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黄瓜多糖抗氧化活性研究
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摘 　要 :建立了热水提取、乙醇沉淀、Sevage法除蛋白、有机溶剂分离精制提取黄瓜多糖的方法 ,并用蒽

酮 -硫酸比色法测定其含量 ;采用超氧阴离子自由基、羟基自由基、二苯代苦味肼基自由基 (DPPH·) 体系 ,

对黄瓜多糖的抗氧化活性进行了研究 ,结果表明 :黄瓜多糖对 DPPH·、·OH and O
-

2 ·具有较强的清除能

力 ,与其浓度呈线性关系。
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多糖是生物体内普遍存在的一类生物大分子 ,具有许多重要的生物活性 ,如参与细胞骨架的构成 ,具有

抗菌、抗病毒、抗寄生虫、抗肿瘤、抗辐射、抗衰老、抗炎、降低血脂及改善动物生产性能等一系列作用。几乎

所有的动物、植物和微生物体内都含有多糖 [ 1 ]。自由基是人体的代谢产物 ,可以造成生物膜系统损伤以及

细胞内氧化磷酸化障碍 ,是人体疾病、衰老和死亡的直接参与者 ,对人体的健康和长寿危害非常大。研究自

由基与许多病理现象的关系 ,寻找其清除剂已成为当今十分活跃的研究领域。黄瓜 (Cucum is saticus L. )为

葫芦科 ,黄瓜属。现代医学认为 ,黄瓜富含多种营养成分 ,是难得的排毒养颜食品 ,其种子有利尿作用 [ 2 ] ,瓜

汁在几种化妆品配方中用作收敛剂。采用水浸提法从黄瓜果实中提取制备多糖 ,分别用超氧阴离子自由基

体系 (O
-

2 )、羟基自由基体系 (·OH)、二苯代苦味肼基自由基体系 (DPPH·) ,对黄瓜多糖体外清除自由基

能力进行了研究 ,为黄瓜功能食品和保健品的开发提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

黄瓜 ,购于本地农贸市场 ; 旋转蒸发仪 ,冷冻离心机 ,电子天平 ,电热恒温水浴锅 ,紫外可见分光光度计 ,

干燥箱 ,组织捣碎机 ; DPPH·,三羟基甲基氨基甲烷 ( Tris) 、邻苯三酚、水杨酸等分析纯试剂。

1. 2　实验方法

(1) 多糖的提取与精制。黄瓜经破碎、80 ℃恒温水浴锅中浸提 3 h,然后用 4层纱布过滤 ,减压浓缩、

Sevage法脱蛋白、流水透析 , 95%乙醇沉淀 , 0 ℃过夜 ,收集沉淀物 ,冷冻离心 ,沉淀经无水乙醇、丙酮洗涤各

2次 , 60 ℃烘干备用 ,即得精制黄瓜多糖样品。

(2) 黄瓜多糖含量的测定。多糖标准曲线溶液的制作 ,用葡萄糖作为标样 ,采用蒽酮 - 硫酸法测定多糖

含量 [ 3, 4 ] ,用分光光度计在 620 nm处测定吸光值 A ,得回归方程 ;样品多糖含量测定时 ,准确称取 10. 00 mg

黄瓜多糖 ,定至 100 mL,准确吸取黄瓜粗多糖溶液 1. 00 mL,加入蒽酮试剂 ,以蒸馏水作空白 ,于沸水浴中加

热 10 m in,测定吸光值 A 620,重复 3次 ,计算糖含量。

(3) 黄瓜多糖对超氧阴离子自由基 (O
-

2 )的清除实验 [ 5, 6 ]。邻苯三酚在弱碱性条件下能迅速自身氧化 ,

释放出氧自由基 O
-

2 ,生成有色的中间产物 ,由此出现的一系列颜色变化 ,可以利用分光光度法进行测定。
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当有抑制剂存在时 ,可清除氧自由基 ,从而阻止中间产物的积累 ,根据吸光度数值的变化可求出抗氧化剂的

