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摘要：本研究比较了不同质量比的黄连提取物（CE）和人参提取物（GE）联合使用对 ABTS 和 DPPH 自由基的清除作用及其

协同效果。使用药物联合作用量-效分析软件"CompuSyn"分析数据，获取不同质量比联合药物的相关参数。在 ABTS 体系，黄连提取

物和人参提取物的 IC50值分别是 170.18±5.20 μg/mL 和 1615.73±40.17 μg/mL，联合使用黄连提取物和人参提取物（质量比 4:1、2:1、

1:1、1:2、1:4），IC50值分别为 88.86±9.31、209.12±9.56、329.42±10.29、188.39±6.33 和 31.42±7.52 μg/mL。联合指数（CI）数值表明，

黄连和人参提取物（4:1、2:1 和 1:4）都具有协同效果。在 DPPH 体系，黄连提取物和人参提取物的 IC50值分别是 67.57±9.68 μg/mL

和 1590.86±21.35 μg/mL，联合使用黄连提取物和人参提取物（质量比 4:1、2:1、1:1、1:2、1:4），IC50值分别为 49.48±12.56、195.04±7.58、

129.27±15.14、404.07±10.55 和 153.11±6.32 μg/mL。联合指数（CI）数值表明，黄连和人参提取物（4:1 和 1:4）都具有协同效果。黄

连和人参提取物存在协同清除 ABTS 和 DPPH 自由基效应。 
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Abstract: The study compared the scavenging effects and synergies of the combinations of Coptis extract (CE) and Ginseng extract (GE) 

with different mass ratios on the ABTS and DPPH free radicals. The obtained data for the combinations were analyzed using the drug combined 

analysis software "CompuSyn" to achieve the related parameters. In the ABTS reaction system, the IC50 values of CE and GE were 170.18±5.20 

and 1615.73±40.17 μg/mL, respectively, while the IC50 values of the CE-GE combinations with the mass ratios of 4:1, 2:1, 1:1, 1:2 and 1:4 were  

88.86±9.31, 209.12±9.56, 329.42±10.29, 188.39±6.33 and 31.42±7.52 μg/mL, respectively. According to the combined index (CI) values, CE 

and GE at a ratio of 4:1, 2:1 or 1:4 exhibited synergistic effects. In the DPPH reaction system, the IC50 values of CE and GE were 67.57±9.68 

and 1590.86±21.35 μg/mL, respectively, while the IC50 values of the CE-GE combinations with the mass ratios of 4:1, 2:1, 1:1, 1:2 and 1:4 were 

49.48±12.56, 195.04±7.58, 129.27±15.14, 404.07±10.55 and 153.11±6.32 μg/mL, respectively. According to the combined index (CI) values, 

CE and GE at a ratio of 4:1 and 1:4 exhibited synergistic effects. CE and GE worked synergistically to scavenge the ABTS and DPPH free 

radicals. 
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抗氧化剂是一种具有消除自由基抑制过氧化反应

的活性物质，在一定程度上可以预防和治疗与之相关

的疾病。目前，合成的抗氧化剂因短期毒性低效果好，

广泛应用于食品、医药和化妆品等行业，长期使用不

利于健康。使用单一抗氧化剂带来成本和毒性两大问

题，复合天然抗氧化剂相比于单一抗氧化剂具有抗氧

化活性高，成本低等优势，具有很好的应用前景[1,2]。
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目前常用的天然抗氧化剂来源于动、植物或其代谢物

中具有抗氧化活性的物质，主要包括多酚类、多糖类、

黄酮类、维生素类等。天然抗氧化剂的效果主要通过

两种以上的抗氧化剂混合或抗氧化剂和增效剂混合，

以达到增强抗氧化作用的目的[3]。研究表明，不同的

抗氧化剂以不同比例混合后往往表现出协同效应，如

白藜芦醇与黑木耳多糖的抗氧化活性强于单独使用
[4]，茶黄素和灵芝孢子多糖复配对 ABTS 自由基清除

产生协同作用，枣多糖及其黄酮在配比 1:1 的协同效

应达到最佳[5]，黑木耳多糖与浆果多酚在质量比 1:1
时对多种自由基具有协同清除作用[6]，番薯提取液与

茶多酚、葛根黄酮对 ABTS 等自由基以及过氧化氢诱

导的 PC12 细胞氧化损伤模型都具备协同抗氧化作用
[7,8]。目前关于抗氧化协同作用机制尚未明确，主要存

在四种观点：互补增效，修复再生，抗氧化剂分子结

构间相互作用以及基于电位差的偶联氧化[9~12]。 
本研究中的黄连又名川连、川黄连、姜制黄连、

姜连、萸连等，为毛茛科植物黄连(Coptis chinensis 
Franch.)、云连(Coptis teeta Wall.)或三角叶黄连(Coptis 
deltoidea C. Y. Cheng et Hsiao)的干燥根茎[13]，具有抗

