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摘 要：目的 建立注射用益气复脉（冻干）（YQFM）体外抗氧化活性测定方法，并对 30批样品体外抗氧化活性进行测

定。方法 一定浓度的YQFM溶液与等体积的DPPH溶液混合均匀并放置一定时间后，采用紫外可见分光光度法，测定其吸

收值相对于DPPH控制液（由DPPH溶液与等体积溶剂混合）的变化情况（DPPH自由基清除情况），考察波长为 517 nm，

并进行空白吸收考察、专属性考察、反应平衡时间的确定、DPPH线性考察、YQFM线性考察、精密度试验、重复性试验、

耐用性试验等方法学验证；以YQFM随行样品作为对照，以YQFM清除DPPH自由基的半数抑制浓度（IC50）和相对抗氧

化强度作为衡量其抗氧化活性的指标。结果 方法学验证结果表明，建立的体外抗氧化研究方法符合要求；30批YQFM样

品 IC50均值为4.07 mg/mL。结论 建立的方法适用于YQFM体外抗氧化活性测定，YQFM具有较强的抗氧化活性。
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Abstract: Objective To establish a method for the determination of antioxidant activity of Yiqi Fumai Lyophilized Injection

(YQFM) in vitro, and determine the antioxidant activity in vitro of 30 batches of samples. Methods After a certain concentration of

YQFM solution and equal volume of DPPH solution were evenly mixed and placed for a certain time, the change of absorption

value relative to DPPH control solution (mixed by DPPH solution and equal volume solvent) (DPPH free radical scavenging) was

determined by UV-VIS spectrophotometry. The wavelength was 517 nm, meanwhile, the blank absorption, specificity, reaction

equilibrium time, DPPH linearity, YQFM linearity, precision test, repeatability test and durability test were used to verify the

methodology; the IC50 and relative antioxidant strength of YQFM were used as the indexes to measure the antioxidant activity of

YQFM. Results The results of methodology validation showed that the established in vitro antioxidant research method met the

requirements. The mean IC50 of 30 samples was 4.07 mg/mL, which indicated that YQFM had strong antioxidant activity.

Conclusion The method was applicable to the determination of antioxidant activity of YQFM in vitro, YQFM has strong

antioxidant activity.

Key words: Yiqi Fumai Lyophilized Injection (YQFM); antioxidant activity; 50% inhibiting concentration (IC50); DPPH; relative

antioxidant intensity
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据陆瑶等［1-7］报道，氧自由基是引发心血管疾病

