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黄精多糖螯合锌的制备工艺优化及对
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摘要:为开发一种新型有机补锌剂,将药食同源植物黄精(Polygonatumrhizoma)中的黄精

多糖与硫酸锌进行螯合制备黄精多糖螯合锌,优化螯合工艺,并通过紫外-可见光谱、Fourier
变换红外光谱、扫描电镜及体外Caco-2细胞吸收模型实验对螯合物进行表征和评估.实验结

果表明:最优螯合工艺为温度60℃、pH=7、时间60min、多糖锌比8∶1,该条件下螯合率

可达58.7%;Zn2+与黄精多糖发生吸附作用并形成螯合物,螯合位点为羧基、羟基和羰基;

Caco-2细胞中锌相关转运蛋白ZnT-4,ZnT-6和ZnT-8表达量升高.因此制备的黄精多糖螯

合锌具有良好的螯合特性及促进锌吸收的潜力.
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Abstract:Inordertodevelopanovelorganiczincsupplement,Polygonatumrhizomapolysaccharide
fromthemedicinalandedibleherbPolygonatumrhizomawaschelatedwithzincsulfatetoprepare
Polygonatumrhizomapolysaccharidechelatezinc.Weoptimizedthechelationprocess,characterized
andevaluatedthechelatedcompoundbyusingUV-Visiblespectroscopy,Fouriertransforminfrared
spectroscopy(FT-IR),scanningelectronmicroscopy(SEM),andaninvitroCaco-2cellabsorption
modelexperiments.Theexperimentalresultsshowthattheoptimalchelationprocessisata



temperatureof60℃,pH=7,t=60minandapolysaccharide-to-zincratioof8∶1,thechelationrate
canreach58.7%undertheconditions.Zn2+adsorbsontoPolygonatumrhizomapolysaccharideand
formschelateswithcarboxyl,hydroxyl,andcarbonylgroupsaschelatingsites.Theexpressionlevels
ofzinctransportproteinsZnT-4,ZnT-6andZnT-8areincreasedinCaco-2cells.Therefore,the
preparedPolygonatumrhizomapolysaccharidechelatezinchasgoodchelatingpropertiesandpotential
topromotezincabsorption.
Keywords:Polygonatumrhizomapolysaccharidechelatezinc;invitroCaco-2cellabsorptionmodel;

transportprotein

锌元素可促进细胞成熟、保持免疫系统正常运转以及促进机体正常发育[1-4],是人体的重要营养

元素之一.由于许多地区的人群对锌摄取量不足,因此需要补锌[5].我国目前市售补锌剂大多数属于

无机锌,葡萄糖酸锌等会刺激胃肠道且难以被持续摄入.植物多糖与金属元素的螯合物为新型营养强

化剂,溶解度较高,又易被小肠细胞吸收.在金属离子被吸收后,多糖可继续在体内表达其活性[6-10].
黄精(Polygonatumrhizoma)为百合科植物滇黄精、黄精或多花黄精的干燥根茎,主要产自黑龙

江、吉林、辽宁和内蒙古等地[11-13].黄精的主要功能性成分为多糖、三萜皂苷及黄酮等化合物.黄精多

糖具有抗炎、抗疲劳和调节机体免疫力等药理作用[14-15],是多羟基化合物,具有表面配合能力,可与锌离

子(Zn2+)形成具生物活性的螯合物.目前关于黄精多糖螯合锌制品的研究成果尚未见文献报道[16-17].
由于多糖锌螯合物可通过肠道多糖吸收途径被吸收,因此多糖螯合锌作为有机锌可提升机体对锌

元素的生物利用率[18-20].本文以黄精多糖为原料,通过单因素和响应面实验确定黄精多糖螯合锌最佳

制备工艺.采用紫外-可见(UV-Vis)分光光度法、Fourier变换红外光谱(FT-IR)法、扫描电子显微镜

(SEM)和粒径检测对黄精多糖螯合锌进行表征分析.通过构建Caco-2细胞吸收模型测定黄精多糖螯

合锌细胞吸收率,用酶联免疫吸附测定(ELISA)法确定细胞中锌相关转运蛋白ZnT-4,ZnT-6和ZnT-8
的表达含量变化.本文为黄精深加工和补锌剂开发提供了一种新的思路和方法.

