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　　摘要：芒萁是一种在南方地区分布广泛的药用草，但目前利用不广。为充分研究其药理基础，应用

超声辅助法提取芒萁黄酮，通过聚酰胺柱层析配合梯度洗脱对其进行分离纯化，鉴定其主要成分后，进

行体外抗氧化实验。结果表明：芒萁黄酮的提取得率为１３．４２％，纯化所得５０％醇洗物部分的总黄酮含

量最高，达到７６．２５％，主要含有阿福豆苷（２．１５５％）、木犀草素５犗葡萄糖（１．４６２％）、异槲皮苷

（０．８５６％）。芒萁黄酮对羟基（ＯＨ）、１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、２，２＇联氮双３乙基苯并噻唑

啉６磺酸（ＡＢＴＳ）自由基的ＩＣ５０值分别为：１０７９．０１、２４８．７４和５０．１４μｇ／ｍＬ。芒萁黄酮含量高，抗氧

化活性优良，极具开发价值。
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　　芒萁（犇犻犮狉犪狀狅狆狋犲狉犻狊狆犲犱犪狋犪），真蕨目里白科芒萁

属植物，是亚热带红壤丘陵区次生植被的标志种和识

别种，广泛分布于中国长江以南各省及东南亚地

区［１－２］。因其耐旱耐瘠耐酸、繁殖生长能力极强，在保

护南方红壤侵蚀区水土流失起着重要作用［３－４］。由于

芒萁茎叶刚韧且粗糙，不易消化吸收，适口性较差［５］，

通常不做饲草用，而被视做生态草、观赏草、能源草，同

时也可做为工业草提取天然色素或做为药用草。据记

载，芒萁可全株入药，有泻火利尿、止血化瘀的功效［６］。

芒萁含黄酮、皂苷及多糖类等活性成分，具有很强的抗

氧化、抗菌、抗癌活性，对帕金森病也有一定的疗

效［７－１０］。黄酮是一种植物次生级代谢产物，在人体中

无法合成，仅可通过食物摄入。因其优异的抗氧化活

性，能够起到预防心脑血管疾病、抗癌等作用［１１］。经

测定芒萁中黄酮的含量高达１３％以上
［７］，比红豆草和

小冠花等豆科牧草的黄酮含量（０．４６％～１．７０％）
［１２］

要高得多。目前，芒萁在我国虽然分布极广，产量也极

为巨大，但芒萁黄酮的保健功效和药理作用并未受到

人们的关注。本研究采用超声波法辅助法提取芒萁黄

酮，分析其总黄酮的含量，并对其成分进行鉴定，进而

探讨了其体外抗氧化活性，以期为进一步开发利用芒

萁这一南方地区常见药用草提供理论基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料

供试芒萁于２０２０年７月采摘于江西省赣州市宁

都县翠微峰国家森林公园。芦丁标准品、异槲皮苷标

准品、木犀草素５犗葡萄糖苷标准品、阿福豆苷标准

品：分析纯，北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ科技有限公司；聚酰胺树脂：

３０－６０目，国药集团化学试剂有限公司；乙腈、甲醇：

色谱纯，ＴＥＤＩＡＵＳＡ；１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰ

ＰＨ）：纯度≥９７％，东京化成工业株式会社；２，２′联氮

双３乙基苯并噻唑啉６磺酸（ＡＢＴＳ）、盐酸、过氧化

氢、硫酸亚铁、硝酸铝、水杨酸、亚硝酸钠、氢氧化钠、维

生素Ｃ、无水乙醇、过硫酸钾等：分析纯。

１．２　试验仪器

粉碎机：ＸＭ８００Ｙ型，永康市鑫之鸿电器有限公
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司；数控超声波清洗器：ＫＱ２５０ＤＥ型，昆山市超声仪

