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抗氧化剂的评价方法研究进展 

马  丽*, 孙  汇 

(呼伦贝尔市食品药品检验所, 呼伦贝尔  021000) 

摘  要: 评价抗氧化剂的常用分析方法有以下 3 个共有问题: 第一, 常以清除自由基的能力评价抗氧化剂, 但

其仅是组成人体抗氧化网络的小部分, 并且酶在此起了主要作用; 第二, 通过不同方法确定的抗氧化剂的能力

和潜能没有必然的联系; 第三, 大多数抗氧化剂的评价方法建立在溶液的反应中, 与其在水油界面如细胞膜、

脂蛋白中的反应没有必然联系。在溶液和生物系统以及脂质模型氧化反应中, 抗氧化剂的作用效果不同。在某

些特定条件下, 水溶性抗氧化剂和脂溶性抗氧化剂会促进甚至诱导过氧化反应。因此, 本文着重介绍生物标记

物的动力学研究, 使生物体内氧化应激的相关特性通过间接体内脂质过氧化反应的动力学表现出来。同时利用

分析抗氧化剂的方法来评价氧化应激特性, 使生物系统模型中抗氧化剂的效用量化, 并确定使氧化反应延滞

期延长一倍时间时抗氧化剂的使用量(C2lag), 此量值可以表达在相关系统中抗氧化剂的强度。同时对在生物医

学背景下, 抗氧化剂的抗氧化能力评价进行展望。 
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Research progress on evaluation methods of antioxidants 

MA Li*, SUN Hui 

(Food and Drug Control Institution of Hulun Buir, Hulun Buir 021000, China) 

ABSTRACT: The commonly used assays utilized for ranking antioxidants exist three common problems: firstly, 

it usually evaluates the effects of antioxidants that quench free radicals, which constitutes only a part of the 

body’s anti-oxidative network, in which enzymes play the central role. Secondly, both the capacity and potency 

of antioxidants, obtained by various methods, do not necessarily correlate with each other. Thirdly, most 

evaluation methods are established based on methods conducted in solution and not necessarily relevant to 

processes that occur at the lipid–water interfaces in both membranes and lipoproteins. The capacity and potency 

of antioxidants are context-dependent, have much more different effects on peroxidation between solutions, 

biology systems and lipid models. Under certain conditions, both water soluble antioxidants and lipid soluble 

antioxidants can promote or even induce peroxidation. Therefore kinetic studies of the bio-marker were 

introduced and the most relevant characteristic of oxidative stress in the biological context was the kinetics of 

ex vivo peroxidation of lipids. These protocols meant that antioxidants were assayed by methods commonly 

used to evaluate oxidative stress. It enabled quantization of the antioxidants’ efficacy in biological system 

models. The paper proposed studying how much antioxidant was required to double the lag observed prior to 

rapid peroxidation. The quantity (C2lag) could be used to express the strength of antioxidants in the relevant 

system. Evaluation capacity and potency of antioxidants about biomedicine were also prospected. 
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1  引  言 

