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摘要：在正常的生命过程中，自由基为维持生命所必需。体内自由基不断产生，也不断地被清除，使之维持在一个正常的生理水平上。自由基在生物体内参与吞噬病原体、部分生化反应以及调节细胞增殖与分化等重要的生理过程。但过量的自由基会损伤DNA，改变蛋白质结构，等. 使蛋白质失去生理功能和诱发疾病。机体内的自由基清除系统和自然界中的抗氧化剂在保护机体免受氧化损害中起重要作用。儿茶素类化合物广泛存在于茶叶等植物中，是活性显著的抗氧化剂。近年来，关于儿茶素类化合物抗氧化能力评价和机制的研究很多，但不同的评价方法，由于其原理和方法的不同，得到的结果不尽相同。作者从儿茶素类化合物抗氧化评价方法和酚类化合物抗氧化机制研究综述儿茶素抗氧化作用的研究现状，旨在为儿茶素的应用提供有益的参考。
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Review on Anti-oxidative Evaluation Methods and Mechanism of Catechins
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Abstract：Free radicals are necessary for life. Since they are constantly generated and constantly scavenged in organism, they can maintain at an average physiological level. Free radicals play an important role in a number of biological processes, such as engulfing  pathogens, involving in biochemical reactions and regulating cell proliferation and differentiation. However, excessive free radicals are injurious to DNA and proteins, and can induce diseases. The anti-oxidation system in vivo together with the antioxidants protect the body against oxidative damage. Catechins found widely in tea plants have potent anti-oxidative activity, which have been seriously concerned. Many researches have been done in recent years concerning the effects and mechanism of catechins on anti-oxidative. However, different results stem from different evaluation methods. This article introduces the advances on the study of catechins from the aspect of the current used commonly anti-oxidative evaluation methods and the anti-oxidative mechanism of catechins. It is aimed to provide beneficial reference to the application of catechins.
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自由基（Free radicals）是指游离存在于自然界中的带有未配对电子的分子、离子、原子或原子团。尽管各种自由基存在时间极为短暂，但化学性质十分活泼，易发生化学反应。在生物机体内的自由基常以氧自由基（Oxygen free radical， OFR）和氮自由基（Nitrogen radical）
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的形式存在，目前研究最多的是OFR。自由基在机体内具有双重生物学效应，在正常生理条件下，少量的自由基具有杀伤外来微生物，舒张血管和参与部分神经讯号传导等积极的生理过程。但过多的自由基会与体内核酸、脂质、蛋白质及生物膜上的多元不饱和脂肪酸等发生反应，破坏DNA的碱基结构，改变蛋白质的一级结构，诱发蛋白质发生交联聚合，使蛋白质失去某些生理功能，最终引起机体组织的过氧化性损伤[1]，影响组织和细胞的正常生理功能。在正常的生理状态下，机体依赖酶促系统和非酶促系统维持体内的自由基水平。其中，酶促系统包括超氧化物歧化酶（SOD），谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、过氧化物酶（POD）及过氧化氢酶（CAT），等. 通过它们之间的协同作用有效地清除细胞在新陈代谢过程中产生的超氧化物和过氧化物等自由基，完成细胞内的抗氧化作用和维持正常生理机能。非酶促系统则是利用抗氧化剂清除机体内多余的自由基，有益于疾病的预防和治疗。
自然界中的抗氧化剂大多为多酚类化合物，其中应用较多是儿茶素类化合物。儿茶素类化合物是含有黄烷-3-醇（Flavan-3-ol）结构的一大类物质，广泛存在于茶、可可等多种植物中，该类化合物因分子中具有多个酚羟基而显示强抗氧化活性。茶叶中富含的儿茶素类物质主要为儿茶素（Catechin，(+)-C）、表儿茶素（Epicatechin, EC）、表没食子儿茶素（Epigallocatechin , EGC）、表儿茶素没食子酸脂（Epicatechin gallate, ECG）、没食子儿茶素酸酯 (Gallocatechin gallate，GCG)和表没食子儿茶素酸脂（Epigallocatechin gallate, EGCG），等. 其中EGCG含量最高。由于儿茶素类多酚化合物来源丰富，抗氧化作用效果明显，而备受人们的关注，因此本文将儿茶素类化合物的抗氧化活性评价方法、原理以及作用机制的研究现状综述如下，旨在为其深入研究和产业化应用提供有益的参考。
1儿茶素类化合物抗氧化作用的研究方法
    目前，人们根据生物活性水平将儿茶素类化合物的抗氧化作用研究方法分为体外抗氧化活性、细胞抗氧化活性及体内抗氧化活性评价的3种类型，具体的研究方法、作用特点及应用概述如下。
1.1体外抗氧化作用的评价  体外抗氧化活性评价是利用适当的方法对实验条件下激发的自由基进行直接测定，具有操作简单、检测速度快、价格低廉等优点，是目前使用最为广泛的活性筛选方法之一[2]，该类方法主要包括电子自旋共振（Electron Spin Resonance，ESR）、抗氧化能力指数（Oxygen radical absorbance capacity，ORAC）、总自由基捕获抗氧化参数（Total radical-trapping antioxidant parameter，TRAP）、Trolox等效抗氧化容量分析法（Trolox equivalent antioxidant capacity assay，TEAC）、总氧自由基清除能力（Total oxyradical scavenging capacity，TOSC）、亚铁还原能力（Ferric reducing/antioxidant power assay，FRAP）以及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, DPPH）法等。
ESR又称顺磁共振(Paramagnetic Resonance) ，该方法是利用电子自旋运动产生的磁矩与外磁场之间的作用，定性和定量检测物质原子或分子中所含的不配对电子。该方法具有灵敏度高，稳定性和重复性好，能获得复杂被测物中的自由基信息等特点，是研究自由基最直接和最有效的方法和技术之一。应用ESR法，Guo等人[3]评价了EGCG、EGC、EC、GCG、GC和(+)-C清除超氧阴离子（Superoxide anion，[image: image2.png]


