
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 26 卷, 第 4 期 光　谱　实　验　室 V ol. 2 6 , N o. 4

2 0 0 9 年 7 月 Ch inese J ou rnal of S p ectroscop y L aboratory July , 2 0 0 9

羟自由基与水杨酸反应机理的初探

① 联系人, 电话: (020) 39352135; 手机: (0) 13138663319; E2m ail: huip ingf@ 126. com

作者简介: 冯慧萍 (1968—) , 女, 湖北省钟祥市人, 博士, 主要从事自由基与生物大分子作用机理及应用的研究。

收稿日期: 2009201216; 接受日期: 2009204204

冯慧萍①　李亦聪
(广东药学院分析化学教研室　广州市大学城外环东路 280 号　510006)

摘　要　探讨羟自由基与水杨酸的反应动力学过程。水杨酸与 Fenton 反应产生的的羟自由基反应,

采用紫外2可见分光光度法 (UV )和质谱法 (M S) , 考察反应物的浓度、反应时间、反应温度、溶剂 pH 值等对

反应产物的浓度以及反应速率的影响。水杨酸与·OH 反应生成的紫色产物在波长 530nm 处有最大UV

吸收峰, 但仅于 pH = 4. 51 的缓冲溶液和水中有吸收峰; 且该产物的吸光度值, 随着反应物浓度的增加而增

加; 随反应时间的延长而减少; 随着反应温度的升高而减少。反应速率 t= 5s 达到最大值, 其后随着反应时

间的延长而逐渐降低, 1m in 时达到平衡。通过M S 分析, 可得到质荷比 (m öZ ) = 153, 248, 249, 288, 289,

304, 328, 329, 344, 345 的离子峰。推测羟自由基与水杨酸反应的中间产物是紫色的大分子自由基, 而最终

产物为二羟基苯甲酸, 该反应可能是加成反应和聚合反应同时进行。
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1　前言
当人体内羟自由基 (·OH ) 的产生与清除失去平衡后, ·OH 可氧化生物体内DNA、蛋白质、

糖类、脂膜等生物大分子, 造成机体损伤, 引起脑缺血、帕金森氏症、风湿性关节炎、呼吸窘迫综合

症、心血管疾病和癌症等疾病[1 ]。

自由基对生物分子进行攻击的过程中, 主要发生氢抽提反应、电子转移反应、加成反应、终止反

应及歧化反应等 5 种基本的自由基反应。但是, 此系列自由基反应的动力学过程不甚明确, 因此, 对

其反应动力学的研究具有重要的意义。

Fe2+ 可以与过氧化氢 (H 2O 2)反应产生羟基自由基, 此反应被称为 Fen ton 反应。Fen ton 反应是

生物体内产生·OH 的主要反应[2 ]。

Fe2+ + H 2O 2 Fe3+ + ·OH + OH -

但是·OH 的化学反应活性强、存在寿命短, 故直接检测其含量极其困难。一般情况下, 常在反

应体系中加入自由基捕集剂, 与 ·OH 反应生成较稳定的加合物, 通过检测加合物进行定性或定量

研究。目前, 离体检测羟自由基方法有电子自旋共振法、化学发光法、H PL C 法、荧光法、电化学法

等[5—7 ]。

本实验利用·OH 能选择性地攻击水杨酸, 产生二羟基苯甲酸应用紫外可见分光光度法和质

谱法, 对反应中间产物及产物进行定性和定量的检测, 从而考察水杨酸的浓度、Fe2+ 的浓度、H 2O 2

的浓度、反应时间、反应温度和溶剂 pH 值这些因素, 对反应产物的浓度和反应速率的影响; 同时应
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用质谱法对生成的中间产物进行了分子量和分子式的推测。通过以上分析, 初步估计羟自由基与水

