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生姜多糖抗氧化性及其组分的研究

马利华, 秦卫东

(徐州工程学院食品学院, 徐州 � 221008)

� � 摘 � 要: 对生姜多糖的体外抗氧化性进行了研究, 并采用薄层色谱法分析生姜多糖的单糖组成。实验考

察了生姜多糖对� OH 自由基、DPPH� 自由基的清除能力; 同时讨论了薄层色谱法中不同水解条件、不同展开

系统、不同显色剂对薄层色谱的影响。结果表明: 生姜多糖具有较强的自由基清除活性, 其清除� OH、DPPH

� 自由基的 IC
50
分别为 0� 503m g /mL、0� 0272m g /mL; 薄层色谱法中硫酸为最佳水解用酸, 最佳展开系统为:

正丁醇  乙酸乙脂  异丙醇  醋酸  水 = 7  20  12  7  6, 最适的显色剂为苯胺 -二苯胺磷酸显色剂 , 得到

生姜多糖的单糖组成为 : 葡萄糖、半乳糖、甘露糖和果糖。
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Study on the antioxidant and monosaccharide

composition of zing iber officina le roscoe

MA L i�hua, QINW ei�dong

( Food Eng ineering Co llege of Xuzhou Inst itute, Xuzhou 221008)

Abstrac t: The antiox idant and m onosaccharide com position of Z ing iber o fficina le Roscoew as stud ied using th in- layer

chrom atography. The anti- ox idativ e activity of the OH and the DPPH of Z ing iber offic inale Roscoe w ere discussed;

and the in fluence of different hydro lysis cond itions, mobile phases, and co lorations on th in- layer chrom atography were

a lso investigated. The result show ed that the po ly sacchar ides o f Z ing iber o fficina le Roscoe had h igher anti- ox ida tive

ac tiv ity; the anti- ox idative activ ity o f the� OH and DPPH w ere IC50 0� 503m g /mL and IC50 0�0272mg /mL respective ly;

the strongest hydro lysis- acid was H 2 SO4, and the m ost m obile system was 1 butano l2 ethl- ace tate3 lsopr4 ace tic- ac id

and H 2O in the ratio of 7  20 12  7  6. The co loring reagent w as a m ixed so lution con taining an iline- d ipheny l�

am ine– phosphor ie acid. The m onosaccharide composition o f Z ing iber offic inale Roscoe w ere g lucose、 galactose、

m annose and fruc to se.

K ey words: po lysaccharide; anti- ox idative activ ity; monosacchar ide com position; th in- layer chroma tog raphy

自由基可与生物体内的许多物质如脂肪酸,

蛋白质等作用, 夺取它们的氢原子, 造成相关细

胞的结构与功能的破坏, 更重要的是其氧化产物

和中间产物会伤害生物膜、酶、蛋白质及活细胞

功能。因此, 对自由基清除能力的研究与相关疾

病的防治有着重要的意义
[ 1]
。

多糖作为来自高等植物、动物细胞膜和微生

物细胞壁中的天然高分子化合物, 是构成生命的

四大基本物质之一。随着人们对多糖组成、性

质、结构与功能研究的不断深入。对多糖的生物
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活性也有了更多的认识, 国内外研究表明, 多糖

的活性与许多因素有关, 如分子量、溶解性等,

特别是与其空间结构密切相关
[ 2 ]
。由于一级结构

是空间结构的基础, 而多糖的单糖组成是一级结

构的主要内容, 所以有必要找到一种简便、灵敏

的方法以确定多糖的单糖组成
[ 3 ]
。

定性分析糖的层析方法主要是纸层析和薄层

层析法、高效液相色谱法。液相色谱法设备依赖

性强, 纸层析法的分离效果、精确度均不如薄层

层析法。薄层层析法所需设备简单, 成本低, 操

作简便, 样本量小, 方法重现性好, 适用于在一

段时间里多次分析大量样品
[ 4]
。

生姜 ( Z ingiber off icinale Roscoe ) , 黄姜属多

年生草本姜科植物, 富含抗氧化物质, 还可以使

血管和肝脏少吸收胆固醇, 帮助增强心脏功能,

辅助治疗冠状心血管疾病。目前多糖的研究较多

集中在药用植物多糖和真菌多糖, 而对于我们日

常食用的果蔬中含有的多糖研究较少
[ 5- 7]
。

本文对生姜多糖清除 �OH 自由基、DPPH�
自由基的能力进行了研究, 并采用薄层色谱法对

生姜多糖的单糖组成进行分析, 确定了适用于生

姜单糖分析的水解条件、展开系统、显色系统及

Rf值, 为今后的研究提供了科学依据。

1� 材料与方法
1�1� 材料与试剂
生姜: 市售; 95% 乙醇、异丙醇、乙酸乙

酯、正丁醇、三氯乙酸、浓硫酸、盐酸、苯胺、

二苯胺、乙酸、丙酮: 分析纯; 微量点样管:

20cm ! 20cm硅胶 GF254: 青岛海洋化工厂。

1�2� 抗氧化性 [ 8~ 10]

1�2�1� 对 �OH 自由基清除作用
[ 5]

(邻菲罗啉

法 )

Fenton反应是生物体内产生 �OH 的主要反

应, 其反应式可表示为:

Fe
2+

+ H2O2 Fe
3+

+ OH
-

+ �OH

用比色分析法测定 Fenton反应体系产生的

�OH, 其中邻菲罗啉 - Fe
2+
是该反应中的一种常

用的氧化还原指示剂, 其颜色变化可敏锐的反映

溶液氧化还原状态的改变, 如果向反应加入 �OH

的清除剂, 则 �OH 减少, 同时 Fe
2+
增多, 溶液

颜色变红, 由此可推算 �OH的清除剂对 �OH的

清除效率。

清除率% = (A 0 - A i ) /A 0 ! 100%

其中, A 0: 空白吸光度; A i: 样品吸光度。

在 25mL容量瓶中依次加入 9mm ol /L硫酸亚

铁, 9mm o l/L水杨酸各 2mL及不同体积的生姜多

糖及参照液, 最后加入 2m L8�8mmo l /L过氧化氢

启动反应, 定容, 静置, 于 510nm波长下测定吸

光度。

1�2�2� 对 DPPH�的清除能力
二苯基苦基苯肼自由基 ( 1, 1- D ipheny l- 2

- picry l- hydrazy,l 简称 DPPH� ) 分光测定法在

国内外广泛用于清除自由基物质性质的研究与天

然抗氧化剂的筛选。DPPH� 是一种稳定的自由

基, 其乙醇溶液显紫色, 在 517nm处有最大吸

收, 当有自由基清除剂存在时, DPPH�的单电子

由于被配对, DPPH�浓度减小而使其颜色变浅,

在 517nm处的吸光度值变小, 这种颜色变浅的程

度与配对电子数成化学计量关系, 样品与抗氧化

剂预期作用模式为 AH + DPPH� ∀ DPPH - H + A。

测定方法: 按下表加反应液:

表 1� DPPH� 实验加样表

Tab�1� The tab le of spot DPPH�

编号 DPPH� 实验加样表

A 0 2mL � DPPH + 1mL� 80%乙醇溶液

A i 2mL � DPPH + 1m L� 生姜多糖溶液

A j 2mL � 生姜多糖溶液 + 1mL� 80%乙醇溶液

样品对 DPPH自由基的清除能力 ( scaveng ing

act iv ity, SA ) 可表示公式为见下式

SA (% ) = 1-
A i - A j

A 0
! 100

1�3� 薄层色谱法分析生姜多糖单糖组成 [ 3- 4, 11]

1�3�1� 单糖和混合单糖标准溶液的配置:

分别称取果糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、鼠

李糖、甘露糖, 分别溶于蒸馏水中制得五种单糖

标准液。浓度均为 1�00m g /m L。

1�3�2� 粗多糖的制备
生姜粉制备: 新鲜生姜 ∀清洗 ∀沥干 ∀切片

∀ 60# 烘箱中干燥 24h∀磨成细粉
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取生姜粉 10g放入 500mL烧杯中, 加入蒸馏

水 100mL, 在 60# 恒温水浴锅中浸提 3h。将得到

的生姜提取液抽滤、浓缩至固形物为 20%左右,

用 Sevag法去蛋白质, 醇沉后离, 得到半固体多

糖, 依次用无水乙醇、无水乙醚和丙酮进行洗

涤, 干燥得粗多糖。

1�3�3� 水解样品的制备
称取 50m g 粗多糖, 溶解, 加入水解 酸

0�5mL, 置于高压釜中在 120 ~ 126# 条件下水解
6h。水解液用饱和 Ba ( OH ) 2溶液中和, 得多糖

水解液备用。

1�3�4� 水解酸的选择
称取一定量的粗多糖, 溶解后, 分别加入浓

盐酸、浓硫酸以及三氯乙酸进行水解, 得到水解

液进行薄层层析, 确定最佳水解酸。

1�3�5� 展开系统配制
展开系统 1: 分别把乙酸乙酯、吡啶、无水

乙醇、水按 8  1  1  2 (体积比 ) 的比例混合摇

匀;

