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摘要： 研究热水浸提和超声波辅助法提取的两种麦冬多糖以及它们修饰之后的抗氧化活性及三
股螺旋结构。 采用硫酸化、磷酸化、羧甲基化对多糖进行修饰，并用红外光谱表征，进行抗氧化性
的测定，利用刚果红实验进行三股螺旋结构的检测。 结果表明：各种多糖都有一定的体外抗氧化
活性，其中超声提取的效果较优于热水浸提的。 这几种多糖对 DPPH和超养阴离子自由基的清除
能力较强， 但对羟基自由基的清除能力较弱， 且经过修饰之后的多糖有一定程度的三股螺旋结
构，而未经修饰的没有三股螺旋结构。
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Abstract： In this manuscript， the antioxidant activities in vitro and triple helix structure of the
different chemical modified on Ophiopogon Japonicus polysaccharide，which extracted by hot water
and ultra -sound were investigated. They were modified by suflation，phosphorylation and
carboxymethylation，and characterized them by IR. Finally assay their antioxidant activities and
determined the triple helix structure with Congo red experiment. Results showed that these
polysaccharides all have a certain degree of antioxidant activities in vitro，which the effect of ultra-
sound extraction is better than that of the hot waterextraction. Moreover they significantly decrease
the DPPH and superoxide anion radicals，but they had little scavenging effect on the hydroxyl
radicals. After modified，the polysaccharides show the triple helix structure，however the unmodified
polysaccharides were not express the triple helix structure.
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麦冬 （Ophiopogon japonicus L.）的块根是我国
传统的中草药之一。 味甘、微苦，具有养阴生津，润
肺清心的功效，临床上主要用于热病伤津、心烦口
渴、肺燥干咳等症。 近年来研究发现，麦冬多糖具有
多方面的活性，如对心血管系统、呼吸系统、免疫调
节、降血糖、抗肿瘤、变态反应、非过敏性哮喘、抗辐
射、抗疲劳等方面的作用[1-4]。 目前有研究表明，麦冬
中主要含有甾体皂苷、多糖、氨基酸、高异黄酮等成
分[5，6]。

目前， 已经有大量的文献报道了关于蔬菜、水
果、红酒、茶叶等天然产物的抗氧化作用[7]。 其中，也
有文献报道葡聚糖的抗氧化性和免疫活性与它们
的 3股螺旋结构有一定的相关性[8]。

作者在体外对麦冬多糖及其修饰后的抗氧化
活性进行测定，并通过刚果红实验对这些多糖进行
3股螺旋结构的测定， 进一步来阐述它们之间的关
系，为其开发利用提供实验依据。

1.1 材料与仪器
麦冬多糖：实验室自制；刚果红、Tris、邻苯三

酚、1，1-二苯基-2-苦苯肼自由基（DPPH）、抗坏血
酸、BHT等试剂均为分析纯。

KQ3200B 型超声波清洗器：昆山市超声仪器有
限公司产品；TU-1810 紫外可见分光光度计： 北京
普析通用仪器有限责任公司产品；JY92-Ⅱ型超声
波细胞粉碎机： 宁波新芝生物科技有限公司产品；
FD-IA冷冻干燥机：北京博医康实验仪器公司产品。
1.2 实验方法
1.2.1 麦冬多糖的提取

1）麦冬多糖的热水浸提法 将麦冬块根 60 ℃
烘干后粉碎，加入 4 倍体积分数 95%乙醇超声脱脂
3次，烘干。 取 80 g脱脂后的块根粉末，按料液质量
体积比 1 g∶10 mL 加蒸馏水，80 ℃恒温水浴提取 2
h，提取两次。 提取液经减压浓缩，用 4 倍量体积分
数 95%乙醇醇沉、离心、透析和真空干燥后得水提
麦冬粗多糖 WPOJ。

2）麦冬多糖的超声提取法 将麦冬块根 60 ℃
烘干后粉碎， 加入 4 倍体积的 95%乙醇超声脱脂 3
次，烘干。取 80 g 脱脂后的块根粉末，按料液质量体
积比 1 g∶10 mL 加蒸馏水，搅拌使其充分溶解，放于
超声波细胞粉碎机下提取，提取条件：超声时间 10

s，间隙时间 15 s，超声次数 90 次，超声功率 400 W。
分别提取两次，两次的提取液经减压浓缩，用 4 倍
量体积分数 95%乙醇醇析得粗多糖沉淀， 离心，透
析，真空干燥后得超声提取的麦冬粗多糖 UPOJ。
1.2.2 麦冬多糖的修饰

