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提取方法对天麻多糖提取率及其抗氧化活性的影响
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摘要!分别采用热水浸提!超声辅助提取和酶法提取对四川

平武乌天麻多糖进行提取%并对天麻多糖提取率及其抗氧化

化活性进行比较%为筛选适合天麻多糖提取的方法提供参

考$结果表明&

#

种提取方法对天麻多糖提取率及其抗氧化

活性影响较大%其中酶法提取天麻多糖提取率最高"为

:%6#&:̂

#%与其他
$

种提取方法间差异达到极显著水平

"

`

#

%6%&

#'在
R̀ S̀

和
OY'̀

法抗氧化评价体系中%多糖抗

氧化活性表现为超声辅助提取
"

酶法提取
"

热水浸提法%而

在
'LA?

抗氧化评价体系中%其活性顺序是酶法提取
"

超声

辅助提取
"

热水浸提$综合分析%超声辅助提取和酶法提取

有利于天麻多糖提取%且能保持其高效的抗氧化活性$

关键词!天麻'多糖'热水浸提'超声辅助提取'酶法提取'抗

氧化活性
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多糖作为生物大分子物质存在于植物(动物和微生物

中$是自然界含量最丰富的生物大分子聚合物之一)

&

*

$在医

药(食品以及材料等方面有着重要应用%研究表明$多糖具

有抗氧化)

$

*

(抗肿瘤)

#

*和免疫调节)

;N:

*等多种生理功能$此

外$多糖来源广泛且毒副作用极低%目前关于多糖的研究逐

渐成为了热点%

天麻 为 兰 科 真 菌 营 养 型 多 年 生 草 本 植 物 天 麻

!

,%9:8HL.%3J%:%L/6

#的干燥块茎$是中国传统名贵中药材之

一%具有息风止痉(平抑肝阳和祛风通络的功效$主要应用

于小儿惊风(癫痫抽搐(破伤风(头痛眩晕(手足不遂(肢体麻

木以及风湿痹痛等症状)

"

*

%经现代药理研究表明$天麻具有

增智健脑)

(

*

(清除自由基(延缓衰老)

!

*

(保护心血管)

)N&%

*的作

用$对神经系统性疾病)

&&N&$

*

(老年性痴呆症等有一定疗

效)

&#N&;

*

%自
$%

世纪
:%

年代以来$在天麻中发现的化学成

分主要包括酚类(有机酸类(多糖类以及甾体类等)

&:

*

%

人体生活的环境必然要与外界接触$所以必定会因呼

吸(环境污染(射线等因素不断在体内产生自由基%现代自

由基医学研究证明$生物体的衰老(免疫性疾病$甚至癌变等

都与自由基过量产生有关%抗氧化主要是指抗氧化自由基%

已有研究表明枸杞多糖)

&"

*

(赤灵芝多糖)

&(

*

(牛蒡多糖)

&!

*

(石

斛多糖)

&)

*

(银杏叶多糖)

$%

*等均具有清除自由基的作用%张

梦娟)

$&

*对天麻多糖进行研究发现其具有一定抗氧化活性%

有研究)

$$

*报道$提取方式对多糖活性具有一定的影响%传

统针对植物多糖提取多采用热水提取法$此方法具有操作简

";&



便(使用仪器少等特点)

$#

*

$随着新的提取工艺不断出现$在

天麻多糖研究中$已有关于超声辅助提取)

$;

*

(酶解提取)

$:

*

(

微波提取)

$"

*等方面的报道$但关于其对抗氧化活性的影响

尚未见报道%尽管这些方法均各具优缺点$但是否适宜于天

麻多糖提取$需进一步研究$故本试验拟采用
#

种提取方法$

对天麻多糖提取率及其抗氧化活性进行比较$以期筛选出适

合天麻多糖提取的方法$并为进一步开发利用天麻多糖提供

理论依据%

&

!

材料与方法
&6&

!

试验材料

天麻"来自四川平武$经四川农业大学吴卫教授鉴定为

乌天麻!

,C3J%:%L/6B6

4

J%-I%?6M1=J

#%将其蒸至透心$烘

干至恒重$粉样$过
"%

目筛$备用%

&6$

!

试验仪器和试剂

电子分析天平"

M̀ $$;?

