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羟基自由基清除能力测试试剂盒 
（A004-96T） 

一、 测定原理 

金属离子与过氧化氢通过 Fenton 反应生成的羟基自由基（•OH），•OH 攻击脱氧核糖并

破坏其环呋喃环生成丙二醛（MDA）。丙二醛与 2-硫代巴比妥酸（TBA）结合后在 532nm 处

具有最大吸收峰（Halliwell 等，1987，ANAL BIOCHEM）。具体反应如下： 

Fe3+-EDTA + 抗坏血酸 → Fe2+-EDTA +氧化的抗坏血酸 (1) 

Fe2+-EDTA + H2O2 → OH- + •OH + Fe3+-EDTA (2) 

•OH + 脱氧核糖 → 脱氧核糖碎片 
+𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇，加热，酸性条件
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� MDA (3) 

MDA + 2TBA → 发色体(4) 

专一的羟基自由基抗氧化剂能减少羟基对脱氧核糖的攻击，从而减少 MDA 产生而使发

色体减少。通过测定反应终产物的吸光值即可判断受测样品的羟基自由基清除能力。 

二、 试剂组成 

试剂一：液体，2mL； 

试剂二：液体，2mL； 

试剂三：液体，2mL； 

试剂四：液体，2mL； 

试剂五 A：液体，100mL； 

试剂五 B：淡黄色粉末； 

试剂六：液体，100mL； 

标准品：体系终浓度为 10mM 的甘露醇（双蒸水配制），10mL。 

三、 储存条件及有效期 

试剂盒-20℃可保存 3 个月。 

四、 试剂的配制 

试剂一应用液：待试剂融化后，在试剂一瓶中加入 18mL 双蒸水，摇匀待用； 

试剂二应用液：待试剂融化后，在试剂二瓶中加入 18mL 双蒸水，摇匀待用； 

试剂三应用液：待试剂融化后，在试剂三瓶中加入 18mL 双蒸水，摇匀待用； 
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试剂四应用液：待试剂融化后，在试剂四瓶中加入 18mL 双蒸水，摇匀待用； 

试剂五应用液：待试剂五 A 融化后，将试剂五 B 全部倒入试剂五 A 中，充分摇匀溶解

（若发现不好溶解，可超声波助溶或适当加热。如不易观察是否全部溶解，可将试剂五 A 倒

入烧杯中，配制好后再倒回试剂五 A 瓶内，避光保存）； 

试剂六：直接使用； 

标准液：根据实际需要，采用双蒸水稀释使用。 

所有试剂均需现配现用！ 

五、 操作步骤 

 样品对照孔 1 样品测定孔 空白孔 

样品溶液（μL） 200 200  

双蒸水（μL） 200  200 

试剂一应用液（μL）  200 200 

试剂二应用液（μL） 200 200 200 

试剂三应用液（μL） 200 200 200 

试剂四应用液（μL） 200 200 200 

充分混匀，37℃水浴 30min 使之充分反应。 

 样品对照孔 样品测定孔 空白孔 

试剂六（μL） 1000 1000 1000 

试剂五应用液（μL） 1000 1000 1000 

充分混匀，100℃沸水浴 15min2。 

冷却后进行比色读数。如您具有可以测定 532nm 处吸光值的酶标仪，可从反应液中取

出 200μL于酶标板内采用酶标仪读数；或者您也可以采用分光光度计测定 532nm处吸光值。 

1如样品颜色较浅可不做样品空白（即认为值为 0）； 

2建议反应 15min，也可适当延长或缩短时间至 10-20min，但同一批样品加热时间需保持一

致。 

六、计算公式 
羟基自由基清除能力（%）

=
空白孔吸光值−（样品测定孔吸光值−样品对照孔吸光值）

空白孔吸光值
× 100 
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 注： 如未做对照孔，可以将其视作为 0； 
七、注意事项 
1. 如样品中色素物质不是分析对象，建议先进行脱色处理，处理后样品可不做对照孔； 

2. 如不确定样品的羟基自由基清除能力，可先做不同浓度的稀释液进行摸索，并选择适宜

浓度进行测定，高浓度下，浓度与清除率间并不线性相关。注意，产物的不同自由基清除能

力可能相差很大，可能一个化合物的超氧阴离子自由基清除能力特别好，IC50 可以低于

10μg/mL，但羟基自由基清除能力很差，IC50 达到 10mg/mL，或者根本没有清除能力； 

3. 混匀很重要，建议每加一种试剂时均充分混匀。 

4. 100℃沸水浴可采用水浴锅或者电磁炉进行加热。加热时可用锡纸盖住试管管口，并用牙

签戳一个小孔。若使用一次性离心管进行实验，切记不可将上盖盖死，气体膨胀有爆裂危险！ 

5. 加样顺序不可颠倒！不可将试剂一至四混匀后加入样品； 

6. 本测试盒部分试剂对皮肤有一定伤害，请戴手套操作。在沸水浴时小心蒸汽烫伤； 

7. 煮沸加热时间和温度对本测试至关重要，请务必保证所有测试管加热时间和温度均相同。

同时请务必等待样品冷却到室温时再进行读数测定，如需快速冷却，可采用自来水冲洗试管

外壁的方法； 

8. 测定羟基自由基的方法总类繁多（Halliwell 等，1988，Methods of Biochemical Analysis），

同一样品采用不同方法测定时会有一定差异，因此不同方法测定的结果不能简单比较； 

9. 本测试样品一般不可采用有机溶剂溶解！极少量也不可以！常见的有机溶剂如乙醇等，

其通过本方法得到的羟基自由基清除率极高，超过许多常见抗氧化剂，不可以忽略。不可使

用的有机溶剂及机理参见文献：Xican Li, 2013, Food Chemistry. 
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