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摘　要　自由基的清除对维持正常的生理活动和抗衰老具有重要意义。抗坏血酸（ＶＣ）是常用的天然抗氧化
剂之一，为了有效合理利用ＶＣ的抗氧化性，实验利用水杨酸捕捉Ｆｅｎｔｏｎ反应产生的羟基自由基（·ＯＨ），加入
ＶＣ考察与水杨酸竞争清除·ＯＨ的能力，选择出最佳清除条件；并根据双底物反应特征，拟合出 Ａｌｂｅｒｔｙ方程，
得到了清除·ＯＨ的规律。结果表明，当ＶＣ用量为４５４ｍｍｏｌ／Ｌ、温度为４７℃条件下、反应９０ｍｉｎ时，ＶＣ对·ＯＨ
的清除率达到最大，为４６２３％；拟合出的反应动力学参数最大反应速率为０１１ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），水杨酸和ＶＣ
的特征常数分别为３０２和１２×１０－３ｍｍｏｌ／Ｌ。比较实验结果和拟合方程得到的数据，二者非常接近，相对误
差在１６６％～５４０％ 之间，从而为合理利用抗坏血酸清除羟基自由基提供理论依据。
关键词　羟基自由基；抗坏血酸；清除率；反应动力学
中图分类号：Ｏ６４３．１　　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１００００５１８（２０１５）０８０９４８０７
ＤＯＩ：１０．１１９４４／ｊ．ｉｓｓｎ．１００００５１８．２０１５．０８．１４０４２７

２０１４１２１５收稿，２０１５０１２６修回，２０１５０４１６接受

国家自然科学基金资助项目（５１１７４１４４）

通讯联系人：闫果兰，教授；Ｔｅｌ／Ｆａｘ：０３５１６０１４４７６；Ｅｍａｉｌ：ｌｅｊｉｎ２００３＠１６３．ｃｏｍ；研究方向：食品添加剂的评价

羟基自由基（·ＯＨ）性质非常活泼，可以氧化氨基酸、糖类、核酸、蛋白质和脂类等物质，如果不及时
清除，会使机体的细胞、组织、器官受到损伤和破坏，加快机体的衰老，并在一定程度上可以促进肿瘤等

疾病的发生和发展［１４］。因此，·ＯＨ的清除对维持机体正常的生理活动和抗衰老具有重要意义。抗坏血
酸（ＶＣ）还原性很强，是一种天然存在的重要抗氧化剂，它独特的五元环中存在的共轭双键，很容易捕获
自由基，将机体内过量的自由基清除，而自身被氧化为一种稳定的、不对机体造成伤害的物质，因此 ＶＣ
被广泛应用于制药和化妆品工业，也被用作食品防腐剂［５８］。典型的Ｆｅｎｔｏｎ［９１０］反应可以产生·ＯＨ，·ＯＨ
具有较强的氧化性，常用Ｆｅｎｔｏｎ反应选择抗氧化剂并研究其抗氧化效果［１１１３］，马勇等［１４］研究了人参花

蕾提取液对·ＯＨ的清除作用，马建华等［１５］研究了水杨酸甲酯对·ＯＨ的清除，李晓燕等［１６］研究了黑色素

对·ＯＨ清除活性，并通过动力学研究证实了其对·ＯＨ的清除作用机制，孙宏等［１７］研究了白桦树皮中白

桦酯醇清除·ＯＨ的动力学性质并测定了其含量。
为了进一步考察ＶＣ清除·ＯＨ的能力并预测实际应用中 ＶＣ的用量，本实验采用水杨酸捕获 Ｆｅｎｔｏｎ

反应产生的·ＯＨ，在反应体系中加入ＶＣ，研究 ＶＣ存在下竞争水杨酸清除·ＯＨ的能力，由于反应体系为
双底物反应，为了考察反应情况，实验利用 Ｄａｌｚｉｅｌ公式转化为 Ａｌｂｅｒｔｙ方程考察反应类型［１８２１］，拟合出