活性 ;反应液在 325 nm 的吸光值在反应开始后 5 m in之内随时间变化而线性增大 ,因此可以利用分光光度

法进行测定。将黄瓜多糖用水配成 4、8、12、16、20、24、28 mg/mL 浓度的溶液备用 ;取 0. 05 mol/ L Tris2HCl

缓冲液 4. 5 mL ,置于 25 ℃水浴中预热 ,分别加入不同浓度 1 mL 试样和 0. 4 mL 25 mmol/ L 邻苯三酚溶

液 ,于 25 ℃水浴中反应 ,加入 8 mmol/ L HCl 1 mL终止反应 , 325 nm下每隔 1 m in测定吸光度 ( A0 ) ,计算

线性范围内每分钟吸光度的增加 ,每个浓度平行做 3次 ,取其平均值 , 氧自由基清除率的计算公式为 :抑制

率 ( % ) = (ΔA0 -ΔA ) /ΔA0 ×100,其中ΔA0 为邻苯三酚的自氧化速率 ,ΔA 为加入多糖溶液后邻苯三酚的氧

化速率 ,单位均为吸光度每分钟的增值。
(4) 黄瓜多糖清除羟自由基的清除实验。利用 Feton体系 [ 7 ]测试 ,该物质在 510 nm有吸收峰 ,如果在反

应体系中加入有清除 ·OH能力的物质 ,与水杨酸竞争 ·OH,使有色物质生成量减少。在 510 nm下测定各

浓度的吸光度。反应体系中含有 8. 8 mmol/L H2 O2 1 mL、9 mmol/LFeSO4 1 mL、9 mmol/L 水杨酸 - 乙醇

1 mL、不同浓度的多糖溶液 1 mL。最后加 H2 O2 启动反应 ,与蒸馏水为参比 ,在 510 nm下测定各浓度的吸光

度。以 9 mmol/LFeSO4 1 mL、9 mmol/L水杨酸 -乙醇 1 mL、不同浓度的多糖溶液 1 mL和 1 mL蒸馏水作为

多糖的本底吸收值。每个浓度重复 3次 ,取光吸收值的平均值。自由基清除率的计算公式为 :清除率 ( % ) =

A0 - (Ax - Ax0
) /A0 ×100,其中 A0 为不加多糖空白对照液的吸光度 , Ax 为加入多糖溶液后的吸光度 , Ax0

为不

加显色剂 H2O2 多糖溶液本底的吸光度。

(5) 黄瓜多糖清除 DPPH·自由基的清除实验 [ 8, 9 ]。DPPH·是一种在有机溶剂中非常稳定的自由基 ,

呈紫色 ,在 517 nm处有一个特征吸收峰 ,当其遇到自由基清除剂时 ,与 DPPH的孤电子配对 ,使其颜色变浅 ,

在最大吸收波长处的吸光度变小。通过测定吸光度的变化来评价对 DPPH 自由基的清除效果 ;实验中每个

浓度平行做 3次 ,取其平均值。不同浓度的多糖溶液 ,加入 2 mL DPPH溶液 ,在 517 nm 下测得吸光值为

A i ;空白组为 2 mL 95 %的乙醇溶液代替 DPPH溶液 ,测得吸光值为 A j;对照组 2 mL DPPH溶液与 2 mL 蒸馏

水在 517 nm下测得吸光值为 A0 ;并以等体积蒸馏水和 95%的乙醇混合液作为空白调零。清除率按公式计

算 : DDDP自由基清除率 % = A0 - (A i - A j ) /A0 ×100用抑制率为 50%时的多糖浓度 ( IC50 )来衡量样品对自

由基的清除能力 ,其值越小 ,样品清除自由基能力越强。

图 1　黄瓜多糖对自由基的清除

2　结果与分析

2. 1　多糖提取物鉴定及含量测定

实验中制得的黄瓜多糖溶液对双缩脲试剂和茚三酮均无

颜色反应 ,遇蒽酮 -硫酸试剂发生相应的特征性颜色反应 ,表

明该物质为多糖 ;实验数据处理后得回归方程 :

