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利用6>7</-?"-?技术进行羟自由基检测的分析方法研究
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!!羟自由基!&KH"是活性最强的氧自由基#
当其浓度过高时#能破坏细胞成分#使糖类)氨基
酸)蛋白质)核酸和脂类等发生氧化#引起多种疾
病#包括脑缺血)帕金森症)心血管疾病和癌症
等*’+$因此#羟自由基的定量检测对研究&KH
的产生)筛选清除剂和研究相关的疾病等具有重
要意义$目前#对于&KH 的检测方法主要有

.-W)化学发光法)荧光法)紫外!GC"或电化学
!.)"检测法)气相色谱+质谱!N)’,-"联用方

法*’+等$本实验以 _?<A8<反应产生&KH #

Z,*K!Y#Y+二甲基+’+吡咯啉+氮氧化物"为&

KH捕集剂#生成加合物Z,*K+KH$利用高效
液相电喷雾串联质谱!H*F)+,-’,-"#多反应
监测扫描模式!,W,"通过对Z,*K+KH 的测
定#实现对&KH的检测$

C!试验部分
CDC!主要仪器与装置



美国惠普公司的 H*’’$$高效液相色谱系
统!
美国DX(公司的 aA;0@U, 型四极杆+线性

离子阱串联质谱仪"配有电喷雾离子源#.-($及

D<02B4A数据处理系统!

CDK!主要材料与试剂

!!Y"Y+二甲基+’+吡咯啉+氮氧化物#Z,*K$%
无水硫酸亚铁#_?-K&$购自41E/0公司!没食
子酸%原儿茶酸%水杨酸由中国药品生物制品检
定所提供!甲酸%乙腈均为 H*F)级#,?;7[公
司$!其余试剂均为分析纯!

CDL!试验条件

CDLDC! 反应条件!反应液包含’//82&F
_?%]"’//82&FZ,*K"$6$YeH%K%"醋酸盐缓
冲液#@HY$"%$#F样品或溶剂#作为空白对
照$!

CDLDK! 色谱条件!色谱柱为 L,)+*07[*;8
)’9柱 #’Y$d!//"Y#/$’流动相为3#乙腈$(

3#水$k"$l’$"流速$6&/F&/1<’进样量%
/F!反应液与内标M+甲基+%+吡咯酮#M,*$混
匀后进样!

CDLDL! 质谱条件(!电喷雾 #.-$离子源’解
簇电压#Z*$&$C’碰撞能#).$%$C’离子源温
度!9$f!

CDLD!!)KH清除率"的计算!" #e$k #

>$&>(i>4&>($& #>$&>($d’$$!其中""
#e$表示清除百分率">$%>4分别表示加入溶剂
或样品后的 Z,*K+KH 峰面积">( 表示 M,*
的峰面积!"值的大小与化合物的)KH 清除
能力呈正相关关系!

K!结果与讨论
以>$&>(为指标"考察了反应的影响因素"

确定了最佳的反应条件!在此条件下"Z,*K+
KH和M,*在%6Y/1<内实现分离和检测!
甘露醇%硫脲是典型的)KH 清除剂"可用

来评价本方法的可行性!由结果#图’$可看出"
清除率与清除剂浓度之间呈正相关关系"验证了
此方法的可靠性!同时对等浓度#’//82&F$
下"考察酚酸类化合物#没食子酸%原儿茶酸%水
杨酸$的)KH清除能力"其能力大小顺序为(没
食子酸%原儿茶酸%水杨酸!与文献*%+报道的
清除DXU-])能力的结果一致!
此方法快速%简便%用样量少"可用于检测

)KH"评价化合物的)KH清除能力"对快速筛
选抗氧化剂提供有益的帮助!

图C!硫脲和甘露醇的!Q6清除率
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