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羊栖菜提取物的体外抗氧化活性及降低小鼠餐后血

糖作用 

 

郑晓丽，阎利萍，左吉卉，陈玲，程阳，吴明江，佟海滨 

（温州大学生命与环境科学学院,浙江温州 325035） 

摘要：为了研究羊栖菜不同溶剂萃取物的抗氧化及降低餐后血糖活性，用石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇依次萃取羊栖

菜乙醇提取物得到各萃取物，测其总多酚、黄酮含量；运用 DPPH·、ABTS·、FRAP 三种方法评价抗氧化活性，对-硝基苯基-α-D 吡

喃葡萄糖苷（PNPG）法及 DNS 法测定其对 α-葡萄糖苷酶、α-淀粉酶抑制率，小鼠糖耐量实验评价其降低餐后血糖作用。结果表明

乙酸乙酯萃取物的总多酚和黄酮含量最高，分别是 34.47 mg/g 和 5.77 mg/g，其抗氧化活性仅在 DPPH·试验中略低于正丁醇萃取物，

当浓度为 1.6 mg/mL 时，乙酸乙酯萃取物的抗氧化活性分别是 90.17%（DPPH·）、0.35 mmol/mg（ABTS·）和 0.72 mmol/mg（FRAP）；

在 α-葡萄糖苷酶抑制实验中，石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯萃取物的 IC50值分别是 0.54、0.29、0.27 mg/mL；前三种萃取物均能明显

降低餐后血糖。本研究表明乙酸乙酯萃取物具有作为膳食补充剂或糖尿病治疗药物的潜力，为羊栖菜的深度开发利用提供了理论依据。 
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Abstract: To study the antioxidant and lower postprandial blood glucose activities by different solvents extracts from Sargassum fusiform, 

the ethanol extract of Sargassum fusiforme was fractionated by different organic solvents (Petroleum ether, dichloromethane, ethyl acetate, butyl 

alcohol, PE, DCM, EAC, NBA). The contents of phenols and flavonoids were measured, then the DPPH·, ABTS·, and FRAP methods were 

used to evaluate the antioxidant activity, the p-nitrophenyl-α-D glucopyranoside (PNPG) and DNS methods were used to determine the 

inhibition rate of α-glucosidase and α-amylase. Finally, glucose tolerance was measured to evaluate the effect on the postprandial blood glucose. 

Result showed that EAC extract exhibited the highest total phenols and flavonoids contents, which were 34.47 mg/g and 5.77 mg/g, respectively, 

and its antioxidant activity was only slightly lower than that of NBA extract in DPPH test, when the concentration was 1.6 mg/mL, the 

antioxidant activities of EAC extract were 90.17% (DPPH·), 0.35 mmol/mg (ABTS·) and 0.72 mmol/mg (FRAP); in the α-glucosidase 

inhibition experiment, the IC50 of PE, DCM, EAC extracts were 0.54, 0.29, and 0.27 mg/mL, respectively. The first three extracts can 

significantly reduce postprandial blood glucose. This study shows that EAC extract has the potential to be used as a dietary supplement or 

anti-diabetic medicine, providing a theoretical basis for the development and utilization of Sargassum fusiforme. 
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糖尿病是一种以高血糖为特征的代谢性疾病，由

