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摘　要　银杏叶中总硒和各种溶解形态硒含量随着季节而变化，实验研究 了 不 同 采 摘 期 银 杏 叶 中 总 硒 及 不

同溶解态硒含量分布。７月、９月 和 霜 降 之 后 采 摘 的 银 杏 叶 总 硒 的 含 量 分 别 为１．８７３，２．１３６，０．８１５ｍｇ·

ｋｇ－１，硒的形态以水溶态硒为主。银杏叶粗多糖含量分布依次为９月＞７月＞１１月。７月份采集的银杏叶中

得到粗多糖为棕褐色固体粉末，粗多糖质量为２５．６４ｇ·ｋｇ－１的，纯度为２０．２０％；９月粗多糖为淡黄色固体

粉末，质量为３１．６０ｇ·ｋｇ－１，纯度８．６８％；１１月份粗多糖为乳白色固体粉末，质量为８３．５７ｇ·ｋｇ－１，纯度

为１７．６０％。三个季节的固体粉末经过脱蛋白后的紫外光谱在２６０和２８０ｎｍ处均无吸 收 峰，红 外 光 谱 进 一

步证明得到的固体粉末为银杏叶多糖。同时，采用ＩＣＰ－ＭＳ测定了银杏多糖和不同采摘期银杏叶中微量元素

含量，证明微量元素含量也是随着季节发生变化。
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引　言

　　现存最古老的中生 代 孑 遗 植 物 之 一 的 银 杏 树，素 有“活

化石”之称，银杏叶作为中草药 在 民 间 使 用，最 早 见 于１４世

纪的《日用本草》［１］。我国是银杏树 的 故 乡，银 杏 资 源 占 全 世

界的７０％。硒是人体必需的微量元素［２］，缺硒会导致多种疾

病发生。研究证明，有机 硒 的 生 物 医 药 功 能 大 于 无 机 硒，而

且毒性比无机硒要小。硒在植物中主要以无机硒和有机硒的

形式存 在。由 于 其 赋 存 状 态、结 构、性 质 的 差 异，造 成 硒 的

不 同 形 态 在 不 同 溶 剂 中 的 溶 解 度 不 同［３，４］，根 据 这 一 原 理，

研究了不同采摘期银杏叶中微量硒的形态分布。许多研究表

明多糖不但能治疗癌症，又能治疗多 种 免 疫 缺 失 疾 病，还 能

诱导干扰素的产生［５，６］，因 此，从 植 物 中 提 取 和 纯 化 多 糖 备

受关注［７］。我们采用水煮醇沉的工 艺，对 不 同 季 节 采 摘 的 银

杏叶进行了多糖分离提取和测定，并对银杏叶中硒的形态分

布规律进行研究，为提高银杏叶的利用率提供帮助。

１　实验部分

１．１　实验仪器与试剂

７２２型光栅分光光度计（上 海 第 三 分 析 仪 器 厂）；ＬＢ８０１－
２型超级恒温水浴（南京实验仪器厂）；Ｃａｒｙ　Ｅｃｌｉｐｓｅ荧光分光

光度计（Ｖａｒｉａｎ，美 国）；ＧＺＸ－９１４０ＭＢＥ数 显 鼓 风 干 燥 箱（上

海博迅实业有限公司医疗设备厂）；聚四氟乙烯消解罐。

０．１％２，３－二 氨 基 萘 溶 液：称 取１００ｍｇ　２，３－二 氨 基 萘

（ＤＡＮ，ＡＣＲＯＳ　ＯＲＧＡＮＩＣＳ，美 国）于 一 带 盖 三 角 瓶 中，加

入１００ｍＬ　０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸，振摇约１５ｍｉｎ，使 其 全 部 溶

解；１００μｇ·ｍＬ
－１硒（Ⅳ）标 准 储 备 液：准 确 称 取１００．０ｍｇ

高纯硒粉，溶于少量硝酸中，加２ｍＬ过氯酸，置沸水浴中加

热３．５ｈ，冷 却 后 加 入８．４ｍＬ盐 酸，再 置 沸 水 浴 中 加 热２
ｍｉｎ，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸准确稀释至１　０００ｍＬ，使 用 时 用

