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壳寡糖锌配合物对氧化衰老模型小鼠的抗氧化作用

郝桂娟　 张　 宾∗　 章样扬　 汤　 贺　 邓晓影
(浙江海洋大学食品与医药学院 / 浙江省水产品加工技术研究联合重点实验室,浙江 舟山　 316022)

摘　 要:为探讨壳寡糖-锌配合物(COS-Zn2+)对氧化衰老模型小鼠的抗氧化作用,在体外条件下测定

COS-Zn2+对 O·-
2 、DPPH 自由基的清除能力和 Fe3+的还原能力,并通过 D-半乳糖注射法制备氧化衰老小

鼠模型,进而评价 COS、ZnSO4、COS+ZnSO4 及 COS-Zn2+ 配合物对模型小鼠血清及各组织中丙二醛

(MDA)含量、总抗氧化能力(T-AOC)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)和过氧

化氢酶(CAT)活性的影响。 结果表明,COS-Zn2+对 O·-
2 清除作用显著优于 COS、ZnSO4 及二者混合物组

(P<0. 05);当 COS-Zn2+浓度为 10 mg·mL-1时,其对 DPPH 自由基清除能力显著优于其他试验组(P<
0. 05);COS-Zn2+分子中由于-NH2、-OH 等活性基团结合了 Zn2+,故表现出相对较弱的 Fe3+还原能力。 动

物模型试验结果显示,与正常组相比,模型组小鼠体重及脏器指数均发生了显著性变化(P<0. 05),COS-
Zn2+给药对小鼠体重增加和脏器指数恢复具有一定的帮助作用,且有效降低了模型小鼠体内 MDA 含

量,显著提高了其机体血清、肾脏和肝脏中的 SOD、GSH-Px、CAT 活性和 T-AOC 能力,尤其对血清中相

关保护酶活性的改善作用显著优于 COS、ZnSO4 及 COS+ZnSO4 组(P<0. 05)。 COS-Zn2+表现出较好的体

外抗氧化活性,同时能显著增强小鼠对氧化损伤的拮抗能力。 综上,COS-Zn2+配合物具有较好的抗衰老

及增强机体免疫功能作用。 本研究结果为海洋壳寡糖及其金属修饰物的活性开发及功能应用提供了一

定的理论基础与技术参考。
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　 　 壳寡糖(chitosan oligosaccharide,COS),又叫壳聚

寡糖、低聚壳聚糖,学名 β-1,4-寡糖-葡萄糖胺,是来

源于虾、蟹壳的壳聚糖降解成的带有氨基的小分子寡

糖[1]。 壳寡糖作为自然界中唯一呈碱性、带正电、水
溶性的可食性动物纤维[2],不仅具有分子量低、易被

人体吸收及生物活性高的特点,还兼有调节肠道菌群、
增强免疫力、抗肿瘤、抗氧化以及调节人体 pH 值等多

种生物活性。 目前,社会老龄化问题愈加严峻,同时衰

老也加速了人体疾病的发生。 COS 是带正电荷的阳离

子基团,作为一种能清除自由基、对人体友好无毒的抗

氧化剂,其对体内呈负电的各类有毒物质均有较强的

吸附能力,可清除体内自由基进而促进机体新陈代

谢[3],故人体可通过补充 COS,活化细胞,进而全面修

复受损的糖链。

自由基所造成的氧化损伤被认为是多种疾病的起

点,而细胞膜是氧化损伤的主要目标之一[4]。 崔红梅

等[5]研究发现锌离子(Zn2+)可与红细胞膜结合,抑制

脂质过氧化过程中所产生的自由基,从而降低反应所

产生的自由基对细胞膜的损伤,因而可减少细胞膜氧

化损伤所引起疾病的发生。 研究表明,Zn2+在体内发

生作用主要以有机物或螯合物形式存在,而非游离的

无机锌离子,无机锌在体内需转化为有机物形式后才

能发挥作用[6]。 人体补充进去的 Zn2+ 大都随着排泄

物排出体外,少部分的 Zn2+主要通过依靠其他的有机

物或者以配位产物的形式发挥作用。 COS 结构中含有

大 量 的 羟 基 (-OH )、 氨 基 (-NH2 ) 及 酰 氨 基

(-NHCOCH3),这些基团是金属离子的良好配体[7],
如将 Zn2+和 COS 进行配位,不仅可以达到补 Zn2+的目
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的,还可得到双重的抗氧化效果。 田金花等[8] 在均相

