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酸枣多糖及其降解物的生物活性比较
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摘要：【目的】研究比较酸枣多糖（Ziziphus jujuba polysaccharide，ZJP）及其不同降解产物在化学组成和生物

活性上的差异。【方法】采用 α-L-鼠李糖苷酶、纤维素酶、蜗牛酶、三氟乙酸对 ZJP进行降解，制备不同的酸枣多

糖降解产物 ZJP-R、ZJP-C、ZJP-S、ZJP-T，比较其化学组成及降解效果。在体外抗氧化、益生活性检测的基础

上，以秀丽隐杆线虫为模型系统比较了不同降解处理对 ZJP在体内抗氧化、抗衰老、抗应激及神经保护活性上

的差异。【结果】不同降解处理方式下的 ZJP中还原糖质量分数及平均聚合度差异显著。此外，Sephadex G-50

凝胶层析洗脱图谱显示 ZJP-S 含有更多不同相对分子质量的低聚糖片段。体外活性结果显示，降解处理可

显著提高 ZJP 的自由基清除能力、总还原力和促益生菌生长活性。体内活性结果显示，ZJP 及其降解物给药

处理可显著降低秀丽隐杆线虫体内氧化应激条件下的 ROS 积累，增强 SOD 酶活力，降低 MDA 质量摩尔浓

度，延长秀丽隐杆线虫寿命，减少脂褐素的积累，增强热应激、急性氧化应激抵抗能力。ZJP降解后生物活性

提高，尤其是 ZJP-S 在多个指标评价中活性效果最显著。此外，ZJP-C 及 ZJP-S 在亨廷顿病和阿尔茨海默病

模型秀丽隐杆线虫中均表现出显著的神经保护活性。【结论】降解处理可增强 ZJP 的生物活性，其中 ZJP-S 更

好的生物活性可能与蜗牛酶降解产生更丰富的低聚糖及还原糖片段相关，该研究为酸枣资源的开发利用提

供了参考。
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Abstract: [Objective] This study aims to compare Ziziphus jujuba polysaccharide (ZJP) and its degradation 

products in terms of their chemical composition and bioactivities. [Method] ZJP was degraded by α-L-rhamnosidase, 

cellulase, snail enzyme, and trifluoroacetic acid to prepare different degradation products (ZJP-R, ZJP-C, ZJP-S, 

and ZJP-T), and the chemical composition and degradation effects were compared. On the basis of in vitro 

antioxidant and probiotic activities, the in vivo antioxidant, anti-aging, anti-stress, and neuroprotective activities 

of ZJP and its degradation products were compared with Caenorhabditis elegans as a model system. [Result] The 

mass fraction of reducing sugar and average degree of polymerization of ZJP showed significant variations 

among different degradation treatments. In addition, Sephadex G-50 gel chromatography elution profile showed 

that ZJP-S had more oligosaccharide fragments with different relative molecular mass. In vitro assays 
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demonstrated that degradation treatments significantly enhanced the free radical scavenging ability and total 

reducing power of ZJP and the growth activity of probiotics exposed to ZJP. In vivo assays in C. elegans revealed 

that the treatments with ZJP and its degradation products significantly reduced the reactive oxygen species (ROS) 

accumulation, enhanced the superoxide dismutase (SOD) activity, and decreased the malondialdehyde (MDA) 

molality of C. elegans under oxidative stress. Furthermore, the treatments prolonged the lifespan, reduced the 

lipofuscin accumulation, and enhanced the resistance to heat stress and acute oxidative stress. ZJP demonstrated 

improved bioactivity after degradation, with ZJP-S exhibiting the most significant effects across multiple 

indicators. Additionally, both ZJP-S and ZJP-C showed significant neuroprotective activity in the C. elegans 

models of Huntington disease and Alzheimer’s disease. [Conclusion] Degradation treatment enhanced the 

bioactivity of ZJP. The greater bioactivity of ZJP-S might be associated with the more abundant oligosaccharides 

and reducing sugars from snail enzyme degradation. The findings provide a reference for the development and 

utilization of Z. jujuba resources.
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酸枣是鼠李科枣属植物酸枣（Ziziphus jujuba  

