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大麻哈鱼硫酸软骨素及其酸降解产物的抗氧化活性 
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3. 中国水产科学研究院南海水产研究所, 广州  510300) 

摘  要: 目的  以大麻哈鱼鼻软骨为研究对象, 制备硫酸软骨素粗提物、醇沉产物和酸降解产物, 对比分析其

体外抗氧化活性。方法  通过测定硫酸软骨素粗提物、醇沉产物和酸降解产物对 DPPH•、•OH 和 O2
-•自由基

的清除特性, 比较其抗氧化能力。结果  醇沉产物对 DPPH•没有明显的清除作用, 粗提物和酸降解物产物对

DPPH•有一定的清除作用, 但后者的清除能力远大于前者。粗提物、醇沉产物和酸降解产物对•OH自由基均有

明显的清除作用; 粗提物和醇沉产物对 O2
-•自由基均无清除作用, 但酸降解产物对 O2

-•自由基有较强的清除作

用。酸降解产物对 3种自由基的清除能力均较强, IC50值均小于 1.5 mg/mL。结论  大麻哈鱼鼻软骨硫酸软骨

素酸降解产物的抗氧化活性最强。 
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Antioxidant activities of chondroitin sulfate and its acid degradation products 
of Oncorhynchus keta 
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ABSTRACT: Objective  Using Oncorhynchu sketa nasal cartilage as research object, the crude chondroitin sulfate 

extracts, ethanol precipitated chondroitin sulfate and acid degradation products were prepared, and their antioxidant 

activities in vitro were compared and analyzed. Methods  The scavenging capacities on three kinds of free radicals 

including DPPH•, •OH and O2
-• of the crude chondroitin sulfate extracts, ethanol precipitated chondroitin sulfate and 

acid degradation products were measured, so as to compare their antioxidant activities. Results  The ethanol 

precipitated chondroitin sulfate had no obvious scavenging effect on DPPH·, while the crude chondroitin sulfate 

extracts and acid degradation products had certain scavenging effects on DPPH·, and the scavenging ability of acid 

degradation products was much greater than that of crude chondroitin sulfate extracts. The crude chondroitin sulfate 

extracts, ethanol precipitated chondroitin sulfate, and acid degradation products of chondroitin sulfate all had obvious 

scavenging effects on •OH. The crude chondroitin sulfate extracts and ethanol precipitated chondroitin sulfate had no 

scavenging effects on O2
-•, but acid degradation products of chondroitin sulfate had a strong scavenging effect on 

O2
-•. The scavenging capacities of acid degradation products of chondroitin sulfate to DPPH•,•OH and O2

-• was the 
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best, and their IC50 values were less than 1.5 mg/mL. Conclusion  The antioxidant activity of acid degradation 

products of chondroitin sulfate from Oncorhynchus keta nasal cartilage is the best. 

KEY WORDS: Oncorhynchus keta; chondroitin sulfate; acid degradation product; antioxidant 
 
 

1  引  言 

研究证实许多疾病的产生与自由基及其他活性氧的

存在有关, 包括类风湿性关节炎、肝病、动脉粥样硬化等
[1,2]。硫酸软骨素(chondroitin sulfate, CS)是来自动物组织器

官中的一种酸性粘多糖, 以蛋白聚糖的形式存在于软骨、

腱、韧带和主动脉等组织中, 其中软骨是获取 CS的最佳来

源[3,4]。硫酸软骨素在自由基清除方面具有良好的效果, 其

清除能力与 CS纯度和分子量密切相关。 

郑丽等[5]报道了乌贼硫酸软骨素的保水性、抗氧化性

及抑制黑色素瘤生长的研究, 熊双丽等[6]研究了猪肺管硫

酸软骨素的提取分离与抗氧化活性; 而关于大麻哈鱼鼻软

骨硫酸软骨素抗氧化活性的研究报道相对较少。本研究以

大麻哈鱼鼻软骨为原料, 探究其 CS粗提物、醇沉产物在自

由基清除方面的作用, 同时将大分子 CS 样品通过酸降解

制备得到低聚糖[7], 研究其抗氧化活性, 以期为大麻哈鱼

加工副产物的开发应用提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

大麻哈鱼鼻软骨, 由烟台嘉惠海洋生物科技有限公

司提供, 用水冲洗干净后冻干, 粉碎成粉末后储存备用。 

2.2  仪器与试剂 

HH-4 数显恒温水浴锅(国华电器有限公司); BT224S

分析天平(赛多利斯科学仪器(北京)有限公司); PB-10 pH计

(德国赛多利斯股份公司); UV-2802 紫外可见分光光度计

(上海尤尼柯仪器设备有限公司)。 

二苯代苦味胼基自由基(DPPH•)标准品(纯度 95%, 1 g, 

美国 Sigma公司); Tris Base(北京索莱宝科技有限公司); 邻

苯三酚、七水合硫酸亚铁、30%过氧化氢(国药集团化学试

剂有限公司); 盐酸(山东莱西经济技术开发区精细化工厂); 

