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化学反应法在活性氧测定中的应用及研究进展
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摘　要：活性氧由于在人的衰老和疾病中扮演了重要的角色，在现代医学和分子生物学领域越
来越受到人们的关注。体内活性氧水平作为机体遭受氧化损伤的重要指标，是区分生理和病理

状态的关键问题。但活性氧由于反应活性高和半衰期短的特点，在体内和体外的准确测定仍然

是一项难题。本文从活性氧化学反应法的测定原理和研究进展２个方面对分光光度法、化学发
光法、荧光光度法和电子自旋共振法等４个化学反应方法进行综述，比较这几种方法在实际应
用中的不同。
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　　正常的生理环境下，由于线粒体内氧化还原
链的作用，占体内总耗氧量２％的氧气转化成超氧
化阴离子自由基（Ｏ－２ ·）和一氧化氮自由基
（ＮＯ·）等 活 性 氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）［１］，由于体内抗氧化系统的作用，机体产生
的 ＲＯＳ可被及时地清除。ＲＯＳ在体内维持生成
和降解的动态平衡，从而保证机体的正常生理功

能［２］。当机体遭受感染、应激、过度的运动、有害

的环境污染物、紫外光照等时，Ｏ－２·、ＮＯ·、羟自
由基（·ＯＨ）、烷氧自由基（ＲＯ·）、氢过氧化物自
由基（ＲＯＯＨ·）、单态氧（１Ｏ２）、碳酸盐负离子自
由基（ＣＯ－３·）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）等 ＲＯＳ在体内
所占比例大幅提升［３］。当ＲＯＳ在体内生成过多或
清除过程受阻时，其数量快速增加，形成累积时高

氧化活性的 ＲＯＳ会对体内生物大分子，如 ＤＮＡ、
碳水化合物、蛋白质和脂类发生氧化反应，对机体

造成氧化损伤［１］。由于ＲＯＳ对机体的氧化损伤在
疾病和衰老中扮演了重要的角色［４］，因此，ＲＯＳ在
医学和分子生物学领域的研究越来越受到人们的

关注。对于直接影响机体的 ＲＯＳ，由于 ＲＯＳ具有
寿命短、反应活性高（表１）的特点，对于 ＲＯＳ的准
确测定仍然很困难［５－６］。因此，简单、重复性好、

敏感且经济有效的 ＲＯＳ测定方法在现代自由基分
子生物学中具有重要的意义。根据 ＲＯＳ的理化特
性，目前用于 ＲＯＳ测定的主要方法有化学反应法、
捕捉法、酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法、高效液相
色谱（ＨＰＬＣ）法、气相色谱 －质谱联用（ＧＣＭＳ）
法、免疫印迹法、电洗脱法、等电聚焦法、伏安法

等［７－９］。其中，化学反应法由于其具有灵敏度高、

廉价和操作简便的特点，越来越广泛的被用于生

物反应中 ＲＯＳ的测定。化学反应法是指由于
ＲＯＳ具有较高的反应活性，能够与许多不同的化
合物发生化学反应，产生各种不同的反应生成物。

根据这些反应生成物或反应物的变化程度，通过

不同的分析仪器进行检测，就可以对 ＲＯＳ进行定
量或者定性分析［１０］。目前主要的化学反应法有分

光光度法、化学发光法、荧光光度法和电子自旋共

振（ＥＳＲ）法。
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表１　主要活性氧的半衰期
Ｔａｂｌｅ１　ＨａｌｆｌｉｆｅｏｆｍａｊｏｒＲＯＳ

项目

Ｉｔｅｍ

氢过氧化物

自由基

ＲＯＯＨ·

过氧化氢

Ｈ２Ｏ２

超氧化阴离子

自由基

Ｏ－２·
单态氧 １Ｏ２

烷氧自由基

ＲＯ·
羟自由基

·ＯＨ

半衰期 Ｈａｌｆｌｉｆｅ（３７℃） １×１０－２ １０ １×１０－６ １×１０－６ １×１０－６ １×１０－９

１　分光光度法
　　分光光度法是通过测定 ＲＯＳ与显色剂发生反
应，在特定波长处或一定波长范围内光的吸光度

或发光强度的变化，对该 ＲＯＳ进行定性和定量分
析的方法。由于分光光度法操作简单、价格便宜，

在实验室中受到广泛的应用。目前，ＲＯＳ分光光
度法测定中最常用的为细胞色素 Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ）还原法和硝基四氮唑蓝（ｎｉｔｒｏｂｌｕｅｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，
ＮＢＴ）还原法。
　　细胞色素 Ｃ还原法指高铁细胞色素 Ｃ能同氧
自由基发生氧化还原反应，高铁细胞色素 Ｃ被还
原为亚铁细胞色素 Ｃ，在分光光度计５５０ｎｍ处吸
光度增加，由此确定待测样品中 ＲＯＳ的水平［１１］。