）、单线态氧（Singlet oxygen ，1O2）、DPPH和偶氮化合物2,2-偶氮二(2-甲基丙基咪)二盐酸盐（2,2'-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride，APPH）自由基的活性，发现EGCG和GCG这两个在结构上连有没食子基的化合物活性强于不含没食子基团的EGC、GC、EC和(+)-C。研究结果提示，含有相同平面结构的表型和非表型儿茶素类化合物在高浓度和低浓度时的自由基清除能力强弱不尽相同，在高浓度时两者之间没有明显差异，而在低浓度时GCG、GC和(+)-C的自由基清除能力强于其对应的表型儿茶素EGCG、EGC和EC，即表现为GCG＞EGCG＞GC＞EGC＞(+)-C＞EC。说明在低浓度时，儿茶素类化合物的立体结构对其自由基清除能力有一定的影响。Gardner等人[4]利用该方法评价了不同儿茶素类化合物在乙醇中清除加尔万氧自由基（2,6-二叔丁基-(3,5-二叔丁基-4-氧代-2,5-环己二烯)-对甲苯氧自由基）和在水中清除亚硝基过硫酸钾自由基（Fremy’s salt）的活性，发现在水中此类化合物清除加尔万氧自由基的顺序为EGCG＞ECG＞GA＞EC≈(+)-C＞EGC，在乙醇中清除过硫酸钾自由基的活性强弱则是EGCG＞ECG＞EC＞EGC＞C＞GA。Kurihara等人[5]利用该方法有效地评价了乌龙茶的抗氧化作用，结果表明乌龙茶提取物具有显著的抗氧化活性，IC50仅为19.9 μg∙mL-1。ESR方法不仅能有效地评价被测物的抗氧化作用，也能够用于研究和筛选新的抗氧化物质。在进行乌龙茶的抗氧化作用研究中，Kurihara等[6]注意到可可茶和传统茶在清除自由基反应中的ESR信号不同，推测这两种茶叶中含有不同类型的多酚类物质，在进一步追踪信号后，从可可茶中分离得到1,2,4,6-GA-glc和GC-3,5-diGA两种新的儿茶素类化合物。
ORAC作为衡量蔬菜、水果及食品添加剂等抗氧化能力的评价方法现已被广泛使用[7,8]。ORAC分析方法是根据AAPH可在37 °C下的生理温度释放过氧自由基破坏荧光探针荧光素钠，使其在527 nm处所发射的荧光强度产生变化为原理，以维生素E水溶性类似物Trolox为定量标准，使用荧光微孔板分析仪进行分析。ORAC水平反映抗氧化剂直接清除自由基的能力。Henning等人[9]利用ORAC方法有效的评价并比较了不同儿茶素类化合物的抗氧化能力，结果表明儿茶素类化合物中ORAC指数（mmol/mmol）最高的是ECG，ORAC指数为10.4，其次为EGCG，ORAC指数为8.2，再次为EC和GCG，ORAC指数分别为6.7和6.4。
ORAC也常用于给药后体内活性氧自由基的分析，包括亲水过氧基（Hydrophilic peroxyl radical）、亲脂过氧基（Lipophilic peroxyl radical）、羟基（Hydroxyl radical）、过氧亚硝基（Peroxynitrite）、[image: image4.png]


和1O2等。虽然ORAC方法广泛应用于体内外抗氧化活性的评价，但由于抗氧化活性物质容易受到体内环境及生物利用率等影响，因此体内ORAC水平所反映的应是一种包括外源抗氧化物质在内的机体抗氧化能力水平。Prior等人[10]利用ORAC方法测定了GC、EC、(+)-C和GCG的体内ORAC指数，结果分别为1.74，2.36，2.49和2.43（μmol/μmol）。Kurihara等人[11]利用ORAC方法比较了儿茶素类化合物和乌龙茶提取物的抗氧化能力，ORAC指数由大到小的顺序为EC＞(+)-C＞EGCG＞乌龙茶提取物，结果提示乌龙茶提取物通过富含的EC及EGCG等儿茶素类化合物提高拘束应激小鼠血浆的ORAC水平，达到抗氧化作用。

