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竹叶花椒黄酮抗氧化性及协同效应研究
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摘要：目的：研究竹叶花椒黄酮提取物的抗氧化性以及协

同效应。方法：采用ＤＰＰＨ自由基、ＡＢＴＳ自由基清除法

评价竹叶花椒黄酮提取物的抗氧化活性，并通过加和法

研究竹叶花椒黄酮提取物与维生素Ｃ和芦丁复配物的协

同作用。结果：竹叶花椒黄酮提取物对ＤＰＰＨ自由基和

ＡＢＴＳ自由基的半抑制浓度分别为０．０３，０．０６２ｍｇ／ｍＬ，

具有较强的抗氧化活性。竹叶花椒黄酮提取物与维生素

Ｃ或芦丁组成的复配物抗氧化活性高，且在复配比例为

１∶１时抗氧化性最强，维生素Ｃ＋黄酮提取物组成的复

配物的抗氧化活性较芦丁＋黄酮提取物组成的复配物

高。结论：竹叶花椒黄酮具有强抗氧化性，其与维生素Ｃ

及芦丁组成的复配物可提高对ＤＰＰＨ自由基和ＡＢＴＳ自

由基的清除能力，具有抗氧化协同作用，可作为天然抗氧

化剂的潜在来源。
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竹叶花椒（犣犪狀狋犺狅狓狔犾狌犿犪狉犿犪狋狌犿 ＤＣ），又名藤椒，

是中国花椒种质资源的优质品种，目前主要被用于调味

品行业［１－２］。研究［３－４］表明，竹叶花椒果皮中含有丰富的

活性物质，其中黄酮类物质具有抗氧化、抑菌、抗衰老、免

疫调节等多种药理作用。从竹叶花椒中提取天然黄酮类

化合物并研究其抗氧化性，有助于提高对其药用价值的

认识。
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现代研究［５－７］表明，黄酮、维生素Ｃ、维生素Ｅ和芦丁

