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摘  要: 目的  以三叶青茎部为原料, 探究三叶青不同溶剂提取物的功能成分、抗氧化及酪氨酸酶抑制活性。

方法  采用乙醇超声法提取三叶青, 获得醇提液及残渣。醇提液依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇对其进行

分步萃取, 残渣则采用蒸馏水多次提取, 最终得到 4 种提取物。分别测定 4 种提取物总酚、总黄酮、总皂苷、

总多糖、抗氧化及酪氨酸酶抑制活性, 并进行相关性分析。结果  4 种提取物中乙酸乙酯萃取物总酚、总黄酮、

总皂苷含量最高, 分别为 40.22%±1.01%、38.56%±0.64%、6.15%±0.21%, 正丁醇萃取物总多糖含量最高, 为

9.29%±0.25%。各萃取物均具有抗氧化和酪氨酸酶抑制活性, 其中乙酸乙酯萃取物清除 1,1-二苯基-三硝基苯

肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基、超氧阴离子、2-苯基 -4,4,5,5-四甲基咪唑啉 -3-氧代 -1-氧

(2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-3-oxide-1-oxyl, PTIO)自由基、羟自由基能力和铁离子还原能力(ferric 

reducing antioxidant power, FRAP)最强, 其半抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, IC50)分别为 0.016、

0.014、0.355、0.265、0.352 mg/mL。同时, 在酪氨酸酶抑制活性上, 乙酸乙酯萃取物明显强于各萃取物。相

关性分析表明, 三叶青提取物中总酚、总黄酮、总皂苷物质与抗氧化和酪氨酸酶抑制活性呈极显著正相关性

(P<0.01)。结论  三叶青茎部乙酸乙酯萃取物具有较强的抗氧化性及抑制酪氨酸酶活性, 主要作用成分为总

酚、总黄酮和总皂苷。本研究为进一步开发利用三叶青茎部资源提供相关技术支持。 

关键词: 三叶青茎部; 抗氧化活性; 酪氨酸酶抑制活性; 相关性 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the functional components, antioxidant and tyrosinase inhibitory activity of 
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different solvent extracts from Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg by using the stem of Tetrastigma hemsleyanum 

Diels et Gilg as the raw material. Methods  The ultrasonification process and the absolute ethyl alcohol were used to 

deal with the stem of Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg, obtaining the residues and alcohol extracts. The distilled 

water multiply extracted the residues, while the alcohol extract were extracted sequentially using a three-solvent 

combination order: Petroleum ether, ethyl acetate, and n-butanol. Finally, 4 kinds of extracts were obtained. The total 

content of flavonoids, polyphenols, saponin, or other functional components, their corresponding antioxidant activities, 

and tyrosinase inhibitory activities of 4 kinds of extracts were measured, respectively, then the correlation analysis 

between in them were conducted. Results  The results demonstrated that the extract obtained from the ethyl acetate 

contained the highest amount of flavonoids, polyphenols, and saponins, and the proportions reached 40.22%±1.01%, 

38.56%±0.64%, and 6.15%±0.21%, respectively. The extract obtained from the n-butanol contained the highest amount 

of polysaccharides, and the proportion reached 9.29%±0.25%. Each extract owned antioxidant activity and tyrosinase 

inhibitory activity, but the ethyl acetate extract had the most robust ability to 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

radical, superoxide anion, 2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-3-oxide-1-oxyl (PTIO) reactive oxygen radical, 

hydroxyl radical, and ferric reducing antioxidant power (FRAP) among all the extracts, and the half inhibitory 

concentration (IC50) were 0.016, 0.014, 0.355, 0.265 and 0.352 mg/mL, respectively. Moreover, the ethyl acetate 

extract was superior to other extracts in tyrosinase inhibition activity. The correlation analysis showed that there 

was a highly significant positive correlation between the total phenols, total flavonoids, and total saponins in the 

extract of Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg and its antioxidant and tyrosinase inhibitory activities (P<0.01). 

Conclusion  The ethyl acetate extract from the stem of Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg has strong 

antioxidant activity and tyrosinase inhibitory activity. The main active components are total phenols, total flavonoids, 

and total saponins. This study provides relevant technical supports for the further development and utilization of the 

stem resources of Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg. 

