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刺参多糖清除活性氧保护线粒体的研究 
 

张红玲，韦豪华，李兴太 

（大连民族大学生命科学学院，辽宁大连 116600） 

摘要：本文采用酶解法（胃蛋白酶与胰蛋白酶）提取刺参多糖（Stichopus japonicus polysaccharides，SJP），以硫酸苯酚法测定多

糖含量并研究其清除活性氧保护线粒体的作用机制。以 Fe2+-Vit C 系统诱发肝线粒体脂质过氧化，以丙二醛（MDA）为指标测定 SJP

对脂质过氧化的影响；测定 SJP 的还原力及其对 Fe2+的螯合作用；以 H2O2-Fe2+体系为羟自由基（·OH）生成系统，测定 SJP 清除·OH

的能力；用滴定法测定 SJP 清除过氧化氢（H2O2）的能力；用氮蓝四唑（NBT）法测定 SJP 清除超氧阴离子（O2·−）的能力。研究表

明：SJP 可抑制 MDA 生成；SJP 具有一定的还原力和较弱的 Fe2+螯合作用；另外，SJP 能在一定浓度范围内明显清除·OH、H2O2和

O2·−。SJP 能通过抗氧化、清除活性氧（ROS）来保护线粒体，具有保护机体的功效，这是 SJP 保护线粒体的可能机制。 
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Study on the Mitochondrial Protection of Stichopus japonicus 

Polysaccharides by Scavenging Reactive Oxygen Species  
ZHANG Hong-ling, WEI Hao-hua, LI Xing-tai 

(College of Life Science, Dalian Minzu University, Dalian 116600, China) 
Abstract: Stichopus japonicus polysaccharides (SJP) were extracted by enzymatic hydrolysis (pepsin and trypsin), polysaccharide content 

was determined by phenol/sulfate method and the possible mechanism of scavenging reactive oxygen species (ROS) for SJP to protect  

mitochondria were investigated in this study. The hepatic mitochondrial lipid peroxidation was induced by Fe2+-Vit C system, malondialdehyde 

(MDA) was used as an index to determine the effect of SJP on lipid peroxidation; effects of SJP on the reducing power and Fe2+ chelating were 

measured; the scavenging activity of SJP on the hydroxyl radical (·OH) which was produced by H2O2-Fe2+ system was measured; the method of 

titration and the method of nitrogen blue tetrazolium (NBT) were used to measure the scavenging activity of SJP on the hydrogen peroxide 

(H2O2) and superoxide anion (O2·−), respectively. The results showed that SJP could inhibit the production of MDA; SJP had a certain reducing 

power and weaker Fe2+ chelating activity. In addition, SJP could scavenge ·OH, H2O2 and O2·− within a certain concentration range. SJP could 

protect mitochondria through anti-oxidation and scavenging reactive oxygen species (ROS), which had the effect of protecting the body. This 

was the possible mechanism of SJP to protect mitochondria. 
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线粒体存在于大多数细胞中，是细胞乃至生命体

进行各类代谢活动的中枢，它不仅为细胞提供能量，

参与细胞分化与信息传递等过程，也是产生活性氧

（reactive oxygen species，ROS）的最主要场所，还是

ROS 损伤的主要靶点，体内外研究均表明，过多的

ROS 能够攻击膜脂质、蛋白质和 DNA，并使细胞的

功能恶化[1]。近年来，关于 ROS 对健康重要性的研究 
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越来越多。低水平的 ROS 对健康无害，被看做为信号

分子；高水平的 ROS 与 ROS 缓冲系统功能障碍有关，

直接或间接地参与细胞信号传导，诱导细胞凋亡与疾

病的发生[2]。研究显示[3,4]，电子传递链的结构变化可

使 ROS 生成量增加、脂质过氧化加剧，ROS 生成过

量诱导生物分子的氧化损伤，从而导致线粒体衰老、

癌症与许多其他疾病。因此，体内 ROS 保持平衡对健

康具有重要意义[5]。海参不仅是珍贵的食品也是名贵

的药材，自古以来就被奉为营养佳品，具有较高的经

济价值与药用价值。海参的营养与保健作用主要源于

其体内的多糖，是由氨基半乳糖、己糖醛酸、岩藻糖、

硫酸基组成[6]，具有保护神经细胞[7]、免疫调节[8]、抗

肿瘤[9]和抗凝血[10]等多种生物活性，刺参被誉为“海参
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之冠”。李学鹏等[11]分别选用胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、