等多种抗氧化剂配伍后的抗氧化作用大多显著高于相同

剂量下单一抗氧化剂的。研究拟以维生素Ｃ和芦丁作为

阳性对照，采用ＤＰＰＨ自由基、ＡＢＴＳ自由基清除法研究

竹叶花椒黄酮提取物的抗氧化活性，并在此基础上探究

提取物与维生素Ｃ和芦丁复配物的协同抗氧化作用，以

期为竹叶花椒作为天然抗氧化剂良好来源以及其深入开

发利用提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

新鲜竹叶花椒：采自四川省绵阳市某藤椒种植基地，

经四川中医药高等专科学校王化东副教授鉴定为芸香科

花椒属植物竹叶花椒；

芦丁：纯度＞９８％，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

聚酰胺（３０～６０目）、大孔吸附树脂：上海麦克林生化

科技有限公司；

维生素 Ｃ（ＡＲ）、２，２联苯基１苦基肼基（９６％）、

２，２’联氨双（３乙基苯并噻唑啉６磺酸）二胺盐（９８％）：

国药集团化学试剂有限公司；

无水乙醇、过硫酸钾：分析纯，成都科隆化学品有限

公司。

１．２　仪器与设备

实验室微波合成仪：ＸＨＭＣ１型，北京祥鹄科技发

展有限公司；

电子分析天平：ＢＳＡ１２４Ｓ型，赛多利斯科学仪器（北

京）有限公司；

紫外可见分光光度计：ＵＶ３１５型，日本岛津公司；

红外吸收光谱仪：Ｎｉｃｏｌｅｔ５７００型，美国热电仪器有

限公司。

１．３　方法

１．３．１　竹叶花椒黄酮的提取与纯化　根据文献［４］的方

法制备竹叶花椒果皮黄酮粗提液，采用聚酰胺—大孔吸

附树脂联用进行富集纯化。

１．３．２　红外光谱测定　利用红外光谱仪采集红外光谱

图，扫 描 波 长 范 围 为 ４００～４０００ｃｍ－１，分 辨 率 为

０．４ｃｍ－１。

１．３．３　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定　参照文献［８］的方

法并适当修改。以芦丁和维生素Ｃ为阳性对照，精密量

取２ｍＬ竹叶花椒黄酮提取液，再加入２ｍＬ０．４ｍｍｏｌ／Ｌ

的ＤＰＰＨ溶液，混匀，黑暗处反应３０ｍｉｎ，测定５１７ｎｍ处

吸光度，并按式（１）计算ＤＰＰＨ自由基清除率。

犆＝（犃０－犃１＋犃２）／犃０×１００％， （１）

式中：

犆———自由基清除率，％；

犃０———２ｍＬ无水乙醇＋２ｍＬ自由基溶液的吸光

度值；

犃１———２ｍＬ样品液＋２ｍＬ 自由基溶液的吸光

度值；

犃２———２ｍＬ样品液＋２ｍＬ无水乙醇的吸光度值。

１．３．４　ＡＢＴＳ自由基清除能力测定　参照文献［９］的方

法并适当修改。以芦丁和维生素 Ｃ 为阳性对照，将

７ｍｍｏｌ／Ｌ的２，２′联氨双（３乙基苯并噻唑啉６磺酸）二

胺盐与２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ的过硫酸钾溶液等体积混匀，黑暗

条件下静置１４ｈ，形成 ＡＢＴＳ工作液，蒸馏水稀释至

７３４ｎｍ 处吸光度值为０．７±０．０２。精密量取２ｍＬ竹叶

花椒黄酮提取液，再加入２ｍＬＡＢＴＳ工作液，混匀，静置

６ｍｉｎ，测定７３４ｎｍ处吸光度。按式（１）计算ＡＢＴＳ自由

基清除率。

１．３．５　复配物对ＤＰＰＨ自由基的清除能力测定　分别固

定维生素Ｃ、芦丁与黄酮提取液复配比例为１∶１，１∶３，

１∶６，并稀释至复配物溶液浓度（犮）的０．２，０．４，０．６，

０．８倍，测定５１７ｎｍ 处吸光度，按式（１）计算复配物对

ＤＰＰＨ自由基的清除作用。

１．３．６　复配物对ＡＢＴＳ自由基的清除能力测定　分别固

定维生素Ｃ、芦丁与黄酮提取液的复配比例为１∶１，１∶

２，１∶４，并稀释至复配物溶液浓度的０．２，０．４，０．６，０．８倍，

测定７３４ｎｍ处吸光度，按式（１）计算复配物对 ＡＢＴＳ自

由基的清除作用。

１．３．７　协同抗氧化分析　采用加和法分析比较协同抗氧

化作用，即通过比较相同浓度下单组分竹叶花椒黄酮提

取物和维生素Ｃ、芦丁抗氧化性的简单加和与竹叶花椒黄

酮提取物＋维生素Ｃ、竹叶花椒黄酮提取物＋芦丁复配抗

氧化剂抗氧化活性大小，若单组分的总抗氧化活性高于

复配物的，则为负协同作用，反之为协同作用。

１．４　数据处理

各试验均重复３次，结果以平均值和标准差表示。

采用ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２４计算自由基的半抑制浓度ＩＣ５０值，

采用Ｏｒｉｇｉｎ２０１８软件绘图。

２　结果与分析

２．１　竹叶花椒提取物的红外光谱分析

黄酮类化合物母核上含有羟基、酚羟基、甲氧基、烃

氧基、苯等基团，在３１００～３４６０，１６００～１６４０，１３８０，

１２６０，１０９０ｃｍ－１处具有红外特征吸收峰。由图１可知，

３３８５ｃｍ－１处宽而强的吸收峰，表明存在大量酚羟基；

２９１７，２８５３，１３８０ｃｍ－１处为—ＣＨ３，—ＣＨ２的特征吸收

峰，表 明 存 在 饱 和 碳 上 的 氢；１６３０，１６１０，１５４０，

１４５０ｃｍ－１处为苯环特征峰；１６７０ｃｍ－１处为 Ｃ Ｏ伸缩

振动吸收峰，其中羰基可能与羟基共轭导致其吸收峰向
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图１　竹叶花椒提取物的红外光谱

