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摘 要:运用电子顺磁共振波谱( EPＲ) ，通过三种类胡萝卜素( 番茄红素、叶黄素、β－胡萝卜素) 对 1，1－二苯基－2－三
硝基苯肼自由基( DPPH·) 和羟基自由基(·OH) 清除能力大小的比较，测定了三种类胡萝卜素抗氧化活性能力。结果
表明，DPPH和 Fe2 + ( 固定 Fe2 + ∶ H2O2 = 1∶ 10) 浓度均与 EPＲ 信号呈良好的线性关系，相关系数 Ｒ2 均大于 0.99。三种
类胡萝卜素对 DPPH·和·OH均有一定清除作用，且随浓度的增大和时间的延长清除作用逐渐增强。其中，番茄红素的
抗氧化活性能力最强，叶黄素次之，β－胡萝卜素最弱，浓度为 0.6 mmol /L的番茄红素、叶黄素和 β－胡萝卜素对 DPPH·的
清除率分别为95.4%、76.7%和 47.7%，对·OH 的清除率分别为56.6%、29.1%和 14.0%。相较于紫外－可见分光光度
( UV－Vis) 法，该方法可以有效避免类胡萝卜素自身颜色对测试结果的干扰，研究结果可为完善类胡萝卜素等天然食
品添加剂的抗氧化能力评价方法提供依据。
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Abstract: Electron paramagnetic resonance ( EPＲ ) technique was used to investigate the antioxidant activities of three
carotenoids( lycopene，lutein，and β－carotene) by comparing their scavenging abilities against 1，1－diphenyl－2－picrylhydrazyl
( DPPH·) and hydroxyl radical(·OH) .The results showed that both DPPH and Fe2 + ( fixed Fe2 + ∶ H2O2 = 1∶ 10) concentrations
had a good linear relationship with the EPＲ signal，and the correlation coefficients Ｒ2 were greater than 0.99.The three kinds of
carotenoids had certain scavenging effects on DPPH· and·OH，and the scavenging ability increased with the increasing of
concentration and time.Lycopene had the strongest antioxidant activity among the three carotenoids，and β－ carotene had the
weakest antioxidant activity. The scavenging values for DPPH· by lycopene，lutein and β － carotene with concentration of
0.6 mmol /L were 95.4%，76.7% and 47.7%，and for·OH were 56.6%，29.1% and 14.0%，respectively. Compared with
UV－visible spectrophotometry( UV－Vis) ，this method can avoid the color interference of carotenoid itself.These results provide
information for improving the evaluation method of antioxidant capacity of such natural food additives.
Key words: electron paramagnetic resonance spectroscopy; antioxidant activities; lycopene; lutein; β－carotene
中图分类号: TS202.3 文献标识码: A 文 章 编 号: 1002－0306( 2020) 19－0260－06
doi: 10． 13386 / j． issn1002 － 0306． 2020． 19． 040
引文格式:郭学文，全力，蒋晨辰，等 .电子顺磁共振波谱法测定三种类胡萝卜素抗氧化活性［J］.食品工业科技，2020，41

( 19) : 260－265.

自由基特别是活性氧自由基作为高活性中间体
对人体代谢有着重要影响［1－2］。在病理状态下或者
衰老过程中，自由基的过量积累产生氧化应激会对

人体造成危害［3－4］，如炎症［5］、神经退行性疾病［6－7］、心
血管疾病［8］、糖尿病［9］和癌症［10－11］等。因此外源抗氧
化剂的筛选及其抗氧化能力比较受到人们广泛
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关注［12－14］。
类胡萝卜素是最常见的外源抗氧化剂之一，其

优良的抗氧化性来源于不饱和共轭双键结构，可清
除人体内自由基。许多流行病学研究表明类胡萝卜
素可以降低多种癌症、心血管疾病及其它慢性疾病
的危险性［15－16］。β－胡萝卜素、叶黄素和番茄红素是
人体血清中含量最多的三种类胡萝卜素，广泛存在
于水果和蔬菜中，其良好的自由基清除能力使得它
们可以用作食品抗氧化剂，并用于制造功能性食品
及营养补充剂［17－19］。