型$德国赛多利斯公司+

电子恒温水浴锅"

RcUW+;

型$北京中兴伟业仪器有限

公司+

粉样机"

OW+&%%

型$北京市永光明医疗仪器有限公司+

电热鼓风干燥箱"

&%&+#'L

型$天津市泰斯特仪器有限

公司+

高速冷冻离心机"

'//7

3

E-X+#%Y M72CE.B4

3

7

型$美国

L79H,-2M=2/C7E

公司+

超声波清洗机"

?L$:+&$RAR>

型$宁波新芝生物科技股

份有限公司+

冷冻干燥机"

?bZ'+&%>

型$宁波双嘉仪器有限公司+

紫外
+

可见光光度计"

P<$;:%

型$日本
?1.,-804

公司+

酶标仪"

\4/C.DH-2T[

型$美国
A17E,=?9.72C.B.9

公司+

纤维素酶(

&

$

&+

二苯基
+$+

三硝基苯肼!

R̀ S̀

#(

$�+

联胺
+

双
+#+

乙基苯并噻唑啉
+"+

磺酸!

'LA?

#(

$

$

;

$

"+

三吡啶基三嗪

!

À Ac

#"美国
?.

3

,-

公司+

苯酚(硫酸(乙醇(石油醚!

"%

"

)%_

#(无水葡萄糖(

<9

等"分析纯$成都市科龙化工试剂厂%

&6#

!

试验方法

&6#6&

!

样品预处理
!

称取天麻粉样$加入
#

倍量石油醚回流

脱脂
;1

$重复
$

次$

;: _

烘干后$再加入
!%̂

乙醇以
&

$

!

!

3

'

,Q

#的比例$于
!%_

回流提取
$1

$用真空抽滤机滤去

液体$重复
$

次$得滤渣$

;:_

烘干$备用%

&6#6$

!

天麻多糖提取

!

&

#热水浸提法"参考文献)

$;

"

$:

*提取方法$修改如下"

取经过预处理的天麻样品约
&%

3

$按料液比
&

$

#(

!

3

'

,Q

#$提

取温度
(%_

$提取时间
$6:1

$提取
#

次%待冷却至室温后$

于
;_

(

&%%%%E

'

,.2

离心
&%,.2

$将上清液过滤$合并滤液

并浓缩$再向提取液中缓慢加入无水乙醇至混合液乙醇终浓

度为
!%̂

$置于
; _

沉淀过夜$离心得天麻多糖沉淀$经

N:%_

冷冻干燥后$

N$%_

低温保存%

!

$

#超声辅助提取法"准确称取经过预处理的天麻样品

约
&%

3

$在超声波功率
$:% W

条件下$按料液比
&

$

$:

!

3

'

,Q

#$超声温度
;% _

$超声时间
#: ,.2

$重复提取
#

次)

$"

*

%其余步骤与0

&6#6$

!

&

#1相同$得到天麻多糖沉淀%

!

#

#酶法提取"参考文献)

$(

*$修改如下"称取预处理天

麻样品约
&%

3

$加入
@

S:

的柠檬酸缓冲液$使总体积为

:%%,Q

$加入纤维素酶
$%,

3

$

:%_

水浴提取
"%,.2

$

!%_

水浴
&%,.2

使酶灭活%其余步骤与0

&6#6$

!

&

#1相同$得到天

麻多糖沉淀%

&6#6#

!

天麻多糖含量测定

!

&

#多糖标准曲线制作"参考文献)

&!

*%以葡萄糖浓度

!

<

#为横坐标(吸光度值!

;

#为纵坐标绘制葡萄糖标准曲线$

计算出标准曲线的线性回归方程为"

;

]:6#($<N%6%&$

$

Q

$

]%6))!

$葡萄糖对照品浓度的线性范围为
%6%$%$

"

%6&"&(,

3

'

,Q

%其标准曲线见图
&

%

图
&

!

多糖标准曲线

O.

3

4E7&

!

?C-28-E894EK7=B =̀/

G

D-991-E.87D

!!

!

$

#天麻多糖提取液制备"称取经过预处理的天麻样品

&

3

$按照0

&6#6$

1项提取得不同天麻多糖溶液$合并滤液$定

容于
$:%,Q

的容量瓶中$每种提取方法重复
#

次%

!

#

#天麻多糖含量测定"用移液管吸取
&6%,Q

粗多糖

提取液置于试管中$依次加入蒸馏水
$,Q

$

:̂

苯酚
&,Q

$

摇匀$滴加浓硫酸
:,Q

$摇匀$在室温下静置
&%,.2

$沸水浴

&:,.2

$冷却至室温$于
;)%2,

处检测其吸光度%按式!

