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三七药渣中主要多糖成分的分离纯化及其抗氧化活性研究  
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摘  要：目的  分离纯化三七药渣中主要多糖组分，分析其单糖组成，并对比研究各组分多糖的抗氧化活性。方法  采用水

提醇沉法提取三七药渣粗多糖；经 DEAE Fast Flow 阴离子交换柱、Sephadex G-50 柱色谱法进行分离纯化。采用高效凝胶渗

透色谱（HPGPC）法测定其相对分子质量及纯度，通过扫描电子显微镜（Scanning Electron Microscope，SEM）、傅里叶变

换红外光谱仪（Fourier Transform Infrared spectroscopy，FT-IR）、HPLC-衍生化等方法对各组分多糖的单糖组成和初级结构

进行分析。分析其抗氧化能力以及对RAW 264.7细胞氧化损伤的保护作用。结果  分离得到3个多糖组分（PNPS-0、PNPS-0.2、

PNPS-0.3），3 者的单糖组成和比例存在差异：PNPS-0 主要由 D-葡萄糖（52.28%）和 D-半乳糖（34.14%）组成；PNPS-0.2

主要由 D-半乳糖（40.89%）、D-阿拉伯糖（19.38%）和 D-葡萄糖（12.25%）组成；PNPS-0.3 主要由 D-葡萄糖醛酸（40.43%）、

D-半乳糖（22.61%）和 D-葡萄糖（18.32%）组成。抗氧化结果表明，PNPS-0.3 的总还原能力最强，对 DPPH 自由基、OH−

自由基、ABTS 自由基以及超氧阴离子自由基的清除活性最高，对 RAW 264.7 细胞氧化损伤保护作用最好，并呈现浓度相关

性。结论  从三七药渣中得到了 3 种具有抗氧化活性的多糖片段，抗氧化活性与多糖结构密切相关。为三七资源的二次开发

利用提供了新的研究思路。 
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Abstract: Objective  To separate and purify the main polysaccharide components from Panax notoginseng residues, analyze its 

monosaccharide composition and compare its antioxidant activities. Methods  The crude polysaccharides from P. notoginseng 

residues (PNPS) were extracted by water extraction and alcohol precipitation, and separated and purified by DEAE Fast Flow anion 

exchange column and Sephadex G-50 column. The relative molecular mass was analyzed by HPGPC and the monosaccharide 

composition and primary structure were preliminarily identified by scanning electron microscope (SEM), Fourier transform infrared 

spectroscopy (FT-IR), HPLC of derivatizing method. The antioxidant capacity and the protective effect of polysaccharide 

components on oxidative damage of RAW264.7 cells were explored. Results  Three polysaccharide components (PNPS-0, 

PNPS-0.2, and PNPS-0.3) were isolated and purified. There were differences in monosaccharide composition and proportion among 
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the three: PNPS-0 was mainly composed of D-glucose (52.28%) and D-galactose (34.14%), PNPS-0.2 was mainly composed of 

D-galactose (40.89%), D-arabinose (19.38%) and D-glucose (12.25%) and PNPS-0.3 was mainly composed of D-glucuronic acid 

(40.43%), D-galactose (22.61%) and D-glucose (18.32%). The antioxidant results showed that PNPS-0.3 had the strongest total 

reducing ability, the highest scavenging activity on DPPH free radical, OH− free radical, ABTS free radical and superoxide anion free 

radical, and the protective effect on oxidative damage of RAW 264.7 cells was the best in a concentration dependent manner. 

Conclusion  Three polysaccharide fragments with antioxidant activity were obtained from P. notoginseng residues. The antioxidant 

activity was closely related to the structure and composition of polysaccharide. Therefore, this study provides a new research idea for 

the secondary development and utilization of P. notoginseng resources. 

Key words: Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen; polysaccharide; structure-activity relationship; monosaccharide composition; 

antioxidant; resources; D-glucose; D-galactose; D-arabinose; D-glucuronic acid  

 

中药药渣是指从中药材中提取目标活性成分后

所产生的废料、废渣。高湿中药渣较易滋生微生物

菌而发霉变质，发出恶臭气味，堆放占用大量空间，

掩埋会造成地下水的二次污染，晒干焚烧又会带来

环境污染，均不利于生态环保，严重制约中药产业

的可持续发展[1]。随着中医药产业持续健康发展目

标的提出以及绿色环保和可持续发展理念日益深入

人心，越来越多的研究趋向于中药材资源最大化利

用[2]。 

三 七 是 五 加 科 人 参 属 植 物 三 七 Panax 

notoginseng (Burk.) F. H. Chen 的干燥根及根茎，多

数以三七入药的产品（诸如血塞通、复方丹参滴丸

等）以皂苷成分入药[3-4]，醇提皂苷成分后残留的药

渣被丢弃。药渣残留的大量生物活性物质，如多糖、

氨基酸类（主要为三七素）、蛋白质类、挥发油等[5]

