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甘草地上部分寡糖富集纯化及其抗衰老活性研究
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［摘要］ 目的：制备甘草地上部分寡糖，对其进行表征及体内外抗衰老活性评价。方法：用水回流提取甘草地

上部分，经过 AB-8型大孔吸附树脂、DEAE-52纤维素、Sephadex LH-20树脂等富集纯化寡糖；通过凝胶渗透色谱

法测定样品相对分子质量，薄层色谱法鉴别样品中是否含有葡萄糖和果糖，并通过 1，1-二苯基-2-三硝基苯肼

（DPPH）自由基清除实验评价其体外抗氧化能力；通过秀丽隐杆线虫氧化应激、热应激、寿命、脂褐素测定等实验

评价其体内抗衰老活性。结果：富集纯化得到的甘草地上部分寡糖样品相对分子质量为 180~1800，不含葡萄糖和果

糖。样品对 DPPH 自由基有较好的清除作用，半数抑制浓度为 0. 220 2 mg·mL–1。甘草地上部分寡糖能显著延长氧

化应激、热应激下线虫的寿命，减少线虫体内脂褐素的沉积。结论：甘草地上部分提取分离纯化得到的寡糖样品具

有良好的体内外抗氧化、抗衰老活性。
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[Abstract] Objective: To extract oligosaccharides from the aerial parts of Glycyrrhiza uralensis Fisch., characterize

them, and evaluate their anti-aging activity in vivo and in vitro. Methods: The aerial parts of Glycyrrhiza uralensis Fisch.

were extracted by water reflux, and then the oligosaccharides were enriched and purified by AB-8 macroporous adsorption

resin, DEAE-52 cellulose, and Sephadex LH-20 resin. Gel permeation chromatography was adopted to determine the

molecular weight of the sample, and thin-layer chromatography to differentiate whether the sample contained glucose and

fructose. The in vitro antioxidant activity was evaluated based on the 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) -scavenging

ability and in vivo anti-aging activity by testing the survival of Caenorhabditis elegans under oxidative stress and heat stress

and the lipofuscin content in the nematodes. Results: The molecular weight of the yielded oligosaccharides was in the range

of 180-1800, and they did not contain glucose or fructose. The oligosaccharide sample showed high DPPH-scavenging

activity, with the half maximal inhibitory concentration (IC50) of 0.220 2 mg·mL–1. The sample can significantly prolong the

life span of C. elegans under oxidative stress and heat stress and reduce the accumulation of lipofuscin in it. Conclusion: The

oligosaccharides from the aerial parts of G. uralensis have high in vitro antioxidant activity and in vivo anti-aging activity.

[Keywords] aerial parts of Glycyrrhiza uralensis Fisch. ; oligosaccharide; Caenorhabditis elegans; antioxidant

activity; anti-aging activity
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人口老龄化已成为人们最关注的全球性社会问

题之一，衰老及衰老相关疾病成为日益严重的医学

问题和社会难题。氧化应激与衰老具有十分紧密的

联系。关于衰老的经典学说氧化应激学说认为，衰

老的根本原因是氧化性损伤，即自由基积累造成的

细胞损伤[1]。通过抗氧化活性药物降低体内自由基水

平是延缓机体衰老的重要途径之一。

甘 草 为 豆 科 植 物 甘 草 Glycyrrhiza uralensis

Fisch. 、胀果甘草 G. inflata Bat. 或光果甘草 G.

