树立仪器仪表有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｃ１８ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％ 甲酸 （Ｂ）， 梯度洗

脱 （０ ～ ５ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ５ ～ １０ ｍｉｎ， ９５％ ～ ９０％ Ｂ； １０ ～ ２０
ｍｉｎ， ９０％ ～８５％ Ｂ； ２０～３０ ｍｉｎ， ８５％ ～ ８０％ Ｂ； ３０～ ４０ ｍｉｎ，
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８０％ ～ ４０％ Ｂ； ４０ ～ ４５ ｍｉｎ， ４０％ ～ ５％ Ｂ）； 体积流量 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ３３０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。 凌

霄花样品与对照品色谱图见图 １。

注： Ａ 为对照品， Ｂ 为供试品。
１． 毛蕊花糖苷　 ２． 异毛蕊花糖苷

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 凌霄花药材粉碎， 过 ８０ 目筛。 取

药材粉末 ５􀆰 ０ ｇ， 置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶中， 加 ５０ ｍＬ 提取

溶剂， 加热回流提取 ６０ ｍｉｎ， 抽滤， 浓缩， 用甲醇定容至

２５ ｍＬ 量瓶中， 即得。
２􀆰 ３　 对照品溶液制备　 取毛蕊花糖苷、 异毛蕊花糖苷对照

品各 ５􀆰 ０ ｍｇ， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， 甲醇溶解并定容至刻度，
得到 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品母液。
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察　 精密量取 “２􀆰 ３” 项下的对照品母

液， 依次稀释得到 ６ 个不同浓度的对照品溶液， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归。 结果显示， 毛蕊花

糖苷的回归方程为 Ｙ ＝ １７ ０４７ ２６９􀆰 ９Ｘ － ２５５ ７０１ （ Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９ ５４）， 线性范围 ０􀆰 ０１５ ６ ～ １􀆰 ０００ ｍｇ ／ ｍＬ； 异毛蕊花糖

苷的回 归 方 程 为 Ｙ ＝ １２ ６０６ ３４５􀆰 ８Ｘ － １２ ８１０􀆰 ５ （ Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９ ３７）， 线性范围为 ０􀆰 ００１ ６ ～ ０􀆰 １００ ０ ｍｇ ／ ｍＬ， 可知各

成分在各自范围内线性关系良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验　 精密吸取 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液， 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下连续进样测定 ６ 次， 测得毛蕊花糖苷、
异毛蕊花糖苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ３１％ 、 ０􀆰 ６１％ ， 表明仪

器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 重复性实验　 取本品适量， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制

备 ６ 份供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测

得毛蕊花糖苷、 异毛蕊花糖苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５３％ 、
０􀆰 ７７％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验　 取本品适量， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制

备供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定， 测得毛蕊花糖苷、 异毛蕊花糖苷峰面

积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５９％ 、 １􀆰 ２８％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验　 准确称取 ６ 份各成分含量已知的

本品， 每份分别定量加入毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷对照

品， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定。 结果， 毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷的

平均加样回收率分别为 ９８􀆰 ８９％ 、 １０１􀆰 ０１％ ， ＲＳＤ 分别为

１􀆰 ４１％ 、 ２􀆰 ３１％ 。
２􀆰 ５　 单因素试验

２􀆰 ５􀆰 １　 提取溶剂体积分数 　 称取凌霄花粉末 ５􀆰 ０ ｇ， 分别

加入 １０ 倍量纯水、 ３０％ 乙醇、 ５０％ 乙醇、 ７０％ 乙醇、 １００％
乙醇， 浸泡 ３０ ｍｉｎ， 加热回流提取 ６０ ｍｉｎ， 在 “２􀆰 １” 项色

谱条件下测定指标成分毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷的含量，
结果见图 ２。 由此可知， 醇提取物指标成分含量随着提取

