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芜菁多糖的提取分离及降糖活性分析
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［摘要］ 目的：优化芜菁多糖成分提取方法，对分离、纯化出的芜菁多糖组分（BP-1）的初级结构和对糖尿病斑马鱼的降糖

作用进行分析与评价。方法：以芜菁多糖得率为评价指标，采用半仿生提取法，通过单因素和 Box-Behnken 响应面法对料液

比、提取时间和提取温度 3 个因素进行考察，优化提取工艺。采用 Sevage 法和 DEAE-52 纤维素柱进行分离纯化得到 BP-1。采

用紫外可见分光光度法（UV）、气相色谱-质谱法（GC-MS）、刚果红实验、傅里叶变换红外光谱法（FT-IR）对芜菁多糖的纯度、单

糖组成、三螺旋结构与官能团进行结构鉴定；扫描电镜（SEM）和原子力电镜（AFM）对芜菁多糖微观结构进行观察。将斑马鱼

分为空白组、BP-1-1、BP-1-10、BP-1-50、BP-1-200、BP-1-1 000 组，分别加入 E3 培养基、1、10、50、200、1 000 mg·L-1的 BP-1 溶液，

对斑马鱼胚胎进行 96 h 暴露实验，通过对斑马鱼表型、存活率、畸形率和心率的影响评估斑马鱼对 BP-1 的最大耐受浓度。将

实验动物随机分为空白组、模型组、BP-1-10 组（10 mg·L-1）、BP-1-50 组（50 mg·L-1）、BP-1-200 组（200 mg·L-1），空白组使用 E3

培养液培养，模型组和各给药组通过 10 g·L-1葡萄糖联合 500 µmol·L-1四氧嘧啶诱导 4 dpf斑马鱼胚胎建立糖尿病模型，给药组

分别加入相应剂量的 BP-1 溶液，空白组及模型组给予等量生理盐水。运用酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒检测葡萄糖

和胰岛素（INS）含量，通过苏木素-伊红（HE）组织病理切片观察对肝脏的影响，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）
检测胰高血糖素基因（Glugagon）、胰岛素基因（Insa）、磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 1（PCK1） mRNA 的表达水平。结果：经工艺优化

确定最佳提取工艺为料液比 1∶40（g·mL-1）、提取时间 66 min、提取温度 79 ℃，芜菁多糖提取率为（10.34±0.96）%。通过 UV 分

析 BP-1 不含蛋白质和核酸；经 GC-MS 分析 BP-1 由阿拉伯糖、鼠李糖、核糖、甘露糖、半乳糖、葡萄糖 6 种单糖组成；刚果红实验

表明分子构象不具有三螺旋结构；经 FT-IR 分析显示含有 α-糖苷键和糖醛酸；SEM 分析显示呈不规则片状结构，表面平坦光

滑；AFM 分析显示聚集结构可能是由分子链的相互缠绕及分子内氢键的相互作用形成的。芜菁多糖组分 BP-1 对斑马鱼 96 h-

最大耐受质量浓度可确定为 200 mg·L-1。药效结果显示，与空白组比较，模型组斑马鱼体内葡萄糖含量显著增高，INS 含量显

著降低（P<0.01）；与模型组比较，芜菁多糖 BP-1-50 组可明显降低葡萄糖含量，明显升高 INS 含量（P<0.05）。通过对肝组织的

病理形态学观察发现，各剂量的 BP-1 对受损的肝脏组织具有一定的修复作用，BP-1-200 组肝脏组织结构接近正常，肝细胞形

态饱满。 Real-time PCR 结果显示，与空白组比较，模型组 Glucagon、PCK1 的 mRNA 显著上调，Insa 的 mRNA 显著下调

（P<0.01）；与模型组比较，BP-1-50、BP-1-200 组的 Glucagon、PCK1 的 mRNA 显著下调，Insa 的 mRNA 显著上调（P<0.01）。
结论：半仿生提取法提取芜菁多糖得率较高，且操作简单，成本较低，适宜工业化大规模生产。芜菁多糖组分 BP-1 由 6 种单糖

组成，含 α-糖苷键和糖醛酸，具有降糖活性，且对四氧嘧啶诱导的糖尿病模型斑马鱼肝脏具有一定的保护作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To optimize the extraction method for polysaccharides from turnip（Brassica rapa）， and analyze 

and evaluate the primary structure of the isolated and purified turnip polysaccharide fraction（BP-1） and its hypoglycemic effects in 

diabetic zebrafish. Methods：： Taking polysaccharide yield as the evaluation index， a semi-bionic extraction method was employed. 

