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琼胶低聚糖清除自由基的活性

薛长湖,徐  强,  赵  雪,  李兆杰,  林  洪
(青岛海洋大学食品科学与工程系,山东 青岛  266003)

摘要:采用体外鲁米诺发光和 DPPH 体系对琼胶低聚糖清除氧自由基活性进行了研究。实验结果表明,琼胶低

聚糖 ML 对水溶性的#OH 和 O2
#- 有很好的清除作用, IC50分别为 0. 05 mg#mL - 1、0. 7 mg#mL- 1, 效果与自由基

清除剂肌肽相近。琼胶低聚糖 ML 对醇溶性的 DPPH 自由基有一定的清除活性( IC50为 6. 4mg#mL - 1) ,但是清

除效果远不如 Vc和丙丁酚。对不同的聚合度、含硫量和摩尔浓度的琼胶低聚糖的清除 O2
#- 的活性进行比较,

实验发现含硫量高、分子量大的低聚糖在清除自由基过程中发挥主要作用。琼胶低聚糖 ML 对 LPS+ D- GalN

急性肝损伤小鼠的实验表明,一定浓度的 ML 灌胃可以有效抑制肝损伤小鼠血清 GPT 活性和 MDA 浓度的升

高, 保护抗氧化酶 SOD和 GSH-Px 的活力, 对肝损伤有很好的保护作用。
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Radical scavenging ability of agar oligomers

XUE Chang-hu, XU Qiang, ZHAO Xue, LI Zhao- jie, LIN Hong

( Department of Food Science and Technology , Ocean University of Qingdao , Qingdao  266003, China)

Abstract: The free oxygen radical scavenging effects of agar oligomers were studied by the method for

determination of Luminesecence and DPPH assay. The results showed that agar oligomer ML had strong

scavenging effects on #OH and O2
#- , IC50 were 0. 05mg#mL - 1 and 0. 7mg#mL - 1, but the scavenging ef fect on

DPPH radical was much lower than Vc and probuto l. Comparation of the scavenging activities on O2
#- between

agar Oligomers with different sulphate content and molecular weight showed that high sulphate group or high

molecular weight took the main action to scavenge radicals. Agar oligomers taken ig to LPS+ D- GalN induced

liver injury mice could effectively inhibit the inrease of GPT acticity and MDA content , and maintain the

acitivities of SOD、GSH- Px activity in mice serum. It had good protective effect on liver injury.

Key words: agar oligomers; radical scavenging ; chemical luminescence; liver injury

活性氧自由基在有氧呼吸的生物机体内普遍存在,不能及时清除的自由基可以损伤神经系统,造成

早老年痴呆、震颤麻痹等症;损伤细胞器,促进衰老;损伤遗传物质,参与致癌、促癌; 造成脂质过氧化,形

成血栓、动脉粥样硬化、白内障等症
[ 1]
。自由基清除剂可以有效中和自由基, 减轻此类损伤。多糖类物

质是其中重要的一类。中药多糖、硫酸多糖、壳多糖等对各种自由基的清除作用已有相关报道
[ 2, 5]

, 但

琼胶多糖易于形成凝胶, 不易形成均匀分散系,尚没有琼胶多糖清除自由基的报道。实验通过酸降解制

得水溶性好的琼胶低聚糖,首次研究了其对不同自由基的清除能力, 探讨分子量、硫酸基含量、摩尔浓度
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和质量浓度对清除自由基能力的影响, 并研究了该低聚糖对脂多糖+ D- 氨基半乳糖( LPS+ D- GalN)

