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海绵 Hyrtios erectus抗氧化产物超声提取
工艺优化及其抗氧化活性分析

刘书伟，沈梦霞，王　燕，张田田*，武天明

（海南热带海洋学院生态环境学院，海南三亚 572022）

摘　要：为探索海绵动物抗氧化提取物的提取工艺及提取物的抗氧化活性，以 H. erectus 海绵乙醇提取物的

DPPH 自由基清除率为响应值，分别考察超声温度、超声时间和超声功率 3 个影响因素，通过 Box-Behnken 响应

面设计确定最佳超声提取工艺。以该工艺提取物为实验材料，分析其对 DPPH 自由基、ABTS+•和•OH 的清除效

果，通过构建 H2O2 氧化损伤模型研究提取物对氧化损伤 L02 细胞的活力和对 H2O2 氧化应激胞内 ROS 含量的影

响。结果表明：可操作的最佳工艺为超声温度 57 ℃，超声时间 60 min，超声功率 490 W，在此条件下，提取物

DPPH 自由基清除率为 61.98%±1.52%，与预测值 62.16% 吻合度较好，该提取物对 DPPH 自由基、ABTS+•和
•OH 具有良好的清除效果，提取物处理组细胞活力均显著高于模型组（P<0.05），且细胞内 ROS 荧光强度均极显

著低于模型组（P<0.01）。总之，该工艺提取物具有较广泛的抗氧化活性，对 H2O2 氧化损伤的 L02 细胞具有保护

作用，该研究可为抗氧化食品添加剂的研发提供理论支撑。

关键词：响应面，海绵动物，抗氧化，自由基，活性氧
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Abstract：To explore the process of extraction and antioxidant activity of products from marine sponge, three influencing
factors, ultrasonic temperature, ultrasonic time, and ultrasonic power were investigated respectively taking DPPH radicals
scavenging  rate  of  ethanol  extracts  from H.  erectus as  the  response  value,  and  the  optimal  ultrasonic-assisted  extraction
process  was  determined  by  Box-Behnken  design.  The  extract  obtained  from H.  erectus by  the  best  ultrasonic-assisted
process was detected for antioxidant activity, which included the scavenging effect on DPPH radicals, ABTS+• and •OH.
The  effects  of  the  extract  on  viability  of  oxidative  damage  L02  cells  and  content  of  intracellular  ROS  were  detected  by
constructing  a  cell  model  of  H2O2 induced  oxidative  damage.  The  results  showed  that  the  optimized  process  conditions
were as follows: Ultrasonic temperature was 57 ℃,  ultrasonic time was 60 min, and ultrasonic power was 490 W. Under
these conditions, the DPPH scavenging rate of the extract was 61.98%±1.52%, which agreed well with the predicted value
of 62.16%. The extract showed good scavenging effects on DPPH radical, ABTS+• and •OH. The cell viability of treated
groups was significantly higher than that of the model group (P<0.05), and the intensity of intracellular ROS fluorescence
was significantly lower than that of the model group (P<0.01). In general, the product from H. erectus had a wide range of  
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antioxidant  activity,  and  it  had  a  protective  effect  on  H2O2 induced  oxidative  damage  in  L02  cells.  This  study  provides
theoretical support for the research and development of antioxidant food additives.

Key words：response surface；marine sponge；anti-oxidation；free radical；reactive oxygen species (ROS)

 

海绵属于多孔动物门，是最原始的多细胞动物，

营固着生活，广泛分布在热带、温带和极地地区[1]，目

前已发现的海绵有 9000 多种[2]。海绵是仅次于珊瑚

礁的第二大底栖生物群落，具有丰富的生物多样

性[3]，被认为是天然产物的重要来源[4]。据报道，从海

洋无脊椎动物中分离出的 15000 多种海洋天然产物

中 30% 以上来自海绵[5−6]，显著高于其他海洋动物、

陆生植物和微生物[7−8]，为新药研制提供了大量高活

性的先导化合物，目前海绵已成为海洋生物中研究最

活跃的领域之一[9]。海绵天然产物主要包括生物

碱[10−11]、聚酮类化合物、萜类化合物[12]、肽类、芳烃

类、类萜类、大环内酯类、类固醇类和卤代化合物[13]