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸稀释至０．１μｇ·ｍＬ
－１硒（Ⅳ）工作溶液；

２００μｇ·ｍＬ
－１葡萄糖标准溶液：准确称取１０５℃下干燥至恒

重的葡萄糖２０．００ｍｇ，置１００ｍＬ容量 瓶 中，加 水 溶 解 并 稀

释至刻 度，摇 匀，备 用。本 实 验 用 水 均 为 二 次 蒸 馏 水，试 剂

除说明外均为分析纯。银杏叶处理：将 不 同 季 节 采 摘 于 辽 宁

大学崇山校区园内的银杏叶，用自来水和去离子水依次清洗

干净，在７０～８０℃下于烘箱中烘干、粉碎、研磨，制成４０～
６０目的粉末，备用。

１．２　实验方法

１．２．１　分子荧光测定硒

准确移取一系列 硒 的 标 准 工 作 溶 液 置 于６０ｍＬ分 液 漏

斗加 水 至３０ｍＬ，再 分 别 加 入５．０ｍＬ　１％的 ＥＤＴＡ溶 液，

１．０ｍＬ的１０％盐酸羟胺溶液，加入甲酚红指示剂，用６ｍｏｌ
·Ｌ－１盐酸调节溶液的 颜 色 由 桃 红 色 变 为 淡 黄 色，此 时 溶 液



的ｐＨ值在１．５～２．０之 间，以 下 步 骤 在 暗 室 中 进 行：加 入

３．０ｍＬ　ＤＡＮ试剂，混匀，室温反应２ｈ，加入４．０ｍＬ环己

烷萃取，振摇５ｍｉｎ，待分层后弃去水层，有机相转入比色皿

中，在激发波长为３７８ｎｍ，发 射 波 长 为５２０ｎｍ处 测 定 生 成

的４，５－苯并苤硒脑的荧光强度，同时做试剂空白。工 作 曲 线

的回归方程 为：ΔＩ＝４５８．００ｘ＋８．４５６；相 关 系 数ｒ＝０．９９９
５。图１为生成的４，５－苯 并 苤 硒 脑 的 激 发 光 谱ａ和 发 射 光 谱

ｂ。

Ｆｉｇ．１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｓｌｅｎｉｕｍ
ａ：Ｅｍｉｓｓｉｖｅ；ｂ：Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ

１．２．２　分光光度法测定含糖量

准确移取一系列葡 萄 糖 标 准 溶 液，分 别 置 于１０ｍＬ带 塞

比色管中，先用亚沸水定 容 为２．０ｍＬ，再 分 别 加 入１．０ｍＬ
５％苯酚溶液，摇匀，迅速加入５．０ｍＬ浓硫酸，振摇，静止５
ｍｉｎ，置沸水浴１５ｍｉｎ，取出再置冷水浴３０ｍｉｎ，在波长４９０
ｎｍ处，以试剂空白为参比，用１ｃｍ比色皿，测定吸光度Ａ。
工作曲线的回 归 方 程：ｙ＝０．００６　２ｘ＋０．００１；相 关 系 数ｒ＝
０．９９９。

２　结果与讨论

２．１　银杏叶中硒含量的时间分布

分别准确称取一定量不 同 季 节 采 摘 的 银 杏 叶 粉，加 入６
ｍＬ的浓硝酸于聚四 氟 乙 烯 消 解 罐 中，静 置 过 夜 后，次 日 在

烘箱中１２０℃，消解４ｈ后，冷 却 消 解 液，转 移 至５０ｍＬ容

量瓶中，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸定容，分别移取一定量消解

液，按照１．２．１的实验方 法 测 定 硒 含 量，结 果 表 明：银 杏 叶

中总硒量随着采摘季 节 的 变 化 而 不 同，硒 含 量 分 布 为：９月

（２．１３６ｍｇ·ｋｇ－１）＞７月（１．８７３ｍｇ·ｋｇ－１）＞１１月（０．８１５
ｍｇ·ｋｇ－１），说明７月份到９月 份 的 银 杏 叶 片 中 随 着 植 物 的

