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体内和体外抗氧化活性检测方法

李希尤，顾笑远，毛江浩，梅傲宇，王 皎，李维熙*
(云南中医药大学中药学院，昆明 650500)

摘要：抗氧化活性的精确测定在对氧化应激的研究中发挥着重要作用。鉴于此，研究者们已经开发了

一系列体内和体外抗氧化活性检测方法，以准确评估抗氧化剂的活性和揭示生物体内的氧化应激状

态。本文综述了当前广泛应用的体内和体外抗氧化检测方法，旨在为医学、生物学和食品科学领域中

的抗氧化研究提供全面且实用的参考，加深对抗氧化活性多维度评估的理解，促进抗氧化研究的科学

进展。
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In vivo and in vitro antioxidant activity detection methods
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Abstract: The accurate determination of antioxidant activity is crucial for the study of oxidative stress. To
accurately assess the activity of antioxidants and understand the state of oxidative stress in biological systems,
various in vitro and in vivo methods for studying antioxidant activities have been established. This paper
reviews the currently used in vitro and in vivo methods for detecting antioxidant activity, aiming to provide
valuable references for research in the fields of modern medicine, biology, and food science.
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自由基也称为“游离基”，过量的自由基与多种

疾病的发生密切相关，如动脉粥样硬化、肿瘤、

衰老、肝病、肾病等。近年来，关于自由基的研究

主要集中在活性氧(reactive oxygen species，ROS)
和活性氮(reactive nitrogen species，RNS)。ROS是
体内氧的单电子还原产物，包括氧自由基和非自

由基氧化剂，ROS主要由线粒体内膜呼吸链的电子

泄露产生。RNS包括一氧化氮自由基、二氧化氮自

由基以及非自由基，如亚硝酸和四氧化二氮[1]。

正常情况下，体内产生的自由基可被体内抗氧

化防御系统如超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，
SOD)、过氧化氢酶(catalase，CAT)、谷胱甘肽过

氧化物酶(glutathione peroxidase，GPX)及非酶还原

性物质谷胱甘肽(glutathione reduced，GSH)、维生

素E和维生素C等中和。此外，氧化应激也被认为

是衰老的一个重要因素。近年来，与氧化应激密

切相关的铁死亡引起了广泛关注。铁死亡是由铁

依赖性脂质过氧化引起的调节性细胞死亡。在铁

死亡过程中，铁沉积通过芬顿反应(Fenton reaction)
生成高活性羟自由基(·OH)，·OH攻击多不饱和脂
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肪酸，从而触发脂质过氧化反应。与此同时，酰

基辅酶A合成酶长链家族成员4(acyl CoA synthetase
long chain family member 4，ACSL4)和溶血磷脂酰

胆碱酰基转移酶3 ( l y s opho sph a t i d y l c ho l i n e
acyltransferase 3，LPCAT3)介导的细胞膜磷脂重

塑促进不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids，
PUFAs)与磷脂的结合，形成磷脂化多不饱和脂肪

酸(phospholipidated polyunsaturated fatty acids，
PUFAPLs)。多不饱和脂肪酸极易被花生油酸脂氧

合酶(arachidonic acid lipoxygenases，ALOXs)和细

胞色素P450氧化还原酶(cytochrome P450 reductase，
POR)氧化形成磷脂氢过氧化物 (phosphol ip id
hydrogen peroxide，PL-PUFA-OOH)，破坏细胞膜

的功能和完整性。图1展示了细胞内自由基的产生

和清除过程，以及体内脂质ROS与铁死亡之间的相

互联系。

抗氧化作用的概念最初源于化学领域，随后在

医学、生物学和食品科学等领域得到广泛应用。

抗氧化作用指通过中和自由基或抑制自由基生成

来减少氧化应激，以维持生物体内的氧化还原平

衡。因此，快速准确地测定潜在的抗氧化能力对

于防止氧化损伤、预防有害变化以及维持食品的

营养价值至关重要。在已发表的研究中，有学者

将抗氧化活性检测方法划分为酶法和非酶法[2]。

本文将重点阐述包括自由基清除法、2,2-联氮-双-
3 -乙基苯并噻唑 - 6 -磺酸 ( 2 , 2 ʹ - a z i n o b i s - ( 3 -
ethylbenzthiazoline-6-sulphonate，ABTS)法、氧自

由基吸收能力(oxygen radical absorbance capacity，
ORAC)法、巴比妥酸(thiobarbituric acid reactive
substances，TBARS)法、铁离子还原/抗氧化能力

