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摘要：为探明柞蚕雌蛾的体外抗氧化活性，为其抗氧化药物的研制提供理论依据，将柞蚕雌蛾粉经

８０％乙醇超声提取后，测定柞蚕雌蛾提取液中总黄酮、总酚酸的含量，及其对超氧阴离子自由基、羟
基自由基、１，１－二苯基－２－苦肼基（ＤＰＰＨ）自由基和２，２－连氮基－双－（３－乙基苯并二氢噻唑啉－６－磺酸）
二铵盐（ＡＢＴＳ）自由基的清除作用。结果显示，柞蚕雌蛾中总黄酮含量为２．３６ｍｇ／ｇ，总酚酸含量为

２．４４ｍｇ／ｇ；其具有较强的清除自由基能力，对超氧阴离子自由基、羟基自由基、ＤＰＰＨ自由基和ＡＢＴＳ
自由基的半数抑制质量浓度（ＩＣ５０）分别为２３．５２５　８、２７．９９８　４、０．６４８　９、６．７５５　７ｍｇ／ｍＬ。表明柞蚕雌
蛾体外具有较强的抗氧化活性。
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　　生物体内的自由基主要有氧自由基、羟自由基、
脂氧自由基、二氧化氮和一氧化氮自由基。许多疾病
与自由基导致的生物大分子氧化损伤有关。抗氧化
剂是一类能帮助捕获并中和自由基，从而祛除自由基
对动物机体损害的物质。但是当前许多工业合成的
抗氧化剂具有很多副作用。因此，开发低毒、高效的

天然抗氧化剂已成为当前研究的热点之一。
雄蚕蛾为节肢动物门昆虫纲鳞翅目天蚕蛾科柞蚕

及同属多种昆虫的雄性成虫。郭郛［１］研究发现，雄蚕
蛾体内富含具有延缓人体细胞衰老、抗生殖细胞衰老
的生物活性物质，主要包括雄性激素、蜕皮激素、保幼
激素、脑激素等。另有研究［２－３］发现，柞蚕雄蛾浓缩液
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中具有抗氧化作用的维生素Ａ含量为０．０１５　２ＩＵ／ｇ，
维生素Ｅ、维生素Ｂ１、维生素Ｂ２总量为０．００９　９２ｍｇ／ｇ。

艾永循等［４］对柞蚕雄蛾口服液进行药理研究，发现其
能增强机体免疫功能、降低过氧脂质含量。印玉萍
等［５］对雄蚕蛾酒中黄酮和总酚进行测定分析，认为黄
酮和总酚是雄蚕蛾酒中起抗氧化、清除自由基作用的
主要物质。柞蚕雌蛾与柞蚕雄蛾具有很多相似的活
性成分［６］，但有关柞蚕雌蛾体外抗氧化活性研究尚未
见报道。为此，研究了柞蚕雌蛾清除自由基的活性，
并对其总黄酮和总酚酸的含量进行测定，以期为开发
利用柞蚕蛾天然抗氧化药物提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料
柞蚕雌蛾由吉林农业大学生物防治研究所提

供；１，１－二苯基－２－苦肼基（ＤＰＰＨ）购自梯希爱（上
海）化成工业发展有限公司；２，２－连氮基－双－（３－乙基
苯并二氢噻唑啉－６－磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）购于美国

Ｓｉｇｍａ公司；硫酸亚铁、水杨酸、芦丁、没食子酸、硝
酸铝、亚硝酸钠、氢氧化钠、钨酸钠、钼酸钠等，均为
国产分析纯。
紫外可见分光光度计购自北京普析通用仪器有

限责任公司；ＫＱ－２５０Ｂ型超声波清洗器购自昆山市
超声仪器有限公司；ＳＥＮＣＯＲ系列旋转蒸发器购自
上海申生有限公司。

１．２　方法

１．２．１　样品处理　称取烘干粉碎后的柞蚕雌蛾粉

５０ｍｇ，用５０ｍＬ　８０％的乙醇超声提取２０ｍｉｎ，提取

３次后，合并提取液，减压浓缩。

１．２．２　总黄酮含量测定　参照文献［７］的方法，称
取１０ｍｇ芦丁标准品，用６０％的乙醇溶于５０ｍＬ容
量瓶中，其质量浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ。向２５ｍＬ容量
瓶中分别准确加入２．５ｍＬ样品和１ｍＬ　５％的

