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雅津蛋白桑多糖的分离纯化及生物活性研究
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摘要!采用纤维素酶法提取桑叶多糖!通过单因素试验和正

交试验!确定最优提取工艺参数$并采用
T6

E

8/46R]-&%%

型

葡聚糖凝胶进行初级纯化!比较纯化前后多糖的抗氧化能力

和
#

-

葡萄糖苷酶抑制活性#结果表明!纤维素酶法提取的最

优工艺为提取液
E

\':%

"酶解温度
(%d

"酶浓度
&:%U

"酶反

应时间
(%.0=

$纯化后的桑叶多糖具有更高的总抗氧化能

力"

KYY\

(和(

[\

清除能力$但纯化后的桑叶多糖对
#

-

葡

萄糖苷酶抑制效果低于纯化前的#优选得到的纤维素酶法

提取桑叶多糖工艺具有较好的提取效果!且纯化后的桑叶多

糖具有更强的抗氧化活性#

关键词!雅津蛋白桑$多糖$酶法$柱层析$生物活性
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桑叶为桑科!

A3;/76/6

#植物桑!

%3K+@8FN8:?

#的叶$目

前已被卫生部认定为药食两用植物,

&

-

%已有的研究表明$桑

叶多糖具有调节人体代谢和清除自由基的功能,

$

-

(其机制涉

及抑制糖代谢相关酶类及抗氧化,

>

-

%雅津蛋白桑又称饲料

桑$是中国培育的新型桑树品种$具有区域适应性和抗逆性

强+蛋白质含量高+产量高等的优点$已在中国多个地区大力

推广$开发前景十分广阔,

+

-

%

目前对桑叶多糖的研究主要集中于提取方法+多糖成

分表征+单一多糖成分的纯化和生物活性鉴定,

(

-

%在多种

植物多糖提取方法中酶解法操作条件相对温和$对提取物

的生物活性损伤小$提取效率高$有较大的实用价值,

'

-

%在

多糖生物活性研究中也发现不同分子量的桑叶多糖成分表

现出了不同的生物活性,

>

$

BV*

-

%但从雅津蛋白桑叶中提取

多糖作为功能性食品原料使用时$考虑到生产成本$通常采

用总多糖为原料$而对雅津蛋白桑叶总多糖的酶法提取与

纯化及其生物活性方面的研究却无相关报道%本研究利用

正交试验优化了纤维素酶法提取雅津蛋白桑叶多糖的工艺

条件$再采用
T6

E

8/46R]-&%%

型葡聚糖凝胶对多糖进行纯

化$并比较纯化前后多糖的生物活性$为以雅津蛋白桑叶为

原料的桑叶多糖在食品领域的进一步开发和利用提供理论

依据%

(B&
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材料与方法
&:&

!

材料与设备

雅津蛋白桑桑叶"成都市农林科学院(

浓硫酸+苯酚+无水乙醇+三氯乙酸+葡萄糖+抗坏血酸+

铁氰化钾+三氯化铁+硫酸亚铁+磷酸二氢钠+水杨酸+磷酸氢

二钠+

\

$

[

$

!

>%U

#+无水碳酸钠+蔗糖"分析纯$成都市科龙

化工试剂厂(

&

$

&-

二苯基
-$-

苦肼基自由基!

KYY\

#+对硝基苯
-

!

-O-

半

乳糖吡喃糖苷!

E

@Y]

#"美国
T0

<

./

公司(

纤维素酶+

#

-

葡萄糖苷酶"上海源叶生物科技有限公司(

制备液相色谱仪"

WjCW

E

F;0206;&%

型$美国
],

公司(

多功能酶标仪"

H=20=056N(%%

型$瑞士
C,LW@

公司(

电子天平"

T̂W$$+

型$德国
T/;53;0F9

公司%

&:$

!

桑叶多糖含量的测定

采用苯酚
-

硫酸法,

)

-

%

&:>

!

纤维素酶法提取桑叶多糖

将新鲜桑叶用蒸馏水冲洗干净$除去表面杂质$冻干粉

碎$

&%%

目过筛待用%准确称量桑叶粉
&%:%%

<

$置于圆底烧

瓶中$加入
&%%."

蒸馏水,料液比
&

$

&%

!

<

'

."

#-$适量纤

维素酶$充分震荡$使其溶解%调节
E

\

值$在一定温度下酶

解%并在
*%d

下回流
'%.0=

提取多糖%提取液冷却后抽

滤$滤液中加入
&%."