展开系统 2: 分别把正丁醇、丙酮、水按

4  3  1 (体积比 ) 的比例混合摇匀;

展开系统 3: 分别把正丁醇、乙酸乙脂、异

丙醇、醋酸、水按 7  20  12  7  6 (体积比 )

的比例混合摇匀;

展开系统 4: 分别把正丁醇、乙酸、水按

4  1  5 (体积比 ) 的比例混合摇匀;

展开系统 5: 分别把正丁醇、乙酸乙脂、异

丙醇、醋酸、水、吡啶按 35  100  60  35  30

 30 (体积比 ) 的比例混合摇匀。

1�3�6� 显色剂的配制
显色剂 1 (苯胺 -二苯胺 -磷酸显色剂 ) : 取

二苯胺 0�5mg、苯胺 0�55m g, 溶解于 50mL丙酮

中, 缓缓加入浓磷酸, 边加边摇, 至生成的乳状

沉淀刚好溶解为止, 磷酸用量约为 4�5m L。

显色剂 2: 把 10mL硫酸缓慢倒入 90m L水中

混合冷却, 制得 10%的硫酸溶液装瓶待用。

显色剂 3 (邻苯二甲酸 -苯胺显色剂 ): 取邻

苯二甲酸 2�9g, 精馏苯胺 2�325g, 加入丙酮

250mL, 置暗处备用, 若颜色变深, 则需重新配

制。

1�3�7� 薄层层析操作步骤
( a) 点样

首先取硅胶 G薄板在距底边 l~ 1�5cm或 2cm

水平线上确定 7个点, 相互间隔约 1�3cm, 从左

往右依次轻轻点出葡萄糖、半乳糖、鼠李糖、生

姜多糖样品点、甘露糖、木糖和果糖。然后用微

量进样器将样品液或标准液约 10�L直接点加到

板上, 分次滴加, 点样后用吹风机冷风吹干, 使

点样点扩散后直径不超过 2mm。

( b) 展层

将展开剂倒人展层缸, 深度 5~ 6mm, 待槽

内为展开溶剂蒸气所饱和, 然后将点好样的薄层

板底边向下轻轻斜置密闭的层析缸的槽内溶剂

中, 薄层板的下边置于溶剂内 0�3~ 0�5mm, 即

上行法展开层。当展层剂前沿离薄板顶端 1~ 2cm

时, 即可停止展层, 取出放在室内自然干燥或用

吹风机吹干。

( c) 显色

取出薄层板, 待自然风干后, 用喷雾器将显

色剂均匀喷洒在薄层板上, 烘干、显色。

( d) R f值的测定方法

被测物质在薄板上的移动速率可用比值 R f表

示:

R f=
被测物质的最高浓度中心至原点中心的距离

溶剂前言至原点中心的距离

2� 结果与分析

2�1� 生姜多糖体外抗氧化性的研究
2�1�1� 对 �OH的清除作用

取不同浓度的生姜多糖溶液采用邻菲罗啉法

测定生姜多糖对�OH的清除作用。

图 1� 生姜多糖对�OH的清除作用

Fig�1� Scaveng ing effec ts of ginger

polyssacharide on�OH
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结果表明: 生姜多糖对清除 �OH自由基有一

定的量效关系, R
2
可达 0�8921, 而且生姜多糖在

一定浓度范围内清除效果随生姜多糖浓度的增加

而加强。其 IC50 = 0�508m g /mL。

2�1�2� 生姜多糖对 DPPH�的清除作用
取不同浓度的生姜多糖溶液测定生姜多糖对

DPPH�的清除作用。

结果表明: 生姜多糖对清除 DPPH�自由基有

较好的量效关系, R
2
可达 0�9189, 而且生姜多糖

在一定浓度范围内清除效果随生姜多糖浓度的增

加而加强。其 IC50 = 0�0272m g /m L。

2�2� 生姜多糖组分的研究
2�2�1� 水解酸的选择
称取一定量的粗多糖, 溶解后, 分别加入浓

硫酸、三氯乙酸、浓盐酸进行水解, 得到水解液

应用展开系统 3, 显色剂 1, 进行薄层层析, 展开

效果见图 3、图 4和图 5。

图 2� 生姜多糖对 DPPH� 的清除作用

Fig�2� Scaveng ing effec ts of ginger

polyssachar ide on DPPH�

图 3� 硫酸水解效果 图 4三氯乙酸水解效果 图 5盐酸水解效果

F ig� 3� The resu lt byH2 SO4 F ig�4� The resu lt by C2HC l3O2 Fig�5� The resu lt by HCL

