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摘要　自由基化学性质高度活泼，极易发生得失电子的氧化还原反应，是环境水体中降解污染物的重要因素。自由基的环境鉴

定和分析对揭示环境污染物降解转化机制具有重要意义。但由于自由基环境浓度极低、反应活性高、寿命短，再加上复杂环境

基质的干扰效应，使其环境分析一直是研究的重点和难点。而且，目前的研究主要针对一些已知的自由基展开，对未知自由基的

识别和鉴定研究较为匮乏。在系统总结典型自由基检测方法及其应用现状的基础上，阐述不同检测方法的优点和缺点，重点探

讨适用于环境水体中羟基自由基等典型自由基的检测方法，并提出自旋捕获结合质谱分析技术具有特异性和高灵敏性的优点，

可同时检测天然水体中多种自由基，并能够识别和鉴定未知自由基，是未来的研究方向。
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Abstract　The chemical properties of free radicals are highly active and easy to cause redox reaction of gain and
loss  of  electrons,  which  is  an  important  factor  for  the  degradation  of  pollutants  in  environmental  waters.
Environmental  identification  and  analysis  of  free  radicals  are  of  great  significance  to  reveal  the  degradation  and
transformation  mechanism  of  pollutants  in  the  environment.  However,  due  to  extremely  low  environmental
concentration,  high  reactive  activity  and  short  life  of  free  radicals,  coupled  with  the  interference  of  complex
environmental matrices, their environmental analysis has been the focus and difficulty of the research. Meanwhile,
most  studies  at  present  focus  on  some  known  free  radicals,  but  there  are  few  studies  on  the  identification  of
unknown  free  radicals.  In  this  study,  on  the  basis  of  systematically  summarizing  the  detection  methods  and
application  status  of  typical  radicals,  the  advantages  and  disadvantages  of  different  detection  methods  were
expounded, especially for the detection methods suitable for typical free radicals such as hydroxyl free radicals in
natural  waters.  It  was  proposed  that  spin  capture  combined  with  mass  spectrometry,  which  could  simultaneously
detect many known radicals and identify unknown free radicals with high specificity and sensitivity, would be the
research direction of radical detection in natural waters.
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自由基（free radical），或称游离基，是一类化学

活性高、浓度低、寿命短，具有未配对价电子 (即外

层轨道具有奇数电子)的原子、原子团或分子。环境

中自由基广泛存在，且化学性质活泼、极易得失电子

发生氧化还原反应，参与各种生物和化学反应[1-6]。

大量研究表明，自由基反应在天然环境介质中普遍存

在 [7-10]，也被广泛应用于高级氧化去除难降解污染

物[11-17]。目前，对于自由基的研究，大多以自由基对
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污染物的降解效果为重点，对于自由基降解污染物

的降解机制缺乏深入研究。其中一个主要的原因是

环境介质中有效检测自由基的难度极大。环境中自

由基的寿命极短（如·OH寿命大约仅为 10−9 s[18]），在
天然水体中的浓度极低（如天然水体表层·OH稳态

浓度一般为 10−17～10−15 mol/L[19]），因此，环境中自由

基的检测分析一直是环境领域研究的一个热点和难

点。笔者综述了目前典型自由基检测方法的技术原

理及其应用现状，并从适用于环境水体自由基检测

的研究角度出发，分析各检测技术的优势和缺点，并

展望了天然水体中自由基检测技术研究新方向，旨

在为进一步揭示环境污染物降解转化机制提供技术

支持。 

1　技术现状

自由基在各种环境介质中普遍存在，种类繁多，

其中活性氧自由基因为强大的氧化能力受到最多关

注，它主要包括·OH、·O2 
−、1O2、·NO、·OOH等。很多

研究也尝试利用不同的方法去检测这些自由基，如

电子自旋共振法 (electron spin resonance，ESR)、高效

液相色谱法 (high performance liquid chromatography，
HPLC)、毛细管电泳法（capillary electrophoresis，CE）、
分光光度法、化学发光法（chemiluminescence，CL）和
气相色谱法 (gas chromatography，GC)等。近年来，

