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自由基在生物体中无处不在，是生命所必需的物质。在

机体新陈代谢过程中，自由基发挥着“利”和“害”双重作用。

一方面，其能有效防止感染，对某些基因开启和关闭起调控作

用等；另一方面，其又可攻击和氧化细胞及组织，引发机体衰

老，增加心脏疾病、中风、癌症等发病的可能性。抗氧化剂具

有显著抑制氧化修饰和自由基攻击的作用，可清除机体内过

量的自由基，使机体维持在正常的生理水平上[1]。因此，抗氧

化剂的应用研究目前受到了广泛的关注。

抗氧化活性是评价物质抗氧化能力的重要指标，目前对

抗氧化活性测定方法的研究取得了较好的进展。如将现有的

二苯基苦基苯肼（DPPH）法和铁离子还原/抗氧化能力测定

（FRAP）法微型化，可加速评价抗氧化剂的抗氧化能力，并具

有较好的灵敏度和专属性[2]。本文从体外、体内抗氧化活性测

定方法两大方面对各方法原理及应用进行总结，以期为科学

合理地评价物质抗氧化活性提供参考。

1 体外抗氧化活性测定方法
1.1 二苯基苦基苯肼（DPPH）法

DPPH·（1，1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基）是一种稳定的

有机自由基，能与有供氢能力的化合物反应，其溶液呈深紫

色，在517 nm波长处有最大吸收。当有抗氧化剂存在时，抗氧

化剂与DPPH·反应使其吸光度值减小甚至消失，此变化与抗

氧化剂的抗氧化能力及其数量呈定量关系。样品的抗氧化活

性可通过清除DPPH·的量来确定[3]。如，采用此种方法研究表

明，萝芙木水溶性生物碱具有抗氧化活性[4]。

1.2 邻苯三酚自氧化（Pyrogallol autoxidation）法

在弱碱性环境下，邻苯三酚发生自氧化反应，不断生成

O2·－（超氧阴离子自由基）及有色中间产物。抗氧化剂将O2·－

歧化分解为 H2O2和 O2，从而抑制了邻苯三酚的自氧化反应。

中间产物累积浓度与时间呈线性关系，因此特定波长下测定

吸光度值的变化，可得到加抗氧化剂后邻苯三酚的自氧化速

率，进而间接求得清除O2·－的能力[5]。本法测定表明，蜂胶、蜂

花粉、蜂王浆、蜂蜜均能清除人体内过多的O2·－，其中蜂胶和

蜂花粉清除效果最好，是很好的抗氧化食品[6]。

1.3 β-胡萝卜素漂白（β-carotene bleaching assay）法

本法主要适合测定抗氧化剂在乳化脂质体系中的抗氧化

能力。根据乳状液中亚油酸自动氧化生成的自由基与β-胡萝

卜素反应，引起β-胡萝卜素褪色，在 470 nm 波长处测定吸光

度，随反应时间的增加吸光度越来越小。有抗氧化剂存在时，

β-胡萝卜素的褪色速率减缓，且减缓程度与抗氧化活性大小相

关。通常采用反应体系中处理时间的起止点时在470 nm波长

处吸光度的差值与空白时的吸光度差值之比的百分率来表示

该物质的抗氧化率[7-8]。此法研究发现，海边月见草果壳提取

物对β-胡萝卜素漂白有较强的抑制作用，在质量浓度为50 μg/

ml 时，对β-胡萝卜素漂白的抑制率达 87.8％，与同质量浓度

BHT（2，6-二叔丁基对甲酚）的抑制率（90.1％）相当[8]。

1.4 羟基自由基清除能力法

产生·OH（羟基自由基）的方法主要有 Fenton 反应、

Haber-Weiss 反应、Vc-Cu2+-H2O2酵母多糖体系反应及 Vc-Cu-

SO4-Cytc法等。邻二氮菲-Fe2+氧化法和水杨酸比色法是检测

抗氧化剂清除·OH能力的常用方法。邻二氮菲-Fe2+氧化法原

理是邻二氮菲-Fe2+溶液（橙红色）被反应生成的·OH氧化成邻

二氮菲-Fe3+，在536 nm波长处最大吸收峰消失（也有文献报道

其最大吸收峰在509 nm波长处），因此邻二氮菲-Fe2+的褪色程

度可用来衡量·OH的清除量[9-10]。水杨酸比色法是反应生成

的·OH进攻水杨酸分子上的苯环，生成有色产物，在510 nm波

长处有较强吸收，反应体系中若加入具有清除·OH作用的物

质可降低该吸光度。因此通过测定其含量来描述·OH的量及

待测物质清除·OH的能力[11]。邻二氮菲-Fe2+法及其他抗氧化

测定法研究表明，杨桃根多糖具有明显的抗氧化作用[10]。水杨

酸比色法研究发现，灰兜巴提取物对·OH具有清除活性，可开

·综述讲座·

抗氧化剂的抗氧化活性测定方法研究进展Δ

曹玉娜 1＊，宋志前 2，魏 征 1，曾林燕 2，张琳琳 2，刘振丽 2 #（1.天津中医药大学中药学院，天津 300193；2.中国中
医科学院中医基础理论研究所，北京 100700）