   涂云飞等[12]采用二次通用回旋设计，以流动注射化学发光法考察了ECG、EC、EGCG和EGC之间清除羟基自由基能力的强弱及其协同作用，认为单体化合物清除羟基自由基能力为：ECG＞EC＞EGCG＞EGC，在协同作用时ECG的贡献率超过了43%，EGC的作用相对不明显。此外，硫代巴比妥酸反应物法（Thiobarbituric acid reactive substances，TBARS) 也是常用的脂质过氧化评价方法。赵文红等人[13]利用TBARS法，测定了(+)-C体外对大鼠血清和肝匀浆脂质过氧化的抑制作用，发现(+)-C在低浓度时就能够抑制血清自氧化和肝匀浆自氧化水平。
1.2细胞抗氧化作用的评价  鉴于体外分析方法不能完全地反映抗氧化物质在体内的活性，Wolfe KL等[14]建立了细胞抗氧化活性评价方法（Cellular antioxidant activity，CAA）。CAA法是利用细胞为实验材料，负荷2',7'-二氯荧光二乙酸盐 （2',7'-dichlorofluorescin diacetate，DCFH-DA），在细胞内酯酶分解作用下，DCFH-DA脱掉乙酰乙酸基团，形成还原型二氯荧光素（DCFH）。然后，再利用AAPH（APPH）释放过氧自由基ROO·攻击DCFH，使其氧化成荧光物二氯荧光素（DCF）。抗氧化剂在细胞膜内部与活性氧（Reactive oxygen species，ROS）和ROO·结合而阻断DCFH氧化成DCF，从而减少DCF的形成。因此，通过测定细胞的荧光强度就可以有效反映细胞内的自由基水平，评价受试样品的抗氧化能力。与传统的体外化学分析方法相比，CAA法具有更好的生物相关性。除测定细胞内的ROS生成量，还可以测定细胞中SOD、GSH-px、丙二醛（MDA）等指标，来衡量儿茶素类化合物对细胞内抗氧化系统的保护作用。在H2O2诱发巨噬细胞损伤模型中，儿茶素类化合物EGCG能显著降低受损细胞中的ROS水平，并能降低脂质过氧化物MDA水平，提高细胞内抗氧化酶系统SOD、GSH-px水平[15]。EGCG还能显著降低中波紫外线（UVB）辐照人表皮角质形成细胞中的ROS生成量，显著提高SOD和GSH-px水平，提高细胞存活率[16]。在农药百草枯致人神经母细胞瘤细胞损伤实验中，EGCG同样能抑制细胞内的ROS以及MDA生成，并能提高SOD水平[17]。牛丽等人[18]还考察了EGCG和EGC对高糖诱导的人晶状体上皮细胞的保护作用，实验结果证实两者均能降低高糖造成的MDA和一氧化氮（NO）升高，提高SOD、CAT和GSH-px的活性，以及SOD mRNA的表达水平，显示出较好的对高糖致损细胞的保护作用。
1.3体内抗氧化活性  动物和临床实验无疑是评价儿茶素抗氧化活性的最好方法，原因是这些实验不仅可以反映儿茶素的体内抗氧化活性和其它多种作用效果，还能够评价血液及组织器官中的MDA、谷胱甘肽（GSH）和同型半胱氨酸等指标，及SOD、 GSH-Px等酶活性和基因表达，同时也能够获得受试物的生物利用度、代谢及作用机制等多方面信息，因而被广泛应用于儿茶素抗氧化作用的评价[19-20]。糖尿病是与氧化应激密切相关的疾病，EGCG在降低自发2型糖尿病Goto-kakizaki大鼠血糖水平的同时，能显著血清SOD和GSH-px水平，降低MDA水平[21]。对链脲佐菌素所致实验性糖尿病大鼠肾脏的氧化应激状态 EGCG也有很好的改善作用，具体表现为提高肾脏SOG和GSH-px水平，降低MDA水平与血浆同型半胱氨酸水平[22]。葛斌等[23]检测了EGCG对高脂性脂肪肝大鼠肝脏MDA和SOD水平的影响，发现EGCG能降低MDA水平，提高SOD水平，表现出一定的保护肝脏，改善高脂性脂肪肝的作用。除对代谢性疾病造成的氧化应激有改善作用，儿茶素类化合物还能有效缓解因辐射造成的肺损伤、肿瘤、帕金森症等疾病导致的氧化应激。
在大量体外、细胞和动物实验的基础上，人们也非常关注对儿茶素类化合物的临床研究。滕倩等[24]检测了40名健康志愿者服用EGCG和叶黄素后的血浆抗氧化指标，发现EGCG能有效的协同叶黄素提高受试者血浆SOD和GSH-px水平，降低MDA值，其效果优于单单独使用叶黄素。Kimura M等[25]检测了健康志愿者连续服用儿茶素类化合物的血药浓度，发现血浆结合态儿茶素类化合物浓度显著升高，他们还以FRAP法测定了血浆抗氧化水平，发现在连续服用儿茶素类化合物可有效提高内源性抗氧化能力。Gomikawa S等[26]的研究也证实在饮用绿茶能显著提高血浆结合态儿茶素类化合物及维生素C水平，同时也显示抑制低密度脂蛋白氧化的作用。Sung H等[27]在为期3周的实验中发现，受试者饮用绿茶饮料后有效提高血浆抗氧化能力，并显示一定的剂量相关性。另一项随机双盲的实验中，所有受试者给予不含黄酮和儿茶素饮食，实验组每天补充含18.6 mg儿茶素类化合物的绿茶提取物，实验持续3周，与对照组相比，绿茶提取物负荷能有效提高餐后血浆抗氧化能力[28]。
综上所述，目前人们研发了多种用于评价儿茶素类化合物抗氧化活性的方法，且不同方法间显示各自特点和优势，其检测结果间也存有一些差异。其差异性的原因不排除与不同儿茶素的体外抗氧化能力在浓度，与不同类型自由基反应时所显示的一定特异性。而在临床实验中，此类化合物的剂量和生物利用度也会在一定程度上影响到该类化合物的抗氧化活性。
2儿茶素的抗氧化机制

