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摘要：本文研究了白藜芦醇与黑木耳多糖对 ABTS+自由基清除的协同作用。采用 ABTS+自由基清除实验与 Chou-Talalay 联合指

数（CI）方法相结合，对白藜芦醇和黑木耳多糖单独和复配的清除效果、联合指数（CI）及剂量减少指数（DRI）进行分析评价，结

果显示：单独白藜芦醇和黑木耳多糖的 IC50值分别为 3.56 mg/L、61.46 mg/L，复配（质量比 1:1）后的 IC50值为 2.50 mg/L，表明复

配物对 ABTS+自由基有明显的清除作用；联合指数（CI）分析，从清除率 5%至 97%相互作用指数都小于 1，且随着清除率的增加，

联合指数（CI）也随之降低；剂量减少指数（DRI）分析，从清除率 5%至 97%剂量减少指数都大于 1，且随着清除率的增加，剂量

减少指数（DRI）也随之增加，证实在质量比 1:1 时，白藜芦醇与黑木耳多糖之间存在着显著协同抗氧化效应。 
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Abstract: ABTS+ radical scavenging experiments and Chou-Talalay combination index (CI) method was used to evaluate the scavenging 

effects, combination index (CI) and dose reduction index (DRI) of resveratrol (RES) and Auricularia auricular polysaccharides (AAP) 

individually as well as combination of them. The results showed that IC50 values of RES and AAP were 3.56 mg/L and 61.46mg/L, respectively, 

while IC50 value of the combination (mass ratio 1:1) was only 2.50 mg/L, indicating the combination had significant ABTS+ radical scavenging 

effect. CI analysis displayed that the clearance rate of 5~97% interaction index was less than 1. With the removal rate increased, CI was also 

reduced. DRI analysis demonstrated that the clearance rate of 5~97% DRI was greater than 1. With the removal rate increased, DRI also 

increased. Therefore, it was confirmed that RES and AAP had significant synergistic antioxidant effect when the mass ratio was 1:1. 
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随着科技的发展，现代技术已渗透到生活中的多

个领域，核能、放射治疗、各种家用电器、通讯、汽

车的广泛使用等，给人们生活带来福利的同时，也存

在着巨大的潜在危害。长期接触上述环境对身体处于

氧化应激状态，产生损伤，甚至能引起一系列疾病。

有人建议，使用食品的天然抗氧化剂比人工合成的抗 
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氧化剂是更安全的和健康[1]。 
白藜芦醇（resveratrol，RES）是存在于植物中的天然

抗氧化剂，主要通过清除或抑制自由基生成，抑制脂

质过氧化、调节抗氧化相关酶活性等机制发挥抗氧化

作用。黑木耳（Auricularia auricular polysaccharides，
AAP）的在我国资源丰富，它的产量占据世界首位，

属于药食同源真菌，不仅具有很高的营养价值，还具

有多种药理功能。据文献报道，黑木耳多糖具有调解

人免疫系统、抗氧化、降血脂[2]、抗肿瘤、增强胃肠

功能和抗皮肤老化[3]等活性，因此对于它的开发和利

用得到越来越多的关注。最近，有报道黑木耳多糖与
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鹿茸提取物对糖尿病小鼠血糖血脂具有协同作用[4]。

