
　
第 46卷　第 4期

2007年　7月

中山大学学报 (自然科学版)
ACTA　SCIENTIARUM　NATURALIUM　UNIVERSITATIS　SUNYATSENI

Vol.46　No.4
Jul.　2007

　

L-抗坏血酸 -6-对羟基苯甲酸酯的
合成及抗氧化活性研究

＊

巫晓琴 , 乔　薇 , 闫素君 , 黎　峰 , 李宁琳 , 马　林
(中山大学化学与化学工程学院 , 广东 广州 510275)

摘　要:采用直接酯化法 , 合成了 L-抗坏血酸-6-对羟基苯甲酸酯 (APHB), 并从清除羟自由基 、 超氧阴离子

自由基 、 DPPH自由基能力及还原能力测试 4个方面研究了它的体外抗氧化活性。结果表明 , L-抗坏血酸-6-对羟

基苯甲酸酯对上述 3种自由基均有较好的清除效果 , 还原能力也较强 , 其抗氧化性能总体上与 VC相当 , 优于市

面上常用的抗氧化剂 TBHQ, 是一种有潜力的 V
C
衍生物。
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　　L-抗坏血酸 (又名维生素 C, VC)是一种人体

必需的水溶性维生素 , 目前广泛用于医疗保健 、食

品添加剂和食品营养强化剂 、 美容 、 畜牧业和水产

养殖业等领域
[ 1]
。由于 VC分子中有烯二醇基团 ,

具有较强的还原能力 , 因此极易被氧化为去氢抗坏

血酸 , 特别是在空气 、光线 、 热和金属离子的存在

下 , 反应更迅速 , 使 VC的功效减弱甚至消失。 VC

的不稳定性成为其使用过程中的一大障碍
[ 2-3]

。同

时 , VC在除 DMF、 DMSO外的大多数有机溶剂中

溶解性很差 , 这也限制了其应用范围 。目前世界上

许多公司和学者都在积极开发各种 VC衍生物 , 已

经研制出来的产品主要包括 VC的金属盐类 , VC与

各种酸形成的酯 (如 VC棕榈酸酯和 VC硬脂酸

酯), 及 VC与糖类的化合物等 。

我们根据对羟基苯甲酸酯的抗菌性能及其对酪

氨酸酶的抑制作用 , 合成了具有良好脂溶性的 L-

抗坏血酸 -6-对羟基苯甲酸酯 (L-ascorbyl6-p-hy-

droxybenzoate, APHB), 希望该 VC衍生物同时具

有抗氧化 、 抗菌以及增白等多种生物活性 。在本文

中 , 我们测试了 L-抗坏血酸 -6-对羟基苯甲酸酯的

一系列抗氧化性能 , 并与 L-抗坏血酸 、 TBHQ进行

了比较 。目前在国内外文献中还未找到该化合物的

抗氧化活性报道 , 类似的有国内黄志良等人于

2004年报道的 L-抗坏血酸苯甲酸酯
[ 4]
。本研究可

为新型 VC衍生物的开发提供依据 。

1　实验部分

1.1　材料 、试剂与仪器

L-抗坏血酸 、对羟基苯甲酸 、 无水硫酸镁 、 碳

酸氢钠 、 磷酸二氢钾 、 磷酸氢二钾 、 邻二氮菲 、

FeSO4、 TBHQ(特丁基对苯二酚)、 Tris、 邻苯三

酚 、 铁氰化钾 、 三氯乙酸 、 FeCl3等均为市售国产

分析纯试剂;DPPH购自 AlfaAesar公司。

质谱用岛津 LCMS-2010A液相色谱质谱联用仪

测定;
1
HNMR用美国 VARIAN公司的 Mercury-

Plus300核磁共振波谱仪测定;熔点在上海精密科

学仪器有限公司生产的申光牌 WRS-1B数字熔点仪

上测定;紫外吸收用岛津 UV-2501PC紫外分光光

度计测定 。

1.2　实验方法

1.2.1 L-抗坏血酸-6-对羟基苯甲酸酯 (APHB)的

合成　采用直接酯化法
[ 5-6]

