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仿野生种植三叶青不同部位总黄酮分析及其
抗炎、抗氧化能力比较
汪传宝1，陈静文1，王　可2，仇凤梅1，黄　真1，钟晓明1, *

（1.浙江中医药大学药学院，浙江杭州 310053；
2.嘉兴学院医学院，浙江嘉兴 314001）

摘　要：目的：比较仿野生种植三叶青不同部位中总黄酮含量、抗氧化活性以及抗炎能力差异。方法：采用醇提工

艺对仿野生种植三叶青茎叶、块根、根须进行提取，比较不同部位间总黄酮含量差异；通过 DPPH自由基、

ABTS+自由基、羟自由基清除实验以及铁离子还原力测定，比较仿野生种植三叶青不同部位间抗氧化能力的强

弱；采用脂多糖（LPS）诱导 RAW264.7细胞作为炎症模型，通过细胞 NO的释放量比较仿野生种植三叶青不同部

位间的抗炎能力差异。结果：在最佳提取工艺条件下，测得仿野生种植三叶青茎叶、块根、根须总黄酮含量分别

为 11.86±0.23、8.48±0.10、7.52±0.02 mg·g−1；建立三叶青 HPLC指纹图谱，共标定了 10个共有峰，通过对照品指

认出 6号峰为芦丁、8号峰为槲皮素、9号峰为山奈酚，并对其含量进行检测，结果显示块根中三种指标成分含量

均最高，其次根须，茎叶最低。检测仿野生种植三叶青不同部位对 DPPH自由基、ABTS+自由基以及羟自由基的

IC50 值，茎叶分别为 0.2107、0.2315、0.7625 mg/mL；块根分别为 0.3134、0.3758、0.8967 mg/mL；根须分别为

0.2058、0.2587、0.7856 mg/mL。三叶青茎叶、块根、根须对铁离子还原能力的吸光度值分别为 0.172、0.153、
0.184。当仿野生种植三叶青三部位的质量浓度在 25~200 μg/mL之间时，它们不会对 RAW264.7细胞造成毒性，

能够有效地抑制 LPS诱导的 NO释放，从而达到良好的抗炎效果。结论：本研究结果为仿野生种植三叶青不同部

位的质量评价提供参考，并对仿野生种植三叶青非药用部位废物再利用及后续全资源开发提供理论依据。
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Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg and Comparison of Their

Anti-inflammatory and Antioxidant Capacity
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Abstract：Objective: The content of total flavonoids, antioxidant activity and anti-inflammatory capacity in different parts
of  Tetrastigma  hemsleyanum  Diels  et  Gilg  which  imitated  wild  planting  were  compared.  Methods:  Stems,  leaves,  root
tubers and root whiskers of wild imitating-planted Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg were first extracted by alcohol
extraction  technology,  and  the  content  of  total  flavonoids  was  compared  among  different  parts.  Then  DPPH free  radical
scavenging rate,  ABTS+  free radical scavenging rate,  hydroxyl free radical scavenging rate and ferric ion reducing power  
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were  used  to  evaluate  the  antioxidant  capacity  of  different  parts  of  plants.  Meanwhile,  lipopolysaccharide  (LPS)-induced
RAW264.7 cell inflammation model was established to compare anti-inflammatory ability of different parts of wild planting
Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg by measuring the release of NO. Results: Under the optimal extraction conditions,
the  contents  of  total  flavonoids  in  stem  leaves,  root  tubers  and  root  whiskers  were  11.86±0.23,  8.48±0.10  and  7.52±
0.02 mg·g−1, respectively. A total of 10 common peaks of Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg were identified by HPLC
fingerprint.  Rutin  (peak  6),  quercetin  (peak  8)  and  kaempferol  (peak  9)  were  identified  via  comparisons  with  reference
standards. The content of the three indexes was the highest in roots, followed by stems and leaves. The IC50 values of DPPH
free radicals, ABTS+ free radicals and hydroxyl free radicals in different parts of the plant were detected, and the values of
stem leaves were 0.2107, 0.2315 and 0.7625 mg/mL. Root tubers were 0.3134, 0.3758 and 0.8967 mg/mL. The roots were
0.2058,  0.2587  and  0.7856  mg/mL,  respectively.  The  absorbance  values  of  the  reducing  capacity  of  ferric  ions  in  stem,
tuber and root were 0.172, 0.153 and 0.184. Three parts of the wild imitating-wild plant were not toxic to RAW264.7 cells
at the concentrations between 25~200 μg/mL and could effectively inhibit the release of NO induced by LPS that achieving
a good anti-inflammatory effect. Conclusion: The results of this study provided a reference for the quality evaluation and a
theoretical  basis  for  waste  recycling  as  well  as  subsequent  whole  resource  development  to  the  non-medicinal  parts  of
Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg from the wild.

