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Abstract 
Caenorhabditis elegans (C. elegans) as a model organism has been widely used in the field of life 
sciences. This paper introduces the research progress of detection method using C. elegans as ex-
perimental material to study antioxidant function of bioactive substances, compares several com- 
monly used antioxidant detection methods and their advantages and disadvantages, and proposes 
a set of biologically active substances combined antioxidant function testing methods. 
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摘  要 

秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans, C. elegans)作为模式生物被被广泛应用于生命科学领域，本文介
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绍了以C. elegans作为实验材料研究生物活性物质的抗氧化功能检测方法的研究进展，比较了几种常用的

抗氧化检测方法及其优缺点，并提出了一套生物活性物质抗氧化功能检测的组合方法。 
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1. 引言 

C. elegans 是体长不超过 2 mm 的小型土壤线虫，通身透明，能感知气味，对温度和光有反应的线形

动物。自从 1974 年 Sydney Brenner 首次以 C. elegans 为材料揭示了动物细胞凋亡的分子机制以来备受关

注[1]。近几年来，由于其种种优势[2]，C. elegans 作为模式生物已被广泛应用于生物学和医学领域。本

文基于 C. elegans 介绍了几种常见的抗氧化检测方法，突出强调用 C. elegans 作为实验材料来从生物整体

水平上检测抗氧化功能的检测方法，更能真实地反映生物个体的体内抗氧化情况。 
人体在生命活动的过程中不断产生自由基，自由基的反应活性很强，当产生过量时，它就会攻击人

体的生物大分子使其结构遭到破坏，从而产生一系列的疾病。有研究表明[3]-[6]，一些生物活性物质可改

善机体氧化应激能力。因此，研究生物活性物质的抗氧化作用对预防和治疗一些疾病具有重要意义。 

2. C. elegans 的生物特征 

C. elegans 呈蠕虫状，两侧对称，成虫体长约 1.0~1.5 mm，肉眼很难观察，需借助光学显微镜才能清

晰观察。C. elegans 以微生物为食，如埃希氏大肠杆菌。 
C. elegans 按性别可分为雄性和雌雄同体两种，绝大多数的线虫个体为雌雄同体。实验室研究一般用

雌雄同体线虫[3]。C. elegans 生长发育很快，雌雄同体的个体产生的卵经孵化后经历四个幼虫期(L1、L2、
L3、L4)，当处于食物短缺等恶劣环境中，C. elegans 会从 L2 期进入 dauer 期而不是 L3 期，处于 dauer
期的幼虫抗逆能力很强，并且不会老化。在环境条件较好时，线虫可从 dauer 期继续发育到 L4 期，因此

利用该特性可保存线虫[3]。 

3. C. elegans 抗氧化功能研究基础 

氧化反应是人们生命活动的基础，在氧化过程中，会有各种各样的自由基的产生，这些具有高度反

应活性的物质会与生物大分子反应从而对机体造成伤害。自由基是指能独立存在的，含有一个或一个以

上未成对电子的任何原子或原子团[7]。自由基主要可以分为三种[4]：氧自由基，包括超氧阴离子自由基，

羟自由基，过氧化氢，单线态氧等。人体内总自由基中约 95%以上属于氧自由基[8]；非氧自由基，包括

氢自由基，有机自由基等；氮自由基，包括一氧化氮，二氧化氮。 
正常情况下，机体内有两种体系可以使自由基维持在损伤阈值以下，即酶体系和非酶体系。酶系统

主要是由各种抗氧化酶，如超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化酶(GSH-Px)等组

成，这些酶能快速高效地清除体内产生的羟自由基、过氧化氢等氧自由基；非酶体系包括各种抗氧化因

子，如维生素 C、维生素 E 等维生素以及多酚类、黄酮类等天然产物[9]，这些抗氧化因子同样可以有效

地清除体内的自由基。 
C. elegans 有五对常染色体和一对性染色体，是一个染色体数很少的二倍体[2]。其基因组也很小，仅

有 8 × 107 bps，约为人类基因组的 3%。研究发现线虫中的 19,000 个基因约 40%与人类同源[10]，孟德尔

人类遗传资料库 2466 个人类疾病基因中有 533 个和 C. elegans 同源[11]，因而对于人体的抗氧化系统在
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C. elegans中也是存在的，C. elegans中存在的抗氧化酶与人体的抗氧化酶十分相似，主要是SOD和CAT。
另外，C. elegans 体内还含有谷胱甘肽 S-转移酶(GST)和过氧化物酶基因(PRDX)等[12]。因此，用 C. elegans
作为抗氧化功能检测对研究人体抗氧化功能有着重要意义。与其他生物材料相比，以 C. elegans 作为实

