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微型 DPPH、ABTS 和 FRAP 法动态监测从红酒中分离 

得到的不同种类多酚化合物的抗氧化活性 
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摘要：本文确定了微型 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基清除能力测定法(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl，DPPH)、2,2-联氮基双(3-

乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸)二铵盐总抗氧化能力测定法(2,20-Azino-bis (3-ethylben zothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt，ABTS)和

铁离子还原/抗氧化力测定法(ferric reduction ability plasma assay，FRAP)测定从红酒中分离得到的不同种类多酚化合物抗氧化活性的最

佳反应时间以及抗氧化活性的大小。以抗氧化剂 Trolox 和 Vc 为对照，动态监测红酒中不同种类多酚化合物在三种体系中的反应过程，

计算不同浓度下红酒多酚类化合物的抗氧化活性。结果表明，三种反应体系的最佳反应时间分别是 100 min、240 min 和 370 min。不

同种类的红酒多酚类化合物与抗氧化剂一样，其样品浓度与抗氧化活性呈明显的量效关系。从相关性分析得出，表儿茶素、多聚体、

低聚体、花色苷是影响葡萄酒抗氧化活性的主要成分，可以将其确定为葡萄酒质量控制的指标。本文建立的微型 DPPH、ABTS 和 FRAP

法操作简单，重复性好，样品消耗少。 

关键词：DPPH；ABTS；FRAP；红酒多酚；抗氧化活性 

文章篇号：1673-9078(2017)8-130-140                                           DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2017.8.020 

A Micro-model of DPPH, ABTS, and FRAP for Dynamic Monitoring of 

the Antioxidant Activity of Different Types of Polyphenols Isolated from 

Red Wine 
LI Yuan-yuan1, LI Ling-xi1,2, CUI Yan2, SUN Bao-shan2 

(1.School of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang 110016, China) 
(2.School of Functional Food and Wine, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang 110016, China) 

Abstract: The optimal reaction time and the antioxidant activity of different types of polyphenols isolated from red wine were determined 

using a micro-model of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,20-Azino-bis (3-ethylben zothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt 

(ABTS), and ferric reduction ability plasma (FRAP) assays. Using Trolox and vitamin C as controls, the reaction processes of different types of 

red wine polyphenols in DPPH, ABTS, and FRAP systems were dynamically monitored, and the antioxidant activity of red wine polyphenols at 

different concentrations were calculated. The results showed that the optimal reaction times of DPPH, ABTS, and FRAP were 100 min, 240 min, 

and 370 min, respectively. Different types of red wine polyphenols were similar to the antioxidants, and their antioxidant activity showed a 

dose-dependent relationship with concentration. The correlation analysis suggested that epicatechin, polymers, oligomers, and anthocyanins 

were the main components affecting the antioxidant activity of red wine and could be determined as indicators for red wine quality control. The 

micro-model of DPPH, ABTS, and FRAP established in this study was simple and reproducible, and demonstrated low sample consumption. 

Key words: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH); 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS); ferric reducing ability 

of plasma (FRAP); red wine polyphenols; antioxidant activity 

 

作为一种兼具良好口感和保健功效的高端饮品， 红酒越来越受到消费者的喜爱。目前，红酒已是国际

上仅次于啤酒的第二大饮料酒。1990 年，世界卫生组

织（WHO）在全世界范围内进行的一项称之为

“MONICA”的有关心血管疾病免疫学研究项目也揭

示，法国人尽管摄食更多的饱和脂肪以及更少锻炼，

但患心脏病的风险仍比美国人要低，这就是著名的“法
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国悖论”(French paradox)。经过进一步深入调查研究，