(ferric ion reducing antioxidant power，FRAP)法等在

内的体外抗氧化检测方法和包括对抗氧化防御体

系的检测、大分子物质氧化产物的检测以及线粒

体损伤测定等在内的体内抗氧化检测方法，以及

它们的优缺点、局限性和实用性。分析这些体外

和体内抗氧化检测方法将为食品、药品、营养品

和膳食补充剂等行业的抗氧化检测提供重要的基

础和参考。

1 体外抗氧化活性检测法

虽然体内抗氧化活性测定法可以较好地反映生

物体内的抗氧化能力，但这一过程通常较为繁琐

PUFAs：多不饱和脂肪酸；Erastin：铁死亡诱导剂；Cystine：胱氨酸；L-Cysteine：L-半胱氨酸；GPX4：谷胱甘肽过氧化酶4；NADPH：烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

图1 自由基的产生和清除示意图
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并受多种因素影响。相比之下，体外抗氧化测定

法更为简便，受影响因素少，非常适于快速筛选

具有抗氧化活性的样品。

1.1 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-
picylhydrazyl, DPPH)法

DPPH·是一种稳定的自由基，在有机溶剂中可

稳定存在。DPPH醇溶液呈紫色，需低温避光储

藏，在517 nm波长处有最大吸收。当DPPH醇溶液

与供质子底物混合时会发生还原反应，使溶液颜

色改变。溶液颜色的变化可通过DPPH·清除率、有

效浓度、抗自由基能力、抑制率等指标量化。近

年来，DPPH法被广泛用于定量测定生物试样、化

合物、提取物的体外抗氧化能力测定及评价食

品、化妆品、药品等的抗氧化能力。

DPPH法在体外检测有一定局限性，如DPPH
的亲脂性使其只能溶于有机溶剂，无法检测水溶

性的样品。此外，DPPH本身的颜色可能对样品检

测结果产生干扰。但是DPPH法具有快速、简单、

成本低廉等特点，目前仍然是体外抗氧化检测的

首选方法，可结合其他检测手段以保证结果的准

确性。

1.2 超氧自由基(·O2
–)清除法

超氧自由基即·O2
–，作为氧的单电子还原产

物，广泛存在于生物体内外。在体内，·O2
–不仅在

线粒体呼吸链和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化中发

挥重要作用，而且与多种生理和病理过程都有紧

密联系。例如，心肌梗塞发生时，过量的·O2
–会引

发心肌细胞的损伤，并触发心肌纤维化，及时的

抗氧化干预能显著减轻这些损伤[3]。

检测·O2
–的常用方法有硝基四氮唑蓝还原法和

细胞色素c还原法。在硝基四氮唑蓝还原法中，硝

基四氮唑蓝在 ·O 2
–作用下还原成二甲替。若在

560 nm波长处有吸收，则表明抗氧化剂消耗了溶

液中的·O2
–。由于灵敏度良好，这一方法成为评估

抗氧化剂活性的标准手段之一，尤其是在筛选可

能具有心脑血管保护作用的药物候选物时。细胞

色素c还原法的原理和硝基四氮唑蓝法类似，细胞

色素c在550 nm波长处有吸收，当细胞色素c被·O2
–

还原后，550 nm波长处的吸光度下降。吸光度的

变化程度可用来反映抗氧化剂清除·O2
–的能力。细

胞色素C还原法被广泛用于评价食品、食品添加

剂、营养补充剂和化妆品的抗氧化能力。利用该

法检测发现，红肉火龙果抗氧化效果优于白肉火

龙果，推测这是因为红肉火龙果中的甜菜色素具

有中和·O2
–的活性。由于细胞色素c存在于细胞线粒

体内膜，该法也被广泛应用于基础研究和药物筛

选中，检测和评估氧化应激状态评估及抗氧化治

疗的效果。在糖尿病并发症的研究中，该方法被

用于评价抗氧化治疗如何通过降低心肌微血管中

的·O2
–来减轻氧化应激和炎症[4]。

此外，水母体内生物发光法提供了一个全新的

视角，在·O2
–的氧化作用下，水母体内辅酶素浓度

下降导致光信号衰减，通过监测生物体内的光信

号强度变化可测定·O2
–的水平从而评估抗氧化剂的

活力[5]。这一技术不仅可用于抗氧化剂的筛选和评

价，在环境毒理学和生态毒理学中的应用也越来

越受到重视，特别是在评估重金属污染对海洋生

物造成的氧化压力方面。

1.3 羟自由基(·OH)清除法

羟自由基即·OH，是一种具有高度活性的自由

基，它容易氧化各种生物大分子，导致组织脂质过

氧化、核酸断裂、蛋白质和多糖分解等。检测·OH
有多种方法，如高效液相色谱(high performance
liquid chromatography，HPLC)法、电子自旋共振

