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黄芪中主要成分含量测定及其抗氧化活性研究
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摘要:利用超声提取法对 ２４ 批黄芪进行提取ꎬ分别测定总皂苷、总黄酮、总多糖的含量ꎬ综合评价品种、产地及生长年限

对黄芪各成分含量的影响ꎮ 采用 ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 联用技术建立黄芪抗氧化活性成分筛选方法ꎬ利用 ＤＰＰＨ
及 ＡＢＴＳ 实验验证单体化合物的抗氧化活性ꎮ 结果表明ꎬ内蒙古赤峰一年的膜荚黄芪的皂苷含量最高ꎬ黑龙江大兴安岭野

生膜荚黄芪的黄酮含量最高ꎬ内蒙古武川一年的膜荚黄芪的多糖含量最高ꎮ 抗氧化成分筛选实验结果显示ꎬ黄酮类化合物

的抗氧化活性优于皂苷类成分和多糖类成分ꎮ 从构效关系上分析ꎬ黄酮类化合物连接的羟基个数越多其抗氧化活性越强ꎬ
黄酮上的羟基成苷后ꎬ抗氧化活性下降ꎮ 结果可为合理利用黄芪资源及黄芪农产品区域品牌资源提升提供理论依据ꎮ
关键词:黄芪ꎻ总黄酮ꎻ总皂苷ꎻ总多糖ꎻ含量测定ꎻ抗氧化活性
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引用本文:孙宇ꎬ陈雪ꎬ唐守祥ꎬ等.黄芪中主要成分含量测定

及其抗氧化活性研究[Ｊ].化学试剂ꎬ２０２３ꎬ４５(１２):９０￣９７ꎮ

　 　 黄芪为多年生草本豆科植物蒙古黄芪

Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ(Ｆｉｓｃｈ.) Ｂｕｎｇｅ ｖａｒ.ｍｏｎｇ￣
ｈｏｌｉｃｕｓ (Ｂｕｎｇｅ) Ｈｓｉａｏ 或膜荚黄芪 Ａ. ｍｅｍｂｒａｎａ￣
ｃｅｕｓ(Ｆｉｓｃｈ.) Ｂｕｎｇｅ 的干燥根ꎬ有益气、固表、托毒

生肌和利水退肿等功效[１]ꎮ 现代研究表明ꎬ黄芪
的主要成分为皂苷类、黄酮类、多糖类等[２￣４]ꎮ 黄

芪皂苷分为有黄芪皂苷、乙酰基黄芪皂苷、异黄芪

皂苷和大豆皂苷 ４ 大类ꎮ 活性研究表明皂苷类具

有免疫调节、抗心脑损伤、降血糖和抗病毒等活

性[５￣８]ꎮ 黄芪黄酮主要包括毛蕊异黄酮、芒柄花素

及其糖苷等成分ꎬ具有抗辐射损伤、清除氧自由

基、增强免疫、调控离子通道蛋白和抗病毒等活

０９
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性[９￣１５]ꎮ 黄芪多糖具有抗衰老、改善认知功能、降
血压、抗动脉粥样硬化、抗骨质疏松等活性[１６￣２１]ꎮ
黄芪产地来源广泛ꎬ质量影响因素较多ꎮ 明确不

同基原、不同生长年限、野生与栽培以及不同产地

黄芪药材质量的差异ꎬ是合理利用黄芪资源的基

础性研究工作ꎮ 基于此ꎬ本实验收集了 ２４ 批黄芪

药材ꎬ测试了各批次黄芪中总黄酮、总皂苷、总多

糖的含量ꎮ
自由基因化学性质活跃ꎬ在体内蓄积易引发

细胞氧化ꎬ导致心血管系统、神经系统及免疫系统

等疾病[２２]ꎮ 黄芪具有较好的抗氧化活性ꎬ可延缓

或阻止氧化应激反应[２３]ꎮ 因此ꎬ建立快速筛选天

然产物复杂体系中的抗氧化活性成分具有突破瓶

颈的重要现实意义ꎮ ＤＰＰＨ 自由基是一种良好的

体外抗氧化筛查剂ꎬ本文结合 ＵＨＰＬＣ 高效分离

能力及 ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 高灵敏度、高精度的化合物

定性确认能力ꎬ建立 ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ
方法ꎬ 通 过 对 比 与 ＤＰＰＨ 自 由 基 反 应 前 后

ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 谱图中各化合物峰面积的

变化ꎬ快速筛选天然产物复杂体系中的抗氧化活

性成分[２４￣２７]ꎮ 因此ꎬ本实验利用该技术简便快速

筛选黄芪中抗氧化活性成分ꎬ并利用实验对预测

结果进行了验证ꎬ以期为今后合理利用黑龙江省

黄芪资源及建立黄芪类农产品品牌资源提升提供

理论依据ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＡＢ Ｓｃｉｅｘ Ｔｒｉｐｌｅ 型 ＴＯＦ ４６００ 质谱仪 (美国

ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公司)ꎻ３０Ａ 型岛津超高效液相色谱仪

(日本岛津公司)ꎻ２０ ~ ２００、２００ ~ １ ０００、１ ０００ ~
５ ０００ μＬ 移液枪(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻＡＢ１３５￣Ｓ
型分析天平(瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司)ꎻＳａｆｉｒｅ２ 型

