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摘要!目的!提高黄河三角洲盐碱地枸杞的开发和利用

率!方法!采用紫外分光光度计分别测定了枸杞低聚糖

对自由基的清除作用#以及对青春双歧杆菌的生长曲线

和
E

Q

值的影响#评估其抗氧化性能和增殖益生菌的能

力!结果!当枸杞低聚糖的质量浓度达到
#5$.

H

$

.<

时#

对
T[[Q

自由基"

M!>(

自由基和羟基自由基的清除率

分别达到%

',5%#g$5$%

&

=

#%

++5+%g$5$,

&

=

#%

#)5&'g

$5$)

&

=

'当质量浓度为
$5)

"

$5,.

H

$

.<

时#枸杞低聚糖

表现出较好的总还原力'青春双歧杆菌的
ST

值随着枸

杞低聚糖浓度的增加而增高#而
E

Q

值与菌体浓度呈负相

关!结论!枸杞低聚糖有较强的抗氧化活性#且有增殖益

生菌的能力!

关键词!枸杞低聚糖'体外'抗氧化'益生菌增殖
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作为中国传统的/药食同源0植物%枸杞中含有丰富

的活性物质)

)

*

%其中枸杞多糖具有增强免疫力)

#

*

+抗氧

化)

%

*

+平衡肠道菌群)

*P,

*等生物功能%可有效预防糖尿病

等慢性代谢疾病的发生)

'P8

*

&有学者)

&P)$

*指出%植物多

糖所表现出的生理活性与其结构和空间构象密切相关&

枸杞多糖分子结构复杂+水溶性差%从而导致其在食品+

农业和医药等领域的应用受到限制&但枸杞多糖降解后

得到的低聚糖不仅分子量小+水溶性强%还具有刺激肠道

中某些有益菌生长的生理功能)

))

*

&

a:/4

H

等)

)#

*研究了

枸杞多糖'蛋白质复合物的聚糖部分的体外免疫性能%

发现该部分对脾细胞+

>

细胞+

!

细胞和巨噬细胞有免疫

刺激作用&

0̂/4

H

等)

)%

*使用
Q

#

S

#

水解制备了枸杞低聚

糖%在
)$$.

H

(

.<

的质量浓度下枸杞低聚糖对羟基自由

基清除活性达
&'5*'=

&

黄河三角洲区域内有大面积中低产盐碱地%生长在此

区域盐碱地的枸杞整体表现出较强的抗盐性%如宁夏枸杞

和黑果枸杞均为高抗品种)

)*

*

&耐盐碱枸杞不仅在盐碱地

治理方面表现良好)

),

*

%还具有独特的药理活性)

)'

*

%因此具

有很大的研究价值&目前%利用多糖降解的方法制备耐盐
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碱枸杞低聚糖%研究其生理活性尚未见诸于报道&

研究拟以黄河三角洲盐碱地的枸杞作为研究对象%

通过酸和酶联合降解法制备枸杞低聚糖%分别测定其

T[[Q

自由基+

M!>(

自由基+羟基自由基的清除能力和

对肠道益生菌的增殖能力%从而评估低聚糖的体外抗氧

化活性和维持肠道菌群平衡的能力%旨在实现黄河三角

洲盐碱地枸杞的高效利用&

)

!

材料与方法

)5)

!

材料与试剂

枸杞#采摘于黄河三角洲盐碱地$

枸杞低聚糖!

<!S

"+枸杞多糖!

<![

"#齐鲁工业大学

生物基材料与绿色造纸国家重点实验室$

抗坏血酸!

f

O

"#上海源叶生物科技有限公司$

#

%

#-

联苯基
-)-

苦基肼基!

T[[Q

"+

#

%

#-

二氮
-

双!

%-

乙

基苯并噻唑
-'-

磺酸"铵盐!

M!>(

`

"+三氟乙酸!

>RM

"+石

油醚#上海麦克林生化科技有限公司$

氯仿+正丁醇+碳酸钠!

