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摘要：分别研究热风干燥、真空干燥和冷冻干燥３种方式对

牛蒡粗多糖理化性质和抗氧化活性的影响。结果表明：３种

干燥方式所得牛蒡多糖均为灰白色固体、是无多酚类物质的

非淀粉类多糖；冷冻干燥牛蒡粗多糖的多糖含量和蛋白质含

量最高，分别为（９０．７２±１．４５）％ 和（２．４１±０．１７）％；真空干

燥牛蒡粗多糖的糖醛酸含量最高，为（２．６６±０．０９）％；热风干

燥牛蒡粗多糖的相对分子量最大，为４６．７４×１０４Ｄａ。同时，

冷冻干燥牛蒡粗多糖的抗氧化活性高于热风和真空干燥，其

ＤＰＰＨ自由基和羟自由基清除率以及还原力的犐犆５０分别为

２．１１，２．４４，３．６８ｍｇ／ｍＬ。综上，考虑到多糖含量最高及抗氧

化能力最好，可选用冷冻干燥方式干燥牛蒡粗多糖。
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牛蒡（犃狉犮狋犻狌犿犾犪狆狆犪Ｌ．）又名东洋参、牛鞭菜，为菊科牛

蒡属二年生草本植物［１］。近年来，国内外研究发现，牛蒡多

糖具有降血糖［２］、抗氧化［３］、抗菌［４］、免疫调节、抑制肿瘤

Ｋ５６细胞的增殖作用和小鼠肠道菌群调节作用
［５］等多方面

生物活性，目前已成为医药和保健食品研究与开发的热点。

据研究［６－７］发现，多糖的水溶性、理化性质、分子量大

小、粘度和生物活性等主要受到样品处理方法、提取工艺参

数和干燥方法三大类因素的影响。常用的干燥方式主要有

热风干燥、抽真空干燥和冷冻干燥等方式。热风干燥多糖色

泽保持较好，但温度过高对多糖活性有较大影响；抽真空干

燥处理室内相对缺氧，可避免多糖被氧化，但生产效率较低；

冷冻干燥采用冻结升华的方法使水分脱去，在独特的高真

空、低温环境条件下干燥，微生物的生长和酶的作用受到抑

制，能最大限度地保持多糖的活性。ＭＡＬｉｓｈｕａｉ
［８］和 ＦＡＮ

Ｌｉｕｐｉｎｇ
［９］等研究了干燥方式对白桦茸菇多糖和灵芝多糖理

化性质及抗氧化活性的影响，结果显示，干燥方式对白桦茸

菇多糖和灵芝多糖理化性质及抗氧化活性有显著影响，其中

冷冻干燥所得多糖抗氧化活性最好。目前关于干燥方式对

牛蒡多糖理化性质及抗氧化活性的影响未见报道。本试验
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拟研究热风干燥、真空干燥和冷冻干燥３种方式对牛蒡粗多