胰岛素分泌不足或胰岛素敏感性降低，或两者兼有而

引起。糖尿病主要有两种类型，其中 2 型糖尿病

（T2DM）占 90%以上，通常发生在中老年人群体[1]。

遗传和代谢功能障碍以及不良生活方式等均可能导致

T2DM 的发生[2]。近几十年来，糖尿病已成为全球发

病率最高的疾病之一，2017 年的报告显示，18 岁以上

的成年人中有 4.25 亿人患有糖尿病，而 1980 年仅为

1.08 亿人，并且专家预测 2045 年的糖尿病患者将超过

6 亿人[3]。糖尿病伴随着多种并发症包括高血压、动脉

粥样硬化、肾病、视网膜病变等[4]。治疗糖尿病及其

并发症耗费了大量资金，造成了巨大经济损失，已成

为社会发展的负担。 
自由基在体内的过度积累被认为是诱发T2DM的

潜在分子机制[5]。研究表明，清除自由基、修复氧化

应激损伤可以干预 T2DM 及其并发症的发生发展[6,7]。

此外，血糖水平与水解酶（如 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉

酶）的活性直接相关。α-淀粉酶可以水解 α-1,4 糖苷键

形成低聚糖，而 α-葡萄糖苷酶可以从寡糖的非还原端

水解 α-1,4 糖苷键释放葡萄糖，所以通过抑制上述水

解酶的活性可以抑制碳水化合物在肠道的消化、吸收，

从而降低餐后血糖[8,9]。因此，α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉

酶被认为是糖尿病治疗的重要靶点。总之，抗氧化和

抑制 α-淀粉酶或 α-葡萄糖苷酶活性能有效的防治 2型
糖尿病。 

长期以来，天然产物一直是治疗人类疾病的药物

来源。羊栖菜是一种典型的药用和食用同源藻类[10]。

据报道，它具有降血糖、降血脂、抗血栓等多种功能，

还能消除大脑疲劳、促进儿童发育、增强免疫力、延

缓衰老等[10-13]，但其药理作用机制尚不清楚。因此，

本研究利用体内和体外模型，对羊栖菜乙醇提取物的

抗氧化和控制餐后血糖活性进行了较为系统的评价。 

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 

羊栖菜于 2017 年 10 月在浙江省温州市洞头区海

域采集，经张旭博士鉴定为褐藻门马尾藻科马尾藻属

羊栖菜（Sargassum fusiforme），存放于温州大学生命

与环境科学学院；8 周龄健康雄性 ICR 小鼠购自温州

医科大学实验动物中心（Certificate No. SYXK 
Z2015-0009），体重为 18~22 g，饲养温度为（22±2）℃，

照明时间 12 h/d（8:00~20:00），小鼠适应性饲养 1 周

后进行实验。 
1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH·)、福林酚试剂、

没食子酸，上海麦克林生化科技有限公司；对硝基苯

-α-D-吡喃葡萄糖苷、芦丁、α-葡萄糖苷酶，源叶生物

技术有限公司；α-淀粉酶，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；总抗氧化能力测定试剂盒（FRAP 法），南

京建成生物工程研究所；总抗氧化能力测定试剂盒

（ABTS·法），上海碧云天生物技术研究所；血糖试纸，

三诺生物传感股份有限公司；其余试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

RE-52AA 旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；循

环水式多用真空泵，郑州长城科工贸有限公司；

UV-5100 紫外可见分光光度计，上海元析仪器有限公

司；CYtation3 酶标仪，美国伯腾仪器有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  提取物的制备 
羊栖菜提取物的制备流程：羊栖菜→干燥→粉碎→称量→

