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浒苔多糖对羟自由基的清除作用研究
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摘要: 研究确定了 Fenten(水杨酸法 )反应所需水杨酸、H 2O2和 Fe2+ 的浓度, 并用水杨酸法对浒苔 ( Enter o-

morp ha p r olif er a)水提多糖及其酸提多糖对羟自由基的清除能力进行了测定, 同时, 与合成抗氧化剂 BH T

和 TBHQ 进行对比。结果表明, 浒苔水提多糖及酸提多糖对羟自由基均有一定的清除效果,且清除率与浓

度存在剂量依赖关系,酸提多糖对羟自由基的清除能力大于水提多糖。在较高质量浓度( > 1. 2 g/ L )时酸提

多糖对羟自由基的清除能力是水提多糖的 2 倍。
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  浒苔 ( Enteromorp ha p rol if era ) 属于绿藻门

( Chlorophy ta)、绿藻纲( Chlorphgceae)、石莼目( U-l

v ales)、石莼科( Ulv aceae)、浒苔属( Enteromorp ha) ,

浒苔属主要有条浒苔 ( Enter omor p ha clathrata

( Ro th ) Greville )、肠浒苔 ( Enteromorp ha. intesti-

nal i s Grer)、扁浒苔( Enteromorp ha comp ressa ( L . )

Gr ev)、浒苔( Enter omorp ha p rol if era ( M�ller ) J.

Ag. )和管浒苔( Enter omor pha linz a( L . ) J . Ag. [ Ul-

va linz a L. ] )等5种,均为大型经济藻类 [ 1~ 5]。其自

然繁殖能力特别强, 产量巨大。中国海域特别是东

海海域的绿藻 (主要是浒苔)资源十分丰富, 仅福建

沿海每年天然产量(鲜质量)达 10万 t以上。

资料显示, 浒苔含有许多人体必需的营养成

分
[ 6]
, 自古以来即作为食用和药用植物。5本草纲

目6记载浒苔可/烧末吹鼻止鼻血, 汤浸捣敷手背肿

痛0; 中国5食物营养成分表6上记载有浒苔含铁量为

中国食物中之最。近年来又有研究表明浒苔多糖可

降低血糖、血胆固醇以及血清和心脏的脂过氧化物

酶( LPO)含量, 提高超氧化物歧化酶( SOD)活力; 浒

苔还对 Ehr lich 癌和皮肤癌有显著的抑制活性[ 7~ 9]。

除食用及药用外, 浒苔还广泛地应用于化工、饲料、

纺织和国防工业
[ 10]
。

羟自由基( # OH)是一种氧化能力很强的自由

基,可以使机体因糖类、氨基酸、蛋白质、核酸和脂类

等发生氧化而遭受损伤与破坏。因此, # OH 与机

体的衰老、肿瘤、辐射损伤和细胞吞噬有关[ 11, 12]。为

了给浒苔多糖的高值化利用提供基础数据资料, 作

者研究了浒苔多糖对羟自由基的清除作用进行研究。

1  材料与方法

1. 1  材料与试剂

浒苔,采集于 2008年 6 月青岛麦岛海滨, 经清

洗、暴晒、粉碎后,过 40目筛备用。特丁基对苯二酚

( T BHQ ) 标准样品和 2, 6-二叔丁基-4-甲基苯酚

( BHT )均购自美国 Merck 公司, 其他试剂均为国产

分析纯。

双列四孔水浴锅, 北京科伟永鑫实验仪器设备

厂; FW80型万能粉碎机,河北省黄邺市新兴电器厂;

RE-52A 型旋转蒸发仪, 上海亚荣生化仪器厂; S54

型紫外-可见分光光度计,上海棱光有限公司。

1. 2  方法

1. 2. 1  样品的制备
将晒干的浒苔研磨成细小粉末, 按 1B 10( W/ V)

加水, 50 e 水浴搅拌 3 h提取多糖,过滤, 将滤渣同法

提取 2 次, 合并滤液, Sevag 法[ 13] 除去其中蛋白组

分,高速离心后真空浓缩。用 95%的乙醇沉淀其中

多糖组分,沉淀经干燥得浒苔水提多糖; 取适量浒苔

粉末按1 B 1 0( W / V ) 比例加入pH为2盐酸溶液,
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在 50 e 搅拌 3 h,同上述方法获得酸提取多糖。

以无水乙醇配制 BHT、TBHQ 溶液; 用纯水配

制两种糖样品溶液。

1. 2. 2  Fenton反应体系中各成分的浓度对羟自由

基产生的影响

参照文献[ 14]方法进行。利用 H 2O2和 Fe
2+
混

合发生 Fenton反应,生成具有高反应活性的 # OH,

在体系内加人水杨酸捕捉 # OH 并产生有色物质,

该物质在 510 nm 下有最大吸收。但若加入具有

#OH清除作用的物质,便会与水杨酸竞争, 从而使

有色产物生成量减少。其反应机理如下:

Fe
2+

+ H 2O 2 Fe
3+
+ OH

-
+ #OH  

Fe3+ + H 2O 2 Fe2+ + # O2- + 2H +

# OH+ Fe2+ Fe3+ + OH -

# O
2-
+ Fe

3+
Fe

2+
+ O 2

净反应: 2H2O2 2H 2O+ O2

为了确定 Fenton 反应所需水杨酸、H 2 O 2和

Fe2+ 浓度, 取 9 mmo l/ L FeSO4 ,配制成浓度浓度梯

度为 1. 8, 3. 6, 5. 4, 7. 2, 9 mmol/ L 的溶液。反应体

系: A= 双蒸水+ 水杨酸+ Fe2+ + H2O 2 ,于相同的条

件下测得各个 FeSO 4浓度下的吸光度。同理测得

H 2O2、水杨酸最适浓度下的吸光度。

1. 2. 3  浒苔多糖对羟自由基的清除能力

参照文献[ 15]方法进行。具体方法为: 向不同

试管中加入 7 mL 质量浓度分别为 0. 4, 0. 8, 1. 2,

1. 6, 2. 0 g/ L 的样品溶液和 9 mmol/ L 水杨酸、

9 mmol/ L FeSO 4、8. 8 mmo l/ L H 2O2各 1 mL;测定

浒苔多糖吸光度值, 并计算清除率。

实验条件: 37 e 水浴保温 30 m in, 以蒸馏水为参

比,分别在 K为 510 nm 处测两种多糖吸光值, 并通

过清除率计算公式得出各浓度水平下清除率。

清除率 E( % ) = [ 1- ( A x - A xo ) / A 0 ] @ 100%

式中, A 0为空白对照液的吸光度; A x 为加入多糖溶

液后的吸光度; A xo为不加显色剂 H 2O2本底的吸光

度。

同法测定合成抗氧化剂 TBHQ 和 BH T 对羟自

由基清除率。

2  结果与讨论

2. 1  Fenton 反应体系中各成分浓度对羟自

由基产生的影响

图 1为水杨酸、铁离子对羟自由基产生的影响。

从图 1可以看出,当 FeSO 4的浓度为零时, 吸光度为

零。这表明没有痕量 Fe2+ 存在, 就不能启动 Fenton

反应来产生 #OH。随着 FeSO 4浓度增大,吸光度增

大。当 FeSO 4的浓度达到5. 4 mmol/ L 后,羟自由基

浓度几乎不再变化。水杨酸能够捕捉 # OH 并产生

有色物质,在一定范围内随着水杨酸浓度升高, 有色

物质越来越多, 羟自由基浓度增大, 当其浓度达到

7. 2 mmo l/ L 时,吸光度几乎不再变化。

图 1  水杨酸、铁离子对羟自由基吸光度的影响

F ig . 1  Effects of salicylic acid and Fe2+ on the production of # OH

图 2为双氧水浓度对羟自由基产生的影响。从

图 2可以看出,当双氧水的浓度为零时羟自由基的

吸光度为零, 即没有双氧水该反应无法进行。一旦

反应启动后,一定范围内吸光度随着 H 2O 2浓度的增

大而增大,这表明 H 2O2的量和 #OH 的产率成正比。

图 2  双氧水浓度对羟自由基产生的影响

F ig . 2  Effects of hydrogen perox ide concentrat ion on the

pr oduction of # OH

2. 2  浒苔多糖对羟自由基的清除效果
图 3 是浒苔多糖对羟自由基的清除效果。可

见,浒苔水提多糖和酸提多糖均对羟自由基有一定

的清除能力,且随着样品浓度的升高, 其对羟自由基

的清除率也相应升高, 而且在相同质量浓度( > 1. 2

g / L )下, 酸提多糖对羟自由基的清除率约为水提多

糖的两倍,前者在质量浓度为 2 g/ L 时清除率高达
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86. 39%, 从而显示其良好的清除效果。

图 3 两种多糖对羟自由基的清除效果的影响

Fig . 3  Effects o f tw o samples fr om Enter omo rp ha on the

scaveng ing r ate to # OH

图 4为人工合成抗氧化剂 T BHQ 与 BHT 对羟

自由基的清除能力。由图 4可见 TBHQ 与 BH T 对

羟自由基的清除能力在一定范围内与浓度呈正相

关,在相同质量浓度( > 175 mg/ L)时,两者对羟自由

基的清除率相近并均大于 70%, 对比可知, T BHQ

与 BHT 在对羟自由基的清除效果上要优于浒苔的

两种多糖。

图 4  BH T 和 T BHQ 对羟自由基的清除效果

Fig . 4  Effects of BHT and TBHQ on the scavenging rate to # OH

机体的有害产物往往具有强氧化性, 在氧化过

程产生的所有自由基中, 羟自由基毒性最大,对人体

的危害也最严重。羟自由基不但通过脂质过氧化反

应直接损害细胞膜, 而且还可以使许多人体重要的

酶活性降低或失活。更重要的是羟自由基能够直接

破坏细胞核中的 DNA 和 RNA,导致细胞的死亡,从

而引发人类的许多疾病, 如心脏病、老年痴呆症、帕

金森病和肿瘤等
[ 16]
。虽然上述实验结果表明人工合

成抗氧化剂 TBHQ与 BHT 显示了其良好的抗氧化

效果,但作为化学合成抗氧化剂, 其使用剂量有严格

限制。而浒苔多糖作为海藻中天然产物尚具备无毒

害、无剂量限制等优点,作为强羟自由基清除剂和功

能性食品活性成分显示了其广阔的应用前景。
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Abstract: The concentrat ions o f salicy lic acid, H 2O 2 and Fe
2+

needed in Fenten r eact ion model w ere exa-

mined f ir st ly in this paper. Po lysaccharides ex tr acted by w ater ( PW) and acid ( PA) f rom Enter omor pha

were prepared, and then their ant-i ox idat iv e act ivities w er e evaluated by radicals scaveng ing rat io to #OH

and compared w ith synthesized ant iox idants BHT and TBHQ. The results show ed that PW and PA all had

certain activ it ies to scavenge # OH and in a dose-dependent manner, and PA presented higher scavenging

ratio to #OH than PW. At the sample concentrat ion of more than 1. 2 g / L for PA, the scavenging rat io to

#OH doubled compared w ith PW. T her efore, it w as suggested that po lysaccharide by acid ex t ract ion fr om

Enter omor pha should be a st rong # OH scavenger and thus has a bright future in fo od indust ry.

(本文编辑: 康亦兼)

 


