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氯化硝基四氮唑蓝显色检测超氧阴
离子自由基的研究
刘瑞恒 , 付时雨 , 詹怀宇

(华南理工大学　制浆造纸工程国家重点实验室 , 广东　广州　510640)

摘　要 : 将超氧化钾 ( KO2 )溶解于二甲基亚砜 (DMSO)和十八冠醚混合溶剂中可以制备稳定的超氧阴离子自

由基 (O -
2 ·)的溶液 , 在该溶液体系中 O -

2 ·与氯化硝基四氮唑蓝 ( nitroblue tetrazolium, NBT)可以定量反应生

成蓝色的单甲 (monoformazan) , 用分光光度法进行检测。研究证实 : 单甲 在 DMSO溶液中的最大吸收波

长为 680 nm; 反应时间和反应温度对测定结果有一定的影响。NBT与 O -
2 ·反应 5 m in较为适宜 ; 由于低温

条件下 O -
2 ·较为稳定 , 故测定温度维持在 20 ℃左右。反应后体系吸光度与 O -

2 ·量之间的线性方程为 : A680

= ( - 01071±01015) + (21607 ±01037) X , r = 01999 8, 其中 X为 O -
2 ·的量 , 标准偏差为 114%。抗坏血酸

对 O -
2 ·清除效果的验证实验表明 , 该方法可应用于实验室抗氧化剂的筛选与研究。

关键词 : 超氧阴离子自由基 (O -
2 ·) ; 氯化硝基四氮唑蓝 (NBT) ; 超氧化钾 ( KO2 ) ; 二甲基亚砜 (DMSO ) ; 比

色法
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Ab s trac t: H ighly stable superoxide anion radical (O -
2 ·) solution p repared by dissolving KO2 in

dimethyl sulfoxide (DMSO) and 182crown26 ether could react with nitroblue tetrazolium to form a blue

compound with a maximum absorbance wavelength at 680 nm. Spectrophotometric results showed that

the op timum time and temperature for the reaction of O
-

2 · and NBT was 5 m in and 20 ℃, respec2
tively, and that the relationship between monoformazan absorbance and O

-
2 · concentration was line2

ar with a correlation coefficient of 01999 8. The standard deviation was 114%. It was found that as2
corbic acid could elim inate O

-
2 · effectively, thus the p roposed method can also be used for the

screening of antioxidants in the laboratory.

Key wo rd s: superoxide anion radical; nitroblue tetrazolium; superoxide potassium; DMSO; colori2
metric analysis

　　超氧阴离子自由基 (O -
2 ·)是分子氧的单电子还原产物 , 具有高的反应活性 , 在化学、医学、生

物、食品等领域受到广泛关注。因 O
-

2 ·极不稳定 , 很容易衰变为其它活性氧单元 , 其表征和检测有一

定难度。通常电子自旋共振 ( ESR) [ 1 ]、化学发光法 (CL) [ 2 ]、电化学法 [ 3 ]、分光光度法等可以用来检测

O
-

2 ·, 其中分光光度法具有设备简单、操作简便的特点 , 用于检测 O
-

2 ·更实用。目前有关分光光度

法检测 O
-

2 ·的技术主要有 : 过硫酸铵 /N , N, N
′
, N
′2四甲基乙二胺 (AP2TEMED )羟胺氧化法 [ 4 ]、邻苯三

酚自氧化法 [ 5 ]、氯化硝基四氮唑蓝 ( nitroblue tetrazolium, NBT)光化学还原法 [ 6 ]等。羟氨氧化法线性相

关性较差 ( r = 01965 3) ; 光化学还原法中 NBT与 O
-

2 ·反应的生成物甲 不溶于水 , 在水溶液中很容易

形成沉淀 , 影响测定结果 ; 邻苯三酚自氧化过程中的产物复杂 , 反应受外界环境的影响较大 (如温度、
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pH值、浓度等 )。另外 , 以上方法均采用水作为溶剂 , 而在水溶液中 O
-