加入 95%乙醇→浸提→过滤→浓缩→浸膏→萃取→浓缩、干燥

→各萃取物 

具体操作步骤：精密称取羊栖菜粉末 2 kg，加入

95%乙醇浸没，两周后进行过滤，滤液浓缩，滤渣用

95%乙醇于电热套上回流提取三次，每次 2 h，合并提

取液，浓缩后得到浸膏。将浸膏分散于水中，依次采

用石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇萃取，每种

溶剂分别萃取 3 次，合并同类，获得 5 种萃取物。将

各萃取层浓缩，分别得到石油醚萃取物、二氯甲烷萃

取物、乙酸乙酯萃取物、正丁醇萃取物、水层，干燥，

4 ℃冷藏备用。 
1.3.2  总多酚与黄酮含量测定 

采用福林-酚比色法[14,15]：以（10.0~50.0 µg/mL）
没食子酸为标准品，做标准曲线，得到线性方程：

Y=0.0112X+0.0117，（R2=0.9972）。取 0.50 mL 的样品

溶液（5 mg/mL）于试管中，加入 2.50 mL 10%福林酚

试剂，摇匀。反应 5 min 后加入 2 mL 7.5% Na2CO3，

摇匀。室温放置 1 h 后，于 765 nm 处测定吸光值，代

入回归方程计算出各样品溶液中总多酚的含量，以每

克萃取物干重中所含没食子酸（gallic acid，GAE）当

量（mg gallic acid equivalents/g dry weight）来表示（mg 
GAE/g DW）。 

总黄酮含量测定采用 NaNO2-Al(NO3)3-NaOH 显

色法[16,17]：以（21.12~105.60 µg/mL）芦丁为标准品，

做标准曲线，得到线性方程：Y=6.4962X-0.002，
（R2=0.9997）。取 0.50 mL 的样品溶液（5 mg/mL）于

10 mL 容量瓶中，加入 0.50 mL 5% NaNO2溶液，摇匀。

6 min 后加入 0.50 mL 10% Al(NO3)3，摇匀。6 min 后
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加入 4 mL 4% NaOH，并加 60%乙醇定容，反应 20 
min。在 510 nm 处测定吸光值，代入回归方程计算出

各样品溶液中总黄酮的含量，以芦丁当量来表示(mg 
rutin equivalent/g dry weight mg RE/g DW)。 
1.3.3  DPPH 清除自由基能力的测定[18] 

将样品溶解在 50%的乙醇中，得到不同浓度

(0.025~1.60 mg/mL)的样品。然后，将 100 μL 的

DPPH·溶液(0.10 mM，50%乙醇)与 100 μL 的样品溶

液在 96 孔板中混合。摇匀，室温避光反应 20 min，
517 nm 波长测定吸光度，记为 A1。等量 DPPH·和 50%
乙醇作为对照，记为 A3，等量样品和 50%乙醇记为

A2。所有测量数据一式三份。DPPH 自由基清除率计

算公式如下： 

清除率(%)=[1-(A1–A2)/A3]×100% 

注：A1：样品+DPPH·反应孔；A2：等量样品+50%乙醇，

A3：同体积的 DPPH·乙醇溶液和 50%乙醇混合。 

1.3.4  ABTS 自由基清除能力的测定 
参考总抗氧化能力测定试剂盒（ABTS·法）说明

书，ABTS 自由基阳离子(ABTS+)溶液是将 ABTS·原
液与过硫酸钾(2.45 mmol/L)在室温下黑暗中反应 12 h
后制备所得，然后用 80%的乙醇稀释 ABTS+溶液，在

734 nm 处调节吸光度至 0.70±0.05。将 10 μL 样品或

trolox 标准品加入 200 μL 稀释 ABTS+溶液中，室温下

避光 5 min 后在 734 nm 处测定吸光度。Trolox 是一种

类似于维生素 E 的水溶性物质，作为参考标准，准备

了浓度范围为 0.15~1.50 mM 的校准曲线。数据以

Trolox 等效抗氧化能力(TEAC，mmol/mg)表示。 
1.3.5  FRAP 法测定总抗氧化能力 

参考 FRAP 法试剂盒说明书，取 5 μL 样品溶液和

180 μL FRAP 工作液于 96 孔板中，37 ℃孵育 5 min
后，检测 593 nm 处的吸光度。以蒸馏水为空白对照。

在酸性条件下，Fe3+-TPTZ 在抗氧化化合物的存在下

被还原为蓝色的Fe2+-TPTZ，在593 nm处有最大吸收。

以 FeSO4·7H2O (0.15~1.50 mM)做标准曲线，总抗氧化

能力用 FeSO4·7H2O 标准溶液的浓度来表示。 
1.3.6  α-葡萄糖苷酶抑制率的测定[19] 

首先配制好 0.1 M 磷酸钠缓冲溶液(pH 6.8)，用上

述缓冲液配制 1 U/mL 的 α-葡萄糖苷酶溶液和 2.50 
mM 的 pNPG 溶液，并配好 0.20 M Na2CO3溶液。取

20 μL 不同浓度的样品溶液（0.025~1.60 mg/mL）、40 
μL 0.1 M 磷酸盐缓冲液和 20 μL α-葡萄糖苷酶溶液于

96 孔板中，充分混匀，37 ℃孵育 10 min 后，加入 20 
μL pNPG，充分混合，37 ℃反应 20 min。加入 0.20 M 
Na2CO3溶液 100 μL，震荡摇匀后在 405 nm 处测定吸

