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光果甘草叶中性多糖结构表征及抗氧化活性研究 

 

林恋竹，焦铭
 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：本文以光果甘草叶为原料，提取得到水溶性多糖 GC C，采用 DEAE-Sepharose Fast Flow 柱层析法对 GC C 进行分离纯化，

得到一种中性多糖（GC I），两种酸性多糖（GC II 和 GC III），选择 DPPH 自由基清除能力、氧自由基吸收能力（ORAC）强的中性

多糖 GC I，对其进行结构特征分析。采用高效凝胶渗透色谱法（GPC）、红外光谱法（FT-IR）、PMP 柱前衍生-高效液相色谱法（HPLC）、

甲基化-气相色谱质谱法（GC-MS）测定 GC I 的分子量、单糖组成以及糖苷键连接方式。GC I 含有两个分子量分布不同的多糖，它

们的平均分子量分别为 980 ku 及 20 ku；红外光谱中 4000~500 cm-1波数范围内出现了多糖的特征峰；GC I 由 5 种单糖组成，包括：

甘露糖、鼠李糖、葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖；GC I 中→2)-Araf-(1→、→6)-Galp-(1→和→6)-Glcp-(1→残基含量最高。 
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Structural Characteristics and Antioxidant Activity of Polysaccharides 

from Glycyrrhiza glabra L. Leaf 
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Abstract: A crude water-soluble polysaccharide (GC C) was obtained from Glycyrrhiza glabra L. Leaf by water extraction. 

DEAE-Sepharose fast flow column chromatography was used to separate and purify GC C to obtain one neutral polysaccharide (GC I) and two 

acidic polysaccharides (GC II and GC III). The strongest 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity and oxygen radical 

absorbance capacity (ORAC) were detected in GC I, which was therefore selected for structural characterization. The molecular weight, 

monosaccharide composition, and glycosidic linkages of GC I were determined by high performance gel permeation chromatography (GPC), 

infrared spectroscopy (FT-IR), 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone (PMP) precolumn derivatization-high performance liquid chromatography 

(HPLC), and methylation-gas chromatography mass spectrometry (GC-MS). It was found that GC I consisted of two polysaccharides with 

average molecular weights of 980 kDa and 20 kDa. The FT-IR spectra showed the characteristic peaks of the polysaccharides were in the 

frequency range of 4000-500 cm-1. Monosaccharide composition analysis indicated that GC I contained mannose, rhamnose, glucose, galactose, 

and arabinose, The residues of →2)-Araf-(1→, →6)-Galp-(1→ and →6)-Glcp-(1→ showed thehighest amounts in GC I. 
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甘草，中草药之王，主要分布于欧亚大陆，在我

国主要集中分布于以新疆、内蒙古、宁夏和甘肃为中

心产区的三北地区。甘草作为我国最常用传统中药之

一，素有“十方九草”之称，具有补脾益气，清热解毒，

祛痰止咳，缓急止痛，调和诸药之功效。1977 年版的

《中国药典》中，正式将乌拉尔甘草、光果甘草和胀

果甘草这三个品种作为药用甘草植物收载。其中，光

果甘草主要产于北疆地区，资源丰富，储备量较大。

现代科学研究表明：光果甘草提取物具有抗氧化、抗 
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炎、抗病毒、保肝以及抗肿瘤活性[1]。多糖是除核酸、

蛋白质、脂类之外的第四类重要的生物大分子，是继

蛋白质和核酸之后人类探索生命奥秘的第三里程碑。 

甘草根多糖是甘草中主要的活性成分之一。甘草根多

糖具有免疫调节、抗肿瘤、抗病毒、抗氧化等生物活

性，受到越来越多科研工作者的关注[2-4]。目前，国内

外研究主要集中于光果甘草地下部分活性成分提取、

分离纯化及生理活性评价，而对于光果甘草地上部分

的研究较少。每年有大量的光果甘草用于生产加工，

然而只有其地下部分被加工利用，地上部分一直被用

作畜牧饲料，造成了这一重要资源的浪费。 

本课题组研究发现光果甘草叶提取物具有抗氧

化、降低亚硝酸盐、增强记忆等多种生理活性[5]。因
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此，本文拟在前期工作基础上，从光果甘草叶中提取

