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刺五加新品种‘紫加 １号’多糖分离纯化及抗氧化活性分析

周锦燕ꎬ 张　 芸ꎬ 刘良燕ꎬ 张　 慧ꎬ 阮流洋ꎬ 曾千春∗

( 云南农业大学 农学与生物技术学院ꎬ 昆明 ６５０２０１ )

摘　 要: ‘紫加 １ 号’为该课题组选育的刺五加(Ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘ ｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ)新品种ꎬ嫩茎叶灰紫色且味甘ꎮ 为

分离纯化‘紫加 １ 号’嫩茎叶多糖ꎬ并测定各组分的单糖组成和分子量大小、评价各组分的抗氧化活性ꎮ 该

研究以‘紫加 １ 号’ 嫩茎叶为材料ꎬ采用水提醇沉工艺ꎬ经大孔树脂吸附法除杂脱色得到粗多糖 ( Ａ.
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＡＳＰＳ)ꎻ通过 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 离子柱和 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ 凝胶柱分离纯化得多糖组分ꎻ采用

离子色谱和凝胶色谱－示差－多角度激光光散射色谱ꎬ测定各均一组分的单糖组成和分子量ꎻ通过测定均一

组分清除羟基自由基(􀅰ＯＨ)、超氧阴离子自由基(Ｏ２
－􀅰)、１ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼自由基(ＤＰＰＨ)的能

力ꎬ分析其体外抗氧化活性强弱ꎮ 结果表明:ＡＳＰＳ 经分离纯化得到 ４ 种多糖组分ꎬ即酸性多糖 ＡＳＰＡ￣１￣１、
ＡＳＰＡ￣２￣１、ＡＳＰＡ￣３￣１ 和中性多糖 ＡＳＰＮ￣１ꎬ其分子量依次为 ８.１０、２６.１５、０.９１、０.８９ ｋＤａꎬ主要是由阿拉伯糖、
鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、核糖、半乳糖醛酸和葡萄糖醛酸等按不同比例组成的杂多糖ꎮ
ＡＳＰＡ￣１￣１、ＡＳＰＡ￣２￣１、ＡＳＰＡ￣３￣１、ＡＳＰＮ￣１ 均具有明显的抗氧化活性ꎬ其中 ＡＳＰＡ￣２￣１ 清除􀅰ＯＨ、ＤＰＰＨ 的能力

高于 ＡＳＰＡ￣１￣１、ＡＳＰＡ￣３￣１、ＡＳＰＮ￣１ꎬ而 ＡＳＰＡ￣３￣１ 清除Ｏ２
－􀅰的能力最强ꎮ 综上认为ꎬ从‘紫加 １ 号’中分离纯

化得到的多糖具有较好的抗氧化活性ꎮ 该研究结果为‘紫加 １ 号’作为天然抗氧化剂的深度研究和进一步

开发与利用提供了一定的科学理论依据ꎮ
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　 　 ‘紫加 １ 号’源自云南省哀牢山南麓墨江县境

内的野生刺五加(Ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘ ｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ)ꎬ多年生

