ICS号

中国标准文献分类号

团  体  标  准


天然产物抗氧化评价方法技术规范 

Technical specification for antioxidant evaluation methods of natural products

    2021--XX-XX 发布                       2021-XX-XX实施


 中国健康管理协会发布

目   次

前言
1 范围

2 规范性引用文件

3 术语、定义和缩略语

4 技术要求

5评价原则

6 评价方法

7评价方法选择

8 结果判定

9 附录

前    言

本标准参照按照 GB/T1.1-2009 规则编写。

本标准由中国健康管理协会提出并归口。

本标准起草单位：中国健康管理协会抗衰老委员会、国珍健康科技（北京）有限公司、新时代健康产业（集团）有限公司、国家卫生健康委科学技术研究所等。

本标准主要起草人：孙存普、张丽梅、魏文青、贺媛、魏景安、彭雪琴、石丽花、李颖、张红、邢岩、鲍善芬、宋曙辉、张建中。

天然产物抗氧化评价方法技术规范
1 范围

    本标准规定了天然产物抗氧化作用评价的基本原则和要求。
    本标准适用于天然产物抗氧化评价的方法选择和判定，为天然提取物、天然产物原料、产品提供统一的抗氧化评价与技术规范。
2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

    GB/T 39100-2020  多肽抗氧化性测定 DPPH和ABTS法
    GB/T 6682-2008  分析实验室用水规格和试验方法
    保健食品检验与评价技术规范实施手册
    全国临床检验操作规程

3 术语、定义和缩略语

3.1 术语和定义  
天然产物 Natural product

    天然产物指动物、植物和微生物体内的组成成分或其代谢产物以及人和动物体内许多内源性的化学成分。
抗氧化能力 Antioxidant
某些物质可以通过直接作用于自由基，或通过间接消耗掉可生成自由基的物质，而达到有效抑制自由基氧化的反应。
3.2 略缩语

下列缩略语适用于本文件。
    CAA：  细胞抗氧化活性（Cellular antioxidant activity）  

DPPH：  1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl ）

FRAP：
 铁离子还原/抗氧化能力（Ferric reducing/antioxidant power assay）

ORAC：  抗氧化能力指数（Oxygen radical absorbance capacity）

4 技术要求

4.1 受试物

4.1.1 受试物和对照物的名称、生产日期、成分含量、浓度、纯度、稳定性等特性指标，应资料完整并存档。
4.1.2 样品采集为随机抽样，采集的样品应均匀、有代表性，能反映受试物的组成、质量。
4.1.3 受试物采集的数量应该满足试验项目的需求，一式三份，供检验、复检、备查。
4.2 方案设计与实施
4.2.1 方案设计
4.2.1.1 化学评价可根据受试物的性质选择评价方法，应包括清除自由基、脂质抗氧化和还原能力的测定。
4.2.1.2 细胞评价可根据受试物的性质选择评价方法和细胞模型，应包含细胞活性和细胞功能的测定。
4.2.1.3 测定项目可根据评价内容和实验室条件选定。
4.2.2 方案的实施