分离活性多糖，采用高效凝胶渗透色谱法（Gel 

Permeation Chromatography，GPC）、红外光谱法

（Fourier transform-Infrared Spectroscopy，FT-IR）、

PMP 柱前衍生-高效液相色谱法（High Performance 

Liquid Chromatography，HPLC）、甲基化-气相色谱质

谱 法 （ Gas Chromatography-Mass Spectrometer ，

GC-MS）对甘草叶多糖的一级结构进行初探，为综合

利用光果甘草开发保健食品提供理论和方法的指导。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

光果甘草叶，由新疆天山制药工业有限公司巴楚

分公司提供。 

1.2  试剂 

DPPH、Trolox、AAPH 均为分析纯，乙腈、甲醇

均为色谱级，购于德国 Merck 公司，D-木糖、D-半乳

糖醛酸、D-果糖、D-葡萄糖、D-阿拉伯糖、D-葡萄糖

醛酸、D-半乳糖、甘露糖、L-岩藻糖、L-鼠李糖均为

标准品，纯度＞98 %，购于美国 Sigma 公司。 

1.3  实验设备 

凝胶渗透色谱仪 1525、高效液色谱仪 e2695：美

国 Waters 公司；气相色谱-质谱联用仪 Trace DSQ - II：

美国 Themo 公司；冷冻干燥器：德国 Christ 公司；

酶标仪：美国 Themo 公司。 

1.4  实验方法 

1.4.1  光果甘草的分离纯化 

取 500 g 干燥过的光果甘草叶，粉碎过 80 目筛，

加入 80%乙醇回流提取 2 h（料液比 1:8，m/V），过滤，

弃去上清液，干燥滤渣，滤渣加入蒸馏水浸提（120 ℃，

料液比 1:15，m/V）2 h，过滤，取上清液，将滤渣重

复提取 2 次，合并上清液，浓缩，加入 Sevag 试剂（正

丁醇:三氯甲烷 1:5，V/V）除蛋白。加入乙醇，醇沉

12 h 后离心，沉淀加水复溶后，采用 HP-20 大孔树脂

除色素，冷冻干燥，得光果甘草叶粗多糖（GC C）。

称取 50 mg GC C 溶解于 1 mL 超纯水中，上样于

DEAE Sepharose fast flow 层析柱（2.5×20 cm）。用浓

度分别为 0、0.1、0.2、0.3 M NaCl 溶液各 500 mL 进

行梯度洗脱，每 5 mL 收集 1 管。用苯酚-硫酸法测定

收集液中的多糖的含量，根据吸光值A绘制洗脱曲线。

合并洗脱液，浓缩，透析脱去盐分后，冷冻干燥得到

三个组分 GC I、GC II、GC III。 

1.4.2  总糖含量测定 

依照苯酚-硫酸法[6]测定总糖含量。吸取 1 mL 样

品溶液，加入 0.5 mL 6 %苯酚溶液，迅速加入 2.5 mL

浓硫酸，振荡使之混匀，静置反应 20 min 后，在 490 

nm 波长处测定其吸光值。以葡萄糖做标准曲线，计

算样品总糖含量。 

1.4.3  DPPH 自由基清除能力评价 