中性蛋白酶、碱性蛋白酶、和菠萝蛋白酶水解海参体

壁，随水解时间增加，5 种酶解液的抗氧化能力大体

上都呈现出先增后降的趋势。胰蛋白酶酶解液 Fe2+螯

合能力最强；木瓜蛋白酶酶解液的还原力最大；碱性

蛋白酶和菠萝蛋白酶酶解液对 O2·−自由基的清除能力

较强。许静等[12]研究表明，从海参脏器中分离出的多

糖 HPS1、HPS2 可清除·OH、O2·−自由基，且抗氧化

活性随着多糖质量浓度的增加而增强。本文采用胃蛋

白酶与胰蛋白酶酶解法提取刺参粗多糖，研究了其

Fe2+螯合能力、还原力及清除·OH、H2O2、O2·−等 ROS
保护线粒体的作用及其机制，为其在功能性食品及新

药开发利用方面提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

1.1.1  材料与试剂 
干刺参，大连晓芹食品有限公司；SD 大鼠，大

连医科大学实验动物中心；牛血清白蛋白、还原型辅

酶Ⅰ(NADH)、氮蓝四唑(nitrogen blue tetrazolium，

NBT)，荷兰 Boehringer Mannheim 公司；考马斯亮蓝

G-250 染色液、吩嗪硫酸甲酯(phenazine methosulfate，
PMS)，美国 Fluka 公司；N-(2-羟乙基)哌嗪-N-2-乙烷

磺酸 (Hepes)，德国 Merck 公司；硫代巴比妥酸

(thiobarbituric acid，TBA)、1,1,3,3-四乙氧基丙烷

(1,1,3,3-tetrathoxypropane，TEP)，美国 Sigma 公司；

菲洛嗪(Ferrozine)，英国 Alfa Aesar 公司；三羟甲基氨

基甲烷(Tris)，美国 Gibco 公司；其他试剂均为国产或

进口分析纯。 
1.1.2  仪器与设备 

UV-2450 紫外-可见分光光度计，日本岛津公司；

TGL-18M 台式高速冷冻离心机，上海卢湘仪离心机仪

器有限公司；Polystat 34 恒温水浴锅，美国 Techne 公
司；DY89-1 型电动玻璃匀浆机，宁波新芝科器研究

所；XW-80A 旋涡混合器，上海精密实业有限公司；

SX-610 型笔式 pH 计，上海三信仪表厂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  海参粗多糖的提取 
称取刺参干粉 10 g，加双蒸水 300 mL 浸泡 5 h；

用 98%浓盐酸调刺参浸泡液 pH 为 2.0~2.5，加胃蛋白

酶 1 g 水浴酶解 5 h；再用 1 moL/L 氢氧化钠调 pH 为

8.0~8.5，加胰蛋白酶 1 g 水浴酶解 5 h；于 90 ℃水浴 5 
min，冷却后用 98%浓盐酸调 pH 至 7；将酶解液 8000 

r/min 离心 15 min，上清用 95%乙醇溶液调至含 75%
的乙醇，8000 r/min 离心 15 min，收集沉淀烘干后称

重 ， 即 得 刺 参 粗 多 糖 （ Stichopus japonicus 
polysaccharides，SJP）。采用硫酸苯酚法[13]测定 SJP
多糖含量。 
1.2.2  线粒体脂质过氧化的测定 
1.2.2.1  丙二醛(MDA)含量标准曲线的测定 