反应条件下合成了 COS-Zn2+,并通过结构表征研究发

现,COS 中的-NH2、-OH 基团参与了与 Zn2+间的配位

反应。 唐晓琳等[9] 探索了壳寡糖锌对雌性昆明小鼠

生长和繁殖性能的影响,发现该配合物显著提高了亲

代和子代小鼠的生长发育和部分器官指数的各项指

标,并降低了小鼠体内甘油三酯和胆固醇的含量。 金

月[10]以小白鼠和蛋用仔鸡为试验对象,比较了 COS-
Zn2+、ZnSO4 和 COS+ ZnSO4 对动物部分内脏器官生长

的影响,发现 COS-Zn2+显著提高了小鼠的胸腺指数和

脾脏指数,同时也显著提高了肝脏指数和肾脏指数。
目前,有关 COS-Zn2+的制备及其对微生物的抑制活性

的研究较多,但 COS-Zn2+的体内外抗氧化活性的研究

尚鲜见报道。
本研究以制备的 COS-Zn2+配合物为研究对象,重

点评价其体外对 O·-
2 、DPPH 自由基的清除能力及

Fe3+的还原能力,以及对氧化衰老模型小鼠的生理指

标和相关保护酶活性的影响,旨在为 COS 抗氧化活性

的深入研究提供理论参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂

清洁级健康昆明种雄性小鼠 160 只,体质量 25±2
g,购自广州医学院实验动物中心实验动物中心。 小鼠

饲养环境温度 22~25℃,相对湿度 50% ~55%,每日光

照 12 h。 试验期间自由饮水,饲喂标准饲料(由浙江

海洋大学实验动物中心自制)。
壳寡糖 (水不溶物≤0. 5%,水分 4. 13%,灰分

0. 22%,pH 值 5. 47,聚合度 3 ~ 6 寡糖,含量≥90%),
山东卫康生物医药科技有限公司;硫酸锌、抗坏血酸、
D-半乳糖、磷酸二氢钾、邻苯三酚、1,1-二苯基-2-三
硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,DPPH)、氯化

钠、氢氧化钠、多聚甲醛、铁氰化钾、三氯乙酸、盐酸等,
国 药 集 团 药 业 股 份 有 限 公 司; 丙 二 醛

(malondialdehyde,MDA)测定试剂盒、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase,SOD)测试盒、谷胱甘肽过氧化

物酶( glutathione peroxidase,GSH-Px)测试盒、过氧化

氢酶( catalase,CAT) 测试盒和总抗氧化能力 ( total-
antioxidant capacity, T-AOC)测定试剂盒等,南京建成

生物工程研究所。
1. 2　 主要仪器与设备

U- 2800 紫外分光光度计,日本日立有限公司;
Spectra Plus 384 全波长酶标仪,美国 MD 公司;FD-

1000 冷冻干燥机,日本东京理化器械株式会社;HWS-
12 电热恒温水浴锅,上海齐欣科学仪器有限公司;
CR21G 冷冻离心机,日本日立有限公司;SHAB 恒温水

浴振荡器,常州国华有限公司;AA-6200 原子吸收分

光光度计,日本岛津公司;MDF-U53V 超低温冰箱,日
本 SANYO 公 司; BH2 显 微 镜, OLYMPUS 公 司;
Di RECT-Q 超纯水装置,美国 MILLIPORE 公司。
1. 3　 壳寡糖锌配合物的制备

取 1. 0 g 壳寡糖(COS)溶于 10 mL 蒸馏水,另取

1. 0 g ZnSO4 溶于 10 mL 蒸馏水,将两者混合后调节混

合液 pH 值为 5. 0,恒温(45℃)水浴反应 120 min,取出

冷却至室温后,加入过量无水乙醇静置过夜;将过夜放

置后的 COS / ZnSO4 混合液于 5 000 r·min-1条件下离

心 10 min,保留沉淀并经无水乙醇反复沉淀、离心 3
次,然后置于透析袋中透析 48 h(截流分子量 > 500
Da),即获得 COS-Zn2+ 配合物溶液。 COS-Zn2+ 配合物

溶液再经冷冻干燥,最终制得的成品 COS-Zn2+ 配合

物。 采用原子吸收光谱法,测得配合物中锌量为

3. 25%± 0. 13%。
1. 4　 氧化衰老小鼠模型的建立及分组试验设计

氧化衰老小鼠模型的建立:以常规饲料(营养成

分依据 GB 14924. 3-2010[11] )对试验小鼠进行适应性

喂养 1 周,采取颈背部皮下注射法制备氧化衰老小鼠

模型:D-半乳糖溶液注射量 120 mg·kg-1,每日 1 次,
连续注射 6 周,并定期尾静脉取血检测 MDA 含量,检
测方法参照 MDA 测定试剂盒说明书。

试验设计:造模成功试验小鼠,随机分为 7 组,即
空白对照(正常小鼠)、模型对照、阳性对照(Vc,15
mg·kg-1·d-1)、COS 灌胃组(500 mg·kg-1·d-1)、ZnSO4

灌胃组(40 mg·kg-1·d-1)、COS + ZnSO4 灌胃组(500
mg·kg-1·d-1 COS + 40 mg·kg-1·d-1 ZnSO4)和 COS-
Zn2+配合物灌胃组(500 mg·kg-1·d-1)。 每组 21 只(7
只 /笼),设 3 个平行。

空白对照组(正常组):采用生理盐水(1. 0 mL)灌
胃试验小鼠并正常饲养。 模型组:采用生理盐水灌胃试

验小鼠的同时,给予 120 mg·kg-1·d-1D-半乳糖颈背部

皮下注射。 试验组:包括 Vc 组、COS 组、ZnSO4 组、COS
+ ZnSO4 组、COS-Zn2+ 组,采用对应物质(分别为 Vc、
COS、ZnSO4、COS + ZnSO4、COS-Zn2+配合物各 1. 0 mL)
灌胃试验小鼠,同时给予 120 mg·kg-1·d-1D-半乳糖颈