有关儿茶素的抗氧化机制人们也进行了很多探讨，下面将主要从儿茶素类化合物中酚羟基清除自由基的动力学机制、自由基清除量以及影响反应速率的因素等方面来介绍此类化合物的抗氧化机制。
2.1酚羟基清除自由基反应动力学机制  酚羟基是儿茶素类化合物产生自由基清除和抗氧化作用的主要活性基团。动力学研究表明，酚羟基清除自由基的反应机制有氢转移、电子转移-质子转移、质子优先损失的电子转移3种。
2.1.1氢转移机制  酸性条件下，酚类化合物的活性基团以酚羟基形式存在，并通过将酚羟基上的氢原子转移到活泼自由基上来清除活泼自由基。通过对前线轨道的进一步研究发现，其作用机制分为两种，即氢原子转移（H-atom transfer，HAT）与质子耦合电子转移（Proton-coupled electron transfer, PCET）。在这两种情况下，质子和电子的转移都是一步完成的。HAT是酚羟基上的氢原子及其携带的电子转移到活泼自由基的同一轨道上，自身形成比较稳定的酚氧自由基[11]。PCET与HAT的区别在于氢原子与其携带的电子转移到了自由基的不同轨道上。PCET通常发生在能形成氢键的化合物中，质子沿着氢键转移到自由基中氧原子的未共用电子对上，并伴随着电子从未共用电子对上转移到自由基的半占据轨道（Singly occupied molecule orbital，SOMO）[29,30]。由于结构中大多存在氢键，儿茶素类化合物清除自由基并伴随氢转移时大多遵循PCET机制[31,32]。


[image: image5.emf]O


H


+


O


+


H


R


R




OH

+

O

+

HR

R


图1 氢转移机制

Figure 1 The mechanism of HAT and PCET

2.1.2电子转移-质子转移(electron transfer−proton transfer，ET-PT)  ET-PT是两步反应。首先酚羟基上的电子转移到自由基上，接着是质子的释放转移。由于质子转移非常快，ET-PT也可以看作近似氢原子转移HAT过程[33-34]。
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Figure 2 The mechanism of ET-PT

2.1.3质子优先损失的电子转移（Sequential proton loss-electron transfer，SPLET） 与ET-PT反应顺序相反，SPLET反应第一步是酚羟基失去质子形成酚氧负离子，接着酚氧负离子上的电子转移到自由基上，通过电子的转移来清除自由基。这种反应发生在碱性条件下，酚氧负离子能够稳定存在，电子转移可以在酚氧负离子重质子化之前完成[35-36]。
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图3  SPLET转移机制
Figure 3 The mechanism of SPLET
由于反应物与产物是相同的，3种反应机制在热力学平衡上是一致的。3种反应机制间的竞争是由限速步骤的动力学来决定的。对于PCET来说，限速步骤为氢原子的转移，对于ET-PT和SPLET来说，限速步骤为电子的转移。Di Meo等[29]应用量子化学的方法进一步对多酚化合物清除自由基的动力学研究发现，不论在何种极性的溶剂中，由于[image: image12.png]ArOH*