菌[14]、抗炎[15]、解热[16]、抗溃疡[17]和抗肿瘤[18]等多种

药理作用。人参，为五加科植物人参(Panax ginseng C. 
A. Mey.)的干燥根和根茎[13]，是我国的传统名贵中药，

现代药理研究表明，人参在抗肿瘤、改善心脑血管、

保护神经系统、调节免疫系统等方面作用显著[19,20]。

根据《万病回春》卷二中“参连饮”[21]，具有益气生津

和清热燥湿的功效，实验和临床研究表明：人参黄连

合用对代谢疾病的治疗作用显著[22,23]。药理学研究表

明，代谢疾病与机体产生的活性氧有密切关系[24]，目

前研究黄连和人参联合使用主要是在治疗糖尿病[25]

和心血管疾病[26]方面，体内抗氧化的报道较少，体外

抗氧化的报道未见。本研究采用清除 ABTS 和 DPPH
自由基体外抗氧化模型，比较不同配比的黄连人参提

取物的抗氧化效果，为进一步寻求低毒高效的抗氧化

剂和科学合理开发这两种药材资源提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

药材黄连购于大参林广州心谊路店（产地：四川，

批号：180801）；药材人参购自通化市池宝土特产销售

有限公司（产地：吉林，批号：20180406）；ABTS 购

自 Sigma；过硫酸钾购自 Macklin；BRANSON2510
超声波清洗仪，美国 BRANSON 公司；JW-1012 台式

低速离心机，安徽嘉文仪器装备有限公司；紫外可见

分光光度计 UV-2600，日本岛津公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  黄连提取液（CE）制备 
将黄连药材用粉碎机粉碎，过 10 目筛，称取 200 

mg 于 200 mL 去离子水中，超声 1 h，过滤。将滤液

置于离心管中，在离心机中以 3000 r/min 离心 20 min，
取上清液，即得黄连中药的水提液（相当于原药材 10 
mg/mL），用前稀释至一系列浓度梯度。 
1.2.2  人参提取液（GE）制备 

将人参药材用粉碎机粉碎，过 10 目筛，称取 200 
mg 于 200 mL 去离子水中，超声 1 h，过滤。将滤液

置于离心管中，在离心机中以 3000 r/min 离心 20 min，
取上清液，即得人参中药的水提物（相当于原药材 10 
mg/mL），用前稀释至一系列浓度梯度。 
1.2.3  黄连人参提取液（CEGE）制备 

以质量比 1:1 为例，称取粉碎后黄连、人参各 100 
mg 于 200 mL 去离子水中，超声 1 h，过滤。将滤液

置于离心管中，在离心机中以 3000 r/min 离心 20 min，
取上清液，即得黄连人参中药的水提物（相当于黄连

人参药材 10 mg/mL），用前稀释至一系列浓度梯度。 

1.3  ABTS自由基清除能力测定 

参照 Re Roberta 等人的方法，并稍作修改[27]。通

过ABTS原液与过硫酸钾在室温黑暗中反应16 h产生

ABTS 自由基，在抗氧化剂存在的情况下，ABTS 自

由基会减少。将7 mmol/L的ABTS原液和2.45 mmol/L
的过硫酸钾混合，4 ℃避光条件下过夜得到 ABTS 储

备液。临用前将储备液用水稀释，在室温 734 nm 波

长下的吸光度为 0.7±0.02，即得到 ABTS 工作液。取

不同浓度的黄连、人参水提液或黄连人参提取液 1 
mL，再加入 4 mL 的 ABTS 工作液，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，

室温避光放置 6 min，于波长 734 nm 下测定其吸光度。 

%100×
A

AA
1= ）

-
-（清除率

空白

对照样品  

其中：A 样品为加入 1 mL 样品溶液与 4 mL ABTS 工作液，

A 对照为加入 1 mL 样品溶液与 4 mL 去离子水，A 空白为加入 1 mL

去离子水与 4 mL ABTS 工作液。 

1.4  DPPH自由基清除能力测定 

参照 Kmi[28]等人的方法，并稍作修改。将不同浓

度的待测样品加入含有 DPPH 自由基（0.1 mM）的甲

醇溶液中，得到最终体积为 4 mL 的反应体系。振动

混匀，在 25 ℃下避光放置 30 min，于波长 517 nm 下
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测定其吸光度。 
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其中：A样品为加入1 mL样品溶液与3 mL DPPH-甲醇溶液，

