
借助硝酮类自旋捕获剂 DMPO和 BMPO，
进行超氧自由基的 EPR检测

一般而言，化学、生物和医学领域中用于检测和表征自由基
的最直接方法是 EPR波谱。但是，由于自由基的高反应活性
和短半衰期，许多自由基（如超氧自由基、羟基自由基、烷
基自由基等）几乎不可能在室温下的溶液中利用 EPR直接检
测。自旋捕获是 20世纪 60年代末发展起来的一项技术，是
用硝酮或亚硝基类化合物与目标自由基反应，以形成稳定的、
可鉴别的自由基，再用 EPR波谱进行检测。自旋捕获技术涉
及到将高反应活性的自由基加成到抗磁性“自旋捕获剂”的
双键之上，以形成一种更加稳定的、能用 EPR进行检测的自
由基（即“自由基加合物”）：

最常用的自旋捕获剂是 5,5 -二甲基 - 1 - 吡咯啉 - N - 氧化物
（DMPO），它在Medline数据库中的被引次数已达 1,000

次以上。DMPO相比其他硝酮类自旋捕获剂具有明显的优势，
氧化还原活性很低。DMPO与 O-、C-、N-、S-中心自由基反
应，形成 EPR谱图易于辨识的自由基加合物。这使得研究人
员能够鉴定在特定反应中形成的自由基的类型。其他自旋捕
获剂（如 α-苯基 -N-叔丁基硝酮（PBN））的情形则有所不
同：无论捕获了什么类型的自由基，所形成的自由基加合物
的 EPR谱图几乎完全相同。DMPO自由基加合物的鉴定，可
通过查阅在线检索出的相关科学文献来实现。

BMPO（5-叔丁氧羰基 -5-甲基 -1-吡咯啉 -N-氧化物）是
DMPO的类似物，由威斯康星医学院开发，旨在突破 DMPO

遇到的一些限制。它最适于在体内或体外特异性捕获短寿命
的超氧自由基、羟基自由基和硫自由基。和 DMPO一样，
BMPO也与自由基反应，形成 EPR谱图易于辨识的自由基加
合物。但 BMPO相比 DMPO有显著的改进，它能与超氧自
由基反应形成更加稳定的自由基加合物（DMPO/•OOH t1/2 = 

45秒；BMPO/•OOH t1/2 = 23分钟）。基于 BMPO的加合
物其 EPR谱图也具有更高的信噪比，使其适合用作细胞悬浮
液中的自由基检测的捕获剂。此外，BMPO是以高度纯化的
晶体形式出售，可以长时间储存。



图式 1

自旋捕获延时实验

利用 DMPO或 BMPO作为自旋捕获剂，在布鲁克 EMXmicro 

6/1 EPR系统上进行自旋捕获实验。通过在布鲁克的 Xenon

软件中设置的二维实验（场扫描 vs.时间），监测自由基加合
物的形成和它们随时间的演化（图 1）。采集完实验数据后，
利用 Xenon的 SpinFit模块模拟每张包含多种物质的信号的
谱图，以鉴别出自由基加合物（图 2）。

遗憾的是，DMPO/•OOH的 EPR测定也存在种种问题，诸
如：过渡金属的干扰，DMPO/•OOH的寿命短，O2•- 会与
DMPO/•OOH和 DMPO/•OH反应，以及 DMPO/•OOH有可
能自发转化形成 DMPO/•OH。下面的实验用于验证超氧自由
基和羟基自由基与 DMPO或 BMPO之间的自由基加合物的
形成。