酶标仪(瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)ꎻＢ８８００ 型超声波清洗

器(美国必能信公司)ꎻＯＳＢ￣２１００ 型旋转蒸发仪

(日本 ＥＹＥＬＡ 仪器有限公司)ꎻＥｌｉｘ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ５ 型

ＵＶ 纯水仪(德国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻＳＨＺ￣３ 型

循环水多用真空泵(上海沪西分析仪器有限公司)ꎮ
芦丁(批号:Ｌｏｔ.Ｎｏ.２０１７０９１４ꎬ纯度>９８􀆰 ０％ꎬ

国药集团化学试剂有限公司)ꎻ黄芪皂苷Ⅰ(批
号:１６０６１３０７ꎬ纯度>９８􀆰 ０％)、黄芪皂苷Ⅱ(批号:
１５１０１９ꎬ 纯 度 > ９８􀆰 ０％)、 黄 芪 甲 苷 ( 批 号:
１７０７３１０２ꎬ纯度 > ９８􀆰 ０％)、毛蕊异黄酮 (批号:
１７１０２００６ꎬ纯度>９８􀆰 ０％)、毛蕊异黄酮苷(批号:

１７１１２４０４ꎬ 纯 度 > ９８􀆰 ０％)、 芒 柄 花 苷 ( 批 号:
１６０６１４０１ꎬ纯度 > ９８􀆰 ０％)、刺芒柄花素 (批号:
１５１０２９ꎬ纯度>９８􀆰 ０％)、７ꎬ２′￣二羟基 ３′ꎬ４′￣二甲基

氧异黄烷(批号:１６０８１６ꎬ纯度>９８􀆰 ０％)、３￣羟基￣
９ꎬ １０￣二 甲 氧 基 紫 檀 烷 ( 批 号: １５１１０２ꎬ 纯 度

>９８􀆰 ０％)(成都普菲德生物技术有限公司)ꎻ葡萄

糖(批号:Ｍ０５０９ＡＳꎬ纯度>９８􀆰 ０％ꎬ大连美仑生物

技术有限公司)ꎻＡＢＴＳ(纯度>９８􀆰 ０％)、ＤＰＰＨ(纯
度>９７􀆰 ０％) (东京化成工业株式会社)ꎻ浓硫酸

(分析纯ꎬ纯度 ９５􀆰 ０％~９８％)、乙醇(分析纯ꎬ纯度

>９９􀆰 ７％)、Ｌ￣(＋)抗坏血酸(纯度>９９􀆰 ７％) (天津

市科密欧化学试剂有限公司)ꎻ过硫酸钾(纯度

>９９％ꎬ优耐德引发剂(上海)有限公司)ꎻ氢氧化

钠(分析纯ꎬ纯度>９６％ꎬ天津市凯通化学试剂有

限公司)ꎻ苯酚(分析纯ꎬ天津市元力化工有限公

司)ꎻ香草醛(纯度>９９％ꎬ天津市光复精细化工研

究所)ꎻ甲醇、乙腈(色谱纯ꎬ美国 Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎻ甲
酸(质谱纯ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ
水为纯化水ꎮ

２４ 批黄芪药材由齐齐哈尔医学院黄芪研究

院提供(表 １)ꎮ 经齐齐哈尔医学院药学院郭丽娜

　 　 　 　 　 　 表 １ 　 样品信息

Ｔａｂ.１　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

编号 地点 采摘时间 黄芪品种

１ 甘肃陇西 １ １ 年 蒙古黄芪

２ 甘肃陇西 ２ １ 年 蒙古黄芪

３ 山西运城 １ 年 蒙古黄芪

４ 内蒙古固阳 １ １ 年 蒙古黄芪

５ 内蒙古固阳 ２ １ 年 蒙古黄芪

６ 黑龙江大兴安岭 ２ 年 蒙古黄芪

７ 黑龙江大兴安岭 野生(未知) 蒙古黄芪

８ 河北安国 １ 年 膜荚黄芪

９ 河北唐山 １ １ 年 膜荚黄芪

１０ 河北唐山 ２ １ 年 膜荚黄芪

１１ 内蒙古赤峰 １ 年 膜荚黄芪

１２ 黑龙江加格达奇 １ 年 膜荚黄芪

１３ 内蒙古武川 １ 年 膜荚黄芪

１４ 黑龙江大兴安岭 ４ 年 膜荚黄芪

１５ 黑龙江大兴安岭 ４ 年以上 膜荚黄芪

１６ 黑龙江大兴安岭 野生(未知) 膜荚黄芪

１７ 黑龙江讷河 １ ２ 年 膜荚黄芪

１８ 黑龙江讷河 ２ ２ 年 膜荚黄芪

１９ 黑龙江讷河 １ １ 年 膜荚黄芪

２０ 黑龙江讷河 ２ １ 年 膜荚黄芪

２１ 黑龙江梅里斯 １ 年 膜荚黄芪

２２ 黑龙江依安 ３ 年 膜荚黄芪

２３ 黑龙江依安 ２ 年 膜荚黄芪

２４ 黑龙江齐齐哈尔 ２ 年 膜荚黄芪

１９
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教授鉴定为豆科植物膜荚黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａ￣
ｎａｃｅｕｓ (Ｆｉｓｃｈ.) Ｂｇｅ.或蒙古黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍ￣
ｂｒａｎａｃｅｕｓ ( Ｆｉｓｃｈ.) Ｂｇｅ. ｖａｒ. ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ ( Ｂｇｅ.)
Ｈｓｉａｏ 的干燥根ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 总皂苷含量测定