。向 20 mL浓硫酸中缓

慢加入 5.28 g(30 mmol)的 L-抗坏血酸和 1.38 g

(10 mmol)的对羟基苯甲酸 , 25 ℃下反应 20 h。

反应结束后在冰浴下加入 50mL冰水及 50mL乙酸

乙酯 , 分出乙酸乙酯层 。水层用乙酸乙酯多次萃

取。合并乙酸乙酯层 , 用饱和 NaHCO3冰冷溶液洗

涤 2次 , 再用冰水洗涤 1次。剩下的乙酸乙酯用无

水 MgSO4干燥。 0.1 Pa下 30 ～ 35 ℃旋转蒸发至开

始有沉淀析出 。剩余的液体放入冰箱上层冷冻过

夜 , 第二天抽滤 , 滤渣用二氯甲烷洗两次 , 然后真

空干燥 。产物为奶白色晶体 , 产率约 27%。 θmp
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230.5 ～ 231.8 ℃;
1
HNMR(DMSO-d6 , 300 MHz)δ:

7.84(d, J=8.4 Hz, 2H), 6.83(d, J=8.1 Hz, 2H),

4.79(s, 1H), 4.30 ～ 4.17(m, 2H), 4.08(t, J=6.4

Hz, 1H);
13
CNMR(DMSO-d6 , 75 MHz)δ:170.97,

166.07, 162.38, 152.69, 132.36 (2C), 120.80,

118.70, 115.91(2C), 75.88, 66.29, 65.53;ESI-MS

m/z:295(M
-
, 100%)。

反应路线如下:

1.2.2　APHB清除羟自由基能力测定　测定方法

采用 Fenton反应
[ 7-8]

