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滇黄精多糖的提取工艺优化、纯化及其抗衰老活性研究

郭海涛 1#, 姜媛媛 2#, 刘 浩 1, 黄智兴 1, 陈 恒 1, 李姝琪 1, 余少君 1, 尹翠然 1, 
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(1. 北京中医药大学中药学院, 北京 100029; 2. 百济神州 (北京) 生物科技有限公司, 北京 100022)

摘要: 本研究旨在优化滇黄精多糖 (Polygonatum kingianum polysaccharide, PKP) 的提取工艺, 纯化获得组分

PKP-1, 分析其化学组成, 并基于秀丽隐杆线虫模型评估其抗衰老活性。通过单因素和正交试验确定了最佳提取条

件为: 提取时间 2 h, 液料比 10∶1 (mL·g-1), 提取 3次。随后, 采用醇沉、脱色、除蛋白、透析和DEAE-52离子交换柱层

析对 PKP进行纯化, 得到主要组分 PKP-1。利用苯酚−硫酸法、BCA试剂盒、硫酸−咔唑法、傅里叶变换红外光谱 

(FT-IR) 和气相色谱−质谱联用 (GC-MS) 分析表明, PKP-1总糖含量为 86.36% ± 3.16%, 不含蛋白质和糖醛酸, 其单

糖主要由果糖、葡萄糖和阿拉伯糖组成。在线虫模型中的抗衰老活性实验显示, PKP-1能显著增强线虫的抗逆性、

降低活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 和脂褐素的积累, 并有效延长其寿命。结果表明, 所优化的提取工艺高

效可行, 纯化获得的PKP-1纯度较高, 主要由果糖、葡萄糖和阿拉伯糖构成, 并具有显著的抗衰老生物活性。
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Abstract: This study aimed to optimize the extraction process of Polygonatum kingianum polysaccharide 

(PKP), purify it to obtain the component PKP-1, analyze its chemical composition, and evaluate its anti-aging 

activity based on the Caenorhabditis elegans (C. elegans) model. Single-factor and orthogonal tests determined the 

optimal extraction conditions as follows: extraction time 2 h, liquid-to-material ratio 10∶1 mL·g-1, and 3 extraction 

cycles. Subsequently, PKP was purified through ethanol precipitation, decolorization, deproteinization, dialysis, and 

DEAE-52 cellulose column chromatography, yielding the major fraction PKP-1. Analysis using the phenol-sulfuric 

acid method, BCA assay, sulfuric acid-carbazole method, Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), and gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS) revealed that PKP-1 had a total sugar content of 86.36% ± 3.16%, 

contained no detectable protein or uronic acid, and its monosaccharides were primarily composed of fructose, 

glucose, and arabinose. Anti-aging activity assays in the C. elegans model demonstrated that PKP-1 significantly 

enhanced the worms' stress resistance, reduced the accumulation of reactive oxygen species (ROS) and lipofuscin, 

and effectively prolonged their lifespan. The results demonstrate that the optimized extraction process is efficient 
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and feasible, and the purified PKP-1 exhibits high purity, is primarily composed of fructose, glucose, and arabinose, 

and possesses significant anti-aging bioactivity.

Key words: Polygonatum kingianum; polysaccharide; process optimization; Caenorhabditis elegans; anti-

aging

中国当今已逐渐步入老龄化社会, 抗衰老已经成

为热门话题。研究表明, 衰老会引发各种严重疾病, 包

括糖尿病、阿尔茨海默病 (AD) 以及心脑血管疾病等。

因此, 抗衰老研究变得至关重要。科学家们揭示, 伴随

着机体衰老的进行, 自身代谢能力逐渐降低, 引起活性

氧 (reactive oxygen species, ROS) 堆积, 进而引发氧化

损伤, 引起细胞死亡、器官功能衰退等问题。因此, 抗

氧化、延缓衰老研究对于逐渐步入老龄化的今天具有

重要的临床预防与治疗疾病意义[1,2]。

黄精为百合科植物滇黄精Polygonatum kingianum 

Coll. et Hemsl.、多花黄精 Polygonatum cyrtonema Hua.