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄精(白山市人参特产研究院);鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、果糖、半乳糖醛酸、
葡萄糖醛酸和甘露糖醛酸(扬州博睿糖生物技术有限公司);DMEM 培养基和ELISA试剂盒(美国赛

默飞公司);胎牛血清(江苏科晶生物科技有限公司);硫酸锌、抗坏血酸、甲醛和酚酞指示剂(北京化

工厂责任有限公司).
1.2 仪器与设备

高速冷冻离心机(长沙湘智离心机仪器有限公司);紫外可见分光光度计(杭州俊升科学器材有限

公司);氨基酸自动分析仪(武汉默沙克生物科技有限公司);Fourier变换红外光谱仪(德国Bruker公

司);扫描电子显微镜(美国FEI公司);CO2培养箱(德国Binder公司);酶标分析仪(深圳雷杜生命科

学股份有限公司).
1.3 方 法

1.3.1 黄精多糖的制备

将黄精通过粉碎机粉碎,称取50g的黄精粉末,加入5倍体积石油醚,50℃回流2h,过滤后,加

入1L乙醇(φ=75%)超声提取8h.4000r/min离心后,合并沉淀物,烘干箱内烘干乙醇,得到样品

粉末.称取10g样品粉末,加入400mL蒸馏水于80℃超声水提取3h,5000r/min离心收集上清

液,并合并上清液,加入φ=80%的乙醇进行醇沉12h,5000r/min离心10min,收集沉淀,加水复

溶后于70℃旋转蒸发除去乙醇.先调节浓缩液pH=6.5,再加入质量分数为2%的木瓜蛋白酶于

55℃酶解1h.用1/5体积的Sevage试剂(V(三氯甲烷)∶V(正丁醇)=4∶1)振荡除去蛋白质,上清

液冷冻干燥,即得到黄精多糖[21].
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1.3.2 黄精多糖螯合锌单因素制备实验

1)pH 值对螯合率的影响.将黄精多糖与硫酸锌溶液按质量和体积比(多糖锌比)为8∶1
(g/mL)混合均匀,调节螯合pH值分别为5,5.5,6,6.5,7,螯合温度60℃,螯合反应60min,考察

pH值对螯合率的影响.
2)螯合时间对螯合率的影响.在pH=6、60℃、多糖锌比为8∶1的条件下,考察螯合时间分别

为45,50,55,60,65min螯合率的变化.
3)多糖锌比对螯合率的影响.在pH=6、60℃、60min的条件下,分别以多糖锌比为5∶1,

6∶1,7∶1,8∶1和9∶1进行实验,考察多糖锌比对螯合率的影响.
4)螯合温度对螯合率的影响.在pH=6、60min、多糖锌比为8∶1条件下,分别在45,55,60,

65,70℃的温度下进行螯合反应,考察不同温度对螯合率影响.
1.3.3 响应面法优化实验

选择时间、温度、多糖锌比和pH值4个因素,用Box-Behnken方法评估螯合率.
1.3.4 黄精多糖螯合锌的结构表征

采用乙二胺四乙酸(EDTA)配合滴定法[22]测定黄精多糖锌的螯合率.
1)UV-Vis全波长扫描.分别对黄精多糖和黄精多糖螯合锌溶液用UV-Vis分光光度计进行波长

为200~400nm的全波长扫描.
2)FT-IR扫描.将黄精多糖或黄精多糖螯合锌粉末与KBr混合、研磨、压片,并利用FT-IR光谱

仪在4000~400cm-1的波段内进行扫描,以确定样品的组成成分.
3)SEM扫描.先将黄精多糖或黄精多糖螯合锌冻干粉的样本均匀涂抹到样盘两侧,再用高能液

体喷涂,利用扫描电镜进行真空检测,并以3000倍的光谱进行拍摄,得到样品的SEM照片.
1.3.5 黄精多糖螯合锌的Caco-2细胞模型细胞吸收率测定

将Caco-2细胞移植到25cm2的透光培养皿内,添加体积分数为10%的胎牛血清作为培养基,置

于37℃培养室内培养24h,直到细胞完全贴合培养皿的表面为止.将Caco-2细胞接种到Transwell
渗透膜上.上室添加0.5mL细胞培养基,下室加入1.5mL培养液.设置空白组为基础培养液.
细胞+不同质量浓度(1.25,2.5,5,10,15,20,25,30g/mL)黄精多糖螯合锌溶液,每组设6复孔,在对

