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玉竹糖蛋白分离纯化及其体外抗氧化能力
王 艳，胡一鸿，陈秋志，尹洛毅，张雪娇，刘景顺，蒋秋情，金晨钟，陈 勇*

（湖南人文科技学院生命科学系，湖南 娄底 417000）

摘  要：采用磷酸缓冲液浸提法提取玉竹糖蛋白粗品（Polygonatum odoratum glycoprotein，PDG），经葡聚糖凝胶

G-100和刀豆凝集素A分离纯化，得到糖蛋白组分PDG1和PDG3，经高效液相色谱测定其分子质量，并检测PDG、

PDG1和PDG3的体外抗氧化活性。结果表明，PDG1和PDG3的分子质量分别为186 kD和28.3 kD；玉竹糖蛋白具有一

定的还原能力，对羟自由基和1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基具有较强的清除作用，对脂质过氧化具有抑制作用，

且在一定质量浓度范围内（1～10 mg/mL）存在剂量关系，其抗氧化能力随着玉竹糖蛋白质量浓度的增加而增强，

PDG1和PDG3的抗氧化能力优于PDG。
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Purification of Glycoprotein from Polygonatum odoratum and Its Antioxidant Activity in vitro
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Abstract: Crude glycoproteins (PDGs) were obtained from Polygonatum odoratum through phosphate buffer extraction. 

PDGs were further purified by Sephadex G-100 gel filtration and concanavalin A affinity chromatography, and PDG1 

and PDG3 were acquired. The molecular weights and antioxidant activity of these two fractions were determined. The 

results showed that PDG1 and PDG3 had a molecular weight of 186 and 28.3 kD, respectively, and PDG, PDG1 and PDG3 

had reducing power, strong abilities to scavenge hydroxyl radical and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy (DPPH) radical and 

inhibitory effects against lipid peroxidation, showing a dose-effect relationship in the range of 1–10 mg/mL. Generally, 

PDG1 and PDG3 exhibited better antioxidant activity than PDGs. 
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玉竹（Polygonatum odoratum (Mill.) Druce）为百合

科黄精属多年生草本植物，广泛分布在东北、华北、华

东、西南和华南等省区，是我国传统的药食类植物，其

中湖南湘玉竹和四川玉竹栽培面积较大[1]，其根茎常用

于保健和食疗，具有滋阴养肺、消炎抑菌、育发乌发和

生津止渴等功效。玉竹富含多糖、黄酮、生物碱、甾醇

和强心苷等生物活性物质和多种人体需要的矿质元素[2]。

有研究表明，玉竹具有多种药理作用，能够显著提高高

糖小鼠的糖耐量，降低血糖含量[3-4]；提高酪氨酸酶的活

性，促进黑色素的合成[5]；有较强的清除1,1-二苯基-2-三

硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picryl hydrazy，DPPH）自由基

的能力[6]。在已发现的玉竹生物活性物质中，研究最为透

彻的是玉竹多糖，具有抗氧化[7]、提高保护酶和碱性磷酸

酶活性[8]、抗动脉粥样硬化[9]及抗肿瘤[10]作用。

糖蛋白是蛋白质和多糖链的共价结合物，其种类

多、分布广，动植物、微生物及病毒中均有发现，是组

成酶、激素、免疫球蛋白、载体蛋白、结构蛋白和细胞

膜等的结构成分[11]，是一类重要生物活性物质，具有增

强免疫调节、抑制肿瘤、降低血糖、血脂、抗氧化、防

衰老等功能[12-13]。抗氧化能力是衡量营养健康食品或植

物生物活性成分的重要指标，目前人工合成的抗氧化剂

有二丁基羟基甲苯、没食子酸丙脂等，其抗氧化能力很

强，但是人工合成抗氧化剂有禁忌和副作用，长期使用

有致癌风险。因此，人们更倾向于寻找天然的植物抗氧

化剂。目前植物糖蛋白的研究主要以甘薯为材料，对糖

蛋白的分离、纯化、提取和保健功能进行探讨，如糖蛋

白活性产生机理、糖蛋白调节免疫能力和降血脂的作

用等[14]。由于糖蛋白具有结构稳定和潜在保健作用与药
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效，植物糖蛋白成为继多糖之后的研究热点。玉竹是我国