Single-factor experiments and Box-Behnken response surface methodology were used to investigate three factors of solid-to-liquid 

ratio， extraction time and extraction temperature， in order to optimize the extraction process. BP-1 was isolated and purified using 

the Sevage method and DEAE-52 cellulose column chromatography. Structural characterization of the turnip polysaccharides was 

performed using ultraviolet-visible spectrophotometry（UV）， gas chromatography-mass spectrometry（GC-MS）， Congo red assay， 

and Fourier-transform infrared spectroscopy（FT-IR） to determine purity， monosaccharide composition， triple-helix structure， and 

functional groups. The microstructure of the polysaccharides was observed using scanning electron microscopy（SEM） and atomic 

force microscopy（AFM）. Zebrafish were divided into the blank group（adding E3 medium）， and BP-1-1， BP-1-10， BP-1-50， BP-

1-200， BP-1-1 000 groups（adding BP-1 solutions at concentrations of 1， 10， 50， 200， 1 000 mg·L-1， respectively）， and zebrafish 

embryos were subjected to a 96-hour exposure experiment. The maximum tolerated concentration of BP-1 in zebrafish was 

determined by evaluating its effects on phenotype， survival rate， malformation rate， and heart rate. Experimental animals were 

randomly divided into the blank group， model group， BP-1-10 group（10 mg·L-1）， BP-1-50 group（50 mg·L-1）， and BP-1-200 

group（200 mg·L-1）. The blank group was cultured in E3 medium， the model and treatment groups were induced to establish a 

diabetic model in 4 day-post-fertilization（dpf） zebrafish embryos using 10 g·L-1 of glucose combined with 500 µmol·L-1 of alloxan. 

The treatment groups received corresponding doses of BP-1 solution， while the blank and model groups received an equal volume 

of saline. Glucose and insulin（INS） levels were measured using enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA） kits， the effects on 

the liver were observed by hematoxylin-eosin（HE） histopathological sections. The mRNA expression levels of glucagon

（Glucagon）， insulin（Insa）， and phosphoenolpyruvate carboxykinase 1（PCK1） were detected with real-time fluorescence 

quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）. Results：： The optimized extraction conditions were determined as follows：

solid-to-liquid ratio of 1∶40（g·mL-1）， extraction time of 66 min， and extraction temperature of 79 ℃ . Under these conditions， the 

yield of turnip polysaccharides was （10.34±0.96）% . UV analysis indicated that BP-1 contained no proteins or nucleic acids， GC-

MS analysis revealed that BP-1 consisted of six monosaccharides（arabinose， rhamnose， ribose， mannose， galactose and glucose）. 

Congo red assay indicated that the molecular conformation did not exhibit a triple-helix structure， FT-IR analysis showed the 

presence of α-glycosidic bonds and uronic acids， SEM analysis revealed an irregular flaky structure with a flat and smooth surface， 

AFM analysis suggested that the aggregated structure might be formed by the entanglement of molecular chains and intramolecular 

hydrogen bonding. The maximum tolerated concentration of BP-1 in zebrafish over 96 h was determined to be 200 mg·L-1. 

Pharmacodynamic results showed that， compared with the blank group， the model group exhibited significantly increased glucose 

levels and significantly decreased INS levels（P<0.01）. Compared with the model group， the BP-1-50 group significantly reduced 

glucose levels and increased INS levels（P<0.05）. Histopathological examination of liver tissue revealed that various doses of BP-1 

had a certain reparative effect on damaged liver tissue. The liver tissue structure in the BP-1-200 group was nearly normal， with 

hepatocytes appearing plump. Real-time PCR results showed that， compared with the blank group， the model group exhibited 

significantly upregulated mRNA expressions of Glucagon and PCK1， and significantly downregulated mRNA expression of Insa

（P<0.01）. Compared with the model group， the BP-1-50 and BP-1-200 groups showed significantly downregulated mRNA 

expressions of Glucagon and PCK1， and significantly upregulated mRNA expression of Insa（P<0.01）. Conclusion：： The semi-

bionic extraction method for turnip polysaccharides yields a high extraction rate， is simple to operate， has low costs， making it 

suitable for large-scale industrial production. BP-1 consists of six monosaccharides， contains α -glycosidic bonds and uronic acids， 

exhibits hypoglycemic activity， and provides a certain protective effect on the liver of alloxan-induced diabetic model zebrafish.

［［Keywords］］ Brassica rapa polysaccharides； semi-bionic extraction method； structural characterization； hypoglycemic 

activity； process optimization； diabetes mellitus

十字花科芸薹属植物芜菁 Brassica rapa 的球状

根［1］，新疆维吾尔族称为“恰玛古”，既是主要的传统

膳食也是重要药用部位，其肉质多汁微甜，略带辣

味，富含硫代葡萄糖苷、异硫氰酸酯、酚类、多糖和

有机酸等成分，具有开胃消食、下气宽中、止咳化

痰、利湿解毒、温和脾胃的作用［2-3］。现代药理研究

表明，芜菁多糖具有降血糖、抗疲劳、抑制肿瘤生长

和抗氧化等功效［4-6］，在营养保健方面具有较大研究

价值及健康产品开发潜能。

因不同 pH 的溶剂对多糖的溶解度影响不同［7］，

半仿生提取法利用多糖的这种特性，通过模拟胃肠

道吸收的过程，能加大对物料细胞壁的破坏，使多

糖成分快速、高效溶出［8］。芜菁在新疆有药食两用

的特性及其在体内的作用途径，半仿生提取法理论

上能够更高效地释放并保留其天然活性成分，真实

反映其营养与功效的转化关系［9］。目前，半仿生提
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取法已在黄芪、荨麻等药用植物的多糖提取中展现