或黄精Polygonatum sibiricum Red.的干燥根茎。黄精

中含有多种营养物质及有效成分[3,4], 具有抗衰老、抗

炎、降血糖、改善记忆等活性[5-7]。其中, 多糖为黄精的

主要有效成分, 中国药典中规定多糖为黄精的质量标

志物。已有研究表明, 植物多糖具有多种提取方法, 包

括溶剂提取法、酶解法、微波辅助提取法、超声辅助提

取法等[8-11]。但由于高温、超声、微波等在不合适的条

件下均会破坏多糖结构[12,13], 故考察出适合实验大规

模提取黄精多糖的工艺较为重要, 水提醇沉法提取多

糖门槛低、操作简单, 本文将依次采用方法学考察决定

苯酚硫酸法进行多糖定量的可行性, 并通过单因素考

察、三因素三水平正交试验确定适合实验大规模提取

滇黄精多糖 (Polygonatum kingianum polysaccharide, 

PKP) 的工艺。之后, 通过脱色、Sevage除蛋白、透析、

离子交换柱层析等工序获得纯多糖 PKP-1, 并分析其

化学组成。

此外, 秀丽隐杆线虫的基因组有大量与人类疾病

基因同源。由于其生长周期短、操作简单、衰老特征明

显且便于观察的特性, 秀丽隐杆线虫作为研究衰老的

模型获得广泛认可[14-16]。本研究将通过秀丽隐杆线

虫, 研究PKP-1的抗衰老活性, 为后续研究提供参考。

材料与方法

样品 滇黄精来自云南大姚县春苗中药材种植有

限公司, 经北京中医药大学刘永刚教授鉴定为百合科

黄精属植物滇黄精 (Polygonatum kingianum Coll. et 

Hemsl.)。

试剂 无水乙醇 (20230901)、正丁醇 (20240122)、

甲醇 (20240501309), 福晨 (天津) 化学试剂有限公司; 

活性炭 (20231127), 天津市光复科技发展有限公司; 氯

化钠 (20221201)、苯酚 (20220901324), 天津市致远化

学试剂有限公司; 无水氯化钙 (20230701)、无水硫酸镁 

(20221008)、氢氧化钠 (20240801)、乙酸酐 (20200824)、

三氯甲烷 (20240116)、硫酸 (20240312), 北京化工厂有限

责任公司; BCA蛋白浓度测定试剂盒 (051023230825), 

上海碧云天生物技术股份有限公司; 胆固醇 (180805), 

北京博奥拓达科技有限公司; 琼脂粉 (24240305014), 

北京索莱宝科技有限公司; 酵母提取物 (441479002)、

胰蛋白胨 (3668481)、蛋白胨 (20220530), 赛默飞世尔

科技有限公司 ; 5-氟尿嘧啶 (C15550723)、次氯酸钠 

(20230201), 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 ; 磷

酸氢二钾 (20220118)、磷酸二氢钾 (20231206)、磷酸氢

二钠 (20230221)、磷酸二氢钠 (20210904), 天津大茂化

学试剂有限公司; H2DCFDA 活性氧 (ROS) 荧光探针 

(2303X230376), 南京建成生物工程研究所; D-(+)-无水

葡萄 (N0318230668)、3 500 Da透析袋 (O19IS226133), 

上海源叶生物科技有限公司 ; D-果糖 (C14537329)、

D-半乳糖 (C16197081)、D-阿拉伯糖 (C15967614)、D-

木糖 (C16446118)、D-甘露糖 (C15927323)、L-鼠李糖 

(C16719492)、L-岩藻糖 (C16465413)、D-半乳糖醛酸 

(C16211172)、咔唑 (C16724267)、肌醇 (C16246464)、三

氟乙酸 (C17452814)、甲氧基胺盐酸盐 (C16268168), 上

海麦克林生化科技股份有限公司; 吡啶 (RH611382)、

盐酸羟胺 (RH584036), 上海易恩化学技术有限公司; 