常绿植物ꎬ由本课题组选育 (云林园植新登第

２０２２００１１ 号)ꎮ 其嫩茎叶呈灰紫色且味甘ꎬ有别于

普通刺五加嫩茎叶绿色且味苦ꎻ富含蛋白质、粗纤

维和维生素ꎬ是一种高钾、高钙、高镁、低钠的木本

蔬菜(管颖等ꎬ２０１８)ꎻ其根可入药ꎬ性温ꎬ具有益气

健脾、补 肾 安 神 和 扶 正 固 本 的 作 用 (王 正 琴ꎬ
２０１８)ꎬ药用价值很高ꎬ在医疗和保健方面发展前

景可观ꎮ
多糖是由多个单糖通过糖苷键连接而成的结

构复杂、极性大的化合物(Ｕｌｌａｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 天

然多糖因具有良好生物活性、无毒性、生物降解性

和生物相容性等特点而成为目前国内外的研究热

点(周洋等ꎬ２０２１)ꎮ 刺五加多糖已被证实具有抗

氧化(姬普雨和王慧景ꎬ２０２２)、抑制癌细胞增殖

(彭莉 等ꎬ ２０２０) 和 治 疗 免 疫 性 肝 损 伤 等 能 力

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 目前ꎬ大多数研究主要集中

在刺五加的根茎和叶上ꎬ但对于‘紫加 １ 号’不同

级分多糖的抗氧化性分析却尚未见报道ꎮ 从‘紫

加 １ 号’原料中提取的多糖含有大量的蛋白质、色
素等杂质ꎬ分离纯化多糖是目前研究的重点ꎮ 因

此ꎬ对‘紫加 １ 号’多糖的不同级分及抗氧化活性

进行综合比较和评价具有一定意义ꎮ
本研究以‘紫加 １ 号’ 嫩茎叶多糖为研究对

象ꎬ依托现代色谱分离技术、光谱学手段及药理学

方法ꎬ拟探讨‘紫加 １ 号’嫩茎叶多糖的分子量、单
糖组成、体外抗氧化活性ꎬ以期为‘紫加 １ 号’作为

天然抗氧化剂的进一步开发利用及精细深加工提

供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

材料:以本课题组选育的刺五加新品种(云林

园植新登第 ２０２２００１１ 号) ‘紫加 １ 号’的嫩茎叶ꎬ
即枝条顶端 ７ ~ ５ ｃｍ 幼嫩部分为材料ꎬ取自云南

省墨江县(１０１°４１′ Ｅ、２３°２５′ Ｎ ꎬ海拔 １ ２８２ ｍ)ꎮ
７０ ℃烘干至恒重ꎬ揉碎ꎬ分装于自封袋中ꎬ样品于

常温干燥环境下避光保存ꎮ
试剂:ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂(北京索莱宝科技

有限公司)ꎻ玻璃层析柱[四川蜀玻(集团)有限责

任公司]ꎻＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２、Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００、透析

袋(上海源叶生物科技有限公司)ꎻ单糖标准品

(ＨＰＬＣ ≥ ９８％)、氢氧化钠(色谱纯)、醋酸钠(美
国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ三氟乙酸(色谱纯)、硝酸钠、甲

３６３２ 期 周锦燕等: 刺五加新品种‘紫加 １ 号’多糖分离纯化及抗氧化活性分析



醇、氯化钠、苯酚、浓硫酸、邻苯三酚、盐酸、维生素

Ｃ( Ｖｃ)、水杨酸、Ｔｒｉｓ 和硫酸亚铁等均为国产分

析纯ꎮ
１.２ 仪器

ＤＺＦ￣６０５０ 真空干燥箱(上海－恒科学仪器有

限公司)、ＡＬＰＨＡ １￣２ ＬＤ ｐｌｕｓ 真空冷冻干燥机(德
国 Ｍａｒｉｎ Ｃｈｒｉｓｔ 公司)、ＵＶ￣６１００Ｓ 紫外可见光光度

计(上海元析仪器有限公司)、ＸＨ￣Ｔ 漩涡混合器

(新宝仪器)、Ｒｅａｃｔｉ￣ｔｈｅｒｍｏ 氮气吹扫仪( Ｔｈｅｒｍｏ)、
ＩＣＳ５０００ 离子色谱仪( Ｔｈｅｒｍｏ)、ＯＰＴＩＬＡＢ Ｔ￣ｒｅｘ 示

差检测器(Ｗｙａｔｔ)、ＤＡＷＮ ＨＥＬＥＯＳ￣Ⅱ激光光散射

检测器(Ｗｙａｔｔ)ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 多糖的提取　 采用热水煮提法提取多糖(谭
超杰等ꎬ２０２２)ꎬ称取样品 ３００ ｇꎬ加入 ５.０ Ｌ 超纯水

浸泡 ２.０ ｈ 后进行煮提ꎬ收集滤液且浓缩至原体积

溶液的 １ / ５ꎬ于 ３ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１下离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清

液ꎬ经 ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂柱(１０ ｃｍ × ３０ ｃｍ)除杂

脱色后ꎬ加入无水乙醇至浓度 ９５％ꎬ４ ℃醇沉 １２ ｈꎬ
取沉淀ꎬ－３０ ℃真空冻干后得粗多糖 ＡＳＰＳꎮ
１.３.２ 多糖含量的测定 　 采用苯酚－硫酸法测定

‘紫加 １ 号’多糖含量(于淼等ꎬ２０１９)ꎮ 称取无水

葡萄糖标准品 １０ ｍｇꎬ溶于 １００ ｍＬ 的超纯水中ꎬ依
次吸取 ０、０.３、０.６、０.９、１.２、１.５、１.８ ｍＬ 的标准溶

液于试管中ꎬ超纯水定容至 ２ ｍＬꎬ依次加入 ６％苯

酚 １ ｍＬ 和浓硫酸 ５ ｍＬꎬ摇匀后放置 ５ ｍｉｎꎬ置沸水

中反应 １５ ｍｉｎꎬ冷却至室温ꎬ测定 ４９０ ｎｍ 的吸光

度ꎮ 以质量浓度(μｇ􀅰ｍＬ￣１)为横坐标、吸光度为

纵坐标绘制标准曲线ꎬ标准曲线回归方程: ｙ ＝
０.０１４ １ｘ ＋ ０.００５ ６ꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９９ ５ꎬ无水葡萄糖在