等物质，以上物质表现出丰富的化学多样性[3]，并且

显示了较好的生物活性，如抗氧化活性[14]、抗菌活

性[3]、抗癌活性[15]、抗病毒活性[16]、抗炎活性[17] 和防

污活性[18] 等。

海绵天然产物抗氧化活性突出，研究发现 H.
erectus 海绵提取物对 DPPH 自由基、超氧阴离子和

羟基自由基具有较强的抗氧化活性[19]，Dysidea area-
ria 海绵中的 Dysiarenon 化合物通过抑制 5-LOX/
NF-κB/MAPK 信号通路发挥抗氧化作用[20]，海绵动

物中酚类、胶原蛋白等物质是海绵中的主要抗氧化

成分[21−22]，海绵天然产物的抗氧化活性已成为海绵活

性研究的一个重要方面[23]。超声辅助提取法因其效

率高而被广泛应用于提取天然产物[24]，本研究采用超

声辅助法以抗氧化活性为响应值优化提取海绵天然

产物，是针对抗氧化活性开展的工艺优化探讨，避免

了传统优化工艺强调提取物得率而无法获取高活性

物质的弊端。目前，海绵天然产物提取主要以乙醇或

甲醇浸提为主[25]，对海绵动物活性物质的提取工艺优

化鲜有报道。

Hyrtios 属海绵已被证明是次生代谢产物的丰富

来源，H. erectus 海绵作为 Hyrtios 属海绵中的重要

成员，具有较高的研究价值[26]，本实验以 H. erectus
海绵为原料，针对其抗氧化活性，采用 Box-Behnken
响应面设计优化提取工艺条件，并对最佳工艺提取产

物的抗氧化活性进行分析验证，旨在探讨具有抗氧化

特征的海绵天然产物的提取工艺，为后续研究源于海

绵动物的抗氧化食品添加剂提供依据，也为特定活性

天然产物的提取提供理论支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

海绵动物材料为 H. erectus　采自海南省陵水

黎族自治县新村潟湖及其新城镇附近海域；石油醚、

二氯甲烷、乙酸乙酯、硫酸亚铁、过硫酸钾、H2O2、

水杨酸钠、无水乙醇　分析纯，西陇科学股份有限公

司；DPPH、ABTS+•、VC　分析纯，合肥巴斯夫生物

科技有限公司；人肝细胞系 L02 细胞　中国科学院

上海细胞库；RPMI1640 培养基　美国 GIBCO 公司；

杭牛血清　中国天津市 TBD 公司；CCK-8　上海东

仁化学科技有限公司；细胞内 ROS 检测试剂盒　美

国 Sigma-Aldrich 公司。

SpectraMax  M2e 多功能酶标仪　美国 Mole-
cular Devices；UV-5100 紫外分光光度计　上海元析

仪器有限公司；RE311 旋转蒸发仪、DKL410C 烘箱

　雅马拓科技贸易有限公司；JM-38D-40 超声设备

　深圳洁盟清洗设备有限公司；HHS-21-6 水浴锅　

上海博讯实业有限公司；D180 二氧化碳培养箱　深

圳市瑞沃德生命科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   海绵抗氧化产物提取工艺　海绵抗氧化产物