糖理化性质和抗氧化活性的影响，旨在为牛蒡多糖的进一步

研究和开发提供试验依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

牛蒡根：采自简阳牛蒡种植基地，由四川农业大学理学

院张利教授鉴定为白肌理想牛蒡；

１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、四唑氮蓝（ＮＢＴ）、

还原型辅酶Ｉ钠盐（ＮＡＤＨ）、吩嗪硫酸甲酯（ＰＭＳ）：ＡＲ级，

美国Ｓｉｇｍａ公司；

葡萄糖、苯酚、浓硫酸、９５％乙醇：ＡＲ级，成都市科龙化

工试剂厂；

透析袋（８０００）：成都市科龙化工试剂厂。

１．１．２　主要仪器设备

电子天平：ＣＰ１１４型，上海洪纪仪器设备有限公司；

超声波清洗机：ＳＢ６００ＤＴＤ型，宁波新芝生物科技股份

有限公司；

冷冻干燥机：ＬＧＪ１２型，北京松源华兴科技发展有限

公司；

紫外可见分光光度计：ＵＶ１６００ＰＧ型，上海美谱达仪器

有限公司；

高速冷冻离心机：ＧＬ２２ＭＳ型，匡贝实业有限公司；

傅里叶交换光谱分析仪：ＳＡ２０５ 型，美国 Ｔｈｏｒｌａｂｓ

公司。

１．２　方法

１．２．１　牛蒡多糖的提取及干燥样品的制备　将牛蒡根切片

粉碎机粉碎，过６０目筛。用９０％的乙醇索氏提取８ｈ以除

去单糖、低聚糖和色素等小分子物质，自然阴干。取干燥后

的牛蒡根粉末以１２５（ｇ／ｍＬ）的料液比加水，于８０℃水浴

中提取２次，每次３ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，合并上清

液，旋蒸至原溶液体积的１／４采用Ｓｅｖａｇ法脱除蛋白
［１０］，透

析袋透析，得粗提物。

粗提物分别采用热风干燥（６０℃，２．０ｍ／ｓ±０．２ｍ／ｓ）、

真空干燥（６０℃，０．０６ＭＰａ）和冷冻干燥（－４０℃，１００Ｐａ）进

行处理，干燥至水分含量小于１０％
［９］。热风干燥、真空干燥

和冷冻干燥获得的多糖样品分别命名为 ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ、

ＡＬＰＦ。

１．２．２　多糖含量的测定　采用苯酚—硫酸法
［１１］。根据多糖

浓度狓 与吸光度狔 作图得标准曲线的回归方程为狔 ＝

６．９４２狓＋０．０２９９（犚２ ＝０．９９４），可计算可溶性多糖的含量。

１．２．３　淀粉鉴定　采用碘—碘化钾试验。称取牛蒡粗多糖

样品０．１ｇ，用超纯水定容至１０ｍＬ。取１ｍＬ所配溶液与

碘—碘化钾试剂（碘含量０．０２％）混合，观察记录颜色变化。

１．２．４　酚羟基鉴定　采用三氯化铁显色反应。称取牛蒡粗

多糖样品０．１ｇ，用超纯水定容至１０ｍＬ。向１ｍＬ所配溶液

中加入１～２滴三氯化铁溶液，混匀，观察颜色变化。

１．２．５　糖醛酸含量的测定　采用硫酸—咔唑法
［１２］。称取牛

蒡多糖配置浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的牛蒡粗多糖溶液，取１ｍＬ

于具塞试管中，加入５ｍＬ浓硫酸，震动摇匀于沸水浴中加热

３０ｍｉｎ后冷却至室温，再加入１ｍＬ咔唑试剂，摇匀，于沸水

浴中加热１０ｍｉｎ，冷却至室温，在５３０ｎｍ处测定其吸光度。

根据糖醛酸浓度狓与吸光度狔作图得标准曲线的回归方程

为狔＝３．４３狓－０．０９５（犚
２＝０．９９７），可计算糖醛酸的含量。

１．２．６　蛋白质含量的测定　采用考马斯亮蓝 Ｇ２５０法。称

取牛蒡多糖配置浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的牛蒡粗多糖溶液，取