A 对照为加入 1 mL 样品溶液与 3 mL 甲醇溶液，A 空白为加入 1 mL

去离子水与 3 mL DPPH-甲醇溶液。 

1.5  Chou-Talalay法 

Chou-Talalay 法，又称联合指数法、中位药效法，

可对 2 种或多种药物的相互作用通过联合指数

(combination index，CI)进行分析，是 Chou 和 Talalay
在 1984 年建立的药物联合作用的定量方法。2005 年，

由 Martin 团队以 Chou-Talalay 理论为基础研发出第 3
代药物联合作用量-效分析软件“CompuSyn”，使得该

法的应用步入高效的信息技术时代。2010 年 Chou 等

将该法的理论进一步完善，并对其在联合用药中研究

进行总结，广泛应用于药物联合研究[29,30]。 
1.5.1  中值效应方程 

中效方程： 
Fa/Fu=(D/Dm)m                         （1） 
式中：Fu=1-Fa，Fa 为药物抑制百分率，D 为药物剂量，

Dm 为中效剂量（IC50）。m 是表示量效关系曲线的系数。 

由式（1）经过换算得到： 
Fa=1/[1+(D/Dm)m]                       （2） 
由式（1）两边取对数： 
log(Fa/Fu)=m log-m log Dm                （3） 
以此公式作中值效应图，m 为斜率，-mlog Dm为截距。 

1.5.2  联合指数（CI） 
将中效方程应用到两种药物的联合使用，得到： 
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Chou 和 Talalay 于 1983 年提出联合指数（CI）公

式： 

1 2

1 2

(D) (D)CI
(Dx) (Dx)

= +                       （5） 

D1、D2 为联合使用时产生 X 效应时两药各自所

需剂量，Dx1、Dx2为两药单用产生 X 效应时各自剂量。

若 CI<1，两药为协同作用，值越小协同作用越强；CI=1
为相加作用；CI>1，为拮抗作用且数值越大拮抗作用

越强[31]。 
1.5.3  剂量减少指数（DRI） 

联合用药的目的是通过减少药物使用剂量，降低

药物毒性的同时保持或增强原有效果。药物联合使用

前后的剂量变化幅度也是评价联合效果的一个重要指

标，1988 年 Chou 提出剂量减少指数（Dose-Reduction 
Index，DRI），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降低的倍数。 
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1.6  数据分析 

将药物浓度及其对应清除效果，用 CompuSyn 1.0
软件处理，求出联合药物之间相互作用的有关参数，

各联合质量比清除水平的联合指数（CI）和剂量减少

指数（DRI）。 

2  结果与讨论 

2.1  CE 和 GE 单独和联合使用对 ABTS 自由

基清除效果比较 

CE和GE单独和不同质量比联合对ABTS自由基

清除能力的 IC50 值如表 1。从表 1 可以看出，CE 和

GE 的抗氧化活性差别比较大，CE 清除 ABTS 自由基

的能力明显强于 GE。此外，不同质量比的复配物

CEGE 的抗氧化活性强弱为 CEGE（1:4）> CEGE
（4:1）> CEGE（1:2）> CEGE（2:1）CEGE（1:1）。 

 
表1 CEGE清除ABTS自由基的IC50值 

Table 1 IC50 values of CEGE eliminate ABTS free radicals 

项目 CE/(μg/mL) GE/(μg/mL) 
CEGE/(μg/mL) 

4:1 2:1 1:1 1:2 1:4 

IC50 170.18±5.20 1615.73±40.17 88.86±9.31 209.12±9.56 329.42±10.29 188.39±6.33 31.42±7.52 

2.2  CE 和 GE 对 ABTS 自由基清除效果相互

作用分析 

图 1a 显示，CE 和 GE 单独及复配物对 ABTS 自

由基的清除能力具有浓度依赖性，存在显著的量效关

系。CE 对 ABTS 自由基的清除能力明显强于 GE，不

同质量比的复配物 CEGE 的清除能力高于 GE，趋近

于 CE 单独使用，值得注意的是，在相同浓度下，质

量比 4:1 和 1:4 的复配物 CEGE 的清除能力优于 CE。
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以质量比4:1的CEGE为例，单独使用CE（200 μg/mL）
和 GE（50 μg/mL）的清除率分别为 77.53%和 0.64%，