的关键因素之一，有效的抗氧化治疗对防治心血管

疾病具有广泛的应用前景。注射用益气复脉（冻

干）（YQFM）由红参、麦冬和五味子 3味主药组成，

具有益气复脉、养阴生津功效，临床上用于治疗冠

心病劳累型心绞痛及慢性心功能不全等心血管疾

病［8-9］。本研究通过对一定浓度的YQFM溶液与等

体积的DPPH溶液混合均匀并放置一定时间后，测

定其吸光度（A）值相对于DPPH控制液（由DPPH溶

液与等体积溶剂混合）的变化情况（DPPH自由基清

除情况），计算 YQFM 对 DPPH 自由基的半抑制浓

度（IC50），进而评价其体外抗氧化活性，以期为

YQFM在该类疾病的防治提供科学依据。

1 材料

1.1 主要仪器

Bio Tek Epoch全波长酶标仪（数字本草中药检

测有限公司，资产编号 TJ-01-902，波长范围 200～

999 nm）；DR5000 型紫外可见分光光度计（HACH

公司）；电子分析天平（美国 Mettler Toledo公司，型

号：XS105、ME 104/02）；超声波清洗器（昆山市超声

仪 器 有 限 公 司 ，型 号 KQ3200E）；超 纯 水

仪（Millipore 公司，型号 Milli-Q Advantage A10）；

Research plus手动移液器（艾本德（上海）国际贸易

有限公司，规格 0.020～0.100 mL、0.100～1.000 mL、

0.5～5 mL 和 1～10 mL 等 ）；96 孔 微 孔

板（Corning 公司，型号 3599，批号 04310015）；容

量瓶（德国 BLAU BRAND）；Vortex-Genie2 漩涡

混 合 器（ 美 国 Scientific Industries 公 司 ，型 号

Vortex-Genie2）。

1.2 试剂、试药和耗材

Ascrobic Acid（抗坏血酸Vc）（Sigma公司，批号

LRAA8956）；2，2-二苯基-1-（2，4，6-三硝基苯基）肼

基（DPPH）（Sigma 公司，批号 STBG8547）；无水乙

醇（天津市康科德科技有限公司，批号 190116）；

YQFM（天津天士力之骄药业有限公司，规格：每瓶

装 0.65 g，共计 30批）；YQFM随行对照（天津天士力

之骄药业有限公司，为多批次YQFM混合样品）；甘

露醇（北京凤礼精求商贸有限责任公司，批号

F838B）；葡甲胺（西安力邦制药有限公司，批号

151203B）；注射用麦冬提取物（天津天士力之骄药

业有限公司，批号 20181001）；注射用红参提取

物（ 天 津 天 士 力 之 骄 药 业 有 限 公 司 ，批 号

20181109）；注射用五味子提取物（天津天士力之骄

药业有限公司，批号20181201）。

2 方法

2.1 溶剂的选择

一般选择甲醇或乙醇作为DPPH的溶剂，综合

考虑 YQFM 处方组成（注射液麦冬提取物、注射液

红参提取物、注射用五味子提取物、甘露醇和葡甲

胺）和制备工艺、甲醇的毒性和设备检测原理，选择

以无水乙醇作为其稀释溶剂。

2.2 检测波长的确定

精密称取DPPH适量，加无水乙醇制成质量浓

度为 0.056 mg/mL的溶液，混合均匀。精密吸取上

述溶液和无水乙醇各 0.200 mL，加入 96微孔板的底

部，利用酶标仪在 190～900 nm波长范围内对其进

行扫描：0.056 mg/mL 的 DPPH 溶液在 230、325、

517 nm 处有较强吸收；而无水乙醇溶剂在 230 nm

处有强吸收，在 325 nm附近有较强，而 517 nm处吸

收与空白 96 微孔板接近；因此本研究选择 517 nm

作为考察波长。

2.3 不同空白吸收考察

分别精密吸取 3种空白溶液（超纯水、无水乙醇

和无水乙醇和超纯水等体积混合溶液）各0.200 mL，加入

96孔微孔板中，测定 3种溶剂和与空微孔在 517 nm

处 A值分别为 0.088、0.082、0.085和 0.085，3种溶剂

的A值接近，且与空微孔的A值接近。结果提示，3

种空白溶剂对 517 nm处吸收干扰相对较小，采用 3

种溶剂对样品进行处理对试验结果影响可忽略。

2.4 专属性考察（干扰试验）

依据 YQFM 处方配比，分别称取甘露醇、葡甲

胺、注射用麦冬提取物、注射用红参提取物、注射用

五味子提取物和YQFM适量，分别加超纯水适量分

别配制成质量浓度为 2.508 8、0.080 6、1.486 7、

0.327 0、0.144 6和 20.8 mg/mL的溶液，分别精密吸

取上述 6 种溶液，在 190～700 nm 波长范围内进行

扫描。上述 6 种溶液在 490～590 nm 处均无吸收

峰；在 517 nm处的A值（依次为：0.085、0.083、0.086、

0.083、0.082 和 0.087）与 96 孔微孔板的空微孔 A 值

接近，因此可认为过量的辅料、提取物和YQFM对A

值的影响可忽略。结果见图1。

2.5 反应平衡时间的确定

不同抗氧化剂与DPPH自由基的反应动力学不

同，反应达到平衡所需的时间也有所不同。因此有

必要考察 YQFM 与其反应平衡时间 ，分别于

5～35 min 进行考察。

精密称取DPPH适量，加无水乙醇配制成质量

浓度为 0.132 9 mg/mL 的 DPPH 溶液；精密称取
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YQFM适量，加超纯水配制成质量浓度为10.25 mg/mL

