
基金项目!国家现代农业产业技术体系!编号"

N@5J*!!

#*福建省

红壤山地农业生态过程重点实验室开放课题!编号"

@9

B

Q;F*!"#'"#

#

作者简介!姚月华$女$中国农业大学在读硕士研究生%

通信作者!程永强!

#'V!

&#$男$中国农业大学教授$博士%

)*+,-.

"

2Q98

P<0!

2,E19>E128

收稿日期!

!"!!*"!*#&

!"#

"

$%&$'()*

'

+

&,

-+

.&$%%'&)/00&*%**&1%%)(

红萍多糖结构特征"流变特性及抗氧化活性
D)/1/,"-1+6/"+&'

#

1)-&0&

8

+,/0*"#$

%

/'$/'"+&2+$/'"/,"+3+"+-*

&4

(

&0

%

*/,,)/1+$-41&.*6$550

姚月华#

2#)2%,4>%1

#

!

唐
!

宁#

0#*+*&-

.

#

!

应熙锐!

2"*+!&4C%&

!

!

应朝阳%

2"*+6>174

D

1-

.

%

!

程永强#

6(Q*+27-

.

4

E

&1-

.

#

!

#M

中国农业大学食品科学与营养工程学院植物源功能食品北京市重点实验室$北京
!

#"""/%

*

!M

福建农林大学食品科学学院$福建 福州
!

%&"""!

*

%M

福建省农业科学院农业生态研究所$福建 福州
!

%&""""

#

!

#MP,&

Y

&-

.

S,

D

/1T7C1=7C

D

7

5

9%-<=&7-18977:

5

C7UF81-=$,@7%C<,@

$

6788,

.

,7

5

977:

;<&,-<,[ *%=C&=&7-18Q-

.

&-,,C&-

.

$

6>&-1#

.

C&<%8=%C18A-&B,C@&=

D

$

P,&

Y

&-

.

#"""/%

$

6>&-1

*

!M6788,

.

,7

5

977:;<&,-<,

$

9%

Y

&1-#

.

C&<%8=%C,1-:97C,@=C

D

A-&B,C@&=

D

$

9%R>7%

$

9%

Y

&1-%&"""!

$

6>&-1

*

%M#

.

C&<%8=%C18Q<787

.D

"-@=&=%=,

$

9%

Y

&1-#<1:,U

D

7

5

#

.

C&<%8=%C18;<&,-<,@

$

9%R>7%

$

9%

Y

&1-%&""""

$

6>&-1

#

摘要!目的!研究红萍多糖的结构特征%流变特性及抗氧

化活性$方法!采用热水浸提法提取红萍多糖"通过凝胶

渗透色谱法%傅里叶红外光谱法%扫描电镜等方法对其分

子量%单糖组成%基团构成%微观结构%流变特性和抗氧化

活性进行研究$结果!红萍多糖为酸性杂多糖"主要由甘

露糖%葡萄糖醛酸%半乳糖%木糖%葡萄糖组成$样品具有

典型的多糖特征吸收峰"异头碳连接方式为
#

*

构型$微

观层面呈网状结构"分子主要以柔性链的形式存在$多

糖溶液是剪切变稀的假塑性流体"且有弱凝胶特性$红

萍多糖对
I66C

自由基%

@KHJ

自由基和羟基自由基的

半数清除率浓度!

ZN

&"

#值分别为
"1%!

"

#1""

"

"1'$+

P

)

+_

$

结论!红萍多糖具有良好的流变学特性及潜在的抗氧化

活性$

关键词!红萍&多糖&结构特征&流变特性&抗氧化活性
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红萍$又名满江红!

#R7881

#$是一种与鱼腥藻共生的

水生蕨类植物$叶片细小$漂浮于水面(

#

)

%其繁殖迅速$

产量极高$广泛分布在中国华南及西南地区的池塘+水

田等地$作为一种传统绿肥$被广泛应用于畜禽养殖(

!