2·很不稳定 (O
-

2·在水溶液中

的寿命很短 , 接受电子后迅速歧化为 H2 O2和 O2 , 在 pH 5时 , 歧化速率常数约为 10
5

mol
- 1·L·s

- 1
,

方法的准确度受到影响。因此 , 研究稳定可靠的 O
-

2·检测方法很有必要。

NBT是生化领域通常采用的 O
-

2 ·检测剂 , 其与 O
-

2 ·反应 , 生成蓝色不溶于水的物质甲

( formazan)。反应示意图如下所示。

其中 , MF代表单甲 (monoformazan) , DF代表二甲 ( diformazan)。当 NBT过量时 , 发生反应

(1) , 体系中只生成单甲 ; 当 O
-

2 ·过量时 , 依次发生反应 ( 1)和 ( 2) , NBT先被还原生成单甲 ,

单甲 继续被还原生成二甲 。单甲 和二甲 结构上的区别在于后者结构中 2个四氮唑环均被还原

而前者只有 1个被还原。在碱性水溶液中 , 单甲 的ε530 = 25 400 ±1 200 L·mol- 1·cm - 1 [ 8 ]。当 NBT

过量时 , 单甲 的生成量与 O -
2·量有良好的对应关系。

文献报道 , KO2溶解在二甲基亚砜 (DMSO )中可以形成很稳定的 O
-

2 ·, 在除氧冷冻的条件下 ,

O
-

2·在 1个月内都能维持稳定的浓度 [ 9 ]。本研究将 KO2溶解于 DMSO溶液产生稳定的 O
-

2·, 利用 NBT

作检测剂 , DMSO作为反应介质及甲 溶剂 , 提出了 DMSO体系中 O
-

2·的分光光度检测法。

1　实验部分

111　仪器与试剂

紫外分光光度计 , H itachi公司 U23010型。

KO2 , NBT为 Sigma - A ldrich公司产品 ; 十八冠醚为 A lfa Aesar公司产品 ; DMSO为国产分析纯 ,

分子筛为 3A型。

112　实验过程

量取 100 mL经过精馏并经活化分子筛干燥的 DMSO溶液加入到具塞锥形瓶中 , 然后称取约 0104 g

KO2和 013 g十八冠醚一并加入其中 (冠醚与 KO2的摩尔比为 2 ∶1左右 )。放入磁力搅拌转子 , 盖好锥

形瓶塞 , 用石蜡密封 , 磁力搅拌溶解。待 KO2全部溶解 , 通氮气除氧后放入冰箱中冷藏 , 使用时取出

待温度慢慢升至测定温度 , 用 DMSO稀释 50倍。NBT与抗坏血酸溶液均采用干燥的 DMSO溶液配制。

在波长、时间、温度、线性关系及结果一致性的验证实验中 , 将 O
-

2·溶液加入到 NBT溶液中 , 反

应一段时间后 , 加入 DMSO稀释 , 测定溶液的吸光度。在抗坏血酸清除 O -
2 ·的实验中 , 先加入抗坏血

酸溶液 , 再加入 O -
2 ·溶液 , 反应 5 m in后 , 加入 NBT再反应 5 m in, 最后加入 DMSO稀释测定吸光度。

除温度实验外 , 其它实验均在 19～20 ℃下进行。

2　结果与讨论

211　超氧阴离子自由基 (O -
2·)溶液的制备

本研究致力于建立染料显色的光谱测定方法 , 首先考虑 O
-

2 ·来源要有足够量 (不小于 1 mmol/L )

且浓度要稳定 ; 二是 O
-

2 ·的产生简便 , 易于实现 , 无需昂贵、复杂的设备 ; 三是 O
-

2 ·的产生体系与

检测试剂之间不应有相互作用 , 以免影响到测定结果 [ 10 ]。产生 O
-

2 ·方法的文献报道有很多 , 如辐射

分解法 [ 11 ]、光照核黄素法 [ 5 ]、酶促反应 [ 12 ]、二甲亚砜碱性水溶液法 [ 13 - 14 ]、碱性连二亚硫酸钠法 [ 15 ]