方案的实施参照保健食品检验与评价技术规范实施手册和全国临床检验操作规程相关内容。

4.3 记录和资料
    原始数据、文件、设计方案、样本、阶段性报告及总报告应存档，建立索引以便于查阅。一般性记录和资料应至少保留2年。

4.4 数据分析

采用方差分析、t检验等统计学方法对实验数据进行统计学处理。受试物与对照组比较，P﹤0.05，表明有统计学意义，判定受试物有抗氧化作用。
5 评价原则

5.1 评价按照从化学到生物、从体外到体内、从细胞到整体的原则依次完成。

5.2 根据受试物的性质和试验的目的选择评价方法及方法组合。

5.3 结果判定应按照组合方法进行综合判定。

6 评价方法

6.1 清除羟自由基法

6.2 清除超氧阴离子自由基法

6.3 清除 DPPH自由基法

6.4 抗氧化能力指数（ORAC）测定

6.5 铁离子还原能力测定

6.6 细胞抗氧化评价（CAA）

7 评价方法选择

7.1 抗氧化评价方法信息
表1  评价方法相关内容
	评价体系
	方法
	测定指标
	生物相关d
	溶解性d
	适用范围

	清除自由基
	羟自由基清除能力
	清除率
	((
	((
	含有多糖、黄酮、多酚、生物碱、皂苷、维生素等天然提取物、天然产物原料、产品

	
	超氧阴离子自由基
清除能力
	清除率
	((
	((
	

	
	DPPH清除能力
	清除率
	(
	(
	

	抗氧化能力
	抗氧化能力指数（ORAC）测定
	AUC值
	(((
	(((
	

	还原
能力
	铁离子还原能力（FRAP）测定
	FRAP值
	(
	(
	

	细胞方法
	CAA法
	CAA值
	(((
	((
	

	d (，((，(((，表示优良等级；(，((，(((，表示差的等级。


7.2抗氧化评价方法选择

7.2.1 评价方法选择应考虑受试物溶解性，根据受试物溶解性特点选择相应的评价方法。
7.2.2抗氧化评价方法选择应考虑受试物作用机制特点，根据清除自由基类别选择相应的评价方法。
7.2.3 不同抗氧化评价方法可以单独选择使用，也可以选择多个联合使用。

8 结果判定

8.1 清除羟自由基、超氧阴离子、DPPH自由基法的评价中，测定吸光值，计算清除率，与对照比较，清除率高即表明受试物有抗氧化能力。
8.2 抗氧化能力指数（ORAC）评价中，测定荧光值，计算衰减曲线面积AUC值，与对照比较，AUC值高即表明受试物有抗氧化能力。
8.3 铁离子还原能力评价中，与空白对照比较，铁离子还原能力值（FRAP）高即表明受试物有抗氧化能力，FRAP值越高，抗氧化能力越强。
8.4 CAA评价方法中，与空白对照比较，EC50值低即表明受试物有抗氧化能力。
9 附录

附录1

清除羟自由基法

1 目的


应用Fenton系统产生的羟自由基进行样品的抗氧化性能评价。

2 原理


Fenton 反应生成的羟自由基与水杨酸反应，生成于 510nm 处有特殊吸收的 2,3- 二羟基苯甲酸，反应式如下：H2O2+Fe2+ =·OH+H2O+Fe3+。

如果向反应体系中加入具有清除羟自由基功能的被测物，就会减少生成的羟自由基，从而使有色化合物的生成量相应减少。采用固定反应时间法，在 510nm 处测量含被测物反应液的吸光度，并与空白液比较，以测定被测物对羟自由基的清除作用。
3 试剂或材料


硫酸铁，水杨酸，过氧化氢，分析纯。
4 仪器设备


紫外可见分光光度计
5 操作步骤

5.1 试剂配制

9 mmol/L 乙醇-水杨酸配法：称1.243 g水杨酸，乙醇溶解，定容至100 mL，然后稀释10倍。

9 mmol / L 硫酸亚铁配法：称 2.502 g FeSO4·7H2O，去离子水溶解，定容至100 mL，然后稀释10倍。

8.8 mmol/L H2O2 配法：称 9.926 g 30 % H2O2，去离子水定容至 100 mL，然后稀释100 倍。
 5.2 样品制备

精确称取样品 0.0100 g，蒸馏水定容至 1.0 mL，充分混合均匀，配成 10.0 mg/mL 的母液（水溶性好的样品，直接用蒸馏水溶解与定容；水溶性差的样品，先溶于 DMSO，再用蒸馏水定容），根据需要，用95%乙醇将母液稀释至不同倍数，得到不同浓度的待检测溶液（待检测样品溶液浓度的选择依据，应使其清除率在 35%～65%，线性方程的 R2 ≥0.9000）。

5.3 标准品

精确称取标准品 0.0100 g，蒸馏水定容至 1.0 mL，充分混合均匀，配制成 10.0 mg/mL 的母液。用 95%乙醇将母液稀释至不同倍数，得到不同浓度的测定溶液，溶液浓度的选择依据，应使其清除率在 35%～65%，线性方程的 R2 ≥0.9000。

5.4 测定

各溶液的加入量按照表 1 所示，在比色管中依次先加入 9 mmol / L FeSO4， 9 mmol / L 乙醇-水杨酸，接着加入适量去离子水，最后加入 8.8 mmol / L H2O2 后摇匀，37℃水浴加热 15 min 后取出，在 510nm 处测其吸光值。实验分空白组，对照组，样品组。

