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摘要:
 

【目的】解析艾草多糖的结构特征及抗氧化活性,促进艾草资源高值化利用及天然抗氧化功能因子开

发。 【方法】采用水提醇沉法提取艾草多糖,利用高效液相色谱和波谱分析艾草多糖组成和结构特征;通过

DPPH、超氧阴离子、羟基和 ABTS+自由基清除实验评价其体外抗氧化活性,并通过 H2O2 诱导的小鼠单核巨

噬细胞系 RAW264. 7 氧化损伤模型测定其氧化修复作用。 【结果】艾草多糖由葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖、甘
露糖、木糖和鼠李糖组成,物质的量比为 1. 00 ∶ 0. 26 ∶ 0. 23 ∶ 0. 19 ∶ 0. 15 ∶ 0. 13,重均分子质量和多分散系

数分别为 25
 

934
 

Da 和 1. 211;在 0. 31 ~ 5. 00
 

mg / mL 质量浓度范围内,艾草多糖对 DPPH、超氧阴离子、羟基

和 ABTS+自由基的清除能力呈质量浓度依赖性,其中 ABTS+自由基清除率最高达 99. 68%,与抗坏血酸(VC)
相当;艾草多糖对 RAW264. 7 细胞无明显毒性,且在 H2O2 诱导的氧化损伤模型中,使总超氧化物歧化酶

(T-SOD)、过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活力分别从 0. 17
 

U / mg
 

prot、1. 21
 

U / mg
 

prot、
4. 90

 

U / mg
 

prot 提升至 0. 33
 

U / mg
 

prot、1. 58
 

U / mg
 

prot、8. 88
 

U / mg
 

prot,丙二醛(MDA)水平从 15. 92
 

nmol /
mL 降低至 8. 89

 

nmol / mL,呈浓度依赖性。 【结论】所得艾草多糖具有显著体外及细胞内抗氧化活性,可通过

增强抗氧化酶活性、减轻脂质过氧化发挥修复作用,具备开发为天然抗氧化剂的潜力。
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0　 前言

艾草(Artemisia
 

argyi) 为菊科蒿属多年生草本

植物,在我国华东、华中、华南、西南、东北等地均有

规模化栽培及野生分布,资源非常丰富
 [1-2] 。 艾草

性辛、苦、温,传统医学将其用于温经止血、散寒止

痛、调经安胎及祛湿止痒
 [3] 。 现代药理研究

 [4] 表

明,艾草富含挥发油、多糖、黄酮、鞣质、甾醇、有机

酸、微量元素等活性成分,在抗菌、抗病毒、抗肿瘤、

调节免疫、抗过敏、镇静及护肝利胆等方面表现出多

重药理活性。 其中,多糖作为艾草的重要活性成分

之一,因具有良好的生物活性和较低的毒性,近年来

受到广泛关注。
艾草多糖通常是由艾草经水提醇沉后获得的主

要大分子组分,主要由葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖、甘
露糖、鼠李糖等单糖通过 α-或 β-糖苷键连接而

成[5] 。 作为一类易溶于水而难溶于乙醇的极性生

物大分子,艾草多糖表现出抗氧化、抗菌、抗肿瘤、调
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节免疫等多重生物活性,还可通过增强肠道屏障功

能和抑制炎症信号通路等途径缓解炎症反应[6-10] 。
目前,已有超过 300 种来源于中草药的多糖被证实

具有抗肿瘤、抑菌、抗辐射、降血脂、抗寄生虫等广泛

药理活性
 [11] 。 抗氧化活性是植物多糖重要的生物

学功能,因此植物多糖也被认为是天然抗氧化剂的

重要来源[12] 。 艾草多糖所表现出的多种生物活性

与其组成、结构及理化性质密切相关,因此,对其结

构特征及抗氧化活性进行研究具有重要意义。
多糖的提取方法对其结构组成、理化性质及生

物活性具有重要影响。 目前,艾草及其他植物多糖

常用的提取方法主要包括水提醇沉法、酸 / 碱辅助

法、酶辅助法、超声及微波辅助法等
 [13] 。 其中,水提

醇沉法因操作简便且对多糖结构破坏较小,成为获

取高活性多糖较为常用的方法。 同时,多糖在水溶

液中的表观黏度与其表面暴露的羟基、羧基、醛基等

极性基团密切相关,这些官能团也可能参与其抗氧

化、调节免疫等关键生物过程
 [14] 。 目前,对艾草多

糖的研究主要集中于提取纯化、 结构特征等方

面
 [15] ,也有少量研究报道了其体外抗氧化活性

 [16] ,
而进一步对艾草多糖在细胞氧化损伤修复中的研究

却鲜有报道。 基于此,本研究拟采用水提醇沉法提

取艾草多糖,并对其结构特征和抗氧化活性进行评

价,同时考查其对细胞氧化损伤的修复作用,以期为

艾草及艾草多糖在功能食品及医药领域的精准开发

与标准化应用提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

艾草,为风干一年的干艾草,焦作市昊仕达农业

有限公司;2,2′-联氮-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺
酸)(ABTS),江苏博思特化工科技有限公司;1,1-