１ｍＬ于试管中，加入 ５ ｍＬ 提前配置好的考马斯亮蓝

Ｇ２５０，在常温静置１５ｍｉｎ，待颜色稳定后，在５９５ｎｍ处测定

其吸光度。根据蛋白质浓度狓与吸光度狔作图得标准曲线

的回归方程为狔＝５．２狓－０．０２５（犚
２＝０．９９６），可计算粗多糖

中蛋白质的含量。

１．２．７　水分含量测定　称取样品１．０ｇ于已干燥至恒重的称

量瓶中，置于１３０℃电热恒温箱内，半开称量瓶盖，烘烤２ｈ

后，盖好瓶盖。移入干燥器内，冷却至室温，称量，如此反复，

烘干至恒量。水分含量按式（１）计算：

狑＝
犿１－犿２

犿１－犿０
×１００％， （１）

式中：

狑———水分含量，％；

犿ｏ———称量瓶质量，ｇ；

犿１———烘干前多糖和称量瓶的总质量，ｇ；

犿２———烘干后试剂和称量瓶的总质量，ｇ。

１．２．８　红外光谱分析　取牛蒡粗多糖样品２ｍｇ与１００ｍｇ

溴化钾在玛瑙研钵中研磨均匀，压片，置于傅里叶变换红外

光谱仪中在４０００～４５０ｃｍ
－１波数范围内扫描，观察记录

谱峰［１３］。

１．２．９　粗多糖相对分子量的测定　采用凝胶过滤色谱法。

将ＤｅｘｔｒａｎＴ系列右旋糖酐 Ｔ１０（犕狑 １００００），Ｔ４０（犕狑

４００００），Ｔ７０（犕狑 ７００００），Ｔ１００（犕狑 １０００００）和 Ｔ５００

（犕狑５０００００）等不同分子量大小的标准品用超纯水配成

５ｍｇ／ｍＬ，过膜后上ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶层析柱，上样量为

２０μＬ。以保留时间为横坐标，平均分子量的对数（ｌｇ犕狑）为

纵坐标，绘制标准曲线。以相同的条件将样品上柱，根据标

准曲线，求得相对分子量。

１．２．１０　牛蒡粗多糖的抗氧化活性研究

（１）对ＤＰＰＨ自由基的清除作用：参照文献［１４］测定牛

蒡粗多糖清除ＤＰＰＨ自由基的能力。用超纯水将牛蒡粗多

糖配成不同浓度（０．０～４．０ｍｇ／ｍＬ）的溶液，以 Ｖｃ做阳性对

照。每个样品重复３次，求平均值。ＤＰＰＨ自由基清除率按

式（２）计算：

犜＝
犃０－犃犼－犃犻

犃０
×１００％， （２）

式中：

犜———清除率，％；

犃ｏ———水代替样品溶液的ＤＰＰＨ溶液的吸光度；

犃犻———样品溶液与ＤＰＰＨ混合溶液的吸光度；

犃犼———不加ＤＰＰＨ溶液的样品溶液的吸光度。
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（２）对羟自由基的清除作用：参照文献［１５］测定牛蒡粗

多糖对羟基自由基的清除能力。用超纯水将牛蒡粗多糖配

成不同浓度（０．０～４．０ｍｇ／ｍＬ）的溶液。以 Ｖｃ做阳性对照。

每个样品重复３次，求平均值。羟自由基清除率按式（２）计

算，其中：犃ｏ为水代替样品溶液的混合反应溶液的吸光度，

犃犻为样品溶液与混合反应溶液的吸光度，犃犼为不加水杨酸

混合反应溶液的吸光度。

（３）铁离子还原能力测定：通过测定多糖将Ｆｅ３＋还原成

Ｆｅ２＋的能力评价样品的还原能力。参考文献［１６］分别移取

各浓度梯度多糖（０．２～２．０ｇ／ｍＬ）样品溶液２．５ｍＬ加入到

装有２．５ｍＬ磷酸缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．６）的试管中，然后

每支试管中分别加入２．５ｍＬ铁氰化钾（１ｇ／１００ｍＬ），混合

均匀后５０℃水浴２０ｍｉｎ。冷却至室温后向混合液中分别加

入０．５ ｍＬ 三氯乙酸（１０ｇ／１００ ｍＬ），３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ。分别取２ｍＬ上清液加入到事先装有２ｍＬ超纯水

