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生物活性物质的抗氧化能力评价方法及其研究进展
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摘　要 :准确评价生物活性物质的抗氧化能力已经成了氧化与抗氧化研究领域的热点问题 ,综述了国际上当前比

较流行的几种体外抗氧化能力评价方法 ,如 :2 ,2′- 连氮 - 双 - (3 - 乙基苯并噻唑 - 6 - 磺酸) - 二铵盐法、1 ,1 - 二

苯代苦基苯肼法、铁离子还原Π抗氧化能力测定法、氧自由基吸收能力测定法、化学发光法 ,以及体内抗氧化能力评

价方法的关键点。
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Abstract : Evaluating exactly the antioxidant capacity of bioactive substances has become a hot topic in relating field. Several

methods about antioxidant capacity of bioactive substances in vitro , such as : 2 , 2 - azinobis - (3 - ethylbenzothiazoline - 6 -

sulfonic acid) - diammonium salt assay (ABTS) , 2 , 2 - diphenyl - 1 - picrylhydrazyl assay (DPPH) , ferric reducing

antioxidant power assay (FRAP) , oxygen radical absorption capacity assay (ORAC) , photochemiluminesecence assay (PLC) ,

and some key points of antioxidant capacity evaluation in vivo were reviewed.
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　　活性氧是需氧生物在自身的新陈代谢过程中 ,

由于受到内外环境的刺激而在其机体内持续产生的

活性产物[1 ]。它们通常是以氧或氮为中心的自由基

和非自由基 ,如 :超氧阴离子、羟自由基、烷过氧化自

由基等 ;以及过氧化氢、单线态氧、臭氧等[2 ]。活性

氧极不稳定 ,容易与其邻近分子反应 ,并可诱发产生

新的自由基 ,继续危害其邻近的靶分子[3 ]。一般情

况下 ,生物体内活性氧的产生会受到体内抗氧化防

御系统的调节 ,生物则会在抗氧化防御系统的调节

下 ,长久保持在平衡的健康状态[4 ]。但是 ,在某些特

殊情况下 ,如感染、疾病或精神紧张 ,体内的氧化与

抗氧化平衡会被打破 ,使机体处于氧化应激状态 ,造

成蛋白质损伤、脂质过氧化、DNA 改变、酶失活等 ,

发生包括癌症、心血管疾病、风湿性关节炎、感染等

多种疾患[5 ]。

目前 ,大量的临床与流行病学研究显示 ,消费富

含生物活性物质的水果、蔬菜既可以有效降低癌症、

心血管疾病和其他一些慢性疾病的发病率 ,又可以

适度改善身体健康状况[6 ]。为此 ,全世界越来越多

的科学家把研究目光投向了这一领域 ,并在过去的

几十年里已经取得了卓越的成绩。由此多种体外抗

氧化能力的评价方法得以建立 ,包括[7 - 9 ]
:2 , 2′- 连

氮 - 双 - (3 - 乙基苯并噻唑 - 6 - 磺酸)二铵盐法

(2 , 2 - azinobis - (3 - ethylbenzothiazoline - 6 - sulfonic

acid) - diammonium salt , ABTS) 、1 , 1 - 二苯代苦基

苯肼法 (2 , 2 - diphenyl - 1 - picrylhydrazyl ,DPPH) 、

铁离子还原Π抗氧化能力测定法 ( ferric reducing

antioxidant power , FRAP) 、氧自由基吸收能力测定法

(oxygen radical absorption capacity , ORAC) 、化学发光

法 (photochemiluminescence assay , PLC) 。同时 ,体内

抗氧化能力的评价方法也逐渐得到完善 ,其中人工

造模、氧化应激生物标志物的筛选和测定等都得到

了很好的发展。

本文针对当前该领域的发展状况 ,在总结前人

科研成果的基础上 ,分别对现有生物活性物质的抗

氧化能力评价方法进行综述 ,即从体外生物活性物

质的抗氧化能力评价方法 ,到体内抗氧化能力评价

方法。

1　体外抗氧化能力评价方法

目前 ,国内外大多数评价生物活性物质抗氧化

能力的方法往往是针对某一种自由基而言的 ,而实
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际上 ,待测生物活性物质对一种自由基的清除能力