glabra L. 的干燥根和根茎[2]，具有补脾益气、清热

解毒、润肺止咳、缓急止痛、调和诸药之功效[3]。我

国有“十方九草”“无草不成方”之说，从古至今，

甘草根及根茎广为药用，而其地上部分常作为牧草

或是焚烧丢弃，造成资源浪费。研究发现，甘草地

上部分提取物具有抗氧化[4-9]、抗炎[9-10]、抑菌[11-14]、

抗肿瘤[15]等多种药理活性。甘草地上部分水提物中

多糖类成分已有报道，且抗氧化活性良好[6]。从中药

提取出的寡糖活性成分有很多，如巴戟天寡糖可能

通过抗氧化减轻子宫缺血再灌注损伤[16]；人参花寡

糖可恢复D-半乳糖诱导的氧化损伤，提高氧化酶活

力，减少丙二醛（MDA）在体内的积累[17]。而甘草

地上部分寡糖的研究尚未见相关报道。

本研究对甘草地上部分进行提取，运用柱色谱

技术分离纯化水提物得到寡糖类成分，借助凝胶渗

透色谱、薄层色谱手段对其进行表征，通过体内、

体外实验评价甘草地上部分寡糖的抗衰老、抗氧化

活性，探索其中潜在抗衰老天然活性物质，为后续

甘草地上部分资源综合开发利用提供参考。

1 材料

1. 1 菌株、线虫品系

大肠杆菌 Escherichia coli OP50、野生型秀丽隐

杆线虫株N2由中国科学院遗传与发育生物学研究所

惠赠。

1. 2 试药

甘草地上部分，2018年 9月采集于甘肃省酒泉

市瓜州县河东乡，经中国医学科学院药用植物研究

所 王 文 全 教 授 鉴 定 为 甘 草 Glycyrrhiza uralensis

Fisch. 的地上部分，阴干，粉碎，备用。

无水乙醇、甲醇、乙酸乙酯均为分析纯（天津

市致远化学试剂有限公司）；吡啶、苯胺、磷酸、丙

酮、硫酸、二苯胺、硝酸钠、氯化钠均为分析纯

（北京化工厂）；5%苯酚水溶液（上海源叶生物科技

有限公司）；对照品 D-葡萄糖 （纯度≥99%，批号：

S21J12I138537）、 D- 果 糖 （纯 度 ≥99%， 批 号 ：

J31M9R62568）、 维 生 素 C （纯 度 ≥98%， 批 号 ：

S19J6G1），均购自上海源叶生物科技有限公司；1，1-

二苯基-2-三硝基苯肼[DPPH，梯希爱（上海）化成

工业发展有限公司]；葡聚糖相对分子质量标准物质

[重均相对分子质量（Mw）分别为289 000、110 000、
60 600、 12 600、 4320，批号分别为 C10025642、
C10025640、C10034456、C10020386、C10020398]，
购自上海麦克林生化科技有限公司；AB-8型大孔吸

附树脂（沧州宝恩吸附材料科技有限公司）；DEAE-

52型纤维素树脂 （北京索莱宝科技有限公司）；

Sephadex LH-20型树脂[安玛西亚（中国）有限公司]；

薄层色谱硅胶G板（青岛海洋化工有限公司）。

1. 3 仪器

CP224C型万分之一分析天平（奥豪斯上海仪器

有限公司）；Multiskan FC型酶标仪（赛默飞世尔科

技有限公司）；BKQP-75L型立式高压灭菌锅（济南

博鑫生物技术有限公司）；UV-2600型紫外-可见分

光光度计（尤尼柯上海仪器有限公司）；SMZ745型
体视显微镜、ECLIPSE Ts2R型荧光倒置显微镜（尼

康映像仪器销售中国有限公司）；e2695型色谱仪[色

谱柱为Ultrahydrogel TM 250（300mm×7. 8mm，6 μm）

与Ultrahydrogel TM Linear（300mm×7. 8mm，10 μm）

串联]、2424 RI Detector型示差折光检测器均购于沃

特世科技有限公司。

2 方法

2. 1 苯酚-硫酸法测总糖含量

2. 1. 1 葡萄糖标准曲线绘制 精密称取对照品D-葡

萄糖10mg，加去离子水定容于100mL量瓶中，混匀，

即得葡萄糖对照品溶液，质量浓度为 0. 10 mg·mL–1。

精密移取葡萄糖对照品溶液 0、 0. 1、 0. 2、 0. 3、
0. 4、0. 5、0. 6、0. 7 mL 于 10 mL 量瓶中，加入去

离子水补至 1. 0 mL，加入 5%苯酚溶液 1 mL，混匀，

加入浓硫酸5mL，振摇混匀，室温条件下静置20min，

冰浴 15 min，在波长 487 nm 处测定其吸光度 （A）

值。以A为纵坐标，对照品溶液质量浓度（C）为横

坐标绘制标准曲线，得回归方程。
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2. 1. 2 样品溶液总糖含量测定 精密称取受试样品