var. spinosa （Bunge） Hu ex H. F. Chow）的干燥成

熟果实，广泛分布于中国北方地区，属于常用的药

食同源中药材［1］。目前，关于酸枣的研究主要集

中在酸枣仁，酸枣果肉通常作为废弃组织被丢

弃［2］。酸枣果肉中富含维生素、多糖、有机酸、黄

酮等多种活性成分［3］，其中多糖主要以鼠李糖、半

乳糖、葡萄糖醛酸、阿拉伯糖组成［4］，单糖间以 β-糖

苷键连接［5］，具有抗氧化、抗结肠炎、免疫调节等

多种功效［6-7］。由于相对分子质量大的多糖不能穿

越机体的各种屏障，因此许多天然多糖并不能表

现出理想的生物活性。而多糖降解物，具有相对

分子质量小、黏度低、生物利用度高等优点［8］。

目前多糖降解的方法主要有化学降解法、物

理降解法和生物降解法。化学降解法主要通过稀

酸溶液水解多糖中的糖苷键，具有生产成本低，操

作简易，易于实现工业化生产等优点。刘昊等［9］

利用稀酸溶液降解枸杞多糖制备枸杞低聚糖，与

枸杞多糖相比，所得枸杞低聚糖具有更好的体外

抗氧化活性和促益生菌增殖活性。生物降解也称

酶降解法，主要通过酶特异性地切断多糖中的糖

苷键得到均一的产物，具有催化条件温和，易于控

制，副产物少等优点。季珂等［10］利用酶法制备得

到聚合度 2~4 的低相对分子质量的壳寡糖，该壳

寡糖可与阿霉素协同发挥抗肿瘤活性。

目前，基于酸枣果肉的开发利用较少，每年有

大量酸枣果肉被丢弃，且国内外关于酸枣果肉多

糖抗衰老、抗应激、神经保护活性的研究较少，更

鲜有降解酸枣多糖的报道。作者通过水提醇沉法

制备酸枣多糖，在前期试验的基础上，选择市场上

3 种主要的商品化酶（α-L-鼠李糖苷酶、纤维素酶、

蜗牛酶）和三氟乙酸对酸枣多糖进行降解，并对其

降解效果进行评价。通过体外抗氧化、促益生菌

生长、抗衰老、抗氧化应激、抗热应激、抗亨廷顿病

（Huntington disease，HD）和 抗 阿 尔 茨 海 默 病

（Alzheimer’s disease，AD）活性试验对酸枣果肉多

糖及其降解物的生物活性进行比较。以期拓宽酸

枣果肉多糖的应用范围，为酸枣果肉的开发与利

用提供理论参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

酸枣：购自河北邢台，经河北省农林科学院药

用植物研究中心谢晓亮研究员鉴定为鼠李科枣属

植 物 酸 枣（ Ziziphus jujuba var. spinosa （Bunge） 

Hu ex H. F. Chow）的干燥成熟果实；秀丽隐杆线虫

（Caenorhabditis elegans，以下简称“线虫”，野生型

N2，转基因型 HA759、CL2355、CL2122）、大肠杆

菌 OP50（Escherichia coli OP50）：美国明尼苏达大学

线 虫 遗 传 中 心 ；植 物 乳 植 杆 菌（Lactobacillus 

plantarum）、乳酸片球菌（Pediococcus acidilactici）：

河北经贸大学微生物保藏中心。

α -L-鼠李糖苷酶：郑州宇控生物科技有限公

司；纤维素酶、蜗牛酶：北京索莱宝科技有限公司；

2’，7’-二氯荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）、双乙

酰：美国西格玛奥德里奇公司；1，1-二苯基-2-三硝

基苯肼（DPPH）、三氟乙酸：上海麦克林生化科技
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股份有限公司；BCA 蛋白质浓度测定试剂盒、总