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ 　 供试品溶液的配制

取干燥的黄芪药材粉末(过 ４０ 目筛)约 １０􀆰 ０ ｇꎬ
精密称定ꎬ置具塞锥形瓶中ꎬ精密加入 ７５％乙醇￣
水溶液 １５０ ｍＬꎬ称定质量ꎬ超声提取 １ ｈꎬ放冷后

再称定质量ꎬ用 ７５％乙醇￣水补足减失的质量ꎬ过
滤ꎬ弃去初滤液ꎬ收集续滤液作为测量总皂苷的供

试品溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２ 　 标准品溶液的配制

精密称定黄芪甲苷 ２５􀆰 ０ ｍｇꎬ并置于 ２５ ｍＬ
容量瓶中ꎮ 加入无水乙醇溶解并稀释定容至刻

度ꎬ即得标准品储备液ꎮ 精密量取标准品储备液

０、１、２、３、４、５ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ并利用无

水乙醇定容至刻度ꎬ即得系列标准品溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３ 　 黄芪总皂苷的含量测定

取各标准品溶液 １ ｍＬ 于试管ꎬ加入 １ ｍＬ ８％
香草醛无水乙醇溶液ꎬ充分混匀ꎬ置冰浴中缓慢加

入 ７２％硫酸溶液 １０ ｍＬꎬ摇匀后置 ６２ ℃水浴中保

温 ２０ ｍｉｎꎬ取出后立即冰浴冷却至室温ꎮ 利用酶

标仪在 ５４４ ｎｍ 处测定吸光度值ꎬ以黄芪甲苷标准

溶液浓度(Ｃꎬｍｇ / ｍＬ)为横坐标ꎬ吸光度(Ａ)值为

纵坐标作图ꎬ构建标准曲线回归方程ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ４ 　 方法学考察

精密度实验:精密移取 １􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ 标准储备液

３􀆰 ０ ｍＬꎬ置于 ５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用无水乙醇定容至

刻度ꎬ用香草醛￣硫酸比色法显色后ꎬ于 ５４４ ｎｍ 处

平行测定吸光度 ６ 次ꎬ计算 ＲＳＤ 值ꎮ
重复 性 实 验: 取 同 一 黄 芪 样 品 ５ 份ꎬ 按

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ 方法制备ꎬ显色后于 ５４４ ｎｍ 处测定吸光

度值ꎬ计算 ＲＳＤ 值ꎮ
稳定性实验:精密移取 １􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ 的供试品溶

液ꎬ用香草醛￣硫酸比色法显色后ꎬ分别于 ０、１０、
２０、３０、４０、５０、６０ ｍｉｎ 测定 ５４４ ｎｍ 处吸光度ꎬ计算

ＲＳＤ 值ꎮ
加样回收率实验:取 ９ 份同一已知总皂苷量

的黄芪各 ５􀆰 ０ ｇꎬ分别加入相当于样品中总黄皂苷

的 ８０％、１００％、１２０％的对照品溶液ꎬ每个浓度平

行配制 ３ 份ꎬ按 １􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２ 方法制备ꎬ显色后ꎬ于
５４４ ｎｍ 处测定吸光度值ꎬ并计算加样回收率及

ＲＳＤ 值ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ２ 　 总黄酮含量测定

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 　 供试品溶液的配制

供试品溶液的配制方法同 １􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２ 　 系列标准品溶液配制

精密称取 ２０􀆰 ０ ｍｇ 芦丁标准品ꎬ用 ７５％乙醇￣
水溶解并定容至 ５０ ｍＬꎬ配制成 ０􀆰 ４ ｍｇ / ｍＬ 的标

准储备溶液ꎬ分别取 ０、０􀆰 ２、０􀆰 ４、０􀆰 ６、０􀆰 ８、１􀆰 ０ ｍＬ
标准品溶液于 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用 ７５％乙醇￣水定

容ꎬ即得系列标准品溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３ 　 黄芪总黄酮的含量测定

取各标准品溶液 ５ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加
入 ５％ ＮａＮＯ２ 溶液 ０􀆰 ３ ｍＬꎬ反应 ６ ｍｉｎꎮ 然后向

容量瓶中加入 １０％ Ａｌ(ＮＯ３) ３ 溶液 ０􀆰 ３ ｍＬꎬ反应

６ ｍｉｎꎮ 接着ꎬ向容量瓶中加入 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶

液 ４ ｍＬꎬ并用 ７５％乙醇￣水定容至 １０ ｍＬꎬ反应

１０ ｍｉｎꎮ 利用酶标仪在 ５１０ ｎｍ 处测定吸光度值ꎬ
以芦丁标准溶液浓度(Ｃꎬｍｇ / ｍＬ)为横坐标ꎬ吸光

度(Ａ)值为纵坐标作图ꎬ构建标准曲线回归方程ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４ 　 方法学考察

