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编者按:研究表明,肌体氧化应激是加速细胞功能性退行的重要因素,许多老化相关疾病,如动脉硬

化、心血管病、糖尿病、白内障、老年痴呆、癌症、关节炎等,与体内活性氧及自由基相关. 人体的抗

氧化系统是一个可与免疫系统相比拟,具有完善和复杂功能的系统,提高抗氧化能力,有利于机体

减少自由基产生或加速其清除,预防和减缓老化性疾病的发生. “食品体外抗氧化能力评价方法探

讨冶一文,探讨了抗氧化评价的方法、机制、特点,提出了目前抗氧化评价存在问题及改进措施. “响

应面法优化微波辅助提取紫苏中迷迭香酸冶一文,采用响应面试验设计结合微波辅助提取,优化了

紫苏叶中重要抗氧化成分———迷迭香酸的提取工艺. 对于指导抗氧化剂和功能性食品研发有一定

指导作用.
(栏目主持人:王成涛教授)

摇 摇 文章编号:1671鄄1513(2012)01鄄0020鄄06

食品体外抗氧化能力评价方法探讨

张摇 迪1,摇 籍保平1,摇 周摇 峰1,摇 吴摇 薇2

(1. 中国农业大学 食品科学与营养工程学院, 北京摇 100083; 2. 中国农业大学 工学院, 北京摇 100083)

摘摇 要: 食品抗氧化能力评价是功能性食品研究的重要领域. 目前体外抗氧化能力评价存在着定

义不清,实验方法混乱等方面的问题,极大地阻碍了人们比较和筛选抗氧化功能性食品. 因此,开
发一种能准确评价样品抗氧化能力的方法是亟待解决的世界性难题. 从诱导方式,反应机理,结果

指标等角度讨论主要体外化学抗氧化评价方法和体外细胞抗氧化评价方法的特点以及他们的缺

陷,并对体外抗氧化评价方法的发展与创新提出了展望.
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摇 摇 1956 年英国 Harman 博士提出了著名的自由基

理论,五十多年来,这一理论得到了不断地完善和丰

富,这一理论的核心内涵是人体细胞内由于抗氧化

物质和促氧化物质的平衡失调而导致其长期处于氧

化应激状态. 这种失调会导致细胞内大分子物质

(蛋白质、脂质、糖类)的积累性氧化损伤,加速人体

细胞衰老的趋势,即细胞功能性退行[1 - 2] . 近年来,
越来越多的实验证据表明,体内氧化应激是诱导多

种慢性疾病(炎症,心血管疾病,癌症等)发生、发展

的主要机制[3 - 5] . 流行病学研究证实:经常摄入富

含抗氧化物质的食物(果蔬等)可以有效降低上述

慢性疾病的发病风险[6] . 食物的抗氧化能力有可能

反映它们预防或缓解相关疾病的功效. 因此,为了

预测各种食物对于人体健康的保护作用,抗氧化能

力评价就成为了科研工作者们关注的焦点.
然而,抗氧化的概念至今没有一个准确统一的

定义描述,因此常常被人们误解和混淆,事实上抗氧

化并不是一个单一的概念,它分为以下 3 个主要方
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面的内容[7]: 1)抑制自由基 /活性氧基团的生成,包
括金属离子螯合、提高细胞氧化应激防御体系活力

等;2)自由基 /活性氧的直接清除;3)生物体氧化损

伤的修复与再生.
抗氧化的内涵决定了抗氧化评价的多面性. 令

人遗憾的是, 时至今日仍然缺乏一种准确可靠的抗

氧化能力评价方法. 目前所使用的多种抗氧化评价

方法存在着氧化物物化性质各异,测试环境差异大,
结果不可比等问题,有的抗氧化评价方法甚至缺乏

科学的严谨性. 因此开发一种准确反映受试样品抗

氧化能力的方法是极具挑战性的世界性难题.
本文探讨了体外抗氧化评价方法(化学和细胞

抗氧化评价方法)的特点,并对体外抗氧化评价方

法的创新与发展提出了展望.