所致肝损伤小鼠的肝脏和体内抗氧化酶系统的保护作用,为琼胶的进一步应用提供理论借鉴。

1  材料和方法

1. 1  材料

琼胶低聚糖:不同聚合度的高分子琼胶低聚糖( HL)、中分子琼胶低聚糖( ML)、低分子琼胶低聚糖

( LL)样品由本实验室制备[ 6] ,原料相同,降解条件不同,平均聚合度分别为 4. 12、3. 35、2. 02(总糖/还原

糖法)。不同含硫量的高硫琼胶低聚糖( HS)、低硫琼胶低聚糖( LS)、极低琼胶低聚糖( OS)由本实验室制

备,原料不同,降解条件相同, 含硫量分别为 7. 084%、1. 537%、0. 2%( BaCl2- 明胶法)。

1, 1- 二苯基- B- 苦基肼( DPPH)购于 Aldich Chem 公司, 鲁米诺( luminol )购于 Merck 公司; 肌肽

( carnosine)购于Wako 公司;丙丁酚( protocol)购于 Sigma 公司; 维生素 C ( Vc) 分析纯, 购于淄博化学试

剂厂;干酵母为宜昌食用酵母基地高活性干酵母; 焦性没食子酸购自贵州遵义市第二化工厂。其他试剂

均为分析纯。

WDD- 2型电脑发光测试仪, 北京瑞利分析仪器公司产品; 721 分光光度计,上海第三实验分析仪

器厂。

实验动物: 昆明种小鼠, 18~ 22g, 雌雄各半,青岛市实验动物和动物实验中心提供。

阳性对照药:甘利欣( diammonii glycyrrhizinatis, DG) ,批号: 20010301,保肝护肝药, 连云港正大天晴

制药有限公司生产。

D- 氨基半乳糖(D- GalN)由重庆医学院化学教研室提供。脂多糖( LPS)为 Sigma公司产品。谷丙

转氨酶( GPT) 临床诊断试剂盒、丙二醛( MDA)测试盒、谷胱甘肽过氧化物酶( GSH- Px)测试盒和超氧

化物歧化酶( SOD)测试盒购自南京建成生物工程研究所。

1. 2  方法

1. 2. 1  各自由基清除体系

羟基自由基(#OH)清除体系:抗坏血酸- Cu2+ - 酵母悬浮液- 鲁米诺- H2O2体系
[ 7] ; 超氧阴离子

自由基( O2
#- )清除体系: 焦性没食子酸- 鲁米诺体系[ 7] ; DPPH 自由基清除体系: 糖溶解于Tris-

HCl ( 0. 05 mol#L - 1, pH= 7. 4)中,丙丁酚溶于无水乙醇中备用。取不同体积的糖 Tris-HCl溶液定容到 2

mL, 配成浓度系列, 加入 2 mL DPPH ( 250Lmol) , 用力震荡,室温避光反应 20min,于 517nm 下测吸光值

A [ 8]。

1. 2. 2  琼胶低聚糖对各种自由基的清除效果

取低聚糖 ML 作 3种体系中清除自由基能力实验, #OH 和 O2
#- 体系的清除效果与肌肽比较, DPPH

体系的清除效果与 Vc和丙丁酚比较。IC50为清除 50%自由基时低聚糖浓度。

1. 2. 3  聚合度对琼胶低聚糖清除 O2
#-
能力影响

取LL、ML、HL 样做清除 O2
#- 实验,考察聚合度 2. 02、3. 35、4. 12对清除作用的影响。

1. 2. 4  含硫量对琼胶低聚糖清除 O2
#- 能力影响

取LS、HS、OS样做清除 O2
#- 实验, 考察含硫量1. 558%、7. 084%、0. 2%对清除作用的影响。

1. 2. 5  摩尔浓度对琼胶低聚糖清除 O2
#- 能力影响

以往实验主要采用质量浓度( mg#mL
- 1

)研究糖类物质清除自由基的能力,但化学反应动力学研究

采用摩尔浓度( mol#L- 1)更科学。以琼二糖( DP2)分子量 324为标准,按平均聚合度计算 HL、ML、LL 的

平均分子量为 667、526、327。按此平均分子量配制相同摩尔浓度的糖溶液, 比较三者在 O2
#- 体系中清

除自由基的能力。
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1. 2. 6  体内清除自由基实验
采用 LPS+ D- GalN所致急性肝损伤小鼠模型。昆明小鼠 24只, 随机分为 4组: 正常对照组、阴性