背部皮下注射。 整个试验过程持续 6 周,6 周后试验小

鼠禁食 12 h,然后采用 2%戊巴比妥纳腹腔注射(注射剂

量为 40 mg·kg-1)麻醉,采用颈椎脱臼法处死试验小鼠,
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检测分析试验小鼠机体相关氧化指标。
1. 5　 壳寡糖锌配合物体外抗氧化活性的测定

1. 5. 1　 COS-Zn2+配合物体外对 O·-
2 的清除能力　 采

用邻苯三酚自氧化法[12-13]。 取 4. 5 mL 50 mmol·L-1磷

酸缓冲液(pH 值 8. 34)于试管中,加入 0. 5 mL 蒸馏水

和 10 μL 45 mmol·L-1邻苯三酚溶液,立即混匀并开始

计时,于 325 nm 波长处测定吸光度值,并于 1 min 后

开始记录数值,每隔 30 s 记一次,一直记到 4 min。 以

10 μL 10 mmol·L-1盐酸溶液为空白对照。 按照公式计

算邻苯三酚自氧化速率:
S自氧化 = (OD4 - OD1) / OD4 (1)

　 　 式中,S自氧化表示邻苯三酚自氧化速率;OD4表示 4
min 时测得的 OD 值;OD1表示 1 min 时测得的 OD 值。

对 O·-
2 清除率的测定:取不同体积的抗氧化剂溶

液,分别加入邻苯三酚溶液,体积不足 0. 5 mL 的组用

双蒸水补足,具体操作参照 1. 5. 1。 按照公式计算自

由基清除物质对 O·-
2 清除率:

SO
2- = (S自氧化 - S样品) × 100 / S自氧化 (2)

　 　 式中,SO
2- 表示自由基清除物质对 O·-

2 清除率;
S自氧化表示邻苯三酚自氧化速率;S样品表示加入自由基

清除物质后邻苯三酚自氧化速率。
1. 5. 2　 COS-Zn2+配合物对 DPPH 自由基的清除能力的

测定　 参照 Tai 等[14] 的方法。 移取 1 mL 待测溶液于

10 mL EP 管中,加入 5. 0 mL DPPH 溶液,使总体积为

6. 0 mL,摇匀后避光室温放置 30 min。 采用光径为 1 cm
的比色皿,于 517 nm 波长处测定其吸光度值。 以 1. 0
mL 蒸馏水与 5. 0 mL DPPH 溶液的混合液为空白对照。
按照公式计算抗氧化剂 DPPH 自由基清除率:

SDPPH = (A空白-A样品) × 100 / A空白 (3)
　 　 式中,SDPPH 表示抗氧化剂对 DPPH 自由基清除

率;A空白表示空白对照的吸光度值;A样品表示 COS-Zn2+

配合物的吸光值。
1. 5. 3　 COS-Zn2+配合物对 Fe3+还原能力的测定　 参

照 Yamaguchi 等[15] 的方法。 取 3. 5 mL 0. 2 mol·L-1

(pH 值 6. 6)磷酸缓冲液,加入不同浓度的 COS-Zn2+

配合物溶液和 2. 5 mL 10%铁氰化钾溶液,混匀后于

50℃条件下水浴 20 min,然后加入 2. 5 mL 10%三氯

乙酸,5 000 r·min-1离心 10 min,保留上清液。 取 2. 5
mL 上清液,加入 2. 5 mL 去离子水和 0. 5 mL 0. 1%
三氯化铁溶液,混匀后于 700 nm 波长处测定其 OD
值。 待测样品的 OD 值越大,表明其对 Fe3+的还原能

力越强。
1. 6　 COS-Zn2+配合物体内抗氧化活性的测定

试验过程中,每周定期称取试验小鼠体重,观察试

验小鼠体重的变化情况。 待试验结束后,取小鼠眼球

血于 4℃下离心分离获得血清,保存备用。 低温解剖

获得小鼠肝脏、肾脏及脾脏,称重后计算脏器指数(各
器官与体重的比值)。 采用试剂盒法测定小鼠血清、
肾脏及肝脏组织中 MDA 含量,SOD、GSH-Px、CAT 活

性和 T-AOC 能力。
1. 7　 数据分析

采用 Origin 8. 1、SPSS 13. 0 统计分析软件进行试

验数据处理及绘图。 试验结果以平均值±标准偏差表

示。

2　 结果与分析

2. 1　 COS-Zn2+配合物对 O·-
2 的清除能力

氧化危害较大的单线态氧及羟自由基均可由超氧

阴离子(O·-
2 )诱导产生,同时 O·-

2 也能利用过氧化氢

间接诱导脂质过氧化反应[16-17]。 邻苯三酚自氧化速

率与生成的 O·-
2 浓度呈正相关,本试验通过分析不同

自由基清除物质(COS、ZnSO4、COS+ZnSO4、COS-Zn2+

配合物)对邻苯三酚自氧化速度的阻碍作用,反映不

同自由基清除物质对 O·-
2 的清除效果。 由图 1 可知,

随着自由基清除物质浓度的增加,各处理组对 O·-
2 的

清除能力均呈现增强的趋势。 当自由基清除物质浓度

均为 10 mg·mL-1时,COS-Zn2+ 配合物处理组 O·-
2 清除

率为 85. 3%,显著高于 COS+ ZnSO4 处理组(81. 7%)、
COS 处理组(77. 2%)和 ZnSO4 处理组(75. 4%) (P <
0. 05)。 壳寡糖分子上具有多个羟基、氨基等活性基