提取参考 Swantara 等[27] 的方法并稍作改动，将采集

的海绵动物清洗后置于 50 ℃ 烘箱内烘干至恒重，粉

碎过 20 目筛，放置−20 ℃ 冰箱保存备用。取 1.000 g
海绵样品，以 70% 乙醇为提取溶剂，设置料液比为

1:10[28]，提取液以 6000 r/min 离心 10 min，取上清液

浓缩干燥得 H. erectus 粗提物。

 1.2.2   单因素实验　以 H. erectus 提取物的 DPPH
自由基清除率为响应值，依次考察超声温度、超声时

间和超声功率三个单因素对海绵动物乙醇提取物

DPPH 自由基清除率和得率的影响[29]。固定超声时

间 60 min 和超声功率 300 W 不变，考察超声温度分

别为 30、40、50、60、70 ℃ 时对海绵动物乙醇提取

物 DPPH 自由基清除率和得率的影响；固定超声温

度 50 ℃ 和超声功率 300 W 不变，考察超声时间分

别为 50、60、70、80、90、100 min 时对海绵动物乙

醇提取物 DPPH 自由基清除率和得率的影响；固定

超声温度 50 ℃ 和超声时间 60 min 不变，考察超声

功率分别为 200、300、400、500、600、700 W 时对

海绵动物乙醇提取物 DPPH 自由基清除率和得率的

影响。

 1.2.3   响应面试验设计与模型验证　根据单因素实

验结果，以 DPPH 自由基清除率为响应值开展三因

素三水平响应面试验，对所得结果进行多项式回归拟
 

表 1    Box-Behnken 设计的因素与水平

Table 1    Factors and levels of Box-Behnken design

因素 编码
水平

−1 0 1

超声温度（℃） A 40 50 60
超声时间（min） B 50 60 70
超声功率（W） C 400 500 600
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合及方差分析检验，得出各变量最佳参数，按照最佳

参数进行验证实验以检验响应面分析的可靠性，因素

水平见表 1。

 1.2.4   粗提物得率的测定　粗提物得率以 1.000 g
海绵样品所提取的粗提物质量与海绵样品质量

（1.000 g）的百分比表示，计算公式如下：

得率(%) =
m1

m0
×100 式（1）

式中，m1 为粗提物质量（g），m0 为海绵样品质

量（g）。

 1.2.5   自由基清除率测定　DPPH 自由基清除率测

定：测定方法参考文献 [30−31]，取 3 mg 粗提物溶于

无水乙醇并定容 3.0 mL，加入浓度为 0.1 mmol·L−1

的 DPPH 自由基乙醇溶液 3.0 mL，振荡混匀，室温下

避光反应 30 min，于波长 517 nm 处测定吸光值。

DPPH 自由基清除率公式为：

清除率(%) =
A0 − (A1 −A2)

