
第30卷 第5期

2011年 10月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.30 No.5

Oct.2011,618~623

收稿日期:2010-11-18
基金项目:国家自然科学基金项目(41071309)和农业部农业公益性行业科研专项(201103007)
贾 炎,博士研究生.研究方向:植物抗非生物逆境.E-mail:jiayan@webmail.hzau.edu.cn
通讯作者:涂书新,教授.研究方向:农产品品质与安全.E-mail:stu@mail.hzau.edu.cn;唐世荣,研究员.研究方向:环境污染生物修复.

E-mail:tangshirong@cae.org.cn

植酸和几种抗氧化物质
对自由基清除能力的比较
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摘要 在离体条件下,比较研究了植酸和几种常见的抗氧化物质(抗坏血酸、谷胱甘肽)以及部分蔬菜(青
椒、黄瓜、番茄、洋葱)提取物对二苯代苦味酰基(DPPH)自由基的清除作用。结果表明:体系的pH 值是影响抗

氧化物质自由基清除能力的重要因子;在一定的pH值条件下,植酸表现出清除DPPH自由基的能力,其IC50值

为1.94×10-2(pH2.0),而谷胱甘肽和抗坏血酸的IC50值分别为0.26(pH4.6)和1.86(pH5.7)。试验表明,蔬
菜提取液添加植酸后的自由基清除能力明显提高。
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  植酸即肌醇六磷酸(myo-inositolhexaphos-
phate),在植物种子、根、块茎、鳞茎及花粉中广泛存

在,参与种子发育及种子、花粉萌发过程中磷代谢和

矿质元素运转,同时还在蛋白质功能发挥、基因表

达、DNA修复、激素信号传导方面具有一定的功

能[1-2]。植酸作为抗氧化添加剂在工业上应用广泛,
如添加植酸可以抑制食物的脂质过氧化及伴随的氧

化腐败,比如变色、腐败和脱水等。研究表明,日常

食物中添加植酸可以降低结肠癌和其他的肠道疾

病[2]。在植物体内,植酸与Fe2+ 形成螯合物,可抑

制Fe2+的氧化,阻碍Fe2+诱导的羟基活性氧和膜脂

过氧化的形成,从而起到了重要的抑制氧化胁迫的

作用[3]。目前,有关植酸在植物体内的抗氧化作用

及其影响因子的研究尚少见报道。
植物体内同时存在多种具有抗氧化胁迫能力的

活性物质,如抗坏血酸、谷胱甘肽、类胡萝卜素、维生

素E和多酚等[4-5]。这些活性物质由于具有清除自

由基的能力,可使植物免于活性氧的侵害,在植物的

生长和发育过程中发挥着重要作用[6-7]。自由基清

除剂通过与其单电子配对使其颜色逐渐消失,褪色

程度与其接受的电子数量呈定量关系而受到的干扰

较少[8]。因此,通过吸光度的变化可以衡量试样清

除自由基的能力,用于评价自由基清除剂的活性。
二苯代苦味酰基自由基(DPPH·)是一种稳定的自

由基,笔者应用DPPH·研究植酸的自由基清除能

力,寻找适合其自由基清除的时间、温度和pH 条

件,并与抗坏血酸、谷胱甘肽以及部分蔬菜提取液的

抗氧化能力进行比较。

1 材料与方法

1.1 供试材料

1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)和植酸钠购

于美国Sigma公司,优级纯试剂;谷胱甘肽(GSH)、抗
坏血酸(ASA)和乙醇为国产优级纯试剂;青椒、黄瓜、
番茄、洋葱等购于华中农业大学菜市场。
1.2 试验方法

1)反应时间、温度、pH对植酸清除DPPH自由

基效果的影响。DPPH用无水乙醇配制为1×10-4

mol/L,植酸钠、抗坏血酸和谷胱甘肽用超纯水分别

配制为1×10-3、2×10-5、1×10-4mol/L。取5mL
植酸钠溶液(pH2.0)加入5mL的DPPH溶液中,
分别 控 制 温 度 为 (8±1)℃、(25±1)℃ 和