三氯乙酸$混匀后
+d

过夜以沉淀蛋

白%过滤$滤液于
+ d

+

(%%%;

'

.0=

离心
&%.0=

$弃沉淀%

取上清液加入
+

倍体积的无水乙醇$于
+d

过夜沉淀多糖%

+d

+

(%%%;

'

.0=

离心
&%.0=

去上清$沉淀于
V+%d

冷冻干

燥后待用%

&:>:&

!

单因素对纤维素酶法提取多糖得率的影响
!

根据文

献,

&%

-$酶解
E

\

+酶解温度+酶解时间和酶浓度是影响酶法

提取多糖得率的主要因素%为了解各因素变化对多糖得率

的影响$选取酶解
E

\

+酶解温度+酶解时间和酶浓度进行单

因素试验%

!

&

#酶解
E

\

的影响"固定纤维素酶浓度
$U

+酶解温度

((d

+酶解时间
(%.0=

$分别比较
E

\

为
+:%

$

+:(

$

(:%

$

(:(

$

':%

$

':(

$

B:%

时对多糖得率的影响%

!

$

#酶解温度的影响"固定纤维素酶浓度
$U

+酶解

E

\':%

+酶解时间
(%.0=

$分别比较酶解温度为
+(

$

(%

$

((

$

'%

$

'(d

时对多糖得率的影响%

!

>

#酶解时间的影响"固定纤维素酶浓度
$U

+酶解

E

\':%

+酶解温度
((d

$分别比较酶解时间为
&%

$

$%

$

>%

$

+%

$

(%

$

'%

$

B%.0=

时对多糖得率的影响%

!

+

#酶浓度的影响"固定酶解时间
(%.0=

+酶解
E

\':%

+

酶解温度
(( d

$分别比较纤维素酶浓度为
%:%U

$

%:(U

$

&:%U

$

&:(U

$

$:%U

$

$:(U

$

>:%U

$

>:(U

$

+:%U

时对多糖得率

的影响%

&:>:$

!

正交优化试验
!

在单因素试验的基础上$选取
E

\

+温

度+酶浓度和酶反应时间四因素的最优水平进行正交试验$

对酶法提取桑叶多糖的工艺条件进行进一步优化%

&:+

!

桑叶多糖的纯化

参考应芝等,

&&

-的研究$选用
T6

E

8/46R]-&%%

型葡聚糖

凝胶为填料$以蒸馏水为流动相%准确称取
&%%.

<

桑叶粗

多糖溶于
( ."

蒸 馏 水%将 样 品 溶 液 上 柱$以 流 速 为

$."

'

.0=

洗脱$每管收集
(."

洗脱液%每管取
&%%

#

"

用

苯酚
-

硫酸法在
+)%=.

处测定吸光度%根据每管洗脱液的

多糖含量绘制洗脱曲线$合并同一洗脱峰的洗脱液$经截留

分子量为
>%%%K/

的超滤离心管$

+ d

+

B%%%;

'

.0=

离心

>%.0=

浓缩$收集浓缩液于
V+%d

冷冻干燥后待用%

&:(

!

桑叶多糖总抗氧化能力的测定

参考
6̂=

a

/GF1

等,

&$

-的方法!普鲁士蓝法#并修改如下"

取
&."

不同浓度!

%:$

$

%:+

$

%:'

$

%:*

$

&:%.

<

'

."

#桑叶总多

糖溶液$依次加入
$:( ."

磷酸盐缓冲液!

%:$ .31

'

."

$

E

\':'

#$

$:(."

铁氰化钾溶液 !

&

<

'

."

#混匀$于
(%d

下孵

育
$%.0=

$冷却后加入
$:(."

三氯乙酸溶液!

&%

<

'

&%%."

#混

匀$从中取出
$:(."

再加入
$:(."

蒸馏水和
%:(."

三氯

化铁溶液 !

&.

<

'

."

#$常温下反应
$%.0=

后于波长
B%%=.

处测定吸光度值$多糖的总抗氧化能力与吸光度值正相关%

&:'

!

桑叶多糖对
KYY\

自由基的清除能力

为比较纯化前后桑叶总多糖对
KYY\

自由基的清除能

力$根据文献,

&>

-修改如下"分别取
$."

不同浓度!

%:%(

$

%:&%

$

%:&(

$

%:$%

$

%:$(.

<

'

."

#的桑叶总多糖溶液$加入
$."

KYY\-

乙醇溶液 !

%:& ..31

'

"

#混匀$室温下避光孵育

>%.0=

$并于
(&B=.

处测定吸光度值%根据式!

&

#计算

KYY\

自由基清除率%

C

T

"

%

W

!

"

&

W

"

.

#

"

%

V

&%%U

$ !

&

#

式中"

C

&&&

KYY\

清除率$

U

(

"

&

&&&测定样品的吸光度值(

"

.

