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摘要:通过对红毛五加嫩叶多糖提取工艺的考察,比较不同植物部位多糖质量分数及评价其体外抗氧化活性.多糖

的提取工艺为:采用石油醚脱脂、乙醇脱色、Sevage法除蛋白质,水提醇沉的方法制得多糖,此方法所得多糖颗粒

疏松均匀,品质较好;多糖平均加样回收率为98.44%,相对标准偏差为1.27%(n=6);红毛五加不同植物部位多

糖对 DPPH·,ABTS·+自由基均具有较强的清除能力,对Fe3+ 有较强的还原能力,其结果与质量浓度呈良好的

量效关系,在最大质量浓度0.3840g/L下,S2对DPPH清除率最高,达到89.8%;S3,S5,S7对ABTS+自由基清

除率最高,均达到100%;在还原性测定中,在1g/L质量浓度下S6吸光值最大,达到1.541,显示出很好的还原

性.该提取工艺合理、可行,红毛五加不同植物部位多糖均有较强的抗氧化能力.
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红毛五加为五加科五加属植物红毛五加(AcanthopanaxgiraldiiHarms)的干燥茎皮,资源丰富,广泛

分布于四川、甘肃、青海、宁夏等地,其中四川为该药材的主要产区[1],收载于1977,1987,2010年版的《四

川省中药材标准》中.《神农本草经》将红毛五加命名为豹漆五加,并将其列为“上品”,“久服,轻身耐劳”[2],

民间常以其茎皮入药,有祛风除湿、强筋壮骨之功效.现代研究表明红毛五加含有多种皂苷成分[3]、多糖[4]

和挥发油[5],药理学研究表明,一些植物多糖有调节机体免疫功能、抗消化性溃疡、降血糖、降血脂、抗氧

化等方面的生物活性[6],其中抗氧化是多糖的重要功能之一,与其他外源性抗氧化剂相比,多糖抗氧化剂

具有低毒、安全和来源广等特点,被广泛用于医药和保健食品.
目前对于红毛五加的研究多集中于其茎皮,而对于更具开发价值的叶研究较少,因此本试验拟采用紫

外分光光度法,通过蒽酮 浓硫酸显色法,测定并比较红毛五加不同植物部位中多糖质量分数的差异,并且

通过对DPPH自由基清除率、ABTS+自由基清除率及还原性能力的测定评价其多糖的抗氧化活性,旨在

为红毛五加资源的开发利用提供科学依据和理论指导.
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1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

葡萄糖对照品(纯度98%以上,批号:MUST-13040103,成都曼思特生物科技有限公司),蒽酮、浓硫

酸、1,1 二苯基 2 苦基肼基(DPPH,纯度90%)、无水乙醇、甲醇、氯仿、正丁醇、ABTS、过硫酸钾、
铁氰化钾、磷酸盐缓冲液(pH=6.6)、三氯乙酸、三氯化铁、抗坏血酸(以下用Vc表示,上海惠世生化试

剂有限公司,批号:080408)等为分析纯.
DHG-9246型电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有限公司);KQ-250B超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司);AE240S梅特勒电子分析天平(梅特勒 托利多上海有限公司);IKARV8V型旋转蒸发

仪(艾卡(广州)仪器设备有限公司(IKA中国));HX-200型高速中药粉碎机(浙江永康溪岸五金药具厂);
普析TU-1950紫外 可见分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司);HH-2数显恒温水浴锅(金坛市宏

华仪器厂);800B型离心机(上海安亭科学仪器厂);DZF-6020真空干燥箱(上海齐欣科学仪器有限公司);

Labconco75050型冷冻干燥机(美国Labconco公司).
1.2 试验样品

红毛五加所有样品均根据嫩叶的采摘方法,一般在上午10点左右,选择形态整齐美观、无斑点、无虫

害、有光泽的完整部位进行采摘,样品采自四川省阿坝州、云南省新平县,由西南民族大学刘圆教授鉴定

为五加科五加属植物红毛五加AcanthopanaxgiraldiiHarms、刺五加Acanthopanaxsenticosus(Rupret
Maxim.)Harms,凭证标本保存于西南民族大学民族医药研究院标本室(表1).

