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联用技术在自由基清除物筛选中的应用 
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摘  要：越来越多的研究表明自由基与人类的生命活动和疾病发生有着密切的联系，自由基清除物筛选技术逐渐成为了医药

领域中研究的热点问题之一，尤其是基于在线联用筛选技术的研究得到了迅速发展。采用联用技术筛选自由基清除物，主要

是指将具有分离功能的色谱技术同各种自由基的直接或间接检测技术相结合，形成各种集化学分离与自由基清除活性检测为

一体的快速分析方法，从而克服了传统研究方法先分离化学物质再进行活性评价的费时、费力的缺点。相对于离线检测方法，

在线检测技术操作简便、检测速度快、自动化程度高、方法稳定规范、易于推广。主要对化学发光体系、HPLC-DPPH 体系、

HPLC-ABTS 体系等常用于联用技术的自由基清除体系进行原理及应用的综述，并对联用技术在自由基清除物筛选中的应用

进行了展望。 
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自由基是指游离存在的，至少含有一个不成对

电子的分子、离子、原子或原子团。自由基作为机

体的正常代谢物，平衡状态下对细胞分化、发展、

生长抑制、凋亡[1]、免疫[2]等生化过程起调节和信

号传递作用。但是一旦平衡被打破，如机体受到疾

病或者某些外源性毒物的侵害时，自由基便会大量

增加，对机体产生强大的伤害作用，造成 DNA 的

氧化损伤，引起酶、氨基酸、蛋白质的氧化破坏，

对多种器官功能和免疫系统产生严重影响，从而引

起疾病或死亡。生物体系中较常见的是氧自由基，

如超氧阴离子自由基、羟自由基、有机过氧基和脂

过氧基，此外还包括过氧化氢和单线态氧等。这些

自由基和相关含氧分子通称活性氧。氧自由基是人

体许多生理病理过程中的重要生理指标之一，越来

越受到医药界的关注。随着现代科学研究的日益深

入，人们对自由基清除物的检测和筛选技术根据实

验的目的和要求有了新的发展。本文主要针对几种

常用的自由基清除体系的在线联用技术进行综述，

并对其原理及优势进行简要的归纳与总结。 
1  化学发光体系 

化学发光（chemiluminescence，CL）是指在某

些特殊的化学反应中产生了可见光的现象，其发光

的原理是反应体系中的某些物质吸收了反应释放的

能量，由基态跃迁到了激发态，而又从激发态返回

基态时将能量以光辐射的形式释放出来，产生发光

现象。化学发光分析法就是依据某一时刻化学发光

强度或化学发光总量来确定反应中相应组分量的一

种微量及痕量分析法[3-4]。该方法常与流动注射、高

效液相色谱等方法联用，进行自由基清除物的在线

检测，具有选择性好、灵敏快速、价格低廉的特点。 
丁晓萍等[5-7]采用邻苯三酚超氧阴离子自由基

生成体系和过氧化氢自由基直接生成体系，自行设

计并构建了 HPLC-DAD-CL 联用系统，对系统的各

个条件进行考察，建立了稳定的检测 H2O2、O 2&清 
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除活性的在线分析平台；并利用 HPLC-DAD-CL 在

线联用技术建立了银杏叶、山楂叶、鬼箭羽药材的

色谱指纹图谱和清除不同自由基能力的活性指纹

谱，从不同角度评价了药材的质量。常艳旭等[8-10]

