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Abstract 
Excess reactive oxygen species (ROS) caused by mitochondrial dysfunction and adverse external 
stimulus would damage the liposomes, proteins, even DNA in cells, which is one of the lead causes 
for cancer, cardiovascular disease, rheumatoid arthritis and a variety of neurological diseases. 
The most important natural antioxidants are the vitamins, carotenes and polyphenol compounds 
in daily consumption and medicinal plants. These antioxidants can eliminate the ROS effectively 
and have become a research hotspot recently. This article reviews the structures and antioxida-
tion mechanisms of these important natural antioxidants from a chemical perspective, and focuses 
on the available test methods of the toxicity and antioxidant properties at three levels, i.e. chemi-
cal test, cell experiments and animal experiments, respectively. We believe that this article may 
help the readers to understand correctly the chemical nature of the antioxidants’ antioxidation, 
and guide researches to choose proper test methodologies to obtain reliable evaluation results. 
Finally, some future opportunities and challenges in the antioxidant field are discussed to our un-
derstanding. 
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摘  要 

线粒体功能异常和外界刺激引起细胞内活性氧(reactive oxygen species，ROS)含量的长期增高会对脂质

体、蛋白和DNA造成损伤，可能诱发癌症、心血管疾病、风湿性关节炎和各种神经性疾病等。日常食用

和药用的植物中含有的维生素、胡萝卜素和多酚类化合物等种类众多的抗氧化剂能帮助清除过量ROS，
是近年来食品化学、药学和生命科学等领域的一个研究热点。本文主要从化学角度介绍常见天然抗氧化

剂的结构和抗氧化机理，重点是从化学检测实验、细胞实验和动物实验三个层面综述抗氧化性能的检测

方法和化学反应机理。试图帮助读者正确理解抗氧化反应的化学本质，有助于合理组合使用抗氧化检测

方法获得可靠的评价结果。最后对天然抗氧化剂研究中存在的主要问题以及未来的热点方向进行了分析

和展望。 
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1. 引言 

Denham Harman 在 1956 提出活性氧自由基致病假说：在一定条件下体内过量活性氧(reactive oxygen 
species，ROS)的长时间存在，可能造成蛋白质、脂质体甚至 DNA 的氧化损伤和变异，从而引发癌症、

心血管疾病、糖尿病、白内障、风湿性关节炎和各种神经性疾病(阿尔茨海默氏症和帕金森综合症)等各

种严重疾病[1] [2]。 
ROS 主要包括超氧阴离子(O2·−)、过氧化氢(H2O2)、单线态氧(1O2)、氢过氧自由基(HO2·−)、羟基自由

基(OH.)、脂质氢过氧化物(ROOH)、脂质过氧自由基(ROO·)和脂质烷氧自由基(RO·)等。生物体内的活性

氧主要有四个来源[3] [4]：1) 线粒体是提供生物体能量的场所，动物和植物细胞在呼吸和生成三磷酸腺

苷的过程中均会有大量活性氧作为副产物出现；2) 嗜中性细胞、嗜酸性细胞和巨噬细胞等吞噬细胞在氧

爆过程中会释放活性氧；3) 过氧化物酶在生理条件下生成 H2O2 等；4) 细胞色素 P450 酶在氧化不饱和

脂肪酸时产生 O2·−和 H2O2 等活性氧。 
ROS是生理过程中的必然代谢产物，同时对细胞信息传导和细胞功能调节也发挥着重要作用[5] [6]。

但过量ROS的存在会对细胞膜上的脂质体、蛋白甚至细胞核内的DNA分子造成持续的伤害，因此维持体

内ROS的平衡对保持人类的健康具有至关重要的作用和意义。正常情况下，生物体内的抗氧化剂如过氧

化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽酶(GPX)等能直接分解和清除各类ROS [7]。另外，人类
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在饮食中获得的维生素C、维生素E、胡萝卜素和各种多酚类化合物，也能够清除一部分ROS。但是，这

些天然抗氧化剂大都存在含量低、体内代谢快和生物利用度低等缺点。另外，随着人类生存环境的恶化，

大量人群的生活环境受到辐射和有毒物质的污染，而且经常面临压力和紧张情绪，都可能产生过量的ROS 
[8]。在人体自身系统不能完全清除这些ROS的时候，如何适量引入更高效的抗氧化剂有效清除过量的ROS，
是预防癌症和心血管疾病等重大疾病的关键所在。基于人类对保持和改善健康的渴求和巨大的市场潜力，

大量科研人员从事抗氧化剂的提取、制备和抗氧化特性研究，从2004~2014年以抗氧化剂为主题词的论文

超过556,000篇，而且逐年呈快速增长趋势(如图1所示)，充分反映了抗氧化剂的研究热度。 
由于研究人员背景不同，使用的实验方法和手段众多，经常导致不一致甚至相互矛盾的研究结论[9]。

如何正确评价这些天然抗氧化剂的抗氧化性能仍是一项很有挑战性的工作。对抗氧化剂性能的测试通常

可以分为分子化学检测、细胞实验和活体实验三个层次：1) 通常先用化学检测来初步评价抗氧化剂的抗

氧化能力，包括对特定自由基的清除能力，对脂质体、蛋白和 DNA 等生物分子过氧化的抑制能力，以及

对被氧化生物分子的还原能力。但是，这些化学测定方法无法模拟真实的生理环境，没有涉及到抗氧化

剂跨膜进入细胞的能力，在细胞内的分布以及与细胞器或酶的相互作用等。2) 通过细胞实验可以获得更

多的信息，例如通过细胞毒性实验可以确定抗氧化剂的合理使用浓度范围，还能研究抗氧化剂的分布和

代谢，特别是对细胞内抗氧化活性酶的调控性能等。3) 活体实验结果能更客观或接近反映真实的抗氧化

效果。通过口服、静脉注射和经皮给药等不同给药方式，抗氧化剂进入人体后的循环途径有很大不同。

而且进入血液的抗氧化剂可能通过肝肾被直接代谢掉，也可能在运输途中自身被氧化损失，因此还要考

虑其生物活性和生物利用度。通过检测抗氧化剂对动物代谢毒性和血液中抗氧化活性酶或抗氧化产物的

研究，能获得更真实的综合抗氧化性能以及生物利用度信息。但动物实验周期长，受动物个体差异和给

药方式影响很大，可重复性相对较差。因此，根据天然抗氧化剂的分子结构和抗氧化反应特性以及各种

抗氧化检测过程的化学反应机理对合理组合使用抗氧化检测方法获得可靠的评价结果具有重要意义。 
关于天然抗氧化剂的种类、结构和抗氧化性能的综述已经很多[10]-[15]，本文主要从化学角度介绍植