对照组、阳性对照组及给药组。动物除喂给正常饲料外, 阳性对照组动物每日 DG灌胃 90 mg#kg- 1,给

药组动物每日ML 灌胃 150 mg#kg- 1,阴性对照组动物以同体积的生理盐水灌胃。连续给药10d,末次给

药2h后,除正常对照组腹腔注射生理盐水外,其他各组动物均腹腔注射 D- GalN( 600 mg#kg- 1
)和 LPS

( 1Lg#kg- 1) , 造成肝损伤。小鼠禁食不禁水, 24h 后股动脉取血, 分离血清, 测定血清的 GPT、SOD、GSH

- Px 的活性及MDA的含量[ 9]。

2  结果与讨论

2. 1  琼胶低聚糖ML 在 3种体系中清除自由基的能力

图1显示了琼胶低聚糖 ML 对#OH自由基的清除能力。低浓度低聚糖可以迅速清除#OH自由基,

糖浓度升高,其对自由基的抑制率也逐渐上升,但增幅趋缓, 最高抑制率维持在 70%左右。与#OH 自由

基清除剂肌肽比较, 低浓度( 0. 1 mg#mL- 1以下)时 ML 对自由基的清除作用略优于肌肽;而较高浓度

( 0. 1 mg#mL - 1以上)时, ML 的抑制作用略差于肌肽,最高抑制率约 80%。总体看琼胶低聚糖 ML 清除#

OH自由基的能力和肌肽相近, 两者的 IC50分别为 0. 05 mg#mL
- 1
和 0. 11 mg#mL - 1

。图 2显示了琼胶低

聚糖 ML 对 O2
#- 自由基的清除能力。随着低聚糖浓度的增加,抑制率不断上升, 增幅比较均匀, 约 0. 7

mg#mL- 1时达到 IC50, 最大抑制率维持在 90% 以上。与 O2
#- 自由基清除剂肌肽对比发现, 在 1. 2 mg#

mL- 1浓度以下,肌肽的抑制率稍高于 ML,其 IC50约0. 56 mg#mL - 1, 在 1. 2 mg#mL - 1浓度以上时 ML 的

抑制率反而稍高于肌肽。总的看来,琼胶低聚糖 ML 清除 O2
#- 自由基的能力接近于肌肽。

图 1  琼胶低聚糖 ML 对#OH的清除作用

Fig. 1 The comparison between ML and carnosine on

scavenging hydroxy radical

图 2 琼胶低聚糖 ML 对 O2
#- 的清除作用

Fig. 2 The comparison between ML and carnosine on

scavenging superoxide anion radical

DPPH 是一种比较稳定的自由基,其 N上有一个游离电子,因此, 在517nm 处有最大的吸收峰, 其乙

醇溶液呈紫色。加入自由基清除剂后, DPPH 捕捉一个电子与游离电子配对, 在 517nm 处的吸收消失,

紫色褪去。因此,通过测定加入自由基清除剂后 DPPH 在 517nm 处吸收值的下降, 可以看出其对 DPPH

的清除作用。图 3显示了不同浓度Vc和丙丁酚对DPPH的清除能力。通过计算 Vc和丙丁酚对 22. 015

mg#L - 1的 DPPH 清除达100%时的浓度为 25. 8 mg#L- 1和 13. 2 mg#L- 1。图 4显示琼胶低聚糖 ML 对

DPPH清除作用, 在质量浓度高于 Vc 和丙丁酚 1 000倍的情况下, 随浓度增加, 吸光值下降, 但幅度不

大,当吸光值降幅达到 Vc 和丙丁酚降幅一半时(约 A= 0. 8)达到 IC50,此时 ML 浓度约 6. 4 mg#mL - 1。

证明在清除DPPH自由基体系中琼胶低聚糖的效果远不如Vc 和丙丁酚。
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图 3 Vc、丙丁酚对 DPPH 自由基的清除作用

