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摘要：抗氧化活性是中药的重要药效之一，化学发光法（CL）是有力的评价手段，具有灵敏度高、线性

范围宽、重现性好等优点。本文对近10年来化学发光法在中药抗氧化活性评价中的应用进行了综述，涉

及多种中药材和中成药，包括直接测定和流动注射法（FIA）测定自由基清除率，与毛细管色谱（CE）

和高效液相色谱（HPLC）联用筛选抗氧化活性成分，并辅以质谱鉴定结构。最后，展望化学发光法在中

药质量评价中的应用前景。
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Abstract:   Antioxidant activity is one of the important pharmaceutical effects of traditional Chinese medicine 
(TCM). Chemiluminescence (CL) is a better evaluation method with high sensitivity, wide linear range and 
good reproducibility. In this paper, the application of CL in the evaluation of antioxidant activity of TCM in 
recent 10 years was reviewed, involving a variety of Chinese medicinal materials and Chinese patent mecdicines. 
Direct assay and flow injection analysis (FIA) were used to determine free radical scavenging rate. Capillary 
electrophoresis (CE) was combined with high performance liquid chromatography (HPLC) to screen antioxidant 
active ingredients. The structure was identified by mass spectrometry. Finally, application of CL in the quality 
evaluation of TCM was prospected.
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·研究进展·

人体的许多疾病与机体的氧化损伤有关。因

此，寻找具有抗氧化活性的化合物、清除体内的自

由基显得尤为重要，而中药的抗氧化成分以其低

毒、高效、价廉的优势成为近年来的研究热点。化

学发光（Chemiluminescence, CL）反应是指反应体

系中的物质吸收了反应释放的化学能，电子从基态

跃迁至激发态，再以光辐射的形式释放能量回到基

态的过程。化学发光分析法是通过分析化学发光反
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应中辐射光强度大小来确定反应体系中某种物质