用 TBA 显色法测定[14]，利用 TEP 在酸性条件下

产生丙二醛（malondialdehyde，MDA），绘制 MDA
含量标准曲线。以吸光值为横坐标，MDA 含量（nmoL）
为 纵 坐 标 。 MDA 含 量 标 准 曲 线 方 程 为

Y=9.3905X-0.0024，R2=0.998。 
1.2.2.2  肝线粒体的制备 

采用差速离心法[15]制备肝线粒体，取新鲜鼠肝，

用预冷的生理盐水洗去血迹，放入线粒体分离介质中，

用电动匀浆机将其冰浴匀浆。将匀浆液4 ℃ 3000 r/min
离心 10 min，取其上清液，10000 r/min 离心 10 min，
沉淀即为线粒体，加入一定量分离介质，制成悬液放

入 4 ℃冰箱备用。采用考马斯亮蓝法[16]测定线粒体蛋

白含量。 
1.2.2.3  肝线粒体脂质过氧化的测定 

实验分为空白、对照与 SJP 组，SJP 组体系中加

入 6 mmoL/L Vit C、5 mmoL/L FeSO4、SJP、线粒体

与 0.1 moL/L PBS（对照不加 SJP，空白不加 Vit C、
FeSO4、SJP），37 ℃水浴 1 h，加入 20%三氯乙酸

（Trichloroacetic acid，TCA），5000 r/min 离心 10 min，
取 2 mL 上清，加入 0.67% TBA 1 mL，沸水浴 10 min，
用 PBS 溶液调零，测定 532 nm 处吸光值。SJP 的作

用以 MDA 含量及抑制率（Inhibition Rate，IR）表示： 
IR/%=(MDA 含量对照-MDA 含量 SJP)/(MDA 含量对

照-MDA 含量空白) 
1.2.3  还原力的测定 

以 2,6-二叔丁基-4-甲基苯酚（2,6-di-tert-butyl- 
4-methylphenol，BHT）为阳性对照。SJP 组体系中加

入 PBS 缓冲液(0.2 moL/L pH 6.6)、1%铁氰化钾、SJP
与水（调零组不加 BHT、SJP），50 ℃水浴 20 min，
加入 100 g/L TCA 1.0 mL，5000 r/min 离心 2 min，取

上清 1.5 mL，加入 FeCl3溶液（1 g/L）0.1 mL，用去

离子水补至 3 mL，混匀，测定 700 nm 处吸光值，吸

光值越大即还原力越强[17]。 
1.2.4  Fe2+螯合的测定 

采用 Xu 等[18]方法测定，稍有改动，以乙二胺四

乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）为阳

性对照，SJP 组体系中加入 SJP、FeSO4 (0.375 
mmoL/L)、Ferrozine (2.25 mmoL/L)与 Hepes（对照不
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加 SJP），漩涡混匀，室温静置 20 min，测定 562 nm
处吸光值。SJP 的作用以螯合率表示[19]，按下式计算： 

螯合率/%=[(A 对照-ASJP 或EDTA)/A 对照]×100% 
1.2.5  ·OH清除能力的测定 

以BHT为阳性对照，SJP组体系中加入5 mmoL/L
邻二氮菲、0.2 moL/L PBS (pH 7.8)、7.5 mmoL/L 
FeSO4、SJP、1% H2O2（对照不加 SJP，空白对照不