在 HPLC-DAD-CL 联用技术的基础上，建立了丹参

注射液 H2O2 清除活性指纹谱，用于丹参注射液的

评价与检测，并成功地评价了不同产地、不同品种、

不同栽培方式的丹参药材质量。吴雷等[11]将麦冬提

取物分为乙醚及正丁醇两个萃取部位，以化学发光

强度的降低为检测指标，利用 HPLC-DAD-CL 技术

在线检测了麦冬中主要活性成分对邻苯三酚-鲁米

诺-碳酸体系产生的超氧阴离子的清除能力。Ogawa
等[12]运用类似方法检测绿茶提取物中的抗氧化成

分，从获得的图谱中得出表儿茶酸（epicatechin）
为绿茶提取物中主要的抗氧化成分；即使提取物稀

释 2 000 倍该成分仍能被检出，证明该检测方法的

灵敏性远高于紫外检测。 
在自由基清除物的活性检测方面，除了与高效

液相色谱仪的联用得到较多应用之外，化学发光体

系也常常结合流动注射进样方式形成流动注射化

学发光分析法（ flow-injection chemiluminescence 
analysis，FI-CLA）。该方法分析速度快，一般可获

得 120～150 次/h 的分析结果，而且封闭式系统利

于环境保护，节省试剂和样品，重现性好，流动注

射分析的 RSD 一般小于 1%[13]。该法已经从农业、

医药、环境检测等方面扩展到工业在线分析、生化

反应等领域。Magalhaes 等[14]运用流动注射-化学发

光分析法在线考察了抗氧化剂对次氯酸自由基的

体外清除能力。实验中，次氯酸自由基先与清除剂

在生理 pH 值下进行反应，剩余的次氯酸再在碱性

条件下与鲁米诺反应。两种反应进行 3 s 左右完毕，

与以往的方法相比，在时间上可以更接近体内次氯

酸自由基的产生与代谢，便于检测次氯酸自由基与

抗氧化剂的快速反应，大大提高了次氯酸自由基与

鲁米诺的化学反应速率。 
Nalewajko-Sieliwoniuk 等[15]根据酚类化合物对

碱性介质中碘离子与鲁米诺反应而产生的化学发

光有强烈的抑制作用的特性，运用 FIA-CL 系统检

测了飞蓬 Erigeron acris L. 提取物中的咖啡酸和

6′-caffeoylerigeroside，大大提高了这两种物质的检

测灵敏度，使之更接近于痕量分析。 
此外，还有研究报道将 HPLC 联用 Cu（II）催

化的过氧化氢-鲁米诺化学发光体系[16]、luminol- 

H2O2-Co（II）/EDTA 化学发光体系[17]，毛细管电

泳-化学发光体系 [18]等运用于自由基清除物的检

测，均获得了很好的检测限与回收率。 
2  HPLC-DPPH 体系 

DPPH 为 1, 1-二苯基 -2-三硝基苯肼（ 1, 
1-diphenyl-2-picrylhydrazyl）的英文缩写，DPPH·是
一种很稳定的以氮为中心的自由基，其结构及还原

产物见图 1。一般认为，被测物若能清除 DPPH·即
可证明其具有清除羟自由基、过氧化氢等氧自由基

的能力和阻断脂质过氧化链反应的作用。该自由基

的乙醇溶液呈深紫色，在 516 nm 处有强吸收。当

有自由基清除剂存在时，由于与 DPPH·中的单电子

配对而使其吸收逐渐消失，其褪色程度与接受的电

子数成定量关系。因此可以通过在 516 nm 处测定

待测物吸光度减少的情况来反映该物质清除

DPPH·自由基的能力，即抗氧化能力[19]，最终实现

自由基清除物的在线筛选。该联用技术是基于分光

光度法来测定样品的抗氧化活性，与其他抗氧化活

性测定方法相比，操作简单、快速，在国内外有着

广泛的应用[20-28]。 
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图 1  DPPH 自由基及其还原产物结构 
Fig. 1  Structures of DPPH free radical  

and its reduction product 

Bartasiute 等[29]采用 HPLC-DPPH 系统，改进了

原甲醇介质为在生理 pH 值范围内的缓冲溶液，在

线检测了体内抗氧化成分对自由基的清除能力，并

根据结果研究了其成分的结构与活性的关

系。Dapkeviciusa 等[30]采用 HPLC-DPPH 系统在线

检测待测物中可清除自由基的活性成分，通过调节

试剂的组成和体积流量、固定了脉冲阻尼器及附带

钨灯的检测器，并在测定前用氦气冲洗 DPPH 液，

改善了检测方法的灵敏度，使得检测限大大提高。

该方法在快速检测复杂体系中各成分清除自由基

活性的潜力很大。Bandoniene 等[31]将该方法应用于

苹果提取物中酚类成分抗氧化活性的检测，不同品

种的苹果用甲醇-水（80∶20）提取，经高效液相分

离后与 DPPH 反应，在 515 nm 处检测峰形并获取

提取物抗氧化活性的相关信息，最终可计算出苹果

抗氧化剂 
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中的总抗氧化成分的量。 
除了单纯的 HPLC-DPPH 联用，还有相关研究

