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摘 要：以自提的玉米须多糖（CSPL）为原料制备玉米须硒多糖（Se-CSPL），研究 Se-CSPL抗氧化活性并与 CSPL进行
比较。 采用 Sephdex G-75对合成的 Se-CSPL进行纯化和小鼠急毒试验后， 用 HPLC法测定对 DPPH自由基的清除能
力，分别用邻苯三酚法及 Fenton体系测定各物质对 O2

-·和·OH的抑制作用。试验结果表明：Se-CSPL对·OH的清除能
力稍强于 CSPL，对 O2

-·的清除能力明显强于 CSPL，当 Se-CSPL的浓度大于 1.0 mg/mL时，对 DPPH自由基的清除率为
94.9 %与 VC96.2 %相近。说明 Se-CSPL有良好的抗氧化活性，可以作为优良的抗氧化剂使用。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Selenium polysaccarides （Se-CSPL） was synthesized with corn silk polysaccharide and Na2SeO3，
then researched antioxidant activity of Se -CSPL were compared with CSPL. After Se -CSPL purified with
Sephdex G-75 and mouse acute toxicity test， scavenging DPPH·activity was measured by HPLC. Determined
inhibition on O2

-·and·OH by pyrogallol method and Fenton system separately. The results showed that the
scavenging·OH of Se-CSPL was little stronger than CSPL and scavenging O2

-·capacity was stronger than CSPL.
When the concentration of Se-CSPL greater than 1.0 mg/mL， scavenging DPPH·radical rate of 94.9 % was sim－
ilar to VC of 96.2 %. Se-CSPL has a good antioxidant activity， may be used as an excellent antioxidant.
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自由基在人体内能引起机体氧化， 损害细胞，导
致机体衰老和各种疾病[1]。 但体内的自由基的浓度随
年龄的增长而增加，清除能力反而减弱[2-4]。 玉米须又
叫玉米胡子，植物名 Zea mays，为禾本科玉蜀属植物玉
米的干燥花柱和柱头 [5]，其有效成分玉米须多糖具有
清热、平肝、利尿、降血糖和提高免疫等功效[6-7]。 硒作
为一种生命必需的微量元素， 能清除活性自由基，延
缓衰老，防治癌症和心血管疾病，治疗克山病和大骨
节病，提高视力和防治肝坏死等作用[8-9]。 天然硒多糖

较少[10]，很多研究者开始通过化学手段进行其合成研
究[11-12]。 硒多糖是一种多糖有机硒化合物，具备了硒和
多糖两者的活性[13]，这样一来既能有效地提高硒的生
物利用度， 又能降低无机硒毒性有望作为一种安全、
有效、健康的富硒营养源[14]，硒还可作为部分重金属元
素的天然解毒剂。 因此，利用东北盛产的玉米须为原
料，通过化学手段合成玉米须硒多糖[15]，研究其抗氧化
活性，在寻找外源性自由基清除剂在人体保健、治病
方面具有重要意义。

1 材料与方法
1.1 材料、试剂、仪器

SPF级昆明种小鼠： 哈尔滨医科大学实验动物学
部，体重 22 g~25 g，♂♀各半；玉米须多糖：黑龙江省
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教育厅生物药制剂重点实验室自制、经多次纯化所得
均一多糖，分子量为 2.0×105 g/moL。

1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基：美国
Sigma 公司；甲醇（色谱纯）：天津科密欧化学试剂有限
公司；亚硒酸钠（分析纯）：上海新宝精细化工厂；高氯
酸、硝酸、无水乙醇均为国产分析纯化学试剂。

Agilent 1100 型高效液相色谱仪（包括四元泵，自
动进样器，柱温箱和紫外检测器等）：美国安捷伦仪器
有限公司；UV-7501 紫外可见分光光度计： 无锡科达
仪器厂；PHS-3C型酸度计：上海盛磁仪器有限公司。
1.2 玉米须硒多糖的制备

准确称取玉米须多糖 0.25 g 放入锥形瓶中， 加入
体积分数 0.3 %的硝酸水溶液 25 mL，加热搅拌使多糖
全部溶解，加入 0.30 g Na2SeO3，加热到 70 ℃搅拌反应
8 h，冷却反应液，无水碳酸钠调节 pH5~6，抽滤，滤液
对流水透析，取透析液少量，加入抗坏血酸检测至无
红色时停止透析，醇沉，于 4 ℃条件下放置过夜，离心，
沉淀用无水乙醇洗涤 2 次， 在-0.8 kPa，30 ℃真空干
燥，得玉米须硒多糖（Se-CSPL）。
1.3 玉米须硒多糖的纯化

