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　　摘要：通过正交法提取了托盘根粗多糖，探讨了水提醇沉工艺，并通过体外试验检测了托盘根多糖对α－葡萄糖苷
酶的抑制作用。结果表明，托盘根水溶性多糖最佳提取工艺条件为：料水比１∶４０，提取时间２ｈ，提取温度１００℃；在此
最佳工艺条件下，托盘根水溶性多糖的获得率为４．０７５％。托盘根中多糖对α－葡萄糖苷酶的抑制呈浓度剂量依赖关
系，５０、７５、１００、２００ｍｇ／ｍＬ的托盘根多糖的抑制率分别为１４．４８％、２１．７２％、４４．８３％、５０．５７％，随着浓度的增大抑制作用
增强。

　　关键词：托盘根多糖；α－葡萄糖苷酶；体外抑制；提取工艺
　　中图分类号：Ｒ２８４．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０６－０２６２－０２

收稿日期：２０１４－１１－１９
基金项目：吉林省教育厅“十二五”科学技术研究项目（编号：吉教科合

字［２０１４］第３６２号）；吉林省科技发展计划自然科学基金（编号：
２０１４０１０１１４２ＪＣ）。
作者简介：雷钧涛（１９７１—），男，吉林吉林人，硕士，教授，研究方向新
药开发与应用。Ｔｅｌ：（０４３２）６４５６０５２７；Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｅｉｊｕｎｔａｏ１２３＠
１２６．ｃｏｍ。

　　托盘（ＲｕｂｕｓｃｒａｔａｅｇｉｆｌｏｌｉｕｓＢｇｅ．）为蔷薇科悬钩子属植物，
别称牛叠肚，广泛分布于我国东北、华东和中南部的四川、河

北、山西、陕西等地。每１００ｇ果实鲜品含蛋白质１．１ｇ、脂肪
０．３９ｇ、碳水化合物 １０．４ｇ、有机酸 ０．４３６ｇ、维生素 Ｃ
３２．１６ｍｇ，含钙、磷、铁等矿质元素。味酸甜，可鲜食，制果酱、
果酒、果汁等［１］。其果实可入药，具有补肝养肾、固精缩尿的功

效，主治尿频、遗精、阳痿等病症。其根具有抗炎［２］、抗衰老［３］、

抗肿瘤［４］、祛风湿的作用，民间用其治疗风湿性关节炎、肝炎等

疾病。托盘既有食用价值，又具有良好的药用价值。本研究初

步探讨了托盘根的多糖的提取工艺，研究了托盘根多糖的体外

降糖作用，为利用托盘根治疗糖尿病提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料与仪器
托盘根购自吉林地区，经吉林医药学院雷钧涛教授鉴定为

蔷薇科悬钩子属植物托盘（ＲｕｂｕｓｃｒａｔａｅｇｉｆｌｏｌｉｕｓＢｕｎｇｅ．）的根。
阿卡波糖（美国Ｓｉｇｍａ公司），葡萄糖试剂盒（中生北控生物科
技股份有限公司，批号：１２３００１），麦芽糖、磷酸盐、无水碳酸钠、
葡萄糖、３，５－二硝基水杨酸、酒石酸钾钠、酚酞、氢氧化钠、盐
酸、结晶酚、偏重亚硫酸钠、乙醇等均为分析纯试剂；ＤＫ－９８－
Ⅱ－型电热恒温水浴锅（天津市泰斯特仪器有限公司），Ｒ５０１旋
转蒸发仪（上海豫康科教仪器设备有限公司），ＳＨＺ－ＤⅢ型循
环水真空泵（中国予华仪器厂），ＫＱ５２００Ｅ型超声波清洗器（江
苏省昆山市超声仪器有限公司），ＵＶ－１８００紫外可见分光光度
计（日本岛津公司），ＤＫ－６００数显电热水槽（上海精宏实验设
备有限公司），６８０酶标仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司），ＣＰＡ２５５Ｄ电