目前测定物质抗氧化活性最常用的方法是紫
外－可见分光光度( UV－Vis) 法。作为自由基清除剂
的抗氧化剂与在紫外－可见光范围内有吸收的自由
基反应，根据褪色程度确定其抗氧化活性［20－22］，但类
胡萝卜素本身在紫外－可见光范围内有吸收，会对紫
外－可见分光光度法的检测造成较大干扰［23－24］。电
子顺磁共振波谱( EPＲ) 法是检测自由基最直接的方
法，EPＲ基于未成对电子在直流磁场中吸收电磁辐
射后从低能级跃迁到高能级这一原理，可以避免类
胡萝卜素自身颜色对自由基检测的干扰［25］。本文基
于 EPＲ 法探讨了 1，1 －二苯基 － 2 －三硝基苯肼
( 1，1－Diphenyl－2－picrylhydrazyl radical，DPPH) 浓度
与 EPＲ信号强度关系，研究了 Fenton 法产生羟基自
由基(·OH) 中 Fe2 +和过氧化氢的浓度及比例对·OH
信号强度的影响，通过比较 β－胡萝卜素、叶黄素和番
茄红素对 DPPH·、·OH的清除能力，测定了三种类胡
萝卜素的抗氧化活性能力，为完善类胡萝卜素等天
然食品添加剂的抗氧化活性能力评价方法提供
依据。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

番茄红素 纯度为 80%，上海源叶生物科技有
限公司; 叶黄素 纯度为 80%，萨恩化学技术( 上海)
有限公司; β－胡萝卜素、DPPH 纯度为 96%，上海麦
克林生化科技有限公司; 5，5－二甲基－1－吡咯啉－N
－氧化物 ( 5，5 － Dimethyl － 1 － pyrroline N － oxide，
DMPO) 纯度为 96%，东仁化学科技( 上海) 有限公
司;七水硫酸亚铁( FeSO4·7H2O) 纯度 97%，江苏清
禾化工有限公司;过氧化氢( H2O2，浓度 30 wt% ) 、乙
醇、丙酮 分析纯，南京化学试剂有限公司; 去离子
水 超纯水机( TM－D24UV纯水 /超纯水一体化系统，
美国 Millipore公司) 制备。

EMX 10 /12 电子顺磁共振波谱仪 德国 Bruker
公司; G－9S紫外可见分光光度计 南京菲勒仪器有
限公司; KH－300DB 型超声仪 昆山禾创超声仪器
有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 EPＲ检测方法 用毛细管( 内径 0.9～1.0 mm)
取 100 μL 样品溶液，再将毛细管放入顺磁石英管
( 内径 4 mm) 进行 EPＲ检测。EPＲ测试参数如下: 中
心磁场: 3480 Guass; 扫场宽度: 150 Guass; 微波功率:
20 mW;调制频率: 100 kHz;放大倍数: 2 × 103 ;调制幅
度: 1 Guass; 时间常数: 40.96 ms;扫场时间: 83.89 s;扫

描次数: 1;测试温度:室温。
1.2.2 标准曲线绘制
1.2.2.1 DPPH标准曲线 称取一定质量的 DPPH粉
末，用乙醇超声溶解配制成 5 mmol /L 储备液备用。
实验时，用乙醇分别稀释为浓度为 0.02、0.05、0.10、
0.20、0.30、0.40、0.50、1.00 和 2.00 mmol /L的 DPPH溶
液，按 1.2.1 中方法进行 EPＲ 测定，建立 DPPH 的
EPＲ标准曲线。
1.2.2.2 DMPO－OH标准曲线和 Fe2 +与 H2O2 比例探
索 称取一定质量的 FeSO4·7H2O粉末，用去离子水
超声溶解配制成 5 mmol /L 的 FeSO4 溶液作为储备
液; 量取一定体积的 H2O2 溶液，用去离子水配制成
50 mmol /L的 H2O2 储备液; DMPO 用去离子水配制
成 1 mol /L的溶液。考察 Fe2 +与 H2O2 不同比例时的
EPＲ信号时，取 20 μL DMPO 溶液，分别加入 20 μL
FeSO4 储备液和 2、10、20、30 μL H2O2 储备液，加去
离子水至总体积为 400 mL，此时混合液中 FeSO4 和
H2O2 摩尔比分别为 1∶ 1、1∶ 5、1∶ 10、1∶ 15，反应 5 min
后立即按 1.2.1 中方法进行 EPＲ 测定; 建立 DMPO－
OH的 EPＲ 标准曲线时，取 20 μL DMPO 溶液，加入
一定量的 FeSO4 储备液和 H2O2 储备液，加去离子水
至总体积为 400 mL，使混合液中 FeSO4 和 H2O2 浓度
分别为 0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、0.30 mmol /L 和
0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mmol /L，反应 5 min 后立即
按 1.2.1 中方法进行 EPＲ 检测，建立 DMPO－OH 的
EPＲ标准曲线。
1.2.3 自由基清除率测定 取番茄红素、叶黄素、
β－胡萝卜素粉末，分别用丙酮超声溶解，配制成 1、2、
3、4、5、6 mmol /L的待测样品溶液备用。
1.2.3.1 DPPH·清除率的测定 根据 Bartoszek 等［26］

