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研究报告

地鳖多糖提取物的体内外抗氧化作用
谢梦蕊，邱思奇，沈红∗

（北京农学院动物科学技术学院 ／兽医学（中医药）北京市重点实验室，北京 １０２２０６）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究地鳖多糖提取物体内外抗氧化作用。 方法 　 体外试验采用分光光度法、邻苯三酚自氧
化法和 Ｆｅ２ ＋ ⁃邻二氮菲法分别检测地鳖多糖对二苯代苦味酰基自由基（ＤＰＰＨ·）、超氧阴离子自由基（Ｏ －

２ ·）和羟自
由基（·ＯＨ）的清除，检测体外红细胞氧化溶血和肝线粒体肿胀程度。 体内试验小鼠连续灌胃不同剂量（０、４０、８０、
１６０ ｍｇ ／ ｋｇ）地鳖多糖提取物 ２０ ｄ，硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）比色法测定小鼠组织中丙二醛（ＭＤＡ）含量，分光光度法检
测抗氧化酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ）活力。 结果 　 与对照组比较，地鳖多糖组对自由基清除率随多糖浓度升高而显著
提高；体外红细胞氧化溶血和线粒体肿胀显著降低。 多糖组小鼠肝肾中 ＭＤＡ含量降低，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ抗氧化
酶活力提高并明显高于对照组。 结论　 地鳖多糖提取物能够清除自由基，降低自由基引起细胞氧化损伤，抑制组
织中过氧化物生成，提高抗氧化酶活力，具有显著的体内外抗氧化作用。
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　 　 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇｅ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｗａｌｋｅｒ，ＥＳＷ）是我国
传统活血化瘀类中药，在众多医药典籍中均有记载。
近年来，随着对地鳖化学成分的深入研究，从中分离
出蛋白质、糖类、有机酸、生物碱、氨基酸等有机物及
多种微量元素［１］。 研究表明，地鳖具有溶解血栓、
抗凝血、抗肿瘤、促进骨折愈合、调节血脂、抗突变、
耐缺氧等十分广泛的药理作用［２］。

自由基参与体内多种病理、生理过程，其平衡的
破坏是多种疾病发生的一个重要因素［３］。 同时，机
体通过超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、
谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）、谷胱甘肽等抗氧化
物质来清除有害过氧化物、减轻和阻断脂质过氧化
反应。 由于对多糖的研究越来越深入，且天然抗氧
化剂比合成抗氧化剂安全性更高，近年来对多糖抗
氧化活性的研究日益增加。

昆虫作为地球上种类最多、数量最大的生物类
群［４］，目前对其研究主要集中在甲壳素、蛋白质类
等的提取和应用，而对多糖的研究相对不足［５］，有
关地鳖多糖抗氧化功能鲜有报道。 本研究通过体内
外试验研究地鳖多糖提取物体内抗氧化活性，以期
为地鳖多糖的深入研究和开发应用提供试验依据，
为利用昆虫来源多糖，拓宽昆虫资源利用奠定基础。

１　 材料与方法
１ １　 材料

６ ～ ８ 周龄清洁级 ＫＭ 小鼠 ４０ 只，体重 ２０ ～ ２２
ｇ，购于中国军事医学科学院实验动物中心【ＳＣＸＫ －
（军）２０１２ － ０００４】。 无菌手术在北京农学院实验动
物示范中心屏障动物实验室进行 【ＳＹＸＫ （京）２０１５
－０００４】，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的
关怀。

邻二氮菲、１，１⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、二
硫苏糖醇（ＤＴＴ）、硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）、抗坏血酸
（Ｖｃ）等购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）、过氧化氢酶
（ＣＡＴ）、总蛋白定量试剂盒购于南京建成生物科技有
限公司，地鳖多糖提取物由本实验室制备。 ＵＶ⁃３ 紫
外可见分光光度计购于上海美普达有限公司。
１ ２　 方法
１ ２ １　 实验分组

小鼠随机分成 ４ 组，每组 １０ 只，不同剂量地鳖
多糖提取物（０、４０、８０、１６０ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃给药（根据
预实验及参考文献确定） ［６ ～ ７］，连续灌服 ２０ ｄ。

１ ２ ２　 地鳖多糖提取物对自由基清除的测定
（１） 分光光度法测定二苯代苦味酰基自由基

（ＤＰＰＨ·）的清除
取 １ ２ ｍＬ ０ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 溶液、２ ６ ｍＬ 双