的 YQFM 溶液。分别精密吸取：（1）DPPH 溶液和

YQFM 溶液各 0.100 mL，混合均匀作为样品溶

液；（2）DPPH 溶液和无水乙醇各 0.100 mL，混合均

匀，作为控制溶液；（3）以超纯水 0.500 mL和无水乙

醇 0.500 mL的混合溶液作为空白溶液，室温下分别

按照表 1中时间测定其 517 nm处A值。由表 1数据

可知：样品溶液在 0～35 min内A值比较稳定，可认

为其在 5 min已达反应平衡；综合考虑样品处理时

间，后续试验反应时间建议在 25～35 min的时间范

围内。

2.6 DPPH线性考察

精密称取 DPPH 适量，加适量无水乙醇制成

DPPH储备溶液，分别吸取储备溶液适量，配制成 9

个质量浓度（0.079 7、0.070 9、0.062 0、0.053 2、

0.044 3、0.035 4、0.017 7、0.008 9、0.003 5 mg/mL）的

溶液。精密吸取 9 个 DPPH 溶液各 0.200 mL，加

入至 96 孔微孔板中 ，以无水乙醇作为空白溶

液，测定其 517 nm 处的 A 值。 DPPH 溶液浓度

在 0.003 5～0.079 7 mg/mL 范围内线性良好，其线

性方程为 y＝−9.920 03x2＋13.191 06x－0.012 95，

R²＝0.998 02。

2.7 YQFM线性考察

精 密 称 取 YQFM 适 量 ，加 超 纯 水 配 制 成

12.518 8、11.046 0、9.573 2、7.364 0、5.523 0、

3.682 0、1.472 8 mg/mL 8个质量浓度的溶液，精密吸取

8个溶液各0.500 mL，分别加入质量浓度0.141 8 mg/mL

的DPPH溶液 0.500 mL，混合均匀，室温下反应25～

35 min，作为样品溶液。以DPPH溶液0.500 mL和无水

乙醇 0.500 mL的混合溶液作为控制溶液，以超纯水

0.500 mL 和无水乙醇 0.500 mL 的混合溶液作为空

白溶液。精密吸取上述各溶液 0.200 mL，加入至 96

孔微孔板中，分别测定其 517 nm处的A 值。YQFM

反应溶液质量浓度在 1.472 8～12.518 8 mg/mL 线

性良好，其线性方程为 y＝−0.002 94x2＋0.111 28x－

0.107 74，R²＝0.991 02。
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图1 YQFM及其各组分UV-VIS扫描图

Fig.1 UV-VIS Scanning Chart of the formulations of YQFM and the compositions

表1 反应平衡时间检测结果

Table 1 Test results of reaction equilibrium time
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2.8 精密度试验

