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DPPH法评价抗氧化活性研究进展
韦献雅1，殷丽琴1，钟 成2，章明海1，牛应泽1,*

（1.四川农业大学油菜研究中心，四川 成都 611130；2.四川农业大学玉米研究所，四川 成都 611130）

摘  要：植物化合物或植物提取物的抗氧化活性的体外评价是研究功能因子的一个重要方面。1,1-二苯基-2-三硝基

苯肼（1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）法常用于评价化合物或植物提取物的抗氧化活性，但由于没有一个标准

化的方法，因而不同实验的结果难于相互比较。本文从DPPH法的原理、测定方法、检测波长、DPPH初浓度、反

应时间、清除率计算公式、结果表达、评价指标等几个方面对DPPH法做归纳总结，分析几种外界因素对DPPH法

的影响，有助于研究者提高认识，从而准确的开展研究工作。
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Abstract: in vitro evaluation of the antioxidant activity of plant compounds or plant extracts is an important aspect of 

functional factor research. The DPPH (1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical scavenging assay is widely used for antioxidant 

activity evaluation of plant compounds and extracts. However, this method lacks a standardized program so that results from 

different experiments may be difficult to compare with each other. The present review presents a comprehensive overview 

of the principle, measurement procedure and wavelength, initial DPPH free radical concentration, reaction time, calculation 

of the scavenging rate, expression of results and evaluation indices. Several external factors influencing the DPPH assay are 

also discussed. 
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近年来自由基生物学快速发展，广泛触及生命科学

领域，其主要探究自由基的组成、清除和自由基对生物

学系统的损害。目前已明确一系列由自由基造成的疾病

机理，如动脉粥样化、神经变性、慢性抑郁症、癌症和

生理学衰老[1]。抗氧化剂具有清除自由基的作用，对人

体健康有益，已广泛用于食品工业中。体外评价和筛选

物质抗氧化活性的方法有很多，如1,1-二苯基-2-三硝基

苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2,2-diphenyl-1-

（2,4,6-trinitrophenyl）hydrazyl，DPPH）法、2,2’-联氮

双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（2,2’-azinobis

（3-ethylbenzothi azoline-6-sulfonic acid） ammonium 

salt，ABTS）法、氧化自由基吸收能力（oxygen radical 

absorbance capacity，ORAC）法、铁离子还原法（ferric 

reducing antioxidant power，FRAP）法[2]等。与其他相

比，DPPH法有稳定性好、灵敏度高、操作简单等优

点 [3-4]。DPPH法已在全世界范围内被广泛用于自由基清

除能力的定量分析[2]。 

Blois[5]最先报道了DPPH法，发现DPPH自由基能

被硫代半胱氨酸和其他活性物质清除。此后，Brand-

Williams等[6]对DPPH法作了进一步修订，使之成为评价

体外抗氧化活性的重要途径。然而到目前为止DPPH法

并没有一个标准化的实验程序，尤其在反应时间、体积

比、DPPH自由基初浓度、结果表达等方面，使得很难比

较不同实验室、不同操作程序的结果[2,7-8]。本文主要从

DPPH法的原理、 测定方法、检测波长、DPPH自由基初

浓度、反应时间、清除率计算公式、结果表达、评价指

标等几个方面做归纳总结，并介绍几种外界因素对DPPH

法的影响，以期为广大研究者提供一定的参考。
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1 DPPH法原理

DPPH自由基是一种人工合成的、稳定的有机自由

基，分子式为C12H12N6O6（Mr=394.32），其结构中含有

3 个苯环，1 个N原子上有一个孤对电子（图1）[9]。其甲

醇或乙醇溶液呈深紫红色，并在515～520 nm范围有最大

吸收峰[5-6]。当向DPPH自由基溶液中加入自由基清除剂，

孤对电子被配对，深紫色的DPPH自由基被还原成黄色

DPPH-H非自由基形式，其褪色程度与所接受的电子数

量成定量关系，因而可以通过吸光度的变化进行定量

分析[10-11]。清除DPPH自由基是DPPH法的根据[12]。
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N

