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用清除有机 自由基 DPPH法评价竹叶提取物抗氧化能力 
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摘 要 通过对 1，1-二苯基苦基苯肼(DPPH)溶液吸收光谱 、DPPH溶液反应体系的研究，得出以下结论， 

分光光度法测定 DPPH溶液反应体系的测定波长为 518．4 nrn，反应体系为 4．00 mL 257．7 mg·L 的DP— 

PH溶液中加 1 mL不同浓度的抗氧化剂，反应体系加入抗氧化剂后反应时间为 40 min；用上述方法研究评 

价合成抗氧化剂叔丁基对苯二酚(TBHQ)和 2，6-~--叔丁基对甲酚(BHT)对 DPPH自由基清除率和浓度的关 

系，以IC5o值(清除率为5o％时，抗氧化剂的浓度值)作为评价指标，测得合成抗氧化剂和效果最好竹叶提取 

物样品 IC5o值分别为，TBHQ(21．14 nag·L1)，BHT(42．09 mg·L )，M40(108．40 mg·L )，M40等 

竹叶提取物可以作为天然抗氧化剂进行开发。 
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引 言 

竹叶作为一种“药食两用的天然植物”已被广大消费者所 

接受 ，竹叶提取物主要功能性成分为竹叶黄酮糖苷，具有抗 

氧化和抑菌活性，可以作为一种生物黄酮类保健营养素进行 

开发 ，前景广阔。迄今为止，国内外用于评价植物抗氧化能 

力的方法已有很多，如硫氰酸盐(thiocyanate)法l_1]、硫代巴 

比妥酸(thiobarbituric acid，TBA)法_2]、抗氧化能力指数法 

(oxygen radicalabsorbanee capacity，ORAC)__3J、化 学发光 

法l_4 等，还有很多清除自由基的检测评价方法l5 ]，这些方 

法都有各自的不足之处。1，1-二苯基苦基苯肼(1，1-Diphenyl一 

2-picrylhydrazyl，DPPH)检测法是通过分子中 1个稳定 的 

DPPH 自由基与抗氧化剂提供的 1个电子配对结合 ，使 DP— 

PH的特征紫色消失，因此可用于抗氧化剂清除自由基能力 

的评价。近年来，国内外 已有人初步利用 DPPH溶液的紫红 

色吸光度变化作为清除自由基能力的分光光度测定 ，但 

其准确性、灵敏度和可行性还需进一步系统的探讨。 

1 材料和方法 

1．1 仪器和试剂 

Ultrospec 3300 pro分光光度计，英 国 Biochrom公司； 

1，1一二苯基苦基苯肼(DPPH)，Fluka公司；叔丁基对苯二酚 

(TBHQ)，北京科华特种试剂朕合开发中心；2，6--叔丁基 

对甲酚(BHT)，国药集团化学试剂有限公司；乙醇、AB-8大 

孔树脂等均为国产分析纯试剂。 

1．2 竹叶材料及前处理方法 

毛竹(phyllostachys edulis)叶于 2006年 9月采 自江苏南 

京林业大学竹种园。取 6 000 g毛竹叶粉，95％乙醇，温度 6O 

℃，回流提取 4次，提取液过滤浓缩得竹叶提取物浸膏。竹 

叶提取物浸膏溶解于 95 乙醇后过 AB-8大孔树脂柱，分别 

用纯水、2O 乙醇 、4O 乙醇、6O 乙醇、8O 乙醇、丙酮洗 

脱，水洗脱组分弃用，其他洗脱组分浓缩得干膏，备用。各 

洗脱组分分别简称如下：M20，毛竹叶提取物浸膏过 AB-8 

大孔树脂柱，水洗脱后，2O 乙醇洗脱下组分；M40，20 乙 

醇洗脱后，4O％乙醇洗脱 下组分；M60，40％乙醇洗脱后， 

6O 乙醇洗脱下组分；M80，60 乙醇洗脱后，8O 乙醇洗 

脱下组分 ；MA，80 乙醇洗脱后，丙酮洗脱下组分。 

1．3 溶液配制 

1．3．1 样品试液的配制 

分别称取合成抗氧化剂叔丁基对苯二酚(TBHQ)0．266 

9 g，2，6～二叔丁基对甲酚(BHT)0．318 6 g；再分别称取样品 

M20 0．320 7 g，M40 0．307 3 g，M60 0．320 0 g，M80 0．295 

2 g，MA 0．297 4 g，用 95％乙醇定容到 100 mL，得到溶液 

质量浓度值分别为，TBHQ 2．669 mg·mI 一，BHT 3．186 

mg·n1L一 ，M20 3．207 rng·n1L一 ，M40 3．073 mg。n1L一 ， 

M60 3．200 mg·mL一 ，M80 2．952 rng·mL～ ，MA 2．974 
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mg·mL ，待测。 