。先将样品配成一定浓度溶

液 , 然后向 1.5mL离心管中加入 100 μL邻二氮菲

溶液 (7.5 mmol/L, 无水乙醇配), 100 μLFeSO4

溶液 (7.5 mmol/L, 去离子水配 ), 样品溶液 ,

100μLH2O2溶液 (φ=0.1%), 用磷酸盐缓冲液

(0.05mol/L, pH=7.4)配至 1mL。在 37℃下保

温 1 h, 然后倒入比色皿中 , 测定其在 536nm处的

吸光值 Ai。

羟自由基清除率 =
Ai-A
A0 -A

×100%

A为不加样品时溶液的吸光值 , A0 为不加样品和

H2O2时溶液的吸光值。

1.2.3　APHB清除超氧阴离子自由基 (O2·
-
)

能力测定　测定方法采用邻苯三酚自氧化反应 。参

考文献 [ 8-9] , 并作适当改动。先将样品配成一

定浓度溶液 , 然后向 1.5 mL离心管中加入 550 μL

Tris-HCl(0.05 mol/L, pH=8.2)及样品溶液 ,

用去离子水配至 950 μL, 然后加入 50 μL邻苯三

酚溶液 (3 mmol/L, 用 0.01 mol/LHCl配), 混合

均匀后迅速倒入比色皿中 , 测定其在 320 nm处的

动力学曲线 (t=200 s), 得到吸光值随时间变化

的速率 Ki。所用的各种溶液均已 27 ℃水浴预热。

超氧阴离子自由基清除率 =
K0 -Ki
K0

×100%

K0为不加样品时邻苯三酚的自氧化速率。

1.2.4　APHB清除 DPPH自由基 (DPPH· )能力

测定　参考文献 [ 10] 。先将样品配成一定浓度溶

液 , 然后向 1.5mL离心管中加入样品溶液 , 用无

水乙醇配至 650 μL, 混合均匀后加入 350 μL

DPPH·溶液 (15.7×10
-5
mol/L, 无水乙醇配),

放置 30 min, 倒入比色皿中 , 测量其在 517 nm处

的吸光值 Ai。

DPPH自由基清除率 =
A0 -Ai
A0

×100%

A0为不加样品时溶液的吸光值。

1.2.5　APHB还原能力测定　测定方法采用普鲁

士蓝法 , 参考文献 [ 11] , 并加以改动 。先将样品

配成一定浓度溶液 , 然后在 1.5 mL离心管中加入

250 μLK3Fe(CN)6溶液(ρ=1%)及样品溶液 ,用

磷酸盐缓冲液(0.05 mol/L, pH=6.6)配至 650μL,

50 ℃下保温 20 min, 之后依次加入 250 μL三氯乙

酸溶液(ρ=10%), 100 μLFeCl3溶液(ρ=0.1%)。

混合均匀后静置 1 0min, 倒入比色皿中 , 测量其在

700 nm处的吸光值 。

2　结果与讨论

2.1　原料比例与反应条件的选择

由于对羟基苯甲酸含有一个羟基 , 其给电子共

轭效应降低了对位羧基的酸性 , 大大影响了反应活

性 , 因此我们试图通过增加 VC的投料量来替高产

率。实验中 , 当 VC与对羟基苯甲酸的摩尔投料比

为 1.5∶1时 , 产率极低 , 并且产物中混有对羟基苯

甲酸 , 不易除去 , 影响产物纯度 。而当投料比增至

3∶1时 , 产率有明显提高 , 并且基本上已不含有对

羟基苯甲酸 , 产物较纯 , 通过核磁与质谱也确认了

这一点。

VC的耐热性较差 , 高温下易分解 , 因此反应

温度不能太高 。在反应的选择性方面 , VC的 5位

和 6位碳上都含有羟基 , 但 6位羟基为一级羟基 ,

位阻小 , 容易酯化;而 5位的羟基为二级羟基 , 位

阻相对较大 , 不易酯化 。另外 , 我们还采用低温反

应与缓慢加料等方法试图进一步提高酯化反应的选

择性 , 但是温度过低时反应速度又太慢 。综合以上

因素 , 我们选择 25 ℃作为反应温度 , 并且后处理

时旋转蒸发温度保持在 30 ～ 35 ℃。

2.2　APHB清除羟自由基 (HO·)能力

HO·是造成组织脂过氧化 、 蛋白质解聚与聚

合 、 核酸断裂 、 多糖解聚的重要活性氧。因此

HO·清除率是反映物质抗氧化作用的重要指标。

能产生 HO·的体系很多 , 其中 Fenton反应是体内

产生自由基的重要反应
[ 12]
, 其原理如下:

H2O2 +Fe
2+
+H

+
HO· +H2O+Fe

3+

邻二氮菲与 Fe
2+
能形成红色的络合物 , 在 536 nm

处有最大吸收峰。当加入 H2O2后 , Fe
2 +
被 HO·
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氧化为 Fe
3+
, 从而使溶液在 536 nm处的最大吸收

峰消失 。若加入的抗氧化剂清除羟自由基能力越

强 , 则溶液在 536 nm处的吸光值就越高。通常用

EC50值来表示清除 50%自由基时所需抗氧化剂的

量 , EC50已经成为广泛使用的表示抗氧化剂活性的

一个参数
[ 13-14]