法、化学发光法、比色法和荧光法等。其中，邻二

氮菲-亚铁离子氧化法和水杨酸比色法是检测抗氧

化剂清除·OH能力的两种常用方法。邻二氮菲-亚铁

离子氧化法的原理是·OH将邻二氮菲-亚铁离子氧化

成邻二氮菲-三价铁离子，并在536 nm波长处有最

大吸收。水杨酸比色法指·OH与水杨酸分子上的苯

环反应，产物在510 nm波长处有最大吸收。如果存

在抗氧剂，溶液颜色逐渐变浅，吸光值下降。因

此，可以通过溶液颜色的褪色程度和吸光值的下降

程度来评估待测物清除·OH的能力。该方法在食品

科学研究中的应用尤为突出。在评价食品添加剂对

延长油脂类食品保存期限的效果时，经常采用水杨

酸比色法来量化·OH清除活性。

近年来，·OH清除法广泛用于药物、食品等的

抗氧化活性检测。如用邻二氮菲法测定棉酚的抗

氧化能力，结果表明棉酚具有较强的抗氧化作

用[6]；用水杨酸比色法测定银耳多糖与木耳多糖

对·OH的清除作用，结果表明银耳多糖与木耳多糖
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对·OH均有清除作用且黑木耳多糖的清除率更高，

