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桦木汁对斑马鱼胚胎的体外抗氧化作用
及体内酶学检测
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摘要：［目的］研究长白山天然桦木汁的抗氧化活性。［方法］通过 DPPH 自由基清除率、ABTS 阳离子自由基清除率、羟

自由基清除率、铁离子还原能力（FRAP）4 种化学法测定其抗氧化活性水平，并利用模式生物—斑马鱼胚胎检测其动态

酶学指标。［结果］桦木汁的抗氧化效果随汁液浓度的增加呈正相关，氧化活性因子显著。当桦木汁用量为 1.0 mL/mL

时，其抗氧化效果最佳，且对 DPPH 自由基清除率、ABTS 阳离子自由基清除率、羟自由基清除率、铁离子还原能力分别

为 34.56%，18.27%，48.77%，90.07 μmol/L，斑马鱼胚胎 SOD、CAT、GSH-Px 活性以及 MDA 含量相较于空白对照组均有

显著提升。［结论］天然桦木汁具有良好的抗氧化作用。
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to evaluate the antioxidant activity of natural birch juice from Changbai Mountain. ［［Methods］］ 

Antioxidant activity was measured through four chemical assays: DPPH radical scavenging rate, ABTS cation scavenging rate, hydroxyl 

radical scavenging rate, ferric ion reducing ability (FRAP). Additionally, antioxidant enzyme activities and oxidative stress markers were 

assessed using zebrafish embryo as a model organism. ［［Results］］ The antioxidant activity of birch juice increased with concentration, 

showing a significant positive correlation. At 1.0 mL/mL concentration, birch juice exhibited optimal effects, achieving 34.56% DPPH 

scavenging, 18.27% ABTS scavenging, 48.77% hydroxyl radical scavenging, and 90.07 μmol/L ferrous ion reduction. In zebrafish embryos, 

the activities of SOD, CAT, and GSH-Px were significantly elevated, along with increased MDA content, compared to the  control group. 

［［Conclusion］］ Natural birch juice demonstrates substantial antioxidant properties, highlighting its potential for development into natural 

antioxidant foods, as well as anti-aging and skin-whitening products.
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桦木汁（birch juice）是从白桦树上采集的天然汁液，

因具有独特的口感和食药价值而备受关注。桦木汁中富

含白桦脂酸、白桦脂醇、多酚类化合物、黄酮类化合物、维

生素 C、维生素 B 群以及钙、铁、锰和锌等多种矿物质 [1-2]，

这些成分对人体的健康和正常功能发挥着重要作用。Wu

等研究 [3]表明，白桦脂酸通过调控小鼠 JAK2/STAT3 信号
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通路可减轻 t-2 毒素诱导的小鼠睾丸氧化损伤；Chen 等 [4]