DEAE-52 (DEL2309S), 赛谱锐思 (北京) 科技有限公司。

仪器 BJPX-WB26恒温水浴锅 (济南鑫盈生物科

技有限公司); Sorvall ST-8R 离心机和 A51119500C 酶

标仪 (赛默飞世尔科技有限公司); LGJ-10真空冷冻干

燥机 (北京松源华兴科技发展有限公司); Agilent 

7890B-5977A气相色谱质谱联用仪、HP-5气相色谱柱 

(美国安捷伦科技有限公司); BT125D十万分之一电子

天平 (德国Satorious公司); SPX-250生化培养箱 (北京

科伟永兴仪器有限公司); SP8激光共聚焦显微镜 (德

国Leica公司); D-LH/LC荧光倒置显微镜 (尼康映像仪

器销售中国有限公司); D1008迷你离心机 (大龙兴创

实验仪器股份公司); VORTEX-7涡旋振荡器 (海门市

其林贝尔仪器制造有限公司); YXQLS-100SII立式压
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力蒸汽灭菌器 (上海博迅实业有限公司医疗设备厂)。

线虫及菌株 野生型秀丽隐杆线虫N2 (C. elegans 

wild-type) 线虫株; 尿嘧啶渗漏突变型大肠杆菌 (E. coli 

OP50), 均 购 自 美 国 CGC (Caenorhabditis Genetics 

Center)。

多糖含量测定 参考 Zhang 等[17]的方法, 建立糖

的标准曲线, 按式 (1) 计算PKP提取液的多糖得率:

多糖得率 (%) = 

多糖浓度 × 稀释倍数 × 溶液体积

药材重量
 × 100% (1)

精密度实验 精密量取 1 mL黄精多糖样品溶液, 

按上述实验操作 , 连续测定 6 次 , 按式 (2) 计算 RSD

值。     

RSD (%) = 标准差
算术平均值

× 100% (2)

稳定性实验 精密量取 1 mL黄精多糖样品溶液, 

按上述实验操作 , 在 0、10、20、30、40、50、60 min 后测

量吸光度, 按式 (2) 计算RSD值。

重复性实验 精密量取 6份相同浓度的黄精多糖

溶液1 mL, 按上述实验操作, 按式 (2) 计算RSD值。

加样回收实验 精密量取 9份已知浓度的黄精多

糖溶液 1 mL, 加入分别为其含量 80%、100%、120%的

干燥至恒重的葡萄糖对照品, 按上述实验操作, 按式 

(3) 计算加样回收率并按式 (2) 计算RSD值。

加样回收率 (%) = 

实测多糖含量 − 已知浓度样品多糖含量

加入葡萄糖标准品含量
 × 100%

(3)

