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硒多糖的抗氧化活性及与过氧化氢酶协同作用的研究
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摘 要 对自行培养的富硒蛹虫草中提取的有机硒多糖进行抗氧化活性研究。采用循环伏安法( CV) ，在铂

电极表面构筑支撑磷脂双层膜 ( Supported bilayer lipid membrane，s-BLM) ，以 0． 1 mol /L KCl-1． 0 mmol /L
K3Fe( CN) 6 -1． 0 mmol /L K4Fe( CN) 6 为探针溶液，利用 Fenton 体系中 Fe2 + 和 H2O2 反应产生的羟自由基对模

拟生物膜的损伤程度考察有机硒多糖的生物活性。结果表明: 羟自由基使 s-BLM 的通透性增强，造成膜体损

伤; 而在硒多糖存在下，可使羟自由基对膜的这种损伤受到抑制，硒多糖能够清除自由基保护生物膜; 采用紫

外-可见( UV-Vis) 吸收光谱法比较研究不同浓度的过氧化氢酶与硒多糖对羟自由基的清除率。结果表明: 硒

多糖对羟自由基的清除效果好于过氧化氢酶，且当体系中硒多糖和过氧化氢酶共存时，二者对羟自由基的清

除效果具有协同作用。进一步讨论了硒多糖抗氧化活性的可能机理，为有机硒多糖在保护生物膜、抗氧化活

性方面的开发与利用提供科学的理论依据。
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1 引 言

自由基是人体生命活动中多种生化反应的中间代谢产物。人体在正常及病理过程中均有自由基参

与反应，自由基参与的各种发病机理研究受到越来越广泛的重视，它们不仅可以通过与核酸、蛋白质及

许多不饱和脂质反应造成细胞永久性损伤［1］，甚至可以导致细胞的死亡，其病原学意义得到普遍承认。
而羟自由基( ·OH) 则是目前所知活性氧中对生物体毒性最强、危害最大的一种自由基。它可以破坏

蛋白质的构象、促使线粒体 DNA 单链断裂、引发细胞的体外分化等［2］。生物膜上的许多不饱和脂肪酸

对活性氧自由基的进攻非常敏感，而且一旦反应启动，就会以连锁反应方式进行下去，造成大量脂质过

氧化物的产生。这些过氧化物被断裂成不同大小的醛类分子，对细胞产生很强的毒性，使生物膜的结构

发生改变，影响其活性和功能的正常发挥，进而导致生物系统的严重损害。因此如何抑制自由基以防治

各种疾病的发生，已引起人们的广泛关注［3 ～ 5］。
过氧化氢酶( CAT) 是生物体内重要物质，其中最主要的生理功能就是参与活性氧代谢过程。氧分

子对生物体是无毒性的，一旦氧分子的电子分布发生改变，就会变成活性氧。在活性氧代谢过程中，过

氧化氢酶可以使 H2O2 发生歧化生成 H2O 和 O2
［6］。

硒多糖能发挥微量元素硒和多糖的双重功能，并且活性高于硒与多糖。目前对有机硒药物的合成

及在生物体内的作用和代谢机制研究较多，但对硒多糖的研究较少。硒多糖在抗氧化、抗肿瘤、免疫调

节、抗衰老等方面可能具有发挥越来越多作用的潜力，所以对其生物活性的研究备受关注。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

7500c 型电感耦合等离子体质谱( ICP-MS，美国 Agilent 公司) ; 273A 循环伏安仪( 美国 Princeton
Applied Research 公司) ; 三电极体系: 工作电极为铂电极( φ1． 0 mm) ，参比电极为 Ag /AgCl( 饱和 KCl) 电

极，对电极为铂片电极。0． 1 mol /L KCl-1． 0 mmol /L K3Fe( CN) 6-1． 0 mmol /L K4Fe( CN) 6 为探针溶液。
富硒蛹虫草( 自行培养) ; 过氧化氢酶、磷脂酰胆碱 L-α-Phosphatidylcholine( PC，美国 Sigma 公司) ;
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胆固醇 Cholesterol( CH，北京奥博星生物技术有限公司) ; 硒标准溶液: ( 500 mg /L，国家环保总局标准样

