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小黑药多糖含量及其抗氧化性研究
杨　 涛，刘婷婷，杨　 芬，王　 芳，刘品华

（曲靖师范学院化学化工学院，云南曲靖　 ６５５０１１）

摘　 要：检测了小黑药的多糖含量和抗氧化活性。结果表明：小黑药地上、地下部分多糖含量分别
为２． １５５、２． ３２９ ｇ ／ １００ ｇ；多糖浓度大于１００． ８ μｇ ／ ｍＬ时其还原能力超过芦丁；随着质量浓度的增
加小黑药多糖抑制超氧阴离子自由基的能力逐渐增大，浓度高于１３． ４４ μｇ ／ ｍＬ时其抑制率大于芦
丁；多糖质量浓度大于４２． ００ μｇ ／ ｍＬ时，清除ＤＰＰＨ能力大于芦丁；清除羟基自由基的能力明显高
于芦丁，质量浓度为８． ０６ μｇ ／ ｍＬ时，多糖对羟基自由基的清除能力达到９５． ４０％。小黑药多糖具有
很好的抗氧化活性。
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　 　 小黑药（Ｓａｎｉｃｕｌａ ａｓｔｒａｎｔｉｉｆｏｌｉａ Ｗｏｌｆｆ）伞形科，山
芹菜属，又名：叶三七、大补药、变豆菜，主要分布在
云南等地，其根茎叶均可烹调食用，是民间药食两用
的保健食品，以根茎为药，具有抗菌抑菌、镇痛、解
痉、抗肿瘤、利胆、降血糖、降血清胆固醇、利尿，补肺
益肾、治疗肺结核、肾虚腰痛、头昏等功效［１ － ５］。多
糖在很多方面都发挥着重要的生物活性作用，如抗
肿瘤、抗病毒、抗炎、降血糖、抗衰老、免疫调节

等［６ － １２］。同时多糖联系着细胞与细胞及细胞与外
界的能量和物质传递，决定着大分子与细胞及其它
分子之间的相互作用［１３］。由于抗氧化剂能防止食
物腐败、保护人体免于活性氧的损伤，人们对抗氧化
剂的作用越来越关注［１４］。因此研究无毒、营养的天
然抗氧化物具有重要的意义［１５］。为此我们检测了
小黑药的多糖含量和抗氧化活性，为进一步认识小
黑药的作用和价值提供依据。　
１　 材料与方法
１． １　 实验仪器

ＡＬ２０４ ＩＣ型分析天平，梅特勒—托利多仪器
上海有限公司；ＤＨＧ ９０７５Ａ型电热鼓风恒温干燥
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箱，上海齐欣科学仪器有限公司；Ｎ １１００型旋转蒸
发仪，上海爱朗仪器有限公司；ＴＵ １８１０型紫外分
光光度计，北京普析通用仪器有限责任公司。
１． ２　 材料与试剂

小黑药全株，曲靖陆良农贸市场购买，洗净、晒
干，经植物粉碎机粉碎后得小黑药粉末备用；ＤＰＰＨ，
日本和光纯乐工业株式会社；芦丁，光谱纯，中国药
品生物制品检定所；三羟甲基胺基甲烷（Ｔｒｉｓ），进口
分装；葡萄糖（分析纯），天津市化学试剂三厂；邻苯
三酚（分析纯），遵义市第二化工厂。
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 葡萄糖标准曲线的建立

参照ＮＹ ／ Ｔ １６７６中的硫酸苯酚法，称取１０５
℃烘干至恒重的葡萄糖０． １０１ ０ ｇ定容至１ ０００ ｍＬ
的容量瓶中得标准葡萄糖溶液。分别吸取０、０． ２、
０． ４、０． ６、０． ８、１． ０ ｍＬ的标准葡萄糖工作液置于２０
ｍＬ具塞玻璃试管中，用蒸馏水补至１． ０ ｍＬ。向试
液中加入１． ０ ｍＬ重蒸馏苯酚配置的５％苯酚溶液，
然后快速加入５． ０ ｍＬ硫酸（注意：硫酸应与液面垂
直加入，切勿接触试管壁，以便与反应溶液充分混
合），静置１０ ｍｉｎ。涡旋振荡混合，然后将试管置于
３０ ℃水浴中反应２０ ｍｉｎ，在４９０ ｎｍ波长处测其吸
光度。质量浓度与吸光度经线性回归，得标准曲线
回归方程为：ｙ ＝ ０． ０１０ ５ｘ ＋ ０． ０８３ ８，相关系数Ｒ２ ＝
０． ９９９ １。
１． ３． ２　 小黑药中多糖含量的测定

