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Rhizobium sp. N613 胞外多糖的抗氧化活性 
陈艳丽  任盛  魏国琴  吕利华  赵良启* 

(山西大学化学生物学与分子工程教育部重点实验室  山西 太原  030006) 

 
 

摘  要: 以铁氰化钾和铁离子为检测系统测定了 Rhizobium sp. N613 胞外多糖(REPS)对氧化物的

还原力; H2O2和 Fe2+为羟自由基生成系统检测了REPS对羟自由基的清除作用; 邻苯三酚自氧化法

检测了 REPS 对超氧阴离子的清除作用; 并体外检测了 REPS 对 H2O2 引起的氧化溶血现象的抑制

作用及对小鼠肝组织脂质过氧化损伤的保护作用。结果显示, REPS 对氧化物具有明显的还原力, 

其对羟自由基的清除作用达到 35.46%(多糖浓度为 2 mg/mL), 对超氧阴离子的清除作用达到

36.84% (多糖浓度为 0.78 mg/mL), 对 H2O2引起的氧化溶血现象的抑制作用达到 43.84% (多糖浓度

为 1.14 mg/mL), 对小鼠肝组织脂质过氧化的保护作用达到 34.46% (多糖浓度为 1.14 mg/mL), 表

明 REPS 具有良好的抗氧化作用, 有着重要的应用价值。 
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from Rhizobium sp. N613 
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Shanxi University, Taiyuan, Shanxi 030006, China) 

Abstract: We investigated the reducing capacity of Caragana rhizobium exopolysaccharides (REPS) by the 
system of potassium ferricyanide and ferric chloride, determined the hydroxyl radical scavenging capacity of 
REPS by H2O2/Fe2+ system, measured the Superoxide radical scavenging capacity of REPS by the pyrogallol 
system, and we also determined its protective effects on H2O2 in hemplysis of erythrocytes and lipid 
per-oxidation of liver homogenate in rat. The results indicated that REPS has reductive capacity to oxides, 
the hydroxyl radical scavenging capacity of REPS was 35.46% (at the concentration of 2 mg/mL), the Su-
peroxide radical scavenging capacity of REPS was 36.84% (at the concentration of 0.78 mg/mL), the protec-
tive effects of REPS on H2O2 induced hemolysis of rat erythrocytes was 43.84% (at the concentration of 
1.14 mg/mL), and the protective effects on lipid per-oxidation of liver homogenate in rat was 34.46% (at the 
concentration of 1.14 mg/mL). 

Keywords: Exopolysaccharide from Rhizobium sp. N613, Reactive oxygen species, Lipid per-oxidation, 
Antioxidant activity 



陈艳丽等: Rhizobium sp. N613 胞外多糖的抗氧化活性  235 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