溶剂体积分数的增高呈先升后降趋势， 在体积分数为 ７０％
时达到最大值， 因此选择最佳提取溶剂为 ７０％ 乙醇。

图 ２　 提取溶剂体积分数对指标成分含量的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ５􀆰 ２　 料液比　 称取凌霄花粉末 ５􀆰 ０ ｇ， 分别按料液比 １ ∶
５、 １ ∶ １０、 １ ∶ １５、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ２５ 加入 ７０％ 乙醇， 浸泡 ３０
ｍｉｎ， 加热回流提取 ６０ ｍｉｎ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下测定

指标成分含量， 结果见图 ３。 由此可知， 随着料液比增大，
指标成分含量先上升后下降， 当料液比为 １ ∶ １０ 时到达峰

值， 当料液比为 １ ∶ １０ ～ １ ∶ ２０ 时， 指标成分含量缓慢降

低， 因此选择料液比为 １ ∶ １０。

图 ３　 料液比对指标成分含量的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ５􀆰 ３　 提取时间　 称取凌霄花粉末 ５􀆰 ０ ｇ， 按料液比 １ ∶ １０
加入 ７０％ 乙醇， 浸泡 ３０ ｍｉｎ， 分别加热回流提取 ３０、 ６０、
９０、 １２０ ｍｉｎ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下测定指标成分含量，
结果见图 ４。 由此可知， 随着提取时间的延长， 指标成分

含量呈先升高后降低的趋势， 并在 ６０ ｍｉｎ 时达到峰值， 因

此选择最优提取时间为 ６０ ｍｉｎ。
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图 ４　 提取时间对指标成分含量的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ５􀆰 ４　 提取次数　 称取凌霄花粉末 ５􀆰 ０ ｇ， 按料液比 １ ∶ １０
加入 ７０％ 乙醇， 浸泡 ３０ ｍｉｎ， 加热回流 ６０ ｍｉｎ， 分别提取

１、 ２、 ３、 ４ 次， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下测定指标成分含

量， 结果见图 ５。 由此可知， 随着提取次数增加， 指标成

分含量呈先升高后降低的趋势， 但差别较小。 考虑到时间

及提取溶剂成本， 因此选择最佳提取次数为 １ 次。

图 ５　 提取次数对指标成分含量的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ６　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验的基础上， 以

提取溶剂体积分数 （Ａ）、 料液比 （Ｂ）、 提取时间 （Ｃ） 为

影响因素， 指标成分含量 （Ｙ） 为评价指标， 进行 ３ 因素 ３
水平试验， 因素水平见表 １， 试验设计及结果见表 ２。 采用

Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０ 软件对表 ２ 中的结果进行多元二次回归

分析， 得回 归 方 程 为 Ｙ ＝ １􀆰 ７４ ＋ ０􀆰 １９６ ６Ａ ＋ ０􀆰 ３００ ３Ｂ ＋
　 　 　 　 　 　 　

０􀆰 ０９８ ６Ｃ＋０􀆰 ０１０ ８ＡＢ＋０􀆰 ０５６ ８ＡＣ＋ ０􀆰 ０４０ ２ＢＣ－０􀆰 ４５９ ８Ａ２ －
０􀆰 ２３３ ２Ｂ２－０􀆰 ２４２ ０Ｃ２。

表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 提取溶剂体积分数 ／ ％ ６０ ７０ ８０

Ｂ 料液比 １ ∶ ５ １ ∶ １０ １ ∶ １５
Ｃ 提取时间 ／ ｍｉｎ ３０ ６０ ９０

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 指标成分含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）
１ －１ －１ ０ ０􀆰 ５７７ ７
２ １ －１ ０ ０􀆰 ９３９ ６
３ －１ １ ０ １􀆰 １３４ ０
４ １ １ ０ １􀆰 ５２７ ２
５ －１ ０ －１ ０􀆰 ７８７ ６
６ １ ０ －１ １􀆰 ０７７ ０
７ －１ ０ １ ０􀆰 ８８７ １
８ １ ０ １ １􀆰 ４０３ ６
９ ０ －１ －１ ０􀆰 ９０３ ２
１０ ０ １ －１ １􀆰 ４４６ ２
１１ ０ －１ １ １􀆰 ００４ ３
１２ ０ １ １ １􀆰 ７０８ ２
１３ ０ ０ ０ １􀆰 ７４４ ８
１４ ０ ０ ０ １􀆰 ７７８ ３
１５ ０ ０ ０ １􀆰 ７３３ ９
１６ ０ ０ ０ １􀆰 ７４１ ５
１７ ０ ０ ０ １􀆰 ７０４ ８

