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不同储存年份的艾条燃烧生成自由基的 ＥＳＲ波谱研究
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摘要　目的：研究艾条燃烧生成自由基种类及其含量随储存期的变化，从自由基角度探讨新、陈艾的安全性。方法：采用电子自
旋共振（ＥＳＲ）技术，对艾绒产地为湖北蕲春的１年、３年、５年储存期的艾条燃烧生成的自由基进行检测和分析。结果：１）储存
期分别为１年、３年、５年的艾条燃烧产生的焦油和烟气中均检测到自由基信号，检测到的焦油自由基以醌／半醌自由基为主，气
相自由基包括烷基、烷氧自由基和ＮＯ自由基。２）储存期为３年、５年的艾条燃烧生成醌／半醌自由基、烷类和烷氧自由基以及
ＮＯ自由基的信号均低于１年艾条（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），而储存期为３年和５年的艾条燃烧生成的醌／半醌自由基、烷类和烷氧
自由基信号比较无统计学意义（Ｐ＞００５），５年艾条燃烧生成的ＮＯ自由基信号强度低于３年艾条（Ｐ＜００１）。结论：艾条燃烧
生成的自由基主要为醌／半醌自由基、烷基和烷氧自由基以及ＮＯ自由基，储存期为３年和５年艾条燃烧生成的上述自由基均
少于１年艾条；艾烟中自由基的检测有可能成为新陈艾鉴别和艾灸安全性评价的重要依据。
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　　灸法是中医的基本疗法，目前艾灸作用机制与安
全性是灸法研究中亟待解决的两大问题［１］。艾灸燃烧

生成物的研究已成为艾灸安全性研究的重要组成部

分，现有研究主要集中在艾叶燃烧产生的稳定化学成

分［２－５］，却忽略了艾灸过程中产生的自由基。自由基

是含有单电子的化学基团，反应活性高，能与人体内不

同分子发生反应。自由基影响酶的活化、参与白细胞

免疫反应和人的衰老过程，还能导致基因突变与细胞

凋亡［６－７］。本工作拟采用电子自旋共振仪（ＥＳＲ），配
合相应的自由基捕捉剂和吸收液，对１年、３年、５年不
同储存年份艾条燃烧产生的自由基进行研究，从自由

基角度探讨新陈艾的安全性，为新陈艾安全性评价提

供实验依据。

１　材料与方法
１１　实验材料　湖北李时珍蕲艾制品厂产 １年、３
年、５年艾条。艾绒等级 ３∶１，直径 １８ｍｍ，长度 ２００

·２５８· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｕｇｕｓｔ．２０１３，Ｖｏｌ．８，Ｎｏ．８



ｍｍ，重量２２ｇ，含水量≤１３％。
１２　实验试剂与仪器　苯（ＡＲ，北京益利精细化学
有限公司），ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（ＡＲ，北京化学试剂三
厂），乙酸乙酯（ＡＲ，北京化工厂），邻苯二酚、对苯二
酚、连苯三酚、氢氧化钠（ＡＲ，国药集团化学试剂有
限公司），ＰＢＮ（ｐｈｅｎｙｌ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｎｉｔｒｏｎｅ，美国 ＳＩＧＭＡ
公司），ＤＥＴＣ（ｄｉｅｔｈｙｌｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍｔｅ，美国 ＳＩＧＭＡ公
司），剑桥滤纸（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅｆｉｌｔｅｒ），电子自旋共振仪
（ＥＳＰ３００，德国ＢＲＵＫＥＲ公司），珠江９型自动定时曝
光器（广州自动化仪表厂），ＡＣＯ系列电磁式空气泵
（浙江森森实业有限公司）。

１３　实验方法
１３１　样品制备　１）实验准备：实验前将艾条放入硅
胶干燥剂中平衡２４ｈ。在通风橱内搭建如图１所示实
验装置，燃烧塔上方为倒置玻璃漏斗，玻璃管道中间以

橡皮管相连，②为烟焦油捕集器，可更换滤纸，以捕集
焦油自由基，③试管内加有相应自由基捕集剂，以捕集
气相自由基。

图１　实验装置

　　２）溶液配置：分别配制 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＮ苯溶
液、含６ｍｍｏｌ／ＬＤＥＴＣ和３ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４的水溶液作
为自由基捕集液，现配现用。配制０１ｍｏｌ／Ｌ邻苯二
酚、对苯二酚、连苯三酚和氢氧化钠溶液，备用。