(50±1)℃,在暗光下反应1h,测定吸光度,同时测

定空白溶液(5mLDPPH+5mL50%乙醇)的吸光
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度,计算不同温度下DPPH自由基清除率。
取5mL植酸钠(pH2.0)加入5mL的DPPH

溶液中,室温下(25±1)℃,暗光放置0~120min。
以10min间隔测定吸光度,同时测定空白溶液

(5mLDPPH+5mL50%乙醇)的吸光度,计算不

同时间时DPPH自由基清除率。
分别调节抗坏血酸和谷胱甘肽溶液的pH 为

2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0;调节植酸钠溶液的

pH为2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、10.68(不调

节时的pH)。分别取各抗氧化剂(抗坏血酸、谷胱

甘肽、植酸钠)溶液0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0mL于

5mL1×10-4mol/LDPPH 溶液中,不足5mL的

部分用50%乙醇补足(植酸钠用超纯水补足),同时

测定5mL50% 的乙醇和各体积待测试样溶液混

合后的吸光度。计算DPPH 自由基清除率和抗氧

化能力IC50。

2)抗氧化剂清除DPPH 自由基能力比较。取

各抗氧化剂(抗坏血酸、谷胱甘肽、植酸钠)溶液0、

1.0、2.0、3.0、4.0、5.0mL于5mLDPPH溶液中,
不足5mL的部分用50%乙醇补足(植酸钠用超纯

水补足),同时测定5mL50% 的乙醇和各体积待

测试样溶液混合后的吸光度。计算DPPH 自由基

清除率和抗氧化能力IC50值,其中抗坏血酸浓度为

2×10-5 mol/L,pH5.66;谷胱甘肽浓度为1×10-4

mol/L,pH4.64;植酸浓度为1×10-3mol/L,pH2.0
(主要以植酸分子的形式存在)。

3)添加植酸对蔬菜提取液清除自由基效果的影

响。参照陈丛瑾等[9]的方法,分别取各新鲜蔬菜

10.00g2份,其中1份烘干。分别将新鲜和烘干蔬

菜置于碾钵中,立即加入95%乙醇10mL,研磨至

匀浆,加入40mL50%的乙醇,80℃水浴2h,然后

定容至100mL,10000r/min离心,取上层清液待

用。取2.5mL蔬菜提取液和2.5mL植酸混合后加

入5mL的DPPH中,测定吸光度,计算其自由基清

除率。同时测定单一蔬菜提取液的自由基清除能力。
1.3 清除自由基能力的测定

参考Ahn等[3]的方法,并作相应调整,试剂混

合后在暗光下反应1h,在517nm处(1cm比色皿

中)测定吸光度 A。将5mLDPPH 溶液和5mL
50%的乙醇混匀测定吸光度记为A0;5mLDPPH
溶液和不同体积(1.0、2.0、3.0、4.0、5.0mL)待测

试样溶液混合,不足5mL50%乙醇补足,测定的吸

光度记为As;5mL50% 的乙醇和各体积待测试样

溶液混合,测定的吸光度记为 Ar。按式(1)计算

DPPH自由基清除率:
Y=1- (As-Ar)/A0 (1)

IC50值= 50%×溶液中加入DPPH的物质的量
达到50%清除率时溶液中化合物物质的量

(2)

绘制DPPH自由基清除率对样品提取液浓度

曲线,由曲线读取或用方程计算出DPPH自由基清

除率为50%时所需样品提取液浓度(C50),按式(2)
计算IC50值。IC50值的物理意义为:当达到50%清

除率时,单位物质的量的抗氧化剂所清除的DPPH
的物质的量。IC50值越高,表示该抗氧化剂的自由

基清除能力越强[10]。
1.4 数据分析

试验数据均为2~3次重复样品的平均值,并通

过Excel进行数据分析和作图。

2 结果与分析

2.1 反应时间、温度、pH 值对植酸清除 DPPH 自由

基效果的影响

  植酸对DPPH自由基的清除率与反应时间呈现

二次曲线关系(图1,反应体系植酸浓度1×10-3

mol/L,pH 2.0,温 度 25 ℃),方 程 是 y =
-0.0725x2+1.4576x+13.684(R2=0.9661,n=
12,其中y为清除率,x为反应时间)。开始反应后