　 　 方差分析见表 ３， 可知模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 且失拟项不显著

Ｐ＝ ０􀆰 ５４４ １＞０􀆰 ０５， 说明模型拟合良好， 方法可靠， 二次模

型选择合适。 模型相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ３， 失拟项系数Ｒ２
ａｄｊ ＝

０􀆰 ９９６ １， 表明实测值与理论值具有较强相关性， 该模型适

合用于醇提取物指标成分含量的分析与预测。 在各单因素

水平范围内， 根据 Ｆ 值判断各因素对结果的影响程度大小

为 Ｂ＞Ａ＞Ｃ。

表 ３　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ２􀆰 ６３ ９ ０􀆰 ２９２ ４ ４５６􀆰 ８１ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ０􀆰 ３０９ ３ １ ０􀆰 ３０９ ３ ４８３􀆰 １７ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ ０􀆰 ７２１ ７ １ ０􀆰 ７２１ ７ １ １２７􀆰 ４０ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ ０􀆰 ０７７ ９ １ ０􀆰 ０７７ ９ １２１􀆰 ６２ ＜０􀆰 ０００ １
ＡＢ ０􀆰 ０００ ５ １ ０􀆰 ０００ ５ ０􀆰 ７３３ ９ ０􀆰 ４２０ ０
ＡＣ ０􀆰 ０１２ ９ １ ０􀆰 ０１２ ９ ２０􀆰 １５ ０􀆰 ００２ ８
ＢＣ ０􀆰 ００６ ５ １ ０􀆰 ００６ ５ １０􀆰 １０ ０􀆰 ０１５ ５
Ａ２ ０􀆰 ８９０ ２ １ ０􀆰 ８９０ ２ １ ３９０􀆰 ６４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ０􀆰 ２２８ ９ １ ０􀆰 ２２８ ９ ３５７􀆰 ５８ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ０􀆰 ２４６ ６ １ ０􀆰 ２４６ ６ ３８５􀆰 ２０ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ０􀆰 ００４ ５ ７ ０􀆰 ０００ ６ － －
失拟项 ０􀆰 ００１ ７ ３ ０􀆰 ０００６ ０􀆰 ８２６５ ０􀆰 ５４４ １
误差 ０􀆰 ００２ ８ ４ ０􀆰 ０００ ７ －
总和 ２􀆰 ６４ １６ － － －

　 　 根据回归方程， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０ 软件绘制响应

面图和等高线图， 见图 ６。 由图 ６ａ 可知， 当提取溶剂体积

分数恒定时， 指标成分含量随着料液比增加呈升高趋势，
但达到一定数值后开始下降， 而当料液比恒定时， 指标成
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分含量随着提取溶剂体积分数的增加先升后降， 但下降趋

势相对较弱； 由图 ６ｂ 可知， 当提取溶剂体积分数恒定， 提

取时间延长， 指标成分含量明显升高， 达到最大值后缓慢

降低， 而当提取时间恒定， 提取溶剂体积分数增加， 指标

成分含量先升后降； 由图 ６ｃ 可知， 提取时间与料液比相互

之间的趋势相对平缓。 结合三维曲面图坡度、 等高线、 方

差分析结果， 可知各交互因素影响程度依次为 ＡＣ＞ＢＣ＞ＡＢ。

注： 上图为等高线图， 下图为三维曲面图。

图 ６　 各因素响应面图

　 　 通过响应面模型拟合方程分析得到最佳工艺参数为提

取溶剂体积分数 ７２􀆰 ３９３％ 、 料液比 １ ∶ １３􀆰 ３７４、 提取时间

６８􀆰 ６４７ ｍｉｎ， 指标成分含量的预测值为 １􀆰 ８８０ ｍｇ ／ ｇ， 结合实

际情况将其修正为提取溶剂体积分数 ７０％ 、 料液比 １ ∶ １３、
提取时间 ７０ ｍｉｎ。 按照上述工艺条件进行 ３ 批验证试验，
测得指标成分含量分别为 １􀆰 ８６、 １􀆰 ８２、 １􀆰 ９３ ｍｇ ／ ｇ， 平均值

