
槟榔（Areca catechu L.）是棕榈科槟榔属植物，
为多年生常绿乔木， 广泛分布于中非、 南亚和东南

亚等国家。 中国也是重要的槟榔产地之一， 主要集

中在海南、 台湾、 广东等省 份。 槟榔果中 含槟榔

油、 生物碱、 多酚、 色素等多种化学物质， 具有泻

气消水、 杀虫去积 [1]、 抑菌消炎 [2]、 杀精抑排卵 [3]、
保护肝脏[4]等药理作用， 入药历史悠久。

槟榔是海南省热带作物中仅次于橡胶的第二大

经济作物。 然而中国的槟榔加工技术水平目前处于

初级加工阶段， 缺乏高附加值产品， 严重影响了槟

榔产业的收益。 另一方面， 有关于槟榔致癌的研究

报道[5]， 即对槟榔的褒贬看法不一。 因此， 探索槟

榔的功能成分及其生理活性， 科学地评价槟榔的生

理功能作用， 对促进槟榔产业的可持续发展具有重

要意义。
多糖是广泛存在于动物、 植物和微生物中的一

类碳水化合物， 因其具有独特的物理化学特性和生

物活性而越来越受到人们的关注和 重视。 迄今为

止， 大量研究结果表明多糖具有广泛的药理活性，
如免疫调节 [6]、 抗肿瘤 [7]、 防紫外线 [8]、 降低血糖血

脂、 抗氧化、 抑制溃疡、 造血 [9]等。 目前， 关于槟

榔活性成分的研究主要集中在生物碱、 多酚、 色素
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摘 要 研究了槟榔多糖粗提物（ASP）的抗氧化活性及其对 人 皮 肤成 纤 维 细胞（HSF）内 氧 化损 伤 的 抑制 作 用。

结 果 表 明： 利 用 超 声 波 辅 助 法 提 取 的 槟 榔 子 多 糖 经 初 步 去 杂 质 后 ， 具 有 良 好 的 1， 1-二 苯 基-2-三 硝 基 苯 肼

（DPPH·）清除能力、 二价铁螯合能力和三价铁还原力。 在对 HSF 细胞内氧化损伤的抑制作用研究中， 当过氧化

氢（H2O2）处理浓度为 150 μmol/L、 ASP 添加浓度为 20 μg/mL 时， HSF 细胞存活率上升至 93.15％， 与对照组差异

不显著（p<0.05）； 当 短 波 紫外 线 照 射强 度 为 100 μW/cm2、 照射 时 间 为 3.5 h、 ASP 添 加 量 为 20 μg/mL 时， HSF
细胞存活率上升至 82.92％， 与对照组差异不显著（p<0.05）。 因此， ASP 具有抑制 H2O2 和短波紫外线处理对 HSF
细胞造成的氧化损伤的作用。
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等方面， 而关于槟榔多糖的研究鲜有报道。
笔者主要研究 ASP 的体外抗氧化活性及 其对

人体皮肤成纤细胞内氧化损伤的抑制作用， 以期为

槟榔的精深加工提供理论支持。

1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 植物材料及 预处理 5 月 龄 的 槟 榔（Areca
catechu L cv. Reyan No.1）果实摘自中国热带农业