出优势［10-11］，但在芜菁多糖提取中工艺参数尚未系

统研究。

糖尿病是一种以慢性高血糖为特征的代谢性

疾病，其核心病理机制为胰岛素分泌绝对不足或胰

岛素作用抵抗［12］。胰岛素基因（Insa）可以直接反映

胰岛素合成能力；胰高血糖素基因（Glugagon）是其

拮抗激素，两者动态平衡决定血糖水平；磷酸烯醇

丙酮酸羧激酶 1（PCK1）是糖异生限速酶，其表达上

调是糖尿病肝糖过度输出的关键环节［13］。检测

Glugagon、Insa、PCK1 的 mRNA 表达变化，可全面评

估药物对血糖核心调控通路的影响。基于此，本研

究采用半仿生法提取芜菁多糖，并探讨纯化后分离

出的芜菁多糖组分 BP-1 的理化结构，进一步借助糖

尿病斑马鱼模型，探讨 BP-1 组分对糖尿病斑马鱼的

降糖作用，为芜菁多糖作为功能性食品成分或营养

保健品在降血糖中的应用提供数据支撑。

1 材料

1.1　仪器     JW-3021HR 型冷冻离心机（安徽嘉文仪

器装备有限公司），FA2104N 型万分之一分析天平

（上海精密仪器有限公司），SCIENTZ-12N 型真空冷

冻 干 燥 机（ 宁 波 新 芝 生 物 科 技 有 限 公 司 ），

SpectraMaxM2 Epoch 型酶标检测仪（美谷分子仪器

有限公司），Dimension ICON 型原子力显微镜（德国

布鲁克公司），JSM-IT800 型扫描电镜（日本电子株

式会社），Sprucm two 型傅里叶红外光谱仪（天津博

天胜达科技发展有限公司），UV-8000S 型紫外可见

分光光度计（上海元析仪器有限公司），8860 5977b

型气相色谱-质谱联用仪（美国 Agilent 公司），MTN-

5800A-12 型氮吹仪（天津奥特赛恩斯仪器有限公

司），RGX-70ES 型人工气候培养箱（杭州艾普仪器

设备有限公司），SZM745B2 型普通光学显微镜（鄂

州市贝朗科技有限公司），GENIUS 16K-R 型台式高

速冷冻离心机（长沙市鑫奥仪器仪表有限公司），
US850 型超微量分光光度计（北京诺禾致源科技股

份有限公司），SCI1000-G 型梯度基因扩增仪（杭州

沃森生物技术有限公司），Archimed-X4 型实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）仪（鲲鹏基因

北京科学仪器有限公司）。
1.2　药物与试剂     芜菁冻干片（新疆艾力努尔农业

科技开发有限公司，批号 20230711）经江西中医药

大学药学院叶耀辉教授鉴定为十字花科芸薹属植

物芜菁 Brassica rapa 的干燥块茎冻干片。木糖、核

糖、鼠李糖、甘露糖、岩藻糖、半乳糖、阿拉伯糖、果

糖、葡萄糖醛酸对照品，DEAE-52 纤维素（北京索莱

宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 SX8080、SR8450、

SR8080、SD8420、F8140、SG8830、SA8380、SF8140、

SG8820、C8930，纯 度 均 >98%）；斑 马 鱼 胰 岛 素

（INS）、葡萄糖酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒

（泉州乐达启博生物科技有限公司，批号分别为

LDQB-A-95748、LDQB-E-1247）；超纯 RNA 提取试

剂盒、反转录试剂盒、SYBR 染料法 PCR 混合溶液

（ 康 为 世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

CW0581M、CW2020M、CW3008H）；Super Red 核酸

染料、6×DNA 上样缓冲液（北京兰柯科技有限公司，

批号分别为 BS354B、BL532B）；TRIzol裂解液、苏木

素-伊红（HE）染液（武汉赛维尔生物科技有限公司，

批号分别为 G3013-100ML、GP1333）。
1.3　动物     野生型斑马鱼 AB 品系购自苏州木芮生

物科技有限公司，饲养在成年斑马鱼饲养在循环水

系统中，使用 E3 培养液，温度为（28±0.5） ℃，自动计

时器控制 14 h/10 h 的光/暗交替循环，每天喂食

3 次。按照雌雄比 1∶2 随机捞选成熟斑马鱼，使其自

然交配产卵。将健康胚胎保存在培养皿中，置于

28 ℃恒温培养箱，培养至受精后 5 dpf，每隔 24 h 更

换 1 次培养水并及时吸出死卵和卵膜。

1.4　伦理     研究所涉及动物实验动物均经过江西

中医药大学实验动物伦理委员会严格审查并获得

批准，批准文号 20220809001。

2 方法

2.1　芜菁多糖的提取     将芜菁冻干片粉碎，过四号

筛，于石油醚中浸泡 12 h，弃去上层石油醚液，挥干

石油醚得脱脂芜菁粉末。根据半仿生法的原理［14］，

用盐酸和氢氧化钠分别配制模拟胃液（pH 1.5）和模

拟肠液 pH 8），芜菁粉末按料液比 1∶30 加入模拟胃

液，在 90 ℃下提取 1 h 后，4 000 r·min-1 离心 10 min

（离心半径 7 cm，下同），保留上清液，残渣溶于料液

比 1∶30 的模拟肠液，重复上述步骤，保留上清液。

合并 2 次所得上清液，加入 4 倍体积的 95% 乙醇，醇

沉 24 h，收集多糖沉淀，8 000 r·min-1离心 10 min，沉

淀物-20 ℃冷冻干燥后得芜菁多糖。

2.2　芜菁多糖的含量测定     

2.2.1　对照品溶液的制备及标准曲线绘制     精密

称取 D-葡萄糖对照品 25 mg，于 250 mL 棕色量瓶

中，加入蒸馏水溶解后定容，得到 0.1 g·L-1的对照品

溶液。向 1 mL 量瓶中分别加入 0、0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0 mL 的 0.1 g·L-1 葡萄糖标准液，去离子水补足总