的方法稍作调整。分别取 40 μL 不同浓度的番茄红
素、叶黄素、β－胡萝卜素样品溶液( 空白组取等量的
丙酮溶液) ，加入到 40 μL 5 mmol /L 的 DPPH 溶液
中，加乙醇使总体积为 400 μL，混合均匀后按 1.2.1
中方法进行 EPＲ 检测，其中考察浓度为 0.2 mmol /L
和 0.5 mmol /L 的类胡萝卜素对 DPPH·清除率随时间
的变化时，将混合溶液黑暗条件下分别静置 30、60、
150、210、270、330 min 后进行检测; 考察浓度分别为
0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 和 0.6 mmol /L 的类胡萝卜素对
DPPH·清除率时，将混合溶液黑暗条件下静置
160 min 后 进 行 检 测。自 由 基 清 除 率 ( Ｒadical
scavenging activity，ＲSA) 的计算公式为 ＲSA ( % ) =
( A0 －A) /A0 × 100，其中 A0 为空白组特征峰的二次
积分值，A为样品组特征峰的二次积分值。
1.2.3.2 ·OH清除率的测定 根据 Kladna 等［27］的方
法稍作调整。取 40 μL 不同浓度的番茄红素、叶黄
素、β－胡萝卜素样品溶液 ( 空白组取等量的丙酮溶
液) ，加入 20 μL FeSO4 溶液 ( 5 mmol /L ) 、20 μL
DMPO溶液( 1 mol /L) ，混合均匀后加入 20 μL H2O2

溶液( 50 mmol /L) ，加去离子水使总体积为 400 μL，
混合均匀后立即按 1.2.1 中方法进行 EPＲ 检测。其
中考察 DMPO－OH 信号随时间的变化时，将混合溶
液黑暗条件下分别静置 5、10、15、20、25、30 min 后进
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行检测; 考察浓度分别为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 和
0.6 mmol /L的类胡萝卜素对·OH清除率时，将混合溶
液液黑暗条件下静置 5 min 后进行检测。ＲSA( % )
= ( H0 －H) /H0 × 100，其中 H0 为空白组第二特征峰
的峰高，H为样品组第二特征峰的峰高。
1.2.3.3 UV－Vis法对比 根据 Zhang 等［28］的方法稍
作调整。取 30 μL 5 mmol /L 的番茄红素、叶黄素、
β－胡萝卜素样品溶液( 空白组取等量的丙酮溶液) ，
加入到 30 μL 5 mmol /L 的 DPPH 溶液中( 类胡萝卜
素自身吸光度测定时以等体积乙醇代替 DPPH) ，加
乙醇使总体积为 3 mL，混合均匀后黑暗处静置
30 min后加入比色皿中，然后置于 UV － Vis 检测
517 nm波长处的吸光度，光谱扫描波长范围: 200～
800 nm。ＲSA( % ) =［H0 － ( H－Hc) ］/H0 × 100，其中
H0 为空白组 517 nm 处吸光度，H 为样品组 517 nm
处吸光度，Hc 为类胡萝卜素自身 517 nm处吸光度。
1.3 数据处理

