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摘 要：作者研究了高、中、低3种不同聚合度葡一半乳低聚糖在DPPH体系和羟自由基体系中清

除自由基的能力。结果表明：高聚合度葡一半乳低聚糖对DPPH自由基的清除能力较中、低聚合度

葡一半乳低聚糖强，IC。。为13 mg·mL-1；而对·0H的清除能力，中聚合度葡一半乳低聚糖较强，其

IC。。为21 mg·mL_1。高、中聚合度的葡一半乳低聚糖在两种体系中均有较好的清除作用，聚合度大

小影响葡一半乳低聚糖清除自由基的活性。
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Abstract：The free radieal scavenging ability of different molecular weight glucogalactane were

carefully determined by the method of DPPH assay and hydroxy radical assay in vitro．The

scavenging ability of hight molecular weight gIucogalactane is stronger than that of middle

molecular weight and lOW molecular weight glucogalactane in DPPH assay，and its IC50 was 13

mg mL_1． Among of three molecular weight glucogalactane the middle molecular weight

glucogalactane plays a strong ability of scavenge radicals，ICso was 2 1 mg·mL-1．The results

showed that molecule weight of the glucogalactane was contribute to the ability of scavenging．
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对自由基清除剂的研究已引起了广泛关注。

据报道，琼胶寡糖、阿魏酰低聚糖、甲壳低聚糖等均

对自由基具有清除作用口-4]。邢荣娥等[5]报道，壳

聚糖相对分子质量影响清除超氧阴离子的活性，水

溶性低分子(MW一9×103)部分清除率高于高分子

壳聚糖(MW一7．6×105)；孙丽萍等[63研究了水解

度不同的褐藻胶寡糖抗氧化能力，发现较低聚合度

褐藻胶寡糖清除自由基能力较强。但对于低聚糖

聚合度大小对清除自由基能力的影响尚缺乏研究。

作者研究了葡一半乳低聚糖相对分子质量对DPPH

自由基和羟自由基的清除能力。
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1材料与方法

1．1主要试剂与仪器

乳糖：AR，中国医药集团上海化学试剂公司产

品；1，1一二苯基一p苦味酰自由基(DPPH)：Aldieh

Chem公司产品；邻二氮菲：中国医药集团上海化学

试剂公司产品；Panasonic NN-S563JF型变频微波

炉：松下公司产品；UV一2102PC分光光度计：美国

Unieo公司产品；高压液相色谱仪(HPLC)：美国

Waters公司产品。

1．2 制备

采用微波固相合成法口3合成不同聚合度的高

分子葡一半乳低聚糖(HL)、中分子葡一半乳低聚糖

(ML)、低分子葡一半乳低聚糖(LL)：

1．3产物分析

高效液相色谱法：Waters400E；色谱柱：Sugar—

pakl，D 6．5 mm×300 mm；流动相：纯水；流量：0．4

mL／min；进样量：10”L；温度：80℃。

1．4 自由基清除率的测定

1．4．1 自由基清除体系DPPH自由基清除体

系【8-9]：低聚糖溶解于Tris—HCl(O．05 mol／L，pH一

7．4)中，取2 mL低聚糖的Tris—HCl溶液，加入等

体积0．2 mmol／I。DPPH的无水乙醇溶液，充分混

匀，室温下避光反应20 min，在517 nm条件下测定

液体吸光值A；羟自由基(·OH)清除体系L10。11]：邻

二氮菲无水乙醇溶液一磷酸盐缓冲溶液一硫酸亚铁溶