1摇 体外化学抗氧化评价方法

化学评价方法是目前使用范围最广的体外抗氧

化评价方法,该方法的原理是基于受试物与氧化物

间的氧化还原反应.
1郾 1摇 自由基清除能力

化学评价方法中所使用的自由基分为生物自由

基和化学自由基. 生物自由基主要包括超氧阴离

子、过氧亚硝基阴离子、脂质过氧化自由基、羟基自

由基等. 生物自由基往往需要较为特殊的反应体系

才能在溶液中产生,而且存在的时间极短. 在此过

程中,受试物有可能会和反应体系中的其他物质作

用[8],这使得实验结果意义模糊. 相比生物自由基

而言,化学自由基获取不需要额外的反应体系,且较

为稳定. 因此,在抗氧化评价和机理研究中,化学自

由基评价方法获得了更多的青睐. 以下重点对化学

自由基清除方法的特点进行论述.
1郾 1郾 1摇 基于自由基清除计量数的方法

1,1鄄二苯基鄄2鄄三硝基苯肼自由基清除能力法

( 2, 2鄄di ( 4鄄tertoctylphenyl )鄄1鄄picrylhydrazyl assay,
DPPH assay)和 Trolox 当量法(Trolox equivalence an鄄
tioxidant capacity assay, TEAC assay)是自由基清除

能力测试法的代表,二者分别利用人工合成的 DP鄄
PH 自由基和 2,2忆鄄联氮双(3鄄乙基苯并噻唑啉鄄6鄄磺
酸) 二铵盐(2,2忆鄄azinobis (3鄄ethylbenzothiazoline鄄6鄄
sulfonic acid, ABTS·+ )自由基做为氧化测试物,二
者在可见光范围内均具有最大吸收(515 nm, 734
nm). 检测利用抗氧化物质淬灭自由基,使之生成

无色的稳定产物,通过吸光值的降低程度判定抗氧

化物清除上述两类自由基的能力,由于这 2 种方法

操作简单,试剂、仪器价格较低,成为了世界范围内

使用最为普遍的体外抗氧化能力评价方法.
然而这两种方法的问题是十分突出的,具体如

下:影响 DPPH 方法评价准确性和可比性的主要原

因包括 1)DPPH 是一种含氮的较为稳定的自由基,
氧化势较低(E = 0郾 34 V) [9],有很多抗氧化物质不

能被其氧化,表现不出抗氧化能力;2)DPPH 实验中

使用的溶剂绝大多数为甲醇,虽是极性溶剂但与生

物体环境差别较大;3)DPPH 的颜色可能易被受试

样品的颜色干扰;4)DPPH 自由基的氧化机理受到

溶剂效应的影响. 目前较多的观点认为在甲醇、乙
醇溶剂中的 DPPH 自由基反应机理是程序性电子转

移 机 理 ( sequential proton鄄loss electron transfer,
SPLET) [10],在非极性溶剂中则是氢转移机理 (hy鄄
drogen atom transfer, HAT).

影响 TEAC 方法评价准确性和可比性的主要原

因包括 1)ABTS·+ 自由基见光后有褪色现象,不稳

定,操作上需谨慎,易被受试样品的颜色干扰;2)尚
缺乏清除 ABTS·+ 自由基的动力学研究,传统习惯把

其简单地归为电子转移机理(electron transfer, ET),
而清除反应当中是否有质子的转移,其应当归于哪

种更为准确的机理类型尚没有十分确切的结论.
上述两种实验方法的实验结果都属于终点法的

范畴. 结果指标关注的是清除自由基数目的多少.
1郾 1郾 2摇 基于自由基清除动力学的测定方法

与自由基清除计量数法相对应的是自由基清除

动力学法,几乎所有有关脂质过氧化自由基(ROO·)的
评价方法均属于此类方法,实验中最多运用的是过

氧化自由基做为链式反应的发生诱发物,代表性方

法有活性氧清除能力测试法( oxygen radical absor鄄
bance capacity, ORAC),总过氧化自由基捕获抗氧

化检测法( total radical trapping antioxidant parame鄄
ter, TRAP)等. 实验结果反映了抗氧化物质清除自

由基的速度或效率,数据意义完全不同于终点法

(清除自由基的化学计量数),因此结果差异巨大,
不可比[11] .

