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关白附多糖体外抗氧化性研究

郭憬憬，! 职 润，! 张 娜，! 王 迪，! 滕利荣
（吉林大学 生命科学学院，吉林 长春 $/%%$"）

摘! 要：利用水提分级醇沉法从关白附中提取可溶性多糖，采用邻苯三酚自氧化、@>.=(. 体系和
A"B"致鼠肝脏脂质过氧化的方法，观察体外加入关白附多糖对这些氧化反应的影响。研究结果表

明：关白附多糖对·B"
! 抑制作用较好，最大抑制率为 4$* 1%C；对·BA 抑制作用显著，最大抑制

率为 2%* 11C；对肝脂质过氧化的抑制率可达 $%%C。
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! ! 自由基是生物体氧化过程中产生的中间代谢
产物，机体不断产生自由基的同时也在及时清除着

自由基。当机体清除自由基的能力下降或体内自

由基生成过多时，过剩的自由基在体内堆积，作用

于生物膜多不饱和脂肪酸，使之发生脂质过氧化而

引起膜结构和功能的紊乱；攻击蛋白质引起蛋白质

交联、酶活性改变；损伤 M+F 引起突变等［$］。适当
补充外源性抗氧化剂，可清除自由基、阻断脂质过

氧化反应。现在常用的抗氧化剂 ]AD、]AF 及 VG

绝大多数为合成品，其安全性已引起人们的质疑。

因此，天然抗氧化剂逐渐得到了广泛的关注。

关白附系毛茛科乌头属植物黄花乌头 !"#$%&’(
"#)*+$’(（N^R)*）K-Z-7<S的块根，又名白附子、竹节
白附，为中医临床常用中药之一［"］。现代药理研究

表明，关白附有良好的抗心血管疾病的作用，从块

根中提取生物碱可制成治疗心血管疾病的药物［/］。

关白附中另一种有效成分多糖含量较高，但国内外

对其提取工艺和活性的研究目前尚未见报道。为
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此，作者首次利用邻苯三酚、!"#$%#和肝脏脂质过氧
化 & 个体系测定该多糖的抗氧化活性，为关白附多
糖在保健食品、药品领域中的开发利用提供一定理

论依据。

!" 材料与方法

!# !" 材料和仪器
关白附：吉林马应龙制药有限公司提供；乙醇、

三氯甲烷、正丁醇、邻苯三酚、浓盐酸、浓硫酸、!"’
()*·+,-)、,-)-、三氯乙酸、硫代巴比妥酸、蒽酮、

番红、葡萄糖等 均为分析纯；./01为生化试剂。
23’-*45 型紫外可见分光光度计：日本岛津公

司产品；&’567型高速冷冻离心机：德国 (089:公司
产品；组织捣碎机：常州国华电器有限公司产品；电

热鼓风干燥箱：上海实验仪器厂产品；;(<’== 型恒
温水浴箱：北京市医疗设备厂产品。

!# $" 实验方法
!> $> !" 多糖提取" 称取研磨过的关白附粉末 ?4 8，
以 5 -?4 9@水为溶剂，在 64 A恒温水浴锅内浸提 *
B，? 444 / C 90#，* A，5? 90#离心除去不溶物。将上
清液 &+ A水浴并加入活力单位为 5 -?4 2 的胰蛋
白酶 5-4 98，反应 D B除蛋白，再用 !（三氯甲烷）E
!（正丁醇）F *E 5 的 ("G:8" 试剂除蛋白［*］，其中 !
（糖液）E !（("G:8" 液）F ?E 5。取上清液，分别用
4> *、5、-、*、D 倍体积的体积分数 H?I乙醇沉淀出多
糖，? 444 / C 90#，* A，54 90#离心，取出沉淀用少量
水溶解放入透析袋（相对分子质量54 444）中透析 D
J，每天换水 5 次，除去相对分子质量较小的单糖，
待测多糖质量分数。

