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现代医学研究表明，过多的自由基可造成心血管疾病、肿
瘤和衰老，由于抗氧化剂具清除自由基的作用，因此合理地使
用抗氧化剂可有效地预防和治疗某些疾病、延缓衰老[1]。合成
的抗氧化剂往往具有一定的毒副作用 [2]，因此，寻找高效、价
廉、低毒甚至无毒的天然抗氧化剂成为当前研究的热点之
一。1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）是一种稳定的长寿命
自由基，基于 DPPH 检测抗氧化成分的方法作为常用方法之
一，具有较好的稳定性、可操作性、灵敏性，被广泛用于自由基
清除能力的定量分析[3-4]。笔者以“1，1-二苯基-2-三硝基苯肼”

“中药抗氧化成分”“1，1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2，

2-diphenyl-1-（2，4，6-trinitrophenyl）hydrazyl”“Antioxidant in-

gredients”“Traditional Chinese medicine”等为关键词，组合检
索2000年1月－2016年3月在PubMed、Science Direct、中国知
网、维普、万方数据库中关于基于DPPH检测中药抗氧化成分
方法的相关文献。结果，共查阅到相关文献 249篇，其中有效
文献36篇。整理出DPPH-紫外分光光度法、DPPH-酶标仪法、

DPPH-薄层色谱法、DPPH-电化学法、DPPH-电子顺磁共振
（ESR）法、色谱技术联用、流动注射分析（FIA）法、高速逆流色
谱（HSCCC）法等 8种检测中药抗氧化成分的方法及其原理，

以为检测天然抗氧化剂提供理论基础。

1 基于DPPH检测中药抗氧化成分的方法及原理
1.1 DPPH-紫外分光光度法（漂白法）

DPPH是一种很稳定的以氮原子为中心的自由基，在 517

nm波长处有特征吸收。其醇溶液呈深紫色，加入受试物后，在
测定体系中DPPH自由基减少而引起吸光度值变化，通过吸光
度值的变化比例可计算被抗氧化剂有效清除的自由基的量。

由于该方法具有简单、灵敏、重现性好等优点，自20世纪50年
代发展以来，被广泛应用于抗氧化剂的检测，属于经典方法[5-10]。

具体步骤如下：（1）配制DPPH溶液，绘制DPPH工作曲线。（2）

配制不同浓度的样品溶液，使之与某一浓度的 DPPH 溶液混

合。（3）摇匀，反应一段时间（一般为30 min）后用溶剂作参比，

于517 nm波长处测定吸光度值。（4）计算自由基清除率（K）＝

[1－（Ai－Aj）/Ac]×100％（Ai为样品与 DPPH 混合后的吸光度

值；Aj为样品与溶剂混合后的吸光度值；Ac为DPPH与溶剂混

合后的吸光度值）。（5）DPPH 的原始质量浓度减少至 50％的

样品添加量即为半数抑制浓度（IC50），计算 IC50及自由基清除

能力（AE）＝1/IC50。根据AE的大小判断抗氧化剂清除自由基

能力的大小，AE越大，表明其清除自由基能力越强；反之则越

弱。（6）选取常用抗氧化剂，如2，6-二叔丁基-4-甲基苯酚（BHT）、

丁基羟基茴香醚（BHA）、维生素C、维生素E、儿茶素等，同法

处理，作为阳性对照试验。

1.2 DPPH-酶标仪法

酶标仪是对酶联免疫检测（ELISA）试验结果进行读取和

分析的专业仪器。酶联免疫反应是通过偶联在抗原或抗体上

的酶催化显色底物进行的，与DPPH的反应结果以颜色显示，

通过显色的深浅即吸光度值的大小就可以判断标本中待测抗

原或抗体的浓度。Yasmeen H等[11]利用酶标仪测定了茶树体

外抗氧化作用。葛飞等[12]应用此法对大豆豆渣不同极性提取

物的自由基清除活性进行了定量研究。与其他类型的DPPH

检测法相比，此法简便、快速、所需样品量小，尤其适合一些微

量物质，如天然提取或合成的单体测定[13]。

1.3 DPPH-薄层色谱法

DPPH 为稳定的自由基，能够强烈地吸收 517 nm 波长的

光而呈紫色，与自由基清除剂反应时，其孤电子被配对，此时

其吸收光发生蓝移而呈现黄色[14]。根据薄层板上黄色斑点颜

色的深浅，可对抗氧化活性成分清除自由基的活性进行定性

研究。Rana A 等 [15]应用此法定性检测了蓝花楹精制提取物

的抗氧化活性。

1.4 DPPH-电化学法

自由基清除剂的作用机制大多是基于其电化学性质，且

电化学法是一种具有多种表征功能、灵敏、简便的分析方法。

然而迄今为止，仅有少量文献报道了DPPH的电化学性质，而
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果：共查阅到相关文献249篇，其中有效文献36篇。整理出DPPH-紫外分光光度法、DPPH-酶标仪法、DPPH-薄层色谱法、DPPH-