杨酸的反应既有自由基的加成反应, 又有自由基的聚合反应。

2　实验部分
2. 1　试剂

水杨酸、FeSO 4·7H 2O、30% H 2O 2 均由天津试剂厂生产, 为分析纯试剂; 所用缓冲溶液为: 酒

石酸氢钾缓冲溶液 (pH 3. 26)、醋酸2醋酸钠缓冲溶液 (pH 4. 51)、氢氧化钠2磷酸二氢钾缓冲溶液

( pH 5. 8)、混合磷酸盐缓冲溶液 (pH 6. 86)、磷酸盐缓冲溶液 (pH 7. 8)、氯化铵2浓氨水缓冲溶液

(pH 8. 58) 、硼砂缓冲溶液 (pH 9. 13) ; 按照中国药典 2005 版配制[4, 5 ]。实验用水为蒸馏水。

2. 2　仪器

pH S225 数显酸度计 (上海虹益仪器仪表有限公司) ; UV 1101 紫外分光光度计 (上海天美科学

仪器有限公司) ; BL 2220H 电子天平 (日本岛津公司)、电炉、100℃温度计; Q 2Tof m icro 四极杆2飞行

时间串联质谱仪 (美国W aters 公司)。

2. 3　反应物的配制

2. 3. 1　水杨酸溶液的配制

称取 0. 3450g 水杨酸, 置于小烧杯中, 加入水约 30mL , 在水浴中加热, 搅拌溶解, 转移至

250mL 容量瓶中, 用蒸馏水稀释至刻度, 摇匀, 配制成 1. 000×10- 2molöL 的水杨酸溶液 250mL。

分别配制 2. 000×10- 4、1. 000×10- 3、2. 000×10- 3、4. 000×10- 3、6. 000×10- 3、8. 000×10- 3

molöL 水杨酸溶液。

2. 3. 2　Fe2+ 溶液的配制

称取 0. 6951g 硫酸亚铁 (FeSO 4·7H 2O ) , 置于小烧杯中, 加入水约 30mL , 搅拌溶解, 转移至

250mL 的容量瓶中, 稀释至刻度, 摇匀, 配制成 1. 000×10- 2molöL 的 Fe2+ 溶液。

分别配制 1. 500×10- 3, 3. 000×10- 3、6. 000×10- 3、1. 200×10- 2、1. 800×10- 2、2. 400×10- 2、

3. 000×10- 2molöL 的 Fe2+ 溶液。

2. 3. 3　过氧化氢 (H 2O 2)溶液的配制

配制 1molöL 过氧化氢溶液 100mL : 准确吸取 30% 的过氧化氢溶液 3. 06mL , 置于 100mL 的容

量瓶中, 加蒸馏水稀释至刻度, 摇匀, 即可。

分别配制 1. 000×10- 1、1. 000×10- 2、1. 000×10- 3、1. 000×10- 4、1. 000×10- 5、1. 000×10- 6

molöL 过氧化氢溶液 50mL。

分别配制 2. 000×10- 4、2. 000×10- 3、4. 000×10- 3、6. 000×10- 3、8. 000×10- 3molöL 过氧化

氢溶液各 25mL。

2. 4　中间产物最大吸收波长的确定

依次准确吸取 1. 000 × 10- 3molöL 的水杨酸溶液、1. 000 × 10- 3molöL 的 Fe2+ 溶液和

1. 000×10- 3molöL 过氧化氢溶液各 2mL , 置于 10mL 容量瓶中, 溶液颜色变为紫色, 加蒸馏水稀释

至刻度, 摇匀, 于 700. 0—200. 0nm 处进行UV 图谱扫描。

准确吸取 1. 000×10- 3molöL 的水杨酸溶液 2mL , 置于 10mL 容量瓶中, 加蒸馏水稀释至刻度,

摇匀, 于 700. 0—200. 0nm 处进行UV 图谱扫描。如图 1。

由图 1 可知, 水杨酸的UV 图谱有一个吸收峰 Κm ax= 278nm , 水杨酸与·OH 反应的紫色产物
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图 1　水杨酸及反应中间产物紫外2可见光谱图

