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通过检测小鼠体内羟自由基含量评价

保健食品的抗氧化功能
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(北京联合大学 生物活性物质与功能食品北京市重点实验室，北京        100083)

摘   要：建立一种评价保健食品在体内抗氧化功能的检测方法。通过研究羟自由基捕获剂的给药方式、捕获时间、

小鼠的敏感组织、组织样品的前处理方法及色谱分离检测条件，优化得到一种检测方法：即采用10 月龄以上的老

龄健康小鼠，设保健食品剂量组和对照组，每组10～15 只，经口给予受试物50d 后，尾静脉注射水杨酸钠捕获

体内羟自由基，反应60min 后处死动物，取肝组织经高效液相色谱仪和紫外检测器分离、检测由水杨酸捕获羟自

由基后产生的2,3-二羟基苯甲酸或2,5-二羟基苯甲酸。采用方差分析对实验组及对照组的检测结果进行比较，由此

判定该保健食品是否具有清除体内羟自由基的功能。通过口服 VC 的实验，证实了本方法的可行性。
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Abstract ：An optimum detecting method in vivo was constructed for evaluating antioxidant ability of functional food. A proper

condition was selected by investigating several factors as follows: given modes of hydroxyl radicals trapping agent(salicylic

acid), measurement of trapping time period, sensitive drug responded tissue, extraction method of a variety tissue samples, and

HPLC separation condition. The experiment was carried out in healthy mice age＞10 months. The mice were divided randomly

into 2 groups, 10～15 mice for each group. Fed one group with functional food, and the other as control. After 50 days of oral

administration for functional food, salicylic acid was injected into the mice tail vein. 60 minutes later, animals were decapitated

and liver was rapidly dissected. Hydroxyl free radical level was quantified by measuring the hydroxylation products. 2,3- and 2,

5-dihydroxybenzoic acids (DHBA)formed as a result of the reaction between ·OH and salicylate. Then, DHBA and salicylate

concentrations were determined using RP-HPLC with UV detection. Compared data from the 2 groups, to determine the

antioxidant ability of the functional food. In addition, experiment of oral administration of vitamin C in mice proved the

feasibility of this method.
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自由基在生命体内的作用是具有双重性的。一方

面，自由基生成的合理性在于其是机体免疫系统中针对

免疫原的不可获缺的防御手段。另一方面，自由基清

除能力下降、或过量产生可促进机体衰老，引起诱发

突变，它所造成的机体氧化性损伤会直接或间接引起多

种疾病[1-4 ]。鉴于自由基这种双刃剑作用， 深入研究

“自由基与衰老”、“自由基的调控与平衡”等机理，

显然对于防止氧化损伤，改善人体免疫系统功能、延

缓衰老，具有重要的意义。

当机体的抗氧化功能衰减，或体内细胞损伤时，

就会生成过多的自由基，在各种活性氧自由基中，羟

自由基的反映活性最强(107-1010M-1S-1)，对机体的危害

最大，因为羟自由基(·O H )是仅次于 F －的强氧化剂，

几乎可以和所有的细胞组分反应，故检测体内外羟自由

基方法学的建立具有重要意义，其不仅有助于深入研究

自由基损伤的致病机理，还可用于筛选、评价具有清

除羟自由基能力的保健食品。

自由基检测技术的成熟带动了与其相关的科研工作
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的深入开展和发展。从二十世纪 80、90 年代开始兴起

