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Abstract 
The ultrasonic extraction method was used to extract the polysaccharide from Pogonatherum cri-
nitum. The clearing hydroxyl radical ( OH ) and the superoxide anion ( 2O− ) activity of purified 
polysaccharide were operated to evaluate polysaccharide in vitro antioxidant activity; hydroxyl 
radical ( OH ) was produced by Fenton reaction, and superoxide anion ( 2O− ) was produced by 
pyrogallol autoxidation. The spectrophotometric method was used to determine the sodium ni-
trite removal ability of the extracted polysaccharide solution of different concentrations. The re-
sults showed that the Pogonatherum crinitum polysaccharide has good scavenging ability not only 
on superoxide anion and hydroxyl radical, but also on sodium nitrite. 
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摘  要 

采用超声波浸取法从金丝草中提取多糖，纯化后的多糖通过清除Fenton反应产生的羟自由基( OH )、邻

苯三酚自氧化体系产生的超氧阴离子( 2O− )的能力评价金丝草多糖体外抗氧化活性；以及采用分光光度

法测定了不同浓度的多糖溶液提取液对亚硝酸钠的清除能力。研究结果表明金丝草多糖对超氧阴离子和

羟基自由基具有良好的清除能力，同时对亚硝酸钠也有一定的清除能力。 
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1. 引言 

金丝草，别名黄毛草、猫毛草、落苏、毛毛草、笔仔草、伯公须、猫仔草、猪毛草、马尾丝、狐狸

尾、后坎草、笔须草、墙头竹[1]；为禾本科，单子叶植物纲，被子植物门；其拉丁文名 Pogonatherum crinitum 
(Thunb) Kunth，全草入药[2]。据《中华本草》记载，金丝草性凉味甘，淡，无毒，清热，解暑，利尿，

用于感冒高热，中暑，尿路感染，肾炎水肿，黄疸型肝炎，糖尿病等[3]。金丝草主要含黄酮甙，酚类，

氨基酸，有机酸和糖类[4]，主要分布在亚热带温带，广东、福建、浙江、江西、台湾、湖南、广西、四

川、云南等地，资源十分丰富。 
多糖(polysaccharide)是一类天然大分子化合物，是由 10 个以上的单糖基通过糖苷糖键连接而成，其

性质大大不同单糖，是除核酸和蛋白质以外的另一个重要生命物质，具有调节细胞生长与衰老等多种复

杂的功能。近年来随着研究的深入与提法方法纯度及得率的提高，多糖作为抗氧化药物被得到了广泛的

应用[5]。 
自由基，主要包括超氧阴离子自由基( 2O− )，羟自由基( OH )、氮氧自由基等，可与生物体内的许多

物质如脂肪酸，蛋白质等作用，夺取它们的氢原子，造成相关细胞的结构与功能的破坏，更重要的是其

氧化产物和中间产物会伤害生物膜、酶、蛋白质及活细胞功能。因此，对自由基和亚硝基清除能力的研

究与相关疾病的防治有着重要的意义。 
本实验通过邻苯三酚自氧化法、水杨酸法比色法分别测定金丝草多糖清除超氧阴离子自由基( 2O−

 )
以及羟基自由基( OH )的效果、还原能力的测定以及在模拟人体胃液条件下，采用分光光度法测定了同

一体积不同浓度的多糖溶液提取液对亚硝酸钠的清除能力。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

金丝草：购于市场。将金丝草洗净、晾干，在干燥箱中 60℃下干燥，然后将其研磨成粉，过 100 目

筛，装入磨口瓶备用。 

2.2. 实验仪器 

JFSD-100II 高效粉碎机(上海嘉定粮油仪器有限公司)； 
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FA2004N 电子分析天平(上海精密科学仪器有限公司)； 
Spectrumlab 752S 紫外分光光度计(上海棱光技术有限公司)； 
KQ-500DB 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)； 
800 型离心机(上海手术器械厂)； 
KDM 型调温电热套(山东省鄄城永兴仪器厂)； 
SHZ-D(III)循环水式真空泵(巩义市英峪予华仪器厂)； 
101-1A 型数显电热鼓风干燥箱(上海协达计控设备公司通州医科仪器厂)； 
予华牌 KQ-B 型玻璃仪器气流烘干器(河南省巩义市英峪予华仪器有限责任公司)； 
ET-Q 型气浴恒温振荡器(常州荣冠实验分析仪器厂)； 
烧杯、量筒、试管、移液管、离心管、容量瓶、分液漏斗、圆底烧瓶、碘量瓶若干。 