１５ ~ ９０ μｇ􀅰ｍＬ￣１的线性关系良好ꎮ
称取 ＡＳＰＳ １０ ｍｇꎬ超纯水溶解且定容至 ５ ｍＬꎬ

取 ２ ｍＬ 于试管中ꎬ加入与上述相同的试剂ꎬ在 ４９０
ｎｍ 处测定吸光度ꎬ通过以下公式计算多糖的含量:

含量(％)＝
ｍ × ＶＴ × Ｎ
ｍ０ × ＶＳ × １０６ × １００ꎮ

式中: ｍ 为从标准曲线查到的多糖量(μｇ)ꎻ
ＶＴ为样品总体积 ( ｍＬ)ꎻ ＶＳ 为测 定 的 样 品 体 积

(ｍＬ)ꎻＮ 为稀释倍数ꎬ本研究取 １ꎻ１０６为 １ ｇ ＝ １０６

μｇꎻｍ０为样品质量(ｇ)ꎮ
１.３.３ 多糖的分离纯化　 (１)多糖的离子交换柱线

性梯度洗脱分析:称取 １０ ｍｇ ＡＳＰＳ 溶解于 １０ ｍＬ
超纯水中ꎬ在 ４ ℃ ３ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ 条件下离心 １０

ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ上样品至 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 离子

柱(２. ５ ｃｍ × ４５ ｃｍ)ꎬ依次用超纯水和 ０. １ ~ １. ０
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的 ＮａＣｌ 溶液进行洗脱ꎬ流速为 ５ ｓ􀅰ｄ￣１ꎬ
每管收集洗脱液 ５ ｍＬꎬ每管吸取 １ ｍＬ 采用苯酚－
硫酸法在 ４９０ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ以管数为横坐

标ꎬ吸光度为纵坐标作洗脱曲线ꎮ
(２)多糖离子交换柱层析制备:称取 １０ ｇ ＡＳＰＳ

溶于 ２００ ｍＬ 超纯水中ꎬ依次用 ４.０ Ｌ 超纯水和 ０.３、
０.６、０.８ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ 的 ＮａＣｌ 溶液洗脱ꎬ设定流速为 ５
ｓ􀅰ｄ￣１ꎬ收集洗脱液ꎬ减压浓缩后用截留分子量为

３.５ × １０３ Ｄａ 的透析袋除去盐及色素ꎬ冻干备用ꎮ
(３)多糖的凝胶过滤层析制备:称取适量上述

多糖样品溶于超纯水中ꎬ在１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ × ５ ｍｉｎ
条件下离心ꎬ取上清ꎬ上样品于 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ 凝

胶柱(１.５ ｃｍ × １００ ｃｍ)中ꎬ洗脱液为超纯水ꎬ流速

为 １０ ｓ􀅰ｄ￣１ꎬ每管收集洗脱液 １０ ｍＬꎬ每管吸取 １
ｍＬ 用苯酚－硫酸法在 ４９０ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ以管

数为横坐标、吸光度为纵坐标绘制洗脱曲线ꎬ合并

洗脱峰ꎬ浓缩冻干保存ꎬ即得纯化后的均一多糖ꎮ
１.３.４ 分子量测定 　 采用凝胶色谱－示差－多角度

激光光散射色谱系统对多糖分子量进行测定(胡

卫珍等ꎬ２０２０)ꎮ 称取适量多糖样品溶解于 ０. １
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的 ＮａＮＯ３溶液中ꎬ浓度为 １.０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ完
全溶解后通过 ０.４５ μｍ 的滤膜过滤ꎬ转移至进样

瓶中进行检测ꎬ采用 Ａｓｔｒａ ６ 软件收集和处理数据ꎮ
示差检测器:Ｏｐｔｉｌａｂ Ｔ￣ｒＥＸ (Ｗｙａｔｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ

ＣＡꎬ ＵＳＡ)ꎻ激光光散射检测器:ＤＡＷＮ ＨＥＬＥＯＳ
Ⅱ (Ｗｙａｔｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＣＡꎬＵＳＡ)ꎻ凝胶排阻色谱柱

[ＯＨｐａｋ ＳＢ￣８０５ ＨＱ (３００ ｍｍ × ８ ｍｍ)、ＯＨｐａｋ ＳＢ￣
８０４ ＨＱ ( ３００ ｍｍ × ８ ｍｍ)、 ＯＨｐａｋ ＳＢ￣８０３ ＨＱ
(３００ ｍｍ × ８ ｍｍ)]ꎻ流动相:０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＮＯ３ꎻ
进样量:１００ μＬꎻ流速:０.４ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ洗脱梯度:
等度 １００ ｍｉｎꎬ柱温 ４５ ℃ꎮ
１.３.５ 单糖组分分析 　 采用 Ｔｈｅｒｍｏ ＩＣＳ ５０００ 离子