二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH),上海跃腾生物技术

有限公司;H2O2,上海麦克林生化科技股份有限公

司;水杨酸,科密欧化学试剂有限公司;抗坏血酸

(VC),武汉绿景丰华生物科技有限公司;单糖标准

品,Sigma 试剂公司;DMEM
 

培养基,上海泽叶生物

科技有限公司;胎牛血清,百克赛斯生物科技(镇

江)有限公司;邻苯三酚、青霉素-链霉素、磷酸盐缓

冲(PBS)溶液、脂多糖,索莱宝科技有限公司;小鼠

单核巨噬细胞系 RAW264. 7,武汉普诺赛生命科技

有限公司;CCK-8 试剂盒,北京盒子生工科技有限

公司;总超氧化物歧化酶( T-SOD)、丙二醛( MDA)、
过氧化氢酶( CAT) 和谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-
Px)检测试剂盒,上海碧云天生物技术股份有限公

司。 以上常用化学试剂均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

AM 型磁力搅拌器,天津奥特塞恩斯仪器有限

公司;Forma
 

900 型超低温冰箱、UltiMate3000 型高

效液相色谱仪、Reacti-thermo 型氮气吹扫仪,美国
 

Thermo
 

公司;SCIENTZ-10 N 型冷冻干燥机,宁波新

芝冻干设备股份有限公司;TensorⅡ型傅里叶变换

红外光谱(FTIR)仪、AVANCE
 

NEO
 

500
 

MHz 型核磁

共振波谱仪,德国布鲁克公司; CellXpert
 

C170 型

CO2
 培养箱,德国 Eppendorf 公司;XFH - 50CA 型高

压蒸汽灭菌锅,浙江新丰医疗器械有限公司;SOP-
TOP

 

XD30 型倒置生物显微镜,北京顺显恒业科技

有限公司;SW-CY-2F 型超净工作台,苏净安泰空

气技术有限公司。

1. 3　 艾草多糖提取

水提醇沉法提取艾叶多糖时,影响多糖提取率

的因素依次为乙醇体积分数>提取温度>提取时间>
料液比

 [17] 。 据此,本研究以楚三慧等
 [18] 的研究方

案为基础,将乙醇体积分数由 70%提高至 80%,提取

温度由 80
 

℃降至 65
 

℃,提取时间由 3
 

h 延长至 5
 

h,
料液比(g / mL)由 1 ∶ 15 降至 1 ∶ 20,以进一步提高

艾草多糖提取率。
具体步骤:将艾草于 65

 

℃ 烘箱中烘干至恒重,
粉碎并研磨成粉末。 按料液比 1 ∶ 20 加入蒸馏水,
于 65

 

℃ 条件下浸提 5
 

h, 以 10
 

000
 

r / min 离心

10
 

min,收集上清液。 将上清液经 65
 

℃ 减压浓缩

后,以 10
 

000
 

r / min 离心 10
 

min,再次收集上清液。
向上清液中加入 4 倍体积的无水乙醇,于 4

 

℃ 静置

12
 

h 进行醇沉,收集沉淀,并用蒸馏水复溶。 复溶

液以 10
 

000
 

r / min 离心 10
 

min,收集上清液。 采用

Sevag 法脱除蛋白质,将氯仿与正丁醇按体积比 3 ∶
1 混合配制 Sevag 溶液,将上清液与 Sevag 溶液按体

积比 1 ∶ 3 混合,剧烈振荡 30
 

min 后静置 2
 

h,去除
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蛋白层,重复操作至无明显蛋白层。 所得上清液经

冷冻干燥后,即为艾草多糖。

1. 4　 艾草多糖中总糖及蛋白质含量测定

采用苯酚-硫酸法测定艾草多糖中的总糖含

量。 配制质量浓度为 0. 1
 

mg / mL 的葡萄糖标准溶

液,分别取 0
 

mL、0. 2
 

mL、0. 4
 

mL、0. 6
 

mL、0. 8
 

mL、
1. 0

 

mL 于具塞试管中,用蒸馏水补足至 1
 

mL;依次

加入 1
 

mL
 

5% (质量分数) 苯酚溶液和 3
 

mL 浓

H2SO4,混匀后静置 10
 

min,于沸水浴中反应 15
 

min,
冷却至室温,于 490

 

nm 处测定吸光度。 以葡萄糖质

量浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线。
待测样品按照相同方法进行显色测定,根据标准曲

线方程计算艾草多糖中的总糖含量。
采用考马斯亮蓝法

 [19] 测定艾草多糖中的蛋白

质含量。 考马斯亮蓝溶液配制方法如下: 称取

10
 

mg 考马斯亮蓝 G-250,溶于 5
 

mL
 

95% (体积分

数)乙醇,加入 10
 

mL
 

85%(质量分数)磷酸,用蒸馏

水定容至 100
 

mL。 另配制 0. 15
 

mol / L
 

NaCl 溶液。
分别取 0

 

μL、20
 

μL、40
 

μL、60
 

μL、80
 

μL、100
 

μL 牛

血清蛋白标准溶液( 1
 

mg / mL) 于具塞试管中,用

0. 15
 

mol / L
 

NaCl 溶液补足至 100
 

μL;加入 5
 

mL 考

马斯亮蓝溶液,摇匀并放置 5
 

min,于 595
 

nm 处测定

吸光度。 以牛血清蛋白质量浓度为横坐标、吸光度

为纵坐标绘制标准曲线。 待测样品按照相同方法进

行显色测定,根据标准曲线方程计算艾草多糖中的

蛋白质含量。

1. 5　 艾草多糖中单糖组成检测

将 1
 

mg 艾草多糖冻干粉末与 2
 

mL 三氟乙酸

(2
 

mol / L)溶液混匀,于 121
 

℃下加热 2
 

h。 经 N2 吹

干后加入甲醇洗涤,重复该操作 2 ~ 3 次,去除残留

的三氟乙酸。 随后,加入无菌水溶解并转入色谱瓶

中进行测定。
采用离子色谱系统(配备电化学检测器) 进行

单糖组成检测。 色谱柱为 DionexTMCarboPacTMPA20
(150

 

mm×3. 0
 

mm×10
 

μm);进样量 5
 

μL;流动相 A
为 H2O,流动相 B 为 0. 1

 

mol / L
 

NaOH,流动相 C 为

0. 1
 

mol / L
 

NaOH
 

+
 

0. 2
 

mol / L
 

NaAc;流速 0. 5
 

mL /
min;柱温 30

 