抗氧化剂是一种分子、原子或相对稳定的原子团, 具

有减慢和阻止其他分子氧化的能力。抗氧化剂市场的持续

扩大反映人们想要治愈由“氧化应激”引发的疾病的强烈愿

望[1,2]。氧化应激(oxidative stress, OS)是指体内氧化与抗氧

化作用失衡, 倾向于氧化, 是自由基在体内产生的一种负

面作用, 并被认为是导致衰老和疾病的一个重要因素[3]。

Harman 等 [4,5]早在 1956 年提出了“自由基衰老假说”, 

Steinberg 等[6]在 1989 年提出了“动脉硬化的氧化应激假

说”。Hallowell 等[1]相继提出了多种疾病的相关假说, 包

括糖尿病、神经变性疾病、恶性疾病和病毒感染等。这些

假说提出了合理期望, 抗氧化剂可以延长食品和药品的

货架期, 并通过供给中和去除病人的有害自由基减少死

亡率和发病率[7]。这也解释了为什么抗氧化剂产品和相关

出版物如雨后春笋般快速发展[8-11]。理论上讲, 需要在简

单的生物膜模型、血清或者低密度脂蛋白的样本条件下建

立一种合理的分析人类氧化应激反应的分析方法, 以通

过间接体内实验确定抗氧化剂对多元不饱和脂肪酸过氧

化反应的影响。 

目前, 常用的分析抗氧化剂抗氧化能力的方法多在

水溶液背景下完成, 应用到生物系统中有很多局限性, 方

法之间联系性和一致性较差。Pinchuk等[12]在 2012年建立

了一种新方法, 利用研究氧化应激(OS)和反应动力学评价

抗氧化剂, 此想法早在 10 年前已经被 Prior 等提出, 但由

于实验遇到困难而放弃。 

一个评估抗氧化能力的标准方法应该满足以下“理想

要求”[13]: (1)有实际应用价值; (2)能够清除机体产生的自由

基; (3)简便易行; (4)有明确化学反应终点; (5)满足实验条

件的仪器设备; (6)实验批内、批间的重复性要好; (7)同时适

用于亲水和亲脂抗氧化剂的测定; (8)适用于日常质量管理

的高通量分析。 

2  分析抗氧化剂的常用方法 

有许多经过优化的测定抗氧化剂的方法, 其中大部

分是同一基础方法的改进, 然而只有几个方法被“第一届

抗氧化剂方法国际会议”定为标准方法[14]。最常用的方法

并不一定都是最好、最简便、最准确的, 然而其应用的最

为广泛, 有成型的商业检测工具, 重复性、重现性较其他方

法要好. 

2.1  氧自由基清除能力[15](ORAC) 

在研究抗氧化剂总自由基清除能力的众多方法中 , 

氧自由基清除能力(ORAC)方法是应用最广泛的, 包括工

业和科研机构。与其他测定抗氧化剂的总自由基清除能力

方法相似之处在于, 通过自由基氧化破坏荧光物质探针形

成非荧光物质, 以荧光强度变化反映自由基破坏程度, 在

抗氧化剂存在条件下, 可以抑制自由基引起的荧光变化, 

抑制程度反映了它对自由基的抗氧化能力。 

ORAC 测定法最早由 Wagner 等[16]提出并改进, 通过

测定延滞期的时间和最大抑制百分率评价抗氧化的能力, 

以曲线下的面积定量。此方法可以用来测定人体血液、血

浆、血清和各组织的被氧化情况。此方法是一种重要的研

究工具, 可灵活应用, 无论是人工的还是自动化的, 并且

速度快(大约 1 h)。此方法的缺点是不适用于脂溶性抗氧化

剂, 其中很多是有很大潜力的抗氧化物质。 

2.2  亚铁还原能力测定(FRAP) 