并不能代表其对于另一种自由基的清除能力 ,为此 ,

许多学者已经对“总抗氧化力”提出了不同看法 ,而

且找到了一些体外“总抗氧化能力”的评价方法[10 ]。

1. 1　ABTS法

ABTS法是由 Miller[11 ]于 1996 年基于脱色反应

原理而建立起来的一种以ABTS·+为基础的分光光

度计测量法。该法在建立初的几年里经历了多位学

者的反复改进 ,但仅是 ABTS·+ 生成方式的不

同[12 ,13 ]。1999 年 ,Roberta Re 等[14 ]对该法再次加以

改进。在改进后的方法中 , ABTS 与过硫酸钾

( K2 S2O8 )反应生成评价体系的基础———ABTS·+ 。

当生物活性物质存在时 ,预先形成的蓝绿色ABTS·+

被还原为无色的 ABTS分子形式 ,其被还原程度和

反应时间取决于生物活性物质的抗氧化能力以及浓

度。抗氧化能力强弱采用 Trolox当量表示 ,即以相

同条件下测得的生物活性物质的抗氧化活性与

Trolox的抗氧化活性作对比 ,由此得到的比值反映

待测生物活性物质的抗氧化能力。目前 ,该方法由

于快速、简便、易行 ,以及灵敏度、特异性较高等特

点 ,已经被广泛应用于亲水、亲脂性物质、纯物质以

及蔬菜、水果、饮料的总抗氧化能力的评价。

1. 2　DPPH法

DPPH法[15 ]是 20 世纪 50 年代提出的 ,最初用

于发现食物中的供氢体 ,后来被广泛用于定量评价

生物制品、酚类和食品的抗氧化能力。该法是一种

以粉红色、稳定的 DPPH·为基础而构建的评价体

系。即当抗氧化物质被加入到反应体系时 ,DPPH·

被还原 ,颜色由粉红色转变为黄色。反应进程中 ,反

应液的吸光度值不断变小 ,这种变小的程度主要取

决于所评价生物活性物质的抗氧化能力。具体操

作[16 ]
:在溶于甲醇的 100μmolΠL的 DPPH溶液中加

入一定量待评价的生物活性物质 ,10 min后 ,在 515

nm处读取该反应溶液的吸光度值。最后 ,用反应溶

液吸光度的变化值与对照组的吸光度值进行比较 ,

从而计算待测生物活性物质的抗氧化能力。该方法

由于具有很好的重复性以及简便易行 ,所以被频繁

地使用于生物活性物质的体外抗氧化能力评价。

1. 3　FRAP法

FRAP法[17 ,18 ]是一种简便、快捷的评价生物活性

物质抗氧化能力的方法 ,其结果重复性较好。在低

pH值的环境下 ,生物活性物质能够将一种叫三吡啶

三嗪三价铁 [ Fe ( Ⅲ) - 2 , 4 , 6 - Tri ( 22pyridyl )2s2
triazine ,TPTZ - Fe

3 +
]的物质还原为蓝色的三吡啶三

嗪二价铁 [ Fe ( Ⅱ) - TPTZ ,TPTZ - Fe
2 +

]。反应的结

果常以 Fe2 + 当量或标准物质的抗氧化能力表示。

该法实际测定的是待测生物活性物质将 Fe
3 + 还原

为 Fe
2 + 的能力 ,因而 ,有研究者将其归类为直接测

定抗氧化能力的方法。同样 ,该法也存在着其自身

的缺陷 ,即不能用于检测含有巯基 ( - SH)的有机物

质 ,因为类似谷胱甘肽等含有巯基的有机物质不能

与三价铁离子发生反应。该法最初用于测量血浆中

的抗氧化能力 ,后来也用于其他生物体液、食品、植

物提取物、果汁等物质的抗氧化能力的检测。

1. 4　ORAC法

ORAC法[19 ]是建立在 Glazer实验[20 ]基础上的一

种检测抗氧化能力的方法。检测过程中 ,使用藻红

蛋白作为氧化底物 ,2 , 2 - 偶氮二 (2 - 脒基丙烷)二

盐酸盐 ( 2 , 2’- azobis ( 2 - amidino - propane )