３）自由基捕集：使用时每次吸取１ｍＬ捕集液加入
③试管中，更换②中滤纸。点燃艾条置于①燃烧塔内，
待燃烧产生稳定烟气后即打开空气泵，使烟气通过倒

扣的漏斗进入玻璃管道，经②烟焦油捕集器捕捉焦油
自由基，经③试管中 ＰＢＮ捕集液或（ＤＥＴＣ）２－Ｆｅ

２＋复

合物捕捉气相自由基。每个样本抽取 １ｍｉｎ，重复 ５
次。实验过程中保持实验室温度为（２２±２）℃，相对湿
度为（５５±１０）％。

捕捉自由基完成后，将 ＰＢＮ捕集液移入 １５ｍＬ
ＥＰ管内，编号，放入冰盒，即刻进行 ＥＳＲ检测。（ＤＥ
ＴＣ）２－Ｆｅ

２＋捕集液中加入０３ｍＬ乙酸乙酯，剧烈震荡
３ｍｉｎ，５０００ｇ离心６ｍｉｎ，分离上清后低温避光保存，
用于ＥＳＲ测定。将捕集焦油自由基后的滤纸编号，放

入通风柜内摊开经２４ｈ晾干，用于ＥＳＲ检测。
１３２　ＥＳＲ波谱仪检测条件　ＥＳＲ波谱仪检测前预
热１ｈ，室内温度控制为２１℃。ＥＳＲ波谱仪检测条件
如下表１所示，ＥＳＲ检测波段为Ｘ波段，焦油自由基检
测功率为１０２ｍＷ，气相自由基检测功率为１２８ｍＷ，
微波频率为９７５Ｈｚ，调频１００ｋＨｚ，调幅２８８ｅ＋００Ｇ，
时间常数为３２７６８ｍｓ。

表１　波谱仪检测条件

焦油自由基检测条件 气相自由基检测条件

ＭｉｃｒｏｗａｖｅＢａｎｄ Ｘ Ｘ
ＭｉｃｒｏｗａｖｅＰｏｗｅｒ １０２ｍＷ １２８ｍＷ
ＣｅｎｔｅｒＦｉｅｌｄ ３４７７８５Ｇ ３４７０００Ｇ
ＳｗｅｅｐＷｉｄｔｈ ２００Ｇ １００Ｇ

ＭｉｃｒｏｗａｖｅＦｒｅｑｕｅｎｃｙ ９７５Ｈｚ ９７５Ｈｚ
ＭｏｄｕｌａｔｉｏｎＦｒｅｑｕｅｎｃｙ １００ｋＨｚ １００ｋＨｚ
ＭｏｄｕｌａｔｉｏｎＡｍｐｌｉｔｕｄｅ ２８８ｅ＋００Ｇ ２８８ｅ＋００Ｇ
ＲｅｃｅｉｖｅｒＧａｉｎ ４００ｅ＋０５ ４００ｅ＋０５
ＴｉｍｅＣｏｎｓｔａｎｔ ３２７６８ｍｓｅｃ ３２７６８ｍｓｅｃ

ＲｅｓｕｌｔｉｎｇＳｗｅｅｐＴｉｍｅ ８３８９ｓｅｃｏｎｄｓ ８３８９ｓｅｃｏｎｄｓ
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ２１℃ ２１℃

１３３　检测方法　检测时抽取捕集自由基后的 ＰＢＮ
捕集液４００μＬ加入直径为４ｍｍ的玻璃检测管内，放
入ＥＳＲ检测腔检测。取收集到的乙酸乙酯溶液 １５０
μＬ加入直径２ｍｍ的玻璃管内，放入ＥＳＲ检测腔内检
测。取晾干后的焦油自由基捕集滤纸，小心卷成条状

放入直径为３ｍｍ的透明塑料管内，放入 ＥＳＲ检测腔
检测。

检测前将０１ｍｏｌ／Ｌ的邻苯二酚、对苯二酚和连
苯三酚分别与氢氧化钠溶液按１∶１体积混合，即刻用
于ＥＳＲ检测，检测条件与焦油自由基相同。
２　结果
２１　艾条燃烧产生自由基的ＥＳＲ图谱
２１１　不同储存期艾条燃烧产生焦油自由基图谱　
焦油中自由基用滤纸捕集后可直接用 ＥＳＲ检测得到
如图所示谱线，结合已有文献报道［８］，烟焦油中主要含

