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荧光法研究高粱红色素清除羟自由基活性

张海容 , 王文艳

忻州师范学院生化分析技术研究所 , 山西 忻州　034000

摘 　要 　由多种黄酮类化合物组成的天然产物高粱红色素 , 主要存在于高粱属植物的壳、茎等部位 , 广泛应

用于食品工业、化妆品和染色等领域 , 对清除氧自由基、保护人体健康非常重要。通过 Cu + 催化过氧化氢2
抗坏血酸反应体系产生羟自由基模型 , 根据羟基苯甲酸的荧光大小对比研究了亚硝酸钠、槲皮素和红色素

对羟自由基的清除能力。结果表明 : 高粱红色素、亚硝酸钠、槲皮素对 O
·

H 自由基的清除能力呈一定的量效

关系 , 亚硝酸钠、槲皮素优于红色素对羟自由基的清除能力。探讨了红色素、槲皮素、亚硝酸钠的猝灭机理 ,

表明红色素、亚硝酸钠为动态猝灭 , 槲皮素为静态猝灭过程。本研究可为高粱红色素的合理开发和利用提

供一定的参考依据。
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引 　言

　　高粱红色素主要存在于高粱壳、籽皮、秆中 , 其主要成

分是 5 , 7 , 4′2三羟基黄酮和槲皮素等黄酮类衍生物 [1 ] , 结构

式见图 1。

Fig11 　The chemical structure of flavone derivatives

　　天然高粱红色素对热稳定 , 色调鲜亮 , 可溶于水、乙醇

等极性溶剂中略有特殊气味 , 水溶液呈透明红棕色 , 无沉淀

现象 , 广泛用于食品、染色剂及植物蛋白着色等 [2 ] 。生物体

内活性氧代谢物质羟自由基可以引发不饱和脂肪酸发生脂质

过氧化反应 , 具有损伤膜结构及功能和多种生物分子的能

力 [3 ] , 由此常常引起一些严重的疾病 , 如肿瘤、心血管疾病、

肺气肿、衰老等。许多学者 [426 ] 提出引起生物系统损伤的自

由基主要是 O
·

H 自由基 , 并且一旦形成 , O
·

H 自由基便由最

初的链反应增加氧化损伤的能力。研究表明 , 自由基引起的

损伤能够被称作清除剂的化合物抑制 , 有趣的是人们发现生

物体内存在防御 O
·

H 自由基损伤的各种抗氧化剂 , 如尿酸、

谷胱甘肽、色素等。鉴于红色素的来源廉价易得 , 应用广范

等优点 , 本文通过荧光光谱分析法研究了红色素对 O
·

H 自由

基的清除能力及其量效关系 , 可为合理开发天然食品抗氧化

剂和临床医学研究提供一定的理论依据。

本实验利用 Cu + 催化过氧化氢氧化产生 O
·

H 自由基 [7 ] ,

O
·

H 进而与苯甲酸得到羟基苯甲酸反应的荧光物质 , 反应原

理如下。

Cu2 + + VC Cu + + 脱氢抗坏血酸

Cu + + H2 O2 Cu + + O
·

H + O H

O
·

H + 苯甲酸 羟基苯甲酸



1 　实验部分

111 　试剂与仪器

苯甲酸 , 分析纯 , 北京市朝阳区旭东华工厂 ; 抗坏血酸 ,

化学纯 , 北京化工厂 ; 双氧水 , 分析纯 , 上海华星化工厂 ; 氯

化铜 , 化学纯 , 北京化工厂 ; 乙醇 (95 %) , 分析纯 , 天津市北

辰方正试剂厂 ; 槲皮素 , 生化试剂 , 上海恒信化学试剂有限

公司 ; 亚硝酸钠 , 化学纯 , 北京红星化工厂。

P HS23 TC 精密数显酸度计 , 上海天达仪器有限公司 ;