由于能够根据精确的质量数和特定的结构信息，特

异、灵敏检测目标物质，质谱技术（mass spectrometry，
MS）也被应用到自由基检测中来。

由于自由基的反应活性高，几乎无法直接检

测。所以，目前的检测方法都是间接方法，主要分为

2类。一类是化学反应法，其主要基于自由基降解转

化特定化合物，结合 HPLC、CE、分光光度法、CL等

技术检测降解转化产物的种类和含量水平，从而识

别并间接定量自由基的浓度。如研究·OH将水杨酸

氧化成 2,3-二羟基苯甲酸和 2,5-二羟基苯甲酸，通过

水杨酸的添加量和 HPLC法测定 2种氧化产物的

量，间接计算·OH浓度[20-21]。该类方法主要适用于高

级氧化等产生高浓度自由基体系，一般需预先已知

或判断自由基种类，并选择该自由基能够降解转化

的特定化合物。另一类是捕获法，利用自旋捕获剂

间接延长自由基寿命，形成的自旋加合物进一步利

用 ESR等技术检测。ESR是目前检测和分析自由

基应用最广泛的方法，且根据检测原理能够同时检

测几种自由基，但由于其波谱信息容易受样品基质

干扰、特异性不强，很难特异、灵敏地检测实际环境

水样中的自由基。相较之下，质谱技术根据精确的

质量数和特定的结构信息能够特异选择自旋加合

物，可以很大程度上减少环境基质的影响；而且既可

以检测目标自由基加合物，还可能筛查出非目标自

由基加合物。但是无论是 ESR还是质谱检测技术，

都是基于合适的自由基捕获剂实现的，因此，寻找或

研发合适的捕获剂是该类方法应用的关键。 

2　自由基检测技术
 

2.1　分光光度法

分光光度法是一种应用广泛的光化学分析方

法，其主要利用·OH等自由基的强氧化性，改变底物

的结构、性质和颜色，从而可以改变待测液的光谱吸

收，利用底物吸光度的改变间接测定自由基的浓

度。目前，该方法大多应用于·OH的检测研究中，常

用 的 底 物 主 要 包 括 坚 牢 蓝 BB盐 [22]、 亚 甲 蓝

(MB)[23]、水杨酸 [24]、甲基紫 [25]、邻二氮菲-Fe2+[26-27]、
二甲基亚砜（DMSO） [28] 等。Zhao等 [22] 以坚牢蓝

BB盐 为 底 物 利 用 分 光 光 度 法 测 定 Fenton体

系·OH的浓度。颜军等[24] 基于水杨酸与·OH反应生

成的 2,3-二羟基苯甲酸和 2,5-二羟基苯甲酸在波长

510 nm处有最大光谱吸收的原理，建立了一种检测

Fenton反应产生的 ·OH的分光光度法。王金刚

等[23] 根据亚甲蓝可被·OH氧化褪色的原理，研究了

Fenton试剂与亚甲蓝的作用并证实体系中起作用的

是·OH，从而建立了亚甲蓝分光光度法测定·OH浓度

的方法。分光光度法所需仪器廉价、分析速度快、

操作方便，因而应用比较广泛。但是该方法灵敏度

较低，很难满足天然水体中检测自由基的要求，

如·OH的分光光度法检出限通常在µmol/L水平，而天

然水体表层·OH稳态浓度一般为 10−17～10−15 mol/L；
测定过程中的干扰因素也较多，如环境水体本底颜

色可能会造成光谱吸收，从而对测定的准确性和灵

敏度造成影响，在实际环境水体自由基痕量分析过

程中难以应用。 

2.2　化学发光法

CL是利用发光的相对强度对待测试样进行定

量和定性的分析方法。通过利用·OH等活性氧自由

基氧化发光试剂产生化学发光，依据待测自由基的

浓度与体系的化学发光强度在一定条件下呈线性定

量关系的原理测定自由基。与分光光度法相比，CL的

灵敏度明显提高，其检测限一般能达到 1×10−9 mol/L。
目前，常用的发光试剂主要有鲁米诺 (氨基苯二酰一

肼)[29]、酵母[30] 和邻苯二甲酰肼[31] 等。徐向荣等[32]