广泛栽培的中药材，虽然前人对其多种活性成分进行了详

尽的研究，但目前对玉竹糖蛋白的研究报道仍很少，对其

分离纯化往往采用胶过滤和离子交换，难以高效获取均一

产品。因此，本实验以湘玉竹为研究对象，对糖蛋白采用

亲和层析进行分离纯化，并对其部分性质进行测定，以期

为玉竹保健产品的深度开发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

玉竹根茎 湖南新化县药材市场；DPPH、标准分

子质量蛋白质 美国Sigma公司；TSKgel G5000PWXL-CP 

色谱柱 日本Tosoh公司；葡聚糖凝胶G-100（Sephadex 

G-100）、刀豆凝集素A（concanavalin A）  瑞典

Amersham Biosciences公司。其他化学试剂均为国产

分析纯。 

1.2 仪器与设备  

S P - 7 5 4型分光光度计  上海光谱仪器公司；

Biological  LP低压色谱系统  美国Bio-Rad公司；

LC-10Avp plus高效液湘色谱（high performance liquid 

chromatography，HPLC）仪 日本岛津公司。

1.3 方法    

1.3.1 玉竹糖蛋白粗提取

切成片的玉竹于80 ℃烘干，粉碎过80 目筛，用2 倍

体积的石油醚混匀，室温放置过夜脱脂后过滤，置于

45 ℃条件下烘干，然后用磷酸缓冲液按一定料液比于

0～4 ℃低温条件下浸提，10 000 r/min离心10 min，收

集上清液置于真空冷冻干燥干燥24 h，得到玉竹糖蛋白

（Polygonatum odoratum glycoprotein，PDG）粗制品。

1.3.2 提取工艺条件优化

分别设定不同浸提时间和料液比（g/mL）对PDG预

提，考马斯亮兰法测定蛋白质含量，用蛋白质粗略估计

PDG，每个处理重复3 次。

1.3.3 葡聚糖凝胶G-100过滤

参照Hu Yihong等 [15]的方法。采用5 cm×70 cm层

析柱，每次上样10 mL PDG （1 mg/mL），洗脱液采用

25 mmol/L Tris-HCl（pH 7.2）缓冲液，洗脱流速1 mL/min，

分别收集各蛋白洗脱峰组分。

1.3.4 刀豆凝集素A亲和层析纯化

参照吴娟等[16]的方法纯化PDG。采用0.5 cm×10 cm

的刀豆凝集素A层析柱，用200 mL 20 mmol/L pH 7.4的

Tris-HCl缓冲液（含1 mmol/L MnCl2、1 mmol/L CaCl2

和0.5 mmol/L NaCl）以1 mL/min流速平衡柱子，再以

0.5 mL/min流速上样，然后用100 mL 20 mmol/L pH 7.4的

Tris-HCl缓冲液（含1 mmol/L MnCl2、1 mmol/L CaCl2
 和

0.5 mmol/L NaCl）洗涤层析柱中未结合的蛋白质，再用

150 mmol/L甘露糖洗脱液（含150 mmol/L的葡萄糖）以

0.5 mL/min流速洗脱，收集洗脱液，透析除糖并用固体聚

乙二醛反透析至原体积，分别测定每管280 nm波长处吸

光度，并按照孙兴力等[17]的方法测定490 nm波长处的吸

光度。 

1.3.5 HPLC测定PDG分子质量

参照陈海相等[18]的方法测定。采用色谱纯牛肝过氧

化氢酶（250 kD）、β-半乳糖苷酶（118 kD）、牛血清

蛋白（66.43 kD）、辣根过氧化物酶（40 kD）和α-胰凝

乳酶（25 kD）为标样，所有样品均用0.1 mol/L pH 7.8的

磷酸盐缓冲液配成25 mg/mL质量浓度，经0.22 μm滤膜过

滤后进样。其中，经刀豆凝集素A亲和层析纯化的PDG

先用固体聚乙二醇反透析浓缩到原体积的1/10。色谱条

件：采用30 cm×7.8 mm的TSKgel G5000PWXL-CP蛋白

质专用色谱柱，流动相为0.1 mol/L pH 7.8的磷酸盐缓冲

液，洗脱流速0.3 mL/min。

1.3.6 体外抗氧化活性的测定

总还原能力和羟自由基清除率测定按照胡一鸿等[19]

的方法，体外清除DPPH自由基能力按照Chung等[20]的方

法，Fe2＋诱发的脂质过氧化反应的抑制作用按照张尔贤

等[21]的方法。以上测定均用1/10 PDG质量浓度的VC作对

照。并分别按如下公式计算：

/%
A A

100
A A  （1）

式中：A样品为含PDG和H2O2吸光度；A损伤为只含H2O2

吸光度；A未损为不含H2O2吸光度。

DPPH /% 1
Ai

100
Aj

 （2）

式中：Aj为对照品吸光度；Ai为样品吸光度。

Fe2 /%
A0 A

100
A0

 （3）

式中：A0为空白对照管吸光度；A为样品管吸光度。

2 结果与分析

2.1 料液比、浸提时间对玉竹蛋白得率的影响

表 1 浸提时间、料液比对玉竹蛋白得率的影响

Table 1 Effects of extraction time and material/liquid ratio on the 

extraction rate of P. odoratum glycoproteins 

%

浸提时间/h
料液比（g/mL）

1∶10 1∶20 1∶30

12 10.0 11.0 11.3

24 11.2 13.1 13.2

32 11.3 13.3 14.4
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如表1所示，按浸提时间（12、24、32 h）和料液比