子分析天平（赛多利斯科学仪器有限公司）。

１．２　ＤＮＳ显色剂的配制［５－６］

量取５００ｍＬ蒸馏水置于１０００ｍＬ烧杯中，煮沸１０ｍｉｎ后
冷却，将称取的３，５－二硝基水杨酸６．３ｇ、氢氧化钠２１ｇ充分
溶解于其中。加入酒石酸钾钠１８２ｇ、结晶酚５ｇ、偏重亚硫酸
钠５ｇ，充分搅拌至全溶。将上述混合液倒入１０００ｍＬ的棕色
容量瓶中，定容，放置１０ｄ备用。
１．３　方法
１．３．１　提取工艺流程　托盘根除杂→粉碎→过筛→称量→浸
泡１ｈ→水提→２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ→过滤→滤渣复提３
次→离心后弃沉淀→合并滤液浓缩至原液的１／６～１／５→乙醇
醇沉→５℃冰柜中静置１２ｈ→过滤→沉淀经３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ→醇沉物加水复溶→干燥获得水溶性粗多糖。
１．３．２　多糖的测定方法
１．３．２．１　标准样品溶液的制备　称取经１０５℃干燥至恒质量
的无水葡萄糖１００．０ｍｇ，加适量蒸馏水于称量瓶中溶解，移入
１００ｍＬ容量瓶中（１．０ｍｇ／ｍＬ），反复洗涤称量瓶，将洗涤液一
同移入１００ｍＬ容量瓶，定容，摇匀，置４℃冰箱中保存备用。
１．３．２．２　还原糖供试品溶液的制备　量取各变量条件下托盘
根粗多糖溶液５．０ｍＬ，置２５ｍＬ容量瓶中，定容，摇匀，过滤，弃
初滤液，取续滤液，备用。

１．３．２．３　总糖供试品溶液的制备　量取各变量条件下托盘根
粗多糖溶液５．０ｍＬ，置于２５ｍＬ容量瓶中，加入６ｍｏｌ／Ｌ盐酸
５．０ｍＬ，置沸水浴中４０ｍｉｎ、冰水浴３０ｍｉｎ。加酚酞指示液１
滴，用２０％氢氧化钠溶液调至中性（微红色），定容，摇匀，过
滤，弃初滤液，取续滤液，备用。

１．３．２．４　标准曲线的制备　取已配制好的浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ
的葡萄糖标准品溶液，分别吸取 ０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、
０．８ｍＬ，置２５ｍＬ容量瓶中，分别加蒸馏水至 １．０ｍＬ，另取
１．０ｍＬ蒸馏水于２５ｍＬ容量瓶中做空白对照。分别加入ＤＮＳ
试液１．５ｍＬ，混匀，沸水浴５ｍｉｎ，取出，立即流水冷却，定容，摇
匀。在５２０ｎｍ处测定吸光度，以吸光度Ｄ为纵坐标，以浓度Ｃ
为横坐标，绘制标准曲线，得线性回归方程：Ｄ＝２３．４５７Ｃ－
００４５１，相关系数ｒ＝０．９９９８，说明在浓度２．５～４７．５ｍｇ／Ｌ范
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围内线性关系良好。

１．３．２．５　样品测定　量取总糖、还原糖供试品溶液各１．０ｍＬ，
分别置于２５ｍＬ量瓶中，按照标准曲线的制备项下的方法，自
“１３．２．４”项下 “加入ＤＮＳ试液１．５ｍＬ”步骤起，同法测定吸
光度Ｄ。代入线性方程，可求出样品中还原糖和总糖的浓度。

还原糖质量＝查标准曲线所得水解前还原糖浓度×稀释
倍数；

总糖质量 ＝查标准曲线所得水解后还原糖浓度 ×稀释
倍数；

总多糖含量 ＝（总糖质量 －还原糖质量）／干燥粉末质
量×０．９×稀释倍数×１００％。
１．３．３　托盘多糖提取工艺的优化　在３次提取条件下，选择
提取时间、料水比、提取温度、乙醇浓度４个因素，采用Ｌ９（３

４）

正交设计，进行四因素三水平试验（表１），研究多糖提取的较
佳工艺参数。

表１　托盘根多糖提取工艺因素水平正交试验

水平
Ａ：时间
（ｈ）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：醇沉浓度
（％）

１ １．５ １∶３５ ９０ ８５
２ ２．０ １∶４０ ９５ ９０
３ ２．５ １∶４５ １００ ９５

１．３．４　托盘根多糖体外对α－葡萄糖苷酶的抑制作用
１．３．４．１　大鼠大肠黏膜糖苷酶的提取 　将大鼠用２０％的乌
拉坦麻醉，固定，开腹取小肠及空肠，０．９％生理盐水冲洗小肠
内容物，用小镊子挤压采取黏膜，称质量，往该黏膜中加入５倍
量的０．１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液，置于冰上匀浆。然后以
４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清，分装后于－２０℃冷冻保存。
１．３．４．２　托盘根多糖对α－葡萄糖苷酶抑制作用反应　反应
体积为１ｍＬ，取１０ｍｇ／ｍＬ的酶液０．２ｍＬ，加ｐＨ值６．８的磷酸
缓冲液０．７ｍＬ，分别加入２００、１００、７５、５０ｍｇ／ｍＬ（２００ｍｇ／ｍＬ
以上浓度的多糖基本不溶解，故放弃）的托盘根多糖提取液