为 １􀆰 ８９ ｍｇ ／ ｇ， 与预测值接近 （相对误差为 ０􀆰 ０３２％ ）。
２􀆰 ７　 抗氧化活性研究

２􀆰 ７􀆰 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除率测定 　 称取 ＤＰＰＨ 粉末 ０􀆰 ４
ｍｇ， １００ ｍＬ 加无水乙醇， 配制成质量浓度为 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ
的溶液， 备用。 分别配制不同质量浓度 （２􀆰 ０、 １􀆰 ０、 ０􀆰 ５、
０􀆰 ２５、 ０􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ） 的样品溶液， 加入 ０􀆰 １ ｍＬ ＤＰＰＨ 溶

液， 充分混匀后， ３７ ℃避光静置 ３０ ｍｉｎ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处

测定吸光度 Ａ１， 以蒸馏水代替样品溶液作为空白对照， 测

定吸光度 Ａ０， 无水乙醇代替 ＤＰＰＨ 溶液， 测定吸光度 Ａ２，
以维生素 Ｃ 为阳性对照， 平行测定 ３ 次， 计算 ＤＰＰＨ 自由

基清除率， 公式为 ＤＰＰＨ 自由基清除率 ＝ ［１－ （Ａ１ －Ａ２） ／
Ａ０］ ×１００％ 。

由图 ７ 可知， 凌霄花醇提取物在 ０􀆰 １２５ ～ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 范

围内， ＤＰＰＨ 自由基清除率随浓度升高而升高； 当质量浓

度为 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 凌霄花醇提取物和维生素 Ｃ 的 ＤＰＰＨ
自由基清除率分别为 ９８􀆰 ７４％ 、 ９９􀆰 １９％ ， ＩＣ５０ 值分别为

０􀆰 ０２２、 ０􀆰 ００１ ｍｇ ／ ｍＬ， 说明凌霄花醇提取物具有较好的

ＤＰＰＨ 自由基清除作用。

图 ７　 凌霄花醇提取物对 ＤＰＰＨ 自由

基清除率的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ７􀆰 ２　 ＡＢＴＳ＋ 自由基清除率测定 　 将质量浓度为 ３􀆰 ８２
ｍｇ ／ ｍＬ ＡＢＴＳ 溶液与 ２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的过硫酸钾溶液按体积比

１ ∶ １混合， 用超纯水稀释至合适浓度。 取 ０􀆰 １ ｍＬ 不同浓度

的待测样品与 ３􀆰 ９ ｍＬ 的 ＡＢＴＳ 溶液混合， 避光反应 １０ ｍｉｎ
后， 于 ７３４ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ１； 以超纯水替代样品作

为空白对照， 测定吸光度 Ａ０； 以纯水替代 ＡＢＴＳ 溶液作为

本底对照 Ａ２。 以维生素 Ｃ 为阳性对照， 每个样品平行测定

３ 次， 计算 ＡＢＴＳ＋自由基清除率， 公式同 “２􀆰 ７􀆰 １” 项。
由图 ８ 可知， 样品对 ＡＢＴＳ＋ 自由基的清除效果与其浓

度呈正相关。 凌霄花醇提取物与维生素 Ｃ 的 ＩＣ５０值分别为

０􀆰 １４４、 ０􀆰 ０６３ ｍｇ ／ ｍＬ； 当凌霄花醇提取物质量浓度达 １􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ 时， 其 ＡＢＴＳ＋自由基清除能力基本与维生素 Ｃ 持平，
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说明凌霄花醇提取物具有较好的抗氧化活性。