以酵母为发光底物，利用·OH攻击酵母从酵母壁中

获取电子产生化学发光，建立了测定 Fenton反应中
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产生的·OH的化学发光法，并确定了最佳反应物浓

度使化学发光强度达到最大，该方法已用于模拟染

料废水处理中·OH的测定。孙涛等[33] 检测了由亚铁

离子催化的 Fenton体系产生的·OH、·O2 
−，在碱性条

件下以鲁米诺为发光试剂，利用·OH、·O2 
− 氧化鲁米

诺产生的电子激发态二价阴离子氨基肽酸盐在返回

基态时发出的化学发光强度，测定体系中的

·OH、·O2 
− 浓度。Christopher等 [31] 利用邻苯二甲酰

肼羟基化产物 5-羟基-2,3-二氢-1,4-邻苯二氮二酮在

碱性条件下氧化时产生化学发光的特性，通过化学

发光法对日光照射下天然水体中产生的·OH进行简

单的定量，其检测限为 7.4 nmol/L。尽管 CL比分光

光度法检测自由基灵敏度有明显提高，但是由于可

选择的发光试剂少，且专一性不足，使得该方法检

测·OH等自由基的特异性不强。如鲁米诺在碱性条

件下既可与·OH反应引起化学发光，也可以与过氧

化氢[34] 和超氧化物[35] 反应产生化学发光，这就导致

了测定选择性差的问题。而在实际环境样品分析过

程中环境基质成分也可能与发光试剂反应增加化学

发光强度，影响测定结果，如地表天然水中可能存在

高锰酸钾、过氧化氢等具有强氧化性的化合物，可

在 Cu2+、Fe2+等过渡金属离子或者金属络合物的催

化下氧化鲁米诺并产生化学发光[36]。另外，从检测

原理上来讲，以发光相对强度对自由基进行间接定

量，对浓度差别不大的样品很难进行准确定量，精密

度较差。因此，对于天然水体中自由基的检测，CL
只能作为自由基定量或者定性分析的辅助手段。 

2.3　高效液相色谱法

HPLC是利用液体流动相将不同分析组分带入

色谱柱，经分离进入检测器进行检测的方法。在应

用 HPLC过程中，首先要确定合适的探针化合物，该

化合物能与·OH等自由基发生特异性反应，生成稳定

产物；该产物进一步被分离后，根据探针化合物及其

产物特性，利用紫外、荧光、电化学等检测器进行定

量分析；最后根据自由基与探针化合物/产物的反应

关系间接计算自由基浓度或反应贡献。目前，常用

探针化合物有水杨酸[37]、4-氯苯甲酸[38]、DMSO[39-40]、

糠醇[41]、苯酚[42] 等。在研究地表水中1O2 稳态浓度

过程中，Braun等 [43-44] 利用对1O2 具有高度反应性、

特异性的糠醇与1O2 反应，生成莫洛松，但由于莫洛

松在水中不稳定，易迅速水解为其他产物，所以只能

根据糠醇损失量间接计算1O2 的稳态浓度。Tai等[39]