。

根据以上原理 , 我们测量了 APHB清除 HO·

的能力 , 并以 VC和市售常用的抗氧化剂 TBHQ作

为对照 。

图 1　APHB对 HO·的清除率

Fig.1　 HydroxylradicalscavengingactivityofAPHB

由图 1可见 , APHB、 VC与 TBHQ对羟自由基

均有清除作用 , 其中 APHB与 VC的清除能力要优

于 TBHQ。三者清除羟自由基的 EC50值分别为 2.3,

1.7和 2.7 mmol/L。另外 , 从图 1中还可以看出 ,

APHB清除羟自由基时有明显的延迟效应 , 即样品

要达到一定的浓度才开始产生清除效果。

2.3　APHB清除超氧阴离子自由基能力

邻苯三酚自氧化的比色分析法由于其所用试剂

简单 , 稳定性和重现性好 , 因而广泛用于测定样品

对超氧阴离子自由基 (O2·
-
)的清除能力。邻苯

三酚在碱性条件下会发生自氧化 , 产生 O2·
-
及有

色中间物质 。O2·
-
对自氧化有催化作用 , 当加入

抗氧化剂后 , O2·
-
被清除 , 邻苯三酚自氧化速率

下降 , 有色中间物质的产生速率随之降低 。通过测

量有色中间物质的产生速率 , 即邻苯三酚的自氧化

速率 , 可间接得到样品对 O2·
-
的清除率 。

经测定 , APHB和 VC清除 O2 ·
-
的 EC50值分

别为 0.051和 0.047 mmol/L, 说明 APHB清除

O2·
-
的效果要略逊于 VC。 TBHQ清除 O2 ·

-
的

EC50值为 8.37 mmol/L, 远大于 APHB和 VC。

我们还扫描了 APHB与邻苯三酚混合液的紫外

吸收光谱 (图 2a)。从图中可以看出 , 随着时间的

增加 , 320 nm处的吸光值增加 , 说明邻苯三酚通

过自氧化逐渐产生有色中间产物 。另一方面 , 265

nm处的吸收峰逐渐变小。由于 VC和 APHB在 265

nm处均有最大吸收峰 (图 2b), 可以推断这个吸

收峰是属于两者共有的 α, β-不饱和酮结构的 , 它

的减小说明该结构发生了变化。因此 , APHB清除

O2·
-
的机理应该是通过 α, β-不饱和酮部分发生

变化而起到清除 O2·
-
的作用 。

图 2　APHB与邻苯三酚混合液(a)和 VC与

邻苯三酚混合液(b)的紫外吸收光谱图

Fig.2　UVspectraofthemixtureofAPHBand

pyrogallol(a)andthemixtureofV
C
andpyrogallol(b)

2.4　APHB清除 DPPH自由基 (DPPH· )能力

DPPH·是测定抗氧化活性使用最广的两种人

工生成的自由基之一。 DPPH法早在 20世纪 50年

代就已提出 , 现在广泛用于定量测定生物试样 、 酚

类物质和食品的抗氧化能力
[ 15]
。

DPPH· (二苯代苦味酰基自由基 , 2, 2′-diphen-

yl-1-picrylhydrazyl)在有机溶剂中是一种稳定的自由

基 , 呈深紫色 , 其孤对电子在 517 nm有强吸收。

DPPH·和抗氧化剂混合后 , 随着 DPPH·与抗氧

化剂给出的氢相结合 , 使体系颜色由紫色变为淡

黄 , 517 nm处的光吸收值减少 , 反应结束后达到

稳定 。DPPH·剩余百分率与抗氧化剂的清除能力

相对应
[ 16]
。

由图 3可见 , APHB、 VC和 TBHQ均对DPPH·

有较好的清除效果 , 三者的 EC50值分别为 16, 20

和 14 μmol/L。虽然 TBHQ的 EC50值最低 , 但是它

对 DPPH·清除率只能达到 80%, 而 APHB和 VC

对 DPPH·的清除率可达到 90%以上 。
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图 3　APHB对 DPPH·的清除率