单因素实验 称取滇黄精样品粉末 20 g, 按液料

比 10∶1加去离子水, 提取次数 1次, 温度 75 ℃, 提取时

间分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 h, 分别定容 1 000 mL, 

测多糖得率; 根据前述实验方法, 固定提取次数 1次, 

提取时间 2.0 h, 温度 75 ℃ , 液料比分别为 6∶1、8∶1、

10∶1、12∶1、14∶1, 分别定容 1 000 mL, 测多糖得率; 根

据前述实验方法 , 固定液料比 10∶1, 提取时间 2.0 h, 

温度 75 ℃, 提取次数分别为 1、2、3、4、5次, 分别定容

1 500 mL, 测多糖得率。

正交试验 以多糖得率为检测指标 , 提取时间 

(A)、加水倍量 (B)、提取次数 (C) 为考察因素, 设计三

因素三水平进行L9(3)4正交设计, 因素水平设置见表 1, 

平行两组。

粗多糖初步纯化 按照上述考察的最优提取方法

提取多糖, 55 ℃旋蒸浓缩, 浓缩液加入无水乙醇至终

浓度为 80%, 静置过夜, 离心, 收集沉淀, 95%乙醇洗涤

沉淀三次 , 得黄精多糖粗品。将沉淀用适量水复溶

后 , 加入 4% 的活性炭粉末脱色 , 40 ℃振荡 1 h, 离心 

(4 000 r·min-1, 20 min) 收集上清液。合并上清液后加

入与上清液体积比 4∶1的Sevage试剂 (氯仿∶正丁醇 = 

4∶1) 混合, 振荡 20 min后离心, 取上清液, 重复操作至

多糖溶液下层无黄白色变性蛋白质。后经 3 500 Da透

析袋透析, 冻干得到初步纯化后PKP, 用于后续实验。

离子交换柱分离 称取上述实验所得 PKP 粉末

500 mg溶于 10 mL去离子水, 过 0.45 μm滤膜后, 加样

于预处理后的 DEAE-52。依次使用脱气后的去离子

水、0.1和 0.5 mol·L-1的NaCl溶液洗脱。每 10 mL收集

一管, 分别用苯酚−硫酸法[18]测吸光度, 绘制洗脱曲线, 

按峰合并, 减压浓缩, 透析除盐, 冷冻干燥。

PKP-1总糖含量测定 精密称取 10 mg PKP-1于

10 mL量瓶, 配置为1 mg·mL-1溶液。采用苯酚−硫酸法

测定总糖含量, 重复三次。

PKP-1蛋白质含量测定 使用BCA试剂盒测定多

糖中蛋白质含量, 以牛血清白蛋白 (BSA) 为标准品, 代

入回归方程测蛋白质含量, 重复三次。

PKP-1糖醛酸含量测定 称取 5 mg多糖于 50 mL

量瓶中, 用超纯水定容, 采用硫酸−咔唑法[19]测定多糖

中糖醛酸含量, 用半乳糖醛酸 (GalA) 建立标准曲线。

因为中性糖本身会干扰糖醛酸测定[20], 故以果糖为空

白对照, 重复三次。

FT-IR光谱测定 用压片法, 对样品进行傅里叶红

外光谱 (FT-IR) 分析, 在 400～4 000 cm-1内进行扫描, 

获得光谱图。

单糖组成及比例分析 单糖组分测定采用 GC-

MS法定, 参考 Li等[21]的方法合成内标物肌醇六乙酸

酯 (IS), 参考Qin等[22]方法进行衍生化, 并适当调整: 在

90 ℃下用 2 mol·L-1 TFA (2 mL) 水解 5 mg PKP-1多糖

8 h, 除去残余的 TFA。对于醛糖, 水解产物与盐酸羟

胺吡啶溶液 (0.5 mL, 10 mg) 90 ℃反应 30 min, 随后与

0.5 mL乙酸酐 90 ℃反应 30 min。对于酮糖, 将水解产

物用甲氧基胺盐酸盐吡啶溶液 (0.5 mL, 10 mg) 70 ℃

反应 60 min, 并与 0.5 mL乙酸酐 45 ℃衍生 60 min, 将

肌醇六乙酸酯用作内标 (IS)。依据各色谱峰出峰时间

可得到样品单糖组成, 根据峰面积可按式 (4) 计算出

各种单糖的摩尔比。wx: 样品中目标单糖质量 (mg); 

wi: 内标物质量 (mg); Ax, Ai: 样品中单糖与内标的峰面

Table 1　Factors and levels of orthogonal experiment design

Level

1

2

3

A

Extracting time/h

1.5

2.0

2.5

B

Liquid-solid ratio/mL·g-1

10

12

14

C

Extracting times

2

3

4
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积; f: 校正因子, 通过标准品获得 (ws: 标品质量; As: 标

品峰面积)。

wx = 
Ax × w i

A i ×  f
      f = 

As × w i

A i ×  ws

(4)