Key  words： imitation  wild  planting  Tetrastigma  hemsleyanum  Diels  et  Gilg； different  parts； total  flavonoids  content；

fingerprints；antioxidant capacity；anti-inflammatory capacity；quality evaluation

三叶青（Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg），
又称金线吊葫芦、蛇附子、石抱子、三叶对，是一种

具有重要药用价值的多年生常绿藤本植物[1]。作为

一种珍贵的中草药材，三叶青在我国分布较广，常见

于浙江、江西、福建、广西等地，全草皆可入药，以块

根最佳[2]。药理研究表明，三叶青具有抗肿瘤[3]、抗

病毒[4]、抗氧化[5]、抗炎[6] 等生理活性。作为浙产地

道药材，三叶青常被用于小儿高热惊厥、痢疾、活血

散结、祛风化痰等治疗[7]。也有研究将三叶青添加到

食用油中用作保健食品从而更有利于保留功效[8]；将

钙果和三叶青为主料加工成钙果三叶青营养片等。

三叶青的黄酮类物质被广泛认为是其重要的药物组

成部分[9]，已有研究证实多种药理活性与黄酮类密切

相关[10−12]。目前，因为三叶青药用价值较高，市场需

求越来越大，导致三叶青市场价格突飞猛进，人们对

于三叶青野生资源的过度采挖，造成其自然条件下的

野生资源逐渐减少。三叶青人工种植是解决这一现

状的主要手段之一[13]。又因其药用部位以块根为主，

种植采收后的地上部分和根须[14] 极少被合理利用，

存在大量的资源浪费。近年来，已有学者从三叶青块

根中分离出具有抗炎活性的物质，证实三叶青块根具

有良好的抗炎活性[15]。本文从物质基础和功效方面

比较仿野生种植三叶青不同部位间的差异，以期为

仿野生种植三叶青质量控制提供参考依据，并对仿

野生种植三叶青资源的合理开发利用提供更多

选择。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

三叶青样品　浙江丽水仿野生种植栽培基地

2021年 8月份采收，经浙江中医药大学药学院资源

研究所黄真教授鉴定为葡萄科崖爬藤属植物三叶青

Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg的干燥全株；

芦丁（纯度均>98%）、槲皮素（纯度均>98%）、山奈酚

（纯度均>98%）、1,1-苯基-2-苦肼基自由基（DPPH）

　上海源叶生物科技有限公司；乙腈、甲醇　色谱

纯，美国 Tedia公司；2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-

6-磺酸）二铵盐（ABTS+）　酷尔化学；L-抗坏血酸

（VC）、脂多糖（LPS）　Sigma公司；RAW264.7小鼠

巨噬细胞　由浙江省医学科学院惠赠；胎牛血清　

四季青公司；DMEM培养基　Gibco公司；青霉素-链

霉素溶液、PBS缓冲液　Biosharp公司；二甲基亚砜

　分析纯，国药集团化学试剂有限公司；NO检测试

剂盒　碧云天；其他试剂为分析纯；超纯水　Milli-

Q超纯水系统制备。

ME203E电子天平　梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司；RE-52AA旋转蒸发仪　上海亚荣生化仪

器厂；GZX-9140MBE数显鼓风干燥箱　上海帅登

仪器有限公司；HH-2恒温水浴锅　上海宜昌仪器

厂；UV-1800紫外分光光度计　杭州宗灿科技有

限公司；Waters高效液相（HPLC）色谱仪　美国

Waters公司；ELX800酶标仪　美国博腾仪器有限公

司；二氧化碳培养箱　美国赛默飞世尔科技公司；超

净工作台　丹麦 Labogene公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   三叶青不同部位总黄酮提取与含量测定　 