1．3．2 DPPH 溶液的配制 

准确称取DPPH试剂0．128 8 g，用95 乙醇溶解定容 

至 500 mL容量瓶中，得浓度为 257．7 mg·L_1 DPPH贮备 

液(6．5×10 tool·L )，摇匀置于冰箱中冷藏备用。 

1．4 清除 DPPH自由基能力的测定步骤 

(1)在 1O mL比色管 中依次加入 4．0 mL 257．7 mg· 

L DPPH溶液和 1．0 mI 95％乙醇，混匀反应稳定后，以 

95 乙醇液为参比，在 ～处测吸光值，记为 Ao。 

(2)在 lO mI 比色管中依次加入 4．0 mL 257．7 mg· 

L DPPH溶液的溶剂 (95％的乙醇溶液)和 1．o mL待测试 

样溶液，混匀反应稳定后，以 95％乙醇液为参 比，在 处 

测吸光值 ，记为 Ar。 

(3)在 1O mL比色管中依次加入 4．o mL 257．7 mg· 

L_1 DPPH溶液和 1．0 mL待测试液 ，混匀反应稳定后，以 

95 乙醇液为参 比，在 ～处测吸光值 ，记为As。 

(4)计算自由基清除率(y)，按式(1)计算。 

y( )=r1一As@At1×100 (1) 

2 结果与分析 

2．1 DPPH的吸收光谱与测定波长的确定 

每个 DPPH分子在溶液中可生成一个稳定的含氮 自由 

基，具有典型紫色，当它与提供 1个电子的自由基清除剂作 

用时，生成无色产物，使溶液的典型紫色变浅。对有机 自由 

基 DPPH溶液在 200~700 nlTl处进行全波长扫描。从图 1可 

以看出，有机自由基 DPPH溶液有两个特征吸收峰 327．9和 

518．4 nIn，加入抗氧化剂叔丁基对苯二酚(TBHQ)、2，6一二 

叔丁基对 甲酚(BHT)后两个 吸收峰 皆降低，加入 M40后 

327．9 nIn吸收峰被 M40成分吸收峰履盖，但 518．4 nIn吸收 

的降低较显著，故 518．4 nIn处吸收峰的变化可以反应抗氧 

化剂清除自由基的情况，选用可见光 518．4 nIn的吸收峰的 

变化来表示 DPPH含量的变化，用以评价竹叶提取物的抗氧 

化能力 ，这与 Larrauri[9]等和陈丛瑾[13]等报道 DPPH吸收峰 

在 517 nnl基本一致，与彭长连等[1 报道的 525 nnl略有差 

异 。 

Wavelength／ran 

Fig．1 Absorbancy spectra ofDPPH 

2．2 DPPH溶液吸光值与浓度关系 

分别取 257．7 mg·L DPPH贮备液 4，2，1 mL，稀释 

5倍的 DPPH贮备液 4，2和 1 mI ，用 95 乙醇稀释定容至 

5 mL，配成 浓度梯 度为 206．16，103．08，51．54，41．23， 

2O．62和 1O．31 mg·L_1的 DPPH溶液，测吸光值(A)。以A 

对 DPPH浓度(c)作图，得A与C线性关系方程A=O．024 3c 
--

0．057 4，，卫=O．995 3。由图 2可以看出，DPPH的吸光值 

和它的浓度有很好线性相关，吸光值可以反应其浓度的变 

化。 

O 5O 100 150 2O0 250 

Concentration／(mg·L一 ) 

Fig．2 Linearity correlation between DPPH 

concentration and absorlmncy 

2．3 DPPH溶液稳定性试验 

为了解 DPPH反应体系在加入抗氧化剂和 M40后吸光 

值(As s． )随时间的变化规律，用高浓度和低浓度 DPPH反 

应体系进行 测定。高 浓度体 系是在 3个 4．0 mL DPPH 

(257．7 mg·L )溶液中分别加入 1．0 mL TBHQ(1．335 mg 

·mI『 )，BHT(1．593 mg ·mL )，M40(1．537 mg · 

mL )，As s． 值随时间变化规律(图 3)；低浓度体系是在 3 

个 4．0 mL DPPH(51．54 mg·L_1)溶液中分别加入 1．0 mL 

TBHQ(O．266 9 mg·mI )，BHT(0．318 6 mg·mI『 )， 

M40(0．307 3 mg·mI『 )，A5 4值随时间变化规律(图 4)。 

从图 3和图 4可以看出，加入 TBHQ后，DPPH反应体系的 

A5 8． 很快达到稳定状态 ；加入 BHT或 M40后 ，DPPH反应 

体系 A518 4值在最初 2O rain内下降较快，在 2O～30 rain内 

As s
． 值变化缓慢 ，40 min后 As s． 值达到稳定状态 ，说明无 

2 

O 
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Fig．3 Curves ofhiigh concentrationDPPH absorlmncywith 

respect to time after addition of antioxidant 
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1{TBHQ；2：BHT；3：M40 