图 1 DPPH自由基的化学结构

Fig.1 Chemical structure of DPPH free radical

根据反应机制可将评价抗氧化能力的方法基本分为两

种：基于H原子转移（H-atom transfer， HAT）的反应和基

于电子转移（electron transfer，ET）的反应[13-14]。以酚类物

质（ArOH）为例，其清除DPPH自由基的反应有两种机

制：直接提供酚的氢离子给DPPH自由基（HAT反应），

见式（1）；从酚（ArOH）或其酚阴离子（ArO·）转

移电子到DPPH自由基（ET反应），见式（2） [15]。具

体是哪一种途径取决于溶剂的特性和/或待测物质的氧

化还原能力。一般在非极性溶液中HAT机制占优越性，

但在极性溶液中，如乙醇、甲醇，DPPH自由基能和酚

（ArOH）形成较强的氢键，从而ET机制占主要[16]，二者

也可同时发生[14]。

ArOH＋DPPH自由基→ArO·+DPPH·H （1）

ArO·＋DPPH自由基→产物 （2）

2 DPPH自由基清除率测定方法

测定DPPH自由基清除率的方法很多，使用最早、最

频繁的是分光光度计法[5-6]。另外，针对不同的实验目的

和材料，人们利用高效液相色谱技术（high performance 

liquid chromatography，HPLC）[17-20]、电子顺磁共振技术

（electron paramagnanetic resonance，EPR）[21-22]、薄层层

析技术（thin layer chromatography，TLC）[23-24]等开发了

一些测定物质清除DPPH自由基活性的新型方法。

2.1 分光光度计法

DPPH自由基在517 nm波长附近有最大吸收峰，当

DPPH自由基与抗氧化剂反应后，517 nm波长处的吸收值

降低，其降低的程度与接收的电子（抗氧化剂清除自由

基活性）呈定量关系，反应进程很容易通过分光光度计

监测[5-6,25]。由于该方法简单、灵敏、快速，因此使用最

广泛。DPPH自由基清除计算公式一般为：

DPPH /%=
A对照 A样品

A对照
100 （3）

式中：A对照为未加样品的DPPH自由基吸光度；A样品

为加入样品反应后的DPPH自由基吸光度。

2.2 HPLC
HPLC法是基于DPPH自由基吸收峰（PAs）的减

少，来检测待测物质的DPPH自由基清除活性。通过比

较反应前后DPPH自由基吸收峰（PAs）的变化，可灵

敏地区分DPPH自由基吸收值的微小变化[17]。另外，通

过HPLC法比较反应前后待测物中各组分的吸收峰变

化，可以判断哪种组分的DPPH自由基清除活性高[20]。

DPPH-HPLC法及DPPH-HPLC-MS法已成功用于筛选和

鉴定复杂混合物质中的抗氧化成分[20,26]。但是对于批量

实验，该方法可能会耗费大量时间。DPPH自由基清除

率计算公式为：

/%=
PA空白 PA

样品

PA空白
100	 （4）  

式中：PA空白为未加样品的DPPH自由基吸收峰面积；

PA样品为加入样品反应后的DPPH自由基吸收峰面积。

2.3 EPR
EPR是直接检测和研究含有未成对电子的顺磁性物

质的现代分析方法，具有简单、灵敏度高、样品不受破

坏和无干扰等优点，是目前检测自由基最直接、有效的

方法之一[22]。由于DPPH自由基是稳定的顺磁化合物，适

合EPR检测。DPPH-EPR法直接测定自由基的浓度，显著

提高了分析的准确性[21]。但由于成本较高，该方法使用

并不常见。

3 DPPH法注意事项

3.1 检测波长

同一物质在不同波长下的吸收程度不一样，检测

波长的选择关系到吸光度的准确性，影响实验结果的准

确性。DPPH自由基的甲醇或乙醇溶液最大吸收波长在

500～520 nm。统计大量文献后发现，使用频率最高的是

515 nm[16,27-29]和517 nm[8,10,18,30-31]，二者受青睐程度相当。

也有使用516 nm[32]和518 nm[23]的。若对波长要求特别严

格，可用扫描型分光光度计扫描DPPH自由基醇溶液的吸

收光谱，确定最大吸收波长。
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3.2 DPPH自由基初浓度的选择

关于DPPH自由基初浓度报道有很多（表1），没有统

一的规定。有些研究者使用的DPPH自由基初浓度很高，

导致反应体系中DPPH自由基吸光度超出了分光光度法的

准确范围[33-34]。根据比尔定律，分光光度计的灵敏度范围

在0.221～0.698，相当于透光率在20%～60%[33]，对应的适

宜DPPH自由基浓度应在25～70 μmol/L附近[8]。然而有很

多人使用的DPPH自由基溶液浓度远超出了分光光度计的

范围，甚至达到了300 μmol/L[23]和500 μmol/L[35]。Scherer等[2]

