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生物抗氧化剂电化学检测技术进展 

 
刘继锋，张 强，屠青霞，韩爱玲 

(食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457) 

 

摘  要：生物体内的氧化与抗氧化机制是生命科学研究较广泛的课题．在氧化代谢过程中，活性氧物质或自由基

(ROS)逐渐积累，当 ROS 相对于生物抗氧化剂(AO)过量时，会破坏生物大分子和细胞，并导致人体组织的功能损

伤．因此，对 AO 的研究在生物化学、医学、食品科学等领域具有重要的意义．传统的 AO 检测一般采用自由基反应检

测，热引发的 ROS 与 AO 进行氧化还原竞争反应，或者使用具有光学吸收或荧光特性的氧化剂，根据体系的光学吸收

或荧光信号可以对 AO 进行定量分析．我们发展了几种 ROS 淬灭型电化学检测 AO 的方法，并且给出了相应的动力

学模型．AO 电化学检测技术的主要优点是采用了电化学原位产生的 ROS(H2O2、·OH 等)作为 AO 分析的氧化性物

质，这些 AO 接近于人体内源型 ROS，因此得到的氧化还原动力学数据更加接近于人体实际发生的状态． 
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Research Progress in Electrochemical Detection Technology of  

Biological Antioxidant 

LIU Jifeng，ZHANG Qiang，TU Qingxia，HAN Ailing 

(Key Laboratory of Food Nutrition and Safety，Ministry of Education，College of Food Engineering and Biotechnology，

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Bio-oxidation process and the role of antioxidants(AO)in life sciences are widely recognized as a central issue of 

modern biology．During the oxidative metabolic process，free radicals and other reactive oxygen species(ROS)are generated 

and may cause oxidative damages. When excess free radicals or ROS overwhelm AO，destructive and lethal cellular effects 

occur．Therefore，it is of fundamental importance to understand the role of AO and control the oxidative stress．Different 

methods have been proposed to study the antioxidant properties of molecules acting through the radical reaction pathway，

whereby the AO and the substrate compete for thermally generated peroxyl radicals．These methods using absorbance or 

fluorescent indicators yield different parameters for evaluating the antioxidant properties．Recently，we have developed the 

OH radical(·OH)quenching，H2O2 quenching，and H2O2 plus ·OH quenching electrochemcial methods for AO tests，and a

different kinetic model was developed to compare the antioxidant activities，which is reviewed in this paper．Using these 

electrochemical AO detection techniques，ROS generated in situ at the electrode surface can be analyzed，and the redox 

would be similar to the oxidative metabolic process in vivo. 

Key words：biological antioxidants；reactive oxygen species；electrochemical detection；photoelectrochemical detection
 

在生物化学、医学领域，生物抗氧化剂(AO)包

括酶或其他有机物，如维生素 E、胡萝卜素以及其他

能够抑制和减少动物组织氧化损伤的物质．在食品

领域 AO 包括自由基链反应抑制剂、金属螯合剂、氧

化酶抑制剂和抗氧化辅酶[1]．相对生物分子而言，AO

在较低的浓度条件下可保护、防止或减少生物分子的

氧化损伤[2]． 

与 A O 相 对 应 的 一 个 概 念 就 是 活 性 氧 物 质

(ROS)，ROS 通常是由气态的氧直接或者间接转化

过来的，是比分子态氧反应活性更高的分子或者含氧
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的自由基等具有活性基团的总称[3]．根据人体衰老与