精密度实验:精密移取 １􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 的标准储备

溶液 ０􀆰 ６ ｍＬꎬ置于 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用 ７５％乙醇￣
水溶液定容至刻度ꎬ采用 ＮａＮＯ２￣ＡｌＮＯ３￣ＮａＯＨ 比

色法显色后ꎬ于 ５１０ ｎｍ 处吸光度 ６ 次ꎬ计算 ＲＳＤ
值为 ０􀆰 ５８％ꎬ表明仪器精密度良好ꎮ

重复性实验:取同一黄芪样品 ５ 份ꎬ按 １􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２
中方法制备ꎬ显色后ꎬ于 ５１０ ｎｍ 处测定吸光度值ꎬ
计算 ＲＳＤ 值ꎮ

稳定性实验:精密移取 １􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 的供试品溶

液ꎬ采用 ＮａＮＯ２￣ＡｌＮＯ３￣ＮａＯＨ 比色法显色后ꎬ分别

于 ０、１０、２０、３０、４０、５０、６０ ｍｉｎ 测定 ５１０ ｎｍ 处吸

光度ꎬ计算 ＲＳＤ 值ꎮ
加样回收率实验:取 ９ 份同一已知黄酮含量

的黄芪各 ５􀆰 ０ ｇꎬ分别加入相当于样品中总黄酮量

的 ８０％、１００％、１２０％的对照品溶液ꎬ每个浓度平行

配制 ３ 份ꎬ按 １􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２ 方法制备ꎬ显色后ꎬ于 ５１０ ｎｍ
处测定吸光度值ꎬ计算加样回收率及 ＲＳＤ 值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 黄芪总多糖的含量测定

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １ 　 供试品溶液的配制

取干燥的黄芪药材粉末(过 ４０ 目筛)约 １０􀆰 ０ ｇꎬ
精密称定ꎬ置具塞锥形瓶中ꎬ精密加入超纯水

１５０ ｍＬꎬ称定质量ꎬ超声提取 １ ｈꎬ放冷后再称定

质量ꎬ用超纯水补足减失的质量ꎬ过滤ꎬ弃去初滤

液ꎬ收集续滤液作为测量总多糖的供试品溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２ 　 标准品溶液的配制

精密称取葡萄糖标准品 １００􀆰 ０ ｍｇꎬ用蒸馏水

２９
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溶解并定容至 １００ ｍＬꎬ配制成 １ ｍｇ / ｍＬ 的标准储

备液ꎬ分别取 ０、１、２、３、４、５、６ ｍＬ 标准品溶液于

５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用蒸馏水定容至刻度ꎬ即得系列

标准品溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３ 　 黄芪总多糖的含量测定

取各 标 准 品 溶 液 ０􀆰 ３ ｍＬ 于 试 管ꎬ 加 入

０􀆰 ６ ｍＬ ６％ 苯酚水溶液ꎬ充分混匀ꎬ加入 ３ ｍＬ
９８％浓硫酸ꎬ摇匀后置于 １００ ℃ 沸水中反应

１５ ｍｉｎꎬ立即冷却至室温ꎮ 利用酶标仪在 ４９０ ｎｍ
处测定吸光度值ꎬ以葡萄糖标准溶液浓度 (Ｃꎬ
ｍｇ / ｍＬ)为横坐标ꎬ吸光度(Ａ)值为纵坐标作图ꎬ
构建标准曲线回归方程ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ４ 　 方法学考察

精密度实验:精密移取 １􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １ 下的标准储

备溶液 ３ ｍＬꎬ于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用蒸馏水定容

至刻度ꎬ采用苯酚￣硫酸比色法显色后ꎬ于 ４９０ ｎｍ
处平行测定吸光度 ６ 次ꎮ 计算 ＲＳＤ 值ꎮ

重复 性 实 验: 取 同 一 黄 芪 样 品 ６ 份ꎬ 按

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １ 中方法制备ꎬ显色后ꎬ于 ４９０ ｎｍ 处测定

吸光度值ꎬ计算 ＲＳＤ 值ꎮ
稳定性实验:精密移取 １􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １ 下的供试品

溶液ꎬ采用苯酚￣硫酸比色法显色后ꎬ分别于 ０、１０、
２０、３０、４０、５０、６０ ｍｉｎ 测定 ４９０ ｎｍ 处吸光度ꎬ计算

ＲＳＤ 值ꎮ
加样回收率实验:取 ９ 份已知总多糖量的黄

芪各 ５􀆰 ０ ｇꎬ分别加入相当于样品中总多糖量的

８０％、１００％、１２０％的对照品溶液ꎬ每个浓度平行

配制 ３ 份ꎬ按 １􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １ 中方法制备ꎬ显色后ꎬ于
４９０ ｎｍ 处测定吸光度值ꎬ并计算加样回收率及

ＲＳＤ 值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＭＳ 法筛选黄芪中的抗氧

化活性成分

１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １ 　 色谱条件与质谱条件

色谱条件:色谱柱:Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８色

谱柱(１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)ꎻ流动相 Ａ 为

０􀆰 １％甲酸乙腈ꎬ流动相 Ｂ 为 ０􀆰 １％甲酸水ꎻ梯度洗

脱程序为(０􀆰 ０１ ~ １ ｍｉｎꎬ２０％ ~ ３０％ Ａꎻ１ ~ ７ ｍｉｎꎬ
３０％~ ５０％ Ａꎻ７ ~ １０ ｍｉｎꎬ５０％ ~ ７０％ Ａꎻ１０ ~ １５
ｍｉｎꎬ７０％~１００％ Ａꎻ１５~１７ ｍｉｎꎬ１００％ Ａ)ꎻ流速设