不稳定（核对书写形式），除了在清除高活性自由基如•OH时，ET-PT机制都无法发生。在非极性环境中，如脂质双分子层中，儿茶素类物质主要遵循PCET机制清除自由基，这就意味着在清除脂质过氧化物时PCET是儿茶素类化合物的主要作用机制。在极性溶剂中，由于儿茶素类化合物去质子化增强，PCET与SPLET两种作用机制相互竞争，随着pH值升高，去质子化趋势增加，儿茶素类化合物清除自由基的机制以SPLET机制为主，因此，在碱性条件下，儿茶素类物质更容易氧化，不仅能与反应活性高的自由基反应，还能被反应活性低的自由基氧化。
2.2儿茶素类化合物清除自由基能力  如果从化学角度来评价抗氧化剂的抗氧化能力，有必要从两个方面进行探讨，其一是抗氧化剂以多大的反应速率清除自由基，即清除速率的问题；另一方面是一个抗氧化剂分子能够清除几个自由基，换言之是清除量的问题。
2.2.1茶素类化合物清除自由基速率  由于结构上的差异，儿茶素类化合物清除自由基能力的强弱与反应速率常数不尽相同。研究表明，该类化合物清除自由基能力的强弱以及反应速率常数与酚羟基的数目以及位置有关。为了更好的探讨儿茶素结构与自由基清除速率之间的关系，人们将儿茶素的结构分为A环与B环，其中A环的结构与间苯二酚类似，B环的结构与邻苯三酚和儿茶酚相似。因此，在研究中大都以间苯二酚与间苯三酚作为A环的模式化合物，邻苯三酚作为B环模式化合物，探讨A环与B环对儿茶素自由基清除速率的影响（见图4）。Senba等[37]用停流法测定了模式化合物以及儿茶素类化合物清除DPPH的反应速率，发现A环模式化合物间苯二酚与间苯三酚的反应速率非常低，表明含有间位酚羟基的化合物虽然具有自由基清除能力，但反应活性较低。而儿茶酚与间苯二酚含有的酚羟基数目相同，但儿茶酚的反应速率远大于间苯二酚，这可能是因为邻位酚羟基能相互作用，提高反应速率，提示酚羟基的位置决定了反应速率。邻苯三酚结构中有三个相邻酚羟基，因而反应速率大大高于儿茶酚。同样有三个相邻酚羟基的没食子酸甲酯，其反应速率大于邻苯三酚，表明酯基有利于提高反应速率。然而，没食子酸的反应速率与结构相似的邻苯三酚或没食子酸甲酯相比，却很小，造成这一现象的原因目前尚不明确，Senba等人[37]推测可能是由于没食子酸中酚羟基与羧基形成氢键，阻碍了酚羟基的脱氢。
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图4 儿茶素类化合物(EGCG)结构与模式化合物
Figure 4 Structures of a catechin (EGCG) and the model compounds

Thavasi等人[38]通过测定不同结构模式化合物的DPPH自由基清除反应动力学参数，证实了Senba等人的研究，即酚羟基之间的相对位置对于自由基清除速率的影响大于酚羟基的数目，带有邻位羟基结构儿茶素类化合物的自由基清除能力大于间位和对位羟基结构儿茶素类化合物。邻苯三酚的自由基清除速率大于儿茶酚、间苯二酚和间苯三酚，造成差异的原因可能是分子内氢键（Intramolecular hydrogen bond，IHB）的对自由基清除反应的影响。具有邻二羟基的化合物如儿茶酚可通过一个IHB形成含有稳定的五元环的过渡态，因而反应活化能较低，反应较易发生。当化合物具有邻三酚羟基结构时，如邻苯三酚由于能通过两个IHB形成两个骈合的五元环的过渡态，反应活化能进一步降低，反应速率更高，同样连有三个酚羟基的1,2,4-三羟基苯，由于其中两个酚羟基处于邻位（C1-OH与C2-OH），另一个酚羟基处于间位（C4-OH），反应速率介于邻苯三酚与只有两个酚羟基的儿茶酚之间（见图5）。而间苯二酚与间苯三酚虽然酚羟基数目不同，但由于酚羟基处于间位，两个化合物的活化能都很高，反应速率均很低，没有明显差别。
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图5 分子内氢键对不同酚类化合物自由基反应过渡态稳定性的影响

Figure 5  IHB exerted stability of aroxyl radicals derived from defferent phenols
比较儿茶素类化合物EC、EGC、ECG和EGCG清除DPPH的反应速率，可发现室温下EGCG与ECG非常接近，其次为EGC，EC的反应速率最低[37]。造成这种差异的原因可能是由于A环与B环在自由基清除反应中是独立作用的。由于A环中酚羟基处于间位，B环中酚羟基处于邻位，因此，B环反应速率远高于A环。当儿茶素类化合物浓度远大于DPPH时，EC的反应速率与儿茶酚相近，因而，A环对于反应速率的影响可忽略不计，但当自由基浓度远超过儿茶素类化合物时，A环对于自由基清除的贡献需考虑。Jovonovic等人[39]利用脉冲辐解的方法测定了儿茶素类化合物与氮自由基的反应速率，发现A环与B环都能与N3-反应，造成差异的原因可能是N3•与DPPH反应活性的不同，由于N3•活性高于DPPH，A环与N3•的反应可被轻易观察到。在与活性更强的氧自由基的反应中，也可观察到同样的结果[37]。

对于结构中有三个相邻酚羟基的儿茶素化合物来说，其反应速率为EC的数倍，再次证明三个相邻酚羟基活性高于两个相邻酚羟基。ECG的反应速率略高于EGC，说明没食子酯基的活性略高于邻苯三酚。EGCG的结构中既有邻苯三酚（B环），也有没食子酯基，但其清除DPPH的反应速率与ECG相近，并不是邻苯三酚与没食子酸酯的反应速率之和，说明B环与没食子酸酯并不是孤立地与DPPH作用，即当其中一个官能团与DPPH作用时，另一个官能团会阻碍反应的发生。有可能B环与没食子酯基之间通过相互作用形成了新的基团。而在与活性较强的自由基反应时，则没有观察到这一现象[37]。