表1 样品来源

样品 名  称 来源/海拔 采集时间

S1 红毛五加嫩叶烘干品 四川省小金县美沃乡花牛村二组/2850m 2014年5月22日

S2 红毛五加嫩叶烘干品 四川省小金县美沃乡花牛村二组/2850m 2015年5月18日

S3 红毛五加嫩叶烘干品 四川省小金县美沃乡花牛村三组/3000m 2015年5月20日

S4 红毛五加嫩叶烘干品 四川省金川县俄热乡/3300m 2015年6月15日

S5 红毛五加嫩叶烘干品 四川省金川县庆宁乡/3265m 2015年6月17日

S6 刺五加嫩叶烘干品 云南省新平县马鞍山/2980m 2015年8月10日

S7 红毛五加嫩叶茶制品 四川省小金县美沃乡花牛村二组/2850m 2014年6月13日

S8 红毛五加嫩叶茶制品 四川省小金县美沃乡花牛村二组/2850m 2015年6月15日

S9 红毛五加皮 四川省小金县美沃乡花牛村二组/2850m 2015年5月19日

S10 红毛五加叶柄 四川省小金县美沃乡花牛村三组/3000m 2015年6月25日

S11 红毛五加叶柄 四川省金川县俄热乡/3300m 2015年6月16日

S12 刺五加茎 云南省新平县马鞍山/2980m 2015年8月10日

1.3 试验方法

1.3.1 红毛五加嫩叶不同试制品加工工艺

嫩叶烘干:将采摘回的红毛五加嫩叶于40℃电热鼓风干燥箱中干燥48h,烘干过程中定期翻动.
嫩叶制茶:挑选鲜嫩的红毛五加叶片,去掉较老的叶柄,将鲜嫩五加叶片摊开,定期轻翻动2~3次,

当顶叶下垂并失去光泽,手捏有弹性时可进行茶制.高温杀青:杀青温度200~220℃,时间5~8min;揉

捻:采用轻、重、轻的原则,将杀青后的五加嫩叶揉捻5~6min,使叶片卷成条索,破碎叶细胞挤出汁,粘

附于叶表面;烘干:将成型的五加茶置于不锈钢晒网盘中,厚度2cm左右,置于烘箱中干燥,设定60℃,

4~5h,取出即得.
1.3.2 多糖的提取及精制

取红毛五加嫩叶烘干品、茶制品、叶柄等干燥样品若干,打粉,过3号筛.分别精密称取上述样品粉末

5.0g,置100mL圆底烧瓶中,加入10倍量石油醚(沸程60~90℃),回流6h,过滤,弃滤液;石油醚洗

涤滤渣,挥去石油醚,滤渣加入10倍量95%乙醇,回流4h,过滤,弃滤液;乙醇洗涤滤渣,挥去乙醇,滤
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渣第一次加入14倍量水,回流提取2h,第二次加入12倍量水,回流提取2h,合并两次水提液,用Sevage
法除蛋白质;水提液旋转蒸发浓缩至粘稠状时,向浓缩液中加入无水乙醇使醇体积分数为80%,静置16h,
抽滤,随后用无水乙醇、丙酮、乙醚多次洗涤除杂,50℃真空干燥至恒质量,即得红毛五加粗多糖.
1.3.3 样品溶液的制备

精密称取一定质量的上述粗多糖,分别置于25mL容量瓶中,加水使其溶解,在溶解的过程中可通过

超声和升温的方法,促进其溶解,待粉末完全溶解后,冷却至室温,加水定容至刻度,即得样品溶液.
1.3.4 多糖的测定方法

1.3.4.1 对照品溶液制备

精密称取干燥至恒质量的葡萄糖对照品0.00405g,置于100mL容量瓶中,用水溶解并定容至刻度,
即得质量浓度为40.50mg/L的对照品溶液.
1.3.4.2 蒽酮 浓硫酸制备

精密称取蒽酮0.20g于250mL具塞锥形瓶中,加100mL浓硫酸溶解即得.蒽酮 浓硫酸须现配现用[7].
1.3.4.3 标准曲线的绘制

分别精密吸取对照品溶液0.2,0.4,0.6,0.8,1.0,1.2,1.4,1.6mL于10mL具塞试管中,分别加水补

足至2mL,摇匀.另取2mL蒸馏水作为空白对照.依次向各个试管中加入4mL新制蒽酮 浓硫酸显色

剂[8-9],摇匀后置沸水浴中加热10min,取出,稍微放冷后,再置于冰水浴中10min,取出,待恢复至室温

后,于625nm处测定吸光度(A)值.以质量浓度c(μg/mL)为横坐标,A 为纵坐标绘制标准曲线,得回归

方程:A=0.0166c+0.0606,R2=0.9997(n=8).结果表明:在4.05~32.4mg/L之间,葡萄糖质量浓

度与吸光度具有良好的线形关系.
1.3.5 抗氧化活性测定

1.3.5.1 DPPH自由基清除率测定[10-12]

称取0.004gDPPH,用80%无水乙醇定容至100mL容量瓶中,得到质量浓度为0.04g/L的DPPH
溶液.置4℃冰箱避光保存.分别准确称取红毛五加不同样品多糖0.20g,用蒸馏水溶解,定容至25mL容