A0

×100 式（2）

式中，A0 为 DPPH 自由基+乙醇的吸光度，A1

为样品+DPPH 自由基+乙醇的吸光度，A2 为样品+乙
醇的吸光度。

ABTS+•清除率测定：测定方法参考文献 [32]，将
等体积 7.0  mmol·L−1 ABTS 溶液与 2.45  mmol·L−1

过硫酸钾溶液混匀，避光反应 16 h 得到 ABTS 自由

基贮备液。用 95% 乙醇对贮备液进行稀释，使其在

波长 734 nm 处的吸光值为 0.070±0.02，于 30 ℃ 避

光平衡 30 min 后得 ABTS+•工作液。取 0.5 mg 提取

物加入 1 mL ABTS+•工作液（即 0.5 mg·mL−1），于 30 ℃
避光反应 4  min，测定波长为 734  nm 的吸光值。

ABTS+• 清 除 率 公 式 为 同 式 （ 2） ， 式 中 ， A0 为

ABTS+•+乙醇的吸光度，A1 为样品+ABTS+•+乙醇的

吸光度，A2 为样品+乙醇的吸光度。

•OH 清除率测定：参考文献 [33]，将 2 mg 样品加

水至 2 mL，再加入 1.4 mL 6 mmol·L−1 H2O2，然后加入

0.6 mL 20 mmol·L−1 水杨酸钠和 2 mL 1.5 mmol·L−1

硫酸亚铁，37 ℃ 下恒温水浴 1 h。以去离子水为参

比溶液，在 510 nm下测定吸光度。•OH 清除率公式

同式（2），式中，A0 为空白对照液的吸光度，A1 为样

品测定管的吸光度，A2 为样品本底管的吸光度。

上述 3 种自由基清除率均以 0.5 mg·mL−1 的 VC

为阳性对照[32]。

 1.2.6   H2O2 诱导 L02 细胞氧化损伤模型和 L02 细

胞活力测定　参照杜毅超等[34] 的方法并稍作改进，

取对数期终浓度为 1×105 cells·mL−1 L02 细胞 100 μL
加入 96 孔板，5% CO2、37 ℃ 条件下培养 12 h 使细胞

贴壁，弃培养基，加入 100 μL 无血清培养基继续培养

4 h，弃培养基，然后加入 100 μL 终浓度为 1.0 mmol·L−1

的 H2O2 无血清培养基，继续培养 4 h，即为氧化损

伤模型组。样品组将 100 μL 无血清培养基替换为

100 μL 含浓度为 0.125、0.25、0.5、1.0 mg·mL−1 提取

物的无血清培养基，其他处理与氧化损伤模型相同，

空白组除未加 H2O2 外，其他处理与氧化损伤模型组

相同。样品组、模型组和空白组采用 CCK-8 检测细

胞在 450 nm 波长处的 OD 值，计算细胞相对活性，

计算公式如下：

细胞活性(%) =
A1

A0

×100 式（3）

式中，A0 为空白组的吸光度，A1 为样品的吸光度。

 1.2.7   L02 细胞内 ROS 测定　参照杜毅超等[34] 的

方法并稍作改进，按照 1.2.5 方法处理提取物组（提

取物终浓度分别为 0.125、0.25、0.5、1.0 mg·mL−1）、

模型组和对照组，并将 96 孔板更换为 24 孔板，每孔

加入的溶液扩大到 5 倍。严格按照细胞内 ROS 检

测试剂盒说明书进行操作，记录各组细胞的荧光强度。

 1.3　数据处理

每个实验重复 3 次取平均值，结果以平均值±标
准差表示。采用 Design Expert 8.0.6 软件建立回归

模型，开展方差分析（F 检验）和模型回归分析。实验

数据利用 Microsoft Excel 2010 软件进行统计和作

图，采用 SPSS 19.0 软件进行显著水平分析。

 2　结果与分析

 2.1　单因素结果分析

 2.1.1   超声提取温度的考察　图 1 显示，随着超声温

度的升高，提取物对 DPPH 自由基的清除率以及粗

提物得率均呈现先升高再降低的趋势，其中超声温度

在 50 ℃ 时清除率达到峰值，峰值为 55.14%±4.92%，

分析认为超声提取的温度对提取物的抗氧化活性有

影响，温度过高，可能破坏提取物的结构[32]，反而清除

率降低，因此，最佳超声温度选择 50 ℃。
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图 1    超声温度对 DPPH 自由基清除率和粗提物得率的影响
Fig.1    Effect of ultrasonic temperature on the scavenging rate of

DPPH free radical and yield of crude extract
注：图中不同小写字母表示差异显著 P<0.05，图 2~图 3 同。

 

 2.1.2   超声提取时间的考察　图 2 显示，超声时间对

提取物的抗氧化活性和得率的影响均呈现迅速达到

峰值，然后逐渐降低的特征，在超声提取时间为

60 min 时，提取物对 DPPH 自由基的清除率和得率

均出现峰值，清除率峰值为 55.02%±2.13%，得率峰

值为 4.28%±0.23%，分析认为由于超声波“空化效

应”能促使活性物质的析出，当超声时间延长时，提取
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物的活性增强，得率增大，但是超声时间过长，超声波

的机械振动可能影响活性成分的结构或者造成物质

分解，导致提取物的活性和得率反而降低[35−37]。随着

超声时间的变化，两个指标变化趋势相似，且峰值出

现的时间相同，因此，最佳超声时间选择 60 min。
  

70

cd
d

bc

bc

b

bb
c

a a

a
ab

60

50

40

30

20

10

0

D
PP

H
自

由
基

清
除

率
 (%

)

8

7

6

得
率

 (%
)