物中常见的抗氧化剂的结构和抗氧化机理，重点是从化学检测、细胞实验和动物实验三个层面综述抗氧

化性能的检测方法和化学反应机理。期望能帮助读者正确理解抗氧化反应的化学本质，有助于合理组合

使用抗氧化检测方法获得可靠的评价结果。这对于正确研究天然抗氧化剂的构效关系，指导开发高效、

廉价和低毒的天然抗氧化剂均具有重要指导意义。最后对天然抗氧化剂研究中存在的主要问题以及未来

的热点方向进行了分析和展望。 
 

 
Figure 1. Number of published papers containing 
the search term “antioxidants” by year from 2004- 
2014 (Web of Science database) 
图 1. Web of Science 数据库中以“antioxidants”
为主题词从 2004~2014 年逐年发表的论文数量 
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2. 植物中重要抗氧化剂的种类和结构 

植物中的抗氧化剂种类众多，根据其化学结构特点主要分为维生素类、类胡萝卜素和多酚类物质等

几大类。 

2.1. 维生素 

维生素是维持人体生命活动必须的一类有机物质，对保持人体健康具有重要作用，在体内的含量虽

少但不可或缺。维生素是个庞大的家族，现阶段所知的维生素就有几十种，大致可分为脂溶性和水溶性

两大类。其中，水溶性维生素C和脂溶性维生素E是代表性的两种化合物，广泛分布在新鲜植物和植物油

中。 

2.1.1. 维生素 C 
维生素 C 又称抗坏血酸，主要有三种结构形式(如图 2 所示)，在植物中主要以还原形式(Vitamin C 和

AscH−)存在。还原形式的抗坏血酸与各种活性氧反应可形成相对稳定的抗坏血酸自由基(半脱氢抗坏血酸，

Asc.−)，这是其清除 ROS 的化学基础。 
由于参与葡萄糖合成维生素C的一个重要的酶—古洛糖酸内酯氧化酶的基因编码的失活突变，人类自

身不能合成维生素C，只能从食用的水果和蔬菜中获得补充。富含维生素C的水果有哈密瓜，葡萄柚，蜜

露甜瓜，猕猴桃，芒果，木瓜和草莓等。众多的新鲜蔬菜如西兰花，甘蓝，卷心菜，花椰菜，甘蓝，红

椒或青椒等也含有丰富的维生素C。维生素C缺乏会造成坏血病，因此日常饮食需摄入适量的维生素C，
而且已有研究证实每天摄入量不超过2 g是安全无副作用的[16]。目前，维生素C是市场上销售的常用抗氧

化剂补充剂，可直接与自由基反应，清除自由基，同时也是各种酶的必要辅助因子。流行病学研究表明，

维生素C在足够的浓度下可以抑制和预防心脏疾病和癌症。 
由于维生素C能够清除·OH，H2O2，ROO·和1O2等ROS，许多研究小组致力于该化合物在预防和治疗

癌症的潜在价值，但研究结果尚存在一定的争议。例如Elisa V. Bandera在1997年的早期研究中发现，增

高膳食中维生素C的摄取量可以显著降低患肺癌的可能性[17]。Dachs G U的研究也表明[18]，高剂量静脉

注射补充维生素C(10 g/天，共10天)，再口服同样剂量的维生素C10天，能提高晚期癌症患者生存率。但

是，随后两个随机、高剂量口服维生素C的对照研究表明，该化合物对于晚期癌症患者并没有显著的有益

效果。Padayatty [19]等发现用药方式的不同可能是导致矛盾结论的主要原因，同剂量的静脉注射使血浆

中维生素C浓度比口服要高30至70倍。而且，静脉给药的维生素C只用于抗肿瘤活性，而口服给药的维生

素C需要经历肠道吸收，组织运输和肾脏重吸收等过程。 

2.1.2. 维生素 E 
维生素E又叫生育酚，天然存在的八个化合物分别称为α-，β-，γ-，δ-生育酚，和α-，β-，γ-，δ-生育

三烯酚。他们都包含极性吡喃环和C-2位点类异戊二烯侧链(如图3所示)，只是侧链的饱和度不同。 
生育酚的主要来源是坚果和植物油。而生育三烯酚大量存在于谷物、小麦、水稻、大麦和一些植物

油如棕榈油或糠油中。在所有维生素E中，α-生育酚为营养补充剂的主要形式，优先被肝生育酚转移蛋白

识别(α-TTP)并输送到血浆，并进而输送到组织中[20]。 
高度断链亲脂性的维生素E是ROS的重要清除剂[21]，容易与氧化物质发生反应，从而保护细胞免受

因不饱和脂肪酸氧化产生的有害过氧化物质的伤害。α-生育酚是存在于人脂蛋白中的主要抗氧化剂，可

清除RCOO·进而抑制低密度脂蛋白的氧化[22] [23]。冠状动脉粥样硬化的患者，补充维生素E后，能降低

心血管死亡和非致死性心肌梗死的发病率，而且对心血管疾病也有预防作用[24]。维生素E还可以保护肝、

肾和睾丸不受叠氮化钠(活性氮)的毒害，提高雄性小鼠的免疫力[25]。但是也有一些相反和不利的研究结 
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Figure 2. Structures of Vitamin C, ascorbate monoanion, ascorbyl radical 
图 2. 维生素 C、抗坏血酸单价阴离子、抗坏血酸自由基的结构式 

 

 
Figure 3. Structures of tocopherols, tocotrienols 
图 3. 生育酚、生育三烯酚的结构式 

 
果报道，例如Scott M等的实验结果表明维生素E对于健康男性的前列腺癌预防没有明显作用[26]；Eric A
等[27]认为连续7年服用维生素E (400 IU/天)的健康男性，反而导致患前列腺癌的风险显著增加(增加17%)。
因此，对于维生素E的合理利用(适用人群，给药方式、给药剂量等)仍需进一步深入研究。 

2.2. 类胡萝卜素 

类胡萝卜素(Carotenoids)是一类C40萜类化合物及其衍生物的统称，包括600多种脂溶性植物色素[28]。
类胡萝卜素广泛存在于水果和蔬菜中，可以分为四个亚族：1) 胡萝卜素，如α-，β-，γ-胡萝卜素、番茄

红素；2) 胡萝卜醇，如叶黄素、玉米黄质；3) 胡萝卜醇的脂类；4) 胡萝卜酸，如臧红素。常见类胡萝

卜素的结构如图4所示。其中α-胡萝卜素，主要存在于胡萝卜、羽衣甘蓝、南瓜、玉米、黄椒、黄莓中；

β-胡萝卜素，主要存在于胡萝卜、杏、芒果、红辣椒、羽衣甘蓝、菠菜、西兰花中；番茄红素，存在于

番茄、西瓜、葡萄柚、木瓜、番石榴、玫瑰果中；β-隐黄素，存在于牛油果、橘子、木瓜、百香果、花

椒、柿子中；而叶黄素和隐黄素，广泛存在于甘蓝、菠菜、西兰花、豌豆、甘蓝、生菜和玉米中。 
类胡萝卜素对人类实现各种生理功能具有重要作用。例如它是维生素A原，能预防夜盲症。人体自

