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网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的动力学研究
冯学珍， 伍善广∗， 韦啟球， 陆　 苑， 裴世成

（ 广西科技大学， 广西 柳州 ５４５００６ ）

摘　 要： 该研究通过超声辅助并采用醇沉、脱蛋白、脱色、干燥的方法，分别检测低（０．１ ｍｇ·ｍＬ⁃１）、中（０．２５
ｍｇ·ｍＬ⁃１）、高（０．５ ｍｇ·ｍＬ⁃１）三种浓度下的网地藻多糖对ＤＰＰＨ·自由基的清除能力，探讨质量浓度和反应时

间对网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的变化规律。 按照一级反应动力学方程和二级反应动力学方程分别

建立反应动力学模型。 结果表明：不同的质量浓度和反应时间对网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性均有影

响，网地藻多糖质量浓度提高，其清除ＤＰＰＨ·自由基的能力逐渐加强，当网地藻多糖浓度为 ０．５ ｍｇ·ｍＬ⁃１时，
反应 ２０ ｍｉｎ，网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基的清除率最高为 ８６．０６％，其清除ＤＰＰＨ·自由基活性半数清除率

（ ＩＣ５０）为 ０．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１。 准一级动力学模型拟合的线性相关性较差，相关系数 Ｒ２的范围分别为 ０．８４８～０．８９１；
准二级动力学模型拟合的相关系数 Ｒ２的范围为 ０．９０２～０．９６７，因此采用二级动力学拟合方程能较好地描述网

地藻多糖对ＤＰＰＨ·自由基的清除能力。 网地藻多糖在低（０．１ ｍｇ·ｍＬ⁃１）、中（０．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１）、高（０．５ ｍｇ·
ｍＬ⁃１）三种浓度时对ＤＰＰＨ·的二级反应的清除速率常数（ｋ２）分别为 ０．０１１、０．０５４、０．４２１。 这说明网地藻多糖

随着反应浓度逐渐升高其清除ＤＰＰＨ·自由基的速度越来越快，清除自由基能力也越来越强，结合 ＩＣ５０值来共

同评价抗氧化能力，ＩＣ５０值越小，反应速率值越大，表明其抗氧化活性越好，这与实验得出的数据一致。
关键词： 网地藻， ＤＰＰＨ·自由基， 抗氧化， 反应动力学
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　 　 网地藻（Ｄｉｃｔｙｏｔａ ｄｉｃｈｏｔｏｍａ）是褐藻门、褐藻纲、
网地藻目、网地藻科、网地藻属的一种海洋藻类。 主

要生长在热带、亚热带的海洋中，温带海岸低潮带也

有，我国各沿海均有分布。 广西北部湾海域地处热

带和亚热带，资源环境较好，所盛产的海洋藻类有十

几种，网地藻为其一（邓家刚等，２００８）。 海藻多糖

是一类多组分的海洋多糖类物质，因其来源于海洋，
加之海藻多糖具有抗炎、抑菌、抗氧化等药理活性，
成为目前海洋药物研究的热点之一（韩玲等，２０１２；
周庆峰等，２００９；吴淳涛等，２０１１）。 关于网地藻的

研究主要集中于对其化学成分（宋福行等，２００６）和
抑菌药理活性（郑怡等，２００４）的研究，其它领域相

对较少。 本研究在课题组前期研究的基础上（冯学

珍等，２０１４，２０１３），对网地藻多糖的抗氧化活性进

行了初步研究，为开发天然抗氧化剂奠定基础。
抗氧化活性的测定方法较多（穆楠等，２０１０；赵

慧芳等，２０１１），其中ＤＰＰＨ·是一种相对较稳定的以

氮原子为中心的自由基，具有较强还原能力，可与抗

氧化剂反应以检测其抗氧化能力，因其测定方法简

便易行、灵敏度高、重现性好，成为目前常用的抗氧

化活性检测方法之一（赵慧芳等，２０１１； Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ，
２０１６）。 ＤＰＰＨ·自由基在乙醇溶液中显紫色，当与

抗氧化剂反应时其颜色会减退，褪色程度与抗氧化

剂的抗氧化能力及数量呈定量关系，且不同抗氧化

剂对ＤＰＰＨ·自由基反应的速率存在差异（Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ，２０１６；Ｇｒａｊｅｄａ⁃Ｉｇｌｅｓｉａｓａ ｅｔ ａｌ，２０１６）。 本研究采用