气质条件 色谱柱采用HP-5气相色谱柱 (30 mm × 

0.32 mm, 0.25 μm)。进样量1 μL, 分流比50∶1, 载气为高

纯度氦气, 流速1 mL·min-1; 程序升温: 初始柱温170 ℃

持续 5 min, 以 4 ℃·min-1升至 180 ℃保持 5 min, 再以

5 ℃·min-1升至 225 ℃保持 3 min, 最后以 20 ℃·min-1快

速升温至 280 ℃; 温度设定: 进样口温度 250 ℃, MSD

传输管线温度 150 ℃, 检测器温度 230 ℃, 四级杆温度

150 ℃。

线虫急性氧化应激实验 参考Wang等[23]方法培

养线虫并同步化, 后将同步化至L4期的线虫分别暴露

于含 0、0.5、1.0、2.0 mg·mL-1 PKP-1 的培养基中 , 处理

4天。每组挑 30条线虫于含 4% H2O2的NGM培养基, 

20 ℃恒温培养, 每间隔 1 h记录存活数量直至全部死

亡, 独立重复实验3次。

线虫急性热应激实验 参考 Pang等[16]的方法, 将

暴露处理 4 天后的线虫, 每组各挑 30 条于无 OP50 的

NGM培养基, 在 37 ℃培养箱中培养, 每小时监测存活

率至全部死亡, 重复实验3次。

线虫体内ROS水平检测 参考Wang等[23]方法, 将

暴露处理5天后的线虫用M9缓冲液洗下, 除上清液, 并

洗涤3次。随后加入DCFH-DA荧光探针 (10 μmol·L-1) 

100 μL, 20 ℃避光孵育 2 h, 洗涤 3次后麻醉固定。用

倒置荧光显微镜拍照, ImageJ软件定量分析荧光强度, 

每组60条线虫, 重复3次。

线虫体内脂褐素检测 参考 Pang等[16]的方法, 将

暴露处理 5天后的线虫用 M9缓冲液洗下, 除上清液, 

并洗涤 3 次后麻醉固定。用倒置荧光显微镜拍照 , 

ImageJ 软件定量分析荧光强度 , 每组 60 条线虫 , 重

复3次。

线虫寿命实验 参考Song等[24]的方法, 将同步化至

L4期的线虫暴露于含50 μmol·L-1 5-氟尿嘧啶 (5-fluoro-

2-deoxyuridine) 及不同浓度 (0、0.5、1.0、2.0 mg·mL-1) 