Ａｌｂｅｒｔｙ动力学方程，固定水杨酸浓度，改变ＶＣ的浓度对拟合的动力学方程进行验证，为 ＶＣ在实际应用
中发挥抗氧化作用提供理论基础并起指导作用。

１　实验部分

１．１　仪器和试剂
水杨酸、硫酸亚铁、过氧化氢、抗坏血酸等，所有试剂均为分析纯。

电热恒温水浴锅（北京科伟永兴仪器有限公司）；ＴＤＬ５０Ｂ型台式离心机 （上海安亭科学仪器厂）；
７５２Ｎ型紫外可见分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）。
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１．２　实验方法
１．２．１　实验方法　将一定量的 Ｈ２Ｏ２与 ＦｅＳＯ４混合，使之发生 Ｆｅｎｔｏｎ反应，产生·ＯＨ，在反应体系中加
入水杨酸，可捕获·ＯＨ并产生３羟基水杨酸和 ５羟基水杨酸［２２］，两种产物在 ５１０ｎｍ处均有较强吸
收［２３］，反应方程式如下：
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若在反应体系中加入ＶＣ，与·ＯＨ反应生成去氢抗坏血酸。ＶＣ的加入将和水杨酸竞争与·ＯＨ反应，
从而使３羟基水杨酸和５羟基水杨酸的生成量减少，在一定的反应时间内，测量在５１０ｎｍ处反应液的
吸光度值，与不加ＶＣ的吸光度值进行比较可评价抗坏血酸对·ＯＨ的清除作用。

清除率按下式计算：

Ｓ／％ ＝
Ａ０－Ａｓ
Ａ０

×１００ （１）

式中，Ｓ为清除率，Ａ０为不加ＶＣ时的吸光度值，Ａｓ为加入ＶＣ时的吸光度值。
选取一定量的水杨酸、Ｈ２Ｏ２和 ＦｅＳＯ４并固定其它条件，改变一个反应条件考察不同浓度的 ＶＣ、温

度、反应时间对清除·ＯＨ的影响，选择出最佳反应条件。
１．２．２　动力学模型的建立　该反应为双底物反应类型，由于没有生成三元的复合物，因此可能发生反
应的机制是乒乓机制［２０］，可能发生的反应为：
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可利用Ｄａｌｚｉｅｌ公式转化为Ａｌｂｅｒｔｙ方程考察反应类型，Ａｌｂｅｒｔｙ方程为

ｖ＝
ｖｍａｘ［Ａ］［Ｂ］

ＫＢｍ［Ａ］＋Ｋ
Ａ
ｍ［Ｂ］＋［Ａ］［Ｂ］＋Ａ

Ａ
Ｓ·Ｋ

Ｂ
ｍ

（２）

式中，ｖ为ＶＣ清除·ＯＨ的反应速率；［Ａ］为反应体系底物水杨酸的初始浓度；［Ｂ］为反应体系底物抗坏

血酸的初始浓度；ｖｍａｘ为底物Ａ、Ｂ均饱和时的最大初速度；Ｋ
Ａ
ｍ为 Ｂ饱和时 ｖ＝
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Ｓ为Ａ物质的解离常数。

反应速率可按照Ｄａｌｚｉｅｌ方程进行模拟计算：
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式中，为动力学系数，［Ｃ］为反应体系中Ｈ２Ｏ２的浓度。
在其它条件不变的情况下，在不同的［Ｂ］的浓度下，以［Ｃ］／ｖ～１／［Ｂ］作图，得到斜率和截距。

斜率＝Ｂ＋
ＡＢ
［Ａ］　　截距＝０＋

Ａ
［Ａ］

在不同的［Ａ］下，可得不同的斜率和截距，以截距～１／［Ａ］作图，可得到Ａ、Ｂ，以斜率～１／［Ａ］作
图可得到０、Ａ。

Ｄａｌｚｉｅｌ公式可转化为Ａｌｂｅｒｔｙ方程关系式：
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２　结果与讨论
２．１　最佳反应条件的选择
２．１．１　不同浓度的 ＶＣ对清除·ＯＨ的影响　选用浓度为１１４、２１７、３４１、４５４、５６８ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＶＣ，
１２００ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸，０９０ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４，１８００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２按１．２．１节方法在３７℃反应６０ｍｉｎ，清
除率的结果如图１所示。

图１　不同浓度的ＶＣ对·ＯＨ清除率

Ｆｉｇ．１　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆ·ＯＨａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔＶＣ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

由图１可以看出，随着ＶＣ浓度的增加，反应液的
清除率逐渐增大，当浓度增加到４５４ｍｍｏｌ／Ｌ时，清
除率可达２７６％，浓度增加到 ５６８ｍｍｏｌ／Ｌ时，清
除率达到２７８％，ＶＣ浓度增大了１１４ｍｍｏｌ／Ｌ，清除
率仅仅增大了 ０２％。所以选择最佳的 ＶＣ浓度为
４５４ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．１．２　温度对 ＶＣ清除·ＯＨ的影响　选用 ＶＣ浓度
为４５４ｍｍｏｌ／Ｌ，１２ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸，０９０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＦｅＳＯ４，１８００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２按上述方法分别在 ２７、
３７、４２、４７、５７和６７℃恒温水浴中反应６０ｍｉｎ，计算
清除率，结果如图２所示。

由图２可以看出，清除率随着温度升高而逐渐
增大，当温度为４２℃时清除率可达３５２６％。但随
后随着温度的升高清除率开始下降，这可能是因为在较高温度下自由基不稳定，衰减速率加快引起，所