按上述方法，加入表 1 所示的各溶液，来测定吸光值 Ax、Ax0 和 A0，参比溶液为去离子水。
表1实验试剂添加量（mL）

	
	空白组
	样品组
	对照组

	FeSO4
	1
	1
	1

	水杨酸
	1
	1
	1

	测试物
	-
	1
	1

	去离子水
	2
	1
	2

	H2O2
	1
	1
	-



本测定方法设定阳性对照组，为标准品溶液，将标准品替代上述测定方法中的待检测样品溶液，其余同上述测定方法。
6 结果计算


清除率计算公式为：
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式中：


A0 ——空白组的吸光值

 
Ax——样品组的吸光值


Ax0——对照组的吸光值

附录2
清除超氧阴离子自由基法

1 目的


应用邻苯三酚自氧化产生超氧阴离子体系进行样品的抗氧化性能评价。
2 原理


邻苯三酚在碱性条件下迅速自氧化，在自氧化过程中会产生02﹣∙（超氧阴离子自由基），02﹣∙能加速邻苯三酚自氧化速率，同时生成有色中间产物，中间产物的积累在滞后30s ( 45s与时间呈良好的线性关系，一般维持4 min左右，随后减慢，有色产物在325 nm有强烈的光吸收，由于自氧化速率依赖于02﹣∙的浓度，清除02﹣∙就可以抑制自氧化反应，阻止中间产物的积累，从而达到清除超氧阴离子的目的。
3 试剂或材料


邻苯三酚、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、HCl、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠
4 仪器设备


紫外分光光度计
5 操作步骤
5.1 试剂配制

pH8.2，0.05 mol/L Tris-HCl缓冲液：50 mL 0.1 mol/L三羟甲基氨基甲烷（Tris）溶液与22.9 mL 0.1mol/L HCl混匀后，加水稀释至100 mL。


0.2 mmol/L邻苯三酚溶液：称取0.3153 g邻苯三酚溶于100 mL Tris-HCl缓冲液即可。
5.2 样品制备

精确称取样品 0.0100 g，蒸馏水定容至 1.0 mL，充分混合均匀，配成 10.0 mg/mL 的母液（水溶性好的样品，直接用蒸馏水溶解与定容；水溶性差的样品，先溶于 DMSO，再用蒸馏水定容），根据需要，用 95%乙醇将母液稀释至不同倍数，得到不同浓度的待检测溶液（待检测样品溶液浓度的选择依据，应使其清除率在 35%～65%，线性方程的 R2 ≥ 0.9000）。

5.3 标准品

精确称取标准品 0.0100 g，蒸馏水定容至 1.0 mL，充分混合均匀，配制成 10.0 mg/mL 的母液。用 95%乙醇将母液稀释至不同倍数，得到不同浓度的测定溶液，溶液浓度的选择依据，应使其清除率在 35%～65%，线性方程的 R2 ≥0.9000。

5.4 测定

各溶液的加入量按照表 1 所示，比色管中分别加入4 mL（0.05mol/L）pH8.2的Tris-HCl缓冲液，置于25℃水浴中预热20 min，然后加入25℃水浴中预热20 min不同浓度样品液1 mL，再加入在25℃水浴中预热20 min的0.2 mmol/L邻苯三酚溶液1 mL（邻苯三酚用0.05 mol/L的盐酸配制 ），混匀后在25℃水浴中反应4 min，立即用浓HCl两滴终止反应，并在325 nm处测定吸光值（A样）。每管做三个重复，取平均值。