尚未得到有效利用。因此，深入挖掘、利用三七药

渣中的活性成分，变废为宝，不仅能增加企业的经

济效益，而且对三七的二次开发利用和资源的可持

续发展具有重要研究意义和应用价值。 

三七多糖（Panax notoginseng polysaccharides）

是三七药渣中大量存在的活性物质。本课题组前期

研究表明，三七多糖具有调节机体免疫力、抗肿瘤、

抗氧化等多种药理活性[6]。本研究拟以三七药渣废

弃物为研究对象，从中获取具有生理活性的多糖片

段，系统分析其结构组成，并从离体-细胞水平对其

抗氧化活性进行研究。在此基础上，探索并阐明三

七多糖结构-活性之间的内在关联。本研究可为中药

药渣资源开发利用提供新的研究视角，同时为三七

资源的可持续利用提供新的研究思路和技术储备。 

1  材料与仪器 

1.1  仪器 

HF-100 CO2 型培养箱，上海力康生物有限公

司；Scientz-10ND 型冷冻干燥机，宁波新芝生物科

技股份有限公司；CTK-32R 型高速离心机，湖南湘

仪仪器有限公司；UV-2600 型紫外可见分光光度计，

日本岛津公司；CKX41 型倒置显微镜，中国奥林巴

斯有限公司；3100 高效液相色谱仪，依利特分析仪

器有限公司；Varioskan LUX 型酶标仪，美国赛默

飞世尔科技公司；MIRA LMSALPHAII 型扫描电子

显微镜（SEM），捷克泰思肯有限公司；EMXplus-6/1

型顺磁共振波谱仪、傅里叶变换红外光谱仪，德国

布鲁克科技有限公司；Nikon Eclipse C1 激光共聚焦

显微镜，日本尼康公司。 

1.2  材料 

三七药渣，皂苷提取工艺中产生的废弃物，批

号 210813，来源于昆明华润圣火药业有限公司；

RAW264.7 细胞，购自北京协和细胞资源中心；D-

无水葡萄糖（Glu），批号 1122A0219，质量分数＞

98%，北京索莱宝科技有限公司；L-鼠李糖（Rha，

批号 O12A10K95105，质量分数＞98%）、L-阿拉伯

糖（Ara，批号 J24M10R89091，质量分数＞98%）、

D-木糖（Xyl，批号 D17N9S74410，质量分数＞

99%）、D-甘露糖（Man，批号 C25D8H51117，质

量 分 数 ＞ 99% ）、 D- 半 乳 糖 （ Gal ， 批 号

H16N10C102439，质量分数＞99%）、D-半乳糖醛酸

（GalUA，批号 M13N10C64281，质量分数＞97%）、

D-葡萄糖醛酸（GluUA，批号 P28N10F37892，质

量分数＞96%），均购于上海源叶生物科技有限公

司；DEAE Sepharose Fast Flow 填料，美国 Cytiva

公司；Sephadex G-50 填料以及各规格单糖标准品，

上海源叶生物科技有限公司。 

1-苯基 -3-甲基 -5-吡唑啉酮（PMP），批号

FI190025，萨恩化学技术（上海）有限公司；三氟

乙酸（TFA），批号 RH240475，广州苏维化工有限

公司；抗坏血酸（维生素 C，VC），批号 20200520，

国药集团化学试剂有限公司；1,1-二苯基-2-苦基肼
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自由基（DPPH），批号 C12550543，上海麦克林公