浓度的方法。目前，常用于中药抗氧化成分的分

析方法除化学发光法外，还有二苯代苦味肼基自

由基（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH）法、

氧化自由基吸收能力（Oxygen Radical Absorbance 

Capacity, ORAC）法和铁离子还原/抗氧化能力

（Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP）法等。

它们都是利用待测物与某类自由基反应，通过测定

反应后剩余的自由基或产物来评价待测物的抗氧化

性。DPPH法、ORAC法和FRAP法通过紫外-可见

分光光度计或荧光分光光度计直接测定DPPH、荧

光素钠和Fe2+-三吡啶三嗪发光，操作快速简便，

但是，具有较强的光吸收特性或荧光（淬灭）特性

的物质会干扰测定结果。化学发光法不需要外界提

供能量，可避免背景光和杂散光的干扰，具有灵敏

度高、线性范围宽、无光散射的干扰、重现性好、

仪器简单和分析速度快等优点，近年来，广泛用于

中药抗氧化活性的评价，但是，全面、系统的论述

尚未见报道。本文对2008-2017年采用化学发光法

测定中药抗氧化活性的文献进行综述，以期为相关

研究提供参考。

1   常见化学发光体系和原理
生物体内自由基主要有活性氧（Reac t i ve 

Oxygen Species，ROS）、半醌类自由基、氮自由

基、碳自由基、硫自由基等，其中活性氧在生理活

动中发挥着最重要的作用。广义的活性氧泛指含氧

的反应活性高的化合物，狭义的活性氧主要是指4

种高反应性的氧分子，即超氧阴离子（O2
－·）、

羟基自由基（OH·）、过氧化氢（H2O2）和单线

态氧（1O2）。凡是能抑制各种化学发光体系产生

自由基的药物都可以抑制体系的化学发光，测量体

系的发光强度改变就可间接地了解药物的抗氧化功

效。常用的化学发光试剂有鲁米诺、吖啶酯、过氧

化草酸酯、荧光素等，中药抗氧化活性测定中以鲁

米诺应用最广。鲁米诺（5-氨基-2,3-二氢-1,4-二

杂氮萘二酮）属于酰肼类有机化合物，结构简单、

容易合成、水溶性好、无毒、不污染环境，是最常

用的化学发光试剂之一。在碱性条件下可以被多种

氧化剂氧化成激发态的3-氨基邻苯二甲酸盐，在

回到基态时发出蓝光。常用的氧化剂有过氧化氢、

铁氰化钾、高锰酸钾等。某些酶类催化剂可以提高

氧化反应速率，如辣根过氧化物酶、过氧化氢酶、

黄嘌呤氧化酶、细胞色素C、血红蛋白等。Fe3+、

Cu2+、Co2+等过渡金属离子则可以极大提高化学发

光反应强度。常见的几种鲁米诺发光体系的原理

如下。

1.1   过氧化氢-鲁米诺体系

鲁米诺-过氧化氢化学发光反应是应用最为广

泛的鲁米诺体系。Cu2+、Cr3+、Ni2+、Co2+和Fe2+等

过渡金属离子对鲁米诺-过氧化氢化学发光反应有

很好的催化作用，这一特点使得该化学发光反应

获得广泛的应用。20世纪70年代，Burdo T G等[1]就

提出了金属离子与鲁米诺-过氧化氢化学发光反应

的机理。Mn+先与HO2
-配位，生成的配合物再与鲁

米诺发生氧化反应，Mn+失去一个电子变成Mn+l，鲁

米诺则被氧化成鲁米诺游离基。随后，鲁米诺游

离基进一步被H2O2氧化成氨基邻苯二甲酸根离子产

生化学发光。NaCl也会增强鲁米诺-过氧化氢化学

发光反应强度，CL-在氧化剂作用下可以产生CL2或

者是新生态氯，氧化性提高，可能增强化学发光

强度，类似的Br-增强化学发光效果更好。Li A等[2]

研究发现表面活性剂十二烷基苯磺酸钠（Sodium 

Dodecyl Benzene Sulfonate，SDBS）对鲁米诺-过氧

化氢化学发光强度有增强作用，发光体依然是激

发态的鲁米诺氧化产物，表面活性剂并没有参与

反应。

1.2   邻苯三酚-鲁米诺体系

邻苯三酚在碱性条件下不稳定，自氧化产生

O2
－·，O2

－·与鲁米诺反应使之氧化，产生一个

电子激发态的中间体，回到基态时发光。

1.3   铁氰化钾-鲁米诺体系

Shevlin P B等[3]对鲁米诺和铁氰化钾的反应机

理进行了详细的研究，提出鲁米诺与铁氰化钾的氧

化还原反应为单电子氧化过程，鲁米诺阴离子被铁

氰化钾氧化后生产中间态的鲁米诺自由基，中间态

的阴离子自由基进一步被溶解氧氧化产生激发态的

氨基邻苯二甲酸离子，在返回基态时产生化学发

光。若没有溶解氧的参与，发生无发光反应。在铁

氰化钾的存在下，亚铁氰化钾可以降低鲁米诺化

学发光强度，因此，在实验过程中常会选择合适浓

度的亚铁氰化钾来降低背景信号。Na F等[4]发现当

鲁米诺和铁氰化钾反应结束后，加入Ni2+、Mg2+、

Cd2+或Zn2+可以重新发生化学发光反应，也就是二

次发光。
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1.4   黄嘌呤/次黄嘌呤-黄嘌呤氧化酶-鲁米诺体系

