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金樱根提取物不同极性部位的体外抗氧化活性
考察及其化学成分分析
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［摘要］ 目的：考察金樱根 75% 乙醇提取物及其不同极性萃取部位的抗氧化活性和化学组成。方法：采用有机溶剂萃取

法将金樱根 75% 乙醇提取物分为二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇和水部位，利用 1，1-二苯基 -2-三硝基苯肼（DPPH）和 2，2-联氮 -

二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS）自由基清除试验、铁离子还原能力（FRAP）试验考察金樱根乙醇提取物及其不同

极性萃取部位的体外抗氧化活性。采用紫外分光光度法测定各部位中总三萜、总酚、总鞣质和缩合鞣质的含量。运用 SPSS

24.0 对各部位抗氧化活性与其化学成分含量进行 Pearson 相关分析，筛选活性部位及主要的活性成分；采用超高效液相色谱 -

四极杆飞行时间质谱法（UPLC-Q-TOF-MS/MS）对该活性部位化学成分进行分析，推测主要色谱峰的结构。结果：金樱根乙醇

提取物及其不同极性萃取部位均有一定的抗氧化活性，且在一定浓度范围内呈显著剂量-效应关系，但不同部位的抗氧化活性

有差异；在 DPPH 和 ABTS 自由基清除试验中，阳性药维生素 C（VC）和各部位抗氧化能力排序为乙酸乙酯部位>VC>正丁醇部

位>乙醇提取物>水部位>二氯甲烷部位；FRAP 试验中乙酸乙酯部位的活性弱于 VC，其他次序不变。含量测定结果显示，乙酸

乙酯部位中总三萜、总酚、总鞣质和缩合鞣质的质量分数分别为 3.81%，50.33%，3.32%，39.79%，正丁醇部位中依次为 0.88%，

41.42%，2.25%，23.55%，乙醇提取物中依次为 2.90%，41.95%，3.43%，20.14%，水部位中依次为 0，26.80%，16.90%，7.57%，二氯

甲烷部位中依次为 21.23%，12.90%，1.59%，6.17%。相关性分析结果显示金樱根中总酚和缩合鞣质含量与抗氧化活性呈正相

关，总三萜含量与抗氧化活性呈负相关，总鞣质含量与抗氧化活性相关性不明显。经液质联用分析，从乙酸乙酯部位中共鉴定

出 26 个化合物，包括 11 个缩合鞣质，4 个可水解鞣质，6 个三萜类，3 个黄酮类，1 个苯甲酸衍生物和 1 个绿原酸类化合物。结

论：乙酸乙酯部位是金樱根发挥抗氧化作用的主要活性部位，而以缩合鞣质为主的酚类物质是其主要活性成分，可为天然抗氧

化剂的开发提供实验依据。
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［Abstract］ Objective： To investigate the antioxidant activity and chemical composition of 75%

ethanol extract of Rosa cymosa roots and its different polar parts. Method： The 75% ethanol extract of R.

cymosa roots was divided into dichloromethane，ethyl acetate，n-butanol and water parts by organic solvent

extraction. In vitro antioxidant activity of each fraction was determined by 1，1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

（DPPH）and 2，2'-azino-bis（3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid）（ABTS）free radical scavenging assays，as

well as ferric reducing antioxidant power（FRAP）test. The contents of total triterpenes，total phenols，total

tannins and condensed tannins in each fraction were determined by spectrophotometry. SPSS 24.0 software was

used to conduct Pearson correlation analysis between the antioxidant activity of each fraction and the content of

the main components，and then the main active fraction and the main active components were determined. The

chemical constituents of the active fraction was analyzed by ultra performance liquid chromatography-

quadrupole-time-of-flight mass spectrometry （UPLC-Q-TOF-MS/MS）， and the structures of the main

chromatographic peaks were predicted. Result： Each fraction of R. cymosa roots had certain antioxidant

activity，and there was a significant dose-effect relationship within a certain concentration range，but the

antioxidant activity of different polar parts was different. In DPPH and ABTS free radical scavenging tests，the

antioxidant activity of each fraction and vitamin C（VC，the positive drug）was ranked as ethyl acetate fraction>

VC>n-butanol fraction>ethanol extract>water fraction>dichloromethane fraction. In FRAP test，the activity of

ethyl acetate fraction was weaker than that of VC，and the other order was unchanged. The contents of total

triterpenes，total phenols，total tannins and condensed tannins in ethyl acetate fraction were 3.81%，50.33%，

3.32%，and 39.79%，in n-butanol fraction were 0.88%，41.42%，2.25% and 23.55%，in ethanol extract were

2.90%， 41.95%， 3.43% and 20.14%， in water fraction were 0， 26.80%， 16.90% and 7.57%， and in

dichloromethane fraction were 21.23%，12.90%，1.59%，and 6.17%，respectively. Correlation analysis results

showed that the contents of total phenols and condensed tannins were positively correlated with the antioxidant

activity， the contents of total triterpenes were negatively correlated with the antioxidant activity，and the

correlation between total tannins and antioxidant activity was not obvious. A total of 26 compounds were

identified from the ethyl acetate fraction by UPLC-Q-TOF-MS/MS， including 11 condensed tannins， 4

hydrolysable tannins，6 triterpenes，3 flavonoids，1 benzoic acid derivative and 1 chlorogenic acid analogue.