X/

#

OS

%

"+水杨酸+过硫酸钾

!

]

#

(

#

S

&

"+硫酸亚铁!

RD(S

*

"+过氧化氢!

Q

#

S

#

"+铁氰化

钾!

]

%

)

RD

!

OX

"

'

*"+无水乙醇+

+,=

乙醇+磷酸盐缓冲液

!

[!(

"+三氯乙酸!

>OM

"+三氯化铁!

RDO1

%

"+生理盐水#国

药集团化学试剂有限公司$

>F0?-

盐酸缓冲液#

(0

H

./-M19F06:

!上海"贸易有限公司$

硫酸!

Q

#

(S

*

"#烟台远东精细化工有限公司$

链霉蛋白酶!

[F74/?D"

"#北京索莱宝科技有限公司$

青 春 双 歧 杆 菌 !

-$

3

$H0T68:,7$9+ 6H01,?8,%:$?

ONVOO5)5#)+$

"+培养基
OV$#%%

#中国共同微生物收集

与管理中心$

所有溶剂均为分析纯&

)5#

!

主要仪器设备

分析天平#

RM#$$*

型%上海舜宇恒平科学仪器有限

公司$

小型粉碎机#

R(̂-M$,X'

型%广东小熊电器有限公司$

离心机#

>T<-*$!

型%上海安亭科学仪器厂$

旋转蒸发器#

Y"#$$$M

型%上海贤德实验仪器有限

公司$

集热式恒温加热磁力搅拌器#

TR-)$)(

型%郑州科泰

实验设备有限公司$

电热恒温水浴锅#

QQ-#)-&

型%常州诺基仪器有限

公司$

真空冷冻干燥机#

_̂TN-)$

型%上海净信实业发展有

限公司$

涡旋振荡器#

V0J>/31D

型%合肥艾本森科学仪器有限

公司$

厌氧培养箱#

<MW-%>

型%上海龙跃仪器设备有限

公司$

E

Q

计#

R"#&

型%梅特勒'托力多仪器!上海"有限

公司$

紫外可见分光光度计#

;f-')$$

型%上海元析仪器有

限公司&

)5%

!

方法

)5%5)

!

枸杞多糖的制备
!

参照
T04

H

等)

)8

*的方法并稍作

修改&枸杞洗净后烘干%用粉碎机粉碎%过筛备用&定量

称取枸杞粉%经石油醚加热回流重复脱脂
%

次%烘干%按

料液比!

+

枸杞粉
jR

蒸馏水"为
)j%

的比例混匀后置于
+$c

水浴提取
#:

%过滤%取上清液%以
%$$$F

(

.04

离心
#

次%

合并上清液&采用旋转蒸发器真空浓缩至
)

(

*

体积%冷

却至室温&加入
)

(

,

体积
(DG/

H

试剂!

R

氯仿
jR

正丁醇
e*j

)

"%剧烈振摇%使其充分混匀%

%$$$F

(

.04

离心%倾出上清

液%除去中间变性蛋白和下层氯仿%重复以上操作直至中

间层无变性蛋白%收集上清液加入
*

倍体积的
+,=

乙醇

沉淀%静置
#*:

%滤布过滤%冷冻干燥后得到枸杞多糖

!

<![

"&

)5%5#

!

枸杞低聚糖的制备
!

参照
a:/4

H

等)

)#

*的方法并

稍作修改&定量称取
<![

+

[F74/?D"

!

+

<![

j+

[F74/?D"

e

)j#

"%加入
$5).71

(

<

的
>F0?-

盐酸缓冲液混合均匀%将

混合液置于
'$c

水浴体系中以灭活可能存在的酶&根

据原始
<!S

样品的重量%依次向样品体系液中加入
)5$=

和
$5,=

!质量分数"的
[F74/?D"

%体系
E

Q

调至
&5$

左

右%室温下消化
#*

"

*&:

&消化结束后对所得样品体系

依次进行
(D

E

:/9DJN-)$$

纯化和
(D

E

:/9DJN-#,

除盐%取

部分样品加入
*$..71

(

<Q

#

(S

*

%

&$c

搅拌反应%

)$:

后取样%滴加
$5#,.71

(

<X/

#

OS

%

溶液对反应进行中和%然

后用蒸馏水透析
8#:

%收集袋内浓缩液%加入
$5,.71

(

<

>RM

%

&$c

反应
*:

%蒸馏水浓缩数次%直至浓缩液
E

Q

为

中性%冷冻干燥后得到枸杞低聚糖!