品研究 所 ) ; FeSO4、H2O2、NaSeO2、邻 二 氮 菲、无 水 乙 醇 等 试 剂 均 为 分 析 纯。所 有 实 验 均 在

25 ℃室温及溶液通氩气除氧条件下进行。实验用水由德国 Sartorius 超纯水机提供。
2． 2 实验方法

2． 2． 1 硒多糖的提取及其组分含量的测定 在最佳的浸提条件下提取硒多糖［7］。分离纯化后，采用

苯酚-H2SO4 比色法测定多糖含量［8］。以 ICP-MS 法［9 ～ 10］测定硒多糖中硒的含量。
2． 2． 2 支撑磷脂双层膜的制备 在铂电极表面构筑支撑磷脂双层膜［11 ～ 13］。
2． 2． 3 羟自由基的产生及其测定 利用芬顿( Fenton) 体系［14，15］测定硒多糖对·OH 的清除作用。
Fe2 + 和 H2O2 反应产生·OH，由于·OH 可特异地使铁-邻二氮菲褪色，根据褪色程度用比色法于

510 nm 处测定·OH 含量。在芬顿体系中分别加入适量硒多糖试液，用去离子水定容至 10． 0 mL。于

37 ℃恒温水浴中反应 30 min 后即与 s-BLM 作用。

3 结果与讨论

3． 1 多糖及硒含量的确定

采用苯酚-硫酸法，在 490 nm 处分别读取浓度为 10，20，30，40，50 和 60 mg /L 多糖溶液的吸光度

值，得到校准曲线 y = 0． 0067x + 0． 004，r = 0． 9990，测定硒多糖中多糖含量; 采用 ICP-MS 法，以89Y 为内

标元素，将硒标准储备液( 500 mg /L) 逐级稀释成硒标准溶液 1． 0，5． 0，10，20，50，100，200 和500 μg /L，

采用样品与内标同时进样，绘制校准曲线 y = 7． 643x + 5． 190，r = 1． 0000 ，测定硒多糖中硒的含量。结

果分别为多糖浓度为 649． 12 mg /L，硒含量为 7． 12 μg /L。
3． 2 羟自由基对 s-BLM 的损伤

将修饰有 s-BLM 的铂电极浸入到不同 H2O2 浓度的羟自由基制备体系中，作用 60 min 后，将其放入

K3Fe( CN) 6、K4Fe( CN) 6 溶液中进行电化学测试，其循环伏安响应如图 1 所示。

图 1 修饰 BLM 的铂电极与不同 H2O2 浓度

的 Fenton 体系作用后，在测试溶液中的循环

伏安图

Fig． 1 Cyclic voltammograms of platinum
electrode modified with bilayer lipid membrane
( BLM) after interaction with Fenton system con-
taining different concentration of hydrogen
peroxide in testing solution
a． 作用前的 s-BLM ( BLM before interaction) ; b ～ d．

分别为与 0． 1% ，0． 5% ，1% H2O2 的 Fenton 体系作

用 60 min 后的 s-BLM( Representing BLM after interac-

ting with Fenton system of 0． 1% ，0． 5% ，1． 0% H2O2

for 60 min) ; e． 1% H2O2，ν = 50 mV /s。

由图 1 可知，在接触到 Fenton 体系产生的羟自由基后，

s-BLM 的性质发生了明显的改变，探针分子在电极上的响

应电流明显增大。说明羟自由基对膜的性质产生了影响，

膜受到一定程度的损伤，通透性增强，因此探针分子更容易

接近电极的表面。这种变化与 Fenton 体系中 H2O2 和 Fe2 +

的浓度有关［13］。不同浓度 H2O2 的 Fenton 体系对 s-BLM
的影响如图 1( b，c，d) 。随着体系中 H2O2 的浓度的增高，

即羟自由基浓度的增大，探针分子 K3Fe( CN) 6 /K4Fe( CN) 6

的响应电流也变大，说明膜损伤的程度也越严重。同时，还

对单一的 H2O2 体系与膜通透性的关系进行了探讨。在相

同的条件下，如果只有 H2O2 存在，对膜的通透性几乎没有

影响，结果如图 1e，进一步说明膜的损伤主要是由羟自由

基引起的。由于羟自由基具有很强的氧化作用，使 s-BLM
上形成孔洞或缺陷，探针分子通过这些孔洞或缺陷到达电

极表面、产生电化学响应。
3． 3 硒多糖的浓度及作用时间对 s-BLM 的影响

在 Fenton 体系中，其它试剂浓度不变，分别加入 1． 0，

3． 0，5． 0 和 10． 0 mL 浓度为 7． 12 μg /L 的硒多糖溶液，在

与 2． 2． 3 相同条件下膜与自由基作用不同时间后进行循环

伏安扫描，结果如图 2。
图 2 表明，体系在前 60 min，磷脂膜处于相对稳定状
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态，羟自由基未对膜造成损伤。随着反应时间的增加，响应电流在逐渐增加，说明 s-BLM 受到相应的损