图 ８　 凌霄花醇提取物对 ＡＢＴＳ＋自由

基清除率的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ７􀆰 ３　 铁还原能力测定 　 参考 Ｍｅｍａｒｚａｄｅｈ 等［１７］ 的方法，
用 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸分别配制 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸盐缓冲液

（ｐＨ ３􀆰 ６）、 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＣｌ３ · ６Ｈ２Ｏ 溶 液 和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
　 　 　 　

ＴＰＴＺ 溶液， 将 ３ 个溶液按照 １０ ∶ １ ∶ １ 的比例混合， 配制

成 ＦＲＡＰ 工作液 （现用现配）， 混匀后放 ３７ ℃水浴锅中预

热备用。 取 ０􀆰 １ ｍＬ 不同浓度的样品溶液， 依次加入 ０􀆰 ３ ｍＬ
蒸馏水及 ２􀆰 ６ ｍＬ 预热的 ＦＲＡＰ 工作液， 充分混匀后于避光

条件下反应 ３０ ｍｉｎ， 随后在 ５９３ ｎｍ 波长处测定吸光度 Ａ。
以维生素 Ｃ 溶液为阳性对照， 蒸馏水为空白对照， 每个浓

度设置 ３ 个平行样本。 以 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 溶液浓度为横坐标

（Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得回归方程为 Ｙ ＝
０􀆰 ４９１ ３８Ｘ＋０􀆰 ０１８ １９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１）。 由表 ４ 可知， 凌霄花醇

提取物表现出显著铁还原活性， 且呈明显的浓度依赖性；
当凌霄花醇提取物的质量浓度为 ２􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 铁还原能

力为 （１􀆰 ９３±０􀆰 ０４） ｍｍｏｌ Ｆｅ２＋ ／ （ Ｌ·ｇ）， 与同质量浓度的

维生素 Ｃ 的还原能力几乎相近， 表明凌霄花醇提取物具有

良好的铁还原能力。

表 ４　 凌霄花醇提取物铁还原能力测定结果 （ｎ＝３）

样品
铁还原能力 ／ （ｍｍｏｌ Ｆｅ２＋·Ｌ－１·ｇ－１）

２􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ １􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ ０􀆰 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ ０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｍＬ
凌霄花醇提取物 １􀆰 ９３ １􀆰 ６２ ０􀆰 ８８ ０􀆰 ４４ ０􀆰 ２１

维生素 Ｃ １􀆰 ９３ １􀆰 ９２ １􀆰 ６２ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ４４

２􀆰 ８　 酪氨酸酶活性研究

２􀆰 ８􀆰 １　 单酚酶　 参考文献 ［１８］ 并加以改进。 将凌霄花醇

提取物配制成不同质量浓度的溶液， 分别配制 １􀆰 ４９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 Ｌ⁃酪氨酸溶液和 ２００ Ｕ ／ ｍＬ 的酪氨酸酶溶液。 设置实验组

（样品溶液＋磷酸盐缓冲液＋酪氨酸酶， 各 ０􀆰 ２ ｍＬ）、 实验空

白组 （０􀆰 ２ ｍＬ 样品溶液＋０􀆰 ４ ｍＬ 磷酸盐缓冲液）、 对照组

（０􀆰 ２ ｍＬ 酪氨酸酶＋ ０􀆰 ４ ｍＬ 磷酸盐缓冲液）、 对照空白组

（０􀆰 ６ ｍＬ 磷酸盐缓冲液）， 以维生素 Ｃ 为阳性对照。 将上述

４ 组溶液在 ３７ ℃条件下反应 １０ ｍｉｎ， 随后各加入 ０􀆰 ２ ｍＬ Ｌ⁃
酪氨酸酶， 继续 ３７ ℃反应 ５ ｍｉｎ， 在 ４７５ ｎｍ 波长处测定光

密度 （ＯＤ） 值， 计算单酚酶抑制率， 公式为抑制率 ＝ ［１－
（ＯＤＡ－ＯＤＢ） ／ （ＯＤＣ －ＯＤＤ ） ］ ×１００％ ， 式中 ＯＤＡ、 ＯＤＢ、
ＯＤＣ、 ＯＤＤ 分别为实验组、 实验空白、 对照组、 对照空白