团,其本身对自由基具有一定的清除能力[6],而 Zn2+

的加入进一步提高了其清除能力,且配合状态的 COS-
Zn2+优于游离状态的 COS+ ZnSO4 混合物。 COS-Zn2+

配合物具有较好的自由基清除能力,这可能与 COS-
Zn2+配合物的立体结构有关[18]。
2. 2　 COS-Zn2+配合物对 DPPH 自由基的清除能力

DPPH 作为一种监测自由基化学反应物质,常用

于样品的体外抗氧化性评测。 当 DPPH 溶液中加入

自由基清除物质后,溶液原本紫色会有不同程度消失,
测定其 OD517值可知样品对 DPPH 清除作用的显著程

度[19]。 由图 2 可知,ZnSO4 对 DPPH 自由基的清除能

力相对较弱,其浓度由 2 mg·mL-1增加至 10 mg·mL-1

时,DPPH 清除率仅从 22. 2%增加至 35. 2%。 随着自

由基清除物质浓度的增加,COS、COS+ ZnSO4 和 COS-
Zn2+配合物对 DPPH 自由基的清除能力显著增强(P<
0. 05),当浓度为 10 mg·mL-1时,COS-Zn2+配合物处理
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图 1　 不同物质对 O·-
2 基清除能力的比较

Fig.1　 Comparison of O·-
2 scavenging ability

among different substances

组 DPPH 自由基清除率达 88. 9%,其与 COS 处理组相

比无显著性差异(P > 0. 05),但显著优于其他处理组

(P < 0. 05)。 DPPH 自由基是一种相对稳定的自由

基,可接受氢或电子形成较为稳定的分子[20]。 壳聚糖

分子链中的活性氨基和羟基可提供氢,并与 DPPH 自

由基相结合,从而实现清除 DPPH 自由基的目的。 当

Zn2+和 COS 螯合形成配合物后,Zn2+主要与 COS 上的

羟基和氨基结合,使得 COS 上的活性基团(羟基和氨

基)数目有所减少,致使糖分子的供氢能力稍有下降,
因而 COS-Zn2+配合物对 DPPH 自由基的清除能力略

低于壳寡糖分子[21-22]。

图 2　 不同物质对 DPPH 自由基清除能力的比较

Fig.2　 Comparison of DPPH free radical
scavenging ability among different substances

2. 3　 COS-Zn2+配合物对 Fe3+的还原能力

由图 3 可知,随着自由基清除物质浓度的增加,
COS 对 Fe3+的还原能力显著提高,且显著优于其他处

理组(P < 0. 05)。 COS-Zn2+配合物和 ZnSO4 还原能力

较弱,当浓度为 6~10 mg·mL-1时,二者对 Fe3+的还原

能力无显著性变化(P > 0. 05)。 因此,Fe3+还原能力

由大到小顺序依次为 COS、COS+ZnSO4、COS-Zn2+配合

物、ZnSO4,且四者之间的差异显著(P< 0. 05)。 COS
表现出较强 Fe3+还原能力,可能是由于寡糖分子链较

短,其活性羟基和氨提供电子能力较强,故表现出比

COS-Zn2+配合物强的 Fe3+还原能力[23]。

图 3　 不同物质对 Fe3+还原能力的比较

Fig.3　 Comparison of Fe3+ reduction ability
among different substances

2. 4　 COS-Zn2+配合物对小鼠体重及脏器指数的影响

由图 4 可知,在整个试验期内,模型组小鼠体重始

终维持在较低的水平,且显著低于其他组(P < 0. 05),
这可能主要是 D-半乳糖诱导机体氧化损伤所致。 饲

喂 1 周后,各组小鼠体重波动相对较大,其原因可能是

由于造模小鼠初次接触受试物,出现一定的不适应现

象,进而引起部分小鼠体重增加缓慢。 随着饲喂时间

的延长,各组小鼠体重明显增加,其中,Vc 组、COS +
ZnSO4 组、COS-Zn2+组和正常组的体重均呈上升趋势,
且以正常组上升最快,Vc 组次之;COS + ZnSO4 组和

COS-Zn2+组小鼠体重增加幅度无显著性差异 (P >
0. 05),但显著低于正常组(P < 0. 05)。
　 　 脏器指数作为毒理评价常用指标,与正常组相比,
其数值增大,表示脏器充血、水肿或增生肥大等;数值

减小,表示脏器萎缩及其他退行性改变[24]。 由表 1 可

知,与正常组相比,模型组小鼠脏器指数升高,可能是

氧化诱导造成机体脏器肿大,其中以脾脏增大幅度较

明显。 与模型组相比,Vc 组和 COS 组对肝脏、肾脏及

脾脏指数均表现出一定的调节作用,而其他各组调节

作用不显著。 综上所述,Vc 和 COS 对模型小鼠的脏

器指数具有一定恢复作用,且修复效果明显优于 COS
+ZnSO4 和 COS-Zn2+配合物。
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表 1　 COS-Zn2+配合物对小鼠脏器指数的影响