电化学法、DPPH-电子顺磁共振（ESR）法、色谱技术联用法、流动注射分析法、高速逆流色谱法等8种筛选中药抗氧化成分的方法，

分别利用了DPPH在特定波长下吸光度变化比例、酶联免疫反应显色与吸光度值大小关系、薄层色谱显色、电化学性质、电子顺磁

共振技术、色谱技术、连续流动分析技术、液-液分配色谱技术。结论：基于DPPH筛选中药抗氧化成分方法众多。其中DPPH与新

型色谱技术联用法受到研究人员关注，成为了目前广泛应用的检测中药抗氧化成分的方法。

关键词 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼；中药；抗氧化成分；方法；原理；检测

··2718



中国药房 2016年第27卷第19期 China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 19

采用电化学方法研究天然产物清除 DPPH 的报道则更少。

Amatatongchai M等[16]采用碳纳米管修饰玻碳电极，建立了安

培检测DPPH自由基抗氧化能力的方法。熊双丽等[17]利用生

物传感器测定了BHA的抗氧化特性。庆伟霞等[18]首次利用循

环伏安法、差示脉冲伏安法对4种黄酮类化合物清除DPPH的

能力进行了考察，为检测高活性的天然抗自由基活性物质提

供了参考。该方法适用于药品、食品、生物制品及材料等的分

析检测。

1.5 DPPH-ESR法

DPPH自由基是相对稳定的自由基，但是其醇溶液易受光

照和温度等外界因素的影响，稳定性弱于抗氧化剂。此外，

DPPH与抗氧化剂的作用产物DPPH-H在 517 nm波长下的吸

收微弱，导致测定结果偏小。因此，用分光光度计法测定抗氧

化剂的抗氧化能力易受外界环境与反应产物的干扰。20世纪

80年代新发展的ESR法在检测上具有一定的专一性，能够有

效排除体系本身带来的误差，该方法在定性分析上具有明显

优势。滕道祥等 [19]采用 ESR 检测纯化前后的牛蒡多酚对

DPPH自由基的清除作用，结果表明随着牛蒡多酚质量浓度的

升高，DPPH自由基在ESR图谱中谱信号强度逐渐降低，是直

接检测、研究含有未成对电子的顺磁性物质的方法，但该法定

量检测重复性较差[20]。

1.6 色谱技术联用

传统的漂白法、ESR法以及电化学法在抗氧化活性检测

时，往往建立在分离纯化可得到较高纯度化合物的基础上。

分离纯化一方面增加了工作量，费时费力：另一方面，分离纯

化的过程容易造成微量组分的丢失，引起某些抗氧剂活性的

降低甚至丧失。正是因为这些原因，迫切需要发展在线检测
抗氧化活性成分的方法。目前，在线检测抗氧化活性成分的

方法主要分为柱后反应和柱前反应两类。柱后反应联用技术

包括高效液相色谱（HPLC）-DPPH在线检测法、HPLC-二极管

阵列检测器（DAD）-DPPH 偶联 HPLC-电喷雾电离（ESI-MS）

在线检测法、HPLC-DAD-DPPH偶联HPLC-固相萃取-核磁共

振（HPLC- SPE-NMR）在线检测法、毛细管电泳（CE）-DPPH在

线检测法等，现介绍如下。

1.6.1 HPLC-DPPH在线检测法 HPLC-DPPH在线检测法的

实验装置示意图见图 1。这种方法是利用色谱柱将复杂混合

物分离后直接与DPPH作用，在517 nm波长处检测，具有抗氧

化活性的化合物与 DPPH 单电子配对减弱其吸收，表现为倒

峰，倒峰的面积与清除作用的强度有关。此法快速、直观、准