10 mg，用去离子水定容于 10 mL量瓶中，混匀。精

密移取样品溶液 0. 1 mL于 10 mL量瓶中，加入去离

子水补至 1. 0 mL，加入 5% 苯酚溶液 1 mL，混匀，

再加入浓硫酸 5 mL，振摇混匀，室温条件下静置

20 min，冰浴 15 min，在波长 487 nm处测定其A值，

将A值代入回归方程计算得到其总糖含量。

2. 2 甘草地上部分寡糖的制备

取甘草地上部分，加 10倍量去离子水，加热提

取 2次，每次连续回流 2 h，纱布滤过，合并滤液，

旋蒸浓缩，真空干燥后得到水提物。

取水提物，溶于少量水中，过AB-8型大孔树脂

柱[18]，径高比 1∶8，吸附过夜，先以 4倍柱体积

（BV）水洗除杂，再以 30% 乙醇洗脱，洗脱流速为

3 BV·h–1，洗脱体积为8 BV，得到粗糖富集物。

取粗糖富集物，上样 DEAE-52纤维素柱[19]，依

次以去离子水及0. 1、0. 3、0. 5 mol·L–1 NaCl梯度洗

脱，洗脱体积为 4 BV，流速为 1 mL·min–1，洗脱液

每 5 mL接 1瓶，以洗脱体积为横坐标，以苯酚-硫酸

法测得总糖含量为纵坐标，绘制洗脱曲线，合并糖

含量高的洗脱液，透析、浓缩、干燥，得到粗糖。

取粗糖，溶于少量甲醇中，上样 Sephadex LH-

20凝胶柱[20]，甲醇洗脱，洗脱体积为 5 BV，流速为

1 mL·min–1，洗脱液每 5 mL接 1瓶，以洗脱体积为

横坐标，以苯酚-硫酸法测得总糖含量为纵坐标，绘

制洗脱曲线，合并糖含量高的洗脱组分，回收溶剂，

得到甘草地上部分寡糖样品。

2. 3 甘草地上部分寡糖的表征

2. 3. 1 凝胶渗透色谱法测定样品 Mw 标准曲线的

制作：精密称取 Mw 为 289 000、110 000、60 600、
12 600、4320的葡聚糖对照品，配制成 1 mg·mL–1

的溶液，用 0. 22 μm 的滤膜滤过除杂后进样。分析

软件为 Angilent GFC；检测流动相为 0. 1 mol·L–1硝

酸钠溶液，流速为 0. 6 mL·min–1，柱温箱温度为

35 ℃，示差检测器温度为 40 ℃，进样量为 20 μL，

时间为45 min。

甘草地上部分寡糖测定：精密称量甘草地上部

分寡糖样品，溶于去离子水中，配制成 1 mg·mL–1

的溶液，用 0. 22 μm 的滤膜滤过除杂后进样。用

Angilent GFC软件分析计算样品Mw。

2. 3. 2 薄层色谱法鉴定样品成分 精密称量甘草地

上部分寡糖样品 10 mg，溶于去离子水 10 mL中，配

制成 1 mg·mL–1的供试品溶液。精密称量对照品 D-

葡萄糖和 D-果糖各 2 mg，溶于去离子水 10 mL 中，

配制成 0. 2 mg·mL–1的对照品溶液。展开剂为乙酸

乙酯-乙醇-吡啶-水（8∶2∶2∶1）。点样量为 5 μL。

显色剂为苯胺-二苯胺溶液（取苯胺1mL和二苯胺1 g，

同溶于 100 mL丙酮中，再加 85%磷酸水 10 mL，混

匀，棕色瓶保存，现用现配），85℃加热10 min。

2. 4 甘草地上部分寡糖体外抗氧化活性评价

精确称取 DPPH 5 mg，用无水乙醇溶解并定容

于 50 mL 量瓶中，质量浓度为 0. 1 mg·mL–1，避光

保存。取 96 孔板，加入不同质量浓度 （0. 05、
0. 10、0. 25、0. 50、1. 00 mg·mL–1） 的甘草地上部

分寡糖样品水溶液 100 μL，再分别加入新配制的

DPPH 溶液 100 μL，避光反应 30 min 后，用酶标仪

在 517 nm波长下测定其A值。分别以去离子水和维

生素C作为空白和阳性对照，每个质量浓度重复4次。

按照公式（1）计算自由基清除率。

自由基清除率 =[1 - ( Ai - Aj ) ] /A0 × 100% （1）
式中，Ai为 DPPH 100 μL和样品溶液 100 μL混

合液的吸光度；Aj为样品溶液 100 μL和水 100 μL混

合液的吸光度；A0为DPPH 100 μL和水 100 μL混合

液的吸光度。

2. 5 甘草地上部分寡糖体内抗衰老活性评价

2. 5. 1 溶液配制 M9缓冲液、NGM 培养基、LB

培养基、线虫裂解液按照常规方法配制[21]。

2. 5. 2 线虫同步化 N2线虫饲养于涂布有大肠杆

菌E. coli OP50的线虫标准培养基NGM中，20℃下

培养。挑取 50只左右产卵期成虫至 1. 5 mL 离心管

中，加入线虫裂解液 1 mL。涡旋混匀 3~5 min，

3000 r·min–1离心 3 min （离心半径 120 mm）；弃上

清液至剩余液体 0. 1 mL，加入 M9 Buffer 1 mL 混

匀；重复此步骤 2次，最后保留液体 0. 1 mL，将液

体滴加至新的线虫生长培养基（NGM）中，次日孵

化出新的线虫。

2. 5. 3 氧化应激实验 将经过同步化生长至 L4期
后的 N2线虫置于含或不含药物的 NGM 中，实验分

对照组和甘草地上部分寡糖给药组（质量浓度分别

为 10、20、40 μg·mL–1），每板 30条，48 h 后，把

各组线虫转移到含有 0. 4% H2O2的线虫 NGM 中观

察，每 0. 5 h 记录线虫存活数目，直至线虫全部死
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亡，重复3次。