照组和实验组的每个培养孔中分别接种100mL细胞悬液.将体积分数为10%的CCK8基础培养液分

别添加到每个试样孔中,并将其置于37℃环境中,经2h孵化,在460nm波长下对其进行吸光度检

测.用

细胞存活率=OD给药组

OD正常组
×100%

计算细胞存活率,筛选无毒性的黄精多糖螯合锌,每组实验重复3次.
称取不同质量的硫酸锌、氧化锌(将氧化锌溶于稀盐酸后,缓慢加入 Hank’s平衡盐溶液(HBSS)

中,再用氢氧化钠中和,保持溶液pH=7.2~7.4)和黄精多糖螯合锌,将其溶解于 HBSS缓冲溶液中

后,置于37℃水浴中.在建立21d的Caco-2单层模型后,清洗12孔TransWellTM 板的上下室各

3次,先向下室中加入1.5mL预热的HBSS缓冲溶液,再向上室中注入0.5mL硫酸锌溶液,3h后

取下室溶液,用原子吸收光谱法测定其锌含量.
黄精多糖螯合锌的转运实验.先向下室加入1.5mL预热的 HBSS缓冲溶液,再向上室加入

0.5mL黄精多糖螯合锌,3h后取下室溶液,用原子吸收光谱法测定其锌含量[23].用

锌生物利用率=A+B
C ×100%

计算锌生物利用率,其中A 为转运锌含量(μg/孔),B 为细胞锌含量(μg/孔),C为总锌含量(μg/孔).
1.3.6 不同锌源对Caco-2细胞锌转运蛋白表达的影响

选取硫酸锌、氧化锌和黄精多糖螯合锌3种不同锌源,用3种不同的锌转运蛋白试剂盒(ZnT-4,

ZnT-6,ZnT-8)进行实验,考察3种锌源与Caco-2细胞中锌转运蛋白表达量的关系[24].
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2 结果与讨论

2.1 黄精多糖螯合锌制备的单因素实验结果

pH值、反应时间、多糖锌比和螯合温度对黄精多糖螯合锌螯合率的影响如图1所示.由图1(A)
可见,当pH值从5增加到7时,螯合率增加到最大,可能是因为Zn2+与多糖中羟基和羧基的配位增

强,使螯合率增大所致.但当pH值继续增加时,Zn2+的结合随pH增加使多糖和锌产生解离,从而影

响螯合率,导致螯合率下降[25].由图1(B)可见,当螯合时间从40min增加到60min时,螯合率从

43.2%提高到58.2%,但螯合时间过长容易形成Zn(OH)2沉淀,导致螯合率降低.由图1(C)可见:当多

糖锌比从5∶1提高到8∶1时,螯合率从42.7%提高到57.9%;当多糖锌比大于8∶1时,螯合率降低.
可见由于多糖锌比过小,螯合反应不完全,因此螯合率较低,但多糖比过高,会导致多糖的利用率下降,
浪费原材料[26].由图1(D)可见,随着温度增加,螯合率呈明显上升趋势,当反应温度为60℃时螯合率最

大.因此,本文选择pH=7、螯合时间60min、多糖锌比8∶1、螯合温度60℃为最佳反应条件.