有醌／半醌自由基和多环芳烃自由基，可由电子自旋共
振条件公式 ｈν＝ｇβＨ计算分析，醌／半醌自由基饱和
功率在２ｍＷ，而多环芳烃自由基饱和功率在１００ｍＷ，
我们在１０２ｍＷ功率下检测到的 ＥＳＲ波谱中多环芳
烃只占不到１％，主要为半醌类自由基（ＱＨ·）［９－１０］。
２１２　不同储存期艾条产生烟气自由基经 ＰＢＮ捕集
后获得的图谱　根据 ＥＳＲ波谱和超精细分裂常数，结
合已有文献报道，经 ＰＢＮ捕集的烟气自由基主要包
括：烷氧自由基（ＲＯ·）和烷类自由基（Ｒ·）［１０］。
２１３　经（ＤＥＴＣ）２－Ｆｅ

２＋复合物捕集到的烟气自由

基图谱　ＤＥＴＣ首先与亚铁离子结合生成（ＤＥＴＣ）２－
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Ｆｅ２＋复合物，然后与 ＮＯ反应形成捕集复合物（ＤＥ
ＴＣ）２－Ｆｅ

２＋－ＮＯ，电子顺磁共振检测有三重峰特征谱
线［１１］。

　　ａ，ｂ，ｃ分别代表储存期为１年、３年、５年艾条燃烧产生的焦油自由

基ＥＳＲ波谱。

图２　不同储存期艾条产生焦油自由基比较

　　ａ，ｂ，ｃ分别代表储存期为１年、３年、５年艾条燃烧产生的自由基

ＥＳＲ波谱。

图３　ＰＢＮ捕集到的烟气自由基图谱比较

　　ａ，ｂ，ｃ分别代表储存期为１年、３年、５年艾条燃烧产生的自由基

ＥＳＲ波谱。

图４　（ＤＥＴＣ）２－Ｆｅ
２＋复合物捕集到的烟气自由基图谱比较

２１４　半醌自由基再现反应生成自由基信号　邻苯
二酚、对苯二酚和连苯三酚分别与氢氧化钠溶液反应，

在１０２ｍＷ功率下都可检测到相同的自由基信号，以
对苯二酚为例，文献报道［１０］，对苯二酚可在碱性条件

下发生自氧化生成半醌自由基，这与我们得到的结果

一致。

图５　对苯二酚在碱性条件下产生的自由基ＥＳＲ波谱

２２　艾条燃烧产生自由基的相对含量　测量自由基
ＥＳＲ波谱各峰值信号强度的平均值，用以表示自由基
的相对含量，不同储存期艾条燃烧产生的焦油自由基

及经捕集得到的气相自由基信号强度见表２。

结果测得储存期为３年、５年的艾条燃烧产生醌／
半醌自由基、烷类和烷氧自由基以及 ＮＯ自由基的信
号强度都低于１年艾条（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），而３年
和５年艾条燃烧产生的醌／半醌自由基、烷类和烷氧自
由基信号无统计学意义（Ｐ＞００５），５年艾条燃烧产生
的ＮＯ自由基信号强度低于３年艾条（Ｐ＜００１）。

表２　不同储存期艾条产生自由基信号强度（珋ｘ±ｓ）

储存年份样本量 焦油自由基 ＰＢＮ捕集自由基 ＮＯ自由基

１年 ５ ９４２２２０±１１１４２２ ９８６１８０±９３２４２ ６２０５６０±４８６１８
３年 ５ ７７３０６０±１２０７５２８４４４６６±６４８２８ ４６７３０７±６３４４８

５年 ５ ７５００８０±１２３３５８ ８４６８３３±１００４０２ ３４７４４０±３３６０８△△

　　注：与１年艾条比较，Ｐ＜００５；与１年艾条比较，Ｐ＜００１；与３年艾条

比较，△△Ｐ＜００１。

３　讨论
艾灸是中医临床常用的治疗方法。古代医家认为

艾灸临床疗效以陈艾为佳。《孟子·离娄上》云：“犹

七年之病，求三年之艾”。《本草纲目》载：“凡用艾叶，

需用陈久者，治令细软，谓之熟艾，若生艾灸火，则易伤

人肌脉。”现代研究认为：伴随艾存储时间的延长，艾叶

挥发油总量减少，挥发油中多数烯类、部分醇类与醛类

化合物的含量也逐渐降低，而各化合物相应的醇、酮、

酸等氧化产物的含量则逐渐增多［１２］。陈艾挥发油减

少使其燃烧更加缓慢柔和，并推测陈艾经过几年的存

放，有害物质挥发殆尽而安全性提高［１３］。本研究中，

储存时间较长的艾条（３年艾条、５年艾条）燃烧产生的
焦油自由基和烟气自由基比储存时间较短的艾条（１
年艾条）燃烧产生的自由基少。

自由基是具有未配对电子的原子、原子团、分子或

离子，可由共价键的热分解、辐射分解和氧化还原反应

产生。自然界中广泛存在各类自由基，自由基既可以

继续生成新自由基，又可以与其他自由基反应变成惰

性分子，实现自由基的湮灭。生物体内的自由基一方

面能产生脂质过氧化损伤、影响酶活性而对人体产生

损害，另一方面也可以被人体利用从而参与 ＡＴＰ供
能、杀伤病原微生物等一系列生理过程［１４－１５］。

烟焦油中含有醌／半醌自由基和多环芳烃自由基，
我们采集后并经过２４ｈ晾干的艾烟焦油中仍可检测
到醌／半醌自由基信号，说明焦油自由基性质比较稳
定。已有的研究表明，艾叶中主要含挥发油、黄酮、鞣