另外，也有报道茶多酚和茶多糖对糖尿病防治的协同

作用[5]，目前对多酚和多糖的协同研究报道较少。 
尽管白藜芦醇和黑木耳多糖都具有较好的抗氧化

效果，但复合抗氧化剂相比于单一抗氧化剂抗氧化活

性高、成本低，以及可避免抗氧化剂的过多使用可能

带来的安全问题，所以本研究对白藜芦醇与黑木耳多

糖进行复配，利用周氏导出的中效原理和公式及导出

的多种药物计量公式和联合指数，来分析评价药物联

用后的效果。研究其协同抗氧化作用，为复合抗氧化

剂应用于其他作用研究提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

ABTS 购自 Sigma 公司。白藜芦醇购自郑州荔诺

生物科技有限公司，纯度为 98%以上。黑木耳

（Auricularia auricular）购自中国哈尔滨市南极市场。 
TDZ4-WS 型低速离心机，长沙湘麓离心机仪器

有限公司；Sp-752PC 型紫外可见分光光度计，北京光

谱仪器有限公司；R205 型旋转蒸发器，上海申胜生物

技术有限公司。 

1.2  黑木耳多糖的提取 

按照文献[6]，称取 30 g 黑木耳粉，按 1:60 物料比，

加入 1800 mL 蒸馏水浸泡，400 W 超声 1 h，90 ℃水

浴 3~5 h，4000 r/min，离心 5 min，收集上清液，黑木

耳粉再重复提取一次，合并上清液，使用真空旋转蒸

发浓缩体积至 1/4，加入三倍体积的 95%乙醇沉淀 24 
h，4000 r/min，离心 5 min，获得粗多糖，干燥。干粉

用蒸馏水 80 ℃水浴下溶解，然后用 sevage 法除蛋白，

按其体积的 1/5 加入 sevage 试剂（氯仿：正丁醇=5:1），
4000 r/min，离心 15 min，除去中间变性蛋白和溶剂层，

重复操作 4 次以上，直至除尽蛋白。将除尽蛋白的上

清液减压浓缩，加入3倍体积95%乙醇沉淀24 h，40 ℃
真空干燥，得供试样品。 

粗多糖用蒸馏水溶解，采用苯酚-硫酸标准曲线

法，紫外分光光度计上检测出粗多糖的葡萄糖浓度为

51%（w/w）。经气相色谱与质谱联用仪分析表明，它

由 D-核糖、L-鼠李糖、L-阿拉伯糖、D-木糖、D-甘露

糖、D-葡萄糖、D-半乳糖（0.43:0.16:0.26:6.77:40.77: 
37.93:32.88）组成。经液相色谱与质谱联仪测定提取

物的平均分子为 330630。 
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1.3  ABTS+自由基清除能力的测定 

清除ABTS+自由基的测定是参照Re Roberta等人

的方法，并稍作修改[7]。ABTS 阳离子自由基的产生

是通过 ABTS 原液与过硫酸钾在室温黑暗中反应

12~16 h 完成，在供氢抗氧化剂存在的情况下，ABTS+

自由基将会减少。将 7 mmol/L ABTS+和 2.45 mmol/L
的过硫酸钾（终浓度）混合，在室温避光条件下静置

过夜，将生成的 ABTS+溶液用水稀释，使其在 30 ℃，

734 nm 波长下的吸光度为 0.7±0.02，即得到 ABTS+

工作液。取不同浓度的白藜芦醇、黑木耳多糖或复配

物（白藜芦醇与黑木耳多糖质量比 1:1）溶液 1.5 mL，
加入试管中，在分别加入 1.5 mL 的 ABTS+溶液，空

白管用蒸馏水代替样品溶液，对照管用蒸馏水代替

ABTS+工作液，并做重复试验，室温避光放置 6 min，
于波长 734 nm 下测定其吸光度。每份样品平行操作 3
次，计算公式为： 

清除率（%）=[A 空白-（A 样品-A 对照）]/A 空白×100    (1) 
注：A 空白为加入 1.5 mL ABTS+·溶液与 1.5 mL 蒸馏水；A

样品为 1.5 mL ABTS+溶液与 1.5 mL 样品溶液；A 对照为 1.5 mL 样

品溶液与 1.5 mL 蒸馏水。 

1.4  中效原理 

采用剂量-效应分析的 Chou and Talalay 公式#中效

原理，通过用不同稀释浓度的剂量-效应曲线，计算白

藜芦醇和黑木耳多糖单独和联用使用的效果。 

m
mua DDff )/(/ =                         (2) 