为食用菌的保健功能提供了科学依据[7]，木耳多糖

的抗氧化活性可能对改善心血管健康和延缓衰老

有积极作用。·OH清除法操作简单、效率高，反应

速率快。然而，需要注意的是，·OH具有较短的寿

命，可能对实验结果的准确性造成影响。

1.4 ABTS法
ABTS法是一种用于测定抗氧化能力的常用方

法。在该方法中，过硫酸钾将ABTS(无色)氧化成

稳定的ABTS+•(蓝绿色)，并在波长734 nm处有最大

吸收。当抗氧化剂存在时，ABTS+ •被还原为

ABTS和游离自由基，吸光度下降。抗氧化活性

以样品的吸光度变化值和抗氧化剂标准品维生素

E的水溶性类似物6-羟基-2,5,7,8-四甲基色氨酸-2-
羧酸的吸光度比值来表示。ABTS法的灵敏度和

快速性使其成为检测生物样品(如血浆和血清)中
的总抗氧化能力以及厌氧菌产生自由基的常用方

法[8]。同时也广泛用于化学试剂和药效成分及食品

添加剂的抗氧化活性检测。查尔酮和查尔酮类似

物因具有潜在的抗炎和抗癌活性而备受关注，利

用ABTS法人们评价了这类化合物的抗氧化活

性[9]，为解释化合物作用机制和构效关系打下了基

础。此外，ABTS法与其他抗氧化方法的联合应

用，在小叶榕的研究中不仅增加了检测结果的准

确性，也加速了活性成分的筛选过程，这为天然

产品中新型抗氧化剂的发现提供了强有力的技术

支持[10]。

然而，ABTS法的应用也需注意其局限性。抗

氧化剂与ABTS+•反应的特异性不如氢电子转移反

应的检测灵敏，可能导致某些具有特定反应机制

的抗氧化剂在ABTS法中的活性被低估。

1.5 ORAC法
ORAC法利用2,2-偶氮-2-氨基丙烷二盐酸盐产

生的自由基破坏荧光探针，导致荧光强度减弱的

原理进行检测。通过测量在激发光波长为

485 nm、发射光波长为520 nm处的荧光强度来评

估样品的氧自由基清除活性；并通过比较水溶性

维生素E类似物Trolox与样品荧光衰减曲线下的面

积评价样品的氧自由基吸收能力。有研究用有抗

氧剂的荧光衰减曲线下的面积与没有抗氧剂的荧

光衰减曲线下的面积之差来评价抗氧化剂的抗氧

化能力[11]，测定结果用ORAC值表示[12]，计算公

式为：

ORAC值=[(AUC样品–AUC空白)/(AUCTrolox–AUC空白)]
*CTrolox/C样品

ORAC法被广泛应用于生物样品、植物提取

物、食品和药品等不同领域的抗氧化活性评价。

例如，通过ORAC法测定紫花苜蓿提取物和分离化

合物的抗氧化活性[13]，不仅证实了其良好的药用

价值也为其作为功能性饲料提供了科学依据。在

食品科学领域，功能性小肽是近年来的研究热

点，ORAC法也在测定动物肽和植物肽的抗氧化能

力方面被广泛应用。如用ORAC法测定乌鸡肽、酪

蛋白肽、鱼皮肽和牛韧带肽等食源性动物蛋白肽

以及玉米肽、大米肽、小麦肽、大豆肽和核桃肽

等食源性植物蛋白肽的总抗氧化能力[14]，不仅揭

示了这些天然成分的健康益处，也推动了功能性

食品的开发和创新。

尽管ORAC法在抗氧化能力评估方面具有显著

的优点，如高灵敏度、操作简便和适用性广泛，

但它也存在一定的局限性。例如，荧光探针的pH
敏感性可能影响测试结果的稳定性，尤其是在pH
值低于7的样品体系中。此外，由于反应时间相对

较长，荧光探针对环境变化(如温度波动)较为敏

感，这要求在实验过程中严格控制实验条件。

因此，在使用ORAC法进行抗氧化能力评估

时，应优化实验设计，如通过缩短反应时间或在

恒定的环境条件下进行测试，可以进一步提高实

验结果的准确性和重复性。

1.6 TBARS法
TBARS法是测定脂质过氧化的常用方法之

一，其原理是丙二醛(malondialdehyde，MDA)在酸

性高温条件下与硫代巴比妥酸生成粉红色络合

物。络合物在530 nm波长处有最大吸收，而其他

的醛、烷醇、烯醇等与显色底物生成的有色物在

450 nm处有最大吸收。因此，可通过检测MDA相
对含量变化了解生物膜脂质过氧化的情况。

TBARS法因其简便性被广泛应用于食品安全、天

然产物研究以及抗氧化药物开发中，如通过测定

真空包装牛肉的TBARS值来评估脂质氧化对肉品

品质的影响。此外，研究发现姜黄叶提取物具有

显著的抗氧化作用，能有效降低大豆油的TBARS
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值，表明其具有在食品保鲜和延长保质期方面的

潜力。

虽然TBARS法利用生物相关底物可用于检测

与体内抗氧化反应相关的研究，但由于灵敏性

低、易受多种物质干扰和重现性较差等，使其在

体内研究中受到很大的限制。

1.7 FRAP法
FRAP法的检测原理是在酸性条件下抗氧化物

将三价铁离子-三吡啶三吖嗪还原为蓝紫色的亚铁

离子-三吡啶三吖嗪，并在593 nm波长处有最大吸

收。可根据吸光度值的大小评价抗氧化能力，吸

光度值与抗氧化能力成正比。通过测定吸光度变

化，可以直观地评估样品的抗氧化能力，其中吸

光度增加与样品的还原能力及抗氧化活性成正

比。FRAP法不仅被应用于血浆中的抗氧化成分分

析，而且在植物抗氧化性能的评价中也显示出其

广泛的适用性。通过FRAP法研究不同光质对青钱

柳不同基因型抗氧化活性的影响，揭示了在培育

过程中光照条件及植物基因型对其抗氧化能力的

重要影响，突显了环境因素和遗传背景在植物抗

氧化性能表达中的作用[15]。

尽管FRAP法以其操作简便、快速和高重现性

而受到青睐，但该方法主要评估的是样品的还原

能力而非直接的清除自由基能力，因此在某些情

况下可能无法全面反映抗氧化剂的所有抗氧化机

制。此外，由于FRAP法主要基于水溶性抗氧化剂

的检测，对于脂溶性抗氧化剂的活性评估可能不

够全面。

除了以上提到的体外抗氧化方法外，还有β-胡
萝卜素漂白法、铜离子还原力测定法、过氧化氢

(H2O2)清除法、单线态氧淬灭法、总酚估计法、硫

氰酸铁法、一氧化氮自由基清除法等方法。值得

注意的是，虽然体外抗氧化检测方法具有快速、

简便、稳定的特点，但这些方法均存在一定的局

限性。为此，研究人员常结合使用不同的自由基

清除法来获得更全面的评估，如将邻二氮菲法与

ABTS法或ORAC法结合，以衡量不同类型抗氧化

剂的综合抗氧化能力。此外，为了克服单一方法

的局限性，现代研究越来越侧重于多参数测定，

利用生物信息学和系统生物学工具来整合多种数

据，从而对抗氧化剂的综合效能给出更准确的描

述。此外，在体外测定抗氧化剂的活性时，还应

确保待测物的浓度在实际应用范围内，否则测定

的抗氧化能力可能缺乏说服力，没有实际意义。

2 体内抗氧化活性测定法

体内抗氧化活性测定法能更准确地反映生物体

内的抗氧化能力和氧化应激状态。

2.1 抗氧化酶活性及抗氧化物水平的检测

抗氧化酶活性及抗氧化物水平的检测能帮助我

们评估生物体内的氧化应激状态和抗氧化能力。

SOD、GPX和CAT是抗氧化防御系统的重要组成部

分，在抵御氧化应激中起着关键作用。SOD是一

种以共价键与金属辅基结合的酸性蛋白酶分子，

依据活性中心的金属离子不同，可分为铜锌SOD
(Cu、Zn-SOD)、锰SOD(Mn-SOD)和铁SOD(Fe-
SOD)三种。常用的测定SOD活性方法有氰化三苯