SOD 活性检测试剂盒（WST-8 法）、活性氧（ROS）

检测试剂盒、脂质氧化（MDA）检测试剂盒：上海

碧云天生物技术有限公司；其余试剂均为国产分

析纯。

1.2　仪器与设备

荧 光 倒 置 显 微 镜 ：B-510LD4 型 ，意 大 利

OPTIKA 公司；多功能酶标仪：SpectraMax iD5 型，

美国 Molecular Devices 公司；紫外-可见分光光度

计：2L5V177202型，美国 Thermo Fisher公司；真空

冷冻干燥机：FDS-2000 型，日本东京理化器械株

式会社。

1.3　试验方法

1.3.1　酸枣多糖及其降解物的制备　

1）酸枣多糖制备：酸枣果实洗净晾干、去核、粉

碎后，称取酸枣肉粉末 100 g，按料液比 1 g∶5 mL加

入体积分数 95% 乙醇，80 ℃冷凝回流 2 h，除去脂

溶性成分。收集酸枣果肉滤渣，加入 1 000 mL蒸馏

水，80 ℃水浴浸提 2 h，纱布粗滤，收集滤液，重复提

取 3 次 ，合并滤液后 50 ℃ 减压浓缩至 200 mL，

5 000 r/min 离心 10 min，取上清，加入无水乙醇

800 mL，静置过夜，抽滤后将沉淀溶解于适量的蒸

馏水中，Sevage法脱蛋白质 4 次，再次醇沉过夜，抽

滤收集多糖沉淀，真空冷冻干燥（4.0 Pa、-80 ℃） 48 h

后得到酸枣多糖（ZJP）2.63 g，多糖得率为 2.63%。

2）酶法降解：称取酸枣多糖 200 mg溶于 100 mL

蒸馏水，根据预试验，分别加入 40 mg α-L-鼠李糖

苷酶、纤维素酶、蜗牛酶进行酶解，置于 45 ℃恒温

摇床中，反应 4 h 后，100 ℃水浴加热 10 min，使酶

失去活性。冰水冷却溶液至室温后，减压浓缩并离

心，收集上清液。真空冷冻干燥（4.0 Pa、-80 ℃）

48 h 后得到不同的酸枣多糖酶解产物，分别命名

为 ZJP-R、ZJP-C、ZJP-S。

3）酸法降解：称取酸枣多糖 200 mg，加入浓度为

0.5 mol/L 的三氟乙酸 100 mL，于 100 ℃下水解 2 h

后，减压蒸干溶液，加入甲醇清洗，再减压蒸干，重复

清洗步骤 3次，完全除去三氟乙酸后，蒸馏水重溶，真

空冷冻干燥（4.0 Pa、-80 ℃） 48 h后得到酸枣多糖三

氟乙酸降解物（ZJP-T）。

1.3.2　ZJP及其降解物化学组成测定　

参照胡腾根［11］的方法，测定总糖质量分数（微

孔板苯酚-硫酸法）、还原糖质量分数（3，5-二硝基

水杨酸法），以及对不同样品的平均聚合度（average 

degree of polymerization，DPa）。采用考马斯亮蓝

法测定蛋白质质量分数［12］。参照余菲等［13］的方

法，以系列浓度的芦丁标准溶液为参照，采用分光

光度法测定各样品中的黄酮质量分数。采用

Folin-Ciocalteu法测定各样品的总酚质量分数。

1.3.3　ZJP降解效果测定　

采用 Sephadex G-50 凝胶层析柱对不同降解

方式下 ZJP 的降解效果进行评价。取质量浓度为

10 g/L 的 ZJP 及其降解物溶液 2 mL，过 0.45 μm 微

孔滤膜后，将样品加入凝胶柱，用超纯水洗脱，收

集洗脱液 ，洗脱液流量 0.25 mL/min，每管收集

3 mL，用微孔板苯酚-硫酸法测定总糖质量分数，

绘制洗脱曲线。

1.3.4　ZJP及其降解物体外抗氧化活性测定　

参照刘宇等［14］的方法，对 DPPH 自由基、羟自

由基、超氧阴离子自由基清除率以及总还原力进

行测定。配制系列质量浓度梯度的样品溶液，以

VC 作为阳性对照。

1.3.5　ZJP及其降解物促益生菌生长活性测定　

参照吴雨烔等［15］和董婷等［16］的方法，取培养

活化 48 h 的植物乳植杆菌、乳酸片球菌菌液 100 

μL，接种于 5 mL 含不同质量浓度样品的培养基

中，混匀，37.5 ℃恒温培养 24 h 至稳定期，以菊粉

为阳性对照，不加样品、菊粉的 MRS 培养基为空

白对照组。测定波长 600 nm 处的吸光度。

1.3.6　ZJP及其降解物体内活性测定　

1）线虫同期化及培养：参照 Li等［17］的方法，采

用次氯酸钠裂解法将线虫同步化至 L1 期。将同

步化至 L1 期的线虫转移到含有（样品质量浓度为

2 g/L）或不含有样品的线虫固体培养板（nematode 

growth medium，NGM）中培养。

2）抗氧化活性测定：待 L1 期线虫 N2 在对应

NGM 板中生长 48 h 后，选用百草枯溶液进行氧

化造模，除空白对照组外，将线虫转移至含有样

品及终浓度为 15 mmol/L 百草枯的 NGM 板中，

模型组中的样品溶液用蒸馏水代替。培养 24 h

后，收集并清洗线虫至 EP 管中，加入裂解液匀浆

后，4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min，取上清液。根

据 BCA 蛋白质浓度测定结果，参照试剂盒说明

书对 ROS 水平、SOD 酶活力、MDA 质量摩尔浓

度进行测定。
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3）抗衰老活性测定：寿命试验每组挑取 30 条