亚铁还原能力测定(FRAP)法是以单电子转移反应机

制为基础评价抗氧化能力的一个例子。此方法最初是由

Benzie 和 Strain[17]提出的用于测定血浆的还原能力。在酸

性条件下 , 以抗氧化剂还原 Fe3+TPTZ 形成蓝色的

Fe2+TPTZ为基础, 测定抗氧化剂能力。并且此方法建立在

“水溶性抗氧化剂仅以还原铁离子反映还原氧自由基能力

的假设”基础上。但是, FRAP法不能测定 H原子转移的自

由基清除部分, 特别是巯基化合物和蛋白质, 这也导致了

血清抗氧化能力的过低评价。 

FRAP 法假设在 4~6 min 内完成反应过程, 但是事实

并非如此, 结果与时间变化有很大关系, 酚类物质 4 min

就可以完成反应, 多酚类物质反应慢, 大约 30 min。因此

不同抗氧化剂活性比较, 反应终点是很重要的因素。同时, 

在不同极性溶液条件下反应时间也不同, 因此选择单一终

点也是不合理的[18]。 

2.3  Trolox 当量抗氧化能力测定(TEAC) 

Trolox 当量抗氧化能力测定(TEAC)法最早由 Miller

和 Rice-Evans[19]提出, 过氧化氢等氧化剂将 2,2'氨基-二(3-

乙基-苯并噻唑啉磺酸-6)铵盐(ABTS)试剂氧化生成有颜色

的 ABTS+阳离子, 添加抗氧化剂可以延长 ABTS 的寿命, 

降低颜色反应的速率, 以此分析抗氧化能力。并且结果以

Trolox抗氧化剂作为当量表示。 

TEAC 法中最应该注意的是, 应严格控制试剂的加入

顺序, 因为抗氧化剂可以与用于氧化 ABTS 试剂的氧化剂

直接反应, 从而导致抗氧化能力的过高评价[20,21]。应该将

待评价抗氧化剂在 ABTS+阳离子彻底产生后添加, 尽量排

除干扰因素。此方法操作简单, 被许多实验室利用研究抗

氧化能力, 并已有大量的关于 TEAC法的文献[22-27]。 

2.4  多种方法评价抗氧化剂 

必须确定氧化应激和抗氧化能力测定的反应条件 , 

同时根据具体的研究对象和不同的研究目的选择不同的分

析方法, 利用某一选定的分析方法来评价不同抗氧化剂的

特性。尽管如此, 不同的分析方法得到的结果相差较大, 采

用统一标准评价抗氧化剂并不可靠。本文上述方法仅仅是
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一小部分, 为了克服方法过于繁多的问题, 一些前沿专家

在 2004年组织并举办了“第一届抗氧化方法会议”, 但是并

没有达到共识, 尚未形成一种合理的统一标准。 

2012 年, Leufkens 等[28]对“血清中多种氧化应激指示

剂的水平和大肠癌的关系”进行了研究。在较短的观察期内, 

结果表明还原性铁离子的抗氧化能力与患大肠癌的风险没

有联系 , 然而氧自由基水平与患大肠癌的风险有一定关

系。因此, 仅通过一种测定方法来判断抗氧化能力与疾病

的关系是不合理的。 

3  测定和比较抗氧化剂的新方法 

3.1  动力学数据 

为了进一步探索抗氧化剂的特性, 对大量的抗氧化

剂的抗氧化活性进行了比较, 首先需要明确各实验因素的

意义。如图 1 所示, 等浓度的抗氧化剂添加至相同条件的

溶液中, 氧化产物浓度随时间变化的曲线是明显不同的。

反应前 30 min, 抗氧化剂A比B抑制氧化反应的作用更强; 

但在 60 min后, 抗氧化剂B仍然展现出较强的抗氧化作用, 

抗氧化剂 A这一组的氧化产物明显增加, 抗氧化作用明显

减弱。延滞期过后进入快速期, 氧化过程速度快, 观察 3

组曲线, 在 120 min 后氧化产物浓度基本一致, 无法判断

添加物质是否具有抗氧化特性。所以仅通过选择某一时间

点作为反应终点是具有误导性的, 以此说明抗氧化剂的活

性是不合理的, 为了更准确合理地评价抗氧剂的活性需要

氧化过程的相关动力学数据。 

 

 
 

图 1  氧化产物浓度与时间的关系[29] 

Fig. 1  The concentration of oxidation products depend on the time 
during peroxidation[29] 

 

3.2  脂质过氧化特性的动力学描述 

Denison 等[30]早在 2000 年对抗氧化剂在特定条下的

作用效果进行了动力学描述。经实验研究, 抗氧化剂对氧

化过程的动力学影响体现在: (1)脂质过氧化反映的最初反

应速率降低; (2)延长延滞期的时间。 

当存在一种抗氧剂 AH, 一种能够以恒定速度产生的

自由基 X·, 并且 X·可以与 AH和脂质物质 LH反应, 分散

或者溶解在脂质介质中。 

 AH+X·→A·+HX (1) 
 LH+X·+[O2]→LO2·+HX (2) 