1——水杨酸的UV ; 2——水杨酸与·OH 反应中间产物的UV。

的UV 图谱有二个吸收峰, 为 Κm ax= 278nm , Κm ax= 530nm。可见产物新增 Κ= 530nm 处的吸收峰, 以

此波长处产物的吸光度值可间接测量 Fen ton 反应产生·OH 的量。

2. 5 　质谱条件

喷雾电压: 2000V ; 锥体电压: 25V ; 源温: 80℃; 离子传输管温度: 200℃; 碰撞能量: 5V , 泵速

1. 0ΛL öm in。

样品的配制: 依次准确移取 6. 000×10- 3molöL 的水杨酸溶液 0. 5mL、6. 000×10- 3molöL 的

Fe2+ 溶液 0. 50mL 和 6. 000×10- 3molöL 的H 2O 2 溶液 0. 50mL 于 10mL 的容量瓶中, 加蒸馏水稀

释至刻度, 摇匀, 过滤。

3 　结果
3. 1　反应物浓度的影响

3. 1. 1　H 2O 2 浓度的影响

在带盖的石英比色皿中, 加入 3. 000×10- 3molöL 的水杨酸溶液 1. 00mL、3. 000×10- 3molöL
的 Fe2+ 溶液 1. 00mL , 再平行加入 1. 00mL H 2O 2 溶液, 浓度分别为 1. 500×10- 3、3. 000×10- 3、

6. 000×10- 3、1. 200×10- 2、1. 800×10- 2、2. 400×10- 2、3. 000×10- 2molöL , 摇匀, 20s 后, 于 530nm

波长处分别测定上述 7 种反应溶液的吸光度值, 结果见表 1。
表 1　不同浓度的 H2O 2 对反应产物吸光度值的影响

H 2O 2 的浓度 (molöL ) A 530nm H 2O 2 的浓度 (molöL ) A 530nm

5. 000×10- 4 0. 178 6. 000×10- 3 0. 345

1. 000×10- 3 0. 193 8. 000×10- 3 0. 348

2. 000×10- 3 0. 278 1. 000×10- 2 0. 351

4. 000×10- 3 0. 340

3. 1. 2　Fe2+ 浓度的影响

在带盖的石英比色皿中, 加入 3. 000×10- 3molöL 的水杨酸溶液 1. 00mL、1. 00mL Fe2+ 溶液浓

度分别为 1. 500×10- 3、3. 000×10- 3、6. 000×10- 3、1. 200×10- 2、1. 800×10- 2、2. 400×10- 2、

3. 000×10- 2molöL , 再加入 1. 200×10- 2molöL 的H 2O 2 溶液 1. 00mL , 摇匀, 20s 后, 于 530nm 波长

处分别测定上述 7 种反应液的吸光度值, 结果见表 2。

3. 1. 3　水杨酸的浓度的影响

在带盖的石英比色皿中, 分别平行移取 3. 000 × 10- 3、6. 000 × 10- 3、1. 200 × 10- 2、

1. 800×10- 2、2. 400×10- 2、3. 000×10- 2molöL 的水杨酸溶液 1. 00mL , 分别依次加入 4×10- 3
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molöL 的 Fe2+ 溶液 1mL 和 3×10- 3molöL 的H 2O 2 溶液 1mL , 摇匀, 20s 后, 于 530nm 波长处分别测

定上述 6 种反应溶液的吸光度值, 其结果见表 3。
表 2　不同浓度的 Fe2+ 对反应产物吸光度值的影响

Fe2+ 的浓度 (molöL ) A 530nm H 2O 2 的浓度 (molöL ) A 530nm

5. 000×10- 4 0. 143 6. 000×10- 3 0. 204

1. 000×10- 3 0. 144 8. 000×10- 3 0. 208

2. 000×10- 3 0. 168 1. 000×10- 2 0. 210

4. 000×10- 3 0. 193

表 3　不同浓度的水杨酸反应后所生成的产物的吸光度

浓度 (molöL ) A 530nm 浓度 (molöL ) A 530nm

1. 000×10- 3 0. 143 6. 000×10- 3 0. 174

2. 000×10- 3 0. 157 8. 000×10- 3 0. 169

4. 000×10- 3 0. 167 1. 000×10- 2 0. 170

3. 2　溶剂 pH 对反应中间产物的影响

分别依次移取 6×10- 3molöL 的水杨酸溶液 2mL、6×10- 3molöL 的 Fe2+ 溶液 2mL 和 6×10- 3

molöL 的H 2O 2 溶液 2mL , 置于 8 个 10mL 的容量瓶中, 用溶剂 pH 分别为 9. 13, 8. 58, 7. 80, 6. 86,

5. 80, 4. 51, 3. 26 的缓冲溶液和水 (pH = 6. 38)稀释至刻度, 摇匀, 于 5m in 内在 700. 0—200. 0nm 处

进行图谱扫描, 得到上述 8 种不同溶剂中反应产物的紫外2可见吸收光谱图 (图 2)。

图 2　不同 pH 溶剂中反应产物的紫外2可见吸收光谱图

8 条曲线所在的溶剂以 530nm 处吸光度值从大到小依次为水、pH = 8. 58, 4. 51, 9. 13, 6. 86, 5. 80, 7. 80, 3. 26。

