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番红褪色法检测羟自由基清除效果研究
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摘　要 :根据 Fenton反应原理 ,利用番红作为显色剂检测由 EDTANa2 2 Fe (Ⅱ) 2H2O2体系产生的·OH.番

红褪色光度法测定清除羟自由基的最佳反应条件为 :往 10 mL具塞试管中 ,依次加入 pH7. 4的磷酸缓冲液 1. 0

mL, 番红溶液 (520 mg/L ) 0. 2 mL, EDTANa2 2 Fe (Ⅱ) (0. 003 8 mol/L ) 1. 0 mL,不同浓度的样品溶液 0. 1

mL,最后加入 0. 25% H2O2 0. 5 mL,双蒸水稀释至刻度后于 40 ℃保温 30 m in,紫外 2可见分光光度法 519 nm处

测吸光度 A.
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Abstract:Based on the p ricip le of Fenton reaction, the ·OH p roduced by the EDTANa2 2 Fe (Ⅱ) 2H2O2 system

can be detected by using safranine as developer. The op timal experimental conditions is evaluated: 1. 0 mL pH7. 4

phosphate buffer; safranine (520 mg/L) 0. 2 mL, EDTANa2 2Fe (Ⅱ) (0. 003 8 mol/L) 1. 0 mL, and 0. 25% H2O2 0.

5 mL. A ll these agent must be added one by one into the 10 mL capped test tube. Redistilled water was diluted to grad2
uation line, then incubated at 40 ℃. The amount of hydroxyl radical p roduced in the system can be indirectly assayed

through absorbance change at a wavelength of 519 nm (ΔA519 ) by means of UV2V is spectrophotometer.
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　　自由基是带有未成对电子的分子或离子 ,具

有很高的反应活性 ,它们一旦产生将很快与周围分

子发生反应 ,导致各种破坏作用.自由基氧化及其

中间产物严重伤害生物膜、酶、维生素、蛋白质及活

细胞功能 ,其中一些还是公认的致癌物 [ 1 ]
,现已明

确许多疾病 ,如 : 肿瘤、炎症、心脑缺血、动脉粥样

硬化等等 ,都与自由基有关.而自由基在食品和化

工产品氧化中的作用更是众所周知 ,因此有关抗氧

化剂清除自由基的研究得到普遍关注 [ 224 ]
.其中饮

食中的抗氧化剂长期以来都是学者研究的热

点 [ 5 ] .目前抗氧化测定常用的方法主要基于两

类 [ 5 ] : ①通过测定样品抑制脂类物质氧化的能力

来评定被测物的抗氧化能力 ; ②用样品对人工生

成的自由基的清除能力来反映待测物的抗氧化活

性.本实验是用样品对人工生成的羟自由基 (·

OH)的清除能力来反映待测物的抗氧化活性.

研究发现 ,在羟自由基的作用下 ,显色剂番红

可被氧化 ,从而其吸光度发生变化 ,其大小可表征

羟自由基的攻击效果 ;羟自由基产生得越多 ,则ΔA

越大 ,可以间接表示羟自由基的产生量 ,从而测得

样品的抗氧化性.
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1　材料与仪器

1. 1　药品试剂

番红花红 O ,过氧化氢 , EDTANa2 , FeSO4 ·

7H2O , Na2 HPO4 ·12H2O , KH2 PO4 ,苯甲酸 ,甘露

醇 ,均为分析纯 ,购于国药集团化学试剂有限公司.

1. 2　主要仪器 :

UV22120 PCS型紫外可见分光光度计 ,尤尼柯

(上海 )仪器有限公司.

HH2S数显恒温水浴锅 ,中国江苏金坛市医疗

器械厂.

2　实验方法

实验条件的确定 [ 6 ]
: ·OH 由 EDTANa2 2 Fe

(Ⅱ) 2H2 O2体系产生 , 由于·OH可特异地使番红

褪色 , 根据褪色程度用比色法来衡量 ·OH的含

量.反应体系大致为 :在 10 mL具塞试管中 ,依次加

入 1. 0 mL pH7. 4的磷酸缓冲液 , 0. 2 mL番红溶液

(520 mg/L ) , 1. 0 mL 0. 003 8 mol/L EDTANa2 2Fe

(Ⅱ) 溶液 ,再加入不同浓度的样品溶液 ,最后加入

0. 5 mL 0. 25% H2 O2溶液 ,双蒸水补足至 10 mL,混

合均匀后于 40 ℃水浴保温一定时间 ,在 519 nm波

长处测吸光度 (A )值.空白组以等体积的双蒸水代

替样品溶液 ;对照组以等体积的双蒸水代替样品溶

液和 EDTA2Na2 2Fe (Ⅱ) 溶液.实验结果以清除率

IC表示 :

IC = (A样品 - A空白 ) ×100% / (A对照 - A空白 ) ,

其中 IC50表示清除率为 50% 时的样品浓度.