验对象，具有以下几点优势[13]-[15]：(1) 易培养。实验用的 C. elegans 一般在琼脂平板上或液体培养基

于 20℃培养，食物是大肠杆菌 OP50；(2) 通体透明，易于观察；(3) 野生型的 C. elegans 生长周期仅 3
天左右，寿命一般在 20 天左右(20℃下)；(4) 价格成本低廉，可操控性强；(5)基因组全序列已知且容量

小；(6)实验以动物整体为对象，且实验规模容易放大。近几年来，国内对于 C. elegans 的抗氧化功能的

研究也越来越多[5] [6] [16]-[21]。例如，张健炜等[16]以 C. elegans 为模型，研究了红茶在环境氧化应激

中对秀丽线虫寿命的延长作用；黄正杰等[5]通过测定秀丽线虫寿命、后代数、虫体大小及线虫的急性热

应激和急性氧应激能力，研究了人工养殖大鲵粗提物延缓秀丽线虫衰老的功能性质。 

4. C. elegans 抗氧化功能检测方法 

检测抗氧化功能的方法有很多，按生物体是否参与实验可分为体外检测和体内检测，体外检测方法

常用的主要是氧自由基吸收能力(Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC)法、ABTS 法、DPPH 法、

DMPD 法、端粒重复扩增法(Telomeric Repeat Amplification Protocol, TRAP)、DCFH-DA 法、总氧自由基

清除能力检测法(Total Oxyradical Scavenging Capacity Assay, TOSCA)等；体内检测方法主要是针对于酶的

含量及活性进行检测，如 SOD、CAT 等。体外法操作简单，检测快速，广泛应用于生产实践中[22] [23]。
但很多体外法的结果是矛盾的，而且也没有统一的方法去精确衡量所有的抗氧化物质的能力，此外由于

这些方法生物相关性低，测量结果也不能准确反映生物体内抗氧化情况。而体内法生物相关性高，检测

结果更加真实。C. elegans 抗氧化功能检测是一种高效、低成本的体内检测方法。可以基于对活性氧的清

除能力、抗氧化酶的含量与活性以及 DNA 氧化损伤程度等方面的检测。下面就其中常用的几种方法加以

说明。 

4.1. 活性氧(ROS)的含量的检测 

荧光分析法可用于直接检测细胞内的 ROS 水平。荧光分析法是利用某些物质被紫外光照射后所发生

的能反映出该物质特性的荧光，可以进行定性或定量分析的方法。目前常用的荧光物质是 2’,7’-二氯二氢

荧光素二乙酸酯(H2DCFDA)。该方法被广泛应用于直接测量 C. elegans 中 ROS 的含量[6] [18]-[20]。Li WH
等[18]用 H2DCFDA 对 C. elegans 中的 ROS 进行了测定以确定在氧化应激和热应力作用下经治疗的线虫