℃ 。 梯度洗脱程序:0
 

min
 

时,A 相 / B
相 / C 相(体积比 95 ∶ 5 ∶ 0);26. 0

 

min 时,A 相 / B

相 / C 相(体积比 85 ∶ 5 ∶ 10);42. 1
 

min 时,A 相 / B
相 / C 相(体积比 60 ∶ 0 ∶ 40);52. 0

 

min 时,A 相 / B
相 / C 相(体积比 60 ∶ 40 ∶ 0);52. 1

 

min
 

时,A 相 / B
相 / C 相(体积比 95 ∶ 5 ∶ 0)。

1. 6　 艾草多糖结构表征

1. 6. 1　 相对分子质量检测　 将 1
 

mg 艾草多糖冻干

粉末溶于 0. 1
 

mol / L
 

NaNO3 水溶液(含质量分数为

0. 02%的 NaN3,下同)中,经 0. 45
 

μm 微孔膜过滤后

备用。 色谱条件如下:采用凝胶排阻色谱柱 Ohpak
 

SB-805
 

HQ(300
 

mm×8
 

mm)和 Ohpak
 

SB-803
 

HQ
(300

 

mm×8
 

mm)串联进行测定;柱温 45
 

℃ ;进样量

100
 

μL;流动相为 0. 1
 

mol / L
 

NaNO3;流速 0. 6
 

mL /
min;采用等度洗脱;运行时间 75

 

min。
1. 6. 2　 FTIR 检测　 取 100

 

mg
 

KBr 和 1
 

mg 艾草多

糖冻干粉末,置于玛瑙研钵中研磨至均匀细粉(约

1 ~ 2
 

min)。 将研磨好的粉末转移至压片模具中,加
压制成厚度约 1

 

mm 的透明薄片。 使用 FTIR 仪在

500 ~ 4000
 

cm-1 波数范围内扫描样品,分辨率为

4
 

cm-1,扫描次数 32 次。
1. 6. 3　 核磁共振波谱检测　 将 20

 

mg 艾草多糖冻

干粉末溶于 0. 6
 

mL
 

D2O(含 0. 05
 

%
 

TSP-d4 ),转入

5
 

mm 核磁管后置于核磁共振波谱仪,分析其1H
 

NMR 和13C
 

NMR。1H
 

NMR 测定参数为谱宽 10
 

kHz、
数据点 32

 

K、弛豫延迟 5
 

s、90°脉冲 8. 5
 

μs,累加扫

描 128 次,并施加 excitation-sculpting 水峰抑制;13C
 

NMR 测定参数为谱宽 25
 

kHz、数据点 64
 

K、弛豫延

迟 2
 

s、30°脉冲 6. 2
 

μs,在 Waltz-16 去耦及 DEPT-Q
增强下累计扫描 1024 次。 化学位移均以 TSP-d4

的1H / 13C 信号定标。
1. 7　 艾草多糖体外抗氧化活性检测

1. 7. 1　 DPPH 自由基清除率测定　 分别取 1
 

mL 不

同质量浓度(0. 31
 

g / L、0. 62
 

g / L、1. 25
 

g / L、2. 50
 

g /
L、5. 00

 

g / L)的艾草多糖溶液与 1
 

mL
 

DPPH 溶液

( 0. 1
 

mmol / L ) 混 匀, 于 室 温 避 光 条 件 下 反 应

30
 

min,检测 517
 

nm 处吸光度。 以 VC 作为阳性对

照,对照组以无水乙醇代替 DPPH,空白组以蒸馏水

代替艾草多糖溶液。 DPPH 自由基清除率计算公式

如下:

DPPH 自由基清除率 =
A0 - A + A1

A0

× 100%
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式中,A 为样品组吸光度,A0 为空白组吸光度,A1 为

对照组吸光度。
1. 7. 2　 超氧阴离子自由基清除率测定　 取 0. 8

 

mL
不同质量浓度 ( 0. 31

 

g / L、 0. 62
 

g / L、 1. 25
 

g / L、
2. 50

 

g / L、5. 00
 

g / L)的艾草多糖溶液与 5
 

mL
 

Tris-
HCl( pH = 8. 2) 溶液混匀, 于 25

 

℃ 条件下反应

10
 

min。 随后加入 0. 2
 

mL 邻苯三酚溶液(7. 5
 

mmo1 /
L),混匀后于 25

 

℃条件下反应 20
 

min,再加入 1
 

mL
浓 HCl 终止反应,于 320

 

nm 波长处测定吸光度。 以

VC 作为阳性对照,对照组以蒸馏水代替邻苯三酚

溶液,空白组以蒸馏水代替艾草多糖溶液。 超氧阴

离子自由基清除率计算公式如下:

超氧阴离子自由基清除率 =
A3 - A2 + A4

A3

× 100%

式中,A2 为样品组吸光度,A3 为空白组吸光度,A4

为对照组吸光度。
1. 7. 3　 羟基自由基清除率测定　 将 2

 

mL
 

FeSO4 溶

液(6
 

mmol / L)与
 

2
 

mL
 

H2O2(6
 

mmol / L)混匀后,于
37

 

℃条件下静置 10
 

min,加入 2
 

mL 不同质量浓度

(0. 31
 

g / L、0. 62
 

g / L、1. 25
 

g / L、2. 50
 

g / L、5. 00
 

g / L)
的艾草多糖溶液和 2

 

mL 水杨酸溶液(6
 

mmol / L),混
匀后于 37

 

℃ 条件下静置 30
 

min,于 510
 

nm 波长处

测定吸光度。 以 VC 作为阳性对照,对照组以蒸馏

水代替 H2O2,空白组以蒸馏水代替艾草多糖溶液。
羟基自由基清除率计算公式如下:

羟基自由基清除率 =
A6 - A5 + A7

A6

× 100%

式中,A5 为样品组吸光度,A6 为空白组吸光度,A7

为对照组吸光度。
1. 7. 4　 ABTS+自由基清除率测定 　 将 ABTS+ 自由

基溶液(7. 4
 

mmol / L)与 K2S2O8 溶液(2. 6
 

mmol / L)
等体积混合后,于室温下避光放置 12

 

h。 用 PBS 溶

液将其稀释 20 ~ 30 倍,使其在 734
 

nm 处的吸光度

为 0. 7± 0. 02, 即 得 ABTS+ 工 作 液。 取 0. 8
 

mL
 

ABTS+工作液与 0. 2
 

mL 不同质量浓度(0. 31
 

g / L、
0. 62

 

g / L、1. 25
 

g / L、2. 50
 

g / L、5. 00
 

g / L) 的艾草多

糖溶液混合振荡 10
 

s 后,静置 6
 

min,于 734
 

nm 波长

处测定吸光度。 以 VC 作为阳性对照,对照组以蒸

馏水代替艾草多糖溶液,空白组以 95%乙醇代替艾

草多糖溶液。 ABTS+自由基清除率计算公式如下:

ABTS + 自由基清除率 =
A9 - A8 + A10

A9

× 100%

式中,A8 为样品组吸光度,A9 为空白组吸光度,A10

为对照组吸光度。

1. 8　 细胞氧化损伤实验

1. 8. 1　 细胞培养　 1)细胞复苏。 从液氮罐中取出

待复苏的 RAW264. 7 细胞,放入 37
 

℃ 温水中快速

融化。 将 RAW264. 7 细胞悬液转移至含 2
 

mL 完全

培养液(DMEM 培养基,含体积分数分别为 12%的

胎牛血清和 1%的青霉素-链霉素)的 15
 

mL 离心管

中,以 1000
 

r / min 离心 10
 

min,弃去上清液,加入适

量新鲜培养液重悬细胞沉淀,转移至培养皿,置于

37
 

℃ 、5%(体积分数,下同)CO2 培养箱中培养。
2)细胞传代。 使用倒置生物显微镜观察复苏

RAW264. 7 细胞,待其覆盖培养皿底部达 80%时,弃
去原培养液,用 PBS 溶液清洗细胞。 加入新鲜培养

液并吹打制成细胞悬液,按照细胞悬液与新鲜培养

液体积比 1 ∶ 3 进行传代。 将传代完成的细胞继续

置于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养。
1. 8. 2 　 细 胞 毒 性 检 测 　 将 对 数 生 长 期 的

RAW264. 7 细胞,以 1×105 个 / mL 的密度接种于 96

孔板,每孔 100
 

μL,于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养

24
 

h 至细胞状态稳定。 弃去培养基,用 PBS 溶液清

洗 1 次,加入采用无血清原培养液配制的不同质量

浓 度 ( 0. 31
 

g / L、 0. 62
 

g / L、 1. 25
 

g / L、 2. 50
 

g / L、
5. 00

 

g / L)的艾草多糖溶液,继续培养 24
 

h。 弃去艾

草多糖溶液,用 PBS 溶液清洗 1 次,每孔加入 100
 

μL
无血清原培养液和 10

 

μL
 

CCK-8 溶液,于 37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中继续培养 4
 

h,于 450
 

nm 处测定各孔

吸光度。 细胞存活率计算公式如下:

细胞存活率 =
Aa - Ac

Ab - Ac

× 100%

式中,Aa 为实验孔吸光度(含细胞、培养基、CCK-8、

艾草多糖),Ab 为对照孔吸光度(含细胞、培养基、

CCK- 8,不含艾草多糖),Ac 为空白孔吸光度(含

CCK-8、培养基,不含细胞和艾草多糖)。
1. 8. 3　 H2O2 诱导 RAW264. 7 细胞氧化损伤模型构

建　 将处于对数生长期的 RAW264. 7 细胞,以 1×
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105 个 / mL 的密度接种于 96 孔板,每孔 100
 

μL,于

37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养 24
 

h 至细胞状态稳

定。 分别加入终浓度为 0
 

mol / L、 100
 

μmol / L、
200

 

μmol / L、300
 

μmol / L、400
 

μmol / L、500
 

μmol / L
的 H2O2,继续孵育 4

 

h。 使用 CCK-8 试剂盒检测细

胞存活率,并选择细胞存活率接近 50% 时对应的

H2O2 浓度作为最佳作用浓度。
1. 8. 4　 RAW264. 7 细胞氧化损伤相关指标检测 　
取对数生长期的 RAW264. 7 细胞,以 1. 5 × 106 个 /
mL 的密度接种于 6 孔板,每孔 1

