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脱蛋白方法对蜘蛛香多糖总抗氧化能力的影响
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  [ 摘要]  目的:研究 3种脱蛋白方法对蜘蛛香多糖总抗氧化能力的影响。方法: 采用 Sevag法、三氯乙酸法和盐酸法对蜘

蛛香粗多糖脱蛋白,测定蛋白质脱除率、多糖损失率和总抗氧化能力损失率。结果: 采用 Sevag法脱蛋白, 多糖总抗氧化能力损

失率最小。Sevag法处理 6次,蛋白质脱除率为 41.71% , 多糖损失率为 46. 38% ,总抗氧化能力损失率为 11. 62%。结论:蜘蛛

香粗多糖适宜用 Sevag法脱蛋白。
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Effect of deproteinization methods on the total antioxidant ability
of polysaccharide from Valeriana jatamansi
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[ Abstract]  Objective: To study the effect of three different deproteinization methods on the total antioxidant

ability( TAA) of polysaccharide from Valeriana jatamansi. Method: Sevag method, Trichloroacetic acid method

and HCl method were used to remove protein from crude polysaccharide of V. jatamansi and the percentage of

deproteinization, the loss of polysaccharide and the loss of TAA were determined. Result: The TAA loss of polysac-

charide was minimal by Sevag method. The percentage of deproteinization was 41. 71% , the loss of polysaccharide

was 46. 38% , and the loss of TAA was 11. 62% , When the polysaccharide solution was treated for6 times by Sevag

method. Conclusion: Sevag method was suitable for the deproteinization of crude polysaccharide from V. jataman-

si.
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  蜘蛛香 Valeriana jatamansi Jones 又名心叶缬