许多学者把“法国悖论”归因于红酒中所含有的多酚类

化合物[1~3]。大量的研究表明氧化问题是造成衰老和心

血管疾病的主要原因[4~7]，而被认为是红酒中活性成分

的多酚类化合物具有很强的抗氧化活性，因此对于很

多疾病，如抗心血管病、抗炎症、预防癌症和抗动脉

粥样硬化等的预防都具有很好的效果[8~13]。化合物的

生物活性与其化学结构有关，从化学结构上讲，红酒

中的多酚类化合物分为低聚体、多聚体、花色苷、酚

酸和白藜芦醇苷等[13]。目前国内外针对红酒多酚类化

合物抗氧化活性的研究多是不同品种或不同地区红酒

抗氧化活性的比较，而未见不同种类红酒多酚化合物

的抗氧化活性研究[14~17]。此时测的红酒里边往往含有

各种多酚及非多酚类化合物，得到的抗氧化活性是各

类化合物抗氧化活性的总和，并不能反映红酒多酚类

化合物抗氧化活性的总和，更不能反映不同种类红酒

多酚类化合物的抗氧化特性。因此，为了对红酒中活

性多酚成分进行更深入的研究，找到其中起主要作用

的活性成分，建立一种简单、有效、稳定的抗氧化检

测方法来同时检测不同种类红酒多酚化合物显得尤为

重要。 
目前，测定抗氧化活性的方法非常多，常使用的

抗氧化方法分为两类基于 H 原子转移(HAT)的方法和

基于电子转移(SET)的方法[18]。基于氢原子转移(HAT)
的方法，包括 ORAC、TBARS、FTC；基于电子转移

(SET)的方法，包括 DPPH、ABTS 和 FRAP 等[19]。相

比于 HAT 机制的方法，基于 SET 机制的方法以测定

氧化还原潜力为基础，大多操作简单，重复性好，灵

敏度高，便于实验室大规模日常操作，也是目前使用

最广泛的方法[20~22]。但现有文献报道利用 DPPH、

ABTS 和 FRAP 法检测天然产物的抗氧化活性主要用

的是分光光度法，该方法在筛选样品时，存在样品消

耗量大、多样品测定时操作繁琐以及耗时长等缺陷，

不适合天然产物中微量成分的活性测定[23~25]。而微型

实验作为现代科学研究的重要方法之一，旨在以尽量

少的化学原料和试剂获得尽可能多的化学信息[26~28]。

同时现有的测定方法中对于反应时间的选择大多仅仅

依据参考文献来确定，而未进行实验考察[29~31]。不同

的化合物其化学性质不一样，反应的快慢也不一样，

不同的时间点下测得的活性差别很大，因此，为了更

加准确的衡量不同化合物的抗氧化活性，应该找到化

学反应平衡点即自由基清除率或吸光度达到稳态，以

此确定合适的反应时间。本文通过对传统 DPPH、

ABTS 和 FRAP 法进行改进，利用酶标仪建立了基于

96 孔板检测红酒中不同种类多酚化合物抗氧化活性

的微型筛选模型，该模型同样适用于其它苹果、蓝莓

多酚类化合物以及一些微量物质如天然提取或合成单

体的抗氧化活性的测定，有助于加速天然产物中有效

单体组分的筛选。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

红酒多酚类化合物采用 SUN 和 LI 等人的方法分

离并鉴定[32,33]。分离得到的低聚体和多聚体经香草醛

反应测得其原花青素含量分别为 92.17%和 90.36%，

经苄硫醇水解反应后计算得其聚合度分别为

2.17±0.12 和 9.87±0.35；分离得到的酚酸经 UPLC-Q- 
TOF-MS/MS 测定，其主要成分为没食子酸(Gallic 
acid)、单咖啡酰酒石酸(caftaric acid)和单香豆酰酒石酸

