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没食子酸体外抗氧化作用研究 
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(1．重庆医科大学生命科学研究院，重庆 400016；2．中国科学院大连化学物理研究所，大连 116023) 

【摘 要】目的：通过对没食子酸(Gallic acid，GA)在体外清除自由基能力的评价，为其抗氧化应用提供实验依据。方法：采用分 

光光度比色法，分别测定药物对 2，2一联苯 一1一苦基肼(2，2-Diphenyl～1一picrylhydrazyl，DPPH)自f{{基、过氧化氢和羟自由基的 

清除作用，以及对脂质过氧化的抑制作用，采用 Griess法测定药物对一氧化氮的清除作用。并与公认的自由基清除剂维生素 C 

(Vitamin C，Vc)同时实验进行比较。结果：GA在所选浓度范围内(5-50 tLg／m1)对 DPPH自由基就有明监的清除作用，清除率为 

(20．65±2．67)％～(87．98±4．12)％，明显高于 vc的清除作用，并呈一定的浓度依赖关系；对一氧化氮的清除率在所选浓度范围 

内50～400 咖 l达到(10．45±3．45)％～(40．43±2．76)％，其清除能力很强，只是略低于 Vc；对羟 自由基的清除率在所选浓度范 

同内(50～400 LLg／mI)为(47．32±3．26)％～(67．25±2．99)％，其清除作用明显并且高于 vc。而对过氧化氢清除作用并不明显。不同 

浓度的GA 50～400 g／ml对脂质过氧化有抑制作用，抑制率为(48．65±5．21)％～(80．03±5．64)％，其抑制效应远远高于 Vc。结 

论：GA在体外对不同自由基具有较强的清除能力，这可能是其在体内起到抗氧化作用的重要因素之～。 
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Study On the antioxidative activity of gallic acid in vitro 
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(Institute ofL Science，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To introduce the free radical scavenging and anti一1ip0peI xidative activities of gallic acid in vitro and to obtain the 

experimental data of antioxidant activities．Methods：Using spectrophotometry，the effect of gallic acid in seavenging flee radical’OH，flee 

radical‘2，2-Diphenyl一1-pic~lhydrazyl and H2O2 were determined．The antilipoperoxidative effect of ga]lic acid was also evaluated by 

spectrophotometry．Th e scanvenging level of NO was tested by Griess．The experiments were studied respectively amt compared with 

vitamin c (Vc)．Results：Gallic acid in the suitable concentration 5～5O Ixg／ml could scavenge 2．2-Dip-henyl—l—picrylhydrazyl by 

(20．65±2．67)％～ (87．98±4．12)％ indosedependentllaanner．The~avengingcapability ofgallic acid "2，1-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

was significantly higher than that ofvitamin e．Gallic acid in the suitable concentration 50-400 Ixg／ml could scavenge NO by(1 0．45±3．45)％～ 

(4O．43±2．76)％．which was slightly lower than vitamin c．Gallic acid in the suitable concentration 50-400 t~g／ml couht scavenge hydroxylion 

by(47．32±3．26)％～(67．25±2．99)％，which was significantly higher than vitamin c． rhe capability of gallic acid fbr scavenging 

against H202 in vitro was weak．Gallic acid in various concentrations 50~400 p．g／ml could inhibit lipid peroxidation effectively and the rate 

of inhibition was【48．65±5．2 1)％～(80．03±5．64)％，which was significantly higher than that of vitamin e．Conclusion：There is powerful 

scavenging effect of gallic acid against different flee radicals in vitro．This might be one of the reasons for its antioxidant activifies in vivo． 
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没食子酸(Gallic acid，GA)。化学名 3，4，5一三羟基苯甲 

酸(见圈 1)，分子量为 170．12，广泛存在于葡萄 ，茶叶、五倍 
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花 、刺云实豆荚等植物中。主要Ⅲ于有机合成 、医药、涂料、 

国防、食品、轻工业等领域。GA具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤的 

药理作用 。有研究证明GA通过抗氧化作用抑制小鼠红细 

胞溶血活性 、抑制小鼠脑 、肾匀浆脂质过氧化作用 ；对心血 

管疾病有治疗作用 。然而对 GA的体外抗氧化能力的评价 

还鲜有报道。为此，本文选用纯度为98％的GA单体，用超纯 

水配制成不同浓度的 GA溶液，特别针对其体外对各种自由 
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基 [2，2一联苯 一1一苦基肼 (2，2-Diphenyl一1一picrylhydrazyl， 