以秀丽隐杆线虫为模型证明了白桦脂酸能够通过胰岛素

IGF-1 信号通路影响线虫的寿命和氧化应激能力。自由

基是一类不稳定的分子，容易引起细胞损伤，并可能导致

各种疾病发生，而桦木汁中含有的多酚类化合物是一种

强大的抗氧化剂，可以中和自由基，减少氧化应激对身体

的损害 [5]。Häsler Gunnarsdottir等 [6]研究发现，桦木汁中的

黄酮类化合物具有抗炎、抗菌和抗氧化等作用，有助于舒

缓炎症反应、增强免疫系统功能并中和自由基团，从而减

缓衰老过程。目前，桦木汁已被广泛应用于食品酿造领

域和传统中草药组方中，其在营养学和医美领域具有重

要的应用潜力 [7-8]。

斑马鱼（zebrafish）为一种原产于热带和亚热带地区

的小型淡水鱼，具有单次产卵量高、胚胎透明、孵化周期

短等特点，是目前研究褪黑、抗氧化、神经毒素等方面的

重 要 模 式 生 物 [9-10]。 Ulhaq 等 [11] 研 究 了 全 氟 己 烷 磺 酸

（FPHxS）诱导的氧化应激以及对斑马鱼胚胎的发育毒性，

Ren 等 [12]发现白藜芦醇作为抗氧化剂而不是 AHR 拮抗

剂，可防止斑马鱼胚胎中 PM2.5 诱导的心脏缺陷。通过

对斑马鱼及其胚胎进行研究，可以深入了解机体发育过

程、疾病产生机制和基因功能缺陷治疗等重要科学问题，

为人类健康领域做出持续的贡献 [13]。

Bilek 等 [14]采用 Folin-Ciocalteau 法测定了桦木汁中的

总酚类物质含量（TPC）以表示桦木汁的抗氧化能力。

Norocel 等 [15]通过 TPC 和 DPPH 自由基清除试验得出经巴

氏灭菌（60 ℃，20 min）后的桦木汁具有更稳定的抗氧化活

性。研究拟进一步通过 DPPH 自由基清除能力、ABTS 阳

离子自由基清除能力、羟自由基清除能力、铁离子还原能

力综合评估桦木汁的抗氧化性，并以斑马鱼胚胎为模型，

测定经桦木汁处理后斑马鱼胚胎的 SOD、MDA、CAT 和

GSH-Px 4 项酶学指标，评估桦木汁对斑马鱼胚胎的抗氧

化能力，为桦木汁的抗氧化能力探究提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

斑马鱼：体长 3 cm 左右，南京一树梨花生物科技有限

公司；

天然桦木汁：延边易达白桦产业有限公司；

DPPH 溶液：上海浦予工业科技有限公司；

ABTS 溶液：湖北瑞伯信化工有限公司；

PBS 磷酸盐缓冲液、2,4,6-三吡啶基三嗪（TPTZ）溶

液：上海跃腾生物技术有限公司；

醋酸盐缓冲液：厦门海标科技有限公司；

过氧化氢酶（CAT）检测试剂盒、丙二醛（MDA）检测

试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）检测试剂盒、超氧

化物歧化酶（SOD）检测试剂盒：南京建成生物技术有限

公司；

全波长酶标仪：Multiskan Sky 型，美国 Thermo 公司；

紫外分光光度计：UV-3600i Plus 型，岛津仪器（苏州）

有限公司；

6 孔板聚苯乙烯（GPPS）：苏州华启诚生物科技有限

公司；

超净台：DS-CD-1 型，苏州净化设备有限公司；

电子分析天平：FA22014N 型，上海箐华科技仪器有

限公司；

数显恒温磁力搅拌器：DHG-9023A 型，上海精宏设备

有限公司；

微量高速冷冻离心机：H1850R 型，上海向帆仪器有

限公司。

1.2　方法

1.2.1　斑马鱼驯养及胚胎收集　

（1） 斑马鱼驯养：实验室条件下适应性驯养 7 d 及以

上，水温为（26±1） ℃，水域 pH 为 7.5±0.1；养殖区光照

14 h/d，每 2 d 更换 50% 提前处理干净的自来水，并用虹吸

管清除水缸内多余的饵料和粪便 [16]。

（2） 胚胎收集：驯养第 8 天，取 15 雌 10 雄的斑马鱼置

于同一水缸，控制温度（26±1） ℃，水域 pH 为 7.5±0.1，于

黑暗环境下，24 h 后取卵 [17]。

（3） 桦木汁对斑马鱼胚胎的急性毒理试验：分别设置

0.2，0.4，0.6，0.8，1.0 mL/mL 的桦木汁处理组，以清水作为

空白对照组，统一培养于恒温培养箱，温度保持（26±
1） ℃。每隔 24 h 记录一次斑马鱼胚胎的死亡量、孵化量，

计算各组死亡率及孵化率，并清除死亡胚胎、孵化的幼鱼

及更换各组的新鲜溶液，试验时间截至所有处理组的胚

胎均完全死亡或孵化 [17-18]。

1.2.2　抗氧化试验　

（1） DPPH 自由基清除试验：参照文献 [19]并修改。

取桦木汁处理组与 DPPH 溶液、无水乙醇反应测吸光度，

按式（1）计算 DPPH 自由基清除率。

Y= ( )1 - A 2 - A 1

A 0
× 100%， （1）

式中：

Y——自由基清除率，%；

A0——空白对照组吸光度；

A1——样品对照组吸光度；

A2——样品组吸光度。

（2） ABTS 阳离子自由基清除试验：参照文献 [20]并

修改。将 7.4 mol/L ABTS 和 3.8 mmol/L 过硫酸钾等体积

混合，置于暗处 12 h。PBS 缓冲液稀释 25~40 倍，直至混
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合液在 734 nm 下的吸光度为 0.70±0.02，制成 ABTS 阳离