此外, 分别移取 6. 000×10- 3molöL 的水杨酸溶液 2. 00mL , 于 7 个 10mL 的容量瓶中, 用不同

pH 的溶剂稀释至刻度, 摇匀, 并于 5m in 内在 700. 0—200. 0nm 处进行图谱扫描, 水杨酸的

紫外2可见吸收光谱图无变化。由图 2 可知, 反应产物的紫外2可见吸收, 在pH 3—9 的范围内, 只有

在溶剂为水 (pH = 6. 38) 及溶剂 pH = 4. 51 中, 于 530nm 处出现吸收峰, 而在其他 pH 值的溶剂中,

产物均无吸收峰或吸收较弱。

3. 3　反应时间的影响

在带盖的石英比色皿中, 分别按表 4 配制 3 个不同浓度的样品, 摇匀, 于 530nm 波长处定量测

定其吸光度值, 测定时间共 3h。其中, 前 5m in 间隔 1s 测一次; 从第 5m in 开始, 到第 20m in 间隔

1m in 测一次; 从第 20m in 开始, 到第 30m in 间隔 5m in 测一次; 从第 30m in 开始, 到最后间隔 15m in

测一次。3 个样品的时间2吸光度曲线如图 3 所示。
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表 4　不同浓度的样品配制

样品 水杨酸溶液 Fe2+ 溶液 H 2O 2 溶液 用量

1 1×10- 3molöL 1×10- 3molöL 1×10- 3molöL

2 2×10- 3molöL 2×10- 3molöL 2×10- 3molöL 依次分别吸取 1mL

3 4×10- 3molöL 4×10- 3molöL 4×10- 3molöL

图 3　不同浓度的反应产物的吸光度值2时间曲线图

　　由于A = E·C·l, 吸光度A 与浓度C 成正比, 根据产物A 的变化分别求 3 个浓度样品的反应

速率 (v) , 绘制反应 1m in 的反应速率曲线见图 4。

图 4　不同浓度的产物的反应速率2时间曲线图

由图 4 可知, 于 530nm 处的吸光度值, 随着反应时间的延长, 先增加后逐渐降低, 反应开始

1m in 内的变化较大, 此后缓慢降低。由图 4 可知, 反应开始时, 该反应的 v 逐渐增加, tm ax= 5s 时达

到最大速率, 3 个浓度样品的反应速率分别为: vm ax1= 2. 181, vm ax2= 3. 145, vm ax3= 9. 048, 然后反应

速率均逐渐降低, t= 36s 时 v 不再增加。

3. 4　反应温度的影响

在带盖的石英比色皿中, 依次移取 6. 000×10- 3molöL 的水杨酸溶液 1mL , 6. 000×10- 3molöL
的 Fe2+ 溶液 1. 00mL 和 6×10- 3molöL 的H 2O 2 溶液 1. 00mL , 在不同温度的水浴中反应 20s 后, 在

530nm 处测量反应液的吸光度值如表 5 所示。

在实验过程中, 随着反应温度的升高, 水杨酸与·OH 反应后所生成的紫色中间产物的颜色发

生改变, 都可以明显的观察到, 除了 85℃反应的样品外, 其他样品都由深紫色→紫色→浅紫色; 而

85℃反应的样品, 则由深紫色→紫褐色→淡茶色。而且颜色改变的速度随着温度的上升而加快。
表 5　不同反应温度下的吸光度值

温度 (℃) 85 75 65 55 45 35 25

A 530nm 0. 260 0. 403 0. 407 0. 567 0. 647 0. 794 0. 853

3. 5　质谱

样品反应 5m in 和 30h 后分别进样检测。得到质谱图 5、6。将原始质谱图数据归纳得到反应液

的部分质谱表 (表 6)。比较两个反应时间质谱图中各离子峰的相对丰度, 随着反应时间的延长,

m öZ = 153. 0 的离子峰相对丰度由 58. 0 增加到 100. 0, 而m öZ = 247. 8、287. 9、328. 0 三个离子峰
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的相对丰度都减小, 尤其m öZ = 287. 9 的由 100. 0 降低到 16. 0, 同时三者之间的比例也发生了改

