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摘*要!自由基与多种人类疾病的发生都有着密切的关系$ 在清除自由基的过程中!抗氧化剂发挥着重要作用$

因此!了解抗氧化剂的作用及其能力就显得至关重要$ 氧自由基吸收能力 ">\WJ/0 "LRMKL=LU:>"UL0K/KLXLKM;W!

@'&4#分析法是目前被普遍接受的一个检测抗氧化能力的标准评价方法$ 该法具有接近机体生理条件&操作简

单&认可度和灵敏度高&准确性和重现性好&高通量&不易受人为因素干扰等优点!被广泛用于食品&保健品&药品及

医学领域$ 本文主要对 @'&4分析法的发展状况及应用进行综述$
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**自由基与多种人类疾病的发生发展都有着密

切关系* 在清除自由基的过程中"抗氧化剂发挥着

重要作用* 因此"了解抗氧化剂的作用及能力就显

得至关重要
() a$)

* 在评价抗氧化剂能力的诸多方法

中"氧自由基吸收能力 #>\WJ/0 "LRMKL=LU:>"UL0K/

KLXLKM;W" @'&4$分析法"被认定为检测抗氧化剂抗

氧化能力的标准方法"是目前普遍被接受的一个标

准评价手段* 本文主要针对 @'&4分析法的研究

进展进行综述*

)*@'&4分析法的基本原理和测定方法

@'&4是氧自由基吸收能力 # >\WJ/0 "LRMKL=

LU:>"UL0K/KLXLKM;W$的缩写"也被称为抗氧化能力指

数"是目前普遍被接受的一个抗氧化能力评价手

段* @'&4分析法中的自由基主要来源于偶氮化合

物 $" $p2偶氮2双2# $2脒基丙烷 $ 氯化二氢 ( $" $p2

L̀>UM:#$2LVMRM0>X">XL0/$ RMIWR">KI=>"MR/" &&8?)热

分解 产生 的过 氧化 氢自由基" 也可 以 是 芬 顿

#T/0;>0$反应过程中产生的羟自由基"以荧光素钠

#:>RMHV#=>H"/:K/M0" TA$为荧光探针"观察自由基与

荧光探针作用后"探针荧光强度的衰退过程"以水

溶 性 维 生 素 ( 类 似 物 # ,2IWR">2$" 1" ^" G2

;/;"LV/;IW=KI">VL02$2KL"U>\W=MKLKMR" 7">=>\$作为抗

氧化标准物质
(3 a1)

"检测体系中各种抗氧化剂延缓

探针荧光强度衰退的能力"以此评价抗氧化剂的抗

氧化能力* @'&4试验条件下探针荧光强度的衰退

不依赖于探针的浓度"而取决于 &&8?的浓度
(,)

*

大多数样品不影响 &&8?的热分解率"而 &&8?本

身也不直接与样品反应* @'&4分析法可以动态地

对抗氧化剂抑制自由基链反应的过程进行监测"并

测定其抑制自由基氧化荧光探针的抗氧化活性*

此法的独特之处在于化学反应彻底"并采用抗

氧化剂作用下的荧光衰退曲线下面积与无抗氧化

剂作用时自由基的荧光衰退曲线下面积之差"即荧
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光衰退曲线的延迟部分面积#&Y4$"作为抗氧化剂

的保护面积"以此保护面积与抗氧化标准物质

#7">=>\$的保护面积的比值作为抗氧化剂的 @'&4

值* 此外"实验需要设定两种对照"即不添加自由

基的荧光探针荧光自然衰减对照 #2&&8?$和没有

抗氧化剂存在时的自由基对照# 6&&8?$* 整个反

应体系应恒定保持3^ e"采用动力学方式监测反应

体系荧光强度的变化"直至荧光强度衰减至基线为

止* @'&4值以 7">=>\为当量进行表达"其计算公

式 为% @'&4 值 f (# &Y4CLVX=/2&Y4

6&&8?

$ %

# &Y47">=>\2&Y4

6&&8?

$) g # V>=L"M;W >#7">=>\%

V>=L"M;W>#:LVX=/$

$*@'&4分析法的影响因素

$F)*温度的影响

@'&4反应对温度敏感"需恒定保持在3^ e"

需要严格控制温度* 整个反应的启动是由 &&8?

