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摘要 采用 � ��� 体系
、

轻基自由基体系
、

烷基自由基引发的亚油酸氧化体 系
、

超氧阴离子 目

由基体系对海黍子高分子量褐藻多酚抗氧化性质进行了研究
,

发现其清除 � ��� 活性
、

清除经

基 自由基活性
、

抑制烷基自由基引发的亚油酸氧化的活性分别为 �� �
、

�� � 和 �� �
,

但它不具

有清除超氧阴离子 自由基的能力
�

褐藻多酚具有供氢能力
,

其连三轻基的供氢能力大于间三

轻基
,

清除羚基 自由基与其苯环提供的经基自由基加成位点的数量有关
�

关键词 褐藻多酚
,

抗氧化
,

自由基

褐藻多酚是仅存于褐藻中的一类天然产物
�

它含量丰富
,

占藻体干重的 �一�� �
,

还

具有多种化学及生物活性
�

络合金属离子
,

切割质粒 ��  �� 的环状 � � �
,

抑制淀粉酶
、

醋

酶活性
,

抑制微生物生长
,

抑制附生藻类生长
,

抑制植食动物摄食
,

凝集血红细胞
,

抑制抗

血纤维蛋 白溶酶川
�

褐藻 多酚具有较强的抗氧化作用
,

在高度不饱和脂肪酸的抗氧化实

验中发现
,

它 比目前常用的抗氧化剂 � � � 的活性高 �
�

� 倍 �� 
�

为了进一步了解其抗氧化

机理
,

我们立足现有条件
,

建立抗氧化剂分光光度法研究体系
�
� ��� 体系

、

轻基 自由基体

系
、

超氧阴离子 自由基体系
、

烷基 自由基引发的亚油酸氧化体系
,

研究了高分子褐藻多酚

在这些自由基体系 中的作用
�

� 材料和方法

�
�

� 高分子褐藻多酚 使用的褐藻多酚均为经透析纯化的高分子量海黍子多酚
,

制备方

法参见文献〔
“�

�

待测溶液的浓度分别为褐藻多酚 �� �拜岁� ��
、

市售食品级茶多酚 �� �如酬

� �� 没食子酸丙醋�� �阴� � �
,

�
、

间苯三酚 �� � �尸� � � �
�

�
,

采用试剂为分析纯
�

�
�

� 褐藻多酚经基的测定 褐藻多酚总轻基数量的测定方法采用 � 一 � 法
,

连三轻基的

测定数量采用 �� � 法
,
��

�
�

� � �� � 体系 将 � � �
�

待测物质的溶液加入 �� �
�

�
�

� � � � �� � � � ��� 溶液
,

于 � � ��

水浴中反应 �� � � 后
,

测量其在 � � � � � 的吸光度 ��
, �

�

清除 � ��� 活性的计算公式
,

� 二

�扬 一 � �
�� ��

,

其中 �� 为空白的吸光度闭
�

�
�

� 经基自由基体 系 在 �� � � 试管 中依次加入饱和水杨酸溶液 �
�

�� �
,

磷酸缓冲液
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��� � �
�

� � � � �
� ,

�
�

�� � � �� �
�

� � �
十 一 � �  ! ��

�
一�溶液 �

�

� � �
,

待测液 �� �
,

最后加入

�� �
�

� � � � ��
,

咦� 启动反应
,

于 �� ℃水浴中反应 �� � ��
�

之后
,

加入 �� �
谈

� � �� � � � �� 终

止反应
�

再加入 �
�

�� � � ��
,

� � � 冷的重蒸乙 醚
,

充分混匀
,

静置后移取上层 乙醚 � � �
�

于

�� � � 的离心管内
�

于 �� ℃ 恒温水浴中蒸干乙
』

醚
,

然后依次加入 �� � 三氯乙酸 �
�

巧� �
,

� � � 钨酸钠 �
�

� � � �
,

�
�

� � � � � � �
�

� � � �
,

放置 �� �
� 后

,

加入 ��� �� �
�

� �� � �
�

� � � �
� ,

滴加去离子水至 � � �
,

混匀
�

用三氯乙酸
、

钨酸钠
、

� �� � �
、

� �� �
、

去离子水配制空 白
,

于