ORAC 和 TRAP 两种方法最大的区别在于动力

学参数选择不同, TRAP 选择的是迟滞时间,而

ORAC 选择的是动力学曲线面积. ORAC 实验将迟

滞时间,初始速度以及清除自由基的化学计量数等

参数合于一个指标参数之中,这既适合于有迟滞阶
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段的样品也适合于没有迟滞阶段的样品,但该参数

并不一定能准确反映抗氧化物质清除脂质过氧化自

由基的能力,实验结果取决于探针物的活性[12],当
探针物的反应活性远小于抗氧化物时,反应曲线将

出现明显的迟滞阶段,曲线净面积将在很大程度上

取决于反应物清除自由基的化学计量数或者反应物

的浓度. 当探针的反应活性强于抗氧化物时,反应

曲线将不会出现明显的迟滞阶段,实验结果则主要

反映的是抗氧化物质与自由基反应的活性而不是清

除化学计量数. 目前广泛接受的荧光探针是荧光素

(Fluorescein, FL),由于其反应活性较弱,大多数抗

氧化物质在该物质做探针的条件下都会产生明显迟

滞曲线,因此,ORACFL方法可能会高估受试物的抗

氧化能力[7] .
1郾 2摇 还原氧化物能力

1郾 2郾 1摇 阳离子还原法

除了自由基以外,一些非自由基氧化物也常常

在抗氧化评价方法中使用,例如铁离子,铜离子等.
还原铁离子能力法( ferric ion reducing antioxi鄄

dant power assay, FRAP assay)是测定抗氧化物质还

原三价铁鄄2,4,6鄄三吡啶基三嗪复合物至蓝色二价

铁鄄2,4,6鄄三吡啶基三嗪复合物的能力检测实验,习
惯上把 FRAP 法检测称为总还原力测定. [Fe(芋)
(TPTZ)2] 3 + / [Fe(域)(TPTZ)] 2 + 氧化还原电势约

为 0郾 7 V 接近 ABTS·+ / ABTS 的0郾 68 V,但 FRAP 往

往在酸性水溶液(pH = 3郾 6)中进行抗氧化检测,而
多酚的抗氧化能力和反应速率由于酚羟基的解离的

原因而受到溶液环境很大的影响,特别是在强酸性

的水溶液条件下,多酚分子上的活跃酚羟基解离受

到抑制,供电子速率降低,反应活性下降. 这就会导

致 FRAP 的抗氧化结果同其他的抗氧化实验结果缺

乏可比性,而酸性环境不符合多数生物体内实际环

境,因此 FRAP 并不适合作为抗氧化评价方法.
福林肖卡法(Folin鄄Ciocalteu reagent assay, FCR

assay)是基于福林肖卡试剂测定总酚含量实验,其
实质是测定的受试样品的“总还原力冶,而并非传统

意义的总酚或者酚含量. 所以一些报道将该方法定

义为一种基于电子转移机理的抗氧化方法[13],但该

方法的不足之处也十分明显:1)反应条件为强碱性

条件(pH 抑 10),在此条件下的多酚类物质都去质

子化而形成了苯氧阴离子,是彻底的电子转移而没

有质子转移,不符合生物环境下的抗氧化规律;2)
福林肖卡试剂的化学性质尚不十分清楚,是何种氧

化物在起反应作用仍认识模糊;3)当测试样品为提

取物,发酵液时,反应体系容易产生沉淀浑浊.
由以上分析可知,此两种方法由于反应环境与

生物环境条件(二者溶液环境处于酸性和碱性环

境)差距较大,其实验结果难以真实反映受试物的

抗氧化能力.
1郾 2郾 2摇 电化学方法

清除自由基或活性氧的化学本质是同自由基或

活性氧发生氧化还原反应,在反应过程中转移电子

(氢),这实质是一种电化学行为,电化学分析技术

可以在非自由基存在的条件下,使抗氧化物质在工

作电极上充分失去电子(氢),表现出全面的还原能

力,这样通过改变电极电势,实现不同电势下的氧化

就可以模拟热力学性质各异的自由基同抗氧化成分

间发生的氧化还原反应,因此存在模拟替代自由基 /
活性氧清除实验的可能性.