1h以前,自由基清除率急剧增加,但在1h以后,

DPPH自由基的清除率进入平台期,清除率增加不

明显,说明DPPH 的反应在1h时已经基本完全。
综合考虑溶剂的挥发性、植酸的稳定性以及试验的

时间,确定自由基清除反应的时间为1h。

图1 反应时间对植酸清除DPPH自由基的影响

Fig.1 EffectofreactiontimeonDPPHfreeradical
scavengingbyphyticacid

  当控制反应体系温度为8、25、50℃时,植酸对

DPPH·的清除率分别是21.5%、23.2%和38.0%。
说明温度在一定程度上影响植酸对DPPH 自由基
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的清除效果,升高温度可以提高植酸与自由基的反

应程度。但是50℃时空白溶液的吸光度只有8℃
时的78.5%(数据未列),说明在较高温度(50℃)
下会引起部分 DPPH·的褪色分解;而且8℃与

25℃时空白溶液吸光度相差不大,自由基的清除

率也无显著差异,反应较为稳定。为了试验的简

便和准确性,本试验选择25℃作为自由基清除试

验的温度。
体系的pH值显著影响植酸钠、抗坏血酸和谷

胱甘 肽 的 DPPH 自 由 基 清 除 能 力 (图 2)。当

pH值为10.68(未调节pH的植酸钠溶液)时,植酸

钠对DPPH自由基几乎没有清除效果。但是在pH
值为2.0~8.0时,随 着 pH 值 的 降 低 植 酸 清 除

DPPH自由基的能力提高,并在pH 值为2.0时达

到最高,其自由基清除能力(IC50)达到1.94×10-2。
随着pH值从2.0~8.0的不断升高,抗坏血酸的

IC50不断下降。试验所用1×10-4mol/L抗坏血酸

的50%乙醇溶液的pH值为5.66,在该pH值下抗

坏血酸并没有达到最佳的清除自由基的能力。而且

在pH值为5.66以下抗坏血酸的自由基清除能力

(IC50)随pH值降低而升高,从1.33上升到2.17,
上升了63.2%;pH 值在5.66以上变化不大,下降

8.2%。对于谷胱甘肽来说,在pH 值为2.0~5.0
时,随pH值的升高,自由基清除能力不断下降;在

pH值为5.0时,清除DPPH 自由基的能力达到最

低点;在pH值为5.0~8.0时,自由基清除能力又

逐渐提高。在pH8.0时,谷胱甘肽的DPPH·清除

率达到了最高,是pH5.0时清除率的2.23倍。

图2 反应体系(25℃)pH值对植酸(A)、抗坏血酸(B)和谷胱甘肽(C)清除DPPH自由基的影响

Fig.2 EffectsofsolutionpHonDPPHfreeradicalscavengingbyphyticacid(A),ASA(B),andGSH(C)attemperatureof25℃
2.2 植酸与谷胱甘肽、抗坏血酸清除 DPPH 自由基

能力的比较

  在设定温度为25℃,植酸钠、抗坏血酸和谷胱

甘肽溶液的pH 值分别为2.0、5.7和4.6的条件

下,提高3种抗氧化剂的浓度显著增加对DPPH自

由基的清除率(图3,体系温度25℃,植酸、抗坏血

酸和谷胱甘肽的pH值分别为2.0、5.7和4.6)。植

酸 、抗坏血酸、谷胱甘肽抗清除DPPH自由基的能

图3 不同浓度的植酸(A)、抗坏血酸(B)和谷胱甘肽(C)对DPPH自由基清除作用

Fig.3 DPPHfreeradicalscavengingbydifferentconcentrationsofphyticacid(A),ASA(B),andGSH(C)
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力(IC50)值 分 别 为1.94×10-2(pH2.0)、1.86
(pH5.7)和0.26(pH4.6)。3种抗氧化剂对自由基