Conclusion： Ethyl acetate fraction is the main antioxidant active site of R. cymosa roots，and phenols mainly

composed of condensed tannins are the main active components. The results can provide experimental basis for

the development of natural antioxidants.

［Key words］ roots of Rosa cymosa； antioxidant activity； total phenols； condensed tannins； total

triterpenes；free radicals；vitamin C

自由基是人体组织中许多生化反应的中间代

谢产物，多余的自由基会导致氧化损伤，主要破坏

细胞膜的稳定性，诱导细胞凋亡，还会引起细胞内

蛋白质、糖类的变性等，从而引起机体的衰老和癌

症等问题［1］。抗氧化剂通过清除体内过多的自由

基，以制止氧化应激反应对机体组织细胞的损害。

丁基羟基茴香醚（BHA）和二丁基羟基甲苯（BHT）
等合成抗氧化剂具有潜在的毒性和致癌等作用［2］，

研发广谱、高效、安全的天然抗氧化剂已成为中药

研究领域中的热点之一。

金樱根为蔷薇科植物金樱子 Rosa laevigata，小

果 蔷 薇 R. cymosa 或 粉 团 蔷 薇 R. multiflora var.

cathayensis 的干燥根［3］，具有清热解毒、利湿消肿、

收敛止血、活血散瘀、固涩益肾的功效，用于滑精，

遗尿，痢疾，泄泻，崩漏带下，子宫脱垂，痔疮等的治

疗［4］。现代研究表明金樱根主要含有三萜、鞣质、黄

酮、多糖类成分，具有抗炎、抗菌、抗氧化、抗肿瘤、

提高机体免疫功能等活性［5-6］。三萜和鞣质是金樱

根的主要成分。鞣质是多元酚类化合物，具有较强

的还原性，被认为是良好的天然抗氧化剂［7］；三萜类

物质具有清除自由基的能力，是一类重要的天然抗

氧化活性物质，具有较高的研究价值［8］。已有研究

表明金樱子的根、茎、叶和果实均有不同程度的抗

氧化活性［9］，但尚未见对其活性成分进行深入研究
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的报道。因此，为了从中药中寻找天然抗氧化剂，