光度，记为 A1。同等条件下，用缓冲液代替酶溶液测

定吸光值，记为 A2。再取溶剂代替样品测定吸光值

A3。取缓冲液和溶剂混合液测得吸光值 A4。计算公

式为： 
抑制率%=[1-(A1-A2)/(A3-A4)]×100% 

1.3.7  α-淀粉酶抑制率的测定  
先配制好 0.1 M 磷酸钠缓冲液(pH 6.9，0.0067 M 

NaCl)，并用此缓冲液配置 0.50 mg/mL α-淀粉酶，0.1%
淀粉溶液，煮沸两分钟取上层清液备用。参考文献[20]，

取 80 μL 样品溶液（0.025~1.60 mg/mL），50 μL α-淀
粉酶溶液于离心管中，混匀并在 25 ℃孵育 10 min，
之后加入 50 μL 0.1%淀粉溶液，混匀并在 25 ℃反应

15 min，之后加入 200 μL 96 mM 二硝基水杨酸

（DNS），沸水浴 10 min，冷却至室温，在 540 nm 处

测定吸光值，记为 A1。对照组用缓冲液代替酶溶液，

记为 A2。标准组用溶剂代替样品，记为 A3，空白组

取缓冲液和溶剂混合液测得吸光值 A4。 
抑制率(%)=[1-(A1-A2)/(A3-A4)]×100% 

1.3.8  萃取物对小鼠淀粉/麦芽糖耐量实验[21,22] 
雄性 ICR 小鼠禁食 12 h 后，随机分为 4 组，每组

6 只。对照组为生理盐水。每种提取物以 400 mg/kg
剂量灌胃给药。10 min 后，灌胃剂量为 2 g/kg 淀粉或

麦芽糖溶液，分别于 0、15、30、60、90、120 min 测

定血糖值，绘制血糖曲线并计算线下曲线面积。 

1.4  数据处理 

利用 GraphPad Prism 5 进行数据分析和作图，测

定结果用平均值±标准差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  羊栖菜各萃取物中总多酚和黄酮含量   

羊栖菜乙醇提取物经石油醚、二氯甲烷、乙酸乙

酯、正丁醇四种不同极性溶剂萃取，得到五种萃取物。

各萃取物总多酚和黄酮的含量见表 1，其中乙酸乙酯

萃取物的总多酚及黄酮含量最高，分别为 34.47 mg/g
和 5.77 mg/g。水层萃取物的总多酚和黄酮含量最低分

别是 2.61 mg/g 和 0.89 mg/g。该结果表明中极性溶剂

乙酸乙酯比小极性石油醚及大极性正丁醇和水对羊栖

菜中总多酚和黄酮类物质的溶解性更好。邱珊莲等[23]

也观察到嘉宝果嫩叶提取物乙酸乙酯相的总多酚含量

（33.92 mg/g）及总黄酮含量（13.35 mg/g）明显高于

其他溶剂萃取物。5 种萃取物中，大极性的水层萃取

物中总多酚和黄酮的含量最低，可能其中含有其它的

成分如寡糖、有机酸等，而小极性的石油醚萃取物中

则可能含有较多的色素和油脂。 
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表1 羊栖菜各萃取物的总多酚和黄酮含量 

Table 1 Total phenols and flavonoids contents of extracts from 

Sargassum fusiforme (n=3) 

溶剂类型 总多酚/(mg/g) 总黄酮/(mg/g) 