本测定方法设定阳性对照组，为标准品溶液，将标准品替代上述测定方法中的待检测样品溶液，其余同上述测定方法。
表1 实验试剂添加量（mL）

	
	空白对照
	标准品
	样品

	Tris-HCl缓冲液
	4
	4
	4

	测试物
	(
	1
	1

	去离子水
	1
	(
	(

	邻苯三酚溶液
	1
	1
	1


注意：

A样参比：缓冲溶液4 mL+1 mL样液+1 mL HCl（0.05mol/L）代替邻苯三酚溶液

A原参比：缓冲溶液4 mL+1 mL水代替样+1 mL HCl（0.05mol/L）
6 结果计算


清除率计算公式为：
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式中：


A原——空白对照的吸光值

A样——样品的吸光值
附录3 

清除 DPPH•自由基法
1 目的


利用DPPH•自由基进行样品的抗氧化性能评价。

2 原理
1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）是一种暗紫色棱柱状结晶，在无水乙醇溶液中呈深紫色，DPPH•自由基在可见光区517 nm处具有较强吸收峰。该法通过DPPH提供的1个稳定的DPPH•自由基与抗氧化性受试物提供的1个电子配对结合，使DPPH•自由基的特征性紫色消失，变为无色或浅黄色，通过紫外可见分光光度计测定反应后的吸光度，根据吸光度值的变化评价受试物的抗氧化能力。
3 试剂或材料
DPPH（C18H12N56，CAS：1898-66-4），无水乙醇
4 仪器设备
分光光度计，波长范围为400 nm～800 nm，吸光度值精确至0.001。
电子天平，感量为0.0001 g。
5 操作步骤
5.1 DPPH溶液制备
精确称取DPPH 0.0050 g，无水乙醇溶解，超声波清洗机300 Hz～1000 Hz避光超声25 min，使其充分溶解后，无水乙醇定容至 100 mL，配制成 50 μg/mL 的 DPPH 溶液，作为 DPPH 测定溶液。该溶液应现用现配。
5.2 样品制备
待检测样品溶液：精确称取待测样品 0.0100 g，蒸馏水定容至 1.0 mL，充分混合均匀，配制成 10.0 mg/mL 的母液a 。用蒸馏水将母液稀释至不同倍数，得到不同浓度的待测定溶液b 。
注a ：水溶性好的样品，直接用蒸馏水溶解与定容；水溶性差的样品，先溶于二甲基亚砜（DMSO），再用蒸馏水定容。
注b ：待检测样品溶液浓度的选择依据，应使其清除率在 35%～65%，线性方程的 R2≥ 0.9000。
5.3 标准品制备  
精确称取标准品0.0100 g，蒸馏水定容至 1.0 mL，充分混合均匀，配制成 10.0 mg/mL 的母液。用蒸馏水将母液稀释至不同倍数，得到不同浓度的测定溶液c。
注c ：标准品溶液浓度的选择依据，应使其清除率在 35%～65%，线性方程的R2 ≥0.9000。
5.4 测定
取 3 支试管，分别编号为 1、2、3 号，每支试管中按照表1的组合添加试剂。
在 1 号试管中加入 3.0 mL DPPH 溶液和 1.0 mL待检测样品溶液，作为实验组（As）；在 2 号试管中加入 1.0 mL待检测样品溶液和 3.0 mL 无水乙醇溶液，作为对照组（Ac）；在 3 号试管中加入 3.0 mL DPPH 溶液和 1.0 mL 样品溶剂溶液，作为空白组（Ab）。分别充分混合均匀后，室温避光反应 30 min，于波长 517 nm 条件下，用紫外分光光度计测定其吸光度值（样品溶剂调零校准）。
表 1 实验试剂的添加量（mL）
	
	实验组
	对照组
	空白组

	DPPH
	3.0 
	(
	3.0 

	待检测样品
	1.0 
	1.0
	(

	样品溶剂
	(
	(
	1.0

	无水乙醇
	(
	3.0
	(


本测定方法设定阳性对照组，为标准品溶液，将标准品替代上述测定方法中的待检测样品溶液，其余同上述测定方法。
6 结果计算
清除率计算公式如下：
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式中：
As——待检测液与 DPPH 溶液混合液的吸光值
Ac——待检测液与无水乙醇溶液混合液的吸光值
Ab——DPPH 溶液与样品溶剂溶液混合液的吸光值
以样品浓度的自然对数值为横坐标，以清除率为纵坐标，建立样品浓度与清除率的线性方程（R2 ≥ 0.9000），通过拟合方程计算半数清除率EC50，按下式计算样品的抗氧化能力AO值。
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式中：

AO——抗氧化能力
EC50待测样品——待测样品的半数清除率（mg/L）

EC 50标准品——标准品的半数清除率（mg/L）
附录4

抗氧化能力指数（ORAC）测定

1 目的

    利用ORAC（oxygen radical absorbance capacity，抗氧化能力指数）法进行样品的抗氧化能力评价。
2 原理

ORAC分析法中的自由基主要来源于偶氮化合物2，2'-偶氮-双-（2-脒基丙烷）氯化二氢[2，2'-azobis（2-amidinopropane）dihydrochloride，AAPH]热分解产生的过氧化氢自由基，也可以是芬顿( Fenton) 反应过程中产生的羟自由基，以荧光素钠（sodium flourescein，FL）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E类似物( 6-hydro-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid，Trolox) 作为抗氧化标准物质，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。
3 试剂或材料