黄嘌呤氧化酶在有氧条件下，催化底物黄

嘌呤或次黄嘌呤发生氧化反应生成尿酸，并生成

O2
－·等自由基。这些自由基进一步与化学发光剂

鲁米诺反应，使后者激发，在返回基态时产生化学

发光。

1.5   过氧亚硝基-鲁米诺体系

过氧亚硝基（Peroxynitrite，ONOO-）是生物

体内有一氧化氮（NO）和超氧阴离子（O2
－·）快

速结合生成的一种生物活性分子，具有强氧化性

和硝化性质。鲁米诺可被过氧亚硝基氧化而处于

电子激发态，当其由激发态回到基态时就辐射出

蓝色光。

2   化学发光法在中药抗氧化活性测定中的
应用
2.1   简单化学发光反应测定中药抗氧化活性

最简单的化学发光法应用是将发光试剂和待

测物直接混合进行化学反应，通过记录发光强度的

变化值，评价待测物的抗氧化活性。中药的抗氧化

作用一般表现为对发光强度的抑制能力，检测到的

化学发光信号越弱，表明待测样品的抗氧化能力

越强，通常以清除率或半抑制浓度（Half Maximal 

Inhibitory Concentration，IC50）来表征。

清除率（%）=[（阴性对照光强-样品光强）/（阴

性对照光强-空白背景值）]×100%。以待测样品

的浓度为横坐标，相应清除率为纵坐标，绘制浓

度-清除率曲线图，当清除率为50%时样品的浓度

为IC50。

俞培忠 [5]采用邻苯三酚-鲁米诺体系测定红

景天苷及其苷元酪醇O2
－·的清除率。试管中先

后加入碳酸盐缓冲液（Carbonate Buffer Solution，

CBS）（0.1 Mm，pH 10.3）300 μL，鲁米诺溶液

（1.0 Mm）100 μL，样品溶液50 μL，邻苯三酚

溶液（1 mmol·L-1）50 μL，振荡6 s后测得酪醇

清除率略高于红景天苷，说明红景天苷的抗氧化

活性与苷元有关。舒希凯[6]分别采用邻苯三酚-鲁

米诺、过氧化氢-鲁米诺、Fe2+-过氧化氢-鲁米诺

体系考察了3种干燥方法处理的芍药花50%醇提物

对O2
－·、H2O2、OH·的清除率。以抗坏血酸为阳

性对照，依次加入鲁米诺溶液4 mL、样品0.5 mL、

氧化溶液0.2～0.4 mL，光电倍增管高压800 V，记

录200～400 s内的发光积分强度，计算IC50。结果

IC50阴干＜烘干＜冻干，与总酚和总黄酮含量呈正

相关。Benchennouf A等[7]采用Co2+-过氧化氢-鲁米

诺体系测定枸杞不同部位（样品经正己烷脱脂，

二氯甲烷和甲醇提取，提取液经液液萃取分为甲

醇、乙酸乙酯和正丁醇部位）OH·的清除率。样

品池中加入含有CoCl2（2 mg·mL-1）和EDTA（10 

mg·mL-1）的鲁米诺溶液（0.56 mM）100 μL，硼

酸缓冲液控制pH 9，加入提取物溶液，混合15 s，

再加入H2O2（5.4 mM）25 μL开始反应。结果显示

乙酸乙酯部位的抗氧化活性最强。Lee J C等[8]采用

过氧化氢-鲁米诺体系揭示了雪莲醇提物的抗氧化

活性。鲁米诺溶液（磷酸盐缓冲液调pH值至7.4）

0.1 mL和样品溶液0.2 mL混合120 s后加入H2O2溶

液0.1 mL，记录300 s内的累积发光强度。雷利芳[9]

使用微孔板式生物化学发光仪测定覆盆子水提物

对3种自由基的清除能力。将样品稀释后加于微孔

中，再将氧化剂和鲁米诺分别引入分析系统，振板

混匀使之快速反应，记录发光信号。对3种体系的

条件进行优化，当pH值为9.2，鲁米诺、H2O2浓度

分别为4×10-5 mol·L-1和0.48%时，清除H2O2能力最

强；鲁米诺、邻苯三酚、NaOH浓度分别为1×10-4、

2.5×10-4、6.0×10-3 mol·L-1时，清除O2
－·的能

力最强；鲁米诺、CuSO4、H2O2浓度分别为5×10-6

mol·L-1、7×10-8 mol·L-1、0.24 %时，清除

OH·的能力最强。结果显示覆盆子水提物对这3种

自由基均有明显的抑制作用。岳鹏飞等[10]采用基于

中性粒细胞呼吸爆发效应抑制作用的生物化学发

光检测技术评价复方丹参滴丸体外释放行为。大

鼠中性粒细胞与刺激物（phorbol-12-myristate-13-

acetate，PMA）接触，激活还原型烟酞胺腺嘌呤二

核苷酸磷酸氧化酶（Reduced Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide Phosphate，NADPH）产生大量活性氧