称取１． ０２１ ０ ｇ（ｍ２）粉碎过的小黑药样品，置于
５０ ｍＬ比色管中，加入５ ｍＬ水后再缓慢地加入２０
ｍＬ无水乙醇，用涡旋振荡器振摇，使其混合均匀，置
于超声提取器中提取３０ ｍｉｎ。提取结束后于４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，弃去上层清液。不溶物用１０ ｍＬ
乙醇溶液洗涤、离心。然后用水将上述不溶物转入
圆底烧瓶，加入５０ ｍＬ蒸馏水，回流提取２ ｈ。冷却
至室温，过滤，将上述清液转移至１００ ｍＬ容量瓶中，
残渣洗涤２ ～ ３次，洗涤液转移至容量瓶中，加水定
容。取定容溶液１ ｍＬ于５支２０ ｍＬ具塞试管中，向
试液中加入１． ０ ｍＬ ５％苯酚溶液，然后快速加入
５． ０ ｍＬ硫酸，同时做空白对照实验，静置１０ ｍｉｎ后
涡旋振荡器充分混合，然后将试管置于３０ ℃水浴
中反应２０ ｍｉｎ，４９０ ｎｍ下测其吸光度。由回归方
程计算多糖含量为ｍ１，多糖含量质量分数ｗ，计算
公式为：

ｗ ／（ｇ ／ １００ ｇ）＝ ｍ１ × １００ｍ２ × １
× ０． ９ × １０ －４，其中０． ９

为葡萄糖换算成葡聚糖的校正系数。
１． ３． ３　 小黑药多糖的提取［１６］

将粉碎的小黑药用乙醇回流处理３次，每次约

１ ｈ，渣用水提取３次，每次约１ ｈ，水提取液于８０ ℃
浓缩除去大部分水，然后于高速离心机中离心、上层
清液加入三氯乙酸（占溶液总体积的１０％），放置过
夜，离心、上层清液在８０ ℃浓缩至１００ ｍＬ左右，浓
缩后的清液加无水乙醇调整浓度为８５％，放置过夜
后离心，固体用８５％乙醇洗涤４次，固体干燥得小
黑药实验用多糖。考虑到与芦丁的对比实验，所以
配制成质量浓度为０． ３３６ ｍｇ ／ ｍＬ的实验样液（与芦
丁浓度一致）供测试抗氧化活性使用。
１． ３． ４　 还原能力的测定［１６］

分别取水提取多糖实验样液０． ０５、０． １０、０． １５、
０． ２０、０． ２５ ｍＬ，于２５ ｍＬ的比色管中，并补充水至
０． ５０ ｍＬ（即得样液测试质量浓度为３３． ６、６７． ２、
１００． ８、１３４． ４、１６８． ０ μｇ ／ ｍＬ）。考虑到实验样液的
可能影响，采用不加铁氰化钾为对应空白样。分别
加入０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ的磷酸缓冲液（ｐＨ ＝ ６． ６）２． ５０ ｍＬ
和１％的铁氰化钾２． ５０ ｍＬ，混合均匀，于５０ ℃水浴
中反应２０ ｍｉｎ后快速冷却，加入１０％的三氯乙酸溶
液２． ５０ ｍＬ，混合均匀（澄清无需离心）。取清液
２． ５０ ｍＬ于试管中，加入２． ５０ ｍＬ蒸馏水，再加入
０． １％的三氯化铁溶液０． ５０ ｍＬ，混合均匀，于室温
下静置反应１０ ｍｉｎ，１ ｃｍ石英比色皿在７００ ｎｍ处
测定吸光度值。采用上述方法测定对照样芦丁的还
原能力，芦丁质量浓度为０． ３３６ ｍｇ ／ ｍＬ。
１． ３． ５　 抑制超氧阴离子自由基实验［１６］

分别取水提取多糖实验样液０． １０、０． ２０、０． ３０、
０． ４０、０． ５０、０． ６０ ｍＬ，于２５ ｍＬ的比色管中，补充水
至５ ｍＬ。各加入４． ７０ ｍＬ ｐＨ ８． ２的Ｔｒｉｓ ＨＣｌ缓冲
溶液，０． ３０ ｍＬ ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ邻苯三酚溶液，即得样液
测试质量浓度为３． ３６、６． ７２、１０． ０８、１３． ４４、１６． ８、
２０． １６ μｇ ／ ｍＬ。用１ ｃｍ石英比色皿在３２０ ｎｍ波长
下测试，吸光值为Ａｘ，以１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ溶液０． ３０
ｍＬ代替邻苯三酚溶液测定的吸光值为Ａｘｏ。用纯
水代替实验样液测得的吸光值为Ａｏ，用纯水代替实
验样液和邻苯三酚的吸光值为Ａｏｘ。采用质量浓度
为０． ３３６ ｍｇ ／ ｍＬ的芦丁作对照，实验方法同上。对
超氧阴离子自由基的抑制率计算公式为：　

