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阿魏酸抗氧化作用的量子化学密度泛函理论研究 
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摘  要：目的  研究阿魏酸的抗氧化作用及分子反应机制。方法  用 DPPH 自由基清除试验，以 L-抗坏血酸为阳性对照检

测阿魏酸的自由基清除能力，使用量子计算化学密度泛函理论（DFT）方法研究阿魏酸清除活性自由基的机制。结果  阿魏

酸对 DPPH 自由基的清除能力较强，半数有效浓度（EC50）值为 7.75 μg/mL，仅次于 L-抗坏血酸（3.53 μg/mL），阿魏酸 C-

4 位酚羟基取代为甲氧基后抗氧化活性大幅度下降；量子化学密度泛函理论计算显示，阿魏酸酚羟基上氢原子向自由基的转

移的作用机制在热力学和动力学上均是合理的。结论  阿魏酸具有与 L-抗坏血酸强度接近的抗氧化活性，关键活性位点为

结构中的酚羟基，氢原子转移为阿魏酸抗氧化活性的主要作用机制。 
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Abstract: Objective  To study the antioxidant activity of ferulic acid and the molecular reaction mechanism. Methods  The DPPH 

radical scavenging test was used to evaluate the radical scavenging ability of ferulic acid, with L-ascorbic acid as a positive control. 

The mechanism of ferulic acid's scavenging of active free radicals was investigated using quantum chemical DFT theoretical methods. 

Results  Ferulic acid demonstrated strong scavenging ability against DPPH radicals, with an EC50 value of 7.75 μg/mL, and the L-

ascorbic acid was 3.53 μg/mL. The antioxidant activity decreased significantly when the phenolic hydroxyl group at position 4 of 

ferulic acid was replaced with a methoxy group. Quantum chemical density functional theory calculations showed that the transfer of 

a hydrogen atom from the phenolic hydroxyl group of ferulic acid to the free radical is a reasonable mechanism both thermodynamically 

and kinetically. Conclusion  Ferulic acid exhibits antioxidant activity comparable to that of L-ascorbic acid, with the key active site 

being the phenolic hydroxyl group in its structure. The transfer of hydrogen atoms is the main mechanism for the antioxidant activity 

of ferulic acid.  
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阿魏酸（3-甲氧基-4-羟基肉桂酸）为当归的药

效活性成分之一，也存在于伞形科药材川芎、藁本、

羌活等药材中[1-2]。阿魏酸因其明确的抗氧化、抗炎

活性，也是中成药如养血清脑颗粒、肤痒颗粒等质

量研究中的控制指标之一[3-5]。阿魏酸的钠盐已被开
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发为上市药品，有阿魏酸钠片和注射用阿魏酸钠 2

种剂型，用于缺血性心脑血管疾病的辅助治疗[6-7]。

氧化应激相关的氧化自由基或活性氧（ROS）是导

致细胞损伤和衰老的重要因素[8-11]。研究报道显示

阿魏酸能通过抗氧化、清除自由基、清除过量 ROS
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参与细胞抗氧化防御系统，起到保护细胞正常生理