司；2,2′-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐

（ABTS，批号 091021220530）、荧光红染料（Ample 

Red ， 批 号 030722220414 ）、 MTT （ 批 号

020328905117）、DAPI染色液（批号021119313462），

均购于碧云天生物技术有限公司；色谱级乙腈，美

国 Sigma 公司；胎牛血清（FBS，批号 2148389）、

DMEM 培养基（批号 8122030），均购于美国 Gibco

公司；总超氧化物歧化酶（SOD）测定试剂盒（批

号 20210619）、过氧化氢酶（CAT）测定试剂盒（批

号 20210801）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）测

定试剂盒（批号 20210716），均购于南京建成生物

工程研究所；其余试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  粗多糖的提取 

工业生产中常用 70%乙醇提取三七皂苷，用大

孔树脂纯化皂苷，而多糖等其他大分子有效成分仍

留在废渣、废液中，未得到有效利用。参照于少朋

等[7]的方法，取三七药渣 200 g，粉碎后过 80 目筛，

加入 20 倍体积的蒸馏水，浸泡 4 h，75 ℃提取 3

次，每次 2 h。合并提取液，减压浓缩至总体积的

1/5，4500 r/min（离心半径为 13.5 cm）离心 10 min，

弃沉淀，使用 Sevage 法[8]脱蛋白质。然后加入 3 倍

体积无水乙醇，4 ℃静置 24 h 使其完全沉淀，4500 

r/min（离心半径为 13.5 cm）离心 10 min，将离心

后的多糖加水复溶后在 60 ℃水浴挥发至无明显的

乙醇气味，透析［截留相对分子质量（Mw）3500］

后冻干得粗多糖。计算粗多糖提取率（提取率＝冻

干粗多糖质量/三七药渣质量），重复 3 次取平均值。

粗多糖提取流程见图 1，得率为 3.12%。 

2.2  粗多糖的分离纯化 

将粗多糖溶解在蒸馏水中，配制成 10 mg/mL

溶液，使用 DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子交换

柱（60 cm×4 cm，体积流量 1 mL/min，0～1.0 mol/L 

NaCl 溶液梯度洗脱）、Sephadex G-50 葡聚糖凝胶色

谱柱（110 cm×2.4 cm，体积流量 0.5 mL/min，0.1 

mol/L NaCl 洗脱）对粗多糖进一步纯化。以每管 10 

mL 收集洗脱液，苯酚-硫酸法[9]检测洗脱液 490 nm

处吸光度（A）值并绘制洗脱曲线。根据洗脱曲线

收集样品，透析（截留 Mw 3500），真空冷冻干燥。

将多糖组分制成质量浓度为 1.0 mg/mL 的溶液，

200～400 nm 波长下进行紫外扫描，检测样品中核 
 

 

图 1  PNPS 提取分离工艺流程和 DEAE Sepharose Fast Flow 琼脂糖凝胶柱洗脱曲线 

Fig. 1  Extraction and purification process of PNPS and elution curve of PNPS using a DEAE Sepharose Fast Flow agarose gel 
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酸、蛋白质及肽类等杂质的含量。经过进一步分离

纯化得到粗多糖中主要含有 3 个组分 PNPS-0、

PNPS-0.2、PNPS-0.3，洗脱曲线见图 2，得率分别

为 10.26%、32.15%、23.27%。各组分多糖通过紫外

吸收光谱全波长扫描后，均在 260、280 nm 处均无 

 

 

 

图 2  多糖组分 Sephadex G-50 凝胶柱的洗脱曲线 

Fig. 2  Elution curve of polysaccharide compositions using a 

Sephadex G-50 gel preparative column 

明显吸收峰，表明纯化后的多糖组分不含核酸、蛋

白质及肽类等杂质。 

2.3  多糖组分的初级结构表征 

2.3.1  多糖组分纯度和 Mw 测定  精密称定样品和

对照品 5.0 mg，样品配制成 5.0 mg/mL 溶液，12 000 

r/min（离心半径为 6.3 cm）离心 10 min，取上清液

过滤（0.22 μm），通过 HPGPC 测定多糖 Mw 和纯度。

色谱条件：色谱柱为 BRT105-104-102 串联凝胶柱

（300 mm×8 mm，5 μm）；流动相为 0.05 mol/L NaCl

溶液；体积流量 0.6 mL/min；柱温 40 ℃；进样量

20 μL；检测器：RI-10A 示差检测器；lgMw-tR 校正

曲线方程为 lgMw＝12.27－0.193 7 tR，R2＝0.992 9。

结果（图 3）表明，3 个多糖组分均为单峰，PNPS-0、

PNPS-0.2、PNPS-0.3 均为纯度较高的均一多糖，

Mw 分别为 29 152、173 876、104 201。 

 

 

 

图 3  多糖组分 HPGPC 色谱图 

Fig. 3  HPGPC spectrum of polysaccharide compositions 

2.3.2  多糖组分的 SEM 分析  取少量各组分多糖

的冻干粉末均匀粘在导电胶上，真空喷金制样，操

作电压为 3.0 kV，观察其微观结构。结果如图 4 所

示，各组分多糖的表面基本相似，PNPS-0.2和PNPS- 

0.3 表面光滑丝状，PNPS-0 相比于 PNPS-0.2 和

PNPS-0.3 表面稍粗糙，没有明显的微观形态变化。 
 

   

图 4  多糖组分 SEM 图 (比例尺 1 μm) 

Fig. 4  SEM image analysis of polysaccharide compositions (scale bar: 1 μm) 
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2.3.3  多糖组分的 FT-IR 分析  将 2 mg 多糖样品

与 200 mg 干燥 KBr 一起研磨混匀，用压片机压成

薄片后用 FT-IR 光谱仪在 4000～500 cm−1 进行扫

描，记录扫描图谱。结果如图 5 所示，约在 3415 cm−1

为多糖的-OH 伸缩振动特征峰；在 2929 cm−1 附近

为-C-H 的伸缩振动吸收峰。约在 1741 cm−1 和 1630 

cm−1 处由酯羰基（-COOR）和羧酸酯（-COO−）伸

缩振动造成的吸收峰在 3 组分多糖中区别尤为明

显，提示 PNPS-0.2、PNPS-0.3 中含有羧基官能团[10]。

约在 906 cm−1 处的吸收峰，表明存在 D-吡喃葡萄糖

基[11]。在 964～1147 cm−1 的 A 值表示含有吡喃糖单

位[12]，约在 1248 cm−1 为糖醛酸单元的羧酸部分吸

收峰，约在 1020、1108 cm−1 处相对强的吸收峰，

代表糖醛酸含量[13]，得出 PNPS-0.3 中糖醛酸含量

较高。 

 