在该系统中连入质谱仪，进一步优化该检测系统。

Nuengchamnong等[32]使用LC-ESI-MS/MS-DPPH系

统通过与对照品的保留时间和质谱数据比较，在线

鉴别了桃金娘科植物果酒中的抗氧化活性成分，并

测定了活性成分对自由基的清除能力，达到了集化

学物质分析、结构解析、活性分析一体化的检测效

果。利用此系统还进行了鱼腥草水提物中抗氧化成

分的鉴定与检测[33]，根据所得大量图谱与碎片信

息，确定其抗氧化成分为奎宁酸类衍生物、咖啡酸

类衍生物、原花青素 B、绿原酸、儿茶酚和槲皮素

等，并通过追踪系统中的多种反应，定量分析得知

绿原酸为鱼腥草中的主要抗氧化成分。 
HPLC-DPPH 联用技术被广泛应用于自由基清

除物的活性检测与筛选，无论是植物药、果酒还是

食品中的抗氧化成分，均可考虑采用该体系。 
3  HPLC-ABTS 体系 

与 DPPH 体系相同，HPLC-ABTS 体系也是基

于分光光度法来测定样品的抗氧化活性，但具有更

高的灵敏性[34]，近年来应用较多。ABTS 为 2, 2′-联
氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二盐 [2, 2′-azinobis- 
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate)] 的英文缩写，

是一种过氧化氢酶的底物[35]。其氧化后会生成相对

稳定的蓝绿色的 ABTS 水溶性自由基，具有一定的

吸光度，ABTS 及其自由基结构见图 2。 
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图 2  ABTS 及其自由基结构 
Fig. 2  Structures of ABTS and its free radical 

抗氧化剂与 ABTS 自由基反应后，会使溶液褪

色，特征吸光度值降低。在该反应体系中，溶液褪色

越明显则表明所检测物质的总抗氧化能力越强[36]。 
HPLC-ABTS 联用技术灵敏度高、选择性好、

快速简便[34]、与抗氧化剂的生物活性相关性强[37]，

也可用于定量分析，在植物提取物的活性分析中应

用较多。 
Koleva 等[34]对该体系进行了全面的研究，进行

了 ABTS+的稳定性测定、在线装置的优化、最低检

出浓度（minimum detectable concentration，MDC）
和最低检出量（minimum detectable amounts，MDA）

的测定等。实验结果表明，ABTS 溶液需现用现配且

其 PBS 缓冲液中的甲醇量低于 10%才可提高溶液的

稳定性，该定量检测方法也完全符合线性关系。 
He 等[38]运用此法从栀子中成功地检测出具有

清除自由基活性的化学成分，其中 3, 5-二咖啡酰奎

宁酸为最主要的抗氧化成分。Borges 等 [39]运用

HPLC-PDA-MS和HPLC-PDA-ABTS技术在线对黑

加仑、蓝莓等水果中具有抗氧化活性的酚类和黄酮

类成分进行了测定。将过硫酸钾溶液加到 ABTS 中

制备得到 ABTS 原液，该液可与高效液相色谱洗脱

液中的抗氧化成分发生反应，在 720 nm 处检测到

负峰，从而确定出各种待测物中抗氧化成分，并进

行定量。 
4  其他体系 

除上述常用联用体系外，还有少数其他体系应

用于自由基清除物活性检测研究中，如气质联用法

测定气相羟自由基、毛细管电泳-电化学检测联用技

术检测自由基，由于自身使用特点及用途较为局限

应用较少。 
5  结语与展望 

各种联用技术的出现，使自由基清除活性在线

检测成为了可能，克服了以往离线检测的耗时耗

力、工作繁琐、工作量大、影响因素多等弊端[40]。

尤其 HPLC-CL 与 HPLC-DPPH 体系的广泛应用，

已成为当今在线检测清除自由基能力的主流方法，

其在食品、生物和医学领域具有广阔的应用前景。

在分析检测技术日益发展的今天，各种联用技术的

在线检测方法将是今后活性检测与筛选技术发展

的主要趋势之一。 
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