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摘要：本文分别比较了茶黄素（TFs）与黑木耳多糖（AAP）和灵芝孢子多糖（GLP）单一、联合使用清除 ABTS 自由基活性的

作用。采用 Chou-Talaly 联合指数（CI）方法分析 ABTS 自由基清除实验结果，并对单一和联合使用的清除效果、联合指数（CI）、

等效应图和剂量减少指数（DRI）进行分析评价。单独使用茶黄素、黑木耳多糖和灵芝孢子多糖的 IC50值分别为20.60 μg/mL、2.49 mg/mL

和 0.93 mg/mL，联合使用茶黄素和黑木耳多糖与茶黄素和灵芝孢子多糖（质量比为 1:3）后，IC50值分别为 74.04 μg/mL 和 58.92 μg/mL。

联合指数（CI）分析表明，从清除率 5%到 97%，茶黄素和灵芝多糖的联合指数都小于 1，且 CI 有降低趋势，二者间有协同作用；剂

量减少指数（DRI）分析显示，从清除率 5%到 97%，茶黄素和灵芝多糖的剂量减少指数都大于 1，以上结果茶黄素和黑木耳多糖联

合使用均表现不一致。茶黄素和灵芝多糖之间存在协同清除 ABTS 自由基效应，但茶黄素和黑木耳多糖不存在。 
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Abstract: The 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radical scavenging activities of theaflavins (TFs) alone and 

combined with Auricularia auricular polysaccharides (AAP) and Ganoderma lucidum spore polysaccharides (GLP) were compared in this 

paper. The results of ABTS radical scavenging experiments were analyzed using the Chou-Talalay combination index (CI), and the scavenging 

effects, combination index (CI), and dose-reduction index (DRI) of TFs, AAP, and GLP, alone and in combination, were evaluated. The half 

maximal inhibitory concentration (IC50) values of TFs, AAP, and GLP were 20.60 μg/mL, 2.49 mg/mL, and 0.93 mg/mL, respectively, while the 

IC50 values of a combination of TFs and AAP (mass ratio 1:3) and a combination of TFs and GLP (mass ratio 1:3) were 74.04 μg/mL and 58.92 

μg/mL, respectively. CI analysis indicated that with the clearance rate in the range of 5~97%, the CI values of TFs with GLP were < 1 and 

exhibited a downward trend, suggesting a synergistic effect between TFs and GLP. DRI analysis demonstrated that with the clearance rate in the 

range of 5~97%, the DRI values of TFs with GLP were greater than 1. Inconsistent results were obtained in the above analyses for a combination 

of TFs and APP. Therefore, there was a synergistic effect between TFs and GLP for scavenging ABTS free radicals, but no similar effect was 

found between TFs and APP. 
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茶黄素（Theaflavin，TFs）是乌龙茶和红茶生产

中多酚氧化酶和空气氧化儿茶素的主要产物[1]。实验

表明茶黄素对羟自由基、DPPH 自由基[2]和 ABTS 自 
由基[3]有很好的清除能力。此外茶黄素还具有抗突变
[4]、抗炎 [5]和抗肿瘤 [6]等生理学特性。黑木耳

（Auricularia auricula）是一种营养丰富的药食同源性
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食 用 菌 。 黑 木 耳 多 糖 （ Auricularia auricular 
polysaccharides，AAP）是从黑木耳子实体中提取的多