图 5  多糖组分 FT-IR 图谱 

Fig. 5  FT-IR spectrum of polysaccharide compositions 

2.3.4  多糖组分的单糖组成分析  采用 PMP 柱前

衍生化的方法[14]分析单糖组成。单糖对照品的制

备：精密称定甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄

糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖各标准

单糖 5.0 mg，溶于 8 mL 浓氨水中，取 800 μL 加入

等体积 PMP（0.5 mol/L），70 ℃水浴反应 30 min，

冷却至室温，加入 3 mL 的水，置于 55 ℃真空干燥

箱挥干，加水重复 2 次。加入 1 mL 去离子水和 1 mL

氯仿，涡旋萃取 3～5 次除去多余的 PMP，收集上

层水相，滤过（0.22 μm），待用。多糖组分样品制

备：参考 Qiao 等方法[15]，精密称定 5.0 mg 多糖，

加入 2 mL TFA（4 mol/L），120 ℃油浴搅拌 6 h 至

溶液澄清透明，冷却至室温。挥干 TFA。随后将水

解产物溶于 300 μL 浓氨水，涡旋混匀。按上述单糖

衍生化方法处理，待用。 

色谱条件：依利特 E3121805 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm），柱温 30 ℃，流动相配比为磷酸盐

缓冲液（0.1 mol/L，pH 6.7）-乙腈（83∶17），体积

流量 1 mL/min，检测波长 245 nm。结果如图 6 所示，

3 种多糖具有不同的单糖组成和比例。如表 1 所示，

其中 PNPS-0 主要由 D-葡萄糖和 D-半乳糖组成，物

质的量占比分别为 52.58%和 34.14%；PNPS-0.2 主

要由 D-半乳糖、D-阿拉伯糖和 D-葡萄糖组成，物

质的量占比分别为 40.89%、19.38%和 12.25%；

PNPS-0.3 主要由 D-葡萄糖醛酸、D-半乳糖和 D-葡

萄糖组成，物质的量占比分别为 40.43%、22.61%、

18.32%。就糖醛酸含量而言，PNPS-0.3 中含量最高

为 42.26%（物质的量占比），明显高于前两者，与

FT-IR 结果一致。 
 

 

 

 

 

A- 混 合 对 照 品   B-PNPS-0  C-PNPS-0.2  D-PNPS-0.3  

1-PMP  2-Man  3-Rham  4-GalUA  5-GlcUA  6-Glc  7-Gal  

8-Xyl  9-Ara 

A-mixed reference substances  B-PNPS-0  C-PNPS-0.2  

D-PNPS-0.3  1-PMP  2-Man  3-Rham  4-GalUA  5-GlcUA  

6-Glc  7-Gal  8-Xyl  9-Ara 

图 6  单糖组成 HPLC 分析 

Fig. 6  HPLC of monosaccharide composition analysis 

表 1  单糖组成 

Table 1  Composition of monosaccharides 

样品 
摩尔分数/% 

Man Rham GlcUA GalUA Glc Gal Ara 

PNPS-0 1.67 5.12 − 1.54 52.58 34.14 4.95 

PNPS-0.2 5.00 7.80 6.98 7.70 12.25 40.89 19.38 

PNPS-0.3 1.41 6.22 40.43 1.83 18.32 22.61 9.18 
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2.4  多糖组分体外抗氧化活性研究 

以 VC 为阳性对照，去离子水为空白对照进行

下列抗氧化活性评价。 

2.4.1  DPPH 自由基清除活性测定  分别准确配制

0～5 mg/mL 浓度梯度的多糖样品，参考 Fan 等[16]

的方法，取 500 μL 样品加入 500 μL 的 DPPH 溶液，

避光涡旋混匀，放置 30 min，5000 r/min（离心半径

为 6.3 cm）离心 10 min。取上清液于 517 nm 下测 A

值，按下式计算 DPPH 自由基清除率。 

DPPH 自由基清除率＝1－(A1－A2)/A3 

结果如表 2 所示，阳性对照 VC 在 5 mg/mL 时，

对 DPPH 自由基的清除率为 90.07%。PNPS-0、

PNPS-0.2、PNPS-0.3 在 1～5 mg/mL 时对 DPPH 自

由基均具有一定的清除率能力，且呈明显浓度相关

性。相同剂量下，活性为 PNPS-0.3＞PNPS-0.2＞

PNPS-0。PNPS-0.3 表现出最强的 DPPH 自由基清

除能力，IC50 值为 2.94 mg/mL。PNPS-0.3（5 mg/mL）

对 DPPH 自由的清除能力比 PNPS-0.2、PNPS-0 分

别提高 8.49%、28.55%（P＜0.01）。 

2.4.2  OH−自由基清除能力测定  分别准确配制 

表 2  多糖组分对 DPPH 自由基的清除能力 ( x s , n = 3) 

Table 2  DPPH free radical scavenging ability of polysaccharide compositions ( x s , n = 3) 