自由基，即呼吸爆发。氧自由基被鲁米诺捕获产生

化学发光，如在反应体系中加入能够抑制呼吸爆

发的药物，则化学发光强度减弱。将多形核中性

粒细胞（PMN）与鲁米诺置于37 ℃发光池中孵育

10～12 min，监测其自发光过程（5 s计数一次），

以辅料为空白，加入不同时间点的复方丹参滴丸溶

出液，继续测定5 min，再加入PMA刺激剂，继续

测定15～20 min。药物对PMN细胞呼吸爆发效应抑

制能力以刺激后发光值与PMN自发光稳定值的差值

表征。进一步绘制体外抑制中性粒细胞呼吸爆发
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效应（I%）-药物释放时间（T）的释放动力学曲

线。复方丹参滴丸10 min即达到抑制中性粒细胞呼

吸爆发效应的峰值，基本释放完全，结果与基于指

标成分的化学分析方法获得的释放曲线一致。

2.2   流动/顺序注射化学发光分析法测定中药抗氧

化活性

大多数化学发光非常微弱，且反应速度很

快，手工操作重现性差，采用流动注射（FI）进样

可提高测定的重现性，不需要达到化学平衡的状态

下就能进行操作，实现自动连续分析。在流动注射

分析（Flow Injection Analysis，FIA）的基础上，又

发展了顺序注射（Sequential Injection，SI），多通

道选择阀分别与检测器、样品、试剂等通道相连，

试剂与试样由于径向扩散和轴向对流作用混合一定

时间后推至检测器。与传统的流动注射分析相比，

顺序注射可以用同一装置完成不同项目的分析而无

需改变流路设置[11]。

李玉亮[12]分别采用黄嘌呤-黄嘌呤氧化酶-鲁

米诺和Co2+-过氧化氢-鲁米诺体系比较了川芎水、

醇提物对O2
－·和OH·的清除率。将鲁米诺、催化

剂[黄嘌呤氧化酶或Co（Ⅱ）-EDTA]和样品溶液混

合后振荡，再加入氧化剂（黄嘌呤或过氧化氢），

记录60 s内化学发光动力学曲线，计算IC50。结果

表明水提物抗氧化活性优于醇提物。Fan H等[13-14]

采用Co2+-过氧化氢-鲁米诺体系发现黑风藤和破布

叶的茎干中的抗氧化成分分别为kanakugiol和表儿

茶酸。Co2+、鲁米诺和H2O2溶液浓度为7.12×10-4

m o l · L - 1、 2 . 2 8 × 1 0 - 4 m o l · L - 1和 0 . 8 × 1 0 - 3 

mol·L-1，CBS控制pH值为9.0。刘彩虹等[15-16]研究

金钱草提取物（75%乙醇提取石油醚萃取）和款

冬花多糖的抗氧化性能。以维生素C（Vitamin C，

VC）为阳性对照，分别采用邻苯三酚-鲁米诺、亚

铁氰化钾-过氧化氢-鲁米诺、过氧化氢-鲁米诺体

系测定清除O2
－·、OH·、H2O2的能力。仪器条

件：延迟时间20 s，测量时间15 s，增益1，采样速

度20次·s-1，用NaHCO3-Na2CO3缓冲液控制pH 10

左右。泵速和负高压对发光强度和稳定性影响显

著，经优化，3个发光体系主副泵的泵速分别为40

和40 r·min-1，40和30 r·min-1，30和20 r·min-1；

3个体系的负高压分别为600、400、500 V。结果显

示金钱草提取物和款冬花多糖均具有一定的抗氧

化性能，前者对3种自由基的清除能力依次为H2O2

＞OH·＞O2
－·，后者对3种自由基的清除能力依

次为OH·＞H2O2＞O2
－·。贾巧[17]以VC为阳性对

照，分别采用硫酸亚铁-过氧化氢-鲁米诺和鲁米

诺-邻苯三酚体系测定桑白皮多糖和黄酮及8种丹

参制剂对OH·和O2
－·的清除率。先将催化剂、氧

化剂和样品溶液混合，再经六通阀引入鲁米诺，

该混合模式能有效消除背景干扰。优化后实验条

件如下：鲁米诺和邻苯三酚浓度分别为0.025、0.12 

mmol·L-1，H2O2和邻苯三酚浓度分别为0.048%、

0.04 mmol·L-1， Fe2+浓度为0.02 mmol·L-1，缓

冲液pH 10.5，主副泵同步转速40 r·min-1，负高

压780 V。结果桑白皮多糖的清除能力小于VC，

桑白皮黄酮的清除能力大于VC。心脑康胶囊清除

OH·能力最强，脑心通胶囊最弱。复方丹参滴丸

清除O2
－·能力最强，脑心通胶囊最弱。柏桦[18]