的羟自由基(·OH)检测法[5-14]，逐渐加深了我们从生理

学、病理学的角度对·O H 的认识，以多种检测方法

为模型，应用于分析评价、筛选具有清除·O H 能力

的天然抗氧化物质的工作正在逐渐开展起来，然而大量

工作仍集中在评价抗氧化能力的体外研究上。

由于生物体内环境复杂，·O H 在生物体内寿命短

且含量低，难以直接对其检测。通过定量分析·O H

与捕获剂生成相对稳定的产物或复合物，可间接推

知·O H 含量。近年来发展了捕获·O H 后用 L C - U V /

ED/MS 检测的方法，即检测体内·OH 含量的方法[5-9]。

其中定量分析体内·O H 最为有效的技术是：用水杨酸

捕获·O H ，生成在体内稳定、不易被代谢、不经由内

源性途径产生的羟化衍生物——二羟基苯甲酸(DHBAs)，

其生成的2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 经 HPLC-ED 分离、定

量分析，间接推知体内待测组织中的·O H 的含量，若

与微透析等技术联用，还可得到待测组织中·O H 生成

的动态变化[5-9]。

本研究建立了用水杨酸捕获小鼠体内·O H ，用

HPLC-UV 检测器分离检测·OH 与水杨酸特异反应的产

物2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 的含量的方法，从而评价保健

食品抗氧化功能的检测方法。探索了捕获剂的给药方

式、小鼠的敏感组织、组织样品的前处理方法及色

谱分离检测条件。并对由此得出的通过检测小鼠体

内·O H 含量评价抗氧化保健食品的检测方法的可行性

进行了实验验证。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

6月龄(体重30～50g)和11月龄昆明种雌性小鼠购自

军事科学研究院动物所。所有实验动物均在 SPF 级动物

房喂养。

2,3-二羟基苯甲酸、2,5-二羟基苯甲酸    Sigma公

司；甲醇为国产色谱纯；水杨酸钠；高氯酸；乙酸乙

酯；V C 为国产分析纯；实验用水为去离子超纯水。

HPLC 系统(配有 110B 溶液输送系统、166 紫外检测

器、406数据交换器和Gold软件系统)    贝克曼公司；

AE-100型电子天平    梅特勒-托利多仪器公司；KQ-100

型超声波清洗器    昆山市超声仪器有限公司；高速冷冻

离心机    上海安亭科学仪器厂；低温冰箱；UV-2450分

光光度计    SHIMADZU；微量注射器；滤膜(0.22μm)。

1.2 方法

1.2.1 色谱条件

色谱柱：Diamonsil C18(250mm × 4.6mm 5μm)；流

动相：30mmol/L 醋酸钠:30mmol/L 柠檬酸:甲醇(2:2:1，

V/V/V)；pH3.6；柱温：室温；流速：1ml/min；UV

检测器：3 0 5 n m；进样量：2 0μl。

1.2.2 标准溶液配制

精确称取 2,3- 二羟基苯甲酸、2,5- 二羟基苯甲酸

各 3 m g，分别定容至 5 0 m l，用流动相溶解，各配成

60μg/ml(0.06mg/ml)的标准品，置－ 20℃冰箱避光保存。

1.2.3 小鼠肝组织样品的制备和 DH B A 定量分析法

6月龄小鼠随机分成5组(n=8)，以小鼠体重的0.5%

