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摘要： 研究了桦褐孔菌总黄酮（TFIO）的体内外抗氧化功效。 采用 DPPH·自由基体系，脂肪氧合
酶体系评价 TFIO 的自由基清除能力与脂肪氧合酶活力抑制作用； 用分光光度法测定 TFIO 对
H2O2诱导小鼠氧化溶血的抑制作用；并用丙二醛（MDA）及活性氧（ROS）试剂盒测定 TFIO 体内
外作用对小鼠肝组织 MDA及 ROS含量的影响。体外实验发现：4.00 mg/mL TFIO 对 DPPH·清除
率达 76.77%，对脂肪氧合酶活抑制率达 81.73%，对 H2O2诱导的小鼠红细胞（RBC）溶血抑制率
为 83.33%，对小鼠体外肝匀浆 MDA 生成的抑制率分别为 36.73%（非诱导组）、20.34%（Fe2+诱导
组）与 48.59%（H2O2诱导组），并使体外肝匀浆抗活性单位极显著增加至 50.75 U/mL（P＜0.01）；
体内实验表明：当腹腔注射 0.5、2.0 mg/mL TFIO（0.04 mL/（g·d），11 d）后，小鼠肝组织 MDA 值降
低达到极显著水平（P＜0.01），MDA生成抑制率分别达到 48.52%与 58.52%。可见，TFIO在体内外
均具有较强的抗氧化活性。
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Abstract： To investigate the antioxidant effects in vitro and in vivo of Inonotus obliquus total
flavonoids （TFIO），the radical scavenging capacity of TFIO and its inhibiting effect on lipoxidase
activity were evaluated by the DPPH·model and the lipoxidase system，respectively.Meanwhile，the
inhibitory action on hemolysis of mice RBC （red blood cell） by H2O2-induced was detected by
spectrophotometry method，the effects in vitro and in vivo of TFIO on the formation of MDA
（malondialdehyde） and ROS （reactive oxygen species） in mice liver were detected by the reagent
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桦 褐 孔 菌 （Inonotus obliquus（Pers. Fr.） Aoshi）
是生长在俄罗斯、中国吉林长白山以及日本北海道

等寒冷地区白桦树上的一种特殊真菌，民间广泛用

于防治消化道疾病和肿瘤、心血管疾病和糖尿病等
[1]，具有很强药用价值。 因此，其化学成分与药理活

性 [2]等两大方面的研究引起国内外研究者的关注。
其中，其抗氧化活性、自由基清除活性与抗氧化活

性成分的研究见文献[3-10]，儿茶酚 [4]、多糖 [6]、多酚

类[7-9]等相继被证实为其抗氧化活性成分，而所含的

黄酮量也被证明与抗氧化活性大小密切相关 [10]。 作

者 系 统 地 对 桦 褐 孔 菌 总 黄 酮 （Total flavonoids of
Inonotus obliquus，以下简称 TFIO）的体内外抗氧化

活性进行报道，以期为桦褐孔菌总黄酮作为抗氧化

物质应用于食品、药品、保健品等领域提供科学依

据。

1.1 材料

桦褐孔菌菌丝：购于河北省科学院微生物研究

所；SPF 级健康雄性小鼠：体重（19±1.0） g，由厦门大

学 动 物 实 验 中 心 提 供 ， 许 可 证 号 为 SCXK-（闽 ）
2008-0001。
1.2 仪器与试剂

主要仪器：UV-1100 型紫外可见分光光度计；
3K-30 高速冷冻离心机；SPX-250B-Z 型生化培养

箱；美的 KJ23B-DE 微波炉。 主要试剂：1，1-二苯基

苦基苯肼 DPPH·（sigma 公 司）；活 性 氧（ROS）试 剂

盒，丙二醛（MDA）试剂盒：均购自南京建成生物工

程研究所，批号 20101021；其余试剂均为国产分析

纯。

1.3 桦褐孔菌菌丝体的液体培养

将保存菌种接种到母种培养基 （马铃薯 200.0
g/L，葡 萄 糖 20.0 g/L，琼 脂 20.0 g/L，加 水 至 1 000
mL） 置于 28.5 ℃恒温培养箱中斜面培养 7～9 d，活