身不能合成维生素A，但可以将β-胡萝卜素降解成两分子的维生素A，所以类胡萝卜素尤其β-胡萝卜素是

人体维生素A的丰富来源。类胡萝卜素是一种生理抗氧化剂[29]，其高活性、富电子的长多烯碳链使它具

有良好的清除活性氧自由基的作用，能阻碍类脂过氧化，从而保护卵泡和子宫的类固醇不被氧化。类胡

萝卜素还具有着色功能，在蛋鸡饲料中添加类胡萝卜素，能增强蛋黄的颜色。 
Azam Bolhassani等发现类胡萝卜素对癌症和中风等许多疾病有治疗作用[30]，提高膳食中β-胡萝卜素

的摄入量能显著降低老年人心肌梗死(MI)的风险。藏红花中的类胡萝卜素还具有抗肿瘤和抗致癌活性，

并且对正常细胞没有毒性。Marcela Hernandez-Ortega发现从干辣椒中提取的胡萝卜素有抗氧化、镇痛、

消炎的功效[31]。PéterMolnár发现类胡萝卜素可以抑制幽门螺旋杆菌，从而预防胃病[32]。George Wolf
的研究表明类胡萝卜素能增强间隙联接细胞的交流和联接蛋白的合成，从而抑制致癌细胞的发展[29]。
Takuji Tanaka对比研究发现类胡萝卜素能降低不同组织癌症的风险，但是对于吸烟、酗酒的人群可能产

生不利的影响[33]。 
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Figure 4. Structures of β-carotene, zeaxanthin, lutein, β-cryptoxanthin, lycopene 
图 4. β-胡萝卜素、玉米黄质、叶黄素、β-隐黄素、番茄红素的结构式 

 
2.3. 多酚类化合物 

天然多酚类抗氧化物是从植物中提取的一类高效抗氧化剂。目前从植物提取物中已经发现和报道的

多酚或酚类化合物及其衍生物多达6500种以上，他们都是植物代谢过程中的次生副产物，存在于几乎所

有的水果、蔬菜和药用植物中，是人们每天从食物中摄取数量最多的抗氧化物质。基于多酚类抗氧化剂

的化学结构，可以分为芪(二苯乙烯类)、鞣、酚酸类、羟基络醇类、黄酮类，花青素类等8类化合物(代表

性结构如图5所示)。其中研究最充分的是茶多酚，而最近几年的研究热点还有白藜芦醇和羟基酪醇等

[34]-[36]。茶多酚是一类存在于茶叶中的多羟基酚类混合物，主要组分包括儿茶素类、黄酮及黄酮醇类、

花色素类和酚酸类等多酚化合物，其中儿茶素类约占总量80% [37]。 
这些天然多酚类化合物具有良好的抗氧化功能，还有强化血管壁、促进肠胃消化、降血脂、增强人

体免疫力、防动脉硬化和血栓形成，以及利尿、降血压、抑制细菌与癌细胞增殖等作用[10]。大量抗肿瘤

药和抗炎药的主要成分含有多酚类化合物，它们已经成为保证和维持健康的重要物质[38]。Li Wu [2]等发

现从高粱麸皮提取的原花青素对物的肿瘤有抑制效应。Khushwant S等发现蔓虎刺浆果多酚有明显的抗氧

化性和细胞保护活性[39]。Vitaly Roginsky的研究表明茶多酚能影响分子信号的调制、转导通路，还能影

响细胞的防御系统和细胞凋亡基因的表达，可作为抗炎性和抗癌药物[40]。 

3. 抗氧化的反应机理 

抗氧化防御系统，主要包括抗氧化酶系统和非酶小分子抗氧化剂。抗氧化酶主要包括超氧化物歧化

酶(SOD)、愈创木酚过氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)、谷胱甘肽还原酶

(GR)。非酶抗氧化剂主要有抗坏血酸(AsA)、谷胱甘肽(GSH)、类胡萝卜素(Car)和多酚类等天然抗氧化剂。 

3.1. 抗氧化酶的抗氧化反应机理 

抗氧化酶是人体自身的防御系统，能高效的利用氧化还原作用将过氧化物转换为毒害较低或无害的

物质。例如，超氧化物歧化酶(SOD)能将超氧化物阴离子转化为过氧化氢和O2，该反应速度是超氧化物

阴离子自发歧化的104倍。在还原过渡金属的存在下，如Fe2+或Cu+，H2O2发生Fenton反应，生成OH· (如
图6所示)，这可能引发不饱和脂肪酸(PUFA)的自由基链反应和DNA损伤[4]。过氧化氢酶(CAT)可进一步

把细胞代谢产生的过氧化氢还原为水(如图7所示)，以消除其对细胞的毒性作用。 
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Figure 5. Structures of resveratrol, tannin, Danshensu, caffeic acid, quercetin, and anthocyanidin 
图 5. 白藜芦醇、鞣、丹参素、咖啡酸、槲皮素、花青素的结构式 

 

 
Figure 6. Antioxidation mechanisms of SOD [41] 
图 6. SOD 的抗氧化反应机理[41] 

 

 
Figure 7. Antioxidation mechanisms of CAT [41] 
图 7. CAT 的抗氧化反应机理[41] 

 
3.2. 非酶抗氧化剂的抗氧化反应机理 

在还原性谷胱甘肽(GSH)的存在下，GPx作为电子给体能清除过氧化氢，得到氧化的谷胱甘肽(GSSG)
和水[4] (如图8所示)。GSH和抗氧化酶都属于细胞的防御系统，用于保护细胞免受ROS的破坏。 

维生素 C 的还原态和氧化态见图 2 所示。而多酚类抗氧化剂的抗氧化性能尤其突出，反应机制也比

较复杂，主要有图 9 所示的三种途径[42] [43]：1) 多酚类化合物主要通过酚羟基上氢原子的转移机制将

高活性的自由基转变为反应能力很低的酚基自由基[44]；2) 少数多酚类化合物也可能直接从高活性自由

基上获得一个电子，将高活性自由基变成低反应活性的阴离子；3) 多酚类化合物还能和铁、铜等金属离

子发生络合生成稳定的络合物，从而有效阻止金属离子参与下的 Fenton 反应(将过氧化氢变为高活性的

O2·–和·OH) [45]。 

4. 抗氧化性能的化学检测方法 

目前多种试剂和方法被广泛用于抗氧化能力的检测，有些试剂还被开发成商业化的标准试剂盒。然

而，由于抗氧化剂种类众多、结构各异，使用的环境也不尽相同，每种抗氧化检测方法都有一定的优点

和局限性。基于反应机理，抗氧化能力测定法可分为两大类：基于单电子转移(SET)反应[46] [47]和基于

氢转移(HAT)的反应的抗氧化能力测定方法。其实，有些测试方法可能同时涉及HAT和SET反应。 
按照反应机理，抗氧化能力检测法大致可以分为以下几类[46]：Folin-Ciocalteu (Folin-C)总酚测定法，