L1 期线虫 N2 至对应的 NGM 板中，当线虫产卵或

板中出现污染时，及时将线虫转至新的对应 NGM

板中，每天记录线虫存活情况，直至所有线虫死亡。

根据线虫生存和死亡的时间绘制生存曲线。脂褐

素试验线虫准备方法同寿命试验，待线虫培养 15 d

后，收集线虫，并加入体积分数 2%异氟烷溶液将其

麻醉，吸取线虫置于载有质量分数 2 g/dL琼脂糖的

载玻片上，使用倒置荧光显微镜观察其红色自发

荧光（激发波长 530 nm，发射波长 590 nm）强度并

拍摄单条线虫照片，同时挑取 30 条存活线虫转至

黑色 96孔板，使用多功能酶标仪测定其荧光强度。

4）抗应激能力测定：每试验组取 30 条给药

处理 72 h 的线虫 N2 分别置于对应新的 NGM 培

养基（热应激试验）和含体积分数 0.1% H2O2溶液

的 NGM 培养基（急性氧化应激试验）中，热应激

试验需将线虫置于 37 ℃ 培养箱中培养。每隔

1 h 记录线虫存活情况直至全部死亡，并绘制生

存曲线。

5）抗 HD 活性测定 ：神经元存活试验参照

Wang 等［18］的 方 法 ，L1 期 线 虫 HA759 在 对 应

NGM 培养基中生长 72 h 后，收集线虫，于荧光显

微镜下统计线虫咽部两侧与头部感觉（amphid 

sensory neuron of the head，ASH）神经元共表达的

绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）荧

光点数目。ASH 神经元的存活与否可通过与神

经元共表达的 GFP 荧光点来判断，GFP 消失代表

神经元死亡。正常情况下，2 个 ASH 神经元处于

存活状态，可在线虫咽部两侧观察到 2 个 GFP 荧

光 点 ，经 过 72 h 的 培 养 ，由 于 多 聚 谷 氨 酰 胺

（PolyQ）表达聚集产生的毒性作用，线虫 HA759

的 ASH 神经元可能受损或死亡，导致共表达的

GFP 荧光点缺失。每个试验组统计 30 条线虫，

按式（1）计算神经元存活率，同时对各处理组中

线虫的 ROS 水平进行测定。

N =
A

A + B
× 100% （1）

式中：

N——神经元存活率，%；

A——存活的神经元数量，个；

B——死亡的神经元数量，个。

线虫 HA759 中的 ASH 神经元属于化学感觉

神经元的一种，调控着线虫对高渗溶液（甘油）的

回避行为。当 ASH 神经元因 PolyQ 的聚集损伤死

亡后，线虫对高渗溶液的回避能力消失，线虫将会

在引诱剂的诱导下 ，跨越高渗溶液区。线虫

HA759 避化行为学试验需提前准备测试平板：取

30 µL 浓度为 8 mol/L 的高渗甘油溶液将 9 cm 的

NGM 板（不涂菌）均分为正常侧和引诱侧。将收

集的线虫 HA759（处理方法同神经元存活试验）约

200条均匀滴加在正常侧中间，待其适应 1 min后，

于引诱侧距平板边缘 1 cm 位置滴加 2 μL 引诱剂

（双乙酰溶液），盖上平板盖 ，转移测试平板至

23 ℃恒温培养箱中培养 1.5 h，取出，显微镜下统

计两侧的线虫数量，按式（2）计算避化率。

R =
A

A + B
× 100% （2）

式中：

R——避化率，%；

A——测试平板正常侧线虫数量，条；

B——测试平板引诱侧线虫数量，条。

6）抗 AD活性测定：参照 Zhang等［19］的方法，将

同步化的 L1期线虫 CL2122（无 Aβ）、CL2355（表达

Aβ1-42）置于对应的 NGM 培养基中，在 15 ℃下培养

36 h后转至 23 ℃培养箱中培养 36 h，收集、清洗线

虫后，将线虫均匀滴加在 9 cm 趋化琼脂板的中心

线上，琼脂板被分为正常侧和引诱侧。于引诱侧

“引诱点”滴加 2 μL 异氟烷和气味剂（体积分数为

0.1% 的苯甲醛乙醇溶液），在相反的位置，加入

2 μL异氟烷和无水乙醇溶液。盖上平板盖，转移平

板至 25 ℃恒温培养箱中培养 1 h，取出，显微镜下