体积至 1 mL，再转移至试管中加入 5% 苯酚溶液
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1 mL，混匀后加入浓硫酸 5 mL，将试管于冰水中混

合均匀，于沸水反应 10 min，取出冰水中冷却至室

温，490 nm 处测定吸光度 A。以葡萄糖质量浓度

（g·L-1）为横坐标（X），A490为纵坐标（Y），绘制回归方

程。在 0~14.29 mg·L-1 内，葡萄糖的标准曲线呈良

好 线 性 ，线 性 方 程 为 Y=4.291 4X+0.004 4，R2=

0.992 2。

2.2.2　供试品的制备及含量检测     向试管中加入

1.0 mL 芜菁多糖溶液和 5% 苯酚溶液 1 mL，混匀后

加入浓硫酸 5 mL，将试管于冰水中混合均匀，于沸

水反应 10 min，取出冰水中冷却至室温，测定 A490，

代入标准曲线计算芜菁多糖含量。

2.3　芜菁多糖半仿生提取的单因素考察     采用单

因 素 试 验 考 察 料 液 比（1∶10、1∶20、1∶30、1∶40、

1∶50）、提取时间（45、55、65、75、85 min）和提取温度

（55、65、75、85、95 ℃）对半仿生提取芜菁多糖提取

率的影响。

2.4　Box-Behnken 响应面法优化半仿生提取工艺      

    在单因素试验基础上，根据 Box-Behnken 响应面

法试验原理，选出单因素实验中料液比、提取时间、

提取温度为影响因素，以-1、0、1 编码各因素的低、

中、高水平。基于二次多项式回归模型，以芜菁粗

多糖得率为评价指标，采用 Design-Expert 8.0.5 软件

设计三因素三水平的响应面优化实验。因素水平

见表 1。

2.5　芜菁多糖的分离纯化     利用 Sevage 法去除蛋

白质，配置适当浓度芜菁粗多糖溶液，加入 1/3 体积

的 Sevage 试 剂（ 三 氯 甲 烷 - 正 丁 醇 4∶1），以

200 r·min-1的转速振摇 20 min 后，8 000 r·min-1离心

10 min，收集上清液，去除白色絮状沉淀，静置后收

集上层溶液，重复操作直至交界处无白色沉淀。减

压浓缩后备用。向除蛋白后的多糖溶液中加入 6%

（w/v）的活性炭，磁力搅拌器充分混匀，置于 70 ℃恒

温水浴中加热 60 min（期间保持匀速搅拌），减压抽

滤进行脱色处理。

取上述多糖溶液，缓慢上样到预先平衡后的

DEAE-52 纤维柱（规格 2 cm×30 cm）中。进行阶段

洗脱，依次采用 0、0.1、0.3、0.5 mol·L-1的氯化钠溶液

梯度洗脱，流速 1 min·mL-1。5 mL/管收集，每个浓

度梯度各连续收集 150 mL 洗脱液，通过苯酚 -硫酸

法对洗脱液中的多糖含量进行测定。当检测不到

糖类物质洗脱时，即可切换至下一梯度进行洗脱，

确保各组分完全收集无残留。将收集的洗脱液减

压浓缩后，装入 3 500 Da截留分子量的透析袋中，在

持续搅拌下透析 48 h（每隔 8 h 更换 1 次超纯水）。
将透析液真空冷冻干燥，得到絮状纯化芜菁多糖组

分，命名为 BP-1。

2.6　芜菁多糖组分 BP-1 初级结构表征［15-16］    

2.6.1　BP-1 纯度检测     取 BP-1 冻干粉 5 mg，加入

超纯水 5 mL 涡旋溶解，配制质量浓度为 1 g·L-1的多

糖溶液，纯水为空白，使用紫外可见光分光光度仪

在 200~400 nm 波长范围进行全波长扫描，扫描间隔

1 nm。

2.6.2　气相色谱-质谱法（GC-MS）分析BP-1的单糖组分

2.6.2.1　 对 照 品 溶 液 的 制 备     取 单 糖 对 照 品 各

5 mg，加入三氟乙酸 3 mL 在 100 ℃下水解 6 h，氮气

吹干，加入无水吡啶 3 mL 和含 1% TMCS 的 BSTFA 

100 µL，80 ℃衍生化反应 40 min，0.22 µm 滤膜立即

过滤，即得单糖对照品溶液。

2.6.2.2　检测条件     色谱条件为 Agilent HP-5MS 

SQC 色谱柱（0.25 mm×30 mm，0.25 µm），载气为氦

气，流速 1.0 mL·min-1，分流比 1∶20，进样口温度

250 ℃ ，传输线温度 280 ℃ ，升温程序（50 ℃ 保持

2 min，以 10 ℃·min-1 升至 150 ℃ ，5 ℃·min-1 升至

250 ℃，保持 2 min，再以 10 ℃·min-1升至 280 ℃，保

持 2 min），进样量 0.1 µL。质谱条件为电子轰击离

子源（EI），电离能量 70 eV，四极杆温度 150 ℃，离子

源温度 230 ℃，扫描范围 m/z 35~550，检测器电压

1.3 kV，分辨率 2 500。

2.6.2.3　供试品溶液的制备及检测     取 BP-1 冻干

粉 5 mg，按 2.6.2.1 项下方法制备供试品溶液，按

2.6.2.2 项下检测条件进样检测，参照对照品的碎片

信息对单糖组分进行指认。

2.6.3　刚果红实验检测三螺旋结构     取 BP-1 冻干

粉 20 mg 溶于蒸馏水 10 mL 中涡旋溶解，配置成

2 g·L-1 的溶液。取氢氧化钠固体 0.8 g 于 10 mL 蒸

馏水中涡旋溶解，配置成浓度为 0.5 mol·L-1 的氢氧

化钠溶液，逐级稀释成 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mol·L-1

氢氧化钠溶液。取刚果红粉末 1.6 mg 于 10 mL 棕色

瓶，加入蒸馏水 10 mL 中充分混匀，得到 160 mg·L-1

刚果红溶液。取多糖溶液 50 µL 加入 96 孔板中后，

表 1　芜菁多糖提取工艺的 Box-Behnken 响应面设计

Table1　 Box-Behnken response surface factors and levels for 

extraction process of Brassica rapa polysaccharides

水平

-1

0

1

料液比 A/g·mL-1

1∶50

1∶40

1∶30

提取时间 B/min

75

65

55

提取温度 C/℃

85

75

65
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分别加入不同浓度氢氧化钠溶液 50 µL，最后加入