糖，据研究具有抗氧化[7]、抗辐射[8]、降血脂[9]、免疫

调节[10]、抗肿瘤[11]和降血糖[12]等多种生物学活性。灵

芝（Ganoderma lucidum）为多孔菌科真菌灵芝的子实

体，属于传统中药材，灵芝多糖主要分布于灵芝孢子

中 [13]。灵芝孢子多糖（Ganoderma lucidum spore 
polysaccharides，GLP）具有抗氧化[14]、降血糖[15]及免

疫调节[16]等生物学活性。现代恶劣的环境会诱导机体

氧化应激，这可能是各种临床疾病如糖尿病、动脉粥

样硬化及恶性疾病等发生的罪魁祸首[17]。清除自由

基，促进抗氧化防御系统的再生，就可避免氧化应激

带来的机体损伤。茶黄素、黑木耳多糖和灵芝孢子多

糖都被判定具有良好的抗氧化效果，但相比单一使用

抗氧化剂的成本高和使用剂量大有可能引发安全问

题，联合使用药物若能产生协同作用将带来不可估量

的经济效果和临床效果。虽然茶黄素、黑木耳多糖和

灵芝孢子多糖都具有很强的抗氧化活性，但是目前关

于几种抗氧化剂协同抗氧化的报道还非常少，而对酚

类化合物和多糖两种重要抗氧化剂协同抗氧化的研究

基本没有。所以本研究对茶黄素分别和黑木耳多糖、

灵芝孢子多糖联合使用，借鉴 Chou-Talalay 联合用药

理论分析比较药物联合使用效果，研究其是否具有协

同抗氧化作用，为抗氧化剂联合使用应用于体内研究

提供体外参考。 
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1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

没食子酸标准品（>99.0%）购自天津百伦斯生物

技术有限公司；ABTS 购自 Sigma 公司；黑木耳

（Auricularia auricular）购自中国哈尔滨市南极市场；

茶黄素和破壁灵芝孢子粉由总后军需研究院提供；葡

萄糖、碳酸钠、福林酚、苯酚和浓硫酸等均为分析纯。 
恒温水浴锅（上海普渡生化科技有限公司）；

RE-5205 旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂）；

TDL-40B-W 台式低速大容量离心机（河南星科科学仪

器有限公司）；721 分光光度计（上海精密科学仪器有

限公司）。 

1.2  实验方法 

1.2.1  黑木耳多糖（AAP）的提取 
取黑木耳子实体进行机械粉碎得到黑木耳粉，过

80 目筛，筛下黑木耳粉备用。先后用石油醚、乙酸乙

酯以 1:4 的比例浸泡黑木耳粉 24 h 除去其中粗脂肪。

取除脂肪后的黑木耳粉用 0.1 mol/L NaOH 以 1:50 的

料液比，80 ℃，机械搅拌 2 h 提取酸性黑木耳多糖，

离心得上清液，重复提取两次，合并两次提取液，用

HCl 进行中和。多糖液 80 ℃减压浓缩，缓慢加入 4
倍体积的无水乙醇，于 4 ℃低温放置 24 h，收集析出

的粗多糖。粗多糖以-70~-80 ℃，0.1~1 MPa 进行冻干，

干燥粗多糖备用。 
1.2.2  灵芝孢子多糖（GLP）的提取 

取破壁灵芝孢子粉以 1:50 的料液比加入蒸馏水，

80 ℃，机械搅拌 2 h 提取灵芝孢子多糖，离心得上清

液，重复提取两次，合并两次提取液。多糖液 80 ℃减

压浓缩，缓慢加入 4 倍体积的无水乙醇，于 4 ℃低温

放置 24 h，收集析出的粗多糖。粗多糖以-70~-80 ℃，

0.1~1 MPa 进行冻干，干燥粗多糖备用。 
1.2.3  AAP 和 GLP 多糖含量的测定 

参考 NY/T 1676-2008[18]进行多糖含量测定。根据

下式(1)计算AAP和GLP多糖的含量（AAP%/GLP%）。 

100%)GLP/%AAP(AAP/GLP ×=
粗多糖质量

测定多糖质量
多糖含量  (1) 

1.2.4  茶黄素（TFs）多酚含量的测定 
参考 GB/T 8313-2008[19]进行多酚含量测定。根据

式 2 计算茶黄素多酚的含量（TFs%）。 

100%)sTF(TFs ×=
粗多酚含量

测定多酚含量
多酚含量  (2) 

1.2.5  ABTS 自由基清除能力测定 

先将 0.89 mL 浓度为 140 mM 的过硫酸钾溶液加

入到 50 mL、7 mM 的 ABTS 自由基溶液中，过夜，4 ℃
下保存，制备成为 ABTS 储备液。临用前将 ABTS 储

备液进行稀释，在 734 nm 下使其吸光值在 0.70±0.02，
制成 ABTS 工作液。将 0.1 mL 不同浓度的茶黄素、黑

木耳多糖和灵芝孢子多糖及其复配物（多酚与多糖质

量比 1:3）加入到 1.9 mL 的 ABTS 工作液中，充分混

匀，避光反应 6 min 后在 734 nm 下测定吸光值，由以

下公式计算试样对 ABTS 自由基的清除活性。 

1001)%(
0

21 ×⎟⎟
⎠

⎞
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⎝

⎛ −
−=
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清除率               (3) 