量瓶中,作为红毛五加不同样品溶液母液.从母液中分别准确移取0.01,0.05,0.10,0.20,0.40,0.60,

0.80,1.00,1.20mL至25mL容量瓶中定容.
分别取1.0mL不同质量浓度的多糖样品溶液于10mL具塞比色管中,依次向其中加入2.0mLDP-

PH溶液,振荡混匀后,室温下避光放置30min后,在516nm处测定吸光度A1,以蒸馏水做空白对照,平

行测定3次,以Vc做阳性对照,计算清除率,计算公式为

自由基清除率=[1-(A1-A2)/A0]×100%
式中:A0 为DPPH溶液(2.0mL)+80%无水乙醇(1.0mL)的吸光度;A1 为DPPH溶液(2.0mL)+样

品溶液(1.0mL)的吸光度;A2 为80%无水乙醇(2.0mL)+样品溶液(1.0mL)的吸光度.公式中引入

A2 是为了消除样品溶液本身颜色对实验测定的干扰.
1.3.5.2 ABTS+自由基清除率测定[13]

准确称取37.84mg过硫酸钾,用蒸馏水溶解并定容至10mL的容量瓶中,即得浓度为140mol/L的

A溶液.准确称取38.40mgABTS+标品,溶解并转移至10mL的容量瓶中,向其中加入1.0mL的A溶

液,再用去离子水定容至刻度,在室温避光条件下静止16h,形成ABTS+储备液,临用时用蒸馏水稀释至

吸光度为0.698~0.702.称取不同粗多糖样品0.20g,用蒸馏水溶解,定容至25mL容量瓶中,作为母液,
分别从母液中准确移取0.01,0.05,0.10,0.20,0.40,0.60,0.80,1.00,1.20mL至25mL容量瓶中定容.

分别取1.0mL不同浓度的多糖样品溶液于10mL具塞比色管中,再向其中加入2.0mL的储备液,
震荡混匀后,室温避光下反应6min,在734nm波长下测定其吸光度A1,平行测定3次,以Vc做阳性对

照,计算清除率,计算公式为

自由基清除率=[1-(A1-A2)/A0]×100%
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式中:A0 为ABTS+储备液(2.0mL)+去离子水(1.0mL)的吸光度;A1 为ABTS+储备液(2.0mL)+
样品溶液(1.0mL)的吸光度;A2 为80%无水乙醇(2.0mL)+样品溶液(1.0mL)的吸光度.
1.3.5.3 还原能力测定[14-15]

配制0.20mol/L的磷酸氢二钠100mL和0.20mol/L的磷酸二氢钠100mL,准确移取37.50mL的

磷酸氢二钠和62.50mL磷酸二氢钠至100mL容量瓶中,即配成了pH=6.6的磷酸盐缓冲液.称取不同

多糖样品0.20g,用蒸馏水溶解,定容至25mL容量瓶中,作为母液.
分别移取母液0.01,0.05,0.10,0.20,0.40,0.60,0.80,1.00,1.20mL至25mL容量瓶中,定容,为样

品液.取样品溶液2.0mL,分别加入pH=6.6的磷酸缓冲液2.5mL和1%铁氰化钾溶液2.5mL,混合后

于50℃水浴锅中放置20min,取出后加入10%三氯乙酸2.5mL,而后于离心机中以3000r/min离心

10min,取上层液2.5mL于10mL具塞比色管中,然后依次向其中加入蒸馏水2.5mL、0.1%三氯化铁

0.5mL,混匀后静置10min,以蒸馏水为空白在700nm波长下测定吸光值A,平行测定3次,以Vc做阳

性对照.通过吸光度值的大小表示样品还原能力的强弱.
1.3.6 数据处理分析方法

本文采用SPSS17.0数据处理软件,对结果进行分析.