&

#

计算天麻多糖含量%

/

A

!

B

@

B

R

K

B

&%%%

B

&%%̂

$ !

&

#

式中"

/

&&&多糖含量$

^

+

!

&&&多糖的葡萄糖浓度$

,

3

'

,Q

+

@

&&&多糖稀释倍数+

R

&&&提取液体积$

,Q

+

K

&&&原料干重$

3

%

&6#6;

!

抗氧化活性测定

!

&

#

R̀ S̀

自由基清除"参照文献)

$!

*$修改如下"用无

水乙醇配制成
%6%;,

3

'

,QR̀ S̀

溶液!现配现用#%分别

吸取
(%

#

Q

不同质量浓度的多糖溶液和
$%%

#

QR̀ S̀

溶液

于
)"

孔酶标板$

$(_

孵育
&%,.2

$每份样品平行操作
#

次$

在
:&(2,

处用酶标仪测定吸光值!

*

#+以去离子水
(%

#

Q

和
$%%

#

QR̀ S̀

溶液的吸光度值作对照!

*

%

#+空白为供试

待测液
(%

#

Q

和无水乙醇
$%%

#

Q

的吸光度值!

M

#+以不同浓

度的
<9

溶液作阳性对照%按式!

$

#计算
R̀ S̀

自由基清

除率%

(;&

提取与活性
!

$%&(

年第
)

期



@

A

!

&

V

*

V

M

*

%

#

B

&%%̂

$ !

$

#

式中"

@

&&&

R̀ S̀

自由基清除率$

^

+

*

&&&

(%

#

Q

多糖溶液和
$%%

#

Q R̀ S̀

溶液的吸光

度值+

M

&&&

(%

#

Q

多糖溶液和
$%%

#

Q

无水乙醇的吸光度值+

*

%

&&&

(%

#

Q

去离子水和
$%%

#

QR̀ S̀

溶液的吸光

度值%

!

$

#

'LA?

自由基清除"参照文献)

$)

*配制
'LA?

工作

液%参考文献)

#%

*并略作修改"将不同方法提取的天麻多糖

配制成梯度浓度的样品溶液$分别吸取
#%

#

Q

多糖溶液(

&!%

#

Q'LA?

工作液于
)"

孔酶标板$

#(_

下孵育
#%,.2

%

蒸馏水调零后$在
(#;2,

处用酶标仪测定其吸光度%空白

处理"

#%

#

Q

去离子水和
&!%

#

Q'LA?

工作液%每份供试样

品操作
#

次%以不同浓度的
<9

溶液作阳性对照%按式!

#

#

计算
'LA?

自由基清除率%

Q

A

!

&

V

*

&

*

%

#

B

&%%̂

$ !

#

#

式中"

Q

&&&

'LA?

自由基清除率$

^

+

*

&

&&&

#%

#

Q

多糖溶液与
&!%

#

Q'LA?

液的吸光度值+

*

%

&&&

#%

#

Q

去离子水与
&!%

#

Q'LA?

液的吸光度值%

!

#

#

OY'̀

铁离子还原能力"参照文献)

#&

*配制
OY'̀

工作液!现配现用#%参照文献)

#$

*绘制
O7?[

;

标准曲线%

总还原能力测定"吸取
(%

#

Q

不同质量浓度的多糖溶液$加

入
$%%

#

Q#(_

预热的
OY'̀

工作液于
)"

孔酶标板$摇匀

后$

#(_

反应
#%,.2

$用酶标仪在
:)#2,

测定其吸光度值%

空白为供试液溶剂代替供试液加入
OY'̀

工作液%根据

O7?[

;

标准曲线$在标准曲线上求得相应
O7?[

;

的浓度

!

#

,=/

'

Q

#为
OY'̀

值%每个稀释浓度做
#

次平行试验$求

平均值%以不同浓度的
<9

溶液作阳性对照%

&6;

!

数据分析

试验数据处理及作图均采用
\.9E=D=BC*F97/$%%(

进

行$利用
?̀ ??$%6%

统计分析软件对清除自由基活性数据进

行方差分析与显著性检验%

$

!

结果与分析

$6&

!

不同提取方法的天麻多糖提取率

由图
$

可知$

#

种提取方法对天麻多糖提取率影响较大$

彼此间差异均达到极显著水平!