KEY WORDS: Tetrastigma hemsleyanum Diels et Gilg stems; antioxidant activity; tyrosinase inhibitory activity; 

correlation 
 
 

0  引  言 

自由基是包含不成对价电子的各种原子、分子或离

子, 按其构成是否包含氧分子可分为氧自由基和非氧自

由基[1]。自由基种类繁多, 其高反应性与高活性被认为是

疾病发生的第一大危险因素, 对内可造成分子损伤, 对外

可表现出应激反应、炎症反应, 与年龄相关的慢性病甚至

癌症, 不利于延缓衰老与慢性病预防[2]。许多研究证实植

物源提取物, 如多酚、黄酮、皂苷、多糖等功能成分可以

有效清除自由基, 具有很好的体外抗氧化活性[3]。 

三叶青(Tetrastigmatis hemsleyanum Diels et Gilg), 又

称为金线吊葫芦、三叶崖爬藤, 为葡萄科崖爬藤属植物, 

主要产自浙江、江苏、福建、广东等地, 全年均可采收, 块

根常制作为菜肴食用, 茎叶可制作茶叶饮用, 食用价值丰

富[4]。研究发现, 三叶青中含有丰富的总多酚类、总黄酮

类、有机酸、三萜及甾体类等化合物, 其中总黄酮类作为

三叶青的主要活性成分和质控指标[5], 在抗癌、免疫调节、

抗炎、抗病毒等诸多方面具有生理活性[6]。三叶青地下块

根是三叶青主要食用部分, 茎和叶作为其副产物, 在三叶

青加工过程中, 基本全部丢弃, 造成极大的资源浪费[7]。目

前, 三叶青茎部只有少数用于饲料和茶饮, 其自身所具有

的保健、药用和经济价值尚不明确, 其萃取物的总酚、总

黄酮、总三萜、总多糖等有关抗氧化物含量及活性的研究

也尚为少见[7]。 

本研究以三叶青茎为主要原料, 通过对三叶青茎部

提取液进行萃取的方式获得不同极性萃取物 , 测定其总

酚、总黄酮、总皂苷、总多糖含量, 评价其 1,1-二苯基-三

硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基、超

氧阴离子自由基、2-苯基-4,4,5,5-四甲基咪唑啉-3-氧代-1-

氧 (2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-3-oxide-1-oxyl, 

PTIO)活性氧自由基、2,2’氨基-二(3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺

酸 )二铵盐 [2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid), ABTS]阳离子自由基、羟自由基清除能力与铁原子

还原能力(ferric reducing antioxidant power, FRAP), 同时

用酪氨酸酶抑制活性实验评价其美白效果, 并分析它们

之间的相关性, 为进一步开发利用三叶青资源提供技术

支持, 以期能有效促进天然抗氧化剂的研究和三叶青产

业的健康发展。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

三叶青藤茎于 2022 年春季采集于浙江省舟山市, 浙江

海洋开发研究院生物研发室鉴定为三叶青(Tetrastigmatis 

hemsleyanum Diels et Gilg)的干燥藤茎。 

芦丁、没食子酸、齐墩果酸、葡萄糖、牛血清蛋白(纯

度≥98%, 上海麦克林生化科技有限公司); DPPH、ABTS、

PTIO(纯度≥95%, 美国 Sigma-Aldrich 公司); 无水乙醇、

抗坏血酸、碳酸钠、亚硝酸钠、硝酸铝、三氯化铁(分析纯, 

国药集团化学试剂有限公司); 石油醚、正丁醇、乙酸乙酯

(分析纯, 美国 Sigma 公司); 邻苯三酚(纯度≥99%)、邻二

氮菲(纯度≥99%)、酪氨酸酶(25 kU)(北京索莱宝公司)。 

1.2  仪器与设备 

KH-500B 型超声清洗器(昆山禾创超声仪器有限公司); 

YRE-201D 型旋转蒸发仪(予华仪器有限公司); Synergy 功能

微孔板检测仪(美国 BioTek 仪器有限公司); FreeZone 型冷冻

干燥机(美国 LABCONCO 公司); Cubis 型电子分析天平(精

度 0.1 mg, 北京赛多利斯有限公司); BPG-9056A 电热鼓风

干燥箱(上海一恒科学仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  三叶青茎部不同溶剂提取物的制备 