化后备用。 接种大小一致活性好的桦褐孔菌活化菌

种于装有 100 mL PDA 培养基（去皮马铃薯 200.0 g/
L，煮沸 30 min 后去渣，加入葡萄糖 20.0 g/L，加无

菌水至加水至 1 000 mL） 的锥形瓶中 28 ℃恒温培

养，定期观察，收集长成的菌丝体，蒸馏水洗净，60
℃烘箱鼓风烘干，随后研钵捣碎成 60 目粉末，备用。
1.4 桦褐孔菌菌丝体总黄酮（TFIO）的提取与样液

配制

分批次将桦褐孔菌菌丝体粉末以 40 倍原料按

质量体积的 70％乙醇混合，在微波功率 352 W 条件

下，微波间断处理累积 150 s，过滤，滤液合并，减压

浓缩，浓缩液参照元晓梅 [11]等方法进行含量测定与

聚酰胺层析洗脱分离，洗脱液经减压浓缩、冻干即

得桦褐孔菌菌丝体粗黄酮，以去离子水为溶媒配制

成 质 量 浓 度 分 别 为 0.05、0.50、2.00、4.00 mg/mL 的

粗黄酮测试样液。
1.5 TFIO 的体内外抗氧化活性

1.5.1 DPPH·自由基清除能力的测定 参照李云

峰[12]等的方法。 准确称取 7.9 mg DPPH·，用无水乙

醇溶解并定容于 100 mL 棕色容量瓶中。 分别取 2
mL DPPH·溶液及 2 mL 不同浓度的 TFIO 样液于具

塞比色管中，充分混合，静置 40 min 后在 517 nm 处

测其吸光度，并按下式计算自由基清除率：
D/%=[1－（Ai－Aj）/A0]×100，

式中，A0 为 2 mL 无水乙醇加 2 mL DPPH·溶液的吸

光度；Ai 为2 mL 待测液与 2 mL DPPH·溶液反应后

材料与方法1

kits.The results showed that in vitro，4.00 mg/mL TFIO showed 76.77% scavenging rate on DPPH·
radical，81.73% inhibiting rate on lipoxygenase，83.33% inhibitory rate on mice RBC hemolysis by
H2O2 -induced，36.73% （non -induced），20.34% （Fe2 +-induced） and 48.59% （H2O2 -induced）
inhibiting rates on MDA formation in mice liver homogenate，respectively，it also significantly
increased the anti-ROS unit of mice liver homogenate to 50.75 U/mL （P＜0.01，vs control group）.In
vivo，the MDA value reduced significantly （P<0.01，vs control group） and inhibiting rates of MDA
formation reached 48.52% and 58.52% in mice liver after they were continuously treated by intra-
peritoneal injected with 0.5 and 2.0 mg/mL TFIO （0.04 mL/（g·d），11 d），respectively. Therefore，it
can be clearly seen that TFIO have strong antioxidant effect in vitro and in vivo.
Keywords： Inonotus obliquus， total flavonoids（TFIO）， free radical， antioxidant activity
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的 吸 光 度；Aj 为 2 mL 待 测 液 加 2 mL 乙 醇 的 吸 光

度。
1.5.2 TFIO 对脂肪氧合酶（LOX）的影响 参照荣

建华等 [13]的方法，取 40 g 大豆浸泡于 100 mL 磷酸

缓 冲 液 （0.01 mol/L，pH 7.0）中 ，7 h 后 破 碎 ，取 10
mL 溶 液 溶 于 100 mL 磷 酸 缓 冲 液 ，再 浸 泡 1 h，
4 000 r/min 离心 15 min， 上清液即为酶液。 取 0.2
mL 酶液与 0.05 mL 不同浓度的 TFIO 样液混合，25
℃下保温 4 min， 加入 0.8 mL 底物 （含亚油酸 1.32×
10-3 mL/L，0.5 mL/L 吐温-20 的 0.2 mL/L pH 9.0 硼