1.2.1.1   三叶青不同部位总黄酮的提取　仿野生种

植三叶青茎叶、块根、根须置于阴凉干燥处，自然干

燥、粉碎、过 50目筛处理后，收集作为样品粉末。精

密称取三叶青样品粉末 1.00 g，按照如下热回流提取

工艺进行提取，料液比 1:30 g·mL−1，温度 83 ℃，提

取时间 65 min，乙醇浓度 60%。滤液经抽滤后，用

50 mL容量瓶定容，备用[16]。 

1.2.1.2   芦丁标准曲线的绘制　参考文献 [17]并加

以修改，标准品的制备：精密称取芦丁 10.0 mg，用

60%乙醇进行溶解，定容至 10 mL容量瓶中，摇匀后
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即得。测定方法：精密吸取配制好的芦丁对照品

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，分别加入到 25 mL容量

瓶中，先加入 1 mL 5%亚硝酸钠溶液，静置 6 min后

再加入 1 mL 10%硝酸铝溶液，静置 6 min后加入

10 mL 4%氢氧化钠溶液，用纯水定容至 25 mL，混
匀后静置 15 min。以纯水作为空白对照，采用紫外

分光光度计测量各样品在 510 nm波长处的吸光度

值，以吸光度（A）对芦丁质量浓度（X）进行回归，得到

回归方程：A=10.613X−0.0171（R2=0.9999）。 

1.2.1.3   三叶青不同部位总黄酮的测定　精密量取

三叶青试样溶液 2.0 mL，并置于 25 mL容量瓶中进

行定容，按照“1.2.1.2”中所述方法操作，测定三叶青

总黄酮得率，以如下公式进行计算：

Y =
C×V×N

M
式（1）

式中，Y为三叶青总黄酮得率，mg·g−1；C为三叶

青总黄酮的质量浓度，mg·mL−1；V为三叶青提取液

体积，mL；N为稀释倍数；M为三叶青样品质量，

mg。 

1.2.2   三叶青不同部位指标成分的含量差异测定　 

1.2.2.1   标准品溶液的制备　精密称取芦丁、山奈

酚、槲皮素标准品各 1.0 mg，向其中分别加入 1 mL
纯甲醇，使其完全溶解，稀释至 1.0  mg/mL，储存

备用。 

1.2.2.2   供试品溶液的制备　取三叶青样品适量，粉

碎后精密称量各不同部位粉末 1.0 mg，置于圆底烧

瓶中，采用醇提工艺[15] 进行提取，滤液用旋转蒸发仪

蒸干，用甲醇转移并定容至 5 mL容量瓶中，0.22 μm
微孔滤膜过滤，取续滤液作为供试品。 

1.2.2.3   色谱条件　采用 Waters  Sunfire  C18柱

（4.6 mm×250 mm，5 μm）为色谱柱，以 0.1%磷酸水

为水相（A相）-乙腈为有机相（B相），梯度洗脱条件

为 （ 0~5  min， 10%  B； 5~15  min， 10%~12%  B； 15~
30 min，12% B；30~35 min，12%~13% B；35~75 min，
13%~43% B；75~90 min，43%~73% B；90~110 min，
73%~100% B）；流速：1.0 mL/min；检测波长：360 nm；