AAPH，荧光素钠（FL），Trolox，磷酸，磷酸氢二钾，环糊精
4 仪器设备


多功能酶标仪
5 操作步骤
5.1 磷酸盐缓冲液的制备：精密量取适量磷酸，以高纯水稀释得到75 mmol/L 磷酸溶液；称取8.56 g磷酸氢二钾以高纯水500 mL溶解，以磷酸溶液调pH 7.4，即得75 mmol/L pH 7.4的磷酸盐缓冲液。


AAPH溶液的制备：精密称取AAPH 207 mg，以磷酸盐缓冲液溶解并定容至5 mL量瓶，即得浓度为153 mmol/L的AAPH溶液。


FL溶液的制备：精密称取FL 40 mg，以磷酸盐缓冲液溶解，制成4125 mmol/L的FL溶液，记为FL母液a。精密吸取FL母液a 50(L置50 mL量瓶中，以上述缓冲液定容至刻度，记为FL母液b；FL母液a，b均于4℃冷藏。实验时精密吸取FL母液b 500(L置25 mL量瓶中，以上述缓冲液定容至刻度，即得8(10-5 mmol/L的稀释液。

5.2 样品溶液的制备：精密称取样品适量，水溶性物质以水溶解，脂溶性物质以7%环糊精（溶剂为丙酮：水=1:1）溶解，配制成1mg/mL的化合物母液，继而以缓冲液稀释制成10，50，100µg/mL的样品溶液。

5.3 测定


样品量效曲线的确定：精密吸取FL稀释液100 µL于96孔荧光板中，随后加入不同浓度样品溶液50 µL振荡5 min，37℃温育10 min后迅速加入AAPH液50 µL启动反应。以激发波长485 nm，发射波长535 nm进行测定并记录荧光值，反应过程中每隔1.5 min测定一次荧光值（记为Fn）。以测定时间为横坐标，荧光值为纵坐标绘制不同浓度受试物荧光衰变曲线。

表1 实验试剂的添加量

	
	AAPH对照组

（+AAPH）
	样品组

（S）
	Trolox对照组

（T）
	溶剂对照组

（-AAPH）

	样品溶液（μL）
	0
	50
	50
	0

	PBS（μL）
	100
	50
	50
	150

	荧光素钠（μL）
	100
	100
	100
	100

	AAPH（μL）
	50
	50
	50
	0


6 结果计算


测定结果以 ORAC 值表示。计算公式为：
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式中：

AUCS —— 样品组荧光曲线下面积

AUC+AAPH——AAPH组荧光曲线下面积

AUCT ——Trolox组荧光曲线下面积

MT——Trolox溶液浓度 μmol/mL

MS ——样品溶液浓度  mg/mL
附录5  

铁离子还原能力（FRAP）测定

1 目的

    应用铁离子还原能力对样品的抗氧化能力进行评价。
2 原理


基于氧化还原反应的比色法，在低pH的溶液中，Fe3+-TPTZ（Fe3+-三吡啶三嗪）被抗氧化剂还原成Fe2+-TPTZ，使反应液变成深蓝色，在593 nm处有最大光吸收，这样通过测量样品吸光度的变化来测量其抗氧化能力。吸光值越高表示样品的还原力也就越强。
3 试剂或材料

TPTZ，乙醇，盐酸，醋酸钠，醋酸，硫酸亚铁，硫酸
4 仪器设备


紫外分光光度计
5 操作步骤
5.1 试剂配制


样品液：用乙醇配制浓度分别为0.24, 0.48, 0.72, 0.96, 1.20 mg/mL样品溶液。

40 mmol/L盐酸溶液：取浓盐酸(12 mol/L) 0.1 mL加水至30 mL，置于避光处，备用。

0.3 mol/L醋酸钠缓冲溶液：称取醋酸钠5.1 g，加冰醋酸20 mL，用水稀释定容至250 mL，置于避光处，备用。

10 mmol/L TPTZ溶液：称取TPTZ样品31.233 mg，用40 mmol/L的盐酸定容至10 mL，置于冰箱中冷藏备用。

FRAP工作液：2.5 mL 10 mmol/L的TPTZ溶液，2.5 mL 20 mmol/L 的FeCl3·6H2O和25 mL 0.3mol/L的醋酸缓冲液（pH3.6）混合均匀即得。

