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利用电子自旋共振技术研究黄海海燕体壁多糖

的体外抗氧化活性
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摘要：以新鲜黄海海燕体壁为原料，制备粗多糖及精多糖。

采用电子自旋共振波谱技术（ＥＳＲ），检测不同浓度的黄海海

燕体壁粗多糖及精多糖对羟基自由基、ＤＰＰＨ和超氧阴离子

的清除能力。结果表明：黄海海燕体壁粗多糖及精多糖对羟

基自由基、ＤＰＰＨ和超氧阴离子的清除能力随浓度升高而增

强，黄海海燕体壁粗多糖对３种自由基清除能力的犐犆５０值分

别为５９．５６，２７．２９，３２．３６ｍｇ／ｍＬ；精多糖对３种自由基清除

能力的犐犆５０值分别为４４．９６，１３．９７，３０．５１ｍｇ／ｍＬ。在相同

多糖干粉浓度下，黄海海燕体壁精多糖对羟基自由基、

ＤＰＰＨ和超氧阴离子的清除能力强于黄海海燕体壁粗多糖。
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　　黄海海燕（犃狊狋犲狉犻狀犪狆犲犮狋犻狀犻犳犲狉犪）俗称海星，属于棘皮动

物门，黄海海燕纲，是海洋中常见的无脊椎动物之一［１］。在

中国沿海，海星蕴藏量比较丰富，其种类多达１００余种，广泛

分布在东海、南海、黄渤海、台湾近海等各大海域［２］。海星是

凶猛的肉食动物，以鲍鱼、扇贝、海胆等海珍品为食，对沿海

养殖造成极大危害。但同时海星作为海产废弃物加工再利

用的相关研究越来越引起人们的广泛关注。

　　海星含有的活性物质主要为皂苷、脂类、甾醇类化合物、

多糖和胶原蛋白等。海星体壁的酸性粘多糖与哺乳动物结

缔组织中的酸性粘多糖相比，除了含有氨基己糖、己糖醛酸

和硫酸基外，还含有岩藻糖［３］。相关研究表明，海星体壁酸

性粘多糖具有增强免疫力［４］、抗凝血［５］、抗血栓［６］、降血

脂［７］、降血糖等作用。
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　　多糖具有较好的抗氧化活性。ＺｈｕＢｅｉｗｅｉ等
［８］从鲍鱼

性腺中提取硫酸多糖，试验研究表明鲍鱼性腺硫酸多糖具有

显著的清除羟基自由基能力。ＨｕａｎｇＧａｎｇｌｉａｎｇ等
［９］提取

黄瓜多糖，试验研究表明黄瓜多糖对超氧阴离子具有很强的

清除作用。ＹａｎｇＭｅｎｇｔａｏ等
［１０］制备纳米硒牡蛎多糖，试验

研究表明纳米硒牡蛎多糖是一种有效的羟基自由基和

ＤＰＰＨ自由基清除剂。

　　电子自旋共振技术（ｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｉｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＥＳＲ）又称