DPPH)自由基 、H 0：和羟 自由基、NO以及对脂质过氧化反 

应】的抑制效果进行考察，并与 Vc这个公认的自由基清除剂 

做对比研究，以期为 GA抗氧化作用的应用提供有价值的参 

考。 

H0 
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OH 

0H 

图 1 GA的分子结构 

1 材料和方法 

l_1 材料 

GA购白上海同田生物技术有限公司。NO检测试剂盒购 

自南京建成生物工程研究所。DPPH、维生素 C(Vi~min C， 

vc)、磷酸氢二钠 、磷酸二氢钠、亚麻酸 、硝普钠、2一脱氧核 

糖、硫氰酸铵、氯化亚铁、2一硫代巴比妥酸(TBA)、乙二胺四 

乙酸(EDTA)、三氯乙酸 、抗坏血酸、过氧化氢购于阿拉丁试 

剂(中国)有限公司。其它试剂均为分析纯购于商业试剂公 

司 。 

1．2 方 法 

1．2．1 体外有机 自由基 DPPH清除实验 参考文献【4]报道 

的方法，利用 DPPH特征紫红色在 517 nm处有特征吸收峰， 

用分光光度计测定加入 GA后 517 nm吸光度(A)的改变 ，以 

此表示其对有机自由基的清除能力。反应体系含 200汕l的 

90 t~mol／L DPPH与不同浓度 GA 200 I*1(空白对照用 200 Ixl 

去离子水替代)用甲醇补足体系至 1 ml(GA终浓度与阳性对 

照 vc采用相同的浓度分别为5、10、30、50 Ixg／m1)。室温避光 

反应 1 h，光度计用甲醇调零 ，在 517 nm检测吸光度，包括空 

白对照 Ab和样本 As。按下述公式计算 DPPH自由基的清除 

率。 

DPPH自由基的清除率(％)=(Ab—As)／Ab X 100 

1．2．2 体外H：0 清除实验 参考文献[4】报道的方法，在300 

n m 处检测 H：0 吸光度，药物清除 H 0 则会降低此处吸光度。 

反应体系为 600 l的40 mmo1]L H2O2与 200 l不同浓度 GA 

(空白对照用 200t*lPBS替代)在室温下反应 10min(GA与阳 

性对照 vc采用相同终浓度分别为 50、100、200、400~g／m1)， 

于 300 llm测吸光度，包括空白对照 Ab和样本 As。按下述公 

式计算 H，O 清除率。 

H 0 清除率(％)=(Ab—As)／Ab X 100 

1．2．3 体外羟 自由基清除实验 参考文献[5～7]报道的方法， 

在 532 13rll波长处检测羟 自由基吸光度。Fenton反应产生的 

羟 自由基与脱氧核糖反应，生成的丙二醛与硫代巴比妥酸在 

pH较低的条件下加热生成红色络合物，药物与脱氧核糖竞 

争羟自由基，在 532 nm处出现吸光度下降。将 GA与阳性对 

照 Vc采用相同浓度为(50、100、200、400 I．tg／m1)或 200 LLl PBS 

(空白对照)分别加入 Fenton体系(终浓度为 3 mmo1]L 2一脱 

氧核糖 、0．1 mmollL FeC12、1 mmol／L H2O2、0．1 mmol／L EDTA、 

0．1 mmol／L~坏血酸)，充分混匀并用 0．02 mol／L PBS补足 3 ml， 

于 37％反应 1 h。反应完毕，分别加入 1 ml三氯乙酸(2．8％) 

及 1 ml TBA(1％)，充分混匀后将各样品管于 100~C加热 20 

min。冷却后于 532 lqm处测吸光度。按下述公式计算羟自由 

基清除率。 

羟自由基清除率(％)=(Ah—As)／Ab×100 

1．2．4 体外NO清除实验 参照文献[8】的方法。取不同浓度 

的 GA溶液 1．8 ml(终浓度分别为 50、100、200、400~g／m1)， 

同时另取与 GA相同浓度的阳性对照 Vc分别与 0．2 ml硝普 

钠(2．5 mmol／L)充分混匀，25℃光照下准确反应 2 h，之后取 

上清液，采用 Griess法于 540 rim波长下测定 GA对 NO清除 

能力 ，空白管为 1_8 m1双蒸水加 0．2 ml硝普钠(2．5 mmo1]L)。 

检测空白对照 Ab和样本 As。按下述公式计算 NO清除率。 

NO清除率(％)=(1-As／Ab)×100 

1．2．5 抑制脂质过氧化反应的试验 参照文献[9】的方法。将 

1 ml乙醇(99．5％)与 13 l亚麻酸于 10 ml离心管中混匀后 ， 

加入 1 ml GA使其终浓度分别为50、100、200、400 txg／ml。用 

Vc作为阳性对照 ，与 GA采用相同的4个浓度同时实验。空 

白对照管加入 1 ml去离子水与0．5 ml PBS(pH 7．0)混匀，4OoC 

避光孵育 24 h，之后取反应混合物 100 ul与 4．9 ml硫氰酸 

铁反应体系(4．7 ml 75％ 的乙醇 、0．1 ml 30％的硫氰酸铵及 

0．1 ml的 2×10-z mol／L氯化亚铁)充分混匀 ，准确反应 3 min 

后，于 500 nm处测定吸光度，并按下述公式计算 GA对脂质 

过氧化反应的抑制率(As及 Ab分别代表样品及空白对照的 

吸光度)。 

抑制脂质过氧化反应率(％)=(1一As／Ab)×100 

1．2．6 数据处理 每组试验至少重复 3次，每次 4 5个平行 

实验 ，数据 以均数 ±标准差表示 ，采用 SPSS11．0软件分析 ， 

两组间差异用 Student’s t检验分析，多组间比较用方差分析 

法处理数据，P<0．01表示有显著性差异；P<0．05表示差异有 

统计学意义。 

2 结 果 

2．1 比色法测定 GA体外抗氧化的可靠性 

为了确定最佳测试条件，排除干扰因素，首先对 GA溶 

液进行了全波长扫描，测得最大吸收峰为 ：235．5 Bin，而在实 

验测试条件 500、517、532、540 nm及 300 nm处均无明显吸 

收(见图2)，不会对测定结果造成干扰。因此 ，用比色法测定 

GA对 DPPH 自由基、H O 、脂质过氧化 、羟 自由基和 NO清 

除能力是可行的。 

2．2 GA对体外 DPPH自由基的清除率分析 

为了测定不同浓度 GA(5-50 p~g／m1)对 DPPH自由基的 

清除能力。采用分光光度比色法测定了 1 h清除反应后 517 nm 

波长下的吸光度的变化。以空白对照调零 ，GA处理组的清 

除率分别为(20．65±2．67)％、(47．34±3．78)％。(77．76±3．78)％ 