抑制率／ ％ ＝ １ － Ａｘ － ＡｘｏＡｏ － Ａ( )
ｏｘ
× １００。

１． ３． ６　 清除ＤＰＰＨ实验［１６］

称取２０ ｍｇ的ＤＰＰＨ，用无水乙醇溶解定容于
２５０ ｍＬ容量瓶中，配制成质量浓度为２ × １０ －４ｍｏｌ ／ Ｌ
的ＤＰＰＨ溶液，０ ～ ４ ℃下避光保存。分别取水提取
多糖实验样液０． １０、０． ２０、０． ３０、０． ４０、０． ５０、０． ６０
ｍＬ于比色管中，补充乙醇至２ ｍＬ，然后加入配制好
的ＤＰＰＨ溶液２ ｍＬ混匀，即样液测试质量浓度为
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８． ４０、１６． ８０、２５． ２０、３３． ６０、４２． ００、５０． ４０ μｇ ／ ｍＬ。置
于室温暗处反应３０ ｍｉｎ，在５１７ ｎｍ下测得的吸光值
为Ａ１，用２ ｍＬ纯水代替样液所测得的吸光值为Ａ２，
用２ ｍＬ乙醇代替ＤＰＰＨ溶液测得的吸光值为Ａ３；
以质量浓度为０． ３３６ ｍｇ ／ ｍＬ的芦丁作对照，实验方
法同上。ＤＰＰＨ的清除率计算公式为：

清除率／ ％ ＝ １ － Ａ１ － Ａ３Ａ( )
２

× １００。
１． ３． ７　 清除·ＯＨ实验［１６］

分别取０． １０、０． ２０、０． ３０、０． ４０、０． ５０、０． ６０ ｍＬ
的水提取多糖实验样液放于２５ ｍＬ的比色管中，各
加入２ ｍＬ ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ硫酸亚铁，２ ｍＬ ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ过氧
化氢，放置２５ ｍｉｎ后用６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的水杨酸乙醇
溶液定容至２５ ｍＬ，即得样液测试质量浓度为１． ３４、
２． ６９、４． ０３、５． ０８、６． ７２、８． ０６ μｇ ／ ｍＬ。在３６ ～ ３７ ℃
恒温水浴中反应１５ ｍｉｎ，１ ｃｍ石英比色皿于５１０ ｎｍ
处测定吸光度值Ａｘ，以水代替实验样液测得吸光度
值为Ａｏ，以乙醇代替水杨酸乙醇组测得吸光度值
Ａｘｏ，以乙醇代替实验样液、水杨酸乙醇的为空白
管。以质量浓度为０． ３３６ ｍｇ ／ ｍＬ的芦丁作对照，实
验方法同上。实验样液对羟基自由基的清除率为：

清除率／ ％ ＝ １ － Ａｘ － ＡｘｏＡ( )
ｏ

× １００。
２　 结果与分析

由表１可知，平行四次实验，地上、地下部分极
差分别为０． ０１、０． ００７，极差与平均值之比分别为
０． ４６％、０． ３０％，精密度较高。小黑药地上、地下部
分多糖含量分别为２． １５５、２． ３２９ ｇ ／ １００ ｇ。小黑药
地下部分的多糖含量高于地上部分。

表１　 小黑药地上、地下部分多糖含量

编
号

吸光度
回归方程
计算得多糖
／ μｇ

多糖含量
质量分数
／（ｇ ／ １００ ｇ）

质量分数
平均值
／（ｇ ／ １００ ｇ）

地上地下地上 地下地上地下地上地下
１ ２． ６５０ ２． ８８９ ２４４． ４００ ２６３． ９４９ ２． １５３ ２． ３２５

２ ２． ６４８ ２． ８９７ ２４４． ２１０ ２６４． ７０２ ２． １５１ ２． ３３２

３ ２． ６６０ ２． ８９６ ２４５． ３５２ ２６４． ６０８ ２． １６１ ２． ３３１

４ ２． ６５１ ２． ８９４ ２４４． ４９５ ２６４． ４１９ ２． １５４ ２． ３２９

２． １５５ ２． ３２９

由表２可知，多糖质量浓度在６７． ２ μｇ ／ ｍＬ以
下时小黑药多糖的还原能力比芦丁的弱；随着多糖
质量浓度的增加还原能力逐渐增强，在１００． ８ μｇ ／
ｍＬ浓度以上时多糖的还原能力比芦丁的强，且随着
浓度的增加其还原能力的增加幅度大于芦丁，高浓
度时表现出较强的还原能力，与在油脂中表现出的
抗氧化能力相一致［２］。

