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罗丹明 6G缔合微粒光度法检测羟自由基及其在

离体筛选抗氧化剂中的应用
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摘  要  在 HC-l NaAc 缓冲溶液中, F enton反应产生的羟自由基被过量的 KI捕获; 生成的 I-3 分别与罗丹

明 B( Kmax = 554 nm)、罗丹明 6G ( Kmax = 526 nm)、罗丹明 S( Km ax = 526 nm)和丁基罗丹明 B( Kmax = 556 nm)

形成缔合微粒, 导致其吸收峰降低。羟自由基浓度(以 H2O 2 浓度计)分别在 01 136~ 01 68 Lg # mL - 1 , 01 064
~ 01 680Lg # mL- 1 , 01 064~ 01 680Lg# mL - 1和 01 064~ 01 680Lg # mL- 1范围内与罗丹明B、罗丹明 6G、罗

丹明 S 和丁基罗丹明 B 体系的吸光度降低值成正比。据此建立了一种测定抗氧化剂对羟自由基的清除率的

新方法。测试了抗坏血酸等 4种抗氧化剂以及 6种茶叶提取液的抗氧化活性, 所得到的结果较为满意。
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引  言

  羟自由基是一种氧化性很强的自由基, 能发生电子转

移、夺取氢原子和羟基化等反应, 使糖类、氨基酸、蛋白质、

核酸及脂类等发生氧化而损伤和破坏; 它还与衰老、肿瘤、

辐射损伤和细胞吞噬有关[ 1]。对机体适当补充外源性抗氧

化剂或服用能使机体内源性抗氧化物质恢复到一定水平的

药物, 可以改善这些状况。由于长期使用化学合成的抗氧化

剂对人体有一定的副作用, 所以, 寻找天然、安全和无毒的

抗氧化剂就越来越受到人们的重视[2]。同时, 利用抗氧化类

药剂对羟自由基发生的抑制效应, 是离体筛选抗氧化药物

的一个重要手段。因此, 研究快速、灵敏和实用的羟自由基

的检测方法具有重要意义。目前, 测定羟自由基的方法主要

有光度法、荧光法、电子自旋法、气相色谱法、高效液相色

谱法、电化学法以及化学发光法等[ 2-6]。光度法具有简便快

速等特点, 但灵敏度欠佳。其余仪器分析法灵敏度虽高, 但

这些方法或仪器特殊, 或试剂昂贵, 使其应用受到限制。罗

丹明染料是一种常用的稳定的分析试剂, 近来研究发现它

的缔合微粒存在变色效应、荧光猝灭效应和共振散射效

应[7] , 并得到较好的应用。本研究用无毒易得的碘化钾来捕

获 Fenton 反应的羟自由基, 生成的 I-3 和罗丹明染料反应形

成缔合微粒, 使体系的吸光度降低。据此建立了羟自由基的

罗丹明染料缔合微粒光度法及筛选测定抗氧化剂的新方法。

该法具有简便、快速、灵敏和适用范围广等特点。

1  实验部分

11 1  仪器与试剂

T U-1901 双光束紫外-可见分光光度计(北京普析通用

仪器有限责任公司出产) ; 722S 分光光度计(上海精密科学

仪器有限公司)。

11 0 @ 10- 3 mo l # L - 1 ( NH 4 ) 2Fe ( SO4 ) 2 溶液; H C-l

NaAc缓冲溶液; 11 0 @ 10- 2 mol # L- 1 KI; 11 0 @ 10- 4 mol #

L - 1H 2O2 ; 51 0 @ 10- 5 mol # L- 1罗丹明 B( RhB) ; 11 0 @ 10- 4

mo l# L - 1罗丹明 S( RhS) ; 11 0 @ 10- 4 mol # L- 1罗丹明 6G

( Rh6G ) ; 51 0 @ 10- 5 mo l# L - 1丁基罗丹明 B( b-RhB) ; 11 0 @
10- 4 mo l # L - 1抗坏血酸; 51 0 @ 10- 3 mo l # L - 1甘露醇;