Meng等[40]还应用PM6法测定了儿茶素类化合物的生成热（Heat of formation，HOF）与自由基清除速率之间的关系，发现儿茶素类化合物清除自由基速率与HOF成反比，这可能是由于生成热与酚羟基的数目及位置、B环上的取代等有关，因而，可利用HOF判断儿茶素类化合物之间自由基清除速率的差异。
除了化合物结构，反应温度和溶剂介质也会影响儿茶素类化合物的自由基清除速率。随着温度上升，酚羟基上的氢更容易解离，自由基清除反应速率加快。通常情况下，溶剂对反应速率的影响与溶剂的介电常数有关。不同溶剂的介电常数不同、极性不同，酚羟基的解离度不同，在极性溶剂中，酚羟基更易解离。因此，相对于丙酮或四氢呋喃等非极性溶剂介质，儿茶素类化合物在甲醇或乙腈等极性溶剂中的自由基清除反应活化能更低，反应更易进行。此外，酚羟基上的质子如果与溶剂形成分子间氢键，造成质子不易解离，也会影响反应速率。甲醇与乙腈的介电常数比较接近，但由于甲醇分子之间已经形成了稳定的分子间氢键，因而不易与酚羟基上的质子形成氢键，儿茶素类化合物在甲醇中的反应速率高于乙腈。综合比较儿茶素类化合物在甲醇、乙腈、丙酮和四氢呋喃溶剂介质中的自由基清除反应速率可发现，在甲醇中反应速率最高，乙腈次之，再次为丙酮，四氢呋喃中最低[38]。
此外，多酚类化合物清除自由基反应速率还与自由基种类相关。对于反应活性高的羟基自由基，A环、B环及没食子酰基的清除自由基反应速率没有很大差异。对于反应活性较低的DPPH以及N3•，B环作用则显著大于A环。而体内的超氧自由基、脂质自由基及脂质氢过氧自由基的反应性要比DPPH高。Bors等人[41]通过山柰酚（Kaempferol）和槲皮素（Quercetin）的测定值推断脂质过氧自由基的反应速率为107，比超氧自由基反应速率高，与羟基自由基相近。因而，理论上儿茶素类化合物的体内清除自由基速率没有显著差异，但由于自由基在细胞膜脂质双分子层膜内、外的分配比例不同以及化合物之间作用靶点和在膜内外浓度的差异，不同多酚化合物的体内自由基清除速率不尽相同。
2.2.2儿茶素类化合物的自由基清除量  迄今为止的研究证明在儿茶素清除自由基反应过程中，除酚羟基之外，其余氢原子也参与了抗氧化作用。在采用自由基反应活性较低的DPPH作为反应自由基进行测定时，实验结果表明EGCG分子内含有8个酚羟基却可以清除15个DPPH，邻苯三酚有3个酚羟基能清除6个DPPH，同样含有3个酚羟基的没食子酸甲酯可清除8个DPPH，即儿茶素在抗氧化作用时能够清除比自身所带酚羟基数更多的自由基[37]。该结果也得到其他实验室的验证[42]。 近年来，人们使用电化学方法研究儿茶素的抗氧化过程时发现，儿茶素在与反应活性更高的氧自由基和羟基自由基反应时提供的电子数同样多于酚羟基数[43]。如图6所示，在儿茶素连续清除自由基的反应过程中，直接与芳环连接的氢能经酮-烯醇互变重排至携带未成对电子的氧上形成酚羟基并进一步清除自由基。芳环直接相连的氢重排后生成的碳中心自由基中间体，可发生两分子的聚合，或进一步环化，乌龙茶中的茶黄素和红茶中的茶红素就来源于简单儿茶素类化合物的氧化，脱氢后进一步聚合[43-44]。人们利用ESR检测儿茶素自动氧化过程时发现，光谱变化可反映环上质子的变化。
除苯环上的氢具有清除自由基的能力外，如图7所示，该类化合物C环（含氧环）上的2，3和4位碳上的氢同样具有清除自由基的能力。EC与过氧自由基（Peroxyradicals, ROO•）反应生成花青素样物质。通过C环的氧化脱氢以及电子的转移，形成双键，从而和A环和B环形成稳定的共振结构（Resonance structure ），儿茶素类化合物转化为花青素以及黄酮醇类化合物。因此，C环上的氢也能参与清除自由基反应。可以说在合适的反应条件下，儿茶素分子中的氢原子都具有参与清除自由基的能力。
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图6  多酚类化合物连续脱氢清除自由基的可能反应途径[36]
Figure 6  A model of successive dehydrogenation from a polyphenol molecule proposed for the radical scavenging
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图7. 儿茶素与花青素、黄酮的关系
Figure 7 The tautomerized reaction involving catechins, anthocyanins and flavonoids
3 讨论
茶起源于我国，具有悠久的饮用和药用历史，现已成为世界三大非酒精饮料之一，在全球范围内广为饮用。随着科学的发展，人们发现饮茶不仅能满足人们对于嗜好的需求，还具有诸多良好的生物活性和显著的健康作用。至今为止，越来越多的研究结果证明自由基是引起衰老、代谢性疾病、神经退行性病变等多种疾病的重要因素，而茶叶中富含的儿茶素类化合物以有效的抗氧化活性倍受人们关注。近年来的研究发现在评价儿茶素类化合物的抗氧化活性时，不同的评价方法由于受到实验反应原理，自由基种类和作用靶点等因素的影响，结果不尽相同。同时，人们也注意到临床服用儿茶素类化合物的生物利用度和抗氧化能力也显示较大的个体差异。如何提高儿茶素类化合物的生物利用度及靶向分布，使其更好的发挥体内抗氧化作用，提升人类们健康水平，是今后需要开展的工作。尽管目前人们对于儿茶素清除自由基反应仍有很多不清楚之处，但今后随着分析方法的不断改善，人们必将从中得到更多的相关信息，在逐步完善对儿茶素抗氧化认识的同时，更有效的利用儿茶素类化合物在人类健康中发挥作用。
参考文献：
[1] Ahmed R G. Is there a balance between oxidative stress and antioxidant defense system during development [J]. Medical Journal of Islamic World Academy of Sciences, 2005, 15(2):55-63.