作为水杨酸钠(60mg/ml，i.p.)注射量进行尾静脉注射，

分别于 5、1 5、3 5、6 0、9 0 m i n 颈椎脱臼处死小鼠，

从而确定水杨酸在体内捕获·O H 含量与捕获时间的关

系。迅速将处死小鼠置于冰盘上，取出同一部位肝脏

0.3g，于 0.1mol/L，3ml 高氯酸中匀浆(冰水浴)。4℃，

10000 × g 离心 10min。取上清液，0.22μm 滤膜过滤，

置－ 20℃冰箱避光保存。分析样品前，先进样 20μl 标

准2,3-DHBA 和 2,5-DHBA，确定2,3-DHBA 和 2,5-DHBA

的出峰时间。根据色谱结果用 GOLD 软件对样品出峰时

间和峰面积进行分析，用 Excel 软件进行统计检验。

1.2.4 水杨酸钠给药方式的选择

6 月龄小鼠10 只，随机分为两组(n=8)。以小鼠体

重的0.5% 作为水杨酸钠(60mg/ml，i.p.)注射量进行注

射：一组用腹腔注射法给药，一组用尾静脉注射法给

药。注射 6 0 m i n 后处死小鼠，取肝组织，后续步骤同

1.2.3。

1.2.5 实验动物不同组织的选择

6月龄小鼠30 只，随机分为3组(n=10)。以小鼠体

重的0.5%作为水杨酸钠(60mg/ml，i.p.)注射量进行尾静

脉注射，反应60min 后用颈椎脱臼法处死小鼠，迅速置

于冰盘上取出组织，根据分组不同，分别取出肝脏，

脑和心脏三种组织。后续步骤同 1.2.3。

1.2.6 方法的回收率

6 月龄小鼠10 只，随机分为两组(n=8)。处理组的

小鼠注射水杨酸钠，空白组的小鼠不注射水杨酸钠，平

行操作，60min 后颈椎脱臼处死。注射水杨酸钠的处理

组小鼠取 0.6g 肝脏，加 6ml 高氯酸匀浆，肝匀浆液分

成两份，其中一份加 0.3 m l 标准 DH B A s，即加标处理

组；另一份匀浆液加入0.3ml 去离子水，即为加水处理

组，继续匀浆，后续操作同 1.2.3；不注射水杨酸钠的

空白组取0.3g 肝脏，加3ml 高氯酸、0.3ml 标准 DHBAs，

即为加标空白组，继续匀浆，后续操作同 1. 2 . 3。

                              
加标处理组的色谱峰面积－

                                  
加水处理组色谱峰面积

本实验方法的回收率=—————————————×100%

                                   
加标空白组色谱峰面积

1.2.7 方法可行性的检测

采用上述实验探索的最佳实验条件，用 VC 溶液为
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受试物，检验方法的可行性。

1.2.7.1 动物分组及喂养

11 月龄小鼠24 只，随机分为两组(n=12)。一组灌

胃VC 作为受试物(简称VC 组)，一组灌胃白水作对照(简

称白水组)。每日灌胃量为：0.2ml/10g 鼠重。VC 组灌

胃 6mg/ml 的 VC，白水组灌胃蒸馏水。所有动物在 SPF

级动物房中喂养 50d。

1.2.7.2 实验方法

动物实验同1.2.3。用GOLD系统计算2,3-/2,5-DHBA

和水杨酸的峰面积，最后用 S P S S 软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 D H B A 最佳检测波长的选择