蒸水于试管内混匀，加入 ０ ２ ｍＬ不同浓度地鳖多糖
提取物（０、０ ４、０ ８、１ ２、１ ６、２ ０ ｍｇ ／ ｍＬ）和 １ ｍｇ ／
ｍＬ Ｖｃ溶液，混匀后室温静止避光反应 ３０ ｍｉｎ，测定
５１７ ｎｍ处吸光度值。 根据公式计算清除率（％ ） ＝
［１ － （Ａ１ － Ａ２）］ ／ Ａ０ × １００％ ，Ａ０为未加样品管吸

光度值，Ａ１ 为样品反应管吸光度值，Ａ２ 为样品本身

吸光度值。
（２）邻苯三酚自氧化法测定超氧阴离子（Ｏ －

２ ·）
自由基的清除

取 ２５℃预热的 ４ ９ ｍＬ ＰＢＳ 溶液 （ｐＨ ８ ２）、４０
μＬ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 邻苯三酚和 ３０ μＬ 不同浓度地鳖多
糖提取物（０、０ ４、０ ８、１ ２、１ ６、２ ０ ｍｇ ／ ｍＬ）于试管
内，２５℃反应 ３ ｍｉｎ，然后迅速向各管滴加 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ
ＤＴＴ ５０ μＬ，室温静置 ５ ｍｉｎ，测定 ３２２ ｎｍ 处吸光度
值。 根据公式计算清除率（％ ） ＝ ［１ － （Ａ１ － Ａ２）］ ／
Ａ０ × １００％ ， Ａ０为未加样品管吸光度值，Ａ１ 为样品

反应管吸光度值，Ａ２ 为样品本身吸光度值。
（３） Ｆｅ２ ＋ ⁃邻二氮菲氧化法测定羟自由基

（·ＯＨ）的清除
取 １ ｍＬ ０ ７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 邻二氮菲、１ ｍＬ ０ ７５

ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＳＯ４、２ ｍＬ ｐＨ ７ ４ ＰＢＳ、１ ｍＬ不同浓度地
鳖多糖提取物（０、１、３、５、７、９ ｍｇ ／ ｍＬ）于试管内混
匀，然后加入 １ ｍＬ ０ ０１％ Ｈ２０２，３７℃水浴反应 ６０
ｍｉｎ，测定 ５３６ ｎｍ 处吸光度值。 根据公式计算清除
率（％ ） ＝ （Ａ３ － Ａ２ － Ａ１） ／ （Ａ０ － Ａ１） × １００％ ，Ａ０为

未加样品和 Ｈ２０２ 管吸光度值，Ａ１ 为未加样品管吸

光度值，Ａ２ 为样品本身吸光度值，Ａ３ 为样品反应管

吸光度值。
１ ２ ３　 红细胞氧化溶血的测定

取 １ ｍＬ １％红细胞悬液、５０ μＬ 不同浓度地鳖
多糖提取物 （０、１、２、４、８、１６ ｍｇ ／ ｍＬ）、５０ μＬ １００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 和 ４ ｍＬ 生理盐水于试管制备样品反
应管，３７℃水浴反应 １ ｈ，迅速冷却，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心
５ ｍｉｎ，检测 ４１５ ｎｍ 处吸光度值。 细胞溶血率（％ ）
＝ Ａ１ ／ Ａ０ × １００％ ，Ａ０和 Ａ１ 分别为对照和样品反应

管吸光度值。
１ ２ ４　 小鼠组织中ＭＤＡ含量和肝线粒体肿胀度的
测定

取 １ ｍＬ １％肝、肾组织匀浆液、１００ μＬ ６ ｍｍｏｌ ／

８２４
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Ｌ 硫酸亚铁溶液、４０ μＬ ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 及不同浓

度地鳖多糖提取物（０、０ ０４、０ ０８、０ １６、０ ３２、０ ６４
ｍｇ ／ ｍＬ）于试管内，３７℃水浴反应 １ ｈ，加入 １ ｍＬ
１５％的三氯乙酸终止反应，再加入 １ ｍＬ ０ ６％硫代
巴比妥酸（ＴＢＡ）置于沸水中显色 １５ ｍｉｎ，冷却后检
测 Ａ５ ３２值。 计算 ＭＤＡ生成抑制率 ＝ （１ － Ａ１ ／ Ａ０） ×
１００％ ，Ａ０和 Ａ１ 分别为对照和样品反应管吸光度值。