表２　 小黑药多糖的还原能力
试样浓度／（μｇ ／ ｍＬ） 小黑药多糖吸光度 芦丁吸光度

３３． ６ ０． １１５ ０． １６７

６７． ２ ０． ２０８ ０． ２１９

１００． ８ ０． ２９３ ０． ２７６

１３４． ４ ０． ３８１ ０． ３４６

１６８． ０ ０． ４８２ ０． ４２８

由表３可知，小黑药多糖和芦丁的质量浓度越
大，对Ｏ２－·的抑制率越强。随着时间的延长抑制率
逐渐减弱。当多糖浓度高于１３． ４４ μｇ ／ ｍＬ时小黑
药多糖的抑制率高于芦丁，且随着浓度的增加多糖
的抑制率增加幅度优于芦丁，与表２的还原能力表
现一致。

表３　 小黑药多糖对超氧阴离子自由基的抑制率 ％

时间
／ ｍｉｎ

不同浓度（μｇ ／ ｍＬ）芦丁对Ｏ２－·的抑制率 不同浓度（μｇ ／ ｍＬ）小黑药多糖对Ｏ２－·的抑制率
３． ３６ ６． ７２ １０． ０８ １３． ４４ １６． ８０ ２０． １６ ３． ３６ ６． ７２ １０． ０８ １３． ４４ １６． ８０ ２０． １６

１ ２１． ５２ ３１． ６５ ３９． ２４ ４５． ５７ ５８． ２３ ７３． ４２ ２１． ７４ ３８． ０４ ４８． ９１ ５６． ５２ ７６． ０９ ８５． ８７

２ ２０． ８８ ２６． ３７ ３２． ９７ ３９． ５６ ５０． ５５ ６４． ８４ １４． ２９ ３０． ４８ ４１． ９０ ４９． ５２ ６７． ６２ ７９． ０５

３ １６． １９ ２３． ８１ ２９． ５２ ３５． ２４ ４４． ７６ ５８． １０ １０． １７ ２４． ５８ ３４． ７５ ４２． ３７ ６１． ０２ ７３． ７３

４ １４． ２９ ２１． ８５ ２６． ８９ ３２． ７７ ４１． １８ ５３． ７８ ７． ５８ ２１． ２１ ３０． ３０ ３９． ３９ ５５． ３０ ６８． ９４

５ １３． ５３ ２１． ０５ ２５． ５６ ３０． ０８ ３７． ５９ ５０． ３８ ４． ８３ １７． ２４ ２６． ２１ ３４． ４８ ５１． ０３ ６４． ８３

６ １１． ６４ １８． ４９ ２３． ２９ ２７． ４０ ３４． ９３ ４６． ５８ ３． １６ １３． ９２ ２２． ７８ ３１． ６５ ４７． ４７ ６１． ３９

７ １１． ２５ １８． １３ ２１． ８８ ２６． ２５ ３３． １３ ４４． ３８ ２． ３４ １１． ７０ ２０． ４７ ２８． ６５ ４５． ０３ ５９． ０６

８ １０． ９２ １７． ２４ ２１． ２６ ２４． ７１ ３１． ６１ ４２． ５３ ２． １６ １０． ２７ １８． ３８ ２７． ５７ ４２． ７０ ５６． ７６

９ ９． ６３ １６． ０４ １９． ７９ ２２． ９９ ２９． ９５ ４０． ６４ １． ５２ ９． ０９ １７． １７ ２３． ７４ ４０． ４０ ５４． ５５

１０ ９． ４５ １５． ４２ １８． ９１ ２２． ３９ ２８． ３６ ３８． ８１ １． ４２ ８． ０６ １５． ６４ ２１． ８０ ３８． ３９ ５３． ０８

１１ ８． ８８ １４． ４９ １８． ２２ ２１． ５０ ２７． ５７ ３７． ３８ １． ３４ ７． １４ １４． ７３ ２０． ５４ ３７． ５０ ５１． ７９