的清除能力顺序为:抗坏血酸>谷胱甘肽>植酸。
试验发现植酸具有一定的自由基清除能力,为抗坏

血酸的1.04%,谷胱甘肽的7.46%。
2.3 添加植酸对蔬菜提取液清除自由基的效果

植物样品的干样提取液和新鲜样品提取液均具

有一定的自由基清除能力(图4)。洋葱和青椒的干

样提取液的自由基清除能力要高于其鲜样提取液的

自由基清除能力,分别提高110.9%和7.9%;但是

在番茄和黄瓜中,干样提取液的自由基清除能力要

比鲜样分别低12.6%和45.9%。在所有的样品中,
样品提取液添加植酸后,其复合组分的自由基清除

率比样品的自由基清除率大,增加比例为2.5%~
98.5%,其中洋葱鲜样提取液增加最多,而黄瓜鲜样

提取液增加较小,说明添加植酸增加了蔬菜提取液

的自由基清除能力,其机理需要进一步研究。

 OF:洋 葱(鲜)Onion (fresh);OD:洋 葱(干)Onion (dry);

TF:西红柿(鲜)Tomato(fresh);TD:西红柿(干)Tomato(dry);

PF:辣椒(鲜)Pepper(fresh);PD:辣椒(干)Pepper(dry);CF:黄

瓜(鲜)Cucumber(fresh);CD:黄瓜(干)Cucumber(dry).

图4 添加植酸对蔬菜提取液清除

DPPH自由基效果的影响

Fig.4 EffectsofphyticacidadditiononDPPH

freeradicalscavengingbyvegetableextracts

3 讨 论

DPPH·是少数化学性质稳定的自由基之一,
即使在室温溶液中也很稳定,它的稳定性主要来自

共振稳定作用及3个苯环的空间障碍,使夹在中间

氮原子上的不成对电子不能发挥其应有的电子成对

作用。应用DPPH法测定自由基清除率简便易行,
灵敏可靠,重现性好,不易受外界干扰因素的影响,
是筛选自由基清除剂的好方法[11]。但反应时间、温
度以及其他的一些反应条件对DPPH 自由基清除

作用具有一定的影响[8]。本试验表明,25℃暗光条

件下,1h的反应时间对于植酸自由基清除反应较

为合适,而且试验的pH 范围不影响到DPPH·的

稳定性。
本试验证明了植酸和其他的抗氧化剂(ASA,

GSH等)一样具有清除DPPH自由基的能力。Ahn
等[3]的试验表明,经辐射后的植酸具有清除自由基

的能力,但是并没有发现未经辐射的植酸的自由基

清除能力,主要是因为其使用植酸钠溶液并未调节

至酸性,植酸主要以离子形式存在。在本试验中,未
调节pH值的植酸钠溶液的pH值为10.68,其自由

基清除能力几乎可以忽略不计(图2),但是调节pH
值为2时,植酸的抗氧化能力(IC50)为1.94×10-2,
为抗坏血酸的1.04%、谷胱甘肽的7.46%。植酸具

有12个质子解离位点,其中6个具强酸性,电离常

数为1.5;3个具弱酸性,电离常数分别为5.7、8.0
和7.6。当pH值为2.0时,植酸具有最高的清除自

由基的能力,可能是因为其主要是以植酸分子的形

式存在。植酸在酸性的环境(pH2.0)下具有清除

DPPH自由基的能力。虽然其自由基清除能力不如

抗坏血酸以及谷胱甘肽等传统的抗氧化剂,但是植

酸中磷的含量占种子全磷量的50%~80%,尤其在

禾 谷 类 种 子 中 含 量 最 高,其 叶 片 中 可 以 达 到

0.25%~0.40%[12]。相比之下,植物体内重要的抗

氧化物质谷胱甘肽和抗坏血酸的含量就显得很低

了,往往只有几个到几十个μmol/g。考虑到植酸在

植物体内的含量很高,其在植物体内的抗氧化能力

不可忽视。
有关植酸的自由基去除机理有待深入研究。传

统观点认为,在体外条件下,植酸是一种很稳定的抗

氧化剂,在通过螯合Fe2+来抑制自由基的过程中不

会损耗,不存在与其他抗氧化剂类似的直接清除自

由基的能力[3,13]。还有研究表明,植酸通过螯合重

金属离子,减少因为金属离子所引起的氧自由基[15]