5

4

3
50 60 70

超声时间 (min)
80 90 100

DPPH自由基清除率 得率

图 2    超声时间对 DPPH 自由基清除率和粗提物得率的影响
Fig.2    Effect of ultrasonic time on the scavenging rate of DPPH

free radical and yield of crude extract
 

 2.1.3   超声提取功率的考察　图 3 显示，随着超声功

率的提高，提取物活性迅速增强，在 300~500 W 之间

维持较高的水平，并在 500 W 时达到峰值 60.35%±
3.96%，然后呈现下降趋势。提取物得率先逐渐升高

再降低，在 600 W 时达到峰值 6.71%±0.11%。分析

认为随着超声功率的增加，超声波的“空化效应”增

强，破坏细胞壁的能力增强，有利于活性成分的析出，

得率增加，但当超声功率继续提高时，机械振动可能

会改变活性成分的结构，甚至促进物质分解，从而降

低提取物的活性和得率[37−39]。此外，从清除率和得率

的峰值对应的超声功率可看出提取物得率最高时，提

取物活性却不是最强，如果以得率为响应值优化提取

海绵天然产物，其抗氧化活性非最佳。因此，最佳超

声功率选择 500 W。
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图 3    超声功率对 DPPH 自由基清除率和粗提物得率的影响
Fig.3    Effect of ultrasonic power on the scavenging rate of

DPPH free radical and yield of crude extract
 

 2.2　响应面结果分析

 2.2.1   响应面法试验方案与结果　响应面试验的因

素水平取值由单因素实验得出，各因子和水平情况见

表 1。依据 Box-Behnken 设计原理进行了 17 次试

验（见表 2）。

 2.2.2   回归方程与方差分析　采用 Design Expert
8.0.6 统计软件对表 2 试验结果进行多元回归分析获

得多元二次回归模型：Y=61.94+1.57A−0.33B−2.41C−
2.15AB+1.87AC−0.78BC−10.82A2−8.74B2−7.83C2。

表 3 显示，该回归模型的 P 值小于 0.0001，达到极显

著的水平，说明错误实验概率非常小；模型的失拟项

P 值为 0.1323，没有达到显著水平（P>0.05），说明模

型与实验拟合程度较好，模型建立合理；模型的决定

系数 R2=0.9998，表明 DPPH 自由基清除率的实际值

与预测值之间拟合度较好；模型的校正决定系数

R2
adj=0.9995，说明有 99.95% 的超声提取条件可以用

该模型进行分析解释，即方程拟合回归效果好。变异

系数 CV 值为 0.4%，小于 10%，进一步说明模型拟

合度高，实验可行，可以用于优化海绵动物提取物的

超声提取工艺。

 

表 2    Box-Behnken 试验设计结果

Table 2    Results of Box-Behnken experiments design

试验号 A超声温度 B超声时间 C超声功率 Y DPPH自由基清除率（%）

1 0 1 −1 48.08±2.25
2 0 1 1 41.69±2.59
3 −1 −1 0 38.82±2.41
4 1 −1 0 46.31±1.70
5 0 0 0 62.03±1.11
6 1 1 0 41.65±1.25
7 −1 1 0 42.76±2.21
8 0 0 0 61.80±1.26
9 1 0 −1 45.36±1.59
10 0 −1 1 44.22±2.50
11 −1 0 −1 46.01±3.34
12 1 0 1 44.31±1.01
13 0 0 0 61.79±1.70
14 0 0 0 61.98±2.82
15 −1 0 1 37.47±1.33
16 0 −1 −1 47.49±2.13
17 0 0 0 62.09±3.15

 

表 3    回归模型方程的方差分析

Table 3    Variance analysis of regression model equation

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P 显著性

回归模型 1297.09 9 144.12 3800.45 <0.0001 **
A-超声温度 19.75 1 19.75 520.82 0.0001 **
B-超声时间 0.88 1 0.88 23.32 0.019 *
C-超声功率 46.32 1 46.32 1221.46 <0.0001 **

AB 18.49 1 18.49 487.58 <0.0001 **
AC 14.03 1 14.03 369.84 <0.0001 **
BC 2.43 1 2.43 64.17 <0.0001 **
A2 492.73 1 492.73 12993.24 <0.0001 **
B2 321.28 1 321.28 8472.16 <0.0001 **
C2 258.32 1 258.32 6811.96 <0.0001 **

残差 0.27 7 0.038 − − −
失拟项 0.19 3 0.064 3.43 0.1323 N
净误差 0.074 4 0.019 − − −
总离差 1297.36 16 − − − −