图1 黄精多糖螯合锌制备的单因素实验结果

Fig.1 SinglefactorexperimentalresultsforpreparationofPolygonatumrhizomapolysaccharidechelatedwithzinc

2.2 响应面优化分析

图2 响应面因素交互对多糖螯合率的影响

Fig.2 Interactiveeffectofresponsesurfacefactorsonpolysaccharidechelationrate

响应面因素交互对多糖螯合率的影响如图2所示,其二次回归方程为
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Y=59.41-0.45A-1.51B+0.027C+0.052D-0.093AB-0.38AC+
0.27AD-0.06BC+0.15BD-0.072CD-2.13A2-1.94B2-2.88C2-3.56D2,

其中A,B,C,D 分别为pH值、多糖锌比、螯合时间和温度4个参数.
  拟合因素和响应值间的函数关系列于表1.由表1可见,R2=0.9802,R2

Adj=0.9603,表明实验

数据与回归方程关系良好.
表1 回归模型方差分析

Table1 Analysisofvarianceofregressionmodels

差异来源 平方和 df 均方 F P 显著性

模型 134.07 14 9.58 49.4 <0.0001 明显

A 2.39 1 2.39 12.3 0.0035
B 3.15 1 3.15 16.26 0.0012
C 0.00908 1 0.00908 0.047 0.8318
D 0.033 1 0.033 0.17 0.6858
AB 0.034 1 0.034 0.18 0.6807
AC 0.56 1 0.56 2.9 0.1106
AD 0.28 1 0.28 1.45 0.2487
BC 0.014 1 0.014 0.074 0.7892
BD 0.09 1 0.09 0.46 0.5068
CD 0.021 1 0.021 0.11 0.7468
A2 29.39 1 29.39 151.62 <0.0001
B2 24.26 1 24.26 125.12 <0.0001
C2 53.85 1 53.85 277.77 <0.0001
D2 82.26 1 82.26 424.35 <0.0001
残差 2.71 14 0.19

失拟项 2.26 10 0.23 2 0.2629 不明显

纯误差 0.45 4 0.11
总和 136.79 28
R2 0.9802
R2Adj 0.9603

  综上可见,当温度为60℃,pH=6.9,时间为59.87min,多糖锌比为8∶1时,反应的螯合率最

高,为59.87%.考虑实际实验条件,确定最优螯合工艺为温度60℃,pH=7,时间为60min,多糖锌

比8∶1,该条件下获得的螯合率为58.7%.可见响应面优化黄精多糖螯合锌的制备工艺可行.
2.3 黄精多糖螯合锌表征分析

2.3.1 UV-Vis结果

黄精多糖和黄精多糖螯合锌UV-Vis谱如图3所示.由图3可见,当黄精多糖和锌结合时,吸收

峰的强度和波长均会改变.黄精多糖在200~300nm处无明显可见峰,即没有蛋白质和核酸的吸收

峰,表明多糖脱蛋白成功.黄精多糖与硫酸锌发生螯合反应后,黄精多糖螯合锌的最高吸收峰出现在

246nm处,这可能是因为Zn2+和多糖上的羰基结合,导致C O发生n→δ*的电子跃迁所致,研究

表明,硫酸锌的紫外吸收峰值通常在200~350nm内[27].可见Zn2+ 与黄精多糖作用,发生了螯合

反应[28].
2.3.2 FT-IR结果

黄精多糖和黄精多糖螯合锌的FT-IR谱如图4所示.由图4可见,螯合反应可导致氨基酸的振荡

频率发生明显变化,黄精多糖中O—H的波数σ=3424.2cm-1,黄精多糖螯合锌中O—H的σ增加至

3442.6cm-1,这主要归因于O—H的拉伸和拉长.C O的σ由1608.4cm-1上升至1618.2cm-1,这

是由于黄精多糖的羧基与Zn2+产生了相互作用所致.—COO—的σ由1462.0cm-1上升至1484.4cm-1,使
其稳定性增加.对比黄精多糖和黄精多糖螯合锌的红外光谱可见,多糖中羧基、羟基和羰基均参与了

螯合反应,与文献[29]的研究结果类似.
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图3 黄精多糖和黄精多糖螯合锌的UV-Vis谱

Fig.3 UV-VisspectroscopyofPolygonatumrhizoma

polysaccharidesandPolygonatumrhizoma

polysaccharideschelatedwithzinc

图4 黄精多糖和黄精多糖螯合锌的FT-IR谱

Fig.4 FT-IRspectroscopyofPolygonatumrhizoma

polysaccharidesandPolygonatumrhizoma

polysaccharideschelatedwithzinc

2.3.3 SEM结果

黄精多糖和黄精多糖螯合锌的SEM 照片如图5所示.由图5(A)可见,黄精多糖的表层呈颗粒

状,内部结构紧凑,形成板状或块状.由图5(B)可见,黄精多糖螯合锌的表层具有片状特征,大部分

处于平滑的聚合状,没有裂缝,表明黄精多糖和锌之间存在螯合作用,并在一定程度上吸收了螯合锌

晶体,与文献[30]的研究结果类似.