置为 ０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进样量为 ２ μＬꎮ
质谱条件:离子喷雾电压设置为 ４􀆰 ５ ｋＶꎻ离

子源温度设置为 ５００ ℃ꎻ去簇电压(ＤＰ)设置为

－１００ꎻ碰撞能量(ＣＥ)设置为￣１０ꎻ氮气为雾化气和

辅助气ꎬ雾化气 ０􀆰 ３４５ ＭＰａꎬ辅助气 ０􀆰 ３４５ ＭＰａꎬ气

帘气 ０􀆰 ２４１ ＭＰａꎻ质量范围为 ｍ / ｚ １００~１ ２００ꎻＥＳＩ
负离子模式下进行全扫描ꎬ积累时间为 １５０ ｍｓꎻ自
动校准系统(ＣＤＳ)对ＭＳ 自动进行调谐和校正ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２ 　 ＤＰＰＨ 溶液配制

分别配制 ４􀆰 ００、１􀆰 ３３、０􀆰 ４４、０􀆰 １５、０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ / Ｌ
的 ＤＰＰＨ 溶液ꎬ现用现配ꎬ避光保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３ 　 ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 实验

实验组为 ０􀆰 ３ ｍＬ 的供试样品溶液与 ０􀆰 ９ ｍＬ
的各浓度 ＤＰＰＨ 溶液混合均匀ꎬ３７ ℃下避光孵育

３０ ｍｉｎꎮ 阴性对照组为 ０􀆰 ９ ｍＬ 的乙醇溶液代替

ＤＰＰＨꎬ其他条件相同ꎮ 孵育结束后ꎬ将各反应溶

液在 １４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 吸取上清液进

ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 分析ꎮ 利用标准品比对ꎬ指
认了 ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 实验中的 ９ 个

化合物ꎮ 采用峰面积法计算不同浓度的 ＤＰＰＨ
对该 ９ 个化合物峰面积的影响ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 单体成分的抗氧化活性

１􀆰 ２􀆰 ５􀆰 １ 　 ＤＰＰＨ 实验

取标准品适量ꎬ用乙醇配制成 １􀆰 ０００、０􀆰 ５００、
０􀆰 ２５０、０􀆰 １２５、０􀆰 ６２５ ｍｇ / ｍＬ 的系列样品溶液ꎮ 将

ＤＰＰＨ 配制成 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 的乙醇溶液ꎬ然后加入

５０ μＬ 上述配制样品溶液和 １５０ μＬ 的 ＤＰＰＨ 溶

液于酶标板中ꎬ混匀后置阴暗处反应 ３０ ｍｉｎꎬ然后

用酶标仪在 ５１７ ｎｍ 处测定吸收值ꎮ 每份样品平

行操作 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ 用乙醇溶液代替样品溶

液配制阴性对照ꎬ用乙醇代替上述方法中的 ＤＰ￣
ＰＨ 配制空白对照ꎬ计算出清除率ꎮ 并运用 ＳＰＳＳ
软件计算样品的 ＩＣ５０ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５􀆰 ２ 　 ＡＢＴＳ 实验

将 ＡＢＴＳ 及 Ｋ２Ｓ２Ｏ８ 分 别 配 制 成 ７、 ２􀆰 ４５
ｍｍｏｌ / Ｌ 的水溶液ꎬ使用前将两者混合并在暗处放

置 １２ ｈ 以上ꎬ使用时用水稀释使混合溶液的吸光

度值在 ７３４ ｎｍ 处为 ０􀆰 ７~０􀆰 ８ꎬ待用ꎮ 取 ４０ μＬ 的

１􀆰 ２􀆰 ５􀆰 １ 样品溶液和 １６０ μＬ ＡＢＴＳ 自由基工作液

于酶标板中ꎬ混匀后反应 １５ ｍｉｎ 后测定吸光度 Ａ
值ꎮ 每份样品平行测定 ３ 次ꎬ取平均值ꎬ用乙醇￣
水溶液代替样品溶液配制阴性对照ꎬ用水代替上

述方法中的 ＡＢＴＳ 自由基工作液配制空白对照ꎬ
计算出清除率ꎮ 并运用 ＳＰＳＳ 软件计算样品的 ＩＣ５０ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 总皂苷、总黄酮和总多糖的含量

总皂苷、总黄酮和总多糖的标准曲线回归方

程分别为 Ｙ１ ＝ ０􀆰 ８４１ ６Ｘ ＋ ０􀆰 ０７４ ７ꎬ ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ７ꎬ

３９
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Ｙ２ ＝ ３􀆰 ０２１ １Ｘ＋０􀆰 ０１７ ６ꎬｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ４ꎬＹ３ ＝ ２􀆰 ３４２Ｘ＋
０􀆰 ０８７ ２ꎬｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ０ꎬ结果表明线性良好ꎮ ２４ 批