反应(2)的LO2·自由基, 反之又可以与抗氧化剂AH反

应。 

 AH+LO2·→A·+LO2H (3) 
通过(1)和(3)反应得到的 A·可以很迅速的被 X·和

LO2·清除掉, 如反应(4)和(5)。 

 A·+X·→AX (4) 
 A·+LO2·→A-LO2 (5) 

所以, 每一分子的抗氧化剂可以清除 2个自由基X·和

/或 LO2·, 如反应(6)和(7)。 

 AH+2X·→HX+AX (6) 
 A·+2LO2·→LO2H+A-LO2 (7) 

这又表明, 一分子抗氧化剂可以清除 2 个自由基, 否

则当 X·相对比较少, AH抗氧化剂含量较高时, A·可以通过

反应(4)和(5)或者与另一分子 A·反应, 如反应(8)。 

 A·+A·→A-A (8) 
这表示每分子 AH 尽可以清除 1 个自由基, X·和/或

LO2·, 如反应(9)和(10)。 

 2AH+2X·→A-A+2HX (9) 
 2AH+2LO2·→A-A+2LO2H (10) 

当存在一种有潜质的抗氧化剂, 研究系统中仅存在(6)

和(7)的反应而不是清除 2个自由基的反应。当抗氧化剂已

接近被完全消耗掉, 并且对氧化反应的抑制作用几乎消失

时, 这个时间点通常表示为延滞时间(tlag), 表达式为: tlag= 

fn[AH]/Ri 
这个等式中, [AH]是抗氧化剂的浓度, Ri 是产生自由

基的表观零级速度(初始阶段), n表示一分子抗氧化剂能消
除的最多自由基个数, f表示实际消除自由基的化学计量。
值得注意的是, n 是由抗氧化剂的化学结构决定的(如大多

数多酚类物质 n=2), f是 0~1之间的数值, 表明反应(4), (5)

和(8)之间的竞争关系, 同时表明了与理想化学计量的偏差

程度。 

此方法中, 反应的延滞期时间与抗氧化剂的浓度成

正比, 与自由基产物成反比。将影响因素分成两组, 一组为

固有因素, 包括 n (n=2,4甚至更多); 另一组是非固有因素

f(f=0~1), 是反映抗氧化剂消除自由基的平均值, 反映了抗

氧化剂的效果。延滞期的反应速度独立于其他阶段的反应

速率常数。 

观察得到, 在同浓度同种自由基的条件下, 不同抗氧

化剂反应的延滞期比后期反应速率常数变化要小得多, 氢

过氧化物的积累量只与 f和 n 2个因素有关。然而, 不同抗

氧化剂的能力差别不仅仅取决于氧化产物的积累。根据实

验所得, 延滞期的氧化速度受抗氧化剂的浓度和化学特性

影响较大。稳定期的氧化反应按照(11)进行:  

 LH+LO2·+[O2]→LO2H+LO2· (11) 
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抑制氧化反应的速度为 : d[LH]/dt=k10[LH]Ri/ 