柱温：30 ℃；进样量：10 μL。 

1.2.2.4   线性关系考察　精密吸取适当的混合标准

品溶液配制成浓度均为 100 μg/mL的混合标准品溶

液，再依次稀释成 50、20、10、5、1 μg/mL的系列溶

液，分别进样，在 360 nm波长下测定各组分的峰面

积，以峰面积对标准品浓度进行线性回归，绘制标准

曲线，并测定各成分的线性范围。 

1.2.3   指纹图谱方法学考察　 

1.2.3.1   精密度实验　取同一批供试品溶液，在

“1.2.2.3”条件下连续进样 6次[18]，计算得出槲皮素

峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD值。 

1.2.3.2   稳定性实验　取同一批供试品溶液，在

“1.2.2.3”条件下，分别在 0、2、4、8、12、24 h进样

测定[18]，计算得出槲皮素峰相对保留时间和相对峰面

积的 RSD值。 

1.2.3.3   重复性实验　取 6份供试品溶液，在“1.2.2.3”
条件下进样[18]，计算得出槲皮素峰相对保留时间和相

对峰面积的 RSD值。 

1.2.4   三叶青不同部位黄酮提取物体外抗氧化能力

测定　 

1.2.4.1   DPPH自由基清除率测定　参考文献 [19]
并加以改进，将该提取工艺下得到的不同部位三叶青

样品配制成 0.10、0.20、0.40、0.80、1.00 mg/mL质

量浓度的样品溶液。精密量取三叶青待测液各

2 mL，和含有 2 mL 1×10−4 mol/L的 DPPH溶液充分

摇匀后避光静置 30  min，以纯水作为空白组，在

517 nm波长处测定吸光度，以 VC 为对照品。按下

式计算清除率。

清除率(%) =
[A0 − (Ax −Ax0)]

A0

×100 式（2）

式中：Ao 表示纯水和 DPPH溶液的吸光值；

Ax 表示三叶青样品和 DPPH溶液的吸光值；Axo 表

示三叶青样品和无水乙醇的吸光值。 

1.2.4.2   ABTS+自由基清除率测定　参考文献 [20]
并加以改进，提前配制好 7.4 mmol/L的 ABTS溶液

与 2.6 mmol/L的过硫酸钾溶液 1:1混合均匀，避光

静置过夜后，制成 ABTS储备液。实验时用 95%
乙醇稀释，使其在 734 nm波长下的 A值为 0.700±
0.020。

将该提取工艺下得到的不同部位三叶青样品配

制成 0.10、0.20、0.40、0.80、1.00 mg/mL 质量浓度

的样品溶液。取 0.2  mL样品溶液，加入 0.8  mL
ABTS工作液，混匀，在室温下避光反应 10 min，空
白组选择用 95%乙醇代替，在 734 nm波长下测定

吸光度，以 VC 为对照品，按式（3）计算清除率。

清除率(%) =
(A0 −A)

A
×100 式（3）

式中：Ao 表示 95%乙醇和 ABTS+溶液的吸光

度；A表示三叶青样品和 ABTS+溶液的吸光度。 

1.2.4.3   羟自由基清除率测定　参考文献 [21]并加

以改进，将该提取工艺下得到的三叶青不同部位配制

成 0.10、0.20、0.40、0.80、1.00 mg/mL质量浓度的

样品溶液。吸取 2 mL三叶青待测液于试管中，依次

加入 9 mmol/L的硫酸亚铁溶液 2 mL、9 mmol/L的

水杨酸-乙醇溶液 2 mL和 9 mmol/L的过氧化氢溶

液 2 mL，摇匀，在 37 ℃ 条件下反应 30 min，冷却后

于 510 nm波长处测量吸光度，以纯水作为空白组，

以同浓度的 VC 作为对照组，按式（4）计算清除率。

清除率(%) =
[A0 − (Ax −Ax0)]

A0

×100 式（4）

式中：Ao 表示纯水+FeSO4 溶液+水杨酸-乙醇溶

液+H2O2 溶液的吸光值；Ax 表示三叶青样品+FeSO4
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溶液+水杨酸-乙醇溶液+H2O2 溶液的吸光值；Axo 表

