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摘要!以牡丹叶为实验对象"建立牡丹叶多糖的提取及分离纯化方法"再采用不同体积分数!!Z;&

AZ;&3Z;&YZ;#乙醇分级沉淀"得牡丹叶多糖Ni#!Z&Ni#AZ&Ni#3Z&Ni#YZ"采用红外光谱

分析各组分的光谱学特征"并通过_NNP自由基和羟自由基清除实验对各组分体外抗氧化活性进

行研究$ 结果表明(采用L<Q% >% #

!

型天然澄清剂法脱蛋白和过氧化氢脱色法联用进行牡丹叶

粗多糖的分离纯化"在此方法下牡丹叶粗多糖中蛋白脱除率为 Y$433;"色素脱除率为 1$40Z;"多

糖保留率为 3%4A%;"得到Ni#!Z 多糖纯度达 $%4!0;"得率为 %4!$;'A 种牡丹叶多糖组分均具

有一定体外抗氧化能力"其中Ni#!Z 对_NNP自由基和羟自由基具有明显清除能力"且半数抑制

浓度!CQ

Z"

#分别为 %Z403&3Z411

"

:7(B"但均略差于`

Q

!CQ

Z"

分别为 14Y$&A34A3

"

:7(B#$ 研究结

果为牡丹叶多糖开发和应用提供基础$

关键词!牡丹叶'多糖'提取纯化'体外抗氧化性
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??牡丹是毛茛科芍药属植物'其资源丰富'主要分

布于河南"陕西"山东"湖北"甘肃"安徽等省份*%+

%

牡丹籽油是油用牡丹籽经加工得到的植物油'其不

饱和脂肪酸含量近 $";

*!+

'于 !"%% 年被国家批准

为新资源食品% 陕西省油用牡丹产业分布于 1" 多

个县市区'种植面积不断增加*0 #A+

'牡丹籽油产量持

续增加'但围绕牡丹非药食用部位的综合利用开发

已成为油用牡丹产业亟需解决的问题% 笔者前期针

对牡丹籽油"牡丹籽饼粕"牡丹叶"牡丹籽种壳化学

成分和综合利用开发开展了系列研究*Z #$+

'奠定一

定研究基础% 牡丹叶作为牡丹的主要副产物'含有

芍药苷"多酚"多糖等活性成分'且产量大'常作为废

弃物被丢弃'造成资源浪费% 基于此'本研究选择牡

丹叶为研究对象'建立牡丹叶多糖的分离纯化方法'

再通过乙醇分级沉淀法得到不同极性段的牡丹叶多

糖'并对其光谱学特征和体外抗氧化活性进行分析'

以期为牡丹叶多糖综合利用开发提供实验基础%

=>材料与方法

%4%?实验材料

%4%4%?原料与试剂

牡丹叶'产地陕西省咸阳市!食品级`

Q

#纯度l

$$;$'北京索莱宝科技有限公司!_NNP标准品#纯

度l$1;$'梯希爱化成工业发展有限公司!)#葡

萄糖对照品#纯度
#

$Y;$'批号为 =%"=$C3$Y00'上

海源叶生物科技有限公司!牛血清白蛋白 #̀纯度
#

$3;$'批号为 g!%]3Z3%1!'上海源叶生物科技有

限公司!考马斯亮蓝'天津市科密欧化学试剂有限公

司!L<Q% >% #

!

型天然澄清剂'天津振天成科技有

限公司!其他试剂均为分析纯%

%4%4!?仪器与设备

<M/F(6X-+I*HW)G K6酶标仪'赛默飞世尔科技

#中国$有限公司!gL]Z" 型液体真空浓缩煎药机'

北京东华原医疗设备有限责任公司!<_ZX型低速

大容量离心机'上海卢湘仪离心机仪器有限公司!

d<%!Z 型电子分析天平'赛多利斯科学仪器#北京$

有限公司!\P1!""_d型数控超声波清洗器'昆山禾

创超声仪器有限公司!Q)F.3" 型紫外分光光度计'

安捷伦科技有限公司!B)T56G56型冷冻干燥机'美国

B)T56G56公司%

%4!?实验方法

%4!4%?牡丹叶多糖的提取

称取牡丹叶适量'粉碎后置于液体真空浓缩煎

药机中'按料液比 %o%" 加入水'浸泡 0" (*G 后'于

1"b条件下加热回流提取 ! 次'每次 3" (*G'压力为

"4"3 ["4"Y XN)'合并提取液'置于离心机于 0 Z""