加 SJP、1% H2O2），37 ℃水浴 1 h，测定 536 nm 处

Fe2 +-邻二氮菲复合物吸光值[20]。SJP 的作用以清除率

（Scavenging Rate，SR）表示，按下式计算： 
SR/%=[(ASJP 或BHT-A 对照)/(A 空白对照-A 对照)]×100% 

1.2.6  H2O2清除能力的测定 
以 BHT 为阳性对照，SJP 组体系中加入 SJP、0.1 

mmoL/L H2O2、H2O、3%钼酸铵、2 moL/L H2SO4、1.8 
moL/L KI（对照不加 SJP），参见参考文献[21]，静置，

采用滴定法在 3 min 时，用 5 mmoL/L 的硫代硫酸钠

溶液滴定至黄色消失为止，记录硫代硫酸钠溶液的消

耗体积 V。SJP 的作用以 SR 表示，按下式计算： 
SR/%=[(V 对照-VSJP 或BHT)/V 对照]×100% 

1.2.7  O2·−清除能力的测定 
采用 NBT 法测定[22]，SJP 组体系中加入 H2O、

NBT（12.5 μL/mL）、SJP、NADH(60 μg/mL)、PMS(0.138 
mg/mL)（对照不加 SJP，空白不加 PMS），漩涡混匀。

使用空白调零，2 min 时准确测定其于 560 nm 处吸光

值。SJP 的作用以 SR 表示，按下式计算： 
SR/%=[(A 对照-ASJP)/A 对照]×100% 

1.2.8  数据处理 
数据用均值±标准差（⎯x±s）表示，运用 SPSS 16.0

进行统计分析，组间比较采用单因素方差分析。 

2  结果与讨论 

2.1  SJP的多糖与蛋白质含量 

实验提取的刺参多糖为粗多糖，为了解其含量，

测定粗多糖中的多糖与蛋白质含量。经计算得刺参粗

多糖的多糖含量为 33.21%，蛋白质含量为 5.30%。刺

参多糖所含硫酸基高于其他海参，其糖链上有部分羟

基发生硫酸酯化，且硫酸基含量占多糖的 30%左右
[23]。硫酸苯酚法是根据多糖在硫酸的作用下水解成单

糖，并迅速脱水生成糖醛衍生物，然后与苯酚生成橙

黄色化合物[24]。由于多糖中的糖残基以结合形式存

在，和单糖有所不同，在浓硫酸的作用下不能百分之

百形成糠醛[25]。因而实验只能测定出硫酸脂基类多糖

中的多糖含量，考虑到硫酸基的影响，故实际 SJP 多

糖含量大约为 63%左右。 

2.2  SJP对线粒体脂质过氧化的影响 

脂质过氧化是一种氧化变质反应，脂质过氧化过

程所产生的自由基与一些小分子产物，可引起多种细

胞功能的损伤，如改变细胞膜渗透性与流动性，对蛋

白质和 DNA 也有伤害（引起各种碱基损伤、DNA 链

断裂和各种荧光产物生成，并对 DNA 分子鸟嘌呤碱

基具有选择性损伤[26]），并与多种疾病的发生、发展

具有密切关系[27]。故抑制脂质氧化作用变得十分重

要。 
表1 SJP对线粒体脂质过氧化的影响（⎯x±s，n=6） 

Table 1 Effects of SJP on the lipid peroxidation of mitochondria 

(⎯x ± s, n = 6) 

组别 质量浓度/(mg/mL) MDA/nmoL IR/% 

空白  0.30±0.082** 
 

对照  2.59±0.486 

SJP 

0.003 1.92±0.073** 27.80±2.65

0.007 1.75±0.063** 34.97±2.34

0.013 1.65±0.073** 40.98±3.12
0.027 1.56±0.082** 46.24±3.15

注：与对照组比较，“*”表示有显著差异（p<0.05），“**”

表示有较显著差异（p<0.01），下表同。 

由结果可知，随 SJP 质量浓度升高，MDA 值呈

现下降趋势，抑制率呈现上升趋势，说明 SJP 在此浓

度范围内可减少 MDA 的生成，可抑制脂质过氧化反

应。脂质过氧化与某些疾病的病理过程，如肿瘤、化

学中毒、感染、炎症、自身免疫疾病和心脑血管疾病

等，以及衰老等生理过程均有密切联系[28]。所以，SJP
可能通过抑制脂质过氧化而具有一定的抗衰老作用。 

2.3  SJP对还原力的影响 

表2 SJP对还原力的影响（⎯x±s，n=6） 

Table 2 Effects of SJP on the reducing power (⎯x ± s, n = 6) 