在实验中使用的DPPH溶液吸光度在2～3之间，超出了分

光光度计的准确范围，因而其数据结果被人质疑[36]。因此

DPPH自由基初浓度不应超出分光光度计的准确范围[36]。

表 1 DPPH自由基溶液的初始浓度

Table 1 Initial DPPH radical concentrations from literature

DPPH自由基初
始浓度/（μmol/L） 25 50 60 70 100 184 200 300 500

参考文献 [37] [8,27] [32,38-39] [31] [28,30] [40] [41] [23] [35]

3.3 反应时间

表 2 DPPH法反应时间

Table 2 Reaction time for DPPH assay

DPPH法反应时间/min 反应物 参考文献

10 桦褐孔菌提取物 [45]

15 蜂蜜 [46]

20 花青素 [38]

30 香蕉、火龙果、番石榴、山竹、番木瓜 [30]

45 荞麦提取物 [19]

60 番茄红素、VC、VE、β-胡萝卜素 [43]

90 绿原酸、阿魏酸、没食子酸、咖啡酸、芦丁等 [2]

100 红皮藻提取物 [47]

120 荞麦提取物 [7]

180 甘薯提取物 [44]

300 葡萄渣提取物 [40]

1 440 番石榴提取物 [27]

不同文献报道的DPPH法反应时间不同（表2）。有

调查表明，大部分的DPPH法研究都是基于20～30 min

的固定反应时间，而不是氧化还原反应达到平衡的总

时间 [42]。DPPH法看似简单，许多抗氧化剂与DPPH自

由基的反应动力学不同，或者甚至不反应 [29]，反应达

到平衡所需的时间也有所不同。如抗坏血酸与DPPH

自由基的反应迅速，几乎在瞬间完成；而苯并噻二唑

（benzothiadiazole，BTH）与DPPH自由基反应很缓

慢，其吸光度在90 min的时间内持续降低[8]，甚至需长

达6h达到反应达平衡[29]。根据与DPPH自由基反应时间

的长短，可将抗氧化物划分为快速（＜30 min）、中速

（0.5～1 h）和慢速（＞1 h）3 类[29]。如抗坏血酸、β-胡

萝卜素、水溶性VE（Trolox）、没食子酸丙酯[8, 43]、芝

麻酚、α-生育酚[29]与DPPH自由基反应迅速，达平衡时

间在30 min以内；阿魏酸、没食子酸、BHT[29]、(+)-儿

茶素、(－)-表儿茶素[16]与DPPH反应缓慢，平衡时间在

0.5～3 h。另外，大部分的天然植物提取物成分复杂，与

DPPH自由基反应机制复杂，反应缓慢[16]。

然而很多研究者并没有注意到反应时间的重要性，

使用较短的时间，往往不足以使反应达到稳定状态[32]，

使得许多抗氧化剂的活性被错误估计。因此，在运用

DPPH法前，很有必要进行混合体系的吸光度随时间变

化的实验，以准确评估反应时间[8, 43]。Teow等[44]发现反

应液的吸光度在3 h左右才达到平衡，故将反应时间定为

3 h。Azevedo等[38]每隔10 min测一次混合体系的吸光度，

至30 min，从而确定反应达到平衡的时间。

3.4 DPPH自由基清除率计算公式

D P P H法自1 95 8年被B lo i s [ 5 ]提出后，在Br an d -

Williams等[6]的不断改进下，确定DPPH自由基清除率计

算见公式（5）。

/%=
A对照 A样品

A对照
100	 （5）

式中：A对照为未加样品的DPPH自由基吸光度，即

DPPH自由基溶液＋溶剂；A样品为加入样品反应平衡后的

吸光度[5-6,20,29-30,36]，即DPPH自由基溶液+样品溶液。

该计算公式适用于绝大多数情况，然而对于那些和

DPPH在515 nm或517 nm处吸收光谱重叠的样品来说，

样品本身的吸收对结果有一定影响，应该消除样品的影

响，于是将上面公式中的A样品换成（A样品－A空白），A空白

为样品的空白对照，即样品本身的吸光度[23,28,43,48]，即样

品溶液＋溶剂。

/%=
A对照 A样品－A空白

A对照
100	（6）

因此，在使用DPPH法时应根据样品的吸收光谱，选

择对应的清除率计算公式，确保实验结果的准确性。

4 DPPH自由基清除活性的评价指标

为了表示DPPH法的结果，并比较不同物质的抗氧化

活性，人们开发了多种DPPH自由基清除活性指标，如半

数抑制浓度IC50、自由基清除能力AE、Trolox当量等。常

见指标及其计算公式、优缺点如下。

4.1 DPPH自由基清除率

DPPH自由基清除率（I）[28,49]是评价物质清除DPPH

自由基活性的重要指标之一，其计算见公式（7）。

I/%=
A对照 A样品

A对照
100	 （7）

式中：A对照为对照组吸光度；A样品为样品与DPPH自

由基反应平衡后的吸光度。自由基清除率越高，表明物
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质的抗氧化活性越强。该指标简单、方便，使用频率较