 

mL,于 37
 

℃ 、5%
CO2 培养箱中培养 24

 

h 至细胞状态稳定。 弃去上

清液,每孔加入 1
 

mL 最佳作用浓度的 H2O2 溶液,
于 37

 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中孵育 4
 

h。 弃去上清液,
用 PBS 溶液清洗 1 次,加入不同质量浓度(0. 31

 

g /
L、0. 62

 

g / L、1. 25
 

g / L、2. 50
 

g / L、5. 00
 

g / L)的艾草

多糖溶液继续培养 24
 

h。 弃去培养基,加入 150
 

μL
细胞裂解液进行裂解,再将裂解液以 10

 

000
 

r / min
离心 10

 

min,收集上清液。 按照 T-SOD、MDA、CAT、
GSH-Px 试剂盒说明检测各指标。

1. 9　 统计分析

所有实验均重复 3 次,结果以(平均值±标准

差)表示。 采用 GraphPad
 

Prism(9. 0)软件对数据进

行单因素方差分析( One-way
 

ANOVA),使用 Origin
 

2024 软件制图。 ∗(P<0. 05)代表有统计学意义,
∗∗(P<0. 01)代表差异显著,∗∗∗(P<0. 001)代表

差异极显著。

2　 结果与分析

2. 1　 艾草多糖的总糖及蛋白质含量分析

经测定,艾草粗多糖中总糖含量为 ( 70. 11 ±
0. 58)%,蛋白质含量为 ( 2. 89 ± 0. 49%)。 与周睿

等
 [20]通过水提醇沉法提取的绿茶末多糖(总糖含量

(44. 73± 0. 51)%,蛋白质含量(2. 92 ± 0. 07)%) 相

比,本研究所得艾草粗多糖的总糖含量较高,蛋白质

含量相近;与李欣琪等
 [21]采用超声辅助法提取的藏

天麻多糖(总糖含量(72. 45±0. 61)%、蛋白质含量

(4. 60±0. 56)%)相比,本研究所得艾草粗多糖总糖

含量略低,但蛋白质含量较低。 而胡木等
 [22] 采用水

提醇沉法提取山药粗多糖,并利用 DEAE-52 纤维

素柱层析及透析方法进行纯化,所得山药多糖中总

糖含量达 91. 57%,且未检出蛋白质,这表明艾草粗

多糖可通过进一步分离纯化提高其多糖纯度。

2. 2　 艾草多糖的单糖组成分析

单糖种类及组成比例是影响多糖理化特性和生

物活性的重要因素
 [23] 。 本研究所得艾草多糖由葡

萄糖、半乳糖、阿拉伯糖、甘露糖、木糖和鼠李糖组成,
物质的量比为 1. 00 ∶ 0. 26 ∶ 0. 23 ∶ 0. 19 ∶ 0. 15 ∶
0. 13。 E. J. Ning 等

 [24] 使用乙醇对艾草进行脱脂处

理后,通过水提醇沉法得到的艾草多糖由葡萄糖、半
乳糖、阿拉伯糖、甘露糖、木糖和鼠李糖组成,物质的

量比为 1. 00 ∶ 0. 18 ∶ 0. 43 ∶ 0. 29 ∶ 0. 21 ∶ 0. 49,其单

糖种类与本研究结果基本一致,但各单糖相对比例存

在一定差异。 Y. Ruan 等
 [16]采用酸催化水提法得到 2

种艾草多糖组分,其单糖组成包含岩藻糖、阿拉伯糖、
鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳糖醛酸、
葡糖醛酸和甘露糖醛酸,物质的量比分别为 0. 5 ∶
1. 3 ∶ 25. 1 ∶ 24. 7 ∶ 0. 2 ∶ 5. 2 ∶ 0. 8 ∶ 40. 4 ∶ 0. 2 ∶
1. 6 与 3. 8 ∶ 1. 6 ∶ 16. 7 ∶ 13. 5 ∶ 5. 3 ∶ 12. 8 ∶ 1. 6 ∶
38. 7 ∶ 4. 4 ∶ 1. 6。 P. Zhang 等

 [10]报道的艾草多糖由

甘露糖、核糖、鼠李糖、葡糖醛酸、半乳糖醛酸、葡萄

糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖和岩藻糖组成,物质的量

比为 1. 00 ∶ 0. 07 ∶ 0. 32 ∶ 0. 06 ∶ 0. 10 ∶ 1. 00 ∶ 0. 71
∶ 0. 38 ∶ 0. 60 ∶ 0. 15。 对比可见,E. J. Ning 等

 [24] 与

本研究所得艾草多糖均以中性单糖为主,而 Y. Ruan
等

 [16]和 P. Zhang 等
 [10] 所报道的艾草多糖中还检测

到糖醛酸、岩藻糖等组分,表明艾草多糖的单糖组成

受原料产地、提取方法等因素影响。

2. 3　 艾草多糖的结构分析

2. 3. 1　 相对分子质量　 本研究所得艾草多糖的重

均分子质量(Mw)为 25
 

934
 

Da,数均分子质量(Mn )

为 21
 

422
 

Da。 该重均分子质量高于 P. Zhang 等
 [14]