液一过氧化氢体系。

1．4．2 紫外扫描分析葡一半乳低聚糖对DPPH自

由基的清除作用 根据葡一半乳低聚糖和DPPH的

乙醇溶液在200～600 nm波段扫描时282 nm和

517 nm峰值的变化及波形的移动，判断葡一半乳低

聚糖对DPPH自由基是否具有清除作用。

1．4．3 葡一半乳低聚糖对DPPH自由基的清除效

果取低聚糖ML进行两种体系中清除自由基能

力实验，DPPH自由基体系的清除效果与VC比较。

IC。。为清除50％自由基时低聚糖浓度。

1．4．4聚合度对葡一半乳低聚糖清除DPPH自由

基、羟自由基能力影响 取LL、ML、HL样品做清

除DPPH自由基、羟自由基实验，考察聚合度分别

为2．36、3．01、4．47时对清除作用的影响。

2结果与讨论

2．1产物低聚糖高效液相色谱分析

作者对实验室合成的3种低聚糖进行高效液

相色谱分析。3种低聚糖产物中三糖及其以上部分

所占质量分数分别为52．59％、63．3％、73．72％，聚

合度分别为LL(2．36)、ML(3．01)、HL(4．47)。以

乳糖(C，。H。。O，。)相对分子质量342为标准，按平均

聚合度计算，LL、ML、HL平均相对分子质量分别

为807、1029、1528，分别示为低分子葡一半乳低聚糖

(LL)，中分子葡一半乳低聚糖(ML)，高分子葡一半乳

低聚糖(HL)，分析结果见图1。
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图1合成产物高效液相色谱图

Fig．1 The HPLC of different polymer of the product

2．2葡一半乳低聚糖清除DPPH自由基的紫外扫描

分析

DPPH是一种较稳定的自由基，其乙醇溶液呈

现紫色，其N上有一个游离电子，因此，在517nm

处有最大吸收峰。当加入自由基清除剂后，DPPH
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捕捉一个电子与游离基配对，在517nm处的吸收消

失，紫色退去。因此，可以通过通过测定加入自由

基清除剂后DPPH在517nm处吸收值的下降，检

测其对DPPH的清除作用。

图2(a)为DPPH、DPPH+葡一半乳低聚糖

(HL)、葡一半乳低聚糖(HL)、以及乳糖的紫外扫描

分析图谱，图2(b)为DPPH溶液中添加不同浓度

的葡一半乳低聚糖(HL)和乳糖后，534 nm下溶液吸

光值的变化曲线。

【b)

图2紫外扫描分析图

Fig．2 The analysis of UV scaning

以图2(a)DPPH和DPPH+葡一半乳低聚糖曲

线可以看出：DPPH在517 nm处有较大的吸收峰，

当加入50 mg／mL葡一半乳低聚糖后，DPPH在517

nm处的吸收峰显著下降，并且产生红移现象，红移

距离为17 nm，同时327 nm处吸光值降低0．7019。

这表明DPPH自由基在反应体系中能够捕捉到电

子与游离基配对，从而降低DPPH活性。分析葡一

半乳低聚糖和DPPH+葡一半乳低聚糖的紫外扫描

曲线图可知：葡一半乳低聚糖在282 nm处OD值降

低，并发生蓝移，蓝移距离为4 nm，表明葡一半乳低

聚糖参与了对DPPH自由基的清除反应；同时葡一

半乳低聚糖和DPPH+葡一半乳低聚糖在282 nm处

的吸收峰表明，葡一半乳低聚糖在合成过程中可能有

糖醛类物质产生，但具体物质尚需进一步分析检

测；由图2(b)可以看出：随着葡一半乳低聚糖浓度的

增加，DPPH红移后在534 nm处的吸光值程下降

趋势，但添加乳糖后DPPH在534 nm处的吸光值

保持不变，表明葡一半乳低聚糖能够清除DPPH自

由基，而乳糖不起作用。

2．3葡-半乳低聚糖对DPPH自由基的清除效果

图3(a)显示了不同浓度的VC对DPPH的清

除能力，IC。。约为5 pg／mL(约A一0．23)；图3(b)显

示葡一半乳低聚糖ML对DPPH的清除作用。由图

可知，在质量浓度高于VC 1 000倍的情况下，随着

低聚糖质量浓度的增加，吸光值下降，但降幅较缓，

当吸光值降幅达到VC降幅一半(约A—o．23)时达

到ICs。，此时ML葡一半乳低聚糖的质量浓度约为

28 mg／mL。实验证明：在清除DPPH自由基体系

中，葡一半乳低聚糖的清除能力远远低于VC。

VC质量浓度／(1L g／mL)
(a)

(b)