dihydrochloride , AAPH)或者 Cu
2 +

- H2O2 作为羟基自

由基发生物。反应中藻红蛋白在 540 nm光波激发

下可发射 565 nm的荧光 ,当有自由基或氧化剂被加

入时 ,荧光逐渐减弱 ;而当有抗氧化性物质加入时 ,

荧光减弱被抑制。ORAC法测量的是抗氧化物质的

直接清除自由基能力 ,结果采用曲线下面积定量技

术得到测量物质的总抗氧化活性 ,该法可以自动化、

标准化 ,但需要使用价格昂贵的全自动系列化分析

仪[21 ]。目前 ORAC法已经在多个实验室使用 ,并且

广泛用于各种生物制品的检测 ,从纯物质到复杂物

质再到动物组织 ,如 :维生素 C、生育酚、胡萝卜素、

茶叶、蔬菜、水果以及血液等。

1. 5　PCL法

PCL法[22 ]是评价自由基清除能力的重要方法 ,

与前面几种方法不同的是 ,它从另外一个角度进行

抗氧化能力评价。它以快捷性、高敏感度为特点 ,目

前在抗氧化能力的评价中被广泛使用。其中 ,以辣

根过氧化物酶 - 鲁米诺 - 氢过氧化物酶体系为基础

的方法是最重要的测定方法。在该法中 ,鲁米诺被

氢过氧化物酶氧化 ,导致鲁米诺自由基的生成 ;同时

由于自由基进一步反应会使其发光 ,而当生物活性

物质存在并发生反应的时候 ,光的强度将被减弱 ,由

此根据光强度被减弱的程度来评价生物活性物质的

抗氧化能力。

体外抗氧化能力评价方法很多 ,分别基于不同

的反应原理 ,但是由于各自存在自身缺陷 ,使得在评

价过程中仅选用一种方法显得不足。虽然电子顺磁

共振法被认为是评价生物活性物质抗氧化能力最直

接、最可靠的方法 ,但是使用的仪器价格昂贵 ,在实

际工作中很难应用。因此 ,在进行体外抗氧化能力

评价的时候 ,众多学者一致推荐至少同时采用两种

基于不同原理的体外评价方法。
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2　体内抗氧化能力评价方法