以选择最佳反应温度为４２℃。

图２　不同反应温度对·ＯＨ的清除率
Ｆｉｇ．２　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆ·ＯＨａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图３　不同反应时间对·ＯＨ的清除率
Ｆｉｇ．３　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆ·ＯＨａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

２．１．３　时间对ＶＣ清除·ＯＨ的影响　选用 ＶＣ浓度为４５４ｍｍｏｌ／Ｌ，１２００ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸，０９０ｍｏｌ／Ｌ
ＦｅＳＯ４，１８００ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２按上述方法在４２℃反应３０、４５、６０、７５、９０和１２０ｍｉｎ，清除率的结果如图３
所示。

由图３可以看出，随着反应时间的延长，清除率逐渐增大，当反应时间为 ９０ｍｉｎ时清除率可达
４６２３％。但随后随着反应时间的延长清除率开始下降，所以选择最佳反应时间为９０ｍｉｎ。

根据上述实验选择出 ＶＣ清除·ＯＨ的最佳反应条件为：ＶＣ、水杨酸、ＦｅＳＯ４和 Ｈ２Ｏ２浓度分别为
４５４ｍｍｏｌ／Ｌ、１２００ｍｍｏｌ／Ｌ、０９０ｍｏｌ／Ｌ和１８００ｍｍｏｌ／Ｌ在４２℃反应９０ｍｉｎ。在最佳反应条件下重复
３次试验，平均清除率为（４６５±２）％。
２．２　ＶＣ清除·ＯＨ反应动力学
２．２．１　水杨酸捕捉·ＯＨ标准曲线　按比例分别取２４０、４８０、７２０、９６０、１２００ｍｍｏｌ／Ｌ的水杨酸
０５ｍＬ，０１８、０３６、０５４、０７２、０９０ｍｏｌ／Ｌ的 ＦｅＳＯ４０５０ｍＬ，向其中加入 ３６０、７２０、１０８０、１４４０、
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１８００ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２１ｍＬ，反应液在４２℃反应９０ｍｉｎ，在５０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液稀释至
１０ｍＬ，在５１０ｎｍ处，测其吸光度，结果如图４所示。得标准曲线的回归方程为 ｙ＝１３３１８ｘ＋００２９８，
Ｒ２＝０９９２５。

图４　水杨酸捕捉羟自由基的标准曲线
Ｆｉｇ．４　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄｃａｐｔｕｒｅ
·ＯＨ

图５　不同浓度的ＶＣ与反应速率之间的关系

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄａｓｃｏｒｂｉｃ
ａｃｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

［Ａ］／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：ａ．４．８；ｂ．７．２；ｃ．９．６；ｄ．１２

２．２．２　反应动力学模型建立　由Ｄａｌｚｉｅｌ方程可以知道，双底物方程中存在两个自变量［Ａ］和［Ｂ］，实
验固定［Ａ］的浓度（４８０、７２０、９６０和 １２００ｍｍｏｌ／Ｌ），改变［Ｂ］浓度（１１４、２１７、３４１、４５４、
５６８ｍｍｏｌ／Ｌ）在４２℃反应９０ｍｉｎ。反应液在５０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液稀释至 １０ｍＬ在
５１０ｎｍ处，测其吸光度，按照标准曲线的回归方程换算生成产物的浓度，计算反应速率，可得到反应速率
和ＶＣ浓度之间的关系，结果图５所示。从图５可以看出，随着［Ｂ］浓度的增加，反应速率经历了一个由
增到减的过程。

图６　［Ｃ］／ｖ～１／［Ｂ］拟合图
Ｆｉｇ．６　Ｐｌｏｔｆｏｒ［Ｃ］／ｖ～１／［Ｂ］

［Ａ］／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：Ａ．４．８；Ｂ．７．２；Ｃ．９．６；Ｄ．１２

以［Ｃ］／ｖ～１／［Ｂ］作图进行线性拟合，可得到４个拟合曲线，结果如图６所示。以截距 ～１／［Ａ］作
图结果如图７所示，斜率～１／［Ａ］作图结果如图８所示。
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图７　截距～１／［Ａ］作图
Ｆｉｇ．７　ＰｌｏｔｆｏｒＩｎｔｅｒｃｅｐｔｔｏ１／［Ａ］

图８　斜率～１／［Ａ］作图
Ｆｉｇ．８　Ｐｌｏｔｆｏｒｓｌｏｐｅｔｏ１／［Ａ］

根据图７和图８可得到Ａ、Ｂ、０、ＡＢ，代入式（４）可得ｖｍａｘ、Ｋ
Ａ
ｍ、Ｋ

Ｂ
ｍ、Ｋ

Ａ
Ｓ结果如表１所示，水杨酸和

表１　Ｖｃ与水杨酸竞争清除羟基自由基动力学参数
Ｔａｂｌｅ１　ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＶＣａｎｄｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｃｏｍｐｅｔｉｎｇｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ·ＯＨ