采用类似方法，分别采用过氧化氢-鲁米诺和黄

嘌呤-黄嘌呤氧化酶-鲁米诺体系考察了11种中药

（川芎、当归、丹参、黄精、黄芪、红景天、山

药、生地、太子参、五味子和玉米须）70%乙醇提

取物对OH·和O2
－·的清除率。川芎、丹参、红

景天和玉麦须醇提物清除OH能力较强，黄精和生

地的清除OH能力则相对较弱。川芎、丹参、太子

参和玉麦须醇提物表现出较强的清除O2
－·能力，

而黄精和生地对O2
－·的清除能力相对较弱。董顺

福等[19]采用邻苯三酚-鲁米诺发光体系对丹参、黄

芪和人参的总黄酮提取液的抗氧化活性进行了比

较，结果总黄酮抗氧化活性顺序为丹参＞黄芪＞人

参。史妮[20]采用过氧化氢-鲁米诺发光体系证明了

蜜炙可增强黄芪的抗氧化活性。赵芳等[21]采用邻苯

三酚-盐酸肾上腺素发光体系，评价杭白菊、马齿

苋、槲皮素和芦丁对O2
－·自由基的清除率，结果

芦丁清除作用大于槲皮素，杭白菊清除作用大于

马齿苋。Yao H[22]使用酶标仪创建了基于1,1-二苯

基-2-三硝基苯肼-鲁米诺和过氧化氢-鲁米诺体系

的中药抗氧化活性组分高通量筛选平台。以黄芩

苷为阳性对照，考察了11种药材（黄芩、射干、枳

实、忍冬藤、红花、蒲黄、罗布麻叶、金银花、葛

根、枳壳、菊花）总黄酮苷的抗氧化活性。注射泵

1将氧化剂100 μL加入预先加入了10 μL待测物的

96孔板中，振摇10 s后静置5 min；注射泵2将鲁米

诺溶液加入到各个96孔板孔中。每注射1孔，仪器

自动将板孔移动到光纤检测探头下检测化学发光强
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度（检测时间为0.1 s）。经优化，H2O2和1,1-二苯