!> $> $" 多糖质量分数测定" 采用蒽酮 K硫酸法测
定各级多糖质量分数。

!> $> %" 多糖对·)$
! 抑制作用" 采用邻苯三酚自

氧化法，取 L,为 6M - 的 ./01’,NO缓冲液 D 9@，加入
不同的样品 4M ? 9@，&+ A水浴 54 90#，最后加入 &+
A预热过的 + 99%O C @ PQ（邻苯三酚盐酸溶液）5
9@，混匀后精确反应 * 90#，用 4M ? 9@ 浓盐酸终止
反应，测 &-4 #9 处吸光度值。以等体积 L, 值为
6M - 的 ./01’,NO缓冲液作为空白。抑制率（"）计算
公式如下：

" F（#对照 K #样品）$（#对照 K #空白）R 544I
式中：#空白为空白组吸光度值；#对照为对照组吸光度
值；#样品为关白附多糖液吸光度值，以下均同。
!& $& ’" 多糖对·), 的抑制作用" 采用 !"#$%# 体
系测定关白附多糖对·), 的抑制作用。每支试管
分别加入 4M 5? 9%O C @ L, +M * 的磷酸缓冲液 5M ?

9@，-D4 !8 C 9@ 番红花红 4M - 9@，5I ,- )- 4M 6
9@，再分别加入不同质量浓度的各级多糖 4M 6 9@，
4M ?D 99%O C @ ST.U’V:- ’!"

- W 4M + 9@，混匀后于 &+
A水浴保温 &4 90#。以蒸馏水代替试样作为空白，
以蒸馏水代替试样和 ST.U’V:- ’!"

- W作为对照，测

?-4 #9处吸光度值。
!& $& (" 多糖对 !"$ )—,$)$诱导鼠肝脂质过氧化的

抑制作用" 处死大鼠，迅速取出肝脏，在 4 X * A下
用生理盐水制成质量分数 -4I的肝匀浆。取肝匀
浆各 5 9@加入各管中，分别加入不同质量浓度的
多糖溶液、D 99%O C @ !"()*溶液 544 !@和 5- 99%O C
@ ,-)-溶液 4M - 9@，混匀后于 &+ A水浴 5 B并不时
振荡，最后加入 5 9@ 质量分数 5?I的三氯乙酸
（.NU）溶液终止反应。* ?44 / C 90#，* A，5? 90# 离
心取上清液，再加入 5 9@质量分数 5M -I的硫代巴
比妥酸（.YU），沸水浴 5? 90#。冷却后，测定 ?&-
#9处吸光度值。

$" 结果与讨论

$& !" 标准曲线
以葡萄糖为标准品，得回归方程：

% F 4M 44+ H& W 4M 446 &， ’ F 4M HH+ 6
式中：&为多糖质量浓度（!8 C 9@）；%为 #D-4。

$& $" 各级醇沉多糖质量分数
用蒽酮 K硫酸法测得 4M *、5、-、*、D 倍体积分数

H?I乙醇溶液沉淀出的多糖占总多糖的质量分数，
结果见表 5。

表 !" 各级醇沉多糖质量分数
*+,& !" *-. /012.123 04 .2-+105 6.70382801 70593+//-+:86.3

醇沉倍数 多糖质量分数 C I

4M * 5M +D

5 5M +?

- -+M H6

* ?+M -6

D 55M -&

Z Z 由表 5 可以看出，各级多糖质量分数差异明
显，用 - 倍和 * 倍体积分数 H?I乙醇溶液沉淀出的
多糖质量合计占总多糖的 64I以上。
用乙醇使多糖沉淀是因为乙醇能破坏多糖分

子表面的水化层并可降低介电常数而增加电离质

点间的相互作用，而多糖有多种组分，这些组分的

水化层及带电状况有所不同，因而可在不同体积分
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数的乙醇中发生沉淀，这些产物不仅在量上有所差

异，而且在结构上及功能也有所不同。

!" #$ 各级醇沉多糖对·%!
! 的抑制作用

由表 ! 可知，乙醇分级沉淀的各级多糖对 "!
!

的抑制作用有所差异，其中 ! 倍醇沉多糖对·"!
!

的抑制率随多糖质量浓度的增大而增大，其余各级

多糖对·"!
! 的抑制率在多糖质量浓度 #$ % & #$ !

!’ ( )*间出现最大值。! 倍体积乙醇沉淀的多糖抑
制率最大，在质量浓度为 #$ + !’ ( )* 时，对·"!

!

的抑制率可达 ,%$ -#.，说明关白附多糖对·"!
!