(coutaric acid)，根据峰面积归一化法计算得酚酸总含

量为 96.67%；分离得到的花色苷经 HPLC-ESI-MS/MS
测定，其主要成分为锦葵色素 -3-O- 葡萄糖苷

(Malvidin-3-O-glucoside)、芍药色素 -3-O-葡萄糖苷

(Peonidin-3-O-glucoside)、飞燕草素 -3-O-葡萄糖苷

(Delphinidin-3-O-glucoside)和矮牵牛素-3-O-葡萄糖苷

(Petunidin-3-O-glucoside)，根据峰面积归一化法计算得

花色苷总含量为 94.72%。 
DPPH(1,1-二苯基-2-三硝基苯肼，C18H12N5O6)、

ABTS(2,2-联氮基双(3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸)二铵

盐，C18H16N4O6S4
.(NH2)2)、TPTZ(2,4,6-三吡啶基-1,3,5-

三嗪，C18H12N6)、Trolox(6-羟基-2,5,7,8-四甲基色烷-2-
羧酸，C14H18O4)，Aldrich 公司；L-抗坏血酸(Vc)，美

国福禄克(Fluke)公司；白藜芦醇苷和表儿茶素，成都

曼思特生物科技有限公司；甲醇(分析级)、娃哈哈水，

山东禹王集团。 

1.2  仪器与设备 

瑞士Tecan M200 PRO多功能酶标仪 ，瑞士

TECAN公司；96 孔细胞培养板，美国康宁生命科技

有限公司；微量移液器，赛默飞世尔科技公司；XS204 
Delta Range分析天平，梅特勒-托利多仪器(上海)有限

公司；CS501 型超级恒温水浴锅，上海博讯实业有限

公司。 

1.3  方法 

1.3.1  样品储备液的配制 

精密称取各样品及抗氧化剂 Trolox、Vc 适量，置

于 10 mL 容量瓶中，甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，

即得表儿茶素(5 mmol/L)、低聚体(5 mmol/L)、白藜芦

http://www.so.com/link?url=http://www.instrument.com.cn/netshow/SH103381/C212695.htm&q=%E9%85%B6%E6%A0%87%E4%BB%AA%EF%BC%88Tecan+Infinite+M200+Pro,+Switzerland%EF%BC%89&ts=1477659307&t=52ff491c880d84a264f8ed619da2a7f&src=haosou
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醇苷(4 mmol/L)、多聚体(3 mmol/L)、酚酸(3 mmol/L)
和花色苷(3 mmol/L)储备液。 
1.3.2  微型 DPPH 法的建立 
1.3.2.1  反应液的配制 

DPPH 储备液(0.20 mmol/L)：准确称取 20 mg 
DPPH，用甲醇溶解并定容于 250 mL 容量瓶中，避光

保存(0~4 ℃)。 
DPPH工作液：取DPPH储备液15 mL置于25 mL

容量瓶，用甲醇稀释至刻度，摇匀，避光静置 10 min。
在517 nm下测定DPPH工作液的吸光度为0.74±0.03，
一次测定需要 10 mL(现用现配)。 
1.3.2.2  样品及 Trolox、Vc 的测定方法 

参考张舒婷等的方法，并作适当修改[34]。在 96
孔板中依次加入 200 μL 的 DPPH 工作液和 5 μL 不同

浓度的样品溶液和 Vc、Trolox 溶液，摇匀，室温下动

态测定波长 517 nm 处的吸光度 A(n=3)。空白组用甲

醇代替 DPPH 工作液，对照组用甲醇代替样品溶液。

将能够有效清除50%自由基的样品浓度定义为抗氧化

活性(EC50)。 
1.3.3  微型 ABTS 法的建立 
1.3.3.1  反应液的配制 

0.02 mol/L 醋酸缓冲液(pH 4.5)：准确称取 295 mg
无水乙酸钠(分子量82.03)，娃哈哈纯净水溶解，加0.37 
mL 冰乙酸定容于 500 mL。 