科学院椰子研究所槟榔种质基地， 去壳后的种子经

冷冻干燥后， 保存于干燥器中备用（1个月内使用）。
1.1.2 药品和试剂 1， 1-二苯基-2-三硝基苯肼

（DPPH·）、 Ferrozine 试剂购自 Sigma 公司； 高糖改

良杜氏伊格尔培养基（DMEM）、 胎牛血清购自浙江

天杭生物科技有限公司； 其他分析纯试剂均购自国

药集团化学试剂有限公司。
1.1.3 主要仪器设备 超声波细胞破碎仪（型号：
XO-650D）均购自南京先欧仪器制造有限公司； 紫

外可见分光光度计、 二氧化碳培养箱（型号： WJ-
1851）均购自上海三腾仪器有限公司； 全自动荧光

免 疫分析仪（型 号： VarioskanFlash）购 自 赛 默 飞 世

尔科技（中国）有限公司。
1.2 方法

1.2.1 ASP 的制备 将 干 燥 的 槟 榔 种 子 磨 碎， 过

200 目筛后置于烧杯中， 加入 15 倍体积的蒸馏水，
于超声波细胞破碎仪内进行多糖提取， 提取超声波

功率为 400 W， 提取 时间为 8 min， 于 9 000 r/min
条件下离心 10 min， 重复提取 2 次（在冰浴条件下

提取以保持提取系统的温度在 55℃以下）； 合并上

清液， 通过真空旋转蒸发将其浓缩至 原来体积的

1/4， 加入 4 倍体积的无水乙醇沉淀过夜； 所得到

的沉淀用无水乙醇、 丙酮和乙醚进行清洗， 加入少

量的去离子水进行冻干后得到 ASP， 于-20 ℃保存

备用。
1.2.2 槟 榔 多 糖 抗 氧 化 能 力 测 定 （1）ASP 对

DPPH·的 清 除 率 测 定： 参 照 文 献 [10]的 方 法， 分

别 吸 取 2 mL 不 同 浓 度 的 ASP 溶 液 与 等 体 积 的

0.14 mmol/L 的 DPPH 无水乙醇 溶液于试管 中， 混

匀， 室温下暗处放置 30 min 后， 在 517 nm 波长下

测定吸光值。 以水溶性维生素C（Vc）作阳性对照。
DPPH 自由基清除率按照下列公式计算：

清除率/％=（1-Asample 517/Acontrol 517）×100
（2）ASP 对三价铁离子的还原力测定： 参照文

献 [11]的 方 法， 稍 有 改 动。 于 0.5 mL 不 同 浓 度 的

ASP 溶液中分别加入 1 mL pH 为 6.8 的 0.2 mol/L 磷

酸缓冲液和 2 mL 1％的铁氰化 钾溶液， 混匀， 于

50 ℃水浴中反应 20 min； 加入 1 mL 10％的三氯乙

酸溶液终止反应后， 加入 0.5 mL 0.1％的三氯化铁

显色， 稳定 10 min； 于 700 nm 波长下测定吸光值。
吸光值越大， 还原力越强。 以 Vc 作阳性对照。

（3）ASP 对二价铁离子螯合力测定： 参照文献[11]
的方法， 略有改动。 分别于 1 mL 不同浓度的ASP 溶

液中加入 0.1 mL 300 μmol/L 的二氯亚 铁溶液， 反

应 30 s 后， 加 入 0.1 mL 5 mmol/L Ferrozine 溶 液 ，
混匀后室温反应 10 min， 于 562 nm 处测定吸光值。
以乙二烯四乙酸二钠（EDTA-2Na）作阳性对照。

螯合率/％=（1-Asample 562/Acontrol 562）×100
1.2.3 ASP 对 HSF 细胞内氧化损伤的保护作用 （1）
HSF 的培养： 将 HSF 细胞培养于含 10％胎牛血清

的 DMEM 高糖培养基中， 培养条件为 5％CO2， 温

度 37℃， 饱和湿度。
（2）对过氧化氢诱导的 HSF 细胞内氧化损伤的

保护作用： 采用文献[12]的方法， 稍有 改动。 当 细

胞处于对数生长期时， 用 0.25％的胰酶消化 后再

用 吸 管 吹 打 成 单 细 胞 悬 液， 以 1×104 个/mL 的 密

度 接 种 于 96 孔 板 中， 过 夜 培 养。 实 验 分 为 对 照

组、 阴性对照组、 ASP 保护组。 对 照 组 ： 不 做 任

何 处 理 ， 培养 24 h； 阴性对照组： 用含终浓度为

150 μmol/L 的 H2O2 培 养 基 培 养 24 h； ASP 保 护

组： 用含 150 μmol/L H2O2 及不同浓度 ASP（5、 10、
20μg/mL）的培养基 培养 24 h。 培养结 束后， 采 用

MTT 法测定细胞存活率。
（3）对短波紫外线诱导的 HSF 细胞内氧化损伤

的保护作用： 采用文献[13]的方法， 稍有改动。 当

细胞处于对数生长期时， 用 0.25％的胰酶消化后再

用吸管吹打成单细胞悬液， 以 2×105 个/mL 的密度

接种于 35 mm 的细胞培养皿中， 过夜培养。 实验

分为正常对照组、 阴性对照组、 ASP 保护组（ASP
添加浓度分别为 5、 10、 20 μg/mL）。 实验分组后，
吸除各细胞培养皿中的培养液， 用 PBS 冲洗一次