确、简单易行、重现性好。王小淞等[21]应用此法对黄芩根、茎、

叶提取物进行了在线抗氧化活性的检测。

研究发现，当流动相 pH＝2.2时，DPPH吸收值明显降低；

当流动相 pH＝6.6时，DPPH甲醇溶液会出现浑浊的现象。本

装置在柱后反应的前端加入一定量的碳酸氢钠，以中和HPLC

流动相中加酸对DPPH溶液的影响，使HPLC分析植物提取物

时具有更广的范围；另外，清除剂直接作用于DPPH自由基，反

应时间为30 s时，清除作用即可完成，其抑制率随时间的延长

变化不大[22]。

1.6.2 HPLC-（DAD）-DPPH 偶联 HPLC-ESI-MS 在线检测法

HPLC-（DAD）-DPPH 偶联 HPLC-ESI-MS 在线检测法的试

验装置示意图见图 2。粗提物溶液进入HPLC 1系统，经色谱

柱对粗提物溶液中的各成分进行分离。柱后流出液通过分流

装置按一定比例分流成两路，一路进入高分辨率MS仪，实现

各成分的在线MS分析，得到分子质量、分子式等大量的成分

鉴定信息；另一路进入DAD，可直接实现各成分的紫外吸收检

测，能提供各成分的光谱吸收信息，生成化学成分特征指纹图

谱1；此外进入DAD的溶液还有一路可经DAD 1进入混合池，

HPLC 2系统将稳定的自由基溶液DPPH引入混合池中与流出

液中的天然产物成分混合，天然产物化学成分和自由基混合

物进入反应池（温度可控）发生反应，反应物进入紫外检测器，

采用自由基的特征吸收波长进行在线检测（抗氧化活性成分

流入即可形成负峰），最终可以得到负峰抗氧化特征指纹图谱

2。比对指纹图谱1和指纹图谱2中的各峰，即可筛选、鉴定出

粗提物中的抗氧化活性成分。王虹等[23]利用该方法对金银花

药材中抗氧化活性成分进行了筛选、鉴别。Nuengchamnong N

等[24]在对Orthosiphon grandiflorus水提物中的抗氧化活性物质

筛选时应用的方法与上述方法极为相似，只是少了混合池前

的DAD，并将单级MS改为多级MS。

1.6.3 HPLC-（DAD）-DPPH 偶联 HPLC-SPE-NMR 在线检测

法 HPLC-（DAD）-DPPH 偶联 HPLC-SPE-NMR 在线检测法

的实验装置示意图见图 3。混合样品经色谱柱分离后流经

DAD，产生化学成分特征指纹图谱 1。组分在流出DAD后被

分流成两路，一路先进入固相萃取小柱实现对组分的峰捕捉，

被捕捉的峰先用氮气吹干，然后用氘代乙腈洗脱进入NMR检

测仪，实现各成分的在线核磁分析，得到组分的结构信息；另

一路进入混合池与泵入的DPPH反应，然后反应产物进入紫外

检测器，采用自由基的特征吸收波长进行在线检测（抗氧化活

性成分流入即可形成负峰），最终得到负峰抗氧化特征指纹图

谱 2。比对指纹图谱 l和指纹图谱 2中的各峰，即可筛选、鉴定

出粗提物中的抗氧化活性成分。 Exarchou V等[25]利用该方法

实现了对一些药用植物甲醇提取物中抗氧化物质的快速筛选

和鉴别。Goulas V等[26]在此方法的基础上，在NMR检测仪的

后面接上了质谱仪，使得组分在行核磁扫描后直接进行质谱

扫描，极大地丰富了样品的结构信息。

图1 HPLC-DPPH在线检测法实验装置示意图
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1.6.4 CE-DPPH 在线检测法 Maruška A 等 [27]通过设计一系