图5 黄精多糖(A)和黄精多糖螯合锌(B)的SEM照片

Fig.5 SEMimagesofPolygonatumrhizomapolysaccharides(A)and
Polygonatumrhizomapolysaccharideschelatedwithzinc(B)

2.4 黄精多糖螯合锌细胞吸收率结果

考察不同质量浓度黄精多糖螯合锌对Caco-2细胞增殖的影响,筛选安全给药质量浓度范围,结果

图6 不同质量浓度黄精多糖螯合锌对细胞存活率的影响

Fig.6 Effectofdifferentmassconcentrationsof
Polygonatumrhizomapolysaccharides
chelatedwithzinconcellsurvivalrate

如图6所示.由图6可见,当黄精多糖螯合锌的质

量浓度≥5.00mg/mL时,它对细胞的增殖有明显

抑制效果,可对细胞造成严重的毒性影响.

  建模21d后,将0.5mL硫酸锌添加到细胞上

室,3h后检查细胞下室中Zn2+的质量浓度,结果

如图7所示.由图7(A)可见,当ρ(Zn2+)增加时,

下室Zn2+的转运量增加,且存在一定的剂量依赖

关系[31].因此可知Caco-2单层细胞吸收模型建立

成功.由图7(B)可见,将100μg的硫酸锌、氧化锌

以及黄精多糖螯合锌添加到上室,经3h实验,可

得下室Zn2+的转运量分别为3.86,3.12,4.56μg.
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可见,黄精多糖螯合锌可明显提高Zn2+的转运量.

图7 黄精多糖螯合锌的转运实验结果

Fig.7 TransportexperimentresultsofPolygonatumrhizomapolysaccharideschelatedwithzinc

2.5 黄精多肽螯合锌对Caco-2细胞锌转运蛋白的影响

选取硫酸锌、氧化锌和黄精多糖螯合锌3种不同种类及不同浓度(0,25,50,100μmol/L)的锌源,
观察其对Caco-2细胞中与锌相关细胞表达量的变化,分别用3种不同蛋白检测试剂盒(ZnT-4,ZnT-6,

ZnT-8)进行检测,结果如图8所示.由图8可见,添加不同浓度和不同种类的锌源对Caco-2细胞锌转

运蛋白表达均有一定影响.随着Zn2+浓度的增加,蛋白表达量增加,其中黄精多糖螯合锌的表达量最

好,表明黄精多糖螯合锌中的Zn2+ 可进入细胞,导致锌转运蛋白表达量升高,更利于人体吸收.当

c(Zn2+)=25μmol/L时,ZnT-4和ZnT-6表达量增加明显;ZnT-8在c(Zn2+)=50μmol/L时的表达

量达到最高;但c(Zn2+)过高时相对表达量略降低.表明人体对Zn2+ 的吸收转运有一定限度,由于

Zn2+含量过高时,人体不能将其全部吸收利用,因此补充锌时应适量,避免浪费.

图8 不同锌源对Caco-2细胞锌转运蛋白表达的影响

Fig.8 EffectofdifferentzincsourcesonexpressionofzinctransportproteinsinCaco-2cells

  综上所述,本文利用黄精多糖和硫酸锌制备了一种新的锌营养强化剂.螯合工艺优化结果为:
温度60℃,pH=7,时间60min,多糖锌比8∶1,在该条件下螯合率达58.7%.表征实验结果表明

已成功制备了黄精多糖螯合锌;体外细胞吸收模型表明,黄精多糖螯合锌优于无机补锌剂的细胞吸收

率,锌转运实验中锌转运蛋白ZnT-4,ZnT-6,ZnT-8的锌相关蛋白表达量均上调,进一步说明增加了

锌的生物利用度.
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