细胞色素 Ｃ还原法虽然是一种有效的 ＲＯＳ测定
方法，但是易受到细胞内氧化酶和还原酶的影

响［１２］。当测定 ＲＯＳ产生较低的血管平滑肌细胞
和内皮细胞时，吸光度的测定、重量的称取以及加

样量多少等误差的存在，均可以放大结果的差异

性，造成测定结果准确性降低［１３］。此外，由于细胞

色素 Ｃ具有能被细胞内氧化酶氧化以及分子质量
大不易于进入细胞的特点，也限制了细胞色素 Ｃ
还原法在细胞试验中的应用［１３］。

　　ＮＢＴ还原法是指 ＮＢＴ在 Ｏ－２·的作用下，还
原生成深蓝色的不溶性沉淀二甲替（ｄｉｆｏｒｍａｚａｎ），
在５３０～６３０ｎｍ处有最大吸收波长［１４］。此前，

ＮＢＴ还原法已被运用于白细胞［１５］、精子和精液［１６］

中 ＲＯＳ的检测。但是，由于二甲替不溶于水，长时
间放置会出现沉淀现象，难以用于检测细胞或者

水溶液体系中随时间推移 Ｏ－２·水平的变化。另
外，ＮＢＴ能与体内多种氧化还原酶发生反应，产生
ＲＯＳ，因此准确性较低［１７］。

２　化学发光法
　　化学发光法指在没有任何光、电、热的作用

下，基态分子吸收化学反应放出的化学能跃迁到

激发态，处于激发态的分子以光辐射的形式返回

基态，产生化学发光。ＲＯＳ是一类不稳定的化合
物，且具有很高的氧化活性，能够与多种化合物发

生氧化还原反应。当其同化学发光试剂反应时，

发光试剂会迅速分解释放光子，可以根据由此产

生的化学发光强度对 ＲＯＳ进行定量或者定性分
析［１０］。化学发光法由于具有敏感、测定范围广泛、

简单、廉价、安全和可控的特点，是目前运用最为

广泛的 ＲＯＳ测定方法。在一定条件下，ＲＯＳ能和
鲁米诺（ｌｕｍｉｎｏｌ；５ａｍｉｎｏ２，３ｄｉｈｙｄｒｏｐｈｔｈａｌａｚｉｎｅ
１，４ｄｉｏｎｅ）、光泽精（ｌｕｅｉｇｅｎｉｎ；Ｎ，Ｎ’ｄｉｍｅｔｈｙｌ９，
９’ｄｉａｃｒｉｄｉｎｕｍ）和肠腔素｛ｃｏｅｌｅｎｔｅｒａｚｉｎｅ；２（４
ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｙｌ）６（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）８ｂｅｎｚｙｌ３，
７ｄｉｈｙｄｒｏｉｍｉｄａｚｏ［１，２α］ｐｙｒａｚｉｎ３ｏｎｅ｝及其类似
物等化学发光试剂反应，产生不同强度、不同发射

波长的化学发光辐射。下面将分别介绍不同发光

剂在 ＲＯＳ定量和定性分析研究中的应用进展。
　　鲁米诺是化学发光研究中最常用的试剂之
一，由于其具有灵敏、方便、操作简单的特点，对鲁

米诺的研究与应用都很广泛。在碱性环境中，鲁

米诺在催化剂（酶、过渡金属离子或金属络合物）

的催化下可与·ＯＨ、Ｏ－２·、
１Ｏ２以及 Ｈ２Ｏ２等发生

化学反应，迅速分解发光，其发光强度可由化学发

光分析仪检测。因此，鲁米诺化学发光法可以应

用于 · ＯＨ、Ｏ－２ ·、
１Ｏ２ 和 Ｈ２Ｏ２ 等 ＲＯＳ的 测

定［１７］。利用鲁米诺化学发光法对 ＲＯＳ进行检测
具有以下几个优势：１）鲁米诺能够与体内多种
ＲＯＳ发生反应，没有选择特异性；２）鲁米诺作为一
种发光剂，可同时用于细胞内和细胞外 ＲＯＳ水平
的检测；３）由于体内多种关键自由基，如·ＯＨ、
Ｏ－２·的半衰期非常短，而鲁米诺能够与其迅速反
应［１８］。目前鲁米诺化学发光法已被用于精子与精