Table 1　 Effect of COS-Zn2+on viscera index of mice

处理组
Processing group

脏器指数 Organ index / (mg·g-1)

肝脏 Liver 肾脏 Kidney 脾脏 Spleen

模型组 Model group 33. 12±2. 97 13. 82±2. 02 3. 56±1. 08

Vc 组 Vc group 32. 02±1. 27 12. 22±0. 93∗ 3. 13±0. 76

COS 组 COS group 31. 20±1. 91 12. 06±1. 06∗ 3. 15±1. 14

ZnSO4 组 ZnSO4 group 31. 81±2. 24 12. 36±1. 40 3. 26±1. 20

COS+ZnSO4 组 COS+ZnSO4 group 32. 87±3. 56 13. 32±2. 40 3. 41±1. 31

COS-Zn2+组 COS-Zn2+ group 32. 85±3. 63 13. 29±1. 76 3. 31±1. 22

正常组 Normal group 30. 86±3. 12 12. 18±1. 57 2. 10±0. 49∗∗

　 　 注:∗表示与模型组相比差异显著(P< 0. 05);∗∗表示与模型组相比差异极显著(P< 0. 01)。 下同。
Note: ∗ indicates significant difference at 0. 05 level between the model group and treatment groups. ∗∗ indicates extremly significant difference at 0. 01

level between the model group and treatment groups. The same as following.

图 4　 试验期间试验小鼠体重的变化情况

Fig.4　 Changes in body weight of tested
mice during the experiment

2. 5　 COS-Zn2+配合物对小鼠 MDA 含量的影响

机体内产生的自由基,作用于脂质发生过氧化反

应,氧化终产物一般为 MDA[25],进而引起机体蛋白

质、核酸等生命大分子交联聚合,产生细胞毒性。 由表

2 可知,与正常组相比,模型组小鼠血清、肾脏及肝脏

中 MDA 含量均有极显著增加(P< 0. 01),表明 D-半
乳糖注射对小鼠机体产生较强的氧化损伤作用,也表

明氧化小鼠模型制备成功。 与模型组相比,COS-Zn2+

配合物对小鼠血清、肝脏中 MDA 含量下降作用显著

(P<0. 05),对肾脏中 MDA 含量下降作用极显著(P<
0. 01);COS、ZnSO4 和 COS+ZnSO4 对小鼠血清中 MDA
降低能力相近(P>0. 05);COS+ZnSO4 和 COS-Zn2+ 配

合物对小鼠肾脏、肝脏中 MDA 的降低能力差异不显

著(P>0. 05)。 综上,与 COS+ZnSO4 相比,COS-Zn2+配

合物可降低小鼠机体中 MDA 含量,主要是降低血清

中的 MDA 含量。

表 2　 COS-Zn2+配合物对小鼠血清、肾脏和肝脏中 MDA 含量的影响

Table 2　 Effect of COS-Zn2+ on MDA content in serum, kidney, and liver of mice, respectively

处理组
Processing group

MDA 含量 MDA content

血清 Serum / (nmol·mL-1) 肾脏 Kidney / (nmol·mg-1) 肝脏 Liver / (nmol·mg-1)

模型组 Model group 39. 45±4. 19## 9. 96±0. 42## 7. 02±0. 83##

Vc 组 Vc group 24. 51±2. 87∗∗ 6. 68±0. 31∗∗ 2. 27±0. 30∗∗

COS 组 COS group 32. 08±4. 99 8. 55±0. 87 5. 01±1. 42

ZnSO4 组 ZnSO4 group 32. 75±5. 12 8. 81±0. 86 4. 55±1. 73

COS+ZnSO4组 COS+ZnSO4group 32. 01±3. 02 7. 81±0. 27∗∗ 4. 02±0. 90∗

COS-Zn2+组 COS-Zn2+ group 26. 64±2. 79∗ 7. 14±0. 41∗∗ 3. 90±0. 96∗

正常组 Normal group 22. 57±2. 80 6. 20±0. 23 1. 69±0. 24

　 　 注:#表示与正常组相比差异显著(P< 0. 05);##表示与正常组相比差异极显著(P< 0. 01)。 下同。
Note: # indicates significant difference between the normal group and treatment groups at 0. 05 level. ## indicates extremely significant difference between the

normal group and treatment groups at 0. 01 level. The same as following.
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2. 6　 COS-Zn2+配合物对小鼠 SOD 活性的影响

SOD 几乎存在于所有生物细胞中,能够催化超氧

化物通过歧化反应转化为氧气和过氧化氢,其活性大

小可反映机体清除自由基的能力[26]。 由表 3 可知,模
型组小鼠血清、肾脏和肝脏中 SOD 活性均极显著低于

正常组(P<0. 01),表明已成功建立了小鼠氧化衰老模

型。 与模型组相比,各处理组对小鼠中 SOD 活性表现

出不同程度的影响,其中 ZnSO4 组可显著提高肾脏中

SOD 活性(P<0. 05);COS+ ZnSO4 组显著提高了小鼠

肝脏的 SOD 活性(P < 0. 05),极显著提高了肾脏的

SOD 活性(P<0. 01);COS-Zn2+配合物组极显著提高了

试验小鼠肾脏和肝脏的 SOD 活性(P<0. 01),同时显

著改善了血清中 SOD 活性 (P < 0. 05)。 综上,COS-
Zn2+配合物对小鼠血清、肾脏和肝脏中 SOD 活性均表

现出较好的调节作用,且优于 COS+ ZnSO4 的改善效

果,表明仅将 COS 与 ZnSO4 混合给药,不能达到 COS-
Zn2+配合物对小鼠机体的改善效果。

表 3　 COS-Zn2+配合物对小鼠血清、肾脏和肝脏中 SOD 活性的影响

Table 3　 Effect of COS-Zn2+ on SOD activity in serum, kidney, and liver of mice, respectively