１２ ８． ３７ １３． ６６ １７． １８ ２０． ７０ ２６． ４３ ３６． １２ １． ２７ ６． ３６ １３． ５６ １９． ０７ ３６． ０２ ５０． ００

１３ ８． ３３ １３． ３３ １６． ６７ ２０． ００ ２５． ４２ ３５． ００ １． ２０ ６． ０２ １２． ８５ １７． ２７ ３４． ９４ ４９． ００

１４ ７． ９１ １２． ６５ １６． ２１ １９． ３７ ２４． ５１ ３３． ９９ ０． ７６ ５． ７３ １２． ６０ １５． ２７ ３３． ９７ ４８． ４７

１５ ７． １７ １２． ０８ １５． ４７ １８． ４９ ２３． ４０ ３３． ２１ ０． ７３ ５． ４７ １１． ６８ １４． ９６ ３３． ２１ ４７． ４５

平均值 １２． ００ １８． ４２ ２２． ８７ ２７． １３ ３４． ５１ ４５． ９４ ４． ９７ １４． ３５ ２２． ８０ ２９． ５２ ４６． ７１ ６０． ２６
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５８　　　

　 　 Ｎ，Ｎ 二苯基２ 三硝基苯肼自由基（ＤＰＰＨ），
是一种以氮为中心的很稳定的自由基，在５１７ ｎｍ波
长处有强吸收，当有自由基清除剂存在时，由于与它
的单电子数配对而使其吸收逐渐消失，褪色程度与
所接受的电子成定量关系，所以通过测定物质对
ＤＰＰＨ自由基的清除能力，可以迅速地评价物质的
抗氧化能力［１６］。由表４可知，小黑药多糖对ＤＰＰＨ
自由基的清除能力随质量浓度的增加逐渐提高，在
小黑药多糖质量浓度为４２． ００ μｇ ／ ｍＬ时多糖的清
除能力超过芦丁。芦丁对ＤＰＰＨ自由基的清除能力
在浓度高于３３． ６０ μｇ ／ ｍＬ时上升幅度减小，多糖随
浓度的增加清除率上升幅度大于芦丁，高浓度时具
有较强的清除率。

表４　 小黑药多糖对ＤＰＰＨ自由基的清除能力 ％

试样质量浓度／（μｇ ／ ｍＬ） 多糖清除率 芦丁清除率
８． ４０ ２７． ３９ ３０． １０

１６． ８０ ４５． ９３ ５６． ４７

２５． ２０ ６４． ２６ ７４． ０２

３３． ６０ ７８． ６８ ８４． ６１

４２． ００ ８８． １６ ８６． ９６

５０． ４０ ９４． １３ ８８． ４３

羟基自由基是目前所知活性氧中对生物体毒性
最强、危害最大的一种自由基，它可以通过电子转
移、加成以及脱氢等方式与生物体内的多种分子作
用，造成糖类、氨基酸、蛋白质、核酸和脂类等物质的
氧化性损伤，使细胞坏死或突变［１７］。由表５可知，
小黑药多糖对羟基自由基的清除能力在实验质量浓
度范围内明显优于芦丁，浓度为８． ０６ μｇ ／ ｍＬ时多
糖对羟基自由基的清除能力达到９５． ４０％，表现出
较强的清除能力。

表５　 小黑药多糖对羟基自由基的清除能力 ％

试样浓度／（μｇ ／ ｍＬ） 芦丁 多糖
１． ３４ ２０． ００ ４１． ２４

２． ６９ ２３． １９ ７８． ７２

４． ０３ ３１． １６ ８７． ９１

５． ３８ ３７． ４１ ９３． ４８

６． ７２ ４２． ２５ ９４． ３２

８． ０６ ５８． ５７ ９５． ４０

３　 结论
小黑药地上、地下部分多糖含量分别为２． １５５、

２． ３２９ ｇ ／ １００ ｇ。浓度分别大于１００． ８、１３． ４４、４２． ００
μｇ ／ ｍＬ时多糖的还原能力、抑制超氧阴离子自由基
的能力、对ＤＰＰＨ自由基清除能力大于对照样芦丁，
并表现出随浓度的增加抗氧化能力上升幅度大于芦

丁。对羟基自由基表现出较高的清除率。小黑药多
糖具有较好的抗氧化活性，验证了传统用小黑药在
药物和保健方面的作用，也表明小黑药有较高的应
用和开发价值。
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