DPPH 自由基清除法，Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)总抗氧化能力测定法，抗氧化剂还原 
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.- SOD O22H+ H2O2
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Figure 8. Antioxidant mechanism of Glutathione 
图 8. 谷胱甘肽的抗氧化机制 

 

 
Figure 9. Antioxidant mechanism of Polyphenolic antioxidants 
图 9. 多酚类抗氧化剂的抗氧化机制 

 
三价铁离子的能力(Ferric-reducing antioxidant power，FRAP)测定法和氧自由基吸收能力(Oxygen Radical 
Absorbance Capacity，ORAC)测定法，β-胡萝卜素/亚油酸模型测定法和抑制磷脂过氧化反应测定法等。 

4.1. 基于电子转移(SET)的测定法 

4.1.1. DPPH 法 
1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH)自由基法是最常用的评价植物样品抗氧化活性的方法之一。

DPPH在有机溶剂中是一种稳定的自由基，其甲醇溶液呈紫色(最大吸收波长517 nm)，能接受一个电子或

氢离子。有自由基清除剂存在时，DPPH的单电子被捕捉而使其颜色变浅，在517 nm处的吸光值下降，且

下降程度呈线性关系[47] [48]，其原理如图10所示。使用紫外-可见分光光度计测量DPPH自由基的吸光度，

可以定量检测抗氧化剂的抗氧化性能[49]。抗氧化剂清除自由基的活性(RSA)可以用下面的公式计算： 

( )% RSA 100 1 AE AD= × −  

式中：AE为样品的吸光度，AD为空白试剂的吸光度。 
DPPH法具有简单和快速的优势，适用于快速筛选和评价多种样品清除自由基的活性，在筛选天然抗

氧化剂(植物提取物)和评价抗氧化活性方面具有广泛应用。但是，DPPH是一个稳定的氮自由基，存在的

时间较长，而脂质氧化生成的自由基活性高、存在时间短暂(瞬间存在)，由于空间阻碍作用，许多能与脂

质自由基快速反应的抗氧化剂与DPPH的反应却很慢，或对DPPH无活性。一些小分子的抗氧化剂更容易 
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Figure 10. The reaction mechanism of DPPH assay 
图 10. DPPH 测定法的反应原理 

 
接近自由基，因此该法测得的小分子物质的抗氧化活性会比较高[50]。使用DPPH法时，生色团的存在也

会干扰测定结果，如类胡萝卜素在515 nm附近有吸收，会对测定结果产生影响。此外，单羟基酚类物质(如
酪氨酸)、单糖(如葡萄糖)、嘌呤和嘧啶等不能与DPPH反应，蛋白质遇DPPH容易生成沉淀，所以该法不

适合测定这些物质的抗氧化性。低价无机离子也会干扰测定结果，测量时必须将这些干扰除去。 

4.1.2. Folin-Ciocalteu 法 
Folin-Ciocalteu试剂即磷钨酸和磷钼酸混合试剂，在碱性条件下极不稳定，易被酚类化合物还原生成

蓝色的钨兰和钨兰混合物[51]，其原理如图11所示。生成的蓝色混合物在765 nm处有最大吸收峰，且吸光

度与总酚的含量在一定浓度范围内呈线性关系。使用没食子酸作为标准，以吸光度为纵坐标，没食子酸

溶液质量浓度为横坐标可绘制标准曲线。样品与Folin-Ciocalteu试剂在适宜的温度下，反应特定时间，显

色后在765 nm处测其吸光度，通过标准曲线并按下列公式可计算出多酚的含量： 
C V NW

M
× ×

=  

式中W为多酚含量(pg/mL)；C为没食子酸质量浓度(g/mL)；V为提取液体积(mL)；N为稀释倍数；M
为取样量(mL)。 

Folin-Ciocalteu比色法是植物多酚类化合物含量的常用测定法，具有成本低廉、操作简便、准确度和

精密度高等优点[52]。但Folin-Ciocalteu试剂和形成的蓝色产物在碱性或高温下都易分解，而酚在碱性条

件下才能反应，所以升高温度和碱性条件虽可以加速反应，提高检测效率，但会影响测定精度。植物中

存在的非酚类化合物如抗坏血酸、糖、芳香胺、有机酸和蛋白，可能与Folin-Ciocalteu试剂反应[53]。还

有一些无机物如硫酸铁，亚硝酸钾，磷酸钠和硫酸锰也可能与酚试剂反应，都会导致酚类化合物浓度的

测定值偏高。 

4.1.3. TEAC 法 
TEAC法也叫ABTS assay，是用Trolox作为标准抗氧化剂，来测定其他抗氧化物质总抗氧化能力的一

种测定方法[54]。(2,2’-连氮基-双-(3-乙基苯并二氢噻唑啉-6-磺酸)二铵盐(ABTS)与过硫酸钾反应可生成稳

定的ABTS.+，而且呈现深蓝色[9]，其原理如图12所示。有其他抗氧化物质存在的时候，ABTS.+的生成会

受到抑制，待一定浓度的抗氧化剂与ABTS试剂作用一定时间后，测量734 nm的吸光度变化即可测定并计

算出样品的总抗氧化能力。6-羟基-2,5,7,8-四甲基苯并二氢吡喃-2-羧酸(Trolox)是一种维生素E的类似物，

和维生素E的抗氧化能力相近，其他物质的抗氧化能力可用其抗氧化能力与同浓度下Trolox相比的倍数来

表示，得到的数据叫做TEAC值。 
ABTS自由基既溶于水又溶于有机溶剂，不受离子强度影响，可以用来同时测量样品中亲水性和亲脂

性化合物的抗氧化能力。另外，ABTS.+具有低的氧化还原电位(0.68 V) [55]，适用于评估酚的抗氧化能力。

但是，ABTS.+与抗氧化物质反应较慢，TEAC法高度依赖于保温时间、样品量与ABTS自由基浓度的比值。

选取较长的反应时间能获得高的准确性和可重复性，但不能表征不同物质间抗氧化反应速度之间的差异。 
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Figure 11. The reaction mechanism of Folin-Ci- 
ocalteu assay [47]  
图 11. Folin-Ciocalteu 总酚测定法的反应原理[47] 

 