疾病发生的自由基理论[4]，人体衰老和疾病发生是一

个氧化自由基不断损伤核酸、蛋白质、细胞、机体组

织的过程，也是一个 ROS 氧化产物不断积累的过

程；AO 能够保护人体较少受到损伤，延缓衰老和抑

制疾病的发生．氧化应激是基于人体衰老与疾病的

自由基理论提出的概念，是指破坏了 ROS 和 AO 水

平的平衡导致的潜在伤害状态，意味着 AO 水平低下

或生物体的氧化损伤修复机能低下．人体内的 ROS

主要是在呼吸链的能量传递过程(氧化磷酸化反应为

机体提供 ATP)中产生的，摄入的氧分子在酶催化

下，不是同时传递 4 个电子生成水，而是得到 1 个电

子生成超氧阴离子自由基(
2

O
i - )，未参加呼吸链电子

传递．人体呼吸的 1%,～3%,的氧气转化成
2

O
i - ，占氧

自由基来源约 90%,．
2

O
i - 是生成其他 ROS、氮自由 

基的前躯体，通过系列反应，生成更多的强氧化性 

的氧、氮自由基，例如：过氧化氢(H2O2)、一氧化氮 

(NO)、过氧亚硝基(ONOO
-

)、次卤酸以及氧化破坏

能力更强的羟基自由基(·OH)等．在人体代谢过程中

不断产生这些 ROS，这些氧化性物质在人体中的含

量非常可观，例如人体内每年大概生成 2,kg H2O2
[2]． 

另外，ROS 和其他活性衍生物(如 O2)
[1]以及脂类分

子(LH)过氧化的产物(如 LO
i 、LOO

i 及 LOOH)不断

地通过非酶反应与酶反应产生，这些自由基与生物体

的代谢活动有着密切的联系[5]．它们在生物代谢过程

中扮演着双重角色，对人体既有有利的一面，也有不

利的一面．ROS 含量较低或适度时能帮助人体调节

细胞应对缺氧、易感染的状态，并起到细胞间信息传

导的作用，引发细胞有丝分裂过程．但是当含量过

高，ROS 损害脂类、蛋白质、DNA，并抑制生物大分

子 的 功 能 ．例 如 一 个 细 胞 中 的 DNA 每 天遭到

500,000 次氧、氮自由基，以及辐射、有毒药物、突变

引发剂的攻击．正常情况下损伤的分子可以得到修

复、置换、降解代谢和重新合成，因此不会造成 ROS

对机体的损伤．但当人体长时间处于氧化应激状态

时，ROS 和 AO 的失衡导致活性氧产生增多或机体

清除能力减弱，最终导致组织损伤并引发疾病．例如

DNA 氧化损伤后功能改变，导致基因的过表达或产

物蛋白活性增强，使细胞过度增殖形成肿瘤．所以人

体长时间处于氧化应激状态时，ROS 和 AO 的失衡

导致一系列的生物氧化反应，引发人体衰老和一系列

疾病，例如神经退行性疾病(帕金森症、阿兹海默氏

症等)、心脑血管疾病、糖尿病等． 

人体内的抗氧化机制分为酶和非酶两大类．前

者包括一些分解氧化物种的酶，例如超氧化物歧化

酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶等，催化分解

ROS 的过程如下： 

   

• + SOD

2 2 2 2

CAT

2 2 2 2

GPx

2 2 2

GPx

2

2O  + 2H   H O  + O

2H O   2H O + O

H O  + 2GSH  2H O  + 2GSSH

R - OOH + 2GSH  R - OH + 2GSSH + H O

⎯⎯⎯→

⎯⎯⎯→

⎯⎯⎯→

⎯⎯⎯→

-

 

后者包括转铁蛋白、血红蛋白、血清白蛋白等，这类

AO 结合金属离子，降低 Fenton 反应(Fe
2+＋H2O2 → 

Fe
3+＋OH

-

＋·OH)生成羟基自由基(·OH)的几率．非

酶 AO 还包括维生素 E、尿酸、谷胱甘肽等小分子，

其作用机理主要是清除自由基[2]． 

尽管人体中存在上述的抗氧化保护机制，但是仍

然会有一些 ROS 逃过这个保护体系，造成氧化损

伤．这时通过食物获取的 AO 可以起到额外的保护作

用．AO 目前大多是从植物中提取出来的抗氧化剂，

开发和利用天然 AO 已经成为当今食品科学的发展

趋势．大多数植物食品中都含有丰富的具有天然生

物活性的 AO，如蔬菜、水果和谷物，它们能够降低人

体的癌症和慢性疾病的发生几率[6,9–14]． 

人们通常很关注所消费食物的组成和抗氧化能

力．由于食物构成的复杂性，分离每一种抗氧化成分

并对其进行分别检测成本较高且效率很低，而且食品

中的 AO 可能具有协同作用，因此发展快速、定量分

析 AO 总容量的技术，提高检测食品以及人体组织中

的 AO 水平有助于民众选择健康的饮食，及时了解身

体的健康状态，并可以有效预防疾病的发生． 

目前常用的 AO 检测方法主要有紫外–可见吸收

光谱和荧光光谱方法，其中基于化学反应一般分为两

种分析方法[1]：(1)基于氢原子转移(HAT)机理(图

1)，AO 作为 H 原子给体，与光学性质的分子探针竞

争与 ROS 的反应，反应式如下： 

   
• •

• •

ROO  + AO - H  ROOH + AO

ROO  + FL - H  ROOH + FL

⎯⎯→
⎯⎯→

 