论加入哪种抗氧化剂，40 rain后反应体系的A s．t值都趋于 

稳定，所以选择DPPH与抗氧化剂反应的时间为 40 min，由 

于DPPH反应体系在加入抗氧化剂后，吸光值降低，所以选 

浓度高的反应体系。 

2．4 两种合成抗氧化剂的抗氧化能力及其评价方法 

分别对合成抗氧化剂叔丁基对苯二酚(TBHQ)、2，6-二 

叔丁基对甲酚(BHT)，逐级稀释，按 1．4节方法进行测定， 

计算抗氧化剂对 DPPH的清除率，以清除率y对抗氧化剂 

浓度c作图。从图5和图6(a)图可以看出：在TBHQ浓度大 

于 37．37 rIlg·L一，BHT浓度大于 63．72 rIlg·L 之后 ，它 

们对DPPH的清除率基本上维持在一个稳定的水平上，导致 

线性关系很差；从图 5和图 6(b)图可以看出：两种抗氧化剂 

对DPPH的清除率在20 ～80 范围内，清除率与浓度呈 

良好的线性关系。 

Concentration／(mg．L一‘) Concentration／(mg’L—1) 

Fig．5 Li啷 rity correlation between DPPH scaven~ rate and．Il啪Q concentration 
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Fig．6 Li啷 rity correlation between DPPH scavenging rate and BHT concentration 

由于抗氧化剂浓度较高时，其浓度与DPPH清除率不成 

线性关系，因此，清除率不能很好地表示抗氧化剂的活性， 

也不能很好地对不同的抗氧化剂进行比较。为了便于比较说 

明不同抗氧化剂的抗氧化性强弱，选用IC5o值作为抗氧化剂 

的自由基清除能力的测定指标。将待测抗氧化剂配制成系列 

溶液，测定各浓度抗氧化剂对DPPH自由基清除率，在清除 

率 20 ～8O 0A的范围内，绘制清除率对浓度曲线，计算出清 

除率为50％时的浓度值，即为 值。采用此法测定的TB- 

HQ，BHT的IC5。值分别为21．14，42．09，IC5o值越低，抗氧 

化剂的自由基清除能力越强，可见TBHQ清除 DPPH 自由 

基能力强于BHT。 

2．5 竹叶提取物抗氧化能力的评价 

按 1．4节方法测定和计算，得各竹叶提取物样品清除率 

y与浓度 c之间关系(图 7)，计算出 ICso值分别为：M20 

(141．11 rng·L1 )，M40(108．40 rIlg·L_1)，M60(177．38 

n1g·L )，M80(268．21 rIlg·L )，MA(837．67 rIlg · 
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兽BI警罾 â∞ 
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L-1)，根据 值，各样品清除DPPH 自由基能力由强到弱 M20，M60清除DPPH 自由基能力较强，M40最强。 

依次为：M40>M20> M60>M80> MA，其 中以 M40， 

Concentration／(rag·L一 ) 

0 250 5OO 750 1 000 

Concentration／(mg·L- ) 

Fig．7 Limmrity correlation between DPPH scavenging rate and concentration of bamboo leaf extract 

3 结 论 

通过研究DPPH溶液吸收光谱，质量浓度与吸光值的关 

系，以及高和低浓度DPPH溶液体系中加入TBHQ，BHT， 

M40后的吸光值变化等，得出以下结论，采用分光光度法测 

定抗氧化剂清除 DPPH 自由基能力的测定波长为 518．4 IUTI， 

反应体 系为 257．7 mg·L-1的 DPPH 4．00 mL溶液 中加 

1 同浓度抗氧化剂，反应时间40 min，以IC5o值作为评 

价抗氧化剂清除DPPH 自由基能力的指标。用此法测定竹叶 

提取物抗氧化能力，得出M2O，M40，M60抗氧化能力较强， 

M40最强，尽管比合成抗氧化剂 TBHQ和 BHT稍差一些， 

但考虑到竹叶提取物只是个粗提物，可以说明竹叶提取物 

M40等样品具有很好的抗氧化能力，I( o值可以作为评价抗 

氧化能力的指标。 
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Detection of Antioxidative Capacity of Bamboo Leaf Extract by 

Scavenging Organic Free Radical DPPH 

GUO Xue-feng，YUE Yong—de ，TANG Feng，WANG Jin，YAO Xi 

International Centre for Bamboo and Ratten，State Forestry Administration Key Open Laboratory on Bamboo and Rattan Science 

and Technology，Beijing 100102，China 

Abstract By studying on absorption spectrum of DPPH solution and DPPH reaction system 。the conclusion was drawn as fo卜 

lows．the wavelength for the determination of DPPH reaction system by spectrophotometric method was chosen to be 518．4 rlIn， 

DPPH reaction system was 4．00 mL of 257．7 mg·L一 DPPH+ 1 mL of antioxidant solution with the reaction time of DPPH re- 

action system of 40 min．The relation between DPPH radical scavenging rate and the concentration of TBHQ and BHT was stud- 

ied，and IC50(the value of antioxidant concentration for scavenging half of DPPH radica1)was used as the index to evaluate seav— 

enging capacity．The determ ining IC50 values were as follows：TBHQ(21．14 mg·L一 )，BHT(42．09 mg·L )and M40 

(108．40 mg·L『 )．Bamboo leaf extract could be used as natural antioxidant． 

Keywords Bamboo leaf extract；DPPH；Scavenging rate；I 0 value 
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