组别 质量浓度/(mg/mL) A700 

BHT 

0.002 0.13±0.013 a  

0.003 0.22±0.011 b 

0.017 0.81±0.049 c 

0.033 1.22±0.086 d 

SJP 

0.033 0.01±0.003 e 

0.067 0.03±0.006 e 

0.333 0.17±0.002 f 
0.667 0.28±0.013 g 

注：组间不同字母表示有显著差异（p<0.05）。 

氧化还原反应中给出电子而自身发生氧化的能力

称为还原力，它是物质抗氧化的重要表现。采用普鲁
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士蓝法测定物质的还原能力，反映其抗氧化能力。吸

光值越大表示样品还原力越强，抗氧化能力亦越强
[29]。实验结果表明，随 SJP 质量浓度增加，吸光值呈

现上升趋势，还原力随吸光值增加而增强，且其还原

力与剂量之间呈正相关。 

2.4  SJP对Fe2+螯合力的影响 

表3 SJP对 Fe2+螯合力的影响 

Table 3 Effects of SJP on the Fe2+ chelation 

组别 
质量浓度

/(mg/mL) 
A562 Fe2+螯合率/%

对照  0.34±0.023  

EDTA 

0.002 0.21±0.028 ** 36.95±3.92 

0.003 0.15±0.012 ** 55.85±3.44 

0.004 0.09±0.010 ** 72.57±3.06 

0.005 0.04±0.007 ** 85.71±2.06 

SJP 

0.033 0.32±0.015 5.60±3.28 

0.067 0.28±0.022 ** 17.41±3.74 

0.167 0.24±0.012 ** 28.97±2.78 
0.333 0.23±0.019 ** 34.18±2.07 

Fe2+螯合力测定是在 Fenton 反应（H2O2 与 Fe2+

的反应生成·OH）之前，具有螯合 Fe2+活性的药物降

低过渡金属酶（可导致脂质过氧化）浓度，减少 ROS
的产生并减弱由此引起的氧化损伤[30]，故在抗氧化性

测定中显得很重要。实验结果表明，随 SJP 质量浓度

增加，对 Fe2+的螯合能力随之增强。当其质量浓度达

到 0.333 mg/mL 时，螯合率可达到 31.55%。但螯合作

用远不如 EDTA 强。 

2.5  SJP对·OH清除能力的影响 

表4 SJP对·OH清除能力的影响 

Table 4 Effects of SJP on the scavenging ability of ·OH 

组别 质量浓度/(mg/mL) A536 SR/% 

空白组  0.12±0.011 **  

对照组  0.02±0.009  

BHT 

0.002 0.03±0.007 4.84±2.33 

0.003 0.04±0.008 12.54±3.24 

0.008 0.05±0.008 ** 32.08±3.69 

0.017 0.10±0.009 ** 74.91±3.64 

SJP 

0.167 0.06±0.010 ** 37.99±3.83 

0.333 0.08±0.011 ** 64.16±2.86 

0.667 0.09±0.007 ** 75.27±3.85 
1.000 0.11±0.018 ** 89.07±3.81 

体内·OH 主要由过氧化物负离子与过氧化氢反应

生成。·OH 是一种体内破坏生物分子最强的活性氧。

实验采用铁-邻二氮菲法测定 SJP 对·OH 的清除能力。

通过 Fenton 反应（H2O2/Fe2+体系）产生·OH，将邻二

氮菲-Fe2+溶液氧化成邻二氮菲-Fe3+溶液。用邻二氮菲

-Fe2+（橙红色）的褪色程度来表示·OH 的清除程度。 
实验结果显示，BHT 组与 SJP 组的吸光值在空白

与对照组的范围内且呈上升趋势，表明二者均有作用。

随 SJP 质量浓度增加，清除率也随之增强。与 BHT
组相比，可看出高浓度的 SJP 对·OH 具有明显的清除

作用。·OH 与衰老、肿瘤、辐射损伤和细胞吞噬等有

关，·OH 清除率是反映药物抗氧化作用的重要指标。 