 
Figure 12. The reaction mechanism of TEAC assay 
图 12. TEAC 法的反应机理 

 
4.1.4. FRAP 法 

FRAP 测定法是以铁氰化钾为氧化性试剂，与抗氧化物质反应后生成 Fe2+，Fe2+进一步与三吡啶三吖

嗪(TPTZ)结合生成蓝色络合物(如图 13 所示)，在波长 593 nm 处有最大光吸收[47] [56]。蓝色络合物的生

成量与受试物的还原能力成一定比例，吸光度值越大，表明由抗氧化物质还原的 Fe2+越多，即该物质的

抗氧化活性越强。 
FRAP 法具有操作简单、测定速度快等优点，而且对定量测定亲水和亲脂性抗氧化剂都是有效的。

FRAP 法的氧化还原反应在大多数情况下都能迅速(4 分钟内)完成，但有些酚类化合物反应较慢，就需要

较长的反应时间。FRAP 法的一个局限是铁(III)盐的氧化还原电位约为 0.70 V，理论上氧化还原电位低于

0.70 V 的任意化合物都可以还原铁造成干扰[47]。例如蛋白质与巯基抗氧化剂如谷胱甘肽就不能由 FRAP
法来测量。另外，FRAP 法是在 pH 3.6 条件下进行的，与人体生理环境 pH 7~7.4 相差较大。 

4.2. 基于氢转移(HAT)的测定法 

4.2.1. ORAC 法 
ORAC 测定法涉及一个相对复杂的反应体系和反应过程，反应体系主要包括自由基产生源、被自由

基攻击起氧化反应的靶指示剂、抗氧化物质(标准品或被测样品)和反应介质几部分。反应的基本过程如

图 14 所示，自由基产生剂如水溶性化合物 2，2’-偶氮(2-甲基丙基脒)-二盐酸盐 AAPH 首先与氧反应，产

生过氧自由基，后者攻击靶指示剂(荧光探针) [57] [58]。随着靶指示剂被攻击，发生氧化反应，靶指示剂

的指示信号(荧光)逐渐减弱。如果反应体系中加入抗氧化物质，由于其竞争性地与自由基作用，减弱、延

缓了靶指示剂的氧化过程，对靶指示剂起到了保护作用，通过监测靶指示剂信号的变化，可记录这一过

程[59]。这一竞争性反应被认为是最可能接近体内抗氧化物质的作用形式。目前已成功应用于生物样品、

植物或食品提取物以及纯化合物等多种样品的体内外抗氧化能力分析，也可检测化合物的氧自由基清除

能力。 
ORAC 法检测过程中能提供稳定可控的自由基，这些自由基与生命现象中的自由基具有高度的一致

性，而且作为靶指示剂的荧光分子与待测样品之间不发生相互作用，不会干扰样品的测定结果。因此，

该方法与其他抗氧化活性分析方法相比，在灵敏度、精密度、准确度、重复性及应用范围等方面均有一

定的优势。但 ORAC 法也存在一些不足，例如荧光分子的荧光强度对反应体系的 pH 值可能相对敏感，

而且 AAPH 自发分解产生过氧自由基的速率主要取决于温度，因此 ORAC 方法需要在一定 pH 范围内恒

温测定。 
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Figure 13. The reaction mechanism of FRAP assay 
图 13. FRAP 测定法的反应机理 

 

 
Figure 14. The reaction mechanism of ORAC assay [47] 
图 14. ORAC 法的反应原理[47] 

 
4.2.2. β胡萝卜素-亚油酸褪色测定法 

β胡萝卜素-亚油酸氧化法是基于亚油酸在高温下分解产生的过氧化氢能使 β-胡萝卜素褪色来进行的

光谱分析方法[47] [60]，如图 15 所示。 
一个典型的测试过程如下[61]：将 0.2 mg β胡萝卜素溶于 0.2 mL 氯仿中，然后加入 20 mg 亚油酸及

200 mg 吐温−40。混合均匀后置于 40℃水浴中除去氯仿，再加入 50 mL 蒸馏水剧烈振荡并鼓入氧气 2~3 
min，即配成反应介质溶液。除不加 β-胡萝卜素氯仿溶液外，其他步骤同前配成空白对比溶液。在具塞试

管中逐一加入 4.0 mL 反应介质溶液，再分别加入 0.2 mL 样品液(浓度为 100 和 200 mg/kg)，同时设置空

白调零管、对照管、2,6-二叔丁基-4-甲基苯酚(BHT)管和 PG 管。其中空白调零管中不含 β-胡萝卜素与试

样，对照管不含试样，以 0.2 mL 溶剂代替试样溶液。上述溶液混匀后，置于 50℃水浴中恒温，在 470 nm
波长下测定 t = 0 时的吸光度，之后每间隔 15 min 测定吸光度，直至对照管中 β胡萝卜素颜色消失(约 120 
min)，平行测定 3 次。 

β 胡萝卜素-亚油酸法的优点是只使用少量的样品和试剂，重现性好，对脂溶性样品测定效果好。缺

点是相对于 Folin-Ciocalteu 法操作繁琐、费时。该方法还有一个重要的限制是 β 胡萝卜素可通过多种途

径在 470 nm 发生褪色，使得结果可能比较复杂。而藏红花素只能经过自由基氧化途径漂白，用藏红花素

取代 β胡萝卜素可提高测定的可靠性[62]。 

4.2.3. 抑制磷脂过氧化测定法 
该方法是利用Cu催化脂质发生过氧化反应生成丙二醛(MDA)，MDA在酸性加热条件下可与硫代巴比

妥酸(TBA)反应生成粉红色(最大吸收峰在532 nm)的硫代巴比妥酸 (TBARS) [63] (如图16所示)。当体系中

有抗氧化物质存在时，MDA生成量减少，终产物TBARS的产量也会减少，因此可通过吸光值的变化来评

价脂质过氧化反应的程度。 
巴比妥测试法是非专一性的检测，不仅能测量生成的MDA的含量，还容易受其他含氧化合物的干扰。

另外，实验过程需要高温条件，对于某些脂质在检测过程中可能发生氧化甚至导致过氧化物的过度氧化。

因此，相对于对于大多数其他检测方法，该检测方法的灵敏度相对较低[64]。 
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Figure 15. The reaction mechanism of β carotene-linoleic acid bleaching assay 
图 15. β胡萝卜素-亚油酸褪色法的反应机理 

 
 

Figure 16. The reaction mechanism of phospholipid 
peroxidation assay 
图 16. 抑制磷脂过氧化测定法的反应机理 

 
4.3. 其他 ROS 清除能力测定 

4.3.1. 氯化硝基四氮唑蓝(NBT)检测法 
NBT 法是利用氯化硝基四氮唑蓝(NBT)与超氧阴离子 O2

.−反应生成甲臜，后者为蓝色物质，在 560 nm
波长处有强吸收[65] (如图 17 所示)。当加入抗氧化物质后，可竞争性与超氧阴离子反应，抑制 NBT 的还

