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大蒜多糖的酶法提取及其抗氧化性研究
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摘   要：本实验研究了大蒜多糖的提取方法，结果表明，采用纤维素酶解可显著提高多糖提取率，在加酶量5%，

pH 值 5.0，酶解温度50℃时，提取1.5h，提取率达20.54%。本实验进一步对大蒜多糖的抗氧化性进行了测定，

并与大蒜素进行了对比。结果显示，大蒜多糖具有清除超氧阴离子自由基和羟基自由基的能力，且在较高浓度下

强于大蒜素，而大蒜素的还原能力则强于大蒜多糖。
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Abstract ：The technology of extracting polysaccharide from garlic with cellulase was studied. The optimum extracting conditions

were evaluated at 5% cellulase addition and 1.5 h extraction time with temperature at 50 ℃and pH 5.0. On these bases, the antioxidant

activity of garlic polysaccharide as well as garlicin was also assayed. The results showed that the garlic polysaccharide has

certain antioxidant activity, which increases with the increase of polysaccharide concentration. Moreover, it was also shown that

garlic polysaccharide has higher scavenging effects on hydroxyl radical and superoxide radical than those of garlicin at relatively

high concentration. Therefore the reductive capability of garlicin is stronger than garlic polysaccharide.
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大蒜(Allium sativum)营养丰富，是日常生活中常用

的香辛蔬菜和调味佳品，同时大蒜具有很强的防病治病

保健功能，历来被视为药食兼用佳品。我国有丰富的

大蒜资源，是世界最大的大蒜生产国和出口国，但目

前主要以出口原料产品和初级产品为主，大蒜素和大蒜

油(主要成分亦为大蒜素)是最主要的大蒜深加工产品。

近年来，大蒜中多糖成分的生理和药理功效引起了人们

的关注[1-2]。临床显示大蒜多糖具有抗菌消炎、抗血凝、

降血脂和防止动脉粥样硬化的功效，同时还有抗尿糖、

保护肝功能、抗肿瘤和预防衰老等作用[3- 4 ]，而且大蒜

多糖的某些疗效要高于大蒜素。由于大蒜中大蒜多糖的

含量较之大蒜素要高一个数量级，且大蒜素不稳定，需

要加工成胶囊或丸剂以保持其药效，因此开发活性大蒜

多糖更有优势，经济效益也更为明显。

目前国内外对大蒜多糖的研究仍然较少，尚未见有

关抗氧化性的研究报道。本实验首先采用酶法对大蒜多

糖的提取进行了研究，然后对大蒜多糖的体外抗氧化性

进行了测定，并与大蒜素进行了对比。相关结果对阐

释大蒜多糖的药理作用，对大蒜多糖的进一步开发具有

较大意义。

1 材料与方法

1.1 原料

河北永年陈蒜。

1.2 仪器和试剂

800型离心沉淀机    海手术仪器厂；721型分光光

度计    上海市第三分析仪器厂；FA2104型电子天平    上

海仪器仪表有限公司；FD-1冷冻干燥机    北京博医实验

仪器有限公司。

还原型辅酶(NADH)    Sigma 公司；吩嗪硫酸甲酯

(PMS)    上海生化试剂厂；氯化硝基四氮唑蓝(NBT)    上

海前进试剂厂；硫代巴比妥酸(TBA)    上海市天蓬精细

化工有限公司；2- 脱氧核糖    北京拜尔迪生物公司；

纤维素酶    天津市利华酶制剂技术有限公司；大蒜素    江
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苏青江药业有限公司。其他试剂均为分析纯，苯酚用