酸缓冲液），混匀后再保温 4 min，然后加 2 mL 无水

乙醇终止反应， 再加入 1.95 mL 蒸馏水混匀， 测定

A234。 对照组以 0.05 mL 0.01 mol/L pH 7.0 的磷酸缓

冲液代替样液。 规定反应体系每分钟增加 1 个单位

吸光度为一个酶活性单位，按下式计算：
酶活（U/（min·g））=（A234×200×10）/（0.2×4）=

2 500×A234

酶活抑制率（%）= （A0－A1）/A0×100
其中，A0 为无样液时的酶活力，A1 为加样液时

的酶活力。
1.5.3 TFIO 对 H2O2诱导红细胞氧化溶血抑制的测
定 参照王关林等[14]、刁鹏飞等[15]的方法。 小鼠摘眼

球取血， 加入 10%柠檬酸制成抗凝血， 以 4 000 r/
min 离心 5 min，分离红细胞，红细胞用冰生理盐水

洗 3 次，制成 0.5%的红细胞悬浮液。 分别取 1.0 mL
0.5%的红细胞悬浮液，加入 0.5 mL 50 mmol/L H2O2

诱导红细胞氧化溶血，后加入 0.5 mL 不同浓度的样

液为试样组，以蒸馏水代替样液作为对照组；正常

组不加试样也不加 H2O2， 用蒸馏水补足体系体积。
各组混匀后，于 37 ℃温育 60 min，3 000 r/min 离心

10 min，取上清液，用生理盐水稀释 5 倍，测 A415。 按

下式计算：
溶血率 H（%）=Ai/A0×100，

抑制率 P（%）=（A0－Ai）/（A0－Aj）×100，
其中，A0 为 H2O2 诱导对照组吸光度；Ai 为试样组吸

光度；Aj 为正常组吸光度。
1.5.4 TFIO 对小鼠体外肝匀浆抗活性氧能力与
MDA 生成的影响 参照严奉伟等 [16]的方法，小鼠颈

椎脱臼致死并迅速分离肝脏，经冰生理盐水洗去污

血后用滤纸吸干， 称取 0.3 g 肝组织加入生理盐水

（生理盐水体积为组织块质量的 9 倍），制成 10％的

肝匀浆，3 000 r/min 离心 15 min， 取上清液，－20 ℃

保存备用。 用活性氧（ROS）试剂盒测定肝匀浆的抗

活性氧单位；MDA 测定试剂盒测定加入 TFIO 后正

常 （无诱导） 、Fe2SO4 与 H2O2 诱导小鼠肝匀浆中的

MDA 值，并计算 MDA 生成抑制率。 肝匀浆蛋白质

含量用 Lowry 法测定，以牛血清白蛋白为标准。
1.5.5 TFIO 对小鼠体内肝组织抗活性氧单位与
MDA 生成的影响 SPF 级雄性小鼠 30 只， 随机分