草,分布于陕西、湖北和四川等地,具有多种药效
[ 1]
。

多糖是机体内重要的生物大分子,研究表明多糖的

抗氧化活性可能是其抗肿瘤、抗衰老、抗感染等功能

的作用机制之一
[ 2]
。为深入研究蜘蛛香多糖的抗氧

化作用,须制备高纯度产品。蛋白质是粗多糖的主

要杂质之一,脱蛋白研究对多糖纯化具有重要意义。

粗多糖脱蛋白研究中,一般仅考察蛋白质脱除率和

多糖损失率的变化,而忽视脱蛋白方法对多糖抗氧

化活性的影响
[ 3-6 ]
。本实验以蛋白质脱除率、多糖损

失率和总抗氧化能力损失率为指标,研究 Sevag法、

三氯乙酸法和盐酸法对蜘蛛香多糖的影响,为纯化

高抗氧化活性蜘蛛香多糖奠定基础。

1 材料

蜘蛛香购于十堰市中药材公司,产地湖北,经郧

阳医学院基础医学院唐微副教授鉴定; 考马斯亮蓝

G-250(美国 Amresco公司) ;牛血清蛋白 ( 美国 Sig-

ma公司) ;总抗氧化能力测定试剂盒( 南京建成生物

工程研究所) ;其他试剂为国产分析纯。

HH·SY11-Ni 型电热恒温水浴锅 ( 北京市长风

仪器仪表公司) ; RE-52D型旋转蒸发器 ( 上海青浦

沪西仪器厂) ; 722S型可见光分光光度计( 上海精密

科学仪器有限公司) ; PHS-25型酸度计( 上海雷磁仪

器厂) 。
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2 方法

2.1 蜘蛛香粗多糖的制备  药材烘干,粉碎,过 40

目筛,加入 15 倍 85%乙醇,回流脱脂 2 h,抽滤并用

85%乙醇洗 6 次,烘干备用。药粉加水 ( 料液比 1∶

10) ,于 100 ℃浸提 2 次,每次 5 h,提取液浓缩至 1 /

10 体积, 加入 4 倍 90% 乙醇, 4 ℃ 静置 8 h,

4 000 r·min - 1
离心 10 min, 沉淀依次用乙醇、丙酮、

乙醚洗涤,干燥得粗多糖。称取 3. 75 g粗多糖加水

溶解并定容至 500 mL,得蜘蛛香粗多糖溶液。

2.2 蛋白质含量测定 以考马斯亮蓝 G-250 染色

法测定蛋白质含量
[ 7]
。以牛血清蛋白 ( 100 mg·

L- 1 ) 作标准曲线, 牛血清蛋白质量分数为横坐标,

595 nm吸光度为纵坐标,绘制标准曲线,得线性回

归方程 Y =0. 007X +0. 008 6, r =0. 999 2。

2.3 多糖含量测定  以蒽酮-硫酸法测定多糖含

量
[ 8]
。以葡萄糖( 100 mg·L

- 1
) 作标准曲线,葡萄糖

质量分数为横坐标, 620 nm吸光度为纵坐标, 绘制

标准曲线, 得线性回归方程 Y = 0. 007X-0. 001, r =

0. 999 7。

2.4 多糖总抗氧化能力测定 采用铁还原( FRAP)