中图分类号 R914.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2013）01-0086-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2013.01.31

摘 要 目的：为客观和准确地测定抗氧化剂的抗氧化活性提供参考。方法：查阅文献，对常用的8种体外测定方法包括二苯基

苦基苯肼法、邻苯三酚自氧化法等，以及3种体内测定法包括DNA、线粒体、蛋白质氧化损伤检测法的基本原理及其应用进行归纳

和总结。结果与结论：体内外测定方法的原理是基于在特定条件下，样品对检测体系中脂类物质的氧化抑制能力、自由基的清除

能力和样品的还原能力可反映被测物的抗氧化活性；体外方法具有快速、简便、稳定的特点，但该法是在非生理条件下进行的，单

用缺乏说服力。要全面科学地评价抗氧化剂的抗氧化活性，往往需要多种方法相结合以验证其活性的高低。

关键词 抗氧化剂；抗氧化活性；测定方法；体外；体内

··86



中国药房 2013年第24卷第1期 China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 1

发为天然抗氧化剂[12]。

1.5 化学发光（Chemiluminescence）法

发光物质在一定条件下被自由基攻击使其氧化而发光，

启动化学发光后立即用记录仪对每秒发光强度积分，记录化

学发光动力学曲线，当有抗氧化剂存在时，发光强度下降，通

过计算抗氧化剂抑制发光的强度来评价其抗氧化能力。该法

中常以鲁米诺为发光剂和自由基检测剂 [13]。陈山等 [14] 用

Fe2+-H2O2-鲁米诺发光体系、邻苯三酚-鲁米诺发光体系分别检

测了瑶山甜茶干叶浸提液的分子量分布范围不同的 5种水溶

性组分对·OH和O2·－的清除能力，结果显示其水溶性抗氧化

活性片断的分子质量在5～10 kD范围内。

1.6 氧自由基吸收能力（Oxygen radical absorbance capaci-

ty，ORAC）法

此法原理是通过抑制氢的转移反应来终止自由基链式反

应，以偶氮类化合物 AAPH[2，2-偶氮二（2-脒基丙烷）二盐酸

盐]为过氧自由基来源，FL（荧光素）为荧光指示剂，Trolox（6-

羟基-2，5，7，8-四甲基苯并二氢吡喃-2-羧酸）为定量标准，每隔

2 min 测定 1次荧光强度，直到荧光衰减呈基线后为止，以

AUG（荧光衰退曲线下面积）为定量手段，并通过改变自由基

和反应体系的溶剂来测定脂溶性和水溶性物质的抗氧化活

性[15]。有研究发现，薏苡仁等 16味中药炮制前后抗氧化活性

发生变化，其中薏苡仁等10味炮制品的ORAC值低于生品，生

姜等6味炮制品的ORAC值高于生品[16]。

1.7 ABTS（ABTS assay）法

ABTS[2，2′-联氮-双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）]是一种

化学性自由基引发剂，被氧化后生成稳定的蓝绿色阳离子自

由基 ABTS·+ 。 ABTS·+ 与抗氧化剂反应时，生成无色的

ABTS，据此检测734 nm波长处最大吸收峰吸光度的变化来评

价抗氧化活性，并与Trolox标准对照体系比较就能换算出被测

物质总的抗氧化能力（TEAC值）。影响TEAC值的因素主要

有底物及其相互作用、干扰物质、pH、反应时间、自由基产生体

系等[17]。用本法研究江南星蕨的乙醇、丙酮和乙酸乙酯提取物

的抗氧化能力，结果发现 3种提取物对ABTS·+自由基的清除

率均超过80％，其中乙醇提取物的清除率高达96.11％[18]。

1.8 铁离子还原/抗氧化能力测定（Ferric reducing antioxi-

dant power，FRAP）法

pH 值 3.6、37 ℃下，抗氧化剂将 Fe3 +-TPTZ 还原为 Fe2 +-

TPTZ，呈深蓝色，并在593 nm波长处有最大吸收，再根据吸光

度大小计算抗氧化剂的抗氧化活性能力，即以FeSO4为标准，

抗氧化剂达到同样吸光度值所需的FeSO4的量[19]。采用该法

测定枸杞多糖的分子量为 30～100 kD 的样品抗氧化活性最

强[20]。

2 体内抗氧化活性测定
2.1 DNA氧化损伤检测方法

目前对DNA氧化损伤的检测方法主要有单细胞凝胶电泳

（Single-cell gel electrophoresis，SCGE）法和测定8-羟基脱氧鸟