示三叶青样品+FeSO4 溶液+水杨酸-乙醇溶液的吸

光值。 

1.2.4.4   铁离子还原力测定　参考文献 [22]并加以

改进，将该提取工艺下得到的不同部位三叶青样品配

制成 0.10、0.20、0.40、0.80、1.00 mg/mL质量浓度

的样品溶液。取 1 mL三叶青样品于试管中，加入

2.5  mL磷酸盐缓冲液（0.2  mol/L，pH7.4），2.5  mL
1.0%铁氰化钾溶液混合均匀后置于 50 ℃ 条件下反

应 20 min，加入 2.5 mL 10%三氯乙酸溶液，于 4000 r/
min离心 10 min，吸取上清液 2.5 mL于另一试管

中，加入 2.5  mL蒸馏水和 0.5  mL三氯化铁溶液

（0.1%），混匀后静置 10 min，以同浓度的 Vc为对照

品在 700 nm波长处测定吸光度值，吸光度值越大，

说明该样品对铁离子的还原能力越强。 

1.2.5   三叶青不同部位黄酮提取物抗炎能力测定　 

1.2.5.1   RAW264.7细胞培养　将 RAW 264.7细胞

培养于 DMEM完全培养基中（含 10%胎牛血清），

培养条件为 37 ℃、5% CO2 培养箱中，待细胞处于对

数生长期后进行后续实验。 

1.2.5.2   MTT法筛选给药安全浓度　参考文献 [23]
并加以改进，待 RAW264.7细胞密度达到 70%~
80%时，调整细胞密度为 1×105 cell/mL，吹打均匀

后，接种至 96孔细胞培养板中，设置空白组，正常组

和给药组，给药组加入 100  μL/孔的 25、50、100、
200、400、800、1600 μg/mL系列浓度的三叶青提取

物溶液，正常组不添加药物，代之等量的培养基；空白

组不接种细胞，加入等量的培养基。每组设置 6个

复孔，于 37 ℃，5% CO2 饱和湿度环境下培养 24 h
后，弃去培养液，用 PBS溶液洗涤 2次，每孔加入

5 mg/mL MTT工作液 100 μL，于细胞培养箱中培

养 4 h后，用移液枪吸去上清液，补加 150 μL DMSO
溶液，震荡溶解 13 min，立即至酶标仪检测 490 nm
波长下的吸光度值，实验重复三次，按式（5）计算细胞

存活率：

细胞存活率(%) =
[
给药组A490 −空白组A490

正常组A490 −空白组A490

]
×100

式（5）
 

1.2.5.3   Griess法测定 NO释放量　参考文献 [23]
并加以改进，待 RAW264.7细胞密度达到 70%~
80%时，调整细胞密度为 1×105 cell/mL，吹打均匀

后，将细胞分为正常组、模型组、阿司匹林（Aspirin，
阳性药）组和给药低中高组，分别接种于 96孔板中，

每孔100 μL，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h
后，模型组不加入药物，加入等量的培养基；阳性药组