功能的作用[12-15]。阿魏酸结构中含有 1 个酚羟基，

有研究显示含酚羟基的化合物具有较强的抗氧化

活性[16-18]。Berton 等[19]通过液相色谱-高分辨质谱联

用技术从阿魏酸与 1,1-二苯基-2-苦基肼自由基

（DPPH）的反应物中鉴定出阿魏酸的脱氢二聚产

物，提示反应中阿魏酸上氢原子向氧化型自由基发

生了转移，即氧化型自由基抽取了阿魏酸分子中的

氢为阿魏酸的抗氧化机制。然而，阿魏酸抗氧化的

结构活性关系以及反应发生的驱动机制仍有待进

一步研究明确。本研究通过实验结合量子化学密度

泛函理论研究了阿魏酸抗氧化活性的反应机制以

及构效关系，以期为中药化学成分抗氧化研究提供

有用的参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

阿魏酸[质量分数≥99%，批号 E2124158，阿拉

丁试剂（上海）有限公司]，3,4-二甲氧基肉桂酸[（质

量分数≥99%，批号 C2330957，阿拉丁试剂（上海）

有限公司）]，1,1-二苯基-2-苦基肼自由基（DPPH，

质量分数≥97%，批号 WZ4DO-JZ，东京化成工业

株式会社），L-抗坏血酸（质量分数≥99%，批号

HRVGN-MC，东京化成工业株式会社）。 

1.2  仪器 

U-3900 紫外-可见分光光度计（日立科学仪器

有限公司）。 

1.3  自由基清除活性测定 

精密称取 DPPH 试剂置棕色量瓶中，加 95%乙

醇使完全溶解，定容，摇匀，制得质量浓度为 35 

µg/mL 的 DPPH 溶液。精密称取 L-抗坏血酸，加蒸

馏水使溶解，配制成 10、5.0、2.5、1.25、0.63、0.31、

0.163 5 µg/mL 的系列质量浓度溶液。精密称取阿魏

酸，加 95%乙醇使完全溶解，配制成 100、50、25、

12.5、6.25、3.13、1.56、0.78、0.39、0.20 μg/mL 的

系列质量浓度溶液。准确称取 3,4-二甲氧基肉桂酸，

加 95%乙醇使完全溶解，配制成质量浓度为 500、

250、125、62.5、15.63、7.81、3.90、1.95、0.98 μg/mL

的系列质量浓度溶液。 

分别测量 L-抗坏血酸、阿魏酸、3,4-二甲氧基

肉桂酸 3 种抗氧化剂对 DPPH 自由基的清除能力。

对照溶液的制备方法为 2 mL DPPH 自由基溶液和 2 

mL 95%乙醇充分混合，平行制备 3 份，测量 3 份平

行样品的吸光度（A）均值记为 A0；供试样品溶液

的制备方法为 2 mL DPPH 自由基溶液和 2 mL 抗氧

化剂溶液充分混合，室温避光反应 30 min，每个质

量浓度的抗氧化剂溶液平行制备 3 份，测量 3 份平

行样品的 A 均值记为 A1 计算自由基清除率。 

自由基清除率（I）＝（A0－A1）/A0 

1.4  量子化学计算 

使用 Gaussian 16 量子化学计算程序，用 B3LYP

密度泛函加 D3（BJ）校正方法，6-31＋G（d）基组，

IEFPCM 对 L-抗坏血酸、阿魏酸、DPPH、H2O 的构

象进行优化，计算分子中 N-H、O-H、C-H 键的解

离能（BDE）、氢转移过渡态、势能面[20]。 

2  结果与讨论 

2.1  阿魏酸的 DPPH 自由基清除作用 

L-抗坏血酸、阿魏酸、3,4-二甲氧基肉桂酸 3 种

抗氧化剂对 DPPH 自由基的清除能力以抗氧化剂的

浓度为横坐标，清除率为纵坐标做曲线图，见图 1。

结果显示，L-抗坏血酸和阿魏酸均有较强的 DPPH 自

由基清除作用，L-抗坏血酸的半数有效浓度（EC50）

值为 3.53 μg/mL，阿魏酸的 EC50 值为 7.75 μg/mL；

3,4-二甲氧基肉桂酸的 DPPH 自由基清除作用较弱，

500 μg/mL 质量浓度时，DPPH 的清除率仅 11.9%，

根据清除曲线外推得到 EC50值为 379 492 μg/mL。3,4-

二甲氧基肉桂酸和阿魏酸的结构区别在4位羟基也取

代成甲氧基，结构中不再具有酚羟基，3,4-二甲氧基

肉桂酸的抗氧化活性和阿魏酸比大幅度降低，表明阿 

 

图 1  L-抗坏血酸（A）、阿魏酸（B）、3,4-二甲氧基肉桂酸（C）的 DPPH 自由基清除率 

Fig. 1  DPPH radical scavenging rates of L-ascorbic acid (A), ferulic acid (B), and 3, 4-dimethoxycinnamic acid (C) 
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魏酸中酚羟基为抗氧化作用的关键基团。 

2.2  氢原子转移机制与 BDE 分析 

氢原子转移机制（也称为抽氢机制）为自由基

清除的主要机制之一，反应式见公式（1），R 表示

活性自由基，A-H 表示抗氧化剂。当抗氧化剂分子

和活性自由基 R 接近时，抗氧化剂中 O-H 或 C-H

键发生均裂，氢原子转移形成 R-H 和活性更弱的抗

氧剂自由基 A。在上述机制中抗氧化活性的强弱

与抗氧化剂中 O-H 或 C-H 的 BDE 有关，BDE 越

小，则 H 原子（H）越容易发生转移，抗氧化活

性越强[21-22]。 

R＋A-H→R-H＋A·                      （1） 

量子化学密度泛函理论方法 B3LYP/6-31＋G

（d）计算得到在水溶剂中 L-抗坏血酸、阿魏酸、

DPPH-H、H2O 分子上不同位点 O-H、C-H 或 N-H

发生均裂的 BDE 见图 2。 

 

图 2  L-抗坏血酸、阿魏酸、DPPH、H2O 不同位点的 BDE 值 

Fig. 2  BDE values of different sites of L-ascorbic acid, ferulic acid, DPPH, and H2O 