处理组
Processing group

SOD 活性 SOD activity

血清 Serum / (U·mL-1) 肾脏 Kidney / (U·mg-1) 肝脏 Liver / (U·mg-1)

模型组 Model group 102. 70±3. 31## 30. 53±1. 89## 77. 21±7. 15##

Vc 组 Vc group 135. 39±16. 81∗∗ 42. 29±1. 43∗∗ 113. 19±6. 37∗∗

COS 组 COS group 106. 75±2. 68 33. 10±1. 28 86. 34±3. 19

ZnSO4组 ZnSO4 group 108. 26±1. 12 34. 82±0. 87∗ 90. 39±4. 25

COS+ZnSO4组 COS+ZnSO4group 113. 55±5. 91 37. 45±1. 22∗∗ 103. 99±6. 90∗

COS-Zn2+组 COS-Zn2+ group 118. 97±6. 16∗ 39. 04±1. 61∗∗ 107. 58±2. 20∗∗

正常组 Normal group 122. 68±6. 63 43. 44±1. 28 121. 90±7. 66

2. 7　 COS-Zn2+配合物对小鼠 T-AOC 能力的影响

机体防御体系中总抗氧化能力(T-AOC)的作用,
主要是维持内环境活性氧的动态平衡,清除过多的活

性氧,从而使机体处于相对稳定的状态[27]。 由表 4 可

知,模型组小鼠总抗氧化能力均极显著低于正常组(P
<0. 01),主要是 D-半乳糖氧化衰老诱导所致。 与模

型组相比,COS-Zn2+组小鼠血清中 T-AOC 能力的改善

作用极为明显(P<0. 01),且与 Vc 组无显著性差异(P
>0. 05);COS+ ZnSO4 混合物组次之(P<0. 05),COS
组和 ZnSO4 组的小鼠血清中 T-AOC 能力较模型组也

有所提高。 COS-Zn2+ 配合物对小鼠肾脏中 T-AOC 能

力的提高极显著(P<0. 01),COS 组和 COS+ ZnSO4 组

对小鼠肾脏中 T-AOC 能力的提高显著 (P < 0. 05)。
ZnSO4 组、COS+ ZnSO4 组和 COS-Zn2+组均对小鼠肝脏

中 T-AOC 能力表现出较好的改善作用(P<0. 05)。 综

上,COS-Zn2+配合物对氧化衰老模型小鼠血清、肾脏和

肝脏中 T-AOC能力均表现出较好的改善作用,其有助

于清除小鼠体内自由基、协助修复拮抗氧化损伤对机

体造成的危害。

表 4　 COS-Zn2+配合物对小鼠血清、肾脏和肝脏中 T-AOC 能力的影响

Table 4　 Effect of COS-Zn2+on the capacity of T-AOC in serum, kidney, and liver of mice, respectively

处理组
Processing group

T-AOC 能力 T-AOC capacity

血清 Serum / (U·mL-1) 肾脏 Kidney / (U·mg-1) 肝脏 Liver / (U·mg-1)

模型组 Model group 2.60±1.07## 0.37±0.12## 0.97±0.32##

Vc 组 Vc group 8.55±0.93∗∗ 1.02±0.27∗∗ 3.53±0.36∗∗

COS 组 COS group 5.02±1.68 0.50±0.03∗ 1.47±0.20

ZnSO4 组 ZnSO4 group 5.13±2.92 0.53±0.10 1.76±0.25∗

COS+ZnSO4 组 COS+ZnSO4group 6.91±1.28∗ 0.72±0.07∗ 2.28±0.45∗

COS-Zn2+组 COS-Zn2+ group 8.26±0.49∗∗ 0.75±0.07∗∗ 2.84±0.64∗

正常组 Normal group 10.93±1.91 1.25±0.24 4.16±0.25

1611



核　 农　 学　 报 33 卷

2. 8　 COS-Zn2+配合物对小鼠 CAT 活性的影响

CAT 普遍存在于生物机体内,可以催化 H2O2 分

解为 H2O 与 O2,从而保护机体免受有害物质损伤[28]。
由表 5 可知,模型组小鼠血清、肝脏和肾脏中 CAT 活

性均极显著低于正常组(P<0. 01)。 与模型组相比,
Vc 组对恢复小鼠血清、肾脏和肝脏中 CAT 活性表现

出较好的效果;COS+ ZnSO4 和 COS-Zn2+ 配合物可显

著提高小鼠血清和肾脏中 CAT 活性(P<0. 05),极显

著提高肝脏中 CAT 活性(P<0. 01);COS-Zn2+ 组小鼠

的 CAT 活性与 COS + ZnSO4 组无显著性差异 ( P >
0. 05)。

表 5　 COS-Zn2+配合物对小鼠血清、肾脏和肝脏中 CAT 活性的影响

Table 5　 Effect of COS-Zn2+ on CAT activity in serum, kidney, and liver of mice, respectively

