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  摘 要：用化学发光方法研究了以Maillard反应中间体清除·OH（羟自由基）的作用，用分光光度法研究

了中间体清除邻苯三酚自氧化过程中产生的O
2
-·（超氧阴离子）的作用。结果表明Maillard反应中间体具有清

除·OH和O
2
-·的能力，特别对·OH的清除效果较好，Maillard反应中间体是一种很有潜力的清除活性氧自由基

的物质，在香烟增香减害方面，应用前景非常广泛。 
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Abstract: The scavenging effect of the intermediate of Maillard Reaction on ·OH was studied by 

using chemiluminescence, and its effect on O
2
-· was studied by inhibiting pyrogallol auto-

oxidation. The results show that the intermediate has the ability of scavenging ·OH and O
2
-·, 

especially on ·OH. The intermediate is a kind of substance with the ability of scavenging free-

radical, it can be wildly used in tobacco. products. 

前 言 

  自由基是分子或原子带有未成对的游离的单电子，性质相当活泼，易夺取其他分子或原子上的电子，从而

破坏其他分子或原子的结构。香烟燃烧时除了产生复杂的化合物之外，还产生大量的自由基，包括香烟焦油自

由基和气相自由基。有研究[1]表明，在吸烟过程中，危害健康的物质主要是气相自由基。这些自由基会引发体

内脂质过氧化[2,3]，加快机体的衰老过程，并可诱发癌症、心血管等疾病。因此寻找安全高效的清除卷烟烟气

中活性氧自由基的清除剂，对于降低卷烟的危害、维护人体健康意义非常重大。在多种自由基中，超氧阴离子

（O
2
-·）和羟自由基（·OH）是最活泼的，其反应速度极快，是对人体危害最大的自由基。 

  Maillard反应物已经被普遍用在卷烟制品中，用于改善口感、增香、降刺。但是，Maillard反应中间体

（以下简称中间体）用于卷烟增香减害方面的研究，国内目前尚未见报道。本文通过化学发光法和分光光度法

分别对中间体清除化学体系中·OH的能力和清除邻苯三酚自氧化过程中产生的O
2
-·的能力进行了研究，目的在

于使Maillard反应的中间体尽快应用于卷烟产品增香和减害过程中。 

1、材料与方法 

1.1 试验材料 

  Maillard反应中间体（由湖北省烟草化学研究所提供） 

  硫酸铜、硼砂、双氧水、邻苯三酚、邻菲罗啉（国产分析纯）  

  抗坏血酸（生化级） Tris（三羟甲基氨基甲烷）（分析纯）  

  鲁米诺（SIGMA 德国进口，色谱级） 

  微弱化学发光仪（Ultra-Weak Luminescence Analyzer） 

  lambda-40Bio型UV-Vis分光光度计 

 