采用 Lin 等人的方法[7]，取 2 mL 样品溶液，加入

2 mL 0.2 mM DPPH 自由基溶液，混匀，避光反应 30 

min 后，在 517 nm 波长处测得吸光值，为 A 样品。将

蒸馏水替代样品，测得的吸光值为 A0，将乙醇替代

DPPH 自由基溶液，测得的吸光度值为 A 对照。DPPH

自由基清除能力=[1-（A 样品- A 对照)/ A0] ×100。以 Trolox

做标准曲线，计算样品 DPPH 值（μmol trolox equiv/g）。 

1.4.4  氧自由基吸收能力（Oxygen Radical 

Absorption Capacity，ORAC）评价 

参考 Huang 等人的方法[8]，用 pH 7.4 的 75 mM 

NaH2PO4-Na2HPO4缓冲液配制浓度为 39.9 μM的荧光

素钠储备液，避光，于 4 ℃保藏。用 pH 7.4 的 75 mM 

NaH2PO4-Na2HPO4缓冲液稀释荧光素钠储备液，即得

使用液（0.159 μM）。AAPH 用 pH 7.4 的 75 mM 

NaH2PO4-Na2HPO4缓冲液配制成 38.25 mM，每次使

用的 AAPH 均为新鲜配制，使用前，放置于冰水中。

预先将酶标仪欲温至 37 ℃，保持反应体系温度恒定

为 37 ℃。设定激发波长为 485 nm，发射波长为 530 

nm。在 96 孔板中，每孔加入 25 μL 样品溶液或 Trolox

溶液，或 pH 7.4 的 75 mM NaH2PO4-Na2HPO4缓冲液

（空白对照），加入 75 μL 荧光素钠使用液，将孔板放

入酶标仪中，37 ℃孵育 10 min。加入 100 μL AAPH

后，开始计时反应并读数（f0），每分钟读一次数 （f1, 

f2, …，fn），共计反应 120 分钟，将每次读数连成曲线。

每个样品设置 3 个复孔。AUC 表示曲线下的面积。 

AUC = 0.5 (f0+fn)+（f1+f2+…+ fi +…+fn-1) 

Net AUC = AUCsample-AUCblank 

Trolox 浓度与其 Net AUC 成正比，将样品 Net AUC 代入，

换算得到 ORAC 值（μmol trolox equiv/g）。 

1.4.5  甘草叶多糖分子量分布 

精密称取葡聚糖标准品，分子量分别为 5.2、11.6、

23.8、48.6、148、273、410、668及1400 ku，配成1 mg/mL

的葡聚糖标准溶液。色谱柱：G5000PWXL 与

G3000PWXL 凝胶柱串联使用；柱温：35 ℃；流动相：

0.02 M 的磷酸二氢钾溶液；检测器：示差折光检测器；

流速：0.6 mL/min；进样量：20 μL。用标准葡聚糖分

子量的对数值（logMw）对淋洗时间作淋洗曲线，获
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得葡聚糖分子量分布的标准曲线。称取 2.0 mg GC I，

