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摘   要：本实验利用对邻苯三酚自氧化体系产生的超氧阴离子自由基(O2·)的清除作用、Fenton 反应检测对羟基自

由基(·OH)的清除作用以及对烷基自由基引发的亚油酸氧化体系的抑制作用，对霍山石斛和铁皮石斛多糖抗氧化活

性能进行了研究。结果表明，两种多糖对超氧阴离子自由基和羟基自由基具有不同程度的清除作用，同时对烷基自

由基引发的亚油酸氧化体系也有显著的抑制作用。研究还发现霍山石斛多糖的抗氧化能力显著强于铁皮石斛多糖。
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Abstract ：The antioxidant activities of polysaccharides from Dendrobium huoshanense and Dendrobium candidum were

evaluated by scavenging activities of superoxide anion (O2·) generated by pyrogallol autoxidation system and hydroxyl free

radicals (·OH) generated by Fenton reaction and inhibiting activity of oxidation system of linoleic acid induced by alkyl radical.

Results showed that polysaccharides from the two Dendrobium species had distinctive scavenging effects of superoxide radical

and hydroxyl radical and their inhibition responses on oxidation system of linoleic acid induced by alkyl radical were also

remarkable. In addition, the antioxidant activity of polysaccharides from Dendrobium huoshanense was stronger than that of

Dendrobium candidum.
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自由基(free radical)是一类含有未配对电子的基

团、分子或原子，主要包括超氧阴离子、羟自由基

等，是人体内的代谢产物，在正常情况下，处于动

态平衡，且浓度很低。当这一平衡被打破，就会对

机体造成损害、引发一系列疾病，目前已发现有 1 0 0

余种此类疾病[1]。多糖(polysaccharide)是一类存在于植

物、动物和微生物中的主要的天然活性物质，具有调

节机体免疫力[2]、抗肿瘤[3]、抗氧化[4]等广泛的药理作

用，且不同来源多糖表现出不同的生物学活性。迄今

为止，人们已成功地从百种植物中提取了多糖，并广

泛用于医药和保健食品中的研究和开发中，植物多糖研

究得比较深入的是稻草、麦秸多糖，竹多糖，刺五加

多糖等[5]。抗氧化是多糖的重要应用领域之一，与其他

外源性抗氧化剂相比，抗氧化多糖具有低毒、安全和

来源广等特点[6-8]。

药用石斛是我国历代本草记载的一类名贵中草药

含有石斛多糖、生物碱等多种活性成分，具有滋阴

清热、生津益胃、润肺止咳等多种功效[ 9 ]。现代药

理研究表明它还具有提高机体免疫力、抗肿瘤和防治

白内障等功能[ 1 0 ]。药用石斛的种类很多，我国约有

3 0 多种，主要分布于西南、华南、台湾等热带、亚

热带和秦岭以南各区。化学成分分析发现，药用石

斛所含的化学成分类型多样，各类成分的化学结构又

各不相同，药理作用也存在较大差异[ 1 0 ]。为此，作

者利用邻苯三酚、F e n t o n 和烷基自由基三个体系测

定霍山石斛和铁皮石斛多糖的抗氧化活性，为石斛多

糖在保健食品、药品领域中的开发利用提供一定理论

依 据 。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

霍山石斛和铁皮石斛分别采自大别山区安徽省霍山

. .
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县和云南思茅山区，并按文献[11]方法进行无菌繁殖。

亚油酸    Sigma公司；其它药品均为国产分析级。

1.2 方法

1.2.1 石斛多糖的提取

取一定量无菌石斛苗于 4 0 ℃下干燥至衡重，并粉

碎，于索氏提取器中用丙酮和甲醇分别提取24h 和 48h，

去除色素等杂质，残留粉末于40℃下干燥至衡重后，用

双脱氧水在50～60℃条件下温浴提取4 次，收集水提液，

并减压浓缩，加入4 倍量95% 乙醇，过夜，离心(15min，

12000g)收集沉淀。沉淀复溶于双脱氧水，重复以上步骤

3次。最终离心收集的沉淀溶于双脱氧水，用Sevag 法[12]

脱蛋白，离心收集的上清液为石斛多糖溶液，并于 4℃

下保存备用。多糖质量分数测定采用苯酚 - 硫酸比色法

测定[12]。

1.2.2 石斛多糖对超氧阴离子自由基清除作用的测定

邻苯三酚在碱性的溶液中易发生氧化反应，生成

有色中间物质和超氧阴离子，随着时间的进行，有色

产物得到积累，同时超氧阴离子清除剂能减小反应体

系在320nm处的吸光度。取2.25ml Tris-HCl缓冲液(0.