2. 5. 4 热应激实验 N2线虫分组同2. 5. 3项下。给

药组线虫经不同质量浓度的甘草地上部分寡糖处理

48 h后与对照组线虫同时置于 37℃培养箱中进行观

察，每 2 h 观察线虫死亡情况，记录并挑出死亡个

体，直至线虫全部死亡，重复3次。

2. 5. 5 寿命实验 N2线虫分组同2. 5. 3项下，每组

50条，给药后每48 h观察1次线虫的生存状态，记录

死亡线虫数量并将其挑出，并更换新的含药或不含药

NGM，直至所有线虫全部死亡，实验重复 3次。采

用 Kaplan-Meier 生存分析不同质量浓度组线虫的存

活率差异。

2. 5. 6 脂褐素含量测定 N2线虫分组同 2. 5. 3 项

下，给药处理 5 d后，挑至滴加M9 1滴的 2%琼脂片

上，再滴加叠氮化钠溶液 1滴，待虫体变直，盖上

盖玻片，于倒置荧光显微镜下观察不同组线虫体内

的脂褐素水平，固定曝光时间和强度，拍摄荧光图

片，拍摄条件为 Ex 385 nm、 Em 430 nm，使用

Image J软件统计图片中脂褐素自发荧光强度。

2. 5. 7 数据处理 计量资料数据以 （-x ± s） 表示，

组间比较采用 t检验或方差分析，生存分析采用对数

秩检验（log-rank test）。均采用SPSS 20. 0统计分析

软件进行数据的统计学处理，P<0. 05为差异有统

计学意义。

3 结果

3. 1 样品Mw测定及薄层色谱鉴别

建立葡萄糖标准曲线为 A=8. 526 8C–0. 045 6
（r=0. 996 9），葡萄糖质量浓度为0. 01~0. 07 mg·mL–1

有较好的线性关系。从甘草地上部分 4 kg中得到寡

糖样品 410 mg，苯酚-硫酸法测其总糖质量分数为

81. 23%。

采用高效凝胶渗透色谱法测定已知相对分子质

量的葡聚糖，记录色谱峰保留时间，结果见图 1。
建立葡聚糖标准曲线：Y=–3. 464 6X+41. 284（r=

0. 992 7），X为 lgMw，Y为洗脱时间。取Mw为289 000
的葡聚糖标准溶液重复进样 6次，按上述色谱条件

测定，葡聚糖标准溶液出峰时间的RSD为0. 040 6%，

说明该仪器精密度良好。取供试品溶液 6份，进样，

按上述色谱条件测定，溶液出峰时间的 RSD 为

0. 081 5%，说明该方法重复性良好。取供试品溶液

6份分别放置 0、1、2、4、8、10 h，进样，按上述

色谱条件测定，溶液出峰时间的 RSD 为 0. 112%，

说明样品稳定性良好。将样品配制成 1 mg·mL–1的

供试品溶液，通过高效凝胶渗透色谱法测定，结果

见图 2。样品的图谱不是对称的色谱峰，左侧可见

多个肩峰，说明样品中含有多种糖类组分，将样品

的洗脱时间最小肩峰值 30 min和峰值 33. 517 min分

别代入到回归方程，计算得到样品 Mw为 180~1800，
判断为寡糖类成分。

以D-葡萄糖和D-果糖为对照品，采用薄层色谱