ＤＰＰＨ·自由基检测网地藻多糖的抗氧化能力，并对

其清除ＤＰＰＨ·自由基的反应动力学进行了探讨。

１　 材料与方法

１．１ 材料与仪器

１．１．１ 材料　 供试的网地藻于 ２０１３ 年采自广西北部

湾海域，经中国科学院南海海洋研究所雷新明博士

鉴定为鹿角网地藻（Ｄｉｃｔｙｏｔａ ｃｅｒｖｉｃｏｒｎｉｓ），经水洗、干
燥后备用；１，１⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼（ＤＰＰＨ·）（分
析纯，Ｓｉｇｍａ 公司）；其他试剂均为分析纯。
１．１．２ 仪器 　 １９０１ 型双光束紫外可见分光光度计

（北京普析通用仪器有限责任公司）；ＤＬ⁃１８０Ｊ 智能

超声波清洗器（上海之信仪器有限公司）；ＲＥ⁃５２ＡＡ
旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂）；台式离心机

ＴＤＬ⁃５⁃Ａ（飞鸽）；ＡＬ１０４ 电子天平（梅特勒－托利多

仪器上海有限公司）等。
１．２ 试验方法

１．２．１ ＤＰＰＨ·标准曲线绘制　 准确配制质量浓度为

０．０５ ｍｇ·ｍＬ⁃１的ＤＰＰＨ·标准母液，无水乙醇稀释倍

数为 １ ／ ２、１ ／ ３、１ ／ ４、１ ／ ５、１ ／ ６ 的ＤＰＰＨ·溶液，于 ５１７
ｎｍ 处测定其吸光度。 以浓度（ｘ）为横坐标，吸光度

Ａ（ ｙ） 为纵坐标绘制标准曲线 （赵慧芳等，２０１１；
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１６；Ｇｒａｊｅｄａ⁃Ｉｇｌｅｓｉａｓａ ｅｔ ａｌ， ２０１６）。
１．２．２ 网地藻多糖样品的制备　 将干燥后的网地藻

粉末称重，乙醇浸泡过夜挥干，加 ３０ 倍蒸馏水，７５
℃，ｐＨ ７．０ 超声（功率 ２００ Ｗ）提取 ３０ ｍｉｎ，离心，浓
缩，８０％ 乙醇沉淀， 静 置 过 夜， 沉 淀 干 燥 称 重。
Ｓｅｖａｇｅ 法脱蛋白（潘雪丰，２０１５），活性炭脱色，乙醇

沉淀，无水乙醇、丙酮、无水乙醚反复洗涤，干燥即得

网地藻多糖的样品粉末（冯学珍等，２０１４）。
１．２．３ 网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基清除曲线的绘

制　 将样品粉末用无水乙醇配制成高（０．５ ｍｇ·
ｍＬ⁃１）、中（０．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１）、低（０．１ ｍｇ·ｍＬ⁃１）三个质

量浓度的样品液，每个质量浓度配制三份样品液，离
心后取样品液 ２ ｍＬ，加入 ０．０２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１的ＤＰＰＨ·
溶液 ２ ｍＬ，混匀后在 ３０ ℃反应 ２０ ｍｉｎ，采用动力学监

测法于 ５１７ ｎｍ 处测定不同时间的吸光度 Ａ（赵慧芳

等，２０１１； Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１６； Ｇｒａｊｅｄａ⁃Ｉｇｌｅｓｉａｓａ ｅｔ ａｌ，
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２０１６），直至吸光度基本不变为止。 同时用无水乙醇

作参比测定吸光度，按照以下公式计算清除率（冯学

珍等，２０１３； Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１６），以反应时间为横坐标，
ＤＰＰＨ·自由基清除率（％）为纵坐标绘制不同质量浓

度的样品溶液的清除率与时间反应的曲线。
清除率（％）＝ ［１－（Ａｉ－Ａ ｊ） ／ Ａ０］ ×１００　 （式 １）
式 １ 中，Ａｉ： ２ ｍＬ 样品液＋２ ｍＬ ＤＰＰＨ·的吸光

度；Ａ ｊ： ２ ｍＬ 样品液＋２ ｍＬ 无水乙醇的吸光度；Ａ０：
２ ｍＬ 无水乙醇＋２ ｍＬ ＤＰＰＨ·的吸光度。
１．２．４ 网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性半数清除

率（ ＩＣ５０）的测定　 配制系列浓度的网地藻多糖溶液

作为样品液，按照 １．２．３ 的测定方法计算清除率，以
网地藻多糖的质量浓度为横坐标，清除率为纵坐标

绘图，以测定网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性半

数抑制率（ＩＣ５０）（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１６）。
１．２．５ 网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的反应动