51 0 @ 10- 6 mol # L- 1硫脲; 21 1@ 10- 5 mol # L- 1槲皮素。

茶叶提取液的制备: 在烧杯中加入蒸馏水煮沸后, 称取

适量的茶叶放入, 用慢火煮 30 min, 所得提取液待冷却后过

滤、移入 100 mL 容量瓶中, 即得储备液; 用时稀释即可。

茶叶提取液浓度分别为 501 0 Lg # mL - 1彝族火把茶; 151 0
Lg # mL- 1金银花茶; 151 0 Lg # mL - 1茉莉花茶; 31 0 Lg #

mL - 1苦丁茶; 51 0 Lg # mL - 1茗茶; 51 0 Lg # mL - 1观音王

茶。



11 2  实验方法
11 21 1  羟自由基的测定

在一系列 10 mL 带盖比色管中分别加入 HC-l NaAc缓

冲溶液、Fe(Ⅱ)溶液 ( 11 0 @ 10- 3 mol # L- 1 )、KI 溶液 ( 11 0

@ 10- 2 mol # L - 1 )、H2O2 溶液 ( 11 0 @ 10- 4 mo l# L- 1 )、罗

丹明染料溶液, 用蒸馏水稀释到 5 mL 并摇匀, 用 1 cm 比色

皿测定其吸光度值 A 0 , 计算其与空白 A 之差 $A ( = A -

A 0 )。

11 21 2  抗氧化剂清除羟自由基的测定
在 11 21 1体系中 , 加入一定量的抗氧化剂后, 测定体系

的吸光度 A s ; 未加抗氧化剂的体系其吸光度 A 0 ; 未加 Fen-

ton 试剂及抗氧化剂的体系其吸光度 A , 则清除率 D 按以下

公式计算

D = (A s - A 0 ) / (A - A 0 ) @ 100%

2  结果与讨论

21 1  吸收光谱

RhB, Rh6G, RhS, b-RhB的最强吸收峰分别位于 554,

526, 526, 556 nm 处。加入 Fenton 试剂后, 体系的吸收峰

值明显下降但峰位不变(见图 1)。由此说明体系吸光度的下

降是由于 Fenton 试剂产生的羟自由基与碘化钾反应及 I-3

与罗丹明染料形成缔合微粒的结果。

Fig1 1 Absorption spectra of Rh6G

a: Blank ; b: a-41 0@ 10- 6 m ol # L- 1 H 2O2 ;

c: a-81 0@ 10- 6 mol# L- 1 H2O 2; d: a- 12@ 10- 6 mol# L- 1 H 2O 2

21 2  反应条件的选择
分别测定了各体系在 pH 11 42~ 51 20 范围内的 $A 值。

RhB体系在 pH 41 19 时 $A 值最大, RhS 体系在 pH 41 58
时$A 值最大, Rh6G体系在 pH 51 20时 $A 值最大, b-RhB

体系在 pH 41 76 时 $A 值最大。该缓冲溶液用量选择 11 0

mL。Fe2+ 浓度对各个体系的 $A 值的影响表明, RhB, RhS,

Rh6G, b-RhB 体系 Fe2+ 浓度分别为 01 2 @ 10- 4 , 01 4 @
10- 4 , 01 2@ 10- 4 , 01 2 @ 10- 4 mo l # L - 1时 $A 值最大。KI

溶液浓度对 4 个体系的 $A 值的影响结果表明, RhB 体系

KI 浓度为 21 6@ 10- 3 mol# L - 1时 $A 值最大, RhS 体系 KI

浓度为 21 2 @ 10- 3 mol # L- 1时 $A 值最大, Rh6G 体系 KI

浓度为 21 6 @ 10- 3 mo l# L- 1时 $A 值最大, b-RhB 体系 KI

浓度为 21 0 @ 10- 3 mo l# L - 1时 $A 值最大。所以, 分别选用

以上各个 KI 浓度值作为各相应体系的测定条件。分别研究

罗丹明染料浓度对 $A 值的影响。RhB 浓度为 11 6 @ 10- 5

mo l# L - 1时, RhS 为 11 8@ 10- 5 mo l# L - 1时, 罗丹明 6G 为

11 2 @ 10- 5 mol # L- 1时, 丁基罗丹明 B 为 11 5 @ 10- 5 mol #
L - 1时, 其 $A 值最大。反应时间对 $A 值的影响结果表明,