高，但其易受样品颜色和纯度、DPPH自由基浓度、溶

剂等因素影响；往往与半数效应浓度EC50或半数抑制浓

度IC50联用。

4.2 DPPH自由基剩余率

DPPH自由基剩余率[32]表示反应体系中某一时刻剩余

的DPPH自由基浓度与初始DPPH自由基浓度之比，其计

算见公式（8）。

DPPH /%=
c（DPPH ）t

c（DPPH ）t =0

100	（8）

式中：c（DPPH自由基）t=0和c（DPPH自由基）t分别

为t=0和反应过程中某一时刻t的DPPH自由基浓度。DPPH

自由基剩余率越高，表明物质清除的DPPH自由基越少，

抗氧化活性越弱。该指标要求准确测量反应时间和DPPH

自由基浓度。

4.3 EC50或IC50

EC50为使DPPH自由基浓度降低50%的抗氧化剂浓

度；IC50为DPPH浓度降到50%时的抗氧化剂浓度，二者

的表达的意义相同。通过设置5～6 个抗氧化剂浓度，制

作浓度-清除率曲线，由于很多抗氧化剂浓度与DPPH自

由基清除活性呈非线性关系，可通过GraphPad Prism®　

version 5.01、BleSq、OriginPro® 8.5.1、SigmaPlot® 12、

BioDataFit® 1.02和IBM SPSS Statistics®、Desktop 19.0等计

算机程序中的回归模型，计算得到EC50/IC50值。EC50/IC50

值越大，抗氧化活性越小。EC50/IC50被使用频率最高，但

是其值随着DPPH初浓度变化[30-31,50]。

4.4 自由基清除能力

自由基清除能力（antiradical efficiency，AE）的计

算见公式（9）。

AE=
EC50 TEC50

	 （9）

式中：TEC50为抗氧化剂浓度在EC50时，反应达平衡

所需的时间。

AE值越大，自由基清除能力越强。AE同时考虑了

EC50和反应时间，被广泛用于DPPH法结果的表达。AE同

时考虑了EC50和反应时间，被广泛用于DPPH法结果的表

达。但是测量TEC50耗费时间，且反应平衡是一个缓慢的

动态过程，判断平衡时间存在困难[9,16,28,50]。

4 .5  Tro lox当量抗氧化能力（Tro lox  equ iva len t 

antioxidant capacity，TEAC）

TEAC将给定物质的抗氧化能力与标准抗氧化物

质Trolox比较。以Trolox为标准品，绘制Trolox浓度

与DPPH自由基清除率的标准曲线；再将待测物质与

DPPH反应，得到清除率值，计算得到与该清除率相当

的Trolox浓度，进而得到TEAC值，单位为μmol TE/g。

TEAC值越大，抗氧化能力越强。是DPPH法最常用的指

标之一[27,38]。

4.6 抗氧化剂活性指数（antioxidant activity index，AAI）

AAI[2]的计算见公式（10）。

AAI= DPPH
IC50

	 （10）

式中：IC50为半抑制浓度，结果不受DPPH浓度的影

响，但是受抗氧化剂的浓度影响。使用较少。

4.7 抗氧化剂活性因子（antioxidant activity unit，

AAU）

AAU[36]为完全清除1mol DPPH自由基所消耗的抗氧

化剂摩尔数。计算见公式（11）。

AAU=
394.32 R

B c Mr
	 （11）

式中：R为样品溶液与DPPH溶液的体积比；B为拟

合方程的斜率；c为DPPH自由基的初始浓度；Mr为样品

的相对分子质量。

AAU值越小，抗氧化剂清除自由基能力越强。AAU

值不受样品和DPPH自由基浓度影响，但是推到得到的公

式中B为线性方程的斜率，公式本身有局限性；且还需知

道样品的相对分子质量，不适合测混合物和某些天然提

取物的抗氧化活性。使用较少。

4.8 抗坏血酸当量（ascorbic acid equivalent antioxidant 

capacity，AEAC）

AEAC[30,51]表示100 g样品的抗氧化能力相当于多少

mg抗坏血酸的。计算见公式（12）。

AEAC/（mg AA/100 g）= Ac As / Ac AAA ρAA V提取液 100 （12）