众所周知, 氧化还原反应是生物体新陈代谢的一

个重要组成部分, 机体在生理代谢过程中自由基产生

与清除一般处于动态平衡状态[1]。一旦这种动态平衡

被破坏, 导致自由基超过机体耐受限度, 就会造成组

织器官损伤和许多疾病发生。现代医学研究表明, 心

脑系统损伤、癌症、动脉硬化症、早老性痴呆症等疾

病的发生与自由基过量有着直接的关系。因此, 防止

自由基过量对于维持机体正常代谢和保障人民身体健

康具有重要作用。随着医疗事业的发展, 人们对抗氧

化剂, 尤其是天然抗氧化剂的研究已经成为最为活跃

的热门课题之一[2]。近年来, 越来越多的研究表明许多

生物多糖及复合物具有良好的抗氧化作用, 能够提高

抗氧化酶活性并清除自由基, 是一种天然抗氧化剂[1]。

此外, 还发现其中一些多糖除具有抗氧化作用外, 尚

兼有抗肿瘤、抗衰老、抗辐射、抗凝血等作用。这些

生理学功能虽然各自有着不同的代谢机理, 但有可能

直接或间接地与其抗氧化活性有关。 
目前, 多糖中研究得较为热门的是植物多糖、海

藻多糖和真菌多糖, 而从细菌中、动物活体中提取多

糖研究较少[3]。近来, 我们课题组获得一株锦鸡儿根瘤

菌 (Rhizobium sp. N613), 能 产 生 丰 富 的 胞 外 多 糖

(REPS)。研究表明, 该多糖不仅具有发酵周期短、产

量高、成本低[3]等优良的生产性状, 而且具有良好的免

疫活性和抗肿瘤活性[4−5], 有着诱人的开发前景和应

用价值。 

本文旨在研究锦鸡儿根瘤菌胞外多糖(REPS)的

抗氧化活性, 为拓展 REPS 的应用范围提供科学依据。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
Rhizobium sp. N613 胞外多糖(以下简称 REPS), 

由本实验室以 Rhizobium sp. N613 为生产菌株发酵纯

化制得, 经检测其纯度达 99%以上。 

1.2  主要试剂与仪器 
铁氰化钾(天津化学试剂三厂), 三氯化铁(天津化

学试剂三厂), 三氯乙酸(天津大茂化学试剂厂), 过氧

化氢(天津化学试剂三厂), 硫酸亚铁(天津化学试剂三

厂), 水杨酸钠(天津化学试剂三厂), 邻苯三酚(遵义佳

宏化工有限责任公司), 硫代巴比妥酸(Solarbio)。以上

试剂均为分析纯。 
日立 CR22G 高速冷冻离心机(日本日立公司), 

752N 紫外可见分光光度计(上海精密科学仪器有限

公 司 ) ,  恒 温 振 荡 器 ( 太 仓 市 实 验 设 备 厂 ) ,  日 立 
U-2010 紫外分光光度计(日本日立公司), SC-15 超级

恒温槽(宁波新芝科器研究所), 雷磁 PHS-25 型酸度

计(德国 WTW 公司)。 

1.3  实验动物 
4 周龄昆明种小鼠(20 ± 2) g 及基础饲料, 由山

西医科大学实验动物中心提供。 

1.4  方法 
1.4.1  还原力测定 [6−7]: 在具塞试管中加入适量不

同浓度的 REPS、磷酸钠缓冲溶液(0.2 mol/L, pH 6.6)
和 1%铁氰化钾溶液。置 50°C 恒温水浴中反应 20 min, 
迅速冷却, 再加入适量的 10%三氯乙酸溶液, 1%三

氯化铁溶液(REPS 在反应体系中的终浓度分别为

0.18、0.36、0.73、1.09 和 1.46 mg/mL), 振荡均匀, 静

置 5 min, 在 λ700 处以蒸馏水为空白测定其吸光值。 
1.4.2  对羟自由基的清除 [8−9]: 在试管中依次加入

适量 FeSO4 溶液(6 mmol/L)、不同浓度的 REPS 以

及 H2O2 溶液(8.8 mmol/L), 振荡均匀, 静置 10 min, 
再加入适量水杨酸钠溶液(10 mmol/L)(REPS 在反

应体系中终浓度分别为 0.25、0.5、1.0、1.5 和 2 mg/mL), 
振荡均匀, 静置 30 min, 于 λ510 处测得不同 REPS 浓

度下的吸光值 Ai, 用水代替水杨酸钠时测得不同浓

度 REPS 的本底吸光值 Aj, 用水代替水杨酸钠时测

得空白对照吸光值 A0。按下式计算羟自由基(·OH)
的清除率: 

·OH 清除率(%) = [1 − (Ai − Aj)/A0] × 100 

1.4.3  对超氧阴离子的清除[9−10]: 取适量的蒸馏水, 
不同浓度的 REPS 以及 Tris-HCl 缓冲液(50 mmol/L, 

pH 8.2)(REPS 在反应体系中终浓度分别为 0.10、

0.19、0.39、0.58 和 0.78 mg/mL), 振荡均匀, 加入

适量的经 25°C 预热过的邻苯三酚 (以 10 mmol/L 
HCl 配制, 空白管用 10 mmol/L HCl 代替邻苯三酚的

HCl 溶液), 迅速摇匀后倒入石英杯, λ325 下测定其吸

收光谱, 计算线性范围内每分钟吸光度的增加。按

下述方法计算超氧阴离子(O2
−·)清除率:  