<!S

"&

)5%5%

!

T[[Q

自由基清除能力测定
!

参照文献)

)&

*并稍

作修改%定量称取
<!S

%分别配制成质量浓度为
$5)

%

$5#

%

$5%

%

$5,

%

)5$

%

#5$

%

%5$

%

*5$.

H

(

.<

的待测溶液%每次测定

均取
<!S

溶液
#.<

%加入同等体积的
$5$&..71

(

<T[-

[Q

溶液%充分振荡%避光于室温下反应
%$.04

%反应结束

后测定
,)84.

处的吸光度&用无水乙醇设置空白对照&

按式!

)

"计算
T[[Q

自由基清除率&

4

^

'

$

_

'

)

'

$

`

)$$=

% !

)

"

式中#

4

'''自由基清除率%

=

$

'

$

'''空白溶液的吸光度$

'

)

'''样品溶液的吸光度&

)5%5*

!

M!>(

自由基清除能力测定
!

参照文献)

)+

*并稍

作修改&按照
)5%5#

中的方法配制
<!S

样品待测液&

M!>(

` 工 作 液 配 制 方 法#等 体 积 混 合 现 配 制 的

)#!

"

f715%&

"

X75,

刘
!
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85*..71

(

<M!>(

`溶液及
#5'..71

(

<]

#

(

#

S

&

溶液%

置于
#

"

'c

下避光
)#:

后备用&每次试验开始前%用

$5#.71

(

<

%

E

Qe85*

的
[!(

溶液对
M!>(

` 工作液进行

稀释处理%将
8%*4.

吸光度控制在!

$58$g$5$#

"方可使

用&取
<!S

溶液
).<

%加入
#

倍体积的
M!>(

`工作液%

充分振荡%避光于室温下反应
'.04

%反应结束后测定

8%*4.

处的吸光度&用蒸馏水设置空白对照&按式!

)

"

计算
M!>(

自由基清除率&

)5%5,

!

羟基自由基清除能力测定
!

参照文献)

#$

*并稍作

修改&按照
)5%5#

中的方法配制
<!S

样品待测液%分别

取
<!S

待测溶液
).<

%先后加入同等体积的
+..71

(

<

RD(S

*

溶 液+

+ ..71

(

<

的 水 杨 酸'乙 醇 溶 液 和

&5&..71

(

<

的
Q

#

S

#

溶液%充分振荡%避光于室温下水浴

%$.04

%反应结束后测定
,)$4.

处的吸光度&用蒸馏水

设置空白对照&按式!

)

"计算羟基自由基清除率&

)5%5'

!

总还原能力测定
!

参照文献)

#)

*并稍作修改&按

照
)5%5#

中的方法配制
<!S

样品待测液%分别取不同浓

度的
<!S

溶液
).<

%先后加入
).<$5#.71

(

<[!(

缓

冲液 !

E

Q '5'

"和
$5)#, .<

体 积 分 数 为
)=

的

]

%

)

RD

!

OX

"

'

*溶液%充分震荡%避光于
,$ c

下水浴

#$.04

后%先后加入体积分数为
)$=

的
>OM

和
$5)=

的

RDO1

%

溶液以终止反应%充分振荡%测定
8$$4.

处的吸光

度&用蒸馏水设置空白对照&

)5%58

!

对益生菌的增殖效应

!