各反应体系的 $A 值在 20 m in 后基本保持稳定。所以本方

法选择反应 30 min 进行测定。

Fig1 2  Relationship between the volume of antioxidant

and the scavenging percentage

1: 槲皮素; 2: 硫脲; 3: 抗坏血酸; 4: 甘露醇

Fig1 3  Relationship between the volume of tea

extract and the scavenging percentage

1: 茉莉花茶; 2: 观音王茶; 3: 彝族火把茶;

4: 茗茶; 5: 金银花茶; 6: 苦丁茶

21 3  H2O2 浓度与 $A值的关系

由反应原理知, 羟基自由基的浓度与过氧化氢浓度成

正比, 为研究比较方便, 可用过氧化氢浓度 c 代替羟基自由

基的浓度。Rh6G , RhB, RhS, b-RhB 体系的线性范围分别

为 01 064 ~ 01 680 Lg # mL - 1 , 01 064 ~ 01 680 Lg # mL- 1,

01 136~ 01 680 Lg# mL - 1 , 01 064~ 01 680 Lg # mL - 1 H2O 2,
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其回归方程分别为 $A = 11 276c + 01 0023, $A = 01 723c-
01 024, $A = 01 476 0c- 01 005 5, $A = 01 785c- 01 015 3, 相

关系数分别为 01 997 7, 01 993 3, 01 993 5, 01 994 5。本文选
用罗丹明 6G 体系。

21 4  共存物质的影响
按实验方法, 考察了共存物质对测定 01 102 Lg # mL - 1

H2O2 的影响。当相对误差在 ? 5% 之间时, 1 100 倍

H2PO
-
4 ; 4 700 倍 Ca2+ ; 2 600 倍 Ba2+ ; 140 倍 Mg 2+ ; 300

倍 Cd2+ ; 20 倍 Ag+ , A l3+ ; 70 倍 Mn2+ ; 12 倍 Pb2+ ; 1 倍

Ni2+ 等不干扰测定。

21 5  抗氧化剂清除羟自由基作用的测定

测定了 4种抗氧化剂对 # OH 的清除率及其与它们用

量之间的关系(如图 2)。结果表明, 槲皮素、硫脲、抗坏血

酸的抗氧化活性较好; 甘露醇的抗氧化活性较差。由此可

见, 可用本法离体筛选抗氧化药物。

6 种茶叶提取液对# OH 的清除率如图 3。茉莉花茶和

观音王茶提取液的抗氧化活性很好; 彝族火把茶、茗茶和金

银花茶次之; 苦丁茶较差。
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Rhodamine 6G Association Particle Based Spectrophotometric

Determination of Hydroxy Free Radical and Its Application

to the Selection of Antioxidant
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Abstract I n H C-l NaAc buffer solution, the hydroxy f ree radical fr om the Fenton reaction is captur ed by excess K I and releases

I-3 . The I-3 combines with Rhodamine B( RhB, Kmax = 554 nm) , Rhodamine 6G ( Rh6G, Kmax= 526 nm) , Rhodamine S( RhS, Kmax

= 526 nm) , and buty l Rhodamine B( b- RhB, Kmax= 556 nm) to fo rm association par ticles, so the abso rbance at max waveleng th

decreases. T he concentr ation of hydr oxy free radical ( calculated by the concent ration of hydro gen pero xide) is pr opor tional to the

decreased absorbance of the systems of RhB, Rh6G, RhS, b-RhB in the range of 01 136-01 680 Lg # mL - 1 , 01 034-01 680 Lg #

mL- 1 , 01 034-01 680 Lg # mL - 1 , 01 034-01 680 Lg# mL - 1 , respectiv ely . Based on this fact, a new met hod fo r the determ inat ion

of scaveng ing percentage o f hydroxy f ree radical w ith antio xidant w as developed. T he resistance to ox idation of four substances

and six kinds of tea ex tract w ere measur ed w ith satisfactor y r esult s.

Keywords Rhodamine dyes; H ydroxy free radical; Fenton r eaction; Spect rophoto gr aphy; Ant iox idant; Scaveng ing per centag e
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