报道的 16
 

000
 

Da, 但低于 Y. Ruan 等
 [16] 报道的

42
 

170
 

Da 和 175
 

220
 

Da,这可能是提取工艺和艾草

来源不同所致。 此外,J. Yu 等
 [25] 的研究亦表明,提

取方式对多糖相对分子质量有显著影响。 值得注意

的是,多糖相对分子质量过大或过小都有可能影响

其生物活性,相对分子质量过大可能阻碍其进入细

胞,而相对分子质量过小则使其难以形成有效的活
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性结构
 [26-27] 。 本研究所得艾草多糖的多分散指数

(Mw / Mn) 为 1. 211,表明其相对分子质量分布较

集中。

图 2　 艾草多糖的1H
 

NMR 和13C
 

NMR 谱图

Fig. 2　 1H
 

NMR
 

and
 13C

 

NMR
 

spectra
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides

2. 3. 2　 红外光谱　 艾草多糖的 FTIR 谱图如图 1 所

示。 由图 1 可知,3310
 

cm-1 和 2930
 

cm-1 处的强吸

收峰,可能是由—OH 伸缩振动和 C—H 伸缩振动引

起
 [28] ,二者为多糖的典型特征峰。 1610

 

cm-1 处的

吸收峰为醛基峰, 可能由 C 　
  

O 拉伸引起
 [29] 。

1409
 

cm-1 处的吸收峰可能与 C—H 弯曲振动有关,
1042

 

cm-1 处的吸收峰可归属于 C—O—C 糖苷键的

伸缩振动
 [30] 。 929

 

cm-1 处的吸收峰可能是 β-型糖

苷键特征吸收峰
 [31] 。 599

 

cm-1 处的吸收峰与环状

结构中 C—C 或 C—H 键的变形振动相关
 [32] 。 上述

　 　 　

图 1　 艾草多糖的 FTIR 谱图
Fig. 1　 Fourier-transform

 

infrared
 

(FTIR)
 

spectra
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides

结果表明,本研究所得艾草多糖具有典型的多糖红

外光谱特征。
2. 3. 3　 核磁共振波谱　 艾草多糖的1H

 

NMR 和13C
 

NMR 谱图如图 2 所示。 由图 2a)可知,δ
 

为 4. 79 处

有一个显著吸收峰,这是 D2O 产生的化学位移。 δ
为 3. 39 ~ 4. 21 范围内的化学位移对应多糖环糖基

碳(C2—C6)上的质子
 [33] ,由于存在许多糖残基,该

区域信号重叠严重。 δ
 

为 4. 04 处的信号峰可能由

葡萄糖中 H-4 振动引起,δ 为 3. 78 ~ 3. 82 处的信号

峰可能由甘露糖中 H-6 振动引起
 [34] 。 δ

 

为 3. 61 处

的信号峰可能归因于葡萄糖中羰基氢( H-4),在 δ
 

为 0. 82 ~ 1. 48 范围内质子峰对应乙氧基的甲基峰。
由图 2b)可知,碳原子对应的信号主要集中在 δ 为

 

60. 00 ~ 120. 00 的区域,δ 为 101. 40 ~ 103. 13 处的化

学位移表明存在 β-糖苷键
 [35] ,某些碳原子的化学

位移可能因官能团的取代而变化。 C2—C6 的化学

位移分布在 δ 为 57. 00 ~ 87. 00 之间,而特定化学位

移 δ 为 57. 35,可能代表—CH2 共振
 [33] ,δ 为 75. 65

处的化学位移则表明 β-D-葡萄糖的存在
 [33] 。 这与

红外光谱和单糖组成分析所反映的多糖结构特征相

对应。

2. 4　 艾草多糖的抗氧化活性分析

2. 4. 1　 体外抗氧化活性　 过量的自由基会加速人

体衰老并诱发各种疾病,而抗氧化剂可有效清除自

由基,减轻氧化损伤
 [13] 。 艾草多糖对 DPPH、超氧

阴离子、羟基和 ABTS+自由基的清除率如图 3 所示。
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图 3　 艾草多糖质量浓度对 DPPH、超氧阴离子、羟基和 ABTS+自由基清除率的影响
Fig. 3　 Effects

 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides
 

mass
 

concentration
 

on
 

the
 

scavenging
 

rates
 

of
 

DPPH,
 

superoxide
 

anion,
 

hydroxyl,
 

and
 

ABTS+
 

radicals

由图 3a)可知,在 0. 31 ~ 1. 25
 

mg / mL 范围内,艾草

多糖对 DPPH 自由基清除率与其质量浓度呈正相

关。 Y. Ruan 等
 [16] 从艾草粗多糖中分离纯化出 2 种

多糖,均对 DPPH 自由基表现出一定的清除能力,且
呈现浓度依赖性。 L. Chen 等[10] 所得艾草多糖同样

表现出对 DPPH 自由基的清除能力,本研究结果与其

具有一致性。 由图 3b)可知,艾草多糖对超氧阴离子

自由基具有一定清除能力,且总体随质量浓度增加而

增强。 当质量浓度由 0. 31
 

mg / mL 增加至 5. 00
 

mg /
mL 时,超氧阴离子自由基清除率由(32. 63

 

±
 

2. 39)%
提高至(51. 99

 

±
 

1. 83)%。 由图 3c)可知,艾草多糖

对羟基自由基的清除能力随质量浓度增加而增强。

当质量浓度由 0. 31
 

mg / mL 增加至 5. 00
 

mg / mL 时,
羟基自由基的清除率由(38. 80

 

±
 

2. 54)%提高至

(82. 40
 

±
 

1. 30)%。 由图 3d) 可知, 艾草多糖对

ABTS+自由基表现出较强的清除能力。 当质量浓度

为 0. 31
 

mg / mL 时,其清除率即达(99. 68±0. 23)%,
与同质量浓度下 VC 的清除率((99. 98 ± 0. 08)%)
基本持平,且接近完全清除。 J. Yu 等