选取三叶青茎部, 清洗, 置于真空干燥箱内 50℃烘

干, 粉碎, 过 100 目网筛, 准确称取茎部粉末 200 g 于大

烧杯中, 用 70%(体积分数, 下同)乙醇在温度 60℃、料液

比 1:25 (m:V)条件下超声提取 3 次, 每次 30 min, 合并提取

液, 过滤, 减压浓缩至无乙醇味。将醇提物用适量蒸馏水

充分混悬后, 醇提液依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇对

其进行分步萃取, 分别重复萃取 3 次, 减压浓缩悬液至浸

膏状态, 真空冷冻干燥至恒重, 获得三叶青茎部石油醚、

乙酸乙酯、正丁醇 3 种提取物, ‒20℃储存备用[8]。 

1.3.2  三叶青茎部水提物的制备 

70%乙醇提取后的残渣, 按相同比例加入蒸馏水, 在

80℃、料液比 1:25 (m:V)条件下超声提取 3 次, 每次 30 min, 

合并提取液, 过滤, 减压浓缩, 冷冻干燥, 得到三叶青茎

部水提物, ‒20℃储存备用[9]。 

1.3.3  三叶青茎部不同极性萃取物功能成分测定 

(1)总酚含量的测定 

三叶青茎部不同极性萃取物总酚含量的测定 , 采

用福林-酚法 [10], 取稀释后不同极性萃取物溶液 1 mL 于

15 mL 试管中、加入 5 mL 福林酚溶液(10%), 充分混匀后

静置 15 min, 加入 4 mL Na2CO3 溶液(7.5%), 漩涡振荡摇匀, 

于室温条件下避光静置 1.5 h, 在 765 nm 处测定样品吸光

值。按照以上实验操作, 以不同质量浓度的没食子酸标准

品溶液代替样品溶液作为横坐标(X1, μg/mL), 以吸光值为

纵坐标 (Y1), 得到线性回归方程为 Y1=0.0616X1+0.04789 

(r2=0.9991)。根据线性方程, 计算样品总酚含量。 

(2)总黄酮含量的测定 

采用 NaNO2-AL(NO3)3-NaOH 比色法[11], 取稀释后不

同极性萃取物溶液 1 mL 于 10 mL 容量瓶中, 加入 5% 

NaNO2 溶液 0.3 mL, 充分摇匀后静置 6 min, 加 10% 

Al(NO3)3 溶液 0.3 mL, 充分摇匀后静置 6 min, 再加入 4% 

NaOH 溶液 4.0 mL, 用 70%乙醇定容至刻度, 充分摇匀静

置 15 min, 在 500 nm 处测定样品吸光值。按照以上实验操

作, 以不同质量浓度的芦丁标准品溶液代替样品溶液作为

横坐标(X2, μg/mL), 以吸光值为纵坐标(Y2), 得到线性回归

方程为 Y2=3.76421X2+0.03892 (r2=0.9997)。根据线性方程, 

计算样品总黄酮含量。 

(3)总皂苷含量的测定 

总皂苷含量的测定[12], 取稀释后不同极性萃取物溶

液各 0.4 mL 于 15 mL 试管中, 样液 70℃下水浴挥干, 加入

0.4 mL 1.5%香草醛-冰乙酸溶液(溶液现配现用), 再加入

1.6 mL 高氯酸, 充分混匀后 70℃水浴 15 min, 取出后快速冰

水浴, 冷却后加入 5 mL 乙酸乙酯, 静置 5 min, 在 546 nm 处

测定样品吸光度。按照以上实验操作, 以不同质量浓度的齐

墩果酸标准品溶液代替样品溶液作为横坐标(X3, μg/mL), 以

吸光值为纵坐标(Y3), 得到线性回归方程为 Y3=27.32857X3‒ 

0.03693 (r2=0.9992)。根据线性方程, 计算样品总皂苷含量。 

(4)总多糖含量的测定 

采用苯酚-硫酸法[13], 取稀释后不同极性萃取物溶液

各 1 mL 于 15 mL 试管中, 加入蒸馏水 3 mL、6%苯酚溶液

1.0 mL, 并迅速向试管中加入浓硫酸 5.0 mL, 充分摇匀后, 

室温静置 20 min, 于 490 nm 处测定样品吸光值。按照以上

实验操作, 以不同质量浓度的葡萄糖标准品溶液代替样品

溶液作为横坐标(X4, μg/mL), 以吸光值为纵坐标(Y4), 得到

线性回归方程为 Y4=0.09821X4+0.05624 (r2=0.9993)。根据

线性方程, 计算样品总多糖含量。 

1.3.4  三叶青茎部不同极性萃取物抗氧化活性测定 

(1) DPPH 自由基清除率测定 

参考文献[14]方法稍作修改, 将样品溶液和 VC 对照

品配制成不同质量浓度(0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL, 下

同)萃取物溶液与 VC 标准品样液。吸取 1mL 样液, 加入

3 mL 0.04 mg/mL DPPH 溶液, 立即混匀后, 室温下避光反

应 30 min, 在 517 nm 波长处测定其吸光度, 记为 A1; 再将

1 mL蒸馏水代替样液, 加入 3 mL DPPH溶液, 相同条件下

反应, 在 517 nm 波长处测定吸光度, 记为 A0, 根据公式(1)