成实验组和对照组，每组 10 只。 实验组分别腹腔注

射 0.50 与 2.0 mg/mL TFIO（0.04 mL/（g·d）），对照组

注射等体积生理盐水。 连续给药 11 d 后，分别制备

10%小鼠肝匀浆，以生理盐水稀释 20 倍后，活性氧

（ROS）试剂盒测定肝组织的抗活性氧单位，MDA 测

定试剂盒测定肝组织 MDA 值。
以上实验数据用平均值±标准偏差（x±s）表示，

试 验 重 复 次 数 用 n=3 或 n=10 表 示 ， 采 用 SPSS
Statistics V17.软件进行 t 检验与 LSD 法两两比较。

2.1 TFIO 的提取率

经聚酰胺吸附-硝酸铝显色法[11]测得 TFIO 的提

取率约为 48.49 mg/g。
2.2 TFIO 对 DPPH·自由基的清除能力 DPPH·
是一种非常稳定、可以长时间保存的自由基，常被

用来作为抗氧化性测试试剂。 实验测得 DPPH·清除

率随 TFIO 剂量的增加而增加， 见表 1。 当剂量为

0.05 mg/mL 时清除率达 50%以上，4.00 mg/mL 时清

除率可达 76.77%，可见，TFIO 对 DPPH·具有较强的

清除作用，表现出较强的自由基清除能力。
表 1 TFIO 对 DPPH·自由基的清除能力

Tab.1 Scavenging activities of TFIO on DPPH·radical

2.3 TFIO 对脂肪氧合酶活力的抑制作用

脂肪氧合酶 LOX 是一种含非血红素铁的蛋白

质，在生物体内专一催化含顺，顺-1，4-戊二烯的不

饱和脂肪酸及酯的加氧反应，广泛存在于生物体的

氧化过程中，LOX 催化多不饱和脂肪酸的氧化，产

生氢过氧化物和游离自由基，这些脂质氢过氧化物

TFIO 的提取率2

质量浓度/（mg/mL） 清除率/%

0.05 51.52±0.23

0.50 66.67±0.45

2.00 72.73±1.02

4.00 76.77±1.12
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和自由基进一步毒害细胞膜系统导致了细胞膜功