)

"菌种的活化#试验在无菌环境下进行%定量称取

少量青春双歧杆菌制剂胶囊中的冻干菌粉%加入无菌生

理盐水%重悬菌体&以
$5)=

的接菌量接种于
)$.<

活化

培养基中%振荡均匀%

%8c

厌氧环境下培养%进行
#

次传

代%重悬菌体并进行接种%

)&:

后得菌种母液&

!

#

"生长曲线的测定#参照文献)

##

*并稍作修改&以

相同质量浓度的
<!S

代替基础培养基中的葡萄糖作为

试验培养基%

))%c

湿热灭菌
#$.04

%取菌种母液以
$5)=

的接菌量接种于试验培养基中&

%8c

厌氧培养
*&:

%分

别在第
$

%

#

%

*

%

'

%

&

%

)$

%

)#

%

)'

%

)&

%

#$

%

#*

%

*&:

时取样%测

定
'$$4.

处的菌体浓度和
E

Q

值&同时以
<![

代替相

同体积的葡萄糖作为对照组以培养时间和对应的

ST

'$$4.

吸光度绘得生长曲线&

)5*

!

数据统计分析

所有试验均重复
%

次%数据以平均值
g

标准误差表

示&数据采用
"J6D1#$)$

进行统计分析%

([((#$5$

软件

进行处理%并用
SF0

H

04[F7&5,

进行绘图&

#

!

结果与分析
#5)

!

T[[Q

自由基清除能力

T[[Q

自由基是一种含有单一电子的含氮有机自由

基%它会使乙醇溶液呈现较深的暗紫色%在
,)84.

波长

处表现出明显的吸收峰)

#%

*

&抗氧化剂的加入能够与

T[[Q

自由基相结合%溶液的颜色则会由最初的紫色向

黄色发生明显的变化%抗氧化剂的
T[[Q

自由基清除能

力可以通过紫外光吸收的弱化程度来判定%通常
T[[Q

自由基清除率与氧化剂的抗氧化能力呈正比&由图
)

可

知%

<!S

有一定的
T[[Q

自由基清除能力%

<!S

的抗氧

化能力随
<!S

浓度先升高后下降&就平均抗氧化能力

而言%

<!S

抗氧化水平不及
<![

和
f

O

&综上%过高浓度

的
<!S

不易向
T[[Q

自由基提供电子或者质子%与

T[[Q

自由基的结合率降低&

#5#

!

M!>(

自由基清除能力

M!>(

`溶剂本身呈现蓝绿色%在
8%*4.

处有明显的

吸收峰&抗氧化剂的加入会使
M!>(

`在此波长处的吸

光度降低%同时%溶剂的蓝绿色会明显褪去%褪色程度越

高%则表示氧化剂的抗氧化性越强)

#*

*

&由图
#

可知%在

$5)

"

)5$.

H

(

.<

质量浓度范围内%

M!>(

自由基清除率

随着
<!S

质量浓度增加而升高%当
<!S

的质量浓度为

#5$.

H

(

.<

时%

M!>(

自由基清除率最高%达!

++5+%g

$5$,

"

=

%此后
M!>(

自由基清除率维持在最高值左右&

<![

的
M!>(

自由基清除率达到最高值后随着
<![

质

图
)

!

不同质量浓度
<!S

的
T[[Q

自由基清除能力
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图
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不同质量浓度
<!S

的
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自由基清除能力
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量浓度的增加而略微下降%这一现象可能与多糖分子量

大小和聚合度相关%

<!S

表现出比
<![

更稳定的抗氧

化性&

#5%

!

清除羟基自由基的能力

羟基自由基是人体中自由基的主要来源%由多态性反

应产生&过量的羟基自由基会对体内的生物大分子造成

损害)

#,

*

&清除羟基自由基是抗氧化防护过程中极其重要

的一环&由图
%

可知%

<!S

有显著的羟基自由基清除能

力%随着
<!S

质量浓度的升高其清除羟基自由基的能力增

强%当质量浓度为
#.