计算 DPPH 自由基清除率。 

DPPH 自由基清除率/%= 1

0

(1 ) 100 
A

A      
(1) 

(2)超氧阴离子清除率测定 

参考文献方法[15]稍作修改, 吸取 100 μL 样品, 依
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次加入 5 mL Tris-HCl 缓冲溶液(0.05 mol/L, pH 8.20)和

0.1 mL 邻苯三酚溶液(5 mmol/L)于试管中, 充分混合后, 在

320 nm 波长处测定其吸光度, 记为 B1; 按上述实验步骤, 

以等体积蒸馏水代替样品测定其吸光度, 记为 B0; 以相同

体积的蒸馏水代替邻苯三酚溶液, 320 nm 测定吸光度, 记

为 B2, 根据公式(2)计算超氧阴离子自由基清除率。 

超氧阴离子自由基清除率/%= 1 2

0

(1 ) 100


 
B B

B
  (2) 

(3) PTIO 活性氧自由基清除率测定 

参考文献[16]方法稍作修改, 取 PTIO 固体 3 mg 溶于

20 mL 蒸馏水中, 超声 5 min 混匀, 得 PTIO 溶液。吸取样

品溶液 50 μL, 加入 200 μL PTIO 测试液, 充分混匀后, 

37℃水浴 30 min, 在 560 nm 处测定吸光值为 C1; 取 200 μL 

PTIO 溶液和 50 μL 甲醇溶液, 混匀后在在 560 nm 处测定吸

光值为 C0, 根据公式(3)计算 PTIO 活性氧自由基清除率。 

PTIO 活性氧自由基清除率/%= 0 1

0

100



C C

C  
 (3) 

(4) ABTS 阳离子自由基清除率测定 

参考文献[17‒19]方法稍作改动, 用适量磷酸盐缓冲

液(phosphate buffered saline, PBS) (0.01 mol/L pH 7.6)稀释

ABTS 阳离子溶液; 吸取 100 μL 样品和 2 mL 稀释后的

ABTS 阳离子溶液于试管中, 充分混合后室温 25℃避光反

应 30 min, 在 734 nm 波长处测定其吸光度, 记为 D1; 以甲

醇代替样品溶液, 在 734 nm 波长处测定其吸光度, 记为 D0; 

以 PBS 代替 ABTS 阳离子溶液, 记作 D2; 根据公式(4)计算

ABTS 阳离子自由基清除率。 

ABTS阳离子自由基清除率/%= 1 2

0

(1 ) 100


 
D D

D
 (4) 

(5)羟基自由基清除率测定 

参考文献[20]方法稍作改动, 取 1.0 mL 样品溶液, 依

次加入 0.5 mL PBS (pH 7.4)、0.5 mL (0.108 mg/mL)邻二氮

菲溶液、0.5 mL (0.198 mg/mL)硫酸亚铁溶液立即混匀后, 

加入 1.0 mL (0.01%, V:V)过氧化氢溶液, 充分混匀后在室

温下反应 1 h, 在波长 536 nm 下测定样品吸光度, 记作 E1; 

以 1.0 mL 70%乙醇替代样品溶液, 待反应结束后测定其吸

光度, 记作 E2; 以 1.0 mL 70%乙醇替代样品溶液与过氧化

氢溶液, 充分混匀, 待反应结束后测定其吸光度, 记作 E0; 

根据公式(5)计算羟自由基清除率。 

羟自由基清除率/%= 2 1

2 0

( ) 100





E E

E E
      (5) 

(6)铁还原力测定 

参考文献[21]方法稍作改动, 在 0.1 mL 样品中依次

加入 2 mL 醋酸盐缓冲溶液(pH 3.6)、0.5 mL 的 TPTZ 溶

液(5 mmol/L)和 0.5 mL 的三氯化铁溶液(5 mmol/L)充分混

合, 在室温下避光反应 10 min, 并于 700 nm 处测定其吸光

度。以吸光值大小表示还原力大小。 

1.3.5  酪氨酸酶抑制活性 

参考 T/SHRH 015—2018《化妆品-酪氨酸酶抑制实验

方法》稍作修改, 将样品溶液加入 10 mL 容量瓶中, 用 pH 

6.8 的 PBS 将样品质量浓度稀释为 0.01、0.05、0.20、0.50、

0.80 mg/mL, 加样: 分别吸取 0.5 mL 样品溶液和 0.5 mL 

100 μg/mL 酪氨酸酶溶液于 5 mL 离心管中, 混匀后于 37℃

水浴 10 min, 向离心管中加入 1.0 mg/mL 的左旋多巴溶液

2 mL, 静置反应 5 min, 即刻在 475 nm 处测定吸光值, 记

作 Ai; 用 0.5 mL PBS 代替酪氨酸酶溶液, 测定吸光度, 记

作 Aj; 用 0.5 mL PBS 代替样品溶液, 测定吸光度, 记作 Bi; 