变, 5m in 时,m öZ = 287. 9 为最强峰, 30h 时,m öZ = 328. 0 为最强峰。
表 6　反应液的质谱表

相对强度

(% )

m öZ

153. 0 247. 8 248. 8 287. 9 288. 9 328. 0 329. 0

5m in 58. 0 30. 0 9. 0 100. 0 23. 0 66. 0 15. 0

30h 100. 0 3. 0 7. 0 16. 0 17. 0 25. 0 14. 0

图 5　反应 5m in 的质谱图

图 6　反应 30h 的质谱图

4　讨论
4. 1　反应物浓度的影响分析

当反应液中H 2O 2 溶液的浓度在 5×10- 4—1×10- 2molöL 的范围内变化时, 水杨酸与·OH 反

应后所生成的产物的浓度, 随着H 2O 2 溶液的浓度的增加而增加, 但当所加H 2O 2 溶液的浓度达到

4. 000×10- 3时, 产物的吸光度值无明显变化。说明Fen ton 反应产生的·OH 的量随H 2O 2 浓度的增

加而增加, 直到 Fe2+ 完全反应。

Fe2+ 作为反应的催化剂, 随着 Fe2+ 溶液的浓度的增加而增加, 但当 Fe2+ 溶液的浓度达到

6. 000×10- 3时, 产物的吸光度值不再增加, 说明 Fen ton 反应产生·OH 的量随 Fe2+ 浓度的增加而

增加, 直到 Fe2+ 与H 2O 2 物质量的比例略大于 1。

随 着 水 杨 酸 浓 度 的 增 加, 中 间 产 物 在 530nm 处 的 吸 收 值 无 明 显 的 变 化, 说 明

1. 000×10- 3molöL 水 杨 酸 过 量, ·OH 完 全 反 应, 此 反 应 中 各 反 应 物 的 比 例 关 系
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水杨酸∶Fe2+ ∶H 2O 2 并非 1∶1∶1, 水杨酸的量略小于 1。可能因·OH 寿命短, 水杨酸捕获效率低