成熟是硒的积累过程，而９月到霜降之后微量元素硒开始逐

渐排出植物体外，使其含量降低。

２．２　银杏叶中硒的形态分布

由于硒的含量低，本文采用 分 步 浸 提 方 法，提 取 银 杏 叶

中硒的不同溶解态。准确称取一定量 银 杏 叶 粉 末，分 别 向 其

中加入 分 别 蒸 馏 水（８０℃水 浴）、０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐 酸 溶 液、

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１醋 酸 溶 液、０．１ｍｏｌ·Ｌ－１氢 氧 化 钠 溶 液、０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１氯化镁溶液、０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤＴＡ溶液各２０ｍＬ，

室温浸取２４ｈ，日间每隔１ｈ搅 拌 一 次。浸 提 结 束 后 将 样 品

溶液抽滤，两次洗涤，合并浸取液，在６０℃水浴中浓缩至近

干，冷却后向其中加入浓硝酸，消解后 按 照 实 验 方 法 测 定 硒

的含量，结果见表１。

Ｔａｂｌｅ　１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｅ（Ⅳ）ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｔｏ　ｔｏｔａｌ　Ｓｅ（μｇ·ｋｇ－１）

Ｄａｔｅ　 Ｗａｔｅｒ　 ＨＣｌ　 ＨＡｃ　ＮａＯＨ　ＭｇＣｌ２ ＥＤＴＡ
Ｊｕｌｙ　 １０４．６　７９．６２　１１１．２　８８．７３　３９．０３　６１．５８

Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　 １４７．７　４８．０５　６８．３４　８５．７０　７０．６０　２４２．０
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　 １３６．３　８４．１７　１２８．２　５９．３０　７５．１１　３２５．４

　　硒含量随着 采 摘 季 节 不 同 各 形 态 含 量 不 同，１１月 份 的

ＥＤＴＡ溶液浸取的络合态硒量高于其他溶解态。各个溶解态

硒之和高于总量，这是因为水溶液浸 取 时，导 致 水 溶 态 也 或

多或少地进入不同形态中。

２．３　银杏叶主要微量元素分析

银杏叶中常见 微 量 元 素 含 量 采 用ＩＣＰ－ＭＳ外 标 法 测 定，

实验用Ａｇｉｌｅｎｔ公 司７５００ｃ型ＩＣＰ－ＭＳ仪 器，配 有Ｂａｂｉｎｇｔｏｎ
型雾化器和自动进样器。将选定的环境标准样品储备液稀释

成浓度为：１０，５０，５００μｇ·Ｌ
－１的工作溶液，绘制标准工作

曲线。根据各个 元 素 的 回 归 方 程 求 得 样 品 中 各 元 素 含 量 见

表２。

Ｔａｂｌｅ　２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｌｅｍｅｎｔ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｒｎｔ　ｔｉｍｅ　ｇｉｎｇｋｏ　ｌｅａｆ（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ｅｌｅｍｅｎｔｓ　 Ｊｕｌｙ　 Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　 Ｎｏｖｅｍｂｅｒ
Ｍｇ　 ９．９２０×１０３　 １．２７３×１０４　 １．３３６×１０４