等。但是 , 与 KO2 - DMSO体系相比较而言 , 这些产生体系复杂且 O
-

2 ·不够稳定。

KO2在 DMSO中的溶解度较小 , 为加强 KO2在 DMSO中的溶解 , 通常加入十八冠醚。十八冠醚可

以将 K+ “包”起来 , 从而增强 KO2在 DMSO中的溶解 [ 16 - 17 ]。这一体系中产生的 O -
2 ·初始量与加入

的 KO2的量相近。James[ 6 ]通过电子自旋共振技术 ( ESR)研究了 KO2 - DMSO -十八冠醚体系在 77 K低

温下的 ESR谱图。结果证实 , 在此体系中产生的自由基的 g值 ( g = 2101, 2111)与电化学体系中产生

的O
-

2·的 g值很接近 , 说明 KO2溶解在 DMSO -冠醚体系中产生的自由基为O
-

2·。细胞色素 C、NBT
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的还原实验以及超氧化物歧化酶对 O
-

2·的清除实验也证实了这一点
[ 18 ]。KO2溶解在 DMSO中制备O

-
2·的

优点在于体系中 O
-

2·的稳定性远远高于水溶液体系。稳定的 O
-

2·源为后续实验提供了良好的保证。

图 1　甲 在 DMSO中的紫外
吸收谱图

Fig11　UV spectra of monoformazan

in dimethyl sulfoxide (DMSO)

O -
2· concentration was controlled

through adjusting the volume of O -
2·

solution from bottom to top 0110,

0115, 0120, 0130, 0140, 0160,

0180, 1100 mL respectively.

0101 mmol/L NBT: 016 mL,

reaction time: 5 m in, diluted DMSO:

410 mL, DMSO was used as

reference solution

KO2溶解在 DMSO -十八冠醚溶液中可以制备稳定的 O -
2·溶液 ,

为本实验提供了稳定 O
-

2·的来源。文献 [ 7 ]直接用分光光度法在 250

nm处测定 KO2 - DMSO -十八冠醚溶液的吸光度来估计 O
-

2 ·, 但是

此方法的灵敏度低 (ε= 2 686 ±29 L·mol
- 1·cm

- 1 ) , 测定 O
-

2·的

浓度在 10～100 mmol·L
- 1之间 , 本研究将选用 NBT与 O

-
2·的反应 ,

通过显色来测定 O
-

2·, 灵敏度较高。

212　检测波长的确定

如前所述 , 当变化 NBT与 O -
2·的量时 , 反应体系中可能生成单

甲 也可能生成双甲 。当 NBT的量一定时 (即 4 mL反应比色皿中

加入 016 mL 0101 mmol/L NBT) , 逐渐增加 O
-

2 ·的量 , 生成产物的

紫外吸收谱图如图 1所示。可以看出 , 当 O
-

2 ·的量较小时 (小于

0120 mL, 即 O
-

2·与 NBT的摩尔比小于 1) , 生成产物的最大吸收峰

出现在 680 nm左右 , 且在此范围内 , 随着 O
-

2·量的增加 , 吸光度增

加而最大吸收波长保持不变。继续增加 O
-

2 ·的量 (O
-

2·与 NBT的摩

尔比大于 2) , 产物的紫外吸收光谱发生变化 : 最大吸收峰向长波方

向移动 , 并且在 640 nm和 730 nm出现 2个波峰。当 O
-

2 ·的量增加

到 0160 mL时 (即 O
-

2·与 NBT的摩尔比超过 4) , 继续增加 O
-

2 ·的

量 , 吸收曲线不再发生变化 , 最大吸收波长固定在 730 nm左右 , 最大吸光度值保持不变。从波谱的吸

收峰来看 , 无论是形成单甲臜 , 还是双甲臜 , 产生较大吸收的波长在 600～800 nm之间 , 文献 [ 8 ]采用

530 nm波长测定 , 但灵敏度不够 ; 不加显色物质直接在 250 nm左右测定 O
-

2· - DMSO溶液 , 虽然可以

测到一定的吸光值 , 但是吸光系数较小 [ 7 ]
, 测定灵敏度不高 , 所以不能测定浓度较低的 O

-
2·。

由以上分析可知 : 当反应体系中 NBT过量时 , 只生成单甲 , 其最大吸收峰出现在 680 nm; 当

O -
2·过量时 , 体系中有双甲 生成 , 其最大吸收波长为 730 nm。本实验中利用单甲 的生成量来表示

O
-

2·的量 , 因此 , 在实验中采用过量 NBT, 检测波长定为 680 nm。

213　线性关系与方法准确度的验证

当 NBT过量时 , 生成产物单甲 的吸光度与 O
-

2·的量之间呈现很好的线性关系。线性方程为 A680 =

( - 01071 ±01015) + ( 21607 ±01037) X , r = 01999 8其中 X为 O
-

2·溶液的体积 (mL ) , 相对偏差为

114%。

对 8份 O
-

2·溶液用 NBT显色测定 , 实验条件同上。将测定值与线性方程计算值相比较 , 回收率范

围在 97%～102% , 平均回收率为 9919% , 相对偏差为 114%。结果如表 1所示。

表 1　实验方法回收率
Table 1　The recovery of the determ inations

Volume of O -
2·solution V /mL

0122 0126 0130 0134 0138 0142 0146 0150

Calculated value A 01502 01607 01711 01815 01920 11024 11128 11232

Measured value A 01504 01596 01710 01831 01928 01996 11131 11234

Recovery R /% 100 98 100 102 101 97 100 100

214　反应时间对结果的影响

B ielski
[ 8 ]的研究证实 , 在碱性条件下 , O

-
2 ·与 NBT的平均反应速率常数为 ( 5188 ±0112) ×10

4

(mol·L - 1 ) ·s- 1。这一结果说明 , O -
2·与 NBT的反应很快 , 短时间内就可以达到平衡。但在实验过

程中发现 , 若 O -
2·与 NBT反应后立刻加入 DMSO稀释 , 吸光度数值波动较大 , 可能的原因是此时

O -
2·与 NBT的反应尚未达到平衡 , 测定结果的稳定性受到影响。为此 , 本实验研究了 O -

2 ·与 NBT的
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反应时间对测定结果的影响 , 结果如图 2所示。由图 2可以看出 , 在不同的 O
-

2·浓度下 , 反应时间对

测定结果的影响趋势基本一致。当 O
-

2 ·与 NBT的反应时间低于 4 m in时 , 时间对吸光度值的影响较

大 ; 当反应时间大于 4 m in时 , 继续延长反应时间 , 吸光度值的变化在 5%以内 , 且吸光度值与时间呈

现较好的线性关系。因此 , 为了使测定结果稳定可靠 , 本研究中 O -
2·与 NBT的反应时间定为 5 m in。

215　温度对结果的影响

温度对 O
-

2·的稳定性有很大的影响。低温时 , O
-

2 ·可以在一定时间内保持一定的浓度 ; 温度升

高 , O
-

2·的歧化速率加快。本文研究了 O
-

2·溶液的温度对实验结果的影响 , 如图 3所示。

当温度较低时 , O -
2·较为稳定 , 参与反应的 O -

2 ·的量较大 , 反应生成较多甲 , 溶液吸光度较

大 ; 升高温度 , 结果刚好相反。纯 DMSO的冰点为 18145 ℃, 图 3显示当 O -
2·的 DMSO溶液温度接近

冰点时 , O
-

2·的浓度较为稳定 , 对测定结果的影响较小。当温度超过 24℃, O
-

2·的浓度下降很快 , 对

测定结果的影响不容忽视。

216　抗氧化剂对 O -
2·的清除作用

抗坏血酸是一种有效清除 O
-

2 ·的抗氧化剂
[ 19 ]

, 本文研究了其在 DMSO溶液中对 O
-

2 ·的清除率 ,

结果如图 4所示。

由图 4可以看出 , 在 DMSO溶液中 , 抗坏血酸显示了很好的 O -
2·清除作用。当 O -

2·的量一定时 ,

清除率与抗坏血酸用量基本呈线性关系。这一结果说明 , 当其它条件一定时 , 该体系可以用于抗氧化

剂的筛选。因此 , DMSO - KO2 - NBT检测体系的建立 , 也为抗氧化剂的筛选提供了一条新的思路。
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