F7(*G离心 %" (*G'收集上清液并减压浓缩至 "4Z

:7(B#以 %"" :牡丹叶为例'最后浓缩液为 !"" (B$

按照浓缩液 A 倍体积加入 $Z;乙醇'边加边搅拌'

于 Ab条件下静置 !A M 后'于 0 Z"" F7(*G 离心 %Z

(*G'收集沉淀'Z"b干燥 !A M'得牡丹叶粗多糖

粉末%

%4!4!?牡丹叶多糖的纯化

%4!4!4%?脱蛋白

取牡丹叶粗多糖粉末适量'加纯化水制成质量

浓度为 "4Z :7(B粗多糖溶液'备用%

#%$=/O):法

取一定量的牡丹叶粗多糖溶液'向其中加入%7A

体积的 =/O):/试剂#氯仿#正丁醇#体积比 Ao%$$'

磁力搅拌 !" (*G后'于 0 Z"" F7(*G 离心 %Z (*G'重

复 0 次'收集上清液'备用%

#!$L<Q% >% #

!

型天然澄清剂法

取一定量的牡丹叶粗多糖溶液'按照体积分数

A;d"!;@加入 L<Q% >% #

!

型天然澄清剂 @"d

两个组分'3"b水浴保温处理 $" (*G 后'于 0 Z""

F7(*G离心 %Z (*G得上清液'备用%

#0$盐酸法

取一定量的牡丹叶粗多糖溶液'置于 !Z (B容

量瓶中'用盐酸调节 UP至 04"'摇匀并置于冰箱中

冷藏 !A M后'于 0 Z"" F7(*G离心 %Z (*G得上清液'

重复 0 次'收集上清液'备用%

#A$三氯乙酸法

取一定量的牡丹叶粗多糖溶液'加入适量的三

氯乙酸'使三氯乙酸质量分数为 Z;'振荡 %Z (*G

后'于 0 Z"" F7(*G离心 %Z (*G得上清液'重复 0 次'

收集上清液'备用%

%4!4!4!?脱色素

#%$活性炭脱色法

取脱蛋白的牡丹叶多糖溶液适量'每 %"" (B中

加入 %4Z :活性炭'加热煮沸'保温处理 %" (*G后趁

热过滤'反复操作 0 次'计算色素脱除率%

#!$过氧化氢脱色法

用浓氨水调节脱蛋白的牡丹叶多糖溶液的 UP

为 Y4"'滴加 0";过氧化氢至溶液颜色为淡黄色'UP

约为 14"'于 Z"b水浴下保温 0 M'计算色素脱除率%

"!%
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%4!40?多糖含量"蛋白质含量及脱色率测定

%4!404%?多糖含量测定

根据文献*%"+采用硫酸 #苯酚法测定多糖含

量'以 )#葡萄糖质量浓度#6$为横坐标'吸光度

#&$为纵坐标'绘制的标准曲线回归方程为 &m

%$aZ$Y6#"%"!3 !#4m"%$$$ 0$%

%4!404!?蛋白质含量测定

根据文献*%%+采用考马斯亮蓝法测定蛋白质

含量'以牛血清白蛋白质量浓度#6$为横坐标'吸光

度#&$为纵坐标'绘制的标准曲线回归方程为 &m

%$%YZ36>"%""0 %#4m"%$$1 "$%

%4!4040?色素脱除率的测定

取脱蛋白的牡丹叶多糖溶液适量'纯化水为对

照'于 !"" [Y"" G(波长范围内进行全波长扫描'确

定最大吸收波长并作为多糖色素的检测波长% 测定

脱色前后牡丹叶多糖溶液在检测波长处的吸光度'

以脱色前后吸光度减小率表示色素脱除率%

%4!4A?不同极性段牡丹叶多糖的制备

将脱蛋白"脱色素后的牡丹叶多糖溶液置于截

留相对分子质量 0 Z"" 的透析袋中 !A M以除去小分

子物质'再分别加入不同体积分数 #!Z;"AZ;"

3Z;"YZ;$的乙醇溶液进行沉淀'离心'过滤'沉淀

于#!"b预冻 %! M'再升温至 !"b继续干燥 3 M'得

牡丹叶多糖Ni#!Z"Ni#AZ"Ni#3Z"Ni#YZ%

%4!4Z?牡丹叶多糖样品的红外光谱扫描

参考文献*%!+'取样品适量'采用 \dF压片法

记录 A"" [A """ 5(

#%扫描光谱'对牡丹叶多糖样品

进行红外光谱分析%

%4!43?体外抗氧化活性的测定

%4!434%?_NNP自由基清除能力测定

参考文献*%0+的方法并修改如下% 精密称定

_NNP适量于棕色容量瓶中'加入无水乙醇溶解得

质量浓度为 0$4A

"

:7(B_NNP溶液'Ab下避光保

存'备用!精密称定 `

Q

适量于容量瓶中'加入无水

乙醇溶解得质量浓度为 %4" (:7(B`

Q

溶液'备用!