Ｃａ　 ２．９４１×１０４　 ４．５４０×１０４　 ５．４５３×１０４

Ｍｎ　 ７．０８６×１０１　 ６．５１６×１０１　 ５．４２６×１０１

Ｆｅ　 ２．３７２×１０３　 ２．４１０×１０３　 ２．９０９×１０３

Ｃｕ　 ２．３９８×１０１　 １．６８８×１０１　 ２．１１４×１０１

Ｚｎ　 ４．０３８×１０１　 ５．２９８×１０１　 ４．０３９×１０１

Ｃｒ　 ６．３５８×１０１　 ７．６０５×１０１　 ６．５７４×１０１

Ｍｏ　 ２．７４０×１００ １．８５１×１００ ２．７３６×１００

　　ＩＣＰ－ＭＳ测定结果表明，不同时期银杏叶中钙、镁、铁均

较高，其他元素含量很少，钴和镍未检出。

２．４　银杏叶粗多糖的提取

准确称取一定量不同时期的银杏叶样品，加入物料比为

１∶３０的水，在８０℃水浴中，水煮３ｈ，两次浸煮，抽滤，洗

涤残渣，收集水煮液，于６０℃水浴中浓缩至１０ｍＬ。然后加

入三倍体积的８５％的乙醇，醇沉２４ｈ。将沉淀用８５％，９５％
和无水乙醇分别反复 洗 涤。最 后 用 少 量 乙 醚 洗 涤，干 燥，得

到银杏叶粗多糖产品。将不同时期银杏叶的水煮醇沉提取物

进行 Ｍｏｌｉｓｈ反应，结果均产生紫色，反应呈阳性，证明该水

煮醇沉提取物中均含有多糖。称量得 到 的 固 体 产 物 质 量，计

算粗多糖含量，结果表明，银杏叶中粗多糖含量依次为１１月

份＞９月 份＞７月 份，分 别 为８３．５７ｇ·ｋｇ－１＞３１．６０ｇ·

ｋｇ－１＞２５．６４ｇ·ｋｇ－１。
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２．５　不同时期粗多糖中多糖含量的分布

准确称取三个不同时期的银杏叶得到的粗多糖产品，用

亚沸水溶解于１００ｍＬ容 量 瓶 中，从 其 中 移 取０．５ｍＬ置 入

１０ｍＬ具塞比色管中，按照１．２．２的 实 验 方 法 进 行 测 定，结

果表明，季节不同多糖的含量也不相 同，粗 多 糖 的 纯 度 分 别

为：７月份２０．２％，９月份８．６８％，１１月份１７．６％。

２．６　粗多糖的纯化

在热水浸取多糖时，蛋白也 会 被 同 时 浸 出，而 且 在 溶 液

中所占的比例较大，如果不将蛋白除 去，对 于 多 糖 的 测 定 以

及后续的多糖的进一步纯化都会带来很大的干扰。本实验采

用Ｓｅｖａｇｅ方法除去 多 糖 中 的 蛋 白。将 银 杏 叶 浓 缩 液 用 亚 沸

水定容后，转移至碘量瓶中，向其中加 入 按 多 糖 溶 液 体 积 为

１／５的Ｓｅｖａｇｅ试 剂（氯 仿∶正 丁 醇＝４∶１），磁 力 搅 拌３０
ｍｉｎ，然后置于离心管中静置１０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（２　５００ｒ·