刚果红溶液 100 µL 混合混匀，室温下静置 10 min，

在 400~600 nm 波长范围内测定 A，并绘制 BP-1 在不

同浓度氢氧化钠溶液中的最大吸收波长变化曲线。

具有三螺旋构型的多糖在碱性溶液中能与刚果红

形成络合物，与刚果红试液比较，络合物紫外吸收

会发生红移，从而使得最大吸收波长增大。

2.6.4　原子力电镜（AFM）观察 BP-1 纳米结构     称

取冻干粉 1.0 mg 溶于蒸馏水 10 mL 中，放置于磁力

搅拌器上室温搅拌 4~6 h（转速 500 r·min-1），期间每

间隔 1 h 超声处理 5 min（功率 100 W，频率 40 kHz），
配制成 100 mg·L-1溶液，吸取 BP-1 溶液 5 µL 滴加在

云母片上晾干，置于原子力电镜上观察表面纳米

结构。

2.6.5　傅里叶变换红外光谱法（FT-IR）检测 BP-1 官

能 团 和 糖 苷 键 结 构     称 取 干 燥 的 溴 化 钾 粉 末

200.0 mg 与 BP-1 冻干粉 2.0 mg（100∶1）混合后在玛

瑙研钵中充分研磨至均匀细粉后，压片机制备透明

薄片，在 4 000~400 cm-1波数范围内进行扫描。

2.6.6　扫描电镜（SEM）观察多糖微观形貌     将适

量 BP-1 冻干粉均匀分散于样品台上，通入氮气去除

多余粉末，经离子溅射仪镀金处理 20 s后，将样品置

于扫描电镜样品室中，分别在 300、1 000、2 000、

5 000 倍下，通过扫描电镜观察其微观形貌特征。

2.7　斑马鱼对 BP-1 的最大耐受浓度检测［17］    称取

BP-1 冻干粉 1 g 于 1 L 量瓶中，用蒸馏水溶解并定

容，配制成质量浓度为 1 g·L-1 的溶液。随机选取

5 dpf 斑 马 鱼 置 于 6 孔 培 养 板 中 ，每 孔 随 机 放 入

10 尾，设置 3 个复孔，分为空白组、BP-1-1 组、BP-1-

10 组、BP-1-50 组、BP-1-200 组、BP-1-1 000 组，小心

吸走 E3 培养液，按以上分组分别加入 BP-1 终质量

浓度分别为 1、10、50、200、1 000 mg·L-1的 E3 培养液

5 mL，在（28.5±0.5） ℃恒温培养箱中持续培养 96 h。

使用体视显微镜对加样培养后的斑马鱼进行表型

拍照，记录每组斑马鱼存活数、畸形数及心率。

2.8　BP-1 对糖尿病斑马鱼的降糖活性评价     

2.8.1　分组造模及给药     随机选取 500 尾体态健康

的 4 dpf 斑马鱼幼鱼置于 6 孔板中，分为空白组、模

型 组 、BP-1-10 组 、BP-1-50 组 、BP-1-200 组 ，每 组

100 尾 。 除 空 白 组 外 ，采 用 10 g·L-1 葡 萄 糖 联 合

500 μmol·L-1 四氧嘧啶诱导 24 h 建立 2 型糖尿病模

型［18］，各给药组在模型组基础上分别水溶给予 10、

50、200 mg·L-1 的 BP-1 溶液 5 mL，同时空白组和模

型组给予同体积生理盐水，浸泡 48 h。

2.8.2　葡萄糖和 INS 的含量检测     每组随机挑选

30 尾斑马鱼匀浆后离心，取上清液，按 ELISA 试剂

盒操作说明检测其中葡萄糖和 INS 的水平。

2.9　BP-1 对斑马鱼肝组织的影响     每组斑马鱼各

取 3 条，用 4% 的多聚甲醛固定整个鱼体组织样本，

石蜡包埋切片，进行 HE 染色，在光学显微镜下观察

肝组织病理变化。

2.10　BP-1 对斑马鱼糖代谢 Glugagon、Insa、PCK1 

mRNA 水平的影响     每组斑马鱼中各随机挑选

30 尾斑马鱼充分研磨后滴加 TRIzol 试剂，匀浆后

4 ℃、1 200 r·min-1 离心 10 min，取沉淀物，提取总

RNA，进行 RNA 浓度和纯度测定，逆转录后进行扩

增。扩增条件为 95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 15 s，

60 ℃退火延伸 60 s，扩增 40 个循环。以 β-肌动蛋白

（β-actin）为内参采用 2-ΔΔCt方法计算目的 mRNA 的相

对表达量，引物序列由四维加生物科技有限公司合

成，引物序列见表 2。

2.11　数据分析     数据分析采用 GraphPad prism 9.5

统计软件，计量资料以 x̄ ± s 表示，若符合正态且方

差齐用单因素方差分析，两组间比较采用两独立样

本 t 检验，若不符合正态分布的采用 Kruskal-Wallis