1.2 分析方法 

1.2.1 试剂的配制 

  1mmol/L硫酸铜溶液：直接用蒸馏水配制； 

  1mmol/L抗坏血酸溶液：溶于含有0.1mmol/LEDTA的蒸馏水中； 

  1mmol/L邻菲罗啉：用二次水配制，50℃加热溶解； 

  0.15mmol/LH
2
O
2
：30％的H

2
O
2
稀释60倍； 

  0.05mol/L硼砂（pH9.24）：直接用蒸馏水配制； 

  45mmol/L邻苯三酚：用1mmol/LHCl溶解，其中含有0.1mmol/LEDTA； 

  1mol/LTris-HCl缓冲液：取2.42克Tris（三羟甲基氨基甲烷）溶于16mL二次蒸馏水中，加浓盐酸调pH值至

8.2，稀释至20mL。  

1.2.2 中间体清除活性氧自由基作用的测定 

（1）中间体清除·OH的测定 

  采用邻菲罗啉－抗坏血酸化学发光体系[4]，原理是Fenton反应产生的羟自由基，可以氧化邻菲罗啉，使其

激发。当激发态的邻菲罗啉返回基态时就产生化学发光。 

  将中间体用双蒸水溶解，配制成水溶液，取50μL加入化学发光仪的测量杯中，然后加入1mmol/L硫酸铜溶

液50μL，1mmol/L抗坏血酸溶液20μL，1mmol/L邻菲罗啉溶液50μL，0.15％的双氧水50μL，原位注入780μ

L0.05mol/L硼砂溶液（pH9.24），反应总体积1mL，启动发光，延时10s，测定60s内发光强度（CL）。以水为

空白，以CL为纵坐标，时间为横坐标，用Origin 7.0分析软件作图，并进行曲线拟合。每个样品测5次，取平

均值，按下式计算抑制率： 

    抑制率＝（CL
0
-CL

1
）/CL

0
×100% 

    CL
0
—空白 

    CL
1
—添加中间体的体系的发光强度 

（2）中间体清除O
2
-·作用的测定 

  用分光光度法，采用邻苯三酚自氧化体系[5]测定中间体对O
2
-·的清除作用。 

  取9mLpH=8.2的Tris-HCl缓冲液，25℃水浴放置20分钟，用微量注射器注入40μL25℃预热的邻苯三酚溶液

（45mmol/L邻苯三酚于10mmol/LHCl中），立即混匀倒入1cm比色皿中，在25℃下扫描200－500nm，得到最大吸

收波长为327.2nm。然后按上述方法每隔30秒定点测一次A
327.2nm

，自氧化速率控制在0.06/min左右。邻苯三酚

自氧化3分钟后，迅速滴加1滴抗坏血酸，立即混匀，室温放置5min测得327.2nm处的吸光度，即A
0
，可表示邻

苯三酚自氧化速率。 

  在上述Tris-HCl缓冲液中预先加入一定浓度的中间体，再按照上述方法测定邻苯三酚自氧化速率得到A
1
，

每个样品测5次，取平均值，按下式计算抑制率： 

    抑制率＝（A
0
-A

1
）/A

0
×100% 

（3）不同浓度的中间体清除·OH和O
2
-·作用的测定 

  精确称取0.1g中间体，用蒸馏水溶解于10mL的容量瓶中，定容至10mL。溶液的浓度为10mg/mL，然后稀释

成不同浓度，采用以上体系，分别测定中间体对·OH和O
2
-·的清除作用。样品均测定5次，分别以抑制率为纵

坐标，中间体浓度为横坐标，用Origin 7.0分析软件作出抑制率随浓度变化的关系曲线。 

2、结果与讨论 

2.1 中间体清除·OH的能力 

  由于中间体有还原性易被自由基氧化，从而发挥清除自由基的作用。本试验中，中间体对邻菲罗啉－抗坏

血酸体系产生的·OH，表现为较明显的清除作用。在体系中加入中间体后，发光强度明显变弱，表明中间体对

·OH有清除效果，以CL抑制率为纵坐标，以时间为横坐标，得到发光曲线如图1所示： 



 图1 中间体抑制·OH能力曲线 

2.2 中间体清除O
2
-·的能力

 

  邻苯三酚在碱性条件下迅速自氧化，释放出O
2
-·，生成有色的中间产物，可用分光光度法进行测定。当有

清除剂存在时，清除O
2
-·，从而阻止中间产物的积累，使邻苯三酚自氧化速率降低[6]。以吸光度为纵坐标，

以时间为横坐标，得到邻苯三酚自氧化的速率曲线，线性拟合曲线的斜率可以表示自氧化速率，如图2所示： 

图2 邻苯三酚自氧化速率曲线 

  由图可以明显看出加入中间体使邻苯三酚自氧化速率降低，说明了中间体有清除O
2
-·的作用。

 

2.3 不同浓度的中间体对·OH的清除能力 

  将中间体配制成浓度为10mg/mL的水溶液，分别稀释成1mg/mL、2mg/mL、3mg/mL、4mg/mL、5mg/mL、

6mg/mL、7mg/mL、8mg/mL、9mg/mL、10mg/mL，分别加入产生·OH的体系中，测定其发光强度，并计算抑制

率，以抑制率为纵坐标，以中间体浓度为横坐标，得到中间体浓度与抑制率的关系曲线，如图3所示，经多项

回归得回归方程： 

    y=91.86309–606.01773/[1+exp((x+2.44665)/1.06873)] 

    相关系数r=0.9944 



图3 中间体对·OH抑制率与中间体浓度关系曲线 

  由图可以看出，中间体对·OH的清除作用随中间体浓度的增加而显著增加， 

  当中间体浓度为4mg/mL到10mg/mL时，其清除作用基本趋于平稳，抑制率都在90％以上。并且，在试验过

程中发现，放置后的中间体对·OH的清除能力略有增加，可能是因为在水溶液中放置后氢键的作用增加了中间

体羟基的活性。 

2.4 不同浓度的中间体对O
2
-·的清除能力 

  将中间体配制成浓度为1mg/mL－10mg/mL的水溶液，分别加入邻苯三酚自 

氧化体系中，在UV-Vis分光光度计上测327.2nm处体系的吸光度。在测试过程中，邻苯三酚自氧化3分钟后，加

入抗坏血酸以终止其自氧化[7]，由此可以准确的测出A
327.2nm

。由测得的吸光度，计算抑制率，以抑制率为纵

坐标，以中间体浓度为横坐标，得到中间体浓度与抑制率的关系曲线如图4，经多项回归得回归方程： 

    y=569.03386-535.04144/[1+exp((x-14.17407)/1.3392)] 

    相关系数r=0.97645 

图4 中间体对O
2
-·抑制率与中间体浓度关系曲线 

  由图可以看出，中间体对邻苯三酚在碱性条件下的自氧化产生的O
2
-·有清除作用，随着中间体浓度的增

加，清除O
2
-·的作用逐渐增加。 



3、结论 

  Maillard反应中间体有明显的清除·OH和O
2
-·的作用，特别是对·OH的清除效果尤为理想。 

  Maillard反应中间体对体系中·OH和O
2
-·的清除作用均随中间体浓度的增加而增强。浓度为4mg/mL以上的

中间体水溶液对·OH的清除作用已趋于平稳。浓度为8mg/mL以上的中间体对O
2
-·的清除作用增加幅度较大。 

  Maillard反应中间体具有较好的抗氧化功能，对卷烟的增香减害有着较好的应用前景。对于应用于卷烟烟

气中的清除·OH和O
2
-·的作用正在研究之中。 
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