R2=0.9998，R2
adj=0.9995

注：*代表P<0.05，**代表P<0.01，N代表差异无统计学意义，“−”表示无
此项。
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回归模型方差分析如表 3 所显示，回归模型中

一次项 A、C 和二次项 A2、B2、C2 对清除率的影响

均达到极显著水平（P<0.01），B 项达到显著水平

（P<0.05）；交互项 AB、AC、BC 对清除率影响达到

极显著水平（P<0.01）；失拟项差异不显著（P>0.05）。

根据表 3 中三因素的 F 值，得出 A、B、C 三因素对

DPPH 自由基清除率的影响主次顺序为 C>A>B，即

超声功率影响最大，超声温度次之，超声时间最小。

 2.2.3   交互作用分析　通过响应面软件生成因素交

互作用的 3D 曲线图和等高线图，能直观地看出各因

素两两交互作用对 DPPH 自由基清除率的影响。响

应曲面的坡度及等高线的偏离程度可反映两两因素

间的交互作用，响应面坡度越陡，表明二者间的交互

作用越显著，对 DPPH 自由基清除率影响较大，反之

越平缓则影响越小。图 4 显示，在超声功率一定的

情况下，超声温度和超声时间的 3D 曲面图走势较明

显，等高线偏离也较明显，两因素的交互作用对 DPPH

自由基清除率影响显著，与表 3 中 AB 项的 P 值小

于 0.0001 相符，差异极显著（P<0.01）；在超声时间一

定的情况下，超声温度和超声功率的 3D 曲面图走势

较明显，等高线偏离也较明显，但略小于 AB 的 3D

图走势和等高线的偏离，两因素的交互作用对 DPPH

自由基清除率影响显著，与表 3 中 AC 项的 P 值小

于 0.0001 相符，差异极显著（P<0.01）；在超声温度一

定的情况下，超声时间和超声功率的 3D 曲面图走势

较明显，等高线偏离明显，两因素的交互作用对 DPPH

自由基清除率影响显著，与表 3 中 BC 项的 P 值小于

0.0001 相符，差异极显著（P<0.01）。根据以上数据

及图示，对各因素综合评价分析，各因素交互项的交

互强弱顺序为：AB>AC>BC，并且 AB、AC、BC 交

互作用均达到极显著水平（P<0.01）。

通过两因素交互作用的 3D 曲面图的分析可以

发现，表 3 中的数据与图 4 的 3D 曲面图及等高线图

相符，图表一致。
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图 4    各因素交互作用对 DPPH 自由基清除率的响应面和等高线图

Fig.4    Response surface and contour figures of the interaction effects of various factors on the scavenging rate of DPPH free radicals
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 2.2.4   最佳提取工艺及验证实验　利用 Design Expert
统计软件对模型方程求解，预测的超声提取最优条件

分别为 56.62 ℃、59.80 min、485.55 W 时，其响应

值 DPPH 自由基清除率最大为 62.16%。考虑工艺

参数的实际可操作性，将超声温度、超声时间和超声

功率分别修改为 57 ℃、60 min、490 W。通过 3 次

重复实验，实际测得提取物 DPPH 自由基清除率为

61.98%±1.52%，与模型预测值 62.16% 吻合度较高，

说明该模型有较高的可信性和有效性。

 2.3　最佳提取工艺条件下的提取物抗氧化活性分析

 2.3.1   抗氧化提取物对 3 种自由基的清除效果　如

图 5 所示，在上述优化工艺条件下制备的提取物不

仅对 DPPH 自由基具有良好的清除效果，清除率为

61.98%±1.52%，对 ABTS+•和•OH 也表现出较好的

清除效果，清除率分别为 59.79%±2.73%、54.26%±
6.54%，与 Utkina 等[40] 报道的海绵提取物对 ABTS+•
最高抑制率 60% 吻合。尽管与 VC 对照相比还有差