本 实 验 选 择 采 用 1，1- 二 苯 基 -2- 三 硝 基 苯 肼

（DPPH），2，2-联氮 -二（3-乙基 -苯并噻唑 -6-磺酸）二
铵盐（ABTS）自由基清除试验及铁离子还原能力

（FRAP）试验考察金樱根乙醇提取物及其不同极性

萃取部位的抗氧化活性，筛选抗氧化活性部位；通
过考察各部位中总三萜、总酚、总鞣质及缩合鞣质

的含量与其抗氧化活性之间的相关性，明确金樱根

抗氧化活性部位和活性成分；采用超高效液相色谱-

四极杆飞行时间质谱法（UPLC-Q-TOF-MS/MS）分
析该活性部位的化学成分，与上述化学成分的含量

测定结果进行对照，确认金樱根的抗氧化药效物质

基础，为新型抗氧化剂的开发提供实验依据。

1 材料

ACQUITY UPLC H-Class 型超高液相色谱系统

和 Xevo G2-S QTOF 型高分辨飞行时间质谱仪（美

国 Waters 公司），T6 型号新世纪紫外分光光度计（北

京普析通用仪器有限责任公司），XS105DU 型 1/10

万电子天平（瑞士梅特勒 -托利多公司），Multiskan

GO1510 型酶标仪（美国 Thermo Fisher公司）。
DPPH（ 批 号 W27F10E81251），ABTS（ 批 号

K18N8M48402），2，4，6-三吡啶基三嗪（TPTZ，批号

M19M7E14190）和维生素 C（VC，批号 J21S9R7077

5）均购自上海源叶生物科技有限公司；96 孔板（美

国 Thermo Fisher 公司），没食子酸、熊果酸和儿茶素

对照品（北京融诚鑫德科技发展有限公司，批号分

别为 M-017-181216，X-006-181130，E-18061201，纯

度均≥98%），磷钼钨酸试剂（南京亿迅生物科技有限

公司，批号 1018A19），干酪素（北京百灵威科技有限

公司，批号 L460T07），香草醛（天津市福晨化学试剂

厂，批号 20180320），水为娃哈哈纯净水，甲醇、乙

腈、甲酸均为色谱纯，其他试剂均为分析纯。金樱

根药材由湖南株洲千金药业股份有限公司提供，经

中国中医科学院中药研究所李春研究员鉴定为蔷

薇科蔷薇属植物小果蔷薇 R. cymosa 的干燥根。

2 方法和结果

2.1 金樱根各部位样品的制备 取金樱根药材粗

粉 10 kg，分别加入 8，8，6 倍量的 75% 乙醇超声提取

3 次，每次 0.5 h，过滤，合并滤液。取相当于原药材

1 kg 的提取液留样，减压回收溶剂，水浴上蒸干作为

金樱根乙醇提取物，备用。剩余的金樱根提取液减

压回收溶剂至无醇味，加水至 12 L 使成混悬液，分

别使用同体积（12 L）的二氯甲烷、乙酸乙酯和正丁

醇萃取 4 次，合并各萃取液，减压浓缩后水浴蒸干，

得二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇部位，质量分别为

207.36，316.05，336.32 g；水部位减压浓缩后水浴干

燥，得质量 571.25 g。

2.2 抗氧化活性研究

2.2.1 供试品溶液的制备 取金樱根乙醇提取物、

二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位、正丁醇部位、水部位

样品各 2 mg，精密称定，置于 10 mL 量瓶中，分别加

75% 乙醇溶解并定容，摇匀，得储备液，备用；精密

量取上述储备液各 5，2.5，1.25，0.5，0.25 mL，分别置

于 10 mL 量瓶中，加 75% 乙醇定容至刻度，摇匀，备

用。经以上操作最终制得质量浓度分别为 0.2，0.1，

0.05，0.025，0.01，0.005 g·L-1的各部位样品溶液。

2.2.2 DPPH 自由基清除试验 [10] DPPH 用无水乙

醇配制成质量浓度为 0.1 g·L-1 的溶液。在 96 孔板

中依次加入不同质量浓度的金樱根各部位样品溶

液 100 µL 和 DPPH 溶液 100 µL，充分混匀，37 ℃下

避光孵育 30 min，在 517 nm 处测定吸光度 A，每个质

量浓度设 3 个复孔，重复测定 3 次，取平均值。对照

组以 75% 乙醇 100 µL 与各样品溶液 100 µL 混合均

匀后在 517 nm 处测定 A，记为 A1。空白组以 DPPH

溶液 100 µL 与 75% 乙醇 100 µL 混匀后在 517 nm 处

测定 A，记为 A0。采用 VC 作阳性药。计算各样品对

DPPH 自由基的清除率，计算公式为 DPPH 自由基

清除率=［1-（A-A1）/A0］×100%。

2.2.3 ABTS 自由基清除试验 [11-12] 将用纯净水配

制的 7 mmol·L-1 ABTS 溶液 5 mL 和 2.45 mmol·L-1

K2S2O8溶液 5 mL 混合产生 ABTS+自由基，黑暗中常

温静置 12~16 h，得 ABTS 工作液，备用。使用前取

ABTS 工作液约 1 mL，加纯净水稀释至该溶液在

734 nm 处 A=0.7±0.002，现用现配。于 96 孔板中分

别精密加入不同质量浓度的金樱根各部位样品溶

液 40 µL，加入 ABTS 工作液 160 µL，振摇混匀后在

37 ℃下反应 6 min，于 734 nm 处测定 A，记为 A2，每

个质量浓度设 3 个复孔，重复测定 3 次，取平均值；
以 75% 乙醇代替样品溶液，测得空白 A，记为 A0；以
VC 为阳性药。计算各样品对 ABTS 自由基的清除

率，公式为 ABTS 自由基清除率=（A0-A2）/A0×100%。

2.2.4 FRAP 试验 [13] 精密称取三水乙酸钠 1.36 g，

加入冰乙酸 8 mL 使溶解，加水定容至 500 mL 量瓶

中，得 300 mmol·L-1 乙酸盐缓冲液；精密称取 TPTZ

31.35 mg，用 40 mmol·L-1 HCl 定容至 10 mL 量瓶

中，得 10 mmol·L-1 TPTZ 工作液；精密称取 FeCl3·

6H2O 54.10 mg，用水定容至 10 mL 量瓶中，得浓度

20 mmol·L-1 FeCl3溶液。将乙酸盐缓冲液，TPTZ 工
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作液以及 FeCl3 溶液按 10∶1∶1 混合，避光保存，得