电子顺磁共振，是在磁场中测量未成对电子［１１］，可以探测和

识别具有未成对电子的分子，是检测自由基最直接有效的方

法［１２］，其检测灵敏度高，样品消耗量小，效率高，ＥＳＲ是近年

来在食品领域新兴的一种检测技术［１３］，在黄海海燕酸性粘

多糖抗氧化研究方面的应用未见报道。本研究拟以新鲜黄

海海燕体壁为原料分别制备黄海海燕粗多糖和精多糖，并应

用ＥＳＲ分别检测两种多糖对羟基自由基、ＤＰＰＨ 和超氧阴

离子的体外清除作用，以期拓展ＥＳＲ在水产品加工贮藏及

生理活性物质领域的应用，旨在为开发具有抗氧化功能的水

产食品提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　黄海海燕：大连太平洋海珍品有限公司；

　　ＤＰＰＨ、嘌呤氧化酶：美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；

　　次黄嘌呤、ＥＤＴＡ２Ｎａ：生工生物工程（上海）股份有限

公司；

　　二甲基吡咯啉氮氧化物（ＤＭＰＯ）、二乙胺三胺五乙酸

（ＤＥＴＡＰＡＣ）：阿拉丁试剂（上海）有限公司；

　　其余试剂：分析纯，市售。

１．１．２　主要仪器设备

　　电子天平：ＡＬ２０４型，赛多利斯科学仪器有限责任公司；

　　磁力搅拌机：９０３型，上海振荣科技仪器有限公司；

　　台式低速离心机：Ｌ５５０型，湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司；

　　真空冷冻干燥机：ＺＫＢＴＥＳ５５型，宁波新芝生物科技股

份有限公司；

　　数控超声波清洗器：ＫＱ２５０ＤＥ型，昆山市超声仪器有

限公司；

　　紫外可见分光光度计：ＵＶ５２００型，北京普析通用仪器

有限责任公司；

　　漩涡混合器：ＸＷ８０型，上海精科实业有限公司；

　　荧光酶标仪：Ｍ２００型，瑞士Ｔｅｃａｎ公司；

　　数显恒温水浴锅：ＨＨ４型，江苏省金坛市荣华仪器制

造有限公司；

　　电子顺磁共振波谱仪：Ａ２００型，德国ＢｒｕｋｅｒＯｐｅｒｔｉｃｓ公司。

１．２　方法

１．２．１　黄海海燕体壁粗多糖及精多糖的制备　将黄海海燕

体壁与内脏分离，冻干体壁，粉碎，过２００目筛得到体壁干

粉。按１∶４（犿∶犞）的比例加入０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＢＨ４与

ＮａＯＨ的混合溶液，于６０℃搅拌过夜。冷却搅拌过夜后的

液体，加三氯乙酸将ｐＨ 值调至４．０，于４０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ；离心后取上清液，调节其ｐＨ值为７．０，加入１ｍｇ的

中性蛋白酶，于５０℃搅拌过夜；将搅拌过夜后的溶液冷却，

于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。取上清液加入其体积１／８浓度

为５％的双氧水，于５５℃条件下保温脱色，直至溶液变为淡

黄色；加入４倍体积的９５％乙醇，于４℃的层析柜中醇沉，

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。取沉淀溶于适量水中，６０℃水浴加

热，使其充分溶解，冻干，得到黄海海燕体壁粗多糖。

　　将黄海海燕体壁粗多糖提取液的ｐＨ值调节至７．０，加

入０．５ｍｇ的中性蛋白酶，于５０℃搅拌过夜。用三氯乙酸调

节使ｐＨ值为４．０，于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。取上清液，

加入４倍体积９５％的乙醇，于４℃的层析柜中进行醇沉，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。离心后的沉淀依次用乙醇、丙酮