的热分解引起"温度对 @'&4结果具有很大的影

响* 为了减少温度的影响"需在加入 &&8?之前将

微板在3^ e下进行预热"且加入 &&8?的时间最好

少于) VM0"这样可以降低温度的影响*

$F$*X?值的影响

荧光探针 TA是 X?敏感型探针%在 X?t̂ F+ 的

环境下具有 高 荧 光 量 子 产 量 和 长 波 长 # 5-$%

1)1 0V"激发%发射$&X?Ê F+ 时"它的荧光强度会

迅速下降* 因此"反应体系中要加入磷酸盐缓冲

液"以保证 X?值的稳定*

$F3*化学物质及表面活性剂的影响

在 @'&4样品处理的过程中"不宜使用含有聚

乙二醇辛基苯基醚#7"M;>0 O2)++$,乙基苯基聚乙二

醇 #!>0MR/;85+" !825+ $ 以及十二烷基硫酸钠

#:>RMHVR>R/KW=:H=#L;/" CDC$等表面活性剂的溶液

进行处理* 表面活性剂会与抗氧化剂相互竞争"影

响荧光探针荧光强度的衰减"使得最后的测定结果

不准确* TA的荧光强度可被某些化学物质淬灭"如

氨基酸
(^)

和过渡金属离子
(G)

* 金属离子#如 (D7&$

影响抗氧化剂的稳定性"造成抗氧化值偏低
(-)

*

3*@'&4分析法的发展

3F)*仪器的发展

@'&4分析法最早由 4L>等人
(5)

提出"随后进

入使用 4@<&C T&'&

*

分析仪的半自动化 @'&4

分析法
(1)

* 但由于较低的样品输出效率使得早期

的 @'&4分析法局限性较大"其中也包括荧光探针

与脂类抗氧化剂的不相容性等问题* 随后"形成了

使用多通道液体处理系统和微板分析仪的全自动

@'&4高通量仪器平台
()+)

"此平台大大提高了分析

效率"检测方法极其灵敏"彻底地减少了样品准备

过程中诸多步骤的人为误差"并缩短了分析时间"

提高了研究效率*

3F$*探针的发展

@'&4方法中涉及到多种探针
(5)

"包括
!

2藻红

蛋白 #

!

28($

(5)

, 荧 光 素 钠 # TA$

()))

, 荧 光 黄

# XW"L0M0/$, <@Db8Q

()$)

, 邻 苯 三 酚 红 # 8.'"

XW">JL==>="/R$

()3)

以及 !"!2二苯基2X2苯二胺* 目

前"TA是 @'&4分析法中最常用的探针*

3F$F)*

!

2藻红蛋白#

!

28($

!

2藻红蛋白#

!

28($是 @'&4分析法最早使用

的荧光探针"它具有不同的激发和发射波长,高荧

光产量以及对氧自由基灵敏度高和水溶性好等优

点* 然而
!

28(作为探针有一定局限性%

%!

28(是

一组大分子蛋白"各种 8(具有不同的荧光强度"对

自由基的反应性也不同*

&!

28(不耐光"当暴露在

激发光下会发生光学漂白* 在没有自由基存在的

情况下"由于光学漂白作用"

!

28(会损失 3+d s

1+d的荧光强度* 在没有 &&8?的情况下"

!

28(在

短时间内就会发生显著的荧光强度下降*

'!

28(

可与多酚#天然产物中一类主要的抗氧化剂$发生

反应"这会造成错误性的低 @'&4值"其原因是蛋

白质的非特异性结合造成的*

(!

28(价格昂贵"严

重影响到方法验证的标准和成本效益*

)

分离得

到的 8(的纯度有限制"很难保证不同结果之间的

可比性* 由此可见
!

28(并不是一个理想的探针*

3F$F$*荧光素钠#:>RMHV#=>H"/:K/M0" TA$

TA是目前 @'&4分析法中最常用的荧光探针"

它结构简单"易被多种自由基氧化成非荧光性的产

物"TA的这种性质非常适用于 @'&4分析法* TA

与抗氧化剂样品以及其他化合物不发生相互作用"

不会干扰样品的测定结果"表现出极其出色的耐光

性"不发生光学漂白* TA不仅在耐光性和重现性方

面都优于
!

28(

(,)

"而且对抗氧化剂的分析具有特异

性强,灵敏度高和准确的特点"使得 @'&4分析法

得到了快速发展和广泛应用"它是一个非常理想的

@'&4探针*

3F$F3*其他探针

除了 TA和
!

28(以外"荧光黄 # XW"L0M0/$,

<@Db8Q,邻苯三酚红 # XW">JL==>="/R"8.'$以及 !"

!2二苯基2X2苯二胺也可以作为 @'&4探针* 其中"

荧光素,荧光黄和邻苯三酚红均属于亲水性探针"

而 <@Db8Q和 !"!2二苯基2X2苯二胺属于亲脂性

探针*
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5*@'&4分析法的优缺点

5F)*@'&4分析法的优点

@'&4分析法的优点在于可以测定具有显著滞

后期以及无滞后期抗氧化剂的抗氧化活性* 进一

步说明"@'&4对滞后时间和滞后率二者都进行测

定"也可用于多成分样品的检测* @'&4分析法是

一个很好的测定纯抗氧化剂和含有多抗氧化剂样

品氧自由基清除总量和效率的方法* 它的另一个

潜在优势是采用过氧化氢自由基作为反应底物"具

有与那些生理氧化剂相类似的氧化还原电势和反

应机制 #如氢原子%电子转移$"而且采用生理 X?

值"使得抗氧化剂可以在一个类似于机体总体电荷

和质子化状态的环境中反应* @'&4法对抗氧化性

能的评价具有较高的特异性* 与其他方法相比"

@'&4方法可以提供稳定可控,并与生命现象具有

高度一致性的自由基*

5F$*@'&4分析法的缺点

@'&4法简单方便"但还存在内在的缺点%

@'&4数值无法区分抗氧化剂清除自由基的数量和

效率* 近些年"随着计算机技术和脉冲辐射分解技

术的发展"@'&4法已经具备了通过停滞阶段曲线

形状"不仅可以从0量1上报告目前使用的抗氧化剂

的曲线下面积"而且还可以根据氧化还原电势对抗

氧化剂进行0质1的说明*

@'&4数值与探针的选择关系密切* 以荧光素

和
!

2藻红蛋白作为探针"7">=>\,尿酸和抗坏血酸在

低浓度下会得出相同的 @'&4值&而使用 8.'作为

探针则会产生完全不同的 @'&4值* 一般情况下"

@'&4法中如果使用反应性低的探针往往会高估具

有低反应性的抗氧化剂的能力* 这个问题也会出

现在测定血浆以及其他生物样品的总抗氧化能力

的过程中* 值得注意的是仅使用一个探针很难分

别测定自由基清除的速率和数量
()3 a)1)

* 而且"此法

没有考虑到抗氧化剂的种类以及抗氧化物与过渡

金属离子之间的平衡*

1*@'&4分析法的改进及扩展

1F)*@'&4分析法的改进

1F)F)*@'&42(C'

o>I"M等人
(), a)^)

提出了 @'&42(C'#电子自旋

共振 $ 分析法* 此法采用自旋捕集技术来检测

&&8?引发的自由基* 原理主要基于 &&8?所引发

自由基的自旋捕集反应与由某种化合物造成的自

由基消除之间的竞争性反应* 自旋捕集反应取决

于自旋捕集剂# C7$的种类以及 C7和目标自由基的

浓度"而目标自由基的浓度则取决于自由基引发剂

的浓度和辐照时间"二者是重要的影响因素*

@'&42(C'分析法可以对竞争性清除烷氧基自由基

的抗氧化剂的抗氧化能力进行评价* 此法具有以

下特点
()G)

%

%

&&8?引发的自由基种类主要是烷氧

基自由基#'@/$"'代表 ?

$

!#?!$424#4?

3

$

$

基

团*

&

在自由基分析反应基础上比较理想的试验

条件是 )VV>=&&8?,)+VV>=C7和 1:的 Yi2辐照

时间*

'

重现性好*

(

在化学计量试验条件下进

行*

)

获得的 @'&4数值准确*

1F)F$*@'&428.'

AwX/̀2&=L"Kw0 和 AM::M

()-)

提 出 了 @'&428.'

#XW">JL==>="/R" 邻苯三酚红$分析法"此法采用邻苯

三酚红作为探针分子"所得的 @'&4值受到所检测

化合物反应性的影响"且 8.'不存在诱导时间"广

泛用于各种茶类,饮料#如葡萄酒$,血浆和尿液抗

氧化能力的检测* @'&428.'分析法对多酚类抗

氧化剂的检测相关性优于 @'&42TA

($+)

*

1F)F3*环糊精的使用

@'&42TA和 @'&42(C'都是以水为介质的方

法"而大部分抗氧化剂都被划分为亲脂性化合物"

如黄酮类* 抗氧化剂的低溶解性和分散性大大限

制了 @'&4方法的应用
($) a$$)

* ?HL0J等人
($3)

使用

!

2环糊精来增加亲脂性抗氧化剂的溶解度"如羟丙

基2

!

2环糊精
($5)

和 $",2RM2@2甲基化
!

2环糊精
($1)

等*

但是"T>=KI24L0>等人
($,)

研究表明环糊精2包容物对

某些儿茶酸的 @'&4分析结果有影响*

1F$*@'&4分析法的扩展

通过使用不同的荧光探针,自由基引发剂以

及抗氧化标准物质"@'&4分析法可以对不同的

自由基进行检测"使得 @'&4分析法得到了很大

程度上的扩展*

%

羟基自由基的清除%羟自由基

可以通过 4>#

*

$介导的 T/0;>0 样反应产生"试

验条件下羟自由基的形成可以间接地通过羟基

化对羟基苯甲酸来确定* @H 等人
( $^ )

使用 TA作

为探针"五倍子酸 #.L==MKLKMR$作为抗氧化标准

物质"测定抗氧化剂对羟自由基的清除能力*

&

氧亚硝基阴离子的清除% CKILH::等人
( $G )

使用二

氢罗 丹 明 )$3 # D?')$3 $ 作 为 荧 光 探 针" 32

B>"XI>=M0>:WR0>0MVM0/# Cb!2) $ 作为自由基引发

剂"7">=>\作为抗氧化标准物质"测定抗氧化剂对

氧亚硝基阴离子的清除能力*

'

超氧阴离子的

清除%4IH0J等人
( $- )

使用 ?WR">/;IMRM0/#?($为

荧光探针"黄嘌呤氧化酶为超氧阴离子引发剂"

超氧化物歧化酶为抗氧化标准物质"测定抗氧化

剂对超氧阴离子的清除能力*
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,*@'&4分析法的应用

@'&4分析法广泛用于检测多种物质的抗氧化

能力"如化合物,食品,生物液体,精油,营养补充

品,香料,水果,蔬菜,果汁以及化妆品
(3","3+ a33)

*

(;:H>等
(35)

使用荧光黄#XW"L0M0/$作为荧光探针"对

<@2,13 和尿酸的抗氧化活性进行检测"又将二者对

人类血浆的脂质过氧化抑制能力进行对比* 结果

表明"@'&4分析法适用于评价自由基清除能力"但

不适合于评价抑制脂质过氧化的抗氧化能力*

9L0J和 AM0 等人
(31)

使用 @'&4法发现红草莓,黑

色覆 盆 子 和 蓝 莓 都 具 有 很 高 的 抗 氧 化 水 平*

DLZL=>:等人
(31)

采用 @'&4法同时对葡萄酒和膳食

中抗氧化剂进行检测"发现葡萄酒的抗氧化能力取

决于葡萄的种类和酿造程序* 而膳食中抗氧化剂

的抗氧化能力低于纯黄酮化合物* @'&4法也可用

于蔬菜和草药的筛选* @'&4法还可以用来检测人

乳的抗氧化能力
(3, a3^)

* @'&4法在检测人血浆,蛋

白质,D!&,纯抗氧化物质和植物%食品提取物中抗

氧化剂的自由基清除能力方面应用非常广泛
(3G)

*

b:IMV>;>

(3-)

等人使用 @'&4法对鞣花单宁,绿原酸

和没食子酸代谢物的抗氧化能力进行了评价"结果

表明"这些代谢物作为生物抗氧化剂均发挥着重要

的作用*

随着 @'&4抗氧化能力评价方法的不断完善"

人工造模,氧化应激生物标志物的筛选和测定等都

得到了很好的发展* @'&4是目前被普遍接受的一

个标准的抗氧化能力评价方法"具有接近机体生理

反应,认可度和灵敏度高,准确性和重现性好等优

点"广泛应用于抗氧化剂和氧化应激及化妆品,天

然食品和医学领域"以及农产品的生产,抗氧化物

的质量控制,抗氧化物的临床研究及抗衰老的临床

评估* @'&4分析法的发展对抗氧化能力的测定,

氧化应激以及多种疾病发病机制的研究都具有重

大意义"更有助于人类生活水平和健康水平的提高*
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公告栏

关于批准焦磷酸一氢三钠等 1 种食品添加剂新品种的公告

$+)$ 年*第 )1 号

**根据(中华人民共和国食品安全法)和(食品添加剂新品种管理办法)的规定!经审核!现批准焦磷酸一

氢三钠等 1 种食品添加剂新品种!批准乳酸钙等 )3 种食品 添加剂&白油"液体石蜡#等 1 种食品用加工助剂

和铁等 G 种食品营养强化剂扩大使用范围及用量!增补已批准食品添加剂葡萄糖酸2

3

2内酯的质量规格要

求!增 补食品用酶制剂蛋白酶的原料来源$

特此公告$

添加剂公告附件]XR#"略# 卫生部***

二一二年八月十七日