（1∶10、1∶20、1∶30）进行实验，当料液比1∶20、提取

时间24 h时蛋白质的得率达到13.1%，进一步提高溶剂用

量和延长浸提时间蛋白质的得率上升很少。蛋白质提取

在考虑得率的前提下尽量缩短浸提时间和采用低的溶剂

用量，以减少蛋白质变性和节省成本。因此，本实验采

用浸提时间24 h、料液比1∶20。

2.2 PDG粗制品的纯化

0 300100 200 40025050

1

2
3

150 350

2.0
1.5

3.0
2.5

1.0

0.0
0.5

/mL

A 2
80

 n
m

图 1 葡聚糖凝胶G-100分离PDG的柱层析图谱

Fig.1 Elution of PDG on Sephadex G-100
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a. PDG1；b. PDG3。

图 2  刀豆凝集素A分离PDG1（a）和PDG3（b）的柱层析图谱

Fig.2 Elution of PDG1 (a) and PDG3 (b) on concanavalin A

如图1所示，PDG粗制品经葡聚糖凝胶G-100层析，

分离出峰1（48 mL）、峰2（60 mL）和峰3（54 mL）

3 个组分，分别将峰1、峰2和峰3经刀豆凝集素A亲和层

析纯化，发现峰1和峰3能检出糖与蛋白质（图2），得到

PDG1和PDG3两种糖蛋白，组分峰2未检出糖，说明峰2不

是糖蛋白。

2.3 HPLC测定糖蛋白分子质量

通过对标准蛋白质进行HPLC分析，测定标准蛋白

质牛肝过氧化氢酶、β-半乳糖苷酶、牛血清蛋白、辣

根过氧化物酶和α-胰凝乳酶的保留时间分别为19.35、

21.01、24.15、25.58、29.71 min（图3），得到分子质量

标准曲线，其分子质量的回归方程为：lgM=－0.093 8t＋
7.105 8。对经刀豆凝集素A纯化后组分进行HPLC分析，

测得PDG1和PDG3的保留时间分别为19.58 min和28.29 min

（图4、5），求得PDG1和PDG3的分子质量分别为186 kD

和28.3 kD。
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图 3 标准蛋白质的HPLC

Fig.3 HPLC of protein marker
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图 4 PDG1 HPLC洗脱曲线

Fig.4 HPLC chromatogram of PDG1
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图 5 PDG3 HPLC洗脱曲线

Fig.5 HPLC chromatograpm of PDG3

2.4 玉竹糖蛋白的体外抗氧化活性

2.4.1 总还原力的测定

总还原力用来衡量生物活性物质失去电子的能力，

其强弱与失去电子的能力呈线性关系。还原物质能够

将Fe3＋还原为Fe2＋，生成物在700 nm波长处有最大吸光

度，因而700 nm波长处吸光度的大小反映了总还原力的

强弱[19]。由图6可知，1～10 mg/mL PDG、PDG1和PDG3

的总还原力随着质量浓度的增加而呈上升趋势，且PDG

低于PDG1和PDG3，但PDG、PDG1和PDG3的总还原能力
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明显低于VC。1 mg/mL的VC、PDG、PDG1和PDG3的总

还原力分别为2.09、0.04、0.07和0.06，说明玉竹糖蛋白

具有较弱的还原力。

0 4 8 102 63 7 91 5

1.0

0.5

2.5

2.0

1.5
PDG1

PDG3

0.0

/ mg/mL

A 7
00

 n
m

VC

PDG

图 6 玉竹糖蛋白的总还原力

Fig.6 Reducing power of PDG1 and PDG3

2.4.2 体外清除DPPH自由基能力 
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图 7 玉竹糖蛋白对DPPH自由基的清除作用

Fig.7 DPPH radical-scavenging capacity of PDG1 and PDG3 

DPPH自由基是一种带有单电子的自由基，醇溶液

呈紫色并在525 nm波长处有强吸收。自由基能与单电

子配对而使其吸光度逐渐消失，其褪色程度也与其接受

的电子数量成定量关系，因此可用525 nm波长处的吸

光度来表示DPPH自由基的清除能力 [22]。如图7所示， 

1～10 mg/mL的PDG、PDG1和PDG3随着质量浓度的增

加，清除DPPH自由基的能力也逐渐增加，最高清除率分

别达18.67%、31.71%和 25.88%，说明玉竹糖蛋白具有较

强的DPPH自由基清除能力。

2.4.3 对羟自由基的清除作用
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图 8 玉竹糖蛋白对羟自由基的清除作用