5.2  FeSO4标准曲线的绘制


准确称取6.08 mg硫酸亚铁，溶于适量的水中，加入18 mol/L的硫酸0.25 mL, 再加水稀释至50 mL容，并置入小铁钉。取上述溶液5 mL, 加入5 mL水，定容至50 mL，为800 μmol/LFeSO4标准溶液。用该溶液配制梯度FeSO4溶液，包括400 μmol/L，200 μmol/L，100 μmol/L，50 μmol/L和25 μmol/L，于593 nm测定吸光值，绘制标准曲线。
5.3 测定

    取样品0.3 mL，加2.7 mL预热至37 ℃的FRAP工作液，摇匀后放置10 min，于593 nm测其吸光度值，以无水乙醇代替样品加入FRAP工作液作为空白，每个浓度做3次，求平均值。根据所得吸光值，在标准曲线上求得相应FeSO4浓度，定义为FRAP值，其值越大，抗氧化活性越强。

表1 实验试剂的添加量（mL）
	    
	空白组
	样品组
	标准组

	蒸馏水
	0.3 
	(
	(

	样品
	(
	0.3
	(

	标准品
	(
	(
	0.3

	FRAP工作液
	2.7
	2.7
	2.7


6 结果计算


FRAP值用 FeSO4 标准溶液的浓度来表示。例如某样品测定获得的吸光值和1mM FeSO4 标准溶液的吸光值相同，则该血浆样品的FRAP值即为1mM。

附录6 

细胞 CAA 法
1 目的

    通过CAA法测定样品对于不同组织细胞的抗氧化效果，进行抗氧化能力评价。

2 原理

CAA 方法的基本原理如图所示，荧光探针 2',7'-二氯荧光二乙酸（DCFH-DA）本身并无荧光，穿过细胞膜进入细胞后，细胞酯酶将 DCFH-DA 分解，形成极性更强的还原型二氯荧光素（DCFH）。2,2'-偶氮二异丁基脒二盐酸盐（ABAP）是一种分散在细胞中的自由基诱导剂，在细胞内可自发分解形成过氧自由基，细胞内无荧光的 DCFH 极易在该自由基的作用下氧化生成荧光物 DCH，荧光物 DCH 可通过多功能酶标仪测定其荧光值，进而得到细胞内活性氧的水平。抗氧化物质可在细胞膜外部结合氧自由基而阻止其进入细胞，或者在细胞膜内部清除氧自由基而阻断 DCFH 氧化成 DCF 的过程，从而减少DCF 的形成，所对应的荧光强度就会减弱，表明细胞的抗氧化性越强。
3 试剂或材料
细胞：SMMC-7721 人肝癌细胞，购自中国科学院细胞库。
荧光剂：2,2'-偶氮二异丁基脒二盐酸盐（ABAP）、2',7'-二氯荧光二乙酸（DCFH-DA），美国 Sigma-Aldrich 公司。
培养基：基础培养基：RPIM-1640 细胞培养基。完全培养基：胎牛血清10%，青链霉素混合液1%，基础培养基89%。无血清培养基：无菌蒸馏水10%，青链霉素混合液1%，基础培养基89%。
其它试剂及耗材：胎牛血清（FBS），ExCell Bio；青链霉素混合液（100 U/mL 青霉素和 100 mg/mL 链霉素）、胰蛋白酶溶液-EDTA、磷酸盐缓冲溶液（PBS），北京索莱宝科技有限公司；二甲基亚砜（DMSO），美国 Amerseco 公司；WST-1 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒，碧云天生物技术公司；96孔细胞培养板、6孔细胞培养板，美国 Corning 公司。
4 仪器设备
CO2 细胞培养箱，美国Thermo Scientific公司；生物安全柜，苏州安泰空气技术有限公司；CKX41 倒置式显微镜，日本奥林巴斯有限公司；MQX200型酶标仪，美国BioTek公司；3-18K高速冷冻离心机，德国 SIGMA 有限公司；OMP200A 分析天平，上海精密仪器有限公司。
5 操作步骤
5.1 主要试剂配制

完全培养基：10%胎牛血清，1%青链霉素混合液，89%基础培养基。

测定液配制：根据碧云天生物技术公司的 WST-1 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒的使用说明配制。