2.6  SJP对H2O2清除能力的影响 

H2O2是由两个电子还原 O2生成的，在 O2和过渡

金属离子存在的情况下，H2O2 可通过 Fenton 反应生

成·OH。由下表可知，随着 SJP 质量浓度逐渐增大，

清除率越大，对 H2O2 的清除能力越强。与阳性对照

组相比，可看出 SJP 具有清除 H2O2 的能力。在人体

内，许多生物膜（如细胞线粒体膜）以及胞浆中均会

产生 H2O2，因细胞中许多细胞器均含生物膜结构，故

生物膜的过氧化病变对健康的影响可想而知[31]。 

表5 SJP对 H2O2清除能力的影响 

Table 5 Effects of SJP on the scavenging ability of H2O2 

组别 质量浓度/(mg/mL) V/mL SR/% 

对照组  0.35±0.036  

BHT 

0.008 0.27±0.024 ** 19.32±3.39

0.017 0.22±0.027 ** 36.71±3.39

0.033 0.18±0.023 ** 51.69±3.51

SJP 
0.167 0.25±0.020 ** 27.05±3.39

0.333 0.19±0.026 ** 45.89±3.96
0.667 0.16±0.017 ** 55.07±3.04

2.7  SJP对O2·−清除能力的影响 

表6 SJP对 O2·−清除能力的影响 

Table 6 Effects of SJP on the scavenging ability of O2·− 

组别 质量浓度/(mg/mL) A560 SR/% 

对照组  0.47±0.028  

SJP 

0.033 0.26±0.016 ** 44.81±3.45

0.067 0.15±0.009 ** 64.48±2.02

0.133 0.07±0.013 ** 82.62±0.98
0.267 0.05±0.009 ** 87.81±1.85

体内 O2·−不发生化学变化时对人体无害，但

与·OH 结合后的产物可损坏细胞 DNA，破坏人类机体

功能。生物体内 O2·−能长时间地攻击靶向目标，且对

细胞具有毒性作用，它与人体的衰老息息相关。实验

结果表明，随 SJP 质量浓度增加，清除率随之增加，
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说明 SJP 具有清除 O2·−的作用。 

3  结论 

3.1  海参广泛分布于世界各海洋中。我国南海沿岸种

类较多，约有 20 余种海参可供食用，其中以刺参的质

量为最佳[32]。海参粗多糖是从海参中提取的海洋生物

制剂，含多糖和多肽，在医药领域有巨大应用潜力，

具降血脂、抗肿瘤、降血糖、抗病毒、体内外抗氧化

及清除 ROS 等作用。ROS 是机体内最常见也是最重

要的自由基，在细胞信号传导和保持机体功能上起很

大作用。由于带有不成对电子，极易发生得电子或失

电子的反应，一旦生成又会引发其他物质生成自由基，

由此引发连锁反应。过高的 ROS 水平会对细胞和基因

结构造成损伤，ROS 和许多疾病都有着密切的关系，

近年来对 ROS 的研究已成为现代生命科学的热点[33]。

3.2  实验结果表明，SJP 对脂质过氧化有抑制作用，

具有还原力和 Fe2+螯合能力，对·OH、H2O2、O2·−也
具有一定的清除作用。大部分 ROS 作为呼吸链正常能

量生成的副产物，在线粒体产生。线粒体主要通过调

整 ROS 的生成以及能量代谢来实现其生理功能[34]；

恶性细胞中的线粒体结构和功能与正常细胞中的不

同，癌细胞中的线粒体过量产生 ROS，通过其诱导基

因组不稳定、修饰基因表达与参与信号通路来诱使癌

症的发展[35]，因此保护线粒体具有重要意义。 
3.3  线粒体功能障碍（ATP 合成减少、活性氧增多、

Ca2+紊乱和细胞凋亡等特征[36]）导致细胞功能被破坏，

引起心血管与神经系统等多种疾病，而这些疾病正是

当今损害人类健康的重大疾病，线粒体已成为研究与

治疗疾病的新方向。而 SJP 可通过抑制线粒体脂质过

氧化与清除 ROS 来保护线粒体，为相关疾病的治疗、

新药研发以及功能性食品开发提供了新思路。 
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