制备小鼠肝线粒体液，总蛋白定量试剂盒测定
蛋白浓度，将其调整浓度为 ０ ５ ｍｇ ／ ｍＬ。 取 ３ ｍＬ线
粒体液（０ ５ ｍｇ ／ ｍＬ）、０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＳＯ４ 溶液 ５０
μＬ、０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＶＣ溶液 ５０ μＬ、２ ｍｇ ／ ｍＬ 地鳖多糖
提取物 １ ｍＬ混匀制备样品反应管，测定 Ａ５２０值。
１ ２ ５　 抗氧化酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ）活力及 ＭＤＡ
含量的测定

末次给药 ２４ ｈ 后小鼠眼眶采血，制备抗凝全
血。 迅速分离肝肾，用预冷生理盐水冲洗，制成１０％
组织匀浆备用。 根据 ＳＯＤ、ＣＡＴ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 和 ＭＤＡ

试剂盒说明，检测组织和血液中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ
活力及 ＭＤＡ含量。
１ ２ ６　 统计分析

实验数据以平均数 ±标准差表示，采用 ｔ 检验
分析比较各组数据，方差不齐时用 ｔ’检验，Ｐ ＜ ０ ０５
和 Ｐ ＜ ０ ０１ 为差异有显著性。

２　 结果
２ １　 地鳖多糖提取物对自由基的清除

结果如图 １ 所示，地鳖多糖组对三种自由基的
清除率均低于阳性对照组，地鳖多糖提取物浓度在
０ ４ ～ ２ ｍｇ ／ ｍＬ范围内随着浓度升高对 ＤＰＰＨ·和超
氧阴离子自由基的清除率逐渐提高，呈现剂量效应
关系，多糖浓度在 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 时，自由基清除率接近
阳性对照组；地鳖多糖在 ９ ｍｇ ／ ｍＬ 时羟自由基清除
率达到 ８１ ７％ ，当浓度高于 ７ ｍｇ ／ ｍＬ 时，清除率上
升缓慢趋于平稳。

图 １　 地鳖多糖提取物对自由基的清除作用
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＥＳＷ ｏｎ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

２ ２　 地鳖多糖提取物抗氧化活性的分析
结果如图 ２ 所示，正常对照组体外红细胞溶血

率为 ２０ ７４％ ，说明正常红细胞有一定程度的溶血，
而地鳖多糖组红细胞溶血率高于 ４０％且明显高于
正常对照组，地鳖多糖浓度在 １ ～ ４ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内
随着浓度提高，红细胞氧化溶血率呈降低趋势，当浓
度大于 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 时红细胞溶血率下降趋于平稳。
自由基攻击线粒体膜易引起线粒体膜肿胀，吸光度
值改变，通过测定吸光度值变化，分析地鳖多糖提取
物对线粒体肿胀的影响。 结果随着自由基对线粒体
作用时间延长，正常组吸光度值稍有下降，肿胀组吸
光度值显著降低，地鳖多糖组吸光度值逐渐降低，低

于正常对照组但高于肿胀组（图 ３）。
２ ３　 地鳖多糖提取物对组织脂质过氧化的作用

由图 ４ 可知，地鳖多糖提取物浓度在 ０ ０４ ～
０ ６４ ｍｇ ／ ｍＬ范围内，随着浓度增加，肝肾组织中
ＭＤＡ生成抑制率均呈明显升高趋势，肾中 ＭＤＡ 生
成抑制率明显高于肝组织（图 ４Ａ）。 与对照组比
较，随着地鳖多糖提取物剂量的增加，小鼠肝肾中
ＭＤＡ含量明显降低，肝中 ＭＤＡ 含量降低显著且明
显高于肾（图 ４Ｂ）。
２ ４　 地鳖多糖提取物对抗氧化酶活力的影响

与对照组比较，随着地鳖多糖提取物剂量升
高，小鼠肝肾中 ＳＯＤ 活力逐渐增强，其中高剂量组

９２４
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图 ２　 地鳖多糖提取物对红细胞氧化溶血的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＥＳＷ

ｏｎ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ

图 ３　 地鳖多糖提取物对肝线粒体肿胀的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ＥＳＷ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｓｗｅｌｌｉｎｇ

极显著高于对照组；肝中 ＳＯＤ 活力明显高于肾（图
５Ａ）。 随着地鳖多糖剂量升高，肝中 ＣＡＴ 活力逐渐
提高；肾 ＣＡＴ 活力低中剂量组降低，高剂量组明显
高于对照组；组织之间比较，肝中 ＣＡＴ 活力最高明
显高于肾（图 ５Ｂ）。 地鳖多糖组小鼠肝和血液中
ＧＳＨ⁃Ｐｘ活力明显高于对照组，且随着地鳖多糖剂量
增加 ＧＳＨ⁃Ｐｘ活力显著升高（图 ６）。