原，从而导致甲臜含量降低和 560 nm 附近吸光度的减弱。茶多酚和维生素 C 都能有效清除 O2
.−，所以都

可以用此法检测。抑制蓝色甲臜生成的量与抗氧化剂的用量在一定范围内呈正比关系[66]。该方法可用于

实验室抗氧化剂的筛选与研究，也可用于次黄嘌呤和黄嘌呤氧化酶生成超氧阴离子浓度的检测，但不适

用于一些非酶抗氧化剂的定量检测。 

4.3.2. DHE 法 
荧光探针二氢乙锭(DHE)检测法是利用 DHE 可自由透过活细胞膜进入细胞内，并与 O2

.−反应生成具

有红色荧光的氧化乙啶的一种光谱检测方法[67]，其原理如图 18 所示。氧化乙啶可插入染色体 DNA 中，

并仍然产生红色荧光，荧光强度与体系中 O2
.−的量有关，根据活细胞中红色荧光的强度，可以判断细胞

ROS 含量和变化[65]。 
通过荧光显微镜可直接用 DHE 荧光检测法研究细胞内 ROS 的含量和分布。DHE 法还具有高的

DNA 绑定特异性，能帮助理解血管重塑过程中的氧化还原[67]，是一种快速简便的检测组织或培养活

细胞中 ROS 的经典方法。该测试方法的缺点是 DHE 探针见光易分解，保存过程中应尽量避光，长时间测

量也可能导致明显的光漂白现象。 

5. 细胞毒性和抗氧化性能的细胞检测方法 

当天然抗氧化剂被作为功能食品和药品使用之前，首先要对其进行细胞毒性评价，确定合理的浓度

使用范围。此外，前面总结的化学测定方法大都忽略了生物体系的复杂性，不能模拟真实的生理环境，

也没有涉及到抗氧化剂跨膜进入细胞的能力，在细胞内的分布以及与细胞器或酶的相互作用等过程，因

此还有必要进行生物实验[68]。体外细胞实验由于操作简便、可重复性好、成本低等优势，通常用于天然

抗氧化剂的毒性初步评价、对细胞内抗氧化酶活性的调控评价以及对不良环境中抗氧化剂的保护作用评

价等。已有文献中报道的体外细胞实验所用的模型细胞种类众多，选择合适的细胞模型和正确的培养测

试方法，对实验结果的可靠性和可比性也具有重要意义。 

5.1. 细胞毒性测试 

判断细胞毒性大小最常用的方法之一就是细胞增殖实验。在细胞增殖实验中，四甲基偶氮唑盐法

(MTT)是最早报道且应用最广泛的方法[69]，但是由于MTT经活细胞线粒体脱氢酶转化生成的蓝紫色结晶

物需要加入二甲基亚砜(DMSO)进行溶解，操作步骤繁琐，导致实验结果稳定性差。目前已经有一些改进 

COOH
高温 H2O2

亚油酸
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Figure 17. The reaction mechanism of NBT assay 
图 17. 氯化硝基四氮唑蓝(NBT)检测法的反应机理 
 

 
Figure 18. The reaction mechanism of DHE assay 
图 18. DHE 检测法的反应机理 

 
型的试剂盒可用来检测细胞毒性，如甲胺四氮唑盐(MTS)法、水溶性四唑盐(WST-1)法、水溶性四氮唑

-8(CCK-8)法和3,3’-[1-(苯氨酰基)-3,4-四氮唑]-二(4-甲氧基-6-硝基)苯磺酸钠(XTT)法等[70]。 

5.1.1. MTT 法 
MTT 法的原理如图 19 所示：活细胞的线粒体脱氢酶能将 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴

盐(MTT)还原成不溶于水的紫色甲臜(formazan)结晶，formazan 的生成量与细胞释放出的酶活性成正比例，

而酶活力与细胞数及细胞活力成比例[65]。MTT 法是最经济、适用范围也较广的细胞生长检测方法，但

灵敏度不高，并且需添加 DMSO 以溶解甲臜，同时 DMSO 具有比较强烈的细胞毒性可导致蛋白质沉淀，

从而致使背景可变，操作不当会给实验带来极大误差[69]。 

5.1.2. MTS 法 
MTS 法的反应机理见图 20。与 MTT 法类似，活细胞的线粒体脱氢酶能将 3-(4,5-二甲基-2-基)-5-(3-

羧基甲氧基)-2-(4-磺苯基)-2H-四唑鎓(MTS)还原成水溶性的黄色甲臜(formazan)，formazan 的生成量与细

胞数及细胞活力成比例[71]。MTS 法的适用范围很广且灵敏度较高，但该法需要加入中间电子受体吩嗪

甲硫酸盐 PMS，且试剂的储存方法要求严格，储存时间也较短，比 MTT 的价格高很多倍[72]。 

5.1.3. WST-1 法 
WST-1 法也是 MTT 的改进技术，反应机理如图 21 所示。活细胞的线粒体脱氢酶能将 WST-1 还原

成水溶性的橘黄色甲臜(formazan)，formazan 的生成量与细胞数及细胞活力成比例。WST-1 法是最快捷、

最敏感的且实验结果稳定的检测方法，直接产生水溶性的甲臜，WST-1 较稳定、重复性好，可作即用型

试剂。例如，Puriya Ngamwongsatit 分别用 MTT 和 WST-1 法测定 5 芽孢杆菌对中国仓鼠卵巢细胞 CHO
的毒性，发现 MTT 法需要 44-52 h 而 WST-1 法只需 3 h [73]。但是 WST-1 法的局限性在于 WST-1 不能

被所有的细胞所代谢[74]。 
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Figure 19. The reaction mechanism of MTT assay 
图 19. MTT 法的反应机理 

 

 
Figure 20. The reaction mechanism of MTS assay 
图 20. MTS 法的反应机理 

 

 
Figure 21. The reaction mechanism of WST-1assay 
图 21. WST-1 法的反应机理 

 
5.1.4. CCK-8 法 

CCK-8 法也是近年商业化的一个细胞毒性检测盒，反应机理如图 22 所示。活细胞的线粒体脱氢酶能

将 2-(2-甲氧基-4-硝苯基)-3-(4-硝苯基)-5-(2,4-二磺基苯)-2H-四唑单钠盐(CCK-8)还原成水溶性的黄色甲臜

(formazan)，formazan 的生成量与细胞数及细胞活力成比例。CCK-8 法也具有使用方便、检测快速、灵敏

度高，甚至可以测定较低细胞密度、重复性优于 MTT、对细胞增殖影响小、细胞毒性小。但是 CCK-8
试剂的颜色为淡红色，与含酚红的培养基颜色接近，不注意的话容易产生漏加或多加。 

5.1.5. XTT 法 
XTT 法也是 MTT 的改进方法[75]，反应机理如图 23 所示。活细胞的线粒体脱氢酶能将 3,3'-[1-(苯氨

酰基)-3,4-四氮唑]-二(4-甲氧基-6-硝基)苯磺酸钠(XTT)还原成水溶性的橘黄色甲臜(formazan)。当 XTT 与

电子偶合剂吩嗪二甲酯硫酸盐(PMS)联合应用时，其所产生的水溶性的甲臜产物的吸光度与活细胞的数量

成正比。XTT 测定法与 MTT 法相比，能减少样品处理、提高检测效率，消除增溶过程可能出现的错误，

同时提供等效灵敏度。但是 XTT 法也需要加入中间电子受体 PMS，而 XTT/PMS 混合试剂容易生成电荷

转移复合物而不太稳定[72]，可能影响检测结果。 

5.2. 细胞内抗氧化酶的活性测试方法 

天然抗氧化剂作为体内抗氧化酶的有益补充，能清除体内过量的 ROS。但外源性抗氧化剂的引入， 
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Figure 22. The reaction mechanism of CCK-8 assay 
图 22. CCK-8 法的反应机理 