器有限公司；酶标仪：Ｍ２型，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ公

司；有机相微孔滤膜：０．２２μｍ，ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＵＳＡ；冷冻干

燥机：Ｓｃｉｅｎｔｚ１０Ｎ，宁波新芝生物科技股份有限公司；

液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ，ＡｇｉｌｅｎｔＵＳＡ；数显

恒温搅拌循环水箱：ＨＨ６０型，国华仪器制造有限公

司；电子天平：ＡＵＹ２２０型，日本京都岛津制作所；循环

真空水泵：ＳＨＺＤ（Ⅲ）型，巩义市子华仪器有限责任公

司；旋转蒸发仪：Ｎ１１００型、油浴锅：ＯＳＢ２１００型，上

海爱朗仪器有限公司；低速离心机：ＴＤ４型，上海卢湘

仪离心机仪器有限公司。

１．３　芒萁黄酮的提取与纯化

１．３．１　芒萁黄酮粗提物制备　取其地上部位茎叶，剪

碎并于６０℃干燥后进行粉碎，过６０目筛后密封保存。

芒萁黄酮粗提物采用超声波辅助提取法提取［７］，取芒

萁茎叶粉末５．０ｇ、与５０％乙醇５００ｍＬ加入锥形瓶中

混合，超声处理２０ｍｉｎ，温度５０℃，功率１２５Ｗ；采用

８５℃恒温水浴９０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后过

滤，于６０℃下进行真空减压浓缩至原体积的３０％；冷

冻干燥后保存备用。

１．３．２　芒萁黄酮的分离纯化　采用乙醇梯度洗脱法，

根据文献［１３］略作修改：活化聚酰胺树脂后，取适量芒

萁粗提物，用蒸馏水配制成浓度２５ｍｇ／ｍＬ的试样液，

缓慢添加进层析柱上端，吸附时间为２ｈ。采用４个浓

度梯度（０％、３０％、５０％、７０％）的乙醇溶液进行梯度洗

脱，流速为１．５ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱至解吸液无明显颜色即

换用更高浓度。收集各梯度醇洗液，于６０℃减压浓缩

后冷冻干燥，最终得到水洗物、３０％、５０％、７０％醇

洗物。

１．３．３　芦丁标准曲线制作　称量芦丁标准品１０．０

ｍｇ，用５０％乙醇配制成０．２、０．１、０．０５、０．０２５、０．０１２

５、０．００６２５ ｍｇ／ｍＬ 的 标 准 液，采 用 ＮａＮＯ２Ａｌ

（ＮＯ３）３ＮａＯＨ显色法，于５１０ｎｍ波长下测定其吸光

度（Ａ值），并制作标准曲线。采取最小二乘法进行线

性回归，得到回归方程：犢＝０．３８０８２犃＋０．０１９６７，犚２

＝０．９９９８７，线性范围为０～０．０２ｍｇ／ｍＬ（图１）。

１．３．４　芒萁黄酮含量的测定　分别取２ｍｇ上述芒萁

黄酮粗提物及不同梯度乙醇洗脱物，以５０％乙醇溶解

后定容至１０ｍＬ容量瓶中，按１．３．３的方法测定其黄

酮浓度，并计算总黄酮含量。

图１　芦丁标准曲线

犉犻犵．１　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳狉狌狋犻狀

　　犠＝
（犆×１０）

犕
×１００％

式中：犠 为总黄酮百分含量，％；犆为总黄酮浓度，

ｍｇ／ｍＬ；犕 为样品质量，ｍｇ。

１．４　芒萁黄酮成分分析

采取ＨＰＬＣ法进行分析。分别取适量的芒萁黄

酮粗提物和各浓度梯度醇洗物经甲醇溶解、有机滤膜

（０．２２μｍ）过滤后采用 Ｃ１８ 色谱柱 （４．６ ｍｍ×

２５０ｍｍ，５μｍ），以乙腈（α）－０．４％乙酸超纯水（β）系

统为流动相，梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，１０％～２５％α；１５

～３０ｍｉｎ，２５％～４０％α；３０～４０ｍｉｎ，４０％～５０％α），

进样量１０μＬ，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，波长２５４ｎｍ，柱温

４０℃。

将粗提物 ＨＰＬＣ图谱各峰的峰面积数据代入标

准品标准曲线，得到单体组分浓度，并计算黄酮单体组

分百分含量。

犠＝
犆１
犆０
×１００％

式中：犠 为单体组分百分含量，％；犆０为粗提物浓

度，μｇ／ｍＬ；犆１为单体组分浓度，μｇ／ｍＬ。

１．５　芒萁黄酮体外抗氧化试验

１．５．１　芒萁黄酮清除羟基自由基（·ＯＨ）能力试验　

根据文献［１４］修改如下：于１０ｍＬ离心管中加入２

ｍＬＦｅＳＯ４（６ｍｍｏｌ／Ｌ），２ｍＬ试样，２ｍＬ过氧化氢（６

ｍｍｏｌ／Ｌ），２ｍＬ水杨酸乙醇（６ｍｍｏｌ／Ｌ），恒温水浴

处理２０ｍｉｎ（３７℃），以蒸馏水为参考，于５１０ｎｍ处测

定吸光度。试样为不同浓度的（０．１、０．２、０．４、０．６、

０．８、１．０ｍｇ／ｍＬ）芒萁纯化黄酮溶液或 Ｖｃ溶液。重

复３次。

采用以下公式计算·ＯＨ清除率。

４１１ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２１）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４１Ｎｏ．５