统计两侧线虫数量，按式（3）计算趋化指数。

I =
B - A

A + B
（3）

式中：

I——趋化指数；

A——测试平板正常侧线虫数量，条；

B——测试平板引诱侧线虫数量，条。

1.4　数据处理与分析

试验重复测定 3 次，结果以平均值 ±标准差

（mean±SD）表示。采用 GraphPad Prism 8 对试验

数据进行处理分析并作图，图、表中用不同符号表

示各组之间的差异。
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2　结果与讨论

2.1　ZJP及其降解物化学组成分析

ZJP 及其降解物化学组成分析结果如表 1

所示。 ZJP 中蛋白质 、黄酮 、多酚的质量分数

较 低 ，分 别 为（5.82±0.51）% 、（6.69±1.80）% 、

（0.54±0.04）%，样品纯度较高。DPa 的高低反映

了聚合物的大小和长度，高 DPa 的多糖分子含有

的重复单元数量较多，结构复杂，具有较高的黏

度和强度；低 DPa 表示多糖已被部分分解为低聚

糖或寡糖，有利于生物体的吸收和利用［11］。不

同降解处理对 ZJP 的总糖、蛋白质、黄酮、多酚

质量分数无显著影响，但可显著增加还原糖的

质量分数、降低 DPa，表明降解处理可有效断裂

ZJP 中的糖苷键，将多糖转化为低相对分子质量

的糖。

2.2　ZJP降解效果评价

为评价不同降解方式下 ZJP的降解效果，使用

Sephadex G-50 凝胶层析柱对不同样品进行洗脱。

首先通过由 ZJP、蔗糖、葡萄糖溶液组成的混合溶

液考察 Sephadex G-50 对多糖、低聚糖及单糖的分

离效果，见图 1。如图 1（a）所示，酸枣多糖最先出

峰，其次是蔗糖，最后是葡萄糖，3个混合组分被较

好地分离。因此，可根据 Sephadex G-50 凝胶层析

柱洗脱图谱评价 ZJP的降解效果，即洗脱图谱中吸

收峰越多，降解效果越好。如图 1（b）所示，ZJP 洗

脱后可观察到 2个吸收峰，表明多糖中含有少量低

聚糖，与还原糖测定结果一致。酶法降解条件下，

表 1　ZJP及其降解物化学组成

Table 1　Chemical composition of ZJP and its degradation products

样品

ZJP

ZJP-R

ZJP-C

ZJP-S

ZJP-T

总糖质量分数/%

52.52±0.95

50.36±0.94

51.62±1.07

50.95±1.88

51.55±1.20

还原糖质量分数/%

11.37±0.73

22.94±1.27***

34.70±1.77***

28.98±1.72***

37.06±2.01***

蛋白质质量分数/%

5.82±0.51

4.92±0.98

5.77±0.71

4.31±0.63

4.10±0.57

黄酮质量分数/%

6.69±1.80

6.07±0.44

6.26±0.65

5.82±0.62

4.02±0.59

多酚质量分数/%

0.54±0.04

0.56±0.04

0.54±0.04

0.50±0.04

0.32±0.03

DPa

4.64±0.37

2.20±0.09***

1.49±0.07***

1.76±0.17***

1.39±0.10***

注：“***”表示与 ZJP相比差异极其显著（P<0.001）。
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图 1　ZJP及其降解物的 Sephadex G-50凝胶层析柱洗脱曲线

Fig. 1　Sephadex G-50 column elution curves of ZJP and its degradation products
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降解程度由低到高依次是 ZJP-R、ZJP-C、ZJP-S