2.3. 实验试剂 

以下试剂均为市售国产分析纯。 
 

名称 规格 名称 规格 

邻苯三酚 AR 磷酸氢二钠 AR 

硫酸亚铁 AR 磷酸二氢钠 AR 

水杨酸 AR 氯化钠 AR 

浓盐酸 AR 铁氰化钾 AR 

30%过氧化氢 AR 三氯化铁 AR 

无水乙醇 AR 三氯乙酸 AR 

三羟甲基氨基甲烷 AR 对氨基苯磺酸 AR 

亚硝酸钠 AR 盐酸萘乙二胺 AR 

柠檬酸 AR EDTA 二钠 AR 

2.4. 金丝草多糖的提取[6]-[9]  

2.4.1. 超声辅助提取[6] [7] 
超声辅助提取工艺条件为金丝草粉碎后过 100 目，原料称取 1.00 g 以水为提取剂，提取温度 55℃、

提取时间 20 min、超声波功率 50 W、料液比 1:20 (g/ml)在此条件下多糖得率为草多糖得率为 20.75%。 

2.4.2. 金丝草多糖的预处理 
称取适量的金丝草样品，于圆底烧瓶中经石油醚(60℃~90℃)和 95%乙醇(1:1)混合液回流脱脂 2 次，

1 h/次，除去单糖和低聚糖。将脱脂后样品放入烘箱烘干至恒重，保存于磨口瓶，用于下面多糖的提取。 

2.4.3. 金丝草多糖的提取工艺 
准确称取脱脂后金丝草样品于碘量瓶中，加入一定比例蒸馏水(料液比)，在某一温度(浸提温度)，某

一功率(超声波功率)下超声波浸提一段时间，趁热减压抽滤，收集滤液。相同条件下，滤渣进行二次浸提。

合并滤液并浓缩至 2~3 ml，滤液加入 4 倍 95%乙醇醇析，冷藏静置过夜。离心收集沉淀，用 95%乙醇洗

涤至洗涤液无色，干燥，得深褐色粗多糖。 
粗多糖用一定比例的蒸馏水溶解于碘量瓶中，用 Sevage 法除蛋白。多糖溶液:氯仿:正丁醇 = 5:1:0.2。

置于振荡器中充分振荡，取出后倒入分液漏斗，静置两小时。随后分液脱去蛋白，取其上层溶液即为金
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丝草多糖提取液。 
将剩余金丝草多糖提取液浓缩至 2~3 ml，加入 4 倍 95%乙醇醇析，冷藏静置过夜。离心收集沉淀，

用 95%乙醇洗涤至洗涤液无色，干燥，得精制多糖。 

3. 抗氧化性的研究 

3.1. 清除( 2O− )自由基活性[10]-[12] 