·ＯＨ清除率（％）＝ １－
（犃１－犃２）

犃［ ］０

×１００％

式中：犃０为空白对照的吸光度，犃１为加入供试品

的吸光度，犃２为不加入水杨酸乙醇溶液的吸光度。

１．５．２　芒萁黄酮清除 ＡＢＴＳ
＋能力试验　参考文献

［１５－１６］的方法：称取ＡＢＴＳ粉末５．０ｍｇ于离心管，

按照文献［１７］配制成 ＡＢＴＳ＋工作液。于４ｍＬ离心

管中按顺序添加１ｍＬ８０％乙醇，１ｍＬＡＢＴＳ＋工作

液，摇匀，避光静置３０ｍｉｎ，于７３４ｎｍ下测定吸光值

犃０。于４ｍＬ离心管中按顺序添加０．２５ｍＬ不同浓度

（２０、４０、６０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ）的芒萁纯化黄酮溶

液或Ｖｃ溶液，０．７５ｍＬ８０％乙醇，１ｍＬＡＢＴＳ＋工作

液，摇匀，避光静置３０ｍｉｎ，于７３４ｎｍ下测定吸光值

犃１。重复３次。

采用以下公式计算ＡＢＴＳ＋清除率。

ＡＢＴＳ＋清除率（％）＝
（犃０－犃１）

犃０
×１００％

式中：犃０为空白对照的吸光度，犃１为加入供试品

的吸光度。

１．５．３　芒萁黄酮清除ＤＰＰＨ自由基能力试验　参考

文献［１４］的方法：于４ｍＬ离心管中按顺序添加２ｍＬ

的ＤＰＰＨ乙醇溶液（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ），２ｍＬ浓度递增的

芒萁纯化黄酮溶液（１０、１５、２０、３０、４０、６０μｇ／ｍＬ），避

光反应０．５ｈ，以７０％乙醇为参考，于５１７ｎｍ测定其

吸光度。试样为不同浓度的 （１０、１５、２０、３０、４０、

６０μｇ／ｍＬ）芒萁纯化黄酮溶液或Ｖｃ溶液。重复３次。

采用以下公式计算ＤＰＰＨ自由基清除率。

ＤＰＰＨ 自由基清除率 （％）＝ １－
犃１－犃２
犃［ ］０

×

１００％

式中：犃０为空白对照的吸光度，犃１为加入供试品

的吸光度，犃２为不加入ＤＰＰＨ乙醇溶液的吸光度。

１．５．４　统计分析　采用Ｏｒｉｇｉｎ２０１９软件绘图，采用

ＳＰＳＳ２１．０进行狋检验分析并计算其半抑制浓度

ＩＣ５０值。

２　结果与分析

２．１　芒萁黄酮提取率及芒萁黄酮纯化物的黄酮含量

本试验通过超声波辅助提取法得到了芒萁黄酮粗

提物（ＣＥＥ），黄酮提取率为１３．４２％。采用乙醇梯度

洗脱法对芒萁黄酮粗提物进行分离纯化，分别获得了

水洗物（ＷＥ）、３０％醇洗物（３０％ＥＥ）、５０％醇洗物

（５０％ＥＥ）、７０％醇洗物（７０％ＥＥ）。粗提物和不同梯

度洗脱物黄酮含量测定结果见图２。以５０％ＥＥ的黄

酮含量最高，可达７６．２５％，其次为３０％ＥＥ、ＣＥＥ、

ＷＥ，７０％ＥＥ的黄酮含量最低，仅为２．３７％。

图２　芒萁黄酮粗提物和不同梯度乙醇洗脱物的总黄酮含量

犉犻犵．２　犜狅狋犪犾犳犾犪狏狅狀狅犻犱犮狅狀狋犲狀狋狅犳犆犈犈犪狀犱

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犲狋犺犪狀狅犾犲犾狌犪狋犲狊

注：ＣＥＥ：粗提物；ＷＥ：水洗物；３０％ＥＥ：３０％醇洗物；

５０％ＥＥ：５０％醇洗物；７０％ ＥＥ：７０％醇洗物

２．２　芒萁黄酮犎犘犔犆图谱及分析

芒萁黄酮粗提物和各醇洗物的 ＨＰＬＣ图谱见图

３。除７０％ＥＥ组分的ＨＰＬＣ图无明显峰外，无论是粗

提物还是各洗脱物的各峰分离效果都较好，杂峰较少，

其纯化前后图谱各峰出峰时间并无明显差异。芒萁黄

酮３个明显峰分别对应混合对照品中的异槲皮苷标准

品、木犀草素５犗葡萄糖苷标准品、阿福豆苷标准品。

图３　芒萁黄酮犎犘犔犆图

犉犻犵．３　犎犘犔犆犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犳犾犪狏狅狀狅犻犱狊

犳狉狅犿犇犻犮狉犪狀狅狆狋犲狉犻狊狆犲犱犪狋犪

注：Ａ：ＣＥＥ（粗提物）；Ｂ：ＷＥ（水洗物）；Ｃ：３０％ＥＥ（３０％

醇洗物）；Ｄ：５０％ＥＥ（５０％醇洗物）；Ｅ：７０％ ＥＥ（７０％醇洗

物）；Ｆ：标准品

５１１第４１卷　第５期　　　　　　　　　　　草 原 与 草 坪２０２１年



通过各标品标准曲线（表１）计算，可得芒萁粗黄

酮中所含有的３种黄酮类化合物含量分别为：异槲皮

苷０．８５６％、木犀草素５犗葡萄糖苷１．４６２％、阿福豆

苷２．１５５％。

表１　黄酮标准品线性关系

犜犪犫犾犲１　犔犻狀犲犪狉狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狅犳犳犾犪狏狅狀狅犻犱狊狋犪狀犱犪狉犱狊