&&&采用乙醇替换
KYY\-

乙醇溶液时样品的吸光

度值(

"

%

&&&样品被蒸馏水代替时测定的吸光度值%

根据清除率$并参照冯艳萍等,

&+

-报道的方法计算半抑

制浓度!

;4

(%

值#%

&:B

!

桑叶多糖对羟自由基%(

[\

&的清除能力

参考
N653=

反应的方法,

&(

-修改如下"取
%:(."

浓度分

别为
%:+%

$

%:*%

$

&:$%

$

&:'%

$

$:%%.

<

'

."

的桑叶总多糖溶液$

再加入
&."

硫酸亚铁溶液!

'..31

'

"

#$

&."

水杨酸
-

乙醇

溶液!

'..31

'

"

#$

&."

过氧化氢溶液!

*:*..31

'

"

#和
&."

蒸馏水$混匀$于
>Bd

下孵育
>%.0=

$测定波长
(&%=.

处的

吸光度值%根据式!

$

#计算羟自由基!1

[\

#清除率%

C

T

"

%

W

!

"

&

W

"

.

#

"

%

V

&%%U

$ !

$

#

式中"

C

&&&羟自由基清除率$

U

(

"

&

&&&样品测定的吸光度值(

"

.

&&&以蒸馏水代替过氧化氢溶液时测定的吸光度值(

"

%

&&&以蒸馏水代替样品时测定的吸光度值%

根据清除率$并参照冯艳萍等,

&*

-报道的方法计算

;4

(%

值%

'B&

提取与活性
!

$%&*

年第
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桑叶多糖对
#

-

葡萄糖苷酶的抑制作用

参考
A/9/3\/553;0

等,

&'

-方法并修改如下"移取
(%

#

"

不同浓度 !

%:(

$

&:%

$

&:(

$

$:%

$

$:(.

<

'

."

#的桑叶总多糖溶液

于酶标板中$依次加入
*(%

#

"

磷酸盐缓冲液!

%:&..31

'

"

$

E

\(:%

#$

(%

#

"

#

-

葡萄糖苷酶溶液!

&%% X

'

."

#$

(%

#

"

E

@Y]

溶液!

%:%&&' .31

'

"

#混匀%于
>B d

下恒温孵育

&%.0=

后$再加入
+."

碳酸钠溶液!

%:&.31

'

"

#以终止反

应$并测定波长
+%%=.

处的吸光度值%根据式!

>

#计算桑叶

总多糖对
#

-

葡萄糖苷酶的抑制率%

2

T

"

%

W

!

"

&

W

"

.

#

"

%

V

&%%U

$ !

>

#

式中"

2

&&&

#

-

葡萄糖苷酶抑制率$

U

(

"

&

&&&样品测定的吸光度值(

"

.

&&&以磷酸盐缓冲液代替
#

-

葡萄糖苷酶溶液时测定

的吸光度值(

"

%

&&&以磷酸盐缓冲液代替样品时测定的吸光度值%

根据抑制率$并参照冯艳萍等,

&*

-报道的方法计算

;4

(%

值%

&:)

!

数据处理与统计分析

所有数据均以
>

个独立样本!

'f>

#的
Ml16%

表示%

采用
TYTT$$:%

软件进行统计分析$数据进行单因素方差分

析后$使用
T5F46=5p95

检验进行两组之间的比较$或者使用

进行
KF=7/=

检验进行多重比较%以
Y

&

%:%(

为差异具有统

计学意义%

$

!

结果与分析
$:&

!

纤维素酶法提取单因素试验

$:&:&

!E

\

的影响
!

由图
&

可知$当
E

\

&

':%

时$多糖得率

随
E

\

增加而显著增大$并在
E

\

为
':%

时达到最大值%但

随着
E

\

值的继续增加$得率呈下降趋势%

E

\

对多糖得率的

影响呈单峰函数$可能是由于过高或过低的
E

\

值会影响酶

的活性$在低
E

\

时$过量的酸会水解多糖的糖苷键而引起

多糖结构破坏$而过高的
E

\

会破坏酶的空间结构$影响底

物结合效率%当
E

\

值在
':%

时酶活较强$使得植物细胞壁

能够迅速降解$多糖更易溶出%

$:&:$

!

酶解温度的影响
!

由图
$

可知$当酶解温度低于

((d

时$多糖得率随温度的升高而显著增加$并于
((d

时

不同字母表示各组差异显著$

Y

&

%:%(

图
&

!E

\

对多糖得率的影响

N0

<

F;6&

!

,2267532

E

\3=586

D

061432

E

31

D

9/778/;0469

不同字母表示各组差异显著$

Y

&

%:%(

图
$

!

酶解温度对多糖得率的影响

N0

<

F;6$

!