ＮａＮＯ２ 溶液，摇匀后，静置６ｍｉｎ，再加１ｍＬ　１０％
的Ａｌ（ＮＯ３）３ 溶液，摇匀，静置６ｍｉｎ，加１０ｍＬ　４％
的ＮａＯＨ溶液，最后加水定容至刻度，摇匀，静置

１５ｍｉｎ，测定５１０ｎｍ处吸光度。分别准确吸取芦丁
标准品０、０．５、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍＬ，按照上述
方法加样，测定吸光度。以芦丁标准品的质量为横
坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。样品中总黄
酮的含量以芦丁的相对值表示。

１．２．３　总酚酸含量测定　参照文献［８］的方法。配
制Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ显色剂，向磨口圆底烧瓶中加入
钨酸钠２．５ｇ、钼酸钠０．６２５ｇ、蒸馏水１７．５ｍＬ、浓磷
酸１．２５ｍＬ、浓盐酸２．５ｍＬ，摇匀，水浴回流１０ｈ，再分

别加硫酸锂３．７５ｇ、蒸馏水１．２５ｍＬ、双氧水５．０ｍＬ，
开口沸腾１５ｍｉｎ，直到溶液呈亮黄色，冷却后定容
至５０ｍＬ，将其置于棕色瓶中保存，使用时用蒸馏水
稀释２倍。
准确吸取样品溶液２．０ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶

中，向瓶中加入１０ｍＬ蒸馏水，再加２．０ｍＬ　Ｆｏｌｉｎ－
Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ显色剂，摇匀后静置８ｍｉｎ，再加２．０ｍＬ
１５％的 Ｎａ２ＣＯ３ 溶液，最后用蒸馏水定容，摇匀，室
温避光反应２ｈ，测定７６５ｎｍ 处吸光度。配制

０．２ｍｇ／ｍＬ的没食子酸标准品，精确吸取标准品溶
液０、０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ于２５ｍＬ容量
瓶中，按上述方法加样，测定吸光度。以没食子酸的
质量为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。样
品中总酚酸的含量以没食子酸的相对值表示。

１．２．４　样品对超氧阴离子自由基的清除作用测定

　参照文献［９］，采用邻苯三酚自氧化法。邻苯三酚
在弱碱性条件下产生超氧阴离子自由基和有色中间

产物，加入清除剂后会加速反应的进行。向反应系
统中加入４．２ｍＬ的蒸馏水、４．５ｍＬ　ｐＨ 值为８．２
的５０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液，混匀后２５℃
水浴２０ｍｉｎ，立即加入０．３ｍＬ　３ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚
（用１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ作空白），混匀后立即倒入比色
杯，在３２５ｎｍ处每隔１０ｓ测定吸光度。向５支试
管中分别加入３．９５、３．７０、３．２０、２．２０、０．２０ｍＬ蒸
馏水和４．５ｍＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，２５ ℃水浴２０
ｍｉｎ，依次加入０．２５、０．５０、１．００、２．００、４．００ｍＬ样
品，再分别加入０．３ｍＬ邻苯三酚，测定吸光度。根
据邻苯三酚自氧化曲线在线性范围内每１０ｓ吸光
度的增加（可用线性回归法求得）即反应速率，计算
清除率（ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ，ＳＡ）。

ＳＡ＝（Ｖ－Ｖ０）／Ｖ０×１００％
其中，Ｖ 为邻苯三酚自氧化反应速率；Ｖ０ 为加

入样品后邻苯三酚自氧化反应速率。

１．２．５　样品对羟基自由基的清除作用测定　参照
文献［１０］的方法，将Ｈ２Ｏ２ 与Ｆｅ２＋混合产生羟基自由
基，在体系内加入水杨酸捕捉羟基自由基并产生有色
物质，该物质在５１０ｎｍ处有最大吸收峰。在试管中分
别加入２ｍＬ　９ｍｍｏｌ／Ｌ　ＦｅＳＯ４、９ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸－乙醇
及不同质量浓度的样品溶液，最后加２ｍＬ　８．８ｍｍｏｌ／Ｌ
的Ｈ２Ｏ２启动反应，３７℃水浴反应３０ｍｉｎ，以蒸馏水为
参比，测定５１０ｎｍ处吸光度，计算清除率。