水杨酸(上海凌峰化学试剂有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品的制备 

称取适量大麻哈鱼鼻软骨粉, 采用碱—酶两步法提

取硫酸软骨素。第一步碱提制备的粗提物, 编号 A1; 第二

步添加碱性蛋白酶, 在其最佳工艺条件下继续提取, 制备

得到的粗提物编号 E1。粗提物 A1 和 E1 经醇沉工艺得到

产物 A2 和 E2。醇沉产物 A2 和 E2, 分别经如下步骤: 溶

解到 50 mL 0.4 mol/L盐酸溶液中, 置水浴锅中 65 ℃恒温

反应 24 h后, 5000 r/min离心 20 min, 上清液过 0.5 μm的

超滤膜。采用 0.4 mol/L NaOH中和酸降解溶液至中性后, 

加 1.5倍体积无水乙醇沉淀, 4 ℃静置 12~24 h, 离心, 无水

乙醇洗涤沉淀数次, 得到 CS酸降解产物, 编号 A3和 E3。 

2.3.2  DPPH•清除率测定 

参照文献[8]的方法测定, 每组实验平行测定 3 次取平

均值。 

DPPH•清除率: E(%)=[1－(Ai－Aj)/A0] ×100% 

式中 : A0: 无水乙醇 +DPPH•的吸光度 ; Ai: 样品溶液

+DPPH•的吸光度; Aj: 样品溶液+无水乙醇的吸光度。 

2.3.3  •OH 清除率测定 

参照文献[9]的方法, 以去离子水作为空白对照, 每组

实验平行测定 3次取平均值。 

•OH清除率: E(%)=[1－(Ai－Aj)/A0] ×100% 
式中: A0: H2O+Fe2++H2O2+水杨酸的吸光度; Ai: 样品+Fe2+ 

+H2O2+水杨酸的吸光度; Aj: 样品+Fe2++H2O2的吸光度。 

2.3.4  O2
-•清除率测定 

参照文献[10]的方法, 每组实验平行测定 3次取平均值。 

O2
-•清除率测定: E(%)=[1－(Ax－Ax0)/(A0－A)]×100% 

式中: Ax0: Tris-HCl+样品溶液+蒸馏水+邻苯三酚的吸光度; 

Ax: Tris-HCl+样品溶液+蒸馏水的吸光度; A0: Tris-HCl+蒸

馏水+邻苯三酚的吸光度; A: Tris-HCl+蒸馏水+10 mmol/L 

HCl的吸光度。 

2.3.5  半抑制浓度(hemi-inhibitory concentration, IC50)的测

定 

半抑制浓度是指对自由基的抑制率达到 50%时样品

的浓度, 用 IC50 表示, 可以更清晰地比较不同样品间的抗

氧化能力。 

3  结果与讨论 

3.1  对 DPPH•清除能力的比较 

DPPH•是人工合成以氮为中心的一种自由基, 因其稳

定的特性常被用来评价各种化合物潜在的抗氧化活性[11]。 

粗提物 A1 和 E1、醇沉产物 A2 和 E2、酸降解产物

A3和 E3 6种样品对 DPPH•的清除效果如图 1所示。由图

1(a)可知, 醇沉产物A2对DPPH•自由基的清除率小于 10%, 

没有明显的清除作用; 而粗提物 A1 表现出一定的清除能

力, 可能是其中含有的多肽成分对 DPPH•有较强的清除作

用, 酸降解产物 A3 在浓度为 2 mg/mL 时清除率就达到

50%左右, 清除能力显著高于 A1 和 A2, 这可能是酸降解

产生的不饱和糖醛酸结构发挥了重要的作用。由图 1(b)可

知, E1有一定的清除作用, 但 E2的清除作用几乎为 0; E3
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对 DPPH•的清除效果较好, 具有很强的抗氧化能力。试验

结果表明, 醇沉产物对 DPPH•自由基没有明显的清除作用, 

粗提物和酸降解产物对 DPPH•有一定的清除作用, 但后者

的清除能力远大于前者。 

 
 

 (a) 
 

 
 

(b) 
 

图 1  样品 A1、A2、A3(a)和 E1、E2、E3(b)对 DPPH•自由基的

清除作用(n=3) 

Fig. 1  Scavenging rates of samples A1, A2, A3 (a) and E1, E2, E3 
(b) to DPPH• at different concentrations (n=3) 

 
3.2  对•OH 清除能力的比较 

采用 Fe2+-H2O2-水杨酸体系测定样品对•OH自由基的

清除能力[12]。不同样品对•OH自由基的清除效果如图 2所

示。从图 2(a)可以看出, A1、A2对•OH有明显的清除作用, 

但 A1 的清除能力略低于 A2, 可能是因为醇沉产物 A2 中

CS纯度高, 对•OH的清除能力更强; A3与 A2对•OH清除

能力几乎没有差异。由图 2(b)可知, E1和 E2对•OH都有显

著的清除作用, 对•OH的清除能力依次为 E3>E2>E1。比较

图 2(a)和图 2(b)可知, 在同一浓度条件下, A1对•OH的清除

率高于 E1, A2高于 E2; 说明不同工艺提取得到的 CS, 对

•OH 的清除能力存在一定差异, 分析认为差异可能与粗提

产物的组成及 CS 的化学结构有关。酸降解产物对•OH 的

清除率有所提高, 但A3和 E3对•OH的清除率不存在差异; 