子工作液。取桦木汁处理组和 ABTS 阳离子工作液反应

测吸光度，按式（1）计算 ABTS 阳离子自由基清除率。

（3） 羟自由基清除试验：参照文献 [21]并修改。取桦

木汁处理组与硫酸亚铁溶液、水杨酸溶液、双氧水反应测

吸光度，并按式（1）计算羟自由基清除率。

（4） 铁离子还原能力（FRAP）：将 300 mmol/L 醋酸盐

缓冲液（pH 3.5）、10 mmol/L TPTZ 溶液、20 mmol/L 氯化

铁溶液按体积比 10∶1∶1 混匀，制成 FRAP 工作液。取

180 μm FRAP 工作液分别与 20 μm 桦木汁处理组溶液、

20 μm 硫酸亚铁溶液、20 μm 去离子水混合，作为样品组、

阳性对照组、空白对照组，37 ℃反应 5 min，使用酶标仪测

定 595 nm 处吸光度值 [22]。

1.2.3　斑马鱼胚胎酶学水平试验　

（1） 酶液的制备：分别取 0.2 g 经桦木汁处理组溶液

处理 72 h 的胚胎于离心管中，称重，按 m 斑马鱼∶V 缓冲液为 1∶

12.5 （g/mL）加 入 PBS 缓 冲 液 ，于 冰 盒 内 研 磨 ，4 ℃ 、

1 000 r/min 离心 10 min，取上清液即为酶液，4 ℃ 保存

备用 [23]。

（2） SOD、CAT、GSH-Px 活性及 MDA 含量测定：采用

BCA 法测定蛋白质浓度，根据不同试剂盒分别测定 SOD、

CAT、GSH-Px 活性及 MDA 含量。

1.2.4　数据分析　采用 Prism 8.0 软件绘图及统计学分

析，与对照组相比，*为 P<0.05，**为 P<  0.01，***为 P<
0.001，所有试验重复 3 次。

2　结果与分析

2.1　桦木汁对斑马鱼胚胎的急毒性试验

由图 1 可知，当桦木汁用量<0.4 mL/mL 时，斑马鱼

胚胎的 72 h 内孵化率差异不显著，但随着桦木汁用量的

递增，胚胎孵化率显著下降，当桦木汁用量≥0.8 mL/mL

时，斑马鱼胚胎孵化率接近零。这可能是高浓度的桦木

汁 pH 值过低，与斑马鱼胚胎孵化条件不适宜 [24-25]，即 72 h

内孵化成功的胚胎，仍会由于 pH 值过低而凋亡，其具体

机制仍需进一步试验（酸性缓冲液暴露试验 [26]、单因素试

验等）验证。

2.2　桦木汁的抗氧化活性

DPPH 自由基是一种稳定的自由基，其分子结构中有

一个不成对的电子，使其能够与一个电子或氢离子反应，

从而稳定下来 [27]。由图 2（a）可知，0.8~1.0 mL/mL 的桦木

汁可以提供 3.59%~34.56% 的 DPPH 自由基清除率，且随

着桦木汁用量的上升而增加，但桦木汁对 DPPH 自由基的

清除效果与对照组仍有一定的差距。

由图 2（b）可知，桦木汁处理组与对照组在 ABTS 阳

离子自由基清除效果上均随样品浓度的增高而增高。与

对照组相比，桦木汁对 ABTS 阳离子自由基的清除效果有

限，当桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时，其 ABTS 阳离子自由

基清除率也仅为 18.27%。

羟自由基是一种高活性氧，具有极强的氧化能力，会

对蛋白质、脂质、DNA 等生物大分子造成损害 [28]。由

图 2（c）可知，桦木汁对羟自由基的清除率随样品浓度的

增加而上升，当桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时，羟自由基清

除率为 48.77%；当桦木汁用量为 0.8 mL/mL 时，羟自由基

清除率高于 0.2 mg/mL 的维生素 C。

利用酸性条件下亚铁离子与 TPTZ 生成的蓝紫色复

合物测定抗氧化剂活性，可以抑制一些内源性干扰 [29]。

由图 2（d）可知，不同浓度桦木汁对铁离子的还原能力随

样品浓度的增加而增加，当桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时，

铁离子还原能力达到最高（90.07 μmol/L）。

氧化应激是导致机体产生诸多应激型疾病的重要诱

因，如动脉粥样硬化、慢性阻塞性肺病、阿尔茨海默病、肿

瘤等疾病 [30]，天然产物来源的抗氧化作用不仅可中和生

物细胞中的自由基，且可有效降低细胞内部的氧化应激

损伤。综上，当桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时，DPPH 自由

图 1　斑马鱼的胚胎孵化率、总存活率随时间变化关系

Figure 1　The relationship between the hatching rate and overall survival rate of zebrafish embryos over time
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基清除率、ABCTS 阳离子自由基清除率、羟自由基清除率