利用 DMSO捕获天然水在阳光照射下产生的·OH，

产物甲醛经乙酰丙酮和铵盐衍生为 3,5-二乙酰-1,4-
二氢-2,6-二甲基吡啶，并用高效液相色谱荧光检测

器分析，研究了甲醛衍生化反应和·OH自由基捕集

反应的影响因素，以及该方法在日光照射下测定典

型地表水中·OH的适用性，该方法对·OH的检测限

为 0.067 µmol/L。Vaughan等[45] 利用·OH与 DMSO
反应产生·CH3，然后与氨基氮氧化物生成稳定的邻

甲基羟胺，经氟胺衍生后，最后通过反相 HPLC分离

邻甲基羟胺，并间接定量·OH浓度。HPLC一般具有

很高的灵敏度，尤其是对活性氧自由基的检测，检测

限可达 1×10−9～1×10−11 g。但在利用探针化合物被

氧化来实现对天然水中光化学产生的·OH等自由基

浓度的测定时，存在一些缺点：1）天然水中的光活性

物质与探针化合物本身或羟基化产物（如苯酚 [46]、

醌[47] 和水杨酸[48]）之间的光竞争吸收，这些物质在紫

外线 A（320～400 nm)或紫外线 B（280～320 nm）波

段具有强吸收性；2）羟基化产物[49] 的进一步光降解

或羟基化产物与·OH等自由基之间在长期辐照试验

中发生反应[50-51]，这将低估·OH浓度；3）探针化合物

和过渡金属离子之间形成的络合物会影响光芬顿或

类光芬顿反应中 ·OH等自由基的产生 [52]。所以，

HPLC在检测天然水体中自由基的过程中干扰因素

多、受环境基质影响大、合适的探针化合物少、检测

效率低，并不能获得更加准确的结果，相比之下，灵

敏度高、特异性强的质谱技术可能具有更好的技术

优势。 

2.4　毛细管电泳法

CE是一类以毛细管为分离通道、以高压直流电

场为驱动力的新型液相分离技术。与 HPLC法相

比，CE以微量（进样所需的样品体积为 nL级）、高效

和经济等优势在化学、生物、环境等领域得到了广

泛应用。对于自由基的测定，CE常与电化学检测结

合进一步提高灵敏度。Coolen等[53] 通过 CE紫外检

测法，在 200 nm紫外波长下检测水杨酸与·OH反应

产物，间接测定·OH浓度，检测限可达 2×10−7 mol/L。
而 Wang等 [54] 采用 CE安培检测法间接测定游

离·OH浓度，通过向系统中加入与·OH反应的水杨

酸产生具有电活性的 2,3-二羟基苯甲酸和 2,5-二羟

基苯甲酸，从而经安培计检测。在最佳条件下，水杨

酸、2,3-二羟基苯甲酸和 2,5-二羟基苯甲酸能在

15 min内完全分离，且检出限低至 2×10−8 mol/L。程

宏英等 [55] 以对羟基苯甲酸为自由基捕捉剂，经

CE安培检测法检测，对单一目标产物 3,4-二羟基苯

甲酸峰进行计算，测定了硫酸铜-维生素 C反应体系

（pH为 7.4）中生成的·OH浓度。CE法分析速度快，

分离效率高，且在直接分离检测自由基时由于毛细

管内部是一个封闭的体系，可以隔绝外界的 O2 等自
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由基淬灭剂，利于自由基稳定存在和检测。但由于

天然水环境样品中的自由基浓度水平极低，且基体

十分复杂，干扰物质多，所以可能存在其他具有电化

学活性的化合物干扰电化学检测器对目标产物的测

定[56]。另外，探针化合物与自由基反应产物并非全

部具有电化学活性，那么常用的 CE-电化学检测技术

在自由基检测范围上将大大缩小，不利于某些未知

自由基的鉴别。 

2.5　电子自旋共振法

与前述方法利用自由基氧化还原探针化合物不

同，ESR是基于自由基不配对电子自旋产生磁矩的

一种磁共振技术。因此可以选择合适的化合物与自

由基的不配对电子相互作用，改变自由基电子自旋

性质，即抗磁性的自由基捕获剂（在 ESR中没有电子

顺磁共振信号），通过生成顺磁性自旋加合物（在 ESR
中会产生电子顺磁共振信号）增强自由基的环境稳

定性或持久性。进一步通过对 ESR图谱的线宽、线

型、超精细耦合、g因子等波谱参数的解析，根据特

征峰识别自由基的类型，基于曲线积分面积确定自

由基的浓度。目前，氮氧化物是常用的抗磁性自旋

捕获剂，主要分为亚硝基类和硝酮类（表 1）。其中二

甲基吡啶氮氧化物（DMPO）是目前最常用的自旋捕

获剂之一，捕获速度相对较快，针对不同自由基其自

旋加合物的 ESR参数变化较大，易于区分不同自由

基，对以 O为中心的自由基捕获效果好（尤其是

·OH）。赵淑锐等 [57] 以 DMPO为捕获剂，利用 ESR
检测 Fe2+与 H2O2 构建的 Fenton反应体系中·OH，从

ESR谱图中（图 1）可直接观察到·OH的特征波谱。

Feng等 [58] 在过一硫酸盐与羟胺氧化体系中以

DMPO为捕获剂在 ESR上观察到 ·SO4 
−的特征波

谱。Cashman等[59] 在研究过硫酸盐氧化处理 1,4-二
噁烷等污染物过程中的自由基时，通过研究 DMPO
自旋加合物在 ESR上的特征波谱确定·OH的存在。