[2] Prior RL, Hoang H, Gu L, et al. Assays for hydrophilic and lipophilic antioxidant capacity (oxygen radical absorbance capacity (ORACFL)) of plasma and other biological and food samples[J]. J Agric Food Chem, 2003, 51(11): 273-3279.
[3] Guo Q, Zhao B L, Shen SR, et al. ESR study on the structure-antioxidant activity relationship of tea catechins and their epimers[J]. Biochimica et Biophysica Acta, 1999,1427: 13-23
[4] Gardner PT, McPhail DB, Duthie GG. Electron spin resonance spectroscopic assessment of the antioxidant potential of teas in aqueous and organic media[J]. J Sci Food Agric，998, 76: 257-262
[5] Kurihara H, Fukami H, Toyoda Y, et al. Inhibitory effect of oolong tea on the oxidative state of low density lipoprotein (LDL)[J]. Biol. Pharm. Bull., 2003 , 26(5):739-742.
[6] Kurihara H, Shibata H, Fukui Y, et al. Evaluation of the hypolipemic property of Camellia  sinensis var. ptilophylla on postprandial hypertriglyceridemia[J]. J Agric Food Chem, 2006, 54(14): 4977-4981.
[7] Cao G, Alessio HM, Cutler RG. Oxygen-radical absorbance capacity assay for antioxidants[J]. Free radical biology & medicine, 1993, 14(3):303-311. 

[8] Ou BX, Hampsch-Woodill M, Prior RL. Development and validation of an improved oxygen radical absorbance capacity assay using fluorescein as the fluorescent probe[J]. J Agric Food Chem, 2001, 49(10):4619-4626.
[9] Henning SM, Fajardo-Lira C, Lee HW, et al. Catechin content of 18 teas and a green  tea extract supplement correlates with the antioxidant capacity[J]. Nutr Cancer, 2003, 45(2):226-235.
[10] Prior RL, Can GH. Antioxidant capacity and polyphenolic components of teas: implications for altering in vivo antioxidant status[J]. Proc Soc Exp Biol Med. 1999, 220(4): 255-261.
[11] Kurihara H, Fukami H, Asami S, et al. Effects of oolong tea on plasma antioxidative capacity in mice loaded with restraint stress assessed using the oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay[J]. Biol Pharm Bull , 2004, 27(7) 1093-1098.
[12] 涂云飞，杨秀芳，孔俊豪, 等. 儿茶素及茶黄素单体间清除羟自由基能力研究[J]. 天然产物研究与开发, 2012, 4: 653-659.
[13] 赵文红，邓泽元，范亚苇，等. 儿茶素体外抗氧化作用的研究[J]. 食品科技，2009, 34(12):278-293
[14] Wolfe KL, Liu RH. Cellular antioxidant activity (CAA) assay for assessing antioxidants, foods, and dietary supplements[J]. J Agric Food Chem, 2007 , 55(22): 8896-8907.
[15] 刘晓慧，揭国良，林康，等. EGCG和茶氨酸对细胞氧化损伤的协同保护和修复作用研究[J]. 茶叶科学, 2014, 4(3): 239-247.
[16] 林勇，刘仲华，马蕊. 茶叶中表没食子儿茶素没食子酸酯抑制中波紫外线诱导HaCaT细胞氧化损伤研究[J].食品安全质量检测学报, 2015, 6(4): 1224-1229. 
[17] 齐春丽，韩春明，吴铎，等. 没食子儿茶素没食子酸酯拮抗百草枯诱导SK-N-SH细胞凋亡的机制[J]. 中国新药与临床杂志, 2010, 92(11): 827-832.
[18] 牛丽. TFDG、EGCG、EGC对高糖诱导的人晶状体上皮细胞的作用及机制的研究[D]. 长沙: 湖南农业大学, 2014
[19] Simos Y, Karkabounas S, Verginadis I, et al. Intra-peritoneal application of catechins and EGCG as in vivo inhibitors of ozone-induced oxidative stress[J]. Phytomedicine, 2011, 18(7): 579-585.
[20] Hudthagosol C, Haddad EH, McCarthy K, et al. Pecans acutely increase plasma postprandial antioxidant capacity and catechins and decrease LDL oxidation in humans[J]. J Nutr, 2011, 141: 56 -62.
[21] 赵先哲，EGCG对Goto-kakizaki大鼠的抗氧化能力及胰岛素抵抗的影响[D]. 上海: 复旦大学, 2012
[22] 杨晓，李彩蓉，朱忠华，等. EGCG对实验性糖尿病大鼠肾脏的保护作用[J]. 中国药理学通报, 2006, 22(1): 84-88.
[23] 葛斌，谢梅林，顾振纶，等. 表没食子儿茶素没食子酸酯对大鼠高脂性脂肪肝的治疗作用研究[J]. 中国药理学通报, 2009, 25(4): 510-514.
[24] 滕倩，马婷婷，孙永叶，等. 补充叶黄素及EGCG对人体抗氧化活性及DNA氧化损伤的影响[J]. 癌变•畸变•突变,2015, 27(5): 370-374.
[25] Kimura M, Umegaki K, Kasuya Y，et al. The relation between single=double or repeated tea catechin ingestions and plasma antioxidant activity in humans[J]. European Journal of Clinical Nutrition , 2002, 56: 1186–1193.
[26] Gomikawa S, Ishikawa Y. Effects of catechins and ground green tea drinking on the susceptibility of plasma and LDL to the oxidation in vitro and ex vivo[J]. J Clin Biochem Nutr , 2002, 22: 55-68.
[27] Sung H, Nah J, Chun S, et al. In vivo antioxidant effect of green tea[J]. Eur J Clin Nutr, 2000, 54: 527-529.
[28] Young JF, Dragstedt LO, Haraldsdottir J, et al. Green tea extract only affects markers of oxidative status postprandially: lasting antioxidant effect of flavonoid-free diet[J]. Br J Nutr, 2002, 87: 343-55
[29] Di Meo F, Lemaur V, Cornil J，et al. Free radical scavenging by natural polyphenols: atom versus electron transfer[J]. J Phys Chem A, 2013, 117(10): 2082−2092.
[30] DiLabio GA, Johnson ER. Lone Pair−π and π–π interactions play an important role in proton-coupled electron transfer reactions[J]. J Am Chem Soc , 2007, 129(19): 6199–6203.
[31] Hammes-Schiffer S. Proton-coupled electron transfer: classification scheme and guide to theoretical methods[J]. Energy Environ Sci, 2012, 5(7): 7696−7703.
[32] Litwinienko G, Ingold KU. Solvent effects on the rates and mechanisms of reaction of phenols with free radicals[J]. Acc Chem Res, 2007, 40(3): 222−230.