FRAP 工作液，备用（现配现用）。于 96 孔板中分别

精密加入不同质量浓度的金樱根各部位样品溶液

30 µL，加 入 FRAP 工 作 液 180 µL，振 摇 混 匀 ，在

37 ℃下反应 75 min，于 593 nm 处测定 A，记为 A3，每

个质量浓度设 3 个复孔，重复测定 3 次，取平均值；
以 75% 乙醇代替样品溶液，测得空白 A，记为 A0。将

不同浓度的 FeSO4 溶液代替样品溶液，同上操作测

定 A，以 A 为纵坐标，质量浓度为横坐标，绘制标准

曲线，得回归方程 A=1.761 7C-0.013 5（r=0.999 6）。
以 公 式 A=A3-A0 计 算 ，代 入 上 述 标 准 曲 线 ，计 算

FeSO4当量。FeSO4当量越大，表示样品的还原能力

越强。以金樱根各部位质量浓度对相应部位求得

的 FeSO4当量作图，见图 1。

2.2.5 数据处理 采用 SPSS 24.0 软件对测得数据

进行处理，得到金樱根各部位样品清除 DPPH 自由

基和 ABTS 自由基的半数抑制浓度（IC50）。FRAP

试验中各样品的铁离子还原能力用图 1 中相应曲线

的斜率（k）表示，见表 1。

2.3 各部位中化学成分的含量测定

2.3.1 对照品溶液的制备 精密称取熊果酸对照

品 4.92 mg，置于 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释

至刻度，摇匀，得总三萜含量测定的对照品溶液；精
密称取没食子酸对照品 2.17 mg，置于 25 mL 棕色量

瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，得总酚和总鞣

质含量测定的对照品溶液；精密称取儿茶素对照品

24.00 mg，置于 25 mL 量瓶中，加 75% 乙醇溶解并稀

释至刻度，摇匀，得缩合鞣质含量测定的对照品

溶液。

2.3.2 供试品溶液的制备 分别称取金樱根乙醇

提取物、二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位、正丁醇部位

样品 0.1，0.01，0.1，0.2 g，精密称定，置于 50 mL 具塞

锥形瓶中，加入三氯甲烷 20 mL，称定质量，70 ℃水

浴回流 1 h，放冷，加三氯甲烷补足减失的质量，滤

过，得总三萜含量测定的供试品溶液；分别称取金

樱根乙醇提取物、二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位、正

丁醇部位、水部位样品 10，24，10，10，10 mg，精密称

定，置于 50 mL 棕色量瓶中，水部位加水溶解并定

容，其余部位加甲醇溶解并定容，摇匀，即得总酚和

总鞣质含量测定的供试品溶液；分别称取金樱根乙

醇提取物、二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位、正丁醇部

位、水部位样品 8，12，6，8，40 mg，精密称定，置于

10 mL 量瓶中，加 75% 乙醇溶解并定容，摇匀，得缩

合鞣质含量测定的供试品溶液。

2.3.3 总三萜的含量测定 [14] 采用香草醛 -冰乙酸 -

高氯酸显色方法测定金樱根各部位的总三萜含量。

精密量取各供试品溶液 0.2 mL，分别置于 10 mL 具

塞试管中，60 ℃水浴挥干溶剂，精密加入 5% 香草

醛-冰乙酸溶液 0.2 mL 和高氯酸 0.8 mL，摇匀，60 ℃

水浴加热 30 min，取出，立即置冰水浴中，冷却后加

入冰乙酸 5 mL，在 546 nm 处测定 A 并代入标准曲线

计算含量。

2.3.4 总酚和总鞣质的含量测定 [3] 采用磷钼钨

酸 -干酪素显色方法测定金樱根中总酚和总鞣质的

含量。精密量取各供试品溶液 2 mL，置于 25 mL 棕

色量瓶中，加入磷钼钨酸试液 1 mL，再加水 10 mL，

用 29% 碳酸钠溶液稀释至刻度，摇匀，放置 30 min，

于 760 nm 处测定 A，代入标准曲线计算总酚含量。

精密量取总酚含量测定中的各供试品溶液 25 mL，

加至已盛有干酪素 0.6 g 的 100 mL 具塞锥形瓶中，

密塞，置于温度为 30 ℃的水浴中保温 1 h，时时振

摇，取出，放冷，摇匀，滤纸滤过，弃去初滤液，精密

量取续滤液 2 mL，置 25 mL 棕色量瓶中，按总酚含

量测定中方法显色并测定，代入标准曲线计算不被

吸附多酚的含量。总鞣质含量的计算公式为总鞣

图 1 金樱根各部位的铁离子还原能力考察

Fig. 1 Investigation on ferric reducing antioxidant power of

different fractions of Rosa cymosa roots

表 1 金樱根各部位的体外抗氧化活性测定（x̄± s，n=3）

Table 1 Determination of antioxidant activities of different

fractions of R. cymosa roots（x̄± s，n=3）

样品

乙醇提取物

二氯甲烷部位

乙酸乙酯部位

正丁醇部位

水部位

VC

IC50/g·L-1

DPPH

0.013±0.000 5

0.053±0.002 5

0.009±0.000 1

0.011±0.001 0

0.026±0.002 5

0.010±0.000 1

ABTS

0.021±0.000 5

0.085±0.009 0

0.015±0.001 0

0.019±0.000 5

0.039±0.000 5

0.016±0.000 1

k

6.821 3

1.777 4

8.019 0

7.937 2

4.459 9

12.487 0
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质含量=总酚含量-不被吸附多酚的含量。