Fig.8 Hydroxyl radical-scavenging capacity of PDG1 and PDG3 

羟自由基是对生物体危害最大的一种自由基，能使

糖类、蛋白质、核酸等物质发化生氧化和损伤，导致细

胞坏死或突变，与衰老、肿瘤和细胞吞噬等作用有密切

的联系[23]。采用邻二氮菲-金属铁离子-H2O2体系，通过

Fenton反应生成羟自由基，促使邻二氮菲-Fe2＋被氧化为

邻二氮菲-Fe3＋，降低其水溶液在波长510 nm处最大吸收

值测算对羟自由基的清除率。如图8所示，1～10 mg/mL 

的PDG、PDG1和PDG3对羟自由基清除率随着其质量

浓度的增加而增加，但PDG对羟自由基的清除率低于

PDG1和PDG3 ，在10 mg/mL时，分别达8.1%、17.93%和

14.85%。且他们的清除作用均远低于强抗氧化剂VC，在

1 mg/mL时VC清除率高达79.37%。

2.4.4 对Fe2＋诱发脂质过氧化反应的抑制作用
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图 9 玉竹糖蛋白对脂质过氧化反应的抑制作用

Fig.9 Inhibitory effects of PDG1 and PDG3 on lipid peroxidation

不饱和脂肪酸是维持细胞运输系统和酶活性的重要

物质。由于不饱和脂肪酸容易被氧化，因而用保护不饱

和脂肪酸不受氧化的能力来衡量生物活性物质的抗氧化

能力[24]。从图9可知，1～10 mg/mL PDG、PDG1和PDG3

对脂质过氧化反应的抑制作用有剂量依赖关系，其PDG1

和PDG3的抑制作用强于PDG，但明显低于VC，1 mg/mL

的VC、PDG、PDG1和PDG3的抑制率分别达57.95%、

0.37%、5.6%和0.87%。

3 讨 论

植物糖蛋白是具有重要生理功能天然活性产物，在

食品、药品制造和抗氧化剂方面具有应用潜力。目前人

们已从甘薯中分离出分子质量26.9～508 kD的多种甘薯

糖蛋白[14,25]，邹柯婷等[26]也采用DEAE-52阴离子交换、

葡聚糖凝胶G-100过滤得到两种分子质量约为100 kD

的玉竹糖蛋白。本实验通过磷酸缓冲液浸提、葡聚糖

凝胶G-100过滤和刀豆凝集素A亲和层析3 个步骤得到

分子质量为186 kD和28.3 kD的两种玉竹糖蛋白PDG1和

PDG3，分离出的糖蛋白分子质量与前人的结果差异较

大，说明分离出的糖蛋白是两种新的糖蛋白。大部分

植物糖蛋白具有一定的抗氧化能力，如80～320 μg/mL 

的紫甘薯糖蛋白的还原力随着其质量浓度的增加而呈上

升趋势[27]，28 mg/mL的山药糖蛋白CYG-1、CYG-2还原

力达83.35%和 88.14%[28]，糖蛋白的这种抗氧化性可能与

蛋白质所含琉基含量或类似于酶的活性有关[29-30]，本实
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验中玉竹糖蛋白PDG、PDG1和PDG3有较弱的还原能力，

1～10 mg/mL PDG、PDG1和PDG3的还原力随着其质量浓

度的增加而增加。PDG、PDG1和PDG3清除羟自由基的

能力也随着其质量浓度的增加而增加，在10 mg/mL时，

其清除率达分别达8.1%、17.93%和14.85%，清除能力

与建宁莲子糖蛋白GLP-Ⅰ相似，但低于建宁莲子糖蛋白

GLP-Ⅱ和蒲公英糖蛋白的清除能力[31-32]。段玉峰等[33]报

道丹参糖蛋白清除对DPPH自由基有一定的清除作用，但

剂量效应关系不是很明显，本实验中玉竹糖蛋白PDG、

PDG1和PDG3随质量浓度的增加清除DPPH自由基的能力

也逐渐增加，剂量效应关系较明显，但弱于DBD糖蛋白

的清除作用[34]。植物多糖对Fe2＋诱导的脂质过氧化反应

有较强的抑制作用[19]，本实验发现PDG、PDG1和PDG3也

对Fe2＋诱导的脂质过氧化反应也有一定抑制作用，但抑

制效果较弱。实验结果表明玉竹糖蛋白具有一定的抗氧

化功能，且玉竹糖蛋白粗品PDG的抗氧化能力弱于其纯

品PDG1和PDG3。蛋白质与多糖链结合形成糖蛋白后，其

稳定性、耐热性、溶解性均有所提高，多糖的活性基团

丰富了蛋白质的功能。因此，对玉竹糖蛋白的进一步研

究，对于玉竹产品的深度开发和丰富糖蛋白生物学有着

十分重要的意义。
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