清［１９］、血液与组织匀浆上清液［２０］、细胞［２１］等样品

中 ＲＯＳ的检测。然而，由于·ＯＨ、Ｏ－２·、
１Ｏ２和
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Ｈ２Ｏ２这些 ＲＯＳ物质均能够氧化鲁米诺产生化学
发光，很难用于其中单一 ＲＯＳ物质的直接测
定［２２］。因此，在很多情况下，ＲＯＳ的鲁米诺化学
发光法只能作为定量或者定性分析的辅助手段。

　　光泽精同鲁米诺一样，也是一种广泛使用的
化学发光剂。１９３５年，Ｇｌｕｅ等［２３］最先报道了有关

光泽精化学发光的文章。与鲁米诺相比，光泽精

具有以下优点：１）光泽精的发光体 Ｎ－甲基叮淀
酮比鲁米诺的发光体３－氨基邻苯二甲酸发光更
强、发光效率更高。２）光泽精的化学发光对某些
还原剂非常敏感。３）含 α－羟羰基的化合物与光
泽精会发生强烈的化学反应［２４］。４）光泽精化学
发光法只对 Ｏ－２·和 Ｈ２Ｏ２敏感，特异性相对比较
高。而当只存在·ＯＨ时，其并不能够激发光泽精
发光［２５］。但是光泽精自身能够与氧气（Ｏ２）发生
氧化还原反应，产生自由基 Ｏ－２·，当生物体系统
Ｏ－２·水平很低，而光泽精浓度较高时，由光泽精氧
化还原反应产生 Ｏ－２·的比例可能要大于生物所
含有的 Ｏ－２·，影响光泽精化学发光法测定 ＲＯＳ
的准确度［２６－２７］。此外，光泽精主要用于胞外自由

基的检测［２８］。

　　由于鲁米诺和光泽精都不是特异性的化学发
光剂，均能与多种 ＲＯＳ发生反应。而另一种亲脂
性化学发光剂肠腔素及其类似物 ＣＬＡ（２ｍｅｔｈｙｌ
６ｐｈｅｎｙｌ３，７ｄｉｈｙｄｒｏｉｍｉｄａｚｏ［１，２α］ｐｙｒａｚｉｎ３
ｏｎｅ）和 ＭＣＬＡ｛２ｍｅｔｈｙｌ６（４ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）３，

７ｄｉｈｙｄｒｏｉｍｉｄａｚｏ［１，２α］ｐｙｒａｚｉｎ３ｏｎｅ｝开始运用
于 Ｏ－２·的测定。肠腔素是从肠腔类水生动物体
内分离出来的一种亲脂性发光基团，在 ＲＯＳ中，其
对 Ｏ－２·具有特异性

［２９］，Ｏ－２·能够氧化肠腔素中
的乙酰氨基吡啶阴离子，分解释放出光子［３０］。由

于肠腔素发光体乙酰氨基吡啶比光泽精和鲁米诺

的发光更强，并且不会同 Ｏ２发生氧化还原反
应［３１］，稳定性和准确性更高。因此，依赖于肠腔素

的化学发光法已经被研究者运用于培养的细

胞［３２］、嗜中性粒细胞［３３］、血管组织［３０］和线粒体［３４］

中 Ｏ－２·的测定。ＣＬＡ和 ＭＣＬＡ作为肠腔素的类
似物，具有相似的化学结构，同样对于 Ｏ－２·具有
特异性和敏感性，已经被用于不同样品中 Ｏ－２·的
测定，包括嗜中性粒细胞以及巨噬细胞［３５］、内皮细

胞［３６］和血管组织［３７］等。值得注意的是，ＭＣＬＡ作
为一种化学发光试剂，在对肝脏［３８］、肠道［３９］、心

脏［４０］、肺脏［３３］和血管组织［４１］等机体组织表面

ＲＯＳ水平的测定已有报道。虽然肠腔素对于
Ｏ－２·具有 特 异 性，但 是 过 氧 亚 硝 酸 阴 离 子
（ＯＮＯＯ－）同样能够诱导肠腔素化学发光［３４］。因

此，在特异性鉴定 Ｏ－２·的时候，活性氮抑制剂的
选择，如 ＯＮＯＯ－清除剂的应用，可以减少由于
ＯＮＯＯ－对总化学发光的影响所产生的误差，增加
测定结果的准确性。不同化学发光剂的作用特点

见表２。

表２　不同化学发光剂的作用特点
Ｔａｂｌｅ２　Ａｃｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｇｅｎｔｓ

化学发光剂

Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｇｅｎｔｓ

检测种类

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｐｅｃｉｅｓ
应用

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
特点

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

鲁米诺 Ｌｕｍｉｎｏｌ Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２、·ＯＨ、
１Ｏ２

［１７］ 检测血液、精液、组织和

细胞中ＲＯＳ水平［１９－２１］

适用范围广泛，敏感性高，

稳定性低，无特异性［４］

光泽精 Ｌｕｅｉｇｅｎｉｎ Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２
［２５］ 检测细胞外Ｏ－２·水平

［２６］ 发光强度大，准确度受自氧化和

底物中氧化剂的影响［２６］

肠腔素及其衍生物

Ｃｏｅｌｅｎｔｅｒａｚｉｎｅａｎｄｉｔｓ
ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

Ｏ－２·、ＯＮＯＯ
－［３０］ 检测细胞和组织表面

Ｏ－２·水平
［３２－４０］

准确度受活性氮的影响，无自

氧化作用，稳定性好，具有特异性［４］

３　荧光光度法
　　荧光光度法是通过合适的荧光探针作用于细

胞，在与 ＲＯＳ发生反应后，探针的化学结构发生变
化，生成具有强荧光的产物，通过检测反应产物的

荧光强度可在一定程度上反映 ＲＯＳ水平。荧光光
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度法由于其具有高细胞膜穿透性、高分辨率、高灵

敏度、可提供细胞内靶分子时空信息的特点，在

ＲＯＳ的测定中得到广泛应用［４２－４３］。不同的荧光

探针，根据其作用特异性对象的不同和激发波长

及发射波长的不同，可测定不同的 ＲＯＳ水平
（图３）。目前应用最广泛的荧光探针主要有二氯
荧光素（２，７ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，ＤＣＦＨ）、二
氢罗丹明 １２３（ｄｉｈｙｄｒｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，ＤＨＲ）和氢
化乙啡啶（ｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｎｅ，ＨＥ）等。
　　ＤＣＦＨ能够氧化生成强荧光化合物二氯荧光
黄（２，７ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，ＤＣＦ），其双乙酸盐形
式２，７－二氯荧光黄双乙酸盐（２，７ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉ
ｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨＤＡ）是一种激发
波长为４９８ｎｍ，发射波长为５２２ｎｍ的荧光染料。
由于 ＤＣＦＨＤＡ极易透过细胞膜进入细胞内［４４］，

在细胞内被酯酶水解为水溶性的 ＤＣＦＨ，该物质能
够被·ＯＨ、ＲＯＯＨ·、Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２和 ＮＯ·等多种
ＲＯＳ所氧化，因此被广泛的运用于细胞内 ＲＯＳ的
测定［４５－４６］。虽然，ＤＣＦＨ法能够准确、方便地测定
总 ＲＯＳ的水平，但是其特异性较差。有研究者发
现使用 ＤＣＦＨ对细胞内 ＲＯＳ进行测定时，ＤＣＦＨ
有可能被机体内的高铁离子、细胞色素 Ｃ、腺嘌呤
氧化酶所氧化，致使 ＤＣＦ的含量增加而影响试验
结果的准确性［４７－４８］。此外，高浓度的 ＤＣＦＨ可产
生细胞毒性，影响测定结果［４９］。

　　ＨＥ作为一种特异性的荧光染料，能够被
Ｏ－２·特异性氧化生成荧光产物胡米胺（ｅｔｈｉｄｉｕｍ，
Ｅ＋），其激发波长为５２０ｎｍ，发射波长为６１０ｎｍ，
被用于测定细胞内 Ｏ－２·的水平

［５０］，且 Ｅ＋能够与
细胞内 ＤＮＡ结合，增加发光强度［５１－５２］。虽然 ＨＥ
不能被其他的 ＲＯＳ所氧化，具有很好的特异性，但
是ＨＥ荧光染料在对Ｏ－２·定量的测定上受到多个
因素的限制。第一，细胞内的细胞色素 Ｃ能够氧
化 ＨＥ，当细胞中含有大量的细胞色素 Ｃ时，影响
测定结果。第二，高浓度的 ＨＥ致使细胞内不依赖
于 Ｏ－２·的荧光产物 Ｅ