 

 
Figure 23. The reaction mechanism of XTT assay 
图 23. XTT 法的反应机理 

 
必然也会影响体内抗氧化酶的活性变化。除了前面所述部分化学检测法可以检测细胞内 ROS 的含量和分

布外，还有一些商业化的试剂盒可以用来测试抗氧化剂存在下的细胞内抗氧化剂活性酶(SOD，CAT，GPx，
GR，GST)的活性变化。 

5.2.1. SOD 活性检测 
INT 法是最常用的 SOD 活性检测方法，主要是利用碘硝基氯化四氮唑蓝(INT)与超氧自由基反应生

成红色甲臜来进行光谱分析的一种办法，反应机理如图 24 所示。超氧化物歧化酶(SOD)也可以消耗超氧

自由基，因此 INT 和 SOD 与超氧自由基的反应是竞争性反应，通过测定 SOD 对 INT 与超氧自由基反应

的抑制程度可以评估 SOD 的活性。反应液红色愈深，说明 INT 的反应程度越大而 SOD 活性愈低，反之

酶活性愈高[76] [77]。INT 法测 SOD 的活性具有精确、方便等优势，但应该综合考虑保存时间、保存温

度及保存方式这些因素带来的影响。 
除了使用最多的 INT 法，还可以用黄嘌呤氧化酶-细胞色素 C 法和氮蓝四唑(NBT)光还原法等检测

SOD 的活性。其中黄嘌呤氧化酶-细胞色素 C 法是利用细胞色素 C 与 O2
.−反应，将高铁细胞色素 C 还原

为亚铁细胞色素 C 时在 550 nm 波长处有明显的吸光度(A)变化[78]。氮蓝四唑(NBT)光还原法是利用 NBT
与超氧自由基反应生成蓝色甲臜来进行光学分析的方法[79]。 

5.2.2. CAT 活性检测 
CAT能催化过氧化氢分解成水和氧气，所以通过测定体系中剩余H2O2的量来评价CAT的活性大小。

钼酸铵法是常用的一种检测方法，机理如图 25 所示。过氧化氢能氧化 2
4MoO −  (VI)成 2

5MoO −  (VIII)，而
2
5MoO −  (VIII)接受氢氧根的电子成键并使分子间立即脱水缩合，分子内也形成众多-O-H-O-氢键，得到稳

定的黄色复合物(H2MoO4·XH2O)n，在 405 nm 处有强烈吸收峰，其吸光值和过氧化氢浓度成线性关系。

测定出体系剩余过氧化氢在 405 nm 的吸光值，可得到剩余过氧化氢的量，就得到了 CAT 的催化活性。

钼酸铵法测定 CAT 活性，具有准确、高效的特点，重现性好，相对于滴定法可以减少误差，但钼酸铵法

操作较复杂，提取的酶液浓度、显色反应的时间等也可能干扰结果。 
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Figure 24. The reaction mechanism of INT assay for measuring 
the activity of SOD 
图 24. INT 法测 SOD 活性的反应机理 

 

 
Figure 25. The reaction mechanism of molybdate 
assay for measuring the activity of CAT 
图 25. 钼酸铵法测定 CAT 活性的反应机理 

 
其他测定 CAT 活性的方法还有亚铁离子与硫氰酸盐分光光度法和流动相注射法(FIA)。亚铁离子与

硫氰酸盐分光光度法测定过氧化氢酶的活性是通过孵育后残留的 H2O2 与 Fe2+反应，生成 Fe3+，Fe3+与硫

氰酸盐反应生成红色 Fe(SCN)3，酶标仪测吸光度从而计算出剩余 H2O2 的量[80]。流动相注射法(FIA)测定

H2O2 的活性是将过氧化氢酶固定，而待测基质被连续泵输送经过，过氧化氢酶分解 H2O2 产生 O2，从而

利用 Clark 型氧电极检测增加的溶解氧来评价过氧化氢酶的活性[81]。 

5.2.3. GPx 活性检测 
GPx 能催化还原型谷胱甘肽(GSH)与过氧化物反应，所以 GPx 的活性测定是以催化 GSH 氧化的反应

速度，即单位时间内 GSH 减少的量来表示的。DTNB 法是最常用的 GPx 活性检测方法[82] [83]，其反应

机理如图 26 所示。GSH 和 DTNB 在 GPx 催化下反应生成黄色的 5-硫代-2-硝基苯甲酸阴离子，在 412 nm
附近有最大吸收峰，通过吸收强度的变化可计算出 GSH 减少的量并求得 GPx 的活性。由于 GSH 也能进

行非酶反应氧化，所以最后计算酶活力时，必须减去非酶反应所引起的 GSH 减少量。 
DTNB 法不需特殊的设备，测定的精密度、灵敏度和稳定性基本符合要求，而且使用的 DTNB 试剂

性能稳定，便于使用。DTNB 法除了适于 GPx 活性的测定，也可以用于其他含巯基化合物的测定。但如

果生物样品中含有其他巯基化合物可能会导致 GPx 活性的检测值偏高[82]。 

5.2.4. GR 活性检测 
谷胱甘肽还原酶(GR)能催化氧化型谷胱甘肽(GSSG)被还原型辅酶 II (NADPH)还原为 GSH(如图 27

所示)。NADPH 在 340 nm 附近有特征吸收，通过测定吸光度在 340 nm 处的下降就能获得 NADPH 的减

少量，即可测定 GR 的活性[84]。NADPH 法测定 GR 活性具有快速、灵敏度高，可同时测定多个样品等

特点，但如果有其他 NADPH-消耗酶的存在会使得 GR 活性的测定值偏高[85]。 

5.2.5. GST 的活性测定 
1-氯-2,4-二硝基苯(CDNB)法常用来检测谷胱甘肽转移酶(GST)的活性。CDNB 与 GSH 在 GST 的催化

下能生成复合物 CDNB-SG，其最大吸收在 340 nm，用酶标仪或分光光度计检测此波长吸光度的变化即

可计算 GST 的活性[86] [87]，反应机理如图 28 所示。CDNB 法具有操作简便和灵敏度高的优势，但该反

应对 GST 缺乏专一性，其它巯基物质的存在可能对检测结果造成干扰。 

5.3. 极端条件下抗氧化剂的防护和修复性能检测 

实验中通常选用紫外线(UVB)照射来模拟极端条件对细胞的伤害。波长短能量较高的 UVB (290~320  
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Figure 26. The reaction mechanism of DTNB assay for measuring the activity of GPx 
图 26. DTNB 法测 GPx 活性的反应机理 
 

 
Figure 27. The reaction mechanism of NADPH assay for measuring the activity of GR 
图 27. NADPH 法测 GR 活性的反应机理 

 