在 L-抗坏血酸分子中，C-2 位 O-H 的 BDE 最

小，为 63.4 kcal/mol（1 cal＝4.2 J），其次为 C-3 位

O-H 的 65.5 kcal/mol，说明 C-2 和 C-3 烯键上连接

的羟基为 L-抗坏血酸抗氧化活性的关键位点，其他

位点的 BDE 明显高于上述 2 个位点，C-6 和 C-7 位

上 O-H 的 BDE 分别为 89.9、89.7 kcal/mol，C-H 的

BDE 分别为 80.5、83.5 kcal/mol，C-1 位 C-H 的 BDE

为 72.4 kcal/mol，提示 C-1 位也是可能的抗氧化活

性位点。阿魏酸上 C-4 位酚羟基 O-H 的 BDE 最小，

为 66.7 kcal/mol，与维生素 C 烯醇羟基 O-H 的 BDE

接近，阿魏酸 C-9 位羧基上 O-H 的 BDE 为 101.6 

kcal/mol，远大于 C-4 位酚羟基，其他位点 C-H 的

BDE 在 89.0～104.7 kcal/mol，说明 C-4 位上羟基是

阿魏酸抗氧化活性的关键基团，与上述实验结果发

现一致，即 C-4 位取代为甲氧基后抗氧化活性大幅

度下降。 

DPPH-H 上 N-H 的 BDE 为 66.4 kcal/mol，表

示 DPPH 捕获 1 个 H形成DPPH-H 后能量降低 66.4 

kcal/mol。自由基清除过程总能量的变化 Ereaction＝

BDE（抗氧化剂）－BDE（自由基），抗氧化剂上 X-

H 的 BDE 小于 DPPH-H 时，则氢转移机制清除自

由基反应在热力学上是能进行的。抗氧化剂上 X-H

的 BDE 与 DPPH-H 接近时，热力学上能达到一定

的平衡，被抽氢的抗氧化剂通过其他机制如重排、

聚合，或和溶剂分子共价结合等消除后，清除反应

还能继续发生。L-抗坏血酸的 C-2 和 C-3 2 个位点

烯醇 O-H 的 BDE 小于 DPPH-H，所以 L-抗坏血酸

表现出极强的自由基清除活性，通常被作为抗氧化

研究的阳性对照。阿魏酸的 4 位酚羟基 O-H 的 BDE

比 DPPH-H 高 0.4 kcal/mol，其在实验中观察到的抗

氧化活性稍弱于 L-抗坏血酸，但 EC50 仍和 L-抗坏

血酸在一个数量级。 

羟基自由基·OH 是生物体内存在的活性更强的

自由基，本研究计算得到的 H2O 中 O-H 的 BDE 为

106.4 kcal/mol，阿魏酸 C-4 位酚羟基 BDE 为 66.7 

kcal/mol，羟基自由基·OH 从阿魏酸抽取氢原子结合

成水后，体系能量降低 39.7 kcal/mol，说明阿魏酸清

除羟基自由在热力学上是自发反应，理论计算显示

阿魏酸对羟基自由基也有较强的清除作用。常用的

羟基自由基清除实验检测抗氧化剂对羟基自由基将

亚铁离子 Fe2+氧化为三价 Fe3+的抑制作用，显色原

理为含酚羟基的水杨酸与 Fe3+结合产生紫色，抗氧

化剂抑制 Fe2+氧化后体系紫色变浅，阿魏酸本身的

酚羟基也会和 Fe3+发生显色反应而干扰显色，影响

结果的判定，而量子化学计算可以基于结构预测阿

魏酸也具有较强的羟基自由基清除活性[23-24]。 

2.3  阿魏酸清除 DPPH 的反应路径与过渡态分析 

为进一步分析自由基清除过程氢转移机制，用

L-抗坏血酸 阿魏酸 DPPH-H H2O 
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量子化学计算分析了阿魏酸与DPPH 自由基的反应

路径，以 DPPH 和阿魏酸孤立存在溶液中的相对能

量为 0 kcal/mol，反应路径的相对能量变化见图 3。

阿魏酸与 DPPH 优化后得到的构象见图 4，阿魏酸

C-4 位 O-H 键长为 0.097 6 nm，2 个分子接近后形

成中间态，中间态时阿魏酸 4 位 O-H 键长为 0.988 

Å，N-H 距离为 1.912 Å，然后氢原子通过过渡态向

DPPH 自由基上 N 转移，过渡态相对于反应物的能

垒为 12.5 kcal/mol，O-H 距离为 1.373 Å，N-H 距离

为 1.146 Å，震动分析显示过渡态有且仅有 1 个虚

频，虚频由 H 原子沿反应方向的震动产生，IRC 分

析也显示反应分别走向氢原子转移的两边，说明

找到的过渡态是合理的。氢原子转移后形成产物 

 

图 3  阿魏酸和 DPPH 的反应路径 

Fig. 3  Reaction pathway of ferulic acid and DPPH 

 