紫外分光光度计对2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 标样扫

描，扫描波长为 200～500nm(图 1)。由此可知，2,3-

DHBA 的最大吸收波长为305nm。目前认为2,3-DHBA 的

含量能较特异地反应体内·OH 的含量[15]，与 Tmoya 等

用的315nm 相比[16]，305nm 检测 2,3-DHBA 的灵敏度更

高，利于定量分析待测样本中含量非常少的 2 , 3 -

DHBA。实验表明(图 2)，305nm 虽然不是 2,5-DHBA 和

水杨酸的最大吸收波长，但由于待检样本中 2,5-DHBA

和水杨酸的含量较高，该波长下 2,5-DHBA 和水杨酸的

检出量远大于 2,3-DHBA，即使不是这两种样本的最大

吸收波长，检出的峰面积所受影响不大，故本实验选

用 3 0 5 n m 作为 D H B A 的最佳检测波长。经实验检验，

305nm 成功的定量分析了Tmoya 等用 315nm 未量化出的

2,3-DHBA。在所选的流动相条件下，2,5-DHBA、2,3-

D H B A 先后于 8～1 2 m i n 之间出峰，没有重叠现象。

2.2 测定 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 的标准曲线和最低检

先测定HPLC 系统噪声。连续进样流动相10 次，在

色谱图5～15min 区间内找到最大峰高即为仪器系统造成

的噪声值。用HPLC 实测 0.00001mg/ml DHBA 标准溶液

进样 20μl 峰高值略高于两倍噪声数值，在本实验条件

下，测定 2,3-DHB A 和 2,5-D HB A 的最低检测浓度为

10ng/ml。最低检测量为 2pg。

以流动相为溶剂配制浓度为0.003、0.0015、0.001、

0.0003、0.00015、0.00006mg/ml的2,3-/2,5DHBA标准溶

液，进样 2 0μl，并重复五次，取平均值，以检测浓度

为横坐标，DHBA 峰面积为纵坐标绘制标准曲线(图 3)。

2,3-DHBA标准曲线：y=3969.2x+0.0237(R2=0.9999)；

2,5-DHBA标准曲线：y=4990.5x+0.112(R2=0.9995)。

2.3 测定 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 的准确度与精密度

分别取浓度为0.3×10－5g/L的2,3-DHBA和2,5-DHBA

标准品进样20μl，连续进样测定，用Excel 软件计算变

异系数。

20μl  0.3×10－5g/L(600ng)的2,3-DHBA进样后峰面

积：1.2066 ± 0.01325(n=5)，变异系数 2.20%；20μl

0.3×10－5g/L(600ng)的2,5-DHBA进样后峰面积：1.2176
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Fig.2     Chromatogram of standard solution of 2,3-DHBA and 2,5-

DHBA and salicylic acid(A) and detect 2,3-DHBA and 2,5-DHBA
and salicylic acid in homogenized mouse liver at 305 nm
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±0.00352(n=5)，变异系数0.60%。

2.4 水杨酸捕获体内·O H 时间的比较

本实验中采用比例 Q ( Q = D H B A s / 水杨酸)表示体

内·OH 的含量。Hall 等研究表示[17]，体内 2,3-DHBA

或 2,5-DHBA 的生成量随水杨酸剂量的增加而增加。由

于个体差异，水杨酸的分布和浓度可能会在不同组织间

有所差异，从而造成组织间 D H B A s 的绝对生成量差异

较大，因此，用 D H B A s / 水杨酸的比值表示体内·O H

的含量比用 D H B A s 的绝对生成量更准确。

60min 不断增加，从60min 开始，对体内羟自由基的捕

获达到平台期。因此，在评价保健食品抗氧化功能的

体内研究中，宜选择注射水杨酸后60min 作为处死小鼠

取组织的时间点。

2.5 水杨酸给药方式的选择

在相同的注射剂量，相同的处死时间，平行操作

的条件下，比较两种注射方法，从色谱结果来看，尾

静脉注射组小鼠肝脏中检测到的 Q 值较大，这可能是因

为药进入到肝组织途径不同，造成到达肝脏的速度不

同，水杨酸通过尾静脉注射经由血液循环可快速到达肝

脏。因此，实验选取尾静脉注射作为小鼠给药方式。

2.6 实验用动物组织的选择

设Q1=2,3-DHBA/ 水杨酸；Q2=2,5-DHBA/ 水杨酸。

选取小鼠肝脏，脑和心脏三个组织作为研究对象，

经同步操作后得出：三种组织中 Q1 和 Q2 最高的皆为肝

组织。这可能是因为肝脏是机体代谢集中的场所，比

其他组织更易储积代谢产物。为保证实验的灵敏性和显

著性，本次实验选取肝脏作为实验用动物组织。

值得注意的是，以2,3-DHBA 作为标示物时，肝组

织和脑组织中的Q1 差异不大，但以2,5-DHBA 作为标示

物时，肝组织和脑组织中的Q2 差异很大，Halliwell 等
[18]报道，2,5-DHBA 除来自于水杨酸羟化反应外，还可

由肝脏微粒体的氧化酶P450系统(microsomal cytochrome

P450 oxidation)产生，即2,5-DHBA 的生成途径并不专

一，不能特异地代表·O H 在体内的含量，所以在一

些研究自由基损伤的工作中为慎重起见，仅以 2 , 3 -

D H B A 的含量作为结论的唯一指标。另有研究表明[19 ]，

氧化酶P450 对脑组织中2,5-DHBA 的含量影响很小，可

用 2, 5 - D H B A 评价脑组织·OH 含量。
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表1    测定 2,3-BHBA 和 2,5-DHBA 的准确度与精密度