色谱系统ꎬ结合电化学检测器进行单糖组成测定

(郭东东等ꎬ２０２１)ꎮ 以岩藻糖、阿拉伯糖、鼠李糖、
半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、果糖、核糖、半乳糖

醛酸、古罗糖醛酸、葡萄糖醛酸和甘露糖醛酸为标

准品ꎮ 称取多糖样品 ５.０ ｍｇ 于色谱瓶中ꎬ加入 １
ｍＬ ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的三氟乙酸( ＴＦＡ)溶液于 １２１ ℃下

水解 ２.０ ｈꎬ通氮气ꎬ吹干后加入甲醇清洗吹干ꎬ重
复甲醇清洗吹干过程 ２ ~ ３ 次至完全除去 ＴＦＡꎬ加
入适量无菌水溶解多糖ꎬ转入色谱瓶中待测ꎮ

４６３ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



色 谱 条 件: ＤｉｏｎｅｘＴＭ ＣａｒｂｏＰａｃＴＭ ＰＡ２０ ( １５０
ｍｍ × ３.０ ｍｍꎬ １０ μｍ)阴离子色谱柱ꎻ进样量:５
μＬꎻ流动相 Ａ 为 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＯＨꎬ流动相 Ｂ 为

０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＯＨꎻ０. ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＡｃꎻ流速:０. ５
ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ柱温:３０ ℃ꎮ
１.３.６ 抗氧化活性测定 　 (１) 􀅰ＯＨ清除能力测定:
采用水杨酸法测定多糖对􀅰ＯＨ清除能力ꎬ根据

Ｆｅｎｔｏｎ 反应产生的􀅰ＯＨ与水杨酸反应ꎬ在 ５１０ ｎｍ
处生成有色物质ꎬ当抗氧化剂存在时有色物质相应

减少ꎬ可通过吸光度的大小来判断清除􀅰ＯＨ的能

力ꎮ 参考葛智超等(２０２１)的方法ꎬ稍加修改ꎮ 称取

多糖粉末ꎬ溶于适量纯水ꎬ配制不同质量浓度 (０.１、
０.３、０.５、０.７、０.９、１.０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)的溶液ꎬ分别吸取 ２
ｍＬ 溶液于试管中ꎬ加入 ９ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的硫酸亚铁溶

液和 ８.８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的过氧化氢溶液(３％ꎬＶ / Ｖ)各 １
ｍＬꎬ摇匀后加入 １ ｍＬ ９ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的水杨酸－乙醇溶

液ꎬ将混合溶液于 ３７ ℃下反应 １.０ ｈꎬ在波长 ５１０ ｎｍ
处测定吸光度ꎬ以纯水和维生素 Ｃ(Ｖｃ)溶液分别为

空白对照和阳性对照ꎬ重复 ３ 次ꎮ
对􀅰ＯＨ的清除活性:

清除率(％)＝ (１－
Ａ２－Ａ３

Ａ１
) × １００ꎮ

式中: Ａ１为纯水代替样品的吸光度ꎻ Ａ２为加入

样品溶液的吸光度ꎻ Ａ３为不加过氧化氢溶液的吸

光度ꎮ
(２)Ｏ２

－􀅰清除能力测定:采用邻苯三酚自氧

化法测定多糖对Ｏ２
－􀅰的清除能力ꎬ邻苯三酚在碱

性条件下迅速自氧化生成Ｏ２
－􀅰ꎬ加入抗氧化剂会

抑制自氧化速度ꎬ并由绿色变为黄色ꎬ在 ３２５ ｎｍ
下通过测吸光度的大小来判断抗氧化活性ꎮ 参考

杨洋等(２０１８)的方法ꎬ并稍加修改ꎮ 称取多糖粉

末ꎬ溶于适量纯水ꎬ配制不同质量浓度(０. １、０. ３、
０.５、０.７、０.９、１.０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)的溶液ꎬ分别吸取 ２.０
ｍＬ 于试管中ꎬ加入 ４. ５ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ 的 Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ ８.２)ꎬ在 ２５ ℃条件下反应 ２０ ｍｉｎꎬ
加入 ０.５ ｍＬ ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的邻苯三酚溶液ꎬ反应 ５
ｍｉｎ 后加入 １ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的 ＨＣｌ 溶液终止反

应ꎬ于 ３２５ ｎｍ 处测定吸光度ꎮ 以 Ｖｃ 溶液作阳性

对照ꎬ１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＨＣｌ 溶液作空白对照ꎬ重复

３ 次ꎮ
对Ｏ２

－􀅰的清除活性:

清除率(％)＝ (１－
Ａ２－Ａ３

Ａ１
) × １００ꎮ

式中: Ａ１为纯水代替样品的吸光度ꎻ Ａ２为加入

样品溶液的吸光度ꎻ Ａ３为邻苯三酚溶液被纯水代

替的吸光度ꎮ
(３)ＤＰＰＨ 清除能力测定:采用 ＤＰＰＨ 法对多

糖的体外抗氧化活性进行测定ꎬ当抗氧化剂存在

时ꎬＤＰＰＨ 溶液由深紫色变为淡黄色ꎬ在 ５１７ ｎｍ 下

吸光度变低ꎬ吸光度的变化与接受电子数量成定

量关系ꎬ可对抗氧化能力进行分析ꎮ 参考王铖博

等(２０１９)的方法ꎬ并稍加修改ꎮ 称取多糖粉末ꎬ溶
于适量纯水中ꎬ配置不同质量浓度(０.１、０.３、０.５、
０.７、０.９、１.０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)的溶液ꎬ分别吸取 ２ ｍＬ 于

试管中ꎬ加入 ２ ｍＬ ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的 ＤＰＰＨ－无水乙醇

溶液ꎬ２５ ℃避光反应 ３０ ｍｉｎꎬ在 ５１７ ｎｍ 处测定吸

光度ꎮ 以 Ｖｃ 溶液为阳性对照、纯水为空白对照ꎬ
重复 ３ 次ꎮ

对 ＤＰＰＨ 的清除活性:

清除率(％)＝ (１－
Ａ１－Ａ２

Ａ０
) × １００ꎮ

式中: Ａ０为纯水代替样品的吸光度ꎻ Ａ１为加入

样品溶液的吸光度ꎻ Ａ２为 ＤＰＰＨ－无水乙醇溶液被

纯水代替的吸光度ꎮ
１.４ 数据处理

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件绘图以及 ＳＰＳＳ ２１.０ 软

件进行方差分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 多糖提取和含量测定

取‘紫加 １ 号’样品 ３００ ｇ 经热水煮提过滤、醇
沉、ＡＢ￣８ 大孔吸附树脂除杂脱色ꎬ浓缩干燥后得到

粗多糖粉末 ５９.１９ ｇꎬ得率为 １９.７３％ꎬ多糖含量为

(８.４１±０.０９)％ꎮ
２.２ 用 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 制备柱分离多糖

如图 １ 所示ꎬＡＳＰＳ 在 ＤＥＡＥ－纤维素柱上的线

性洗脱中主要分离出 ４ 个峰ꎬ分别对应超纯水、０.３
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ、０. ６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ 和 ０. ８ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

ＮａＣｌ 溶液ꎮ 依次用 ４ Ｌ 上述洗脱液分离 ＡＳＰＳꎬ洗
脱液经减压浓缩、透析、冷冻干燥后得到 ４ 个组

分ꎬ命名为 ＡＳＰＡ￣１、ＡＳＰＡ￣２、ＡＳＰＡ￣３ 和 ＡＳＰＮꎬ得
率分别为 ７.４１％、４.８７％、４.０７％和 ３.２９％ꎮ
２.３ 多糖的 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ 过滤层析结果

上述 ４ 个组分经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ 凝胶柱纯化

结果如图 ２ 所示ꎬ 经凝胶柱纯化后的多糖为单一
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图 １　 粗多糖的 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 线性梯度洗脱曲线
Ｆｉｇ. １　 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＡＳＰＳ

峰ꎬ证明其为分子量在一定范围内的均一组分ꎬ收
集洗脱峰ꎬ得到不同级分的多糖ꎬ命名为 ＡＳＰＡ￣１￣
１、ＡＳＰＡ￣２￣１、 ＡＳＰＡ￣３￣１ 和 ＡＳＰＮ￣１ꎬ 得 率 依 次 为