储备液 1：准确称取 ABTS 96.02 mg，用 pH 4.5
醋酸缓冲液溶解并定容于 25 mL 容量瓶中，配制成浓

度为 7 mmol/L ABTS 溶液，避光保存(0~4 ℃)。 
储备液 2：准确称取过硫酸钾 66.24 mg，用 pH 4.5

醋酸缓冲液溶解并定容于 100 mL 容量瓶中，配制成

浓度为 2.45 mmol/L 过硫酸钾水溶液，避光保存

(0~4 ℃)。 
ABTS 工作母液：分别量取 5 mL 储备液 1 和储备

液 2，两者等体积混合，室温避光反应 12~16 h。 
ABTS 工作液：取 2.80 mL ABTS 母液，用 pH 4.5

醋酸缓冲液溶将母液稀释至 65 mL，室温避光后放置

半个小时后，在 734 nm 下测定其吸光度为 0.74±0.03。 
1.3.3.2  样品及 Trolox、Vc 的测定方法 

参考 Ozgen 等的方法，并作适当修改[35]。在 96
孔板中依次加入200 μL的ABTS工作液和10 μL不同

浓度的样品溶液和 Vc、Trolox 溶液，摇匀，室温下动

态测定波长 734 nm 处的吸光度 A(n=3)。空白组用 pH 
4.5 醋酸缓冲液代替 ABTS 工作液，对照组用甲醇代

替样品溶液。将能够有效清除 50%自由基的样品浓度

定义为抗氧化活性(EC50)。 
1.3.4  微型 FRAP 法的建立 

1.3.4.1  反应液的配制 
醋酸缓冲液(pH 3.6)：准确称取 455.30 mg 无水乙

酸钠，娃哈哈纯净水溶解并加入 3.97 mL 冰乙酸，定

容至 250 mL 容量瓶，即得 0.30 mol/L 的醋酸缓冲液。 
TPTZ 溶液(10 mmol/L)：准确称取 156.20 mg 

TPTZ 于烧杯中，蒸馏水溶解，加入 0.17 mL 浓盐酸，

定容至 100 mL。 
FeCl3 溶液(20 mmol/L)：准确称取 270.03 mg 

FeCl3·6H2O，溶解定容至 50 mL。 
FRAP 工作液：pH 3.6 醋酸缓冲液、TPTZ 溶液和

FeCl3溶液按比例(10:1:1)混合，现用现配。FRAP 工作

液配制后 37 ℃孵育，并宜在 1~2 h 内使用完毕。一

次测定需 10 mL。 
1.3.4.2  样品及 Trolox、Vc 的测定方法 

参考张舒婷等的方法，并作适当修改[34]。在 96
孔板中依次加入 180 μL 的 FRAP 工作液和 5 μL 不同

浓度的样品溶液和 FeSO4、Trolox 溶液，摇匀，37 ℃
孵育，动态测定波长 593 nm 处的吸光度 A(n=3)。空

白组用 pH 3.6 醋酸缓冲液代替 FRAP 工作液，对照组

用甲醇代替样品溶液。根据反应后 A 值，在标准曲线

上求得相应 FeSO4的浓度(mmol/L)，定义为 FRAP 值。

FRAP 值越大，抗氧化活性越强。 
1.3.5  数据分析 

采用 SPSS 22.0 分析软件对数据进行统计、计算

和分析，并利用 Origin 9.0 绘制出各个组分的动力学

曲线。 

2  结果与分析 

2.1  动态监测红酒多酚类化合物的抗氧化活

性 

为了全面考察反应时间对测得的抗氧化活性结果

的影响，本实验共测定了包括红酒多酚类化合物以及

常用的抗氧化剂 Trolox、Vc、FeSO4在内的 9 种化合

物。 
由图 1~3 可知，随着多酚样品及抗氧化剂样品浓

度的增大，其清除自由基或还原 Fe3+-TPTZ 的能力也

愈大，表明其抗氧化能力与样品浓度呈明显的量效关

系。对于红酒多酚类化合物，在某一样品浓度下，红

酒多酚类化合物清除自由基或还原 Fe3+-TPTZ 的能力

随时间变化而变化，表明抗氧化能力与时间呈明显的

依赖关系。在反应初期，多酚类物质清除自由基或还

原 Fe3+-TPTZ 的能力有着一个快速的升高，说明在反

应初期，由于物质浓度较大，化学反应速率较快；在
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反应后期，反应速率逐渐降低。另外从图 1~3 中来看，

低浓度样品要比高浓度样品达到动态平衡所需的时间

短，这是由于相同时间内低浓度对 DPPH 自由基清除

率的改变相对于高浓度的要小，但这并不代表其就达

到了动态平衡。因此，实验中主要依据高浓度的时间

曲线图来判断是否达到动态平衡。综上结果，分别将

反应 100 min、240 min 和 370 min 后的测定值作为微

型 DPPH、ABTS 和 FRAP 法抗氧化活性的测定值，

将反应初始时刻的测定值作为微型 DPPH、ABTS 和

FRAP 法测定抗氧化剂Trolox 和Vc 的抗氧化活性值。 

 
图1 红酒多酚类化合物和抗氧化剂对DPPH自由基的抑制率随时间的变化 

Fig.1 Changes in the inhibitory percentage of the DPPH radical with red wine polyphenols 
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图2 红酒多酚类化合物和抗氧化剂对ABTS自由基的抑制率随时间的变化 