基-2-三硝基苯肼浓度分别为0.1 %和1.0×10-5 M，

鲁米诺浓度为1.0×10-4 M时，发光最强。除忍冬藤

外，其余药材的总黄酮均对1,1-二苯基-2-三硝基

苯肼有清除作用，清除率由大到小依次为黄芩＞菊

花＞葛根＞金银花＞罗布麻叶＞红花＞射干＞蒲黄

＞枳壳＞枳实＞忍冬藤；当浓度为1000 μg·mL-1

时，黄芩、红花、罗布麻叶、金银花和菊花H2O2清

除率超过90%，黄芩＞罗布麻叶＞金银花＞菊花＞

蒲黄＞红花＞枳壳＞葛根＞射干＞枳实＞忍冬藤。

该方法灵敏度高、线性范围宽、基质干扰小、试剂

消耗少、操作简便，可实现大批量样本的快速筛

选。姚宏[23]采用相同方法发现血塞通注射液及其所

含12个人参皂苷（R1、Rg1、Re、Rg2、Rh1、Rc、

Rb1、Rb2、Rb3、Rd、20(S)-Rg3和20(R)-Rg3）均具

有一定的直接抗氧化和清除自由基活性，与浓度

呈一定程度的负相关，尤其是低浓度的Rbl和Rb2，

清除自由基活性强于血塞通注射液及其它皂苷成

分，与H9C2心肌细胞过氧化氢损伤模型筛选结果

一致。戚雯欣[24]测定了七种中药（黄芪、甘草、绞

股蓝、当归、何首乌、五味子和银杏叶）在Co2+-

过氧化氢-鲁米诺体系中OH·的清除率。首先吸入

样品-Co（Ⅱ）/EDTA（1.0×10-4 mol·L-1）混合

溶液，而后吸入H2O2溶液（5.0×10-3 mol·L-1），

最后吸入鲁米诺溶液（3.0×10-4 mol·L-1）。区

带体积为50 μL，流速为70 μL·s-1。结果显示

五味子、何首乌和绞股蓝对OH·清除率达90%以

上，银杏叶的滤渣与滤液OH·清除能力没有明显

差别。作者还提出了碱性条件下采用硫代硫酸钠-

鲁米诺体系测定O2
－·清除率的新方法，结果显示

甘草和当归对O2
－·自由基清除率达90%以上，甘

草、当归和银杏叶的滤渣与滤液相比，对O2
－·清

除能力没有明显减弱。

2.3   高效液相色谱化学发光联用法（HPLC-CL）

测定中药抗氧化活性

中药为多组分复杂体，传统方法对化学成分

逐一分离、鉴定并评价抗氧化性，步骤繁琐、费

时。将化学发光检测器与HPLC等技术联用，样品

经分离后进入T型管与氧化剂和发光剂反应，记录

发光信号，可以将高效分离手段与高灵敏的检测技

术相结合，使复杂组分经过色谱柱逐一分离，进行

抗氧化活性的测定和评价。在此基础上，再辅以液

质（HPLC-MS）鉴定，可进一步明确抗氧化成分

的结构。

Yi L I等[25]采用过氧化氢-鲁米诺体系研究冠

心宁注射液中15种酚酸的抗氧化活性。样品经

XB-C18色谱柱分离，甲醇-0.8%甲酸洗脱，鲁米诺

和H2O2溶液浓度分别为2.5×10-4 mol·L-1和5.0×

10-2 mol·L-1，蠕动泵流速45 r·min-1，流通池用

碳酸盐缓冲液控制pH 10.0。15种酚酸自由基清除

能力依次为咖啡酸＞1,3-二咖啡酰奎宁酸＞绿原

酸＞3-O-咖啡酰奎宁酸＞阿魏酸＞迷迭香酸＞异

缬草酸C＞原儿茶醛＞丹酚酸A＞异缬草酸A＞丹

酚酸B；丹参素＞迷迭香酸；4-O-咖啡酰奎宁酸

＞1,3-二咖啡酰奎宁酸＞绿原酸＞3-O-咖啡酰奎

宁酸。丹参素、原儿茶醛和迷迭香酸是冠心宁注

射液的主要抗氧化成分。Sun S等[26]采用相同体系

筛选喘可治注射液中的抗氧化活性成分。样品经

Kromasil C18色谱柱分离，乙腈-水梯度洗脱。结

果 (+)-cycloolivil抗氧化活性最强，(-)-olivil-4'-

O-glucopyranoside次之，柔藿苷、宝藿苷V、淫羊

藿苷A无抗氧化活性。Wang R[27]、Wu L[28]、Sun 

S[29]、Xie G Y等[30]采用HPLC-DAD-CL技术，辅以

HPLC-MS鉴定，筛选中药抗氧化成分。结果黄芩

中抗氧化成分按清除率由高到低分别为黄芩苷、

黄芩素、去甲汉黄芩素-7-O-葡萄糖酸、5,7,2',5'-

四羟基-8,6'-二甲氧基黄酮、去甲汉黄芩素、白杨

素-6-C-阿拉伯糖-8-葡萄糖、5,7,3,2',6'-五羟基黄

烷酮、5,7,3,2',6'-四羟基黄酮[27]；单药味自由基清

除率低于生脉散总提取物，说明生脉散的抗氧化活

性可能源于煎煮过程药物相互作用，其主要抗氧化

活性成分为含酚羟基的联苯环辛二烯型木脂素[28]；

咖啡酸酯和双环氧型木脂素糖苷是野木瓜的主要

抗氧化成分[29]；射干的3种原植物（射干、鸢尾和

白射干）中含有的鸢尾甲黄素异黄酮苷及其异构

体具有较强的自由基清除活性[30]。ChangYX[31-32]采

用过氧化氢-鲁米诺和邻苯三酚-鲁米诺体系建立

了丹参注射液的活性指纹图谱。样品经Extend C18

色谱柱分离，0.1%磷酸-乙腈梯度洗脱。自由基清

除活性强的色谱峰经HPLC-MS鉴定为3,4-二羟基

苯基乳酸、原儿茶酸、原儿茶醛、咖啡酸、迷迭

香酸、紫草酸、丹酚酸B、丹酚酸A、丹酚酸C和

丹酚酸H。DingXP[33]等采用HPLC-DAD-CL法筛选

银杏叶提取物的抗氧化成分。样品经LiChrospher 
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C18色谱柱分离，0.1%磷酸-乙腈梯度洗脱，蠕动