基四氮唑法、酶联免疫吸附 ( e n z yme - l i n k e d
immunosorbent assay，ELISA)法、FRAP法、ROS
消除法和电化学法。氰化三苯基四氮唑法的原理

是·O2
–与三苯基四氮唑反应，SOD将·O2

–歧化抑制产

物的生成。ELISA法的原理是抗体特异性地结合

SOD，加入带有标记物的二抗。最后通过测量标

记的量来间接测定SOD的浓度和活性。FRAP法的

底物含·O2
–源，在酸性条件下SOD将无色的三价铁

离子——三吡啶三嗪复合物还原为蓝色的亚铁离

子-三吡啶三嗪复合物，亚铁离子-三吡啶三嗪在

593 nm波长处的吸光度可以评估SOD的活性。

ROS消除法的原理是SOD能有效转化ROS中的超氧

化物，将其分解为H2O2和水。即使SOD分解出的

H2O2属于ROS，但同时也存在CAT及过氧化物酶。

这两种酶可将H2O2分解为氧气和氢气，能有效清

除ROS。电化学法的原理基于电化学信号与SOD活
性之间的关系，通过测定电流、电位等信号的变

化来测定SOD活性。SOD活性的测定方法还有免

疫学法、原位法等。

常用的GPX酶活性测定方法有ELISA法、

FRAP法和荧光法。ELISA法原理是往预先包被微

生物GPX捕获抗体的包被微孔中依次加入标本、

标准品、HRP标记的检测抗体，再经过温育、洗

涤，底物显色。底物在过氧化物酶的催化下转化

成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜
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色的深浅和样品中微生物的GPX酶活性呈正相

关。FRAP法同样可以用来测定GPX的活力，与测

定SOD活力实验不同的是，反应体系中底物包含

H2O2底物。荧光法的原理是GPX催化GSH，将

H2O2或有机过氧化物转化为水或相应的醇，该过

程中GSH被氧化为氧化型谷胱甘肽 ( ox i d i z ed
glutathione，GSSG)。使用荧光探针检测GSH的消

耗或GSSG的生成，荧光强度的变化与GPX的活性

成正比，从而可以用来定量分析GPX活性。CAT属
于血红蛋白酶，能催化H2O2分解为水和氧气，可

根据H2O2的消耗或氧气的生成测定该酶的活力大

小。H2O2在240 nm波长处有强烈吸收，反应液的

吸光度随反应时间而下降，根据测量吸光率的变

化速度检测CAT的活性。CAT的活力还可采用

ABTS法和荧光法进行测定。除了测定这些抗氧化

酶的活力，还可以检测它们的基因表达水平来反

映生物样本内的氧化应激水平[16]。

抗氧化物主要包括GSH、维生素E和维生素C
等。GSH常用比色法进行测定，该法原理是GSH
和5,5ʹ-二硫代-双-(2-硝基苯甲酸)定量生成2-硝基-
5-巯基苯甲酸和GSSG。2-硝基-5-巯基苯甲酸在波