伤，部分探针分子通过渗透穿过磷脂膜到达电极表面，而且作用时间越长，这种现象越明显。但当硒多

糖的加入量达到一定值时，随着反应时间的延长，响应电流的变化无规律，这可能与 Wernberg 原理及硒

多糖的毒性有关［16］。
3． 4 硒多糖对 s-BLM 的保护作用

从图 3 可知，有硒多糖保护的生物膜几乎没有受到损伤，其 CV 曲线与 s-BLM 的几乎重合，无探针

分子通过渗透穿过磷脂膜到达电极的表面，磷脂膜的结构没有发生任何改变。结果表明: 在一定条件

下，硒多糖的存在可以有效的泯灭大部分羟自由基，抑制羟自由基对膜的损伤，进而起到保护生物膜的

作用。推测硒多糖可能的抗氧化机制为: ( 1) 对于脂质过氧化而言，硒多糖分子可以直接捕获脂质过氧

化链式反应中产生的活性氧，阻断或减缓脂质过氧化的进行; ( 2 ) 硒多糖碳链上的氢原子可能与·OH
结合生成水，达到了清除自由基的目的; ( 3) 硒多糖分子中存在的醇羟基可以与产生·OH 所必需的金

属离子 Fe2 + 络合，使体系中羟自由基的产生受到影响，进而影响脂质过氧化的启动，最终抑制活性氧的

产生; ( 4) 硒多糖中的 Se 在某种程度上也具有清除羟自由基的功能［17］。

图 2 加入不同浓度硒多糖的 Fenton 体系作用时间与

电流值变化关系

Fig． 2 Relationship between interaction time of different
containing Se-polysaccharide and change of current
Se-polysaccharide concentration( a． 0． 712 μg /L; b． 2． 136 μg /L;

c． 3． 56 μg /L; d． 7． 12 μg /L) 。

图 3 硒多糖对 s-BLM 的保护作用

Fig． 3 Protection of Se-polysaccharide to s-BLM
a． 单 纯 膜 ( s-BLM before interaction ) ; b． 3． 56μg /L 硒 多 糖

( Se-polysaccharide) ; c． Fenton system of 1% H2O2 ; d． 裸铂电

极( Bare platinum electrode) 。

3． 5 过氧化氢酶对羟自由基的抑制作用

图 4 为不同浓度的过氧化氢酶加入到 Feton 体系后的 UV-vis 光谱。由图 4 可知，随着酶浓度的增

加，吸收峰的强度也在增强，说明过氧化氢酶对羟自由基的清除能力也在增加。当酶的浓度 ＞ 10 mg /L
时，其吸光度值接近 a 曲线的值，说明此时体系中的羟自由基已基本被清除［18］。
3． 6 硒多糖与过氧化氢酶的协同作用

根据 Combs 和 Scott 理论及多糖可通过提高超氧歧化酶( SOD) 、过氧化氢酶( CAT) 、谷胱甘肽过氧

化物酶( GSH-Px) 等酶的活性［19］，从而发挥抗氧化的作用等理论研究，在体系中同时加入硒多糖( 其中

硒多糖中硒的浓度为 5． 53 μg /L，多糖的浓度为 154 mg /L) 和过氧化氢酶，并对其清除羟自由基的能力

进行了探索，图 5 为在一定浓度条件下体系中同时存在硒多糖和过氧化氢酶时的紫外-可见吸收光谱。
从图 5 可知，在硒多糖中硒的浓度小于 1． 66 μg /L 时，硒多糖对羟自由基的清除效果好于过氧化氢酶，

且同时加入二者的体系清除羟自由基的效果明显优于二者单独存在的体系。
对各种条件下的羟自由基清除率( D) 进行了计算，计算方法为［20］:

D( % ) = 100 × ( A样品 － A空白) / ( A对照 － A空白)

结果如表 1。通过对羟自由基清除率的计算可知，当体系中硒多糖和过氧化氢酶同时存在时，其清

除率不仅是它们分别存在时的加合，而是有所增强。说明在此实验条件下，硒多糖和过氧化氢酶清除自

由基的能力存在着互相促进的作用，这种互相激增的活性可能与提高体内原有过氧化氢酶的活性，间接
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图 4 不同浓度过氧化氢酶对羟自由基的清除作用

Fig． 4 Scavenging effect of different containing Catalase to
hydroxly free radical
a． 不含自由基( System without hydroxyl free radical) ; b ～ h． 酶