当联合使用复配物 CEGE（250 μg/mL）时，清除率为

94.55%，大于两者单独作用之和，且优于 250 μg/mL 
CE 单独的作用（83.24%），说明 CEGE（4:1）在 250 
μg/mL 时协同效果非常显著。 

 

 
图1 不同质量比复配物对ABTS自由基清除能力的剂量-效应图

和联合指数图 

Fig.1 Dose-effect diagram and Combination Index Plot plots of 

ABTS free radical scavenging ability by CEGE with different 

mass ratios 

图 1b 中，不同质量比 CEGE，其联合指数 CI 随
着清除率的变化而变化。质量比为 4:1、2:1 和 1:4 清

除率从 5%至 97%的联合指数都小于 0.5，表明 CE 和

GE 协同抗氧化作用显著且稳定。CEGE(1:1)清除率从

5%至45%的联合指数小于1，但随着清除效果的增加，

CI 也随之增加，表明 CE 和 GE 协同抗氧化越来越弱；

清除率从 50%至 97%的联合指数大于 1，且随着清除

效果的增加，CI 也随之增加，表明 CE 和 GE 的相互

拮抗作用越来越强。CEGE(1:2)清除率从 5%至 97%的

联合指数都小于 1，且随着清除效果的增加，CI 也随

之降低，表明 CE 和 GE 协同抗氧化越来越强。 
在清除率为 50%、75%和 90%时，联合使用的数

据点落在斜边之下，提示联合使用中 CE 和 GE 的使 
 
 
 

用剂量都低于同清除效果下单独的使用剂量，说明联

合使用具有协同作用。图 2a、b、d、e 的三个数据点

均落在相应斜边之下，说明质量比为 4:1、2:1、1:2 和

1:4 都具有协同作用。图 2C 只有 Fa=0.50 的数据点落

在相应斜边之下，进一步证明了 CEGE(1:1)清除率从

5%至 45%具有协同抗氧化作用。 
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图2 CEGE对 ABTS自由基清除等效应图 

Fig.2 Isobologram at ED50, ED75 and ED90 for CEGE with 

different mass ratios 

2.3  CE 和 GE 对 ABTS 自由基清除效果剂量

减小指数 

 

 

 

 

 
图3 CEGE对 ABTS自由基清除效应与剂量减少指数对数图 

Fig.3 Fa-log(DRI) plots for CEGE with different mass ratios 

根据公式（6）可以知道 DRI>1 不一定是表示协

同作用，而 CI<1 必定是表示协同作用。如果 DRI 值
越大，则说明联合使用时该药的使用剂量降低的越明

显，同时也降低了该药对机体的毒性。从图 3 当中可

以看出，在不同质量比的 CEGE 中，GE 的 log(DRI)
均大于 1，且随着作用效果的增大，GE 的 log(DRI)
在增大，说明联合使用对 GE 使用剂量的减少作用比

较明显。图 3C 显示，质量比 1:1 的 CEGE，CE 的

log(DRI)值不断下降，说明联合使用无法有效减少 GE
使用剂量。 

2.4   CE 和 GE 单独和联合使用对 DPPH 自由

基清除效果比较 

CE和GE单独和不同质量比联合对DPPH自由基

清除能力的 IC50 值如表 2，CE 清除 DPPH 自由基的

能力明显强于 GE。此外，不同质量比的 CEGE 的抗

氧化活性强弱为 CEGE（4:1）> CEGE（1:1）> CEGE
（1:4）> CEGE（2:1）CEGE（1:2）。 

2.5  CE 和 GE 对 DPPH 自由基清除效果相互

作用分析 
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表2 CEGEQ清除DPPH自由基的IC50值 

Table 2 IC50 values of CEGE eliminate DPPH free radicals 

项目 CE /(μg/mL) GE /(μg/mL) 
CEGE /(μg/mL) 

4:1 2:1 1:1 1:2 1:4 
IC50 67.57±9.68 1590.86±21.35 49.48±12.56 195.04±7.58 129.27±15.14 404.07±10.55 153.11±6.32 

 