2.3.5 缩合鞣质的含量测定 [15] 采用香草醛 -浓硫

酸显色方法测定。精密量取各供试品溶液 0.5 mL，

加入已包有锡箔的试管中，分别加入 3% 香草醛甲

醇溶液 2.5 mL 和 30% 浓硫酸甲醇溶液 2.5 mL，摇

匀，避光显色 20 min，于 500 nm 处测定 A，代入标准

曲线计算金樱根各部位的缩合鞣质含量。

2.4 方法学考察

2.4.1 线性关系考察 精密量取熊果酸对照品溶

液 0.3，0.45，0.6，0.9，1.2 mL，分别置于 2 mL 量瓶中，

加甲醇稀释并定容至刻度，摇匀，备用。精密量取

儿茶素对照品溶液 0.5，1.0，2.0，3.0，3.5 mL，分别置

10 mL 量瓶中，加 75% 乙醇稀释并定容至刻度，摇

匀，备用。精密量取上述各稀释后的对照品溶液，

分别按 2.3.3 和 2.3.5 项下方法显色并测定 A。精密

量取没食子酸对照品溶液 0.5，1.0，2.0，2.5，3.0 mL，

分别置于 25 mL 棕色量瓶中，各加入磷钼钨酸试液

1 mL，分别加水 11.5，11，10，9.5，9 mL，按 2.3.4 项下

方法处理并测定 A。以 A 为纵坐标，以对照品质量

浓度（C）为横坐标，绘制标准曲线，得熊果酸、没食

子酸和儿茶素回归方程分别为 A=54.955C+0.099 7

（r=0.999 2），A=90.364C+0.010 9（r=0.999 0），A=

3.201 1C-0.032 2（r=0.999 8），线 性 范 围 分 别 为

73.8~295.2，1.74~10.42，48~336 mg·L-1。

2.4.2 精密度试验 精密吸取熊果酸、没食子酸和

儿茶素对照品溶液适量，分别按 2.3.3，2.3.4，2.3.5 项

下方法显色，测定 A，连续测定 6 次，计算 A 的 RSD

分别为 0.2%，0.1%，0.2%，表明仪器精密度良好。

2.4.3 稳定性试验 取金樱根各部位样品，按照

2.3.2 项下方法制备总三萜、总酚（总鞣质）和缩合鞣

质含量测定的供试品溶液，分别按照 2.3.3，2.3.4 和

2.3.5 项下方法显色，各自在显色后 10，20，30，40，

50，60 min 测定 A，计算 RSD。结果各部位样品在各

时间点 A 的 RSD 分别为乙醇提取物 2.7%，1.7%，

1.0%，二氯甲烷部位 2.5%，2.6%，0.7%，乙酸乙酯部

位 2.8%，2.9%，1.0%，正丁醇部位 2.0%，2.9%，0.2%，

水部位 1.5% 和 1.6%（该部位三萜含量较低无法测

定）。结果表明各供试品溶液在显色后 1 h 内稳定。

2.4.4 重复性试验 分别取金樱根乙醇提取物及

其他 4 个部位样品适量，精密称定，按照 2.3.2 项下

方法制备供试品溶液，平行 6 份，依据 2.3.3，2.3.4，

2.3.5 项下方法显色并测定 A，计算各样品中总三萜、

总酚、总鞣质、缩合鞣质的含量，见表 2，结果建立的

方法重复性良好。

2.4.5 加样回收试验 取已知总三萜含量的乙醇

提取物、二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位、正丁醇部位

样品各 6 份，每份分别约 50，5，50，100 mg，精密称

定，按与样品中含量约 1∶1 比例分别精密加入熊果

酸对照品溶液 20 mL（熊果酸质量分别为 1.49，1.86，

1.07，0.87 mg，溶剂为三氯甲烷）；取已知总酚含量

的乙醇提取物、二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位、正丁

醇部位、水部位样品各 6 份，每份分别约 5，12，5，5，

5 mg，精密称定，按与样品中含量约 1∶1 比例分别精

密加入没食子酸对照品溶液 50 mL（没食子酸质量

分别为 2.11，1.47，2.81，2.61，1.45 mg，水部位溶剂为

水，其余部位溶剂为甲醇）；取已知缩合鞣质含量的

上述不同部位样品各 6 份，每份质量分别约 4，6，3，

4，20 mg，精密称定，按与样品中含量约 1∶1 比例分

别精密加入儿茶素对照品溶液 10 mL（儿茶素质量

分别为 0.81，0.27，1.08，0.74，1.02 mg，溶剂为 75%

乙醇），按 2.3.2 项下方法制备供试品溶液，分别按

2.3.3，2.3.4，2.3.5 项下方法显色并测定 A，计算加样

回收率及其 RSD，见表 3。

2.5 样品测定 取金樱根乙醇提取物和 4 个部位

样品，按 2.3.2 项下方法制备供试品溶液，分别按

2.3.3，2.3.4，2.3.5 项下方法显色并测定，计算各成分

表 2 金樱根不同部位含量测定的重复性试验考察（n=6）
Table 2 Repeatability experiment for determination of different

fractions of R. cymosa roots（n=6）

样品

乙醇提取物

二氯甲烷部位

乙酸乙酯部位

正丁醇部位

水部位

平均质量分数（RSD）/%

总三萜

2.65（2.3）
21.15（1.6）

3.81（0.2）
0.88（1.2）

-

总酚

41.71（1.6）
12.24（0.3）
50.24（1.3）
41.47（2.2）
26.77（0.5）

总鞣质

3.49（2.5）
1.61（1.3）
3.34（2.5）
2.28（2.6）

16.21（0.6）

缩合鞣质

20.87（1.6）
6.17（0.7）

39.77（1.0）
23.53（0.2）

7.45（2.3）
注：“-”表示含量太低，未能测出（表 3，4 同）。

表 3 金樱根不同部位含量测定的加样回收率考察（n=6）
Table 3 Recovery test for determination of different fractions of