�� � � � 处测定吸光度 �
�

清除经基自由基活性的计算公式
,

� � ��� 一 � 、�� ��
,

其中与 为

空白的吸光度 �� 
�

�
�

� 烷基自由基引发的亚油酸氧化体系 将 �� � 乙醇
、

�� � �
�

�� � � �
�

磷酸缓冲液 ���

二 �
�

� �
、

�� �
�

试样与 �
�

�� �
�

亚油酸混合
,

用 �� � 紫外灯的紫外光照射 �� � � 
�

然后加入

� � �
矛

三氯乙酸�� �  
,

� � � �
,

�� � 硫代 巴 比妥酸 �� � �
,

� �℃ 反应 � � � ��
,

冰浴
,

离心
,

于

� �  � � 处比色
�

以 �� �
,

蒸馏水代替试样作为空白对照
�

清除烷基自由基活性的计算公式
,

� 二 ��� 一 � ��� 与
,

其中 �� 为空白的吸光度 �� 
�

�
�

� 超级阴离子自由基体系 取 。
�

�� �� �� �
,

� �� � 一 � �� 缓冲液 ��� � �
�

� � �
�

�� �
,

置于

�� ℃水浴中预热 �� � � 
,

分别加入 �� �
�

试样和 �
�

� � � �� � � � � � 邻苯三酚溶液
,

混匀后

于 �� ℃水浴中反应 ���
� ,

加入 �� �� � �  !∀ 终止反应
,

2 9 9
n

m 处测定吸光度(A )
.
空白对

照组以相同体积的蒸馏水代替样品
,

清除率计算公式
,

P
二
( A0

一
Ai ) / A0

,

其中 A0 为空 白

的吸光度[7]
.

2 结果和讨论

2
.
2 褐藻多酚清除 D PPH 的性质 n P PH (l

,

1 一 d ip h
e n y l 一 2 一 p ie r y lh y d

r a z y l )筛选自由

基清除剂是一个被广泛采用的方法
.
表 1结果表明

,

褐藻多酚
、

间苯三酚
、

没食子酸丙酷
、

茶多酚在相同浓度下
,

D P P H 自由基的能力分别为 77 %
,

69
%

,

61 % 和 61 %
.
图 1 显示

,

它

们清除 D PPH 的能力与浓度基本成正 比关系
,

因此
,

D P P H 的反应活性是与抗氧化剂所提

供的氢以 1
:1 的化学计量学关系进行反应

.

表 1 中 P/H 化学意义是不同物质的酚轻基结构中经基清除 D PPH 自由基的平均能

力(供氢能力 )
,

可以用它来描述不同的酚经基结构清除 D P PH 自由基能力 (供氢能力 )的

差别
.
就 P/H 而言

,

没食子酸丙醋供氢能力最大
,

褐藻多酚次之
,

间苯三酚最小;就供氢基

团而言
,

没食子酸丙醋中为连三酚轻基
,

褐藻多酚中既有连三酚经基又有间三酚轻基
,

间

苯三酚中只有间三酚轻基
,

所以这说明连三酚经基供氢能力大于间三酚轻基
.

表 1 几种多酚物质消除 DP件[的活性及与经基结构的关系

T ab
.
1 D P PH sc ave 呀i吃

aetivi ties r〔la ted w it h P h
e n o

li
。
h
yd

rox
yl

g
ro
u 邵

空白 褐藻多酚 间苯三酚 没食子酸丙酣

0
.
450 0

.
10 0 0

.
140 0

.
176

茶多酚

0
.
175

0
.
79

P/ H
‘.

0

.

9 7 0

.

8 7 1

.

3 0
一

’

H 为经基的量
,

以上述物质的结构单元的摩尔浓度(10
一
6
mo

l/ m L )描述
.
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图 1 多酚清除 D PP H 自由基的能力

F ig
.
1 D PP H seavengi飞

aetivities of 卯Iyph
enol s

2
.
2 经基自由基体系及褐藻多酚清除翔基自由墓的性质 Fe nt on 反应是最常用的产生

轻基 自由基的化学反应
,

可 由下式表示
:

F 矛
+ + 姚q ~ F驴

+ + O H 一 十 O
H.