组的光密度。 由图 ９ 可知， 凌霄花醇提取物对酪氨酸酶单

酚酶活性的抑制率呈浓度依赖性， 在 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 时抑制率

为 ５５􀆰 ４５％ ， ＩＣ５０值为 ２􀆰 ０６ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ９　 凌霄花醇提取物对酪氨酸酶单酚酶活性的影响 （ｎ＝３）

２􀆰 ８􀆰 ２　 二酚酶 　 根据 “２􀆰 ８􀆰 １” 项下方法并加以改进。 将

凌霄花醇提取物配制成不同质量浓度的溶液， 分别配制

５􀆰 ０８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｌ⁃多巴溶液、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 的酪氨酸酶溶液。

设置实验组 （样品溶液＋磷酸盐缓冲液＋酪氨酸酶， 各 ０􀆰 ２
ｍＬ）、 试验空白组 （０􀆰 ２ ｍＬ 样品溶液＋０􀆰 ４ ｍＬ 磷酸盐缓冲

液）、 对照组 （０􀆰 ２ ｍＬ 酪氨酸酶＋０􀆰 ４ ｍＬ 磷酸盐缓冲液）、
对照空白组 （０􀆰 ６ ｍＬ 磷酸盐缓冲液）， 以维生素 Ｃ 为对照

品。 将上述 ４ 组溶液在 ３７ ℃条件下反应 １０ ｍｉｎ， 随后各加

入 ０􀆰 ２ ｍＬ 的 Ｌ⁃多巴， 继续 ３７ ℃反应 ５ ｍｉｎ， 最后测定 ４７５
ｎｍ 波长处的 ＯＤ 值， 计算二酚酶抑制率， 公式同 “２􀆰 ８􀆰 １”
项。 由图 １０ 可知， 凌霄花醇提取物对二酚酶的抑制率呈浓

度依赖性， 在 ３􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 抑制率为 ５５􀆰 ０２％ ， ＩＣ５０值为

２􀆰 ８９ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 １０　 凌霄花醇提取物对酪氨酸酶

二酚酶活性的影响 （ｎ＝３）

３　 讨论

凌霄花作为常用中药， 在临床上对皮肤疾病具有良好

的治疗效果。 毛蕊花糖苷、 异毛蕊花糖苷等苯乙醇苷类成

分为凌霄花的主要活性成分， 具有抗氧化、 抗炎、 抗菌等

活性［１６，１９］ ， 与其活血化瘀、 凉血祛风功效密切相关， 是其

潜在的药效物质基础。 因此， 本实验以凌霄花醇提取物中

毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷含量为评价指标， 采用乙醇加

热回流法提取， 最佳提取工艺为提取溶剂体积分数 ７０％ 、
料液比 １ ∶ １３、 提取时间 ７０ ｍｉｎ， 得凌霄花醇提取物中指标
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成分含量为 １􀆰 ８９ ｍｇ ／ ｇ， 与预测值相差 ０􀆰 ０３２％ ， 表明模型

拟合度良好。 抗氧化活性结果显示， 凌霄花醇提取物对

ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ＋自由基具有较强的清除能力， 在同质量浓度

下， 对铁离子的还原能力与阳性药无明显差异， 表明凌霄

花醇提取物具有较强的抗氧化性。 酪氨酸酶是机体形成黑

色素的关键酶， 通过抑制酪氨酸酶来防止色素沉着， 可达

到美白效果［２０］ 。
综上所述， 本实验优化所得的提取工艺对凌霄花醇提

取物中毛蕊花糖苷和异毛蕊花糖苷的富集具有一定借鉴意

义， 且凌霄花醇提取物可通过抗氧化和抑制黑色素生成双

重途径达到抗氧化和美白效果， 为凌霄花资源在大健康产

品领域的应用提供了科学支撑。
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