注：D 是剂量，Dm 是产生中度效果的剂量，这是相当于

有效剂量的中值剂量（EC50），fa 是反应系统中的 D 剂量的有

效部分，fu= 1-fa，m 是剂量-效应曲线的系数。 

基于 Chou and Talalay 的中效方程的对数形式： 

)log()log()/(log mua DmDmff −=         (3) 

根据定义，fa +fu = 1，方程（1）可以演化出多种公式： 

]/1/[1a
m

m DDf ）（+=                       (4) 

m
aam ffDD /1)]1/([ −=                    (5) 

1.5  联合指数（CI） 

经典的等效线图方程的基础上的联合指数（CI）
已用于组合药物的数据分析，公式如下：  
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D1和D2是药物1和药物2联合作用抑制率为X%
时的作用浓度，Dx1和 Dx2是药物 1 和药物 2 单独应
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用抑制率为 X%时的作用浓度，DRI 是剂量减少指数，

对组合数据进行分析，CI<1、CI=1 和 CI>1 分别表示

为协同作用、加和作用或拮抗作用[8~9]，DRI 是指剂量

减少指数。 

1.6  分析软件 

将测得的药物浓度和清除效果，用 Calcusyn 软件

处理，求出联合药物之间相互作用的有关参数，各清

除水平的联合指数（CI）和剂量减少指数（CRI）。 
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2  结果与讨论 

2.1  白藜芦醇和黑木耳多糖单独及复配物对

ABTS+自由基清除效果 

 
图1 白藜芦醇和黑木耳多糖单独及复配物对ABTS+自由基清除

能力的剂量-作用图 

Fig.1 Effect of RES, AAP, and RES in combination with AAP in 

scavenging ability of ABTS+ radical 

注：RES-白藜芦醇；AAP-黑木耳多糖；MIX-复配物；S-

清除率；Fa-作用效果；Dose：剂量（μg/mL）。 

如图 1 所示，白藜芦醇和黑木耳多糖单独及复配

物对 ABTS+自由基的清除能力随浓度增加而增强，具

有明显的量效关系，并且白藜芦醇对 ABTS+自由基的

清除能力，显著高于黑木耳多糖，复配物的清除能力

又高于白藜芦醇。当单独使用浓度为 1 μg/mL 白藜芦

醇时，清除率为 17.90%；当使用单独浓度为 20 μg/mL
黑木耳多糖时，清除率为 16.43%，而当联合使用白藜

芦醇（1 μg/mL）和黑木耳多糖（1 μg/mL）时，清除

率为 51.18%，远大于它们相同剂量的作用之和，说明

该剂量下白藜芦醇与黑木耳多糖具有协同效果。 

2.2  白藜芦醇和黑木耳多糖对 ABTS+自由基

清除效果相互作用分析 

如图 2a 所示，根据 1.4（3）公式，可以计算得

出不同清除效果的剂量，当作用效果达到 0.5 时，即

Y 轴为零时，从 X 轴的截距，我们可以看出它们 EC50

值，若以 EC50值来衡量它们的活性大小，顺序为复合

物>白藜芦醇>黑木耳多糖；如图 2b 所示，从清除率

5%至 97%相互作用指数都小于 1，且随着清除效果的

增加，CI 也随之降低，表明白藜芦醇和黑木耳多糖的

协同抗氧化效果，是随作用效果的增加，协同效果随

之增强，具有很好的协同应用前景。 

 

 
图2 白藜芦醇和黑木耳多糖组合的相互作用的中效作用图（a）

和联合指数作用图（b） 

Fig.2 Median- effect (a) and CI- effect (b) plots for interactions 

between RES and AAP combination. 