这可能是酸降解破坏了 CS 完整的糖链结构, 从而生成小

分子 CS 寡聚糖, 其含有的不饱和糖醛酸结构成为影响抗

氧化能力的主要因素。 

 

 
 

 (a) 
 

 
 

(b) 

 
图 2  不同样品 A1、A2、A3(a)和 E1、E2、E3(b)对•OH的清除作

用(n=3) 

Fig. 2  Scavenging rates of samples A1, A2, A3 (a) and E1, E2, E3 
(b) to •OH at different concentrations (n=3) 

 
3.3  对 O2

-•自由基清除能力的比较 

O2
-•自由基自身是无毒性的, 但它能与其他自由基反

应生成有毒的氢过氧化物, 且可以转变成•OH, 从而对机

体造成损伤[13,14]。采用邻苯三酚自氧化法测定样品对 O2
-•

的清除能力[15]。 

经计算可知, 样品 A1和 E1、A2和 E2样品对 O2
-•没
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有清除作用。A3 和 E3 对 O2
-•的清除作用见图 3, 由图 3

可知, 样品 A3 和 E3 对 O2
-•有较强的清除效果。样品 A3

和 E3对O2
-•的清除能力均随着浓度的增加而升高, 样品浓

度 4 mg/mL时, 其清除率上升趋势缓慢。 

 
 

图 3  样品 A3和 E3对 O2
-•的清除作用(n=3) 

Fig. 3  Scavenging rates of samples A3 and E3 to O2
-• at different 

concentrations (n=3) 
 

3.4  不同样品对 3 种自由基的清除能力比较 

不同样品对 3种自由基的 IC50见表 1。由表 1可知, 粗

提物 A1、E1 对 DPPH•和 O2
-•自由基的清除能力较弱, 对

•OH 自由基有较强的清除能力。醇沉产物 A2 和 E2 对

DPPH•和 O2
-•自由基的清除能力很弱, 对•OH 自由基有显

著的清除作用, 且 IC50值小于粗提物 A1、E1; 酸降解产物

A3 和 E3 对 3 种自由基均有清除作用, IC50 均小于 1.5 

mg/mL, 其中对 O2
-•有较强的清除作用。因此, A3和 E3对

3种自由基的清除能力均较强。 

张莲等[16]发现酸降解产生的 CS 低聚糖具有更好的

DPPH•自由基清除能力和还原能力 , 而未降解的 CS 对

DPPH•自由基没有清除作用, 推测可能是 CS 低聚糖中不

饱和糖醛酸结构的生成发挥了关键作用; 史敏娟等[17]通过

自由基降解法制备低分子量 CS, 发现低分子量的 CS 对

•OH和 O2
-•自由基及 NO2

-均有较好的清除作用, 对自由基

的清除能力及金属离子的螯合能力均高于未降解 CS。本研

究结果与此结论相一致。 

 
表 1  不同样品对 3 种自由基的清除能力比较 

Table 1  Comparison of scavenging capacities of different 
samples to three kinds of free radicals 

样品 
IC50(mg/mL) 

DPPH· ·OH O2
-· 

A1 - 2.42 - 

E1 - 2.46 - 

A2 - 1.42 - 

E2 - 2.12 - 

A3 1.37 1.33 0.909 

E3 1.31 1.38 0.853 

4  结  论 

大麻哈鱼鼻软骨硫酸软骨素粗提物、醇沉产物和酸降

解产物体外抗氧化活性研究结果表明:  

(1) 粗提物对 DPPH•有一定的清除作用, 醇沉产物对

DPPH•没有明显的清除作用 , 这可能是粗提物中含有的

活性多肽成分对 DPPH•有较强的清除作用。酸降解产物

对 DPPH•有较强的清除作用, 且清除能力显著高于 A1和

A2, 这可能是酸降解产生的不饱和糖醛酸结构发挥了重

要的作用。 

(2) 粗提物、醇沉产物和酸降解产物对•OH均有明显

的清除作用。由于提取工艺不同, 粗提物 A1对•OH的清除

率高于 E1, 醇沉产物 A2对•OH的清除率高于 E2, 这种差

异可能与粗提物的组成及化学结构不同有关。A3和 E3对

•OH的清除能力不存在差异, 可能是因为酸降解破坏了CS

完整的糖链结构, 生成小分子CS寡聚糖, 其含有的不饱和

糖醛酸结构成为影响抗氧化能力的主要因素。 

(3) 粗提物和醇沉产物对 O2
-•均无清除作用, 但酸降

解产物对 O2
-•有较强的清除作用。 

(4) 酸降解产物对 3 种自由基均有清除作用, 且 IC50

值均小于 1.5 mg/mL。 

综合分析认为, 大麻哈鱼硫酸软骨素经酸降解后的

产物抗氧化活性最强。 
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