05mol/L，pH8.2)，于25℃下预热20min，加入0.5ml不

同浓度的石斛多糖溶液和0.2ml 25mmol/L邻苯三酚溶液，

迅速混匀后于 25℃下反应，在一定时间后，于 32 0 n m

波长处测定溶液的吸光度。O 2 ·清除率计算式：

清除率=(Amax0 － AmaxP)/A0 × 100%

式中，A ma x 0 和 A ma x P 分别表示空白溶液和被测液在

32 0 n m 波长处的最大吸光度。每组实验 3 次重复。

1.2.3 石斛多糖对羟基自由基清除作用的测定

H2O2/Fe2+ 体系可以通过Fenton 反应产生羟自由基：

H2O2+Fe2+ →·OH+OH － +Fe3+。邻二氮菲-Fe2+ 水溶液被

羟自由基氧化为邻二氮非-Fe3+ 后，其 536 nm 处最大吸

收峰消失，因此可以采用邻二氮菲 - F e 2 + 氧化法检测

H2O2/Fe2+ 体系产生的羟自由基[13]。羟自由基的检测：以

去离子水将50mmol/L 的邻二氮菲无水乙醇溶液稀释至，

取 0.75ml 邻二氮菲无水乙醇溶液(5mmol/L)、2.0ml 磷

酸盐缓冲液(0.75mol/L、pH7.4)、0.5ml 硫酸亚铁溶液

(7.5mmol/L)、2.5ml 双脱氧水，充分混匀，加入0.5ml

H2O2(1%)启动反应，反应液在37℃保温1.0h，于 536nm

处测定吸光度 A 5 3 6 损伤。多糖清除羟基自由基的测定：

将2.5ml多糖样品溶液代替2.5ml双脱氧水，按上述方法

于 37℃启动反应 1.0h 后，于 536nm 处测定吸光度 A536

加药。未损伤管中以等体积的双脱氧水代替 H 2O 2( 1 % )

及多糖样品液，测定吸光度 A 53 6 未损伤多糖对羟基自由基

的清除率(E)公式：

              
A536加药－A536损伤

E(%)= —————————

              
A536未损伤－A536损伤

每组实验三次重复。

1.2.4 石斛多糖对烷基自由基基清除作用的测定

取2.5ml 乙醇、2.5ml 0.1mol/L pH8 磷酸缓冲液、

0.05ml 亚油酸和0.5ml 多糖样品液，充分混合，用10W

紫外灯外光照射60min，然后加入2ml 三氯乙酸(20%)和

0.5ml 硫代巴比妥酸(3%，W/V)，95℃水浴反应90min，

冰浴冷却，离心，于 5 3 2 n m 波长处测定吸光度。对照

组以等体积双脱氧水代替多糖样品液，每组实验 3 次重

复。清除烷基自由基能力的计算公式：

P(%)=100(A0 － Ai)/A0

式中，A 0 为对照组吸光度；A i 为加多糖样品液组

的吸光度。

1.3 统计分析

所有实验数据经 SP A S S 软件统计比较分析。

2 结果与分析

2.1 石斛多糖对超氧阴离子自由基的清除作用

多糖分子能显著减小反应体系在 32 0 n m 处的吸光

度，表明霍山石斛多糖和铁皮石斛多糖均具有清除阴离

子自由基的能力。当加入相同浓度的两种多糖后，两

种来源多糖对邻苯三酚的自氧化的促进作用具有相似的
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图1   霍山石斛和铁皮石斛多糖对超氧阴离子自由基(O2·)的清除作用

Fig.1     Scavenging superoxide anion (O2·) activities of polysac-
charides from Dendrobium huoshanense and Dendrobium