`

#

%6%&

#$其中酶法的提取

率最高%

本试验通过热水浸提法提取多糖得率为
$$6#!%̂

$与宗

露)

##

*对平武乌天麻多糖测定含量
$:6%$̂

结果基本一致+超

声辅助提取法天麻多糖得率为
##6%!)̂

$该结果与杨天友

等)

$"

*以超声波辅助提取
"%

目德江天麻粉末$多糖得率为

##6;̂

结果一致+酶法提取天麻多糖得率为
:%6#&:̂

$远高于

目前报道)

#;

*的
#!6#;̂

$可能与两者所选材料有关%

不同大写字母表示差异极显著!

`

#

%6%&

#

图
$

!

不同提取方法天麻多糖提取率

O.

3

4E7$

!

A177FCE-9C.=2E-C7D=B

@

=/

G

D-991-E.87DBE=,

8.BB7E72C7FCE-9C.=2,7C1=8D

$6$

!

不同提取方法所得粗多糖抗氧化活性的差异

$6$6&

!

R̀ S̀

自由基清除活性
!

由图
#

可知$

#

种提取方法

得到的天麻粗多糖与
<9

的
R̀ S̀

自由基清除活性存在较

大差异%在
$6:,

3

'

,Q

浓度下$酶法提取粗多糖的
R̀ S̀

自由基清除率显著高于同浓度其他
$

种提取方法的$但在
;

$

:,

3

'

,Q

浓度下$超声辅助提取粗多糖的
R̀ S̀

自由基清

除活性显著高于其他提取方法的%在一定浓度范围内$

#

种

提取方法得到的粗多糖对
R̀ S̀

自由基清除率随粗多糖浓

度升高而升高$且存在一定的线性关系!见表
&

#$通过计算$

热水浸提(超声辅助提取(酶法提取的多糖溶液和
<9

溶液的

R̀ S̀

自由基清除率的
#!

:%

分别为
:6%:(

$

;6;#(

$

;6))#

$

%6%:&,

3

'

,Q

%由于
#!

:%

值越小$多糖对
R̀ S̀

自由基清除

率越高$

#

种方法提取的粗多糖中$以

)

表示在同浓度下与其他方法提取的多糖差异显著!

`

#

%6%:

#

图
#

!

不同提取方法所得粗多糖对
R̀ S̀

自由基清除能力

O.

3

4E7#

!

A17R̀ S̀BE77E-8.9-/D9-K72

3

79-

@

-9.C.7D=B9E487

@

=/

G

D-991-E.87DBE=,8.BB7E72C7FCE-9C.=2,7C1=8D

表
&

!

不同提取方法所得粗多糖及
<

M

对
R̀ S̀

自由基

清除率的
#!

:%

A-I/7&

!

#!

:%

=B9E487

@

=/

G

D-991-E.87DBE=,8.BB7E72C7FCE-9+

C.=2 ,7C1=8D -28 <9 =2 R̀ S̀ BE77 E-8.9-/

D9-K72

3

79-

@

-9.C.7D

样品 回归方程
Q

$

#!

:%

'!

,

3

2

,Q

N&

#

热水浸提多糖
;

](6:""<f&&6(;% %6!"; :6%:(

超声辅助提取多糖
;

]!6#:(<f&$6)$% %6):! ;6;#(

酶法提取多糖
;

]"6""!<f&"6(&% %6!%! ;6))#

<

M

;

])#:6)%%<f$6%)& %6)!% %6%:&

!;&

第
##
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)
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超声辅助提取的粗多糖对
R̀ S̀

自由基清除率最高$其活性

最强%这可能与超声波强烈的机械剪切作用致多糖分子结

构改变有关)

#:

*

%

$6$6$

!

'LA?

自由基清除活性
!

由图
;

可知$不同提取方法

提取的天麻粗多糖均表现出一定的
'LA?

自由基清除活性$

在粗多糖浓度为
:,

3

'

,Q

时$酶法提取的粗多糖
'LA?

自

由基清除率最高 !

;(6;;)̂

#$与其他
$

种方法提取的粗多糖

差异达到显著水平!

`

#

%6%:

#%此外$在一定浓度范围内具

有明显的量效关系!见表
$

#$且所有回归方程的
Q

$均
"

%6)

$

表明方程的拟合度很高%依据所得线性方程计算各多糖溶

液的
'LA?

自由基清除率的
#!

:%

分别为
"6&#%

$

:6;%"

$

;6)&(,

3

'

,Q

$阳性对照
<9

对
'LA?