石油醚 9.79±0.19 4.57±0.09 

二氯甲烷 15.37±0.47 4.74±0.19 

乙酸乙酯 34.47±0.31 5.77±0.07 

正丁醇 10.37±0.31 1.82±0.05 

水 2.61±0.05 0.89±0.03 

2.2  抗氧化活性 

2.2.1  萃取物对 DPPH·的清除能力 

各萃取物对 DPPH·的清除能力见图 1a 所示。当

浓度从 0 mg/mL 到 0.80 mg/mL 时，正丁醇和乙酸乙

酯萃取物清除率增长较快，之后减缓，当浓度为 1.60 
mg/mL，两种萃取物的 DPPH 自由基清除能力分别为

94.55%、90.17%，石油醚和水层萃取物在浓度范围内

增幅不明显。石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇、

水萃取物的 IC50依次是 3.32、0.93、0.27、0.13 和 2.17 
mg/mL。许海棠等[18]对百香果叶不同极性提取物的抗

氧化相关性分析中表明，其 DPPH·清除能力与总酚、

黄酮含量的相关系数为 0.788~0.847，说明百香果叶各

萃取物的总酚、总黄酮对其抗氧化能力起着较大作用，

这与本研究结果类似，羊栖菜不同萃取物间的抗氧化

活性存在差异，可能与萃取物中多酚和黄酮的含量、

类型有密切联系。对于正丁醇萃取物，其多酚和黄酮

含量并不是最高的，但其表现出了最高的清除 DPPH
自由基的活性，这可能与其他活性化合物的存在有关。 
2.2.2  ABTS 自由基清除能力测定 

羊栖菜各溶剂萃取物对ABTS自由基清除能力结

果见图1b所示。在实验浓度范围内，各萃取物的ABTS
自由基清除能力都呈现出剂量依赖性，特别是乙酸乙

酯和正丁醇萃取物。当浓度达到 1.60 mg/mL 时，乙酸

乙酯萃取物抗氧化能力最强，为 0.35 mmol/mg。而与

乙酸乙酯萃取物相比，石油醚、二氯甲烷及水萃取物

具有较低的抗氧化水平，三者抗氧化能力相差不大。

五种萃取物清除能力顺序为：乙酸乙酯萃取物>正丁

醇萃取物>水层萃取物>二氯甲烷萃取物>石油醚萃取

物，其对 ABTS 自由基清除能力与对 DPPH·的清除能

力趋势接近，这与许海棠等[18]研究的总多酚和黄酮含

量与 ABTS·清除能力强弱相关性分析结论相一致。 
2.2.3  FRAP 法测定总抗氧化能力 

FRAP 法测定羊栖菜各溶剂萃取物总抗氧化能力

结果如图 1c 所示。乙酸乙酯萃取物在五种萃取物中抗

氧化能力最强，正丁醇萃取物次之，水层萃取物抗氧

化能力最弱。随着样品浓度的逐渐增大，五种萃取物

的抗氧化能力都逐渐增大，当萃取物浓度达到 1.60 
mg/mL，石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇、水

层萃取物的抗氧化能力达到最大值分别是 0.17、0.25、
0.72、0.51 和 0.12 mmol/mg。五种萃取物抗氧化能力

与之前的两种方法测定结果相似。孙海龙等[24]在李果

皮总酚含量及其抗氧化能力研究中同样发现总酚含量

与 FRAP 法测定的抗氧化能力呈极显著正相关

（p<0.01）。 

 

 

 
图1 羊栖菜萃取物的抗氧化活性 

Fig.1 Antioxidant activity of Sargassum fusiforme extracts 

2.3  对 α-葡萄糖苷酶及 α-淀粉酶的抑制作用 

如图 2a 所示，当萃取物浓度逐渐增大到 0.40 
mg/mL 时，对酶活性的抑制作用增幅明显，当浓度从

0.80 mg/mL 到 1.60 mg/mL 时，抑制作用增幅减缓，

并逐渐趋于平稳。石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯萃取

物对 α-葡萄糖苷酶抑制活性的 IC50 值分别是 0.54、
0.29、0.27 mg/mL，而正丁醇和水层萃取物对 α-葡萄

糖苷酶具有很小的抑制活性，乙酸乙酯萃取物具有最

好的 α-葡萄糖苷酶抑制活性。许海棠等[18]发现，当剂
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量为 0.625 mg/mL 时，百香果叶乙酸乙酯萃取物的 α-
葡萄糖苷酶抑制率仅为 30%左右；而剂量为 0.8 
mg/mL 的羊栖菜乙酸乙酯层萃取物，其 α-葡萄糖苷酶