处理组
Processing group

CAT 活性 CAT activity

血清 Serum / (U·mL-1) 肾脏 Kidney / (U·mg-1) 肝脏 Liver / (U·mg-1)

模型组 Model group 16. 03±2. 74## 26. 24±1. 74## 57. 36±2. 43##

Vc 组 Vc group 46. 85±9. 59∗ 37. 67±2. 21∗ 74. 65±1. 16∗

COS 组 COS group 24. 31±4. 55 34. 16±1. 11 60. 70±1. 09

ZnSO4 组 ZnSO4 group 30. 82±3. 04∗ 35. 36±0. 72 61. 74±1. 94

COS+ZnSO4 组 COS+ZnSO4group 33. 28±5. 80∗ 35. 96±0. 11∗ 65. 32±1. 01∗∗

COS-Zn2+组 COS-Zn2+ group 37. 6±8. 01∗ 36. 46±0. 46∗ 68. 38±0. 80∗∗

正常组 Normal group 46. 19±5. 27 39. 70±1. 20 80. 36±5. 44

2. 9　 COS-Zn2+配合物对小鼠 GSH-Px 活性的影响

GSH-Px 是机体内广泛存在的一种重要的过氧化

物分解酶,其与清除细胞外的过氧化氢和参与 GSH 运

输密切相关[29]。 由表 6 可知,相比于其他试验组,模
型组小鼠 GSH-Px 活性极显著降低(P< 0. 01)。 与模

型组相比,COS 和 ZnSO4 可显著提高血清中酶的活性

(P< 0. 05);COS+ZnSO4 组和 COS-Zn2+组中小鼠肾脏

和肝脏中 GSH-Px 活性变化明显,其中,COS-Zn2+配合

物可极显著提高肾脏中 GSH-Px 活性(P<0. 01),显著

提高血清和肝脏中的 GSH-Px 活性(P<0. 05)。

表 6　 COS-Zn2+配合物对小鼠血清、肾脏和肝脏中 GSH-Px 活性的影响

Table 6　 Effect of COS-Zn2+ on GSH-Px activity in serum, kidney and liver of mice, respectively

处理组
Processing group

GSH-Px 活性 GSH-Px activity

血清 Serum / (U·mL-1) 肾脏 Kidney / (U·mg-1) 肝脏 Liver / (U·mg-1)

模型组 Model group 107. 78±5. 28## 334. 51±34. 06## 1 060. 15±93. 07##

Vc 组 Vc group 137. 50±7. 50∗∗ 492. 04±14. 37∗∗ 1 434. 97±42. 45∗∗

COS 组 COS group 122. 53±5. 96∗ 357. 44±13. 60 1 127. 82±86. 70

ZnSO4组 ZnSO4 group 124. 17±3. 82∗ 364. 06±11. 42 1 184. 37±43. 04

COS+ZnSO4组 COS+ZnSO4group 123. 22±10. 78 418. 47±15. 47∗ 1 286. 79±29. 87∗

COS-Zn2+组 COS-Zn2+ group 125. 78±6. 21∗ 459. 77±28. 18∗∗ 1 305. 88±95. 36∗

正常组 Normal group 125. 78±6. 21 531. 51±19. 08 1 442. 77±45. 23

3　 讨论

随着生活水平的提高和生活节奏的加快,“三高

症”(即高血压、高血糖和高血脂)的发病率越来越高,
严重威胁了人类的身体健康。 在辅助改善“三高症”
方面,具有高效抗氧化活性的壳寡糖及其修饰物应用

前景广泛。 常见金属元素中锌是影响机体免疫功能的

重要元素之一,其可显著影响机体的免疫机能。 研究

表明,壳寡糖分子中含有大量游离-NH2 和-OH,其能

选择性吸附金属离子,并与金属离子发生较为稳定的

配位作用[10]。 刘冰等[30] 以壳寡糖和铬、钒、硒为材

料,制备了多种壳寡糖金属配合物,并分析其对增殖胰

岛细胞、分泌岛素是否存在有利作用,结果发现,当受
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试物浓度为 100 mg·L-1时,COS、COS-Se 和 COS-Cr 均
对胰岛 β 细胞体外增殖具有明显促进作用,细胞相对