自由基清除率的
#!

:%

为
%6%;%,

3

'

,Q

%可见$在
'LA?

抗氧化评价体系中$其活

性顺序是酶法提取粗多糖
"

超声辅助提取粗多糖
"

热水浸

提粗多糖%唐小琴)

#"

*研究发现酶提法提取的温和条件能更

好保全多糖的生物活性$本试验同样显示酶法提取天麻多糖

活性较高$可能与此有关%

)

表示在同浓度下与其他方法提取的多糖差异显著!

`

#

%6%:

#

图
;

!

不同提取方法所得粗多糖对
'LA?

自由基清除能力

O.

3

4E7;

!

A17'LA?BE77E-8.9-/D9-K72

3

79-

@

-9.C.7D=B9E487

@

=/

G

D-991-E.87DBE=,8.BB7E72C7FCE-9C.=2,7C1=8D

表
$

!

不同提取方法所得粗多糖及
<

M

对
'LA?

自由基

清除率的
#!

:%

A-I/7$

!

#!

:%

=B9E487

@

=/

G

D-991-E.87DBE=,8.BB7E72C7FCE-9+

C.=2 ,7C1=8D -28 <9 =2 'LA? BE77 E-8.9-/

D9-K72

3

79-

@

-9.C.7D

样品 回归方程
Q

$

#!

:%

'!

,

3

2

,Q

N&

#

热水浸提多糖
;

](6;&(<f;6:#; %6)!% "6&#%

超声辅助提取多糖
;

]!6:::<f#6(:: %6):) :6;%"

酶法提取多糖
;

])6;"(<f#6;:# %6)($ ;6)&(

<

M

;

]&%")6%%%<N&6&&% %6)!% %6%;%

$6$6#

!

OY'̀

铁离子还原能力
!

由图
:

可知$在所测质量浓

度范围内$各组粗多糖还原
O7

#f的能力随浓度的升高而增

大$且呈现一定线性关系$所有线性回归方程
Q

$值均
"

%6)"%

$表明方程的拟合度很高!表
#

#%在质量浓度
$6:,

3

'

,Q

时$超声辅助提取的粗多糖还原
O7

#f的能力显著高于同浓

度下其他提取法的+在质量浓度
#

$

;

$

:,

3

'

,Q

时$超声辅助

提取的粗多糖还原
O7

#f的能力极显著高于同浓度下其他提

取法的%总体来看$超声辅助提取的粗多糖还原
O7

#f 的能

))

表示在同浓度下与其他方法提取的多糖差异极显著!

`

#

%6%&

#+

)

表示在同浓度下与其他方法提取的多糖差异显著!

`

#

%6%:

#

图
:

!

不同提取方法所得粗多糖的
OY'̀

值

O.

3

4E7:

!

OY'̀ K-/47D=B9E487

@

=/

G

D-991-E.87DBE=,

8.BB7E72C7FCE-9C.=2,7C1=8D

表
#

!

不同提取方法所得粗多糖及
<

M

对
O7

#f还原能力

的回归方程

A-I/7#

!

A17E7

3

E7DD.=27

d

4-C.=2D=B9E487

@

=/

G

D-991-E.87D

BE=,8.BB7E72C7FCE-9C.=2,7C1=8D-28<9=2O7

#f

E7849.2

3

9-

@

-9.C

G

样品 回归方程
Q

$

热水浸提多糖
;

]#!6;&%<f"6%&! %6)!%

超声辅助提取多糖
;

];"6("%<f$6($( %6)!&

酶法提取多糖
;

]#!6%$%<f"6#$! %6))%

<

M

;

]&;&()6%%%<N&:&6) %6)""

力最强$但各组粗多糖还原
O7

#f的能力都较弱$均低于同浓

度的阳性对照%

#

!

结论
不同提取方法对天麻多糖提取率及其抗氧化活性影响

不同$其中酶法提取率最高$其次为超声辅助提取+超声辅助

提取法和酶法提取均可保持天麻多糖高效的抗氧化活性%

#

种提取方法得到的天麻粗多糖与阳性对照
<9

相比$抗氧化

活性相对较低$但多糖作为生物大分子化合物$和
<9

相同质

量浓度时$多糖物质的量浓度显著低于
<9

%由此$天麻多糖

也仍具有良好的抗氧化活性$可以作为一种抗氧化剂进一步

深入研究%
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