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杜梨（Ｐｙｒｕｓ　ｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉａ　Ｂｇｅ．）多糖提取工艺及

其清除自由基活性
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摘要：通过Ｌ９（３３）正交试验获得杜梨 （Ｐｙｒｕｓ　ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ　Ｂｇｅ．）多糖最佳提取工艺。在运用

紫外光谱、红外光谱及高效液相色谱等方法研究杜梨多糖（ＰＢＰ）理化性质的基础上，进一步评价

了ＰＢＰ对羟自由基（·ＯＨ）、超氧阴离子自由基（Ｏ２－·）和１，１－二苯基－２－苦基肼（ＤＰＰＨ）自由基

的清除活性。结果表明，在料 液 比 为１∶１５，９０℃下 提 取５ｈ的 最 优 条 件 下，ＰＢＰ提 取 率 达 到

１８．６５％。多角激光光散射仪分析表明，ＰＢＰ分子质量为３９２．９ｋＤ。单糖组成分析表明，ＰＢＰ是

由阿拉伯糖、半乳糖醛酸、鼠李糖、半乳糖和葡萄糖组成，摩尔比为４９．５４∶２８．６８∶８．８１∶８．４５
∶４．５４。ＰＢＰ不仅具有清除羟自由基和超氧阴离子自由基活性，对ＤＰＰＨ 自由基的清除活性更

强。
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　　糖是重要的生物信息分子，各国学者均致力于

从不同来源动植物、微生物以及海藻中寻找具有特

殊结构与活性的糖类化合物，使其成为本世纪生化

药物研究的热点领域［１～３］。
杜梨（Ｐｙｒｕｓ　ｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉａ　Ｂｇｅ．）属蔷薇科、梨属

乔木，主 要 分 布 在 我 国 的 北 部、东 北 部 和 中 部 各 省

（区），以 黄 河 流 域 分 布 较 多。杜 梨 果 实、枝 叶 可 作

为中药，常 用 于 治 疗 久 咳、久 泻、久 痢 等［４］。《本 草

纲目》记 载，杜 梨“味 酸、甘、涩、寒、无 毒，烧 熟 食 用

可治泄泻痢疾”［５］。有关杜梨化学成分研究除了对

其挥发油化 学 成 分 研 究 外［６］，杜 梨 多 糖 研 究 较 少。
本课题 组 人 员 曾 对 杜 梨 多 糖 的 提 取 方 法 做 过 探

索［７］，但未对杜 梨 多 糖 理 化 性 质、提 取 工 艺 及 其 活

性进行研 究。作 者 采 用 正 交 试 验 优 化 杜 梨 多 糖 的

提取工艺，在 对 杜 梨 多 糖 理 化 性 质 研 究 的 基 础 上，
进一步评价了其对羟自由基、超氧阴离子自由基和

ＤＰＰＨ自由基的清除活性，以期为杜梨的综合开发

利用奠定基础。

１ 材料与方法

１．１　材料、仪器与试剂

杜梨于２００８年１１月采自新疆塔里木盆地，经

鉴 定 为 蔷 薇 科 植 物 杜 梨 （Ｐｙｒｕｓ　ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ
Ｂｇｅ．）。杜梨果经自然风干、去除种子及果柄，粉碎

后过４０目筛、备用。
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ　ＢＳ２１０Ｓ电 子 天 平（北 京 塞 多 利 斯 天

平有限公司）；ＴＵ－１８０１紫外可见分光光度计（北京

普析通用 有 限 公 司）；ＤＺＦ－６０２１型 真 空 干 燥 箱（上

海精宏实 验 仪 器 设 备 有 限 公 司）；ＳＫ３２００ＬＨ 超 声

波清洗器（上海科导超声波仪器有限公司）；Ｒｏｔａｖａ－
ｐｏｒ　Ｒ－３型旋转蒸 发 仪（瑞 士 步 琪 有 限 公 司）；ＤＬ－５
低速大容量离心机（上海安亭科学仪器厂）；高效液

相色谱仪（ＬＣ－２０ＡＤ，日本岛津公司）；Ｅｃｌｉｐｓｅ　ＸＤＢ－
Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ，美 国 Ａｇｉ－
ｌｅｎｔ公司）；ＯＨｐａｋ　ＳＢ－８０６Ｍ ＨＱ凝 胶 色 谱 柱（８．０
ｍｍ×３００ｍｍ，１３μｍ，日本Ｓｈｏｄｅｘ公司）；多角激

光光散射仪（ＤＡＷＮ　ＨＥＬＥ０５Ⅱ型，美 国 Ｗｙａｔｔ公

司）；红外光谱仪（Ｎｉｃｏｌｅｔ　Ｎｅｘｕｓ　４７０型，Ｔｈｅｒｍｏ　Ｅ－
ｌｅｃｔｒｏｎ公司）。

半乳糖（Ｇａｌ）、甘露糖（Ｍａｎ）、木糖（Ｘｙｌ）、葡 萄

糖（Ｇｌｃ）、阿拉伯糖（Ａｒａ）、半乳糖醛酸（ＧａｌＡ）、葡萄

糖醛酸（ＧｌｃＡ）、岩藻糖（Ｆｕｃ）、鼠李糖（Ｒｈａ）、氨 基

葡萄糖（ＧｌｃＮ）、苹果果胶、柑橘果胶及１，１－二苯基－
２－苦基肼（ＤＰＰＨ）：均为美国Ｓｉｇｍａ公司产品；其它

试剂均为国产分析纯。
１．２　方法

１．２．１　多糖的 提 取　称 取 一 定 量 杜 梨 果 实，置 于

三口烧瓶中，加入１０倍体积９５％乙醇，８５℃搅拌

回流提取２ｈ，重 复２次，去 除 色 素 及 脂 溶 性 成 分，
离心收集残渣，４０℃减压干燥、备用。

在单因素实验中，分别称取脱脂杜梨果实粉１０

ｇ，分别按料液比１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、

１∶３０；提 取 温 度５０、６０、７０、８０、９０ ℃；提 取 时 间

０．５、１、２、３、４、５、６ｈ，提取 两 次，合 并 滤 液，苯 酚－硫
酸法测定多 糖 含 量［８］，计 算 提 取 率（提 取 率＝多 糖

质量／材料质量×１００％）。

根据单因素实验结果，以影响多糖提取率的料

液比、提取时 间 和 温 度 为 主 要 影 响 因 素，进 行 正 交

试验设计，提取因素水平见表１。
表１　多糖提取所设因子及水平

Ｔａｂ．１　Ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ

水平
因 素

时间／ｈ 料液比／（ｇ／ｄＬ） 温度／℃

１　 ３．０　 １∶１５　 ７０

２　 ４．０　 １∶２０　 ８０

３　 ５．０　 １∶２５　 ９０

１．２．２　多 糖 的 纯 化　将 杜 梨 多 糖 用 水 溶 解 成２

ｇ／ｄＬ溶液，加入２ｍｏｌ／Ｌ盐酸至ｐＨ　１　２，离心收集

沉淀，将沉淀用水悬浮并用２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ调节到

中性，加 入５倍 乙 醇，离 心 收 集 沉 淀，减 压 干 燥，得

纯化的杜梨多糖（ＰＢＰ）。
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１．２．３　紫外与红外光谱分析　将适量ＰＢＰ溶于蒸

馏水中，用紫外可见分光光度计在２００　８００ｎｍ波长

下扫描分析。将适量ＰＢＰ用Ｐ２Ｏ５ 干燥４８ｈ后，取

１～２ ｍｇ 经 ＫＢｒ压 片，进 行 红 外 光 谱 （ＩＲ）分

析［９－１０］，扫描范围为４００～４０００ｃｍ－１。

１．２．４　单糖组成与相对分子质量分析　将ＰＢＰ（１
ｍｇ）置于５ｍＬ安 瓿 瓶 中，加 入２ｍｏｌ／Ｌ的 三 氟 乙

酸（ＴＦＡ）１ｍＬ，封口，１１０℃水解４ｈ。氮吹仪除去

ＴＦＡ，用１－苯基－３－甲基－５－吡唑啉酮（ＰＭＰ）柱前衍生

化高效液相色谱法测定单糖组成。色谱柱为Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ－Ｃ１８，流 动 相 为 含 体 积 分 数１７％乙 腈 的１００
ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐 缓 冲 液（ｐＨ　６．７），柱 温２５℃，流 速

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，２４５ｎｍ检测。根据出峰时间及峰面积，
确定和计算样品的单糖组成及其摩尔比［１１－１２］。

将各样品以０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ２ＳＯ４ 溶 液 配 制 成５
ｍｇ／ｍＬ，采用ＯＨｐａｋ　ＳＢ－８０６Ｍ ＨＱ凝胶色谱柱分

离，流动相为０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ２ＳＯ４ 溶液，柱温３５℃，
流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，进样１００μＬ，多角激光光散射仪

（ＭＡＬＬＳ）检 测，用 Ａｓｔｒａ　５．３．４．２０软 件 进 行 数 据

处理，计算相对分子质量。
１．２．５　糖 醛 酸 含 量 测 定　以 半 乳 糖 醛 酸 为 标 准

品，采用硫酸－咔唑法测定［１３］。
１．２．６　体外抗氧化活性

１）羟自由基（·ＯＨ）清除活性：在１０ｍＬ试管

中依次加入９ｍｍｏｌ／Ｌ　ＦｅＳＯ４ 溶液１ｍＬ，不同浓度

的ＰＢＰ水溶液１ｍＬ，８．８ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２Ｏ２１ｍＬ，摇

匀，静置１０ｍｉｎ后 加 入９ｍｍｏｌ／Ｌ水 杨 酸 溶 液１
ｍＬ，摇匀，静置３０ｍｉｎ后于５１０ｎｍ波长测定吸光

值［１４－１５］。以不同浓 度 的 维 生 素Ｃ（ＶＣ）作 为 阳 性 对

照，按公式：清除率（％）＝ ［１－（Ａｉ－Ａｊ）／Ａ０］×１００
％计算清除率。式中Ａ０ 为空白对照的吸光值；Ａｉ 为

某质量浓度多糖或ＶＣ 的吸光值；Ａｊ为本底吸光值。

２）超氧阴离子（Ｏ２－·）清除活性：采用邻苯三

酚自 氧 化 法。取５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．２）
缓冲液２ｍＬ，加入不同浓度ＰＢＰ水溶液１ｍＬ，３７
℃水浴放置２０ｍｉｎ后，加入３７℃预热的１０ｍｍｏｌ／

Ｌ邻苯三酚１ｍＬ，混匀后准确反应４ｍｉｎ，加入１滴

浓盐 酸 终 止 反 应，于 ４２０ｎｍ 波 长 下 测 定 吸 光

值［１６－１７］。以不同浓度的ＶＣ 作为阳性对照，清除率

计算方法同上。

３）ＤＰＰＨ 自 由 基 清 除 活 性：分 别 取 不 同 浓 度

ＰＢＰ水溶液２ｍＬ，加入２×１０－４　ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＰＰＨ乙

醇溶液２ｍＬ，摇匀，避光放置３０ｍｉｎ后，５１７ｎｍ波

长测定吸光值，以不同浓度的ＶＣ 作为阳性对照，清

除率计算方法同上［１８－１９］。

２ 结果与分析

２．１　 多糖提取工艺条件的优化

２．１．１　单因素 实 验 结 果　杜 梨 多 糖 提 取 过 程 中，
有关料液比、提取温度及时间对提取率的影响见图

１～３。
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　　从图１～３可 以 看 出，多 糖 提 取 过 程 中 的 料 液

比、温 度 和 提 取 时 间 均 对 多 糖 提 取 率 有 影 响，多 糖

得率随着溶剂量的增加、温度的升高和提取时间的

延长而明 显 提 高。当 液 料 比２０倍 以 上、提 取 时 间

大于３ｈ后，提取温度高于８０℃时，多糖提取率显

著提高。这些单因素参数，为正交试验因素的确定

提供了有利前提。

２．１．２　正交试 验 结 果　根 据 单 因 素 实 验 结 果，选

取影响ＰＢＰ提取率的料液比、温度、时间３因素，选
用标准Ｌ９（３３）正交试验设计进行工艺优化，结果见

表２。
表２　Ｌ９（３３）正交实验及结果

Ｔａｂ．２　Ｌ９（３３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ

实验

号

因 素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ

多糖

提取率／％

１　 １ １１　 １４．００

２　 １ ２２　 １５．８２

３　 １ ３３　 １７．３１

４　 ２ １２　 １４．６１

５　 ２ ２３　 １８．４８

６　 ２ ３１　 １１．７９

７　 ３ １３　 １８．５２

８　 ３ ２１　 １４．９７

９　 ３ ３２　 １５．９５

Ｋ１ ４７．１３　 ４７．１３　 ４０．７６

Ｋ２ ４４．８８　 ４９．２７　 ４６．３８

Ｋ３ ４９．４４　 ４５．０５　 ５４．３１

Ｒ　 １．５２　 １．４０　 ４．５１

ＳＳ　 ３．４６５　８　 ２．９６８　３　 ３０．６５０　５

Ｔ＝１４１．４５

Ｃ＝２　２２３．１２２　５

　　从表２极差分析结果可以看出，各因素影响多

糖提取率高低的顺序为Ｃ＞Ａ＞Ｂ，即温度对多糖提

取影响最大，其次是提取时间和料液比。最佳提取

条件为Ａ３Ｂ１Ｃ３，即料液比为１∶１５，在９０℃下提取

５ｈ。
２．１．３　工艺验 证　在 最 佳 工 艺 条 件 下，重 复３次

进行多 糖 提 取 验 证 实 验，提 取 率 分 别 为１８．５８％、
１８．６６％和１８．７１％，平均为１８．６５％。本优 化工

艺与本课题组前期的工艺相比［７］，多糖的提取率明

显提高，操作工艺简单且易工业化放大。

２．２　多糖理化性质

所得多糖为 无 定 型 白 色 粉 末，易 溶 于 水，不 溶

于甲醇、乙醇、丙 酮、氯 仿、石 油 醚 及 乙 醚 等 有 机 溶

剂中。淀粉ＫＩ试纸检测呈阴性。

２．２．１　ＰＢＰ紫外和红外光谱分析　ＰＢＰ紫外可见

扫描图和傅里叶变换红外光谱图分别见图４～５。

　　从图４可以看出，杜梨多糖在２００～４００ｎｍ之

间有非特异性吸收，在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处没有明

显的吸收峰，说明没有蛋白质、多肽和核酸的残留。
从图５看出，ＰＢＰ表现出一般多糖类物质的特

征吸 收 峰，在３　４００ｃｍ－１左 右 的 强 吸 收 为 糖 环 中

Ｏ—Ｈ伸缩振动 吸 收 峰，２　９００ｃｍ－１左 右 为 糖 环 中

Ｃ—Ｈ键伸缩振动吸收峰，１　１４３～１　０２１ｃｍ－１为吡

喃糖残 基 糖 环Ｃ—Ｏ—Ｃ和Ｃ—Ｏ—Ｈ 中Ｃ—Ｏ伸

缩振动，１　６０９～１　４００ｃｍ－１为糖醛酸中 Ｃ　 Ｏ和

Ｏ—Ｈ特征吸收峰，表明ＰＢＰ是一类含有糖醛酸的

糖类化合物。

２．２．２　单糖组成及相对分子质量分析　ＰＭＰ柱前



ＺＨＡＯ　Ｘｉａｏ－ｌｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｆｒｅｅ　Ｒａｄｉｃａｌ　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｆｒｏｍ　Ｐｙｒｕｓ　ｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉａ　Ｂｇｅ．Ｆｒｕｉｔｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

２８０　　 　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．３１Ｎｏ．３　２０１２

衍生 ＨＰＬＣ法是 目 前 多 糖 中 单 糖 组 成 分 析 的 理 想

方法。作者运用此方法对ＰＢＰ进 行 了 单 糖 组 成 分

析，结果见图６和 表３。由 表３知，ＰＢＰ含 有 Ａｒａ、

ＧａｌＡ、Ｒｈａ、Ｇａｌ和 Ｇｌｃ，其 中 Ａｒａ和 ＧａｌＡ 含 量 最

高，属 于 果 胶 类 物 质，但 其 单 糖 种 类 及 摩 尔 比 与 柑

橘果胶和苹果果胶不同，其中柑橘果胶ＧａｌＡ最多，
苹果果 胶 以 Ａｒａ、ＧａｌＡ和Ｇｌｃ为 主，杜 梨 则 以 Ａｒａ
和ＧａｌＡ 为 主。经 多 角 激 光 光 散 射 仪 分 析 表 明，

ＰＢＰ相对分子 质 量 为３９２　９００，相 对 分 子 质 量 也 显

著高于从 柑 橘 和 果 胶 中 提 取 的 果 胶。从 单 糖 组 成

及其比例以及相对分子质量分析结果可知，杜梨多

糖属于新型果胶分子。

Ａ：标准品；Ｂ：ＰＢＰ

图６　ＰＢＰ单糖组成ＨＰＬＣ分析

Ｆｉｇ．６　Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＰＢＰ　ｂｙ　ＨＰＬＣ
表３　杜梨多糖单糖组成及其相对分子质量

Ｔａｂ．３　Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍａｓｓ　ｏｆ　ＰＢＰ

来源
相对

分子质量

单糖组成及其相对摩尔比

Ａｒｂ　 ＧａｌＡ　 Ｇａｌ　 Ｒｈａ　 Ｇｌｃ　 ＭａｎＸｙｌ

杜梨 ３９２．９　 ４９．５４　 ２８．６８　 ８．８１　 ８．４５　 ４．５４ － －

苹果 １７２．４　 ３０．９３　 ２７．８４　 １３．３１　 ５．７１　 ２０．１８ － ２．０３

柑橘 １１４．６　 ８．９３　 ５７．２４　 ２３．８７　 ６．０７　 ２．９８　 ０．９２ －

２．３　体外抗氧化活性

课题组人员曾于１９９８年利用卵磷脂过氧化物

评价体系，研究了不同结构和不同相对分子质量多

糖的抗酯过氧自由基活性，发现含有糖醛酸的褐藻

多糖及其衍 生 物 具 有 明 显 的 抗 氧 化 活 性［２０］。果 胶

类物质均含 有 半 乳 糖 醛 酸，马 惠 玲 等［２１］曾 于２００８
年研究和评价 了 苹 果 渣 果 胶 的 抗ＤＰＰＨ 自 由 基 活

性，发现其ＩＣ５０可达到０．６ｍｇ／ｍＬ。作 者 通 过 和

ＶＣ比较，研究了不同质量浓度下ＰＢＰ对３种自由

基的清除作用，结果分别见图７～９。

图７　ＰＢＰ清除羟自由基活性

Ｆｉｇ．７　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ｆｒｅｅ　ｒａｄｉｃａｌｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＰＢＰ
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　　从图７、图８和图９可以看出，ＰＢＰ和ＶＣ对３
种自由基 都 具 有 一 定 抑 制 活 性，并 且 随 着ＰＢＰ及

ＶＣ浓度的增加，抑制活性也在不断增强，抑制活性

与浓度呈正 相 关。经 计 算ＰＢＰ对·ＯＨ 和ＤＰＰＨ
自由 基 的ＩＣ５０分 别 为１２７８．３１μｇ／ｍＬ和６１．３７

μｇ／ｍＬ，而对于Ｏ２－·自由基的抑制活性较低。ＶＣ
对·ＯＨ、Ｏ２－ ·和 ＤＰＰＨ 自 由 基 的ＩＣ５０分 别 为

８８．０２μｇ／ｍＬ、１４１．４１μｇ／ｍＬ和１９７．６０μｇ／ｍＬ。
与ＶＣ相比，ＰＢＰ对·ＯＨ和Ｏ２－·自由基的抑制

活性较弱，而对于ＤＰＰＨ自由基的抑制活性较强。

３ 结　语

　　作者以杜梨果为研究对象，在单因素试验的基

础上，通过正 交 试 验，获 得 了 杜 梨 多 糖 最 佳 提 取 工

艺，在料液比为１∶１５，提取温度为９０℃下连续提

取５ｈ，杜梨多糖总提取率可达１８．６５％，相对分子

质量为３９２　９００。根 据 单 糖 组 成 分 析 表 明，杜 梨 多

糖属于富含 阿 拉 伯 和 半 乳 糖 醛 酸 的 新 型 果 胶 类 物

质，其结构不同于苹果和柑橘来源的果胶。通过化

学比色法，以天然抗氧化剂ＶＣ作为阳性对照，分别

测定了杜梨多糖对不同种类自由基的清除活性，表

明其具有良好的抗氧化活性，尤其对ＤＰＰＨ自由基

的清除活性较强，其ＩＣ５０为６１．３７μｇ／ｍＬ，远远小

于ＶＣ（１９７．６０μｇ／ｍＬ），该结果为将杜梨多糖开发

为具有抗氧化功能的新型食品添加剂提供了基础。
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熟制的番茄减慢癌细胞的生长

　　据英国《每日电讯报》报道，《英国营养杂志》日前刊登一项研究显示，多吃番茄有助预防前列腺

癌，经烹饪熟制的西红柿产生的番茄红素可以减慢前列腺癌细胞的生长速度，甚至能把癌细胞杀死。
癌细胞通过" 劫持" 人体健康细胞所需的血液来生长和扩散，而番茄红素可以干扰癌细胞的" 吸

血" 功能。英国朴茨茅斯大学的研究人员现在希望测试这一抗癌过程能否在人体内复制。
研究发现，所有红色的蔬果都含番茄红素，但番茄的番茄红素含量最高；用少许食油烹制的熟番

茄，其中所含番茄红素更易于吸收，它的生物活性也最高。所有癌细胞的生存机制都涉及吸收人体内

的血液供应，但番茄红素的抗癌功能在前列腺癌案例中尤其显着，因为番茄红素容易在前列腺细胞中

积聚。研究结果显示，连续两周每天吃４００克熟番茄，会使血液中番茄红素的含量明显增多。
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