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甘草多糖清除自由基活性的研究
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摘要　本文利用超声 -微波协同萃取法提取甘草多糖 ,并用分光光度法检测甘草多糖对 DPPH自由基、羟自由基 (·OH)和超

氧阴离子自由基 (O2
- ·)的清除能力。结果表明 ,甘草多糖溶液对 DPPH自由基、·OH和 O2

- ·均具有较好的清除作用。
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Abstract　The study uses ultrasonic - m icrowave synergistic extraction technique to extract polysaccharides of Glycyrrhiza uralcnsis

Fisch and tests the scavenging quality of polysaccharides on DPPH free radical, hydroxyl free radical(·OH) and super oxide free radi2
cal(O2

- ·) by spectrophotometry. The result shows that polysaccharides has good scavenging effect on DPPH·,·OH and O2
- ·.
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　　甘草 (Glycyrrh iza u ra lcnsis F isch. )系豆科 (Legu2
m inosae)甘草属多年生草本植物 ,是最常用而很有

用的中药材 [ 1 ]。其化学成分主要有三萜皂苷类化

合物 (甘草酸、甘草次酸 )、甘草黄酮、甘草多糖等。

研究表明 ,甘草多糖具有免疫调节作用 ,能抑制变态

反应 ,并具有较强的抗肿瘤作用和抗病毒作用 [ 2 ] ,

而对其清除自由基作用的研究却很少见报道。

近年的研究结果表明 ,在生物体内 ,需氧代谢的

氧化还原反应所产生的羟自由基 ,可以引发不饱和

脂肪酸发生脂质过氧化反应 ,损伤膜结构及功能并

引起各类疾病 ;超氧自由基能损伤生命大分子而导

致各种疾病。目前 ,自由基的研究方法有电化学法、

电子自旋共振法和分光光度法等 [ 3 ]。本文采用分

光光度法对甘草多糖的 DPPH自由基、羟自由基和

超氧阴离子自由基清除能力进行了初步的探讨。

1　材料与方法

1. 1 　材料与仪器

1. 1. 1 　仪器

SartoriusBS210S电子天平 (北京塞多利斯天平

有限公司 ) ;

超声—微波协同萃取仪 (上海新拓微波溶样测

试有限公司 ) ;

超纯水仪 (美国 M illipore公司 ) ;
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T6—紫外可见分光光度计 (北京普析通用有限

公司 )。

1. 1. 2 　材料与试剂

材料 :乌拉尔甘草 (采自新疆塔里木盆地 ) ;

试剂 :二苯代苦昧酰基自由基 (DPPH·) , Sigma

公司 ;抗坏血酸 (维生素 C) ;维生素 E; Tris - HCl缓

冲液 : pH8. 2;邻苯三酚 ;硫酸亚铁 ;水杨酸 ;双氧水 ;

乙醇 ;盐酸以上均为分析纯。

1. 2 　甘草多糖提取物的制备

称取甘草粉末 10. 00g,加 60%乙醇 100mL,在

50℃下超声—微波协同萃取 2次 ,每次 15m in,过滤

后在药渣中加水 100mL于 75℃水浴提取 2次 ,每次

15m in。合并两次提取液 ,移至 100mL量瓶中 ,将残

渣用水洗涤 2次 ,洗涤液并入量瓶中 ,定容作为供试

液。

1. 3 　抗氧化性实验

1. 3. 1　甘草多糖对 DPPH自由基的清除实验

DPPH溶液的配制 :准确称取 44mgDPPH,用无

水乙醇溶解并定容于 100mL容量瓶中 , DPPH浓度

为 120μmo1 /L ,避光保存 (0～4℃)。

将甘草多糖提取液稀释 400倍后取 0. 1mL与 3

mL120μmo1 /L DPPH溶液加入同一试管中 ,摇匀 ,

在黑暗中放置 30m in,以无水乙醇为空白在 517nm

测定其吸光度 A,并以下式计算其清除率 :

清除率 = [ (Ac - A i) /Ac ] ×100%

式中 : Ac: 0. 1mL无水乙醇加 3. 0mLDPPH溶液的吸

光度 ;

A i: 0. 1mL待测液加 3. 0mLDPPH溶液的吸光度。

按照上面公式计算清除率 ,清除率越大抗氧化能力

越强。

1. 3. 2　甘草多糖对羟自由基 (·OH)的清除实验

按照 Sm irnof (1989)的方法 ,利用 H2O2与 Fe
2 +

混合产生 ·OH在体系内加入水杨酸捕捉 ·OH并

产生有色物质 ,该物质在 510nm下有最大吸收 [ 4 ]。

反应体系中含 9. 8mmol/L H2 O2 2mL, 9mmol/L

FeSO4 2mL, 9mmol/L水杨酸 -乙醇 2mL,不同浓度

的甘草多糖溶液 2mL。最后加 H2O2 启动反应 ,

37℃反应 30m in,以超纯水为参比 ,在 510nm下测量

各浓度的吸光度。考虑到多糖本身的吸收光值 , 以

9mmol/L FeSO4 2mL, 9mmol/L水杨酸 -乙醇 2mL,

不同浓度的多糖溶液 2mL和 2mL超纯水作为多糖

的本底吸收。

清除率计算公式为 :