尽管在实验室模拟高级氧化体系中 ESR能够显示明

显的自旋加合物特征波谱，但是对复杂体系中自由

基的检测（如在实际水样中共存多种自由基并有大

量环境基质干扰），往往看不到清晰的特征波谱。孙

霞[60] 在研究腐殖酸-铜络合物降解阿特拉津过程中，

利用 DMPO捕获和 ESR波谱信息检测自由基，但是

由于腐殖酸基质的干扰，没有发现明显的自由基特

征波谱（图 2），从而未能鉴定体系中的自由基。

Zhou等[61] 在研究黄铁矿活化过一硫酸盐降解邻苯

二甲酸二乙酯过程中，拟利用 ESR证明·SO3 
−到·SO4 

−、

·OH的变化过程，但是由于不同自由基加合物波谱

混合叠加和样品基质背景波谱的掩盖和干扰，无法

清晰观测到·SO3 
−波谱信号，从而不能根据 ESR结果

分析它们之间的变化关系。另外，DMPO捕获自由

基形成的自旋加合物还可能进一步反应，如 DMPO
捕获·O2 

−生成的自旋加合物（DMPO-·OOH）会进一步

衰变生成 DMPO-·OH，它同时也是 DMPO捕获·OH
生成的自旋加合物。也就是说当反应体系中同时存

在·O2 
−和·OH时，二者会与 DMPO通过不同的反应

途径生成 DMPO-·OH，不能清晰揭示反应过程和机

理[62]。因此，对于·O2 
−的 ESR分析，DMPO并不是合

适的捕获剂。相比之下，α-苯基-N-叔丁基氮氧化物

（PBN）与·O2 
−形成的自旋加合物稳定性显著提高，但

是该自旋加合物在 ESR上的特征波谱不明显。除

了 DMPO和 PBN之外，α-(4-吡啶基-1-氧)-N-叔丁基

硝基酮（4-POBN）、四甲基哌啶酮氧化物（TMPO）、

5-(乙氧羰基)-5-甲基-1-吡咯啉-N-氧化物（EMPO）、

2,2,6,6-四甲基哌啶（TEMP）、2,2,6,6-四甲基哌啶氮

氧化物（TEMPO）等自旋捕获剂也被用做自由基捕获

剂进行 ESR分析。如 Janzen等 [63] 在研究 DMPO、

PBN和 4-POBN 3种不同捕获剂对·OH捕获效果时

发现，4-POBN仅适用于检测 pH为 6～7溶液中

的·OH；Hideg等[64] 分别利用 DMPO、TEMP捕获光

照类囊体过程中产生的1O2 等自由基，并经 ESR检

测对应的自旋加合物，结果发现 TEMP仅对1O2 具有

良好捕获效率，且其加合物（TEMPO）稳定，而对其他

自由基捕获效率低。所以，并非所有捕获剂都具有

普适性，对于不同的自由基捕获剂其适用范围也略

有差异，在使用前应充分考虑这些问题。 

2.6　质谱法

MS根据精确的质量数和特定的结构信息特异

识别自由基自旋加合物，因而能特异识别目标自由

基。Podmore等[76] 利用MALDI-TOF-MS检测 Fenton
反应中 POBN与·OH、·CH3 形成的自旋加合物，通

过分子质量和结构碎片等信息明确识别·OH、·CH3。

同时，ESR虽然可以根据与自由基结构相关的一系

列常数（如 g因子和超精细耦合常数等）对自由基进

行简单的种类划分，但超精细耦合常数提供的结构

信息有限，难以区分多种自由基，而且在多种自由基

共存时，它们的波谱相互叠加、干扰，导致 ESR谱图

较为复杂难以解析 [77]。与 ESR检测技术相比，MS
利用电场和磁场将运动的离子按质荷比分离后进行

检测，通过获得的精确分子质量区分捕获剂与不同

自由基形成的自由基加合物，从而实现对多种自由

基的同时检测和分析[78]。Guo等[79-80] 在研究有机过

氧化物与血红蛋白或 Fe2+反应过程中产生的·OH、过

氧基、烷氧基和烷基等自由基时发现，利用 ESR
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难以检测区分多种自由基，而利用 ESI-MS和 MS/
MS检测体系中自由基，通过其质谱图便可清晰、明