R. cymosa roots（n=6）

样品

乙醇提取物

二氯甲烷部位

乙酸乙酯部位

正丁醇部位

水部位

平均加样回收率（RSD）/%

总三萜

102.20（2.5）
95.28（0.3）
97.83（1.8）
98.93（1.7）

-

总酚

99.38（1.3）
100.71（1.0）

99.81（0.6）
102.70（1.2）
102.15（1.7）

缩合鞣质

97.17（1.5）
95.92（1.0）
98.67（0.7）

102.28（2.8）
97.71（1.8）
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含量，见表 4。

2.6 相关性分析 采用 SPSS 24.0 软件对各部位样

品清除 DPPH 和 ABTS 自由基能力、铁离子还原能

力与各部位化学成分含量进行相关性分析，见表 5。

结果发现总三萜含量与清除 DPPH，ABTS 自由基的

IC50呈强正相关，与铁离子还原能力呈强负相关（P<

0.05）；总酚含量与清除 DPPH，ABTS 自由基的 IC50

呈强负相关，与铁离子还原能力呈强正相关（P<

0.01）；总鞣质含量与清除 DPPH 和 ABTS 自由基的

IC50，铁离子还原能力呈弱相关；缩合鞣质含量与清

除 DPPH，ABTS 自由基的 IC50 呈强负相关，与铁离

子还原能力呈强正相关。提示金樱根中总酚含量

与缩合鞣质含量越高，清除 DPPH/ABTS 自由基 IC50

越低，铁离子还原能力越高，抗氧化活性越好。

2.7 金樱根乙酸乙酯部位化学成分的 UPLC-Q-

TOF-MS/MS 鉴定 由各部位抗氧化活性结果可

知，乙酸乙酯部位是金樱根抗氧化活性部位。因

此，采用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术对乙酸乙酯部

位的化学成分进行分析。

2.7.1 供试品溶液的制备 称取乙酸乙酯部位样

品 0.01 g，精密称定，加 5 mL 甲醇超声使溶解，经

0.22 µm 微孔滤膜过滤，备用。

2.7.2 检 测 条 件 色 谱 条 件 为 ACQUITY UPLC

BEH C18 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相

甲醇（A）-乙腈（B）-0.1% 甲酸水溶液（C）进行梯度洗

脱（流动相 A 的比例始终为 5%；0~1 min，0~5%B；1~

2 min，5%~8%B；2~4 min，8%~10%B；4~6 min，

10%~15%B；6~8 min，15%~23%B；8~9 min，23%B；
9~11 min，23%~50%B；11~15 min，50%~70%B），流
速 0.3 mL·min-1，进样量 2 µL，柱温 30 ℃。

质谱条件为电喷雾离子源（ESI），正、负离子模

式扫描，毛细管电压 2.0 kV，锥孔电压 20 V，离子源

温度 100 ℃，脱溶剂气温度 400 ℃，锥孔气流速设定

50 L·h-1，脱溶剂气流速 700 L·h-1。碎片离子碰撞能

量 20~50 eV，母离子碰撞能量 6 eV，扫描范围选择

m/z 20~2 000。

2.7.3 化学成分分析 运用 MassLynx 4.1 对正、负

离子模式下的色谱图进行分析，将各色谱峰的紫外

光谱、一级质谱和二级质谱给出的离子信息与文献

值进行比较，对各色谱峰进行识别，结果从金樱根

乙酸乙酯部位中共鉴定出了 26 个成分，包括 11 个

缩合鞣质，4 个可水解鞣质，6 个三萜类，3 个黄酮类，

1 个苯甲酸衍生物和 1 个绿原酸类化合物。说明该

活性部位主要含缩合鞣质类成分，见图 2 和表 6。

3 讨论

本研究采用 DPPH，ABTS 和 FRAP 共 3 种方法

对金樱根不同极性萃取部位的抗氧化活性进行了

A.正离子模式；B.负离子模式

图 2 金樱根乙酸乙酯部位在不同离子模式下的总离子流

Fig. 2 Total ion current chromatograms of ethyl acetate fraction

of R. cymosa roots under different ion modes

表 4 金樱根不同部位化学成分的含量测定（ x̄± s，n=2）
Table 4 Contents of chemical components in different fractions of

R. cymosa roots（ x̄± s，n=2） %
样品

乙醇提取物

二氯甲烷部位

乙酸乙酯部位

正丁醇部位

水部位

总三萜

2.90±0.14

21.23±2.99

3.81±0.01

0.88±0.05

-

总酚

41.95±0.18

12.90±0.62

50.33±0.56

41.42±0.86

26.80±0.13

总鞣质

3.43±0.04

1.59±0.03

3.32±0.04

2.25±0.05

16.90±0.03

缩合鞣质

20.14±0.04

6.17±0.05

39.79±0.38

23.55±0.02

7.57±0.14

表 5 金樱根各部位化学成分含量与抗氧化活性的相关性分析

Table 5 Correlation analysis between antioxidant activity and

chemical component content of different fractions of R. cymosa

roots

参数

总三萜含量

总酚含量

总鞣质含量

缩合鞣质含量

相关系数

清除 DPPH 的

IC50

0.9851）

-0.9642）

0.015

-0.772

清除 ABTS 的

IC50

0.9841）

-0.9552）

-0.034

-0.752

铁离子还原

能力

-0.9781）

0.9772）

-0.196

0.848

注：1）表示在 0.05 水平（双侧）上显著相关；2）表示在 0.01 水平

（双侧）上显著相关。
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表 6 金樱根乙酸乙酯部位中化学成分的 UPLC-Q-TOF-MS/MS鉴定