于 100% 所致。

4. 2　反应时间的影响分析

由 2. 2. 5 可知, 反应产物于波长 530nm 处的吸光度值随着时间的延长先增加后逐渐降低。在

反应开始后 1m in 内的变化较大, tm ax= 5s 时, 该反应的反应速率已经上升到最高点。反应物浓度的

增加对反应速率也有影响, 随着反应物浓度的增加, 反应速率明显增加, 且上升幅度明显加大, 但反

应速率的达峰时间仍然是 5s。5s 后 v 逐渐降低, t= 36s 时, v 趋近于零, 反应达到平衡, 紫色产物的

A 值缓慢下降, 同时产物的颜色也随着时间的延长而逐渐变浅。因此, 推测该产物不稳定, 是反应

的中间产物。

造成反应 1m in 内变化较大的主要原因是由于反应开始后, H 2O 2 在 Fe2+ 的催化作用下迅速分

解, 使·OH 浓度也快速增加且迅速与底物水杨酸反应, 从而使反应速率快速上升。而中间产物浓

度逐渐稳定的主要原因可能来自于水杨酸浓度的减小, 使·OH 与其结合的几率相应减小; 另外,

·OH 以其强氧化特性进一步氧化中间物, 使中间产物和底物的浓度都在不断下降, 当中间产物的

产生速率低于其被氧化的速率时, 中间产物的浓度就逐渐趋于稳定[8 ]。这一特征与链反应中的支链

反应的特征相似, 都是一个瞬时的快速反应。

4. 3　反应温度的影响分析

在实验过程中, 随着反应温度的升高, 水杨酸与·OH 反应后所生成的紫色化合物的颜色发生

明显的改变, 由无色→紫色→深紫色→浅紫色, 而且颜色改变的速度随着温度的上升而加快。更加

证实紫色产物只是中间体, 不是最终的产物。

这可能因为温度的增加, 分解速率上升, 分解过程中产生的·OH 的量明显增加。同时, 温度的

升高使溶液中的分子扩散作用增强, 从而使水杨酸能够更为有效地同·OH 作用。

4. 4　溶剂 pH 对反应中间产物的影响分析

从实验结果可知, 当溶剂在 pH 3—9 的范围内, 水杨酸与·OH 反应后所生成的紫色中间产物

只有在溶剂为水及溶剂 pH 为 4. 51 时, 才于 530nm 处出现吸收峰 (图 2) , 这说明, 该化合物在水

(pH = 6. 38)和 pH = 4. 51 的溶剂里比较稳定, 随着pH 的增加, 吸收蓝移。至于其原因, 有待进一步

研究。

4. 5　质谱分析

通过对图谱 (图 5、6)的分析, 估计 247. 8、287. 9、328. 0 这三个峰就是水杨酸与·OH 反应后所

生成的紫色中间产物。首先, 247. 8404、287. 9099、327. 9785 这三个峰的峰值都为偶数, 这与质谱的

规律有所不相符, 因此, 推测三个峰均是含 2 个苯环共轭的大分子自由基, 其分子式可能为:

C12H 8O 6 (M = 248)、C14H 8O 7 (M = 288)、C16H 8O 8 (M = 328) , 它们之间相差了 40, 可能是 C2O 的聚合

单体; 其次, 分别与这三个峰相邻的 248. 8479、288. 9144、328. 9832 这三个峰与前面所说的三个峰

均相差了 1, 也就是一个氢, 所以, 248. 8479、288. 9144、328. 9832 这三个峰可能是分子峰, 也可能

是双自由基, 这有待以后进一步研究分析确定。287. 9099 这个峰与 303. 9061 相差了 16, 也就是一

个氧, 同样, 327. 9785 与 343. 9747 也相差了 16。153. 0124 这个峰由始至终都出现着, 并且反应时

间越长其含量增加, 可能是水杨酸与·OH 的加成产物二羟基苯甲酸C7H 5O 4 (M = 153)。

比较图 5 与图 6, 我们可以看出, 随着反应时间的逐渐延长, 反应产物中, 各种自由基的含量发

生了改变, 有部分转变为较稳定的化合物, 以加氢后的分子状态存在, 分子与自由基处在一个动态
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的平衡之中。30h 后, 最终的产物可能只有二羟基苯甲酸, 紫色大分子的自由基都逐渐消失。
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Investiga tion on Reaction Kinetics of Sa l icyl ic Ac id and Hydroxyl Radica l

FEN G H ui2P ing　L I Yi2Cong
(D epartm ent of A naly tical Chem istry , Guangd ong P harm aceutical U niversity , Guangzhou 510006, P. R. China)

Abstract　T he reaction dynam ics of hydroxyl radical and salicylic acid w as exp lo red. H ydroxyl

radical w as p roduced by fen ton reaction. T he impact dynam ics facto rs of th is reaction w ere studied by

ultravio let and visible spectropho tom etry (UV ) and m ass spectrom etry (M S) , such as the reaction of

concen tration, reaction tim e, temperature, the pH of so lven ts. T he purp le in term ediate p roduct w as

generated by the reaction of salicylic acid and ·OH. T he UV Κm ax = 530nm w as m easured just in

distilled w ater and pH = 4. 51 buffer so lution. T he concen tration of the in term ediate p roduct w as

increased w ith increased concen tration of reaction, R educed w ith ex tension of reaction tim e, R educed

w ith rose temperature. In addition, the reaction rate reached m ax ium at t = 5s, then gradually

reduced , it reached balance at t= 1m in. M ass spectra of ion m öZ = 153, 248, 249, 288, 289, 304, 328,

329, 344, 345 w as generated. Based on the reaction k inetics study of hydroxyl radical and salicylic

acid, it estim ated that the purp le in term ediate p roducts w ere free radicals of w eigh t molecular, the

reaction could be addition and po lym erization reaction.

Key words　Salicylic A cid; H ydroxyl R adical; R eaction K inetics
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