所有实验均重复三次，结果以平均值 ±标准偏
差表示，采用 Bruker WinEPＲ Processing 2.22 软件对
EPＲ数据进行处理，采用 Origin 8.5 对结果进行
分析。

2 结果与讨论
2.1 番茄红素、叶黄素、β －胡萝卜素对 DPPH·清
除率

DPPH是一种稳定的自由基，可以通过 EPＲ 直
接测定其 EPＲ 信号谱图，图 1 为不同浓度 DPPH 的
EPＲ谱图及归一化的二次积分值与浓度关系曲线。
由图 1 可知，在 0.01 ～1.00 mmol /L 范围内 DPPH 浓
度( C) 与 EPＲ谱图二次积分值( I) 成良好的线性关
系，线性方程 I = 1.3033C + 0.0028，相关系数 Ｒ2 =
0.9949。因此，可以通过监测 DPPH的 EPＲ二次积分
值来反映 DPPH的浓度变化，进而用于 DPPH·清除率
的测定。实验时，固定 DPPH 初始浓度为 0.5 mmol /L
用于类胡萝卜素对 DPPH·清除率的测定。

图 2 显示了浓度分别为 0.2、0.5 mmol /L 的番茄
红素、叶黄素、β－胡萝卜素对 DPPH·( 0.5 mmol /L) 清
除率随时间的变化。由图 2 可知，随时间的延长，三
种类胡萝卜素对 DPPH·的清除率均增大，且呈现前
期随时间增大迅速增大，后期增大趋势变缓的趋势，
300 min 后清除率几乎保持不变。对同种类胡萝卜
素，高浓度( 0.5 mmol /L) 的类胡萝卜素对 DPPH·清
除率高于低浓度 ( 0.2 mmol /L) 。其中，番茄红素对
DPPH·的清除速率最快，浓度为 0.2 和 0.5 mmol /L的
番茄红素对 DPPH·的清除率在30 min 时分别达到
54.0%和 74.8%，在 60 min 时分别达到 65.4% 和
90.1%，在 270 min时达到了 97.4%和 100.0%。相同
浓度的叶黄素对 DPPH·的清除率略高于 β－胡萝卜
素，在 330 min时，0.2 mmol /L叶黄素和 β－胡萝卜素
对 DPPH·的清除率分别为44.8%和 41.1%，0.5 mmol /L
的叶黄素和 β－胡萝卜素对 DPPH·的清除率分别为
67.1%和 56.9%，均高于 0.2 mmol /L 的番茄红素对
DPPH·的清除率。

图 3 为不同浓度番茄红素、叶黄素和 β－胡萝卜

图 1 不同浓度 DPPH的 EPＲ谱图( A)
及积分值与浓度关系图( B)

Fig.1 EPＲ spectra( A) and integral values( B) of
DPPH with different concentrations

图 2 番茄红素、叶黄素和 β－胡萝卜素
对 DPPH·清除率随时间的变化

Fig.2 Changes of DPPH·scavenging rate with
time of lycopene，lutein and β－carotene

素在 160 min时的 DPPH·清除率，DPPH·清除率随着
类胡萝卜素浓度的增大而增大，其中番茄红素对
DPPH·的清除率最大。浓度为 0.1 mmol /L 的番茄红
素对 DPPH的清除率达到 78.3%，浓度为0.1 mmol /L
的 β－胡萝卜素对 DPPH·的清除率仅为30.1%，略高
于 0.1 mmol /L的叶黄素对 DPPH·的清除率( 25.2% ) 。
但随着浓度的增大，叶黄素对 DPPH·的清除率逐渐高
于 β－胡萝卜素，浓度达到 0.6 mmol /L 时，番茄红素、
叶黄素和 β－胡萝卜素对 DPPH·的清除率分别为
95.4%、76.7%和 47.7%。这是由于共轭双键数越多
自由基清除能力越强，番茄红素共轭双键数为 13
个，大于叶黄素和 β－胡萝卜素，而虽然叶黄素与
β－胡萝卜素共轭双键数均为 10 个，但叶黄素端环上
的羟基提高了类胡萝卜素自由基清除活性［29］。