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｔｒａｃｔ

ｆｒｏｍ犣．犪狉犿犪狋狌犿

低波数移动；１２６０，１０９０ｃｍ－１处可归属于醚键的反对称

和对称伸缩振动峰［１０］，显示提取物为黄酮类物质。

２．２　竹叶花椒黄酮对ＤＰＰＨ自由基的清除能力

由图２可知，在试验浓度范围内，３种物质清除

ＤＰＰＨ自由基的能力与自身的质量浓度呈正相关，随着

质量浓度的增加其所对应的自由基清除能力也增加。相

同质量浓度下，各组分对ＤＰＰＨ 自由基清除率大小为维

生素Ｃ＞芦丁＞竹叶花椒黄酮提取物。当竹叶花椒黄酮

提取物质量浓度为０．０９ｍｇ／ｍＬ时，ＩＣ５０为０．０３ｍｇ／ｍＬ，

自由基清除率基本达到饱和，相较于阳性对照维生素Ｃ

质量浓度为０．０５ｍｇ／ｍＬ，芦丁质量浓度为０．０６ｍｇ／ｍＬ，

表明竹叶花椒黄酮提取物对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力

较强。

２．３　竹叶花椒黄酮对ＡＢＴＳ自由基的清除能力

由图３可知，在测试浓度范围内，３种物质对 ＡＢＴＳ

自由基具有不同程度的清除作用，样品质量浓度较低时

对ＡＢＴＳ自由基的清除能力不明显，随着样品浓度的不

断增加，ＡＢＴＳ自由基清除率表现出递增的趋势。当竹叶

花椒黄酮提取物质量浓度为０．１８ ｍｇ／ｍＬ 时，ＩＣ５０为

０．０６２ｍｇ／ｍＬ，自由基清除率基本达到饱和，相较于阳性

对照维生素Ｃ质量浓度为０．０８ｍｇ／ｍＬ，芦丁质量浓度为

图２　竹叶花椒黄酮提取物对ＤＰＰＨ自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍ

犣．犪狉犿犪狋狌犿ｔｏＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ

图３　竹叶花椒黄酮提取物对ＡＢＴＳ自由基清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍ

犣．犪狉犿犪狋狌犿ｔｏＡＢＴＳｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ

０．１ｍｇ／ｍＬ，表明竹叶花椒黄酮提取物对 ＡＢＴＳ自由基

的清除能力较强。

２．４　竹叶花椒黄酮＋维生素Ｃ复配物对ＤＰＰＨ自由基的

清除能力

　　由图４可知，维生素 Ｃ＋竹叶花椒黄酮复配物对

ＤＰＰＨ自由基的清除率大于同浓度下两者单独使用时的

简单加和，说明二者存在协同增效作用。当复配比例为

１∶１时 ，复配物对ＤＰＰＨ自由基的清除率高，协同作用

图４　不同浓度组合下维生素Ｃ和黄酮复合对ＤＰＰＨ自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｖｉｔａｍｉｎＣａｎｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｃｏｍｐｌｅｘｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
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较明显；当复配比例为１∶３，１∶６时，协同效果减弱，但

当复配物稀释浓度过低时，复配物的抗氧化协同效果较

低。复配物的抗氧化能力随维生素Ｃ比例的减小而减

小，随复配物稀释倍数的增大而减小。综上，维生素Ｃ与

竹叶花椒黄酮提取物复合时具有协同抗氧化作用，且这

种作用与两种物质的浓度呈一定的关联性。

２．５　竹叶花椒黄酮＋芦丁复配物对 ＤＰＰＨ 自由基的

清除能力

由图５可知，芦丁＋竹叶花椒黄酮提取物复配物具

有协同抗氧化作用。复配物的抗氧化能力随黄酮比例的

增大而减小，当复配比为１∶１时，协同作用明显高于其

他两组复配比例。芦丁＋竹叶花椒黄酮在单独使用时均

具有抗氧化能力，但复配物浓度过低，其协同效率低，协

同抗氧化作用并不明显，与二者单独使用时的加和基本

一致。复配后有效地提高了竹叶花椒黄酮提取物整体抗

氧化能力。

２．６　竹叶花椒黄酮＋维生素Ｃ复配物对ＡＢＴＳ自由基的

清除能力

由图６可知，维生素Ｃ与竹叶花椒黄酮提取物复配

物的ＡＢＴＳ自由基清除率随复配物质量浓度的增大先上

升后趋于平缓。当复配比例为１∶１，１∶２时，复配物对

ＡＢＴＳ自由基清除能力强，协同效果高，当复配比为１∶４

时，二者抗氧化效果弱于前两个比例，随着复配物稀释程

度的增加，协同作用减弱，且稀释浓度最低时，二者呈叠

加作用（既不协同也不拮抗），说明维生素Ｃ与竹叶花椒

黄酮提取物具有协同抗氧化作用。

２．７　竹叶花椒黄酮＋芦丁复配物对ＡＢＴＳ自由基的清除

能力

由图７可知，芦丁＋竹叶花椒黄酮提取物均表现出

一定的抗氧化协同增效作用，可能是因为黄酮提取物是

混合物，与芦丁复配后，发生了复杂的相互作用，抗氧化

能力增强。当复配比为１∶１时，复配物对 ＡＢＴＳ自由基

的清除率最强，但浓度较低时，增效作用不明显。同一复

配比下，随着浓度的增加，芦丁和黄酮提取物的协同抗氧

化作用增强，并随着复配物中芦丁的比例增大，协同效果

更明显。综上，竹叶花椒黄酮提取物和芦丁具有协同抗

氧化作用，且与复配物浓度有关，这与黄酮提取物和维生

素Ｃ的复配物对ＡＢＴＳ自由基的清除作用具有一定的一

致性。

３　结论
研究了竹叶花椒黄酮提取物的体外抗氧化活性及抗

氧化协同作用。结果表明，竹叶花椒黄酮提取物具有较

强的抗氧化活性，提取物与维生素Ｃ或芦丁组成的复配

图５　不同浓度组合下芦丁和黄酮复合对ＤＰＰＨ自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｕｔｉｎａｎｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｃｏｍｐｌｅｘｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

图６　不同浓度组合下维生素Ｃ和黄酮复合对ＡＢＴＳ自由基的清除能力
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
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图７　不同浓度组合下芦丁和黄酮复合对ＡＢＴＳ自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｕｔｉｎａｎｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｃｏｍｐｌｅｘｏｎＡＢＴＳｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

物具有抗氧化协同效果，且提取物与维生素Ｃ或芦丁复

配比例为１∶１时的抗氧化性最强。后续可研究竹叶花

椒黄酮相关指纹图谱、抗氧化性能及其谱效关系，基于细

胞系模型研究其协同抗氧化机理，通过动物模型验证协

同效应在体内的表现，测试并研究黄酮主要代谢产物的

抗氧化功效及协同作用，以丰富黄酮类化合物的抗氧化

效应机制。
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