体外抗氧化能力的评价方法简便、快捷 ,是进行

大批量物质抗氧化能力评价的有效手段 ,但是 ,仅仅

凭体外研究结果就直接推到体内状况是不可取的 ,

因为体内新陈代谢过程的作用大大增加了生物活性

物质抗氧化能力的不确定性。评价生物活性物质抗

氧化能力最好的方法 ,是针对特殊生物体补充生物

活性物质 ,以此观察其结局。同时 ,体内氧化应激生

物标志物不是唯一的 ,因此建立一套完备而有效的

评价程序 ,以用来准确评价生物活性物质在体内的

抗氧化能力变得异常重要[2 ]。

2. 1　抗氧化研究的特殊生物体———人造动物模型

抗氧化研究的人体实验是评价生物活性物质抗

氧化能力的“金标准”,但是 ,在实际操作中 ,却存在

着种种伦理学的限制。目前 ,在评价过程中采用有

代表性的氧化应激动物模型已经得到了全世界大多

数学者的广泛认可 ,并且成功获得了多个氧化应激

模型。我们根据这些模型的状况 ,将其划分为全身

性与局部器官性两种。

2. 1. 1　人工造模的策略及途径

首先 ,处于氧化应激状态的动物模型可以通过

将其暴露于毒性试剂或给予大剂量还原性受试物来

获得。其次 ,膳食诱导氧化应激模型 ,即通过给予抗

氧化物质 (维生素 E)缺乏或铁过量的膳食。再次 ,

通过辐射、转基因技术而获得氧化应激模型动物。

最后 ,就是人工培育的快速衰老模型 (SAM系) [23 ]。

同时 ,氧化应激常与多种疾病的动物模型相联系 ,

如 :糖尿病大鼠模型、动脉粥样硬化兔模型。

2. 1. 2　全身性的氧化应激模型

全身性的氧化应激模型 ,也称作非特异性的氧

化应激模型 ,即通过对动物的全身组织器官进行氧

化损伤 ,使得受试动物整体性地处于氧化应激状态。

如 : d - 半乳糖模型[24 ]、臭氧模型[25 ]、去胸腺模

型[26 ]、γ - 辐射模型[27 ]以及转基因的动物模型[28 ]、

人工培育的快速老化小鼠模型[23 ]等 ,就是已经得到

的典型的氧化应激动物模型。

2. 1. 3　局部器官性的氧化应激模型

局部器官性的氧化应激模型 ,也称为特异性的

氧化应激模型 ,即针对实验动物个体的某些特定组

织器官进行特异性的氧化损伤 ,而使其处于氧化应

激状态。在实验中 ,溴代苯、乙醇、四氯化碳[29 ]等对

肝脏具有特异性的损伤 ,因而常用作诱导氧化应激

的药剂。除草剂百草枯等[30 ]对肺脏、肝脏等均具有

特异的侵蚀毒性 ,可与体内的各种酶发生氧化还原

反应 ,从而诱发损伤组织器官产生氧化应激。

2. 2　氧化应激生物标志物的选择与测定

体内抗氧化能力评价主要是借助氧化应激生物

标志物的测定来判断生物活性物质对 DNA氧化损

伤、脂质过氧化、蛋白质氧化损伤的保护程度 ,以及

直接测定抗氧化防御系统抗氧化水平。

2. 2. 1　脂质氧化损伤

硫代巴比妥酸法[31 ] ( TBARS) ,是最早用于人类

与动物抗氧化研究 ,反映脂质氧化损伤的方法。最

初的 TBARS法相对简单 ,缺乏特异性 ,相对陈旧。

而改进后的 TBARS法由于使用了高效液相色谱法

(HPLC) ,敏感度、特异度和重复性都明显提高了。

呼吸烃类的测定[32 ]
,也是一种被广泛使用的、非侵

入性的体内评价脂质过氧化的方法。只是由于在呼

气收集、处理和分析中缺乏标准化方法 ,导致了结果

的不稳定性。氧化型的低密度脂蛋白 (LDL) ,已被

公认是氧化应激防御的生物标志物 ; F - 异前列

烷[33 ]是由自由基诱发花生四烯酸反应 ,之后在磷脂

中生成的又一新的氧化应激生物标志物。

2. 2. 2　DNA氧化损伤

DNA被氧化时 ,鸟苷酸的 C - 8 是最易发生损

伤的位点。因而 ,由此形成的 8 - 羟基脱氧鸟苷 (8

- OHdG)是评价 DNA氧化损伤最常使用的生物标

志物。氧化 DNA的自身抗体[34 ]也是一种被推荐使

用的生物标志物 ,它的检测主要是通过自身抗体识

别胸腺嘧啶的氧化产物 5 - 羟甲基 - 2’- 脱氧尿苷

而完成。同样 ,彗星试验也是公认的、成熟的 DNA

检测方法 ,它可以检测 DNA链断裂 ,从而反映损伤

情况。

2. 2. 3　蛋白质氧化损伤[35 ,36 ]

蛋白质的氧化损伤不仅包括对酶、受体和载体

蛋白的损伤 ,而且还包括一些二次损伤 ,如 :DNA修

复酶的损伤。目前 ,蛋白质氧化使用最广的生物标

志物是蛋白质羰基含量 ( Protein Carbonyl Content ,

PCC) ,其传统的检测技术是使用二硝基苯肼的比色

法 ,使用分光光度法或者酶联免疫吸附法 ( ELISA)测

定 2 ,4 - 二硝基苯肼与蛋白质羰基反应生成的腙 ,

来衡量蛋白质的损伤情况。PCC法是快速的检测方

法 ,不需要特殊、昂贵的设备。然而 ,蛋白质羰基含

量并不是氧化应激的特异性生物标志物 ,而只是总

体的粗略衡量。蛋白质特异性的氧化应激标志物是

3 - 硝基络氨酸 ,但是 ,3 - 硝基络氨酸的测定方法耗

费时间 ,而且与 PCC相比它需要比较精密的分析

设备。

2. 2. 4　抗氧化防御系统的评价

2. 2. 4. 1　总抗氧化能力 ( TAC) 　体外抗氧化能力

评价方法 ,如 : ABTS 法、DPPH 法、FRAP 法、ORAC

法、PCL法等 ,均可以用来评价生物活性物质作用于
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生物体后体内抗氧化防御系统的状况。但是 ,由于