利用 UV－Vis法同样进行了 DPPH·清除率测定。
实验证明，三种类胡萝卜素自身在 517 nm 处均有不
同程度的吸收( 图 4 ) 。当作用时间为 30 min 时，扣
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图 3 不同浓度番茄红素、叶黄素和 β－胡萝卜素
对 DPPH·的清除率( 160 min)

Fig.3 DPPH·scavenging rates at different concentrations of
lycopene，lutein and β－carotene( 160 min)

除溶剂空白和类胡萝卜素自身吸收后，番茄红素、叶
黄素和 β －胡萝卜素对 DPPH·的清除率分别为
48.15%、17.83%和 10.23%，与 EPＲ 等比例浓度测试
结果( 74.85%、18.49%、8.71%，见图 2 ) 相比，两种方
法测得的三种类胡萝卜素抗氧化能力具有较高的相
关性，但清除率有所差别，尤其是番茄红素。这可能
是由于番茄红素在 517 nm 处有较强吸收，与 DPPH
光谱特征峰最大吸收严重重叠造成，即使进行了人
为背景扣除，仍会对测试结果造成较大干扰。

图 4 番茄红素、叶黄素、β－胡萝卜素
和 DPPH的 UV－Vis吸收光谱

Fig.4 UV－Vis spectral of lycopene，
lutein，β－carotene and DPPH

2.2 番茄红素、叶黄素、β－胡萝卜素对·OH清除率
采用 Fenton 法产生·OH( Fe2 + + 2H2O2 = Fe3 + +

2·OH +2H2O) ，Fe
2 +和 H2O2 比例不同会影响反应过

程，产生的·OH量也不同。由于·OH是一种短寿命的
氧自由基，在水溶液中寿命只有 10 －9 s，不能直接在
室温检测得到 EPＲ 信号，必须加入自由基捕获剂与
其形成比较稳定的自由基加合物。DMPO 是一种常
用的羟基自由基捕获剂，与·OH 结合后会生成
DMPO－OH加和物，其 EPＲ谱显示出强度比为 1∶ 2∶ 2∶ 1
的四线谱。图 5 是用 DMPO 作为自由基捕获剂得到
的不同比例的 Fe2 + 和 H2O2 反应后 DMPO－ OH 的
EPＲ谱图和信号强度图。在 Fe2 +浓度一定时，随着
Fe2 + ∶ H2O2 比例的减小 ( 即 H2O2 浓度的增大) ，
DMPO－OH信号强度呈先增大后基本不变的趋势，因
此本文羟基自由基清除实验所选用 Fe2 + ∶ H2O2 浓度
比为 1∶ 10。

图 5 不同比例的 Fe2 +和 H2O2 反应后
DMPO－OH的 EPＲ谱图( A) 和信号强度图( B)
Fig.5 EPＲ spectra( A) and signal intensity( B) of
DMPO－OH at different ratios of Fe2 + and H2O2

实验同时发现，当 Fe2 + ∶ H2O2 比例固定时，
DMPO－OH的信号强度会随 Fe2 +和 H2O2 浓度的增大
而增加。以 DMPO－OH第二条峰峰值强度对 Fe2 +浓

图 6 DMPO－OH强度与 Fe2 +浓度
关系曲线( Fe2 + ∶ H2O2 = 1∶ 10)

Fig.6 Change of DMPO－OH intensity with
concentration of Fe2 + ( Fe2 + ∶ H2O2 = 1∶ 10)

度( Fe2 + ∶ H2O2 = 1∶ 10) 进行曲线拟合，结果如图 6 所
示。由图可知，Fe2 +浓度在 0.05～0.30 mmol /L范围内
与 DMPO－OH强度呈良好的线性关系，线性方程 I =
8510.86C + 321.27，相关系数 Ｒ2 = 0.9914。说明 Fe2 + :
H2O2 比例固定时，Fe