泵控制流速1.1 mL·min-1。过氧化氢-鲁米诺体

系中鲁米诺和H2O2溶液的浓度分别为9.1×10-6和

8.82×10-4 mol·L-1，CBS控制pH 10。邻苯三酚-鲁

米诺体系中鲁米诺和邻苯三酚溶液的浓度分别为

5.4×10-5和1.53×10-5 mol·L-1，CBS控制pH 11。

结果15个峰显示出清除自由基的能力，进一步采

用HPLC-MS[34]指认出12个黄酮类成分，分别为

3-O-[2-O,6-O-二（α-L-鼠李糖基）-β-D-葡

萄糖苷]槲皮素、3-O-[2-O,6-O-二（α-L-鼠李糖

基）-β-D-葡萄糖苷]山柰酚、3-O-[2-O,6-O-二

（α-L-鼠李糖基）-β-D-葡萄糖苷]异鼠李素、

3-O-[6-O-（α-L-鼠李糖基）-β-D-葡萄糖基]

槲皮素、3-O-[6-O-（α-L-鼠李糖基）-β-D-

葡萄糖基]-3'-甲氧基杨梅素、3-O-（β-D-葡萄

糖基）槲皮素、3-O-[2-O-（β-D-葡萄糖基）-

α-L-鼠李糖基]槲皮素、3-O-[6-O-（α-L-鼠

李糖基）-β-D-葡萄糖基]山柰酚、3-O-[6-O-

（α-L-鼠李糖基）-β-D-葡萄糖基]异鼠李素、

3-O-[2-O-（β-D-葡萄糖基）-α-L-鼠李糖基]