3.1.1. 实验原理 
邻苯三酚自氧化过程为链式反应，可产生( 2O−

 )其自身氧化产物的含量可用分光光度仪检测。在 pH 
值<9.0 时，邻苯三酚自氧化速率与( 2O−

 )生成的浓度呈正相关，故可通过紫外可见光分光光度仪来定量

测定抗氧化剂在此体系中对( 2O−
 )的清除作用，间接评价抗氧化剂的抗氧化能力[12]。 

3.1.2. 实验步骤 
准确地将金丝草多糖配成 1.4 mg/ml，用蒸馏水将该溶液稀释成种浓度：0.2 mg/ml、0.4 mg/ml 、0.6 

mg/ml、0.8 mg/ml、1.0 mg/ml、1.2 mg/ml、1.4 mg/ml。将于试管中加 1.0 ml 蒸馏水，pH 7.8 的 Tris-HCl
缓冲液(含 2 mmol EDTA 二钠)和 80 mmol/L 邻苯三酚(10 mmol/L HCl 作溶剂配制，4℃保存备用)在(25 ± 
0.5)℃的恒温水浴锅中保温 20 min 后，取 2.8 ml pH 7.8 Tris-HCl 缓冲液，加 0.1 ml 10 mM 盐酸和 0.1 ml 80 
mmol/L 邻苯三酚，混合均匀，加完马上计时，在 25℃水浴中准确反应 4 minz，马上加入 8 mol/L 盐酸 3
滴终止反应，在 320 nm 吸光度(以 pH 7.8 Tris-HCl 缓冲液为空白)，计算出邻苯三酚的自氧化吸光度 A0。

样品测定：不同浓度的多糖溶液 1.0 ml，重复以上实验步骤，在 320 nm 测吸光度 A1。样品本底测定：不

同浓度的多糖溶液 1.0 ml，以 0.1 ml 10 mM 盐酸代替 80 mmol/L 邻苯三酚，重复以上实验步骤，在 320 nm
测吸光度 A2，平行测定三次(见表 1)。 

3.1.3. 计算方法 
按下式计算抑制率： 

抑制率(%) = ((A0 − (A1 − A2))/A0) × 100% 

式中：A0为邻苯三酚自氧化吸光度；A1为加入样品后邻苯三酚自氧化吸光度；A2为样品本底吸光度。 
由图 1 可以看出，金丝草多糖对在受试浓度范围内表现出量效关系，自由基清除率随着多糖浓度的

增长而逐渐增长。各取不同浓度梯度多糖溶液各 2.0 ml 的前提下，多糖浓度为 0.2 mg/ml 到 0.4 mg/ml 时
清除自由基速率较快；在 0.4 mg/ml 到 1.0 mg/ml 时清除速率变得缓慢；当浓度在 1.0 mg/ml 到 1.4 mg/ml
时，清除速率加快且有继续上升的趋势，是一种较好的天然抗氧化剂。 

3.2. 羟自由基( OH )清除能力的测定[13]-[16] 

3.2.1. 实验原理 
利用H2O2和Fe2+混合发生Fenton反应，生成具有很高反应活性的(c)，在体系内加入水杨酸捕捉( OH )

并产生有色物质，该物质在 510 nm 下有最大吸收。但若加入具有清除作用的物质，便会与水杨酸竞争，

从而使有色产物生成量减少。本实验在 Smironff 等[13]报道的方法的基础上进行了改进，在试管中依次

加入 9 mmol/L FeSO4溶液 1.0 ml，不同浓度金丝草多糖溶液 1.5 ml，9 mmol/L 水杨酸–乙醇溶液 1.0 ml，
摇匀，再加入 8.8 mmol/L H2O2溶液 1.0 ml 启动反应，摇匀，水浴 37℃水浴中保温 60 min。于 510 nm 处

测得不同多糖浓度下的吸光度 A0；用水代替 8.8 mmol/L H2O2溶液时测得某浓度多糖的本底吸光度 A1；

用水代替抗氧化剂时测得空白对照吸光度 A2。平均实验三次。 
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Table 1. Pyrogallol autoxidation determination method and reagent volume 
表 1. 邻苯三酚自氧化测定方法和试剂量 

试剂 样品本底(1.0 ml) 样品(1.0 ml) 蒸馏水(1.0 ml) 

Tris-HCl 缓冲溶液(ml) 2.8 2.8 2.8 

蒸馏水(ml) 0.1 0.1 - 

10 mM HCl (加完室温保温 20 min) (ml) 0.1 - 0.1 

80 mM 邻苯三酚(10 mM HCl 配制，反应 4 min 后， 
加 3 滴 10 M HCl 终止反应) (ml) 

- 0.1 0.1 

总体积(ml) 3.0 3.0 3.0 

 

 
Figure 1. Different polysaccharide concentration on superoxide anion radical scavenging effects 
图 1. 不同多糖浓度对超氧阴离子自由基清除率的影响 