前重蒸馏。

1.3 大蒜多糖的提取

1.3.1 大蒜脱脂

取去皮大蒜50.0g，于研钵中捣碎，用200ml 95%

的乙醇回流二次，每次 2. 5 h。过滤，滤渣依次用无水

乙醇、丙酮和乙醚洗涤，收集滤渣，再用红外灯干燥，

即得淡黄色脱脂蒜泥。

1.3.2 大蒜多糖的酶解/ 热水提取及含量测定

准确称取脱脂大蒜泥5.0g，置于洁净干燥的500ml

烧杯中，加入磷酸盐缓冲液 100ml，加入定量的纤维素

酶搅拌均匀，于一定温度下进行酶解，酶活化反应进

行一定时间后，用 NaOH 溶液调节 pH7.0，再加入适量

蒸馏水使料液比为1:60，升温至 85℃灭酶 1h。将提取

液离心，吸取0.5ml 清液于100ml 容量瓶中，蒸馏水定

容，采用苯酚 - 硫酸法对多糖含量进行跟踪检测[5]。

热水提取时则不加纤维素酶，直接按1:60的量加入

热水85℃提取2.5h。

1.3.3 大蒜多糖的纯化

将提取液浓缩后转移至分液漏斗，采用 Sevag 法

除蛋白，向分液漏斗中加入 Sevag 试剂(Sevag 试剂：

V三氯甲烷:V正丁醇 =4:1)，剧烈震荡3～5min，然后静置30min，

分液时分去界面以下的液体。按此步骤连续数次直至两

层液体接界处没有白色絮状沉淀出现为止。

在去除蛋白的提取液中加入95% 的乙醇使醇含量达

到 8 0 % ，于 4 ℃冰箱中沉淀多糖。抽滤，滤渣依次用

无水乙醇、丙酮和乙醚洗涤，冷冻干燥得淡黄色粉末，

即为大蒜多糖。

1.4 抗氧化性测定

1.4.1 对超氧阴离子自由基(O2·)清除能力的测定[6]

配制磷酸盐缓冲液(pH7.4)含 150μmol/L 的 NBT，

60μmol/L 的 PMS，468μmol/L 的 NADH，量取 1ml 该

缓冲液加入 1 m l 大蒜多糖或大蒜素待测液，2 5℃反应

5min，然后在 560nm 测定吸光度 Ai。对照液以 1ml 蒸

馏水代替待测液测定值为 A 0 1。

对超氧阴离子自由基(O2·)清除能力用TR 表示，并

可通过下式计算：

                 
A01－Ai

TR(%)= —————×100

                      
A01

1.4.2 清除羟基自由基能力的测定[7]

采用α- 脱氧核糖氧化法测定。准确量取 0 . 2 m l

FeSO4-EDTA 混合液(10mmol/L)移至具塞试管中，加入

0.2ml 2-脱氧核糖溶液(10mmol/L)，再加入1.0ml不同浓

度的待测液，随后用磷酸盐缓冲溶液(pH7.4)定容至

1.8ml，最后加入0.2ml过氧化氢溶液(10mmol/L)，混合

均匀后将该体系置于37℃恒温水浴中恒温1h，取出，再

向该体系加入1.0ml 2.8%的三氯乙酸溶液(TCA)，1.0ml

1.0% 的硫代巴比妥酸溶液(TBA)，混合均匀后于水浴中

反应 10m i n，取出，冷水冷却后，在 532n m 处测定该

体系的吸光度 AS。对照液以 1.0ml 蒸馏水代替待测液，

测定对比吸光度 A 0 2。

对羟基自由基(·OH)的清除能力用 SA 表示，并可

通过下式计算：

                 
A02－As

SA(%)= —————×100

                      
A02

1.4.3 还原能力的测定[6]

量取 1.0ml 不同浓度的待测液移至试管中，加入

2.5ml磷酸盐缓冲溶液(pH6.6)，2.5ml 1.0%的铁氰化钾溶

液，混合均匀后将该体系置于 5 0 ℃恒温水浴中恒温

20min，取出加入2.5ml 10% 三氯乙酸溶液，混合均匀，

置于离心机内离心10min，移取上清液2.5ml于另一试管

中，加入2.5ml 蒸馏水，0.5ml 0.1% 的三氯化铁溶液，

混合均匀，在 7 0 0 n m 处测定体系的吸光度 A l。

2 结果与分析

2.1 大蒜多糖的酶法提取

酶解广泛应用于活性成分的提取中，本实验采用纤

维素酶进行酶解。影响酶解效果的主要因素有 p H 值、

提取温度、提取时间和加酶量。其中 pH 和温度主要影

响纤维素酶的活性，提取时间和加酶量主要影响浸取速

度，受样品影响较大[8]。本实验采用单因素分析研究了

四种因素对提取率的影响，纤维素酶的最适温度和 p H

值已有较多报道，分别为50℃和 5.0 左右[8]，实验先固

定了该二条件，确定加酶量和提取时间，结果见表 1 和

表 2。由表中可看出，加入纤维素酶可大大提高多糖提

取率，随着加酶量和提取时间的增大，提取率随之提

高，但当达到一定数值后基本保持恒定，从而确定最

佳提取条件为加酶量 5%，酶解时间 1.5h。在此基础上

进一步确定最佳提取温度和 p H 值，见表 3 和表 4，结

果显示50℃和 pH5.0 也基本为最佳条件。

值得说明的是，上述检测均是对提取液中多糖直接

进行测定的，而此后的纯化过程会带来多糖损失，最

酶量(%) 1 2.5 5 10 15

提取率(%) 7.03 13.33 21.35 21.03 22.05

表1   不同加酶量对大蒜多糖产率的影响

Table 1      Effects of  different addition amount of cellulosase on
yield of garlic polysaccharide

注：提取时间 2h，温度 50℃，pH 5 . 0。
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终实际产品产率为：酶解8.34%，热水浸提3.45%，显