的试管中，再加入０．５ｍＬ三氯化铁（０．１ｇ／１００ｍＬ），室温放

置１０ｍｉｎ后，７００ｎｍ处测定吸光度。以超纯水代替样品溶

液作为试剂空白。吸光度越高表明样品的还原力越强。

１．３　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ２０１３处理软件进行数据处理及分析，所有试

验均重复３次，以平均值表示。

２　结果与分析
２．１　理化性质

２．１．１　颜色反应及含量分析　ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和ＡＬＰＦ的

理化性质见表１。在色泽观察方面，ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和ＡＬＰ

Ｆ均为灰白色固体。在香气分析方面，ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ 和

ＡＬＰＦ均无臭无味。碘化钾反应和三氯化铁反应均呈阴性，

说明ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和ＡＬＰＦ均为非淀粉类多糖和无多酚

类物质。

粗多糖水分含量测定显示，干燥方式对多糖水分含量影

响不显著。多糖含量结果显示，干燥方式对 ＡＬＰ多糖含量

有显著影响（Ｐ＜０．０５），其中 ＡＬＰＦ多糖含量最高，达到了

（９０．７２±１．４５）％，ＡＬＰＨ 多 糖 含 量 次 之，为 （８８．４６±

１．７６）％，ＡＬＰＶ多糖含量最少，为（８５．５１±１．８２）％。可能

是热风干燥和真空干燥处理所需温度更高，较高温度情况

下，多糖可能发生降解［１７］。干燥方式对ＡＬＰ糖醛酸含量和

表１　牛蒡粗多糖的理化性质


Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍ

ｒｏｏｔｓｏｆ犃狉犮狋犻狌犿犾犪狆狆犪Ｌ．（狀＝３）

多糖 色泽观察 香气分析 碘化钾反应 三氯化铁反应

ＡＬＰＨ 灰白色 无味 阴性 阴性

ＡＬＰＶ 灰白色 无味 阴性 阴性

ＡＬＰＦ 灰白色 无味 阴性 阴性

多糖 水分含量／％ 多糖含量／％ 糖醛酸含量／％ 蛋白质含量／％

ＡＬＰＨ ３．０３±０．０５ａ ８８．４６±１．７６ａ ２．０５±０．１８ｂ ２．２８±０．０７ａ

ＡＬＰＶ ２．９７±０．２１ａ ８５．５１±１．８２ｂ ２．６６±０．０９ａ １．７２±０．１３ｂ

ＡＬＰＦ ３．２９±０．１５ａ ９０．７２±１．４５ａ １．７３±０．１１ｂ ２．４１±０．１７ａ

　　同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

蛋白质含量有显著影响（Ｐ＜０．０５），其主要受产量和温度的

影响［８］。热风干燥和真空干燥需要温度较高，可破坏其部分

有效成分。

２．１．２　红外光谱分析　红外光谱利用分析特征官能团的吸

收峰可以初步判断多糖的官能团。由图１可知，ＡＬＰＨ、

ＡＬＰＶ和ＡＬＰＦ都具有明显的多糖类物质的特征吸收峰。

３３８０ｃｍ－１附近出现的吸收峰为 ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和 ＡＬＰＦ

的Ｏ—Ｈ伸缩振动吸收；在２９５０ｃｍ－１处为Ｃ—Ｈ伸缩振动

的吸收峰［１８］；在１８００～１６００ｃｍ－１中，１７５５ｃｍ－１为酰胺基

ＲＣＯＮＨＲ—的酰胺Ｉ吸收带，１６５０ｃｍ－１是Ｎ—Ｈ的变角振

动，为 ＲＣＯＮＨＲ—德酰胺ＩＩ吸收带，证明 ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ

和ＡＬＰＦ均有蛋白质存在。ＡＬＰＦ的吸收强度明显强于

ＡＬＰＨ和 ＡＬＰＶ，说明 ＡＬＰＦ中蛋白质含量大于 ＡＬＰＨ

和ＡＬＰＶ；１２２６ｃｍ－１附近有吸收，说明不同干燥方式牛蒡

多糖均含有硫酸基；９５０～１２００ｃｍ－１的吸收峰为Ｃ—Ｏ—Ｈ

和Ｃ—Ｏ—Ｃ的变角振动产生
［１９］；１０３５ｃｍ－１附近的吸收峰

为葡萄糖的特征吸收，说明了 ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和 ＡＬＰＦ主

要组成单糖都有葡萄糖；在糖类的环振动吸收区９００～

７００ｃｍ－１处存在８６８ｃｍ－１β型糖苷键的特征吸收峰，说明

ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和ＡＬＰＦ均是β吡喃糖。

图１　牛蒡粗多糖的红外光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｈｅＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍｒｏｏｔｓ

ｏｆ犃狉犮狋犻狌犿犾犪狆狆犪Ｌ．

２．１．３　干燥方式对牛蒡粗多糖相对分子量分布的影响　由

表２可知，ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和 ＡＬＰＦ均洗脱出３个峰，且

ＡＬＰＦ洗脱出的３个峰的相对分子量较 ＡＬＰＨ和 ＡＬＰＶ

小，可能是高温条件下牛蒡多糖更容易发生聚合［８］。

２．２　干燥方式对牛蒡粗多糖抗氧化活性的影响

２．２．１　清除 ＤＰＰＨ 自由基的作用　由图２可知，ＡＬＰＨ、

ＡＬＰＶ和ＡＬＰＦ对ＤＰＰＨ自由基均有较好的清除效果，且

趋势基本一致。当多糖质量浓度达到４．０ｍｇ／ｍＬ时，ＡＬＰＨ、

表２　干燥方式对牛蒡粗多糖相对分子量的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｏｆＡＬＰ （×１０４Ｄａ）

ＡＬＰＨ ＡＬＰＶ ＡＬＰＦ

７０．４３±１．５５ ５４．１９±２．３７ ４６．７４±１．８３

３３．２４±０．９８ ４３．４１±１．２０ ２６．５７±１．０１

７．４３±２．１７ ７．０９±１．６５ ５．９３±１．２７
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图２　牛蒡粗多糖和Ｖｃ对ＤＰＰＨ自由基的清除作用

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＰａｎｄＶｃｏｎＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌ

ＡＬＰＶ 和 ＡＬＰＦ 的 清 除 率 分 别 为 ７７．０９％，８０．９５％，

８７．８７％，在此浓度下ＡＬＰＦ对ＤＰＰＨ自由基的清除能力与

Ｖｃ差异较小，ＡＬＰＨ 和 ＡＬＰＶ与 Ｖｃ差异较大。多糖对

ＤＰＰＨ自由基的清除效率可用ＤＰＰＨ清除率达５０％时多糖

质量浓度即犐犆５０值来表示，犐犆５０值越小说明该多糖清除

ＤＰＰＨ 自由基的能力越强。ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ 和 ＡＬＰＦ的

犐犆５０值分别为２．４２，２．３１，２．１１ｍｇ／ｍＬ，说明 ＡＬＰＦ清除

ＤＰＰＨ自由基的能力强于ＡＬＰＨ和ＡＬＰＶ。

２．２．２　清除羟基自由基的作用　由图３可知，ＡＬＰＨ、ＡＬＰ

Ｖ和ＡＬＰＦ对羟基自由基都具有较强的清除能力。在质量

浓度０．０～４．０ｍｇ／ｍＬ的范围内具有量效关系。当多糖质量

浓度为到４．０ｍｇ／ｍＬ时，ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和 ＡＬＰＦ对羟基

自由基的清除率分别为６１．３１％，７５．３３％，８３．０９％，在此浓度

下ＡＬＰＦ清除羟基自由基的能力与Ｖｃ的差异较小，其余多

糖与Ｖｃ差异较大。ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和 ＡＬＰＦ的犐犆５０值分

别为３．２７，２．８８，２．４４ｍｇ／ｍＬ，说明 ＡＬＰＦ清除羟自由基的

能力强于ＡＬＰＨ和ＡＬＰＶ。

２．２．３　还原能力测定　由图４可知，ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ 和

ＡＬＰＦ均具有保护亚铁离子不被氧化的能力。在所选质量

浓度０．０～４．０ｍｇ／ｍＬ范围内，均呈现剂量效应。根据清除

线计算，ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ 和 ＡＬＰＦ的理论犐犆５０值分别为

４．９３，４．６１，３．６８ｍｇ／ｍＬ，说明不同干燥方式牛蒡粗多糖对金

属离子还原能力从弱到强为：ＡＬＰＨ＜ＡＬＰＶ＜ＡＬＰＦ。

　　３种多糖对ＤＰＰＨ的平均犐犆５０比羟基自由基和还原能

力的小。据ＣＨＥＮＲｕｉｚｈａｏ等
［２０］研究报道，多糖的抗氧化

活性 主要与多糖的理化性质、相对分子量、单糖组分、分子量

图３　牛蒡粗多糖和Ｖｃ对羟基自由基的清除作用

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＰａｎｄＶｃｏｎ

ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ

图４　牛蒡粗多糖和Ｖｃ的还原能力

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＰａｎｄＶｃｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇｐｏｗｅｒ

大小和结构构象等因素有关。ＡＬＰＨ、ＡＬＰＶ和 ＡＬＰＦ的

抗氧化能力主要受不同干燥方式对牛蒡多糖理化性质和相

对分子量分布的影响。ＬＩＮＧＳｈｉｋｕａｎ等
［２１］研究发现多糖

相对分子量越小，抗氧化活性越强，与本试验的 ＡＬＰＦ抗氧

化活性强于ＡＬＰＨ和ＡＬＰＶ的结果一致。

３　结论
本试验研究了热风干燥、真空干燥和冷冻干燥３种方式

对牛蒡粗多糖理化性质及抗氧化活性的影响。结果表明，不

同干燥方式所得牛蒡粗多糖均为无臭、无味的灰白色固体，

为无多酚类物质的非淀粉类多糖。３种干燥方式所得牛蒡

粗多糖在清除ＤＰＰＨ自由基、羟基自由基和保护亚铁离子不

被氧化方面均表现出较强的能力，并呈现良好的量效关系。

当多糖质量浓度达到４．０ｍｇ／ｍＬ时，ＡＬＰＦ抗氧化能力与

Ｖｃ差异不明显，其余多糖与 Ｖｃ差异较明显。３种多糖抗氧

化能力的大小为：ＡＬＰＨ＜ＡＬＰＶ＜ＡＬＰＦ。以上试验结果

为牛蒡多糖的后续研究提供了试验依据。
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３　结论
本研究通过加入新型的硅胶担持碳酸银催化剂进行催

化合成香叶醇葡萄糖苷，且所得粗产物不经纯化直接脱除乙

酰基，从而大大简化了反应进程，相对提高产率及反应效率。

以分离纯化理论为依据对比和优化了两种香叶醇吡喃

葡萄糖苷的分离纯化的方法。结果表明，ＨＰＬＣ法得到的样

品纯度较硅胶柱层析法较高，可达到９８．６６％，更适合高纯度

样品的制备。但处理大批量样品时硅胶柱层析法由于上样

量相对较大，利用其分离纯化既经济且效果较好。但是，为

了满足糖苷类香料前体分离纯化的经济、快速和高效，将硅

胶柱层析与 ＨＰＬＣ结合用于糖苷类粗品的纯化是值得探索

的新方向。
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