进行洗涤。将洗涤后的固体冷冻干燥，即得到黄海海燕体壁

精多糖。

１．２．２　多糖含量的测定　采用苯酚—硫酸法
［１４］，以干基

计算。

１．２．３　清除羟基自由基活性的测定　参照文献［１３］。

１．２．４　清除ＤＰＰＨ自由基活性的测定　参照文献［１３］。

１．２．５　清除超氧阴离子活性的测定　参照文献［１３］。

１．２．６　统计分析方法　用ＳＰＳＳ软件对数据进行统计分析，

使用单向方差分析。

２　结果与分析

２．１　粗多糖和精多糖的含量

　　黄海海燕体壁粗多糖经过２次酶解、除蛋白、乙醇醇沉

等一系列方法纯化后，得到黄海海燕精多糖。苯酚硫酸法测

得黄海海燕体壁粗多糖和精多糖的含量分别为５．２１％，

７．５０％。

２．２　对羟基自由基的清除作用

　　由图１可知，ＥＳＲ检测到典型的峰高为１∶２∶２∶１的

加合物特征峰。羟基自由基的ＥＳＲ信号强度（峰高）随着浓

度的增大而减小，表明黄海海燕体壁粗多糖和精多糖对羟基

自由基的清除效果显著增强（Ｐ＜０．０５）。在２０ｍｇ／ｍＬ浓度

时，精多糖对羟基自由基的清除率为４０．２０％，远高于粗多糖

的清除率（７．９８％）。黄海海燕体壁粗多糖和精多糖对羟基

自由基清除能力的犐犆５０值分别为５９．５６，４４．９６ｍｇ／ｍＬ。按

糖含量计，黄海海燕体壁粗多糖和精多糖清除羟基自由基的

犐犆５０分别为３．１０，３．３７ｍｇ／ｍＬ，略强于ＪｉａｎｇＣｈａｎｇｘｉｎｇ等
［１５］

报道的青蛤多糖羟基自由的清除活性（犐犆５０＝４．００ｍｇ／ｍＬ）。
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图１　黄海海燕体壁粗多糖和精多糖对羟基自由基的清除作用
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２．３　对ＤＰＰＨ的清除作用

　　由图２可知，黄海海燕体壁粗多糖和精多糖都具有一定

清除ＤＰＰＨ的作用，随着浓度的升高，峰高逐渐降低，清除作

用增大（Ｐ＜０．０５）。对于相同浓度的黄海海燕体壁粗多糖和精

多糖，精多糖对ＤＰＰＨ的清除能力大于粗多糖，在２０ｍｇ／ｍＬ浓

度时，清除率分别为５６．９８％，３９．８８％。黄海海燕体壁粗多

糖和精多糖对 ＤＰＰＨ 清除能力的犐犆５０值分别为２７．２９，

１３．９７ｍｇ／ｍＬ。按糖含量计，黄海海燕体壁粗多糖和精多糖

清除 ＤＰＰＨ 自由基的犐犆５０为１．４２，１．０５ｍｇ／ｍＬ。其清除

ＤＰＰＨ自由基的活性优于文献［１６］（犐犆５０＝２．００ｍｇ／ｍＬ）和

文献［１７］（犐犆５０＝３．１１ｍｇ／ｍＬ）报道的海参多糖的ＤＰＰＨ清

除活性。
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图２　黄海海燕体壁粗多糖和精多糖对ＤＰＰＨ的清除作用
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２．４　对超氧阴离子的清除作用

　　由图３可知，随着浓度的升高，ＥＳＲ信号强度递减，说明

清除超氧阴离子的能力逐渐增强，各浓度间差异显著

（Ｐ＜０．０５）。在２０ｍｇ／ｍＬ浓度时，黄海海燕体壁粗多糖和

精多糖对超氧阴离子清除率分别为３７．７２％，４４．２７％。黄海

海燕体壁粗多糖和精多糖对超氧阴离子清除能力的犐犆５０值

分别为３２．３６，３０．５１ｍｇ／ｍＬ。按纯糖含量计，黄海海燕体壁粗

多糖和精多糖清除超氧阴离子的犐犆５０为１．６８，２．２９ｍｇ／ｍＬ，其

对超氧阴离子的清除活性强于ＬｉｕＸｉｎ等
［１７］报道的海参多

糖清除超氧阴离子的活性（犐犆５０＝４．０５ｍｇ／ｍＬ）。
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图３　黄海海燕体壁粗多糖和精多糖对超氧阴离子的清除作用
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３　结论
　　海燕体壁精多糖较粗多糖有更好的清除活性，说明黄海

海燕体壁多糖是很好的抗氧化物质。并且ＥＳＲ是研究体外

抗氧化活性的一种重要的分析手段。下一步将对黄海海燕

体壁多糖的体内抗氧化活性进行研究。
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示体系，通过混合指示剂的颜色可清晰准确地鉴别。羊肉为

一级鲜肉时，混合指示剂的ｐＨ 大于７．５０，颜色为紫色、蓝

色、青绿色；羊肉为二级鲜肉时，混合指示剂介于７．５０～

６．８０，颜色为淡绿色、黄绿色；羊肉为腐败肉时，混合指示剂

的ｐＨ小于６．８０，颜色为黄色、浅黄色。
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ｉｎｓｅｌｅｅｔｅｄｆｏｏｄｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００５，９０（４）：５６１～５６４．