成分 标准曲线 犚２ 检出限／ｎｇ 定量限／ｎｇ

异槲皮苷 犢＝２４．８９３犡＋５３．７３４ ０．９９９７ ６．４７４ ２１．５８０

木犀草素５犗葡萄糖苷 犢＝１７．５４６犡＋６．６４９ ０．９９９８ １．１３６ ３．７８７

阿福豆苷 犢＝１５．４２５犡－５９．８４１ ０．９９９５ １１．６３７ ３８．７９０

２．３　芒萁黄酮体外抗氧化试验结果

本研究选择了黄酮纯度最高的５０％ＥＥ进行试

验，以评价芒萁黄酮的抗氧化能力。

２．３．１　芒萁黄酮对羟基自由基的清除能力　当浓度

较低（＜２００μｇ／ｍＬ）时，芒萁黄酮的·ＯＨ清除能力

略强于Ｖｃ，但是随着浓度递增，达到４００μｇ／ｍＬ及以

上时，Ｖｃ的抑制效果明显好于芒萁黄酮。芒萁黄酮、

Ｖｃ对羟基自由基的犐犆５０值分别为：１０７９．０１、３０１．０２

μｇ／ｍＬ（图４）。

图４　芒萁黄酮与犞犮对羟基自由基的清除率

犉犻犵．４　犛犮犪狏犲狀犵犻狀犵狉犪狋犲狅犳犱犻犮狉犪狀狅狆狋犲狉犻狊狆犲犱犪狋犪犳犾犪狏狅狀狅犻犱狊

犪狀犱犞犮狅狀犺狔犱狉狅狓狔犾犳狉犲犲狉犪犱犻犮犪犾狊（·犗犎）

注：表示同一浓度下的值差异显著（犘＜０．０５），表

示同一浓度下的值差异极显著（犘＜０．０１），无标志表示同一

浓度下的值差异不显著（犘＞０．０５），下图同

２．３．２　芒萁黄酮对ＡＢＴＳ
＋的清除能力　在本试验条

件下，芒萁纯化黄酮对ＡＢＴＳ＋自由基的清除率与浓度

几乎呈线性关系。在低浓度时芒箕黄酮对ＡＢＴＳ＋自

由基的清除效果远不如 Ｖｃ，但在４００μｇ／ｍＬ的浓度

下，芒萁黄酮的清除效果达到Ｖｃ的７８．０１％。如剂量

再提高，有可能会进一步缩减两者的差距。芒萁黄酮、

Ｖｃ对ＡＢＴＳ＋自由基的犐犆５０值分别为２４８．７４、４０．３４

μｇ／ｍＬ（图５）。

图５　芒萁黄酮与犞犮对犃犅犜犛
＋自由基清除率

犉犻犵．５　犛犮犪狏犲狀犵犻狀犵狉犪狋犲狅犳犇犻犮狉犪狀狅狆狋犲狉犻狊狆犲犱犪狋犪

犳犾犪狏狅狀狅犻犱狊犪狀犱犞犮狅狀犃犅犜犛＋

２．３．３　芒萁黄酮对ＤＰＰＨ自由基的清除能力　芒萁

黄酮对ＤＰＰＨ自由基的清除率同样也存在剂量依赖，

随浓度增加清除率提高较快，近线性关系。芒萁黄酮、

Ｖｃ对 ＤＰＰＨ 自由基的犐犆５０值分别为５０．１４、２．７４

μｇ／ｍＬ（图６）。

图６　芒萁黄酮与犞犮对犇犘犘犎自由基清除率

犉犻犵．６　犛犮犪狏犲狀犵犻狀犵狉犪狋犲狅犳犇犻犮狉犪狀狅狆狋犲狉犻狊狆犲犱犪狋犪狋狅狋犪犾

犳犾犪狏狅狀狅犻犱狊犪狀犱犞犮狅狀犇犘犘犎犳狉犲犲狉犪犱犻犮犪犾狊

３　讨论

目前，黄酮类化合物已在食品、化工、保健食品等

多个行业广泛应用，是多种医药、护肤品、食品添加剂
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的重要成分［１１］。芒萁作为药用草分布广泛，根据丁利

君等［７］的研究，其全株黄酮含量达到１３．５６％，是开发