力学研究 　 根据 １．２．３ 的ＤＰＰＨ·自由基的清除曲

线，按照以下反应动力学方程建立反应动力学模型

（Ｓｉｍｏｎｉｎ，２０１６）。
一级反应动力学方程式：
ｌｎＣ ｔ ／ Ｃ０ ＝ － ｋ１ ｔ （式 ２）
式 ２ 中，ＤＰＰＨ·剩余率 ＝ Ｃ ｔ ／ Ｃ０ ×１００％；清除率

ａ＝ １－ＤＰＰＨ·剩余率＝（１－Ｃ ｔ ／ Ｃ０） ×１００％。
因此，Ｃ ｔ ／ Ｃ０ ＝ １－ａ，代入式（２），则有一级反应动

力学方程式：
ｌｎ（１－ａ） ＝ －ｋ１ ｔ
二级反应动力学方程式：
１ ／ Ｃ ｔ ＝ ｋ２ ｔ ＋１ ／ Ｃ０ （式 ３）
将 Ｃ ｔ ＝ Ｃ０∗（１－ａ）， 代入上式（３），则有二级反

应动力学方程式：
１ ／ １ － ａ ＝ ｋ２Ｃ０ ｔ － １
式中，Ｃ０表示ＤＰＰＨ·自由基在 ｔ ＝ ０ 时的浓度

（ｍｇ·ｍＬ⁃１）；Ｃ ｔ表示ＤＰＰＨ·自由基在 ｔ ｍｉｎ 时的浓

度（ｍｇ·ｍＬ⁃１）；ａ 表示ＤＰＰＨ·自由基清除率；ｋ１表

示拟一级反应速率常数（ｍｉｎ⁃１）； ｋ２表示拟二级反应

速率常数（ｍｇ·ｍＬ⁃１·ｍｉｎ⁃１）。
１．２．６ 数据处理方法　 采用 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０ 进行数据的统

计、计算和分析。

２　 结果与分析

２．１ ＤＰＰＨ·标准曲线的绘制

按照 １．２．１ 的方法绘制标准曲线，结果见图 １，

其回归方程 ｙ ＝ ４３．７９ｘ，Ｒ２ ＝ ０．９９９（极显著相关），在
０．００８ ～ ０．０２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１范围内ＤＰＰＨ·自由基浓度

与吸光度之间有较好的线性关系。

图 １　 ＤＰＰＨ·的标准曲线
Ｆｉｇ． １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＰＰＨ·

２．２ 网地藻多糖对ＤＰＰＨ·自由基的反应动力学曲线

高、中、低三个不同质量浓度的样品溶液清除

ＤＰＰＨ·自由基的活性曲线见图 ２。 由图 ２ 可见，随
着网地藻多糖质量浓度的不断提高，其清除ＤＰＰＨ·
自由基的能力逐渐加强，表明在一定范围内网地藻

多糖清除ＤＰＰＨ·自由基的能力与其浓度呈明显的

量效关系，高浓度情况下网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自

由基的清除率最高，为 ８６．０６％，低浓度情况下网地

藻多 糖 清 除 ＤＰＰＨ· 自 由 基 的 清 除 率 最 高 为

２４．０１％，这是由于高浓度的网地藻多糖含有的抗氧

化功能集团（羟基、酚羟基）多于低浓度的网地藻多

糖，能更有效地清除自由基。
由图 ２ 还可见，不同质量浓度的样品溶液清除

ＤＰＰＨ·自由基的反应达到平衡的时间也不相同，
高、中、低三种浓度下反应达到平衡的时间为 １２．４、
１４．２、１７．４ ｍｉｎ，高浓度条件下反应清除速度比低浓

度下快，因此要探讨质量浓度和反应时间对网地藻

多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的变化规律。
２．３ 网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性半数清除

率（ＩＣ５０）的测定

由图 ３ 可见，清除率随网地藻多糖质量浓度的

增加逐渐增高，当网地藻多糖浓度为 ５．０ ｍｇ·ｍＬ⁃１

时，清除率可达到 ８８％，之后随着网地藻多糖质量

浓度的增加，清除率缓慢增加，之后基本保持不变，
由图 ３ 可推测网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性

半数清除率（ＩＣ５０）为 ０．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１。
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图 ２　 不同质量浓度网地藻多糖溶液在 ３０ ℃时对
ＤＰＰＨ·自由基的反应动力学曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ Ｄｉｃｔｙｏｔａ ｄｉｃｈｏｔｏｍａ ｔｏ ＤＰＰＨ· ａｔ ３０℃