确地鉴别 DMPO与·OH（图 3）、过氧基、烷氧基和烷

基等自由基形成的自旋加合物。此外，MS不仅可以

检测目标自由基，还可根据自旋加合物在质谱中裂

解时特定的中性丢失等详尽的结构信息进一步检测

能与捕获剂结合的非目标自由基[81]。Domingues等[82]

在双氧水处理氨基酸、甘油磷酸胆碱、棕榈酸等物

质过程中，利用 DMPO捕获生成的新自由基后直接

进行质谱分析，从而确认了多种自由基的结构。但

 

表 1    用于 ESR 分析的自由基捕获剂

Table 1    Free radical trapping agents for ESR analysis

捕获剂 结构 加合物结构 优点 缺点 数据来源

DMPO

捕获速度较快，针对不同
自由基其自旋加合物的
ESR参数变化较大，易于
区分不同自由基，对以
O为中心的自由基（尤其
是·OH）捕获效果好

自旋加合物寿命较
短，易分解，易与微量
金属离子反应

文献[62,65-67]

PBN
易与C或O为中心的基团
形成相对稳定的自旋加
合物，寿命较长

加合物在ESR谱图
表达不清晰

文献[62,68]

4-POBN 水溶性较好
仅适用于检测pH为
6～7条件下的·OH 文献[63,69]

TMPO
捕获速度较快，其波谱对
自由基识别敏感（尤其
是·OH）

相比DMPO少 1个
βH，自旋加合物提供
信息有限

文献[70]

EMPO
常用于生物体系内可与
氨基酸结合形成捕获效
率更高的捕获体

自旋加合物不稳定，
易分解

文献[71]

TEMP
对1O2具有良好捕获效
率，其加合物稳定

对除1O2以外自由基
捕获效率低，自旋加
合物不稳定

文献[64,72]

TEMPO
对过氧自由基、烷基自
由基有良好捕获效率

对1O2有猝灭作用，
不适用于捕获1O2

文献[64,72]

4-氰基-2,2-二甲
基-2H-咪唑-1-氧化

物（CDI）

对以C为中心自由基、亚
硫酸盐自由基有良好捕
获效率

不适用于捕获·O2 
− 文献[73]

2,2,4-三甲基-2H-
咪唑 1-氧化物

（TMI）

对以C为中心和以S为中
心的自由基具有良好捕
获效率

不适用于捕获·O2 
− 文献[73]

3-吡啶基-N-叔丁
基硝酮（3-PyBN）

pH为6条件下，与PBN相
比，其加合物稳定性更好

加合物的寿命随着
酸碱度的增加而缩短

文献[74-75]
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是在鉴定过程中发现，仅利用质谱质核比差异区分