吸取 1 mL PBS 代替样品和酪氨酸溶液, 测定器吸光值, 记

作 Bj。酪氨酸酶抑制率公式见式(6)。 

抑制率/%= i j

i j

(1 ) 100


 


A A

B B
        (6)

 

1.4  数据处理 

实验数据均为 3 次重复后的平均值, 采用 SPSS 22.0

统计软件和 Origin 9 软件进行实验数据处理和图表绘制, 

同时计算各萃取物半抑制浓度 (half maximal inhibitory 

concentration, IC50)。采用 Pearson 法分析抗氧活性及酪氨酸酶

抑制活性与总酚、总黄酮、总皂苷和总多糖含量的相关性。 

2  结果与分析 

2.1  三叶青茎部不同极性萃取物功能成分分析 

总酚、总黄酮、总皂苷、总多糖等功能成分广泛存

在于植物体内 , 化学结构特殊 , 是具有抗氧化性的天然

化学合成物[22]。由表 1 可知, 三叶青茎部不同极性萃取物

中 的 总酚 、 总 黄 酮及 总 皂 苷 的质 量 分 数 差异 显 著

(P<0.05)。其中总酚含量最高的是乙酸乙酯萃取物 , 为

40.22%±1.01%, 其次是正丁醇和石油醚萃取物 , 水提物

的 总 酚 含 量 最 少 , 各 萃 取 物 之 间 存 在 显 著 性 差 异

(P<0.05)。在不同溶剂提取物中, 总黄酮和总皂苷含量也

具有相似的规律 , 含量最高的均为乙酸乙酯萃取物 , 分

别为 38.56%±0.64%和 6.15%±0.21%, 与其他萃取物均存

在显著性差异(P<0.05), 其次是正丁醇和石油醚萃取物 , 

水提物中的总黄酮和总皂苷含量最少, 这种差异可能是

三叶青中多酚、黄酮等化合物的结构和性质不同, 导致在

溶剂中的溶解度不同。在 4 种萃取物中, 正丁醇的总多糖

含量最高为 9.29%±0.25%, 与其他萃取物含量存在显著性

差异(P<0.05), 而乙酸乙酯萃取物中相对较少, 石油醚中

的最少。综上所述, 采用 70%乙醇从三叶青茎部中提取了

大量功能成分。其中, 乙酸乙酯提取物中富集的总黄酮和

总酚含量最高 , 正丁醇富集的总多糖质量分数最高 , 通

过萃取方式对三叶青茎部中总酚、总黄酮、总皂苷、总

多糖成分进行了初步分离。 
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表 1  三叶青茎部不同极性萃取物质量分数 
Table 1  Mass fraction of different polar extracts from the stem of Tetrastigma hemsleyanum 

功能成分 
质量分数/% 

水提取物 石油醚萃取物 乙酸乙酯萃取物 正丁醇萃取物 

总酚 6.69±0.18Ad 13.11±0.50Ac 40.22±1.01Aa 29.62±0.34Bb 

总黄酮 3.05±0.09Bd  4.96±0.32Bc 38.56±0.64Ba 30.39±0.21Ab 

总皂苷 2.12±0.15Cd  3.14±0.13Cc  6.15±0.21Da  4.47±0.11Db 

总多糖 6.45±0.09Ac  3.84±0.56Cd  7.93±0.18Cb  9.29±0.25Ca 

注: 同列不同大写字母表示差异显著(P<0.05); 同行不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 表 2 同。 

 