 
Figure 28. The reaction mechanism of CDNB assay for measuring the activity of GST 
图 28. CDNB 法测 GST 活性的反应机理 

 
nm)能诱导皮肤病变，包括红斑、水肿、增生、细胞晒伤、炎症等，甚至发生癌变[88]。UVB 可诱导细胞

产生大量 ROS，引起一系列的氧化性损伤，并释放多种介导炎症反应、调节免疫应答和诱导细胞凋亡等

细胞因子，这些细胞因子以负反馈形式作用于细胞，进一步加剧细胞的损伤[89]。紫外线照射而形成的活

性氧(ROS)被推定为在导致细胞反应的传导中起重要作用的物质，而且氧自由基的升高导致炎症增加，从

而对皮肤产生伤害。因此，在 UVB 照射条件下可以研究抗氧化剂对辐照损伤的预防和修复作用。细胞的

损伤程度与 UVB 的照射剂量有关，照射剂量(J/cm2) = 照射强度(W/cm2) × 照射时间(s)，照射强度通过紫

外线辐照计来测量[89]。 
一个典型的实验方法如下[90]：将处于对数生长期的细胞接种于 96 孔板，待细胞单层贴壁后(24 h)，

弃培养液，每孔加入 200 μL PBS，分为空白对照组(空白组用铝箔盖住)、抗氧化剂组、UVB 照射组、UVB
照射 + 抗氧化剂组，UVB 照射剂量为 30 mJ/cm２

，照光完毕后弃去 PBS 覆盖液，加入 DMEM 维持液继

续孵育 24 h 后，进行检测。用前面介绍的 MTT、MTS、WST-1、CCK-8、XTT 等方法可以检测细胞增殖

活性，用比色法检测细胞丙二醛(MDA)含量、超氧化物歧化酶(SOS)、谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)、谷胱

甘肽转移酶(GST)及过氧化氢酶(CAT)的活性。 
选择的细胞模型和抗氧化剂用量和使用方法也会对实验结果产生影响。Liu J 等证实螺旋藻(节旋螺旋

藻)的活性乳酸菌发酵产品具有抗氧化和 UVB 防护作用[90]。Sara Salucci 发现羟基络醇能够防护人类角

化细胞暴露于紫外线下引起的细胞凋亡，从而防止皮肤损害[91]。Mariane A 通过大鼠模型实验证实芦荟

皂质对 UVB 引起的爪晒伤具有抗炎及抗氧化作用[92]。 

6. 抗氧化性能的活体实验方法 

对于天然提取物抗氧化性能的评价目前最成熟的方法就是前面综述的化学检测方法和细胞实验方法。

但这些化学或体外的检测方法的检测条件与人体的实际生理环境相去甚远，前面的初步评估结果可能与
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实际的使用效果相差很多甚至相互矛盾。进一步通过活体实验能更客观或接近反映真实的抗氧化效果。

但是活体实验的动物模型种类也很多，而且给药方式有口服、静脉注射和经皮给药等不同方式，可能导

致抗氧化剂的利用度差异很大，另外模型动物个体状态的差异也会导致实验重复性较差。由于活体实验

成本高、实验周期长，实验结果的可重复性较差，文献中报道的活体实验结果相对要少的多。但作为走

向临床或市场的重要环节，活体实验又是必不可少的。这里根据文献和中华人民共和国食品药品监督管

理局制定的《保健食品抗氧化功能评价方法》总结一些常用的检测内容和方法。 
活体实验用到的动物模型主要是成本较低、饲养和实验都比较方便的大鼠、小鼠和兔子等小型动物，

也可以选择猪、狗等大型动物，人体试食实验要尤其慎重。文献中多选取氧化损伤或老龄的大鼠[93]或小

鼠[94] [95]作为模型，分组关在干净的笼子里，提供充足的可任意使用的水和食物(小麦豆粕)。氧化损伤

动物模型的造模方法有 D-半乳糖供给过量法和乙醇氧化损伤模型。抗氧化性能测试实验开始前，在受控

的温度(24℃~26℃或 18℃~22℃) [96]，湿度(55%~60%)，和控制光照(光照 12 h 和黑暗 12 h)的环境中饲

养一周[97]。可以通过静脉注射或灌胃不同浓度梯度的天然抗氧化剂进行给药。定期称量体重，治疗一段

时间后，取血进行生化分析，并将动物通过颈椎脱位处死，于 4℃切下小鼠的肝、肾、脾和脑等需要检

测的组织，用冰冷的盐水清洗，浸入液氮中，并立即储存在−80℃ [98]。 
用前面介绍的各种比色法检测血清中 MDA 含量以及抗氧化酶 SOD、GPx、GST 及 CAT 的活性[98] 

[99]。还可以特别对有氧化损伤的器官或组织进行进一步研究，例如 PSOTOVA J 等检测新抗菌药物

sanguiritrin 对外周淋巴细胞和肝细胞的 DNA 断裂损伤进行评估[100]。G. Diaz-Araya 等评价了 1,4-二氢吡

啶和亚硝基芳基衍生物对 Fe3+/抗坏血酸刺激大鼠脑片的脂质过氧化的抗氧化作用并测定了大鼠脑切片的

氧消耗量[101]。整体来讲，抗氧化能力测试的活体实验还缺乏规范的实验内容，更缺少统一的操作和检

测标准，现有报道方法的可靠性和局限性还有待于进一步验证。 

7. 结论和展望 

由于癌症、心血管疾病、糖尿病和各种神经性疾病等重大疾病都可能和体内过量 ROS 的存在密切相

关，所以近年来对天然抗氧化剂的研究风起云涌，仅每年的研究性论文就高达数万篇。本文主要从化学

角度综述常见天然抗氧化剂的结构和抗氧化机理，重点从化学检测方法、细胞实验和动物实验三个层面

总结了抗氧化性能的检测内容、检测方法和化学反应机理。期望能帮助读者正确理解抗氧化反应的化学

本质，有助于合理组合使用抗氧化检测方法获得可靠的评价结果。 
对于植物中天然抗氧化剂的研究虽然已经取得了很多研究成果，但仍有一些重要科学问题亟需解决，

未来的一些研究热点可能包括：1) 建立一套由操作简便、结果可靠、能被大多数科研人员认可的测试方

法构成的抗氧化性能测试评价标准。对于细胞和活体实验还需要考虑选择合适和通用的生物模型和给药

方式，增强不同科研团队的结果可比性。2) 天然的抗氧化剂容易被肝肾直接代谢掉，生物利用率很低。

如何提高抗氧化剂的吸收率，提高其在血液中的循环时间，增强其进入细胞甚至特定细胞器的能力，是

提高抗氧化剂的生物利用率的关键。3) 深入研究抗氧化剂的结构与抗氧化性能、细胞毒性、生物利用度、

靶向性能等的关系，通过这些构效关系研究对抗氧化剂的结构进行综合优化，必将促进抗氧化剂的商业

化和实用化，对提高人类的健康和生活质量有重要意义。 
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