注: 点样点从左至右依次为: 葡萄糖、半乳糖、鼠李糖、样品、甘露糖、木糖、果糖 (下同 )

实验结果表明: 硫酸水解的样品效果好, 薄

板上的点清晰, 颜色容易区分, 无拖尾现象, 水

解多糖中呈现葡萄糖、半乳糖、甘露糖、果糖斑

点; 三氯乙酸水解的样品效果较好, 薄板上的点

清晰, 但颜色不容易区分, 无拖尾现象, 水解多

糖中呈现葡萄糖、半乳糖、甘露糖、果糖斑点;

盐酸水解的样品效果最差, 样品中无斑点显示,

说明水解不成功。通过对三种水解样品的比较可

以得到: 硫酸水解效果最好, 三氯乙酸的效果较

好, 盐酸的水解效果最差。因此, 本实验采用硫

酸作为样品的水解酸。计算各斑点 Rf值, 见表

1。

2�2�3� 展开系统的选择

分别采用展开系统 1、 2、 3、 4、 5对样品进

行 TLC分析, 展开效果见下图 6~ 10。

实验结果表明: 在展开系统 1中各单糖样品

均能显示, 水解多糖中呈现葡萄糖、半乳糖、甘

露糖、果糖斑点, 斑点无拖尾, 点清晰, 但点的

颜色均为黄褐色, 不易区分; 在展开系统 2中各

单糖样品均能显示, 水解多糖中呈现葡萄糖、半

乳糖、甘露糖、果糖斑点, 斑点无拖尾, 点清

晰, 斑点的颜色分明, 易区分; 在展开系统 3中

各单糖样品均能显示, 水解多糖中呈现葡萄糖、

半乳糖、甘露糖、果糖斑, 斑点无拖尾, 点清

晰, 斑点的颜色分明, 易区分; 在展开系统 4中

各单糖样品均能显示, 水解多糖中呈现葡萄糖、



试验研究 �
中国食品添加剂

Ch ina Food Add itives

117��

半乳糖、甘露糖斑点, 斑点拖尾, 点不清晰, 斑

点的颜色分明, 易区分; 在展开系统 5中各单糖

样品均能显示, 水解多糖中呈现葡萄糖、半乳糖

斑点, 斑点无拖尾, 点清晰, 斑点的颜色不分

明, 不易区分。

计算展开系统中各单糖斑点的 R f值, 结果见

表 2。

表 2� 水解多糖样品单糖组分表

Tab� 2� Them onosacchar ide com posit ion analyzed

葡萄糖 半乳糖 鼠李糖 甘露糖 木糖 果糖

硫酸
标准品

样品

R f= 0�570

+

R f= 0�470

+

Rf= 0�691

-

Rf= 0�584

+

Rf= 0�691

-

R f= 0�557

+

三氯乙酸
标准品

样品

R f= 0�558

+

R f= 0�512

-

Rf= 0�724

-

Rf= 0�577

+

Rf= 0�647

-

R f= 0�545

+

盐酸
标准品

样品

R f= 0�558

-

R f= 0�356

-

Rf= 0�755

-

Rf= 0�559

-

Rf= 0�702

-

R f= 0�424

-

注: ∃ + % 表示存在, ∃ - % 表示不存在 (下同 )。

图 6� 展开系统 1 图 7� 展开系统 2 图 8� 展开系统 3 图 9� 展开系统 4 图 10� 展开系统 5

Fig�6� un fold system1� F ig�7� unfold system2� Fig�8� unfold system3� Fig�9� unfold system4� Fig�10� unfold system5

表 3� 各展开系统中单糖组分

Tab�3� Them onosaccharide composition analyzed by using differen t un fold system

编号 葡萄糖 半乳糖 鼠李糖 甘露糖 木糖 果糖

展开系统 1
标准品

样品

R f= 0�297

+

R f= 0�258

+

Rf= 0�577

-

Rf= 0�324

+

Rf= 0�484

-

R f= 0�280

+

展开系统 2
标准品

样品

R f= 0�697

+

R f= 0�645

+

Rf= 0�796

-

Rf= 0�297

+

Rf= 0�743

-

R f= 0�678

+

展开系统 3
标准品

样品

R f= 0�593

+

R f= 0�516

+

Rf= 0�673

-

Rf= 0�562

+

Rf= 0�654

-

R f= 0�542

+

展开系统 4
标准品

样品

R f= 0�364

+

R f= 0�339

+

Rf= 0�612

-

Rf= 0�463

+

Rf= 0�553

-

R f= 0�446

-

展开系统 5
标准品

样品

R f= 0�543

+

R f= 0�509

+

Rf= 0�689

-

Rf= 0�589

-

Rf= 0�682

-

R f= 0�570

-
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2�2�4� 展开系统综合比较
由展开效果结果比较, 得到展开系统 3最好,