2 结果与分析

2.1 红毛五加样品粗多糖得率及多糖含量测定结果

精密称取一定质量的红毛五加药材粉末,按“1.3.2”项方法操作制备粗多糖,每组试验平行重复3次,
粗多糖得率见表2;分别取上述粗多糖一定量,按“1.3.3”项方法制备样品溶液,并按“1.3.4”项方法操作,
测定吸光度A,计算样品中多糖的质量分数,每组试验平行重复3次,结果见表2.

表2 样品浸膏得率及多糖含量

批号 粗多糖得率/% 粗多糖中多糖的质量分数/% 生药中多糖质量比/(mg·g-1)

S1 16.14 17.74 28.63
S2 13.30 19.19 25.52
S3 14.80 18.70 27.68
S4 15.45 17.74 27.41
S5 13.74 19.49 26.78
S6 13.49 16.23 21.90
S7 16.78 16.11 27.04
S8 12.62 16.05 20.26
S9 7.70 26.23 20.20
S10 13.43 18.58 24.96
S11 13.44 18.28 24.57
S12 4.00 28.28 11.31

  注:① 粗多糖得率=提取所得粗多糖质量÷样品粉末称样质量;② 粗多糖中多糖的质量分数=样品溶液中葡萄糖的质

量÷粗多糖的称样质量;③ 生药中多糖的质量分数=粗多糖中多糖的质量分数×粗多糖得率.

由表2所示结果可以看出:虽然红毛五加皮及刺五加茎提取所得粗多糖中多糖质量分数较高,但由于

粗多糖得率较低,因此每克生药中多糖质量分数反而低于叶中质量分数;所得红毛五加嫩叶粗多糖及嫩叶

茶制品多糖质量分数较低,这可能是由于采用水提醇沉法制备粗多糖的过程中,经过了脱脂、脱色及多次

洗涤去除杂质的过程,从而导致粗多糖得率降低.
2.2 红毛五加多糖抗氧化活性

2.2.1 DPPH清除率测定结果

DPPH 法是评价抗氧化活性的常用方法,抗氧化物质可直接作用于DPPH 自由基,使其颜色变浅,根

据吸光度的变化可测定物质的抗氧化活性[16-18].红毛五加不同植物部位多糖对DPPH的清除作用结果见
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图1,以Vc作为对照,在测定的质量浓度范围内,不同植物部位多糖对DPPH自由基的清除能力均呈现出

剂量依赖性.VC 对DPPH自由基有较强的清除作用,在0.032g/L时清除率即达90%以上;其中S2对

DPPH自由基有最强的清除率,在最大质量浓度下清除率为89.80%,其IC50值为0.078g/L;S10对DP-
PH自由基清除率最弱,最大浓度下清除率为57.30%,其IC50值为0.254g/L.所有样品清除DPPH清除

率从大到小依次为:Vc,S2,S11,S8,S12,S6,S3,S9,S7,S1,S5,S4,S10,均弱于Vc.用SPSS软件分析数据

得出红毛五加多糖对DPPH 自由基的半抑制质量浓度(IC50值)见表3.
表3 DPPH清除率IC50值

样品 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 Vc

IC50值/(g·L-1) 0.0820.0780.1000.0900.1010.0330.0770.0710.0730.2540.0690.0700.002

2.2.2 ABTS+清除率测定结果

ABTS在反应体系中被氧化后会生成稳定ABTS+自由基,为蓝绿色.加入自由基清除剂后会使颜色减

弱,吸光度下降,从而反映清除其自由基的能力[19-20].红毛五加不同植物部位对ABTS+的清除作用结果

见图2,以Vc作为对照,在测定质量浓度范围内,红毛五加多糖ABTS+自由基的清除率随着质量浓度的

增大而不断增大.Vc对ABTS+自由基有较强的清除作用,当质量浓度为0.0320g/L时清除率即达90%,

表明Vc对ABTS+自由基有较强的清除能力,红毛五加多糖最大清除率可达100%,自由基的半抑制质量

浓度最大为样品S6,IC50值为0.044g/L,自由基半抑制质量浓度最小为样品S9,IC50值为0.011g/L,所

有样品清除ABTS+自由基从大到小依次为:Vc,S3=S7,S8,S2,S9,S12,S5,S10,S11,S1,S4,S6,均低于

Vc.用SPSS软件分析数据得出红毛五加多糖对ABTS+自由基的半抑制质量浓度(IC50)值见表4.