2.2  三叶青茎部不同极性萃取物的抗氧化性分析 

2.2.1  DPPH 自由基清除能力 

DPPH 自由基是一种非常稳定的氮中心自由基, 具有

易获得、重复性好的特点, 广泛应用于抗氧化物对自由基

清除能力的评价, 对 DPPH 自由基的清除率越大, 说明样

品抗氧化能力越强[20,23]。由图 1 可知, 三叶青茎部不同极性

萃取物对DPPH自由基均存在不同程度的清除能力, 在一定

质量浓度范围内, 各萃取物对DPPH自由基的清除率均随着

质量浓度的增加而升高。当质量浓度在 10~30 μg/mL 之间, 

水提物和石油醚萃取物对 DPPH 自由基的清除能力相近, 而

质量浓度为 30~50 μg/mL 时, 水提物对 DPPH 的清除能力逐

渐低于石油醚萃取物。在样品质量浓度为 50 μg/mL 时, 三叶

青茎部各萃取物的清除能力存在差异: 乙酸乙酯萃取物清除

能力最强为 91.01%±0.24%, 接近 VC 对照组的清除能力, 水

提物清除能力最弱为 14.50%±0.33%, 表明三叶青茎部清除

DPPH 自由基的活性成分主要富集在乙酸乙酯段中。 

 

 
 

图 1  三叶青茎部不同极性萃取物对 DPPH 自由基清除能力 

Fig.1  DPPH radical scavenging activities of different polar extracts 
from the stem of Tetrastigma hemsleyanum 

 
2.2.2  超氧阴离子自由基清除能力 

生物体内氧化还原反应中, 大约有 2%~5%的氧会产

生超氧阴离子自由基, 其是羟基等多种自由基的衍生源, 

超氧阴离子自由基的清除能力是评价样品抗氧化能力的一

个重要指标[24]。由图 2 可知, 三叶青茎部不同极性萃取物

对超氧阴离子均存在不同程度的清除能力, 在一定质量浓

度范围内, 各萃取物与清除能力呈现正相关。在质量浓度

为 50 μg/mL 时, 4 种萃取物中乙酸乙酯萃取物对超氧阴离

子的清除能力最强, 为 74.14%±1.87%, 最弱的是水提物, 

为 30.03%±1.80%, 三叶青茎部多酚、黄酮等物质作为主要

的活性成分, 在乙酸乙酯段中富集后, 清除超氧阴离子自

由基能力明显增强。 

 

 
 

图 2  三叶青茎部不同极性萃取物对超氧阴离子自由基清除能力 

Fig.2  Superoxide anion free radical scavenging abilities of different 
polar extracts from the stem of Tetrastigma hemsleyanum 

 

2.2.3  PTIO 活性氧自由基清除能力 

PTIO 作为一种常用的一氧化氮清除剂[25], 其带电基

团为氧原子, 区别于其他自由基, 如 DPPH 自由基为氮原

子[26]。由图 3 可知, 三叶青茎部不同极性萃取物对 ABTS

阳离子自由基均存在不同程度的清除能力, 在一定质量浓

度范围内, 各萃取物与清除能力呈现正相关。在质量浓度

为 1.0 mg/mL 时, 4 种萃取物中乙酸乙酯萃取物对 PTIO 活

性氧自由基的清除能力最强, 为 66.67%±1.60%, 其次是正

丁醇萃取物, 为 63.29%±1.12%, 最弱的是石油醚萃取物, 

为 38.26%±1.80%, 表明三叶青茎部清除 PTIO 活性氧自由

基的活性成分主要富集在乙酸乙酯段中。 

2.2.4  ABTS 阳离子自由基清除能力 

ABTS 阳离子自由基是通过硫酸钾氧化 ABTS 产生的

一种自由基, 其性质非常稳定, 目前被广泛应用于样品抗

氧化能力的测定[26]。由图 4 可知, 三叶青茎部不同极性萃

取物对 ABTS 阳离子自由基均存在不同程度的清除能力, 
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在一定质量浓度范围内 , 各萃取物与清除能力呈现正相

关。在质量浓度为 1.0 mg/mL 时, 其中正丁醇萃取物的清

除能力最强 , 为 77.60%±1.50%, 其次是乙酸乙酯段 , 为

75.71%±1.40%, 最弱的是石油醚萃取物, 为 37.29%±1.60%。

各萃取物对 ABTS 阳离子自由基与 DPPH 自由基的清除活

性不一致, 这与郭刚军等[27]对抗氧化物的研究结果相似。

分析原因可能是不同极性溶剂在萃取时, 富集到的萃取物

活性成分复杂, 其中不同含量和化学结构的活性物质产生

协同作用造成的[28]。 

 

 
 

图 3  三叶青茎部不同极性萃取物对 PTIO 活性氧 

自由基清除能力 

Fig.3  PTIO reactive oxygen species free radical scavenging abilities of 
different polar extracts from the stem of Tetrastigma hemsleyanum 

 

 
 

图 4  三叶青茎部不同极性萃取物对 ABTS 阳离子 

自由基清除能力 

Fig.4  ABTS cationic radical scavenging abilities of different  
polar extracts from the stem of Tetrastigma hemsleyanum 