 [25] 报道,超声

提取的艾草多糖在 3. 00
 

mg / mL 时对 ABTS+自由基

清除率亦接近 100%。 综上,艾草多糖对 4 种自由基

均具有一定的清除能力,表明艾草多糖具有较好的

体外抗氧化活性。
2. 4. 2　 细胞毒性分析　 艾草多糖对 RAW264. 7 细胞
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存活率的影响如图 4 所示。 由图 4 可知,在 0. 31 ~
5. 00

 

mg / mL 质量浓度范围内,各处理组的细胞存活

率均高于对照组(100%),且当质量浓度为 5. 00
 

mg /
mL 时,达到(139. 90±21. 30)%,表明艾草多糖在该

质量浓度范围内未表现出明显的细胞毒性,且可能

对 RAW264. 7 细胞活力具有一定的促进作用。 这

可能是因为艾草多糖作为一种活性大分子,可以促

进 RAW264. 7 细胞中与生长或分裂增殖相关的酶

或基因表达,进而促进其增殖[36] 。
2. 4. 3　 H2O2 诱导细胞氧化损伤适宜条件确定　 为

在优化水平上进一步探究艾草多糖的抗氧化活性,
本研究建立了 RAW264. 7 细胞中 H2O2 诱导的氧化

损伤模型。 H2O2 浓度对 RAW264. 7 细胞存活率的

影响如图 5 所示。 由图 5 可知,当 H2O2 的浓度从

100
 

μmol / L 升高至 500
 

μmol / L 时,RAW264. 7 细胞

的存活率呈逐渐下降趋势,且存在浓度-效应关系;
当 H2O2 浓度增至 400

 

μmol / L 时,细胞存活率降低

至(51. 16
 

±
 

3. 30)%。 根据相关研究,当细胞存活

率约为 50%时,相应的 H2O2 浓度与处理时间被视

为引发氧化损伤的最佳条件[37] 。 因此,本研究选择

400
 

μmol / L
 

H2O2 处理 RAW264. 7 细胞 4
 

h 作为后

续实验条件。
2. 4. 4　 氧化损伤修复作用分析　 艾草多糖对 H2O2

诱导 RAW264. 7 细胞氧化损伤相关指标的影响如

图 6 所示。 由图 6a)—c)可知,与空白对照组相比,
H2O2 组细胞中 T-SOD、CAT 和 GSH-Px 活力分别降

低了 76. 45%、61. 37%和 52. 38%,表明 H2O2 处理

明显削弱了细胞内抗氧化防御能力。 T-SOD、CAT
和 GSH-Px 是细胞抗氧化防御系统中的重要酶,可
参与活性氧( Reactive

 

Oxygen
 

Species,ROS)的清除

并维持细胞氧化还原稳态[36-37] 。 经不同质量浓度

艾草多糖处理后,RAW264. 7 细胞中 T-SOD、CAT 和

GSH-Px 活力总体呈升高趋势。 在 0. 31 ~ 5. 00
 

mg /
mL 范围内,T-SOD 活力从(0. 17 ± 0. 03)

 

U / mg
 

prot
提升到(0. 33±0. 02)

 

U / mg
 

prot,CAT 活力从(1. 21±
0. 07)

 

U / mg
 

prot 提升到(1. 58 ± 0. 02)
 

U / mg
 

prot,
GSH-Px 活力从 ( 4. 90 ± 0. 55)

 

U / mg
 

prot 提升至

(8. 88±0. 42)
 

U / mg
 

prot,均呈一定的浓度依赖性。
MDA 是脂质过氧化的重要终产物,其水平可以反映

细胞膜脂质过氧化损伤程度
 [40] 。 H2O2 组的 MDA

水平较空白对照组显著提高了 2. 06 倍(图 6d))。
经不 同 质 量 浓 度 艾 草 多 糖 处 理 后, 在 0. 31 ~
5. 00

 

mg / mL 范 围 内, MDA 水 平 由 ( 15. 92 ±
0. 58)

 

nmol / mL 降低至(8. 89±0. 71)
 

nmol / mL。 庞

心悦
 [41]研究发现,祁白芷粗多糖可以有效提高氧化

损伤 RAW264. 7 细胞中 T-SOD、CAT 和 GSH-Px 活

力,并在一定质量浓度范围内具有剂量依赖性。 H.
J. Zhou 等

 [42] 研究发现,铁平菇多糖可以提高 T-
SOD、CAT 和 GSH-Px 活力,同时可以降低氧化损伤

　 　 　

图 4　 艾草多糖质量浓度对 RAW264. 7 细胞存活率的影响
Fig. 4　 Effects

 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides
 

mass
concentration

 

on
 

the
 

viability
 

of
 

RAW264. 7
 

cells

图 5　 H2O2 浓度对 RAW264. 7 细胞存活率的影响

Fig. 5　 Effects
 

of
 

H2O2
 concentration

 

on
 

the
 

viability
 

of
 

RAW264. 7
 

cells
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图 6　 艾草多糖对 H2O2 诱导 RAW264. 7 细胞氧化损伤相关指标的影响