２　石亚中，伍亚华，许晖，等．竹叶黄酮与 Ｖｃ、ＶＥ复配对冷却猪肉品

质的影响［Ｊ］．食品与机械，２０１３，２９（１）：１８０～１８３．

３　刘骁，谢晶，林永艳，等．复合生物保鲜剂对猪肉保鲜的研究［Ｊ］．

食品与机械，２０１１，２７（６）：１９９～２０３．

４　ＢｏｂｅｌｙｎＥ，Ｈｅｒｔｏｇ Ｍ，Ｎｉｃｏｌａｉｍ．Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆａｎｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｔｉｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｏｒａｓａｑｕａｌｉｔｙｉｎｄｉｃａｔｏｒｆｏｒｍｕｓｈｒｏｏｍｓ

ｉｎｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｈａｉｎ［Ｊ］．ＰｏｓｔｈａｒｖｅｓｔＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ，２００６，４２（１）：１０４～１１４．

５　王晓原，李军．ＧＭ（１，１）模型在区域物流规模预测中的应用［Ｊ］．

武汉理工大学学报（交通科学与工程版），２００５，２９（３）：６１３～６１５．

６　ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＮ，ＺａｒｉｔｚｋｙＮＥ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｔｉｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｉｎｔｅｇｒａｔｏｒｉｎｄｉｃａｔｏｒｆｏｒｆｒｏｚｅｎｂｅｅｆ［Ｊ］．ＦｏｏｄＳｃｉ．，１９８３，４８（５）：

１５２６～１５３１．

７　ＷｅｌｌｓＪＨ，ＳｉｎｇｈＲＰ，ＮｏｂｌｅＡＣ．Ａｇｒａｐｈｉｃａｌｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎｏｆ

ｔｉｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｌａｔｅｄｑｕａｌｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｉｎｆｒｏｚｅｎｆｏｏｄ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ

Ｓｉｃ．，１９８７，５２（２）：４３６～４３９．

８　吴丹．碱性脂肪酶货架寿命指示体系的开发［Ｄ］．杭州：浙江大

学，２００５．

９　宁鹏，费英，徐幸莲，等．碱性脂肪酶性时间—温度指示卡反应体

系的研究［Ｊ］．南京农业大学学报，２００９，３２（１）：１１５～１２０．

１０　郭素娟，卢士玲，李开雄，等．基于 ＴＴＩ的冷鲜羊肉新鲜度研

究［Ｊ］．食品工业科技，２０１４，３５（１３）：１１２～１１６．

１１　ＧｅｏｒｇｅＰｅｔｅｅＷａｃｈｔｅｌｌ．Ｔｉｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｏｒ

ｄｅｖｉｃｅａｎｄｍｅｔｈｏｄ：ＵＳ，３９６５７４１［Ｐ］．１９７６—０６—２９．

１２　ＲｏｎａｌｄＪＶｅｉｔｃｈ，ＨｅｌｍｕｔＪａｋｕｓｃｈ，ＰｅｔｅｒＨｅｉｌｍａｎｎ．Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｉｎｄｉｃａｔｏｒｆｏｒｄｅｅｐｆｒｏｚｅｎｐｒｏｄｕｃｔｓ：ＵＳ，５４９０４７６［Ｐ］．１９９６—

０２—１３．

１３　ＳｉｇｍｕｎｄＨｏｆｆｍａｎ．Ｆｒｏｚｅｎｆｏｏｄｔｈａｗｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｏｒ：ＵＳ，２５５３３６９

［Ｐ］．１９４８－１１－１６．

１４　杨华，娄永红．国产碱性脂肪酶的测定方法和特性研究［Ｊ］．中国

食品学报，２００６，６（３）：１３８～１４２．

１５　秦瑞升，谷雪莲，刘宝林．不同贮藏温度对速冻羊肉品质影响的

实验研究［Ｊ］．食品科学，２００７，２８（８）：４９５～４９７．

１６　李利．不同温度处理对羊肉宰后成熟速度和食用品质的影

响［Ｄ］．内蒙古：内蒙古农业大学，２００３．

１７　罗欣，黄明，朱燕．电刺激技术在牛肉快速成熟中的应用研

究［Ｊ］．农业工程学报，２００１，１７（６）：１２７～１３１．
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