为保持经基自由基以恒定速率产生
,

上述反应可改进为

Fe
3+ 十玫q + v

c(还原型 )~ v 。
( 氧化型 ) + O H

一
+

·

O H

水杨酸 (sali cy h c aci d) 法检测经基及物质清除经基自由基的能力
.
在此法中

,

经基自

由基进攻水杨酸分子的苯环
,

产生能用分光光度法测量经基化产物 2
,

3

一

二轻基苯甲酸
.

于是
,

可用该产物生成的多少来描述经基的量及待测物质清除轻基自由基的能力
.

褐藻多酚
、

没食子酸丙醋具有较强的清除经基 自由基的能力
,

它们清除经基 自由基的

能力与浓度成正比(图 2)
.
褐藻多酚

、

没食子酸丙酷中经基清除经基自由基平均能力的表

征 p/ h 分别为 0
.
34

、

0

.

4
2( 表 2)

,

约为表征它们清除 D PPH 自由基能力(供氢能力 )的 P/

H (0
.
97

、

1

.

30 ) 的三分之一
,

这表明上述物质清除经基自由基能力与清除 D PP H 自由基能

力(即清除这两种自由基的机制)并不相同;因为从上述物质结构来看其主要官能团为经

基和苯环
,

故可认为上述物质清除经基自由基能力主要与它们分子中笨环所能提供的经

基 自由基加成位点数有关
.
由于褐藻多酚的结构单元只有一个苯环

,

且没食子酸丙酷分子

中也只有一个苯环
,

所以 P/ h 也可以作为苯环所能提供的经基自由基加成位点数对上述

物质清除经基 自由基能力贡献的表征
.

裹 2 几种多肠物质清除径塞自由荟的活性

T ab
.
2 Hy drox yl

ra di司 sc av en gi眼
aetivi ties re lated w ith phenolic h州rox yl

gro u那

空白 褐藻多酚 没食子酸丙醋

A

F

0
.
232

072424

0
.
17

0
.
27

0
.
185

茶多酚

0
.
26 5

一
0
.
1 4

7 9

3 4/ h
’‘

‘

H 为羚基的量
,

以上述物质的结构单元的摩尔浓度(10
一
6 m ol / m L )描述

.

.. 为方便起见
,

计算时将百分数化为小数
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图 2 浓度与清除翔基自由基能力的关系

F ig
.
2 R elat ion

ship of C冶n een tratio n an d h yd
】。x

yl rad
i记 sc

avenging ac tivities of 卯lyphenol
s

在本实验的轻基 自由基体系里
,

茶多酚促羚基 自由基产生
,

这与 H ag er m an 的结果相

符
.
作者认为这是因为茶多酚的还原性较强

,

它将反应 F矛
+ + H Zq 一 Fe

3十 +
o H

一 十

·

O H 中的 F护
十

还原成 F护
十 ,

从而促进了经基自由基的产生
.

由上所述
,

可以认为理想的芳香类经基 自由基清除剂应具备两个性质
:
较低的还原性

和较多的经基自由基加成位点
.

2
.
3 烷基自由基引发的亚油酸氧化体系及褐藻多酚对其的抑制作用

浓乙醇在碱性有氧环境中
,

于强紫外线照射下光解产生 CH 3(o H ) c H
· ,

c H
3

( O H )

C H

·

作为自由基引发剂直接作用于亚 油酸产 生 R
· ,

然后 R
·

氧化形成脂过氧 自由基

(R O O. )
,

再分解为丙二醛(M D A )
.
从图 3 可知

,

褐藻多酚
、

没食子酸丙酷
、

茶多酚都具有

较强的抑制本体系中亚油酸氧化的能力
,

它们的抑制能力与浓度成正比
.
因为本体系涉及

“

强紫外线光解产生 c眺(O H )C H
· ” 、 “

C 眺(O H )cH
·

作用于亚油酸形成 R.
”

和
“

R. 氧化形

成 R O O
·
” , “

R O O

·

分解为 M D A
, ’

等多个过程
,

所以对本体系中亚油酸氧化有抑制效果的

物质的作用机理可能涉及吸收紫外线
,

淬灭 C H
3(O H )C H

· 、

R

·

与 R O O
·

和与 M D A 反应 ;

故表 3 中的数据不足以对本体系中亚油酸氧化所涉及的各个过程进行描述
,

只能从整体

上描述褐藻多酚
、

没食子酸丙酷
、

茶多酚抑制本体系中亚油酸氧化的能力
.
表 3 中 P/ S 可

作为物质结构单元的特征结构对其抑制本体系中亚油酸氧化贡献的描述
,

故就结构而言

没食子酸丙醋抑制本体系中亚油酸氧化的能力大于褐藻多酚
.