后加入 700 μL PBS 覆盖底面以避免干燥。 阴性对

照 组 和 ASP 保 护 组 于 18 W 紫 外 灯 下 照 射 3.5 h，
照射强度为 100 μW/cm2； 正常对照组不 经过紫外

照射。 紫外照射结束后， 采用 MTT 法测定各组细

胞存活率。
（4）细胞存活率的测定： 采用 MTT 法 [12]， 略有

改动。 待分组处理的细胞结束培养后， 加入 5 mg/mL
的 MTT 20 μL， 于 37 ℃孵育 4 h， 吸除上清液， 加

150 μL DMSO， 振荡 10 min， 使结晶物充分融 解，
于 550 nm 波长下测定各孔吸光度（A）。 假设 正常
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图 3 槟榔多糖对二价铁的螯合力

Fig. 3 Iron chelating capacity of ASP
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图 1 槟榔多糖对 DPPH 自由基的清除活性

Fig. 1 DPPH radical scavenging activities of ASP
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图 2 槟榔多糖对三价铁的还原力

Fig. 2 Reducing power of ASP

对照组的细胞存活率为 100％。
细胞存活率/％= Asample ／Acontrol×100

1.3 数据分析

体外抗氧化活性试验设 3 个重复， 细胞存活率

实验设 8 个重复， 实验结果表述用平均值±标准偏

差， 采用 SPSS 16.0 中的 Duncan 法进行显著性分

析， 用 Excel 2007 作图。

2 结果与分析
2.1 ASP 的体外抗氧化作用

2.1.1 对 DPPH·的清除活性 如图 1 所示， ASP
对 DPPH 自由基的清除率随着浓度的增加而逐渐升

高， 而 Vc 的浓度为 20 μg/mL 时， DPPH 自由基清

除率基本达到 100％。 通过线性回归分析可知， 在

0~70 μg/mL 浓度范围内， ASP 对 DPPH·的清除率

与浓度呈线性正相关（y=1.08x+0.24， R2=0.998 0）；
在 0~7 μg/mL 范围内， Vc 对 DPPH·的清除率与浓

度 也 呈 线 性 正 相 关 （y=8.27x+2.94， R2=0.994 9） 。
ASP 的 EC50 值为 46.26 μg/mL， 换 算 成 Vc 当 量 为

0.12 μg/mL， 说明 ASP 对 DPPH·的清除能力良好。
2.1.2 对三价铁的还原力 如图 2 所示， 在实验

测定范围内， ASP 和 Vc 对三价铁的还原力均具有

浓度依赖性， 随着浓度的升高而逐渐增强。 通过线

性回归分析， 得到两者对三价铁还原力的线性浓度

范围分别为 0~200、 0~100 μg/mL， 线性公式分 别

为 y=0.003 1 x+0.056 5、 y=0.007 3 x+0.018 2， R2 分

别为 0.994 9、 0.998 6。 实验结果表明 ASP 具有一

定的三价铁还原能力。

2.1.3 二价铁离子 螯合力 图 3 列 出了 ASP 和

EDTA-2Na 对二价铁离子的螯合能力。 在实验测定

范围内， 二价铁离子的螯合能力随 ASP 浓度的增

加呈线性升高趋势， 线性公式为 y=0.390 9x+11.772
（R2=0.994 9）。 而 在 0~9 μg/mL 范 围 内 ， EDTA-
2Na 对二价铁离子的螯合能力也与其浓度呈正相关

（y=10.451 0x+8.495 4， R2=0.997 4）。 通 过 计 算 得

出， ASP 的 EC50 值为 97.79 μg/mL， 换算成 EDTA-
2Na 当量为 0.04 μg/mL。
2.2 ASP 对 HSF 细胞内氧化损伤的保护作用

2.2.1 对过氧化氢诱导的 HSF 细胞内氧化损伤的

保护作用 为建立 H2O2 对 HSF 细胞的氧化损伤模

型， 采用 150μmol/L 的 H2O2 处理 HSF 细胞 24 h， 结

果如图 4 所示。 在倒置显微镜下， 正常的人皮肤成

纤维细胞为梭状， 细胞形态规则、 饱满。 阴性对照

组的细胞被 H2O2 损伤， 形态发生变化， 逐渐变圆、
皱缩； 而经 ASP 保护后， 损伤的形态逐渐恢复正

常， 当 ASP 浓度为 20 μg/mL 时， 被损伤细胞已接

近正常细胞的形态（图 4-A）。 细 胞 存 活 率 实 验 结

果 表 明， 用 H2O2 处 理 HSF 细 胞 24 h 后 细 胞 存 活

率明显降低， 仅为正常对照组的 48.21％， 而添加

ASP 能 明 显 提 高 被 H2O2 损 伤 的 HSF 细 胞 的 存 活

率， 而且与 ASP 浓度呈现量效关系。 ASP 的 添加

浓度为 5 μg/mL 时， 细胞存活率为 69.68％， 显著

高 于 阴 性 对照组（p<0.05）； 当 ASP 的 浓度分 别 增
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加至 10、 20 μg/mL 时， 细胞存活率均增长至 80％