图1 红毛五加多糖对DPPH自由基清除作用 图2 红毛五加多糖对ABTS+ 自由基清除作用

表4 ABTS+ 清除率IC50值

样品 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 Vc

IC50值/(g·L-1) 0.0260.0220.0220.0200.0210.0110.0220.0200.0440.0180.0250.0160.004

2.2.3 还原性能力测定

抗氧化物质的抗氧化活性与其还原力存在直接的联系,还原力越强,抗氧化性越强.通常采用铁氰化

钾氧化样品来表征还原力,体系中Fe3+在抗氧化剂的促进下变成Fe2+,形成的Fe2+.最终测定的吸光度

越大,表示还原力越强.红毛五加不同植物部位还原性能力测定结果见图3,以Vc作为对照,在测定的浓

度范围内,各植物部位多糖还原能力随着质量浓度的增加而增加,当浓度为0.3840g/L时,还原性能力最

大为样品S6,吸光度达1.541,最弱为S9,吸光度为0.282,所有样品还原性从大到小依次为:Vc,S6,S7,

S4,S12,S2,S8,S3,S5,S10,S1,S11,S9,均弱于Vc.
通过查阅文献,党蕾等人[21]比较了金钱菇、花菇、冬菇子实体中提取的多糖的还原能力,试验结果

表明当多糖质量浓度为1g/L时,金钱菇吸光度值达到了0.32左右,花菇、冬菇吸光度值约为0.20,通
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图3 红毛五加多糖还原能力比较

过比较可以看出当质量浓度达到1g/L时,吸光度

值最大为样品S6,达到1.541,最小为样品S9,达

到0.55,均远远超过金钱菇、花菇、冬菇子实体中

提取的多糖的还原能力,说明该类样品多糖均具有

较强的还原能力.

3 结 论

1)通过考察提取工艺可知:未经石油醚脱脂所

得粗多糖呈棕褐色,结成片状,且不均匀;经脱脂所

得粗多糖呈浅黄色,疏松粉末,较均匀;未经95%乙

醇脱色所得粗多糖呈棕绿色,颗粒较大,不疏松,不

均匀;经95%乙醇脱色所得粗多糖呈浅黄色,颗粒疏松且均匀.
2)通过试验结果可知,红毛五加不同植物部位及茶制品中均含有多糖成分,均高于茎皮中多糖含量,

且均有较强的抗氧化活性.
3)以Vc作对照,测定红毛五加不同植物部位多糖的清除DPPH、ABTS+ 自由基能力及其还原性能

力,评价其抗氧化活性,试验结果表明,该类多糖均具有较强的抗氧化活性,在一定质量浓度范围内,对清

除DPPH,ABTS+自由基能力及其还原性能力都呈现一定的量效关系,都随浓度增加而增大.
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Abstract:Inanexperimentreportedherein,thetechnologyforextractingpolysaccharidefromthetender
leavesofAcanthopanaxgiraldiiHarmswasoptimized,polysaccharidecontentsindifferentpartsofthe
plantwerecompared,anditsantioxidantactivitywasprimarilyevaluated.Theresultsofoptimizingex-
tractionconditionswereasfollows.Acombinationofdegreasewithpetroleumbenzenen,decolorization
withalcohol,deproteinizationwiththeSevagemethod,andthewaterextractingandalcoholdepositing
techniquegavegood-qualitycrudepolysaccharideproductwithlooseanduniformparticles.Theaveragere-
coveryofpolysaccharidewas98.44%withRSD1.27% (n=6).Thepolysaccharidefromdifferentpartsof
theplantshowedconsiderablecapacityoffreeradical(DPPH·andABTS·+)scavengingandFe3+re-
duction,itsantioxidanteffectbeingwellcorrelatedwithitsconcentration.Underthemaximumconcentra-
tionof0.3840mg/mL,S2hadthehighestclearancerateofDPPH(89.8%),andS3,S5andS7hadthe
highestclearancerateofABTS+ (100%).Inreducibilitydetermination,undertheconcentrationof
1mg/mL,S6polysaccharidegavethemaximumabsorbancevalue(1.541),showingagoodreducibility.
TheoptimizedextractionprocesstechnologyofpolysaccharidefromA.giraldiidescribedinthispaper
provedtobereasonableandfeasible.
Keywords:tenderleafofAcanthopanaxgiraldiiHarms;polysaccharide;extractionprocess;contentde-

termination;antioxidantactivity
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