配成 2 mg/mL 的样品溶液，过 0.22 μm 滤膜，进样后，

依照上述色谱分离条件得到 GC I 的洗脱曲线，依照标

准曲线得出样品分子量分布。 

1.4.6  甘草叶多糖的红外光谱分析 

取 2 mg GC I 放入研钵中，加入干燥过的溴化钾

粉末，研磨充分后，用压片机压成薄片。将制成的

薄片放入傅立叶变换红外光谱仪中进行分析。扫描

的范围从 4000 cm
-1 到 500 cm

-1。 

1.4.7  甘草叶多糖的单糖组成分析 

考 Cheng 等人的方法[9]。吸取 200 μL 单糖标品

（1 mg/mL）或混合标品溶液于具塞试管中，加入 200 

μL 0.6 M NaOH 溶液，混匀。吸取 100 μL 上述混合液

于具塞试管中，加入 100 μL 0.5 M 1-苯基-3-甲基-5-吡

唑啉酮（PMP）甲醇溶液，混匀。70 ℃衍生化反应

100 min，冷却至室温。加入 100 μL 0.3 M HCl；补水

至 2 mL，加入 2 mL 氯仿，混匀，静置分层，弃去氯

仿相，取水相过 0.22 μm 微孔滤膜，待 HPLC 进样分

析。取 200 μL 10 mg/mL GC I 溶液于具塞试管中，加

入 200 μL 4 M 三氟乙酸，121 ℃水解 120 min；取出

冷却，加入 400 μL 甲醇使之溶解，减压旋蒸至干；加

入 100 μL 0.6 M NaOH 溶液使残留物彻底溶解，再加

入 PMP 进行衍生化，待 HPLC 进样分析。色谱柱：

Venusil MP-C18，2.1×30 mm，5 μm；流动相：0.02 M

磷酸盐缓冲液（pH 6.7）-乙腈（83:17，V:V）；柱温：

30 ℃；检测波长：250 nm；流动相流速：1 mL/min；

进样体积：20 μL。 

1.4.8  甘草叶多糖的糖苷键连接方式分析 

参考 Lin 等人的方法[10]。精确称取 5.0 mg GC I，

加入 5 mL 二甲基亚砜，超声 30 min，加入 200 mg 

NaOH，继续超声 30 min，加入 2.5 mL 碘甲烷，密

封静置于避光处，反应 12 h。加入 2 mL 蒸馏水终

止反应。加入 5 mL 三氯甲烷进行萃取，取三氯甲烷

相。蒸馏水洗涤三氯甲烷相，弃去水相。将三氯甲

烷相转移到磨口烧瓶中，55 ℃减压蒸干后，加入 2 

mL 甲醇后，减压旋干，加入 4 mL 4 M 三氟乙酸，

110 ℃水解 2 h。减压旋干。加入甲醇，减压旋干，

加入 4 mL 蒸馏水，逐滴加入 10% NaOH（m/m）溶

液，调 pH 至 10，加入 100 mg 硼氢化钠，室温下反

应 6 h。逐滴加入冰乙酸，调 pH 至 5.5，减压旋干，

加入 2 mL 甲醇，溶解后转移到刻度试管里，氮吹。

加入 2 mL 吡啶以及 2 mL 乙酸酐，混匀，密封，90 ℃

反应 30 min。加入 2 mL 蒸馏水中止反应。加入 2 mL

二氯甲烷萃取反应液，取二氯甲烷相。加入无水硫

酸钠干燥二氯甲烷相，过 0.22 μm 滤膜后待气质联

用分析。色谱柱：TR-5MS 弹性毛细管柱；载气为：

99.999%高纯度氮气；升温程序：初始柱温为150 ℃，

保持 2 min，以 10 ℃/min 的升温速度将柱温升至

180 ℃，保持 2 min，再用 15 ℃/min 升温速度升至

260 ℃，保持 5 min；流速：1 mL/min；进样量：1 μL；

分流比：10 : 1；进样口温度：250 ℃；质谱条件：

传输线温度为 280 ℃；离子源温度为 250 ℃；电子

能量为 70 eV；质量扫描范围为 m/z 33~500 amu。 

1.4.9  数据分析 

采用SPSS 17.0统计分析软件的ANOVA方法对

实验数据进行差异显著性检验分析，以 p<0.05 为差

异显著，数据表示为平均值±标准差（x±s）。 

2  结果与讨论 

2.1  洗脱曲线的绘制 

粗多糖 GC C 经 DEAE-Sepharose fast flow 层析

柱的洗脱曲线如图 1 所示，主要的洗脱组分集中在

水洗脱液、0.1 M NaCl 洗脱液、0.2 M NaCl 洗脱液

中。通过反复上样，分离得到一种中性多糖（GC I，

水洗脱组分），两种酸性多糖（GC II，0.1M NaCl 洗

脱组分；GC III，0.2 M NaCl 洗脱组分）。实验结果

与 Shimizu N 等[11]对光果甘草的研究一致。 

 
图 1 甘草叶粗多糖 GC C 洗脱曲线 

Fig.1 Elution curve of GC C by DEAE Sepharose fast flow 

chromatography 

2.2  甘草叶多糖总糖含量及抗氧化活性 

本论文研究了甘草叶多糖 GC I、GC II、GC III

及 GC C 的 DPPH 自由基清除能力及氧自由基吸收能

力（ORAC），结果如表 1 所示。所有样品的 DPPH 自

由基清除能力从强到弱，依次为：GC I＞GC C＞GC II

＞GC III。此外，所有样品的氧自由基吸收能力排序

为：GC C＞GC I＞GC II＞GC III。本论文结合两种抗

氧化方法，得出 GC I 的 DPPH 自由基清除能力最强，

GC C的氧自由基吸收能力最强。GC C总糖含量较低，

http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&SID=3FhIs6szEeMcg5wDpMo&field=AU&value=Shimizu%2C+N
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可能含有黄酮类化合物等其他杂质，导致其 ORAC