Table 6 Identification of chemical constituents in ethyl acetate fraction of R. cymosa roots by UPLC-Q-TOF-MS/MS

化合

物

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

tR

/min

0.48

3.09

3.47

3.63

4.01

4.44

5.03

5.21

6.39

6.64

6.84

7.38

7.60

7.77

8.26

8.51

8.64

8.96

9.30

9.68

10.06

11.31

11.45

11.59

11.96

12.73

扫描

模式

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M-H]-

[M+H]+

[M+H]+

[M-H]-

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M+H]+

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

[M+Na]+

[M-H]-

[M+Na]+

[M-H]-

[M+Na]+

[M-H]-

[M+Na]+

[M-H]-

[M+H]+

[M-H]-

准分子

离子峰

865.199 1

579.149 5

577.136 2

291.088 3

579.293 0

577.134 7

867.213 5

865.197 1

633.074 5

563.156 5

729.144 5

563.155 3

561.141 5

545.143 2

435.056 0

301.093 2

545.145 1

1 153.260 0

449.072 8

447.055 5

447.057 0

677.149 8

815.195 0

905.265 3

711.213 3

505.352 1

503.337 3

673.391 9

649.395 9

673.393 6

649.396 4

671.377 4

647.379 9

527.336 6

503.337 8

489.356 3

487.343 4

理论分子

离子峰

865.198 0

579.150 3

577.134 6

291.086 9

579.150 3

577.134 6

867.213 6

865.198 0

633.072 8

563.155 3

729.145 6

563.155 5

561.139 7

545.144 8

435.056 4

301.092 3

545.144 8

1 153.261 4

449.072 0

447.056 4

447.056 4

677.150 6

815.197 6

905.271 5

711.213 6

505.352 9

503.337 9

673.392 8

649.395 2

673.392 8

649.395 2

671.377 1

647.379 5

527.334 9

503.337 3

489.358 0

487.342 3

δ
/ppm

1.3

-1.4

2.8

4.8

4.5

0.2

-0.1

-1.0

2.7

2.1

-1.5

0.4

3.2

-2.9

-1.8

3.0

0.6

-1.2

1.8

-2.0

1.3

-1.2

-3.2

-6.9

-0.4

-1.6

1.2

-1.3

1.1

1.2

1.8

0.4

0.6

3.2

1.0

-3.5

2.3

分子式

C45H38O18

C30H26O12

C15H14O6

C30H26O12

C45H38O18

C27H22O18

C30H26O11

C37H30O16

C30H26O11

C30H26O10

C19H14O12

C13H16O8

C30H26O10

C60H50O24

C20H16O12

C20H16O12

C34H30O15

C45H34O15

C42H48O22

C32H40O18

C30H48O6

C36H58O10

C36H58O10

C36H56O10

C30H48O6

C30H48O5

二级碎片离子

739，695，575，407

409，301，247

425，407，289，125

273，147，139，123

409，301，247，149

425，407，289，125

889，851，577，409

695，577，407，300

300，275，169

411，393，271

748，289，245

411，393，271

409，391，289，245

289，245，161

457，303

255，121

569，247

577，289，161，125

317，301

315，299，270

315，299，270，242

723，713，353

548，245，125

943，927，887，453

549，151

527，487

549，485，459，439

1 301，489，471

695，685，487，469

1 301，489，471

695，685，487，469

487，469，423

693，683，485

487，469，451

549，485，452

471，453

469，407

名称

原花青素 C2或其同分异构体

原花青素 B3或其同分异构体

儿茶素/表儿茶素

原花青素 B3或其同分异构体

原花青素 C2或其同分异构体

isostrictinin

非瑟酮醇-（4β-8）-儿茶素

epigallocatechin-3-O-p-hydroxybenzoate-（ 4 β→
8）-epigallocatechin

非瑟酮醇-（4α-8）-儿茶素

guibourtinido-4β→8-catechin/guibourtinidol-4α→
8-catechin/epiguibourtinidol-4α→8-catechin

4'-O-xlyopyranosyl ellagic acid

对羟基苯甲酸 4-O-β-D-吡喃葡萄糖苷

guibourtinido-4β→8-catechin/guibourtinidol-4α→
8-catechin/epiguibourtinidol-4α→8-catechin

epicatechin-（ 4 β→6 ）-epicatechin-（ 4 β→8 ）-

epicatechin-（4β→8）-catechin

4-rhamnopyranosyl-ellagic acid

蛇莓苷 A

3,4,5-三咖啡酸奎宁酸

garcinianin A/garcinianin B

3-甲基-3-丁烯-1-炔-山柰酚-3-O-[（4-乙酰氧基）
鼠李糖-2-O-（3-乙酰氧基)葡萄糖]-7-O-葡萄糖苷

liquiritigen7-O-glucoside-4'-O-apiosyl-O-glucoside

1β-羟基蔷薇酸

阿江榄仁亭/24-deoxy-sericoside

阿江榄仁亭/24-deoxy-sericoside

quadranoside Ⅷ/2 α ,3 β ,24-trihydroxyurs-12,18-

dien-28-oic acid 28-O-β-D-glucopyranoside

23-羟基-委陵菜酸

蔷薇酸

类别

鞣质 [16]