AB2042N 电子分析天平 , Metter2Toledo Group ; L GWD900

型烧烤微波炉 , L G(天津) 电器有限公司 ; 501 型超级恒温

器 , 上海市宝验仪器厂 ; 恒温水浴锅 , 江苏省金坛市仪器有

限公司 ; F24500 荧光光谱仪 , 日本日立公司。

112 　实验方法

11211 　高粱红色素的提取

准确称取高粱壳粉末 1 g 于 250 mL 的三角烧瓶中 , 加

50 mL , p H 为 3105 的 70 %的酸性乙醇 , 采用微波辅助提取 ,

控制功率为 540 W , 固液比 1 ∶50 , 提取时间 2 min , 然后过

滤 , 将滤液在容量瓶中定容到 50 mL , 备用。

11212 　O
·

H 自由基的测定

在 25 mL 的比色管中依次加入 2 mL p H 为 5138 的缓冲

溶液 , 013 mL 的 1114 mmol ·L - 1 的 CuCl2 溶液 , 1100 mL

的 01 97 mmol ·L - 1 的抗坏血酸液 , 2 mL 011 %的 H2 O2 ,

1120 mL 01925 mmol ·L - 1的苯甲酸 , 稀释至刻度 , 摇匀 , 在

室温下静置 90 min , 作为实验的基体溶液。发射波长为λem

= 420 nm 下测定荧光强度。

11213 　红色素对 O
·

H 自由基清除能力的测定 [8 ]

清除能力 ( %) = ( F0 - Fr ) / ( F0 - F)

Fr 为加入一定量的红色素的荧光强度 , F0 为未加红色素的

空白体系的荧光强度 , F为未加 V c 及红色素时体系的荧光强

度。

11214 　红色素、槲皮素和亚硝酸钠的猝灭机理研究

在基体溶液中加入一定量的猝灭剂稀释至刻度 , 摇匀 ,

在室温下放置 90 min。恒温控制温度在 30 , 40 , 50 ℃条件下

分别测 3 种猝灭剂红色素、槲皮素和亚硝酸钠存在时基体液

的荧光强度。并根据 Stern2Volmer 方程式 [9 ]计算其猝灭常数

KSV , 关系式为

F0 / Fg = 1 + KSV [ Q]

KSV 为猝灭常数 , [ Q] 为高粱红色素的浓度 , Fg 为加入猝灭

剂的荧光强度 , F0 为未加猝灭剂的空白体系的荧光强度。

2 　结果与讨论

211 　羟基化苯甲酸的发射光谱

　　随高粱红色素的浓度增大 , 荧光强度逐渐下降 , 但发射

峰的位置不变 , 实验选定发射波长λem = 420 nm , 荧光光谱

见图 2。

Fig12 　Fluorescence emission spectra of hydroxybenzoic

acid in the presence of sorghum pigment

Concent ration of sorghum pigment (μg ·mL - 1)

1 : 0 ; 2 : 21 9 ; 3 : 518 ; 4 : 816 ;

5 : 29 ; 6 : 58 ; 7 : 120 ; 8 : 289μg ·mL - 1

212 　pH对荧光强度的影响

在 9 支基体溶液的比色管中分别加入 2 mL p H 为 3138 ,

4140 , 5138 , 6132 , 7141 , 8140 , 9137 , 10138 , 11134 的缓冲

溶液 , 测其荧光强度 , 结果见图 3。p H 为 5138 时羟基苯甲

酸的荧光强度最大。

Fig13 　Effect of pH on fluorescence intensity

of hydroxybenzoic acid

Fig14 　Effect of buffer solution volume on fluorescence

intensity of hydroxybenzoic acid

213 　缓冲溶液用量的选择

在 9 支装有基体溶液的比色管中分别加入不同体积的

p H 为 5138 的缓冲溶液 , 测定其荧光强度。由图 4 可知 , 随
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着缓冲溶液用量的增加荧光强度呈逐渐减小趋势 ; 但缓冲溶