分别精密称取Ni#!Z"Ni#AZ"Ni#3Z"Ni#YZ

适量于容量瓶中'加无水乙醇制备成 % (:7(B的系

列供试品溶液'于 $3 孔板避光点样'避光反应 0"

(*G'用酶标仪测定 Z%1 G(处的吸光度'计算多糖样

品对_NNP自由基的清除率'经线性拟合计算 CQ

Z"

'

以`

Q

作为阳性对照%

%4!434!?羟自由基清除能力测定

参考文献*%A+'采用铁还原邻二氮菲法测定'

加样顺序为邻二氮菲
"

Nd=

"

待测样品
"

硫酸亚

铁
"

过氧化氢'于 Z03 G(处测定吸光度'并计算不

同质量浓度的样品对应的清除率% 以样品质量浓度

为横坐标'以羟自由基清除率为纵坐标'绘制标准曲

线'经线性拟合计算CQ

Z"

'以`

Q

作为阳性对照%

?>结果与分析

!4%?不同脱蛋白方法对实验结果的影响

以多糖保留率和蛋白脱除率为评价指标'考察

了 =/O):法"L<Q% >% #

!

型天然澄清剂法#简称澄

清剂法$"盐酸法"三氯乙酸法对牡丹叶粗多糖中蛋

白质脱除效果的影响'结果见图 %%

图 =>不同脱蛋白方法对实验结果的影响

??由图 % 可知'A 种脱蛋白方法的蛋白脱除率大

小顺序为 =/O):法 l盐酸法 lL<Q% >% #

!

型天然

澄清剂法 l三氯乙酸法% =/O):法蛋白脱除率最

高'但该方法多糖保留率较 L<Q% >% #

!

型天然澄

清剂法的低'且操作复杂'有机试剂使用量大!盐酸

法蛋白脱除率达 1%4YZ;'但强酸的加入破坏了多

糖的化学结构'操作中多糖大量损失!三氯乙酸法蛋

白质脱除效果较差!L<Q% >% #

!

型天然澄清剂法

在保证良好蛋白质脱除效果的基础上多糖保留率达

Y%aYY;'此方法絮状物便于除去'操作简便'易于工

业化生产% 因此'选择 L<Q% >% #

!

型天然澄清剂

法作为牡丹叶粗多糖脱蛋白的方法% 为了达到更好

的蛋白脱除效果'进行 L<Q% >% #

!

型天然澄清剂

法的操作次数优化'结果见图 !%

图 ?> L̀:= b= C

#

型天然澄清剂法操作次数对

实验结果的影响

??由图 ! 可知'随着操作次数增加'多糖保留率呈

减小趋势'蛋白脱除率呈较明显增大趋势'考虑操作

时间和节约成本'确定操作次数为 ! 次%

综上所述'牡丹叶粗多糖脱蛋白的方法和工艺

%!%
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参数为(L<Q% >% #

!

型天然澄清剂法'按照体积分

数 A; d"!;@加入L<Q% >% #

!

型天然澄清剂@"

d两个组分'3"b水浴保温处理 $" (*G 后'于 0 Z""

F7(*G离心 %Z (*G得上清液'操作 ! 次'在此条件下

多糖保留率为 Y"4!$;'蛋白脱除率为 Y$433;%

!4!?不同脱色素方法对实验结果的影响

以多糖保留率"色素脱除率为评价指标'考察活

性炭脱色法"过氧化氢脱色法对牡丹叶多糖色素脱

除效果的影响'结果见图 0%

图 @>不同脱色素方法对实验结果的影响

??由图 0 可知(! 种方法均具有较好的色素脱除

效果'其中活性炭脱色法色素脱除率达 Y$410;'但

多糖保留率只有 AZ410;'分析原因'可能是活性炭

为强吸附剂'吸附色素的同时非选择性吸附多糖'造

成多糖损失!过氧化氢脱色法通过氧化色素达到脱

色目的'色素脱除率达 1$40Z;'多糖保留率为

13aA$;'在保证脱色效果的基础上可最大限度降低

多糖损失'且此方法耗材价格不高'实验操作简单'

便于工艺放大% 因此'综合考虑选择过氧化氢脱色

法为牡丹叶多糖脱色素方法%

!40?不同极性段牡丹叶多糖的制备

牡丹叶粗多糖采用L<Q% >% #

!