其中代表性检测方法包括过氧自由基吸收能力方法

(ORAC)
[15] 和 自 由 基 捕 获 抗 氧 化 综 合 参 数

(TRAP)
[16]．(2)基于电子转移(ET)的反应，即利用

氧化还原反应，氧化剂同时作为反应进行过程的颜色

指示剂，反应式如下： 

   ( 1)
M   AOH  M   AOH

n n+ + ++ ⎯⎯→ +-  

代表性检测方法包括：二苯代苦味酰肼自由基淬灭法

(DPPH)
[17]，主要应用于植物药物的分析；Trolox 当

量抗氧化容量法(TEAC)
[18]，用于非生物活性 AO 的
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分析，区分抗氧化添加或协同效应；还原铁离子

(Fe(Ⅲ))的方法(FRAP)等[19]．这些方法主要侧重于

食品中总体 AO、AO混合物以及协同效应的检测，无

法很好地作到在线、活体、原位检测生物体内 AO 水

平，也无法区别不同 AO 的抗氧化能力．在需氧生物

体内，导致 AO 水平变化的因素很多，目前还尚未开

发出有效的针对具体组分的活体在线检测技术．针

对目前分析方法中存在的问题，如果能在已有研究工

作的基础上，开发使用简单、能够产生人体内源型

ROS、选择性好、线性工作范围宽、便于实现活体在

线 AO 检测技术对于维护人体健康和疾病的早期预

警具有很好的理论研究和应用价值． 

 

图 1 基于氢原子转移(HAT)抗氧化机理 

Fig. 1  Schema of antioxidant mechanism of hydrogen 

atom transfer(HAT) 

电化学方法检测 AO 是近期发展起来的新技术，

较有代表性的是 Campanella 小组开展过电化学检测

AO 的研究工作，采用过氧化物歧化酶修饰电极的方

法，依据的原理是 AO 存在时降低
2

O
i - 的浓度，因此

检测
2

O
i - 生成 H2O2 的电流信号大小，从而定量 AO

的抗氧化活性[20–21]． 

  本课题组已经开展了 AO检测新技术的研究，先

后设计了多种基于电化学的 AO 传感器检测方法，都

是利用 AO 与其他可被氧化的物种竞争与体系中产

生的 ROS 氧化反应，但是不同的方法采用的 ROS 以

及产生方式各有差别．AO 的检测线性范围一般介于

1×10
-5～1×10

-2
 mol/L，以下对相关方法逐一评述． 

1 ,DNA/TiO2/ITO 导电玻璃修饰电极检测

AO
[22]

——·OH淬灭型检测 

DNA/TiO2/ITO 导电玻璃修饰电极的制备方法和

工作原理如图 2 所示[22]．这是利用 DNA 修饰电极

作为 AO 电化学传感器的方法，该方法的关键是光催

化 TiO2 生成·OH．TiCl4 水解在 ITO 表面形成一层

TiO2 纳米薄膜，作为吸附 DNA 的基底．在 UV 

(365,nm)照射下，TiO2 产生·OH 氧化损伤 DNA．使

用具有电化学活性的 DNA 嵌入染料(亚甲基蓝，

MB)作为 DNA 氧化损伤的电化学探针．显然，DNA

骨架或者碱基序列损坏程度越大，染料嵌入量越少，

电化学信号就越低．因此使用电化学信号作为 DNA

损伤的定量依据． 

 

图 2 DNA/TiO2/ITO 导电玻璃修饰电极的制备方法和工

作原理 

Fig. 2 Preparation and working principle of DNA/TiO2/ 

ITO conductive glass modified electrode 

电极表面的反应过程如下： 

   1

2

2 a b

a OX

a 2

TiO OH OH

OH DNA DNA

OH H O X

p
V

k

k

⎯⎯→⋅ + ⋅

⋅ + ⎯⎯→

⋅ + ⎯⎯→

 

当体系中存在待检测 AO 时，AO 对·OH 的淬灭反应

如下： 

   3

a OX
OH AO AO

k⋅ + ⎯⎯→  

根据 AO 存在与否电极电流的差别定量分析 AO．这

种传感器检测 AO 的优点是利用了人体内源型的

ROS 和 DNA 作为与 AO 的竞争反应条件，因此得到

的 AO 抗氧化活性数据可以很好模拟人体内的实际

情况．缺点是传感器的制备较为复杂，尤其是 TiO2

纳米涂层制备和 DNA 吸附层需要专业人员操作，还

需要一定 UV照射时间(30,min)，增加了检测时长． 

2 金属纳米颗粒修饰电极检测 AO
[23]

——·OH

淬灭型检测 

  该方法是利用氧分子在金属纳米颗粒催化下，在

电极表面还原生成的 H2O2 中间体解离生成·OH(图

3)
[23]，反应机理如下： 
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图 3  金属纳米颗粒修饰电极检测 AO工作原理