＋增加，其与细胞核 ＤＮＡ连
接，导致荧光强度不断增加。第三，ＨＥ具有增加
Ｏ－２·转化为 Ｈ２Ｏ２比例的作用，影响测定结果的
准确性［８，５１］。

　　ＤＨＲ是一种非荧光分子，ＤＨＲ与 ＲＯＳ反应
后生成具有荧光的脂溶性探针罗丹明１２３，其激发
波长为５０５ｎｍ，发射波长为５２９ｎｍ，由于 ＤＨＲ具
有亲脂性，其极易扩散进入细胞膜［５３］。虽然 ＤＨＲ
主要用于测定细胞内 Ｈ２Ｏ２的水平，但是其特异性
较低，能够被多种 ＲＯＳ和氧化物如 ＯＮＯＯ－、高铁
离子、细胞色素 Ｃ、次氯酸（ＨＣｌＯ）和腺嘌呤氧化
酶所氧化［４５，４８］。

　　不同荧光探针的作用特点见表３。

表３　不同荧光探针的作用特点
Ｔａｂｌｅ３　Ａｃｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｂｅｓ

荧光探针

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｂｅｓ
检测种类

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｐｅｃｉｅｓ
应用

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
特点

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

二氯荧光素

ＤＣＦＨ
·ＯＨ、ＲＯＯＨ·、Ｈ２Ｏ２

［４５－４６］
检测细胞的氧化状态［４２］ 易发生自氧化作用，背景荧光高，

准确性低，无特异性［４２］

氢化乙啡啶

ＨＥ
Ｏ－２·

［５０］
检测细胞内突发性氧化作用［４２］ 高浓度时背景荧光高，准确度低，

对Ｏ－２·具有特异性
［４３］

二氢罗丹明１２３
ＤＨＲ

Ｈ２Ｏ２
［４５］ 检测细胞中Ｈ２Ｏ２、ＨＣｌＯ、

ＯＮＯＯ－水平［４２］

易受胞内氧化还原酶的影响，

对Ｈ２Ｏ２具有特异性
［５３］

４　ＥＳＲ法
　　ＥＳＲ是指由于不同自由基结构具有特定的核
自旋能量，其在稳定的磁场作用下，同电磁辐射能

相互作用而产生的共振吸收现象。通过对共振谱

线的研究可以获得对自由基未偶电子的状态及其

周围环境方面的信息，从而得到有关物质结构和

化学键的信息，以此来鉴定不同自由基的种类和

水平［５４］。ＥＳＲ法虽然是目前 ＲＯＳ测定的最直接
和有效的方法，但是其应用依然受到几个方面的

限制，其中最主要的限制因素是由于 ＥＳＲ每次扫
描都需要几秒的时间，而主要的 ＲＯＳ如Ｏ－２·和
·ＯＨ等，由于其在生物体系中有浓度低且存活时
间短的特点，因而不易被 ＥＳＲ法所测定［２７］。因
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此，应用 ＥＳＲ法测定存活时间短的 ＲＯＳ时，可以
通过电子自旋共振探针试剂与 ＲＯＳ的相互作用，
捕捉 ＲＯＳ，通过二级产物来间接测定［５５－５６］。电子

自旋共振试剂苯基 －叔丁基硝酸（ＰＢＮ）和５，５－
二甲基吡咯啉 －Ｎ－氧化物（ＤＭＰＯ）能够同 ＲＯＳ
发生反应，生成包含亚硝基或硝酮的稳定化合物，

而引起信号的变化，以此来测定 ＲＯＳ的种类和水
平［５７－５８］。但是，电子顺磁共振谱仪是相当昂贵且

对实验室环境要求严格的试验仪器，限制了 ＥＳＲ
法在普通实验室的应用性。

５　小　结
　　由于 ＲＯＳ在现代医学和分子生物学领域的重
要性，根据特定的试验目的选择灵敏、准确、特异

性高、稳定性好和操作简单的 ＲＯＳ测定方法，在现
代自由基生物学研究中具有重要的意义。但是

ＲＯＳ由于其反应活性高、寿命短、积累水平低，加
之种类较多的特点，很难被直接准确测定。化学

反应法作为目前应用最为广泛的 ＲＯＳ检测方法，
主要有化学发光法、分光光度法、荧光光度法和

ＥＳＲ法这４个体系。研究者针对不同的ＲＯＳ和不
同的样品时，都可以从化学反应法中选出适宜的

方法进行测定。但化学反应法由于受化学反应物

理化特性的影响，大多特异性较低、易受环境影

响、稳定性较差。因此，在对 ＲＯＳ进行测定时，需
通过对待测样品的性质、类型以及 ＲＯＳ的种类进
行判断，选择适宜的测定方法，以利于得出准确的

结果。此外，毒性低、稳定性好、特异性高的新型

化合物的发现及合成也为未来化学发光法更广泛

的应用和发展提供了基础和方向。
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