以及内在的膜脂过氧化[14-15]。在植物的种子中,作
为一种在生理pH范围内的聚阴离子,植酸是一种

有效的与各种大量元素或微量元素,如K、Mg、Ca、

Fe、Zn和 Mn络合的阳离子络合剂,从而形成肌醇

六磷酸(肌醇六磷酸钙镁),被区隔化在特异的液泡

中,称为蛋白质体或者蛋白质储存液泡[16]。另外,
植物在受到胁迫时,如干旱、淹水、盐碱、高温、低温、
重金属等各种逆境条件,抗氧化活性物质的含量提

高[17-18],但是对于植酸在胁迫条件下的含量变化的
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研究较少。
植物在受到氧化胁迫条件下,植酸作为一种信

号传导分子,可能参与诱导植物体内抗氧化酶系统

的合成[4]。Tu等[19]发现在As处理条件下,蜈蚣草

的超积累品种的根系分泌物中比非超积累品种具有

更多的植酸,可能是蜈蚣草超积累品种产生抗性的

一个重要的原因。
试验通过研究pH值对3种抗氧化剂自由基清

除能力的影响,强调了抗氧化剂作用的pH 条件的

重要性。对于抗坏血酸来说,在pH 值为2.0时具

有最强的自由基清除能力,可能是因为在酸性条件

下,L-抗坏血酸更容易脱氢生成脱氢抗坏血酸,可以

更好的清除自由基。之所以谷胱甘肽在pH 值为

5.0时,清除自由基的能力差,可能因为其接近等电

点(5.93),在等电点时,谷胱甘肽分子正负电荷相

等,更容易聚合在一起,可能会影响清除反应;而在

等电点的pH之外,分子带正电或负电,分子间更容

易分散,可能会提高反应程度。植酸、抗坏血酸和谷

胱甘肽清除自由基的能力受到体系pH值的影响较

大。在抗氧化剂的抗氧化能力评估以及实际抗氧化

剂的应用时要考虑其最佳作用pH值。
许多植物中含有抗氧化效果很好的活性物质,

如葡萄籽提取物、迷迭香提取物、银杏提取物、茶叶

等[20-21]。蔬菜是我们日常离不开的食物,从蔬菜中

寻找和提取抗氧化物质是廉价和安全的,其中有很

多抗氧化物质已经得到了证明。植物中的植酸含量

尤为可观,其抗氧化作用也不能小视。本试验中蔬

菜提取液中添加植酸后的复合自由基清除率要高

于单一蔬菜提取液,这在另一个方面说明了植酸

的自由基清除能力。韦霁等[22]报道甘蔗汁中添加

增效剂,赵翾等[23]报到甘草提取物、陈皮提取物、
卵磷脂、抗坏血酸和柠檬酸组成的复合天然抗氧

化剂具有很好的抗氧化效果。夏金虹等[24]试验表

明不同配比的抗氧化组分作用不同。植酸作为抗

氧化剂添加以及抗氧化剂复合作用机理值得深入

研究。
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Acomparativestudyofrolesofphyticacid
andseveralantioxidantsineradicationoffreeradicals

JIAYan1,2 TUShu-xin1 TANGShi-rong1,2

1.CollegeofResourcesandEnvironment,HuazhongAgricultural
University,Wuhan430070,China;

2.CentreforResearchinEcotoxicologyandEnvironmentalRemediation,

Agro-EnvironmentalProtectionInstitute,MinistryofAgriculture,Tianjin300191,China

Abstract Diphenylpicrylhydrazyl(DPPH)spectrocolorimeterymethodwasusedtoevaluatethean-
ti-oxidativecapacityofphyticacid,ascorbicacid(ASA),glutathione(GSH)andvegetableextracts.The
resultsshowedthateradicationoffreeradicalofphyticacid,ASAandGSH waspHdependent.The
IC50,avaluedescribingtheabilityofDPPHfreeradicalscavenging,was1.94×10-2(pH=2.0),0.26
(pH=4.6)and1.86(pH=5.7)forphyticacid,GSHandASA,respectively.Inaddition,addingphytic
acidenhancedtheeradicatingabilityoffreeradicalofvegetableextracts.Theresultssuggestedthat
phyticacidwouldbeanimportantantioxidantinplantsduetoitshighcontentinplants,andposeacruci-
alroleinresistancetooxidativestress.

Keywords diphenylpicrylhydrazyl;phyticacid;antioxidant;anti-oxidativeability;freeradical
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