和 铁 离 子 还 原 能 力 分 别 为 34.56%，18.27%，48.77%，

90.07 μmol/L，此时抗氧化效果最佳。

2.3　桦木汁对斑马鱼胚胎 SOD、CAT、GSH-Px 活性及

MDA含量的影响

SOD 主要通过促进分解机体细胞中过氧化氢和脂质

过氧化物来减轻氧化应激造成的细胞损伤。由图 3（a）可

知，斑马鱼胚胎 SOD 活力与桦木汁用量呈正相关，当桦木

汁 用 量 为 1.0 mL/mL 时 ，SOD 活 性 为 空 白 对 照 组 的

1.51 倍。

CAT 可以催化过氧化氢分解为水和氧气，减少由过

氧化氢造成的细胞氧化损伤。由图 3（b）可知，当桦木汁

用量为 0.8 mL/mL 时，斑马鱼胚胎的 CAT 活性为空白对

照组的 1.63 倍。随着桦木汁用量的进一步增加，CAT 活

性呈梯度上升趋势。当桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时，CAT

活性为空白对照组的 1.90 倍。

GSH-Px 可以将有害的过氧化氢和有机过氧化物转

化为无害的水和醇，从而防止细胞受到氧化损伤。由

图 3（c）可知，桦木汁处理斑马鱼胚胎后，其体内的 GSH-

Px 活性显著上升，当桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时，GSH-Px

活性达到最高点，为空白对照组的 1.49 倍。

MDA 是脂质氧化的最终产物，会引起蛋白质、核酸

等生命大分子的交联聚合，产生细胞毒性。由图 3（d）可

知，随着桦木汁用量的增加，斑马鱼胚胎体内的 MDA 含

量不断下降，当桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时，MDA 含量仅

为空白对照组的 0.51 倍。

抗 氧 化 应 激 的 方 式 可 以 分 为 外 源 性 和 内 源 性 ，

Borodušķis 等 [31]研究表明，高浓度的桦木汁可作为皮肤护

理产品中的再生成分，与低浓度的细胞修复生物复合物

（CRB）组合后可显著提高细胞的抗氧化能力，刺激细胞

增殖，在逆转表皮老化中具有巨大的潜力。说明桦木汁

能够与天然植物提取物复合使用，提高机体的抗氧化能

力。内源性抗氧化应激方式又可以分为酶促抗氧化剂和

非酶促抗氧化剂，SOD、CAT、GSH-Px 均属于内源性酶促

抗氧化剂 [32]，MDA 含量则是衡量机体抗氧化潜力的关键

指标，可以揭示机体脂质过氧化的速度和程度，同时也能

间接反映组织过氧化造成的损害程度。采用不同浓度的

桦木汁处理斑马鱼胚胎后，斑马鱼胚胎的 SOD、CAT、

GSH-Px 活性均有显著提高，且效果随着桦木汁用量的增

加而增加，MDA 含量则随桦木汁用量的增加而降低。当

桦木汁用量为 1.0 mL/mL 时效果达到最好，此时斑马鱼胚

胎的 SOD、CAT、GSH-Px 活性分别为空白对照组的 1.51，

1.90，1.49 倍，MDA 含量仅为空白对照组的 0.51 倍，说明

天然桦木汁能提高斑马鱼胚胎内源性酶促抗氧化剂活

a~e分别为 0.80，0.85，0.90，0.95，1.00 mL/mL 桦木汁和 0.2，0.4，0.6，0.8，1.0 mg/mL 维生素 C

图 2　桦木汁试验组的抗氧化指标

Figure 2　Four in chemical antioxidant indices of birch juice at different concentrations
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性，并有效延缓和减弱斑马鱼胚胎内的脂质过氧化，具有

较好的抗氧化潜力。

3　结论

天然桦木汁具有较好的抗氧化能力，并能通过提高

斑马鱼胚胎内的内源性酶促抗氧化剂活性，延缓斑马鱼

胚胎内的脂质氧化速率，其效果与桦木汁浓度呈正相关。

后续可进一步研究桦木汁与斑马鱼胚胎内氧化相关基因

Nrf2b、sod1 和 sod2 之间的关系。
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