(k1fn[AH])  
其中, [LH]和[AH]是可被氧化物和抗氧化剂的浓度; k1是反

应(1)的抑制速率常数; k10 是反应(11)的反应速率常数, 抗

氧化剂的潜力如何取决于 k1, 不同抗氧化剂的 k1值甚至相

差几个数量级。 

综上, 当抗氧化剂通过竞争机制抑制氧化反应, 2种

不同抗氧化剂最初的抑制速率之比反映了哪种更具有“潜

能”。在自由基以一定速率产生时, 任意浓度的抗氧化剂

对氧化反应的延滞期影响反映了其“能力”。如图 1中, 可

以看出, 抗氧化剂 A 的潜力比 B 强, 抗氧化剂 B 的能力

比 A强。 

4  氧化应激反应和抗氧化剂能力 

“氧化应激”(OS), 在 1986 年被 Sies[31]定义为“体内氧

化和还原反应之间的不平衡”。近几年, 有科学家从动力学

角度对其全新定义为: “形成氧化破坏的速度”。由此说明

OS是一个连续变量, 氧化破坏产生的速度依赖于氧化、还

原平衡之间的复杂作用, 即自身的抗氧化能力已不足以阻

止 OS发生。 

为了能够掌握氧化破坏的进程, 至少需要一个标识

物。假设一种给定的“氧化应激”类型[3], 以选用一种灵敏的

氧化破坏的探针为基础。根据经验, 灵敏的生物标记物多

为脂类物质, 因此脂质过氧化反应更适于反映氧化和抗氧

化之间的平衡。 

利用 OS 评价抗氧化剂的活性应需了解评估 OS 的常

用方法以及其普遍存在的问题。有研究结果[13]揭示了氧自

由基的生理重要性和抗氧化剂过度使用的危险性, 因此对

OS 和抗氧化活性的定量是十分必要的。 

5  氧化应激和抗氧化剂能力的相关问题 

5.1  缺乏氧化应激反应的统一标准 

利用 OS 的动力学方法来评价抗氧化剂, 因缺少统一

的标准而受限制, 因此应该考虑到测定氧化应激的主要问

题。将 3 种常用的测定人类血清总抗氧化能力的方法

(ORAC, TEAC, FRAP)进行比较, 结果表明ORAC与 FRAP

之间存在着微弱的但有意义的线性关系,  ORAC与 TEAC

并无线性关系[32]。并且, 不同方法的范围和限制因素均有

不同, 同一 ORAC法的不同提取工艺导致不同极性抗氧化

剂间有较大差异。Dotan等[4]提出, 不同方法测定的 OS之

间也无关联, 有理由相信有不同类型的 OS 存在。在没有

具体测定方法时, 利用 OS 是具有误导性的。一些研究表

明, 利用同一方法评价 OS, 但监测的生物标记物不同, 结

果差异也是相当大的。对这种不一致性的解释在于不同测

定方法的复杂性, 特别是方法中用到不同的外部探针等。 

5.2  实验细节 

不一致性的又一重要来源是利用测定生物标记物的

方法可靠性。近几年, 商业化的方法利用率明显增加, 大多

方法对实验细节敏感度高, 不同实验室测定的结果差异大, 

而当利用试剂盒测定比人工测定时更为严重。有超过 200

种的试剂盒商业化, ELISA提供 OS指示剂作为产物, 包括

脂质过氧化产物, DNA片段, 抗氧化物酶等。实际上, 这些

试剂盒测定不同的标记物进行 OS 分析, 结果之间缺少关

联性, 而且必须要强调“测定数值要求在线性范围内”。 

5.3  测定的时间相关性 

作为生物标记物的氧化产物浓度具有时间相关性。分

两组进行OS的研究: (1)研究不同人群的稳定氧化状态, 如

“健康和不同患病人群的比较”, “不同种族、性别、生长环

境的人群之间的比较”。(2)由于急性事件, 如“接触环境因

素, 物理活性, 饮食突然改变”等导致的 OS改变。 

需要间接体内实验以监测氧化产物浓度的提高和/或

可氧化物质浓度的降低, 并且这些生物标记物的浓度依赖

于生物体内液体的代谢时间。例如, 红细胞中不同酶浓度

对生理活性的影响测定需要几分钟, 而在DNA中, 需要几

天甚至几周[33]。 

5.4  在溶液和界面中的反应不同 

大多数重要的生物医学氧化过程发生在脂质蛋白和

细胞膜的水/油界面, 这与仅在溶液中反应相比受更多因

素的影响。其中包括: 两相中诱导氧化物和抗氧化剂的分

配, 外层PUFA的浓度和物理特性, 脂质径向扩散, 金属离

子转移导致的氧化反应等。 

总之, 分析 OS和 AOC遇到很多问题, 标准多样, 生

物标记物多样, 实验细节多样。OS分析方法中最大的误导

在于仅测定某一波长、某一时间点来研究生物标记物, 而

不是一个完整的动力学描述。问题在于: (1)生物标记物的

浓度是否处于稳定状态; (2)测定的浓度值是否与吸光度呈

线性关系; (3)脂质聚合体在水系中是否分布均匀; (4)生物

标记物的光谱测定是否可信[34]。 

Pinchuk 等[35]在 2011 年建议“以抗氧化剂能够抑制基

质过氧化的浓度为基础, 定义抗氧化剂标准。”同时, “有益

的抗氧化剂帮助人类打败有害的ROS”这一说法遭到质疑。

特别是, ROS 在人体中起了重要的生理学作用, 过低浓度

的 ROS对人体也是有害的[36,37]。 

6  抗氧化剂的间接体内实验 

2012 年 Pinchuk 等[13]提出“利用 OS 方法分析抗氧化

剂的活性”。换言之, 在给定系统中研究抗氧化剂对过氧化

反应的抑制作用。特别是, 当在脂质聚集体(低密度脂蛋

白、高密度脂蛋白、血清、细胞膜)中加入抗氧化剂可以减

慢速度, 阻止过氧化反应。 
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6.1  对血清脂蛋白中 PUFA 过氧化反应的抑制作用 

由铜离子诱导未分离的血浆或血清进行间接体内试

验, 用光谱仪记录过氧化物产物, 研究其脂质过氧化反应

的动力学[38]。有机自由基诱导血清过氧化反应的方法, 与

上述方法相似[39], 过氧化反应的抑制作用则通过延长反应

的延滞期来表达。建议用已给定的抗氧化剂能够使延滞期

延长至未加抗氧化剂的二倍时的浓度来表示抗氧化活性, 

结果可以与在相同下的一个标准探针比较, 如 Trolox。 

关于亲脂和亲水抗氧化剂总抗氧化能力的方法优化, 

与体内氧化反应相似, 受多种复杂因素的影响。要注意以

下几个方面: (1)抗氧化剂的分配系数; (2)脂质分子间和分

子内的自由基移动; (3)金属的螯合性。并且, 血清是多功能

团环境, 包括白蛋白和一些天然的抗氧化剂, 可能通过不

同的方式影响待研究的抗氧化剂能力。 

6.2  膜模型中抗氧化剂的评价 

脂质体作为一种最为简单方便的膜模型, 适合用于

评估抗氧化机制和天然或合成抗氧化剂的活性[40]。以脂质

体为基质分析抗氧化剂活性受制备方法、分散度、结构、

纯度等因素影响较大。特别是, 与脂蛋白、血清蛋白的过

氧化反应不同, 脂质体的过氧化反应在没有抗氧化剂时并

没有明显的延滞期。据此需要选择合适的抗氧化剂浓度, 

使达到最大氧化速度的时间延长一倍 t2max
 [41]。 

7  结  论 

抗氧化剂最显著的作用是延长过氧化反应的延滞期, 

因此延滞期的长短反映了抗氧化剂的能力。另一个可以表

示抗氧化剂特性的参数是形成氧化产物的最初速率, 反映

了抗氧化剂的潜能。测定一种抗氧化剂的能力和潜能需要

动力学数据。某一个时间点的氧化产物浓度并不足以说明

该抗氧化剂的特性。 

“氧化应激”和“抗氧化能力”都具有条件依赖性。特别

是, 抗氧化剂对抑制在水溶液中和在水油界面的探针过氧

化反应的效果是不一致的。所以, 在生物医学背景下, 抗氧

化剂的抗氧化能力可以通过研究氧化应激过程来评价。 
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