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黄酮配合物抗自由基活性的亚甲基蓝光谱测定体系的研究

李  方1 , 郑怀礼2

11 四川大学化学学院, 四川 成都  610064

21 重庆大学化学化工学院, 重庆  400044

摘  要  亚甲基蓝( MB)可捕获 Fenton 反应产生的羟自由基生成无色加合物, 选用亚甲基蓝为槲皮素( Que)

及其配合物抗羟自由基活性测定体系的指示剂。实验优化测试条件为: 体系 pH 81 0, 加入 H 2O2 溶液

( 01 3% ) 01 50 mL, FeSO4 溶液( 5 mmol # L- 1) 01 50 mL 和 MB 溶液( 21 56 @ 10- 5 mol # L- 1) 11 0 mL。由此建
立了测定槲皮素配合物抗# OH 活性的光谱测定方法。方法简便, 尤其适合于配合物体系抗自由基活性的分

析。测定了槲皮素及 Que-Zn(Ⅱ) , Que-Cu(Ⅱ) , Que-Fe(Ⅲ)配合物的抗# OH 活性。结果表明 3 种槲皮素配

合物的抗羟自由基活性均比槲皮素高, 配合物活性 Que-Cu(Ⅱ) > Que-Zn(Ⅱ) > Que-Fe(Ⅲ) , 表现出金属离

子与有机活性配体协同作用可提高其抗氧化活性的能力。
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引  言

  黄酮类化合物( Flavono ids)是多酚类物质, 是许多中草

药的有效成分。黄酮化合物由于结构上的特点, 是一类天然

的抗氧化活性的物质[ 1, 2] , 对超氧阴离子自由基( O # -
2 )、羟

自由基( # OH)和单线态氧( 1O 2)有良好的清除作用。黄酮类

化合物又是一类有机配体, 可与植物中的金属元素形成配合

物。已有的研究表明, 中草药中的有机配体与金属离子形成

配合物后, 可改善其有机成分的生理药理活性。为了探索黄

酮类化合物(以槲皮素为代表)与金属元素形成配合物后抗氧

化能力的变化, 本文根据槲皮素配合物 Que-Zn(Ⅱ) , Que-

Cu(Ⅱ)和 Que-Fe(Ⅲ)自身的特点, 通过比较研究和优化选

择, 建立了 Fenton 反应-亚甲基蓝光谱测定方法, 并用该方

法对槲皮素及其金属配合物的抗羟自由基( # OH)作用以及

抗氧化活性的差异进行了分析, 对槲皮素配合物抗羟自由基

的机制也进行了初步探讨。

1  实验部分

11 1  仪器与试剂

UV-240 型紫外-可见分光光度计(日本岛津公司) ; pHs-

3C 型酸度计(上海雷磁仪器厂) ; TB-85 型恒温水浴装置(日

本岛津公司)。

槲皮素-金属配合物 (本实验室合成 ) ; T ris-H Cl缓冲溶

液( pH 81 0) ; 亚甲基蓝( MB)溶液 ( 21 56 @ 10- 5 mo l# L - 1 ) ;

H 2O2 : 01 3% (U) ; F eSO 4 溶液: 5 mmo l # L - 1 ; H Cl: 6 mol

# L - 1。所用试剂除 T ris 为生化试剂外, 其余均为分析纯。

所用水为石英亚沸二次蒸馏水。

11 2  实验方法

在 10 mL 比色管中加 T r is-HCl缓冲液 11 0 mL , 槲皮素

溶液或槲皮素-金属配合物溶液, MB 溶液 11 0 mL , H2O 2 溶

液 01 50 mL, FeSO 4 溶液 01 50 mL , 用蒸馏水稀释至刻度。37
e 水浴中加热反应 30 min 后, 于分光光度计上用 1 cm 比色

皿, 测定 663 nm 波长处的吸光度 A , 再由公式( 1)计算其清

除率。

2  实验原理及理论分析

  羟自由基( # OH)非常活泼, 在含氧自由基中其氧化活

性最强。但# OH 存在时间短, 除了电子自旋共振法( ESR)

外, 一般难于直接测定, 故常用间接法测定[ 3, 4]。最常用的间

接测定方法是利用 Fenton 反应产生羟自由基

Fe2+ + H2O 2 Fe3+ + OH - + # OH



上述反应也是通常认为的生物体内羟自由基产生的过

程。

产生的# OH 与指示剂发生反应, 测定指示剂的变化可

间接得# OH 浓度的变化[5]。若测试体系中存在 # OH 自由

基清除剂时, 则清除剂与 # OH 作用, 使# OH 对指示剂的

作用降低, 从而使指示剂反应产物生成量减少, 检测指示剂

的信号值发生变化, 与空白液比较后即可得出清除剂清除

# OH的作用能力(用清除率表示)。清除率计算公式为

清除率( % ) =
A样 - A损
A未损- A 损

@ 100% ( 1)

式中: A 样 为加入清除剂后测得的反应体系吸光度值;