图 ３　 网地藻多糖溶液对ＤＰＰＨ·自由基的清除曲线
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｄｉｃｔｙｏｔａ
ｄｉｃｈｏｔｏｍａ ｐｏｌｙｓａｃｈａｒｉｄｅｓ ｔｏ ＤＰＰＨ·

２．４ 网地藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的反应动

力学研究

由图 ２ 可知，在一定时间内，测试液中网地藻多

糖清除ＤＰＰＨ·自由基清除率与其反应时间呈正相

关，因此可用ＤＰＰＨ·清除率随时间 ｔ 的变化规律来

表示网地藻多糖的抗氧化活性随时间 ｔ 的变化规

律。 假定网地藻清除ＤＰＰＨ·自由基的清除率对时

间的变化规律符合准一级反应动力学方程式。 以 ｌｎ
（１－ａ）（ｙ）为纵坐标，以时间 ｔ（ｘ）为横坐标，绘制标

准曲线，即得出准一级反应动力学方程式，低浓度下

的准一级反应动力学方程为 ｙ ＝ －０．００９ｘ－０．１２８，Ｒ２

＝ ０．８９１；中浓度下的准一级反应动力学方程为ｙ ＝
－０．０２９ｘ － ０．３２８，Ｒ２ ＝ ０．８７２；高浓度下的准一级反

图 ４　 准一级反应动力学方程拟合结果
Ｆｉｇ． ４　 Ｆｉｒｓｔ⁃ｏｒｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ

Ｄｉｃｔｙｏｔａ ｄｉｃｈｏｔｏｍａ ｔｏ ＤＰＰＨ·

图 ５　 准二级反应动力学方程拟合结果
Ｆｉｇ． ５　 Ｓｅｃｏｎｄ⁃ｏｒｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ

Ｄｉｃｔｙｏｔａ ｄｉｃｈｏｔｏｍａ ｔｏ ＤＰＰＨ·

应动力学方程为 ｙ ＝ －０．０８８ｘ － ０．６８６，Ｒ２ ＝ ０．８４８，见
图 ４ 所示，相应的动力学参数见表 １。

假设网地藻清除ＤＰＰＨ·自由基的清除率对时

间的变化规律符合准二级反应动力学方程式。 以

１ ／ （１－ａ）（ｙ）为纵坐标，以时间 ｔ（ｘ）为横坐标，绘制

标准曲线，即得出准二级反应动力学方程式，低浓度

下的准二级反应动力学方程为 ｙ ＝ ０．０１１ｘ ＋ １．１３５，
Ｒ２ ＝ ０．９０２；中浓度下的准二级反应动力学方程为 ｙ
＝ ０．０５４ｘ ＋ １．３５５，Ｒ２ ＝ ０．９１８；高浓度下的准二级反

应动力学方程为 ｙ ＝ ０．０５４ｘ ＋ １．３５５，Ｒ２ ＝ ０．９１８，见
图 ５ 所示，相应的动力学参数见表 １。

由表 １ 可知，准一级动力学模型拟合的线性相

关性较差，相关系数 Ｒ２ 为 ０． ８４８ ～ ０． ８９１。 而用准
二级动力学模型进行拟合，其相关系数Ｒ２为０．９０２～
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表 １　 动力学模型拟合参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ Ｄｉｃｔｙｏｔａ ｄｉｃｈｏｔｏｍａ ｔｏ ＤＰＰＨ·