式中：Ac为对照组吸光度；As为反应液吸光度；AAA

为抗坏血酸吸光度；ρAA为抗坏血酸（AA）质量浓度/

（mg/mL）；V提取液为提取液体积/mL。AEAC的另一个计

算见公式（13）。

AEAC=
IC50 AA

IC50
105	 （13）

5 影响DPPH法结果的外界因素

DPPH法除了受到反应时间、DPPH初浓度、样品性

质、计算公式、结果表达方式的影响[52]，还受到光照、氧

气、pH值、有机离子、无机离子等外界因素的影响[4]。

5.1 无机离子

Blois[5]1958年曾报道无机离子影响了DPPH自由基清

除活性的准确测量。Al-Dabbas等[39]发现Na2S2O3和FeCl2

能显著降低DPPH自由基的颜色强度，即具有清除DPPH

自由基的活性。MgCl2、CaCl2、K2SO3和K2SO4轻微增加

了DPPH自由基的颜色强度。K2HPO4、KH2PO4、KCl、
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KF、KBr、KSCN、KNO3、CaCO3、K2CO3、K2CrO4、

MnCl2和NaCl在质量浓度为400 μg/mL时不影响DPPH自由

基的颜色强度。另外，很多自由基清除剂如黄酮类物质

容易螯合铁离子，以至不能准确评估其DPPH自由基清除

活性[39]。Dawidowicz等[39]发现溶解抗氧化剂的溶液中，

金属离子显著影响着未反应的DPPH自由基数量[32]。低价

态的无机离子可能会干涉结果的准确性，在测定时需剔

除或分别测定。为了得到植物提取物的真实DPPH自由基

清除活性，应对其脱盐化。

5.2 有机化合物

Roberto[53]发现，纯的有机酸（乙酸、柠檬酸、苹

果酸）没有DPPH自由基清除活性，但是当VC混合后，

能显著增加VC的自由基清除效果，且呈现剂量效应。

Dawidowicz等[32]发现系统中的乙酸乙酯、二恶烷降低了

DPPH与BTH的反应动力学。

5.3 缓冲溶液

Al-Dabbas等[39]发现醋酸缓冲液在0.01～0.2 mmol/L

范围内没有降低DPPH自由基的颜色，而磷酸缓冲液在超

过0.05 mmol/L的浓度下，增强了DPPH自由基颜色。其

认为醋酸缓冲液可用于任何提取物，而磷酸缓冲液使用

则有所限制。

5.4 光照、氧气、pH值

Ozcelik等[4]发现，DPPH自由基甲醇溶液和DPPH自

由基丙酮溶液在25 ℃的光照条件下放置120 min吸光度分

别降低20%和35%，而在黑暗条件下放置150 min吸光度

变化不明显。分别在21%含氧量和1%含氧量的条件下放

置90 min，前者的DPPH自由基降解程度显著高于后者。

在光下反应120 min，pH 4的甲醇缓冲液中的DPPH自由

基吸光度降低了55%，pH 10丙酮缓冲液中的DPPH自由

基吸光度降低了80%。因此光照、氧气、pH值会降低

DPPH自由基的吸光度。

6 结 语

DPPH法是一种重要的检测天然植物提取物或化合物

抗氧化活性的方法，操作简单，重复性好，受到广泛的

欢迎。但是，DPPH法的结果容易受到多种因素的影响，

为了准确评价某物质的清除DPPH自由基活性，应选择准

确的反应时间、DPPH自由基初浓度、对应的计算公式和

可靠的结果表达方式等。对于检测植物提取物的抗氧化

活性，为排除提取液中各种离子及化合物等其他成分的

影响，应对其进行脱盐化处理或纯化处理。DPPH法还受

到温度、光照、氧气等自然因素影响，实验操作时要避

光反应，DPPH自由基溶液现配现用。另外，反应体系中

的H2O、H+含量，DPPH自由基与抗氧化剂溶液的体积比

等也会影响着DPPH法的结果，但是其机理和规律研究还

不够深入，值得进一步探索。DPPH自由基与抗氧化剂的

反应过程和原理也值得进一步探究。到目前为止，还没

有一个标准化的DPPH法，使得不同实验室的结果比较存

在限制性。因此，DPPH法需要进一步完善和标准化，测

定的抗氧化活性指标也需要统一。
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