)

+

稻田增产(

%

)

+生态保护(

(

)等领域%此外$红萍中含有丰

富的生物活性物质$如多糖+氨基酸+酚类+蒽酮类+微量

元素等$其提取物具有抗氧化(

&

)

+抑菌(

$

)

+护肝(

V

)等

功能%

多糖是由单糖通过糖苷键连接而成的生物活性大分

子$由同一种单糖组成的为均一多糖$由两个及以上单糖

组成的为杂多糖(

/

)

%

5,+=,8-

等(

'

)从小叶满江红中提取

的阴离子多糖可以诱导巨噬细胞分泌促炎介质和细胞因

子$发挥免疫调节作用%

eQ,3

等(

#"

)从鳞毛蕨中提取出一

$%!
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种水溶性多糖$该多糖能够清除
I66C

自由基+羟自由基

和超氧阴离子%此外$蕨类植物来源的多糖还具有理想

的流变特性$如黑树蕨多糖提取物表现出剪切增稠及延

伸黏度等特征$被应用于增稠 剂+药 物 载 体 等 加 工

领域(

##

)

%

目前$有关红萍功能成分的研究主要集中在蛋白质+

微量元素等方面$而有关红萍多糖的研究尚未见报道%

文章拟以墨西哥满江红为原料$通过热水浸提$醇沉后得

到红萍多糖$对其结构特征+流变特性进行研究$同时探

究其体外抗氧化活性$以期为红萍多糖应用于功能性食

品+生物医学和制药等行业提供依据%

#

!

材料与方法
#1#

!

材料与仪器

#1#1#

!

材料与试剂

红萍"墨西哥满江红$福建省农业科学院农业生态研

究所*

无水乙醇+丙酮+牛血清蛋白+考马斯亮蓝
*̂!&"

+单

糖标准品!葡萄糖+半乳糖醛酸+半乳糖+甘露糖+鼠李糖+

木糖+葡萄糖醛酸+核糖+阿拉伯糖+岩藻糖#"分析纯$国

药集团化学试剂有限公司*

水溶性维生素
)

!

H;3.3D

#+

%*

甲基
*#*

苯基
*!*

吡唑啉
*

&*

酮!

6Y6

#+

#

$

#*

二苯基
*!*

三硝基苯肼!

I66C

#+葡聚糖

标准品+

!

$

!*

联氮
*

二!

%*

乙基
*

苯并噻唑
*$*

磺酸#二铵盐

!

@KHJ

#"分析纯$北京索莱宝生物技术有限公司%

#1#1!

!

主要仪器设备

真空干燥箱"

IeW$"!"@

型$北京科伟永兴仪器有限

公司*

医用离心机"

Ĥ _*#/&Y

型$长沙平凡仪器仪表有限

公司*

高效 液 相 色 谱 仪"

#!$"-8R-8-:

<

型$德 国
@

P

-.98:

H92Q83.3

P

-9F

公司*

凝胶渗透色谱仪"

C_N/(!"

型$日本
C-:,2Q-

公司*

红外光谱仪"

J6)NH5]Y#""

型$美国
67-8).+9;

公司*

紫外可见分光光度计"

H$

新世纪$北京普析通用仪

器有限责任公司*

扫描电子显微镜"

J]/"#"

型$日本
C-:,2Q-

公司*

流变仪"

J6)NH5]Y#""

型$美国
67-8).+9;

公司%

#1!

!

试验方法

#1!1#

!

红萍多糖的提取
!

参照江和栋等(

#!

)的方法并

修改"

红萍干粉
6

粉碎过
("

目筛
6

无水乙醇
/&a

回流除

杂
6

热水浸提-料液比
#k%"

!

P

)

+_

#"时间
!1&Q

"温度

'!a

.

6

旋蒸浓缩
6

醇沉!

(

倍体积无水乙醇#

6

(a

冰箱

静置
!(Q

6

离心取沉淀
6

丙酮除杂
6

烘干
6

红萍多糖

#1!1!

!

化学成分测定

!

#

#总糖含量"采用硫酸苯酚法(

#%

)

%

!

!

#蛋白质含量"采用考马斯亮蓝法(

#(

)

%

!

%

#糖醛酸含量"采用硫酸&咔唑法(

#&

)

%

!

(

#脂质含量"利用脂肪测定仪进行测定%

#1!1%

!

单糖组成
!

参照王丽波等(

#$

)的方法并修改%称

量
#&+

P

样品$加入
/+_

浓度为
!+3.

'

_

的三氟乙酸

!

HW@

#$以氮气封管$

#!#a

水解
$Q

%分别取单糖标准

液和 多 糖 水 解 液 各
#""

#

_

$加 入
%""

#

_

浓 度 为

"1$+3.

