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摘要!以
Z[TR

l

*清除能力为指标!采用
J89:)T46464

I

中效

原理设计试验!研究
$

种结构不同的小分子黄酮协同抗氧化

作用及构效关系$结果表明(

$

种黄酮化合物对
Z[TR

l

*

清除能力依次为(

A

!

$

!

1)

三羟基黄酮
%

$)

羟基黄酮
%

;

!

1)

二

羟基黄酮
%

A)

羟基黄酮
%

;)

羟基黄酮
%

1)

羟基黄酮
%

抗坏血

酸!其中
A

!

$

!

1)

三羟基黄酮#

$)

羟基黄酮和
;

!

1)

二羟基黄酮

氧化作用效果显著'在不同浓度下!两种黄酮复配物对

Z[TR

l

*清除能力的联合作用指数
J]

值有较大差异'

;

!

1)

二羟基黄酮和其它
A

种黄酮都有明显的协同作用$充分说

明
$

种黄酮化合物之间的协同抗氧化作用与化合物的羟基

位置和数量有关!具有
J

;

!

1

)

二羟基是协同抗氧化作用的主要

结构特点$

关键词!黄酮'抗氧化'构效关系'相互作用'中效原理
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黄酮类化合物是一类在植物界广泛分布%具有酚羟基的

两个苯环!

Z

环和
[

环#通过一个三碳链相互连结而成的化

合物*

#

+

&依据
J;

是否呈环及其氧化程度和
[

环的连接位置

等特点可将黄酮类化合物分为
1

个子类%即黄酮)类黄酮)黄

酮醇)异黄酮)花色素)黄烷醇和查耳酮*

!

+

&大量研究*

;VA

+表

明%黄酮类化合物具有多种生理功能和药用价值%如抗氧化)

保护心脑血管)抗骨质疏松作用)抗菌消炎)抗辐射和抗肿瘤

等%其中最引人注目的是其抗氧化作用&据报道*

$

+

%黄酮类

化合物与其它抗氧化化合物!如单宁#的协同效应可能是物

质高抗氧化活性的主要原因&

黄酮类化合物发挥其抗氧化作用主要是通过不同途径

防御引起机体氧化损伤的自由基%因而其抗氧化作用与其组

分)结构或聚合度都有密切关系*

1

+

&当前也有研究*

/

+涉及分

析其结构与抗氧化性的关系%但对黄酮类化合物协同抗氧化

作用与构效关系研究相对较少%仍需要进一步深入&然而食

物中的抗氧化物质发挥抗氧化作用往往是协同发挥作用的%

但关于各种不同的黄酮之间如何发挥协同作用方面的研究

还很少&本试验拟选用
;)

羟基黄酮)

A)

羟基黄酮)

$)

羟基黄

酮)

1)

羟基黄酮)

;

%

1)

二羟基黄酮和
A

%

$

%

1)

三羟基黄酮
$

种结

构不同的小分子黄酮作为研究对象%以抗坏血酸为对照%测定

其抗氧化活性%并研究不同结构黄酮两两复配后抗氧化活性

的变化及怎样复配才能产生协同抗氧化效应%以探讨抗氧化

性与黄酮类化合物中取代基羟基的位置和数量的内在联系&

1#
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材料与方法
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材料与试剂
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羟基黄酮)

A)

羟基黄酮)
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羟基黄酮)

1)

羟基黄酮)
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1)

二羟基黄酮)

A

%
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1)

三羟基黄酮)
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"生化试剂%美国
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.
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公司$

其他试剂"分析纯%成都科龙化工试剂公司&
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仪器与设备

电子天平"

&Z!""(

型%上海恒丰科学仪器有限公司$

恒温水浴锅"

MM)(

型%金坛市易晨仪器制造有限公司$

分光光度计"

_M1!!

型%上海精科科学仪器厂$

电热恒温鼓风干燥箱"

'Mb)0#("Z

型%上海齐欣科学仪

器有限公司$

恒温磁力搅拌器"

/A)!Z

型%金坛市科析仪器有限公司$

超声波清洗器"
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型%昆山市超声仪器有限

公司&
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方法
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.清除率测定
!

根据文献*

0

+%修改如下"将

Z[TR

用
!<(A3396

(

U

过硫酸钾溶液溶解%配成
13396

(

U

Z[TR

储备液%在室温)避光条件下静置
#!

