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3种念珠藻多糖对 自由基的清除作用 

汤俊 ，胡征宇 

(中国科学院水生生物研究所，武汉 430072；中国科学院研究生院，北京 100039) 

摘 要：研究了地木耳(Nostoc corrlJT~ne)、葛仙米(J7、『．sp~eroides)和发菜(Ⅳ． 口 rme)3种念珠藻多糖对 自由 

基的清除作用。结果表明，3种念珠藻多糖对超氧阴离子自由基和羟自由基具有很强的清除作用，且呈量效关系， 

地木耳清除超氧自由基作用最强，最高清除率达72．3％，葛仙米和发菜分别为46．7％、35．5％；发菜清除羟自由基 

效果最强，最高清除率达74．3％，葛仙米和地木耳清除率分别为49．O％、46．7％；3种念珠藻多糖对 DPPH自由基 

的清除作用不显著。 
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RaIlical Scavenging Activities of Polysaccharides in Three Nostoc Species 
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(1．Instiaae Hydrobiology，The Chinese Academy ofSc／ences，Wuhan 430072，China； 

2．Graduate Schoolofthe ChineseAcademyof＆ 。Seijing 100039，China) 

Abstract：The radical scavenging activities of polysaccharides in three Nostoc species were investigated 

employing three in vitro systems．The result showed that they all have a concentration—dependent scaven· 

ging effect on superoxide anion radical and hydroxyl radica1．Ⅳ．con~mlxne．with a hiSh inhibition rate of 

72．3％ at 40 g／mL，was the most effective scavenger on superoxide radical ，while that were 46．7％ 

and 35．s％ of N．sphaeroides and N．flagelliforme respectively．Moreover．N．flagelliforllle showed an 
excellent capacity Oil hydroxyl radical scavenging．Its maximal scavenging effect was 74．3％ at the test 

concentration of 30 pLg／mL，while 49．0％ an d 46．7％ wereⅣ．sphaeroides an dⅣ．comxnlMle’s，respec— 

tively．However，three Nostoc polysaccharides had no significant effect on DPPH radical scavenging． 
Key words：Nostoc；Polysaccharldes；Antioxidan t activity；Reactive oxygen species 

念珠藻是世界上分布比较广泛的一类蓝藻，由 

于其较强的多糖分泌能力，近年来关于念珠藻多糖 

的提取、组分分析、结构特点和生物活性等方面的研 

究越来越受到重视。地木耳(Nostoc comlluMle)、葛 

仙米(Ⅳ．sphaeroides)、发菜(Ⅳ．flagellifo丌，le)是 3种 

来 自不同生境的可食用念珠藻，不仅含有多种人体 

所必需的氨基酸、微量元素和维生素，还具有高蛋白 

低脂肪的特点  ̈J，具有很高的食用和保健价值。 

多糖是一类具有抗衰老、抗肿瘤、降血糖、抗凝血及 

免疫促进等生物活性作用的生物大分子，关于多糖 

活性的研究已有许多报道，如极大螺旋藻多糖具有 

很强的清除羟自由基作用 J，海带褐藻多糖硫酸酯 

具有清除超氧自由基的作用 J，半叶马尾藻多糖通 

过提高机体免疫和抗氧化能力 可抑制 肿瘤 

的生长 ，香菇多糖具有抗HIV活性 等。人类许 

多疾病的发生都与自由基有着密切的联系，因此对 

天然食品活性成分清除自由基作用的研究具有重要 

的意义。笔者通过热水抽提法提取了3种念珠藻多 

糖并对其自由基清除活性进行了研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

3种念珠藻(地木耳Nostoc colnlnll21e、葛仙米 Ⅳ． 

伽̂  、发菜Ⅳ．flagellifo )均为本实验室人工 

培养的液体培养物。 

1．2 试剂 

N一甲基吩嗪甲基硫酸盐(PMS)、还原性辅酶 I 

二钠盐(NADHNa )、氯化硝基四氮唑蓝 (NBT)、2． 

脱氧一D一核糖(DR)、二苯基苦基苯肼(DPPH)均 

为Sigma公 司产 品。抗 坏血酸 (L．AscorbicAcid)、 
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D一甘露醇为 Duchefa产品，三(羟甲基)氨基甲烷盐 