１.４９％、２.１３％、６.２４％和 ２.４３％ꎮ
２.４ 分子量测定

凝胶渗透色谱、多角度激光光散射检测器与

示差折光检测器串联对多糖分子量的测定结果如

表 １ 所示ꎬＡＳＰＡ￣１￣１、ＡＳＰＡ￣２￣１ 和 ＡＳＰＮ￣１ 多分散

系数接近 １.０ꎬ说明其相对分子质量分布成单分散

性ꎬ ＡＳＰＡ￣３￣１ 多分散性指数最大ꎬ各组分的旋转

半径与重均分子质量的大小顺序不一致ꎮ
２.５ 单糖组分分析

通过对比单糖标准品的保留时间推断单糖

类型ꎬ如图 ３ 所示ꎬ单糖标准品色谱图峰形匀称ꎬ
说明各标准品色谱峰分离较好ꎮ 采用内标法对

单糖进行定量ꎬ发现单糖种类及比例存在明显差

异ꎬ如图 ４ 和表 ２ 所示ꎬ其中 ＡＳＰＡ￣１￣１ 中半乳糖

醛酸含量最高ꎬＡＳＰＡ￣３￣１ 中葡萄糖醛酸含量也

最高ꎬ二者均未检测出核糖ꎻＡＳＰＡ￣２￣１ 中核糖含

量最高ꎬ半乳糖醛酸次之ꎻＡＳＰＮ￣１ 中葡萄糖含量

最高ꎬ含有极少的糖醛酸ꎬ未检测出阿拉伯糖与

核糖ꎻ４ 个多糖中均未检测出古罗糖醛酸、甘露糖

醛酸和果糖ꎮ

２.６ 抗氧化活性测定

２.６.１ 􀅰ＯＨ自由基清除能力　 如图 ５ 所示ꎬ不同多

糖组分对􀅰ＯＨ自由基的清除效果与多糖浓度呈量

效关系ꎬ并且清除率均低于阳性对照 Ｖｃꎮ 当质量

浓度 为 １. ０ ｍｇ 􀅰 ｍＬ￣１ 时ꎬ ＡＳＰＡ￣１￣１、 ＡＳＰＡ￣２￣１、
ＡＳＰＡ￣３￣１ 和 ＡＳＰＮ￣１ 对 􀅰ＯＨ 的 清 除 率 分 别 为

４８.９４％、９６.０７％、４８.２２％和 ６７.８１％ꎬ对􀅰ＯＨ清除

能力的 ＩＣ５０值依次为 ＡＳＰＡ￣２￣１(０.１７±０.００８)ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１、ＡＳＰＮ￣１ ( ０. ３６ ± ０. ０３３) ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、ＡＳＰＡ￣１￣１
(１.３５±０.３３６) ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、ＡＳＰＡ￣３￣１(２.０１±０.０５０)
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬＩＣ５０值越小表明自由基清除能力越强ꎮ
其中ꎬＡＳＰＡ￣２￣１ 清除􀅰ＯＨ能力最强ꎮ
２.６.２ Ｏ２

－􀅰自由基清除能力　 如图 ６ 所示ꎬ随着浓

度的增加ꎬ不同多糖组分对Ｏ２
－􀅰的清除能力增

强ꎬ表现出一定的浓度依赖性ꎬ并且清除率均低于

阳性对照 Ｖｃꎮ 当质量浓度为 １. ０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 时ꎬ
ＡＳＰＡ￣１￣１、 ＡＳＰＡ￣２￣１、 ＡＳＰＡ￣３￣１ 和 ＡＳＰＮ￣１ 对

Ｏ２
－􀅰的清除率分别为 ３４.３０％、４６.８４％、４８.３１％和

１６.５８％ꎻ对Ｏ２
－􀅰清除能力的 ＩＣ５０值依次为 ＡＳＰＡ￣

３￣１( １.２９± ０. ０３７ ) ｍｇ 􀅰 ｍＬ￣１、 ＡＳＰＡ￣２￣１ ( １. ４９ ±
０.０４５)ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、 ＡＳＰＡ￣１￣１ ( ５. ０３ ± ０. ２５３) ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１、ＡＳＰＮ￣１(７.５６±０.１６０) ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬＩＣ５０值越小

表明自由基清除能力越强ꎮ ＡＳＰＡ￣２￣１ 和 ＡＳＰＡ￣３￣１
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图 ２　 多糖的 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ 洗脱曲线
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

清除Ｏ２
－􀅰能力最强ꎬ并且葡萄糖醛酸和半乳糖醛

酸含量较高ꎮ
２.６.３ ＤＰＰＨ 自由基清除能力　 如图 ７ 所示ꎬ不同多

糖组分对 ＤＰＰＨ 的清除能力趋势一致ꎬ均随着浓度

的增加而逐渐增加ꎬ并且清除率始终低于阳性对照

Ｖｃꎮ 当质量浓度为 １. ０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 时ꎬ ＡＳＰＡ￣１￣１、
ＡＳＰＡ￣２￣１、ＡＳＰＡ￣３￣１ 和 ＡＳＰＮ￣１ 对 ＤＰＰＨ 的清除率

依次为 ８９. １７％、 ８９. ０２％、 ８９. ０７％ 和 ７６. １８％ꎬ 对

ＤＰＰＨ 清除能力的 ＩＣ５０ 值依次为 ＡＳＰＡ￣２￣１(０.０１±
０.００３)ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、ＡＳＰＡ￣１￣１(０.１４±０.００２)ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、
ＡＳＰＡ￣３￣１(０. １５ ± ０. ０１７) ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、ＡＳＰＮ￣１(０. ５０ ±
０.００２)ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ其分子量大小与清除自由基能力