苷（8-OHdG）法等。

2.1.1 SCGE法。SCGE法是一种广泛用于检测和分析个体细

胞DNA损伤的技术。此法基于核DNA有较大分子量，以超螺

旋结构附着在核基质上。当细胞经裂解、DNA解旋等过程后，

如果细胞未受损伤，在电泳条件下，DNA仍停留在核基质上，

经荧光染色后呈现圆形的荧光团，无拖尾现象；如果DNA链断

裂，在电泳时，DNA断片从核中溢出，向阳极方向移动，经荧光

染色后产生一个尾状带，形成彗星状。彗星尾越长、越大，荧

光强度越高，表明DNA的断裂损伤越严重[21]。该法考察柳蒿

芽黄酮对细胞内DNA氧化损伤的修复作用，结果证明其具有

较好的抑制由活性氧造成的细胞DNA氧化损伤的能力[22]。

2.1.2 8-OHdG 法。当细胞核 DNA 和线粒体 DNA 中有氧化

剂存在时，DNA 氧化损伤生成 8-OHdG，但在 DNA 修复过程

中，8-OHdG 经肾脏随尿排出。在稳态下，排泄出的 8-OHdG

量等于氧化损伤新生成的 8-OHdG量，等同于DNA 氧化损伤

率，因此尿中8-OHdG的排泄量可反映整个机体的平均氧化损

伤率；同时通过分析其在组织细胞核DNA 及线粒体DNA 中

的含量，以反映体内特定部位DNA 氧化损伤和机体正常的修

复情况。8-OHdG法主要有酶联免疫吸附（ELISA）、高效液相

色谱-电化学（HPLC-ECD）、气相色谱-质谱（GC-MS）、液相色

谱-质谱（LC-MS）法等[23]。有研究通过检测大鼠尿中 8-OHdG

的含量，发现大剂量芹菜素对♂大鼠DNA无氧化损伤作用[24]。

2.2 线粒体氧化损伤检测方法

氧自由基可攻击线粒体膜磷脂引起脂质过氧化作用，并

形成脂氢过氧化物。脂氢过氧化物在有氧条件下是不稳定

的，能分解成包括新的氧自由基在内的一系列产物。这些产

物中的一部分能引起细胞代谢和功能障碍，甚至死亡[25]。目前

针对线粒体氧化损伤检测方法主要为脂质过氧化检测方法。

有研究发现，加味泽泻汤能明显纠正高脂血症大鼠脂质代谢

紊乱，具有抗脂质过氧化作用[26]。

2.3 蛋白质氧化损伤检测方法

几乎所有的蛋白质都可被自由基氧化损伤，导致其氧化

损伤的因素主要有活性氧自由基、活性氮自由基、紫外线、脂

质过氧化物、氧化还原酶等。蛋白质的氧化类型可分为断裂

肽键和侧链修饰的氧化反应，根据氧化产物的不同又可将后

者分为特殊和普通的氧化反应。特殊的氧化反应是由氨基酸

残基的多样性导致氧化产物的多样性；普通的氧化反应则是

生成羰基。蛋白质的羰基化水平是评价蛋白质总的氧化程度

的常用方法，研究蛋白质的特殊氧化反应可更全面地评价其

氧化程度[27-28]。有研究报道蚝菇提取物能够增强老龄大鼠肝

肾组织内抗氧化酶基因的表达并减少自由基引起的蛋白质氧

化，对于自由基引起的年龄相关性疾病可能有保护作用[29]。

3 讨论
上述测定方法主要基于以下机制：（1）在特定条件下，样

品对检测体系中抑制脂类物质氧化的能力以反映被测物的抗

氧化活性；（2）在特定条件下，样品对检测体系中自由基的清

除能力以反映被测物的抗氧化活性；（3）在特定条件下，测定

样品的还原能力以反映被测物的抗氧化活性[30]。这些方法虽

能在不同的条件下反映抗氧化剂的活性，但也有其局限性，不

能仅用1种方法全面反映某一抗氧化剂的抗氧化活性。而且，

不同的分析方法对结果的解释依据不同，因此不同方法得到

的分析结果之间无可比性。
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体外方法具有快速、简便、稳定的特点。在体外试验中，

必须把待测物的质量浓度有效控制于实际应用的范围内。如

某被测物在体内浓度很低，而其体外抗氧化浓度却高很多，由

此测得的抗氧化能力可能无实际意义，因为只有当其在体内

的某些部位能累积到足够高的浓度，才能发挥抗氧化作用。

因此，体外抗氧化活性测定方法是在非生理条件下进行的，如

果仅用体外试验结果去评价抗氧化活性是缺乏说服力的。

要全面、科学地评价抗氧化剂的抗氧化活性，往往需要多

种方法相结合以验证其活性的高低。随着自由基化学、生物

化学、病理学和现代检测分析技术的发展，简便、快速、准确、

高效的抗氧化活性测定方法已成为抗氧化剂开发、研究、发展

的关键。相信现有的测定方法会不断得到改良，还会有更好

的测定方法不断问世以满足需要。
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