加入含阿司匹林的培养基溶液，使终浓度为 100 μg/
mL；给药组添加含待测样品的培养基溶液，分别以终

浓度为 50、100、200 μg/mL。每组设置 3个复孔，于

37 ℃，5% CO2 饱和湿度环境下培养 24 h。其中模

型组、阳性药组、给药组，在培养 24 h后，弃去原先

培养基，加入 200 μL含 1 μg/mL LPS的 DMEM培

养基，正常组代之等量的培养基，继续培养 24 h。待

测样品孔中加入各组培养上清液 50 μL，标准品孔加

入浓度 0、1、2、5、10、20、40、60、100 μmol/L各

50 μL，零孔加入培养基 50 μL。各孔中分别加入

50 μL的 Griess Reagent Ⅰ，再加入 50 μL的 Griess
Reagent Ⅱ，在 540 nm波长下测定 OD值，根据试剂

盒说明书计算 NO释放量，实验重复 3次。 

1.3　数据处理

实验数据用 IBM SPSS Statistics 26.0软件进行

统计分析，数据均为 3次平行实验的平均值，结果用

平均值±标准偏差表示，并对实验结果进行配对 t 检
验，P<0.05为差异显著；采用 GraphPad Prism 8软件

进行作图。 

2　结果与分析 

2.1　三叶青不同部位总黄酮含量 

2.1.1   三叶青不同部位的黄酮提取物得率比较　分

别称取三叶青茎叶，块根，根须三个部位药材粉末

33.30 g，以最佳提取工艺提取，抽滤，旋蒸，烘干，计

算提取物得率。结果显示，茎叶的提取物得率为

8.96%±0.02%；块根的提取物得率为 12.06%±0.02%；

根须的提取物得率为 7.23%±0.01%。 

2.1.2   三叶青不同部位总黄酮含量差异　结果显示，

茎叶总黄酮含量为 11.86±0.23 mg·g−1；块根总黄酮

含量为 8.48±0.10 mg·g−1；根须总黄酮含量为 7.52±
0.02 mg·g−1。从得率和总黄酮含量比较看，茎叶部分

的总黄酮含量最高，得率次于块根部分，在资源开发

方面保证了产量，这有利于后续对三叶青茎叶部分的

开发利用。 

2.2　三叶青不同部位总黄酮 HPLC指纹图谱的建立

通过将三叶青色谱图导入“中药色谱指纹图谱

相似度评价系统（2012版）”中，如图 1所示，根据相

同的保留时间共标定了 10个共有峰，三个部位的液

相色谱图比较，茎叶的色谱峰更多，表明成分更丰

富。从出峰的强度来看，茎叶样品的总峰面积更多，
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图 1    三叶青样品 HPLC指纹图谱

Fig.1    HPLC fingerprint of Tetrastigma hemsleyanum
Diels et Gilg

注：通过与对照品比对，6：芦丁；8：槲皮素；9：山奈酚。
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所含有的化学成分含量更多，这对三叶青茎叶化学成

分进一步研究提供了参考。与混合对照品比对，指认

其中三个指标成分，确认 6号峰为芦丁，8号峰为槲

皮素，9号峰为山奈酚，可以进一步进行含量测定。 

2.3　指纹图谱方法学考察 

2.3.1   精密度实验　取同一批块根样品为供试品，连

续进样 6次，以 8号峰为参考峰，计算得出各样品峰

相对保留时间和相对峰面积的 RSD值分别为 0.5%、

0.9%，表明该仪器的精密度良好。 

2.3.2   稳定性实验　取同一批块根样品为供试品，分

别在配制后 0、2、4、8、12、24 h进样测定，以 8号峰

为参考峰，计算得出各样品峰相对保留时间和相对峰

面积的 RSD值分别为 0.1%、1.0%，表明供试品在

24 h内的稳定性良好。 

2.3.3   重复性实验　取 6份块根样品为供试品，分别

进样，以 8号峰为参考峰，计算得出各样品峰相对保

留时间和相对峰面积的 RSD值分别为 0.5%、1.3%，

表明该方法的重复性良好。 

2.4　标准曲线的绘制与线性范围的确定

通过查看各标准品在 200~400 nm下的光谱图，

发现芦丁、槲皮素、山奈酚在 360 nm左右有较强吸

收，于是对各标准品在 360 nm波长下对各峰进行积

分。以标准品对应峰的峰面积为纵坐标，标准品浓度

为横坐标，绘制标准曲线，如图 2所示，线性方程分别

为 ：芦丁 ， y=878.39x−689.21，R2=0.9993；槲皮素 ，

y=3199.5x−5555.1，R2=0.9992；山奈酚，y=3725.6x−
2189.5，R2=0.9994。芦丁，槲皮素，山奈酚均在 1~
100 µg/mL范围内呈现线性关系。 

2.5　三叶青不同部位指标成分的含量差异

将三叶青的三个不同部位进行 HPLC检测，对

三个指标成分进行分析。结果表明，芦丁，槲皮素和

山奈酚在块根样品中含量都是最高。芦丁含量由高

到低依次为块根（4.99 mg/kg）、根须（2.79 mg/kg）、
茎叶（2.49 mg/kg）。槲皮素含量由高到低依次为块

根（30.93 mg/kg）、根须（14.75 mg/kg）、茎叶（9.59 mg/
kg）。山奈酚含量由高到低依次为块根（4.89 mg/
kg）、根须（4.28 mg/kg）、茎叶（3.43 mg/kg）。从总体