2.3  白藜芦醇和黑木耳多糖对 ABTS+自由基

清除效果的剂量减小指数 

DRI 是指达到一定抑制率所需单一药物的剂量与

联合用药时该药的剂量比，若比值愈大，表明要达到

单一药物相同的疗效，联合用药时该药的剂量降低愈

显著，由于降低了该药的剂量，必然减少该药对机体

的毒性。分析公式 1.4（6），可以发现 DRI>1，并不

一定表示协同，而 CI<1 必定表示协同作用。白藜芦

醇和黑木耳多糖的 DRI 值，从 Fa>0.05 时开始，均大

于 1，且随作用效果增强，DRI 增大（见表 1）。相同

的清除作用效果下，黑木耳多糖的剂量显著高于白藜

芦醇。通过作用效果与剂量减少指数的对数分析(图
3)，Log(DRI)值均大于 0，且黑木耳多糖显著高于白
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藜芦醇，说明对黑木耳多糖单一药物的减药量更大。 
表1 白藜芦醇和黑木耳多糖不同清除效果下的浓度及剂量减

少指数（DRI） 

Table 1 RES and AAP cleared under the effect of different 

concentrations and dose reduction index (DRI) 

Fa RES Dose 
/(μg/mL) 

AAP Dose 
/(μg/mL) 

RES 
DRI 

AAP 
DRI 

0.05 0.50 10.29 1.56 32.17 

0.1 0.82 16.20 1.82 35.84 

0.2 1.41 26.50 2.14 40.30 

0.3 2.02 36.75 2.39 43.56 

0.4 2.71 48.05 2.62 46.43 

0.5 3.55 61.46 2.84 49.23 

0.6 4.65 78.60 3.09 52.20 

0.7 6.25 102.78 3.38 55.64 

0.8 8.95 142.54 3.77 60.14 

0.9 15.36 233.16 4.45 67.62 

0.97 36.01 506.62 5.78 81.33 

 
图3 白藜芦醇和黑木耳多糖组合的相互作用的效应与剂量减

少指数对数作用图 

Fig.3 Fa-Log(DRI) plots for interactions between RES and AAP 

combination 

3  讨论 

ABTS+清除实验是测定化合物抗氧化能力的重要

方法[10]，白藜芦醇与黑木耳多糖的组合对 ABTS+

（CI<1）清除具有较好的协同抗氧化效果。研究白藜

芦醇与黑木耳多糖抗氧化的相互作用关系，首先要了

解它们的结构，本实验选取的白藜芦醇属于二苯乙烯

类多酚化合物，黑木耳粗多糖是聚合糖高分子碳水化

合物，经高效液相分析，单糖组成包括主要是酸性粘

多糖，由葡萄糖、甘露糖、半乳糖和木糖等单糖组成
[11]。前期研究发现，比较几种多酚结构与黑木耳多糖

的复配，发现二苯乙烯类结构与多糖的存在协同效果，

这可能与其结构有关。两种或两种以上的抗氧化剂复

配使用时，各种抗氧化剂在抗氧化之后，也可能使得

产生的游离基相互作用生成新的酚类化合物，继续发

挥抗氧化作用，使其抗氧化性能得以增强 [12]。

Peyrat-Maillard MN 等人研究体外氧化体系下的迷迭

香酸与槲皮素或咖啡酸存在协同抗氧化作用，这些复

合物协同作用可能是由于抗氧化剂之间的修复机制，

分子上可能形成的稳定的分子间配合物的化学结构
[13]。Boath A S 等人研究黑醋栗和花秋浆果多酚体外协

同抑制α-葡萄糖苷酶活性，分析其作用可能是两种多

酚类的成分，作用不同的活性位点，而最终产生的协

同抑制效果[14]。目前关于抗氧化协同机理主要是抗氧

化剂的之间修复再生作用，认为复合抗氧化剂可以相

互修复再生，形成氧化还原循环系统，对于它们之间

相互作用机制还有待于进一步的研究。 

4  结论 

这项研究的结果表明，葡萄籽中的白藜芦醇和黑

木耳多糖复合物，对清除 ABTS+自由基效果，与单一

成分相比更有效，人们可以通过改变日常膳食搭配来

增强机体自身的抗氧化能力。以后有必要对于在体内

模型中，使用葡萄籽中的白藜芦醇和黑木耳多糖复合

物，为阐明相互作用机制进行深入研究。 
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