不同自旋加合物，仍然存在很大的干扰，对于这种现

象，可通过色谱分离等技术进行改善。Jurva等[83] 在

质谱检测之前利用 HPLC对复杂混合物进行有效分

离，降低背景干扰，通过对 MS/MS检测后得到的清

晰谱图进行解析，在观察到 DMPO-OH加合物的同

时还发现了羟甲基、羟乙基等二次自由基与 DMPO
的加合物。Wang等[84] 使用 PBN捕获烟气中的自由

基并利用超高效合相色谱 -四级杆飞行时间质谱

（UPC2/Q-TOF-MS）对其进行检测、分析，根据 PBN
自由基捕捉机理鉴别出卷烟主流烟气中存在的

·C4H5O、·C5H5O、·C5H7O等 14种自由基的分子式

和化学结构。因此，MS在检测环境中自由基方面具

有天然的优势。但是值得注意的是，捕获剂是决定

其检测应用的重要环节。目前文献报道的捕获剂有

DMPO、POBN、TMPO、TEMP、PBN、CDI等，其中

DMPO、POBN、TMPO对以氧为中心的自由基具有

良好的捕获效果，TEMP对1O2 具有良好捕获效果，

PBN易与 C或 O为中心的自由基形成相对稳定的

自旋加合物，而 CDI对以 C为中心自由基、亚硫

酸盐自由基有良好捕获效果。另外，理想的捕获

剂与自由基应该形成单一的加合物，具有足够的环

境持久性、稳定的母离子 /特征离子且质谱响应

信号高。Domingues等[85] 在利用 FAB-MS对 DMPO
与·OH自旋加合物进行质谱检测和鉴定过程中除了

发 现 [{DMPO+O}+H]+， 还 发 现 [2DMPO+3H]+、
[{2DMPO-O}+H]+、[{2DMPO+2O-2H}+H]+等多聚体

及多聚体加合物，对 ·OH的相对定量产生干扰。

DMPO在与 ·OH形成自旋加合物的同时还会与

·O2 
−形成 DMPO-·OOH，该加合物会进一步衰变生成

DMPO-·OH，干扰·OH的定量。而 PBN与·OH加合

 

图 1    芬顿反应体系中·OH 的 ESR 谱图[57]

Fig.1    ESR spectrum of ·OH in Fenton reaction system[57]
 

 

图 2    Cu（Ⅱ）溶液和腐殖酸-Cu（Ⅱ）络合物溶液在光照 0 和

120 s 时的 ESR 谱图[60]

Fig.2    ESR spectrum of Cu (Ⅱ) solution and humic acid-
Cu (Ⅱ) complex solution under illumination for 0 and 120 s[60]
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图 3    Fe2+与异丙苯过氧化氢反应中 DMPO-·OH 的 ESI-MS 谱图和 MS/MS 谱图[79]

Fig.3    ESI-MS and MS/MS spectra of DMPO-·OH in the
reaction of Fe2+ with cumene hydroperoxide[79]
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物虽然在 ESR上波谱信息不明显，但在质谱检测过