长412 nm处具有最大吸收，吸光度与GSH含量成

正比。

维生素E是一类重要的脂溶性抗氧化剂，能够

清除自由基、阻断自由基链式反应，对维持细胞

膜的功能和完整性非常重要。维生素E还与谷胱甘

肽和维生素C协同发挥抗氧化作用。目前常用的体

内维生素E测定方法有HPLC法、紫外可见分光光

度法、荧光法和ELISA法等。HPLC法和荧光法的

精密度和特异性较好，是体内维生素E水平测定的

常用方法。HPLC法是利用液相色谱对生物样本中

的维生素E进行分离和分析，通过联用紫外、荧光

或质谱检测器，对不同形式的维生素E进行定量。

荧光法的测定原理是维生素E与荧光探针结合生成

荧光衍生物，再通过测定产物的荧光强度定量分

析样品中维生素E的水平。

维生素C具有很强的还原性，极易被氧化成可

还原的脱氢维生素C。脱氢维生素C极易被氧化，

很大程度上消耗了氧化物质，在体内向各种酶促

或非酶促反应提供电子充当抗氧化剂。同时，维

生素C还能将被氧化的维生素E等还原性物质还

原，使其恢复活性。测定体内维生素C的常用方法

有HPLC法、紫外可见分光光度法、荧光法和电化

学法等。HPLC法准确性和可靠性高，在临床和研

究中被广泛使用。但对于灵敏度和特异性要求更

高的研究，荧光法和电化学法可能更加合适。荧

光法的测定原理是维生素C在特定条件下与特异性

荧光探针结合生成有荧光的衍生物，通过测定衍

生物的荧光强度来分析维生素C的水平。常用的荧

光探针有邻苯二酚和氟酮类化合物。电化学法基

于维生素C在电极上的还原性进行测定，利用电化

学传感器测定维生素C的还原电流，该法具有快

速、灵敏度高的特点。

2.2 生物标志物检测

2.2.1 脂质过氧化物水平的检测

脂质过氧化是衡量氧化应激的一个关键指标，

其中MDA和4-羟基壬烯醚(4-hydroxynonenal，4-
HNE)是脂质过氧化过程中生成的两个主要标志

物。MDA是细胞膜脂质过氧化作用的重要产物，

其浓度的增加通常被视为细胞膜损伤和氧化应激

状态的直接证据。MDA常用比色法进行检测，该

法原理是在高温、酸性条件下，MDA与硫代巴比

妥酸发生反应形成红棕色的三甲基复合物，该复

合物在532 nm波长处有最大吸收，可以对MDA进
行定量分析[17]。另一方面，4-HNE作为另一种脂质

过氧化的关键标志物，由于其与多种病理状态相

关联，包括神经退行性疾病、心血管疾病等，检

测4-HNE同样具有重要意义。4-HNE的测定方法包

括HPLC法和ELISA法等。HPLC法通过色谱分离技

术能够测定复杂生物样本中的4-HNE。ELISA法检

测时，特异性4-HNE抗体首先被用于微孔板的包

被，依次加入待测的4-HNE样本及HRP标记的4-
HNE抗体，通过形成的抗体-抗原-酶标抗体复合

物，加入显色底物后，在酶的催化作用下产生颜

色变化，该颜色变化经酸化后在450 nm波长下进

行吸光度测定，从而实现对4-HNE含量的定量

分析。

2.2.2 蛋白质氧化损伤检测

蛋白质氧化损伤是由ROS和RNS与细胞内蛋白

质快速反应引发的损伤。其中，蛋白质羰基是蛋

白质氧化损伤的主要标志物之一。羰基水平的变

化可以反映蛋白质氧化损伤的程度。因此，测定
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蛋白质中羰基水平是检测蛋白质氧化损伤的主要

方法之一。蛋白质羰基水平的检测可用二硝基苯

肼中的肼基与羰基缩合形成二硝基苯肼衍生物，

该衍生物可通过免疫印迹或ELISA法进行定量分

析。此外，研究开发的基于二硝基苯肼反应的电

化学传感器，可通过监测二硝基苯肼的肼基氧化

峰值的变化定量分析ROS氧化蛋白质[18]。高效液相

色谱-质谱联用技术(HPLC-MS)是另一种用于识别

和分析氧化后氨基酸残基的方法，特别适合于分

离复杂样本中的氧化蛋白质。其中，超高效液相

色谱-串联质谱(UPLC-MS/MS)法展示了在精密

度、准确度和效率方面的优势[19]。除此之外，荧

光蛋白法也被广泛应用于蛋白质氧化损伤的研究

中，这一技术依赖于荧光蛋白在特定波长下的激

发和发射特定荧光信号的能力，通过捕捉这些信

号并将其转化为数字信号，可以获取关于生物分

子状态的详细信息。有研究表明，长期暴露于粉

尘的小鼠肺组织显示出明显的氧化损伤迹象，如

水肿、点状出血和结节状阴影；荧光法测定结果

表明，肺组织蛋白质氧化水平升高，揭示了环境

污染对生物组织蛋白质氧化损伤的潜在风险[20]。

2.2.3 DNA氧化损伤检测

DNA氧化损伤作为自由基和其他氧化剂作用

的直接后果，涵盖了双链断裂、单链断裂及特定

氧化产物的形成等现象。其中，8-羟基脱氧鸟苷

(8-hydroxydeoxyguanosine，8-OHdG)和彗星实验法

是评估DNA氧化损伤程度的两种主要技术手段。

当细胞处于氧化应激环境时，DNA中的鸟嘌呤会

被氧化剂氧化生成8-OHdG，每106个鸟嘌呤中的8-
OHdG数量可用来衡量DNA损伤程度。8-OHdG可
通过毛细管气相色谱-质谱分析法和HPLC-电化学

检测器法进行定量分析。彗星实验法又称单细胞

凝胶电泳法，其原理是将包埋于琼脂糖中的细胞

裂解，再将DNA解旋，通过观察DNA在电场作用

下的迁移模式来评估DNA的断裂情况，其形成的

彗星样图像大小和形状为DNA损伤提供了直观的

定量和半定量信息。若DNA断裂成碎片，则荧光

染色后在显微镜下呈彗星样结构。彗星尾部越

长、越大，荧光强度越高，表明DNA的断裂损伤

越严重。随着技术的进步，酶修饰的彗星实验法

的开发增加了对不同类型DNA损伤的检测能力，

从而深化了我们对基因毒素作用机制的理解，并

提升了这些方法在临床诊断和环境监测中的应用

价值[21,22]。

DNA氧化损伤与肿瘤[23]、脓毒症[24]、癌症[25]