待测样品溶液配制：将样品溶于 DMSO 中配制成 10 mg/mL 的母液。根据试验需要，用基础培养基稀释成一系列不同浓度的使用液。
5.2 细胞培养

细胞的复苏：将待复苏的细胞冻存管放入 37℃的恒温水浴锅内迅速溶解，完全溶解后放入离心机中，2000 rpm 离心 5 min，超净工作台中弃除上清液，冻存管中加入 1 mL 完全培养基，轻轻吹打几次后转移到已灭菌的 6 孔细胞培养板中，再加入 1 mL 完全培养基，转移至 37℃、5% CO2 的细胞培养箱中，培养 24 h，倒置显微镜下观察细胞生长状态，并更换新的完全培养基，继续培养。

细胞的培养与传代：将复苏后的细胞隔天更换完全培养基，倒置显微镜下观察细胞贴壁生长至90%左右时，对细胞进行传代处理。用 1(2 mL 的 PBS 将细胞洗涤 2(3 次，加入 0.5 mL 胰蛋白酶溶液-EDTA，消化 3 min 后，加入 1 mL 完全培养基，轻轻吹打，将附着在培养板壁上的细胞冲下，吹打均匀后，用移液枪吸取等量的液体，将其平均分装到 2 个新孔内进行培养。将分装好的细胞培养板放入 37℃、5% CO2 的细胞培养箱中继续培养，当细胞培养至 30(50 代时，即可用于后续实验。
5.3 细胞毒性试验：取对数生长期的细胞，用无血清培养基配制成4×104 个/mL 的单细胞悬液，接种于96孔细胞培养板中，每孔100 μL，将96孔细胞培养板放入 37℃、5% CO2 的细胞培养箱中培养 24 h，弃除无血清培养基，在96孔细胞培养板中分别加入 100 μL 不同浓度的待测溶液（0.17 μg/mL、0.25 μg/mL、0.5 μg/mL、1 μg/mL、2 μg/mL、10 μg/mL）和等体积的无血清培养液。同时设置对照组和空白组，对照组为细胞与无血清培养液，空白组只加入无血清培养基。以上试验每组至少重复 3 次。将实验组、对照组和空白组的 96 孔细胞培养板一起放入 5% CO2 的细胞培养箱中 37℃培养 24 h，按照 WST-1 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒的使用说明进行操作，采用酶标仪，于450 nm下测定各孔吸光度值。
5.4 细胞抗氧化性试验（CAA）


取对数生长期的细胞，用无血清培养基配置成 4×104个/mL 的单细胞悬液，接种于96孔细胞培养板中，每孔 100 μL，每孔设 3 个复孔，放入 37 ℃±1 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中培养 24 h 后移除无血清培养基，用 PBS 溶液清洗后，分别加入已用无血清培养基稀释好的100 μL的DCFH-DA与不同浓度待测溶液，使DCFH-DA最终的浓度为25 μmol/L，样品的最终浓度分别为 0.17 μg/mL、0.25 μg/mL、0.5 μg/mL、1 μg/mL、2 μg/mL、10 μg/mL，每个浓度设三个复孔，放入 37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中继续培养 60 min 后，移除无血清培养基，用 PBS 清洗一次细胞，加入 600 μmol/L 的 ABAP 100 μL，用酶标仪测定其荧光值，测定的条件为温度37 ℃、发射波长 538 nm，激发波长 485 nm，每 5 min 测定一次，跟踪测定 60 min。


实验同时设置空白组，空白组只含 100 μL 的 DCFH-DA 溶液（25 μmol/L）与 100 μL的 ABAP 溶液（600 μmol/L），不含待测样品。以上试验每组至少重复 3 次。

6结果计算
6.1 细胞毒性试验结果

细胞存活率计算公式如下：
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式中：


OD待测 ——待测物实验组吸光值


OD空白——空白组吸光值


OD对照——对照组吸光值

6.2 细胞抗氧化性试验结果

细胞抗氧化活性（CAA）值计算公式如下：
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式中：


∫SA ——加入不同浓度测试物后的荧光值-时间曲线的积分面积


∫CA ——空白组荧光值-时间曲线的积分面积

而后将 CAA 值记作 fa，100-CAA 值记作fu，建立lg (fa / fu)与对应测试物浓度的对数值lg C 的线性回归方程，获得 EC50 。
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