样品 
DPPH 自由基清除率/% 

1 mg·mL−1 2 mg·mL−1 3 mg·mL−1 4 mg·mL−1 5 mg·mL−1 

VC 82.77±0.97 84.08±1.17 85.74±0.97 88.41±1.92 90.07±2.33 

PNPS-0 18.06±1.23 21.30±2.36 23.92±0.75 28.68±2.10 36.47±1.07 

PNPS-0.2 27.81±1.25** 32.71±1.72** 40.58±1.16*** 47.57±2.76** 56.54±1.04*** 

PNPS-0.3 33.28±0.45***## 38.35±0.86***# 48.58±0.75***## 62.48±1.34***## 65.02±1.39***## 

与 PNPS-0 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 PNPS-0.2 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，下表同 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs PNPS-0 group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs PNPS-0.2 group, same as below tables 

0～5 mg/mL 质量浓度梯度的多糖样品，参考 Xie

等[17]方法，取 500 μL 样品，依次加入等体积 6 

mmol/L FeSO4 溶液、6 mmol/L 水杨酸-无水乙醇溶

液、8 mmol/L H2O2 溶液（启动反应），37 ℃水浴加

热 60 min，于 510 nm 测定 A 值。按“2.4.1”项公

式计算羟基自由基的清除率。 

结果如表 3 所示，阳性对照 VC 在 5 mg/mL 时，

对 OH−自由基的清除率为 96.09%。PNPS-0、PNPS- 

0.2、PNPS-0.3 在 1～5 mg/mL 时对 OH−自由基均具

有一定的清除率能力，且呈明显浓度相关性。相同

剂量下，活性为 PNPS-0.3＞PNPS-0.2＞PNPS-0。

PNPS-0.3 表现出最强的抗氧化活性，IC50 为 0.97 

mg/mL。PNPS-0.3（5 mg/mL）对 OH−自由基的清

除能力比 PNPS-0.2、PNPS-0 分别提高 22.23%、

53.59%（P＜0.01）。 

2.4.3  ABTS 自由基清除活性测定  参考 He 等[18]

方法，将 0～5 mg/mL 质量浓度梯度的多糖样品 10 

μL 加入 200 μL ABTS 工作液，室温避光孵育 6 min，

于 734 nm 下测 A 值。按“2.4.1”项计算 ABTS 自

由基清除率。 

结果如表 4 所示，阳性对照 VC 在 5 mg/mL 时

对 ABTS 自由基的清除率分别为 98.73%。PNPS-0、

PNPS-0.2、PNPS-0.3 在 1～5 mg/mL 时对 ABTS 自

由基均具有一定的清除能力，且呈明显浓度相关性。

相同剂量下，活性为 PNPS-0.3＞PNPS- 0.2＞

PNPS-0。PNPS-0.3 表现出最强的 ABTS 自由基清

除能力，IC50 值为 2.15 mg/mL。PNPS-0.3（5 mg/mL）

对 ABTS 自由基的清除能力比 PNPS-0.2、PNPS-0

分别提高 2.07%、34.48%（P＜0.01）。 

2.4.4  总还原力测定  参考 Huo 等[19]的方法，分别 

表 3  多糖组分对 OH−自由基的清除能力 ( x s , n = 3) 

Table 3  OH− free radical scavenging ability of polysaccharide compositions ( x s , n = 3) 

样品 
OH−自由基清除率/% 

1 mg·mL−1 2 mg·mL−1 3 mg·mL−1 4 mg·mL−1 5 mg·mL−1 

VC 92.87±0.12 93.52±0.46 94.76±0.31 95.60±0.28 96.09±0.23 

PNPS-0 17.70±0.91 18.93±0.40 27.39±1.88 28.27±1.03 28.67±1.47 

PNPS-0.2 28.22±0.92*** 41.08±1.13*** 42.04±0.92*** 51.81±0.94*** 59.91±2.37*** 

PNPS-0.3 48.59±0.42***### 62.33±0.88***### 71.63±0.94***### 80.36±1.27***### 82.62±1.03***### 
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表 4  多糖组分对 ABTS 自由基的清除能力 ( x s , n = 3) 

Table 4  ABTS free radical scavenging ability of polysaccharide compositions ( x s , n = 3) 

样品 
ABTS 自由基清除率/% 

1 mg·mL−1 2 mg·mL−1 3 mg·mL−1 4 mg·mL−1 5 mg·mL−1 

VC 94.45±1.82 95.79±0.43 97.62±0.45 98.14±0.55 98.73±0.29 

PNPS-0 14.27±0.59 17.89±1.03 24.44±1.60 30.61±1.69 33.96±0.13 

PNPS-0.2 26.65±0.70*** 43.02±1.16*** 58.19±0.51*** 63.56±2.70*** 66.73±0.34* 

PNPS-0.3 29.06±0.51***# 47.71±1.13***# 64.98±1.37***## 66.94±2.15*** 68.80±0.69***### 

 