酸、三萜类、烷烃类成分等［１６］。而对黄酮抗氧化作用

机制研究发现，黄酮可以通过酚羟基与氧自由基反应

生成较稳定的半醌式自由基，从而中止链式反应［１７］。

半醌以稳定的自由基负离子中间体形式存在，可被氧

化成苯醌，又可以还原得到对苯二酚，而对苯二酚具有

活泼羟基，Ｏ－Ｈ键能够均裂生成半醌自由基［１８－１９］。
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艾燃烧生成物中也检测出含有邻苯二酚、对苯二酚、连

苯三酚等物质［３－４］。我们接下来运用ＥＳＲ波谱仪对邻
苯二酚、对苯二酚、连苯三酚在碱性条件下产生的自由

基图谱进行了研究，当检测条件与焦油自由基相同时，

可以检测到典型的半醌自由基图谱，见图５。这和日
本研究者发现艾烟在碱性环境下生成半醌自由基的报

道相一致［２０］。由此我们推断，艾叶中黄酮、鞣酸等物

质在燃烧过程中裂解氧化，产生半醌自由基，并最终生

成稳定的酚类物质。通过相应稳定物质如对苯二酚、

邻苯二酚、连苯三酚与碱作用可以再现得到半醌自由

基，这一发现为我们进一步检测这些半醌自由基的生

物活性奠定基础。

气相自由基不能用 ＥＳＲ波谱仪直接观察，需要采
用自旋捕集技术将不稳定自由基捕捉后转化成一种能

用ＥＳＲ波谱仪检测的自旋加合物，这里用的自旋捕集
剂ＰＢＮ，对烷基自由基和烷氧自由基有特异捕捉能力，
而（ＤＥＴＣ）２－Ｆｅ

２＋复合物可以特异性的捕捉 ＮＯ自由
基。烷氧自由基的寿命极短（＜１ｓ），可在烟气流动过
程中生成，产生毒理学作用［２１］。艾叶中挥发油与长链

烷烃成分在燃烧过程中可裂解生成烷基自由基，与氧

气发生过氧化生成烷氧自由基。ＮＯ是艾条燃烧过程
中经氧化产生的中间产物，为自由基结构。通过 ＮＯ
产生烷基与烷氧基自由基，其反应过程为［１０］：

ＮＲ＋Ｏ２→ＮＯ
２ＮＯ＋Ｏ２→２ＮＯ２
ＮＯ２＋Ｒ→ＲＯ２＋Ｒ·
Ｒ·＋Ｏ２→ＲＯＯ·

ＲＯ２·＋ＮＯ→ＲＯ·＋ＮＯ２
艾叶燃烟具有室内空气消毒的作用，古代用以防

治瘟疫［２２］，除了艾烟中的稳定化学成分如挥发油［２３］、

酚类具有灭菌作用，自由基与微生物之间更容易发生

相互作用。同时，由于艾灸产生的焦油自由基半衰期

长，结构相对稳定，有充分的时间进入人体呼吸道，可

能会导致基因诱变与细胞凋亡，是艾灸安全性的重要

隐患。因此有必要对艾烟中自由基的生物活性和安全

性做更深入的研究。

艾条燃烧生成自由基，我们检测到焦油自由基以

醌／半醌自由基（Ｑ·／ＱＨ·）为主，烟气自由基包括烷
氧自由基（ＲＯ·）、烷类自由基（Ｒ·）和 ＮＯ自由基。
储存期３年和５年艾条燃烧生成的醌／半醌自由基、烷
氧自由基（ＲＯ·）和烷类自由基（Ｒ·）要少于１年艾
条，从自由基可能存在的安全隐患考虑，储存期为３年
和５年的艾条安全性要优于１年艾条。本研究成功由
艾灸生成物中的酚类物质再现得到醌／半醌自由基，为

进一步研究艾灸生成物中自由基的生物活性提供了

基础。

（感谢中国科学院生物物理研究所赵保路教授、张

俊敬老师，中国科学院化学研究所田秋老师对本研究

提供的帮助。）
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