药材的总皂苷、总黄酮、总多糖含量如表 ２ 所示ꎬ
其方法学结果如表 ３ 所示ꎮ 结果显示ꎬ上述 ３ 种

成分的含量测定的重复性、稳定性及加样回收率

良好ꎮ
表 ２ 　 总皂苷、总黄酮、总多糖含量

Ｔａｂ.２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓꎬｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ
ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ (ｍｇ / ｇ)

编号 总皂苷 总黄酮 总多糖

１ ２４􀆰 ９９ ０􀆰 ４１ １８２􀆰 ３０

２ ２８􀆰 ７５ ０􀆰 ３７ １７４􀆰 ６２

３ ３０􀆰 ５９ ０􀆰 ３６ １３１􀆰 ９８

４ ３９􀆰 ９３ ０􀆰 ４２ ２６０􀆰 ９１

５ ４０􀆰 １４ ０􀆰 ３５ １９６􀆰 ９５

６ ２６􀆰 ９９ ０􀆰 ４３ １６３􀆰 ４７

７ １８􀆰 ５２ ０􀆰 ５８ １４０􀆰 ５２

８ ２６􀆰 ０５ ０􀆰 ３１ １５５􀆰 ５９

９ ３２􀆰 ８０ ０􀆰 ３６ １７９􀆰 ２３

１０ ２８􀆰 ３６ ０􀆰 ３７ １６８􀆰 ６２

１１ ４０􀆰 ５９ ０􀆰 ３４ １９５􀆰 ６７

１２ ２９􀆰 ５０ ０􀆰 ３６ １７４􀆰 ６２

１３ ３１􀆰 ２６ ０􀆰 ４２ ２６８􀆰 １３

１４ １６􀆰 ８２ ０􀆰 ２６ ４８􀆰 ５３

１５ １４􀆰 ３２ ０􀆰 ２７ ３１􀆰 ３０

１６ ２９􀆰 ７４ ０􀆰 ６６ ２１５􀆰 ５４

１７ １５􀆰 ５４ ０􀆰 ２０ １５７􀆰 ２４

１８ ２１􀆰 ００ ０􀆰 １８ １３１􀆰 ２６

１９ １４􀆰 ６７ ０􀆰 ２６ ４４􀆰 ００

２０ １３􀆰 ５５ ０􀆰 ２５ ２１􀆰 ７５

２１ １５􀆰 ２８ ０􀆰 １４ ６６􀆰 ４４

２２ １７􀆰 ８６ ０􀆰 ３３ １０６􀆰 １７

２３ ２３􀆰 ５２ ０􀆰 ４０ １３２􀆰 ５６

２４ ２５􀆰 ０４ ０􀆰 ３５ ２０４􀆰 ８２

２３ ２３􀆰 ５２ ０􀆰 ４０ １３２􀆰 ５６

２４ ２５􀆰 ０４ ０􀆰 ３５ ２０４􀆰 ８２

表 ３ 　 总皂苷、总黄酮、总多糖含量测定的方法学结果

Ｔａｂ.３　 Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓꎬｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

　 精密度 / ％ 稳定性 / ％ 回收率 / ％

总皂苷 ０􀆰 ６３ ３􀆰 ９０ ９８􀆰 ４~１０４􀆰 ７

总黄酮 ０􀆰 ５８ ２􀆰 ８８ ９５􀆰 ３~１０４􀆰 ２

总多糖 ０􀆰 ７４ ３􀆰 ２５ ９５􀆰 ７~１０４􀆰 ８

　 　 本研究检测样品中ꎬ内蒙古赤峰地区一年的

膜荚黄芪的皂苷含量最高ꎬ内蒙古武川地区一年

的膜荚黄芪的多糖含量最高ꎬ黑龙江大兴安岭地

区的野生膜荚黄芪的黄酮含量最高ꎮ 将黄芪样品

分为膜荚黄芪和蒙古黄芪两组ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０
软件对蒙古黄芪和膜荚黄芪中的总皂苷、总黄酮

和总多糖的含量进行单因素方差分析ꎬ以比较组

间差 异ꎮ 两 组 间 Ｐ 值 分 别 为 ０􀆰 ０７４、 ０􀆰 ０６１、
０􀆰 １５５ꎬ均大于 ０􀆰 ０５ꎬ即两种黄芪之间各成分含量

不存在显著性差异ꎬ说明所选择的 ２４ 批膜荚黄芪

和蒙古黄芪对黄芪总皂苷、总黄酮和总多糖含量

不存在明显影响ꎮ 大兴安岭地区 ４ 年及 ４ 年以上

的膜荚黄芪的总皂苷、总黄酮和总多糖的含量都

较低ꎬ推测可能由于生长年限较长ꎬ黄芪中的主要

成分发生了变化ꎮ 将讷河地区和梅里斯地区一年

的膜荚黄芪的根ꎬ与其他地区一年的黄芪根相比ꎬ
发现其根极细ꎬ可能与其生存土壤、环境及采摘时

间等有关ꎻ而含量测定结果表明其总皂苷、总黄酮

和总多糖的含量也较其他地区的黄芪含量低ꎮ 野

生的蒙古黄芪和膜荚黄芪的黄酮含量高于人工栽

培的黄芪黄酮含量ꎬ推测野生状态可能更利于黄

芪黄酮类成分的富集ꎮ 在预实验中ꎬ分别采用热

提法和超声法对总皂苷、总黄酮和总多糖进行提

取ꎮ 结果显示两种提取方式对提取量的影响不

大ꎬ而超声提取法操作简便且平行性好ꎬ因此ꎬ采
用超声提取法对各批次的黄芪药材进行提取ꎮ
２􀆰 ２ 　 黄芪中抗氧化活性成分的筛选

本实验选择液相色谱串联四级杆飞行时间质

谱仪进行检测分析ꎬ采用正离子和负离子模式进

行扫描ꎬ结果显示黄酮类化合物和皂苷类化合物

在负离子模式下都有较好的响应值ꎮ 因此ꎬ
ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 实验采用了负离子