"

#$8

&将生成

的
Z[TR

l

. 溶 液 用 磷 酸 盐 缓 冲 液 !
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%

#" 3396
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#稀释至室温下
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处吸光值为
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%即得

到
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.工作液&将
$

种黄酮用无水乙醇配置浓度分别

为
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%
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的溶液&反应体系中%

于
#"3U

试管中加入
# 3U

不同浓度的样品液和
; 3U

Z[TR

l

.工作液%混合均匀后
;"Q

水浴反应
$35E

%以抗坏

血酸为对照%无水乙醇为空白%测定反应液在
1;(E3

处的吸

光值
N

#

%按式!

#

#计算样品的
Z[TR

l

.清除率&然后计算

出清除
A"P Z[TR

l

.的浓度!
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式中"
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.清除率%

P

$

N

#

'''样品液吸光度$

N

"

'''空白样吸光度&
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抗氧化相互作用试验设计
!

根据
$

种黄酮化合物各

自的
17

A"

值%分别配置浓度为
"<#

%

"<!A

%

"<A

%

"<1A

%

#<"
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#<!A
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#<A

倍
17

A"

值的溶液&两个黄酮化合物复配%各个浓度均以

等体积比混合均匀*如"

"<A 3U"<A

!
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#的化合物
#

与

"<A3U"<A

!
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A"

#的化合物
!

混合+%测定
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.清除率&
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化合物联合作用指数分析
!

采用中效原理计

算*

#"V#!

+

&两化合物联合作用指数的公式为"
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式中"
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'''化合物
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与别的化合物联合作用产生
`

效应

时所需的浓度$
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'''化合物
!

与别的化合物联合作用产生
`
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'''化合物
#

单用产生
0

效应时所需的浓度$
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!

'''化合物
!

单用产生
0

效应时所需的浓度&

通过
J]

值可以定量判断不同化合物间相互作用的性质

以及强度!表
#

#&衡量相互作用以平均
J]

值!
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式中"
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A"

'''在
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!作用达到
A"P

时的浓度#时的
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值$

71

1A

)
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0"
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同理&

表
#

!

化合物联合作用的平均
J]

值区间及相互作用评价
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统计分析
!

每个试验重复
;

次%结果用,平均值
g

标

准差-表示%使用
2L*?6!"#"

进行统计分析&
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结果与讨论
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种黄酮的
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l

"清除率

根据
Z[TR

l

.溶液前后吸光度的变化可测定样品抗氧

化能力*
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&
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羟基黄酮)

A)

羟基黄酮)

$)

羟基黄酮)

1)

羟基黄

酮)

;

%

1)

二羟基黄酮)

A

%

$

%

1)

三羟基黄酮
$

种黄酮化合物

Z[TR

l

.清除率测定结果见图
#

%其
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值分别为"

#1<("

%

#(</!

%

0<;0

%

;A<##

%
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%

0<"A

#

396
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%对照品抗坏血酸的

17

A"

值为
($<!#

#

396

(
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%则其活性大小依次为"

A

%

$

%

1)

三羟

基黄酮
%

$)

羟基黄酮
%

;

%

1)

二羟基黄酮
%

A)

羟基黄酮
%

;)

羟

基黄 酮
%

1)

羟 基 黄 酮
%

抗 坏 血 酸&

17

A"

越 低%表 明 对

Z[TR

l

.的清除能力越强%反之则越弱&综合比较%

$

种黄

酮化合物对
Z[TR

l

.清除能力均强于抗坏血酸%其中
A

%

$

%

1)

三羟基黄酮清除能力最强%

$)

羟基黄酮较弱于
A

%

$

%

1)

三羟

基黄酮%而
;

%

1)

二羟基黄酮%

A)

羟基黄酮%

;)

羟基黄酮%

1)

羟基

黄酮显著弱于
A

%

$

%

1)

三羟基黄酮%其中
1)

羟基黄酮最弱&

羟基数目和位置是影响黄酮类化合物抗氧化活性的重

要因素%黄酮各环的羟基位点上%

J

;

VOM

)

;hVOM

)

(hVOM

是与自由基反应的主要位点%

J

A

VOM

和
J

1

VOM

结构能够

增强黄酮类化合物抗氧化活性*

/

+

&然而羟基取代位置!主要

/#

基础研究
!

!"#1

年第
!