 
图4 不同质量比复配物对DPPH自由基清除能力的剂量-效应图

和联合指数图 

Fig.4 Dose-effect diagram and Combination Index Plot plots of 

DPPH free radical scavenging ability by CEGE with different 

mass ratios 

图 4a 显示，CE 和 GE 单独及复配物对 DPPH 自

由基的清除能力也具有量效关系。与ABTS体系类似，

在相同浓度下，质量比 4:1 复配物 CEGE 的清除能力

优于 CE。同样以质量比 4:1 的 CEGE 为例，单独使用

CE（200 μg/mL）和 GE（50 μg/mL）的清除率分别为

85.13%和 3.35%，当联合使用复配物 CEGE（250 
μg/mL）时，清除率为 96.24%，大于两者单独作用之

和，且优于 250 μg/mL CE 单独的作用（89.10%），说

明 CEGE（4:1）在 250 μg/mL 时协同清除 DPPH 自由

基效果显著。 
图 4b 中，CEGE 质量比为 4:1 和 1:4 清除率从 5%

至 97%的联合指数都小于 1，且随着清除率的增加，

CI 也随之降低，表明 CE 和 GE 协同作用越来越强。

另外三个质量比的CEGE的联合指数随着清除率的增

加而增加，表明 CE 和 GE 协同效果逐渐消失，拮抗

作用越来越强。 
图 5a、e 的三个数据点均落在相应斜边之下，说

明质量比为 4:1 和 1:4 都具有协同作用。图 5b、c、d
的数据点不同程度落在相应斜边之外，可以认为质量

比为 2:1、1:1 和 1:2 的协同效果差，与三个质量比的

联合指数不断上升相对应。 
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图5 CEGE对 DPPH自由基清除等效应图 

Fig.5 Isobologram at ED50, ED75 and ED90 for CEGE with 

different mass ratios 

2.6  CE 和 GE 对 DPPH 自由基清除效果剂量

减小指数 

 

 

 

 

 
图6 CEGE对 DPPH自由基清除效应与剂量减少指数对数图 

Fig.6 Fa-log(DRI) plots for CEGE with different mass ratios 
图 6a、e 显示，质量比 4:1 和 1:4 的 CEGE，GE

的 log(DRI)在增大，说明联合使用对 GE 使用剂量的

减少作用比较明显。图 6b、c、d 显示，GE 的 log(DRI)
值稳定在 1 附近，说明联合使用对不能明显减少 GE
使用剂量，此外，CE 的 log(DRI)值不断下降，甚至出

现负值，说明联合使用无法减少 GE 使用剂量，甚至

反作用。 
通过体外自由基清除模型来评价天然产物协同抗

氧化效果，能快捷方便地在体外对样品进行抗氧化功

能初筛[32]。本研究用 ABTS 和 DPPH 两种体系分别评

价黄连人参 5 个复配比的抗氧化效果，结果发现，在

ABTS 体系中，质量比 4:1、2:1、1:2、1:4 都显示出较

好的协同效果；在 DPPH 体系中，质量比 4:1、1:4 显

示出明显的协同效果。 
黄连和人参提取物协同作用的强弱受复配比例的

影响。CEGE 的抗氧化活性强弱顺序与黄连或人参提

取物的占比不具有相关性，即在复配物中，人参或黄

连的比例与该复配物的抗氧化活性没有明显的相关

性。黄连的主要成分有生物碱、木脂素、香豆素、黄

酮、萜类、甾体、有机酸、挥发油、多糖等，已有研

究表明，发挥抗氧化作用的主要是生物碱、黄酮和多

糖[33]。已有研究表明天然产物多糖类的抗氧化效果较

好，人参的主要成分有人参皂苷和人参多糖，但人参 
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单独的抗氧化作用较差（可能与多糖含量低有关），故

推测人参的抗氧化效果主要与人参皂苷有关[34]。目前

抗氧化协同作用机理的主流观点为Tappel提出的修复

再生观点[35]，复合抗氧化剂之间存在氧化还原循环系

统，抗氧化剂间通过电子转移维持抗氧化剂的还原性，

该理论被 Packer 等证实[36]。进一步的研究发现 ABTS
自由基的氧化还原电势为 0.68 V，当抗氧化剂的氧化

还原电势低于 0.68 V，就能将 ABTS 自由基还原，使

反应体系绿色减退[37]。本研究中的复合抗氧化剂清除

ABTS 自由基，可能通过其内部的氧化还原循环系统

（涉及生物碱、黄酮、多糖和人参皂苷）将反应体系

中的电势不断降低，从而发挥协同效果。 

3  结论 

本研究发现黄连提取物和人参提取物的清除

ABTS 和 DPPH 自由基的活性存在较大差异，但两者

以不同比例进行复配后产生不同程度的协同抗氧化作

用。由于协同效果与复配比例无必然联系，推测与复

合抗氧化剂之间存在氧化还原循环系统有关，有必要

在后续试验中进行研究，进一步深入阐释其相互作用

机制。 
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