法对样品进行分析，结果见图 3。图 3显示，样品中

不含葡萄糖和果糖。

3. 2 甘草地上部分寡糖体外抗氧化活性评价

甘草地上部分寡糖样品清除 DPPH 自由基能力

测定结果见图 4，不同质量浓度样品溶液对DPPH自

由基均有清除作用，并且在实验选取的质量浓度范

围内呈现明显的量效关系。样品的半数抑制浓度

（IC50）为 0. 220 2 mg·mL–1，抗氧化活性弱于阳性对

照维生素 C （0. 016 9 mg·mL–1）。表明甘草地上部

分寡糖样品具有一定的抗氧化活性。

注：由上至下分别表示Mw为289 000、110 000、60 600、12 600、4320。

图1 葡聚糖对照品的凝胶渗透色谱图

图2 甘草地上部分寡糖样品的凝胶渗透色谱图

··1892



中国现代中药 Mod Chin Med Nov. 2021 Vol. 23 No. 112021年 11月 第 23卷 第 11期

3. 3 甘草地上部分寡糖体内抗氧化应激及热应激活

性评价

各组线虫在 H2O2应激环境中培养的生存曲线见

图 5。与对照组比较，甘草地上部分寡糖 10、20、
40 μg·mL–1组线虫生存曲线均明显右移。在氧化应激

条件下，各质量浓度样品组线虫存活率明显提高，与

对照组比较，甘草地上部分寡糖10、20、40 μg·mL–1

组线虫存活率差异均有统计学意义 （P<0. 05，P<

0. 01）。甘草地上部分寡糖 20 μg·mL–1对线虫寿命

延长作用最强，抗氧化应激能力最强。

线虫在 37 ℃环境中培养的生存曲线见图 6。与

对照组比较，甘草地上部分寡糖10、20、40 μg·mL–1

组线虫生存曲线均明显右移。在热应激条件下各质

量浓度样品组线虫存活率均明显提高，且差异有统

计学意义（P<0. 01）。甘草地上部分寡糖20 μg·mL–1

组线虫寿命延长作用最强，抗热应激能力最强。

3. 4 甘草地上部分寡糖对延缓线虫衰老的影响

如图 7和表 1所示，甘草地上部分寡糖各质量浓

度组线虫生存曲线与对照组比较没有发生明显的偏

移。甘草地上部分寡糖 20、40 μg·mL–1组线虫平均

寿命均高于对照组，但差异无统计学意义。甘草地

上部分寡糖 20 μg·mL–1组线虫最长寿命高于对照

组，但差异无统计学意义。说明甘草地上部分寡糖

对线虫寿命没有显著的延长作用。

图3 D-葡萄糖、D-果糖、样品的薄层色谱图

图4 甘草地上部分寡糖样品与维生素C清除DPPH自由基

的作用

注：与对照组比较，*P<0. 05，**P<0. 01；图6、9同。

图5 氧化应激下甘草地上部分寡糖对线虫寿命的影响

图6 热应激下甘草地上部分寡糖对线虫寿命的影响

图7 甘草地上部分寡糖对线虫寿命的影响
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在荧光显微镜下可见线虫体内脂褐素自发蓝色