Fig. 6　 Effects
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides
 

on
 

indicators
 

related
 

to
 

oxidative
 

damage
 

in
 

H2O2-stimulated
 

RAW264. 7
 

cells

RAW264. 7 细胞中 MDA 水平。 本文研究结果与上

述结论较一致。

3　 结论

本研究采用水提醇沉法提取艾草多糖,并对其

组成、结构特征、体外抗氧化活性及对 H2O2 诱导

RAW264. 7 细胞氧化损伤的修复作用进行了研究。
结果表明,所得艾草粗多糖相对分子质量分布较为

集中,总糖含量为(70. 11
 

±
 

0. 58)%,主要由葡萄

糖、半乳糖、阿拉伯糖、甘露糖、木糖和鼠李糖组成;
其重均分子质量为 25

 

934
 

Da,数均分子质量为

21
 

422
 

Da,多分散指数为 1. 211。 艾草多糖对 DP-
PH、超氧阴离子、羟基和 ABTS+ 自由基均具有不同

程度的清除能力,其中对 ABTS+自由基表现出较强

的清除作用。 在 0. 31 ~ 5. 00
 

mg / mL 范围内,艾草多

糖对 RAW264. 7 细胞未表现出明显的细胞毒性。
通过 400

 

μmol / L
 

H2O2 处理 RAW264. 7 细胞 4
 

h,建
立了 H2O2 诱导的氧化损伤模型。 艾草多糖处理可

提高 H2O2 诱导氧化损伤 RAW264. 7 细胞中 T-
SOD、CAT 和 GSH-Px 活力,并降低 MDA 水平,具有

一定的细胞氧化损伤修复作用。 综上,艾草多糖具

有较好的体外抗氧化活性及潜在的细胞抗氧化作
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用,可为其作为天然抗氧化功能成分的进一步开发

和利用提供理论依据。
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Abstract:【Objective】This
 

study
 

aimed
 

to
 

analyze
 

the
 

structural
 

characteristics
 

and
 

antioxidant
 

activity
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides,
 

thereby
 

facilitating
 

the
 

high-value
 

utilization
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

resources
 

and
 

the
 

develop-
ment

 

of
 

natural
 

antioxidant
 

functional
 

ingredients. 【 Methods】 Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides
 

were
 

extracted
 

by
 

water
 

extraction
 

and
 

ethanol
 

precipitation.
 

High-performance
 

liquid
 

chromatography
 

and
 

spectroscopic
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

their
 

composition
 

and
 

structural
 

characteristics.
 

The
 

in
 

vitro
 

antioxidant
 

activity
 

was
 

evaluated
 

by
 

DPPH,
 

superoxide
 

anion,
 

hydroxyl,
 

and
 

ABTS+
 

radical
 

scavenging
 

assays.
 

The
 

cellular
 

oxidative
 

damage
 

repair
 

effect
 

was
 

assessed
 

using
 

an
 

H2O2-induced
 

oxidative
 

damage
 

model
 

in
 

the
 

murine
 

monocyte / macrophage
 

cell
 

line
 

RAW264. 7. 【 Results】 The
 

polysaccharides
 

consisted
 

of
 

glucose,
 

galactose,
 

arabinose,
 

mannose,
 

xylose,
 

and
 

rhamnose
 

at
 

a
 

molar
 

ratio
 

of
 

1. 00 ∶ 0. 26 ∶ 0. 23 ∶ 0. 19 ∶ 0. 15 ∶ 0. 13.
 

Their
 

weight-average
 

molecular
 

weight
 

and
 

polydispersity
 

index
 

were
 

25
 

934
 

Da
 

and
 

1. 211,
 

respectively.
 

At
 

mass
 

concentrations
 

of
 

0. 31 ~ 5. 00
 

mg / mL,
 

the
 

scavenging
 

capacities
 

of
 

the
 

polysaccharides
 

against
 

DPPH,
 

superoxide
 

anion,
 

hydroxyl,
 

and
 

ABTS+
 

radicals
 

were
 

concentration-dependent.
 

The
 

maximum
 

ABTS+
 

radical
 

scavenging
 

rate
 

reached
 

99. 68%,
 

which
 

was
 

comparable
 

to
 

that
 

of
 

ascorbic
 

acid
 

(VC).
 

The
 

polysaccharides
 

showed
 

no
 

obvious
 

cytotoxicity
 

toward
 

RAW264. 7
 

cells.
 

In
 

the
 

H2O2-induced
 

oxidative
 

damage
 

model,
 

the
 

polysaccharides
 

increased
 

T-SOD,
 

CAT,
 

and
 

GSH-Px
 

activities
 

from
 

0. 17
 

U / mg
 

protein,
 

1. 21
 

U / mg
 

protein,
 

and
 

4. 90
 

U / mg
 

protein
 

to
 

0. 33
 

U / mg
 

protein,
 

1. 58
 

U / mg
 

protein,
 

and
 

8. 88
 

U / mg
 

protein,
 

respectively,
 

and
 

decreased
 

the
 

MDA
 

level
 

from
 

15. 92
 

nmol / mL
 

to
 

8. 89
 

nmol / mL
 

in
 

a
 

con-
centration-dependent

 

manner. 【 Conclusion】 The
 

obtained
 

Artemisia
 

argyi
 

polysaccharides
 

exhibited
 

significant
 

in
 

vitro
 

and
 

intracellular
 

antioxidant
 

activity,
 

exerting
 

oxidative
 

repair
 

effects
 

by
 

enhancing
 

antioxidant
 

enzyme
 

activi-
ties

 

and
 

reducing
 

lipid
 

peroxidation,
 

thus
 

indicating
 

their
 

potential
 

for
 

development
 

as
 

natural
 

antioxidants.
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