以 上 （图 4-B） ， 并 且 与 对 照 组 无 显 著 差 异 （p<
0.05）。 这表 明 ASP 可 以 抑 制 H2O2 诱 导 的 HSF 细

胞内氧化损伤。
2.2.2 对短波紫外线诱导的 HSF 细胞内氧化损伤

的保护作用 采用短波紫外线诱导细胞内氧化损

伤， 研究 ASP 对 HSF 细胞的保护作用， 结果如图

5 所示。 由图 5-A 可知， ASP 可 以在一定程 度 上

保护短波紫外线处理的 HSF 细胞微观形态。 在细

胞存活率实验中， 经短波紫外线照射的 HSF 细胞

存活率降低至正常组的 48.18％。 当 ASP 添加量为

20 μg/mL 时， HSF 细胞存活率上升至 82.92％， 与

正常对照组无显著性差异（p<0.05）； 而低浓度（5、
10 μg/mL）ASP 不能显著改善存活率（图 5-B）。 结

果表明一定浓度的 ASP 可以抑制短波紫外线诱导

的 HSF 细胞内氧化损伤。

3 讨论与结论
活性氧代谢 失调是自由 基大量产生 的 主 要 途

径。 自由基生物学研究认为， 许多疾病的发生与自

由基导致的大分子功能障碍如蛋白质修饰、 脂质过

氧化以及 DNA 损伤等有关 [14]。 目前有多种方法均

可评价某种化学成分是否具有抗氧化性。 本研究通

过 DPPH 自由基清除能力、 二价铁螯合力、 三价铁

还原力的强弱对 ASP 的体外抗氧化能力进行了评

价， 发现其具有良好的抗氧化活性， 这与其他多种

植 物 中 多 糖 的 研 究 结 果 比 较 一 致 [15-17]。 有 研 究 表

明， 还原力的强弱与抗氧化 剂中含有的 还原酮有

关， 因为还原酮可以贡献氢自由基， 打破原有的自

由基链， 进而发挥抗氧化作用； 还原酮还可以与一

些过氧化物的前体发生反应， 阻止过氧化反应的进

行 [18]。 二 价 铁 离 子 螯 合 能 力 则 与 分 子 结 构 中 含 有

的-OH、 -SH、 -COOH、 -PO3H2、 CO、 -NR2、 -S-

A： 槟榔多糖对过氧化氢处理的 HSF 细胞形态的保护作用； B： 槟榔多糖对过氧化氢处理的 HSF 细胞存活率的影响； 图中不同的小

写字母表示在 p<0.05 时差异显著。 下同。
A： Protective effects of ASP on morphology of HSF treated by H2O2； B： Protective effects of ASP on viability of HSF treated by H2O2； Different

small letters above the columns represent significant differences at p<0.05； The same as below.

图 4 槟榔多糖对过氧化氢诱导的 HSF 细胞内氧化损伤的保护作用（20×）

Fig. 4 Protective effects of ASPS on HSF treated by H2O2（20×）
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和-O-等官能团有关， 因此可以推断 ASP 中含有以

上一种或几种官能团。
H2O2 和紫外辐射是重要的氧 化应激源， 进 入

人体后， 可打破内部的氧化-还原平衡， 超氧阴离

子自由基、 羟基自由基、 氮氧自由 基 和 单 线 态 氧

等活性氧大量表达， 引起脂质过氧化、 DNA 损伤

等， 进而导致机体病变 [19]。 在细胞存活率实验中，
ASP 能够改善 HSF 细胞形态、 显著提高细胞存活

率， 有效地抑制 H2O2 和短波紫外线对该类细胞造

成的 氧化损伤。 经 分析可知， ASP 能 够抑制细胞

内的氧化损伤可能与槟榔多糖具 有良好的抗 氧化

性有关。 另一方面， 多糖及其复 合物的生物 活性

大多与其化学组成、 分子量、 官能团的位置、 糖苷

键的类型及提取分离的方法等因素有关 [19]， 所以关

于 ASP 的结构及其发挥抗氧化作用的机理还需要进

一步深入研究。
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