和 ZJP-T，见图 1（c）~（f），与 DPa 测定结果一致。

ZJP-C 和 ZJP-S 洗脱图谱显示出更多的吸收峰，表

明纤维素酶和蜗牛酶对 ZJP的降解效果更好，三氟

乙酸降解 ZJP 的程度最高，但 ZJP-T 含有更多的单

糖片段。

2.3　ZJP及其降解物的体外抗氧化活性

氧化应激会引起自由基的大量产生，在加速

衰老的同时，还会引发神经退行性疾病、癌症、糖

尿病等疾病［20］，因此，对 ZJP 及其降解物的体外抗

氧化活性进行测定，见图 2。当质量浓度为 2 g/L

时，ZJP、ZJP-R、ZJP-C、ZJP-S、ZJP-T 的 DPPH 自由

基清除率分别为 87.39%、87.35%、88.42%、90.12%、

82.66%，见图 2（a）。其中，ZJP-S 对 DPPH 自由基

的半数效应浓度（EC50）值最低（表 2）。在质量浓度

为 5 g/L 时，ZJP、ZJP-R、ZJP-C、ZJP-S、ZJP-T 的羟

自由基清除率分别为 58.62%、59.04%、59.30%、

57.58%、63.89%，见图 2（b）。其中，ZJP-T对羟自由

基的 EC50值最低（表 2）。当质量浓度为 5 g/L 时，

ZJP 及其降解物的超氧阴离子自由基清除能力相

当，见图 2（c），其中 ZJP-S的 EC50值最低（表 2）。当

质量浓度为 5 g/L 时， ZJP、ZJP-R、ZJP-C、ZJP-S、

ZJP-T 的总还原力分别为 1.78、1.87、1.81、1.80、

1.57，见图 2（d）。综上所述，ZJP 及其降解物可通

过增强总还原能力，直接或间接阻断自由基反应

并清除过量自由基，在体外表现出显著的抗氧化

活性，且降解处理有助于提升 ZJP 的体外抗氧化

活性。

2.4　ZJP及其降解物的促益生菌生长活性

与多糖相比，低聚糖可被肠道微生物更高效地

吸收利用，可通过改变菌群组成及比例，发挥更好的

生物活性［21］。以菊粉为阳性对照，选择食品工业中

广泛应用的植物乳植杆菌和乳酸片球菌，评估ZJP及

其降解物的促益生菌生长活性。如图 3所示，在试验

范围内，2组益生菌的增殖呈现先增加后降低的趋

势，当质量浓度为 1 g/L时，益生菌菌液吸光度最高。

此时，在植物乳植杆菌中，促益生菌生长活性从高到

低依次是 ZJP-T、ZJP-S、ZJP-R、ZJP-C、ZJP 和菊粉；
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图 2　ZJP及其降解物的体外抗氧化活性

Fig. 2　In vitro antioxidant activity of ZJP and its degradation products 
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对于乳酸片球菌，促益生菌生长活性从高到低依次

是ZJP-T、ZJP-R、ZJP-S、ZJP、菊粉和ZJP-C。结果表

明，与Control组相比，ZJP及其降解物均能促进植物

乳植杆菌和乳酸片球菌的增殖，且ZJP-T对 2种益生

菌的促生长活性最强。推测与三氟乙酸降解多糖程

度最高、益生菌对ZJP-T的利用率更高有关。

2.5　ZJP及其降解物的体内抗氧化活性

基于 ZJP及其降解物显著的体外抗氧化和促益

生菌生长活性，利用线虫评价其体内生物活性。氧

化应激条件下，ROS水平测定结果如图 4（a）所示，与

Control组相比，Model组线虫体内ROS水平显著升高

（P<0.05），表明氧化胁迫造模成功。与 Model 组相

比，ZJP、ZJP-R、ZJP-C、ZJP-C、ZJP-T 组线虫体内的

ROS 水 平 分 别 降 低 了 14.98%、28.35%、43.50%、

41.31%、35.84%；ZJP 及其降解物给药处理后均可显

著增强线虫体内的SOD酶活力、降低MDA质量摩尔

浓度，见图 4（b）~（c），与Model组相比，线虫体内 SOD

酶活力分别升高了 28.03%、32.12%、47.34%、51.60%、

43.97%；MDA 质量摩尔浓度分别降低了 30.41%、

36.23%、44.93%、42.61%、41.36%。以上结果表明，ZJP

表 2　ZJP 及其降解物对 DPPH 自由基、羟自由基、超氧阴离

子自由基的 EC50值

Table 2　EC50 values of ZJP and its degradation products in 

scavenging DPPH， hydroxyl， and superoxide anion 

free radicals

样品

ZJP

ZJP-R

ZJP-C

ZJP-S

ZJP-T

EC50值/（mg/mL）

DPPH 自由基

0.48±0.04

0.32±0.05

0.38±0.01

0.29±0.01

0.89±0.09*

羟自由基

2.88±0.24

2.35±0.06**

2.88±0.14

3.20±0.08

1.53±0.22***

超氧阴离子自由基

1.76±0.41

4.76±0.35***

3.18±0.09***

1.41±0.16

1.97±0.48*

注：“*”表示与 ZJP 相比差异显著（P<0.05）；“**”表示与 ZJP 相比

差异极显著（P<0.01）；“***”表示与 ZJP 相比差异极其显著

（P<0.001）。
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Fig. 3　Effects of ZJP and its degradation products on the growth of Lactobacillus plantarum and Pediococcus acidilactici
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图 4　ZJP及其降解物的体内抗氧化活性