结果见表 4。

2�2�5� 显色剂的比较
显色效果比较 � 选取展开系统 3作为展开剂

进行展层。薄层板晾干后喷洒显色剂 1 (苯胺 -

二苯胺 -磷酸显色剂 )、显色剂 2 ( 10%硫酸 )、

显色剂 3 (邻苯二甲酸 -苯胺显色剂 ) 进行显色,

在 100# 烘箱中显色约 8分钟。效果见图 9、 10、

11。

表 4� 展开系统综合比较

Tab�4� Com par ing in tegrated system launched

展开系统 分离度 清晰度 有无拖尾现象 展开时间

1

2

3

4

5

不好

较好

好

不好

不好

清晰

清晰

清晰

不清晰

清晰

无

无

无

有

无

2�5h

4h

5h

6h

5h

图 9� 显色剂 1 图 10� 显色剂 2 图 11� 显色剂 3

F ig� 9� NO� 1 coloration system F ig� 10� NO�2coloration system Fig�11� NO� 3co lorat ion system

结果表明, 显色剂 1使实验所用各种标准单

糖呈现多种颜色 (见表 5) , 容易识别。显色剂 2

使单糖均呈现黄褐色, 对水解多糖样中的单糖组

成显色不清晰且不易区分。显色剂 3使单糖均呈

现黄褐色, 且点的颜色轻, 不易观察。所以显色

剂 1 (苯胺 -二苯胺 -磷酸 ) 更适合作为水解多

糖的显色剂。

表 5� 显色剂 1使不同单糖呈现的颜色

Tab� 5� D ifferen t colors presen ted by using

NO�1 coloration system

单糖 颜色

葡萄糖

半乳糖

鼠李糖

甘露糖

木糖

果糖

蓝紫

绿灰色

绿色

绿色

蓝绿

橙色

2�2�5� 显色剂的稳定性
分别用新配制的显色剂、放置 1d的显色剂、

放置 2d的显色剂进行显色效果比较。新配制的显

色剂显色效果好, 因此, 显色剂应现用现配。

2�2�6� 显色剂的温度
温度范围 80~ 110# , 每间隔 10# 做一次实

验。结果显示, 苯胺 - 二苯胺磷酸显色剂的显色

温度不宜过高。显色温度达 110# 时显色效果很
差, 会使薄层板变色。因此, 一般选择 100# 为

宜。在此情况下, 显色时间不宜超过 10m in。

2�2�7� 最佳薄层层析系统下的生姜多糖的组分分析
用最佳薄层层析体系对单糖标准品及样品进

行薄层色谱法展层分析。计算各单糖在此体系下

的 R f值, 并分析生姜多糖的组分。结果见表 5。

3� 结论
3�1� 生姜多糖对清除�OH自由基、DPPH�自由

(下转第 89页 )
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树脂为分离原花青素的最佳吸附树脂。

通过工艺优化, 在原花青素浓度为 0�15m g /

mL时, 流速为 1mL /m in, 以 70% 的乙醇溶液作

为洗脱剂, 流速为 1m L /m in, 洗脱剂用量为 5BV,

可以对葡萄籽原花青素的提取液进行初步纯化。
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表 6� 生姜多糖的组分

Tab�6� monosaccharide composition of Z ingiber offic inale Roscoe

葡萄糖 半乳糖 鼠李糖 甘露糖 木糖 果糖

标准品

样品

R f= 0�536

+

Rf= 0�513

+

Rf= 0�673

-

Rf= 0�564

+

R f= 0�653

-

Rf= 0�540

+

基均有一定的量效关系, 其量效关系是清除 DP�
PH�自由基好于清除 �OH自由基; 而且生姜多糖

在一定浓度范围内清除�OH、DPPH�自由基效果
随生姜多糖浓度的增加而加强, 其清除 � OH、

DPPH� 自由基的 IC50值分别为 0�503m g /m L、

0�0272m g /m L。

3�2� 生姜多糖的组分采用薄层色谱法进行分析。
薄层色谱法中硫酸为最佳水解用酸, 最佳展开系

统为: 正丁醇  乙酸乙脂  异丙醇  醋酸  水 = 7

 20  12  7  6、最适的显色剂为苯胺 -二苯胺 -

磷酸显色剂, 得到生姜多糖的单糖组成为: 葡萄

糖、半乳糖、甘露糖和果糖。
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