等发生发展密切相关。通过对肝细胞癌患者进行

的研究发现，与非癌性肝组织相比，肿瘤组织中

的ROS水平显著增加，从而促进了核因子红细胞2
相关因子的活化和8-OHdG的积累[26]。这一发现不

仅揭示了DNA氧化损伤在癌症发生中的重要作

用，也为开发新型抗氧化剂提供了理论基础，这

些抗氧化剂有潜力在减轻DNA氧化损伤和调控氧

化应激过程中发挥治疗作用。

2.3 线粒体氧化损伤检测法

线粒体在细胞的能量代谢、细胞死亡调控以及

多种疾病的发生发展中扮演着重要角色。其氧化

损伤的检测对于理解生物的氧化应激状态具有重

要意义。检测线粒体氧化损伤的主要方法包括线

粒体膜电位的测量、线粒体呼吸链酶活性的评估

以及线粒体DNA损伤的检测。

2.3.1 线粒体膜电位检测

线粒体膜电位是线粒体功能的重要指标，氧化

应激导致的线粒体膜电位降低通常预示着线粒体

功能障碍和细胞面临死亡。荧光探针如JC-1、四甲

基罗丹明乙酯和四甲基罗丹明甲酯等可在健康的

线粒体中积累产生特定的荧光信号，而在受损的

线粒体中则无法积累，其荧光强度的变化可反映

线粒体膜电位的改变。特别是JC-1可基于线粒体跨

膜电位的改变而展现出不同的荧光特性，在线粒

体膜电位高的健康细胞中；JC-1呈J-聚集体复合

物，发出红色/橙色荧光，在线粒体膜电位低的细

胞中JC-1呈单体，发出绿色荧光，为研究线粒体功

能提供了一个直观且灵敏的工具。

2.3.2 线粒体呼吸链酶活性

线粒体呼吸链酶的活性直接关系到细胞的能量

代谢和氧化应激状态。通过生物化学法测量线粒

体复合体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ等酶的活性，可以判断

线粒体功能是否受损。线粒体呼吸链酶活性的下

降会减少线粒体内能量的产生，从而影响细胞的

代谢和能量供应。该法操作简单、灵敏、准确。

在对党参水提物抗衰老的研究中，通过分光光度

法测定肝、肾线粒体呼吸链复合体Ⅰ、Ⅳ酶活
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性，证实高剂量党参水提物能有效提高小鼠肝、