的浓度对羟自由基的清 除 作 用 ( Scavenging effect of different

containing Catalase ( 10，5． 0，2． 5，1． 0，0． 5，0． 25，0． 05 mg /L)

to hydroxly free radical) ; i． 不含过氧化氢酶( System not Cata-

lase) 。

图 5 硒多糖与过氧化氢酶的协同作用

Fig． 5 Synergistic action of Se-polysaccharide( Se-p) and
Catalase
a． 不含自由基( System without hydroxyl free radical) ; b． 酶 + 硒

多糖( Catalase( 1 mg /L) + Se-polysaccharide( 1． 66 μg /L) ) ;

c． 酶 + 硒 多 糖 ( Catalase ( 1 mg /L ) + Se-polysaccharide

( 0． 83 μg /L) ) ; d． 硒多糖( Se-polysaccharide ( 1． 66 μg /L) ) ;

e． 酶( Catalase ( 1 mg /L ) ) ; f． 不含过氧化氢酶 ( System not

Catalase) 。

发挥抗氧化作用有关，而不再是各自独立发挥其作用来抑制羟自由基的活性。二者在清除羟自由基和

提高生物活性方面具有协同作用。

表 1 体系中含有不同硒多糖和过氧化氢酶的自由基清除率
Table 1 Percentage clearance( PC) in the presence of Se-polysaccharide and Catalase of different quantity

1 2 3 4 5
酶的浓度 Content of Catalase( mg /L) 0． 0 0． 015 0． 075 0． 15 0． 3

硒多糖的浓度 Content of Se-polysaccharide( μg /L) 0． 0 0． 0 0． 0 0． 0 0． 0
D酶清除率 ( PC of catalase) ( % ) 0． 0 2． 12 4． 73 18． 39 29． 55

硒多糖的浓度 Content of Se-polysaccharide( μg /L) 1． 66 0． 0 0． 0 0． 0 0． 0
D硒多糖清除率 ( PC of Se-P) ( % ) 33． 78 33． 78 33． 78 33． 78 33． 78

D酶清除率 ( PC of catalase) ( % ) + D硒多糖清除率 ( PC of Se-P) ( % ) 33． 78 35． 9 38． 51 52． 17 63． 33
硒多糖的浓度 Content of Se-polysaccharide( μg /L) 1． 66 1． 66 1． 66 1． 66 1． 66

D协同 ( PC of synergistic) ( % ) 38． 12 57． 19 67． 15 70． 84
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Research on Antioxidative Activity of Se-polysaccharide and
Synergistic Action of Se-polysaccharide and Catalase

LI Hua-Wei1，ZHAO Su-Yun2，LIU Xiao-Bo2，SONG Lin-Lin2，TEI Mei* 2

1 ( College of Environmental and Life Sciences，Shenyang Normal University，Shenyang 110034)
2 ( School of Environmental Science Liaoning University，Shenyang，110036)

Abstract The antioxidative activity of organic Se-polysaccharide drew from the selenium enriched cordyceps
militaris cultured by ourselves was investigated． To study the biological activity of organic Se-polysaccharide，

the degree of injury to the simulating biomembranes caused by hydroxyl free radicals which were produced from
the reaction of Fe2 + and H2O2 in the Fenton system was examined，by means of voltammetry ( CV) ，construc-
ting Supported Bilayer Lipid Membrane ( s-BLM) ，as well as using 0． 1 mol /L KCl，1． 0 mmol /L K3Fe( CN) 6

and 1． 0 mmol /L K4Fe( CN) 6 as probe solutions． The results showed that hydroxyl free radicals enhanced the
permeability of s-BLM，and damnified the membrane bodies as well． On the other hand，the injury to biomem-
branes caused by hydroxyl free radicals was restrained in the presence of Se-polysaccharide，as Se-polysaccha-
ride could eliminate free radicals and，therefore，protect biomembranes． In addition，the clearance rates of
hydroxyl free radicals by various concentrations of catalase and Se-polysaccharide were investigated using
Ultraviolet-visible( UV-Vis) absorption spectra． The results showed that Se-polysaccharide had a better clear-
ance effect on hydroxyl free radicals than catalase． And when Se-polysaccharide and catalase coexisted in sys-
tems，there was a synergistic clearance effect on hydroxyl free radicals． The possible mechanism of the antioxi-
dative activity of Se-polysaccharide was further discussed． It would provide a scientific and theoretical basis for
the exploitation and application of organic Se-polysaccharide on protecting biomembranes and the antioxidative
activity．
Keywords Selenium-polysaccharide; Hydroxyl free radical; Supported bilayer lipid membrane; Catalase
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