鞣质 [17]

黄酮 [18]

鞣质 [17]

鞣质 [16]

鞣质 [19]

鞣质 [17]

鞣质 [20]

鞣质 [17]

鞣质 [17]

鞣质 [19]

酚酸 [17]

鞣质 [17]

鞣质 [21]

鞣质 [22]

鞣质 [23]

绿原酸 [24]

鞣质 [25]

黄酮 [26]

黄酮 [27]

三萜 [28]

三萜 [29-31]

三萜 [29-30]

三萜 [31]

三萜 [18]

三萜 [28]
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评价，结果发现金樱根各部位均具有抗氧化活性，

且呈一定量效关系，各部位抗氧化活性由强到弱顺

序为乙酸乙酯部位>正丁醇部位>乙醇提取物>水部

位>二氯甲烷部位，其中乙酸乙酯部位为金樱根抗

氧化活性部位。各部位化学成分的含量测定结果

显示，乙酸乙酯部位总酚和缩合鞣质含量最高；
UPLC-Q-TOF-MS/MS 分析结果显示乙酸乙酯部位

中主要含有缩合鞣质类成分。因此，以缩合鞣质为

主的酚类成分可能是金樱根抗氧化活性成分。由

于鞣质类成分分离纯化有难度，因此，以往金樱根

化学成分的研究主要集中在三萜类成分。但近年

来随着分离分析技术的飞速发展，越来越多的鞣质

类成分被分离鉴定出来，而且药效试验显示其具有

抗氧化、抗肿瘤、抗病毒、抑菌等生物活性［7］。因此，

建议后续应加强金樱根中鞣质类成分的分离制备

和活性评价研究。

金樱根中三萜类成分主要为五环三萜类，以乌

苏烷型化合物最多，因此，总三萜的含量测定中选

取熊果酸作为对照品。预试验发现，采用文献［32-

33］中方法提取各部位样品，如选择乙醇超声提取

或甲醇提取后用水饱和正丁醇萃取，所得提取物与

对照品经相同方法显色后最大吸收波长不一致，只

有用三氯甲烷作为溶剂提取各部位样品所得提取

液与对照品经相同方法显色后最大吸收才在同一

位置，故选用三氯甲烷作为提取溶剂。其原因可能

在于选用乙醇或者甲醇作为提取溶剂时，提取出的

非三萜类成分很多，这些成分干扰了三萜类成分的

显色，因此，最大吸收波长与对照品有所偏差。

总鞣质的含量测定方法有皮粉法、干酪素法和

络合量法［34］，其中最常用的是磷钼钨酸 -干酪素法，

测定原理是在碱性溶液中，酚类化合物可以将磷钼

钨酸试剂中的钨钼酸还原，生成蓝色的化合物，颜

色的深浅与酚含量呈正相关，根据此原理先测出总

酚含量后，再采用干酪素吸附鞣质，测定不被干酪

素吸附的多酚含量，通过两者差值计算出鞣质含

量。而干酪素作为鞣质吸附剂只是选择性地吸附

鞣质［35］，并不能吸附所有的鞣质。因此，该法虽然

称之为总鞣质测定，但实际测定的应是与没食子酸

结构类似的鞣质类成分，并不包括所有的鞣质，测

定结果可能偏低。在实际操作中，配制 29% 碳酸钠

溶液时，碳酸钠固体不易溶解，可将其放在 50 ℃水

浴中加热溶解。在样品显色后放置 30 min 待测定

时，需要将其放在 30 ℃水浴中保温，避免待测溶液

中晶体析出，影响测定结果。另外，测定时应同时

进行干酪素吸附空白试验，可提高测定结果的准确

度。在进行没食子酸加样回收试验时发现测定结

果偏低，有文献报道没食子酸不能完全被干酪素吸

附［36］，因 此 无 法 考 察 总 鞣 质 含 量 测 定 方 法 的 准

确度。

至今尚无金樱根中缩合鞣质含量测定的文献

报道。因此，本文采用文献［15］中的香草醛-硫酸法

测定了金樱根中缩合鞣质的含量，结果显示缩合鞣

质含量高于总鞣质的含量，原因可能有以下两点：

①缩合鞣质含量测定采用儿茶素作为对照品，而缩

合鞣质往往是黄烷醇类的二聚体、三聚体甚至是高

聚体［37-39］，因此含量偏高；②缩合鞣质的测定原理是

在酸性条件下，黄烷醇类多酚中儿茶素 A 环上的羟

基可与香草醛发生缩合反应［40］，而金樱根中含有的

黄酮类化合物及含有酚羟基的其他酚酸类物质均

可能发生此反应从而导致结果偏高。
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