每组数据均为 3个重复的平均值.

采用羟自由基清除剂苯甲酸和甘露醇检测清

除自由基的效果 ,以验证该方法有效性.

3　实验结果

3. 1　吸收光谱曲线测定

在紫外分光光度计上对番红试剂进行扫描 ,获

得吸收光谱曲线 , 图 1表明最大吸收波长在 519

nm,故选择 519 nm为测定吸收波长.

3. 2　H2 O2量的确定

加入不同体积的 0. 25%过氧化氢溶液 ,反应

后测其吸光度差ΔA519.如图 2表明 ,过氧化氢用量

在 0. 4～0. 8 mL,吸光度差ΔA519变化缓慢 ,故本实

验过氧化氢的用量选用 0. 5 mL.

3. 3　Fe
2 +加入量的确定

由图 3可以看出 ,随着 0. 003 8 mol/L Fe
2 +加

入量的增加 ,吸光度差△A519逐渐增大.在加入量少

于 1. 0 mL时 ,吸光度差ΔA519增加明显 ,此后变得

平稳 ,因此 Fe2 +加入量选择在 1. 0 mL为宜.

图 1　吸收光谱曲线

F ig. 1 Curves of UV absorption spectrum

图 2　过氧化氢加入量对吸光度变化影响

F ig. 2 Effect of amounts of H2O2

图 3　Fe2 +加入量对吸光度变化的影响

F ig. 3 Effect of amounts of Fe2 +

3. 4　反应时间的确定

由图 4可以看出 ,随着反应时间的增加 ,吸光

度差ΔA519逐渐增大.反应时间在 30 m in以前 ,吸光

度差ΔA519增加明显 ,此后逐渐平稳 ,因此反应时间

选择在 30 m in为宜.

3. 5　缓冲液 pH的确定

由图 5可知 ,不同 pH条件下 ,吸光度差有明

显变化 ,当 pH在 7. 4时 ,吸光度差值ΔA519最大 ,因

此 ,本实验选择 pH7. 4为最适反应条件.

3. 6　缓冲液加入量的确定

由图 6可以看出 ,缓冲液加入量在 0. 4～1. 8

mL之间时 ,吸光度差 △A变化缓慢 ,所以 ,本实验

选取 1. 0 mL作为加入量.
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图 4　反应时间对吸光度变化的影响

F ig. 4 Effect of reaction tim e

图 5　pH值对吸光度变化的影响

F ig. 5 Effect of the buffer of pH

图 6　缓冲液加入量对吸光度变化的影响

F ig. 6 Effect of am oun ts of buffer solution

3. 7　显色稳定性实验结果

40 ℃下反应结束后 ,室温下吸光度差ΔA519下

降缓慢 (表 1) ,可见此法具有较好的稳定性.

表 1　显色稳定性实验结果

Tab. 1 Stab ility of the colour reaction system

放置时间 /m in ΔA519

0 0. 484

15 0. 482

30 0. 481

60 0. 478

90 0. 477

3. 8　抗氧化剂的羟自由基清除曲线

苯甲酸和甘露醇为羟自由基清除剂 ,检测其清

除自由基的效果 ,以验证该方法有效性.使用优化

的实验方法 :在 10 mL具塞试管中 ,依次加入 pH

7. 4的磷酸缓冲液 1. 0 mL , 番红溶液 (520 mg/L )

0. 2 mL, 0. 003 8 mol/L EDTANa2 2Fe (Ⅱ) 溶液 1. 0

mL,再加入不同体积的 0. 1moL·L
- 1的苯甲酸和

甘露醇溶液 , 最后加入 0. 075% H2 O2溶液 0. 5

mL,双蒸水补足至 10 mL,混合均匀后于 40 ℃水浴

保温 30 m in,在 519 nm波长处测吸光度 (A ) 值 ,绘

制出羟自由基清除曲线.实验结果如图 7所示 ,以

番红 2EDTANa2 2 Fe (Ⅱ) 2H2 O2体系检测 ,苯甲酸和

甘露醇的羟自由基清除率呈现明显的量效关系.

图 7　抗氧化剂与清除率的量效关系

F ig. 7 D ose2effect rela tion sh ip between

an tiox idan t and clearance ra te

4　结论

Fenton反应是机体产生羟自由基的重要机理 ,

羟自由基是造成组织脂过氧化 ,蛋白质解聚、聚合 ,

核酸断裂 ,多糖解聚的重要活性氧.羟自由基清除

率是反应药物抗氧化作用的重要指标.番红褪色方

法简便实用 ,稳定可靠 ,易为一般实验室采用.而离

体测羟自由基方法如电子自旋共振法、化学发光

法、细胞色素 C氧化法、无机荧光法等 ,或者仪器

特殊 ,或者试剂昂贵 ,使之应用受到限制.因此 ,该

方法对离体大面积筛选清除自由基的天然抗氧化

剂 ,研究清除羟自由基的机理有一定的应用价值.
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