肾线粒体呼吸链复合体Ⅰ、Ⅳ酶活性[27]，进而改

善线粒体功能并减缓衰老过程。

2.3.3 线粒体DNA损伤检测

线粒体DNA损伤的检测，为理解线粒体在细

胞损伤和疾病中的作用提供了重要视角。线粒体

DNA损伤的增加与多种疾病状态密切相关，包括

衰老、癌症和心血管疾病等。线粒体DNA损伤可

利用DNA测序技术、ASO探针杂交、DNA芯片技

术、单核苷酸多态性、实时荧光定量聚合酶链反

应技术、限制性片段长度多态性分析及高效液相

色谱技术等进行检测。

此外，线粒体膜磷脂发生脂质过氧化水平以及

线粒体通透性转换孔检测都能反映线粒体损伤程

度。线粒体氧化损伤的检测技术不仅对于揭示细

胞内氧化应激的机制具有重要意义，也为开发新

的抗氧化治疗提供了科学基础。随着研究的深

入，这些检测方法在揭示疾病机制、评估干预措

施效果以及开发新药中的应用将越来越广泛。

2.4 总抗氧化能力评估

总抗氧化能力(total antioxidant capacity，TAC)
指体内各种抗氧化物质和抗氧化酶构成的总抗氧

化水平可以保护机体不受氧化应激损伤的能力。

TAC常使用ORAC、FRAP、ABTS、DPPH等方法

进行测定，此外，化学发光法和电化学法也可用

于TAC的测量。TAC化学发光法主要基于化学分析

和化学发光原理，利用特定的荧光试剂和自由基

或氧化剂反应，通过测量发光强度来定量分析

TAC。该方法灵敏度好、特异性高、操作简便，但

成本较高。有研究用化学发光法构建抗氧化体系

来测定凤头仔姜和老姜醇溶黄酮的抗氧化能力，

发现凤头仔姜醇溶黄酮的抗氧化能力显著强于老

姜[28]，进一步强调了不同植物抗氧化物在食品和

医药领域的潜在价值。TAC电化学法是一种基于电

子转移反应原理的检测方法，将阳极中的自由基

或氧化剂加入待测样品中，通过测量样品中还原

剂或电势信号来定量分析TAC。尽管电化学法检测

成本高，但该法灵敏度和准确度高、精密度好，

在抗氧化剂的快速筛选和评估方面有很大的潜

力。用石墨烯修饰电极的电化学DNA传感器的开

发，展示了电化学法在探测微量抗氧化剂中的高

灵敏度和广泛应用前景[29]。

由于不同测定方法的原理不同，不同TAC测定

方法获得的结果很难具有可比性，为反映生物体

内抗氧化水平的整体情况，通常采用多个试剂同

时应用来综合考虑各种抗氧化物质的协同作用。

3 细胞模型抗氧化活性检测

ROS的测定一般是利用荧光探针2′,7′-二氯荧光

素二乙酸酯 (2′ ,7 ′ -dichlorodihydrofluorescein
diacetate，DCFH-DA或H2DCFDA)检测，DCFH-
DA本身没有荧光且可自由穿过细胞膜，待进入细

胞后被细胞酯酶水解成2′,7′-二氯二氢荧光素。

2′,7′-二氯二氢荧光素不可以穿过细胞膜与细胞中

的ROS结合生成有荧光的二氯荧光素，其荧光强度

与细胞内的ROS水平成正比。因此，可以通过检测

二氯荧光素的荧光对细胞抗氧化活性进行评价。

测定细胞中的脂质过氧化通常用硼-二吡咯亚甲基

荧光探针，这是一种亲脂性荧光探针，能标记细

胞中的中性脂质内容物。硼-二吡咯亚甲基荧光探

针定位在活细胞和固定细胞的脂滴上，对脂滴有

特异性染色[30]。

上述荧光技术较其他抗氧化检测方法的最大优

点是能与生物体内分析物感应和可视化，并且只

有与目标物结合时才会发出荧光，即可提高成像

的信噪比[31,32]。有研究利用H2DCFDA荧光探针的

可视化和量化研究人肝癌细胞中H2DCFDA的体外

特性，判断缺氧 /富氧的人肝癌细胞中的氧化应

激[33]。还有研究者设计并合成的两种新型硼-二吡

咯亚甲基荧光探针已成功应用于检测活细胞中的

内半胱氨酸和同型半胱氨酸荧光成像[34]。动物实

验结果虽可以真实反映体内的抗氧化程度，但费

用较高、实验周期也较长，可以通过细胞模型进

行抗氧化活性评价。

4 总结与展望

抗氧化活性测定方法多样，测定原理涵盖了样

品对自由基的清除能力、样品的还原能力、样品

抑制脂类物质氧化的能力等。由于氧化过程涉及

较多的诱导和调控机制，导致体内氧化应激还牵

涉到多种信号通路与代谢途径参与，使抗氧化的

研究方法和策略具有多样性(表1)。不同方法对结
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果的解释各异，导致单一方法可能无法全面反映

某一抗氧化剂的活性，而不同方法得到的分析结

果之间也缺乏可比性。因此，采用多种抗氧化检

测方法可以更全面地了解某种化合物或产品的抗

氧化能力，从而更准确地反映化合物和产品的抗

氧化水平。例如，可以用ORAC和FRAP法评估酿

酒原料和技术对抗氧化剂活性的影响 [ 3 5 ]；通过

DPPH、ABTS、FRAP、TBARS和磷钼酸法等多种

方法对两种突尼斯小枣种子提取物Arech t i和
Korkobbi的化学成分的抗氧化性能进行评估[36]；通

过ABTS、DPPH、FRAP法研究冬虫夏草和细脚棒

束孢水提取物的抗氧化潜力，发现它们具有较强

的抗氧化活性[37]。多种方法的综合评价能为研究

提供更加深入的洞见，为产品的开发提供更为全

面的依据。

当前，抗氧化研究领域也存在一些挑战。不同

抗氧化活性测定方法之间缺乏统一标准，导致结

果难以比较和复现。抗氧化剂的具体作用机制尚

不完全清楚，尤其是它们如何与生物体内的多种

信号通路和代谢途径相互作用。在未来，抗氧化

活性检测方法应朝更加精准和灵敏的检测技术开

发方向倾斜，以便更准确地评估抗氧化剂的活性

和作用机制。此外，抗氧化剂在生物体内的利用

度和稳定性也是亟待解决的问题之一。未来在加

强抗氧化剂在临床治疗和疾病预防中的研究时，

也可增加改善抗氧化剂递送效率和生物利用度的

研究。

随着技术的不断发展和研究人员对抗氧化活性

检测方法的深入探索，现有的测定方法必将不断

得到改良，还会有更多准确、简便的检测方法被

开发运用，帮助研究者更好地阐明药物抗氧化的

调控机制及其在治疗疾病中的作用。
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