[33] Jovanovic S V, Steenken S, Tosic M, et al. Reduction potentials of flavonoid and model phenoxyl radicals. Which ring in flavonoids is responsible for antioxidant activity[J]. J Chem Soc， 2, 1996, (11): 2497-2504.
[34] Jovanovic SV, Steenken S, Hara Y, et al. Flavonoids as antioxidants[J]. J Am Chem Soc , 1994, 116: 4846−4851

[35] Foti MC, Daquino C, Mackie ID, et al. Reaction of phenols with the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical. Kinetics and DFT calculations applied to determine ArO-H bond  dissociation enthalpies and reaction mechanism[J]. J Org Chem, 2008, 73(23): 9270−9282.

[36] Zhang Hong-yu, Ji Hong-fang . How vitamin E scavenges DPPH radicals in polar protic media[J]. New J. Chem., 2006,30: 503-504.
[37] Senba Y, NishishitaI T, Saito K, et al. Stopped-Flow and spectrophotometric study on radical scavenging by tea catechins and the model compounds[J]. Chem Pharm Bull, 1999, 47(10): 1369-1374.
[38] Thavasi V, Bettens RPA, Leong LP. Temperature and solvent effects on radical scavenging ability of phenols[J]. J Phys Chem A, 2009, 113(13): 3068-3077.
[39] Jovanovic SV, Hara Y, Steenken S, et al. Antioxidant potential of gallocatechins: a pulse radiolysis and laser photolysis study[J]. J Am Chem Soc, 1995, 117: 6406-6407.
[40] Meng Q, Yang Z, Jie G, et al. Evaluation of Antioxidant Activity of Tea Polyphenols by a Quantum Chemistry Calculation Method - PM6[J]. Journal of Food and Nutrition Research, 2014,2(12): 965-972

[41] Bors W, Michel C. Antioxidant capacity of ﬂavanols and gallate esters[J]. Free Radic Biol Med, 1999, 27: 1413-1426.
[42] Nanjo F, Mori M, Goto K, et al. Radical scavenging activity of tea catechins and their related compounds[J]. Biosci BiotechnoL Biechem, 1999, 63 (9):1621-1623.
[43] Hotta H, Sakamoto H, Nagano S, et al. Unusually large numbers of electrons for the oxidation of polyphenolic antioxidants[J]. Biochim Biophys Acta, 2001, 1526:159-167.
（编辑：梁进权）
_1514489765.cdx

_1514489767.cdx

_1514489769.cdx

_1514489770.cdx

_1514489771.cdx

_1514489768.cdx

_1514489766.cdx

_1514489763.cdx

_1514489764.cdx

_1514489762.cdx