ＳＡ＝［Ａ０－（Ａ１－Ａ２）］／Ａ０×１００％
其中，Ａ０ 为空白对照液的吸光度，Ａ１ 为加入样

品后的吸光度，Ａ２ 为不加样品本底吸光度。

１．２．６　样品对ＤＰＰＨ自由基的清除作用测定　参
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照文献［１１］的方法，配制ＤＰＰＨ 自由基溶液：精密
称取ＤＰＰＨ　０．０１２　８ｇ（避光），用无水乙醇定容至

５０ｍＬ容量瓶中，摇匀，作为ＤＰＰＨ 自由基储备液
（２．５６×１０－４ｇ／ｍＬ），４℃避光保存。
吸取１０ｍＬ　ＤＰＰＨ自由基储备液，定容于１００

ｍＬ容量瓶中摇匀待测。利用ＤＰＰＨ自由基的溶液
特征紫红色团的吸收峰，用紫外分光光度计测定加
入样品后其在５１７ｎｍ处吸光度，以吸光度变化表
示其清除自由基的能力。
将Ａ（２ｍＬ７０％的乙醇溶液＋２ｍＬ　ＤＰＰＨ 自

由基溶液）、Ｂ（２ｍＬ样品溶液＋２ｍＬ　ＤＰＰＨ 自由
基溶液）、Ｃ（２ｍＬ样品溶液＋２ｍＬ无水乙醇）在室
温下避光静置３０ｍｉｎ后，在５ｍｉｎ内测定吸光度。
计算样品对ＤＰＰＨ自由基的清除率。

ＳＡ＝［Ａ－（Ｂ－Ｃ）］／Ａ×１００％
其中，Ａ表示ＤＰＰＨ自由基与溶剂混合液的吸

光度；Ｂ 表示样品与 ＤＰＰＨ 自由基混合后的吸光
度；Ｃ表示样品与溶剂混合后的吸光度。

１．２．７　样品对ＡＢＴＳ自由基的清除作用测定　参
照文献［１２］的方法，将１０ｍＬ　７ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＢＴＳ
与１７６μＬ　１４０ｍｍｏｌ／Ｌ的高硫酸钾溶液混合，室温
避光条件下静置过夜，形成 ＡＢＴＳ自由基储备液，
该储备液使用时应避光，使用前用无水乙醇稀释成
工作液（要求４ｍＬ的工作液中加入１ｍＬ的无水乙
醇，在３０℃、７３４ｎｍ处吸光度为０．４９～０．５３）。反
应系统包括１ｍＬ样品和４ｍＬ　ＡＢＴＳ自由基工作
液，无水乙醇作空白，混合１０ｓ，３０℃静置６ｍｉｎ，测
定７３４ｎｍ处吸光度，计算清除率，同１．２．５。

２　结果与分析

２．１　柞蚕雌蛾提取液总酚和总黄酮测定结果
以芦丁和没食子酸为标准品，绘制标准曲线，其

回归方程分别为Ｙ＝０．６４３　９　Ｘ＋０．１０９　１（Ｒ２＝
０．９９９　７）；Ｙ＝８０．６１７　Ｘ＋０．０９７　７（Ｒ２＝０．９９８　８）。
测定柞蚕雌蛾中总黄酮的含量为２．３６ｍｇ／ｇ，总酚
酸含量为２．４４ｍｇ／ｇ。

２．２　柞蚕雌蛾提取液对超氧阴离子自由基的清除
作用

超氧阴离子自由基性质活泼，具有很强的氧化
性和还原性，既是氧化剂，又是还原剂，过量生成可
致组织损伤。由图１可以看出，柞蚕雌蛾提取液质
量浓度在８．０～１２８．０ｍｇ／ｍＬ时，对超氧阴离子自
由基的清除有较好的量效关系，且随质量浓度的增
加，清除率增加。１２８．０ｍｇ／ｍＬ的柞蚕雌蛾提取液
清除率达到９５．２４％。半数抑制质量浓度（ＩＣ５０）值