Fig. 3 The scavenging abilities of Vc and protocol on DPPH

图 4 琼胶低聚糖 ML对 DPPH 自由基的清除作用

Fig. 4 The scavenging abilities of agar polymer ML on DPPH

图 5 不同聚合度琼胶低聚糖清除 O2
#- 效果

Fig. 5  The comparison between agar oligomer s with

different DP on scavenging superoxide anion radical

实验表明琼胶低聚糖对水溶性的#OH和 O2
#-
自

由基的清除能力较强, 效果接近肌肽, 而对醇溶性、

脂溶性的 DPPH 自由基的清除能力较差。因此可以

推断在生物体中发挥清除自由基作用时, 低聚糖可

以在体液中发挥清除作用,而不能溶于脂质中, 阻止

脂质过氧化。

2. 2  聚合度对琼胶低聚糖清除自由基能力的
影响

图5显示了不同聚合度琼胶低聚糖 LL、ML、HL

对O2
#- 自由基的清除作用。随着 3种糖浓度增加,

抑制率也逐渐增加, 但增幅趋缓, 最大抑制率约

90%。在 1 mg#mL
- 1
的低浓度以下 3种糖对 O2

#-
自

由基抑制率的关系是 HL> ML> LL, 而 1 mg#mL- 1

浓度以上, 3种糖抑制率的关系是 LL> ML> HL, 总的看来, 3种糖对该自由基的抑制能力处于同一水

平。HL 的抑制率曲线在低浓度时抑制率增长很快,在 0. 6 mg#mL- 1时达到 IC50, 随后增长率趋缓, 抑制

率略低于 LL、ML; ML 的抑制率曲线一直保持较平均的增长率,各浓度下抑制率基本位于HL、LL 之间,

其 IC50约 0. 725mg#mL- 1; LL 在0. 6 mg#mL- 1浓度以下,抑制率增长缓慢, 抑制率低于 ML、LL, 在0. 6~

1. 2 mg#mL - 1
之间增长迅速,最终抑制率超过 ML、LL, 其 IC50约 0. 88 mg#mL

- 1
。

2. 3  含硫量对琼胶低聚糖清除自由基能力的影响

低聚糖OS、LS、HS的有机硫含量分别为 0. 2%、1. 537%、7. 084%, 对O2
#- 的清除效果如图 6,在 1. 8

mg#mL
- 1
浓度以下 3种低聚糖的清除效果差别不大, 高于此浓度含硫量最高的 HS的清除效果显著高

于LS,而 LS又显著高于 OS,说明低聚糖含硫量越高清除自由基的效果越好。但 3种低聚糖的清除效

果均低于琼胶低聚糖 LL、ML、HL,其原因可能是制备过程中使用 NaCl洗脱不同含硫量的琼胶, 这些盐

没能去除完全, 使糖的实际浓度偏低。

2. 4  摩尔浓度对琼胶低聚糖清除自由基能力的影响

在相同的摩尔浓度下低聚糖 LL、ML、HL 对 O2
#- 的清除效果如图 7,分子量高的 HL 在各浓度下均

略高于ML 样,而ML 样显著高于 LL 样。因此在清除自由基过程中,分子量较高的低聚糖起着关键作
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用。可能是体积大的低聚糖和自由基碰撞的概率大,容易捕捉到自由基。

图 6 不同含硫量的琼胶低聚糖清除 O2
#- 效果

Fig . 6 The comparison between agar o ligomers with

different content of sulfate on

scavenging superoxide anion radical

图 7 不同摩尔浓度的琼胶低聚糖清除 O2
#- 效果

Fig. 7  The comparison between agar oligomers with

different concentration on scaveng ing

superoxide anion radical

2. 5  琼胶低聚糖体内清除自由基效果

LPS+ D- GalN诱发的肝损伤模型类似于临床上的病毒性肝炎, D- GalN可经很多途径对肝细胞起

损伤作用,其中诱生自由基[ 10] , 降低抗氧化系统中的 SOD和 GSH- Px 的活性, 引起肝细胞脂质过氧

化
[ 11]