３　 讨论
自由基有很强的氧化反应活性，过量自由基易

对蛋白质、脂质和核酸等生命活动的重要分子造成
损害［８］。 多糖作为一种天然抗氧化剂能够清除自
由基，可减少自由基对人体的损伤及减缓慢性疾病
的发生［９］。 赵昕等［１０］在对香菇菌柄基部多糖的研

究中发现，经初步纯化，多糖对 ＤＰＰＨ·自由基有较
强的清除活性。聂少平等［１１］通过体外试验证实，茶
叶多糖对超氧自由基和 ＤＰＰＨ·自由基均有较强的
清除作用。本试验结果地鳖多糖提取物对 ＤＰＰＨ·、

图 ４　 地鳖多糖提取物对体外（Ａ）和
体内（Ｂ）小鼠肝肾组织中 ＭＤＡ生成的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ

ＥＳＷ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ
ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ （Ａ） ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ （Ｂ）

Ｏ －
２·和·ＯＨ自由基均表现出显著的清除效果，其清
除率分别达到 ７２％ 、８５％和 ８１％ ，表明地鳖多糖提
取物具有较强的清除自由基能力。

ＭＤＡ是细胞膜不饱和脂肪酸脂质过氧化的终
产物，其化学性质极其活泼，易与蛋白质、核酸等反
应，其含量常用来表示机体内脂质过氧化水平及细
胞的受损程度［１２］。 红细胞在体外与 Ｈ２Ｏ２ 反应后也

可产生 ＭＤＡ，ＭＤＡ 可使红细胞膜受损，发生溶血；
线粒体膜在自由基攻击下极易发生脂质过氧化反

应，破坏膜脂的结构，出现线粒体肿胀等异常现象。
张德华等［１３］研究发现，夏枯草多糖具有防止膜脂质
过氧化的作用，减少红细胞溶血和降低 ＭＤＡ 的生
成。 梁俊等［１４］研究结果表明，石榴皮多酚能有效抑
制体外金属离子诱导的脂质过氧化，并且具有良好
的剂量效应关系。 本试验结果发现，地鳖多糖提取
物能够显著减少红细胞溶血和脂质过氧化产物丙二

醛（ ＭＤＡ） 的生成量，显著降低脂质过氧化物产生。

０３４
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注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１。

图 ５　 地鳖多糖提取物对小鼠肝肾组织中 ＳＯＤ（Ａ）和 ＣＡＴ（Ｂ）中活力的影响
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＥＳＷ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＳＯＤ （Ａ） ａｎｄ
ＣＡＴ （Ｂ） ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１。

图 ６　 地鳖多糖提取物对小鼠肝（Ａ）和血液（Ｂ）中 ＧＳＨ⁃Ｐｘ活力的影响
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ＥＳＷ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ＧＳＨ⁃Ｐｘ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ （Ａ） ａｎｄ ｂｌｏｏｄ （Ｂ）

机体主要通过 ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 和 ＣＡＴ 等抗氧化
酶来抵抗过量自由基造成的损伤，其中，ＳＯＤ 是第
一道防线，它将 Ｏ －

２ ·转化为 Ｈ２Ｏ２ 和其他氢过氧化

物；第二道防线是 ＣＡＴ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ，ＣＡＴ 能够分解
Ｈ２Ｏ２，而 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 可同时清除 Ｈ２Ｏ２ 和脂质过氧化

物，从而有效地保护机体［１５］。 晏涛等［１６］研究表明，
灵芝多糖可抑制组织 ＭＤＡ 的生成，同时能增高
ＳＯＤ活力。 本试验地鳖多糖组小鼠肝肾及血液中
的抗氧化酶 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ活力均有显著提高，
ＭＤＡ含量显著下降，结果表明地鳖多糖提取物可有
效提高体内抗氧化酶活力，抑制脂质过氧化，表现良
好抗氧化作用。

综上所述，地鳖多糖提取物可能是通过提高抗

氧化酶活性，清除自由基，抑制脂质过氧化，从而增
强机体抗氧化能力，但其抗氧化作用机理仍需探讨。
本研究为地鳖多糖抗氧化作用的深入研究提供实验

依据，以及为昆虫资源充分利用奠定一定的科学基
础。
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