清除率 ( % ) = [ ( A0 - (Ax - Ax0 ) ) / A0 ] ×100%

式中 : A0 :为空白对照液的吸光度 ;

Ax :为加入多糖溶液后的吸光度 ;

Axo :为不加显色剂 H2O2多糖溶液本底的吸光度。

1. 3. 3 　甘草多糖对超氧阴离子自由基 (O2
- )的清

除实验

1. 3. 3. 1 　采用邻苯三酚自氧化法的测定

取 5mL, pH8. 2, 50mmol/L Tris - HC I缓冲液。

2mL超纯水 ,混匀后在 25℃水浴中保温 20m in。取

出后立即加入在 25℃预热过的 3mmol/L邻苯三酚

0. 5mL (以 10mmol/L HC I配制 ,空白管用 10mmol/L

HC I代替邻苯三酚的 HC I溶液 ) ,迅速摇匀后倒人

比色杯 , 420nm下每隔 30 s测定吸光度值。

1. 3. 3. 2 　样品活性测定 [ 5 ]

在加入邻苯三酚前 ,先加入一定体积的多糖溶

液 ,超纯水减少 ,然后按采用邻苯三酚自氧化法测定

的方法操作 ,并计算抑制率。抑制率 ( I% )计算公

式为 :

I% = [ 1一 (A3一 A4 ) / (A1—A2 ) ] ×100

A1 :不舍样品的吸光度值 ;

A2 :不含样品和邻苯三酚的吸光度值 ;

A3 :含有样品的吸光度值 ;

A4 :含样品 ,但不含邻苯三酚的吸光度值。

2 　结果与分析

2. 1 　甘草多糖对 DPPH·的清除作用

取甘草多糖 3份 ,每份 1mL,按 1. 3. 1的方法自

“将甘草多糖提取液稀释 400倍后取 0. 1mL与 3

mL120μmo1 /L DPPH溶液加入同一试管中”起依法

测定 ,并计算其清除率 ,结果见表 1。
表 1 　不同提取方法多糖抗氧化作用比较

样品质量 / g浓度 / mg/mL 清除率 / % RSD

5. 00 0. 125 14. 25

5. 00 0. 125 14. 07 1. 04%

5. 00 0. 125 13. 96

　　由表 1可知 ,甘草多糖对 DPPH·的清除能力

比较明显 ,而且清除效果稳定。

2. 2 　不同抗氧化剂清除 DPPH自由基的比较

分别取甘草多糖 (超声—微波协同萃取 )、维生

素 C、维生素 E三种抗氧化剂 0. 1mL与 3 mL120

μmo1 /L DPPH溶液加入同一试管中 ,按 1. 3. 1的方
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法自“摇匀 ,在黑暗中放置 30m in”起依法测定 ,并计

算其清除率 ,结果见表 2。
表 2　不同抗氧化剂清除 DPPH自由基的比较

提取类别 浓度 / mg/mL 清除率 / %

甘草多糖 0. 100 9. 27

维生素 C 0. 100 23. 98

维生素 E 0. 100 6. 2

　　由表 3可以看出 ,在浓度基本相同条件下 ,甘草

的抗氧化能力强于维生素 E,但比维生素 C弱。

2. 3 　甘草多糖对羟自由基和超氧阴离子自由基的

清除能力

对甘草清除自由基能力的测定分析结果见表 3。
表 3　甘草清除自由基能力的测定

编号
清除羟自由基 (·OH)清除超氧阴离子自由基 (O2

- )

浓度 / (mg/mL)清除率 /%浓度 (mg/mL) 清除率 /%

1 1. 00 26. 87 0. 25 14. 3

2 2. 00 27. 98 0. 50 15. 2

3 3. 00 32. 63 0. 75 34. 8

4 4. 00 12. 45 1. 00 6. 2

　　从甘草多糖清除自由基能力的测定分析结果

看 ,多糖对羟自由基和超氧阴离子自由基都有一定

的清除能力 ,清除效果与多糖浓度的关系在一定浓

度范围内呈现正相关。

3 　讨论

3. 1 　甘草多糖对 DPPH自由基、羟自由基和超氧

阴离子自由基都有清除能力。在一定浓度范围内 ,

甘草多糖对羟自由基和超氧阴离子自由基的清除效

果与多糖浓度成正相关。

3. 2 　甘草多糖具有较好的清除羟基自由基的活

性 ,而清除超氧阴离子自由基能力不如清除羟基自

由基的能力。

3. 3　甘草多糖含量较高 ,提取工艺简单 ,重复性好 ,

而且对环境无污染 ,并能有效清除自由基 ,具有很高

的开发利用前景。
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