秩和检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　芜菁多糖分离纯化     

3.1.1　单因素实验分析     3 种因素对多糖得率的影

响均呈先升高后降低的趋势，分别于料液比 1∶40

（g·mL-1），提取时间 65 min 提取温度 75 ℃时多糖得

率达峰值。故初步确定以料液比 1∶40（g·mL-1），提
取时间 65 min 提取温度 75 ℃时为最佳工艺条件用

于后续工艺优化。见增强出版附加材料。

3.1.2　Box-Behnken 响应面法工艺优化     综合单因

素试验结果，根据 Box-Behnken 设计，以芜菁多糖提

取率为响应值 Y，料液比（A，1∶30、1∶40、1∶50）、提取

表 2　引物序列

Table 2　Primer sequences

引物

β-actin

Glugagon

Insa

PCK1

序列（5ʹ-3ʹ）
上游 CATCAGGGTGTCATGGTTGGT

下游 TCTCTTGCTCTGAGCCTCATCA

上游 AAGCGAGGAGACGATCCAAA

下游 TCCAACACACACCAGCAAATG

上游 GAGCCCCTTCTGGGTTTCC

下游 AAGTCAGCCACCTCAGTTTCCT

上游 AGAGCCATCAACCCAGAGAA

下游 CCACGTTGGTGAAGAGTGTG

长度/bp

69

66

59

112
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时间（B，55、65、75 min）、提取温度（C，65、75、85 ℃）
为 3 个自变量。利用 Design-Expert 8.06 软件对数据

进行二次多元回归拟合，建立二次多元回归方程 Y=

10.64+0.077 3A+0.094 7B-0.372 4C-0.258 5AB-
0.285 9AC-0.006 5BC-0.599 7A2-0.553 3B2-1.07C2

（R2=0.842 0，RAdj
2=0.929 0）。对其进行方差分析，从

拟合方程的相关系数可知，该模型充分代表了所选

参数之间的实际关系。校正系数 R 2
Adj=0.929 0 证明

该模型具有高度显著性，拟合效果较好。该模型失

拟向 F=0.430 2，P=0.742 9，差异无统计学意义。由

F 可知，3 个因素对提取率显著性影响的顺序为 C>

B>A。由 P 可知，模型一次项因素 C 及交互项因素

AB、AC 对芜菁多糖得率的影响明显（P<0.05），而模

型的一次项因素 A、B 及交项因素 BC 对芜菁多糖得

率影响无统计学意义。通过 Design-Expert.13 软件

对回归方程求解，得料液比为 1∶39.431 7（g·mL-1）、
提取时间为 65.958 8 min、提取温度为 79.221 7 ℃，

模型预测在此条件下多糖提取率可达 10.298 5%。

验证模型的可靠性并兼顾实际操作的可行性，调整

料液比为 1∶40（g·mL-1）、提取时间为 66 min、提取温

度为 79 ℃，进行 3 次重复实验验证，测得芜菁多糖

提取率为（10.34±0.96）%，与预测理论值相似。见增

强出版附加材料。采用苯酚 -硫酸法测定芜菁总多

糖含量，经 3 次平行实验测得芜菁总多糖含量为

85.36%。

3.2　 BP-1 初级结构鉴定     经分离纯化得到 BP-1

后，紫外可见分光光度法（UV）检测显示，在 260、

280 nm 波长处均无明显吸收峰，说明 BP-1 不含蛋

白质及核酸。GC-MS 分析 BP-1 单糖组分，检测到

BP-1 含有阿拉伯糖、鼠李糖、核糖、甘露糖、半乳糖、

葡萄糖 6 种单糖，摩尔比为 10.75∶3.14∶32.12∶7.39∶

23.49∶6.02，表明 6 种单糖是其主要组成，构成其骨

架结构。刚果红实验检测显示，与对照组刚果红溶

液 比 较 ，随 着 氢 氧 化 钠 溶 液 浓 度 的 增 加 ，刚 果

红 -BPR-1 配合物的吸收波长均表现出相似的蓝移

趋势，表明 BP-1 中不具有三螺旋构象［19］。FT-IR 检

测显示，BP-1 样品展现出典型的多糖特征吸收谱

带，其中 3 384 cm-1处出现的宽而强的吸收峰对应于

分子内和分子间 O-H 键的伸缩振动；2 939 cm-1处的

特征吸收峰为 C-H 键的对称和不对称伸缩振动，是

糖环上亚甲基和次甲基的特征振动模式；1 033 cm-1

处的吸收峰为 C-O-C 键和 C-OH 键的伸缩振动；
1 414 cm-1 处出现的吸收峰为 C-H 键的变角振动；
822 cm-1 处的显著特征峰是 α-糖苷键的特征吸收；