呈正相关ꎬＡＳＰＡ￣２￣１ 对 ＤＰＰＨ 的清除能力最强ꎮ

３　 讨论与结论

本研究通过水提醇沉得到刺五加新品种‘紫

加 １ 号’粗多糖(ＡＳＰＳ)ꎬＡＳＰＳ 经 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
５２ 联合 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ 柱层析分离纯化ꎬ得到 ４
个多 糖 组 分 ＡＳＰＡ￣１￣１、 ＡＳＰＡ￣２￣１、 ＡＳＰＡ￣３￣１ 和

ＡＳＰＮ￣１ꎬ其中 ＡＳＰＡ￣１￣１、ＡＳＰＡ￣２￣１ 和 ＡＳＰＮ￣１ 多

分散系数接近 １.０ꎬ说明其相对分子质量分布成单

分散性ꎬ表明多糖相对分子质量分布范围较集中ꎬ
纯度较高( Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎬＡＳＰＡ￣３￣１ 多分散性指

数最大ꎬ可能是其分子链长短分布不均匀ꎬ从而导

致分子量分布广( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎻ均方根半径反
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表 １　 不同多糖组分的分子量及分布
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

多糖组分
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

重均分子量
Ｗｅｉｇｈｔ ａｖｅｒａｇｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

(ｋＤａ)

多分散系数
Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ
(Ｍｗ􀅰Ｍｎ ￣１)

均方根半径
Ｒａｄｉｉ ｏｆ ｇｙｒａｔｉｏｎ

(ｎｍ)

ＡＳＰＡ￣１￣１ ８.１０ １.２５４ １９.０

ＡＳＰＡ￣２￣１ ２６.１５ １.０５５ ３３.８

ＡＳＰＡ￣３￣１ ０.９１ ３.４７４ ２３.２

ＡＳＰＮ￣１ ０.８９ １.４８４ ３２.６

表 ２　 不同多糖组分的单糖组成
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

多糖组分
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

各组成所占百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｆｕｃ Ａｒａ Ｒｈａ Ｇａｌ Ｇｌｃ Ｘｙｌ Ｍａｎ Ｆｒｕ Ｒｉｂ Ｇａｌ－ＵＡ Ｇｕｌ－ＵＡ Ｇｌｃ－ＵＡ Ｍａｎ－ＵＡ