距，但作为粗提物对 3 种自由基的清除率均超过

50%，反映出该提取工艺所提取的粗提物具有良好的

抗氧化能力。
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图 5    提取物对 3 种自由基的清除效果
Fig.5    The scavenging effect of the extract on three free radicals
 

 2.3.2   抗氧化提取物对 H2O2 氧化损伤 L02 细胞活

力的影响　活性氧（ROS）是机体氧化代谢产生的性

质活泼的含氧化合物，正常细胞通过特殊的机制维持

氧化物与抗氧化物之间的平衡，细胞内 ROS 处于较

低水平[41]，当 ROS 过量时会引发氧化应激，破坏肝

细胞的蛋白、脂质及 DNA，进而破坏细胞结构，导致

肝脏的结构及功能发生异常[34]，本研究构建 H2O2 氧

化损伤人正常肝细胞 L02 细胞模型，通过细胞活力

反映提取物对 L02 细胞保护作用。图 6 显示，提取

物组 4 个不同浓度对 H2O2 氧化损伤均有不同程度

地减弱，细胞活力均显著（P<0.05）高于模型组，且

0.25、0.5、1.0 mg·mL−1 三个处理与模型组差异达到

极显著水平（P<0.01），但各处理的细胞活力均低于空

白对照，说明提取物对氧化损伤的肝细胞具有保护作用。

 2.3.3   抗氧化提取物对 H2O2 氧化应激 L02 细胞内

ROS 的影响　采用 DCFH-DA 探针进一步分析抗氧

化提取物对 H2O2 氧化应激 L02 细胞内 ROS 水平

的影响，利用荧光染料 DCFH-DA 可以穿过细胞膜

并在细胞内水解生成 DCFH，DCFH 被细胞内 ROS
氧化生成荧光物质 DCF[42]，再用多功能酶标仪在指

定波长（激发波长 488 nm、发射波长 525 nm）处测定

吸光度，根据 DCF 的荧光强度，定量检测细胞内活

性氧水平。图 7 显示，模型组 L02 细胞内 ROS 荧光

强度最强，反映出细胞内氧化和抗氧化失衡严重；未

添加 H2O2 和抗氧化提取物的空白对照组，ROS 荧光

强度较低，细胞处于正常状态；与模型组比较，提取物

的 4 个浓度处理 L02 细胞内 ROS 荧光强度均极显

著低于模型组（P<0.01），且随着提取物浓度的升高，

细胞内 ROS 荧光强度降低。此外，提取物浓度为

1.0 mg·mL−1 的处理细胞内 ROS 荧光强度低于 CK 组。

  
1000

**
**

**
**

R
O

S荧
光

强
度

900
800
700
600
500
400
300
200
100

0
CK
−

模型 0.125
+ + + + +

0.25 0.50 1.00提取物 (mg/mL)
H2O2 (1.0 mmol·L−1)

图 7    提取物对 H2O2 氧化应激 L02 细胞内 ROS 的影响
Fig.7    Effect of extracts on reactive oxygen species in L02 cells

with H2O2-induced oxidative damage
 

 3　结论
本实验通过响应面优化超声辅助提取海绵抗氧

化成分，最佳提取工艺为超声温度 57 ℃，超声时间

60 min，超声功率 490 W，在此条件下，提取物 DPPH
自由基清除率为 61.98%±1.52%，与预测值 62.16%
吻合度较好。体外抗氧化实验表明，海绵提取物对

DPPH 自由基、ABTS+•和•OH 具有良好的清除效果，

并且，可显著提高氧化损伤模型 L02 细胞活力（P<
0.05），极显著降低细胞内的 ROS 水平（P<0.01），对
人肝氧化损伤具有显著的保护作用。总之，该工艺以
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图 6    提取物对 H2O2 氧化损伤 L02 细胞活力的影响

Fig.6    Effects of extracts on the viability of L02 cells damaged
by H2O2 oxidation

注：*表示差异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）；
+表示添加，−表示未添加；图 7 同。
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抗氧化活性为响应值，针对天然产物特定功能开展的

工艺优化探索，提高了目标提取物的精准性，而且工

艺操作简单，安全可靠，可为抗氧化食品添加剂的开

发提供理论支撑。
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