生物活性物质评价结果在很大程度上取决于实验条

件[37 ]
,如 :消耗一定量的具有抗氧化活性的物质后 ,

所检测到的结果必然会高些。然而 ,总抗氧化能力

的升高并不意味着就是预期的结局 ,因为这仅是机

体对氧化应激的早期适应。

2. 2. 4. 2　抗氧化酶类的评价　需氧生物的抗氧化

防御体系的重要组成部分是抗氧化酶系 ,即超氧化

物歧化酶 (SOD) 、过氧化氢酶 (CAT) 、谷胱甘肽过氧

化物酶 ( GSH - Px)等。尽管这些酶的测定相比总抗

氧化能力测定要复杂得多 ,但是它们能够提供更加

特异性的信息 ,更能反映出机体的氧化应激水平 ,所

以这些酶的测定构成了当前抗氧化能力评价体系中

重要的组成部分。

2. 2. 4. 3 　其他非酶系抗氧化物质 　尿酸、谷胱甘

肽、维生素 C、类胡萝卜素、生育酚和辅酶 Q10 等机

体抗氧化防御体系的另一重要组成部分 ,同样在对

抗体内活性氧的过程中发挥着巨大的抗氧化作用。

它们的抗氧化作用机理不断被深入研究 ,相应的检

测技术也在不断地发展与完善 ,尤其是高效液相色

谱、质谱、气质联机和液质联机等仪器的引入 ,使得

检测结果更加可信与精确。

3　展望

在过去的几十年里 ,评价生物活性物质抗氧化

能力的研究已经在全世界范围内得到开展 ,并且建

立了大量的体内外抗氧化能力的评价方法 ,但是各

种方法都有其自身的局限性。体外抗氧化能力评价

方法比较简单 ,而且便于实施 ,适合于大批量样本的

粗略评价。但是 ,由于在机体新陈代谢的过程中 ,从

物质吸收、分配到代谢、再到排泄 ,干扰因素众多 ,使

得由体外评价结果直接外推到体内的状况是不足取

的。因此 ,在进行生物活性物质抗氧化能力评价的

时候 ,为了保证评价结果的真实性与可靠性 ,应该遵

从由体外到体内 ,由化学环境到生物环境逐级深入

的原则。在保证体外评价结果可靠的基础上 ,进行

体内评价的动物实验 ,并在保证动物实验从设计到

干预、最后结果科学性的基础上 ,再进一步人群实

验 ,这是评价的最终阶段。但是 ,在开展体内评价的

时候 ,一定要注意到所评价物质的毒性和剂量反应

关系。
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卫生部关于撤销“阳光塑身牌减肥胶囊”保健食品批准证书的通知

卫监督函〔2008〕311号

云南天恒药业有限公司 :

根据我部卫生监督局的监督检查结果 ,你单位生产的“阳光塑身牌减肥胶囊”(生产批号 : 20060220Π
060201A - 0120)中含有“西布曲明”成分 ,已经有关单位检验证实。

根据《保健食品管理办法》第二十七条规定 ,我部对你单位生产的“阳光塑身牌减肥胶囊”进行重新审

查。经审查 ,确认“阳光塑身牌减肥胶囊”中含有“西布曲明”等《中华人民共和国食品卫生法》规定禁止在食

品中添加的化学合成药物。我部认为 ,你单位的行为违反了《中华人民共和国食品卫生法》第九条、第十条、

《保健食品管理办法》第四条的规定。现依据《保健食品管理办法》第二十七条规定 ,决定撤销“阳光塑身牌

减肥胶囊”的保健食品批准证书 (批准文号 :国食健字 G20041378) 。

如不服本决定 ,可以依照有关法律申请行政复议或提起行政诉讼。

卫　生　部

二○○八年八月六日
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