吸取 0～5 mg/mL 质量浓度梯度的多糖样品溶液

250 μL，加入等体积的磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L，

pH 6.6）和 1%铁氰化钾溶液，在 50 ℃条件下孵育

20 min，随后加入 250 μL 10%三氯乙酸，4000 r/min

（离心半径为 6.3 cm）离心 10 min，取上清液 500 μL，

加入等体积 0.1%三氯化铁，在 700 nm 波长处检测

A 值。检测获得的 A 值即为总还原力。 

结果如表 5 所示，相同剂量下，各组分多糖的

总还原能力为 PNPS-0.3＞PNPS-0.2＞PNPS-0，与体

外自由基清除趋势一致。 

2.4.5  顺磁共振波谱检测多糖组分对 DPPH、OH−、

超氧阴离子自由基的清除能力  将各组分多糖配置

成 5 mg/mL 溶液，参考 Romanet 等[20]的方法，取等

量的分散液和捕获剂混合，再用毛细管吸取适量混

合液，加入石英管后插入样品腔。以自由基捕获剂

5,5-二甲基 -1-吡咯啉 -N-氧化物（ 5,5-dimethyl- 

1-pyrroline N-oxide，DMPO）为对照，对样品进行

扫谱，通过 EPR 谱图分析各组分多糖对 DPPH 自由

基、OH−自由基、超氧阴离子自由基的清除能力。 

EPR 结果显示（图 7），各组分多糖对 DPPH 自

由基、OH−自由基、超氧阴离子自由基存在一定的

清除能力，其中 PNPS-0.3 的清除能力最强，与体外

自由基清除趋势一致。 

2.4.6  数据处理与分析  所有数据用 x s 表示，

SPSS 19.0 软件进行 ANOVA 单因素方差分析，P＜

0.05 为显著性差异；使用 GraphPad Prism 8.0 软件 

表 5  多糖组分的总还原能力 ( x s , n = 3) 

Table 5  Total reducing power of polysaccharide compositions ( x s , n = 3) 

样品 
总还原能力（A） 

1 mg·mL−1 2 mg·mL−1 3 mg·mL−1 4 mg·mL−1 5 mg·mL−1 

VC 3.74±0.06 4.52±0.01 5.27±0.17 5.33±0.10 5.56±0.04 

PNPS-0 0.84±0.01 0.83±0.02 0.87±0.01 0.88±0.01 0.88±0.01 

PNPS-0.2 0.94±0.03** 0.97±0.01*** 1.00±0.01*** 1.07±0.01*** 1.10±0.01* 

PNPS-0.3 0.96±0.03** 0.99±0.01***# 1.02±0.01***## 1.13±0.02***# 1.17±0.02***### 

 

   

图 7  各组分多糖 EPR 抗氧化分析 

Fig. 7  EPR antioxidant analysis of polysaccharide compositions 
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对实验数据进行 t 检验和制图。 

2.5  多糖组分对 RAW264.7 细胞氧化损伤保护作

用的研究 

2.5.1  RAW264.7 细胞的培养  RAW264.7 细胞在含

有 10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素溶液的 DMEM

培养基中，于 37 ℃和 5% CO2 的培养箱中培养。 

2.5.2  多糖对 H2O2 诱导 RAW264.7 细胞损伤的保

护作用  参考 Wang 等[21]的方法，将指数生长期的

RAW264.7 细胞以 1×104个/孔接种在 96 孔板中。

12 h 后给药（多糖终质量浓度为 0～200 μg/mL），

培养 24 h 后每孔加入 10 μL H2O2 溶液（终浓度 800 

μmol/L），继续培养 2 h，参照 Yuzbasioglu 等[22]的

方法进行 MTT 检测，结果见图 8。结果 H2O2处理

组细胞存活率为 50.27%，如表 6 所示，各组分多糖

对 H2O2 诱导的细胞损伤均具有一定的保护作用，

而且呈现出浓度相关性。其中 PNPS-0.3 对氧化损伤

的保护效果最好，在给药质量浓度 200 μg/mL 时，

其细胞存活率比 PNPS-0.2、PNPS-0 分别提高了

9.98%、32.29%（P＜0.05）。 

2.5.3  多糖对 RW264.7 细胞液抗氧化酶活性的影

响  将 RAW264.7 细胞（2×104 个/孔）接种到 96

孔板中。12 h 后给药（多糖终质量浓度为 0、50、 

 

图 8  给药 24 h 细胞状态 (比例尺 40 μm) 

Fig. 8  Cell state of after administration 24 h (scale bar: 40 μm) 

表 6  多糖对 H2O2氧化损伤 RAW264.7 细胞保护作用 ( x s , n = 3) 

Table 6  Protective effect of polysaccharide on oxidative damage of RAW264.7 cells by H2O2 ( x s , n = 3) 

样品 
细胞存活率/% 

12.5 μg·mL−1 25 μg·mL−1 50 μg·mL−1 100 μg·mL−1 200 μg·mL−1 

PNPS-0 49.55±0.51 52.10±0.49 52.59±0.67 56.00±1.83 60.56±0.51 

PNPS-0.2 52.85±0.53** 62.97±0.63*** 70.08±0.72*** 77.34±0.62*** 83.85±0.85*** 

PNPS-0.3 68.30±0.53***### 69.94±1.10***## 75.16±0.84***## 81.50±1.50***## 92.85±0.85***# 

 