图 4  阿魏酸与 DPPH 不同反应阶段的构型 

Fig. 4  Configurations of ferulic acid and DPPH at different reaction stages 

DPPH-H 和阿魏酸自由基，DPPH-H 中 N-H 键长为

0.101 9 nm。根据 kTST理论反应速率方程见公式（2），

计算得到的标态下（298.15 K，1 atm）反应速率常

数为 4 273 mol/s，说明阿魏酸可以和 DPPH 迅速反

应[25]。 

k
TST

=σ
kBT

h
(

RT

P0

)
Δn

e-ΔG
0,≠

/(kBT)             （2） 

2.4  阿魏酸清除羟基自由基的反应路径分析 

将羟基自由基放在自由基上O与阿魏酸C-4位

羟基 O 距离 0.350 nm 的位置，每步距离减少 0.005 

nm 做柔性扫描，其距离接近过程势能面上的最小

点能量变化见图 5，典型位置的构型见图 6，从

0.350～0.285 nm，体系能量缓慢下降 4.06 kcal/mol，

从 0.285～0.280 nm 能量陡降 38.7 kcal/mol，距离

0.280 nm 的构型可见阿魏酸 C-4 位羟基上氢原子已

转移到羟基自由基上形成中间态，说明阿魏酸和羟

基自由基反应为无过渡态反应。新形成的水分子继

续靠近阿魏酸自由基能量有比较大的上升，离开阿

魏酸自由基能量有较小的增加，至无限远（即 2 个

孤立的分子）能量上升 6.20 kcal/mol，由于溶剂分

子的分散作用比较容易克服上述能量将新形成的

水分子分散为溶剂的一部分（根据 kTST理论，能量 
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图 5  阿魏酸与羟基自由基反应路径能量变化图 

Fig. 5  Energy change diagram of the reaction pathway 

between ferulic acid and hydroxyl radicals 

 

图 6  阿魏酸与羟基自由基不同反应阶段的构型 

Fig. 6  Configurations of ferulic acid and hydroxyl radicals 

at different reaction stages 

低于21 kcal/mol的反应在室温是容易快速发生的），

质子转移所释放能量也足够新产生的水分子通过

热运动离开阿魏酸自由基，而阿魏酸自由基则通过

重排以及分子间的聚合消耗掉[25]。 

3  结论 

本研究通过实验结合量子化学理论计算研究

了阿魏酸的抗氧化作用，即活性自由基清除能力。

实验结果显示阿魏酸具有较强的DPPH 自由基清除

活性，抗氧化活性与 L-抗坏血酸接近，酚羟基被取

代为甲氧基后抗氧化活性大幅度下降。用量子化学

理论计算方法分析了阿魏酸清除自由基的反应机

制，阿魏酸通过氢原子转移机制清除自由基在热力

学和动力学角度均是合理的。BDE 分析显示阿魏酸

中酚羟基为抗氧化活性的关键位点，与实验观察到

的现象一致。反应路径分析显示，阿魏酸清除 DPPH

自由的反应能垒为 12.5 kcal/mol，在室温下可快速

反应；阿魏酸清除羟基自由基为能量降低的无过渡

态反应，也可快速反应。 

酚羟基和羧酸上羟基在化学上均被认为是含

有活泼氢的基团。在水溶液中酸性与官能团上质子

电离（解离）的难易相关，酸性的强度一般是羧

基＞酚羟基，化合物酸性的强弱与其溶液中的质子

解离能呈负相关，质子解离能越小，即质子越容易

解离，则酸性越强[26]。质子电离过程为异裂，化合

物解离出不带电子的质子（氢核）后带负电。而自

由基清除过程的抽氢机制，O-H 键发生均裂，解离

出含一个电子的氢原子（既氢自由基），在化学意义

和 BDE 直接相关。本文理论计算显示阿魏酸 4 位

酚羟基 O-H 的 BDE（66.7 kcal/mol）远低于羧基 O-

H 的 BDE（101.6 kcal/mol)，说明羧基的活泼性主要

表现在酸性，不是抗氧化的关键基团。陈莹等[27]用

量子化学密度泛函方法比较了几个酚酸类成分的

酚羟基 BDE，结果显示咖啡酸、没食子酸的酚羟基

BDE 低于阿魏酸。咖啡酸和没食子酸中含有邻酚羟

基，分子内氢键有助于 BDE 的进一步降低，但阿魏

酸一个酚羟基被甲氧基取代可增强化合物的脂溶

性，有利于其跨过脂质膜吸收。 

已有研究仅分析了阿魏酸上酚羟基的BDE[17, 27]，

本文分析了阿魏酸分子中全部O-H和C-H 的BDE，

并用过渡态和势能面扫描在分子反应机理层面研

究了阿魏酸清除DPPH 自由基以及羟基自由反应途

径中的构象和能量变化，可为类似结构抗氧活性的

理论计算预测提供有意义的参考。 
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