 
2.2.5  羟自由基清除能力 

羟自由基是一种氧化能力很强的自由基, 可以发生

电子转移, 夺取氢原子和羟基化等反应[29]。由图 5 可知, 三

叶青茎部不同极性萃取物对羟自由基均存在不同程度的清

除能力, 在一定质量浓度范围内, 各萃取物与清除能力呈

现正相关。在质量浓度为 1.0 mg/mL 时, 4 种萃取物中乙酸

乙酯萃取物对羟自由基清除能力最强, 为 70.23%±1.44%, 

其次是正丁醇萃取物, 为 69.30%±1.62%, 两者清除能力较

为接近, 最弱的是水提物, 为 38.13%±1.23%。羟自由基的

清除能力随着样品浓度的升高而升高, 互相存在浓度效应

关系, 这可能与酚类等活性成分的富集有关。 

 

 
 

图 5  三叶青茎部不同极性萃取物对羟自由基清除能力 

Fig.5  Hydroxyl radical scavenging abilities of different polar 
extracts from the stem of Tetrastigma hemsleyanum 

 
2.2.6  铁原子还原能力 

FRAP 是评价样品抗氧化性的一项重要指标, 通常吸

光值越大还原力越大。由图 6 可知, 三叶青茎部不同极性

萃取物对铁原子均存在不同程度的清除能力, 在一定质量

浓度范围内, 各萃取物与清除能力呈现正相关。在质量浓

度为 1.0 mg/mL 时, 各萃取物中乙酸乙酯萃取物的 FRAP

最强, 为 1.43±0.08, 其次是正丁醇萃取物, 为 1.22±0.08, 

最弱的是水提物, 为 0.60±0.08, 表明三叶青茎部对 FRAP

的活性成分主要富集在乙酸乙酯段中。 

 

 
 

图 6  三叶青茎部不同极性萃取物的铁原子还原能力 

Fig.6  FRAP of different polar extracts from the stem of  
Tetrastigma hemsleyanum 

 

2.3  三叶青茎部不同极性萃取物 IC50 计算 

采用 SPSS 17.0 软件计算三叶青各萃取物的 IC50, 以
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样品浓度为横坐标, 清除率为纵坐标, 求得线性方程, 以

50%清除率对应的样品浓度作为样品自由基清除能力的半

抑制浓度 IC50。其中铁还原能力的 IC50 用吸光度为定值 0.5

时, 相对应的样品浓度表示[30]。由表 2 可知, 各萃取物的

体外抗氧活性之间存在差异。水提物与石油醚萃取物的

IC50 值偏大, 这可能是因为各萃取物中所含抗氧化成分的

种类及结构不同, 从而导致对不同类型自由基具有选择性

的清除作用。 

2.4  酪氨酸酶抑制活性 

三叶青茎部不同溶剂提取物对酪氨酸酶均存在一定

的抑制能力, 且具有一定差异性。其中乙酸乙酯段的 IC50

平均值为 0.394 mg/mL, 对酪氨酸酶的抑制能力显著优

于其他 3 种萃取段, 与 VC 的抑制能力相近, 且 4 种萃取

物之间均具有显著性差异 (P<0.05), 这说明乙酸乙酯萃

取后富集了更多对酪氨酸酶具有抑制活性的物质。石油

醚段和正丁醇段次之, IC50 平均值分别为 0.555 mg/mL

和 0.600 mg/mL, 水提段对酪氨酸酶抑制能力较差, IC50 平

均值为 2.367 mg/mL, 可能因为水提段中存在一些可溶性淀

粉及蛋白质等物质, 抑制活性物质含量较少[31]。李盼盼等[32]

用相同方法测得甘薯叶中不同溶剂提取物对酪氨酸酶抑制

作用明显, 其中 IC50 为 4.010 mg/mL, 低于本研究中测定的

乙酸乙酯萃取物。 

 
表 2  三叶青茎部不同极性萃取物 IC50 

Table 2  IC50 calculation of different polar extracts from that stem of Tetrastigma hemsleyanum 

分析指标 
IC50 值/(mg/mL) 

VC 
水提取物 石油醚萃取物 乙酸乙酯萃取物 正丁醇萃取物 

清除 DPPH 自由基能力 0.482±0.060d 0.231±0.040c 0.016±0.002a 0.025±0.006b 0.008±0.001a 

清除超氧阴离子自由基能力 1.646±0.360c 0.586±0.110b 0.014±0.001a 0.020±0.003a 0.011±0.002a 

清除 PTIO 活性氧自由基能力 1.341±0.210d 2.713±0.400e 0.355±0.010b 0.410±0.013c 0.005±0.001a 