其中，A0 为待测试样由等体积水代替测定的吸光值；A1

为添加试样的吸光值；A2为 ABTS 工作液由等体积水代替测定

的的吸光值。 

1.3  Chou-Talalay联合用药理论 

由于生物系统和剂量-效应模型十分复杂，并且联

合用药有很多颇有争议的模型、途径、假说和理论，

多年来并没有一种统一的联合用药的评价方法。

Chou-Talalay 联合用药理论（又称中值药效法，median- 
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method）于 1984 年由 Chou 和 Talalay 共同建立，对

药物联合作用进行了定量。2005 年，根据此理论开发

出了“CompuSyn”软件。2010 年 Chou[20]又进一步完善

了该法。在联合用药方面已得到广泛应用。 

那么就两种物质可以在清除率 x%时对 EDx 做等

效应图。 
1.3.3  剂量减少指数方程（The Dose-Reduction 
Index Equation） 本文借鉴 Chou-Talalay 联合用药理论，用于评价

茶黄素和黑木耳多糖及灵芝孢子多糖单独和联合使用

的效果。 
联合使用的一个重要目的就是减少物质使用剂

量，从而保持原效果的同时减少毒性。于是Chou于
1988年提出剂量减少指数（DRI）这一概念。DRI是用

来衡量相同作用水平下，协同使用时相比单独使用每

种物质剂量减少多少倍的指数。所以可得 

1.3.1  中 值 效 应 方 程 (The Median-Effect 
Equation) 

Fa/Fu=(D/Dm)m                           (4) 
D 是药物剂量或者浓度，Fa 是 D 剂量下的作用分数（即

抑制百分比），Fu 是不作用分数（即 Fu=1-Fa）。Dm 是中效剂

量（例如 IC50，ED50或 LD50），是清除率 50%时的剂量，m 是

表示剂量-效应关系曲线的系数。 
...
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经过变化可以得到 DRI越大意味着相同治疗效果下剂量减少越多，

但不一定暗示协同作用。 D=Dm[Fa/(1-Fa)]1/m                        (5) 
Fa=1/[1+(Dm/D)m]                         (6) 

2  结果与分析 
基于式4进行对数换算得到式7，作x=log(D)，

y=log(Fa/Fu)曲线，叫做中值效应图（the median-effect 
plot）。 

2.1  TFs、AAP和GLP多酚、多糖含量比较 

log(Fa/Fu)=mlog(D)-mlog(Dm)               (7) 经测定和计算得到 TFs、AAP、GLP 多酚和多糖

的含量如表 1。 中值效应图中，m 是斜率，根据 x 轴上的截距可

得到 Dm。 表1 茶黄素、黑木耳多糖和灵芝孢子多糖含量比较 

1.3.2  联合指数定律（The Combination Index 
Theorem） 

Table 1 Content of polysaccharide and polyphenol in TFs, AAP, 

and GLP 

 TFs AAP GLP 

多酚含量/% 66.18±1.77 - - 
多糖含量/% - 81.28±2.54 68.309±1.20

中值效应方程可以延伸到两种物质的联合使用，

可以得到式(8)： 
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2.2  TFs、AAP 和 GLP 单独对 ABTS 自由基

清除效果比较 
基于式(8)，Chou 和 Talalay 于 1983 年提出联合指

数（CI），计算公式见上式(9)，来量化两种物质的协

同或拮抗作用。 TFs、AAP 和 GLP 单独对 ABTS 自由基清除能力

的 IC50值比较如表 2。 CI<1，=1和>1分别表示协同作用，加和作用和拮

抗作用。分母中，(Dx)1是只有D1存在清除率x%时的剂

量，(Dx)2是只有D2存在清除率x%时的剂量。(Dx)1和

(Dx)2值可由式(8)计算得出。分子中，(D)1和(D)2是两

种联合时清除率x%时各自的剂量。CI在1.0附近时又

可以细化为0.85~0.90为轻微协同作用，0.90~1.10为近

加和作用，1.10~1.20为轻微拮抗作用。 

表2 ABTS自由基清除能力IC50值比较 

Table 2 Comparison of IC50 values of ABTS radical scavenging 

ability of TFs, AAP, and GLP 

样品 TFs/(μg/mL) AAP/(mg/mL) GLP/(mg/mL)

