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碱提山茱萸多糖的理化性质及抗氧化活性研究

李　平 ,王艳辉 ,马润宇
 

(北京化工大学 可控化学反应科学与技术基础教育部重点实验室 ,北京　 100029)

摘　要: 目的　研究碱提山茱萸多糖的单糖组成及抗氧化活性。方法　经热水抽提后的山茱萸残渣用碱提取、盐酸

中和、浓缩、透析、乙醇沉淀、 DEA E-纤维素柱色谱分离 ,再通过 Sephadex G-200柱色谱进一步纯化 ,得到白色粉末

状多糖 PF CCⅠ 。结果　该多糖经过完全酸水解、薄层色谱、红外光谱分析 ,证明 P FCCⅠ 由木糖和葡萄糖以 18. 8

∶ 81. 2摩尔比组成 ,平均相对分子质量为 7. 57× 104。 以羟基自由基 (· O H)清除剂苯甲酸和甘露醇为对照 ,用

Fento n反应检测 P FCCⅠ 对· O H的清除作用 ,三者对· O H的清除率达 50%所需浓度为 18, 330, 80μg /mL。

PFCCⅠ 可以有效抑制猪油和芝麻油的氧化 ,对 O÷2 的清除率达 50%所需浓度为 35. 0μg /m L。结论　该多糖为首
次提取制得 ,具有良好的抗油脂氧化及清除自由基能力。

关键词: 山茱萸 ;多糖 ;理化性质 ;抗氧化
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Study on phys iochemical characteristic and antioxidation activity of polysaccharide

extracted with sodium hydroxide from fruit of Cornus off icinalis

LI Ping , W AN G Yan-hui, M A Run-yu

( Key La bo ra tor y o f Science a nd Techno log y o f Co ntro llable Chemical Reactions, M inistry

o f Education, Beijing U niv er sity o f Chemica l T echno log y , Beijing 100029, China)

Abstract: Object　 To study the chemical com po si tio n and antioxidation activi ty of poly saccha ride

f rom the f rui t of Cornus of f icinal is Zieb. et Zucc. Methods　 The po lysaccharide PFCCⅠ was iso lated

f rom C . of f icinalis through Na OH ex tractio n, neutra l reaction, ethano l precipi tation and DEAE-cellulose

column chro mato graphy. It was further purified by Sephadex G-200 co lum n chroma tog raphy. Results　

The m olecular w eigh t of PFCC Ⅰ was 7. 57× 104 . Mo nosaccharide composi tion analy sis by T LC a nd

HPLC sho w ed that it was com po sed of x ylo se a nd g lucose in a m olar ratio of 18. 8∶ 81. 2. PFCCⅠ had

st rong activi ties of oxidation resistance to ax ung e a nd gingi li. It also had an actio n to scav enging hydrox yl

f ree radical (· O H) generated by Fento n ractio n and supero xide anio n f ree radical ( O
÷
2 ) g enerated by pyro-

ga llol autoxidatio n system. The scav enging activi ty to· O H and O
÷
2 w as represented by the co ntent scav-

enging 50% of all radicals o r a nion ( Ec50 ) , w hich w ere 80μg /m L and 35. 0μg /m L respectiv ely. Conclu-

sion　 This po lysaccharide is iso lated f rom C. of f icinal is fo r the fi rst time, which could resist oxidatio n of

ax ung e and gingili a nd scav eng e f ree radical ef fectiv ely.

Key words: Cornus of f icinalis Sieb. et Zucc. ; polysaccha ride; phy siochemical cha racteristic; antioxi-

da tio n

　　山茱萸为山茱萸科植物山茱萸 Cornus of f ici- nal is Sieb. et Zucc. 的干燥成熟果肉 ,性平、味酸 ,
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入肝、肾经 ,具有补肝肾、涩精气、固虚脱的功效
[1 ]
。

山茱萸具有增强免疫系统功能 ,抗休克、降血糖、抗

癌、抗炎抑菌、利尿降压、抗氧化等作用 [2 ]。山茱萸除

被用于医药外 ,还用于制作保健食品、果酱、酒及饮

料
[3 ]
。近年来关于山茱萸化学成分的研究报道较多 ,

但有关山茱萸多糖的研究报道较少。 本实验以四川

产山茱萸为原材料 ,对山茱萸水提取后的残渣用碱

提取 ,研究了碱提山茱萸多糖的理化特性和抗氧化

活性。

1　仪器、材料与试剂

722型可见光栅分光光度计 (北京光学仪器

厂 ) ; Cint ra 20紫外 -可见扫描仪 ( GBC- Aus) ; FT

- IR 170 SX红外光谱仪 ( Nicolet , U S) ;山茱萸购

自四川省绵阳市圣科天然药物研究所 ; DE AE-52

(W ha tma n公司 ) ; Sephadex G-200( Pisca taw ay公

司 ) ;葡萄糖 ,阿拉伯糖、岩藻糖、木糖、半乳糖 (生化

试剂 , Sig ma公司 ) ;番红 (生化试剂 , Sigma公司 ) ;

其他试剂均为国产分析纯。

2　实验方法

2. 1　多糖的提取、分离和纯化: 将已干燥的山茱萸

粉碎 ,依次过 40目、 40～ 60目和 60～ 80目筛。将筛

分后的山茱萸分别用 8～ 10倍体积的 95%乙醇回

流 8 h脱脂 ,降至室温 ,滤过 ,滤渣晾干即为多糖提

取的原料。预处理后的原料先用水提取制备水提多

糖 ,滤过 ,残渣晾干后用 4倍体积 2. 5 mo l /L NaO H

4℃提取 4 h,重复提取两次。 滤过 ,合并滤液 ,用 2

m ol /L HCl中和滤液至中性 ,减压浓缩 ,浓缩液经过

醇沉、洗涤、真空干燥 ,得褐色山茱萸碱提粗多糖

( PFCC)。

取少量 PFCC溶于水 ,离心 ,上清液上 DEAE-

cellulo se柱 ( 2. 6 cm× 100 cm ) ,依次以 0, 0. 1, 0. 3,

0. 5, 1. 0, 2. 0 mol /L Na Cl溶液洗脱 ,流速为 1 m L /

min。苯酚 -硫酸法跟踪检测 ,分部收集各高峰部分的

洗脱液 ,洗脱液经过减压浓缩、透析、醇沉、洗涤、真

空干燥 ,得白色山茱萸多糖。 将此多糖继续以

Sephadex G-200柱 ( 1. 5 cm× 70 cm )纯化后得到白

色山茱萸多糖 ( PFCCⅠ )。

2. 2　糖含量测定:苯酚-硫酸法测定糖含量 ,以葡萄

糖为对照品 ,校正系数取为 0. 9[4 ]。

2. 3　纯度及相对分子质量测定:将 PFCCⅠ纯品溶

于 0. 2 mo l /L NaCl溶液 ,上 Sephadex G-200柱

( 1. 5 cm× 70 cm ) , 0. 2 mol /L NaCl溶液洗脱 ,苯

酚 -硫酸法跟踪检测 ,绘制洗脱曲线。 将 5 mg Dex -

tran T-2000溶于 0. 2 m ol /L Na Cl溶液并定容至

5 m L,上 Sephadex G-200柱 ( 1. 5 cm× 70 cm) , 0. 2

mo l /L Na Cl溶液洗脱 ,洗脱体积为 Ve;将 Dex tran

T-500, T-70, T-40, T-10, PFCCⅠ 以同样的方法上

Sephadex G-200柱 ,得到的洗脱体积分别为 V1。 根

据方程 V1 /Ve = K 1+ K 0 1 gMw 及各标准 Ex tra n T

的相对分子质量计算 PFCCⅠ的相对分子质量。

2. 4　单糖组成分析:精确称取多糖样品 20 mg ,加

入 2 mol /L H2 SO4 2 m L, 110℃水解 8 h,用 BaCO3

中和水解液 ,离心 ,上清液浓缩至 20 mg /m L,备用。

用硅胶板对水解浓缩液进行薄层色谱分析 ,点样量

为 5μL,展开剂为醋酸乙酯-吡啶 -冰醋酸 -水 ( 5∶

5∶ 1∶ 3) ,苯胺 -邻苯二甲酸显色。 HPLC分析:色谱

柱: ZO RBAX N H2 Analytical column ( 5μm, 4. 6

mm× 150 mm ) ,数据处理采用面积归一法 ,单糖对

照品溶液浓度 1 mg /m L,水解样浓度为 20 mg /m L,

进样量为 5μL,流动相为水 -乙腈 ( 22∶ 78) ,流速为

1 m L /min,柱温为 25℃。

2. 5　油脂过氧化值测定: 采用强化实验法进行

PFCCⅠ 对油脂的抗氧化性能研究。将样品置于 65

℃的恒温烘箱中 ,每隔一定时间取样检测其过氧化值

( POV )。 POV测定方法按 GB5009. 37-85标准执行。

2. 6　清除· O H实验方法
[5 ]

: · O H由 EDTANa2-

Fe (Ⅱ ) -H2 O2体系产生 ,由于· O H可特异地使番红

褪色 ,根据褪色程度用比色法来衡量· O H的含量。

反应体系中加入 pH7. 4的磷酸缓冲液 1. 0 m L,番红

溶液 ( 520μg /m L) 0. 2 m L, EDT ANa2-Fe (Ⅱ ) 1. 0

m L,再加入不同浓度的样品溶液 7. 0 m L,最后加入

6% H2O2 0. 8 m L,混合均匀后于 40℃水浴保温 30

min,在 520 nm波长处测吸光度 ( A )值。空白组以等

体积的重蒸水代替样品溶液 ;对照组以等体积的重蒸

水代替样品溶液和 EDTANa2 -Fe(Ⅱ )溶液。实验结

果以清除率 E表示: E= ( A样品 -A空白 )× 100 /( A对照 -

A空白 ) , E c50表示清除率为 50%时的样品浓度。

2. 7　清除 O
÷
2 实验方法

[6 ]
: 先测定邻苯三酚自氧化

吸收光谱 ,确定自氧化速率最大值及最大吸收波长。

在此条件下测定加入样品后反应系统的吸收光谱。

各系统自氧化的速率为 S , S= △A /△ t ,清除率 E=

( S对照 - S样品 )× 100 /S对照。

3　结果与讨论

3. 1　分离纯化与组成分析: 粗多糖 PFCC用

DEAE-cellulose柱进行分离 ,用 0～ 2 mol /L NaCl

溶液洗脱得到 3种不同的组份 ,将主要组份经过

Sephadex G-200纯化后得到 PFCCⅠ 。

PFCCⅠ 经过 Sephadex G-200柱的洗脱曲线
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为单一对称峰 ,可知 PFCCⅠ为相对分子质量均一

的纯品。经凝胶渗透色谱分析 ,可知 PFCCⅠ的重均

相对分子质量为 7. 57× 104。

将 PFCCⅠ 水溶液在 200～ 400 nm波长进行

紫外光谱扫描 ,在 260 nm和 280 nm处未见吸收

峰 ,表明 PFCCⅠ中不含核酸和蛋白质。PFCCⅠ完

全酸水解后用 T LC和 HPLC分析其单糖组成。薄

层色谱图中出现木糖和葡萄糖的斑点 , HPLC色谱

图中出现与木糖 ( 3. 17 min)和葡萄糖 ( 3. 90 min)保

留时间相同的特征峰 ,二者的摩尔比为 18. 8∶

81. 2。

红外光谱检测结果表明: PFCCⅠ在 3 408 ( O-

H伸缩振动 )、 2 887( C-H伸缩振动 )、 1 642( C= O

伸缩振动 )、 1 371, 1 424( C-H变角振动 )及 1 022,

1 150 cm
- 1

( C- O伸缩振动 )处有多糖的特征吸收

峰。其中 1 022, 1 150 cm
- 1的吸收峰提示葡萄糖残

基为吡喃型 , 890 cm- 1处的吸收峰为 β -端基差向异

构的 C-H变角振动。

3. 2　抗氧化性能研究

3. 2. 1　油脂的抗氧化性能:实验以抗氧化剂 VC及

TB HQ作为对比组 ,不加任何抗氧化剂的油脂作对

照组 ,研究了 PFCCⅠ对新鲜猪油和芝麻油的抗氧

化性能 ,实验结果见图 1、图 2。 由图 1, 2可知 ,在几

种抗氧化剂对新鲜猪油的抗氧化实验中 , TB HQ的

抗氧化能力最高 , PFCCⅠ 的抗氧化能力与 V C相

近 ;在对新鲜芝麻油的抗氧化实验中 , PFCCⅠ 与

TB HQ及 V C的抗氧化能力接近 ,说明 PFCCⅠ 可

以有效抑制植物油氧化。

时间 t /d

A-空白 ( cont rol)　 B-PFFCⅠ 　 C-V C　 D-TBHQ

图 1　不同抗氧化剂对猪油的抗氧化作用

Fig. 1　 Antioxidation to axunge by dif ferent antioxidants

3. 2. 2　清除自由基:实验研究了 PFCCⅠ 对油脂的

抗氧化性能后 ,又进行了多糖清除自由基实验。以甘

露醇和苯甲酸作对比 ,研究了 PFCCⅠ 清除羟基自

由基能力 ,实验结果见表 1。 由表 1可知 ,苯甲酸清

时间 t /d

A-空白 ( con trol )　 B-PFFCⅠ 　 C-VC　 D-TB HQ

图 2　不同抗氧化剂对芝麻油的抗氧化作用

Fig. 1　 Antioxidation to gingili by diff erent ant ioxidants

除羟基自由基的能力最强 , PFCCⅠ 清除羟基自由

基的能力比苯甲酸稍弱 ,比甘露醇强 ,三者达 50%

清除率所需浓度 (E c50 )分别为 18, 80, 330μg /m L。

以 V C作对比研究了 PFCCⅠ清除活性氧自由

基的能力 ,实验结果见表 2。由表 2可知 , PFCCⅠ 有

一定的清除 O
÷
2 的能力 ,但其清除能力比 V C稍弱 ,

二者达 50%清除率时所需浓度分别为 35. 0μg /m L

和 22. 7μg /m L。
表 1　不同抗氧化剂对· OH的清除作用

Table 1　 Scavenging ef fect to· OH

by diff erent antioxidants

抗氧化剂 浓度 /(μg· m L- 1 ) E /% Ec50 / (μg· m L- 1 )

甘露醇 　　　 200 43. 3

300 46. 9

400 55. 1 　　　 330

500 64. 0

600 66. 9

700 76. 0

苯甲酸 12. 5 43. 1

25. 0 58. 3

50. 0 68. 6 18. 0

75. 0 82. 3

PFCCⅠ 12. 5 23. 0

25 26. 7

50 38. 0 80

75 48. 0

100 60. 1

12. 5 71. 9

表 2　不同抗氧化剂对 O÷2 的清除作用

Table 2　 Scavenging ef fect to O÷2

by diff erent ant ioxidants

抗氧化剂 浓度 /(μg· m L- 1 ) E /% EC50 / (μg· m L- 1)

VC 20 43. 7

30 67. 1 22. 7

50 82. 1

60 82. 6

PFCCⅠ 25 38. 1

50 68. 0 35. 0
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4　结论

研究表明 ,碱提山茱萸多糖 PFCCⅠ 是由木糖

和葡萄糖以 18. 8∶ 81. 2的摩尔比聚合而成的杂多

糖 ,其水溶性较好。对油脂抗氧化性能实验表明 ,该

多糖具有较好的抗氧化能力 ,是一种较好的天然抗

氧化剂: 对猪油的抗氧化能力接近于 V C,稍弱于

TB HQ;对植物油的抗氧化能力与 V C及 TB HQ接

近。以· O H清除剂苯甲酸和甘露醇为对照 ,用 Fen-

ton反应检测 PFCCⅠ对· O H的清除作用 ,三者对

· O H的清除率达 50%所需浓度为 18, 330, 80μg /

m L,说明该多糖对 Fenton体系产生的羟基自由基

有较强的清除作用 ; PFCCⅠ 对邻苯三酚体系产生

的 O
÷
2 有一定的清除作用 ,但清除率低于相同条件

下 V C对超氧阴离了自由基的清除率 ,二者达 50%

清除率所需浓度分别为 35. 0μg /m L和 22. 7μg /

m L。
References:

[1 ]　 Pan Y, Wang T S. Review of res earch on cons ti tu en ts of

Fructus Corn i [ J ]. J Nanj in g Un iv Tra di t Chin Med (南京

中医药大学学报 ) , 1998, 14( 1): 61-62.

[2 ]　 W ang Y M , Yang Y, Liu C P. Clinical application and phar-

macological action of Fructus Corni [ J] . Henan J Tradi t

Ch in Med (河南中医杂志 ) , 1999, 14( 1): 61-62.

[3 ]　 Zhu M Y, Huang Z M , Yang T B, et a l. Development on

h eal th care bev erage of f ructus Corni [ J] . J Zhengzhou Inst i-

tute Light Ind (郑州轻工学院学报 ) , 1998, 13( 2): 66-70.

[4 ]　 Dong Q, Zheng L Y, Fang J N. M odified ph enol-s ulfu ric

acid method for determinat ion of the con tent of oligo-and

polys accharides [ J] . Chin Pharm J (中国药学杂志 ) , 1996,

31( 9): 550-553.

[5 ]　 Qin D A, Su D, Wang X L. Scavenging action to hyd rox yl

f ree radical of h es peridin [ J] . Chin Pharm J (中国药学杂

志 ) , 1996, 3( 1): 396-398.

[6 ]　 Ren D, W ang Y F, Yao Y X, et al. Inf lu ence of Aloe on s u-

peroxide anion ch ain reactiorn [ J ]. Ch in J Mod Med (中国现

代医学杂志 ) , 1999, 9( 6): 22-24.

长柄梭罗细胞毒活性部位的化学成分研究
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摘　要: 目的　对长柄梭罗 Reevesia longipetiolata树皮具细胞毒活性的醋酸乙酯部分化学成分进行研究。 方法　

采用常压、加压硅胶柱色谱、 Sephadex L H-20凝胶柱色谱、高效液相色谱进行分离和纯化 ,通过理化和波谱分析方

法鉴定化合物结构。结果　从其醋酸乙酯部分分离得到 5个化合物 ,分别鉴定为 β -谷甾醇 (β -sito stero l,Ⅰ )、胡萝卜
苷 ( daucoster ol,Ⅱ )、白桦脂酸 ( betulinic acid,Ⅲ )、羽扇豆醇 ( lupeol,Ⅳ )和 (+ ) -儿茶素 [(+ ) -catechin,Ⅴ ]。结论　

5个化合物均为首次从该属植物中分得 ,并分别讨论了它们的细胞毒活性。
关键词: 长柄梭罗 ;细胞毒 ;化学成分
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Studies on chemical constituents of cytotoxicity portion in bark of Reeves ia longipet iolat
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Abstract: Object　 To study the chemical co nsti tuents of cy to tox icity portion in the bark of Reevesia

longipetiolata Mer r. et Chun. Methods　 The consti tuents w ere iso la ted and purified by v arious chro-

ma tog raphic methods, such as gel colum n chroma tog raphy under no rmal pressure a nd increased pressure,

Sephadex LH-20 column ch ro matog ra phy a nd HPLC, and the st ructures w ere identified by phy sicochemi-

cal properties a nd spect ral a nalysis. Results　 Five com po unds w ere obtained in the ethyl aceta te f ractio ns

and identified as β -si tostero l (Ⅰ ) , daucosterol (Ⅱ ) , betulinic acid (Ⅲ ) , lupeol (Ⅳ ) and (+ ) -ca techin

(Ⅴ ) . Conclusion　 All abov e co mpo unds are o btained fro m the plants o f Reevesia Lindl. fo r the fi rst tim e,

and thei r cy to toxicity is discussed.
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