Fig. 4　In vivo antioxidant activity of ZJP and its degradation products

84



Vol. 44 No. 11 周春伶等： 酸枣多糖及其降解物的生物活性比较

及其降解物可通过增强线虫体内 SOD酶活力、降低

MDA质量摩尔浓度来减少ROS水平，进而发挥体内

抗氧化活性，且降解处理可提升 ZJP的体内抗氧化

活性。

2.6　ZJP及其降解物的抗衰老活性

2.6.1　ZJP及其降解物对线虫寿命的影响　

氧化应激理论认为氧化损伤的积累可导致衰

老和引发与衰老相关的疾病，样品的抗氧化活性

可反映其抗衰老及治疗与衰老相关疾病的潜

力［22］。寿命作为衡量衰老的量化指标，在线虫正

常生长条件下，Control 组线虫的最大寿命和中位

寿命分别为 22.00、12.77 d，ZJP 及其降解物处理组

线虫的寿命和中位寿命均有所延长，见图 5。ZJP、

ZJP-R、ZJP-C、ZJP-S、ZJP-T 组的中位寿命分别为

15.57、15.24、16.30、17.36、14.60 d，其中 ZJP-S组的

中位寿命最长，见图 5（b）。

2.6.2　ZJP及其降解物对线虫脂褐素积累的影响　

在线虫体内，脂褐素会随着年龄的增长而在线

虫肠道内积累，脂褐素积累的减少可反映样品的抗

衰老作用［23］。给药处理后线虫肠道中的脂褐素的积

累明显减少，见图 6（a），与 Control组相比，给药组的

脂褐素相对荧光强度显著降低，见图 6（b），表明 ZJP

及其降解物能够显著延长线虫的寿命，减少线虫体

内脂褐素的积累，且ZJP-S的抗衰老活性最显著。
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图 5　ZJP及其降解物对线虫寿命的影响

Fig. 5　Effects of ZJP and its degradation products on the lifespan of C. elegans

图 6　ZJP及其降解物对线虫脂褐素积累的影响

Fig. 6　Effects of ZJP and its degradation products on the lipofuscin accumulation of C. elegans
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2.7　ZJP及其降解物对线虫抗应激能力的影响