值较高。因此，选择纯度最高、具有良好抗氧化活性

的中性多糖 GC I，探究其结构特征。 

表 1甘草叶多糖总糖含量及抗氧化活性 

Table 1 Contents of total sugar and antioxidant activities of GC 

C, GC I, GC II, and GC III 

样品 
总糖含 

量/% 

ORAC 值/(μmol  

trolox equiv/g) 

DPPH 值/(μmol  

trolox equiv/g) 

GC C 53.01±2.42c 64.06±0. 50 a 8.87±0.16 b 

GC I 87.46±3.80a 53.46±0.54 b 10.78±0.13 a 

GC II 74.47±2.02b 21.99±0.65 c 5.66±0.11 c 

GC III 52.59±3.56c 15.73±1.35 d 4.77±0.09 d 

注：同列中标注不同角标者具有显著性差异（p<0.05）。 

2.3  分子量分布 

本文通过高效凝胶渗透色谱法测定了 GC I 的分

子量分布，如图 2 所示。结果表明：GC I 含有两个分

子量分布不同的多糖，它们的平均分子量分别为 980 

ku 及 20 ku。 

 
图 2 GC I的分子量分布 

Fig.2 Molecular weight distribution of GC I 

 

图 3 GC I的红外光谱图 

Fig.3 Infrared spectrogram of GC I 

2.4  红外光谱分析 

GC I 的红外光谱如图 3 所示，在 4000~500 cm
-1

的波数范围内出现了具有多糖的特征峰：在 3428 cm
-1

处有一个明显的吸收峰，对应的是 O-H 键之间的伸缩

振动；在 2933 cm
-1处的吸收峰是 C-H 伸缩振动；在

1622 及 1426 cm
-1处的吸收峰对应的是去质子化的羧

基；在 1148 cm
-1处的吸收峰是 C-O-C 的特征峰；在

1023 cm
-1处的吸收峰为 C-O 的特征峰；在 813 cm

-1

处的吸收峰为 α-糖苷键的特征吸收峰；在 762 cm
-1处

的吸收峰是对称环振动。 

2.5  单糖组成及糖苷键连接方式 

本文采用 PMP 柱前衍生-高效液相色谱法测定

GC I 的单糖组成，结果如表 2 所示。结果表明：GC I

含有 5 种单糖，包括甘露糖、鼠李糖、葡萄糖、半乳

糖和阿拉伯糖。根据这 5 种单糖摩尔比，可知中性多

糖 GC I 主要含有葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖。根据表

2 可知，GC I 中→2)-Araf-（1→、→6)-Galp-（1→和

→6)-Glcp-（1→残基含量最高。实验结果与 Shimizu 

N
[11]、Cong Y

 [12]等的实验结果一致。 

表 2 甘草叶多糖 GC I单糖组成及糖苷键连接方式 

Table 2 Monosaccharide composition and glycosidic linkages of 

GC I 

化学组成 GC I 

单糖组成（摩尔比%）  

甘露糖（Man） 8.1 

鼠李糖（Rha） 7.8 

葡萄糖（Glc） 13.7 

半乳糖（Gal） 31.7 

阿拉伯糖（Ara） 38.7 

糖苷键种类（摩尔

比%） 

 

Araf-（1→ 8.7 

→2)-Araf-（1→ 30.0 

→3)-Rhap-（1→ 7.8 

→2)-Manp-（1→ 5.1 

→6)-Glcp-（1→ 13.7 

→3)-Galp-（1→ 8.6 

→6)-Galp-（1→ 17.0 

Galp-（1→ 6.1 

→2,4)-Manp-（1→ 3.0 

3  结论 

从光果甘草叶中提取得到水溶性粗多糖（GC C），

采用 DEAE-Sepharose Fast Flow 柱层析法对 GC C 进

行分离纯化，得到一种中性多糖和两种酸性多糖，其

中中性多糖抗氧化性最强。甘草叶中性多糖中主要由

葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖组成，中性多糖中

→2)-Araf-（1→、→6)-Galp-（1→和→6)-Glcp-（1→

http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&SID=3FhIs6szEeMcg5wDpMo&field=AU&value=Shimizu%2C+N
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&SID=3FhIs6szEeMcg5wDpMo&field=AU&value=Shimizu%2C+N
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残基含量最高。 
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