'

_

的
M,4C

溶液$混匀$加入等体积
6Y6*

甲醇

溶液$

V"a

水浴
!Q

%冷却$加入
"1%+3.

'

_CN.

调
B

C

至
$

"

V

%经
"1!!

#

+

水系微孔膜过滤$进样%色谱条件"

色谱柱为
@

P

-.98:C-*6.9D

柱 !

%""++bV1V++

$

/

#

+

#$

示差检测器!

Z5

#$流动相为超纯水$流量
"1$+_

'

+-8

$温

度
V"a

$进样量
!&

#

_

%

#1!1(

!

分子量测定
!

参照郭南生等(

#V

)的方法并略修改%

配置
%1"+

P

'

+_

的样品溶液$离心$过
"1!!

#

+

滤膜$进

样后记录保留时间$根据标准曲线即可得到样品的相对

分子质量%

#1!1&

!

结构特征

!

#

#扫描电镜!

J)Y

#"取少量干燥后的红萍多糖$真

空镀金$观察样品的表面形态%

!

!

#原子力显微镜!

@WY

#"配置
"1#

#

P

'

+_

的红萍

多糖溶液$取少量滴在云母片上$晾干$观察%

!

%

#傅里叶红外光谱!

WH*Z5

#"称取
!+

P

红萍多糖$

与
!"" +

P

干 燥 的
\K;

混 合 研 磨$扫 描 波 长
(""

"

("""2+

U#

%

!

(

#刚果红试验"将
#+

P

'

+_

样品溶液与等体积刚

果红溶液!

#""

#

+3.

'

_

#混合$缓慢加入
#+3.

'

_

氢氧化

钠溶液%利用紫外全波长扫描仪对混合液的最大吸收波

长进行测定%相同体积的蒸馏水作为空白对照%

#1!1$

!

流变特性测定
!

分别配置
&

$

#"

$

#&

$

!"

$

!&

$

%"+

P

'

+_

的红萍多糖溶液进行静态剪切测试%测定温

度
!&a

*模具为锥形板!直径
("++

$间隙
"1&++

#%吸

取
#1"+_

多糖溶液$记录
#

"

#""F

U#范围内多糖溶液黏

度随剪切速率的变化数值%吸取
!"+

P

'

+_

红萍多糖溶

液进行动态振荡试验%

!&a

下$记录
#

"

#"";,>

'

F

范围

内储能模量!

+x

#和损耗模量!

+y

#的变化%

#1!1V

!

抗氧化活性测定

!

#

#

I66C

自由基清除力"吸取
!+_

不同质量浓度

的多糖溶液于试管$加入
! +_

浓度为
! ++3.

'

_

的

I66C

甲醇溶液$混匀$避光反应
%"+-8

%测定
&#V8+

处吸光度$同时测定
I66C

甲醇溶液吸光度$利用
H;3.3D

作阳性对照%按式!

#

#计算
I66C

自由基清除率%

$

#

c

#

"

U#

-

#

"

b#""L

$ !

#

#

%%!

#

g3.1%/

#

M31%

姚月华等!红萍多糖结构特征"流变特性及抗氧化活性



式中"

$

#

&&&自由基清除率$

L

*

#

"

&&&空白组吸光度*

#

-

&&&样品反应液吸光度%

!

!

#

@KHJ

自由基清除力"配置
V++3.

'

_@KHJ

原

液$取
&1"+_

与等体积
!1(&++3.

'

_

过硫酸钾溶液混

合$遮光保存
#!Q

$得
@KHJ

溶液%反应前去离子水稀

释$测定
V%!8+

处吸光度值为
"1V"`"1"!

%向红萍溶液

中加入
!1" +_ @KHJ

T 工作液$涡旋混匀$避光反应

%"+-8

$测定
V%!8+

处吸光度%以等体积去离子水作为

空白对照$

H;3.3D

为阳性对照%按式!

#

#计算
@KHJ

自由

基清除率%

!

%

#羟自由基清除力"将
#1"+_

磷酸缓冲溶液与

"1!+_

番红!

&!"

#

P

'

+_

#+

#1"+_

乙二胺四乙酸钠铁

!

1

#溶液混合$加入
#1"+_

红萍多糖溶液$混匀$加入

"1/+_

过氧化氢!