PKP-1的培养基中, 每组30条, 20 ℃培养, 每日统计存活

个体并移除死亡线虫, 直至线虫全部死亡, 重复3次。

统计学方法 统计分析由 GraphPad Prism 9.5.0

和 IBM SPSS Statistics 27进行, 结果以均值 ± 标准差 

(
-
x ± s) 表示。如符合正态分布及方差齐性时用ANOVA

方差分析, 非正态分布则采用 Wilcoxon秩和检验; 对

于寿命测定, 通过 Kaplan-Meier生存分析及对数秩检

验 (Mantel-Cox) 评估显著性, P < 0.05为差异显著。

结果

1　方法学考察

1.1　精密度实验 精密量取 1 mL黄精多糖样品溶液, 

用苯酚−硫酸法连续测定 6次, 计算RSD为 0.177%, 表

明该测定方法精密度良好。

1.2　稳定性实验 精密量取 1 mL 黄精多糖样品溶

液, 用苯酚−硫酸法在 0、10、20、30、40、50、60 min后测

量吸光度, 计算RSD为 0.231%, 表明该测定方法稳定

性良好。

1.3　重复性实验 精密量取 6份相同浓度的黄精多糖

溶液 1 mL, 用苯酚−硫酸法测定, 计算RSD为 3.192%, 

表明该测定方法重复性良好。

1.4　加样回收实验 加样回收实验计算得平均加样

回收率为 102.089%, RSD为 2.200%, 实验结果表明该

方法可行。

2　单因素实验结果

2.1　加水倍量对黄精多糖得率的影响 温度 75 ℃下, 

提取 1次, 每次 2 h, 测定不同液料比 (6∶1、8∶1、10∶1、

12∶1、14∶1) 时黄精多糖得率, 液料比从 6∶1到 12∶1时, 

多糖得率明显提高, 并在 12∶1时达到最大。随液料比

增加, 黄精组织与水溶液间的浓度梯度增大, 可促进多

糖扩散。比例大于 12∶1时, 多糖得率下降, 可能是黄

精粉末中其他成分溶出, 影响多糖得率。故选择加水

倍量10∶1、12∶1、14∶1考察。

2.2　提取时间对黄精多糖得率的影响 温度 75 ℃

下 , 液料比 10∶1, 提取 1 次 , 测定不同提取时间 (0.5、

1.0、1.5、2.0、2.5 h) 时黄精多糖得率, 提取时间从 0.5 h

到2.0 h时, 多糖得率明显提高, 并在2.0 h时达到最大。

继续延长时间后, 多糖得率下降, 可能是因为长时间高

温提取导致多糖分解, 从而影响多糖得率。故选择提

取时间1.5、2.0、2.5 h考察。

2.3　提取次数对黄精多糖得率的影响 温度 75 ℃

下, 液料比 10∶1, 每次提取 2 h, 测定不同提取次数 (1、

2、3、4、5次) 时黄精多糖得率, 提取次数从 1到 3次时, 

多糖得率明显提高, 而在 3次后多糖得率下降, 可能是

因为 3次提取后, 黄精多糖已几乎完全溶出, 增加次数

使得损耗加剧。故选择提取次数2、3、4次考察。

3　正交试验结果

以多糖得率为评价指标 , 正交结果见表 2, 极差

C > A > B, 表明三个因素对黄精多糖提取的影响作用

为: 提取次数 > 提取时间 > 液料比。

通过 IBM SPSS Statistics 27对正交试验数据进行

方差分析, 结果显示 (表3), 提取时间、提取次数对实验

结果有显著性影响 (P < 0.001), 液料比不显著 (P = 

0.068 > 0.05)。提取时间A2优于A1、A3, 提取次数C2优
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于C1、C3。最终结合考虑时间及能源成本, 尽管液料比

12∶1得率略高, 但 10∶1可减少水量及能源消耗, 确定

提取最佳工艺为A2B1C2, 即: 提取时间2 h、液料比10∶1 

(mL·g-1)、提取3次。

4　多糖DEAE-52纯化

洗脱曲线如图 1A 所示, 采用 DEAE-52 离子交换

柱, 分别以去离子水、0.1和 0.5 mol·L-1 NaCl溶液梯度

洗脱 , 分离得到 3 个多糖组分 , 分别命名为 PKP-1、

PKP-2、PKP-3, 其中 PKP-1为中性多糖, PKP-2、PKP-3

为酸性多糖, PKP-1产率最高, 用于后续实验。

5　PKP-1的化学组成

5.1　PKP-1的总糖含量 PKP-1多糖中的总糖含量通过

苯酚−硫酸法测定, 得线性回归方程为 y = 0.005 7 x + 

0.037 8, R2 = 0.999, 拟合度良好。由曲线方程计算得

出PKP-1多糖的总糖含量为86.36% ± 3.16%。

5.2　PKP-1的蛋白质含量 PKP-1多糖中的蛋白质含量

通过BCA试剂盒测定, 得线性回归方程为 y = 0.936 x + 

0.182 2, R2 = 0.999 7, 拟合度良好。在此过程中未检测

出蛋白, 证明蛋白清除彻底。

5.3　PKP-1的糖醛酸含量 PKP-1多糖中的糖醛酸含

量通过硫酸−咔唑法测定 , 得线性回归方程为 y = 

0.001 3 x + 0.045 7, R2 = 0.999, 拟合度良好。排除果糖

空白对照吸光度后, 由回归方程计算未检测到糖醛酸, 

与FT-IR分析结果一致。

Table 3　Results of ANOVA (df=2). df: Degree of freedom

Source
A
B
C

Sum of squares
0.009
0.002
0.010

Mean square
0.005
0.001
0.005

F
14.223

3.471
15.416

Sig.
 < 0.001

0.068
 < 0.001

Figure 1　 Purification and characterization of PKP-1. A: Elution profile of crude polysaccharides separated from DEAE-52 column; 

B: FT-IR spectrum of PKP-1; C: Typical extracted ion chromatograms of mixed aldose standards; D: Typical extracted ion chromatograms 

of ketose standard; E: Typical extracted ion chromatograms of PKP-1 aldose; F: Typical extracted ion chromatograms of PKP-1 ketose. 