2 +浓度与 DMPO－OH 信号强度
成正比，即产生的·OH 浓度与 DMPO－OH 信号强度
呈正比，通过测定类胡萝卜素加入前后 DMPO－ OH
强度变化，可用于计算·OH 的清除率。实验时，固定
Fe2 +浓度为 0.25 mmol /L 用于类胡萝卜素对·OH 清
除率的测定。通过 DMPO 捕获剂捕获到的自由基加
合物虽然比原有的·OH 稳定，但也会在短时间内发
生明显衰减( 图 7) ，对·OH 清除率测定造成影响，因
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此实验加入 DMPO捕获剂后需在 5 min 内完成 EPＲ
的检测。

图 7 DMPO－OH强度随时间变化曲线
Fig.7 Change of DMPO－OH intensity with time

图 8 为不同浓度番茄红素、叶黄素和 β－胡萝卜
素在 5 min时的·OH清除率，由图 8 可知，·OH 清除
率随着类胡萝卜素浓度的增大而增大。低浓度时，叶
黄素对羟基自由基清除能力最强，β－胡萝卜素次之，
番茄红素最弱。浓度为 0.1 mmol /L 的叶黄素、β－胡
萝卜素和番茄红素对·OH 的清除率分别为13.1%、
5.7%和 3.7%。随着浓度的增大，番茄红素对·OH的
清除能力显著增强，而叶黄素和 β－胡萝卜素的清除
能力增强较缓，浓度高于 0.3 mmol /L时，三种类胡萝
卜素对·OH 的清除能力为: 番茄红素 ＞ 叶黄素 ＞
β－胡萝卜素。浓度为 0.6 mmol /L 的番茄红素对·OH
的清除率达到56.6%，而相同浓度的叶黄素和 β－胡萝
卜素对·OH的清除率分别仅为29.1%和 14.0%。此结
果与刘科梅［29］利用 UV－Vis法所测三种类胡萝卜素对
·OH的清除能力趋势一致。类似的，对于·OH而言，其
本身没有颜色特征峰，采用 UV－Vis 法检测时均需另
加显色剂( 如水杨酸钠，与·OH反应生成紫色产物，在
510 nm波长处有最大吸收) ［29－30］，因此，类胡萝卜素自
身的光谱干扰仍然会影响清除率的准确测定。

图 8 不同浓度番茄红素、叶黄素和 β－胡萝卜素
对羟基自由基的清除率( 5 min)

Fig.8 Hydroxyl radical scavenging rates at different
concentrations of lycopene，lutein and β－carotene( 5 min)

综上，三种类胡萝卜素对 DPPH·和·OH 均有一
定的清除能力，在类胡萝卜素浓度大于 0.3 mmol /L
时对 DPPH和羟基自由基的清除率均为: 番茄红素
＞叶黄素 ＞ β－胡萝卜素，说明三种类胡萝卜素中番
茄红素的抗氧化活性最强，叶黄素次之，β－胡萝卜素
最弱。对比 DPPH·与羟基自由基清除率，三种类胡
萝卜素对·OH 的清除率较低，且·OH 清除率测定的

误差较大，一方面是因为·OH 的清除率测定是在
5 min内完成的，由 DPPH·不同时间清除率测定
( 图 2) 可知，三种类胡萝卜素对自由基的清除需要
一定的时间，短时间内清除率较低;另一方面是因为
类胡萝卜素是脂溶性的，而·OH 产生体系是水相的，
在水相中类胡萝卜素溶解性受到影响。与 UV－Vis
相比，EPＲ作为一种直接检测自由基变化的技术，不
受溶液颜色和浊度的影响，在对于本文三种类胡萝
卜素自由基清除能力表征方面，具有一定优势。

3 结论
本文基于电子顺磁共振波谱法测定，通过比较

番茄红素、叶黄素和 β－胡萝卜素对 DPPH·和·OH 清
除能力的大小，研究了三种类胡萝卜素抗氧化活性
能力。结果表明: 两种自由基在一定浓度范围内与
其 EPＲ信号强度呈良好的线性关系，适合用于清除
率测定。三种类胡萝卜素对两种自由基均有一定清
除作用，且类胡萝卜素浓度越大，自由基清除率越
高，抗氧化活性越强。其中，番茄红素的抗氧化活性
能力最强，叶黄素次之，β－胡萝卜素最弱。该研究结
果可为完善类胡萝卜素等天然食品添加剂的抗氧化
能力评价方法提供依据。
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