$L

#溶液$

%V a

水浴
%" +-8

$测定

&#&8+

处吸光度$以等体积去离子水替代样品为空白

组$以等体积去离子水替代样品和过氧化氢为对照组%

按式!

!

#计算羟自由基清除率%

$

!

c

#

-

U#

"

#

对照
U#

"

b#""L

$ !

!

#

式中"

$

!

&&&羟自由基清除率$

L

*

#

"

&&&空白组吸光度*

#

-

&&&样品反应液吸光度*

#

对照&&&对照组吸光度%

#1%

!

数据处理

每组试验重复
%

次$采用
)D29.!"#%

软件进行数据

统计$

J6JJ#V1"

软件进行方差分析$结果以平均值
`

标

准差表示$并采用
4;-

P

-8/1&

软件作图%

!

!

结果与分析
!1#

!

红萍多糖化学组成

试验表明$采用热水浸提法所得红萍多糖提取率为

##1#!L

$高于大多数水生藻类多糖!

#1&L

"

V1"L

#

(

#/

)

%

由表
#

可知$红萍粗多糖中总糖含量为
$V1/"L

$高于甘

草粗多糖!

%V1#"L

#

(

#'

)

$低于果实类粗多糖!

//1!"L

#

(

!"

)

$

可能与植物叶子中含有较多的蛋白质+淀粉+木质素等杂

质有关*糖醛酸含量为
!#1#(L

$表明样品为酸性糖%此

外$红萍粗多糖中灰分含量为
!"1#&L

!

\#"1("L

$

N,"1(!L

$

Y

P

"1($L

#$蛋白质含量为
&1$&L

$脂肪含量

为
"1/!L

%

!1!

!

单糖组成

由图
#

可知$红萍多糖为酸性杂多糖$由甘露糖+葡

萄糖醛酸+半乳糖+木糖+葡萄糖+半乳糖醛酸+阿拉伯糖+

岩藻糖+核糖+鼠李糖
#"

种单糖组成$其相对摩尔质量

占比分别为
!/1"%L

$

!(1%"L

$

#&1%$L

$

#%1$&L

$

/1!&L

$

表
#

!

红萍多糖的化学组成

H,O.9#

!

N38:98:3R2Q9+-2,.23+

B

3898:F-8

B

3.

<

F,22Q,*

;->9R;3+#R7881 L

总糖 蛋白质 灰分 脂肪 糖醛酸

$V1/"̀ "1%& &1$&̀ #1"% !"1#&̀ "1/( "1/!̀ "1#" !#1#(̀ !1!&

图
#

!

红萍多糖与标准样品的高效液相色谱图
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3R

#R7881
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3.

<

F,22Q,;->9,8>F:,8>,;>

%1#$L

$

%1"#L

$

#1&#L

$

#1&"L

$

#1!(L

%其中$甘露糖+葡

萄糖醛酸+半乳糖+木糖为红萍多糖的主要单糖组成$与

5,+=,8-

等(

'

)的结论存在差异$说明样品品种及种植地区

可能会对红萍多糖的理化组成产生影响%

!1%

!

分子量大小及分布

由图
!

可知$红萍多糖具有较宽的分子量$表明其分

子量分布不均一$且以
#"1!/

$

#&1##+-8

出现的两个峰为

主$其峰面积占比分别为
V/1"L

$

#'1%L

$重均分子量

!

W

?

#分别为
!%%/1""

$

#1$"7I,

$数均分子量!

W

8

#分别为

#"'"1""

$

#1#&7I,

$表明红萍多糖分子量较大%

!1(

!

结构表征

!1(1#

!

傅里叶红外光谱
!

由图
%

可知$红萍多糖具有典

型的多糖特征吸收峰$

%(#!2+

U#处强峰代表糖分子中

4

&

C

的伸缩震动*

!'%!2+

U#处吸收峰是由多糖分子甲

基或亚甲基中的
N

&

C

键震动形成的(

!#

)

*

#V%$2+

U#处

图
!

!

红萍多糖分子量分布图
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P
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!
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图
%

!

红萍多糖红外光谱图
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P

E;9%

!

WH*Z5F

B
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B

3.

<

F,22Q,;->9

吸收峰代表醛基中
''

N 4

的震动*

#$!"2+

U#处吸收峰

代表羧基!