O2
−·清除率(%) = (1 − △A/△A0) × 100 

其中: △A0 为邻苯三酚自氧化速率, △A 为加入

多糖溶液后邻苯三酚的自氧化速率 
1.4.4  氧化溶血的抑制试验 [11]: 红细胞悬液的制

备: 健康小鼠摘除眼球采血, 加入 1 mg/mL 的肝素

钠 0.2 mL, 制成抗凝血, 先以 5000 r/min 离心 10 min, 
移弃血浆和白细胞, 再向沉淀的红细胞中加入等渗
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的生理盐水, 混匀, 离心, 弃上清液, 反复 2 次, 洗

涤红细胞, 将红细胞制成 5%的悬浮液。 

取红细胞悬液 0.5 mL, 加不同浓度的 REPS 样

品, 最后加 3%的 H2O2 (REPS 在反应体系中终浓度分

别为 0.14、0.29、0.57、0.86 和 1.14 mg/mL), 混匀, 37°C
温浴 60 min 后, 再用生理盐水稀释至合适倍数, 离

心。上清液于 λ415 波长处测定吸光度。按下述公式

计算氧化溶血抑制率:  
氧化溶血抑制率(%) = (1 − A/A0) × 100 

1.4.5  对肝组织自发性脂质过氧化的保护作用 [11]: 
肝匀浆的制备: 健康小鼠, 颈椎脱臼致死。迅速分离

肝组织, 用冰冷的生理盐水匀浆, 制成 10%的匀浆。 

在试管中加肝匀浆液 1 mL 及不同浓度的 REPS
样品 0.5 mL, 37°C 温浴 1 h。保温结束后加入 20%
三氯乙酸(TCA) 1.0 mL 终止反应 , 混匀后再加入

0.67%硫代巴比妥酸 1.5 mL (REPS 在反应体系中终

浓度分别为 0.14、0.29、0.57、0.86 和 1.14 mg/mL), 
沸水浴加热 15 min 。离心去除蛋白质沉淀后, 于

λ532 波长处测定吸光度。按下述公式计算脂质过氧化

的抑制率:  
肝组织脂质过氧化抑制率(%) = (1 − A 样品/A 对照) 

2  结果与分析 

2.1  还原作用 
铁氰化钾[K3Fe(CN)6]可被还原试剂还原成亚铁

氰化钾[K4Fe(CN)6], 亚铁氰化钾再和铁离子作用生

成普鲁士蓝, 在 λ700 处有最大吸收值, 以检测其还

原力 , 吸光值越大 , 说明其还原力越高 [6−7]。REPS

的还原力结果见图 1。 
由图 1 中可以看出, REPS 在浓度为 1.46 mg/mL

时 OD 为 1.256, 且随浓度的增加, 还原能力逐渐增

加 , 其还原力与浓度呈线性关系 , 其回归方程为 : 
y = 0.1272 x + 0.2652, R2 = 0.9971。结果表明, REPS
具有较强的还原作用, 为其抗氧化活性奠定了还原

力基础。 

2.2  对羟自由基的清除作用 
利用 H2O2 和 Fe2+混合发生 Fenton 反应[12], 生成

具有很高反应活性的·OH, 在该体系内加入水杨酸

钠可捕捉·OH 并产生深色物质, 该物质在 λ510 下有

最大吸收。但若加入具有清除作用的物质, 便会与

水杨酸钠竞争 , 从而减少深色产物的生成量 [8−9]。

REPS 对羟自由基的清除结果见图 2。 

 

 

图 1  REPS 的还原力 
Fig. 1  Reducing power of different concentrations of 
REPS 
 

 

图 2  REPS 的羟自由基清除能力 
Fig. 2  Hydroxyl radical scavenging activity of different 
concentrations of REPS 

 