ｍｉｎ－１），重复上述实验，直 到 有 机 相 无 游 离 的 蛋 白 为 止。加

入Ｓｅｖａｇｅ后的多糖溶液，震荡后为乳白色的溶液，离心后在

有机层处产生白色的游离蛋白，随着 脱 蛋 白 次 数 的 增 加，溶

液颜色逐渐变浅。用紫外光谱检验脱蛋白前后溶液的吸收峰

变 化，紫外光谱显示，脱蛋白前在２６０和２８０ｎｍ处均有吸收

峰存在，脱蛋白后此两峰峰消失了，说 明 多 糖 中 的 蛋 白 基 本

上被除去，然 而 随 着 脱 蛋 白 次 数 增 加，多 糖 的 损 失 也 在 增

大。

对脱蛋白后的银杏叶多糖，采用ＫＢｒ压片法，得到红外

光谱图。从不同 季 节 提 取 的 银 杏 叶 多 糖 的 红 外 谱 图 可 也 看

出，主要出峰 位 置 及 出 峰 形 状 基 本 相 同。主 要 出 峰 位 置 在

３　４００～３　５００ｃｍ－１（Ｏ—Ｈ的伸缩振动），１　２００～１　４００ｃｍ－１

（变角振动），１　６００～１　７００ｃｍ－１（羧基吸收峰），都证明含有

糖醛酸；在１　０００～１　１００ｃｍ－１吸收表明单糖为 吡 喃 型 构 型，

进一步证明了所提取出来的固体粉末为银杏叶多糖。

２．７　银杏叶多糖中的微量元素

准确称取不同时期的银杏叶多糖粉末于聚四氟乙烯消解

罐 中，加入５．０ｍＬ的浓硝酸，静置一夜，次日在１２０℃中烘

箱中加热４ｈ，采 用ＩＣＰ－ＭＳ测 定 不 同 时 期 银 杏 叶 多 糖 中 九

种微量元素含量。与银 杏 叶 中 元 素 含 量 相 比，７月 份 多 糖 中

Ｍｇ，Ｃａ，Ｃｒ，Ｍｎ，Ｆｅ，Ｍｏ含量降低，Ｃｕ和Ｚｎ含量增加；９
月份 Ｍｎ，Ｆｅ，Ｃｒ，Ｃｕ和Ｚｎ含 量 增 加；１１月 份 Ｍｇ，Ｍｎ，

Ｆｅ，Ｃｒ和Ｚｎ含量增加，各季节均未检出钼。

３　结　论

　　（１）　银杏叶中硒含量随着季节变化

银杏叶中总硒含量分别 为：９月＞７月＞１１月 份，根 据

植物生态学原理，在植物生长期间，上 升 液 把 矿 物 质 带 入 茎

中并逐渐积累。同时随着植物的生长，相 当 数 量 的 矿 物 质 又

会通过泌盐 作 用 和 植 物 的 花，茎，叶 等 的 脱 落 离 开 植 物 本

身。多年生的木本植物有规律的积累 和 丢 失 矿 物 质，为 矿 物

质在植物体内的循环提供了一个有 效 的 途 径。因 此，我 们 认

为７月到９月 的 银 杏 叶 片 中 元 素 硒 是 一 个 矿 物 质 积 累 的 过

程，而随着植物的成熟，从９月 到 霜 降 之 后 这 段 时 间，元 素

硒开始逐渐地排出植物体外，使这个 季 节 硒 的 含 量 下 降，银

杏叶中其他微量元素含量也随着季节发生了变化。
（２）硒的不同溶解形态随着季节发生变化

各季节溶解态硒的含 量 分 别 为：７月 的 银 杏 叶，醋 酸 溶

解态＞水 溶 态＞碱 溶 态＞盐 酸 溶 解 态＞ＥＤＴＡ 络 合 态＞
ＭｇＣｌ２ 交换态，９月 的 银 杏 叶：水 溶 态＞碱 溶 态＞ＭｇＣｌ２ 交

换态＞醋 酸 溶 解 态＞盐 酸 溶 解 态＞ＥＤＴＡ络 合 态，１１月 的

银杏叶：水溶态＞醋酸溶解态＞盐酸溶解态＞ＭｇＣｌ２ 交换态

＞碱溶态＞ＥＤＴＡ络合态，数据表明，水 浸 提 银 杏 叶 是 一 种

很好的自然补硒方法。
（３）银杏叶多糖随着季节发生变化

在银杏叶生长的过程中需要从光合作用中得到养分以保

持其生长，随着植物的生长，光合作用 所 积 累 的 养 分 逐 渐 增

加，从７月到霜降之后这段时间内，银 杏 叶 粗 多 糖 的 含 量 逐

步增加，而在银杏叶成熟和生长发育 的 过 程 中，所 需 要 的 营

养物质的形式 也 会 发 生 相 互 转 化，影 响 着 各 个 时 期 的 多 糖

量，多糖含量依次为７月份＞９月份＞１１月份。
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