型天然澄清剂

法脱蛋白和过氧化氢脱色法联用进行分离纯化后'

按 %4!4A 方法制备得到不同极性段牡丹叶多糖

Ni#!Z"Ni#AZ"Ni#3Z 和 Ni#YZ% 测得 Ni#

!Z 多糖纯度达 $%a!0;'得率为 %4!$;%

!4A?牡丹叶多糖红外光谱分析

对不同极性段牡丹叶多糖 Ni#!Z"Ni#AZ"

Ni#3Z"Ni#YZ 进行红外光谱分析'结果见图 A%

由图 A 可知'A 个样品在 A """ [A"" 5(

#%均具

有多糖典型的吸收峰'且峰形基本相似% 其中

0 A0%4A! 5(

#%处出现较强且宽的糖类物质 &̂P

伸缩振动吸收峰'说明牡丹叶多糖存在分子内氢键!

! $!A4YA 5(

#%处出现烷基中Q&P键伸缩振动吸收

峰'% 0YA4%% 5(

#%处出现了较强的 Q&P变角振动

吸收峰'也证明多糖中Q&P键存在!% 3%34$% 5(

#%

处出现较强较尖的酯羰基中 Q&^键的伸缩振动

峰!% "104$1 5(

#%处出现吡喃糖环的Q& &̂Q伸缩

振动吸收峰'Y"" 5(

#%附近出现若干小的吸收峰'证

明
"

#)#吡喃糖环的存在%

图 A>牡丹叶多糖的红外光谱图

!4Z?牡丹叶多糖的抗氧化活性

!4Z4%?_NNP自由基清除能力#见图 Z$

图 D>不同牡丹叶多糖组分对!IIQ自由基清除能力

??由图 Z可知'A 种牡丹叶多糖对_NNP自由基均

具有一定清除能力'整体均呈现先增强后平稳趋势'

存在明显的剂量效应% 其中Ni#!Z 清除能力最强'

当其质量浓度为 3!4Z

"

:7(B时'_NNP自由基清除

率达 $!4"Z;'随着其质量浓度继续增加'对 _NNP

自由基清除能力趋于平缓'最高清除率为 $Aa$";'

半数抑制浓度#CQ

Z"

$为 %Z403

"

:7(B'其 _NNP自

由基清除能力略差于`

Q

#CQ

Z"

为 14Y$

"

:7(B$%

!4Z4!?羟自由基清除能力#见图 3$

图 G>不同牡丹叶多糖组分对羟自由基清除能力

??由图 3 可知'A 种牡丹叶多糖对羟自由基的清

除作用呈现先增强后平稳趋势'其中 Ni#!Z 清除

能力最强'当其质量浓度小于 %Z43!Z

"

:7(B时清

除率较低'当质量浓度增加至 %!Z

"

:7(B时清除能

力明显增加'羟自由基清除率达 104Z1;'但低于同

!!%

QPC]@ ĈB= @]_E@<=??????????????!"!% 6̀+aA3 ]6a!



质量浓度的 `

Q

#$%4%1;$% Ni#!Z 和 `

Q

对羟自

由基清除作用的CQ

Z"

分别为 3Z411"A34A3

"

:7(B%

@>结>论

牡丹叶多糖最佳纯化工艺为L<Q% >% #

!

型天

然澄清剂法脱蛋白和过氧化氢脱色法联用'在此联

用方法下牡丹叶粗多糖蛋白脱除率为 Y$433;"色

素脱除率为 1$40Z;'多糖保留率为 3%4A%;% 采用

不同体积分数的乙醇从精制牡丹叶多糖中依次沉淀

得到 A 个多糖组分'红外光谱实验结果表明 A 个多

糖组分均具有多糖典型的吸收峰'且特殊吸收峰表

明存在
"

#)#吡喃糖环!_NNP自由基和羟自由基

清除能力实验表明Ni#!Z 段多糖组分对自由基的

清除能力最强'但略差于 `

Q

% 综上所述'牡丹叶多

糖Ni#!Z 可作为天然抗氧化剂的良好来源%
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