液用量太少 , 起不到控制溶液酸碱度作用 , 本实验选用 2 mL

缓冲液。

214 　H2 O2 用量

在 9 支装有基体溶液的比色管中分别加入不同体积的双

氧水 , 测定其荧光强度。随过氧化氢体积增大 , 荧光强度逐

渐增大 , 结果见图 5。综合考虑反应物的比例和体积 , 选取 2

mL 双氧水为测量条件。

Fig15 　Effect of H2 O2 ( 1 %, φ) amounts on fluorescence

intensity of hydroxybenzoic acid

215 　CuCl2 最佳浓度的选择

在 9 支装有基体溶液的比色管中分别加入不同体积的

CuCl2 溶液 , 测定其荧光强度 , 结果见图 6。013 mL CuCl2 荧

光强度最大 , 故选取 013 mL CuCl2 为测定浓度。

Fig16 　Effect of CuCl2 concentration on fluorescence

intensity of hydroxybenzoic acid

216 　最适 Vc 浓度选择

在装有基体溶液的比色管中分别加入不同体积的 Vc 溶

液 , 按实验方法测定其荧光强度。由图 7 可知 , 荧光强度强

度随 Vc 浓度的增加而增大 , 但超过 210 mL 时 , 荧光强度强

度变化较缓慢 , 所以取 2 mL 为测量条件。

217 　红色素、槲皮素、亚硝酸钠清除 O
·

H自由基的能力

由图 8 , 9 , 10 知红色素、槲皮素、亚硝酸钠都有一定的

清除 O
·

H 自由基作用。用 E50 % (清除率达 50 %时至少需猝灭

剂的浓度)作判断标准 , O
·

H 自由基的清除能力的大小顺序

为 , 亚硝酸钠 > 槲皮素 > 高粱红色素。

Fig17 　Effect of Vc concentration on fluorescence

intensity of hydroxybenzoic acid

Fig18 　Determination of O
·

H scavenging of sorghum piment

Fig19 　Determination of O
·

H scavenging of sodium nitrite

Fig110 　Determination of O
·

H scavenging rate of quercetin
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218 　不同浓度红色素、槲皮素、亚硝酸钠猝灭机理验证

根据经典的荧光猝灭理论 , 若随着温度的升高 , 猝灭常

数 ( KSV )增大为动态猝灭 , 否则为静态猝灭 [9 ,10 ] 。红色素和

亚硝酸钠的猝灭常数随温度的增大逐渐增大 , 表明为动态猝

灭。槲皮素的猝灭常数随温度的增大未呈现正相关 , 说明槲

皮素与羟自由基作用过程的复杂性 , 结果见表 1。

　　O
·

H 自由基是生物细胞新陈代谢中产生的高活性物质 ,

红色素是 O
·

H 自由基清除剂。实验表明 , 在一定的浓度范围

内 , 高粱红色素清除羟基自由基的能力与其浓度呈量效关

系。随着温度的升高 , 猝灭常数逐渐增大 , 呈现出动态猝灭

现象 , 说明高粱红色素与自由基的结合为碰撞猝灭。由于天

然红色素安全、稳定以及对自由基的清除作用 , 相信在食

品、医药、化装品等领域将受到更多科技工作者的广泛关

注。

Table 1 　Conf irmation of quenching mechanism of sorghum

pigment , sodium nitrite and quercertin at different

temperature of 30 , 40 and 50 ℃

温度/ ℃ 回归方程 r2 KSV

30 Y = 0159 x + 11 50 01999 01588 2

红色素 40 Y = 1125 x + 11 70 01995 11 242 57

50 Y = 3131 x + 21 12 01994 31313 1

30 Y = - 01006 2 x 01994 - 01006 2

槲皮素 40 Y = - 01007 7 x 01995 - 01007 7

50 Y = - 01006 6 x 01992 - 01006 6

30 Y = 0170 x + 21 60 01995 01702 9

亚硝酸钠 40 Y = 1117 x + 31 86 01991 11170 3

50 Y = 2120 x + 81 43 01993 21202 9
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Study of Scavenging Activity of Sorghum Pigment to Hydroxyl Free
Radicals by Fluorimetry

ZHAN G Hai2rong , WAN G Wen2yan

Lab of Biochemical Analysis , Xinzhou Teacher’s University , Xinzhou 　034000 , China

Abstract 　A natural product , sorghum pigment , consist s of a number of important flavonoid derivatives , occurrs on the seed

capsules or in the stems of many sorghums , and is widely applied in different fields of food , cosmetic and dyeing indust ries , It is

important for scavenging hydroxyl f ree radicals and protection of human healthiness. Scavenging capacities of hydroxyl f ree radi2
cals with sodium nit rite , quercetin and sorghum pigment were comparatively researched by fluorimetry , and the model of hydrox2
yl f ree radicals produced is based on the reaction of Cu2 + 2catalyzed oxidation of ascorbic acid in the presence of hydrogen perox2
ide. The hydroxyl radicals react with benzoic acid , forming a fluorescent product , and the fluorescence intensity was determined

by the concentration of hydroxybenzoic acid. The experimental result s show that the sodium nit rite , quercetin and sorghum pig2
ment have a quantity2effect relationship for scavenging hydroxyl f ree radicals , and sodium nit rite and quercetin in comparison

with sorghum pigment have high antioxidant capacity. Finally , the quenching mechanisms were explored with sodium nit rite ,

sorghum pigment , and quercetin respectively. The sorghum pigment and sodium nit rite feature a dynamic quenching processes ,
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while quercetin shows a static quenching processes. A reference method was provided for reasonable exploitation and utilization

of sorghum pigment .

Keywords 　Sorghum pigment ; Hydroxyl f ree radical ; Fluorimetry
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