和利用黄酮的优质原料［８］。陈少美等［２０］发现，不同采

集部位对芒萁黄酮成分与含量的影响较大，其中以主

根中含量最高（２８．０６％），依次是老叶（２２．０５％）、嫩叶

（１５．３２％）、老茎（９．６４％）、嫩茎（５．９４％）。本研究以

芒萁茎叶为原料，运用超声波法辅助法提取芒萁黄酮

的提取率为１３．４２％，与上述研究中的茎、叶黄酮含量

平均值接近。同时，运用本方法提得的芒萁黄酮得率，

远高于同类方法提取紫花苜蓿（０．６４％）、辣木叶（４．

８９％）的黄酮得率
［１７－１８］，说明芒萁黄酮含量高，较易提

取，在生产上具有较好的应用前景。倪再辉等［１９］检测

出芒萁中含有芦丁、槲皮苷、阿福豆苷、槲皮素和山柰

酚５种黄酮类物质。毛娟玲等
［１０］于芒萁纯化后的二

氯甲烷部分中鉴定出１５个黄酮类化合物，于正丁醇部

分中鉴定出１９个黄酮类化合物。本研究在芒萁黄酮

粗提物和各梯度醇洗物中鉴得阿福豆苷、木犀草素５

犗葡萄糖苷和异槲皮苷３种黄酮类化合物，其中木犀

草素５犗葡萄糖苷和异槲皮苷系首次在芒萁中发现。

陈少美等［２０］认为芒萁不同部位、不同采集时间对黄酮

成分与含量影响较大，或为产生差异的原因之一。同

时，提取途径和纯化方法的差异也是影响黄酮类物质

鉴定的重要因素。

植物源黄酮具有很强的抗衰老和抗氧化能力，在

增益机体免疫调节功能、促进人类和家畜健康以及预

防慢性病等方面发挥重要作用［２１－２４］。因其具有抑制

并清除活性氧的特性，可用于抵御氧化损伤。其机理

是从黄酮类物质骨架上的羟基取代基电离出氢原子，

来中和氧自由基，再与已电离的黄酮类物质结合，生成

防止逆向结合的双体［２５－２６］。丁利君等［７］的研究中发

现芒萁的水提液对羟自由基有很好的清除效果，而其

乙醇提取液却不能清除羟自由基。但本研究中纯化后

的芒萁黄酮能够很好地清除羟自由基，这与曾伟［２７］的

研究结果相一致，这可能是纯化后黄酮成分与含量不

同所致。芒萁纯化黄酮在对３种不同自由基的抑制效

果上表现出较大差异，推测与其所含成分的协同作用、

单体结构有关，芒萁成分与抗氧化活性的构效关系还

有待更深层次的探讨。

４　结论

本研究通过超声波辅助醇提法对芒萁茎叶黄酮的

提取率为１３．４２％，纯化所得５０％醇洗物部分的总黄

酮 含 量 最 高，达 ７６．２５％，主 要 含 有 阿 福 豆 苷

（２．１５５％）、木犀草素５犗葡萄糖（１．４６２％）、异槲皮

苷（０．８５６％）３种黄酮类物质。芒萁黄酮清除·ＯＨ、

ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋ 自由基的ＩＣ５０值分别为：１０７９．０１、

２４８．７４、５０．１４μｇ／ｍＬ。表明芒萁黄酮含量高，抗氧化

活性优良。
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