能的丧失和细胞的降解死亡[17]。因此，抑制脂肪氧合

酶的活力能减少脂质氢过氧化物和自由基的产生

从而保护细胞膜系统。 由图 1 可知，在施测质量浓

度 0.05～4.00 mg/mL 范 围 内 ，TFIO 对 脂 肪 氧 合 酶

（Lox） 活力均具有明显的抑制作用，0.05 mg/mL 浓

度时， 脂肪氧合酶活抑制率达 50.17%，4.00 mg/mL
时抑制率高达 81.73%。

图 1 TFIO 对脂肪氧合酶活力的抑制作用

Fig.1 Inhibiting effects of TFIO on lipoxidase activity

2.4 TFIO 对 H2O2 诱导的小鼠红细胞（RBC）溶血

的影响

H2O2 是机体中一种重要的活性氧， 可与血中

Fe2+反应产生羟基自由基引发氧化作用， 导致红细

胞膜受氧化而损伤，使之产生溶血。 TFIO 对 H2O2 诱

导的小鼠红细胞（RBC）溶血的影响见表 2。 由表 2
可知， 在试验剂量 0.5～4.00 mg/mL 范围内，TFIO 极

显 著 地 抑 制 H2O2 诱 导 小 鼠 红 细 胞 氧 化 溶 血 （P＜
0.01）， 剂量-效应关系明显，4.00 mg/mL 剂量时对

H2O2 诱导小鼠 RBC 溶血抑制率高达 83.33%。
表 2 TFIO 对 H2O2 诱导的体外小鼠红细胞溶血的影响

Tab.2 Effects of TFIO on hemolysis of mice RBC by
H2O2-induced

注 ： 以 H2O2 诱 导 小 鼠 红 细 胞 溶 血 率 为 100% （A415nm

0.028±0.003）；*：P＜0.05，**：P＜0.01

2.5 TFIO 对 小 鼠 体 外 肝 匀 浆 抗 活 性 氧 能 力 与

MDA 生成的影响

羟基自由基 OH·是生物体内危害最大、活性最

强的自由基，它可以通过电子转移、加成以及脱氢

等方式与生物体内的多种分子作用， 造成糖类、氨

基酸、蛋白质、核酸和脂类等物质的氧化性损伤，使

细胞坏死或突变，OH·还与衰老、肿瘤、辐射损伤和

细胞吞噬等有关。 因此，羟自由基清除率是反映测

试样抗氧化作用的重要指标 [18]。 作者采用活性氧

（ROS）试剂盒法测定羟自由基抑制能力，规定每毫

升样液在 37 ℃下反应 1 min，使反应体系中 H2O2 浓

度降低 1 mmol/L 为一个抑制羟自由基能力单位，并

定义为一个抗活性氧单位（Anti-ROS unit），实验结

果 见 表 3。 低 剂 量 质 量 浓 度 （0.05、0.5 mg/mL）的

TFIO 对小鼠体外肝匀浆羟基自由基的生成抑制作

用与无添加 TFIO 的对照组差别不显著 （P＞0.05），
但当剂量增加 至 2.00 mg/mL 与 4.00 mg/mL 时，肝

匀浆的抗活性氧单位与对照组的差异分别达到显

著差异（P＜0.05）与极显著水平（P＜0.01）。 可见，在体

外肝匀浆体系中， 较高质量浓度的 TFIO 可增强肝

匀浆的抗活性氧单位，抑制羟自由基的生成。
表 3 TFIO 对小鼠体外肝匀浆活性氧的清除效果

Tab.3 Scavenging effects of TFIO on ROS in vitro in
mice liver

由于肝匀浆在温育条件下可以自发，也可以诱

发（添加自由基诱导剂 Fe2+或 H2O2）发生氧化反应产

生氧自由基，进而引发脂质过氧化反应，并产生终

产物 MDA[19]，因此，测试 MDA 的量可反映出样品对

肝组织脂质过氧化的影响程度，并间接反映出对肝

组织的保护效应。 体外肝匀浆实验见表 4。 TFIO 对

小 鼠 体 外 肝 匀 浆 自 发 性 以 及 Fe2+、H2O2 诱 导 MDA
生成均具有显著的抑制作用（P<0.05），在试验剂量

4.0 mg/mL 时， 抑制率分别达到 36.73%、20.34%与

48.59%。总体上，TFIO 对 H2O2 诱导组的抗氧化作用

强 于 Fe2+诱 导 组， 原 因 可 能 是 Fe2+诱 导 的 自 由 基

（OH·）氧化性强于 H2O2 诱导组诱导的自由基（单线

态氧）；而 H2O2 诱导组强于无诱导组的原因是 H2O2

组产生的活性氧多于无诱导组（（5.31±0.22）＞（3.43±
0.12）），为 TFIO 提供了更多的可抑制活性氧，使之

更能表现抑制活性氧作用 [16]。 因而，TFIO 在某一体

系中清除活性氧存在着最佳浓度范围，H2O2 组效果

剂量/（mg/mL） A415nm 溶血率/% 抑制率/%

0.50 0.022±0.002** 55.56 44.44
2.00 0.016±0.005** 33.33 66.67
4.00 0.013±0.006** 16.67 83.33

剂量/（mg/mL） 抗活性氧单位/（U/mL）

0 42.18±1.64

0.05 40.16±1.09

0.50 41.58±1.42

2.00 47.24±2.28*

4.00 50.75±1.18**
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表 4 TFIO 对小鼠体外肝匀浆 MDA 生成的影响