热应激和氧化应激已被证明可通过加速生

物体内细胞的氧化导致生物衰老［24］。在热应激

条件下，与 Control 组相比，给药组线虫生存曲线

明显右移，展现出了较好的抗热应激能力，其中

ZJP-S 组的存活时间最长为 17 h，其次是 ZJP-R、

ZJP、ZJP-C 和 ZJP-T，见图 7（a）。在急性氧化应

激条件下，与 Control 组相比，ZJP 组可延长线虫

存活时间 1 h，ZJP 降解物可延长线虫存活时间

2 h，见图 7（b）。试验结果表明，ZJP 及其降解物

可通过增强线虫对热应激、急性氧化应激的抵抗

能力，延长线虫寿命。

2.8　ZJP及其降解物对线虫的神经保护活性

基于 ZJP 及其降解物显著的抗氧化、抗衰老、

抗应激活性，推测 ZJP 及其降解物同样可能具有

缓解神经退行性疾病中蛋白质聚集引起的神经毒

性的能力。HD 模型线虫 HA759 在其头部 ASH 神

经元中过度表达致病蛋白质，可导致 ASH神经元退

行性衰退和死亡，丢失与 ASH神经元共表达的荧光

标记性状及相应的避化功能［19］。如图 8（a）~（b）

所示，在 Control 组中，ASH 神经元存活率和避化

率分别为 38.53% 和 43.67%，表明约有 40% 的线虫

丧失了 ASH 神经元功能。ZJP 及其降解物给药处

理后，与 Control 组相比，ASH 神经元存活率及避

化率均显著提高，表现出了良好的 ASH 神经元保

护活性，其中 ZJP-S 组的 ASH 神经元被保护得最

好。为明确 ZJP 及其降解物的神经保护活性与其

抗氧化活性间是否相关，对线虫 HA759 的 ROS 水

平进行了测定。如图 8（c）所示，与 Control 组相

比，给药处理后线虫 HA759 体内 ROS 水平显著降

低，该结果与 ASH 神经元存活试验结果相符，推测

ZJP 及其降解物显著的 ASH 神经元保护活性与其

抗氧化活性密切相关。

在 AD 模型线虫 CL2355的神经元中高度表达

Aβ1-42 蛋白质，通过温度诱导（23～25 ℃）可加速

Aβ 蛋白质的表达和聚集，大约培养 36 h 后，Aβ1-42

蛋白质聚集毒性可引起神经元损伤和认知功能障

碍，破坏线虫对苯甲醛溶液的敏感性，出现趋化功

能障碍［25］。如图 8（d）所示，Blank 组线虫 CL2122

和未给药处理的线虫 CL2355 的趋化指数分别为

0.48 和 0.25，表明未处理的线虫 CL2355 出现了趋

化功能障碍。ZJP及其降解物给药处理后，虽然可

以提高线虫 CL2355 的趋化指数，但只有 ZJP-S、

ZJP-C 组具有显著性影响，表明 ZJP-S 及 ZJP-C 组

给药处理可显著增强线虫的认知能力，减轻 Aβ 蛋

白质聚集毒性对线虫神经元的损伤。

综上所述，经不同降解处理后，ZJP 降解物的

还原糖质量分数显著增加，低聚糖组成发生变

化。ZJP 经降解处理后具有更强的生物活性，且

不同的降解处理方式间活性存在差异，推测活性

差异与降解程度相关。ZJP 降解后多糖分子链断

裂，更多的活性基团暴露在溶液中，降解后的产

物相对分子质量更小、水溶性更好、表面积更大、

生物利用度更高，使得生物活性提升。李文青

等［26］对羊栖菜多糖进行降解，发现小相对分子质

量的降解羊栖菜多糖具有更好的降血脂活性。
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图 7　ZJP及其降解物对线虫抗应激能力的影响

Fig. 7　Effects of ZJP and its degradation products on the stress resistance activity of C. elegans
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然而，并非相对分子质量越小越好，Guo 等［27］研

究发现，相对分子质量在 49 600 左右的龙须菜多

糖降解产物对受损 HK-2 细胞修复作用最强，相

对分子质量大于或小于 49 600 的样品的修复能

力减弱。在 ZJP 及其降解物中，ZJP-T 的降解程

度最高，但其生物活性低于 ZJP-S 和 ZJP-C，推测

相对分子质量过小反而会因糖苷键的断裂使生

物活性减弱或丢失。此外，在 ASH 神经元存活

试验中，ZJP 及其降解物均能发挥显著的神经保

护活性，但只有 ZJP-S 和 ZJP-C 具有缓解 Aβ 蛋白

质聚集毒性的神经保护活性，推测 ZJP-S、ZJP-C

的神经保护活性可能与降解后的某些特殊结构

或片段相关。潘文锋［28］对黄芪多糖进行降解并

分级，发现相对分子质量为 3~10 000 组分的神经

保护活性最佳，提示中等相对分子质量的黄芪多

糖降解物可能是黄芪多糖发挥活性的主要片段。

基于降解处理不改变多糖的单糖组成及比例，作

者只对 ZJP 的降解效果和生物活性进行了初步

分析，未来可对多糖及其降解物的组成、糖苷键

连接方式和类型进行深入研究。通过代谢组学、

肠道菌群等分析，更加系统地深入探究其体内生

物活性机制，为酸枣多糖在食品领域中的开发提

供理论依据。

3　结论

作者制备了 4种不同的酸枣果肉多糖降解物，
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图 8　ZJP及其降解物对线虫神经保护活性的影响

Fig. 8　Neuroprotective activities of ZJP and its degradation products for C. elegans
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通过测定其化学组成、平均聚合度及 Sephadex G-50

凝胶层析洗脱图谱对降解效果进行了评价，并比较

了包括 DPPH 自由基清除率、羟自由基清除率、总

还原力、促益生菌生长、抗氧化、抗衰老、抗急性氧

化应激、抗热应激和神经保护在内的多种生物活

性。结果表明，ZJP降解物中 ZJP-S、ZJP-C的降解效

果较好，平均聚合度显著降低，具有更多的低聚糖

片段。ZJP 降解物在抗氧化、抗衰老、抗急性氧化

应激、抗热应激和神经保护活性方面显著增强。

ZJP-S 表现出最强的 DPPH 自由基清除率、羟自由

基清除率和总还原力。体内试验进一步表明，

ZJP-S 在延长线虫寿命、减少脂褐素积累、保护

ASH 神经元及减轻 Aβ 蛋白质诱导的神经毒性方

面效果最为显著，推测其显著的生物活性与其丰

富的低聚糖组成有关。本研究为酸枣果肉多糖的

开发应用提供了新的方向和依据。
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