上看，块根中的三种指标成分含量最多[24]，但是从总

黄酮含量以及高效液相色谱图分析，茎叶中有着更加

丰富的成分，表明三叶青不同部位间各化学成分不

同，各成分含量也不尽相同，这与蓝艳等[25] 对不同产

地三叶青中化学成分测定的结果相似。可能的原因

是三叶青在生长过程中化学成分富集的部位不同，且

茎叶部位的成分种类更多可能跟光合作用有关，值得

进一步开发利用。 

2.6　三叶青不同部位体外抗氧化能力差异 

2.6.1   三叶青黄酮提取物对 DPPH自由基的清除能

力　由图 3可知，随着样品质量浓度的增大，三叶青

不同部位对 DPPH自由基的清除率逐渐提高，在质

量浓度为 0.8  mg/mL时，三叶青茎叶的清除率为

95.08%，IC50 值为 0.2107 mg/mL；块根的清除率为

91.53%，IC50 值为 0.3134 mg/mL；根须的清除率为

94.12%，IC50 值为 0.2058  mg/mL。而 VC 对 DPPH
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Fig.2    Comparison of contents of index components in different
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图 3    三叶青对 DPPH自由基清除率的影响

Fig.3    Scavenging effect of Tetrastigma hemsleyanum Diels et
Gilg on DPPH radical
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的清除率在 0~0.1 mg/mL的范围内急剧增加，达到

96.67%，此后基本维持在此水平。由此可见，三叶青

提取物对 DPPH自由基具有一定的清除能力，但与

Vc相比能力较弱。且三叶青不同部位之间也有差

异，茎叶和根须的清除能力较块根强一些。张进军

等[26] 对浙产三叶青地上部分抗氧化活性评价，测得

对 DPPH自由基清除率的 IC50 值为 0.1902 mg/mL，

与本实验所得结果相符，为仿野生种植三叶青更加全

面、客观的评价抗氧化能力提供了参考。 

2.6.2   三叶青黄酮提取物对 ABTS+自由基的清除能

力　由图 4可知，随着质量浓度的增大，三叶青不同

部位对 ABTS+自由基的清除率逐渐提高，在质量浓

度为 0.6 mg/mL时，三叶青茎叶的清除率为 97.56%，

IC50 值为 0.2315 mg/mL；块根的清除率为 89.64%，

IC50 值为 0.3758 mg/mL；根须的清除率为 99.91%，

IC50 值为 0.2587 mg/mL。而 VC 对 ABTS+自由基的

清除率在 0~0.1  mg/mL的范围内急剧增加，达到

99.70%，此后基本维持在此水平。由此可见，三叶青

提取物对 ABTS+自由基具有一定的清除能力，但与

VC 相比能力较弱。且三叶青不同部位之间也有差

异，茎叶和根须的清除能力较块根强一些。
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2.6.3   三叶青黄酮提取物对羟自由基清除能力　由

图 5可知，随着质量浓度的增大，三叶青不同部位对

羟自由基的清除率呈现上升趋势。当浓度达到

1.0 mg/mL时，三叶青茎叶的清除率为 77.50%，IC50

值为 0.7625 mg/mL；块根的清除率为 68.21%，IC50

值为 0.8967 mg/mL；根须的清除率为 78.96%，IC50

值为 0.7856 mg/mL。而 VC 对羟自由基的清除率在

0~0.4 mg/mL的范围内呈上升趋势，在 0.4 mg/mL

时达到 100%。由此可见，三叶青提取物对羟自由基

具有一定的清除能力，但与 VC 相比能力较弱。且三

叶青不同部位之间也有差异，茎叶和根须的清除能力

较块根强一些。 

2.6.4   三叶青黄酮提取物的还原能力　由图 6可知，

在测试的质量浓度范围内，VC 和三叶青的还原能力

随着浓度的升高而增强。在 1.0 mg/mL时，VC 的吸

光度值为 0.785；三叶青茎叶、块根、根须的吸光度值

分别为 0.172、0.153、0.184。虽然三叶青的还原力

较 VC 弱，但也表现出一定的还原力，且茎叶和根须

的还原能力较块根更强。
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图 6    三叶青还原能力的影响
Fig.6    Reducing force of Tetrastigma hemsleyanum