酸盐 (Tris—HC1)为 Promega进 口分装，三氯 乙酸 

(TCA)、硫代巴比妥酸(TBA)及其余试剂均购自中 

国医药集团上海化学试剂公司。 

1．3 多糖制备 

藻样干燥粉碎后用80％乙醇浸泡过夜，索氏提 

取器提取 4～6 h至浸出液近无色，蒸馏水浸泡过 

夜，80℃水提3 h，离心收集上清液，藻体加水再提取 

2 h，离心并合并 2次上清液。旋转蒸发仪浓缩，醇 

沉，乙醇和丙酮重复洗涤 2次，干燥，得到褐色粗提 

物。配制 1％粗提物溶液，采用 Sevag法反复去除蛋 

白直至紫外吸收法检测无蛋白质残留，蒸馏水透析 

3 d，醇沉、洗涤、干燥 ，得 到 多糖。再 溶解 ，经 

0．45 m玻璃纤维滤纸(Whatman公司)过滤，醇沉， 

洗涤，干燥，4~C冰箱保存备用 ．9 J。 

1．4 多糖对自由基的清除作用 

1．4．1 清除超氧阴离子自由基 由NADI-I／PMS体 

系产生  ̈ J，本实验对其略作修改。PMS与 NADH— 

Na：反应生成超氧阴离子 自由基，还原 NBT为蓝色 

物质，在波长 560 ilia处有最大吸收 引̈。反应体系 

为4．0 mL Tds—HC1缓冲液(20’mmol／L，pH 8．0)， 

其中含有 20~mol／L PMS、100~mol／L NADHNa：、 

50~rnol／L NBT以及不 同浓度 (2、6、12、24和 

40 pg／mL)的多糖溶液。摇匀，室温反应 5 min，于 

560 ilia波长处测定吸光度值(A)并计算清除率。 

1．4．2 清除羟自由基 由Fë ／H2O2／DR体系产 

生  ̈’ ，本实验对其略作修改。H O 在Vc和 Fë 

存在条件下反应生成羟自由基攻击脱氧核糖，在酸 

性加热条件下，与硫代巴比妥酸反应生成红色化合 

物，在波长 532 ilia处有最大吸收 引̈。2．1 mL磷酸 

缓冲液 (20 mmol／L，pH 7．4)中，包含104~mol／L 

EDTA、100~rnol／L FeC13·6H2O、100~rnol／L抗坏 

血酸、1 mmol／L H2O2、2．8 mmol／L DR及不同浓度 

(3、6、12、18和30~o／mL)的多糖溶液，D一甘露醇作 

为阳性对照，37℃水浴1 h，加 10％ TCA及 1％ TBA 

(50 mmol／L NaOH配制 )，沸 水浴 15 rain，测定 

532 nm波长处吸光值(A)并计算清除率。 

1．4．3 清除有机自由基 有机自由基由 DPPH体 

系产生  ̈，本实验对其略作修改。DPPH是一种稳 

定的自由基，其醇溶液呈现强紫色，在 517 ilia波长 

处有强吸收，加入抗氧剂后，单电子捕获电子成对， 

致使 517 nm波长下的吸光值减弱。在3 mL的反应 

体系中含有 100 p~mol／L DPPH以及不同浓度(2、6、 

12、24和36~g／mL)的样品溶液，摇匀，室温放置 

20 min后，于517 ilia波长处测定吸光值(A)并计算 

清除率 清除率计算方法： 

清除率 =[(A对照一A样品)／A对照]×100％。 

2 结果 

2．1 清除超氧阴离子自由基 

在 NADI-I／PMS体系产生 的超氧阴离子 自由基 

清除实验中，地木耳、葛仙米和发菜多糖在测试浓度 

范围内对超氧自由基均具有一定的清除作用，并且 

清除能力随样品浓度的升高而增强(见图1)。其中 

地木耳多糖清除能力最强，在4o mL的最高测 

试浓度下清除率高达72．3％，并且随多糖浓度的升 

高，清除能力显著增强。葛仙米和发菜多糖的最高 

清除率分别为46．4％和 34．6％，在测试浓度低于 

12 mL时，随浓度升高，清除能力明显增强，浓度 

高于 12~g／mL时，清除能力的增长幅度有所降低， 

但仍呈现上升趋势。 

0 2 6 l2 24 40 

浓度 (gtg／mL) 
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图 1 3种念珠藻多糖清除超氧阴离子 
自由基作用 