为２３．５２５　８ｍｇ／ｍＬ。

图１　柞蚕雌蛾提取液对超氧阴离子自由基的清除率

２．３　柞蚕雌蛾提取液对羟基自由基的清除作用
羟基自由基化学性质活泼，是毒性最大的自由

基，几乎与细胞内各类有机物反应，是造成组织脂质
过氧化、蛋白质解聚与聚合、多糖解聚的重要活性
氧，而羟基自由基清除率是反映抗氧化作用的重要
指标。由图２可以看出，柞蚕雌蛾提取液对羟基自
由基有较好的清除作用，且呈现量效关系，随柞蚕雌
蛾提取液质量浓度的增大，清除率上升。柞蚕雌蛾
提取液质量浓度大于３２．０ｍｇ／ｍＬ时，清除率明显
增加。ＩＣ５０值为２７．９９８　４ｍｇ／ｍＬ。

图２　柞蚕雌蛾提取液对羟基自由基的清除率

２．４　柞蚕雌蛾提取液对ＤＰＰＨ自由基的清除作用
由图３可以看出，柞蚕雌蛾提取液对 ＤＰＰＨ

自由基的清除有较好的量效关系，且随质量浓度
的增大，清除率也逐渐上升。当柞蚕雌蛾提取液
质量浓度为４．０ｍｇ／ｍＬ时，清除率达到８１．１３％；
大于４．０ｍｇ／ｍＬ时，其清除率增加缓慢。ＩＣ５０值
为０．６４８　９ｍｇ／ｍＬ。

图３　柞蚕雌蛾提取液对ＤＰＰＨ自由基的清除率
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２．５　柞蚕雌蛾提取液对ＡＢＴＳ自由基的清除作用

ＡＢＴＳ在适当的氧化剂作用下被氧化成绿色的

ＡＢＴＳ自由基，在抗氧化物存在时ＡＢＴＳ自由基的产
生会被抑制。由图４可以看出，柞蚕雌蛾提取液对

ＡＢＴＳ自由基的清除能力较强，呈现良好的量效关
系，随着柞蚕雌蛾提取液质量浓度增大，清除率明显
增加。９．０ｍｇ／ｍＬ的柞蚕雌蛾提取液，其清除率达

９２．６４％。ＩＣ５０值为６．７５５　７ｍｇ／ｍＬ。

图４　柞蚕雌蛾提取液对ＡＢＴＳ自由基的清除率

３　结论与讨论

本研究结果表明，柞蚕雌蛾体外具有抗氧化活
性，有较好的抗氧化能力，其抗氧化能力与提取液质
量浓度呈现良好的量效关系，抑制超氧阴离子自由
基、羟基自由基、ＤＰＰＨ 自由基和 ＡＢＴＳ自由基的

ＩＣ５０值分别为２３．５２５　８、２７．９９８　４、０．６４８　９、６．７５５　７
ｍｇ／ｍＬ。柞蚕雌蛾提取液中总黄酮和总酚酸含量分
别为２．３６ｍｇ／ｇ和２．４４ｍｇ／ｇ。前人［５，１３－１４］对雄蚕
蛾酒中黄酮和总酚进行测定分析，认为黄酮和总酚
是雄蚕蛾酒中起抗氧化、抗衰老和清除自由基作用
的主要物质，总黄酮含量为０．６６４　８ｍｇ／ｍＬ，总酚
含量为０．４３５　６ｍｇ／ｍＬ。另据报道［２－５，１５］，柞蚕雄蛾
和蚕蛹中还有雄性激素、蜕皮激素、保幼激素、脑激
素、维生素和抗氧化肽等抗氧化活性物质。因此，柞
蚕雌蛾提取液中除了黄酮和总酚以外，可能还含有
其他抗氧化活性成分，这些抗氧化活性成分可能具
有协同作用，但关于柞蚕雌蛾中起抗氧化作用的主
要物质，还有待进一步研究。
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