C (mg/mL) = 9. 96 A + 0. 021 4, 其中决定系数 r =

0. 999 4, 标准葡萄糖的吸光度在 10～80 mg/mL之间呈良好

的线性关系 ,此回归方程可以很好的拟合实验数据。黄瓜粗

多糖溶液吸光值共实验 3次 ,分别为 0. 407 3, 0. 405 8, 0. 407 6,其平均吸光值为 0. 406 9,由回归方程和稀释倍

数 ,样品重量得 :多糖浓度为 4. 1 mg/mL提取液 , 黄瓜多糖含量为 32. 8 mg/g·f,粗多糖中含糖量为 77. 4%。

2. 2 　黄瓜多糖对自由基的清除作用

黄瓜多糖对非细胞体系产生的超氧阴离子自由基、DDDP自由基、羟自由基均有明显的清除作用 ,且有

量效关系 ,其清除率随着多糖浓度的增加而提高 ,见图 1。当其浓度在 8 mg/mL 时 ,对超氧阴离子的清除率

基本上达 74% ,多糖半数抑制浓度 IC50是 5. 2 mg/mL;黄瓜多糖清除羟基自由基的结果见图 1,随着多糖浓

度的升高 ,对羟基自由基的清除能力逐渐增强 ,当加入量 < 20 mg/ mL时 ,羟基自由基的清除率逐渐增大 ,增

至 20 mg时清除率最高达 81% , 当多糖加入量超过 20 mg时 ,随着多糖的增加 ,其自由基的清除率基本不发

生变化 ,多糖的 IC50为 4. 5 mg/mL 左右 。DPPH是一类较为稳定的自由基 ,它具有 3个芳环结构 ,属于芳香

类自由基 ;研究黄瓜多糖与 DPPH自由基相结合的行为 ,可大致推测黄瓜多糖对芳香自由基的清除能力 ,由
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图 1可知 ,在实验质量浓度范围内 ,多糖对 DPPH自由基的清除率均大于 70% ,说明多糖对 DPPH自由基具

有较好的清除能力 ,是一种很好的质子供体 ,可作为一种抗氧化剂。

3　讨论

试验采用生物化学法在体外产生各种自由基 ,并把不同浓度的黄瓜多糖加入各体系中 ,测定多糖的抗氧

化性作用。试验结果表明 ,黄瓜多糖对 O -
2 ·OH和 DPPH·自由基均具有较强的还原能力 ,并且清除作用和

还原能力与其浓度呈正相关性 ,其作用机理可能是多糖分子上具有还原性的半缩醛羟基 ,可与即活性氧自由

基发生氧化还原作用 [ 10, 11 ]
;对于 ·OH而言 ,可快速地获取多糖碳氢链上的氢原子结合成水 ,多糖的碳原子

上则留下一个成单电子 ,成为碳自由基 ,进一步氧化形成过氧化自由基 ,最后分解成对机体无害的产物 ,可将

激发能传递给多糖 ,使多糖处于激发态而本身回到基态 (猝灭 ) [ 12 ] ;在机体中 ,外来多糖作为一种半抗原或

完全抗原存在会刺激机体产生免疫反应。因此 ,多糖可作为人体系统中的抗氧化剂 ,它具有较强的清除自由

基的能力。试验研究了黄瓜多糖对自由基的作用 ,并初步探讨了多糖抗自由基的机理 ,为此物的营养研究提

供了一定的科学理论依据。
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Study on the antioxidative activites of polysaccharides
from cucumis saticus L.

XU P ing
(College of L ife Science, Chongqing Normal University , Chongqing 400047 , China)

Abstract: Cucumber polysaccharides(CP) were obtained by hot water extraction, ethanol p recip itation, sevage method removing

p roteins and organic solvent purification. Polysaccharides content was determ ined by anthrone - H2 SO4 colorimeter. U sing the superox2
ide radical system , hydroxyl radical system , and system of 2, 2 - D iphenyl - 1 - p icryhydrazyl (DPPH·) , the antioxidation activities

of cucumber polysaccharides is studied . The results showed that CP had strong radical scavenging activity towardsDPPH·, ·OH and

O -
2 ·. The capacity of scavenging free radicals of cucumber polysaccharides showed linear connections with the concentration.

Key words: cucumber; polysaccharide; free radicals; scaveng; antioxidant activity
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