N44C

#中
''

N 4

的震动$

#(!(2+

U#处吸收

峰代表
''

N N

的伸缩振动(

!!

)

$表明红萍多糖中含有糖醛

酸$是 酸 性 多 糖$与 化 学 成 分 结 果 一 致%

# "V$

$

#"("2+

U# 处有吸收峰$表明样品中含有吡喃糖环%在

吡喃糖构型中$基端
NUC

键的不同异构体存在不同的

吸收峰$样品在
/'$2+

U#处有特征峰$表明基端
N

&

C

为

直立型$即为
#

*

型吡喃糖*

$!"2+

U#处的吸收峰表明糖环

中可能含有
!

*

糖苷键(

!%

)

%

!1(1!

!

扫描电镜
!

由图
(

可知$红萍多糖整体呈不规则

的网状结构$结构大小不一$不规则粘连$其表面质地均

一且较为粗糙$表明多糖链连接较为紧密$可能是样品分

子量较大的原因之一%当提取方法不同时$多糖会呈不

同的表面形貌$分别用热水提取法和超声提取法提取麦

冬多糖$后者所得多糖的片状更小$出现颗粒状(

!(

)

%

!1(1%

!

原子力
!

由图
&

可知$红萍多糖分子主要以柔性

链的形式存在$且链分布密度较大$表面存在较多的不规

则颗粒$可能与样品中存在一定的小分子矿物质有关%

红萍多糖表面为尖锐峰状结构$分布较为紧密$其分子高

度为
!1#8+

左右$高于单个多糖链的平均高度!

"1#

"

#1"8+

#

(

!&

)

$表明红萍多糖分子链中存在分支结构且互相

交织%

图
(

!

红萍多糖扫描电镜图

W-

P

E;9(

!

WH*Z5F
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<

F,22Q,;->9

!

b&""

#

!1(1(

!

三股螺旋结构
!

由图
$

可知$当红萍多糖存在时$

随着氢氧化钠浓度的增加!

"1""

"

"1#&+3.

'

_

#$刚果红的

最大吸收波长!

/

+,D

#发生移动$当
M,4C

浓度超过

#1&+3.

'

_

时$络合物最大吸收波长急剧下降$直至平稳$

表明红萍多糖可能具有三股螺旋构象$且该构象被高浓

度
M,4C

溶液破坏%三螺旋结构的多糖通常比单螺旋和

无规卷曲的多糖具有更强的生物活性(

!$

)

%

!1&

!

流变学特性

由图
V

可知$红萍多糖的表观黏度呈现出对样品浓

度和剪切速率的依赖性%表观黏度随样品浓度的升高而

增加$可能是因为高浓度下多糖链之间交联区数量增加+

多糖分子中羧基基团数量增加(

!V

)

$分子间作用力以及缠

结率增大$增加了流体流动阻力$限制了聚合物链的运动

和拉伸$从而使表观黏度增大%此外$多糖溶液表观黏度

随剪切速率的增加而降低$具有典型的剪切稀化行为$表

明红萍多糖溶液为非牛顿流体中的假塑性流体$这一现

象可以归因于剪切这一行为破坏了分子链的缠绕$减小

了流动阻力(

!/

)

%

!!

由图
/

可知$当角频率为
"1"#

"

#""1"";,>

'

F

时$随

着频率的增加$

+x

和
+y

均上升$对频率有显著依赖性%当

角频率较低时$

+x

"

+y

$红萍多糖溶液主要表现为液体的

黏性性质$当角频率为
/1&/;,>

'

F

时$

+x

和
+y

发生交叉$

此处的频率为弹性开始的交叉频率$此时多糖溶液状态

开始向类凝胶状态转变$内部分子链耦合缠绕$形成网络

图
&

!

红萍多糖红外光谱图
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图
$

!

红萍多糖刚果红反应

变化曲线

W-

P

E;9$

!

N38

P

3;9>;9,2:-382E;G93R

#R7881

B

3.

<

F,22Q,;->9

图
V

!

红萍多糖的静态剪切

变化曲线

W-

P

E;9V

!
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B

3.

<

F,22Q,;->9F3.E:-38 ?-:Q
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图
/

!

!L

红萍多糖溶液储能模量与

损耗模量变化曲线

W-

P

E;9/

!

J:3;,

P

9

!