生存率是否增加。结果表明，经亚硒酸钠处理的线虫生存率显著增加。Qiuli Wu 等人[19]在研究不同的检

测系统在 C. elegans 中检测 DMSA 包膜的 Fe2O3 纳米颗粒的安全浓度时，用含 1 mM CM-H2DCFDA 的

M9 缓冲液中预孵育 3 小时，然后再安装在琼脂片上在激发波长为 510 nm 和发射滤波器波长为 488 nm 处

用激光扫描共聚焦显微镜检测。 
荧光分析法具有灵敏性高、选择性好和动态响应范围极宽等优点[21]，并且较为简便经济，是一种用

途广泛的分析方法。但由于荧光物质相对较少，并且很多检测基团会对荧光光谱有吸收作用，使荧光强

度减小导致检测准确度降低。另外，背景干扰、一些非检测成分的干扰也会影响检测的灵敏度[24]。 

4.2. 检测氧化损伤产物 

氧化损伤产物是指由 ROS 损伤 DNA、蛋白质、脂质等生物大分子而产生的加合物。由 ROS 作用

DNA 可产生的 8-羟基脱氧鸟苷(8-OHdG)，在体内非常稳定，通过测定其含量可以反映个体整个体内 DNA
氧化损伤的程度[25]，它被公认为是 20 多种 DNA 氧化损伤产物中最主要的标记物[21]。Aan G.J.等[26]
在研究生育三烯酚(TRF)在氧化应激下对C. elegans的寿命和生物氧化标志物的影响时，利用 8-OHdG EIA
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试剂盒对 8-OHdG 的含量进行了测量。结果表明，用 TRF 处理的有效地降低 8-OHdG 水平(P < 0.05)。
Katarzyna D.等[27]用气相色谱/串联质谱(GC/MS/MS)检测8-OH鸟嘌呤(8-OHG)以及8-OH腺嘌呤(8-OHA)
在 C. elegans 的水平，从而确定了 DNA 损伤程度。 

8-OHdG检测除了酶联免疫吸附(ELISA)法和气相色谱/质谱(GC/MS)分析法之外，还有 32P后标记法、

高效液相色谱–电化学(HPLC-ECD)分析法等。虽然检测 8-OHdG 灵敏度高，特异性好，并且在一定范围

内有很好的线性关系[21]，但很多检测方法仪器昂贵，成本高，样本前处理操作复杂，干扰因素较多等缺

点[23]，使其应用受到限制。 

4.3. 检测酶的活性 

SOD 是体内重要的抗氧化酶，也是清除自由基的主要物质，在医药、食品及化妆品领域应用较为广

泛[28]。SOD 作用于超氧阴离子自由基，发生歧化反应产生 H2O2 和 O2，可以用检测超验阴离子自由基

的方法间接检测 SOD 的含量及活性。如 NBT 法、邻苯三酚自氧化法以及细胞色素 C 还原法。另外，极

谱氧电极法[29]应用脉冲射解技术进行毫微秒级快速动力学跟踪及快速冰冻结合电子自旋共振波谱观察

来直接获取 SOD 和 O2 的动力学信息，是一种较直接的方法。唐晓明[3]采用邻苯三酚自氧化法测定秀丽

线虫体内 SOD 的活性。除了上述方法外，还可以用荧光分析法检测 SOD 的含量。王丽萍[30]等人在研究

次血红素六肽(DhHP-6)延长秀丽线虫寿命的作用机制时，用荧光酶标仪定量检测 CF1553 (SOD-3::GFP)
突变体秀丽线虫的GFP绿色荧光强度。陈亮稳[31]用荧光显微镜以 FITC波段激发观察并放大 400倍拍照，

再分析照片相对荧光强度，测量了携带 SOD-3::GFP 的 CF1553 品系 C. elegans SOD-3 的表达量。 
CAT 是催化 H2O2 分解成 O2 和 H2O 的酶，也是过氧化物酶体的标志酶。CAT 活性测定方法主要有

碘量滴定法和紫外分光光度法，两者也可以结合使用。碘量滴定法是利用 H2O2 能将 KI 中的 I 氧化生成

I2，以淀粉作为指示剂，用硫代硫酸钠滴定，通过消耗的 H2O2 可以测定 CAT 活性。紫外分光光度法更为

简单，利用 H2O2 在 294 nm 处有个吸收峰，测定其吸光度检测 H2O2 测定 CAT 活性。 
检测酶活性实质上是利用一些化学方法检测，通过酶活性大小间接反映抗氧化能力大小。这种方法