期



是邻二酚取代#对黄酮类化合物抗氧化作用的贡献更大%酚

羟基的数量并非越多越好*

1

+

&如儿茶素
[

环上的邻位酚羟

基对
Z[TR

l

.清除能力的发挥起最重要作用%而
Z

环和
J

环上的邻位酚羟基贡献很小*

#(

+

&本试验结果
$)

羟基黄酮抗

氧化活性大于
;

%

1)

二羟基黄酮也证明并非酚羟基的数量多

抗氧化活性就越好&

c84E

.

等*

#A

+报道当
[

环和(或
Z

环有

相邻的
VOM

基团时可大大提高黄酮类化合物的抗氧化能

力%此外由于不同黄酮化合物的结构不同%它们在溶液中或

水包油乳状液中反应表现出不同的抗氧化能力&

!<!

!

$

种黄酮两两复合物的抗氧化活性

由表
!

可知%当两种黄酮组合时%除了,

A)

羟基黄酮与
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%

1)

二羟基黄酮-,
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羟基黄酮与
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%

1)

二羟基黄酮-,
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%

1)

二羟基

黄酮与
A

%

$

%

1)

三羟基黄酮-

;

组以外%其他
#!

个组合联合作

用时对
Z[TR

l的清除效果都弱于它们单独作用的&,

A)

羟

基黄酮与
;

%

1)

二羟基黄酮-和,

$)

羟基黄酮与
;

%

1)

二羟基黄

酮-在浓度小于
"<1A

!

17

A"

#时%联合作用的清除率是小于两

个单独作用或其中某一个单独作用%大于
"<1A

!

17

A"

#时%则

图
#

!

$

种黄酮化合物
Z[TR

l

*清除率%

17

A"

值&

&5

.

:D?#

!

Z[TRD4H5*46+*4F?E

.

5E

.

D4,?+

%

17

A"

&

9GR5L

'5GG?D?E,&64F9E95H+

比单独作用时效果都好&,

;

%

1)

二羟基黄酮与
A

%

$

%

1)

三羟基黄

酮-则是从
"<A

!

17

A"

#浓度开始联合作用效果超过单独作用&

!!

表
;

是用中效原理算出各化合物联合作用时的平均
J]

值%从表
;

中可看出%

;

%

1)

二羟基黄酮和其它
A

种黄酮联合作

用时都有或强或弱的协同作用!轻微协同%中等协同%协同#%

与
A)

羟基黄酮)

$)

羟基黄酮和
A

%

$

%

1

%

)

三羟基黄酮联合作用

时%其
71

?>

为
"<$

"

"<1

%表现为协同作用%与
1)

羟基黄酮联合

作用时%

71

?>

为
"</"$

%表现为中等协%与
;)

羟基黄酮联合作

用时
71

?>

为
"</A"

%表现为轻微协同&

$)

羟基黄酮与
A

%

$

%

1)

三羟基黄酮组合时%

71

?>

为
"<0

"

#<#

%存在相加作用%而与其

他黄酮!除
;

%

1)

二羟基黄酮以外#联合作用时一般表现拮抗

作用%与
;)

羟基黄酮表现为轻微拮抗%与
A)

羟基黄酮和
1)

羟

基黄酮表现为中等拮抗&此外%表现为中等拮抗作用的还有

A)

羟基黄酮和
A

%

$

%

1)

三羟基黄酮中等拮抗%剩下的为拮抗&

总体上%没有出现强协同(拮抗或非常强协同(拮抗的组合&

!!

抗氧化协同作用机理主要有修复再生)偶联氧化)吸收

氧气)改变酶的活性)络合金属离子
A

大类*

#$

+

&许多研究证

实多种抗氧化剂联合使用效果往往要大于单一抗氧化剂的

使用效果*

#1

+

%但是并非所有的抗氧化剂联合使用就一定有

很好的协同效果%还存在一些影响因素%如还原电位)相对浓

度)反应体系*

#/

+

&大多数情况下%在一个特定的比例%协同

效应达到最高水平*

#0

+

&汤晓等*

!"