Sephdex G-75 葡聚糖凝胶充分溶胀后，均匀地装
入 1.5 cm×50 cm 的玻璃柱中， 用 0.05 mol/L 氯化钠溶
液作洗脱， 流速为 24 mL/h。 将玉米须硒多糖溶解于
水， 用吸管加入约 5 mL过柱， 流出液每 5 mL 收集一
份，用邻苯二胺显色，采用 HPLC法检测每份溶液中的
硒量，用苯酚硫酸法测定多糖含量，以硒量和多糖含
量为纵坐标，流出小瓶序号为横坐标作图，收集双峰
流分，醇沉、低温干燥，备用。 经测定双峰流分（Se-
CSPL）的含硒量平均为 5.36 mg/g。用 Na2SeO3 代替玉米
须硒多糖重复上述过程。
1.4 玉米须硒多糖的急性毒性实验

配制 Na2SeO3 和 Se-CSPL 水溶液， 浓度分别为
20 mg/mL和 100 mg/mL， 选用健康昆明种小鼠进行灌
胃给药。 首先进行预试验，得到死亡率 0 %和 100 %时
的剂量， 然后在两个剂量间设计 5个具有一定级差的
给药剂量，相应地将小鼠随机分成 5组，每组 10 只，经
灌胃给 Se-CSPL，观察动物两周，待其稳定；同时，另 5
组小鼠灌胃给 Na2SeO3 进行比较实验。
1.5 对羟基自由基的清除作用

将样品溶液用去离子水配成 0.1、0.5、0.75、1.0、1.25、
1.5 mg/mL 的溶液，各取 2 mL，并依次加入 6 mmoL/mL
的硫酸亚铁溶液 2 mL，混匀，再加入 6 mmoL/mL 双氧
水溶液 2 mL，混匀，静置 10 min，再加入 6 mmoL/mL 水
杨酸溶液 2 mL，混匀，37 ℃下放置 30 min 后于 510 nm

测吸光度 A 值， 以 VC 作对照来测定其对羟基自由基
的清除效果。

·OH清除率/% = 1 - A2 - A0

A1
× 100

式中：A1 为以去离子水代替样品溶液的吸光值；
A2 为样品溶液的吸光值；A0 为以去离子水替代水杨酸
时的样品溶液吸光值。
1.6 对超氧阴离子自由基的清除作用

加入 3.00 mL 的 Tris-HCl 缓冲溶液（pH=8.2）和
0.10 mL 不同浓度的样品，25 ℃水浴 20 min， 后加入
3.00 mL浓度为 7 mmol/L的邻苯三酚，反应 4 min 后加
入 10 mol/L 的 HCl 溶液 1.00 mL 终止反应， 以蒸馏水
为参比液， 在 420 nm 处测吸光度值， 同时以 VC 作对
照。 其清除率可用下列公式计算：

O2
-·清除率/% = 1 - A1 - A2

A0
× 100

式中：A1 为样品加入缓冲溶液及邻苯三酚后的吸
光度；A2 为样品加入缓冲溶液后的吸光度；A0 为缓冲
溶液加入邻苯三酚后的吸光度。
1.7 DPPH自由基的清除作用
1.7.1 HPLC色谱条件

色谱柱：ZORBAXEclipseXDB-C18（250mm× 4.6mm，
5 μm）；流动相：甲醇 ∶水=80 ∶ 20（体积比）；柱温：25℃；
流速：1.0 mL/min；检测波长：517 nm。
1.7.2 清除作用

准确吸取浓度为 0.02 mol/L DPPH 甲醇溶液 2 mL
置于试管中， 再分别取浓度为 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0 mg/mL 的样品溶液 2 mL，并迅速混匀，于 37 ℃的
恒温水浴下避光反应 30 min， 立刻用 0.45 μm 有机滤
膜过滤，20 μL进样，检测 DPPH的峰面积。 以 VC 作对
照，其清除率可用下列公式计算：

DPPH·清除率/% = 1 - A1 - A2

A0
× 100

式中：A0 为 2.00 mL DPPH+2 mL 蒸馏水时 DPPH
的色谱峰面积；A1 为 2 mL DPPH+2 mL 样品溶液时
DPPH 的色谱峰面积；A2 为 2 mL 样品溶液+2 mL 乙醇
时 DPPH的色谱峰面积。

2 结果与分析
2.1 凝胶纯化结果

图 1是玉米须硒多糖粗品的凝胶层析谱图。
由图 1 可知， 多糖峰和含硒峰在 6 ~10 小瓶处刚

好重合，证实硒与玉米须多糖发生了化学键合，形成
一种新的含硒多糖化合物；且经过凝胶层析后，发现
玉米须硒多糖中存在没有与硒结合的多糖峰，游离的
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Na2SeO3 经过透析已基本除净。 所以合成的玉米须硒多
糖可通过凝胶层析进行纯化，获得较为纯净且含硒量相
对较高的 Se-CSPL。
2.2 急性毒性初步实验结果