Fig.2 Changes in the inhibitory percentage of the ABTS radical with red wine polyphenols 
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图3 红酒多酚类化合物和抗氧化剂对Fe3+-TPTZ还原能力随时间的变化 

Fig.3 Changes in Fe3+-TPTZ reducing capacity with red wine polyphenols 

抗氧化活性的大小与酚羟基的数目有关，酚羟基

的数目越多抗氧化活性越强[36]。在 DPPH 实验中，红

酒多酚类化合物中表儿茶素结构含有的酚羟基数目最

多，其反应速率也最快；白藜芦醇苷和酚酸含有的酚

羟基数目最少，其反应速率也最慢。同时由于酚酸自

身的酸性使其在质子性溶剂（甲醇和乙醇）中的反应

速率受阻，也会减慢其与自由基的反应速率[37]。这表

明抗氧化物的反应速率与其抗氧化活性成正相关。对
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于抗氧化剂 Trolox 和 Vc，不管是低浓度还是高浓度，

随着反应时间的延长，Trolox 其抑制率基本保持不变，

而 Vc 则有一定的升高，表明 Trolox 对 DPPH 自由基

的清除能力与时间无明显的依赖关系。杨盈等人研究

发现，Trolox 与 DPPH 自由基的反应分为两步进行。

首先，DPPH 自由基单电子氧化色满醇基团生成色满

醇自由基中间产物，这一步属于可逆反应。其次，两

个色满醇自由基进一步发生自歧化，生成一分子色满

醇和一分子氧化形式，而这一步歧化反应是不可逆反

应。自歧化反应的不断发生使得第一步反应不断向右

进行，导致色满醇自由基中间产物的不断，这也就解

释了为什么 Trolox 与 DPPH 自由基反应速率非常快
[38]。李铉华等人研究表明 DPPH 在溶液中是以自由基

形态和含氮-氮双键的高度共轭结构的正离子(DPPH+)
存在且 Vc 对这两种形态都有清除作用，而当 Vc 浓度

较高时(大于 DPPH 浓度)时，Vc 的还原性导致其直接

还原 DPPH+的氮-氮双键并使其分解，加剧了抗氧化

反应的程度，从而使得 Vc 对 DPPH 自由基的清除率

随着时间变化有所升高[39]。 
在 FRAP 实验中，白藜芦醇苷同抗氧化剂 Trolox

和 FeSO4一样在反应一开始即达到动态平衡。说明白

藜芦醇苷同抗氧化剂一样，不管是低浓度还是高浓度，

反应速率都很快，其对 Fe3+-TPTZ 复合物的还原能力

与时间无明显的依赖关系。Gulcin 等人研究发现白藜

芦醇除了是极强的抗氧化剂，能有效的清除自由基，

同时还能螯合亚铁离子[41]。因此可能是白藜芦醇苷与

还原得到的 Fe2+发生螯合使得加速了抗氧化反应的速

率。不同的是在反应后期白藜芦醇苷对 Fe3+-TPTZ 复

合物的还原能力有所升高，而抗氧化剂 Trolox 和

FeSO4 对 Fe3+-TPTZ 复合物的还原能力则有所降低，

说明与抗氧化剂 Trolox 和 FeSO4相比，白藜芦醇苷同

其它红酒多酚类化合物一样能够有效且持久起到抗氧

化作用，不受其它外界环境的影响。 

2.2  微型 DPPH、ABTS 和 FRAP 法的验证结

果 

为了更好的将微型 DPPH、ABTS 和 FRAP 法应

用于实践，对上述微量模型中的线性关系以及精密度

进行了考察。 
表1 DPPH、ABTS和 FRAP法测定的红酒多酚类化合物的回归方程及相对标准偏差 

Table 1 Regression equation and relative standard deviation (RSD) of red wine polyphenols by DPPH, ABTS, and FRAP assays 

Compounds 
DPPH/(μmol/L) ABTS/(μmol/L) FRAP/(μmol/L) 

Regression equation RSD/% Regression equation RSD/% Regression equation RSD/%

Polymer y=0.545-0.432x(R2=0.997) 1.33 y=0.629-1.687x(R2=0.991) 1.38 y=0.033+1.013x(R2=0.991) 1.01 

Oligomer y=0.560-0.467x(R2=0.994) 1.95 y=0.652-1.865x(R2=0.996) 1.73 y=0.020+1.923x(R2=0.999) 1.46 

Epicatechin y=0.473-0.692x(R2=0.990) 0.83 y=0.710-3.232x(R2=0.9991) 1.97 y=0.076+2.659x(R2=0.995) 1.39 

Anthocyanins y=0.521-0.414x(R2=0.993) 1.91 y=0.642-2.232x(R2=0.996) 1.13 y=0.083+1.259x(R2=0.994) 0.95 

PAs y=0.602-0.084x(R2=0.997) 1.57 y=0.592-0.396x(R2=0.998) 1.45 y=0.062+0.340x(R2=0.999) 1.29 

Piceid y=0.482-0.112x(R2=0.995) 1.83 y=0.590-1.430x(R2=0.993) 0.44 y=0.058+0.334x(R2=0.998) 0.56 

Trolox y=0.542-0.332x(R2=0.990) 0.92 y=0.727-0.937x(R2=0.996) 1.66 y=0.020+0.605x(R2=0.996) 1.67 
Vc y=0.567-0.314x(R2=0.996) 1.02 y=0.741-0.782x(R2=0.9996) 1.18   

FeSO4     y=0.043+0.306x(R2=0.998) 0.97 

注：PAs=Phenolic acids。 

由表 1 可知，在抗氧化实验中，红酒多酚类化合

物和抗氧化剂(Trolox、Vc)在线性范围内与其清除自由

基或还原 Fe3+-TPTZ 的能力之间线性关系良好，且所

得误差均小于 2.00%，符合要求。因此说明本文建立

的微型 DPPH、ABTS 和 FRAP 法方法可靠，重复性

良好。同时，与传统 DPPH、ABTS 和 FRAP 法检测

天然产物抗氧化活性的方法相比，本文利用酶标仪建

立的基于 96 孔板检测红酒中不同种类多酚化合物抗

氧化活性的微型筛选模型，不仅方法可靠、重复性良

好，且能够同时测定 3~4 个样品线性范围的抗氧化活

性，这大大的节约了实验时间。 

2.3  红酒多酚类化合物的抗氧化活性 

多酚类化合物的抗氧化活性与其酚羟基的数目和

位置均有关，酚羟基数目越多其抗氧化活性越强，同

时具有邻位酚羟基结构的化合物其抗氧化活性也越强
[42]。由表 2 可知，对于原花青素类化合物（相对表儿

茶素的摩尔浓度），其抗氧化活性顺序为表儿茶素>低
聚体>多聚体，表明聚合度越大其抗氧化活性越小。

原因是随着聚合度的增加，单位表儿茶素的酚羟基数

目越少，因此抗氧化活性也越小。对于非聚合类化合

物，其抗氧化活性大小为：表儿茶素>花色苷>白藜芦
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醇苷>酚酸。其中虽然酚酸中具有一对邻位酚羟基，

但是由于其苯环一端连接有一个长碳链，空间位阻相

应的较大，故影响了其与自由基和复合物的结合，从

而降低了其抗氧化活性。对于抗氧化剂（Trolox 和

Vc），红酒多酚类化合物除了酚酸，其抗氧化活性均

比抗氧化剂 Trolox 和 Vc 大，且表儿茶素的抗氧化活

性最大。从相关性分析得出，表儿茶素、多聚体、花

色苷和低聚体是影响葡萄酒抗氧化活性的主要成分，

可以将其确定为葡萄酒的质量控制指标。 
 

表2 DPPH、ABTS和 FRAP法测定的红酒多酚类化合物的抗氧化活性值及线性范围 

Table 2 Antioxidant activity and linear range of red wine polyphenols by DPPH, ABTS, and FRAP assays 