法测定多糖总抗氧化能力。抗氧化物质能使 Fe3 +

还原成 Fe
2 +

,后者可与菲啉类物质形成稳定的络合

物,通过比色法可测出其抗氧化能力的高低。

按总抗氧化能力测定试剂盒说明书准备工作

液,按试剂盒操作表( 见表 1) 操作, 520 nm处测定吸

光度。在 37 ℃时,每 min每 mL样品液使反应体系

的吸光度值每增加 0. 01,为一个抗氧化能力单位。
总抗氧化能力( U·mL - 1) =

( A测定管 - A对照管) ×反应液总体积 ×样品液稀释倍数
0. 01×30×取样量

表 1 总抗氧化能力测定试剂盒操作表

试剂 测定管 / mL 对照管 /mL

试剂 1 1 1

样品液 0. 1 —

试剂 2 2 2

试剂 3 应用液 0. 5 0. 5

混匀 , 37 ℃水浴 30 min

试剂 4 0. 1 0. 1

样品液 — 0. 1

2.5 蛋白质脱除率、多糖损失率和多糖总抗氧化能

力损失率计算

蛋白质脱除率 =
P1-P2

P1

×100%

多糖损失率 =
R1 - R2

R1
×100%

总抗氧化能力损失率 =
O1 - O2

O1

×100%

式中, P1 , R1 , O1 分别为原多糖液蛋白质质量分数、

多糖质量分数和总抗氧化能力; P2 , R2 , O2 分别为脱

蛋白后多糖液蛋白质质量分数、多糖质量分数和总

抗氧化能力。

2.6 Sevag法脱蛋白 取粗多糖溶液 75 mL于 250

mL锥形瓶中,加双蒸水稀释至 150 mL,加入 0. 2 倍

体积三氯甲烷和 0. 04 倍体积正丁醇, 磁力搅拌 30

min, 4 000 r·min - 1
离心 10 min, 取少量上层清液进

行测定,剩余上层清液再加入 0. 2 倍体积三氯甲烷

和 0. 04 倍体积正丁醇,重复处理数次。

2.7 三氯乙酸法脱蛋白 取粗多糖溶液 10 份各 20

mL于 50 mL 烧杯中, 以 1: 1 体积加入三氯乙酸溶

液, 使其质量分数分别为 1% , 2% , 3% , 4% , 5% ,

6% , 7% , 8% , 9% , 10% , 搅匀, 4 ℃ 静置 12 h,

4 000 r·min
- 1
离心 10 min, 上清液定容至 50 mL进

行测定。

2.8 盐酸法脱蛋白  取粗多糖溶液 6 份各 20 mL

于 50 mL烧杯中,分别加入 20 mL双蒸水并用 0. 2

mol·L
- 1
盐酸调 pH 至 2, 2. 5, 3. 0, 3. 5, 4. 0, 4. 5,混

匀, 4 ℃静置 12 h, 4 000 r·min
- 1
离心 10 min,上清液

定容至 50 mL进行测定。

3 结果

3.1 Sevag法脱蛋白效果  Sevag 法是利用一定比

例的三氯甲烷和正丁醇使蛋白质变性乳化,离心后

变性蛋白质处于水相和有机相之间, 可温和地除去

蛋白质, 对多糖结构的破坏较小。由图 1 可知,

Sevag法蛋白质脱除率随处理次数增加显著升高,多

糖损失率和总抗氧化能力损失率缓慢升高。Sevag

法处理 6 次后粗多糖蛋白质脱除率达最高为

41. 71% ,多糖损失率为 46. 38% ,总抗氧化能力损失

率为 11. 62% ,多糖损失率远高于总抗氧化能力损

失率,说明损失的多糖抗氧化能力较低。

3.2 三氯乙酸法脱蛋白效果 三氯乙酸为有机酸,

可使蛋白质变性并结合生成不溶性的盐类。由图 2

可知,三氯乙酸法的多糖损失率较低,三氯乙酸质量

分数为 1% 时, 多糖损失率为 2. 71% , 质量分数为

6%时,多糖损失率达最高为 6. 53%。三氯乙酸质

量分数对多糖总抗氧化能力影响较大, 质量分数为

1%时,总抗氧化能力损失率为 9. 96% ,质量分数升
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图 1 Sevag法脱蛋白结果

至 10%时,总抗氧化能力损失率达最高为 64. 73% ,

说明高质量分数三氯乙酸对多糖活性结构破坏严

重。三氯乙酸质量分数为 7% 时, 蛋白质脱除率达

最高为 48. 84% ,多糖损失率为 4. 72% ,总抗氧化能

力损失率为 58. 09%。

图 2 三氯乙酸法脱蛋白结果

3.3 盐酸法脱蛋白效果 由图 3 可知,用盐酸调节

多糖溶液 pH 值,随着 pH 值降低,蛋白质脱除率逐

渐升高,多糖损失率变化不大,总抗氧化能力损失率

逐渐增高。pH 值为 2 时, 蛋白质脱除率达最高为

45. 38% ,多糖损失率为 6. 73% ,总抗氧化能力损失

率为 20. 75%。

图 3 盐酸法脱蛋白结果

3.4 3 种方法结果比较 由图 4 可知,若仅考虑蛋

白质脱除率和多糖损失率, 三氯乙酸法明显优于

Sevag法和盐酸法, 但其总抗氧化能力损失率最高,

抗氧化多糖的结构被严重破坏,对后期的多糖活性

研究十分不利。综合考虑蛋白质脱除率、多糖损失

率和总抗氧化能力损失率,虽然 Sevag 法蛋白质脱

除率较低,且多糖损失率最高,但总抗氧化能力损失

率最小,说明其对抗氧化多糖破坏最小,并可除去部

分抗氧化活性低的多糖,有利于抗氧化多糖的纯化,

所以选择 Sevag法脱蛋白更合适。

图 4 3种方法结果柱状图

4 讨论

多糖组成复杂, 种类繁多, 生物学活性差异较

大,如何分离纯化得到高纯度、高活性的多糖是多糖

研究的难题。李贵荣研究发现纯化后的枸杞多糖清

除活性自由基能力低于粗多糖
[ 9 ]
。许多多糖产品仅

仅停留在保健品阶段,未能开发成药物,主要原因是

多糖的分离纯化困难,国内一度出现了“多糖越纯,

活性越小”的论点, 这是因为用了错误的分离方

法
[ 1 0]
。脱蛋白为多糖纯化的重要环节,若仅以蛋白

质脱除率和多糖损失率为指标选择脱蛋白方法难以

获得高活性多糖。

本实验以蛋白质脱除率、多糖损失率和总抗氧

化能力损失率综合考察常用的 3 种脱蛋白质方法对

蜘蛛香多糖的影响, 发现三氯乙酸法和盐酸法的蛋

白质脱除率和多糖损失率指标均优于 Sevag 法,但

这两种方法导致多糖总抗氧化能力损失较大, 可能

在酸性条件下抗氧化多糖结构易被破坏; Sevag法对

蜘蛛香多糖总抗氧化能力影响最小, 不仅脱除蛋白

质也能去除一些抗氧化活性较低的多糖,利于蜘蛛

香抗氧化多糖的纯化, 但其蛋白质脱除率仅为

41. 71% ,要进一步脱除蛋白质其工艺还需优化。

中药成分抗氧化活性评价的方法有二苯代苦味

酰基自由基 ( DPPH) 法、硫代巴比妥酸 ( TBA) 法、

FRAP法和生物发光法等
[ 11]
。本实验采用简单的

FRAP法评价多糖的抗氧化能力,以期简便地筛选出

合适的脱蛋白方法, 为高抗氧化活性多糖的纯化提

供新的思路。
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