灌胃 Se-CSPL组：当 Se-CSPL的浓度为 4 000mg/kg
（以硒计为 21.44 mg/kg）时，小鼠仍没有死亡，未能测
出 LD50 值。 灌胃 Na2SeO3 组， 当小鼠死亡率为 0 %和
100 %时，Na2SeO3 的浓度分别为 4 mg/kg 和 14 mg/kg，
其 LD50 为 10.6 mg/kg（以硒计为 4.66 mg/kg），与文献报
道[16]结果相一致。 小鼠在急性毒性中的体征表现有濒
死的抽搐、轻微的呼吸困难、腹泻等与硒的相关研究
报道[17]基本吻合，可见硒对神经及呼吸系统均有所影
响。 实验中用肉眼观察灌胃 Se-CSPL小鼠的主要脏器
并没有发现明显的病理变化，也说明了 Se-CSPL 的低
毒性。 若要进一步研究其病理变化，可做长期毒性试
验深入观察。
2.3 对羟基自由基的清除能力

H2O2 与 Fe2+发生 Fenton 反应，生成反应活性高的
·OH，·OH能够与水杨酸有效地反应并生成有色物质；
但若加入具有清除自由基能力的物质， 便会与水杨酸
进行竞争，从而使有色物质的量减少。 图 2为玉米须多
糖、玉米须硒多糖与 VC对·OH清除作用试验结果。

结果表明，在所选定的浓度范围内，多糖与其硒
多糖对·OH 都具有一定的清除作用，作用结果与多糖

样品的浓度呈量效关系， 清除率随着 CSPL 及 Se-
CSPL 样品浓度的提高而增加，当 CSPL 与 Se-CSPL 样
品的浓度达到 1.5 mg/mL 时，多糖的清除率为 74.1 %，
玉米须硒多糖的清除率为 82.0 %。
2.4 对超氧阴离子自由基的清除

超氧阴离子是通过机体代谢产生的一种活性自
由基，由于多糖及硒多糖分子均具有还原性的半缩醛
羟基。 因此，能够与超氧阴离子自由基发生氧化还原
反应，从而终止自由链式反应。 图 3为玉米须多糖、玉
米须硒多糖及 VC 对超氧阴离子清除作用的结果。

由图 3可知：硒多糖明显强于多糖且低于 VC 的清
除作用，且对超氧阴离子自由基的清除率都随着浓度
的增大而增加。 当多糖样品浓度达到 1.5mg/mL 时，多
糖对自由基的清除率为 53.6 %，硒多糖为 79.6 %。
2.5 对 DPPH自由基清除能力

DPPH 自由基其化学结构简单、性质稳定、反应容
易控制，是未来自由基清除活性抗氧化剂筛选的首选
试剂。 本试验测定 CSPL、Se-CSPL 和 VC 对 DPPH·的
清除率（%）的结果，见图 4。

可知 Se-CSPL 的清除能力随着浓度的增大而增
加， 当浓度达到 1.0 mg/mL 时，Se-CSPL 的清除率为
94.9 %与 VC 96.2 %相近。
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图 1 玉米须硒多糖粗品的 Sephdex-75色谱图

Fig.1 Sephdex-75 chromatogram of crude selenium

polysaccharide in corn silk
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图 2 多糖样品对·OH的的清除

Fig.2 Scavenging effect on·OH of polysaccharide samples

图 3 样品对 O2
-·的清除

Fig.3 Scavenging effect on O2
-·of polysaccharide samples
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图 4 多糖样品对 DPPH·的清除

Fig.4 Scavenging effect on DPPH·of polysaccharide

samples
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3 结论
急毒实验表明： 本试验制备的 Se-CSPL 低毒，且

Se-CSPL对超氧阴离子自由基和羟自由基均具有一定
的清除能力，且强于 CSPL 本身。 采用 HPLC 法，检测
DPPH 自由基的浓度， 克服了用分光光度法测定抗氧
化剂清除 DPPH·时，干扰物质多、易受 pH 等因素影响
的缺点，使试验结果更加精准。 而且在试验中发现，玉
米须硒多糖在浓度适当高的情况下，其清除 DPPH·的
能力与 VC 相当。 有望开发成一种新的补硒和抗氧化
剂，提高玉米须的经济与利用价值，提高广大人民群
众的健康水平、减少各种疾病的发生与发展。
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