100、200 μg/mL），继续培养 24 h，再用 H2O2（400 

μmol/L）培养 2 h。然后收集培养基上清液，参考

Zhou 等[23]的方法，测定细胞液中 SOD、CAT、GSH- 

Px 含量。结果细胞液中 SOD、CAT、GSH-Px 3 种

抗氧化酶水平分别为未处理组：（7.13±0.21）U/mL、

（14.87±0.21）U/mL、（62.62±0.10）μmol/mL；H2O2

处理组：（2.47±0.21）U/mL、（6.85±0.24）U/mL、

（29.97±1.81）μmol/mL。 

如表 7 所示，多糖组分能显著提升细胞液中

SOD、CAT、GSH-Px 3 种抗氧化酶水平，减轻 H2O2

对 RAW264.7 细胞氧化损伤的程度[24]。抗氧化的效

果表现为 PNPS-0.3＞PNPS-0.2＞PNPS-0，并呈现明

显量效关系。质量浓度 200 μg/mL 时，PNPS-0.3 处

理组细胞液中 SOD、CAT、GSH-Px 3 种抗氧化酶

水平比 PNPS-0.2 组分别增加 5.26%、7.42%、4.99%

（P＜0.05）；比 PNPS-0 组分别增加 32.7%、15.76%、 

表 7  多糖组分对 RAW264.7 细胞液中 SOD、CAT、GSH-Px 含量的影响 ( x s , n = 3) 

Table 7  Effects of polysaccharide components on SOD, CAT, GSH-Px contents in RAW264.7 cell fluid ( x s , n = 3) 

样品 
SOD/(U∙mL−1) CAT/(U∙mL−1) GSH-Px/(μmol∙mL−1) 

50 μg·mL−1 100 μg·mL−1 200 μg·mL−1 50 μg·mL−1 100 μg·mL−1 200 μg·mL−1 50 μg·mL−1 100 μg·mL−1 200 μg·mL−1 

PNPS-0 2.55±0.09 3.05±0.07 3.61±0.15 7.56±0.24 8.21±0.11 11.12±0.13 29.23±0.81 35.62±0.85 41.14±1.47 

PNPS-0.2 3.10±0.15* 4.22±0.16*** 5.57±0.18*** 8.38±0.32* 10.09±0.09*** 12.36±0.10*** 34.89±1.19** 39.48±0.45** 48.55±0.61** 

PNPS-0.3 3.10±0.11* 5.16±0.13***## 5.84±0.17***# 9.69±0.05***## 11.53±0.21***## 13.46±0.18***## 38.64±1.22***# 43.50±1.32**# 51.67±1.36**# 

对照                           PNPS-0                         PNPS-0.2                       PNPS-0.3 
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16.83%（P＜0.05），说明其展现出良好的抗细胞氧

化损伤能力。 

2.5.4  多糖对 RAW264.7 细胞氧化损伤保护的荧光

定性及定量分析  参考 Zhao 等[25]的方法，采用

“2.4.3”项方法处理细胞，随后加入荧光红染料，

37 ℃孵育 30 min，用 PBS 洗 3 遍，4%多聚甲醛固

定，并用 DAPI 染色 10 min。然后使用激光共聚焦

显微镜，在激发波长 570 nm 下观察不同处理条件

下的红色荧光强度，以未处理（空白）组，H2O2

处理（对照）组为参照，做定性分析。按照上述方

法，细胞培养在黑色 96 孔板中，使用多功能酶标仪

对不同处理条件下的细胞（激发波长 570 nm，发射

波长 585 nm）进行荧光定量分析。采用荧光探针（红

色）标记 H2O2
[26]。结果显示，经不同多糖处理后，

红色荧光强度：对照＞PNPS-0＞PNPS-0.2＞PNPS- 

0.3＞空白（图 9），进一步证明多糖在 H2O2诱导的

细胞损伤中发挥着有效的保护作用。 

进一步，通过定量分析可知（表 8），PNPS-0.3 

 

 

 

图 9  各组分多糖对 RAW264.7 细胞氧化损伤保护的荧光定性分析 (比例尺 20 μm) 

Fig. 9  Fluorescence qualitative analysis of protective effect of polysaccharides on oxidative damage of RAW264.7 cells (scale 

bar 20 μm) 

表 8  各组分多糖对 RAW264.7 细胞氧化损伤保护的荧光定

量分析 ( x s , n = 3) 

Table 8  Fluorescence quantitative analysis of protective 

effect of polysaccharides on oxidative damage of RAW264.7 

cells ( x s , n = 3) 

组别 相对荧光强度/% 组别 相对荧光强度/% 

空白 25.47±1.18*** PNPS-0.2 45.27±1.51***### 

对照 100.00±3.72 PNPS-0.3 27.43±1.10***###ΔΔΔ 

PNPS-0 89.25±2.74*   

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；与 PNPS-0 组比较：###P＜

0.001；与 PNPS-0.2 组比较：ΔΔΔP＜0.001 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs PNPS-0 group; 