Fig. 3  Working principle of AO detected by metal 

nanoparticle modified electrode 

电极表面沉积的纳米 Pd颗粒与 AO竞争反应过

程产生的·OH，显然 AO 存在时，Pd 的还原电流降

低，根据 AO存在与否的电化学电流的差异对 AO 浓

度关系定量分析 AO 的抗氧化活性，即方法的定量分

析依据是[IC－IC，AO]
-1 对[AO]

-1 的线性关系斜率 

(图 4
[23]

)． 

这种金属纳米颗粒修饰电极检测 AO 的优点是

利用了人体内源型的 ROS 作为与 AO 的竞争反应条

件，使用简便，放入待测溶液后，施加扫描电位，

1,min 内即可得到检测结果．缺点是不适用于在金属

纳米颗粒表面发生吸附的体系，例如含有蛋白质的体

系．因为纳米颗粒吸附之后难以进行氧化还原反应． 

 

◆lipoic acid；●vitamin C；△glutathione；○gallic acid； 

∇ uric acid；◇vitamin E；▲trolox 

图 4 由方程(5)得到的线性关系 

Fig. 4 Linear relationship obtained by equation(5) 

3 ,Fe 配合物含铁蛋白修饰电极检测 AO
[24] 

——H2O2淬灭型检测 

这种方法(图 5
[24]

)中使用 Fe 配合物、含铁蛋白

作为电极表面修饰剂，催化氧分子还原产生 H2O2，

H2O2 氧化还原态 Fe
Ⅱ
从而形成 Fe

Ⅱ/Ⅲ的催化还原电

流，同时 H2O2 氧化体系中的 AO，即 AO 与还原态 

Fe
Ⅱ
竞争与 H2O2 的反应，反应过程如下： 

r

1

2

3

AO

2 2 2 2

III II

II III

2 2 2

2 2

2 2

O  + H O + 2e  H O   2OH

Fe -M + e    Fe -M 

H O   Fe -M + H  Fe -M OH + H O

H O   2e  2OH

H O   AO   2OH  + AO

k

k

k

k

k

− −

−

+

− −

− ++

⎯⎯→ +

⎯⎯→

+ ⎯⎯→ + ⋅

+ ⎯⎯→

+ ⎯⎯→

 

 

图 5 Fe配合物、含铁蛋白修饰电极检测 AO工作原理 

Fig. 5 Working principle schema of AO detected by Fe 

complexes and iron-containing protein modified 

electrode 

  该方法的定量分析依据是[
2

C,O
I -

C,AO
I ]

-1对[AO]
-1

的线性关系斜率(图 6
[24]

)． 

这种 AO 检测方法的优点是利用人体内源型的

ROS 作为与 AO 的竞争反应条件，而且可以用于实

际样本(例如唾液)的检测．由于氧化还原的位点是

吸附在 TiO2纳米涂层上的含 Fe 配合物以及蛋白，因

此被分析样本中的蛋白质等大分子吸附遮盖的几率

较小．另外这种传感器可批量制作，推广使用的价值

较好．缺点是 TiO2 纳米涂层的制备以及传感器制作

的批量重现性需要专业人员操作才可以保证． 

 

图 6 AO活性比较  

Fig. 6 Activity comparison of AO  
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4 磁性纳米材料与鸟嘌呤/石墨烯复合材料

修饰电极检测 AO
[25]

——·OH 与 H2O2复合

淬灭型检测 

  鸟嘌呤分子作为氧化探针，键合在纳米四氧化三

铁/石墨烯复合材料上，从而能够被外加磁场所吸附，

固定于电极表面．首先，在生理条件的缓冲溶液中，

电极表面施加一个负电位，使得氧还原反应可以在原

位发生，产生活性氧基团，损伤抗氧化剂以及键合的

鸟嘌呤分子，即 AO 与鸟嘌呤竞争与 ROS 的氧化还

原反应．然后，修饰电极向正电位方向扫描，记录鸟

嘌呤分子的电化学氧化信号，用以定量检测抗氧化

剂．图 7
[25]是传感器的工作原理示意图．当检测结束

后，移去磁场，磁性纳米粒子就可以被冲洗掉，进而

获得连续操作的可能，免去了置换以及打磨电极的繁

琐步骤． 

 