,从而导致肝细胞变性坏死,是重要的致病途径。

2. 5. 1  LPS+ D- GalN所致肝损伤小鼠建模评价

肝细胞受损破裂,GPT 酶被释放到血清中, 使血清中此酶活力上升; MDA 是脂质过氧化的最终产

物,是脂质被自由基损伤的标志产物; SOD、GSH- Px 酶是体内清除自由基酶系中的两种有代表性的酶,

酶活力下降是造成损伤的原因之一。如表 1所示,经 LPS+ D- GalN损伤的阴性组小鼠血清 GPT、MDA

比正常组明显上升, 说明存在肝细胞破坏,脂质过氧化等损伤, 而 SOD、GSH- Px 酶活力则明显下降,

说明小鼠机体中自身的自由基清除酶系受到抑制或损伤。各指标与正常组对比差异非常显

著( P< 0. 01) ,说明LPS+ D- GalN所致肝损伤小鼠建模成功。阳性组因采用 90 mg#kg - 1剂量 DG灌

胃,血清 GPT( P< 0. 01)、MDA( P< 0. 05)含量比阴性组低, SOD( P< 0. 05)、GSH- Px( P< 0. 05)酶活力

比阴性组高,差异显著,说明该模型能体现药物对肝损伤的保护作用。

2. 5. 2  琼胶低聚糖 ML 对 LPS+ D- GalN所致肝损伤小鼠的血清GPT 的影响

表1结果表明,在注射LPS和D- GalN前先按150 mg#kg- 1的剂量灌胃 ML 10d,可以防止小鼠的血

清GPT 的活性升高,与阴性组对照差异显著( P< 0. 05) ,说明琼胶低聚糖 ML 能够较好的保护肝细胞,

减少 LPS+ D- GalN造成的肝细胞坏死,但效果不如阳性药物 DG。

2. 5. 3  琼胶低聚糖 ML 对 LPS+ D- GalN所致肝损伤小鼠的血清MDA的影响

MDA是脂质过氧化的最终产物,是肝损伤中衡量脂质过氧化的重要指标。表 1结果表明, 给药组

MDA含量虽然比阴性组小,但差异并不显著( P> 0. 05) ,说明 ML 保护脂质过氧化损伤的效果不明显。

这一结果与体外清除自由基实验中 ML 不能很好清除脂溶性DPPH自由基的结果类似,原因可能是 ML

在脂质中溶解性不好所致。

2. 5. 4  琼胶低聚糖 ML 对 LPS+ D- GalN 所致肝损伤小鼠的血清 SOD 和 GSH- Px 活性的影响

正常机体存在一套健全的抗氧化系统,包括超氧化物歧化酶( SOD)及谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-

Px)等,它们在体内具有清除有害过氧化物、减轻和阻断脂质过氧化连锁反应等作用。由表1可见, 提前

ML 灌胃可以维持 SOD和 GSH- Px的活力,接近正常组水平, 显著高于阴性组( P< 0. 05) ,接近阳性药

物DG的疗效,其中对 SOD活力的维持甚至好于DG。说明ML 可以保护机体和肝细胞的抗氧化系统不

受LPS+ D- GalN破坏,维持机体内抗氧化酶系的活力, 有助于清除肝损伤中产生的自由基, 保护肝细
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胞不受自由基进一步破坏。
表 1 琼胶低聚糖ML对 LPS+ D- GalN 损伤小鼠血清 GPT、MDA 浓度及 SOD、GSH- Px酶活力影响

Tab. 1 The effects of agar oligomers ML on the serum GPT, MDA and SOD, GSH-Px

activities of liver damaged mice induced by LPS+ D- GalN  n= 6

动物分组
groups

GPT
U#L- 1

MDA
nmol#mL- 1

SOD
UN#mL- 1

GSH- Px
nmol#mL- 1

正常组 normal group 26. 00 ? 7. 75 11. 09 ? 5. 15 296. 51 ? 25. 92 258. 60 ? 40. 45

阴性组 negative group 1097. 83? 212. 18¹ 27. 17 ? 6. 65 ¹ 155. 26 ? 66. 75 ¹ 181. 33 ? 16. 67¹

阳性组 positive group 446. 00 ? 348. 55» 17. 30 ? 5. 93 º 233. 40 ? 40. 60 º 219. 80 ? 32. 12º

给药组medicine group 776. 67 ? 58. 24 º 21. 01 ? 2. 90 279. 42 ? 46. 02 º 210. 33 ? 19. 55º

  注: ¹ 、» 相对于正常组 P < 0. 01, º 相对于阴性组 P < 0. 05

  Notes: ¹ 、» P < 0. 01 compared w ith the normal group, º P < 0. 05 compared w ith the negat ive group

3  结论

琼胶低聚糖能较好的在水相中清除自由基,对#OH 和 O2
#- 清除的 IC50分别为 0. 05 mg#mL- 1和 0. 7

mg#mL- 1,清除效果接近肌肽。大分子低聚糖和含硫酸基高的组分在清除自由基的作用中发挥主要作

用。而对于醇溶性、脂溶性的 DPPH自由基效果不理想。体内抗氧化实验表明,琼胶低聚糖 ML 对肝细

胞有很好的保护作用, 能够有效抑制 LPS+ D- GalN 引起的肝细胞损伤,同时维持体内抗氧化酶 SOD

和GSH- Px 的活性。可以推测 ML 的保肝护肝功能与抗氧化活性有关,它可能是通过清除自由基,减

轻抗氧化酶清除自由基的负担来保护机体,也可能直接提高抗氧化酶活性来消除过多的氧自由基。部

分指标接近或超过阳性对照组,说明琼胶低聚糖 ML 有较好的保肝护肝作用,具有很好的应用价值。
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