Compounds 
DPPH/(μmol/L) ABTS/(μmol/L) FRAP/(μmol/L) 

EC50 Linear range EC50 Linear range FRAP value Linear range 

Polymer 575±7 218-762 153±2 87-218 6.24±0.06 136-407 

Oligomer 560±11 52-724 144±2 54-323 4.51±0.07 218-547 

Epicatechin 247±2 52-523 106±2 21-157 11.06±0.15 52-261 

Anthocyanins 543±10 52-723 123±1 52-206 5.53±0.05 52-413 

PAs 2537±39 1084-3251 573±8 325-1084 1.22±0.02 542-1625 

Piceid 1674±31 619-2062 133±1 52-309 1.38±0.01 516-1547 

Trolox 686±6 209-1044 380±6 209-522 2.17±0.04 209-1044 

Vc 867±9 256-1024 447±5 102-512   
FeSO4      400-2001 

注：PAs=Phenolic acids。 
目前有很多在线检测抗氧化活性的方法，如

HPLC-DPPH 法，该方法具有在线、高通量筛选、快

速分析的特点。但研究表明，不同类型的样品其组成

与结构不同，其抗氧化反应的机制不同，达到平衡所

需的时间存在很大差异。很多天然产物中的活性成分，

如多酚类化合物，其对 DPPH 自由基的清除作用是时

间和浓度依赖型(长效型抗氧化剂)的。HPLC-DPPH 只

能检测出其混合反应瞬时抗氧化活性，并不能代表其

最终的抗氧化活性。因此，这种在线检测的方法只适

用于类似抗氧化剂 Trolox 和 Vc 这种时间不依赖型的

抗氧化物(短效型抗氧化剂)。对于时间依赖型的抗氧

化物来说，有时往往会得到与事实相反的实验结果，

如邢航等得出原花青素二聚体 B2 没有自由基清除活

性，这与 MUSEL 等得出的结果就完全相反[43,44]。而

本研究中通过计算发现，在 DPPH 实验中，在反应达

到动态平衡时，酚酸类化合物对 DPPH 自由基的抑制

率增加了 10%~35%左右，低聚体对 DPPH 自由基的

抑制率增加了 5%~28%左右。反应初期，2.00 mmol/L
的酚酸类化合物对 DPPH 自由基的抑制率为 14%左

右，远小于 0.30 mmol/L 多聚体对 DPPH 自由基的抑

制率，而当达到反应平台期时，2.00 mmol/L 的酚酸类

化合物对DPPH自由基的抑制率达到48%左右超过了

0.30 mmol/L 多聚体对 DPPH 自由基的抑制率。综上

所述，未经过实验考察仅依据文献方法来选取反应时

间点来表征样品的抗氧化活性是不准确的。 
 

3  结论 

研究首次通过微型 DPPH、FRAP 和 ABTS 法动

态监测了红酒中不同种类多酚化合物的抗氧化活性。

确定微型 DPPH 法将 200 μL 的 DPPH 工作液与 5 μL
样品溶液作为反应体系，在室温下孵育反应，测定波

长为 517 nm，反应时间为 100 min；微型 ABTS 将 200 
μL 的 ABTS 工作液与 10 μL 样品溶液作为反应体系，

在室温下孵育反应，测定波长为 734 nm，反应时间为

240 min；微型FRAP将180 μL的ABTS工作液与5 μL
样品溶液作为反应体系，在 37 ℃孵育反应，测定波

长为 593 nm，反应时间为 370 min。线性回归方程表

明，所测样品在一定浓度范围内线性关系良好

(R2≥0.990，RSD<2.00%)，且所得误差均小于 2.00%。

说明本文建立的基于 96 孔板酶标仪检测的微型

DPPH、ABTS 和 FRAP 抗氧化活性筛选模型可操作性

强、结果可靠，能够为其今后体内生物活性的量效关

系研究提供客观实验依据。同时 EC50值和 FRAP 值表

明，表儿茶素、多聚体、花色苷和低聚体是影响葡萄

酒抗氧化活性的主要成分。因此，今后有必要针对这

4 类成分进行更深入的研究。 
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