1 609 cm-1处出现的吸收峰为 C=O 键的伸缩振动，是

糖醛酸单元的特征吸收［11，20］。SEM 观察到 BP-1 颗

粒呈片状折叠，表面形貌为不规则的碎片状聚集

体，在×2 000、×5 000 倍下，可以看到表面相对平坦

光滑，结合紧密［21］。AFM 观察到 BP-1 的 2D 平面图

出现大量斑点，其微观结构中存在多个岛状结构，

多糖分子最高为 3.8 nm，有研究表明，多糖中的单链

高度一般在 0.1~1.0 nm 内，所以推断 BP-1 的聚集结

构可能是由分子链的相互缠绕及分子内氢键的相

互作用形成，进而呈现不规则的形状［22-23］。见增强

出版附加材料及图 1、图 2。

3.3　斑马鱼对 BP-1 的最大耐受浓度检测     空白组

斑马鱼幼鱼发育正常，体态匀称，无水肿、畸形或心

包扩张等异常表现。当 BP-1 暴露质量浓度低于

200 mg·L-1时，未见畸形、体轴弯曲或心包水肿等现

象；而当质量浓度达到 200 mg·L-1时，个别斑马鱼出

现表型异常，主要表现为心包腔扩张、体轴弯曲及

发育迟缓。斑马鱼存活率结果显示，在 200 mg·L-1

以下浓度时，斑马鱼存活率保持 100%，但随着浓度

升高，死亡率逐渐增加，至 1 000 mg·L-1时达到全部

死亡。畸形率数据显示，200 mg·L-1 以下的 BP-1 暴

露不会引起斑马鱼畸形，但超过该浓度后畸形率显

著上升。心率监测结果表明，不同浓度 BP-1 处理对

注：A-D 放大倍数分别为×300、×1 000、×2 000、×5 000

图 1　BP-1 的微观形貌观察（SEM）
Fig.  1　Scanning electron microscope of BP-1（SEM）

注：A. 表面 2D 平面图；B. 表面微观结构

图 2　BP-1 的纳米结构观察（AFM，×5 000）
Fig.  2　Nanostructure observation of BP-1（AFM，×5 000）

··224



第 32 卷第  10 期
2026 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 10

May，2026

斑马鱼心率均未产生显著性影响。确定 200 mg·L-1

为最大耐受浓度，根据此实验对斑马鱼的综合评

估，将后续实验给药组分为 BP-1-10 组、BP-1-50 组、

BP-1-200 组，见图 3、表 3。

3.4　BP-1 对糖尿病斑马鱼的降糖作用     

3.4.1　对生化指标的影响     与空白组比较，模型组

斑马鱼体内葡萄糖水平显著增高，INS 水平显著降

低（P<0.01），表明造模成功。与模型组比较，BP-1

各剂量组葡萄糖的水平呈下降趋势，INS 的水平呈

上升趋势，其中 BP-1-50 组差异有统计学意义（P<

0.05）。见表 4。

3.4.2　BP-1 对糖尿病斑马鱼肝脏的保护作用     空

白组斑马鱼肝脏组织结构完整，肝细胞形态规则，

胞质均匀染色，细胞核清晰可见，未见明显病理改

变；模型组肝脏呈现明显病理改变，肝小叶结构紊

乱，肝细胞排列不规则，可见大面积细胞坏死区域，

表 现 为 细 胞 核 固 缩 、溶 解 或 消 失；BP-1-10 组 和

BP-1-50 组肝脏病理改变较模型组有所改善，但仍

可见局部肝细胞水肿和空泡变性；BP-1-200 组肝脏

组织结构接近正常，肝细胞形态饱满，染色均匀，仅

见少量炎性细胞浸润各组均未观察到明显的肝窦

充血现象。见图 4。

3.4.3　BP-1对糖尿病斑马鱼糖代谢相关基因表达水

平的影响     与空白组比较，模型组 Glucagon、PCK1

的 mRNA 表达显著上调（P<0.01），Insa 的 mRNA 表

达显著下调（P<0.01）。与模型组比较，BP-1-50、BP-

1-200 组的 Glucagon、PCK1 的 mRNA 表达显著下调

（P<0.01），Insa 的 mRNA 表达显著上调（P<0.01）。

注：A.空白组；B.BP-1-1 组；C.BP-1-10 组；D.BP-1-50 组；E.BP-1-

200 组

图 3　不同浓度 BP-1 对斑马鱼表型的影响

Fig.  3　 Effect of different concentrations of BP-1 on zebrafish 

phenotypes

表 3　不同浓度 BP-1 对斑马鱼存活率、畸形率、心率的影响 （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of different concentrations of BP-1 on survival 

rate， malformation rate and heart rate of zebrafish （x̄± s，n=3）

组别

空白组

BP-1-1 组

BP-1-10 组

BP-1-50 组

BP-1-200 组

BP-1-1 000 组

质量浓度

/mg·L-1

1

10

50

200

1 000

存活率/%

100.00±0.00

100.00±0.00

100.00±0.00

100.00±0.00

93.33±5.771）

0.00±0.002）

畸形率/%

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

0.00±0.00

10.00±10.00

50.00±10.002）

心率/bpm

147.30±15.90

141.90±10.68

145.50±9.82

150.30±10.81

143.70±7.13

-
注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表 4　不同浓度 BP-1 对糖尿病斑马鱼体内葡萄糖、INS 水平的影响