衰 3 几种多酚物质对由烷墓自由签引发的亚油酸的氧化的抑制能力

T ab
.
3 用kylrad

ical
sea, e n g i

n g a e t
i训ties rela ted w ith p h e

nol
ie h州rx ylgro

ups

空白 褐藻多酚 没食子酸丙酣 茶多酚

A 0
.
170 0 134 0

.
136 0

.
115

0
.
47

P/ S
’ 县

0

.

2 6

‘

S 为上述以物质的结构单元计的摩尔浓度(10
’ 6

m oJ / m L
)

.
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2
.
3 超氧阴离子自由基体系及褐藻多酚的清除超叔自由基的性质

在邻苯三酚的自氧化过程中有超氧阴离子 自由基产生
,

它既是邻苯三酚氧化 的中间

产物
,

又能加速邻苯三酚的自氧化进程
.
因此

,

一种物质对邻苯三酚自氧化的抑制率可作

为它对超氧阴离子自由基的清除率的表征
.

表 4 几种多肠物质漪除超叙阴离子自由基的活性

T ab
.
4 Eftec tsof州yph

eno lson su洋ro xide ra die司

空白 褐藻多酚 没食子酸丙醋

0
.
2 36 3 0

.
2402 0

.
394 1

一
1 6 %

一
6 7 %

茶多酚

0
.
3068

一
3 0 %

褐藻多酚
、

没食子酸丙醋
、

茶多酚不具有清除超氧阴离子自由基的能力
,

它们反而能

够促进其产生
.
这可能是因为上述三种物质结构与本体系中使用的超氧 阴离子自由基发

生物质邻苯三酚相似
,

分子 中都有连轻基结构
.
超氧阴离子 自由基在加速邻苯三酚的 自氧

化的同时
,

也加速褐藻多酚
、

没食子酸丙醋
、

茶多酚的自氧化
,

从而产生更多的超氧阴离子

自由基
.

2
.
4 揭藻多酚的抗级化机理

褐藻多酚的抗氧化机理比较复杂
:
(l) 褐藻多酚能够吸收引发氧化反应的紫外光和可

见光
,

可激发食品中的分子
,

产生活拨的自由基
,

自由基的产生是氧化作用的起始步骤
.
如

能抑制此步反应
,

即可有效的阻止食品氧化
.
紫外吸收图谱表明

,

褐藻多酚对 21 0一400
nm

的紫外光均有较强烈的吸收
,

对 400 一800nm 的可见光也有一定吸收
.
因此

,

可有效抑制

氧化起始步骤中 自由基的产生
,

从而抑制和 延缓食品氧化;(2)褐藻多酚能够络合有催化

作用的金属离子
.
食品中含有的 C

uZ+ 、

F
e 3

十 、

A1

3
+

对食品氧化具有催化作用
.
褐藻多酚分

子中具有包括连三经基在内的大量经基
.
有这样的结构的分子能够与金属离子反应

,

形成

稳定的络合物
.
褐藻多酚将金属离子络合

,

消除了氧化反应的催化剂
,

从而抑制和延缓食

品氧化
.
(3) 褐藻多酚能够提供游离 H 二褐藻多酚分子中具有为数众多的轻基

.
这些轻基

可释放出 H
· ,

本身形成苯氧自由基
.
由于苯环的存在

,

苯氧 自由基上的自由电子可以参加

苯环的电子共振而稳定
.
H (则可与氧化过程中产生的过氧化物 自由基

、

经基 自由基反应
,

形成稳定的梭酸或水
,

以切断氧化的链式反应
,

从而抑制和延缓食品氧化
.
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