3.2.2. 实验步骤 
准确地将多糖配成 1.4 mg/ml，用蒸馏水将该溶液稀释成 7 种浓度：0.2 mg/ml、0.4 mg/ml、0.6 mg/ml、

0.8 mg/ml、1.0 mg/ml、1.2 mg/ml、1.4 mg/ml。 
反应体系如表 2。 
空白实验：于试管中依次加入 1.5 ml 蒸馏水，1.0 ml 9 mmol/L FeSO4，1.0 ml 8.8 mmol/L H2O2，1.0 ml 

9 mmol/L 水杨酸–乙醇，摇匀，于 37℃水浴中保温 60 min 取出，以蒸馏水为参比，510 nm 下测其吸光

度(A0)。 
样品测定：以 1.5 ml 不同浓度被测定样品代替 1.5 ml 蒸馏水，重复空白实验步骤，以蒸馏水水为参

比，510 nm 下测其吸光度(A1)。考虑到色素本身的吸收光值，做对照实验：另取 2 试管中依次加入 9 mmol/L 
FeSO4 1.0 ml，蒸馏水 1.0 ml，9 mmol/L 水杨酸–乙醇 1.0 ml，然后加入 1 ml 被测定样品，摇匀，37℃水

浴保温 60 min 后取出，以超纯水为参比，510 nm 下测其吸光度(A2)，实验平均三次(如表 2 所示)。 

3.2.3. 计算方法 
清除率计算公式为： 

( OH )清除率(%) = [A2 − (A0 − A1)]/A2 × 100% 
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式中：A0为金丝草多糖的吸光度值；A1为金丝草多糖溶液本底吸光度值；A2为空白对照液吸光度值。 
由图 2 可知，该多糖对羟基自由基有良好的清除能力，多糖浓度为 0.2 mg/ml 到 0.4 mg/ml 时清除羟

自由基速率较快，浓度大于 0.4 mg/ml 时增长趋于缓慢，当浓度大于 1.4 mg/ml 时清除率已经接近稳定，

总体上来讲金丝草多糖溶液对于清除羟自由基具有良好的效果。 

3.3. 还原能力测定[17] [18] 

参考 OYAIZU [18]的方法加以改进，取不同浓度的多糖样品溶液 1 ml，加入 pH 6.6 的磷酸缓冲溶液

2.5 ml 和 1% K3Fe (CN)6溶液 5.0 ml 并混合均匀，混合液在 50℃下保温 20 min，之后加入 2.5 ml 10%的

三氯乙酸溶液终止反应。在 3000 r/min 离心机离心，吸取其上清液 2.5 ml，加入 2.5 ml 蒸馏水和 0.5 ml 0.1% 
FeCl3溶液，混合均匀，30 min 后于 700 nm 波长处测定吸光度(见表 3)。 

从图 3 可以看出，该多糖还原能力随着浓度的增加而增大，其效果与多糖添加量呈正相关性，呈现

出良好的量效关系。 

3.4. 对亚硝酸钠清除率的测定[19]-[24] 

3.4.1. 实验原理 
亚硝酸盐在弱酸性的条件下，与对氨基苯磺酸重氮化后，再与 N-1-萘基乙二胺盐酸盐偶合生成红色

络合物，用紫外分光光度计测出该络合物的吸光值，就可知道反应液中亚硝酸盐含量多少。研究其清除 
 
Table 2. The specific pipetting of Fenton reaction system 
表 2. Fenton 反应体系的具体加样 

试剂 样品本底(1.5 ml) 样品(1.5 ml) 蒸馏水(1.5 ml) 

9 mM 硫酸亚铁溶液(ml) 1.0 1.0 1.0 

9 mM 水杨酸–乙醇(ml) 1.0 1.0 1.0 

8.8 mM 过氧化氢(加完后 37℃保温 1 h) (ml) - 1.0 1.0 

蒸馏水(ml) 1.0 - - 

总体积(ml) 3.0 3.0 3.0 

 

 

Figure 2. The impact of different polysaccharide concentration on hydroxyl radical ( OH ) clearance rate 
图 2. 不同多糖浓度对羟自由基( OH )清除率的影响 
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Table 3. The specific pipetting of reducing capacity determination 
表 3. 测定还原能力的具体加样 