Table 1      Detecting accuracy and precision of 2,3-DHBA and
2,5-DHBA

测定次数
2,3-DHBA 峰面积 2,5-DHBA 峰面积

(0.3×10－5g/L) (0.3×10－5g/L)

1 1.216 1.200

2 1.190 1.218

3 1.169 1.224

4 1.195 1.222

5 1.264 1.224

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0
0 20 40 60 80 100

2
,
3
-
D
H
B
A
峰

面
积

(
m
m
2
)

水杨酸捕获体内自由基时间(min)

图4   水杨酸捕获小鼠体内·OH 的量与捕获时间的关系

Fig.4     Correlation curve of SA capturing·OH ability VS
capturing time in vivo

2.7 回收率实验

经八次重复测定，本实验中2,3-DHBA 平均回收率为

0.95%± 0.02%，2,5-DHBA平均回收率为0.92%± 0.02%。

2.8 方法可行性验证

通过上述各项实验结果可以总结出通过检测小鼠体

内·O H 含量评价保健食品抗氧化功能的实验方法：采

用10 月龄以上的老龄健康小鼠，设保健食品剂量组和对

照组，每组 10～15 只，经口给予受试物 50d 后，尾静

脉注射水杨酸钠捕获体内羟自由基，反应60min 后处死

动物，取肝组织经高效液相色谱仪和紫外检测器分离、

表2    各组织中 DHBA/ 水杨酸的比值

Table 2      Ratio of DHBA/SA in different tissues

实验组织 例数(n)
Q1=2,3-DHBA/SA Q2=2,5-DHBA/SA

( X± SD) ( X± SD)

肝脏 10 2.34±0.458 10.272±0.967

脑 10 2.06±0.337 6.967±0.594

心脏 10 0.97±0.280 7.823±0.834

从图 4 可见，水杨酸捕获的体内羟自由基从 0 ～
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检测由水杨酸捕获羟自由基后产生的2,3- 二羟基苯甲酸

或2,5- 二羟基苯甲酸。用方差分析的方法对实验组及对

照组的检测结果进行比较，由此判定该保健食品是否具

有清除体内羟自由基的功能。

V C 作为天然的自由基清除剂，可以猝灭体内自由

基[2 0 - 2 1 ]，因此择其对实验中建立的方法进行可行性验

证，实验结果如表 3 所示。

分析。本研究所介绍的实验方法本着简化操作、省时

高效、节约成本的设计理念，对 T m o y a 等的方法加以

改造，用 U V 检测法代替电化学检测法，成功地完成了

保健食品清除羟自由基的体内检测。

在研究生物的自由基损伤时，要求待测的·O H 来

源于形成氧化损伤的局部组织，这就需要尽可能的避免

其他非特异性途径产生的 DHBA 的干扰，以保证结果更

加真实可信，因为 2,5 - D H B A 不仅仅通过·OH 攻击形

成，还可经由肝组织中的 P450 酶催化水杨酸生成，所

以很多研究中仅参考特异的 2,3-DHBA 的生成量，而不

采用非特异 2,5-DHBA。但是，在评价抗氧化保健食品

清除体内·O H 效果的研究中，检测目的是观察受试物

的动物模型组与对照组之间体内·O H 含量的差异，是

一种相对比较的方法，在这样的条件下，受试组与对

照组的动物体内生成2,5-DHBA 的差异主要来源于这两组

体内·OH 生成量的变化，P450 酶催化生成的2,5-DHBA

的量相当于背景浓度，在比较差异时可以忽略。因此，

在评价抗氧化保健食品的体内实验中，2,5-DHBA 也可

以作为标示物，分析体内·O H 含量，比较动物体内

生成·O H 的差异，达到评价抗氧化物质清除体内·O H

效果的目的。另外值得注意的是，当样品中 2,3-DHBA

浓度很低时可以采用浓缩法，即增加待测样本浓度后再

测 定 。
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