近年来,越来越多的研究报道采用电化学分析

技术中的循环伏安法,差分脉冲伏安法,流动注射安

培法评价受试样品的抗氧化能力[13 - 16],其中利用循

环伏安法得到受试物的阳极峰电流( Ia)和峰电位

(Epa)来评价黄酮的抗氧化性已成为了经典模式.
Chevion 等于 2000 年首次阐述了利用循环伏安阳极

峰面积评价抗氧化能力的方法,证明了一定终止电

势下峰面积(主要与转移电子数相关)同物质抗氧

化能力之间存在较高的相关性[17] . 近年来,此方法

在农业食品领域的抗氧化评价中得到了广泛地应

用[18 - 20] . He 等利用循环伏安串联紫外 /可见薄层

光谱技术证明了山奈酚、桑色素对于过氧化氢、
ABTS·+ 清除能力的评价结果受到自由基热力学性

质,以及黄酮多步骤氧化这一特点的影响[21] .
Zhang 等利用循环伏安法,分析了 14 种黄酮标准品

在不同化学抗氧化评价方法中结果差异的原因[22] .
通过以上研究报道可以证明,电化学分析法既可以

反映受试物的氧化还原性质,又能在氧化程度及反

应条件上做出灵活的变化, 从而搭建起不同热力学

性质的氧化物之间的桥梁. 这些优势都有利于电化

学方法最终模拟替代其他化学抗氧化评价方法,成
为研究抗氧化物质清除自由基 /活性氧机理的有效

手段.

2摇 体外细胞抗氧化评价方法

由于体外化学抗氧化评价方法反映的是受试物
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对于各种氧化物的直接清除能力,而受试物在细胞

水平上吸收、分布、代谢的情况不可能在化学评价体

系下得到体现. 近年来,已有一些研究运用细胞培

养技术,在细胞水平上对受试物进行抗氧化评

价[23] . 将细胞这一载体应用于抗氧化评价的优势

在于:1)能够体现抗氧化物质在生物环境下的吸

收、分布等特点,更为全面的反映它们的抗氧化能

力. 2)可以针对于人体不同部位的细胞和不同的氧

化应激方式来具体评价受试物的抗氧化能力.
Kuo 团队陆续开展了食源性黄酮对于肠细胞

(Caco鄄2 cell)中抗氧化酶的作用,黄酮结构对于抑

制 Caco鄄2 细胞脂质过氧化的影响,以及茶多酚与维

生素 C、维生素 E 协同抗脂质过氧化等方面的研究,
在运用 Caco鄄2 细胞进行抗氧化评价方面形成了比

较系统的思路[24 - 26] . Wolfe 等于 2007 年运用偶氮

二异丁基脒盐酸盐[2,2忆鄄azobis(2鄄amidinopropane)
dihydrochloride, AAPH]诱导的肝细胞(HepG2 cell)
氧化应激模型,评价了多种抗氧化物质和食物的细

胞 抗 氧 化 能 力 ( cellular antioxidant activity,
CAA) [27] . 该方法成为世界上首个标准化的细胞抗

氧化能力评价方法. 此外,红细胞( erythrocyte),内
皮细胞(human umbilical vein endothelial cell)等也在

其他一些研究报道中作为抗氧化评价的载体[28 - 29] .
在造模方式上,目前的方法多是采用化学诱发

物直接诱导细胞在较短时间内出现氧化应激和氧化

损伤,同时测定目标产物的含量,以此衡量受试物保

护细胞抵御氧化应激的能力. 常见的诱导物有

AAPH 和叔丁基过氧化氢( t鄄BOOH)等[30] .
衡量抗氧化物质在细胞内抵御氧化应激效果的

指标主要有:自由基 /活性氧水平、脂质过氧化水平、
细胞凋亡水平等[31 - 32] . 检测目标物包括荧光探针

二氯荧光黄双乙酸盐 ( dichlorofluorescin diacetate,
DCFH鄄DA),氢化乙啶( dihydroethidium, DHE) 等.
脂质氧化产物丙二醛(malondialdehyde, MDA),4鄄羟
基壬烯酸(4鄄hydroxynonenal, 4鄄HNE)等[33 - 34] .