由图 2 中可以看出, REPS 在浓度为 2.0 mg/mL

时清除率达到 35.46%, 由此可见 REPS 对·OH 具有

清除作用 , 且随加入量的增加 , 清除率上升 , 清除

率与多糖的用量存在一定的量效关系。 

2.3  对超氧阴离子的清除作用 
邻苯三酚可以在碱性条件下经自氧化产生中间

产物 O2
−·, 该自由基可加速其自氧化反应。因此, 通

过测定某物质对邻苯三酚自氧化的抑制作用, 即可

表征其对 O2
−·的清除作用[9−10]。REPS 对超氧阴离子

的清除结果见图 3。 

由图 3 中可以看出, REPS 在 0.78 mg/mL 时清除

率达到 37%, 由此可见 REPS 能显著降低邻苯三酚

发生自氧化的速率 , 即对 O2
−·有显著的清除能力 , 

并呈一定的量效关系。 
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图 3  REPS 的超氧阴离子清除能力 
Fig. 3  Superoxide radical scavenging activity of different 
concentrations of REPS 
 
2.4  氧化溶血的抑制作用 

H2O2 可以引发氧化作用 , 导致红细胞膜损伤 , 
血红蛋白逸出[13]。因此通过测定加入某物质后血红蛋

白的减少量, 即可表征其对氧化溶血的抑制作用。

REPS 对 H2O2 引起的氧化溶血的抑制结果见图 4。 
 

 

图 4  REPS 对 H2O2 引起的氧化溶血的抑制 
Fig. 4  Protective effects on H2O2 induced hemolysis of rat 
erythrocytes of REPS 

 
由图 4 中可以看出, REPS 溶液在 1.14 mg/mL

时抑制率可达到 44%。由此可见 REPS 能显著抑制

细胞溶血的发生 , 抑制氧化损伤 , 保护红细胞膜 , 

并呈一定的量效关系。 

2.5  对肝组织自发性脂质过氧化的保护作用 
肝组织自发性过氧化脂质的二级分解产物丙二

醛能与硫代巴比妥酸反应生成粉红色产物, 在 λ532 

处有最大吸收[11]。REPS 对肝组织自发性脂质过氧

化的保护作用见图 5。 

 

 

图 5  REPS 对肝组织自发性脂质过氧化的抑制 
Fig. 5  Protective effects on H2O2 induced hemolysis of rat 
erythrocytes of REPS 

 
由图 5 中可以看出, REPS 溶液在 1.14 mg/mL

时对肝组织脂质过氧化的抑制率可达到 34%。由此

可见, REPS 在体外能明显抑制小鼠肝组织脂质过氧

化, 其氧化产物丙二醛的含量随加入 REPS 浓度的

上升而下降, 即 REPS 对小鼠肝组织脂质过氧化的

清除率随着 REPS 浓度的增大而增大, 呈一定的量

效关系。 

3  讨论 

从体外试验结果可以看出, REPS 在具有较好的

还原力, 能够有效清除羟自由基、超氧阴离子、抑

制 H2O2 诱导红细胞氧化溶血和降低小鼠肝组织自

发性脂质过氧化作用。 

REPS 的抗氧化作用很可能与如下机制有关: (1) 

REPS 直接作用于活性氧自由基(ROS)。多糖分子上

具有还原性基团, 可以作为供氢体与 ROS 发生氧化

还原作用, REPS 自身正常氧化而将 ROS 还原为无毒

害作用的离子或分子, 终止或缩短脂质过氧化链式

反应[14−16]。(2) ROS 产生的酶促反应需要金属离子(如

Fe2+、Cu2+等), REPS 多糖的醇羟基可以与这些金属

离子络合, 使自由基的产生受到抑制, 进而影响脂

质过氧化过程的启动, 最终抑制 ROS 的产生[17]。 

许多资料证明, 肿瘤的产生与生长同自由基关

系非常密切[1]。我们的研究结果表明 REPS 既具有良

好的抗氧化活性, 又具有良好的抗肿瘤作用[4−5], 至

于清除自由基和抗肿瘤活性之间的关系还有待进一

步的研究。 
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本文证实了 REPS 具有良好的抗氧化效果, 不

仅可以将其开发为抗肿瘤多糖药物, 而且可用于保

健食品与化妆品, 拓展了其应用范围。 
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