ABTS·清除

能力 IC50 
20.60±0.03 2.49±0.06 0.93±0.02 

当 CI=1 时，等式(9)经过变换可得 
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2.3  TFs 和 AAP 单独和联合使用对 ABTS 自

由基清除效果 

2.3.1  TFs和AAP单独和联合使用对ABTS自

由基清除剂量-效应关系 
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图1 TFs和 AAP单独和联合使用对ABTS自由基清除剂量-效应

图 

Fig.1 Dose-effect curves of ABTS radical scavenging activity of 

TFs and AAP alone and in combination 

 
图2 TFs和AAP单独和联合使用对ABTS自由基清除中值效应图 

Fig.2 Median-effect plot of ABTS radical scavenging activity of 

TFs and AAP alone and in combination 

如图1所示，TFs和AAP单独及联合使用对ABTS
自由基的清除能力随浓度增加而增大，且具有很明显

的量效关系。TFs 对 ABTS 自由基清除能力要远远大

于 AAP。当单独使用浓度为 20 μg/mL 的 TFs 时，清

除率为 39.61%；单独使用浓度为 2 mg/mL 的 AAP 时，

清除率为 41.74%；当联合使用 TFs（20 μg/mL）和

AAP（60 μg/mL），清除率为 45.81%，大于相同剂量

作用之和。由图 2 所示，联合使用对 ABTS 自由基清

除能力的中效剂量介于 TFs 和 AAP 两者之间。 

 
图3 TFs和 AAP联合使用对ABTS自由基清除联合指数作用图 

Fig.3 Fa-CI plot of ABTS radical scavenging activity of a 

combination of TFs and AAP 

如图 3 所示，从清除率 5%至 95%相互作用指数

基本处于 1 附近，且随着清除效果的增加，CI 没有明

显的变化趋势，表明 TFs 和 AAP 可能不具有协同抗

氧化效果，可能是近加和作用。 

 
图4 TFs和 AAP复配物对ABTS自由基清除等效应图 

Fig.4 Isobologram at ED50, ED75, and ED90 of ABTS radical 

scavenging activity of TFs in combination with AAP 

由图 4 可以看出，在清除率为 50%、75%和 90%
时，联合使用的数据点都落在了斜边附近，说明联合

使用中 TFs 和 AAP 的使用剂量基本等于同清除效果

下单独物质的使用剂量。 
表3 TFs和 AAP不同清除效果下的浓度及剂量减少指数（DRI） 

Table 3 Concentrations and dose-reduction index (DRI) of TFs and AAP under different clearance rates 

Fa TFs Dose/(μg/mL) AAP Dose/(μg/mL) Total Dose/(μg/mL) TFs DRI AAP DRI 

0.05 4.28 755.01 15.74 1.09 63.96 

0.1 6.38 980.30 23.31 1.09 56.06 

0.2 9.83 1301.49 35.71 1.10 48.59 

0.3 13.11 1571.26 47.42 1.11 44.18 

0.4 16.59 1833.61 59.82 1.11 40.87 

     转下页
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接上页      

0.5 20.60 2112.74 74.04 1.11 38.05 

0.6 25.57 2434.37 91.64 1.12 35.42 

0.7 32.36 2840.84 115.61 1.12 32.76 

0.8 43.14 3429.68 153.50 1.12 29.79 

0.9 66.48 4553.38 235.14 1.13 25.82 

0.97 131.49 7119.29 460.71 1.14 20.60 

根据公式11可以看出，DRI>1并不一定暗示协同

作用。如表3知，从Fa>0.05开始，TFs和AAP的DRI值
均大于1，且TFs的DRI值随作用效果增大而增大。由

于DRI值可以体现联合使用时比单独使用每种物质剂

量减少的指数，因此比值越大，联合使用时剂量减少

的越显著，这样必然会降低药物对机体的毒性。 

 

25 

图5 TFs和AAP对ABTS自由基清除效应与剂量减少指数对数图 

Fig.5 Fa-Log(DRI) plots of ABTS radical scavenging activity of 

TFs and AAP 

从图5可以看出，TFs和AAP的log(DRI)均大于0，
且AAP显著高于TFs，说明对AAP单一药物的用量减

少更大。 
2.3.2  TFs和GLP单独和联合使用对ABTS自

由基清除剂量-效应关系 

 
图6 TFs和 GLP单独和联合使用对ABTS自由基清除剂量-效应

图 

Fig.6 Dose-effect curves of ABTS radical scavenging activity of 

TFs and GLP alone and in combination 

 
图7 TFs和GLP单独和联合使用对ABTS自由基清除中值效应图 

Fig.7 Median-effect plot of ABTS radical scavenging activity of 

TFs and GLP alone and in combination 

 
图8 TFs和 GLP联合使用对ABTS自由基清除联合指数作用图 

Fig.8 Fa-CI plot of ABTS radical scavenging activity of a 

combination of TFs and GLP 

 
图9 TFs和 GLP联合使用对ABTS自由基清除等效应图 

Fig.9 Isobologram at ED50, ED75, and ED90 of ABTS radical 

scavenging activity of a combination of TFs and GLP 
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如图6所示，TFs和GLP单独及联合使用对ABTS
自由基的清除能力随浓度增加而增大，且具有很明显

的量效关系。由表 2、图 6 和图 7 可知 TFs 对 ABTS
自由基清除能力要远远大于 GLP。当单独使用浓度为

20 μg/mL 的 TFs 时，清除率为 39.61%；单独使用浓

度为 0.5 mg/mL 的 GLP 时，清除率为 35.13%；当联

合使用 TFs（20 μg/mL）和 GLP（60 μg/mL），清除率

为 65.82%，大于相同剂量作用之和。对比 AAP 可以

发现 GLP 的 ABTS 自由基清除能力更强，TFs 和 GLP
的联合使用对 ABTS 自由基的清除能力也比 TFs 和

AAP 的联合使用强。 
如图 8 所示，从清除率 5%至 97%相互作用指数

都小于 1，而且具有随着清除效果的增加，CI 也随之

降低的趋势，基本可以说明 TFs 和 GLP 有协同抗氧化

作用。 
由图 9 可以看出，在清除率为 50%、75%和 90%

时，联合使用的数据点都落在了斜边之下，说明联合

使用中TFs和GLP的使用剂量都低于同清除效果下单

独物质的使用剂量，暗示联合使用具有协同作用。 

表4 TFs和 GLP不同清除效果下的浓度及剂量减少指数（DRI） 

Table 4 Concentrations and dose-reduction index (DRI) of TFs and GLP under different clearance rates 

Fa TFs Dose/(μg/mL) GLP Dose/(μg/mL) Total Dose/(μg/mL) TFs DRI GLP DRI 

0.05 4.28 208.29 12.88 1.33 21.57 

0.1 6.38 298.36 18.94 1.35 21.00 

0.2 9.83 440.68 28.79 1.37 20.41 

0.3 13.11 571.09 38.04 1.38 20.02 

0.4 16.59 706.30 47.79 1.39 19.71 

0.5 20.60 858.38 58.92 1.40 19.43 

0.6 25.57 1043.21 72.64 1.41 19.15 

0.7 32.36 1290.20 91.26 1.42 18.85 

0.8 43.14 1672.02 120.56 1.43 18.49 

0.9 66.48 2469.58 183.27 1.45 17.97 
0.97 131.49 4568.23 354.77 1.48 17.17 

如表 4 可以发现，从 Fa>0.05 开始，TFs 的 DRI
值均大于 1，且随作用效果增大而增大，说明联合使

用中 TFs 的使用比单独使用时减少，可见联合使用减

少 TFs 的使用量；而从 Fa>0.05 开始，GLP 的 DRI 值
均大于 1。 

 
图10 TFs和GLP对ABTS自由基清除效应与剂量减少指数对数图 

Fig.10 Fa-Log(DRI) plots of ABTS radical scavenging activity 

of TFs and GLP 

从图10可以看出，TFs和GLP的log(DRI)均大于0，
TFs的log(DRI)有增大趋势，联合使用对TFs和GLP的
使用量都有减少作用。 

 

3  讨论 

多酚、黄酮和单宁比普通膳食有更高的潜在抗氧

化能力[20]，有很多报道研究了多酚（黄酮）之间的联

合使用抗氧化能力。Minghua Li 等[21]研究发现黄芪

（AME）和甘草（GU）的乙酸乙酯混合物（AG）有

很强的抗氧化能力和铁还原能力，相比两种单独物质

之和要显示出更高的抗氧化活性；且其中的多酚和黄

酮是引起协同抗氧化能力的主要化合物。Shanshan 
Wang 等[22]用等辐射分析法确定喜马拉雅金老梅提取

物（A）和银杏叶提取物（EGb761）的联合使用有很

大的协同效果，进一步发现咖啡酸+异鼠李素有最好

的协同效果，而(+)-儿茶素+异鼠李素在 DPPH 实验中

显示拮抗作用。联合使用多酚和多糖的研究较少，王

岳飞等[23]比较研究茶多酚和西洋参的协同增效作用，

发现不同浓度的茶多酚和西洋参之间均存在明显的协

同增效作用，并且随着浓度上升，协同增效作用也相

应增强。白海娜等[24,25]发现沙棘、蓝靛果、黑木耳复

合物中的多酚、花色苷和黄酮含量最高，总还原能力

也最强，具有最显著的辐射防护功能；针对体外 
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ABTS+·和 DPPH·的清除能力，发现白藜芦醇、原花青

素与黑木耳多糖具有协同抗氧化作用，咖啡酸和儿茶

素分别与黑木耳多糖也同样具有协同抗氧化作用。这

可能暗示二苯乙烯类多酚和多糖存在一定的协同作

用。所以本文选择茶黄素和黑木耳多糖、灵芝孢子多

糖两种多糖进行复配，比较其是否具有协同作用并选

择复配效果较好的一组。 
本实验发现，TFs 具有很高的清除 ABTS 自由基

活性。这可能是茶黄素苯并环庚三烯酚酮部分在优先

氧化的位置提供氧化保护[26]，且由于谐振形式的存在

还可能负责电子的供给；而没食子酸部分对其抗氧化

活性必不可少，没食子酸极性基团例如羟基的增加会

提高抗氧化能力[27]。相比 TFs 和 AAP 联合使用，TFs
和GLP的联合使用在清除ABTS自由基能力上呈现明

显的协同作用。这可能是由于灵芝多糖由葡萄糖、甘

露糖、半乳糖、海藻糖、木糖和阿拉伯糖组成[28]，主

干大多是由阿拉伯糖和木糖以 1→4 糖苷键连接而成
[29]，而大分子量杂多糖抗氧化活性高[30,31]；并且有研

究显示，灵芝多糖的分支中具有低分子量的 β-1,3-葡
聚糖（LMG），这显著增强灵芝多糖的抗氧化活性[32]。 

当 TFs 上苯并环庚三烯酚酮部分被氧化后，GLP
由于富含糖醛酸可能与游离基产生新的酚类化合物或

活化游离基，两种抗氧化剂之间修复再生，继续发挥

抗氧化作用；并且 GLP 抗氧化活性高于 AAP，所以

TFs 和 GLP 的联合使用清除 ABTS 自由基活性更强。

关于TFs和GLP联合使用进而产生协同作用的机制可

能是由于抗氧化剂的修复再生，但相互作用机制尚不

明确，还需要进一步的研究。 

4  结论 

本研究发现茶黄素和灵芝孢子多糖复配在对

ABTS自由基清除作用上会产生协同作用，且对ABTS
自由基清除能力大于茶黄素和黑木耳多糖的复配物。

对其联合使用产生结果的不同的解释，有必要在今后

的体内试验中进行研究，从而深入阐释其相互作用机

制。 
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