A 未损为指示剂本身的吸光度值;

A 样 为未加清除剂时反应体系吸光度值。

该测试体系中常用的指示剂有邻二氮菲-Fe2+ 法[ 6]、水

杨酸法[7]、Ce3+ 氧化法[8]等。但这些体系多适用于测定单纯

的有机物的活性, 且多为酸性测试体系, 不适宜用于槲皮素-

金属配合物的抗# OH 活性的测定。本文所选用的 MB 是自

由基聚合反应的高效阻聚剂, MB 分子对# OH 自由基有高

度的亲合力和猝灭作用, 因其可捕获 Fenton 反应产生的

# OH而由蓝色变为无色加合氧化产物 ) 羟化亚甲基蓝( MB-

OH )。MB-OH 难以再被氧化或还原显色, 具有好的稳定性,

并且该反应的 pH 范围适合于槲皮素配合物的稳定存在。因

此, 本文以 M B作为测定体系的指示剂, 优化选择了测定条

件, 建立了 Fenton 反应-亚甲基蓝分光光度检测方法。用此

法测定了槲皮素( Quercetin, Que)和槲皮素-金属配合物的抗

# OH 自由基的活性。

3  结果与讨论

31 1  亚甲基蓝、槲皮素和配合物的吸收曲线

在 200~ 700 nm 波长范围内, MB、槲皮素和配合物溶

液的光谱吸收曲线见图 1。由图中各曲线可知, MB 的最大吸

收峰位于 663 nm, 在此波长处, 槲皮素及槲皮素-金属配合

物无吸收, 不干扰 MB 吸光度 A 的测定。故实验选用663 nm

为测试波长。

Fig1 1 The absorption spectra of MB,

Quercetin and meta-l complex

1: MB; 2: Que; 3: Complex

31 2  测定条件的优化选择
31 21 1  体系酸度的影响

测试体系酸度的选择需同时考虑清除率的高低以及配合

物自身的稳定性。对于本体系, 在 pH 71 0~ 81 9 范围内, 均

适于测定(见图 2)。兼顾 Que-Zn(Ⅱ) , Que-Cu(Ⅱ )和 Que-

Fe(Ⅲ)三种配合物自身稳定性的 pH 范围, 故本文采用 pH

81 0。

Fig1 2 The effect of pH in testing solution

Note: $A = ( A槲- A 损)

31 21 2  H2O2 用量和 Fe2+ 用量的影响

当 H 2O2 及 Fe2+ 浓度较低时, F enton 反应产生的# OH

的量随 H2O2 或 Fe2+ 的浓度增加而增加。此 2 种试剂的用量

需要综合选择, 主要考虑测试对象的清除效率。本文选择加

入 H2O2 溶液 ( 01 3% ) 01 50 mL 及 FeSO4 溶液 ( 5 mmol #

L - 1 ) 01 50 mL , 此条件下, 槲皮素及其配合物对 # OH 的清

除效率最高(见图 3)。

Fig1 3 The effect of concentrations of H2O2 and Fe2+

  图 3 中 H2O2 溶液和 Fe2+ 溶液取用量的比例见表 1。

Table 1  The ratio of concentration of H2O2 and Fe
2+

浓度比组数 1 2 3 4 5

H 2O 2 ( 01 3%) , mL 0130 01 50 11 0 11 0 11 5

Fe2+ ( 5 mmol# L- 1 ) , m L 0130 01 50 01 50 11 0 11 0
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31 21 3  亚甲基蓝用量的影响
测试体系中 MB 的浓度不宜过高, 在 MB 溶液( 21 56 @

10- 5 mol # L- 1)用量 01 50~ 31 0 mL 范围内, 体系的 $A =

( A槲 - A损 )值比较稳定(见图 4) , 本实验采用 MB 溶液 11 0

mL。

Fig1 4  The effect of concentration of MB

31 21 4  体系反应时间的选择

试验了反应体系在 37 e 水浴中加热反应时间对 $A 的

影响。加热时间在 20~ 50 min 范围内时, $A 随加热时间的

增加而略有提高, 本文选择 37 e 水浴中加热反应 30 min。

31 3  槲皮素及其配合物抗# OH活性的测定

利用本文建立的 Fe2+-H 2O2-MB 光谱测定体系, 在所选

的最佳反应条件下, 于 37 e 时对槲皮素 ( Que) 和 Que-Zn

(Ⅱ) , Que-Cu(Ⅱ) , Que- Fe(Ⅲ)配合物抗# OH 的活性进行

了测定, 结果见图 5。

  由图 5 可见, 槲皮素-Zn(Ⅱ)、槲皮素-Cu(Ⅱ)和槲皮素-

Fe(Ⅲ)均具有较高的抗基# OH 的活性, 并且其活性明显比

相同量的槲皮素的活性高, 表现出金属离子与有机活性配体

协同作用提高其抗氧化活性的能力。3 种配合物对# OH 自

由基清除率高低的顺序为: 槲皮素-Cu(Ⅱ) > 槲皮素-Zn(Ⅱ)