抑制率高达 70%，优势明显。从图 2b 可以看出，各

萃取物对 α-淀粉酶的抑制作用均呈剂量依赖性，并且

在 0~0.40 mg/mL 浓度范围内，抑制率增幅明显，之后

趋于平稳。当浓度为 1.60 mg/mL 时，石油醚、二氯甲

烷、乙酸乙酯、正丁醇、水层萃取物抑制率达到最大

值，分别是 41.79%、36.85%、30.80%、36.65%、24.75%。 

 

 
图2 羊栖菜萃取物对α-葡萄糖苷酶、α-淀粉酶抑制效果 

Fig.2 Inhibition effect of Sargassum fusiforme extracts on 

α-glucosidase and α-amylase 

2.4  体内淀粉/麦芽糖耐量实验 

羊栖菜五种溶剂萃取物对 ICR 小鼠淀粉/麦芽糖

耐量的作用效果如图 3 所示。图 3a、3b 淀粉耐量实验

中，在灌胃淀粉后，对照组小鼠血糖明显升高，在 30 
min 时达到峰值（13.02 mmol/L）。与对照组相比，石

油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇萃取物均能显著

改善淀粉耐量，其中乙酸乙酯萃取物最为显著。在图

3c、3d 麦芽糖耐量实验中，对照组小鼠血糖在 15 min
到达峰值（17.92 mmol/L），90 min 后恢复到生理水平。

根据曲线下面积（图 3d）可知，除正丁醇萃取物外其

他萃取物均能显著改善小鼠麦芽糖耐量。15 min 时，

五种萃取物灌胃的小鼠血糖值达到最高，依次为

10.22、12.80、12.68、14.17、13.88 mmol/L，120 min
后恢复到生理水平。综上所述，前三种萃取物均展现

出改善淀粉/麦芽糖耐量的作用效果。池里群等[21]研究 
 

表明由于红杉醇不同提取物中所含主要成分的不同

（多糖类、黄酮类、皂甙类等），导致抑制葡萄糖苷酶

及改善糖耐量的效果不同，其降血糖作用机制也各有

区别。羊栖菜五种萃取物对淀粉/麦芽糖耐量的作用效

果不同，可能与其含有的活性化合物种类有关，需进

一步研究和开发。 

 

 

 

 
图3 淀粉和麦芽糖耐量实验 

Fig.3 Starch and maltose tolerance test 

注：a：灌胃淀粉 2 h 内血糖曲线；b：灌胃淀粉 2 h 内血

糖曲线下面积；c：灌胃麦芽糖 2 h 内血糖曲线；d：灌胃麦芽

糖 2 h 内血糖曲线下面积；*表示相关性显著，p<0.05；**表示

相关性极显著，p<0.01。 
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3  结论 

本研究测定了羊栖菜不同极性溶剂萃取物中总

多酚和黄酮的含量，溶剂极性从小到大，各萃取层多

酚的提取效率为：0.98%、1.54%、3.45%、1.04%、0.26%，

黄酮的提取效率分别为：0.46%、0.47%、0.58%、0.18%、

0.09%。并运用 DPPH·、FRAP、ABTD·三种方法测定

了萃取物的抗氧化活性，其中乙酸乙酯、正丁醇萃取

物抗氧化活性较强，这可能与其多酚和黄酮含量高有

关。α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶活性抑制实验发现，乙

酸乙酯萃取物对 α-葡萄糖苷酶的抑制率最高达到

80%。石油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯萃取物均能显著

改善淀粉/麦芽糖耐量，表明三者均可抑制餐后血糖的

升高，具有干预 2 型糖尿病发生发展的潜在作用。因

此后续进一步的筛选α-葡萄糖苷酶及淀粉酶的抑制剂

可以从乙酸乙酯层的分离纯化着手，找出抑制活性较

强的化合物，并通过分子对接技术找到抑制剂和酶的

作用位点及结合方式，为 2 型糖尿病的治疗提供更多

的理论依据。 
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