+认为黄酮间的协同或拮抗

可能需要在氧化压力环境下才被激发&马燕妮等*

!#

+比较研

究桑叶黄酮与鬼针草黄酮组分体外协同抗氧化活性时%表明

在总黄酮量相同的情况下%分别提取后混合在一起对羟自由

基的清除效果优于混合提取%其原因可能是两种原料放在一

起提取%其中的化合物会发生相互反应%从而使黄酮类成分

含量减少&从本试验也可看出单体黄酮的浓度和结构对协

同作用有一定影响&

表
!

!

两化合物组合对
Z[TR

l

"清除率和浓度的关系

T4@6?!

!

T8?D?64,59E+85

-

9GZ[TR

l

"

*6?4D4E*?4EH*9E*?E,D4,59E9G,K9*93

-

9:EH+5E*93@5E4,59E

黄酮
Z[TR

l

.清除率(
P

"<#"17

A"

"<!A17

A"

"<A"17

A"

"<1A17

A"

#<""17

A"

#<!A17

A"

#<A"17

A"

;)

羟基黄酮
lA)

羟基黄酮
A</1 1</; #"<(; #/<(/ !#<;" !;<"( !0<A1

;)

羟基黄酮
l$)

羟基黄酮
A<11 1<!# !"<(; !A<(/ (;<A# ((<1# (/<;!

;)

羟基黄酮
l1)

羟基黄酮
!<;" 1<#; 0<(; #;<10 #0<A( !"<!; !"<0!

;)

羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
#<;A 0</0 !"<!! ;#<!( (!<1" A!<;$ $"<(A

;)

羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
;<!$ 1<;0 /<(/ #(<1/ !"<$A !(<1/ ;"</1

A)

羟基黄酮
l$)

羟基黄酮
;<#" 0<!0 #1<!$ !1<!# ;(<A# ("<(0 (A<#;

A)

羟基黄酮
l1)

羟基黄酮
#<A1 #"<## #!<;$ #0<#" !$<1( ;"<## ;/<//

A)

羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
;<$A #;<"# !0<0# (A<!# A(<10 $1</# 10<$/

A)

羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
#</0 $<A" #;<$; !#</" !$<$! ;$<$0 (#<"0

$)

羟基黄酮
l1)

羟基黄酮
0<($ #(<$( #/<(1 !$</" ;#<"/ (;<"! (A<"A
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羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
1<;/ #A<$$ ;#<11 A#<!; $A<#" 1$<A# /1<1"
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羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
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1)

羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
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羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
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;

%

1)
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lA
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1)

三羟基黄酮
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表
;

!

两化合物复配清除
Z[TR

l

"的
J]

值

T4@6?;

!

T8?J]=46:?9G,K9*93

-

9:EH*93@5E4,59E+9E+*4F?E

.

5E

.

Z[TR

l

"

组合
J]

值

M7

A"

M7

1A

M7

0"

M7

0A

17

?>

相互作用

判定

;)

羟基黄酮
lA)

羟基黄酮
!<$;1 !<!#/ #<0"1 #<//! !<";! V V V

;)

羟基黄酮
l$)

羟基黄酮
#<(#! #<!;( #<"11 #<"$$ #<#;/ V

;)

羟基黄酮
l1)

羟基黄酮
;<;"! !<$/$ !<(;$ !<("/ !<A$# V V V

;)

羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
#<!#" #<"(/ "<1$( "<1!( "</A" l

;)

羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
!<A"0 !<!;1 #<A$; #<A"! #<1$/ V V V

A)

羟基黄酮
l$)

羟基黄酮
#<A$! #<;## #<!($ #<!;" #<!/( V V

A)

羟基黄酮
l1)

羟基黄酮
#<01( #<A!A #<A"0 #<(/1 #<AA" V V V

A)

羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
"<0#; "<1$/ "<$#$ "<A/( "<$$; l l l
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羟基黄酮
lA

%

$

%
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三羟基黄酮
#<1/# #<A#/ #<#$! #<##A #<!1$ V V

$)

羟基黄酮
l1)

羟基黄酮
#<A0/ #<;;A #<;($ #<;;( #<;$( V V

$)

羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
"</"( "<1#( "<A/1 "<A$" "<$!; l l l

$)

羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
#<!#" #<#"! "</1" "</(" "<0;/ g

1)

羟基黄酮
l;

%

1)

二羟基黄酮
#<"$0 "</0( "<1$; "<1!/ "</"$ l l

1)

羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
!</"" !<;#( #</1" #<100 !<"!( V V V

;

%

1)

二羟基黄酮
lA

%

$

%

1)

三羟基黄酮
"<0$/ "</10 "<A1; "<A!$ "<$AA l l l

!<;

!