精密称取YQFM适量，加超纯水适量配成 6个

质量浓度（1.765 8、3.531 6、5.297 4、7.063 2、8.829

0、10.594 8 mg/mL）的溶液。精密吸取 6 个浓度的

溶液各 0.500 mL，分别加入质量浓度为 0.141 8

mg/mL的DPPH溶液 0.500 mL，混合均匀，室温下放

置 25～35 min，作为样品溶液。精密吸取 6个样品

溶液各 0.200 mL，加入至 96 孔微孔板中，测定其

517 nm处A值（重复测定 6次）。YQFM 6个浓度溶

液精密度试验结果均符合规定，RSD分别为 1.5%、

1.8%、1.7%、1.1%、0.7%、0.5%（RSD≤2%）。

2.9 重复性试验

精密称取YQFM适量，加超纯水适量配成 6个

质量浓度（10.596 0、8.830 0、7.064 0、5.298 0、3.532 0、

1.766 0 mg/mL）YQFM溶液各 6份。分别精密吸取

上述浓度的YQFM溶液各 0.500 mL，分别加入质量

浓度为 0.141 8 mg/mL的DPPH溶液 0.500 mL，混合

均匀，室温下放置25～35 min，作为样品溶液。以质

量浓度为 0.141 8 mg/mL的 DPPH溶液 0.500 mL和

无水乙醇 0.500 mL的混合溶液作为控制溶液，以超

纯水 0.500 mL和无水乙醇 0.500 mL的混合溶液作

为空白溶液。精密吸取上述样品溶液各0.200 mL，加入

至 96孔微孔板中，测定其 517 nm处A值。分别计算

各浓度样品的A值变化量，以每组样品的浓度-A值

变化量进行趋势拟合，分别计算其 IC50，并对其进行

对比分析。由表 2数据可知，6组样品的 IC50均值为

7.47 mg/mL，RSD 为 0.6%，重 复 性 符 合 规

定（RSD≤2%）。

2.10 耐用性试验

精密称取 YQFM 适量，加超纯水适量，配制成

表 3中所列质量浓度的溶液。精密吸取 15个质量

浓度的YQFM溶液各 0.500 mL，分别加入质量浓度

为 0.141 8 mg/mL的DPPH溶液各 0.500 mL，混合均

匀，室温下反应25～35 min，作为样品溶液。以超纯

水 0.500 mL和 0.500 mL的无水乙醇混合溶液作为

空白溶液，以质量浓度为 0.141 8 mg/mL的DPPH溶

液 0.500 mL和 0.500 mL的无水乙醇混合溶液作为

控制溶液。

精密吸取上述样品溶液、空白溶液和控制溶液

各 0.200 mL，加入至 96 孔微孔板中，室温下放置

25～35 min，分别测定其 517 nm 处的 A 值。由表 3

中数据可知：高质量浓度下得到的 IC50比中、低质量

浓度下的 IC50 浓度高，其可能与高质量浓度下

YQFM溶液与DPPH溶液反应完全程度不如中、低

质量浓度有关；当以 15个质量浓度数据进行拟合后

得到的 IC50为 6.21 mg/mL，与中、低质量浓度得到的

IC50结果较为接近，因此建议采用较为宽的浓度范

围对样品进行测定，以更加准确的反应其对 DPPH

自由基的清除。

2.11 关于趋势线拟合

通过对不同质量浓度的 DPPH 溶液的浓度-A

值、不同质量浓度的YQFM随行对照溶液浓度与其

和DPPH溶液反应后A值变化量进行 5种趋势拟合

结果见表 4。一次函数（线性）拟合、二次函数（多项

式）拟合结果优于其他 3种拟合方式。通过对多批

次样品的测定数据拟合后发现，二次函数（多项式）

拟合结果优于一次函数（线性）的拟合结果，因此后

续样品测定数据采用二次函数（多项式）趋势拟合。

2.12 样品检测

选取 2016～2019 年 30 批的 YQFM，分别测定

了 其 IC50 并 与 随 行 对 照 的 IC50 进 行 比 较 ，相

关 结 果 见 表 5 和 图 2 。 YQFM 的 IC50 均 值 为

4.07 mg/mL（3.34～5.20 mg/mL），其相对抗氧化强

度为113%（87%～135%）。

表2 趋势拟合和 IC50计算结果

Table 2 Trend Fitting and IC50 Calculations

样品名称

组1

组2

组3

组4

组5

组6

SD

均值

RSD

方程式

y＝ 0.001x2＋0.052 4x＋0.050 1，R²＝ 0.993 4

y＝ 0.001 1x2＋0.051 1x＋0.056 9，R²＝ 0.994 1

y＝ 0.001 3x2＋0.047 3x＋0.0704，R²＝ 0.994 8

y＝ 0.001 4x2＋0.046 5x＋0.0762，R²＝ 0.994 9

y＝ 0.001 1x2＋0.050 6x＋0.0622，R²＝ 0.994 1

y＝ 0.001 1x2＋0.052 2x＋0.0573，R²＝ 0.993 9

—

—

—

IC50/（mg·mL−1）

7.51

7.47

7.53

7.45

7.45

7.40

0.047 1

7.47

0.6%
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3 讨论

YQFM由红参、麦冬和五味子 3味主药组成，据

张馨妍等［10-18］报道，红参中的主要成分皂苷类和多

糖类具有一定的抗氧化性；据赵荣华等［19-26］报道，麦

冬中的主要成分多糖类和皂苷类具有一定的抗氧

化性；据邱明阳等［27-35］报道，五味子中的主要成分木

脂素类和酚酸类物质具有一定的抗氧化性。通过

对 2016～2018 年 55 批 YQFM 的进行检测分析：其

所测成分中总糖、总酸、总皂苷、总无机物含量分别

为 80.81%、4.13%、2.39%和 2.73%，所测成分占总固

体量的 90.07%；已结构明确的 4种糖、5种有机酸、5

种皂苷、五味子醇甲、钠元素、5-羟甲基糠醛和水分

的 含 量 分 别 为 66.22%、1.84%、0.79%、0.04%、

1.12%、0.03%和 0.8%，结构明确成分占总固体量的

70.84%；其中 4种单体糖、5种皂苷和五味子醇甲等

成分在指纹图谱中体现达到 94.66%。由此可知，

YQFM体外抗氧化活性与其物质基础密切相关。

蒋慧等［36-38］研究表明，自由基对组织细胞的损

伤，是引起多种疾病和诱发老化的重要因素。而抗

氧化剂可以清除体内多余的自由基，避免机体损

伤［39-40］。朱丹妮等［41］采用HPLC-ABTS-DAD已经证

实 YQFM 中的大极性物质和部分木质素具有体外

抗氧化的作用。本研究采用快速、经济、高效、操作

简单、适合大样本量检测的DPPH自由基清除法，对

YQFM 以及其随行对照的抗氧化能力进行测定。

通过对 YQFM 溶液浓度和 A 值变化量的趋势拟合

可知，二者关系趋势更趋向于二次函数（多项式）拟

合，这可能与 YQFM 中抗氧化成分为非单一有关，

或与其相应抗氧化成分与 DDPH 自由基相互竞争

性结合程度有关。

鉴于DPPH自由基清除率随自由基清除剂溶液

浓度的增加而增加，不利于对多批次样品的抗氧化

活性进行评价，因此本研究以 IC50和相对抗氧化强

度作为评价指标。结果表明，30批YQFM的 IC50均

值为 4.07 mg/mL（范围为 3.34～5.20 mg/mL）。相对

抗氧化强度为均值 113%（87%～135%），30 批样品

的抗氧化强度均值略高于 YQFM 随行对照。

YQFM 能够清除 DDPH 自由基，抗氧化活性较强，

可对具有抗氧化活性的化学成分进行更深入的研

究，以期为 YQFM 在心血管疾病的防治提供科学

依据。
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图2 YQFM半抑制浓度和相对抗氧化强度图

Fig. 2 IC50 and relative antioxidant intensity of YQFM
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