H

(

.<

时%

<!S

和
<![

的羟基自由基

清除率均达到最高值%但低于
f

O

对羟基自由基的清除率&

这
%

种物质抗氧化性的大小顺序为#

f

O

&

<!S

&

<![

&

#5*

!

总还原能力

抗氧化剂的总还原能力是衡量机体抗氧化性能的一

项重要指标&

]

%

RD

!

OX

"

'

能够被 抗 氧 化 剂 还 原 成

]

*

RD

!

OX

"

'

%使之与
RD

%̀ 发生反应得到普鲁士蓝%并在

8$$4.

处出现了强吸收峰%通过吸光度可以测定出
RD

%̀

被还原成
RD

#̀ 的程度%从而根据最终产物生成量来判断

抗氧化剂的抗氧化能力)

#'

*

&由图
*

可知%

f

O

的总还原能

力与其质量浓度呈正相关%与
f

O

还原力相比%

<!S

与

<![

整体的总还原力较低%最大总还原力基本达到
f

O

的

图
%

!

不同质量浓度
<!S

的羟基自由基清除能力
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<!S

的总还原力评价
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B

7C<!S

#,=

&当
<!S

的质量浓度为
$5)

"

$5,.

H

(

.<

时%总还

原力随其浓度的增加而上升%继续增加质量浓度还原力

不再升高&当样品质量浓度为
%5$.

H

(

.<

时%

<!S

与

<![

的总还原力相当%吸光度为!

$5)+)g$5$)$

"&

#5,

!

<!S

对益生菌的增殖效应

由图
,

可知%在相同的质量浓度下%

<!S

比
<![

更

有利于青春双歧杆菌的增殖&双歧杆菌经
<!S

培养
':

后进入对数生长期%在此期间双歧杆菌迅速繁殖&而葡

萄糖培养基中双歧杆菌停滞期较长%培养
)$:

后才进入

对数生长期&培养
)&:

后%葡萄糖培养基的双歧杆菌生

长达到稳定期%

':

后
<!S

培养基的菌体也进入稳定期&

此后菌体进入衰亡期%菌体浓度不再变化&结果表明%

<!S

培养基的双歧杆菌进入对数期速率比
<![

和葡萄

糖培养基中的双歧杆菌快%并且最终
<!S

培养基的菌体

浓度比
<![

培养基的高&

<![

与空白的培养基相比%双

歧杆菌的生长速率更高%传代时间更短&此外%由图
'

可

知%除空白组外%其他
%

组菌液
E

Q

值均呈显著下降趋势%

且随着双歧杆菌菌体浓度的提高%

E

Q

值不断降低%在培

养
)':

后
E

Q

值趋于稳定&培养
#:

后%

<!S

与葡萄糖

培养基菌液的
E

Q

值下降速度最快%可能是由于双歧杆菌

在
<!S

培养基中进行增殖代谢%产生了短链脂肪酸%在

图
,

!

青春双歧杆菌生长曲线
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!
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图
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!

青春双歧杆菌生长过程中
E

Q

的变化
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昊等!枸杞低聚糖体外抗氧化活性及增殖益生菌能力研究



这一时期内产酸量要高于以
<![

和无碳源的基础培养

基%这与
ST

值相对应%表明
<!S

可促进双歧杆菌较快进

入对数生长期%表现出较好的增殖效应&

%

!

结论
研究表明枸杞低聚糖有较强的

T[[Q

自由基+

M!>(

自由基+羟基自由基清除能力和总还原力%由此可知枸杞

低聚糖具有良好的体外抗氧化活性&同时%以青春双歧

杆菌益生菌作为考察对象%发现枸杞低聚糖能促进青春

双歧杆菌益生菌增殖&基于上述研究结果%从饮食营养

干预的角度考虑%枸杞低聚糖有助于提高机体的抗氧化

和抗炎能力%这为其发展成为功能性食品提供了重要的

理论依据%有助于研究者更好地发掘黄河三角洲盐碱地

枸杞的利用价值和经济效益&后续可进一步通过动物试

验探究枸杞低聚糖对机体内部的作用机理及干预路径&
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