Fig.3　DPPHradicalscavengingactivityofAPHB

2.5　APHB的还原能力

早在 1988年 , Tanaka等
[ 17]
就指出 , 样品的还

原能力与抗氧化活性之间有显著的相关性 。本实验

所用的普鲁士蓝法测量的是样品将铁氰化钾中的

Fe
3+
还原成 Fe

2+
的能力。由于普鲁士蓝(K[ Fe

Ⅱ

(CN)6Fe
Ⅲ
] )在 700 nm处有强吸收峰 , 因此可以

根据 700 nm处的吸光值高低来间接判断样品的还

原能力。溶液在 700 nm处的吸光值越高 , 则样品

的还原能力越强 。

由图 4可见 , 在相同浓度下 , APHB和 VC的

还原能力均明显强于 TBHQ。

图 4　APHB的还原能力

Fig.4　ReducingabilityofAPHB

3　结　论

实验表明 , L-抗坏血酸 -6-对羟基苯甲酸酯对羟

自由基 、超氧阴离子自由基和 DPPH自由基均有较

好的清除效果 , 还原能力也较强 , 并且具有良好的

脂溶性 , 可以为新型食品添加剂及化妆品原料的开

发提供参考 。

L-抗坏血酸-6-对羟基苯甲酸酯含有对羟基苯甲

酸基团 , 对羟基苯甲酸酯 (尼泊金酯)本身就是

一种强抗菌剂 , 因此我们估计 L-抗坏血酸-6-对羟

基苯甲酸酯应该也具有抗菌作用。未来我们将研究

它的抗菌性能 、 抗油脂氧化性能及对酪氨酸酶的抑

制作用 , 以期进一步对它作全面的评价 。
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InterspeciesVariationsinStomatalSensitivityto
VaporPressureDeficitinFourPlantSpecies

ZHAOPing, LIUHui, SUNGu-chou

(HeshanHillyLandInterdisciplinaryExperimentalStation, SouthChina

InstituteofBotany, ChineseAcademyofSciences, Guangzhou510650 , China)

Abstract:Stomatalconductanceatleafandcanopylevels(gsandGs)WasmeasuredbyemployingCO2exchange

-measuringsystemandsapflowmeasurementstoevaluatethestomatalsensitivities(-dgs/dlnDsor-dGs/dlnD)

inproportionaltomagnitudeofgsorGstowatervaporpressuredeficit(D)underconditionofD=1kPa.However,

themagnitudeofthestomatalsensitivityvariedconsiderablyamongspecies.Thesensitivitywascorrelatedwiththe

referencestomatalconductance(gsref)withaslopeof0.58 atleaf-level(r
2
=0.88)andwithaslopeof0.65 at

canopy-level(r
2
=0.86).TheresultsshowedthatthespecieswithhighergsorGsatlowDsorDshowedahigher

sensitivitytoDsorD.SunplantsuchasRhodomyrtustomentusaandSchimasuperbahadstomatahigherstomatal

conductanceandexhibitedagreatersensitivitytoDsatleaf-levelandtoDatcanopy-level.However, ashade-

tolerantspeciesArdisiaquinquegonewithlowerstomatalconductancewaslesssensitivetoDsorD.Meancanopy

stomatalconductance(Gs)wasmeasuredbyusingsapflowmeasurementinwholetreeofAcaciamangium.There-

lationshipbetweenGsandDwasclose(r
2
=0.94).WhenD=1 kPa, thesensitivityofGstoD(-m)was

72.1mmol·m
-1
·s

-1
·ln(kPa)

-1
showingGs>m.Therelationshipbetweenmeancanopystomatalconductanceand

sapfluxdensitywasr
2
=0.45.AhigherGsatlowDinA.mangiumshowedagreatersensitivitytoD, whichis

similartothatofS.superba, implyingthatitbewellcapableofregulatingleafwaterpotentialifgrowninsubtropi-

calenvironmentwhereseasonaldryperiodoccurs.

Keywords:stomatalconductance;meancanopystomatalconductance;vaporpressuredeficit;sensitivitytovapor

pressuredeficit
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SynthesisandAntioxidantActivityEvaluationof
L-ascorbyl6-p-HydroxylBenzoate

WUXiao-qin, QIAOWei, YANSu-jun, LIFeng, LINing-lin, MALin

(SchoolofChemistryandChemicalEngineering, SunYat-senUniversity, Guangzhou510275, China)

Abstract:L-ascorbyl6-p-hydroxybenzoate(APHB)waspreparedbyesterificationofL-ascorbicacidandp-hy-

droxybenzoicacid.Theantioxidantpropertieswereevaluatedbyseveralmethods:scavengingeffectonhydroxyl

radical, superoxideradical, DPPHradicalandreducingpower.TheresultsshowedthatAPHBhadsignificantan-

tioxidativepropertiesandcouldbeanpotentialVCderivate.

Keywords:L-ascorbicacid;p-hydroxybenzoate;L-ascorbyl6-p-hydroxybenzoate;synthesis;antioxidant
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