ΔΔΔP < 0.001 vs PNPS-0.2 group 

在给药质量浓度 200 μg/mL 时，荧光强度仅为 Con

组的 27.43%，与 Blank 组无统计学差异，其相对荧

光定量指标比 PNPS-0.2、PNPS-0 分别降低了

17.84%、61.82%（P＜0.05）。 

3  讨论 

随着心脑血管疾病日益年轻化，三七药材的用

量也日益增加，但近年来，可供种植的道地产区日

益缺少，加之其种植采收加工消耗大量人力物力，

三七药材的品质保证以及综合利用刻不容缓，三七

药渣资源的二次开发利用对三七产业的延续至关重

要[27]。如果能在三七皂苷生产线的下游搭建三七多

糖的生产线，则既能实现三七原药材-三七药渣-药
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渣提取物之间的质量传递[28-29]，使三七药材的生物

利用度达到最大化；又能对 2 种产品同时溯源药  

材[30-32]，同时保证三七皂苷、多糖两者的品质，提

高三七药材的药用价值。 

三七作为大宗药材，其多糖成分已经得到广泛

的研究。Feng 等[33]的从三七根中提取分离得到 2 种

新型多糖，均由 L-鼠李糖、L-阿拉伯糖、D-葡萄糖

和 D-半乳糖 4 种单糖组成，研究表明这两种多糖在

体外表现出相对较低的抗氧化能力，但对秀丽隐杆

线虫的氧化应激有很强的保护作用。本课题组在前

期的研究工作中提取分离得到 1 种三七多糖[34]，由

L-鼠李糖、L-阿拉伯糖、D-木糖、D-甘露糖和 D-

半乳糖 5 种单糖组成，研究表明该多糖能提升小鼠

体内 SOD 和 GSH-Px 含量，防止过氧化物的积累。

本研究得出，经过醇溶剂和高温提取皂苷后的药渣，

提取出的多糖仍具有抗氧化活性，说明醇提皂苷的

过程不会影响三七药材中三七多糖的活性。但提取

得到的三七多糖单糖组成发生变化，这种药材-药渣

之间的差异性值得深思。 

本研究结果表明，三七药渣中粗多糖的提取率

约为 3%。据研究统计，每年因皂苷提取所产生的

三七药渣约为 1000 t，若处理不当，约有 30 t 以上

的活性多糖被废弃[34]。因此，对三七药渣中活性成

分进行资源回收和二次加工利用，对三七产业的可

持续发展无疑具有重要意义。 

多糖作为天然高分子化合物，其生物活性与

Mw 大小、官能团差异以及单糖的组成及连接方式有

关[35-36]。尤其是多糖中的糖醛酸含量和 Mw 大小与

其生理活性密切相关。Chen 等[37]和 He 等[38]的研究

均表明，有相似结构特性的 2 种多糖，随着糖醛酸

含量的增加，对活性氧清除能力也会增强。其原因

在于：一方面，糖醛酸含量较高的组分中大量存在

的羧基更易于激活异头氢原子与自由基反应[39-40]；

另一方面，糖醛酸可通过增加巨噬细胞血红素加氧

酶（HO-1）、谷氨酸 -半胱氨酸连接酶催化亚基

（GCLC）以及抗氧化酶的表达，进而激活核因子-

红细胞 2 p45 相关因子 2（Nrf2），刺激巨噬细胞表

现出抗氧化特性[41-42]。You 等[43]和 Sun 等[44]在对不

同 Mw 多糖进行抗氧化对比研究时，得出位于较大

Mw 和较小 Mw之间的多糖具有最强的抗氧化活性。

一般来说，Mw在 3000～100 000 时多糖抗氧化活性

最佳[45]。其可能归因于 Mw 太大会导致活性位点不

易暴露，从而限制其抗氧化活性；然而若是 Mw 太

小，则存在的活性官能团太少，又会使抗氧化活性

不佳[46-47]。 

本研究从三七药渣中分离纯化得到 3 种单一组

分多糖 PNPS-0、PNPS-0.2、PNPS-0.3。分析单糖组

成可知，各多糖组分均含有 D-甘露糖、L-鼠李糖、

D-葡萄糖、D-半乳糖、L-阿拉伯糖。PNPS-0 几乎不

含有糖醛酸，Mw为 29 152；PNPS-0.2 和 PNPS-0.3

为酸性多糖，含有 D-半乳糖醛酸和 D-葡萄糖醛酸，

Mw 分别为 173 876 和 104 201。其中，PNPS-0.3 的

糖醛酸含量最高，其含量比 PNPS-0.2 提高 27.58%。

因此，适中的 Mw 和更高的糖醛酸含量导致

PNPS-0.3表现出优于PNPS-0.2和PNPS-0的抗氧化

活性。本研究表明，在相同的质量浓度下，PNPS-0.3

对不同种类的自由基均具良好的清除活性，且清除

能力优于 PNPS-0.2 和 PNPS-0。进一步在细胞水平

上，本实验也通过检测细胞抗氧化酶指标和进行荧

光分析，得到了相同的结果。 

综上所述，本研究以资源二次开发利用为切入

点，对三七药渣中的多糖资源进行了深入挖掘，明

确了其抗氧化能力，并初步阐明了结构和活性之间

内在关联，可为中药材资源可持续开发利用提供新

的研究思路和研究视角。 
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