藻多糖始浓度
Ｃ０

（ ｍｇ·ｍＬ⁃１）

准一级动力学模型
Ｆｉｒｓｔ⁃ｏｒｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎ

ｋ１ Ｒ２

准二级动力学模型
Ｓｅｃｏｎｄ⁃ｏｒｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎ

ｋ２ Ｒ２

０．１ ０．００９ ０．８９１ ０．０１１ ０．９０２

０．２５ ０．０２９ ０．８７２ ０．０５４ ０．９１８

０．５ ０．０８８ ０．８４８ ０．４２１ ０．９６７

０．９６７，网地藻多糖对ＤＰＰＨ·的清除作用说明符合

准二级动力学方程。 通过准二级动力学拟合方程计

算出在实验条件下，网地藻多糖初始浓度分别为

０．１、０．２５、０．５ ｍｇ·ｍＬ⁃１时，网地藻多糖对ＤＰＰＨ·的

清除作用二级动力学速率常数分别为 ０．０１１、０．０５４、
０．４２１。 二级反应速率常数通常被认为与抗氧化物

质的自由基清除能力有关，速率常数越大，即清除反

应的速率越快，因此网地藻多糖随着浓度的逐渐升

高清除ＤＰＰＨ·自由基的速度越来越快，其清除自由

基能力也越来越强，这与实验所得的数据一致。

３　 讨论与结论

海藻多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的研究报道

有草叶马尾藻多糖（张朝燕，２０１２）、羽藻和刺松藻

多糖（宋厚芳，２０１０）等，也有研究者报道了多种天

然药物中多糖类物质清除ＤＰＰＨ·自由基活性的研

究，如刺五加多糖（孟繁磊等，２０１０）、青钱柳多糖

（葛霞等，２０１１）、荷叶多糖（涂宗财等，２０１３）等，多
糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的研究大多是对ＤＰＰＨ·
自由基活性半数清除率（ ＩＣ５０）的测定，没有进行清

除动力学的研究，本研究采用 ＩＣ５０值结合反应速率

来共同评价多糖清除ＤＰＰＨ·自由基活性的能力，为
开发天然抗氧化剂提供数据支持。

本研究采用超声辅助提取网地藻多糖，采用醇

沉，脱蛋白，脱色，干燥的方法制备网地藻多糖的样

品粉末。 分别检测了低（０． １ ｍｇ·ｍＬ⁃１）、中（０． ２５
ｍｇ·ｍＬ⁃１）、高（０．５ ｍｇ·ｍＬ⁃１）三种浓度下的网地藻

多糖对ＤＰＰＨ·自由基的清除能力，当网地藻多糖浓

度为 ０．５ ｍｇ·ｍＬ⁃１时，反应 ２０ ｍｉｎ，网地藻多糖清除

ＤＰＰＨ·自由基的清除率最高为 ８６．０６％，因此网地

藻多糖具有一定的抗氧化能力，其清除ＤＰＰＨ·自由

基活性半数清除率（ ＩＣ５０）为 ０．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１。 按照

反应动力学方程建立反应动力学模型，结果表明二

级动力学拟合方程能较好地描述网地藻多糖对

ＤＰＰＨ·自由基的清除能力，其相关系数 Ｒ２的范围

为 ０．９０２～０．９６７。 网地藻多糖在低（０．１ ｍｇ·ｍＬ⁃１）、
中（０．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１）、高（０．５ ｍｇ·ｍＬ⁃１）三种浓度时，
对ＤＰＰＨ·的清除速率常数分别为 ０． ０１１、０． ０５４、
０．４２１。 说明网地藻多糖随着浓度的逐渐升高其清

除ＤＰＰＨ·自由基的速度越来越快，其清除自由基能

力也越来越强。 ＩＣ５０值越小，反应速率值越大，说明

其抗氧化活性越好，因此网地藻多糖比草叶马尾藻

多糖、羽藻和刺松藻多糖具有更好的抗氧化活性

（张朝燕，２０１２；宋厚芳，２０１０），有望将其开发为一

种天然的抗氧化剂。
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２００９． 海洋生物多糖抗肿瘤作用机制的研究进展 ［Ｊ］．中国药
理学通报，２５ （８）：９９５－９９６．］



更 正 说 明

尊敬的《广西植物》编辑部：
您好！
本人是贵刊已刊登文章《顽拗性三七种子后熟过程超微结构和抗氧化酶变化》（ＤＯＩ：

１０．１１９３１ ／ ｇｕｉｈａｉａ．ｇｘｚｗ２０１５１００１８）的作者杨凯，经过仔细阅读、推敲前人文献，发现三七种子

的休眠类型划分存在一定分歧（形态休眠或形态生理休眠），因此发现文中存在一个科学概

念错误，即三七种子属于形态休眠而非生理休眠类型。 由于个人疏忽造成错误，作者对此深

表歉意！ 希望贵刊给予修正。
作者：杨凯　 通讯作者：陈军文　 （云南农业大学）

２０１７ 年 ４ 月 ２１ 日

本刊同意作者的申请并进行如下更正：在《广西植物》２０１６，３６（１２）：１５１９－１５２５ 上刊登

的《顽 拗 性 三 七 种 子 后 熟 过 程 超 微 结 构 和 抗 氧 化 酶 变 化》 （ＤＯＩ： １０． １１９３１ ／ ｇｕｉｈａｉａ．
ｇｘｚｗ２０１５１００１８）一文中，三七种子属于形态休眠而非生理休眠类型。

特此说明！
广西植物编辑部

２５６ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷


