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抗氧化能力的体外测定方法研究进展
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摘要：水果、蔬菜、茶叶和红葡萄酒等食品被认为对人体健康具有积极的作用，其主要原因在于
这些产品中的一些天然产物具有抗氧化作用。随着对天然抗氧化物质的关注程度不断提高，研
究者开发出许多种体外抗氧化能力测定方法。常用的体外抗氧化测定方法有：总氧自由基清除
能力法、还原能力测定法、ＡＢＴＳ自由基清除能力法、ＤＰＰＨ自由基清除能力法、羟自由基清除能
力法、超氧自由基清除能力法和脂质过氧化法等。这些方法的反应原理和反应环境各不相同。
作者系统地介绍了体外各种抗氧化能力测定方法，分析了这些方法的原理、特点和优缺点，并且
对现行方法在实际中的应用现状和研究动态进行了评述。
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　　医学研究结果显示：动脉粥样硬化、癌症、神经性
疾病等多种疾病都与氧化胁迫有关。当机体内正常
代谢产生的活性氧、活性氮超出人体自身抗氧化保护
系统的范围就会对机体造成伤害。许多外源的小分
子例如：抗坏血酸、维生素Ｅ、β－胡萝卜素以及各种多
酚物质等，作为抗氧化剂可以抵抗活性氧造成的危
害［１－２］。各种食品、药品、天然动植物中富含这些物
质，因此他们是保护人体健康的重要来源。
由于天然物质成分非常复杂，评价它们的抗氧

化能力非常困难。抗氧化能力作为评价食品、药品
功效的一个重要指标至今未能标注在商标或者说

明中，用以指导消费者购买真实有效的商品。这其
中最重要的原因就是没有一种标准方法可以准确

评价抗氧化物质的抗氧化能力［３］。作者介绍了主
要的体外抗氧化能力测定方法，分析这些方法的原
理、特点和优缺点，并且对现行方法在实际中的应
用和研究动态进行了评述。

１ 体外抗氧化能力测定方法

　　目前使用的抗氧化测定方法非常多，根据不同
的原则有不同的分类。根据生物体试验与否可以
分为：体内试验和体外试验；根据测定目标是否为
酶可以分为：酶法测定和非酶测定；根据反应机理
不同可以分为：以供氢为机理的方法、以供电子为
机理的方法和二者兼有的方法；根据实验所用仪器
可以分为：分光光度法、荧光法、化学发光法、色谱
法、电子自旋共振法、毛细管凝胶电泳法等。作者
主要介绍体外非酶类方法中使用最多、最广泛的一
些方法。根据抗氧化活性主要表现在抑制脂质的
氧化降解、清除自由基、抑制促氧化剂（如鳌合过渡
金属）和还原能力等几方面的原理，将这些方法可
以归为５大类：１）以脂质的氧化降解为基础的方
法；２）以清除自由基为基础的方法；３）鳌合过渡金
属防止产生自由基的方法；４）测定待测物的还原能
力的方法；５）其它方法。大多数方法涉及到直接或
间接测量：底物或标记底物的衰减；氧化产物的生
成；特征自由基的形成或衰减的速度或程度。

１．１　以脂质的氧化降解为基础的方法
脂质中的不饱和脂肪酸自动氧化或加速氧化，

生成不稳定的氢过氧化物，氢过氧化物继续分解形

成短碳链的醛、酮、酸等小分子化合物。抗氧化剂
的加入可以延缓氢过氧化物及其分解产物的形成，

由此可测得抗氧化活性。脂质过氧化的常用检测
方法见表１。有过氧化值法、硫氰酸铁法、共轭二烯
法和硫代巴比妥酸法等。在这些方法中，硫代巴比
妥酸法是生物样品中常使用的，过氧化值法和硫氰
酸铁法是我国测定脂质品的国标方法。经典的脂
质过氧化的方法最大的缺点就是需要很长时间，尽
管现在采用了加速氧化代替自氧化的方法，整个过
程也需要很长时间。但是，脂质过氧化的方法不需
要贵重仪器，操作也非常简单。

表１　体外抗氧化能力测定方法

Ｔａｂ．１　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ｃａｐａｃｉｔｙ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ

机理 方法 参考文献

脂质的氧化降解 过氧化值法 ４－７

硫氰酸铁法

共轭二烯法

硫代巴比妥酸反应物法

清除自由基

１自由基 氧自由基吸收能力 ８－２１

总自由基吸收能力

藏花素漂白法

β－胡萝卜素漂白法

羟自由基清除能力

超氧阴离子清除能力

过氧化氢清除能力

单线态氧清除能力

过氧化氮清除能力

２人工合成自由基 清除ＡＢＴＳ能力

清除ＤＰＰＨ能力

清除ＤＭＰＤ能力

还原能力 铁离子还原能力 ２２－２４

铜离子还原能力

循环伏安法

总酚测定

鳌合金属离子 铁离子鳌合能力 ３

铜离子鳌合能力

其他 电化学法 ３

高效液相色谱法

气相色谱法

毛细管凝胶电泳法
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１．２　以清除自由基为基础的方法
以清除自由基测定抗氧化能力的方法，是目前

最流行、使用最多的方法，因为其简便、快捷。根据
自由基的种类不同可以分为两大类：１）生物体中存
在的自由基：超氧自由基 （Ｏ２·－ ），过 氧 化 氢
（Ｈ２Ｏ２），过氧自由基（ＲＯＯ－），羟自由基 （ＨＯ·），

单线态氧 （１　Ｏ２）和过氧化氮自由基 （ＯＮＯＯ－）等。

其中，单线态氧和过氧化氢并非自由基，而是类似
自由基的活性氧，也会对机体产生破坏作用。主要
方法有氧自由基吸收能力（ＯＲＡＣ）、藏花素漂白法、

β－胡萝卜素漂白法、以及其它各种自由基清除法；２）
人工合成的自由基：主要有ＡＢＴＳ自由基法、ＤＭＰＤ
自由基法和ＤＰＰＨ自由基法。目前最常用的自由基
清除测定方法是ＡＢＴＳ法、ＤＰＰＨ法、ＯＲＡＣ法、羟自
由基清除能力和超氧自由基清除能力。

１．３　测定还原能力的方法
该类方法测定的是抗氧化剂的还原能力，主要

方法有铁离子还原能力（ＦＲＡＰ）、铜离子还原能力
（ＣＵＰＲＡＣ）、总酚测定（ＦＣ）和循环伏安法（ＣＶ），此
外还有其它一些金属离子的还原（例如锰离子等）。

这些方法测定的是抗氧化物质氧化还原的潜力，通
常人们称这些方法为“总抗氧化能力”。然而许多
研究者对该方法是否可以代表总抗氧化能力提出

质疑，他们认为该方法的生物相关性较差，所以不
是一种测定抗氧化能力的好方法，但却是目前应用
最广泛的方法。

１．４　其它方法
这些方法主要包括金属离子鳌合能力、毛细管

凝胶电泳法以及色谱法等估计抗氧化能力的方法。
金属离子鳌合能力测定的基本原理是：抗氧化剂被
认为具有鳌合金属离子的能力，从而避免发生芬顿
反应产生自由基。当最后加入Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ试剂后，
未被鳌合的铁离子将会与其形成显色法团，在５６２
ｎｍ下有强吸收，间接的反映抗氧化物质的抗氧化
能力。毛细管凝胶电泳法、高效液相色谱和气相色
谱均是将复杂混合物先进行有效分离，然后再定
性、定量，通过抗氧化物质的含量来判断其抗氧化
能力的强弱。在过去的十几年中，已经广泛的应用
于葡萄酒、茶叶、果实和蔬菜等富含多酚的食品中。
但是目前没有一种方法可以把所有的酚类物质全

部检测出来，聚合体酚类物质最难鉴定。即使把所

有的酚类物质都知道了，抗氧化活性也很难从这些
数据中统计出。首先，单体酚类的抗氧化能力信息
还比较少，并且比较混乱。其次，总的抗氧化性并
不是单体酚抗氧化物质简单的加和，它们之间存在
协同作用。

２ 目前的方法研究及使用现状

　　目前抗氧化能力的测定方法有很多，细数起来
有几十到上百种。之所以会出现这样的结果，其原
因很简单———没有公认的标准方法。抗氧化能力
测定之所以没有标准方法，主要原因是由于以下几
方面的原因：１）生物体中有多个抗氧化系统，目前
认为至少４个，包括：抗氧化酶系统（超氧化物歧化
酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶）；蛋白质等
大分子；多酚、维生素、抗坏血酸等小分子；激素。
这些存在于体内的抗氧化系统的工作原理、相互之
间的关系还没有搞清楚，所以很难对抗氧化物质进
行综合评价。２）在系统中存在多种自由基和抗氧