> 槲皮素-Fe(Ⅲ)。

Fig1 5 The scavenging rates of Quercetin and

its complexes on # OH radical

1: Que; 2: Que-Fe(Ⅲ) ; 3: Qu e- Zn(Ⅱ) ; 4: Qu e- Cu(Ⅱ)

31 4  槲皮素配合物抗活性氧机制的分析
在生物体系中, 对于由各种物理和化学因素引发的自由

基链反应, 天然抗氧化剂的一个重要作用机制就是 阻断自

由基的传链过程。当抗氧化剂与自由基发生反应后, 抗氧化

剂本身变成了自由基, 这个新自由基的毒性或活泼性应该小

于原来自由基的毒性或活泼性才能起防护作用[ 9]。槲皮素具

有 2 个互为邻位的酚羟基, 在作为抗氧化剂的作用中, 槲皮

素通过酚羟基与自由基反应, 失去电子或供氢, 产生一种新

的基团酚基自由基(半醌式自由基, 图 6 中Ⅰ) , 此基团通过

芳香核的自旋作用以及邻位酚羟基供氢后形成分子内氢键

(图 6 中Ⅱ)被稳定下来, 从而使自由基氧化链式反应的传导

过程被中断, 起到了抑制脂质进一步被氧化的作用。因此,

槲皮素化合物抗氧化活性的高低与酚基自由基的稳定性有密

切的关系, 凡是能提高酚基自由基稳定性的结构或因素, 都

能增强槲皮素的抗氧化活性。

Fig1 6  The process diagram of scavenging free radical by Que

  当槲皮素与金属元素形成配合物后, 必然导致整个分子

中电子构型的变化, 并通过共轭体系使邻位羟基氧上的电子

云密度变小, 则氧对共价键的电子吸引力增强, 故羟基越易

脱氢。同时, 金属元素与槲皮素分子通过配位键形成稳定的

配合物后, 进一步使整个配合物分子的电子云分布离域, 有

助于黄酮体化合物在捕获自由基后自身形成更加稳定的自由
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基中间体。这一酚基自由基越稳定, 说明 O ) H 键越弱, 故

清除自由基的活性越强。因此, 槲皮素-金属配合物显示出具

有比槲皮素更高的抗羟自由基的活性。

4  结  论

  MB对# OH 自由基有高度的亲合力, 可捕获 Fenton 反

应产生的羟自由基而导致其颜色发生显著的改变。利用 MB

的这一特点, 建立了 Fenton 反应-亚甲基蓝分光光度法检测

黄酮类配合物抗羟自由基活性的方法。通过测定体系中加入

槲皮素配合物或槲皮素后, 663 nm 波长处吸光度值的改变,

即可求得黄酮类抗氧化剂对# OH 自由基的清除率。实验结

果说明, 由于槲皮素配合物分子的电子云分布离域, 使配合

物与# OH 作用后形成的酚基自由基更加稳定, 因而配合物

抗# OH 自由基的活性高于槲皮素。本文所建立的测定体系

以及分析结果有助于对中草药或天然产物抗氧化活性成分的

更深入研究和应用。
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Study on Fenton-Methylene Blue Spectral Analysis Method for

Determining the Inhibitory Effect of Quercetin Complexes on

Hydroxyl Free Radical

LI Fang1 , ZH ENG H ua-i li2

1. Co llege of Chemistr y, Sichuan Univ ersit y, Chengdu 610064, China

2. Co llege of Chemistr y and Chem ical Engineering , Chongqing Univ ersit y, Chongqing  400044, China

Abstract In the present, Fenton-Methylene Blue spectral measurement was established, and the new analytica l method was

applied successfully to determine the inhibitor y effect of quer cet in ( Que) and its complexes on hydroxy l fr ee r adica l. Methylene

Blue( MB) can capture the # OH produced by Fent on r eaction, turning its co lo r f rom blue to achromat ic. Therefor e, MB was se-

lect ed as the indicator o f the spectr al measur e study . The test ing condit ions optimized were pH 81 0, H2O 2 so lution ( 01 3% )

01 50 mL , FeSO4 so lution ( 5 mmol # L - 1 ) 01 50 mL and MB solution( 21 56 @ 10- 5 mol # L - 1 ) 11 0 mL . T he experiment results

show ed that Que-Zn(Ⅱ) , Que-Cu(Ⅱ) and Que-Fe(Ⅲ) complexes held significant effects o f scaveng ing action on # OH radical

and were more effectiv e in scavenging # OH than quercetin itself, showing the good cooper ative action betw een quercetin and

trace metal elements. T he str ucture-bio act ivity r elationship o f the coo rdination com plexes w as also discussed thr ough analy zing

the antio x ygenic activ ity of quercetin-metal complexes.

Keywords MB spectral ana lysis method; Quercetin complex ; H ydroxyl free radical
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