图 7  磁性纳米材料与鸟嘌呤/石墨烯复合材料修饰电极

检测 AO传感器的工作原理 

Fig. 7  Working principle of AO sensor detected by mag-

netic nano-materials and guanine/graphene com-

posites modified electrode 

  电极表面发生的反应过程包括： 

1

2

3

4

5

6

7

+

2 2 2

+

2

2 2

++

2 2

2H 2e O H O

Fe -EDTA H Fe -EDTA OH H O  

Fe -EDTA e Fe -EDTA

H O 2e 2OH

G OH G

AO + OH AO

H O AO AO + 2OH

k

k

k

k

k

k

k

−

−

− −

+

−

+ + ⎯⎯→

+ ⎯⎯→ + ⋅ +

+ ⎯⎯→

+ ⎯⎯→

+ ⋅ ⎯⎯→

⋅ ⎯⎯→

+ ⎯⎯→

i

Ⅱ Ⅲ

Ⅲ Ⅱ

 

鸟嘌呤的氧化电流是与 Fe
Ⅲ 和 H2O2 的还原有关

的，因此可以给出鸟嘌呤电流值 IG．当溶液中存在抗

氧化剂和溶解氧时，鸟嘌呤－Fe3O4/石墨烯磁性修饰

电极的催化电流可以表示为 AO

G
I ．当存在 AO 时，得

到[IG
AO

 – IG]
-1

 对 [AO]
-1 的线性关系．其斜率值能用

来比较 AO 的抗氧化活性，直线的斜率越小，表明该

AO 的抗氧化能力越强[25]．从图 8
[25]中可以观察到，

对·OH 及 H2O2 的清除能力依次为鞣酸、维生素 C、水

溶性维生素 E、谷胱甘肽． 

 

图 8 抗氧化剂能力的比较 

Fig. 8 Comparison of the antioxidant capacity 

这种 AO检测方法是针对流动体系连续检测 AO

提高检测通量设计的，具有第 2、3 种检测方法的优

点，但存在的缺点是电化学原位产生 ROS 过程时间

较长(15,min)，因此，进一步开发电化学原位产生

ROS 的材料，提高检测通量是该方法改进的方向． 

5 光电化学检测 AO
[26]

——·OH 与阳离子空

穴淬灭型检测 

以 TiO2 纳米颗粒光催化反应为模型，研究了反

应过程中的活性氧(ROS)产生以及活性氧淬灭的反

应动力学模型(图 9
[26]

)．对苯二甲酸分子与体系中的

光催化反应产生的·OH 反应生成具有荧光性质的 2–

羟基对苯二甲酸(λex＝315,nm，λem＝425,nm)，因此

对苯二甲酸作为氧化探针分子与体系中的生物抗氧

化剂(AO)分子竞争与 ROS 的反应，根据体系的荧

光、反应时间以及 AO 的浓度建立了 AO 淬灭 ROS

的反应动力学模型，根据该模型推导 AO 清除 ROS

的动力学常数． 

该体系中的反应机理包括： 
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光电转化效率(IPCE)是溶液吸光度 A、空穴–电子产

生效率、入射光强度的函数，在短的时间内，[AO]也

可以被视为一个常数，所获得的线性方程参数可以用
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来描述不同的分子的抗氧化能力，斜率越大显示抗氧

化能力越高．所以，参数 k2τ 可以量化 AO 的抗氧化

能力． 

 

图 9 光电化学检测 AO的动力学 

Fig. 9  Assay of antioxidant capacity with photoelectro-

chemical method 

在这种新方法中，光催化活性材料，TiO2 纳米颗

粒结合适当的光催化氧化探针分子，例如对苯二甲酸

的光催化氧化反应非常适合于测定在水溶液中的小

分子的抗氧化性能．相比脉冲辐射技术或者 Fenton

反应，该方法提供了一种简单的方法产生·OH．本方

法也适合结合微量滴定板和荧光阵列检测器对 AO

进行高流通量分析，是目前 AO 分析中较有推广价值

的一种检测技术． 

6 结 论 

AO 的检测方法基于氧化还原反应机理．传统的

检测方法中使用化学氧化剂，同时作为体系氧化还原

反应进行程度的指示剂，其中存在的问题是不同的氧

化剂反应动力学不同，所以对于同一种 AO，不同的

氧化剂会给出不同的氧化还原动力学数据．我们研

究的这些 AO检测方法中采用的氧化剂一般都是·OH 

和 H2O2，每种方法得到的抗氧化能力的变化顺序具

有可比性．而且，·OH 和 H2O2 也是人体内源性

ROS，有的方法中竞争分子采用 DNA 和鸟嘌呤分

子，所以这样的检测方法设计得到的 AO 抗氧化活性

也更好地模拟了人体实际情况．对于不同的检测方

法相比较而言，光电化学检测方法有望成为一种推广

使用的 AO检测新技术． 
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