０．１ｍＬ，同时以０．１ｍＬ５ｍｇ／ｍＬ阿卡波糖为阳性对照，只加
０．１ｍＬ缓冲液作阴性对照和加等量缓冲液的空白对照，３７℃
水浴１０ｍｉｎ，加入新配的０．５ｍｏｌ／Ｌ的麦芽糖溶液０．１ｍＬ，
３７℃ 水浴２０ｍｉｎ后，加入１ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２Ｃ０３溶液终止反应。
分别观察各浓度的托盘根多糖提取液对酶的抑制作用。

按照葡萄糖试剂盒说明书操作，测定相应的葡萄糖浓度。

每个样在９６孔板上分别作３个平行孔，在４９０ｎｍ处酶标仪测
吸光度Ｄ并计算抑制率。

抑制率＝［（Ｄ阴性 －Ｄ样本）／（Ｄ阴性 －Ｄ空白）］×１００％。

２　结果与分析

２．１　提取工艺正交试验结果
由表２可知，各因素对提取率的影响从大到小为Ｃ＞Ａ＞

Ｂ＞Ｄ，最佳方案为Ｃ３Ａ２Ｂ２Ｄ３，即在提取温度为１００℃、提取时
间２．０ｈ、料液比１∶４０、９５％醇沉条件下提取率最大。验证试
验结果显示，平均提取率为４．０７５％，该组合为最优提取工艺。
２．２　托盘根多糖体外对α－葡萄糖苷酶的抑制作用试验结果

试验结果表明，随着托盘根多糖提取液浓度的增加，对

α－葡萄糖苷酶的抑制作用逐渐增强，呈现出明显的浓度依赖
效应关系，５０、７５、１００、２００ｍｇ／ｍＬ的抑制率分别为１４．４８％、

表２　托盘根多糖提取工艺正交试验方案及试验结果

试验号
列号

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
多糖提取

率（％）

１ １ １ １ １ １．２３９
２ １ ２ ２ ２ ２．６５１
３ １ ３ ３ ３ ３．７９７
４ ２ １ ２ ３ ２．５７０
５ ２ ２ ３ １ ４．００９
６ ２ ３ １ ２ ２．３９９
７ ３ １ ３ ２ ２．５３８
８ ３ ２ １ ３ １．９７８
９ ３ ３ ２ １ １．８６９
ｋ１ ２．５６２ ２．１１６ １．８７２ ２．３７２
ｋ２ ２．９９３ ２．８７９ ２．３６３ ２．５２９
ｋ３ ２．１２８ ２．６８８ ３．４４８ ２．７８２
Ｒ ０．８６４ ０．７６４ １．５７６ ０．４０９

２１．７２％、４４．８３％、５０５７％。阳性对照５ｍｇ／ｍＬ阿卡波糖的抑
制率为９４．５７％。

３　结论

多糖具有多种生物活性，某些多糖不但具有抗癌、抗炎、抗

病毒、抗衰老等作用，且现代研究表明大都具有调节血糖和免

疫系统等功能。本试验对托盘根多糖选取４个因素即料液比、
提取时间、提取温度、醇沉浓度，在单因素试验的基础上，采用

Ｌ９（３
４）正交试验设计，对托盘水溶性粗多糖的提取工艺进行研

究。结果表明，托盘根多糖提取条件的最优组合为：提取温度

为１００℃，提取时间２．０ｈ，料液比１∶４０，９５％醇沉；在此条件
下平均提取率为４．０７５％。

α－葡萄糖苷酶是小肠内麦芽糖等寡糖的水解酶，主要分
布在小肠上皮绒毛膜刷状缘上，可以促进麦芽糖转化为葡萄

糖。α－葡萄糖苷酶抑制剂可以通过竞争性抑制α－葡萄糖苷
酶的活性，有效地减缓葡萄糖的生成和吸收，达到抑制餐后高

血糖的目的［７］。本研究发现托盘根多糖对α－葡萄糖苷酶具
有一定的抑制作用，且显示明显的浓度－效应关系，提示其可
能具有类似阿卡波糖的作用机理，通过对α－葡萄糖苷酶的抑
制作用而发挥降血糖作用，下一步可通过动物试验观察托盘根

多糖的降糖作用，明确托盘根多糖的降糖机理。
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