试剂 样品(1.0 ml) 蒸馏水(1.0 ml) 

pH 6.6 的磷酸缓冲溶液(ml) 2.5 2.5 

1% K3Fe (CN)6溶液(ml) 5.0 5.0 

 

 
Figure 3. Different polysaccharide concentration on the impact of reducing capacity 
图 3. 不同多糖浓度对还原能力的影响 
 

亚硝酸盐的剂量效应关系和速度关系，来反映多糖清除亚硝酸盐能力的大小。 

3.4.2. 实验步骤 
分别精确吸取 50.0 mg/L 的 NaNO2标准液 2.0 ml 于 7 支 25 ml 比色管中，分别加入不同浓度的金丝

草多糖溶液 2.0 ml 和 5.0 ml PH = 3.0 柠檬–磷酸缓冲溶液，37℃恒温反应 60 min。各吸取 1.0 ml 于 10 ml
比色管中，加入质量分数 0.4%的对氨基苯磺酸 2.0 ml，摇匀，静置 5 min。后加入质量分数 0.2%盐酸萘

乙二胺 1.0 ml，定容至刻度，摇匀，静置 15 min。在确定的最大吸收波长 λmax = 538 nm 处测定吸光值

A0；设置空白实验，以蒸馏水代替多糖溶液重复以上实验步骤，测定吸光值 A1；在考虑到色素本身的吸

收光值，做对照实验，重复以上实验步骤，以同体积蒸馏水代替 0.4%的对氨基苯磺酸和 0.2%盐酸萘乙二

胺，测定吸光值 A2；实验平均三次(如表 4 所示)。 

3.4.3. 计算方法 
SR = (A1 – (A0 − A2))/A1 × 100% 

式中：SR 为清除率；A0 为加入试样后 NaNO2 溶液的吸光值；A1 为未加试样时 NaNO2 溶液的吸光值；

A2为样品本底吸光值。 
从图 4 可以看出，该多糖对亚硝酸钠有良好的清除能力，其效果与多糖添加量呈正相关性，亚硝酸

钠的清除率随多糖添加量的增加而不断增大，呈现出良好的量效关系。当浓度大于 1.4 mg/ml 时，清除率

趋于稳定。 
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Table 4. The specific pipetting of experimental nitrite 
表 4. 亚硝酸实验具体加样表 

样品本底 样品 蒸馏水 试剂 

1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml 50 mg/L 亚硝酸钠溶液 

5.0 ml 5.0 ml 5.0 ml PH = 3.0 柠檬酸–磷酸缓冲溶液 

 

 
Figure 4. Different polysaccharide concentration on the impact of sodium nitrite 
图 4. 不同多糖浓度对清除亚硝酸钠的影响 

4. 结论 

本实验对金丝草多糖抗氧化性功效进行测定，有实验数据可以知道金丝草多糖对超氧自由基和羟基

自由基都具有良好的清除能力，且随着多糖浓度的增大清除能力增强，两者之间存在着量效关系，对超

氧自由基的清除率最大可达 51.7%。多糖作为外源性抗氧化剂，在生物体内直接参与猝灭自由基，能增

强机体防御毒性自由基损伤的能力，因而具有抗衰老作用，从而避免或减轻自由基对机体的损伤，因而

具有抗衰老作用。所以金丝草多糖具有抗氧化、抗衰老作用的保健食品开发应用价值。 
亚硝酸盐与仲胺在人体和动物体内均能合成亚硝胺，尤其在人和动物的胃中更适于合成亚硝胺[25]。

因此，阻断亚硝胺合成或消除亚硝胺的前体是防治癌病因产生的有效途径之一。在模拟人体胃液条件下，

用超声辅助提取的金丝草多糖提取液，进行对清除亚硝酸钠的实验，在一定的多糖浓度范围内，清除率

随多糖量的增加而增加，清除率最大可达 56.4%，当提取液浓度大于 1.4 mg/ml，清除率变化不大，趋于

稳定。因此，金丝草保健品有助于清除体内亚硝酸盐，对防治癌症病因具有更重要的开发价值。 
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