化剂资源（羟自由基、超氧阴离子、过氧自由基、脂

质自由基、单线态氧、氮自由基等），他们各自都有

不同的化学和物理特征。某一抗氧化剂可能在单

一系统中同时有多重机制，或者在不同系统中表现

出不同的机制。此外对于不同的自由基，抗氧化剂

的清除机制也不相同，例如类胡萝卜素与酚类物质

相比其清除过氧自由基能力较弱，但它具有强的清

除单线态氧的能力。３）现在采用的抗氧化方法大

多为体外抗氧化测定，无法真实模拟生理环境，且

各方法都仅测定了抗氧化能力中的某一方面，故无

法模拟生理条件下的多条抗氧化途径。４）测定的

样品大多为混合物质如食品等，其成分非常复杂，

各抗氧化物质的抗氧化作用无法用单一的机制解

释。由此可以看出真实反映物质的抗氧化能力是

非常困难的［２５］。
由于没有统一的标准方法，所以大家在研究物

质的抗氧化作用时，一般选取不同机制为基础的两
种方法以上，来共同说明该物质的抗氧化能力，几
种方法测定的结果可能有很高的一致性，也可能有
相反的结果，因此这些方法之间是不可替代的。人
们对抗氧化的认识越来越多，因此有更多的研究者
对不同的抗氧化剂资源进行了研究，包括食品、药
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品、天然动植物等。但由于方法的不统一以及一些
研究者、研究实验室自身的问题使得目前有关抗氧
化作用的研究十分混乱。主要表现如下：１）盲目地
选择抗氧化方法。对于目前众多的抗氧化方法选
择时，没有目标性的选择，所选用的方法很可能不
能反映抗氧化作用的多个方面，而是重复的使用同
一类型的多种方法，这样不仅不能说明抗氧化能力
而且是在浪费。２）各个研究者之间的结果无法进
行比较，即使采用了同样的方法测定同样的抗氧化
剂也可能由于研究者偏好、实验室条件而无法比
较。例如，在使用总酚估计抗氧化能力时，结果的
表述方式有没食子酸盐等价、儿茶酚等价、阿魏酸
等价、单宁酸等价、咖啡酸等价等多种，不同表述方
式其结果不同，所以造成了不同文章中的数据无法
比较。而对于不同表述方式是否合理、正确没有人
研究过。３）许多研究者使用方法不当造成数据的
错误。４）由于各抗氧化方法的结果不一致，许多行
业滥用数据作为健康标准。
因此，我们因该尽快制定出一种或几种方法的

标准，包括方法的程序、结果表述、适用对象以及适
用范围等。这样才能保证各研究者的工作正确，并
且具有可比性，不需要做许多不必要的重复工作。

３ 国内外抗氧化方法的研究动态

　　由于抗氧化方法存在的问题，２００４年和２００５
年美国化学学会在奥兰多举办了第一和第二届国

际抗氧化方法会议。大会就目前抗氧化方法的使
用、以及方法的机理研究进行了讨论，试图解决目
前抗氧化研究中存在的问题，并且找到一种标准方
法。非常遗憾的是大会并没有真正制定出标准方
法。
尽管如此，大会还是为抗氧化方法的研究和应

用提供了一些建议和思路。Ｐｒｉｏｒ等将目前常使用
的抗氧化方法分为两类：基于 Ｈ 原子转移的方法
（ＨＡＴ）和基于电子转移的方法（ＳＥＴ）。它们的结
果是相同的，但其动力学和潜在的副反应是不相同
的。它们是可以同时发生的，在一个既定的系统
中，谁占主要地位由抗氧化剂的结构、溶解性、分配
系数和系统溶剂决定［３］。众多研究者认为 ＨＡＴ机
制是抗氧化剂所扮演的最相关的反应。这一机制
的主要方法有：ＯＲＡＣ、ＴＲＡＰ、脂质过氧化法等。

许多大会专家认为ＯＲＡＣ是其中最好的一种方法。
ＯＲＡＣ法采用延长时间的反应３０ｍｉｎ，抗氧化剂的
保护性影响采用荧光衰减的下面积表示，避免了选
择终点所带来的误差。此法测得的是总的抗氧化
活性，而且可自动化、标准化。但该方法需要使用
荧光计（普通实验室可能没有），测定所需时间稍
长。目前，国外一些生产商已经将ＯＲＡＣ值作为抗
氧化能力的指标写在商标上。