模式ꎮ 皂苷类化合物和黄酮苷类化合物有较强的

[Ｍ＋ＣＯＯＨ] － 峰ꎬ而黄酮苷元有较强的[Ｍ－Ｈ] －

峰ꎬ因此ꎬ其定量离子峰分别选择了其响应值较高

的离子峰ꎮ 结果证明提取物中关键成分的含量变

化能够说明其抗氧化活性ꎮ 此方法的优势在于操

作简单ꎬ柱前衍生化后可以批量的检测各成分的

抗氧化活性ꎮ 在以后的研究中不仅能够对有标准

品的化合物进行抗氧化活性的测试ꎬ也可以通过

化合物质谱数据对化合物结构进行解析ꎬ然后通

过峰面积的变化预测其抗氧化活性ꎮ 上述研究

可以为今后活性成分的导向分离及活性研究提

供指导ꎮ
多糖的极性较大ꎬ在多糖提取时选择了水溶

液进行提取ꎮ 在预实验中ꎬ分别考察了不同溶剂

对皂苷和黄酮提取量的影响ꎬ结果发现 ７５％乙醇

对总皂苷和总黄酮都有着较好的提取率ꎬ因此ꎬ在

４９
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总皂苷和总黄酮测试过程中ꎬ选择了 ７５％乙醇进

行提取ꎮ 预实验中利用 ＤＰＰＨ 实验对黄芪 ７５％
乙醇提取物和黄芪水提物的抗氧化活性进行了测

试ꎬ结果显示黄芪 ７５％乙醇提取物的抗氧化活性

较强ꎮ 为了进一步考察多糖的抗氧化活性ꎬ预实

验中采用了水提醇沉法对多糖成分进行了纯化并

测试了抗氧化活性ꎬ结果表明多糖类成分活性较

弱ꎬ因此ꎬ选择 ７５％乙醇提取物进行 ＤＰＰＨ￣ＵＨ￣

ＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 实验ꎮ
由于黄芪样品批次较多ꎬ为研究其抗氧化活

性ꎬ选择依安二年的膜荚黄芪作为代表探讨了黄

芪的抗氧化活性ꎮ 利用标准品比对ꎬ指认了 ＤＰ￣
ＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 实验中的 ９ 个化合物ꎮ
采用峰面积法计算不同浓度的 ＤＰＰＨ 对该 ９ 个化

合物峰面积的影响ꎮ 各化合物的 ＸＩＣ 图见图 １ꎬ
峰面积减少量见表 ４ꎮ由此可见ꎬ化合物毛蕊异

曲线分别为 ０􀆰 ０５、０􀆰 １５、０􀆰 ４４、１􀆰 ３３、４􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＰＰＨ 组和阴性对照组

ａ.毛蕊异黄酮苷ꎻｂ.芒柄花苷ꎻｃ.毛蕊异黄酮ꎻｄ.黄芪甲苷ꎻｅ.刺芒柄花素ꎻｆ.黄芪皂苷Ⅱꎻ
ｇ.３￣羟基￣９ꎬ１０￣二甲氧基紫檀烷ꎻｈ.７ꎬ２′￣二羟基￣３′ꎬ４′￣二甲基氧异黄烷ꎻｉ.黄芪皂苷Ⅰ