列的接口，建立了CE-DPPH在线检测法的实验装置，详见图

4。依靠DPPH贮液池的流体静压力提供动力维持DPPH的流

速，使其与经过毛细管分离的样品组分在接口处混合、反应，

然后进入紫外检测器检测，具有抗氧化活性的组分会产生倒

峰。CE具有灵敏度高、分辨率高、速度快等优点，成为近年来

发展最迅速的分离分析方法之一。但是，CE还是一种尚处于

发展阶段的技术，理论研究和实际应用仍处于起步阶段，应用

的广泛性不及HPLC。近年来，应用此法进行抗氧化剂检测的

研究非常有限。

1.6.5 柱前反应联用技术 柱前反应联用技术与柱后反应联

用技术的主要区别在于前者是先将样品与DPPH反应后再进

行色谱分离、吸光度测定，后者是先将样品进行色谱分离后再

与DPPH反应后测定吸光度。罗永东等[28]利用DPPH-HPLC法

对金银花黄酮部位抗氧化效动学进行了研究。 Sun LQ等[29]利

用DPPH-HPLC法对某种蓝莓中的花青素类抗氧化剂进行了

检测。此外，有研究报道应用DPPH-HPLC-DAD-飞行时间质

谱（TOF/MS）法来快速检测金银花药材的抗氧化活性成分[30]。

由于柱前反应后需对反应体系进行离心、过滤等处理，其自动

化程度不如可进行在线检测的柱后反应法高，故应用远不及

柱后反应广泛。但 Li YJ等[31]通过研究发现，为检测 4种甘草

中天然抗氧化剂所建立的HPLC串联四极杆飞行时间质谱法

（DPPH-HPLC-Q-TOF-MS）（柱前反应法）比 HPLC-DPPH 法

（柱后反应法）有更高的灵敏度和分辨率。

1.7 FIA法

FIA法是1974年丹麦化学家 Ruzicka J和Hansen EH提出

的一种新型的连续流动分析技术。这种技术是将一定体积的

试样溶液注入到一个流动的、非空气间隔的试剂溶液（或水）

载流中，被注入的试样溶液流入反应盘管，形成一个区域，并

与载流中的试剂混合、反应，再进入到流通检测器进行测定分

析及记录。由于试样溶液在严格控制的条件下在试剂载流中

分散，因此，只要试样溶液注射方法在管道中存留时间、温度

和分散过程等条件相同，不要求反应达到平衡状态就可以按

照比较法，由标准溶液所绘制的工作曲线测定试样溶液中被

测物质的浓度。FIA法中最简单、较常用的是单道FIA法，其

实验装置见图5。Mrazek N等[32]用这种简单的单道FIA系统，

将样品溶液注入混有 DPPH 的载流中进行反应，通过反应池

后，在 520 nm波长处检测其吸光度的降低值，即倒峰的大小，

从而分析样品的抗氧化活性。 Magalhães LM等[33]也用类似的

方法进行了对抗氧化物质的快速检测研究。

1.8 HSCCC法

HSCCC是一种独特的不用固态载体的液-液分配色谱技

术，是一种能实现连续有效分离的实用分离制备技术。该方
法可采用多种多样的溶剂系统对任何极性范围的样品进行分
离，一般都有很高的回收率。由于其与一般的色谱分离方式
不同，可实现梯度洗脱和反相洗脱，亦可进行重复进样，因此
特别适用于制备性分离，制备的产品纯度高、制备量大，应用
前景十分广阔。将HSCCC法与DPPH-HPLC法结合，可以弥
补HPLC不能分离对某些结构相似化合物的不足。Zhang Y等[34]

在对 Selaginella sinensis中的抗氧化物进行研究时，先让样品
溶液与DPPH反应，处理后注入HPLC，各馏分再经HSCCC分
离，得到纯度更高的组分-DPPH结合物，便于进一步进行质谱
分析。Du QZ等[35]在对Mucuna sempervirens中的抗氧化物进
行研究时，则先利用HSCCC对样品进行预分离，收集多个馏
分，不同馏分的抗氧化活性通过DPPH-紫外分光光度法进行
检测，根据其抗氧化活性的大小，将这些馏分合并为7组，再分
别通过制备HPLC进行分离制备。

2 结语
DPPH检测法是检测天然植物提取物或化合物抗氧化活

性的重要方法，其主要利用抗氧化成分对DPPH自由基的清除
能力进行定量分析。上述 8种筛选中药抗氧化成分的方法分
别利用了DPPH在特定波长下吸光度变化比例、酶联免疫反应
显色与吸光度值大小关系、薄层色谱显色、电化学性质、电子
顺磁共振技术、色谱技术、连续流动分析技术、液-液分配色谱
技术。漂白法作为传统方法应用广泛，但受到DPPH浓度、反
应条件等多种因素影响[36]，且其与ESR法、电化学法均对中药
提取物纯度要求较高。随着现代技术的发展，与新型色谱技
术联用、FIA法、HSCCC法受到越来越多研究者的关注，为快
速筛选中药中的抗氧化活性成分提供了有力的支持。其中，

最受关注的与新型色谱联用技术，成为目前国内外应用广泛
的DPPH自由基测定方法。但这3种方法研究尚未完全成熟，

其中与新型色谱联用技术由于液相色谱分离部分与活性检测
部分的衔接转换困难，常用的液相色谱会造成整个体系压力
偏高[20]，因此需要对实验设施进行较大幅度改进才能实现，限
制了该方法大规模的推广应用，尚需进一步研究优化。
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