Ｃｏｎｓｔａｎｔ ｖｍａｘ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１） ＫＡｍ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＫＢｍ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＫＡＳ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｖａｌｕｅ ０．１１ ３０．２ ０．００１２ ２１．５

图９　实验值和理论值结果
Ｆｉｇ．９　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｖａｌｕｅｓ（ａ）ａｎｄ
ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｖａｌｕｅｓ（ｂ）

ＶＣ的特征常数分别为３０２和１２×１０
－３ｍｍｏｌ／Ｌ。

由于ＫＡｍＫ
Ｂ
ｍ，表明和水杨酸比较，ＶＣ具有较强的清

除自由基的能力［２４］。将各动力学参数代入式（２）得
到本实验的Ａｌｂｅｒｔｙ方程。
２．３　动力学模型验证

固定［Ａ］的浓度（１２ｍｍｏｌ／Ｌ），改变［Ｂ］浓度
（１１４、２１７、３４１、４５４、５６８ｍｍｏｌ／Ｌ）测定抗氧化
反应速率，按照拟合的 Ａｌｂｅｒｔｙ公式计算不同 ＶＣ浓
度下的抗氧化速率，结果图９所示。由图９可以看
出，双底物模型可以很好的预测初始反应速率。实

验测得反应速率和按公式计算的理论值相比较，结

果非常接近，相对误差在１６６％ ～５４０％。表明模
拟的反应动力学方程是可行的，可以利用 Ｆｅｎｔｏｎ反
应和拟合的Ａｌｂｅｒｔｙ方程有效地考察ＶＣ清除·ＯＨ的能力。

３　结　论
通过Ｆｅｎｔｏｎ反应考察了ＶＣ对·ＯＨ的清除作用，得到了其最佳反应条件，当ＶＣ用量为４５４ｍｍｏｌ／Ｌ、

水杨酸为１２ｍｍｏｌ／Ｌ、ＦｅＳＯ４为０９ｍｏｌ／Ｌ、Ｈ２Ｏ２为１８ｍｍｏｌ／Ｌ，在４２℃的温度下反应９０ｍｉｎ时ＶＣ对·ＯＨ
的清除率最大可达（４６５±２）％。并在最佳反应条件下利用双底物反应类型拟合了动力学方程，通过比
较实验值和理论值可得出，拟合的Ａｌｂｅｒｔｙ方程可以很好的预测ＶＣ对·ＯＨ清除作用。
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《应用化学》２０１５年征订启事
《应用化学》创刊于１９８３年，是经国家科委批准向国内、国外公开发行的学术性期刊。由中国科学院主管，中国化

学会和中国科学院长春应用化学研究所主办，科学出版社出版。为中国科技核心期刊。

《应用化学》设有综合评述、研究论文、研究简报、研究快报栏目。出版周期短，报道新成果快。
《应用化学》期刊被１４家国内外重要检索机构、文摘收录。
《应用化学》面向科研单位、大专院校和化学化工领域的科研技术人员。
本刊承揽各类化学、化工材料、分析测试仪器及各类化学产品介绍和相关领域科技信息等广告业务。

《应用化学》投稿全部采用网上投稿方式（ｈｔｔｐ：／／ｙｙｈｘ．ｃｉａｃ．ｊｌ．ｃｎ点击“网上投稿”或“投稿注册”，按照提示步骤操
作）。

● 中国科学院主管，中国化学会和中国科学院长春应用化学研究所主办。
● 多次获国家、省、部级奖励，发行量大，广告宣传效果好。
● 国内外公开发行，月刊，每月１０日出版。
● 国内统一刊号ＣＮ２２１１２８／Ｏ６；国际标准刊号ＩＳＳＮ１００００５１８。
● 全国各地邮局订阅，国内邮发代号８１８４；每册定价３０．００元，全年定价３６０元
● 广告经营许可证号：吉工商广字２０６号
● 中国国际图书贸易总公司办理国外订阅（国外发行代号Ｍ８０９）
● 如未能在邮局订阅，可与编辑部联系订阅。

《应用化学》编辑部地址：吉林省长春市人民大街５６２５号　邮编：１３００２２
电 话：０４３１８５２６２０１６，８５２６２３３０　传真：０４３１８５６８５６５３　Ｅｍａｉｌ：ｙｙｈｘ＠ｃｉａｃ．ａｃ．ｃｎ　网 址：ｈｔｔｐ：／／ｙｙｈｘ．ｃｉａｃ．ｊｌ．ｃｎ
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