程中可清晰观察到高灵敏的单一加合物 PBN-·OH。

另外与 DMPO相比，PBN对以 C为中心的自由基具

有良好的捕获效果。Imaram等[86] 利用 PBN捕获过

氧亚硝酸盐和尿素反应过程中生成以 C为中心的自由

基，依据 LC-MS质谱图鉴别出·CH2NO和·C4H5N4O4。

此外，捕获剂与自由基形成的加合物在质谱中形成

的特征碎片离子（来源于捕获剂）有助于可疑筛查和

非靶向鉴定其他自由基。 

2.7　其他方法

除了分光光度法、CL、HPLC、CE、ESR、MS等

常用自由基检测方法（表 2）外，还有一些分析技术也

被用于自由基的检测，如淬灭法、气相色谱法等。其

中淬灭法，即通过投加一定量的淬灭剂去除体系内

目标自由基，根据对体系的影响评估某一种自由基

的存在及贡献。通常影响程度越大，表明目标自由

基存在且越重要。目前，常见的淬灭剂有乙醇[87]、甲

醇[88]、异丙醇[89]、苯醌[90] 和叔丁醇[87] 等（表 3），其中

叔丁醇淬灭·OH的能力较强，而异丙醇、乙醇、甲醇

可同时淬灭·SO4 
−和·OH[91]。所以，当系统中同时存在

几种自由基时，要注意淬灭剂的选择性，考虑所选淬

灭剂与多种自由基的相互作用，避免产生误

判[90-92]。同时，试验过程中也要注意淬灭剂的浓度以

保证淬灭所有目标自由基，且对降解系统没有显著

的干扰。淬灭法作为自由基检测的初步判断方法，

该方法操作简单，常用于高级氧化降解有机污染物

过程中主要自由基的初步鉴定，但准确性差，无法对

其他未知自由基进行有效检测。若想获得更加准确

的结果，还需利用 ESR、HPLC、MS等其他方法进一

步检测、分析。

气相色谱法（GC）是通过载气（流动相）将自由基

与捕获剂的加合物带入色谱柱进行分离经检测器检

测，通过测定加合物峰面积来间接测定对应自由基

浓度的一种方法。目前在自由基的检测中，GC主要

用于测定·OH浓度。Manzoor等[93] 利用自旋捕获剂

PBN捕获通过 Fenton反应生成的·OH，并对反应瓶

顶部空间中产生的挥发性化合物通过热解吸进行收

集，经气相色谱-质谱分析。该方法可在几分钟甚至

几秒钟内完成对挥发性的自由基加合物的检测、识

别，但对于挥发性较差的自旋加合物并不适用。

Mistry等[94] 将·OH与 DMSO反应转化为甲基，经自

旋捕获剂 POBN捕获生成一种新的二甲基产物

（POBNMe2），通过气相色谱鉴定该产物，从而间接测

定 ·OH，该方法操作繁琐，灵敏度和重复性较差。 

3　结论与展望

（1）由于自由基的高活性、低浓度以及短寿命的

 

表 2    常用自由基检测方法对比

Table 2    Comparison of common free radicals detection methods

检测方法 原理 特点

分光光度法
利用部分自由基强氧化性改变底物的结构、性质和颜色，从而
根据待测液光谱吸收的改变测定自由基浓度

经济，操作方便，分析迅速，准确性、灵敏度较低，实际环境样
品中自由基的检测需考虑本底颜色带来的光谱吸收，检测限达
1×10−6 mol/L

化学发光法
（CL）

利用自由基与化学发光试剂反应产生化学发光，依据待测自由
基的浓度与体系的化学发光强度在一定条件下呈线性定量关
系的原理测定自由基浓度

灵敏度较高，检测速度快，操作简单，精度和选择性较差，检测
限达1×10−9 mol/L

高效液相色谱法
（HPLC）

以液体为流动相，自由基与捕获剂反应产物经色谱柱分离，进
入检测器进行检测

灵敏度较高，快速，高效，反应过程复杂，干扰因素较多，检测限
达10−11～10−9 g

毛细管电泳法
（CE）

以弹性石英毛细管为分离通道,以高压直流电场为驱动力分离
检测自由基与捕获剂反应产物

采样体积小，分离效率高，线性范围宽，选择性好，灵敏度较高，
重现性差，检测限达2×10−8 mol/L

电子自旋共振法
（ESR）

利用自旋捕获剂与自由基形成稳定性更高、寿命更长的自旋
加合物，经电子自旋共振法检测自旋加合物，间接测定自由基
浓度

简单有效，波谱信息易受样品基质干扰、特异性不强，结构信
息有限，定量分析不够精确，检测限达10−8 mol/L

质谱法
（MS）

自由基与自旋捕获剂形成的自旋加合物经电场和磁场作用后，
按质荷比分离后进行准确鉴定、检测

高灵敏度，高特异性，样品用量少，分析速度快，可提供丰富结
构信息，检测限可达10−13 mol/L

 

表 3    淬灭剂及其目标自由基

Table 3    Quenchers and their target free radicals

淬灭剂 目标自由基

甲醇（MeOH） ·OH/·SO4
−

乙醇（EtOH） ·OH/·SO4
−

异丙醇（IPA） ·OH/·SO4
−

亚硝酸钠（NaNO2） ·OH/·SO4
−

叔丁醇（TBA） ·OH(√)/·SO4
−

抗坏血酸（AA） ·OH/·SO4
−(√)

叠氮化钠（NaN3）
1O2

L-组氨酸（L-histidine） 1O2

糠醇（FFA） 1O2

苯醌（BQ） ·O2
−

氯仿（CF） ·O2
−

　　注：√表示主要目标自由基。
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特性，几乎无法对其进行直接检测。目前采用的间

接检测方法主要分为化学反应法和捕获法。其中，

化学反应法包括分光光度法、CL、HPLC、CE、GC
等；捕获法包括 ESR、MS等。

（2）在天然水体的自由基研究中，ESR、HPLC、
CE、CL、分光光度法等方法并不能消除环境基质

的干扰同时检测多种自由基，而自旋捕获结合质谱

分析技术以高灵敏性、高特异性的技术优势为天然

水体中的自由基提供了新的检测和识别手段。

选择或研发具有捕获效率高、加合物单一且稳定性

好、质谱中母离子/特征离子稳定且响应高、易于保

存 等 特 点 的 高 性 能 捕 获 剂 是 该 方 法 应 用 的

关键。
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