　　基于电子转移的方法（ＳＥＴ）主要有：ＦＲＡＰ、
ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ等。他们测定的是基于测定抗氧化
物质维持氧化还原状态的能力。这些方法多采用
分光光度计测定颜色的变化，使用简单快速，但是
测定时干扰很多，例如ＦＲＡＰ不能测定硫醇类化合
的抗氧化能力且易受金属离子的影响，最关键的是
它们不如 ＨＡＴ法那样接近生理环境中抗氧化剂所
扮演的角色。
表２为１０种抗氧化方法基于多方面标准考虑

的综合比较。不论哪种方法都各有利弊，生物相关
性高的方法操作性较差，而操作性好的方法生物相
关性差。因此，在目前状况下没有一种方法可以代
替全部的方法而作为标准方法，因此在具体应用时
还需要使用不同方法来说明抗氧化剂的不同方面。

表２　抗氧化方法关键标准的比较［２６］

Ｔａｂ．２　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ａｓｓｅｓｓｉｎｇ　ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ｃａｐａｃｉｔｙ　ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｂｙ　ｋｅｙ　ｃｒｉｔｅｒｉａ

方法 难易程度 仪器 生物相关 机理 溶解性

ＨＲＳＡ ＋ ＋＋ ＋ ＲＯＳ －－

ＳＲＳＡ ＋ ＋＋ ＋ ＲＯＳ －－

ＯＲＡＣ ＋＋ －－ ＋＋＋ ＨＡＴ ＋＋＋

ＴＢＡＲＳ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＨＡＴ －－

ＦＴＣ － ＋＋＋ ＋＋ ＨＡＴ －－

ＤＰＰＨ ＋ ＋ － ＳＥＴ －

ＡＢＴＳ ＋ ＋ － ＳＥＴ ＋＋＋

ＦＲＡＰ ＋＋＋ ＋＋＋ －－ ＳＥＴ －－－

ＦＣ ＋＋＋ ＋＋＋ －－ ＳＥＴ －－－

ＭＣ ＋ ＋＋＋ －－－ －－

　注：＋，＋＋，＋＋＋表示优良等级，－，－－，－－－表

示差的等级

　　李华等对使用频率最高的１０种方法进行了文
献研究，试图从其中找到一种有代表性的方法作为
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标准方法。首先从ＳＣＩ文章中统计出现频率最高
的１０种方法依次为：ＤＰＰＨ、羟自由基、超氧自由
基、ＡＢＴＳ、ＦＲＡＰ、ＯＲＡＣ、总酚估计法、ＴＢＡＲＳ法、
硫酸氰铁法、鳌合金属离子。从ＳＣＩ文章和中文核
心期刊中筛选出近４００篇文献（这些文献中有可以
采集的数据）。虽然这些文章中的数据由于测定标
准不统一，单位表述不同一，文献之间的数据无法
统计比较，但不同作者在同一文献中使用了多种方
法测定相同物质的抗氧化能力。因此，通过科学的
数据处理可以统计出这些方法在测定同一物质时

方法之间的相关性［２６］。研究结果并没有像预期的
目标那样选择出一种方法与其它方法均有很好的

相关性。在统计的数据中，不管是哪两种方法之间
的相关性其数值变化范围均为０．００Ｘ～０．９ＸＸ，数
据的变化差异非常大。造成这一差异的原因除不
同作者、不同实验室的实验误差外，主要是由于测
定样品的不同所导致的，统计的样品包括：化学物
质、果酒、水果、蔬菜、农作物、草药等［２７，２８］。由于测
定样品的不同，测定方法间的相关性明显不一致，

例如：Ｏｕ等人在测定不同蔬菜的抗氧化能力时

ＯＲＡＣ法和ＦＲＡＰ法的相关系数为０．００５５、０．９６、

０．１３、０．７８、０．１５、０．６４、０．６５、０．５９、０．８７、０．７８、

０．５７和０．４３［２９］。可见测定的抗氧化物质不同，不
同方法之间的相关性也就不同，有的甚至差异很
大。

４ 展　望

　　在目前的方法条件下，不能只用一种方法来评
价抗氧化物质的抗氧化能力。结合抗氧化反应的
机理学说，笔者提出两种解决方案：１）在选择方法
的时候要考虑不同机理的方法（ＨＡＴ和ＳＥＴ）和不
同自由基清除的方法，这样可以兼顾到多个方面；

２）对于一些具体的抗氧化物质，将抗氧化剂先归类
后进行抗氧化方法的筛选，即专用方法。对于不可
知的抗氧化剂应该进行多种方法的测定（基于多种原
理），然后从中优选方法。同时，为了科学研究结果的
共享以及实验结果的可比较性，实验方法和步骤应标
准化，实验结果应该尽量使用统一表述方式。
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