PKP: Polygonatum kingianum polysaccharide; Ara: Arabinose; Xyl: Xylose; Rha: Rhamnose; Fuc: Fucose; Man: Mannose; Glc: Glucose; 

Gal: Galactose; Fru: Fructose; IS: Inositol hexaacetate

Table 2　Orthogonal test results of extraction method. X1 and X2: 

The polysaccharide yield of two parallel experiments at each factor 

level; A: Extracting time; B: Liquid-solid ratio; C: Extracting 

times; D: Blank column

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

Range

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

24.02

29.39

25.31

5.37

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

25.29

25.60

27.83

2.54

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

23.89

29.50

25.32

5.61

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

24.89

29.72

27.98

4.83

Polysaccharide yield /%

X1

18.91

25.79

26.66

32.39

27.36

28.92

23.29

23.89

28.37

X2

19.83

26.71

26.2

34.5

25.6

27.54

22.79

24.26

29.26
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6　FT-IR光谱分析

FT-IR分析结果如图1B所示, 其中3 285.52 cm-1处

的强峰为O-H的伸缩振动峰, 2 929.51、2 871.82 cm-1处

的弱峰是C-H伸缩振动峰, 1 640.51 cm-1为O-H弯曲振动

峰, 这些均为糖的特征吸收峰。1 413.40和1 318.87 cm-1

分别为C-H和C-O弯曲振动峰。1 150.00～1 010.00 cm-1

附近为C-O-C伸缩振动峰, 有3个吸收峰时为吡喃糖, 具

有2个吸收峰为呋喃糖, PKP-1具有1 123.68、1 011.36 cm-1

处两个吸收峰, 证明存在呋喃糖。922.35和810.64 cm-1

的吸收峰表明具有 β-型果糖呋喃糖。1 730.00 cm-1左

右不具吸收峰, 证明不含有糖醛酸, 与糖醛酸含量检测

结果一致。

7　黄精多糖单糖组成分析

GC-MS分析结果见图 1C～F。可见PKP-1多糖主

要由3种单糖组成, 分别是Fru、Glc、Ara, 其摩尔百分比

为Fru∶Glc∶Ara = 87.74%∶8.69%∶3.56%, 可见PKP-1是

个以果糖为主要单糖组成的果聚糖。

8　PKP-1对N2线虫抗氧化应激能力的影响

研究表明, 果聚糖具有显著的抗氧化活性[25], 且如

前文所述 PKP-1具有高果糖含量 (87.74%), 参考相关

文献[26]本实验设置空白组及 0.5、1.0、2.0 mg·mL-1三个

不同浓度的 PKP-1给药组, 通过分析 PKP-1对线虫抗

氧化应激能力的改善程度, 探讨 PKP-1最佳给药浓度

范围, 为后续实验提供依据。结果如图 2A所示。浓度

为 0.5 (P < 0.01)、1.0 (P < 0.01)、2.0 (P < 0.001) mg·mL-1

的 PKP-1溶液均能显著改善N2线虫的抗氧化应激能

力, 其中 2.0 mg·mL-1的给药浓度效果最佳。本项研究

证明, PKP-1具有抗氧化损伤能力, 能显著提高 N2线

虫在氧化应激条件下的存活率, 且在一定浓度范围内

与抗氧化损伤能力具有正相关作用。

9　PKP-1对N2线虫抗热应激能力的影响

高温会使线虫体内产生大量的ROS, 造成氧化应

激[27,28], 而增强应激能力与延长寿命具有直接关系,本

项研究主要探讨PKP-1缓解线虫在急性热应激下所致

氧化损伤的作用。结果如图 2B所示。浓度为 0.5 (P < 

0.05)、1.0 (P < 0.01)、2.0 (P < 0.001) mg·mL-1的 PKP-1

溶液均能显著改善N2线虫的抗热应激能力。其中, 同

线虫抗氧化应激实验结果一致, 2.0 mg·mL-1的给药浓

度效果最佳。本项研究证明, PKP-1在一定浓度范围

内与抗热应激能力具有正相关作用, 能显著提高N2线

虫在热应激条件下的存活率。