然酶法产率较高。

2.2 抗氧化性的测定

2.2.1 超氧阴离子自由基(O2·)清除能力的测定

O 2·的形成是氧毒性的主要因素之一，本实验采

用 N B T 法测定 O 2·的清除能力。N B T 与 O 2·作用会

有明显的颜色变化，若加入的物质可清除 O 2·，降低

N B T 的还原程度，颜色变化程度将减弱。

图 1 给出了大蒜多糖和大蒜素对 O 2·的清除结果。

由图中可看出，大蒜多糖有一定的清除 O 2 ·的能力，

且随着浓度增大，清除能力显著提高，这是与其他多

糖品种相类似的。大蒜多糖的半清除率浓度( E C 5 0，自

由基清除率在50% 时的浓度)为 2.7mg/ml。对大蒜素而

言，其清除 O 2 ·的能力亦随浓度增大而增大，但趋

势要平缓的多。在低浓度时其活性要高于大蒜多糖，

但随着浓度增大，其活性又低于大蒜多糖。在浓度为

6.55mg/ml 时，大蒜素对O2·的清除率为42.9%，显然

弱于大蒜多糖。

大蒜素的主要成分为二烯丙基硫化物，大蒜多糖主

要为果糖、葡萄糖和少量半乳糖的β- 杂聚糖[1-2]，二者

结构不同，对自由基清除的机制也应有所区别，具体

仍有待于深入研究。

2.2.2 对羟基自由基(·OH)清除能力的测定

羟基自由基(·OH)是化学性质非常活泼的一种活性

氧分子，几乎能和所有的生物大分子发生各种不同类型

的反应，并有非常高的速度常数，是进攻性最强的化

学物质之一，本实验采用Fenton 反应体系产生羟基自由

基·O H，通过考察·O H 对 2 - 脱氧核糖分子氧化破坏

情况来确定多糖是否对·O H 有清除能力。图 2 给出了

大蒜多糖对羟基自由基的清除结果，同时与大蒜素进行

了比较。大蒜多糖及大蒜素对·O H 均有一定的清除能

力，且随浓度增大清除能力增强。与清除超氧自由基

相类似，大蒜素的变化要平缓，在低浓度时，大蒜素

的清除能力略强于大蒜多糖，在高浓度时大蒜多糖的清

除能力要略强于大蒜素。

时间(h) 0.5 1 1.5 2 2.5

提取率(%) 12.28 15.78 20.54 21.35 20.72

表2    不同提取时间对大蒜多糖产率的影响

Table 2     Effects of different extraction time on yield of garlic
polysaccharide
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图1    大蒜多糖和大蒜素清除超氧阴离子自由基的比较

Fig.1     Scavenging activity on superoxide radical of garlic
polysaccharide and garlicin
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图2    大蒜多糖和大蒜素清除羟基自由基的比较

Fig.2     Scavenging activity on hydroxyl radical of garlic polysac-
charide and garlicin
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2.2.3 还原能力的测定

对于某一种抗氧化剂其抗氧化性质和还原性质之间

有直接的联系。抗氧化剂是通过自身的还原作用给出电

子而清除自由基的，还原能力越强，抗氧化性越强，

因此可通过测定还原能力来说明抗氧化活性的大小。本

实验利用待测物被铁氰化钾氧化来表征还原能力，最终

测定的吸光度越大，则还原能力越强。图 3 给出了大蒜

多糖和大蒜素对羟基自由基的清除结果，图中显示在高

浓度和低浓度时大蒜素的还原能力均强于大蒜多糖。

3 结  论

本实验的测定结果显示大蒜多糖有一定的抗氧化

性，对自由基的清除可能是其在体内发挥生理和药理作

注：加酶量 5 %，温度 5 0℃，p H 5 . 0。

温度(℃) 40 45 50 55

提取率(%) 15.31 18.82 20.54 20.83

表3   不同提取温度对大蒜多糖产率的影响

Table 3     Effects of different extraction temperatures on yield of
garlic polysaccharide

注：加酶量 5%，提取时间 1.5 h，pH 5 . 0。

pH 值 4.0 4.5 5.0 5.5

提取率(%) 11.68 16.51 20.54 17.92

表4    不同 pH 值对大蒜多糖产率的影响

Table 4     Effects ofdifferent pH values on yield of garlic polysac-
charide

注：加酶量 5%，提取时间 1. 5 h，温度 50℃。
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图3    大蒜多糖和大蒜素还原能力的比较

Fig.3     Reducing activity garlic polysaccharide and garlicin
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用的一个原因。而且在高浓度下，大蒜多糖的清除超

氧阴离子和羟基自由基的能力强于大蒜素。大蒜多糖的

含量较之大蒜素要高一个数量级，比大蒜素也稳定的

多，并且通过多糖修饰的方法将会有助于抗氧化性的提

高。大蒜资源丰富，价格低廉，因此将大蒜多糖作为

抗氧化剂和保健食品进行开发有较好的前景。
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