Fig．1 The scavenging effects oftllree Noaoc 

polysae~harides Oil superoxide anion radical 

2．2 清除羟自由基 

地木耳、葛仙米及发菜对 Fë ／H O ／DR体系 

产生的羟自由基具有很强的清除能力，并且随样品 

浓度的升高清除率显著增强(见图2)。 

发菜 多糖对羟 自由基 的清除 能力 最强，在 

30~o／mL浓度下清除率为 74．3％，D一甘露醇为 

49．9％，葛仙米和地木耳多糖分别为 49．O％和 

46．7％。葛仙米和地木耳多糖在各个测试浓度对羟 

自由基 的清除能力均相近，且在实验浓度范围内 

(30 mL浓度除外)的清除能力均高于D一甘露醇。 

∞ 们 加 0 
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图2 3种念珠藻多糖清除羟自由基作用 
Fig．2 The scavenging effects ofthree Nostoc 

polysaccharides on hydroxyl radical 

2．3 清除DPPH 自由基 

结果显示，地木耳、葛仙米和发菜多糖对 DPPH 

自由基的清除作用不显著，在36 g／mL浓度处清 

除璋哝 次为4．4％、3．9％和4．1％(图3)。 

0 2 6 I2 24 36 

浓度 (p g／mL) 
COnccntratlO“ 

图 3 3种念珠藻多糖清除 DPPH 自由基 
Fig．3 The scavenging effects ofthree Nostoc 

polysaccharides on DPPH mdlcal 

3 讨论 

自由基产生于机体内的许多氧化还原过程，他 

们由特定的酶(超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱 

甘肽过氧化物酶等)捕获或破坏。正常情况下，机 

体自由基的产生和清除处于一种动态平衡中，如果 

这个平衡被打破，机体内就会产生过量的氧 自由基 

而对机体造成伤害，如引起脂质过氧化而改变生物 

膜结构及功能，损伤 DNA，使蛋 白质变性及酶活力 

丧失等，这些危害直接或间接地导致了炎症、衰老、 

心血管疾病及肿瘤的发生 】。超氧阴离子 自由基 

和羟自由基是最具代表性的活性氧自由基，在机体 

的氧化反应中，超氧阴离子自由基通常最先形成，可 

通过形成其他多种有破坏作用的自由基而使其功能 

放大。羟自由基毒性最强，几乎能与所有的功能性 

生物大分子起反应，造成生物体的巨大伤害[1 。本 

实验结果表明：地木耳、葛仙米和发菜多糖具有很强 

的清除超氧自由基和羟自由基的作用，且不同种念 

珠藻对不同自由基的清除能力不同，但对 DPPH自 

由基的清除作用不明显。 

地木耳、葛仙米及发菜多糖的抗氧化作用可能 

与它们的生境有关。地木耳主要分布在石灰石或喀 

斯特地形区，生境特点是周期性渍水；葛仙米主要生 

活在水稻田；发菜则主要分布于荒漠地带。水分及 

辐射可能影响藻体正常代谢而产生过多自由基，而 

抗氧性则可能是对生境的一种适应。此外，据念珠 

藻多糖组分及结构的研究，地木耳、葛仙米及发菜多 

糖含有半乳糖、葡萄糖、木糖、海藻糖等组分 引̈，这 

些单糖都是有效的还原剂，可以推测3种藻的抗氧 

化作用可能与单糖的还原性质有关。但是3种多糖 

在组成、含量和糖链结构上又有所不同，这可能是导 

致抗氧活性强弱不同的原因。 

3种念珠藻多糖对 DPPH自由基的清除作用不 

显著，可能与糖分子的极性有关：DPPH自由基为醇 

溶性，而多糖在醇中易沉淀，即使醇浓度不足以使多 

糖沉淀，也可能在一定程度上限制了其抗氧化作用 

的发挥。对 DPPH自由基清除作用不显著的另一种 

推测是与多糖的结构有关。据报道，Vc对 DPPH 自 

由基有很强的清除作用，这种强抗氧化作用可能来 

源于其特殊结构。Vc结构中的烯二醇基团极不稳 

定，易脱氢而被氧化为二酮，这使得抗坏血酸具有很 

强的还原性  ̈。据此推测，多糖的抗氧化作用可能 

与自身结构有关，但具体的构效关系及作用机理还 

有待于进一步的研究。 
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