10　PKP-1对N2线虫体内ROS水平的影响

伴随着机体衰老的进行, 自身代谢能力逐渐降低, 

导致ROS在体内积累, 造成氧化损伤[29]。PKP-1对N2

线虫体内 ROS 水平的影响, 如图 2D、E 所示, 0.5 (P < 

0.05)、1.0 (P < 0.001)、2.0 (P < 0.001) mg·mL-1的 PKP-1

溶液均能显著降低线虫体内ROS水平, 且 2.0 mg·mL-1

效果最佳。这表明PKP-1具有一定的抗氧化功效。

11　PKP-1对N2线虫体内脂褐素水平的影响

伴随着线虫衰老的进行, 线虫体内的脂褐素随年

龄逐渐积累, 并自发产生荧光。PKP-1对N2线虫体内

脂褐素堆积水平的影响 , 如图 2F、G 所示 , 浓度为 0.5 

Figure 2　Effects of different concentrations of PKP-1 on C. elegans. A: Survival curve of C. elegans under acute oxidative stress; B: 

Survival curve of C. elegans under the stimulation of high temperature stress (37 ℃); C: Survival curve of C. elegans. n = 30, via Kaplan-

Meier survival analysis and log-rank test (Mantel-Cox); D: Representative fluorescence micrograph for reactive oxygen species (ROS) 

production; E: Effect of PKP-1 on worm ROS production; F: Representative fluorescence micrograph for lipofuscin accumulation; G: Effect 

of PKP-1 on worm lipofuscin accumulation. n = 60, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control
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(P < 0.001)、1.0 (P < 0.001)、2.0 (P < 0.001) mg·mL-1的

PKP-1 溶液均能显著降低线虫体内脂褐素堆积水平, 

且 2.0 mg·mL-1效果最佳。结合上述实验可推测PKP-1

具有通过抗氧化从而实现一定的减缓衰老的功效。

12　PKP-1对N2线虫寿命的影响

各个给药浓度的PKP-1组的线虫寿命较空白组均

有显著提升 (P < 0.05), 如图 2C 所示, 结合上述实验, 

均表明PKP-1具有抗衰老功效。

讨论

黄精是我国传统药材, 其味甘、性平、无毒。其中

滇黄精主产自中国云南、四川、贵州。多糖为黄精的主

要活性物质, 作为 10个及以上单糖聚合而成的天然高

分子化合物, 其具有抗氧化、降血糖、提高免疫力等多

种药理活性[30], 具有极高的研究价值。目前对黄精多

糖提取工艺的研究存在液料比过高, 提取工艺复杂等

问题。故本实验先通过方法学考察, 证明苯酚硫酸法

检测多糖含量的可靠性。之后采用三因素三水平正交

试验, 考察适合大规模操作的 PKP提取工艺, 确立提

取时间 2 h, 液料比 10∶1 (mL·g-1), 提取 3 次的最佳工

艺。按最佳工艺提取粗黄精多糖后, 通过醇沉、脱色、

Sevage 法除蛋白、透析以及 DEAE-52 柱层析得到

PKP-1。之后, 通过苯酚硫酸法[18]、BCA试剂盒、硫酸−
咔唑法[20] 等方法 , 分别检测出 PKP-1 总糖含量为

86.36% ± 3.16%, 不含蛋白质与糖醛酸。

单糖组成对多糖的生物活性具有显著影响, 本文

通过 GC-MS[22]法 , 检测出 PKP-1 由 Fru、Glc、Ara 组成 

(Fru∶Glc∶Ara = 87.74%∶8.69%∶3.56%), 为果聚糖。有

文献证明果聚糖具有显著的抗氧化活性[25], 且抗氧化

与抗衰老密切相关[31], 故本文后续对 PKP-1的抗衰老

活性进行了评估。

通过C. elegans实验评估了PKP-1的抗衰老活性。

结果表明, 与空白组线虫相比, 在 0.5、1.0、2.0 mg·mL-1

浓度下 , PKP-1 能显著提高线虫的抗逆性 (抗氧化应

激、热应激), 同时降低ROS相对水平以及衰老引起的

脂褐素堆积, 并能显著延长线虫寿命。这些结果表明, 

PKP-1具有抗衰老活性。

黄精在中国药典中被记载具有“补气养阴, 健脾, 

润肺, 益肾”功效, 民间亦长期将其作为延年益寿的食

疗佳品。本研究通过现代科学方法验证了其延缓整体

衰老的生物学效应, 为“药食同源”理论提供了实验支

持, 并为后续研究提供理论支持。
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