实验步骤
1.	制备 100 mM 的磷酸盐缓冲液（pH 7.4），含 25 μM的二
乙撑三胺五乙酸（DTPA）（Sigma）作为过渡金属螯合剂。

2.	用100 mM的磷酸盐缓冲液配制1 mM的次黄嘌呤（Sigma）
溶液（pH 7.4）。

3.	用 100 mM的磷酸盐缓冲液配制浓度为 1单位 /毫升的黄
嘌呤氧化酶（Sigma）溶液。

4.	配制浓度为 1 M的 DMPO（Dojindo）溶液。若是 BMPO

（Dojindo），则将 10 mg BMPO溶解到 200 μL磷酸盐缓
冲液中，最终浓度应为 250 mM。

5.	制备总体积为 200 μL的反应混合液。向 Eppendorf离心管
中加入 70 μL缓冲液。然后加入 20 μL 1 M的 DMPO溶液

图 1和图 2

通过 DMPO和 BMPO进行氧中心自由基的自旋捕获（利
用 Xenon软件包进行分析）

超氧自由基

因为与体内的许多反应有关，氧中心自由基尤其引人关注。
通过 DMPO和 BMPO进行超氧自由基（O2•-）的 EPR自旋
捕获，是一种广泛用于研究生物系统中的 O2•- 产生的方法。
酶 /底物系统黄嘌呤 /黄嘌呤氧化酶是产生超氧自由基的常用
方法之一，也是比较来自其他化学或生物反应体系的超氧自
由基通量的一项标准。黄嘌呤氧化酶会将次黄嘌呤氧化成尿
酸（图式 1）；来自该氧化反应的电子传递至氧分子，同时生
成 H2O2和 O2•-：

（或 20 μL 250 mM的 BMPO溶液），以及 100 μL 备好
的 1 mM的次黄嘌呤溶液。最后加入 10 μL黄嘌呤氧化酶
溶液引发反应，振荡离心管，然后将溶液转移至扁平池中。
将扁平池插入谐振腔，调谐波谱仪，继而采集谱图。反应
液组成成分的最终浓度为：100 mM DMPO（或 25 mM 

BMPO）、0.5 mM次黄嘌呤和 0.05单位 /mL黄嘌呤氧化酶。

6.	务必开展排除了一种或多种试剂的对照试验。对照试验能
揭示是否存在顺磁杂质，并证明必须具备所有成分才能产
生 EPR信号。

通过二维场扫描 vs.时间实验设置，获得的两组 DMPO自由基加合物
在特定时间点的实验数据（红色）和 SpinFit模拟谱图（蓝色）。



模拟参数可以键入，也可从 Xenon软件中包含的数据库导
入。一个拟合结果给出每种加合物的积分强度。然后，通过
Xenon的 SpinCount模块，利用该值计算每种自由基加合物
的实际摩尔浓度（图 3）。

图 3

图 4和图 5

在二维场扫描 vs.时间实验中，获得的两组物种在特定时间的谱图的拟
合结果。除了所用的自旋捕获剂，两幅图中的其他条件都完全相同。

实验示例：通过黄嘌呤 /黄嘌呤氧化酶验证超氧自由基
和羟基自由基的产生

为了明确地证实自旋捕获实验中游离羟基自由基的存在，通
常需要利用羟基自由基清除剂进行基于动力学的竞争实验。
例如，在这种竞争试验中可以使用二甲亚砜、乙醇和甲酸盐。

图式 2 

通过从 Xenon的自由基加合物数据库导入或手动输入的方式，在
SpinFit对话框中定义 DMPO自由基加合物。SpinCount模块会给出实
验进行过程中拟合物种对应的面积的报告。

若是 DMPO，则通过黄嘌呤氧化酶系统形成两种自旋加
合 物（DMPO/•OOH 和 DMPO/•OH）（ 图 4）。 若 是
BMPO，则形成 BMPO/•OOH的两种立体异构体，而不产生
BMPO/•OH（图 5）。利用 SpinFit可以得到二维实验中采集
的每个数据切片的模拟谱图（图 4和图 5）。对于二维实验
中的每个时间点，可以看到自旋捕获的 EPR实验谱图、复合
模拟谱图、每种自由基加合物的模拟谱图，以及残差数据。
拟合得到的两种 DMPO加合物的超精细参数（图 4）分别如
下所示：DMPO/•OOH加合物：aN = 14.2 G，aH

β = 11.4 G，
以及 aH

γ1 = 1.2 G；DMPO/•OH加合物：aN = aH
β =14.9 G。

两种 BMPO/•OOH加合物的拟合参数分别如下所示：构象异
构体 I：aN = 13.4 G，aH

β = 12.1 G；构象异构体 II：aN = 13.4 G，
aH
β = 9.4 G（图 5）。SpinCount模块利用二维自旋拟合谱图
的积分强度，计算 DMPO和 BMPO自由基加合物的浓度（图
6和图 7）。

将 SpinFit的结果输入 SpinCount中后，即可获得浓度随实验时间发生
的变化

图 6和图 7



图 8和图 9
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这些试剂与羟基自由基反应，会形成之后能被 DMPO捕获的
碳 -中心自由基（反应体系 2）。下面的实验用于研究黄嘌
呤氧化酶系统中的羟基自由基来源。除了反应是在 10% 的
DMSO（即，在添加其他试剂之前，先取 20 μL DMSO加入
反应混合液中）中进行之外，完全遵照前文所述的实验步骤
1-6开展实验。所得的谱图（图 8）显示出可忽略不计的少许
DMPO/•OH信号，而主要的谱图成分则显示为 DMPO/•CH3

自由基加合物的特征（aN = 16.4 G，aH
β= 23.3 G）。SpinFit

模拟验证了这一点。该结果表明，在无 DMSO存在的情况下
观察到的 DMPO/•OH信号，大多源自于 •OH自由基自身被
捕获，而非 DMPO/•OOH的自发转化。

在反应开始前加入超氧自由基清除酶：超氧化物歧化酶（SOD）
（图 9），用以验证 •OH自由基大多源自于自身被捕获。如
果我们所检测到的 DMPO/•OH实际上源自于 DMPO/•OOH

的转化，则 DMPO/•OH的谱图预计将完全消失。图 9中上
面的谱图是在加入黄嘌呤氧化酶后立即采集的。和预期一样，
SOD完全清除了超氧自由基。但 DMPO/•OH的谱图仍然存
在。这证明 •OH自由基的产生不是由超氧自由基介导的，而
是 H2O2在黄嘌呤氧化酶作用下发生的进一步还原反应所致。
通过加入过氧化氢酶（图 9中下面的谱图）也验证了这一点，
该图显示，DMPO/•OOH和 DMPO/•OH的 EPR强度相比图
4中上面的谱图都降低了。

加 有 10% 的 DMSO 时， 黄 嘌
呤 -黄嘌呤氧化酶系统中形成的
DMPO自由基加合物。

结论
借助 DMPO和 BMPO进行的 EPR自旋捕获实验，可以有
效用于在酶催化反应中产生的超氧自由基的机理研究和动力
学分析。恰当控制的自旋捕获实验证明，自由基加合物的形
成是由于在所研究的反应体系中产生了自由基。DMPO和
BMPO的超氧自由基加合物的 EPR谱图很容易鉴定和区分。
这两种自旋捕获剂还都具备细胞穿透能力，因此都适用于检
测组织和细胞中的细胞外和细胞内超氧自由基。借助布鲁克
的模拟模块 SpinFit（包含在 Xenon软件套件中），很容易精
准地确定自旋加合物的氮氧基 N原子和 β-H原子的超精细耦
合常数值。DMPO的主要缺点是：与超氧自由基之间的反应
速度缓慢，自由基加合物不稳定（t1/2 =45秒），以及容易自
发衰变成 DMPO-羟基加合物。相较之下，BMPO的超氧自
由基自旋加合物具有长得多的半衰期（t1/2 =23分钟），且不
会衰变成羟基加合物。此外，BMPO可通过结晶实现高度纯化，
处理方便，长时间贮存也无需担心发生分解。

加有 1000单位 /mL 的 SOD（上
面的谱图）和 1000单位 /mL的
过氧化氢酶（下面的谱图）时，
黄嘌呤 -黄嘌呤氧化酶系统中形成
的 DMPO自由基加合物。
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