ＡＰＳＡ￣１￣１ １.２７ １６.７６ １３.７５ １４.２７ １.８６ ２.１４ ２.１２１ ０.００ ０.００ ４５.７６ ０.００ ２.０７ ０.００

ＡＳＰＡ￣２￣１ １.３１ ９.０７ ２.８１ １１.３７ ８.３７ ４.５７ ２.３１ ０.００ ３６.０１ ２２.４７ ０.００ １.７０ ０.００

ＡＳＰＡ￣３￣１ ５.５０ １.２８ ０.００ １３.８９ １４.１７ １０.６１ ５.５８ ０.００ ０.００ １６.３１ ０.００ ３２.６５ ０.００

ＡＳＰＮ￣１ ０.４５ ０.００ ５.０６ １６.６９ ４６.９２ ７.２２ ２１.８５ ０.００ ０.００ ０.６０ ０.００ １.２１ ０.００

映该分子松散程度ꎬ旋转半径越小说明样品的尺

寸越小(江琦等ꎬ２０１９)ꎬ但试验中各组分的旋转半

径与重均分子质量的大小顺序不一致ꎬ这可能是

多糖样品在盐溶液中因分子形状发生皱缩而导致

分子大小降低(胡卫珍等ꎬ２０２０)ꎮ 本研究单糖组

分分析的结果表明ꎬ中性多糖 ＡＳＰＮ￣１ 中葡萄糖所

占比例最高ꎬ含有极少的糖醛酸ꎻ酸性多糖 ＡＳＰＡ￣
１￣１、 ＡＳＰＡ￣２￣１ 和 ＡＳＰＡ￣３￣１ 中半乳糖醛酸和葡萄

糖醛酸所占比例较高ꎬ这与白也明等(２０１５)从刺

五加根茎分离出的半乳糖醛酸含量较高相似ꎬ不
同的是‘紫加 １ 号’中葡萄糖醛酸含量较高ꎬ并且

在刺五加中含量低于 １.１０％ꎮ ＡＳＰＡ￣１￣１ 和 ＡＳＰＡ￣
３￣１ 分子量分别为 ８.１０ ｋＤａ 和 ０.９１ ｋＤａꎬ小于白也

明等(２０１５)从刺五加中分离的酸性多糖分子量

１０.０ ~ ４８.０ ｋＤａꎬ原因可能是因品种、产地、提取方

法和测定方法的不同而不同ꎮ
采用清除􀅰ＯＨ、Ｏ２

－􀅰和 ＤＰＰＨ 三种自由基的

方法是评价活性物质体外抗氧化能力的常见方

法ꎮ 本研究得到的 ４ 个多糖组分对􀅰ＯＨ、Ｏ２
－􀅰和

ＤＰＰＨ 均有明显的清除作用ꎬ并且抗氧化能力与糖

浓度呈现量效关系ꎬ即随着多糖浓度的增加抗氧

化能力逐渐增强ꎮ 其中ꎬＡＳＰＡ￣２￣１ 分子量最大

(为 ２６. １５ ｋＤ )、 半 乳 糖 醛 酸 含 量 较 高 ( 为

２２.４７％)ꎬ清除􀅰ＯＨ和 ＤＰＰＨ 自由基的能力最强ꎬ
ＩＣ５０值分别为 ( ０. １７ ± ０. ００８) ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 和 ( ０. ０１ ±
０.００３)ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ与沈宇等(２０２０)发现刺五加果

多糖在分子量 １０ ~ ５０ ｋＤａ 时抗氧化能力最高和胡

彦波等(２０２２)发现薇菜中半乳糖醛酸含量较高的

ＷＯＪＰ￣Ａ清除􀅰ＯＨ的能力强于 ＷＯＪＰ￣Ｎ 相似ꎬ原因

可能是糖醛酸含量高且分子量大的多糖能够阻断

自由基得电子ꎬ从而终止一系列自由基链反应ꎬ并
且糖醛酸与反应溶液中的 Ｆｅ２＋ 螯合ꎬ从而减少了

羟基的生成( Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 与此同时ꎬＡＳＰＡ￣
２￣１ 对 ＤＰＰＨ 的清除可能是糖醛酸可以活化异头

碳上的氢原子ꎬ与自由基结合形成稳定的 ＤＰＰＨ￣Ｈ
结构ꎬ从而终止自由基反应(魏晨业等ꎬ２０２１ꎻ李学

秀等ꎬ２０２２)ꎮ 由此可知ꎬ多糖的抗氧化活性与其

分子量、糖醛酸含量和单糖组成等因素相关(Ｘｉｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 据文献报道ꎬ糖醛酸含量较高的多

糖具有较强的抗氧化能力 ( Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ
ＡＳＰＡ￣３￣１ 清除Ｏ２

－􀅰能力最强ꎬ ＩＣ５０ 值为 ( １. ２９ ±
０.０３７)ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ其富含葡萄糖醛酸(１６.３１％)和

半乳糖醛酸(３２.７０％)ꎬ原因可能是糖醛酸可以激

活异头碳上的氢原子供氢清除自由基ꎬ使其转化
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Ｆｕｃ. 岩藻糖ꎻ Ａｒａ. 阿拉伯糖ꎻ Ｒｈａ. 鼠李糖ꎻ Ｇａｌ. 半乳糖ꎻ Ｇｌｃ. 葡萄糖ꎻ Ｘｙｌ. 木糖ꎻ Ｍａｎ. 甘露糖ꎻ Ｆｒｕ. 果糖ꎻ Ｒｉｂ. 核糖ꎻ Ｇａｌ￣
ＵＡ. 半乳糖醛酸ꎻ Ｇｕｌ￣ＵＡ. 古罗糖醛酸ꎻ Ｇｌｃ￣ＵＡ. 葡萄糖醛酸ꎻ Ｍａｎ￣ＵＡ. 甘露糖醛酸ꎮ 下同ꎮ
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图 ３　 标准品的色谱图
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为稳定的化合物而阻断氧化连锁反应ꎬ进而赋予

多糖较强的抗氧化活性(Ｈｅｐｅｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ 袁清

霞等ꎬ２０１６ꎻ Ｍｏｎｉｒｓａｄａｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
本研究通过分离纯化联合多种色谱手段对

‘紫加 １ 号’多糖的单糖组成和分子量进行测定ꎬ
在前人研究基础上推进了对‘紫加 １ 号’多糖的认

知ꎬ为深入探索其化学成分与抗氧化机制奠定基

础ꎬ同时也为进一步开发利用该植物提供科学依

据ꎮ 但目前ꎬ关于‘紫加 １ 号’多糖不同级分的构

成单元及连接方式仍未明确ꎬ后续研究应采用先
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进一步证实体内抗氧化作用及分子机制ꎮ
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