当前,细胞方法所存在的最大的问题是氧化诱

导物属于化学合成物,不存在于人体环境中,它们所

造成的氧化应激状态并不符合退行性疾病的发病机

理,而且,评价结果往往受到诱导物化学性质的影

响[35] . 因此,这样的细胞抗氧化模型只能称之为

“准细胞方法冶. 选择更贴近病理机制的损伤方式去

造成细胞的氧化损伤,并利用这样的细胞模型去评

价抗氧化能力才可能得到更为准确的评价结果.

此外,细胞抗氧化评价方法还有如下问题亟需

解决:1) 抗氧化评价指标需要统一,检测手段有待

创新. 自由基 /活性氧水平是最能反映细胞氧化应

激程度的指标,但是目前商业化的荧光探针都只能

检测一种或较少种类的自由基 /活性氧,很难体现细

胞整体的自由基 /活性氧水平. 2)不同细胞由于在

代谢调控、氧化应激防御系统等方面存在差别,因此

抗氧化物质在不同细胞环境下的抗氧化能力有何差

异尚不清楚. 3)细胞氧化应激同疾病病理状态间的

关系尚待进一步明确. 只有直接相关的细胞模型才

能成为评价方法的有效载体.

3摇 体外抗氧化评价方法发展展望

从抗氧化的内涵而言,仅仅以清除特定活性氧 /
自由基为基础的化学评价方法难以实现受试样品抗

氧化能力的全面评价,因为生命体的氧化应激是由

多种活性氧 /自由基以及信号调控通道所组合成的

复杂体系. 从社会公众和研究者的意愿出发,更希

望将防治疾病,延缓衰老同抗氧化研究紧密相连,研
究食物或药物缓解病症的功效与其降低氧化应激能

力之间的关系. 因此,体外抗氧化评价方法将逐渐

脱离单纯的分析化学技术,向着更加生物化的方向

迈进[23] . 细胞是生物体内发生氧化应激的基本场

所,受试物在细胞水平所表现出的抗氧化能力更具

有生物学意义.
未来细胞抗氧化评价方法应当向体系化、标准

化的方向发展. 所谓体系化,就是将主要的人体细

胞组成一个完整的模型体系. 所谓标准化,就是在

明确氧化应激发生机制的前提下,确定各细胞所的

对应的诱导方式和测试指标.
同时,电化学分析技术,分子生物学技术将作为

抗氧化评价的重要补充. 这是因为,受试物在细胞

内的抗氧化行为可能是通过多种途径实现的,是一

个复杂的调控机制. 既可能有对活性氧 /自由基的

直接清除,又可能包含对细胞因子的生物调控. 因

此,在利用细胞方法整体评价受试物抗氧化能力的

基础上,我们更需要运用电化学分析手段和分子生

物学技术去研究受试物细胞内的抗氧化机制以及构

效关系. 只有将抗氧化能力评价、抗氧化机制和构

效关系三者紧密结合,形成一个研究的整体,才能更

好地为我们开发功能性食品,提升人类健康水平

服务.
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Advances in Antioxidant Activity Assessment Assays for Food

ZHANG Di1,摇 JI Bao鄄Ping1,摇 ZHOU Feng1,摇 WU Wei2

(1. College of Food Science and Nutritional Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083, China;
2. College of Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083, China)

Abstract: The assessment of antioxidant activity in vitro is an important area in functional food research.
However, there were many problems, such as the confusing specification of antioxidant capacity and the
improper application of antioxidant activity assessment assays, which hampered the comparison and selec鄄
tion of antioxidant functional foods greatly. Thus, development of a validated method for antioxidant activ鄄
ity assessment is a worldwide problem. In this study, the characteristics and shortcomings of the antioxi鄄
dant activity assessment methods (the chemical and cellular assays) were discussed in terms of inducing
method,reaction mechanisms,and result indicators. In addition, the development prospects of the antioxi鄄
dant activity assessment methods were proposed.
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