图 １　 ＸＩＣ 图

Ｆｉｇ.１　 ＸＩＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

表 ４ 　 各化合物的峰面积减少量注

Ｔａｂ.４　 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

化合物
保留时间 /

ｍｉｎ 定量离子峰 定量分子量范围
ＤＰＰＨ 组(ｍｍｏｌ / Ｌ)峰面积减少量 / ％

４􀆰 ００ １􀆰 ３３ ０􀆰 ４４ ０􀆰 １５ ０􀆰 ０５

毛蕊异黄酮苷 ５􀆰 ４８ [Ｍ＋ＣＯＯＨ] － ４９１􀆰 １０９ ０~４９１􀆰 １２９ ０ ９５􀆰 ３ ４８􀆰 １ ８􀆰 ４ — —
芒柄花苷 ７􀆰 ４７ [Ｍ＋ＣＯＯＨ] － ４７５􀆰 １１４ ０~４７５􀆰 １３４ ０ ７􀆰 ４ ２􀆰 ３ １􀆰 ５ — —
毛蕊异黄酮 ８􀆰 ４８ [Ｍ－Ｈ] － ２８３􀆰 ０５０ ７~２８３􀆰 ０７０ ７ ９９􀆰 ９ ６１􀆰 ８ １３􀆰 ７ ０􀆰 １ —
黄芪甲苷 １０􀆰 １５ [Ｍ＋ＣＯＯＨ] － ８２９􀆰 ４４８ ６~８２９􀆰 ４６８ ６ １２􀆰 ５ ７􀆰 ２ ４􀆰 １ ０􀆰 ３ —
刺芒柄花素 １０􀆰 ６７ [Ｍ－Ｈ] － ２６７􀆰 ０５５ ７~２６７􀆰 ０７５ ７ ３９􀆰 ０ ２３􀆰 ８ ８􀆰 ３ ２􀆰 ８ ２􀆰 ５
黄芪皂苷Ⅱ １０􀆰 ７７ [Ｍ＋ＣＯＯＨ] － ８７１􀆰 ４５９ １~８７１􀆰 ４７９ １ １４􀆰 ６ ３􀆰 ６ — — —
３￣羟基￣９ꎬ１０￣二甲氧基紫檀烷 １０􀆰 ８９ [Ｍ－Ｈ] － ２９９􀆰 ０８２ ０~２９９􀆰 １０２ ０ ３２􀆰 ７ １􀆰 ７ — — —
７ꎬ２′￣二羟基￣３′ꎬ４′￣二甲基氧异黄烷 １１􀆰 ０４ [Ｍ－Ｈ] － ３０１􀆰 ０９７ ６~３０１􀆰 １１７ ６ ８３􀆰 ７ ４４􀆰 ８ ８􀆰 ５ ８􀆰 １ ３􀆰 ８
黄芪皂苷Ⅰ １１􀆰 ７５ [Ｍ＋ＣＯＯＨ] － ９１３􀆰 ４６９ ７~９１３􀆰 ４８９ ７ １８􀆰 ２ １６􀆰 ２ ８􀆰 ９ — —

　 　 注:“—”为峰面积未减少ꎮ
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黄酮、毛蕊异黄酮苷和 ７ꎬ２′￣二羟基 ３′ꎬ４′￣二甲基

氧异黄烷在 ＤＰＰＨ 浓度为 ４􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时峰面积

减少明显ꎬ推测这 ３ 个化合物可能是黄芪中抗氧

化的主要活性成分ꎮ
上述结果显示ꎬ筛选的 ９ 个化合物的峰面积

都随着 ＤＰＰＨ 浓度的增加ꎬ其峰面积减小ꎬ说明

该 ９ 个化合物都有一定的抗氧化活性ꎬ且黄酮类

化合物的抗氧化活性优于皂苷类成分ꎮ 其中ꎬ化
合物毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮苷和 ７ꎬ２′￣二羟基￣
３′ꎬ４′￣二甲基氧异黄烷在 ＤＰＰＨ 浓度为 ４􀆰 ００
ｍｍｏｌ / Ｌ 时峰面积减少明显ꎬ推测它们的抗氧化活

性较强ꎮ
２􀆰 ３ 　 单体化合物的抗氧化活性验证

分别利用 ＤＰＰＨ 法及 ＡＢＴＳ 法测试单体化合

物的抗氧化活性并运用 ＳＰＳＳ 软件计算样品的

ＩＣ５０(表 ５)ꎮ
表 ５ 　 单体化合物的抗氧化活性

Ｔａｂ.５　 Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｍｏｎｏｍｅｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
(ｎ＝ ３)

化合物名称
ＤＰＰＨ ＡＢＴＳ

ＩＣ５０ / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

毛蕊异黄酮苷 ０􀆰 ５３７ ０􀆰 ０２６

芒柄花苷 >１００ >１００

毛蕊异黄酮 ０􀆰 １９５ ０􀆰 ０１５

黄芪甲苷 >１００ >１００

刺芒柄花素 >１００ >１００

黄芪皂苷Ⅱ >１００ >１００

３￣羟基￣９ꎬ１０￣二甲氧基紫檀烷 >１００ ０􀆰 ５３６

７ꎬ２′￣二羟基￣３′ꎬ４′￣二甲基氧异黄烷 １􀆰 ２２１ ０􀆰 ００８

黄芪皂苷Ⅰ >１００ >１００

Ｌ￣抗坏血酸 ０􀆰 ０１８ ０􀆰 ０２５

　 　 单体化合物抗氧化结果与 ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＭＳ
法预测的抗氧化活性结果相一致ꎮ 对黄酮类成分

的抗氧化活性进行构效关系探讨ꎬ将毛蕊异黄酮

苷与芒柄花苷及毛蕊异黄酮与刺芒柄花素的峰面

积减少量比较ꎬ推测黄酮连接的羟基越多ꎬ其抗氧

化活性越强ꎮ 将毛蕊异黄酮苷与毛蕊异黄酮及芒

柄花苷与刺芒柄花素的峰面积减少量比较ꎬ推测

黄酮的羟基成苷后ꎬ黄酮的抗氧化活性减小ꎮ

３　 结论

本研究对不同产地、年份、品种的黄芪总黄

酮、总皂苷、总多糖的含量进行了测试ꎬ并利用

ＤＰＰＨ￣ＵＨＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ / ＭＳ 对黄芪抗氧化活性

物质基础进行了探讨ꎬ并进行了构效关系的探讨ꎮ

本研究产出为今后黄芪研究提供了实验基础ꎬ同
时为合理利用黄芪资源及建立黄芪类农产品品牌

资源提升提供理论依据ꎮ
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