图3 VC和葡一半乳低聚糖对DPPH自由基的清除作用

Fig．3 Effect Oll the scavenging rates of VC and giucoga—

lactane to DPPI-I·in vitro

2．4 聚合度对葡一半乳低聚糖清除DPPH自由基、

羟自由基能力影响

葡一半乳低聚糖属于多羟基类化合物，各链上连

接着大量的“一oH”基团，羟基是活泼的氢供体，且随

着各单糖数目的增加“一OH”基团数增加，其抗氧化

活性的强弱与分子中质子氢的提供能力有关。在

葡一半乳低聚糖众多的羟基中，存在活泼的氢供体，

氢质子可直接参与自由基的清除作用，母核上活性

“一OH”基团数越多，提供氢质子能力越强，清除自由
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基能力越强[12-13]。

图4(a)显示了不同聚合度的葡一半乳低聚糖

HL、ML、LL对DPPH自由基的清除作用。随着3

种糖质量浓度的增加，清除率也逐渐增加，但增幅

逐渐趋于平缓，最大抑制率约为94％。在10 rag／

mL以下的质量浓度，3种糖对DPPH自由基的清

除率关系是ML>HL>LL，而10 mg／mL以上的

质量浓度清除率关系是HL>MLDLL。总的来

看，HL和ML的葡一半乳低聚糖对DPPH自由基的

清除作用高于LL的葡一半乳低聚糖，HL的葡一半乳

低聚糖清除率曲线在低质量浓度时清除率增长很

快，在13 mg／mL时达到IC。。，随后增长率趋于平

缓，但清除率仍高于ML和LL；ML的葡一半乳低聚

糖在10 mg／mL以下的质量浓度清除率保持最高，

而高于10 mg／mL的质量浓度时，其清除率位于

HL和I。L之间，其IC5。值约为18 mg／ml。；LL葡一

半乳低聚糖的清除率曲线一直保持较平均的增长

率，并且其清除率增长缓慢，各个质量浓度下其对

DPPH自由基的清除作用均最低，IC。。值约为48

mg／mL。分析结果表明：多羟基化合物葡一半乳低

聚糖能够为DPPH自由基提供氢质子，氢质子与

DPPH自由基配对起到清除作用。

图4(b)为不同聚合度的葡一半乳低聚糖HL、

MI，、LL对·oH自由基的抑制作用。由图中可以

看出，3种不同聚合度的葡一半乳低聚糖对·OH自

由基的抑制率曲线增长均比较缓慢，在10 mg／mL

以下的质量浓度，HI。和ML葡一半乳低聚糖对·

OH自由基的抑制率差别不显著，但均显著高于LL

葡一半乳低聚糖。ML葡一半乳低聚糖对·OH自由

基的抑制率曲线保持平均增长率，各质量浓度下抑

制率均高于HL和LL葡一半乳低聚糖，其IC。。值约

为21 mg／mL；HL葡一半乳低聚糖对·OH自由基

的抑制率在36 mg／mL以下的浓度显著高于LL

葡一半乳低聚糖，但当其质量浓度高于36 mg／mL

时，其对·oH自由基的抑制率反而低于LL葡一半

乳低聚糖，其IC。。值约为25 mg／mL；LL葡一半乳低

聚糖在质量浓度高于20 mg／mL时对·OH自由基

抑制率曲线的增长率与ML葡一半乳低聚糖的抑制

率曲线增长率基本相同，其IC印值约为28 mg／mL。

葡一半乳低聚糖属多羟基类化合物，其对·OH的抑

制能力很可能与分子结构中大量的活性羟基数目

有关。羟基的氢原子与羟自由基作用，从而达到清

除目的。也可能是葡一半乳低聚糖与Feton反应中

的Fe2十螯合，从而影响了·OH自由基的产生。具

体反应机理尚需进一步研究。

2．5相对分子质量对葡一半乳低聚糖清除DPPH自

由基能力的影响

由图5可以看出：随着葡一半乳低聚糖平均相对

分子质量增加，IC。。值呈下降趋势，即清除能力增

加。说明平均相对分子质量影响葡一半乳低聚糖对

对DPPH自由基的清除能力。
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Fig．5 Effect on ICso of average molecular weight
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乳低聚糖(1000<MW<2000)能较好的清除·0H

和DPPH自由基，乳糖不具有清除DPPH自由基

能力。不同聚合度的葡一半乳低聚糖对DPPH自由

基的清除能力不同，高聚合度(HL)葡一半乳低聚糖

清除能力较强，IC∞约为13 mg／mL。而3种不同聚

合度葡一半乳低聚糖中，中聚合度(ML)葡一半乳低聚
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