清除 ABTS 阳离子自由基能力 0.192±0.020d 0.119±0.020c 0.021±0.001b 0.018±0.002b 0.004±0.001a 

清除羟自由基能力 1.930±0.440c 2.184±0.340d 0.265±0.013b 0.397±0.260b 0.005±0.001a 

FRAP 2.052±0.310e 1.412±0.190d 0.352±0.027b 0.414±0.043c 0.149±0.024a 

 
 

 
 

图 7  三叶青茎部不同溶剂提取物对酪氨酸酶的影响 

Fig.7  Effects of different polar extracts from the stem of 
Tetrastigma hemsleyanum on tyrosinase 

 

2.5  三叶青茎部不同极性萃取物功能成分与抗氧化

活性相关性分析 

采用 SPSS 17.0 软件对总酚、总黄酮、总皂苷、总多糖

含量与抗氧化和酪氨酸酶抑制活性进行 Person 法相关性分

析, 以数值-1 到 1 之间的相关系数来表示变量 X 和 Y 两者之

间的线性关系, 方法高效实用。结果见表 3, 由表 3 可知, 三

叶青茎部不同极性萃取物中总酚、总黄酮含量与 6 项抗氧化

性指标和酪氨酸酶抑制活性的相关性均为极显著(P<0.01), 

总皂苷含量与 FRAP 相关性显著(P<0.05), 与其他 5 项抗氧

化性指标和酪氨酸酶抑制活性均呈现极显著相关性

(P<0.01), 表明萃取物中的总酚、总黄酮和总皂苷类物质在

发挥抗氧化和酪氨酸酶抑制活性中起到重要作用。同时, 各

功能成分在抗氧化中发挥着复合作用, 萃取物中的总多糖

含量与抗氧化性表现出相关性, 但相关系数相对较小, 部分

总多糖可能作为抗氧化性物质, 在抗氧化中发挥协同作用。 

 
表 3  相关性分析 

Table 3  Correlation analysis 

分析指标 
相关性分析 

总酚 总黄酮 总皂苷 总多糖

清除 DPPH 自由

基能力 
0.996** 0.962** 0.926** 0.811* 

清除超氧阴离子

自由基能力 
0.978** 1.000** 0.995** 0.631* 

清除 PTIO 活性

氧自由基能力
0.990** 0.965** 0.931** 0.857* 

清除 ABTS 阳离

子自由基能力
0.979** 0.951** 0.922** 0.916**

清除羟自由基

能力 
0.984** 0.949** 0.914** 0.788* 

FRAP 0.998** 0.990** 0.968* 0.735* 

酪氨酸酶 IC50 

(抑制活性) 
0.962** 0.921** 0.900** 0.890* 

注: **极显著相关(P<0.01); *显著相关(P<0.05)。 
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3  结  论 

本研究对比分析三叶青茎部不同溶剂提取物的功能

成分、体外抗氧化和酪氨酸酶抑制活性, 并对其相关性进

行了分析。实验结果表明三叶青茎部不同溶剂提取物中各

功能成分含量丰富, 且均具有不同程度的抗氧化和酪氨酸

酶抑制活性。4 种提取物中乙酸乙酯提取物在抗氧化和酪

氨酸酶抑制活性方面大部分优于其他极性萃取物, 表明三

叶青茎部中发挥作用的活性的物质主要富集在乙酸乙酯部

位, 其 DPPH 自由基、超氧阴离子自由基与 VC 相近, IC50

分别为(0.016±0.002) mg/mL、(0.014±0.001) mg/mL, 而正

丁醇萃取物的 ABTS 阳离子自由基清除能力最强, 其 IC50

为(0.018±0.002) mg/mL, 这可能与各萃取物中富集到的极

性物质存在结构和性质上的差异有关。天然产物中的总酚、

总黄酮和总皂苷等物质对发挥生物活性具有关键作用, 三

叶青中的总酚、总黄酮与抗氧化性和酪氨酸酶抑制活性呈

现极显著相关性(P<0.01), 表明三叶青提取物中抗氧化和

酪氨酸酶抑制活性与其所含有的功能成分密切相关, 可能

存在协同作用。综上分析, 三叶青茎部可以作为天然的抗

氧化和美白原料, 进一步对其中的活性物质进行分析, 确

定并分离其中主要的单体物质, 为开发新型的天然抗氧化

剂及三叶青资源的开发利用提供了理论依据。 
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