Diels et Gilg
  

2.7　三叶青不同部位抗炎能力测定 

2.7.1   MTT法筛选给药安全浓度　如图 7所示，三

叶青三部位的给药浓度在 25~200 μg/mL范围内时，

RAW264.7细胞存活率无明显下降，表明三叶青提取

物在此浓度范围内无细胞毒性，可作为安全给药剂量

范围。当三叶青给药浓度上升到 400 μg/mL时，细

胞存活率显著性下降（P<0.05），表明此时已产生细胞

毒性。故本实验选用 25~200 μg/mL作为安全剂量

浓度，用于后续实验。 

2.7.2   三叶青对 LPS诱导的 RAW264.7细胞 NO释

放的影响　炎症是生物体对抗外来有害物质或损伤

的防御性反应，通过释放 NO等炎症介质或因子对

抗细菌、病毒等入侵物质，以维持机体平衡。NO是

一种独特的内源性信号分子，参与正常生理活动；然

而，炎症反应过度爆发时，NO会异常过量表达，导致

炎症加剧，其与多种炎症疾病的发生和发展密切相

关，通常被认为是炎症产生的标志和用作体外抗炎药

物筛选模型[27−28]。本实验采用 LPS刺激 RAW264.7

细胞产生炎症介质 NO对待测样品进行抗炎活性筛

选，结合 MTT法所得的安全浓度影响，实验结果表
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明，与正常组相比，模型组细胞 NO含量极显著上升

（P<0.001）；与模型组相比，阿司匹林组细胞 NO释放

量极显著性降低（P<0.001）。三叶青不同部位各给药

组 NO释放量呈剂量依赖性降低，均有显著性差异

（P<0.01），三叶青三个部位提取物均可以降低

LPS诱导的 RAW264.7细胞 NO含量，且块根和根

须样品在浓度达到 200 μg/mL时，表现出比阿司匹

林更好的抗炎活性图 8。 

3　讨论与结论
本研究采用醇提工艺，测出的结果与吉庆勇

等[29] 测定的人工种植和野生三叶青地下块茎的总黄

酮含量相近，各部位之间总黄酮含量没有显著性差

异。从指纹图谱分析可知，三叶青茎叶中的成分更

多，提示三叶青茎叶可以作为三叶青功效性部位的

可能。

常用的体外抗氧化活性[30] 评价包括自由基清除

能力和还原能力，指在自由基溶液中加入抗氧化剂，

两者反应产生的光学变化差异来反映抗氧化活性或

根据抗氧化剂能将铁氰化钾还原，在 700 nm处有最

大吸收峰。吸光值越大，表明样品还原力越强。本实

验采用 DPPH、ABTS+、羟自由基法及铁离子还原法

进行分析，三叶青三部位均具有一定的抗氧化活性，

茎叶和根须的 IC50 值均比块根高，显示出三叶青茎

叶和根须具有更强的抗氧化活性。

有研究报道三叶青黄酮可以通过减轻 LPS诱导

的炎症细胞渗出和促炎因子分泌达到抗炎的作用[31]，

故本实验使用 LPS诱导的 RAW264.7巨噬细胞对

三叶青不同部位进行抗炎活性研究，结果表明在安全
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图 7    三叶青黄酮提取物对 RAW264.7细胞存活率的影响

（ ±s，n=3）

x
Fig.7    Effect of flavonoid extract of Tetrastigma hemsleyanum
Diels et Gilg on the viability of RAW264.7 cells （ ±s，n=3）
注：与 Control相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
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图 8    三叶青黄酮提取物对 LPS诱导的 RAW264.7细胞

NO释放量的影响（ ±s，n=3）
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Fig.8    Effect of flavonoid extract of Tetrastigma hemsleyanum
Diels et Gilg on LPS-induced NO release in RAW264.7

cells （ ±s，n=3）
注：与 Control相比，***P<0.001；与 Model相比，##P<0.01，
###P<0.001。
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浓度范围内，三叶青不同部位的黄酮提取物均能使细

胞培养液中的 NO含量显著降低，这说明三叶青三

部位均表现出良好的抗炎作用。

对于种植采收时抛弃的三叶青茎叶和根须而

言，是一种很大的资源浪费。本实验为仿野生种植三

叶青茎叶和根须的资源开发利用提供参考依据，也为

加快三叶青药材全资源利用和食品、保健品的开发

奠定基础。
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