反映的是线虫内抗氧化情况，但由于酶的特性、检测的化学物质等因素使该方法应用受到很大限制。 

4.4. 线虫存活率 

由于该方法简单方便，无复杂的操作步骤以及昂贵的检测仪器，因此目前国内外使用也较为广泛

[32]-[34]。但该方法只能粗略地估计线虫抗氧化能力的强弱，可靠性较差。Patricia M.等[33]通过计算 C. 
elegans 存活率研究可可多酚对氧化应激抗性的影响。Chen W.等[34]研究了白藜芦醇对 C. elegans 氧化应

激性和寿命的影响。C. elegans 在加或不加白藜芦醇的标准条件下进行培养培养。用胡桃醌诱导急性氧化

应激后，测量线虫存活率和 hsp-16.2::GFP 的表达，研究结果表明白藜芦醇可以减轻胡桃醌诱导的氧化应

激反应。 

4.5. 细胞抗氧化活性分析法  

细胞抗氧化活性(Cellular Antioxidant Activity, CAA)分析法是一种基于荧光分析法原理的抗氧化检测

方法，由刘瑞海和 Kelly L. [35]提出。该方法最早被应用于分析、量化植物化学物质、食品提取物和膳食

补充剂的抗氧化活性。到目前为止，已有数次利用该方法研究蔬菜水果抗氧化物质的报道[36]-[38]。检测

原理是：非极性的 2’,7’-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)与细胞膜结合而进入细胞内，在细胞内被水解为

极性的 DCFH 和 DA，这样 DCFH 就无法通过细胞膜而流出细胞。2,2’-偶氮双(2-脒基丙烷)二盐酸(ABAP)
可产生 ROS，用 ABAP 处理细胞，ABAP 可在细胞外自发分解，形成过氧自由基，过氧自由基再与细胞

膜作用生成更多的 ROS；也可以自由进入细胞内产生过氧自由基，再氧化的细胞内 DCFH 产生荧光物质
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DCF，经磷酸缓冲液(PBS)洗去细胞外部和表面的荧光物质，检测 DCF 发光强度就可定量计算细胞内的

ROS 含量。 
为了计算 ROS 含量，刘瑞海和 Kelly L. Wolfe 引进了 CAA 单位以及 EC50 值的概念。 

( )100 CA 100SACAA = − − ×∫∫单位  

其中， SA∫ 和 CA∫ 分别是被测样品和空白反应的动力学曲线下的积分面积。EC50 即半数有效量， 

( )
( )50

lg
EC =

lg
fa fu
浓度

 

其中 ƒa 表示发挥抗氧化作用的部分，ƒu 表示未发挥抗氧化作用的部分。刘瑞海和 Kelly L.建议以槲皮素

当量为标准计算。 
CAA 分析法是一种生物相关性更高的化学抗氧化活性的测定法，因为该方法考虑了生物吸收代谢过

程，综合了生物利用率，检测的是细胞内的抗氧化活性，因此灵敏度更高，更能准确反映出细胞内抗氧

化活性情况。首先，该方法考虑了底物的生理学性质，并且也仿真了生物系统的条件，其次，氧化剂的

水平较低，ABAP 浓度为 600 uM，在该水平下可引发氧化反应产生过氧自由基，同时避免了抗氧化剂含

量过高对细胞产生影响。另外，该方法采用了动力学曲线下的面积来计算细胞的抗氧化活性，考虑了氧

化滞后时间和 ROS 的影响。 

5. 展望 

目前的检测抗氧化能力的方法种类繁多，但在国内将这些方法应用到对 C. elegans 的抗氧化活性的

研究却鲜有报道。同时，这些方法也并不能完全地评价物质在体内的抗氧化能力。而 CAA 分析法是考虑

了生物利用率和生物代谢过程的方法，可以有效反应细胞内抗氧化的实际情况，因此是一种较为理想的

研究 C. elegans 抗氧化的方法。C. elegans 是作为整体动物而言，比一般的细胞以及部分的生物组织作为

研究对象研究机体抗氧化活性更有说服力，并且在个体层面上的比较，C. elegans 的优势也十分突出。将

CAA 分析法与 C. elegans 结合起来用于研究个体水平的抗氧化情况，并且结合 C. elegans 寿命以及存活

率应该是一个不错的选择。 
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