+x

#

,8>.3FF

!

+y

#

+3>E.EF 3R !L #R7881

B

3.

<

F,22Q,;->9F3.E:-38

结构%当剪切振荡频率超过交叉频率时$

+x

$

+y

$此时的

样品溶液主要表现为固体弹性性质%综上$红萍多糖存

在一定的黏弹性$具有成为增稠剂和凝胶的潜在性质%

!1$

!

抗氧化活性

!1$1#

!

I66C

自由基清除力
!

由图
'

!

,

#可知$当多糖质

量浓度为
"1#

"

#1"+

P

'

+_

时$红萍多糖对
I66C

自由基

的清除能力与多糖质量浓度呈正相关$且清除率在

#+

P

'

+_

时达
/"1#&L

%红萍多糖+

H;3.3D

对
I66C

自

由基的半数抑制浓度!

ZN

&"

值#分别为
"1%!

$

"1"#+

P

'

+_

%

红萍多糖的
I66C

自由基清除能力显著低于
H;3.3D

$但

强于鳞毛蕨多糖!

ZN

&"

值为
!1"(+

P

'

+_

#

(

#"

)

+蕨菜多糖

!

ZN

&"

值为
"1/!+

P

'

+_

#

(

!V

)等蕨类多糖%

!1$1!

!

@KHJ

自由基清除力
!

由图
'

!

O

#可知$当多糖质

量浓度为
"1!

"

!1"+

P

'

+_

时$红萍多糖对
@KHJ

自由基

的清除能力呈剂量依赖性提高$当样品质量浓度为

!1"+

P

'

+_

时$清除率达
'#1!/L

$接近
"1# +

P

'

+_

H;3.3D

的清除率%红萍多糖+

H;3.3D

对
@KHJ

自由基半

数抑制浓度!

ZN

&"

值#分别为
#1"

$

"1"(+

P

'

+_

$红萍多糖

对
@KHJ

自由基的清除力低于
H;3.3D

$高于槐叶萍多糖

!

ZN

&"

值为
%1!&+

P

'

+_

#

(

!/

)

%

!1$1%

!

羟自由基清除率
!

由图
'

!

2

#可知$当多糖质量浓

度为
"1!

"

!1"+

P

'

+_

时$羟自由基清除率随多糖质量浓

度的增加而提升$但增长速率逐渐趋于平缓$且清除率在

!1"+

P

'

+_

时达最大值
$!1#/L

%与其他水生植物多糖

相比$

!1"+

P

'

+_

的红萍多糖对羟自由基的清除率低于

同浓度下蓝藻多糖!

/!1%%L

#

(

#&

)

$但高于同浓度下裸藻多

糖!

&"1#(L

#

(

!'

)

%

分子量+单糖组成+空间构象等因素均会影响多糖的抗

氧化活性%王帅等(

%"

)发现$多糖的抗氧化能力与其相对分子

量呈正比$分子质量较大的多糖空间结构更复杂$易形成较

多的分支和空腔$有助于自由基的去除%

[,8

P

等(

%#

)研究表

明$与中性糖相比$酸性多糖具有更强的氧化清除能力$且糖

醛酸含量与抗氧化活性呈正相关%红萍多糖为分子量较大

的酸性杂多糖$空间结构较为复杂$可能是其具有良好抗氧

化活性的重要原因%此外$葡萄糖醛酸作为良好的供氢体$

对增强样品的抗氧化能力具有关键作用%

图
'

!

红萍多糖的抗氧化活性
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%

!

结论
红萍多糖是一种酸性杂多糖$主要由甘露糖+葡萄糖

醛酸+半乳糖+木糖+葡萄糖组成%扫描电子显微镜下$红

萍多糖整体呈网状结构$分子呈链状分布且较为紧密%

红萍多糖存在糖类特征基团$具有吡喃环与三股螺旋结

构%样品溶液具有典型的剪切稀化行为$为非牛顿流体

中的假塑性流体*且红萍多糖溶液存在弱凝胶特征$后续

可应用至食品添加剂方面%红萍多糖对
I66C

自由基+

@KHJ

自由基和羟基自由基的半数抑制浓度!

ZN

&"

值#分

别为
"1%!

$

#1""

$

"1'$+

P

'

+_

$具有较好的抗氧化能力$可

作为天然抗氧化剂%
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