黄酮协同抗氧化构效关系

$

种黄酮化合物的化学结构见图
!

%其不同点在于羟基

数目和位置%这两者是影响其抗氧化活性的重要因素&

Y96G?

等*

!!

+曾报道
[

环具有苯邻二酚基团的黄酮类和黄酮

醇类化合物才有细胞抗氧化活性%其中具有
;h

%

(h)

邻羟基基

团具有很强的细胞抗氧化活性!

JZZ

#%而
Ah)

羟基基团降低

JZZ

值%

J)

环结构中%

!

%

;)

双键)

;)

羟基基团)

()

酮基基团均

对
JZZ

很重要&与单体相比%黄酮混合物的协同抗氧化所

涉及的构效关系更为复杂&

M5H46

.

9

等*

!;

+认为黄酮混合物

抗氧化的协同作用与拮抗效果%可能与黄酮之间的氢键缔合

有关&

Z@9:R43D4

等*

!(

+研究表明%如果
!

种黄酮均有
;

/%

(

/

)

二羟基结构%混合后容易生成邻二苯醌结构%其抗氧化活

图
!

!

$

种黄酮结构

&5

.

:D?!

!

T8?+,D:*,:D?9G+5LG64F9E95H+

性会受到较强抑制&汤晓等*

!A

+报道含有较多
[

环羟基的黄

酮类化合物更易发生拮抗作用%可通过调节黄酮单品的比例

减小混合物的拮抗作用或增强其协同作用&

()

羰基与

J

!

XJ

;

对黄酮化合物抗氧化协同或拮抗作用的影响要大于

;h

%

(h)

邻二羟基%而
;h

%

(h)

邻二羟基的影响则大于
[

环仅有一

个羟基的结构*

!$

+

&

!!

由试验结果发现%

;

%

1)

二羟基黄酮和其它
A

种黄酮联合

作用时都有或强或弱的协同作用!轻微协同%中等协同%协

同#&其中%与
A)

羟基黄酮)

$)

羟基黄酮)

1)

羟基黄酮和
A

%

$

%

1

%

)

三羟基黄酮联合作用表现为较强的协同作用%而与
;)

羟

基黄酮却表现出轻微协同作用关系&可以看出
Z

环上的

J

A

%

$

%

1

位羟基比
[

环上的
J

;

位羟基具有较强的协同作用%与

;

%

1)

二羟基黄酮具有较好的协同清除
Z[TR

l

.的效果$说

明
Z

环的
J

A

'

OM

)

J

$

VOM

)

J

1

VOM

是高抗氧化活性基团

结构%这与
Y96G?

等*

!!

+的研究结果基本一致&此外%单个羟

基和
;

个羟基数目的黄酮之间均表现出拮抗作用!除
$)

羟基

黄酮与
A

%

$

%

1)

三羟基黄酮表现出轻微相加作用外#&充分说

明
J

;

%

1

)

二羟基是几种黄酮协同抗氧化活性主要结构特点&

;

!

结论
$

种黄酮化合物对
Z[TR

l

.清除能力依次为"

A

%

$

%

1)

三

羟基黄酮
%

$)

羟基黄酮
%

;

%

1)

二羟基黄酮
%

A)

羟基黄酮
%

;)

羟基黄酮
%

1)

羟基黄酮
%

抗坏血酸%影响其抗氧活性主要

因素是羟基化的程度和羟基的位置%但并非羟基取代基越多

其抗氧化活性相对越强&对于
$

种黄酮化合物两两复合物

协同抗氧化%化合物的结构和浓度会影响复配后协同作用效

果%本研究表明
J

;

%

1

)

二羟基是几种黄酮协同抗氧化活性主要

结构特点%但是否通用于其它结构类型黄酮有待进一步研

究&对于两黄酮化合物之间相互作用机制还有待于研究&

"!

基础研究
!
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!
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本试验只采用一种抗氧化方法对其抗氧化和协同抗氧化活

性进行评价%在后续的研究中可以结合其它抗氧化活性评价

方法%如细胞抗氧化活性和动物试验等%进而全面评价其抗

氧化活性和协同抗氧化作用%探索构效关系%为抗氧化功能

性食品配料的科学筛选提供依据&
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