荧光。随着线虫寿命的增加，脂褐素含量逐渐增多。

给药5 d后，甘草地上部分寡糖10、20、40 μg·mL–1组

线虫体内脂褐素荧光强度均明显降低，较对照组分

别降低了 23. 8%、33. 8%、23. 4%，差异有统计学

意义 （P<0. 01）。甘草地上部分寡糖 20 μg·mL–1组

线虫体内脂褐素荧光强度最低，对线虫体内脂褐素

沉积减缓作用最强，见图8~9。
4 讨论

现代药理研究表明，甘草主要的抗氧化活性成

分为黄酮类，包括甘草总黄酮[22]、查耳酮[23]、甘草

苷[24]、异甘草素[25]等，同时甘草中三萜[26]和多糖[27-29]

等成分也有一定的抗氧化作用。甘草水提液对具有

细胞损伤作用的超氧阴离子自由基和羟基自由基均

有明显的清除作用，并能抑制羟基自由基诱发的膜

脂质反应，发挥一定的抗衰老作用[30]。甘草苷可以

改善D-半乳糖所致衰老大鼠的学习记忆能力，减缓

衰老引起的氧化损伤，提高脑内的抗氧化能力[31]。

甘草水提物对 D-半乳糖致衰老的大鼠具有肝保护、

抗氧化和抗衰老作用[32]。

中药多糖来源广泛，具有调节免疫力、抗氧化、

抗衰老、抗病毒、抗肿瘤、调血脂、降血糖等多种

生物活性，尤其在抗衰老方面有明显的优势，其抗

衰老作用机制一直是中药多糖生物活性研究中的热

点之一。当归多糖[33]、枸杞多糖[34]、肉苁蓉多糖[35]、

海带多糖[36]、黄芪多糖[37]、锁阳多糖[38]、黄精多

糖[39]、平贝母多糖[40]、女贞子多糖[41]、马齿苋多糖[42]

等中药多糖均可通过抗脂质过氧化和清除自由基，

调节端粒酶活性和机体的糖、脂质代谢，以及神经-

内分泌功能等多种途径来发挥抗衰老作用。壳寡糖

作为壳聚糖降解后的衍生物，能有效清除羟基自由

基和超氧阴离子自由基，具有较强的抗氧化活性[43]。

系列褐藻胶寡糖通过清除活性氧自由基，来发挥抗

氧化作用[44]。琼胶寡糖具有较强且广泛的抗氧化能

力，对 DPPH 自由基、羟基自由基、超氧阴离子自

由基均存在较强的清除作用[45]。

本研究通过提取甘草地上部分，得到的水提物

经过 AB-8 型大孔吸附树脂、 DEAE-52 纤维素、

Sephadex LH-20树脂等柱色谱进行富集纯化，得到

甘草地上部分寡糖，质量分数为 81. 23%，说明该方

法可以有效去除水提物中的蛋白质和色素，适宜于

甘草地上部分寡糖的纯化。经凝胶渗透色谱法检测，

样品Mw为 180~1800，且薄层色谱鉴别显示样品不含

葡萄糖和果糖，可判断样品为甘草地上部分寡糖类

成分。其单糖组成及分子结构信息尚待进一步研究。

样品对 DPPH 自由基有较好的清除作用，能显著延

长氧化应激、热应激下线虫寿命，减少线虫体内脂

表1 甘草地上部分寡糖对线虫寿命的影响（x̄ ±s, n=150）
组别

对照

甘草地上部分寡糖

质量浓度/μg·mL–1

10
20
40

平均寿命/d

11.802±0.220
11.460±0.212
12.089±0.237
12.010±0.228

最长寿命/d

26
26
30
26

注：A. 对照组；B. 甘草地上部分寡糖10 μg·mL–1组；C. 甘草地上部分寡糖20 μg·mL–1组；D. 甘草地上部分寡糖40 μg·mL–1组。

图8 给药5 d后各组线虫体内脂褐素荧光图（40×）
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褐素沉积，具有良好的抗氧化损伤及抗衰老活性。

说明甘草地上部分寡糖对秀丽隐杆线虫的氧化损伤

和衰老具有一定的保护作用，在抗衰老方面具有一

定的潜在药用价值，但其作用机制有待深入研究。

本研究为甘草地上部分寡糖在抗氧化、抗衰老方面

的进一步研究及相关食品、药品、保健食品等产品

的开发提供了一定的理论依据，为天然产物的体外

抗氧化、体内抗衰老活性评价的探究提供了一定的

方法指导。
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