山奈酚、3-O- [2-O-（6-O-对羟基-反式-肉桂酰

基）-β-葡萄糖基）-α-L-鼠李糖基]槲皮素和

3-O- [2-O-（6-O-对羟基-反式-肉桂酰基）-β-

葡萄糖基）-α-L-鼠李糖基]山柰酚。作者采用相

同方法研究虎杖[35]、淫羊藿[36]、山楂叶[37]、葛根和

粉葛[38]的谱效关系，指认出虎杖的抗氧化成分为儿

茶素、白藜芦醇苷、黄烷醇五倍子酸酯、云杉新

苷、白藜芦醇、决明萘乙酮-8-O-葡萄糖苷、大黄

素-8-O-葡萄糖苷、大黄素甲醚、大黄素。4个基

源的淫羊藿中含邻羟基的酚酸和黄酮苷具有抑制化

学发光的作用；山楂叶中可确定结构的抗氧化成分

为绿原酸、表儿茶素、芦丁、金丝桃苷、牡荆素

400-O-葡萄糖苷、牡荆素200-O-鼠李糖苷和槲皮

素3-O-β-D-葡萄糖苷。3'-羟基葛根素、染料木

素8-C-糖苷-木糖苷、葛根素、6'-O-木糖基葛根

素、芹糖葛根素苷和大豆黄素是区分葛根和粉葛

的主要活性成分。朱卉等[39]采用类似方法鉴定出消

癌平注射液中3-咖啡酰奎尼酸、5-咖啡酰奎尼酸

和4-咖啡酰奎尼酸3个成分清除H2O2和O2
－·的能

力较强。王莹等[40]考察玄参中具有ONOO-清除活性

的成分。样品经Alltima C18色谱柱分离，0.1%磷酸-

乙腈梯度洗脱，蠕动泵流速1.2 mL·min-1。过氧亚

硝酸盐和鲁米诺溶液浓度为2.4×10-4和5.41×10-6

mol·L-1，碳酸钠缓冲液控制pH 9.16。经质谱确

证，抗氧化成分为去咖啡酰洋丁香酚苷、洋丁香

酚苷、6-O-阿魏酰基哈帕苷、顺式洋丁香酚苷

和安格洛苷C。Qi J等[41]采用相同方法鉴定出金银

花中的5种ONOO-清除剂（新绿原酸、绿原酸、

3,4- O-二咖啡酰奎尼酸、3,5-O-二咖啡酰奎尼酸

和4,5-O-二咖啡酰奎尼酸）。Chen HF等[42]分别采

用过氧化氢-鲁米诺、邻苯三酚-鲁米诺和过氧亚

硝酸盐-鲁米诺体系研究制何首乌的抗氧化成分。

样品经Venusil MP C18色谱柱分离，0.1%磷酸-乙腈

梯度洗脱，蠕动泵流速1.1 mL·min-1。H2O2和鲁

米诺浓度为8.8×10-7和9.0×10-6 mol·L-1，CBS控

制pH 10.0。邻苯三酚和鲁米诺浓度为1.51×10-5和

5.4×10-5 mol·L-1，CBS控制pH 11.0。过氧亚硝酸

盐和鲁米诺浓度为4.97×10-4和9.0×10-6 mol·L-1，

CBS控制pH 9.0。经HPLC-MS分析，没食子酸、

原儿茶酸、儿茶素、表儿茶素、2,3,5,4'-四羟基

芪-2-O-（6"-O-a-D-吡喃葡萄糖基）-糖基吡喃

葡萄糖苷、顺式-2,3,5,4'-四羟基芪-2-O-5,4'葡

萄糖苷、反式-2,3,5,4'-四羟基芪-2-O-5,4'葡萄

糖苷、2,3,5,4'-四羟基芪-2-O-,4'-（2"-没食子

酰）-葡萄糖苷、决明萘乙酮-8-O-葡糖苷、大黄

素-8-O-黄-D-葡萄糖苷、大黄素甲醚-8-O-大黄

D-葡萄糖苷、大黄素和4个未知成分具有自由基清

除作用。

2.4   毛细管电泳化学发光联用法（CE-CL）测定

中药抗氧化活性

毛细管电泳是一类以毛细管为分离通道、以

高压直流电场为驱动力的液相分离技术，将其与化

学发光检测器联用，具有分析速度快、试剂用量

少、仪器简单等优点。将分离毛细管末端插入内径

稍大的反应毛细管中，另在反应毛细管上钻一小孔

插入引流毛细管，发光试剂采用重力引流方式通过

引流管引入，分析物、发光试剂在分离毛细管出口

处相遇，进行化学发光反应。但是，由于受到电泳

液流与发光液流相互干扰、信噪比不高等影响；目

前，CE-CL联用技术的应用较少。

庞媛 [43]采用次氯酸钠-过氧化氢-鲁米诺和

Cu2+-过氧化氢-鲁米诺体系研究麻黄、苦参、黄

连、黄柏和贝母中生物碱的抗氧化活性。CE缓冲

介质为硼酸盐，pH 9.60，分离电压15 kV。鲁米
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诺的浓度3.0 mmol·L-1，H2O2浓度15 mmol·L-1，

NaClO浓度0.05 mmol·L-1，引流位差25 cm；鲁米

诺浓度2.5 mmol·L-1，H2O2浓度10 mmol·L-1，Cu2+

浓度0.5 mmol·L-1，引流位差5 cm。结果显示苦参

含有的抗氧化组分最多且氧化活性也最强，其余依

次是黄柏、麻黄、黄连和贝母。作者[44]还建立了黄

芪抗氧化活性生物指纹图谱。测得黄芪甲苷等6个

色谱峰对OH·具有清除作用。张静[45]采用类似方

法筛选得到灯盏细辛注射液含有野黄芩苷等4个抗

氧化组分。

3   结语与展望
化学发光法应用于中药分析，具有灵敏度

高、线性范围宽、操作简便的特点。可以直接测定

样品对各种氧自由基的清除率，引入流动/顺序注

射装置可实现高通量筛选，与HPLC或CE等分离方

法联用，可同时对多个化学成分的抗氧化活性进

行评价，建立生物活性谱，探索谱效关系，结合

HPLC-MS技术，还可对抗氧化成分的结构加以确

证。展望未来，尝试将化学发光检测与更多的色谱

方法联用，可对中药抗氧化成分进行更为快速、准

确地筛选和分析；将抗氧化活性评价与药理学、药

代动力学研究相结合，可为中药药效的综合评价提

供有利手段。
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