增殖率分别为 143. 49%、151. 71%和 153. 54%;此外,
COS-Cr 和 COS-Se 的促细胞增殖作用,均显著优于未

配位的 COS (P < 0. 05)。 本研究制备了壳寡糖锌

(COS-Zn2+)配合物,并初步评价了其体外、体内抗氧

化活性,结果表明,COS-Zn2+配合物对 O·-
2 的清除作用,

显著优于 COS、ZnSO4 和 COS+ZnSO4;同时,随着 COS、
COS-Zn2+、COS+ZnSO4 浓度的增加,其对 DPPH 自由

基清除能力逐渐增强。 有研究指出,壳寡糖及其金属

配合物清除氧自由基的作用机理十分复杂,不是某一

基团或离子单独作用结果,而是受到各种因素的影

响[7]。 可能正是由于多种活性基团或离子的协同作

用,使得金属配合物清除自由基活性得到显著提高。
本研究中 COS-Zn2+ 配合物有效降低了模型小鼠

体内 MDA 含量,显著提高了小鼠机体血清、肾脏和肝

脏中 SOD、GSH-Px、CAT 活性和 T-AOC 能力,且其对

血清中相关保护酶活性的改善作用显著优于 COS、
ZnSO4 和 COS+ZnSO4(P<0. 05),这表明 COS-Zn2+配合

物通过提高机体抗氧化酶活性和还原性保护物质

GSH 含量,清除机体中的有毒有害物质和自由基,从
而减轻机体的氧化损伤程度;另一方面,COS-Zn2+配合

物通过减少机体中的 MDA 含量,降低脂质过氧化作

用形成的脂质过氧化物含量,减弱机体膜系统受自由

基攻击造成损伤,从而间接增强了机体抵抗自由基攻

击的能力[31-32]。 此外,胸腺、脾脏作为机体的主要免

疫器官,也是 Zn2+贮存及代谢的主要场所,Zn2+缺乏可

导致机体胸腺、脾脏等器官萎缩,免疫抗病力显著下降

等[33]。 本研究中,与模型组相比,Vc 组和 COS 组对小

鼠肝脏、肾脏及脾脏指数,均表现出一定的正向调节作

用,而 COS-Zn2+配合物对氧化衰老小鼠的肝脏指数和

脾脏指数的改善效果并不显著,这与金月[10] 的研究结

果相一致,其原因仍需进一步研究。 此外,COS 具有良

好的配位能力,其多种类型的配合物也表现出多种生

物功能,目前该方面的研究报道也较为充分。 但关于

COS 配合物的结构方面,仍存在一定的问题,如 COS
与金属离子结合方式、配位官能团、整体结构等方面仍

需进一步探索。

4　 结论

本研究结果表明,COS-Zn2+配合物表现出较好的

体外清除自由基活性,但其对 Fe3+的还原能力相对较

弱。 D-半乳糖氧化诱导致使小鼠体重、脏器指数及机

体保护性酶活性受到显著性影响,COS-Zn2+可显著降

低小鼠体内 MDA 含量,显著提高 T-AOC 能力和 GSH-
Px、SOD 和 CAT 活性,其效果优于 COS、ZnSO4 和 COS
+ZnSO4。 综上,COS-Zn2+配合物具有较好的抗氧化能

力,本研究结果为进一步开发和利用 COS 及其金属修

饰物提供了理论参考。
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Antioxidant Effect of Chitooligosaccharide-zinc Complex on the
Oxidative Aging Mice Model

HAO Guijuan　 ZHANG Bin∗ 　 ZHANG Yangyang　 TANG He　 DENG Xiaoying
(Key Laboratory of Aquatic Products Processing of Zhejiang Province / College of Food and Medicine,

Zhejiang Ocean University, Zhoushan, Zhejiang　 316022)

Abstract:To investigate the anti-oxidative effect of chitooligosaccharides-zinc complex ( COS-Zn2+ ) on the oxidative
aging mice model. The ability of COS-Zn2+ to scavenge O·-

2 and DPPH free radicals and the ability to reduce Fe3+ were
measured in vitro. The oxidative aging mice model was established by D-galactose injection, and the effects of COS,
ZnSO4, COS + ZnSO4 and COS - Zn2+ on malondialdehyde ( MDA) content, superoxide dismutase ( SOD), total
antioxidant capacity ( T-AOC), glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase ( CAT) activity were meaured. The
scavenging effect of COS-Zn2+ on O·-

2 free radical was significantly better than that of COS, ZnSO4 and the mixture of
both ( P < 0. 05). When the concentration of COS-Zn2+ was 10 mg·mL-1, DPPH radical scavenging ability was
significantly better In other groups (P<0. 05); When the concentration of COS-Zn2+was 10 mg·mL-1, DPPH radical
scavenging ability was significantly better than that of other groups (P < 0. 05). It shows a relatively weaker Fe3+

reduction ability when incorporate Zn2+ into the COS-Zn2+ . Compared with the normal group, the body weight and viscera
index of the model group were significantly changed (P<0. 05) in the animal experiment. COS-Zn2+ administration was
helpful to the body weight gain and organ index recovery in mice; COS-Zn2+ effectively reduced the content of MDA in
the model mice and significantly increased the activities of SOD, T-AOC, GSH-Px and CAT in the serum, kidney and
liver of the model mice, especially the protective effect of the protective enzymes in serum better than the COS, ZnSO4

and COS+ZnSO4 mixture group (P<0. 05). COS-Zn2+ shows better antioxidant activity in vitro and can significantly
enhance the antagonistic ability of mice against oxidative damage. Thus, the COS-Zn2+

n showed good anti-aging effect and
the enhanced immune function in this study, which can provide a theoretica basis and technical reference for the
application and development of maine chitosan oligosaccharides and its metal modifiers.
Keywords:oxidative aging, oligochitosan, zinc, complex, antioxidant
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