有较好的抑制作用。

表 !$ 各级醇沉多糖对·%!
! 的抑制率

&’(" !$ &)* +,)+(+-+., /’-* .0 -)* 1.234’55)’/+6*4 -. ·%!
!

.

多糖质量浓度 (
（!’ ( )*）

醇沉倍数

#$ + 倍 % 倍 ! 倍 + 倍 / 倍

#0 #!, !,0 1/ 2/0 !+ %10 /3 210 21 2#0 !3

#0 #, !-0 ++ 210 2 !/0 -1 +#0 /% 230 #/

#0 % 220 %- +30 / 2%0 %, +,0 %, +!0 -/

#0 ! +20 2+ 2-0 -/ 2!0 +/ 210 #1 +30 -!

#0 2 2+0 2% 230 13 +10 -+ 220 12 2!0 !1

#0 + !30 2% 220 +% ,%0 -# !#0 2# 2!0 1%

!" 7$ 各级醇沉多糖对·%8的抑制作用
由表 2 可以看出，当多糖质量浓度在 2 )’ ( )*

以上时，各级醇沉多糖对·"4 的抑制率均大于
,#.，且随多糖质量浓度的增大而增大。/ 倍醇沉
多糖的质量浓度为 / )’ ( )* 时，对·"4 的抑制率
可达 1#$ --.。由此说明关白附多糖对·"4 有显
著的抑制作用。

!" 9$ 各级醇沉多糖对鼠肝脂质过氧化的抑制作用
由表 + 可看出，在误差允许范围内 #$ + 倍、%

倍、+ 倍醇沉多糖对鼠肝脂质过氧化的抑制率可达
到 %##.，! 倍、/ 倍体积醇沉多糖对鼠肝脂质过氧
化的抑制率也已经接近 %##.，且抑制率随多糖质
量浓度的增大而增大。

表 #$ 各级醇沉多糖对·%8的抑制率
&’(" #$ &)* +,)+(+-+., /’-* .0 -)* 1.234’55)’/+6*4 -.·%8

.

多糖质量浓度 (
（!’ ( )*）

醇沉倍数

#$ + 倍 % 倍 ! 倍 + 倍 / 倍

#0 , !30 -! %-0 32 %/0 1- !10 +3 2#0 /-

% +20 2+ 230 -2 ++0 ,! ++0 12 +!0 --

! ,/0 // +,0 /! /#0 %2 /%0 #2 /#0 %/

2 /#0 +% ,%0 -1 3#0 1! 3%0 -- 3-0 3!

+ /!0 !1 /!0 %/ 3,0 /, 3/0 -% 330 ++

/ ,/0 +- /%0 /! -10 -/ -+0 #/ 1#0 --

表 7$ 各级醇沉多糖对鼠肝脂质过氧化的抑制率
&’(" 7$ &)* +,)+(+-+., /’-* .0 -)* 1.234’55)’/+6*4 -. 2+1+6

1*/.:+6’-+.,
.

多糖质量浓度 (
（!’ ( )*）

醇沉倍数

#$ + 倍 % 倍 ! 倍 + 倍 / 倍

#0 #, %#0 %# %20 +# ,0 +# !0 -# -0 ,#

#0 % %,0 !# %10 -# %20 !# 10 /# %%0 3#

#0 ! 2-0 3# +!0 2# 2+0 2# 2!0 ,# !-0 +#

#0 2 3!0 2# 3+0 -# 3,0 +# 310 %# /10 !#

#0 + 130 %# 1-0 2# 1,0 2# 1-0 ,# 1%0 %#

#0 / %#30 ## %#/0 2# 110 !# %#!0 +# 1-0 !#

#$ 结$ 论

综上所述，生物体内产生的氧自由基和羟基自

由基等是强氧化剂，它与生物大分子相互作用，产

生生物分子自由基，从而对机体产生损伤或致突变

作用。测定结果表明：关白附多糖对氧自由基和羟

基自由基均有明显抑制作用，且对羟基自由基抑制

作用更大，它对鼠肝脂质过氧化的抑制率甚至达到

%##.，可减少强氧化剂对有机体的损伤，从而起到
延缓衰老等多方面的功效。另外，关白附多糖属天

然提取物，毒副作用小，因此关白附多糖具有研制

开发抗自由基保健食品的良好前景。
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