（x̄± s，n=30）

Table 4　Effect of different concentrations of BP-1 on Glucose and 

INS levels in diabetic zebrafish（x̄± s，n=30）

组别

空白组

模型组

BP-1-10 组

BP-1-50 组

BP-1-200 组

质量浓度/mg·L-1

10

50

200

葡萄糖/mg·g-1

8.80±2.29

15.31±2.231）

13.19±2.80

10.29±1.082）

12.00±0.65

INS/mU·L-1

0.09±0.01

0.05±0.011）

0.07±0.00

0.08±0.022）

0.07±0.01

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05

注：A.空白组；B.模型组；C.BP-1-10 组；D.BP-1-50 组；E.BP-1-200 组

图 4　BP-1 对糖尿病斑马鱼肝脏组织形态的影响（HE，×400）
Fig.  4　Effect of BP-1 on liver morphology in diabetic zebrafish （HE，×400）
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见表 5。

4 讨论

本研究优化得到芜菁多糖半仿生提取法的最

佳工艺参数 ，经分离纯化获得主要水洗脱组分

BP-1，并通过多维度表征初步解析了其结构。对

BP-1 的结构表征表明，其为一种不含核酸与蛋白质

的酸性杂多糖，这与多数植物多糖的纯度特征相

符［13］。GC-MS 结果显示其单糖组成以核糖、半乳糖

和阿拉伯糖为主，摩尔比分别为 32.12∶23.49∶10.75，

这一组成比例与孙莲等［24］和邝婷婷等［25］研究的新

疆与四川产芜菁多糖存在差异。这种差异可能源

于药材产地、生长环境及提取纯化方法的不同，表

明芜菁多糖的化学组成具有多样性，其生物活性可

能 与 特 定 的 单 糖 比 例 及 连 接 模 式 密 切 相 关［26］。

FT-IR 证实了糖环的 α-构型糖苷键及糖醛酸单元的

存在，后者所带负电荷可能影响多糖的溶解性、链

构象及其与生物膜的相互作用［19］。刚果红实验未

检测到经典的三螺旋构象，表明其活性可能不依赖

于此类高级结构。扫描电镜与原子力显微镜观察

显示 BP-1 呈不规则片状聚集态，由分子链通过氢键

等相互作用缠绕形成，这种微观形貌可能与其物理

性质和生物可利用度有关［27-28］。

本研究成功构建了葡萄糖联合四氧嘧啶诱导

的斑马鱼糖尿病模型，该模型在生化指标（血糖升

高、胰岛素降低）及肝组织病理损伤上均表现出典

型特征，适用于天然产物的在体活性筛选［29］。实验

结果表明，BP-1 能剂量依赖性地改善糖尿病斑马鱼

的糖代谢紊乱。中、高质量浓度（50、200 mg·L-1）干
预能显著降低机体葡萄糖含量并提升 INS 水平，且

高剂量组对肝脏组织的病理损伤表现出明显的修

复作用，提示 BP-1 兼具降糖与器官保护潜能。为进

一步从分子层面阐释其作用机制，本研究选取了调

控血糖稳态的 3 个关键基因进行检测。Glugagon 与

Insa 是一对作用拮抗的激素，共同维持血糖平衡［30］。

PCK1 是肝脏糖异生途径的限速酶，其表达上调是

2 型糖尿病肝糖过度输出的核心分子事件之一［13］。

Real-time PCR 结果显示，BP-1 能显著下调模型组斑

马鱼肝脏中 Glugagon 与 PCK1 的 mRNA 表达，同时

上调 Insa 的 mRNA 表达。这一系列基因表达变化

揭示，BP-1 可能通过双重途径发挥降糖作用：一方

面 ，通过抑制胰高血糖素信号及糖异生关键酶

PCK1 的表达，减少肝糖原分解和内源性葡萄糖的

生成；另一方面，通过促进 Insa 的表达或保护胰岛 β

细胞功能 ，增强外周组织对葡萄糖的摄取与利

用［31］。这种多靶点调节模式与许多具有明确降糖

活性的植物多糖的作用特点相吻合［32］。然而，本研

究仅在 mRNA 水平进行了检测，其蛋白表达及上游

信号通路的改变尚需进一步验证。

综上所述，本研究通过分离纯化得到芜菁均一

多糖组分 BP-1 并探究其结构，药理实验探索其安

全性、体内降血糖活性与机制研究，证明了芜菁多

糖的潜在降糖价值，为深入研究其降糖活性与结构

间的构效关系提供数据支持，同时为其进一步在功

能性食品和药用领域方面的开发应用提供理论

依据。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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