Tab.4 Effects of TFIO on MDA formation in vitro in mice liver homogenate

剂量/（mg/mL）
无诱导温育组 Fe2+诱导温育组 3% H2O2 诱导温育组

MDA/（nmol/mg） MDA 生成

抑制率/% MDA/（nmol/mg） MDA 生成

抑制率/% MDA/（nmol/mg） MDA 生成

抑制率/%

CK 3.43±0.12 - 13.96±0.25 - 5.31±0.22 -

0.50 3.13±0.03* 8.74 13.00±0.11** 6.88 3.52±0.11** 33.70

2.00 2.67±0.16** 22.16 12.22±0.10** 12.46 2.79±0.17** 47.46

4.00 2.17±0.21** 36.73 11.12±0.14 ** 20.34 2.73±0.08** 48.59

剂量/（mg/mL） 抗活性氧单位/
（U/mL） MDA/（nmol/mg）

CK 350.16±5.15 2.70±0.86

0.50 352.23±6.99 1.39±1.02**（48.52%）

2.00 357.42±12.74 1.12±0.56**（58.52%）

结 语3

最好，说明该施测浓度范围在这一体系中更接近于 最佳的效应浓度范围。

2.6 腹腔注射 TFIO 对小鼠肝组织抗活性氧能力

及 MDA 生成的影响

与对照组相比（见表 5），经连续 11 d 腹腔注射

剂量为 0.5、2.0 mg/mL TFIO 后，各实验组小鼠肝组

织的 MDA 值均极显著下降 （P＜0.01），MDA 生成抑

制率分别为 48.52%与 58.52%。 从 MDA 值看，腹腔

注射 TFIO 明显抑制了脂质过氧化产物的产生；但

从抗活性氧单位看，处理组的抗活性氧单位与对照

组相比，没有显著差异（P＞0.05），似乎TFIO 的抗氧

化效果不大。 分析二者产生差异的原因，可能是由

于机体维持正常的新陈代谢必须保持适度的自由

基水平 [20]，而本试验所选用的小鼠为健康的且正处

青年期，其体内自由基的产生与清除还处于平衡状

态，故抗活性氧单位没有太大差别。
表 5 腹 腔 注 射 TFIO 后 对 小 鼠 体 内 肝 组 织 活 性 氧 清 除 及

MDA 生成的影响

Tab.5 Effects of TFIO on ROS scavenging and MDA
formation in mice liver after being intra-peritoneal
injected

生理情况下，机体吸入氧的 98%通过一次接受

4 个电子与 H+结合还原成水， 另有 2%的氧通过单

价还原成高能态不稳定的活性氧———氧自由基 [21]。
自由基在机体不断产生的同时，又可被相应的防御

机制所清除，二者形成一种动态平衡[22]，但由于某些

生理或病理原因导致自由基增多或防御体系出现

故障时， 自由基的产生与清除的动态平衡被破坏，
过剩的自由基一方面直接造成生物大分子的损伤，
另一方面诱导不饱和脂肪酸的脂质过氧化连锁反

应产生大量的脂质过氧化物（LPO）而损害细胞膜和

其他生物大分子， 并改变细胞器的生物学特征，引

起 细 胞 的 衰 老，造 成 机 体 损 伤，诱 发 炎 症、免 疫 失

调、恶性肿瘤等多种疾病[23]。黄酮类化合物是具有酚

羟基的一类还原性化合物 [24]，酚羟基可与自由基反

应生成较稳定的半醒式自由基，从而终止自由基链

式反应。 因而，黄酮类化合物被视为一种高效的、无

毒、安全的天然自由基清除剂[25]。
桦褐孔菌具有较高质量分数的总黄酮，以微波

法提取， 得率约为 48.49 mg/g。 体外抗氧化实验发

现，低剂量 0.05 mg/mL TFIO 对 DPPH·自由基清除

率与脂肪氧合酶活抑制率均超过 50%； 当以 4.00
mg/mL 剂量施测时，DPPH·清除率达 76.77%， 脂肪

氧合酶活抑制率达 81.73%， 对 H2O2 诱导小鼠红细

胞溶血抑制率高达 83.33%，对小鼠体外肝匀浆自发

性以及 Fe2+、H2O2 诱导 MDA 生成的抑制率分别达

到 36.73%、20.34%与 48.59%，并可显著增强体外肝

匀浆的抗活氧单位以抑制羟自由基的生成。 体内实

验进一步发现， 当腹腔注射剂量为 0.5、2.0 mg/mL
TFIO 后， 小鼠肝组织的 MDA 值极显著下降，MDA
生成抑制率分别达到 48.52%与 58.52%，说明 TFIO
在体内环境中同样具有较强的抑制脂质过氧化能

力；但是，注射 TFIO 后体内肝组织的抗活性氧单位

变化不大，可能是在健康的正常的无诱发的生理条

件下，即便外源自由基可大幅度清除自由基，但健

康小鼠仍会反馈调控以保持有适量的自由基，从而
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