candidum

A 和 B 分别代表霍山石斛多糖和铁皮石斛多糖的清除效应。

A

B
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2.2 石斛多糖对羟基自由基的清除作用

利用 Fenton 反应，检测石斛多糖对羟离子自由基

的清除作用，结果如图 3 所示。结果表明，在实验浓

度范围内，两种来源多糖对羟基自由基都有一定的清除

作用，作用效果与多糖浓度呈量效关系，清除率随着

多糖浓度的提高而增大，且在不同浓度范围内，清除

率有显著差异(p＜ 0.05)。当多糖浓度达到0.5mg/ml时，

霍山石斛多糖和铁皮石斛多糖对羟基自由基的清除率分

别达到57% 和 52%，比各自浓度在0.01mg/ml 时的效果

分别提高了约 34 倍和 202 倍。研究结果还表明，在所

选的浓度范围内霍山石斛多糖对羟基自由基的清除率显

著优于铁皮石斛多糖，在相同浓度下，前者清除率是

后者的1.1～9.4倍(图3)。

2.3 石斛多糖对烷基自由基的清除作用

按1.2.4方法分别对不同质量浓度的霍山石斛和铁皮

石斛多糖溶液对亚油酸氧化体系的抑制能力进行实验，

结果见图 4。从图 4 中可以看出，霍山石斛和铁皮石斛

多糖对烷基自由基引发的亚油酸氧化体系均有不同程度

的抑制作用，且与 2.2 所述结果类似，两种来源多糖在

实验浓度范围内对烷基自由基的清除作用与多糖浓度呈量

效关系，清除率随着多糖浓度的提高而增大。当多糖浓

度小于0.1mg/ml 时，两种多糖的作用效果相当，平均清

除率分别为13.5% 和 12.8%。当多糖浓度超过0.1mg/ml

时，霍山石斛多糖的抑制作用显著强于铁皮石斛，霍

山石斛多糖质量浓度为0.3mg/ml 时，清除率已达52%。

当浓度为 0.5mg/ml 时，清除率达到 71%。而铁皮石斛

多糖质量浓度为 0.5mg/ml 时，清除率才达到 52%。说

明霍山石斛多糖具有较强的清除烷基自由基的能力。

变化趋势，但霍山石斛多糖的作用效果较优于铁皮石斛

多糖(图 1、2)。在考察的浓度范围内，320nm 处的吸

光度的降低程度和达到最高值时的时间提前程度与多糖

浓度呈量效关系，随着多糖浓度的增加，两者均有不

同程度的提高(图 2)。当浓度达到1.0mg/ml 时，霍山石

斛和铁皮石斛多糖均在反应 10min 时 A 320 达到最大值，

此时超氧阴离子自由基的清除率分别比对照组降低了

46% 和 39%，反应时间均比对照组提前了 60%(图 2)。
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图2   石斛多糖对超氧阴离子自由基(O2·)的清除率和不同反应体系中

A320达到最大值时的反应时间提前幅度

Fig.2     Scavenging superoxide anion (O2·) ratios of polysaccha-
rides from Dendrobium species and advancement extends of the

reaction time of reaching maximum value of A320 at different
concentrations of polysaccharides
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图3   石斛多糖对羟基自由基(·OH)的清除作用

Fig.3     Scavenging hydroxyl free radicals (·OH) ratios of
polysaccharides from Dendrobium species
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3 结  论

霍山石斛和铁皮石斛多糖体外抗氧化性能研究表

明，两种来源多糖对碱性条件下邻苯三酚产生的超氧阴

离子、Fenton 体系产生的羟基自由基的清除作用和对烷

基自由基引发的亚油酸氧化体系的抑制作用均有显著的

效果，表明两种药用石斛多糖具有较好的抗氧化活性，

结合前期的药理学研究结果[14]，提示这两种多糖作为抗

氧化功能因子在保健功能食品中具有很大的前瞻性，应

用前景可观。本研究还发现，两种石斛多糖虽然都具

有较好的抗氧化活性，但作用效果差异显著，其中霍

山石斛多糖的抗氧化活性明显强于铁皮石斛，原因可能

是两种石斛多糖在结构上存在很大差异[15-16]，多糖结构
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图4     石斛多糖对烷基自由基引发的亚油酸氧化体系的抑制作用

Fig.4      Inhibitory activities of polysaccharides from Dendrobium
species in oxidation system of linoleic acid induced by alkyl

radical
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是其生物活性的基础，因此进一步的分离纯化、结构

分析和构效关系方面的研究工作有待进行。
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摘   要：研究了湖北恩施所购买的荸荠中硒的赋存形态、分布及含硒大分子的提取分离技术。采用不同的浸提液

提取荸荠中的蛋白质，水提取荸荠中的多糖，并测定它们的含量，用微波消化法消化，原子吸收分光法测各组分

中的含硒量。结果表明，蛋白硒是荸荠中硒的主要赋存形态，其占总硒含量的 50.45%；蛋白质组分中，以醇溶

性蛋白质结合的硒量最多，占总硒含量的 38.66%；也有部分硒和多糖结合。
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Abstract ：The combined forms and distribution of selenium，the extraction and separation technology of macromolecule

containing selenium in water chestnut of Enshi city were studied. With various extraction solvent polysaccharide and protein of