1）硫酸化修饰 采用氯磺酸-吡啶法[9]，将附有
冷凝管、分液漏斗和搅拌装置的三口瓶置于冰盐浴
中， 加入 15 mL 吡啶， 打开搅拌器， 在 30~40 min
内，慢慢滴加氯磺酸 5 mL，直至有大量淡黄色固体
出现，加入 1 g 麦冬多糖，迅速将反应装置移入 60
℃恒温水浴中，恒温搅拌反应 2 h，再度移至冰浴中
冷却，随即用 4 mol/L 的 NaOH 调节为中性，将反应
液倾入 1 000 mL 的烧杯中， 加入 3 倍体积分数
95%乙醇，在 4 ℃下保存过夜，离心收集沉淀，溶于
水，流水透析 3 d，再用蒸馏水透析 1 d，浓缩，冷冻
干燥既得硫酸化多糖 S-WPOJ、S-UPOJ。

2）羧甲基化修饰[10] 按照参考文献的方法略作
改变，称糖 1 g 溶于 85 mL（质量分数 20%NaOH 溶
液中）搅拌 1 h，使其充分溶解混匀，加入 15 mL 4
mol/L 氯乙酸的异丙醇溶液，55 ℃搅拌反应 5 h，反
应结束后冷却至室温， 用 2 mol/L HCl 调 pH 为中
性，将反应液倾入 1 000 mL 的烧杯中，加入 3 倍体
积分数 95%乙醇，在 4 ℃下保存过夜，离心收集沉
淀，溶于水，流水透析 3 d，再用蒸馏水透析 1 d，浓
缩，冷冻干燥既得羧甲基化多糖 C-WPOJ、C-UPOJ。

3）磷酸化修饰 [11] 称取 1 g 麦冬多糖溶于 250
mL pH=12（0.01 mol/L）的 NaOH 溶液中，同时加入
5 g NaCl，加入 10 mg 三氯氧磷（约 6.02 mL），55 ℃
下恒温反应 1 h，待反应后，冷却至室温，调 pH 到中
性，将反应液倾入 1 000 mL 的烧杯中，加入 3 倍体
积分数 95%乙醇，在 4 ℃下保存过夜，离心收集沉
淀，溶于水，流水透析 3 d，再用蒸馏水透析 1 d，浓
缩，冷冻干燥既得磷酸化多糖 P-WPOJ、P-UPOJ。
1.2.3 麦冬多糖的光谱表征[12] 硫酸化与磷酸化后
的麦冬多糖水溶性减小，而羧甲基化的麦冬多糖水
溶性增强。 对超声提取和热水浸提的麦冬多糖及化
学修饰产物经溴化钾压片后，采用傅里叶变换红外
光谱（IR）进行分析。
1.2.4 总还原力的测定[13] 按照参考文献的略作修
改， 在 10 mL 试管中分别加入不同浓度（25、50、
100、150、200 μg/mL）的多糖样品溶液 1 mL，磷酸盐
缓冲液（0.2 mol/L，pH=6.6）0.5 mL 和质量分数 0.3%

材料与方法1
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铁氰化钾 1.5 mL，置于 50 ℃水浴中反应 20 min，然
后加入体积分数 10%的三氯乙酸 1 mL，混匀后以
3 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液 2 mL，加入质
量分数 0.3%三氯化铁溶液 0.5 mL， 摇匀后在 700
nm 处测其吸光值，每个浓度做 3 个平行实验，取其
平均值。并用抗坏血酸和 BHT分别做阳性和阴性对
照，A700 nm越大，其还原能力越强。

取 1 mL 质量浓度分别为 25、50、100、150 和
200 μg/mL 的样液于试管中， 依次加入 2.5 mL、0.2
mol/L pH=6.6 的磷酸盐缓冲溶液， 然后再加入 2.5
mL 质量分数 1%铁氰化钾（K3Fe（CN）6）溶液，于 50
℃水浴中保温 20 min 后快速冷却， 再加入 2.5 mL
体积分数 10%三氯乙酸溶液， 以 3 500 r/min 离心
10 min，取上清液 2.5 mL，依次加入 2.5 mL 蒸馏水、
0.5 mL质量分数 0.1%三氯化铁溶液振荡摇匀，静置
10 min 后在 700 nm 下测其吸光度。 每个浓度做 3
个平行试验，取其平均值。 吸光值越大，表明其还原
能力越强。 以 25～200 μg/mL 维生素 C 为标准溶液
做标准曲线，以维生素 C 质量分数（mg/g） 表示样品
总还原力。
1.2.5 体外清除 DPPH 自由基[14] 按照参考文献的
略作修改，取 0.5 mL 浓度分别为 25、50、100、150 和
200 μg/mL 的样液同 1.0 mL 0.1 mmol/L DPPH 溶液
（需现用现配）振荡摇匀，其中 DPPH 先用少量无水
乙醇溶解， 再用体积分数 50%乙醇配制到相应浓
度。 对照样为 0.5 mL 体积分数 95%的乙醇和 0.1
mmol/L DPPH 溶液混匀，常温避光反应 60 min 后在
517 nm处比色，以体积分数 95%乙醇作空白。DPPH
自由基清除率用以下方程式计算：

Y=[（A0-A）/A0]×100%
1.2.6 体外清除羟自由基（·OH）的作用 [15] 采用邻
二氮菲-金属离子-H2O2体系， 通过 Fenton 反应生
成羟自由基， 促使邻二氮菲-Fe2+被氧化成邻二氮
菲-Fe3+， 使其水溶液在波长 509 nm 处最大吸收消
失，以此来计算其清除率。

配制质量浓度分别为 25、50、100、150、200 μg/
mL的多糖溶液， 试样管依次加入 1.5 mL 的磷酸缓
液（pH 7.4、0.2 mol/L）1 mmol/L 的邻二氮菲溶液 1.5
mL 然后再加入 1 mL 1.5 mmol/L 的 FeSO4溶液，试
样溶液加入 1 mL体积分数 0.01% H2O2溶液作为样
品管，损伤管用蒸馏水代替试样溶液，未损伤管用
户蒸馏水代替试样液和 H2O2溶液。将上述各组加样

摇匀后，置于恒温水浴中，37 ℃保温 1 h，509 nm 处
测定其吸光值。
清除率=［（A 样品-A 损伤）/（A 未损-A 损伤）］×100%

1.2.7 体外清除超氧阴离子自由基（O-
2·）的作用 [16]

采用邻苯三酚自氧化法， 加 pH 8.2 的 Tris-HCl 缓
冲液 4.5 mL 于试管中，25 ℃保温 20 min，各管加入
不同质量浓度的多糖溶液 0.4 mL， 糖液浓度为 25、
50、100、150 和 200 μg/mL 及在 25 ℃下保温过的邻
苯三酚溶液 0.1 mL， 混匀后，25 ℃准确反应 4 min，
立即用 10 mol/L HCl 溶液 2 滴终止反应，325 nm 处
测定吸光值。 对照品以蒸馏水代替糖液，缓冲液加
蒸馏水作为空白管： 清除率=[（A 对照-A 样品）/A 对照]×
100%
1.2.8 刚果红实验 将多糖配成 0.5 mg/mL 的溶
液，刚果红配成 50 μmol/L 的溶液，各取 2 mL 等体
积混合， 然后依次加入不同浓度的 NaOH （0~0.5
mol/L），室温下静置 15 min，与 600~400 nm 范围内
进行紫外扫描，测定其在各个 NaOH 浓度下的最大
吸收波长，以纯刚果红溶液和各 NaOH 浓度的混合
液做对照[17]。

2.1 红外光谱检测
从红外图谱中，3 400 cm-1 左右都有羟基的特

征吸收峰，是 O-H 的伸缩振动，表明多糖存在分子
内和分子间氢键，在 2 900 cm-1左右的吸收峰是 C-
H 的伸缩振动引起的，1 400~1200 cm-1 是 C-H 的
变角振动，1 200~1 000 cm-1 之间的吸收峰是由两
种 C-O伸缩振动引起的。其中一种是 C-O-H的，另
外一种是糖环的 C-O-C。 多数红外图谱中都在 1
665~1 635 cm-1处有吸收峰， 它们是糖的水化物的
吸收峰。 WPOJ、UPOJ 分别在 931 cm-1 和 929 cm-1

处有呋喃环的对称伸缩振动。 S-WPOJ 的图谱中在
833 cm-1处有 C-O-S 伸缩振动吸收峰，S-WPOJ 中
在 822 cm-1 处有 C-O-S 的伸缩振动吸收峰。 C-
WPOJ中在 1 604 cm-1处是 C=O的非对称的伸缩振
动，C-UPOJ 则是在 1 597 cm-1处有 C=O 的非对称
伸缩振动和 1 330 cm-1处的 C=O 的对称伸缩振动
吸收峰。 P-WPOJ在 1 035 cm-1处有 P-O-C的伸缩
振动吸收峰，P-UPOJ 在 1 120 cm-1处有 P-O-C 的
伸缩振动吸收峰。 证实两种多糖的硫酸化、羧甲基
化和磷酸化修饰都已成功。

结果与分析2
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2.2 总还原力测定
抗氧化剂的还原能力与其抗氧化性之间存在

一定的关系，抗氧化剂清除自由基的机理是通过自
身的还原作用给出电子来清除的，一般来说，还原
能力越强，其抗氧化性也越强[7]。 从图 1、2中可以看
出，随着浓度的增加，各种糖的还原能力逐渐增强，
其中超声提取多糖的效果强于水提多糖的效果，磷
酸化的还原能力最强，粗品的次之，硫酸化的还原
能力最弱。 所以可以大致的认为磷酸化麦冬多糖的
抗氧化性最强，而硫酸化麦冬多糖的最弱。

图 1 WPOJ、S、P、C-WPOJ-总还原力测定
Fig. 1 Reduction abilities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide WPOJ、S、P、C-WPOJ

图 2 UPOJ、S、P、C-UPOJ-总还原力测定
Fig. 2 Reduction abilities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide UPOJ、S、P、C-UPOJ

2.3 体外清除 DPPH自由基
从图 3、4 中可以看出，它们对 DPPH 自由基都

有一定的清除作用，而且随着度的增大，清除作用
也依次增大，呈现正相关的关系。 在清除该自由基
的过程中，同样是超声提取多糖的效果好于水提多
糖的，羧甲基化的效果最强，磷酸化的次之，硫酸化
的最弱， 粗品的清除作用强于硫酸化而弱于磷酸

化。 而且通过 BHT 和 VC 的阴性和阳性对照，可以
看出，它们的清除作用都不及 VC，其中只有羧甲基
化的清除作用强于 BHT， 其余的都比 BHT 的清除
作用弱。 说明两种方法提取的麦冬多糖、经过修饰
之后，虽然对清除自由基有一定的效果，但是效果
不是很明显。

图 3 WPOJ、S、P、C-WPOJ-清除 DPPH 能力
Fig. 3 Scavenging activities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide WPOJ、S、P、C-WPOJ on DPPH
radicals

图 4 UPOJ、S、P、C-UPOJ-清除 DPPH 能力
Fig. 4 Scavenging activities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide UPOJ、S、P、C -UPOJ on DPPH
radicals

2.4 体外清除羟自由基（·OH）
从图 5、6 中可以看出，这几种多糖对羟基自由

基都有一定程度的清除作用， 且随着浓度的增加，
它们的清除作用随之增加，依然是超声的清除作用
强于水提的。它们的清除作用都弱于 VC的，但它们
对该自由基的清除作用却都强于 BHT的。 其中，磷
酸化的清除作用最强，粗品的清除作用次之，而硫
酸化的清除作用最弱。
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图 5 WPOJ、S、P、C-WPOJ-清除羟基自由基能力
Fig. 5 Scavenging activities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide WPOJ、S、P、C -WPOJ on
hydroxyl radicals

图 6 UPOJ、S、P、C-UPOJ-清除羟基自由基
Fig. 6 Scavenging activities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide UPOJ、S、P、C-UPOJ on hydroxyl
radicals

2.5 体外清除超氧阴离子
从图 7、8 中可以看出，以上各种糖对超氧阴离

子自由基都有一定的清除作用。 而且它们的清除作
用与浓度有一定的量效关系， 都是随着浓度的增
加，其清除效果显著增强。 可以看出，它们的清除作
用都弱于 VC的，其中，只有磷酸化的清除效果弱于
BHT的，而其它的清除效果都好于 BHT的。 由此可
以看出麦冬多糖对清除超养阴离子自由基的效果
能明显一点，可以在以后进一步深入研究。
2.6 刚果红实验结果

刚果红与多糖形成的络合物， 在一定的 NaOH
浓度下，与纯刚果红溶液进行比较，用紫外测得的
最大吸收波长会发生一定的红移。 如果多糖具有 3
股螺旋结构，那么络合物在一定 NaOH 浓度范围内
就会出现亚稳区。

图 7 WPOJ、S、P、C-WPOJ-清除超养阴离子
Fig. 7 Scavenging activities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide WPOJ、S、P、C -WPOJ on
superoxide anion

图 8 UPOJ、S、P、C-UPOJ-清除超养阴离子
Fig. 8 Scavenging activities of Ophiopogon japonicus

polysaccharide UPOJ、S、P、C -UPOJ on
superoxide anion

图 9 中不同碱浓度下水提麦冬多糖与刚果红
形成的络合物与纯的刚果红溶液在最大吸收波长
处的比较中，可以看到 S-WPOJ 的多糖在氢氧化钠
浓度为 0.05 mol/L 时紫外波长发生了 17 nm 的红
移，而随着氢氧化钠浓度增大，最大吸收波长逐渐
下降，说明在硫酸化修饰的多糖中存在着多股螺旋
结构，在低碱浓度下，多股螺旋结构保持稳定，当碱
浓度增大时，多股螺旋节构被破坏，随之最大吸收
波长减小。 羧甲基化的多糖同样在氢氧化钠浓度为
0.05 mol/L 时紫外波长发生了 7 nm 的红移，而磷酸
化修饰的多糖在氢氧化钠浓度为 0.15 mol/L 时紫外
吸收发生了 13 nm的红移。 但是未修饰的多糖虽然
发生了一定的红移，却没有极剧的增大或极剧的减
小，所以可以认为未修饰的多糖中没有 3 股螺旋结
构，而经过修饰的多糖之中含有 3股螺旋结构。

图 10 中不同碱浓度下超声提取麦冬多糖与刚
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果红形成的络合物与纯的刚果红溶液在最大吸收
波长处的比较中，可以看到硫酸化修饰的多糖在氢
氧化钠浓度为 0.05 mol/L 时紫外波长发生了 15 nm
的红移，而随着氢氧化钠浓度增大，最大吸收波长
逐渐下降，说明在硫酸化修饰的多糖中存在着多股
螺旋结构，在低碱浓度下，多股螺旋结构保持稳定，
当碱浓度增大时，多股螺旋节构被破坏，随之最大
吸收波长减小。 羧甲基化的多糖同样在氢氧化钠浓
度为 0.05 mol/L 时紫外波长发生了 12 nm 的红移，
而磷酸化修饰的多糖在氢氧化钠浓度为 0.2 mol/L
时紫外吸收发生了 12 nm的红移。 但是未修饰的多
糖虽然发生了一定的红移，但没有极剧的增大或极
剧的减小，所以可以认为未修饰的多糖中没有 3 股
螺旋结构，而经过修饰的多糖之中含有 3 股螺旋结
构。 由此可以看出多糖经过硫酸化、磷酸化、羧甲基
化修饰之后，其空间结构发生了一定的变化。

图 9 不同碱浓度下 WPOJ、S、P、C-WPOJ 与刚果红混合
液的波长变化

Fig. 9 Absorption wavelength change of Congo red -
polysaccharide WPOJ、S、P、C-WPOJ complex at
different NaOH solutions

图 10 不同碱浓度下 UPOJ、S、P、C-UPOJ 与刚果红混合
液的波长变化

Fig. 10 Absorption wavelength change of Congo red -
polysaccharide UPOJ、S、P、C-UPOJ complex at
different NaOH solutions

对两种麦冬多糖分别进行了 3 种修饰，即磷酸
化修饰、羧甲基化修饰和硫酸化修饰，经过傅里叶
变换红外光谱（IR）检测，证实两种麦冬多糖的 3 种
修饰均已成功。 并对它们的体外抗氧化活性进行了
测定。 从整体上来看，体外抗氧化活性中超声提取
的多糖效果好于热水浸提的多糖，这可能是由于超
声对多糖的结构造成的，超声的机械振动以及空化
效应使得大分子物质进行降解，可能会使多糖中的
一些具有抗氧化活性的物质或基团得以暴露出来，
使得其具有更高的抗氧化活性，这个问题有待进一
步深入探究。

从总还原力的测定中可以看到，磷酸化多糖的
抗氧化能力最强，而硫酸化和磷酸化修饰之后多糖
的抗氧化活性反而变弱，这可能与硫酸基团和磷酸
基团在多糖中取代的位置有关，可能它们取代的位
置刚好是多糖的活性位点，或者它们连接到多糖的
活性位点上， 使多糖的活性不能很好的表现出来，
从而降低了它们的抗氧化活性，这些都有待进一步
更深入的研究。 从以上实验中可以看出，各种多糖
对 DPPH 自由基、羟基自由基以及超氧阴离子自由
基都有一定的抑制作用，而且抑制效果与 BHT 的相
当，但都弱于 VC的。

对麦冬多糖和修饰过的多糖进行 3 股螺旋的
测定，将其与刚果红试剂进行混合测定，得出的结
论是， 两种麦冬多糖在未进行修饰之前， 都没有 3
股螺旋结构， 但经过 3 种化学修饰之后， 都有了 3
股螺旋结构， 只是它们对氢氧化钠的依赖程度不
同，所以化学修饰确实对麦冬多糖的空间结构有一
定的影响。

结 语3
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