,226753256.

E

6;/5F;63=586

D

061432

E

31

D

9/778/;0469

达到最大%此后随着温度的升高$得率呈下降趋势%酶解温

度对多糖得率的影响呈单峰函数$可能是由于温度升高时酶

促反应加速$但当温度超过酶的最适温度时$造成酶活力降

低$从而使得率下降%

$:&:>

!

酶浓度的影响
!

由图
>

可知$当酶浓度低于
$.

<

'

."

时$多糖得率随着酶浓度的增加而显著增加$而酶浓度超过

$.

<

'

."

后$多糖得率再无显著变化%这可能是由于随着

酶量的增加$酶与底物接触机率增大$使得多糖更快地溶出%

而当酶浓度升高到一定程度时$酶促反应达到饱和$使得多

糖的得率不再增加%

不同字母表示各组差异显著$

Y

&

%:%(

图
>

!

酶浓度对多糖得率的影响

N0

<

F;6>

!

,22675326=S

D

.673=76=5;/503=3=586

D

0614

32

E

31

D

9/778/;0469

$:&:+

!

酶解时间的影响
!

由图
+

可知$在多糖提取的初期多

糖得率随着酶解时间的延长而显著提高$酶解时间的延长有

助于细胞壁的溶解和多糖的溶出%当酶解时间为
(%.0=

时$多糖得率达到最大%此后随着酶解时间继续延长$多糖

得率反而显著下降%这可能是由于已溶出的多糖在反应体

系中发生了破坏和降解%

$:$

!

纤维素酶法提取正交试验

"

)

!

>

+

#正交试验因素水平取值见表
&

$试验结果见表
$

%

由表
$

可知$影响多糖得率的因素主次关系为"

E

\

'

酶解温

度
'

酶浓度
'

酶解时间$最优的组合方式为
W

$

^

$

L

&

K

>

$即"

E

\':%

$酶解温度
'%d

$酶浓度
&:%U

$酶解时间
(%.0=

%采

用最优组合进行验证实验!

'f>

#$所得多糖得率为!

B:'%*l
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不同字母表示各组差异显著$

Y

&

%:%(

图
+

!

酶解时间对多糖得率的影响

N0

<

F;6+

!

,22675326=S

D

.31

D

90950.63=586

D

0614

32

E

31

D

9/778/;0469

表
&

!

酶法提取多糖正交试验因素水平表

C/M16&

!

N/753;916Q61326=S

D

./5076R5;/7503=

E

31

D

9/778/;0463;583

<

3=/15695

水平
W

E

\ ^

酶解温度'
d L

酶浓度'
U K

酶解时间'
.0=

& (:( (( &:% >%

$ ':% '% &:( +%

> ':( '( $:% (%

表
$

!

"

)

%

>

+

&正交试验

C/M16$

!

"

)

%

>

+

&

3;583

<

3=/16R

E

6;0.6=5

试验号
W ^ L K

得率'
U

& & & & & B:&')

$ & $ $ $ B:&*&

> & > > > B:%+$

+ $ & $ > B:+&(

( $ $ > & B:+$'

' $ > & $ B:&+B

B > & > $ ':)++

* > $ & > B:&)&

) > > $ & ':*%(

I

&

B:&>% B:&B' B:&') B:&>>

***********************

I

$

B:>$) B:$'( B:&>> B:%)%

I

>

':)*% ':))B B:&>B B:$&(

X %:>(% %:$'* %:%>( %:&$(

%:%+>

#

U

$说明在最优组合下具有较高的多糖得率%

$:>

!

桑叶多糖的纯化

由图
(

可知$洗脱曲线只有一个较大吸收峰$将该吸收

峰下糖含量较高的第
&(

"

>%

管洗脱液合并$超滤浓缩并冻

干后$即得纯化的桑叶总多糖样品%

!!

虽然通过该方法只能对粗多糖进行纯化$并不能将粗多

糖中各个组分分离%不过作为食品原料并不需要高纯度的

单一种类多糖$且该方法简单快速$不仅多糖的回收率大于

*%U

$同时也能有效地除去色素+蛋白等杂质%

图
(

!

桑叶多糖凝胶过滤洗脱曲线

N0

<

F;6(

!

]612015;/503=61F503=7F;Q6932535/1

E

31

D

9/778/;046

$:+

!

桑叶多糖抗氧化活性比较

通过总抗氧化能力+

KYY\

自由基!

KYY\

1#清除能力

和羟自由基!1

[\

#清除能力试验$对纯化前后桑叶多糖的

抗氧化活性进行比较$从图
'

可知$桑叶总多糖在纯化前后

均具有总抗氧化能力+

KYY\

1和1

[\

清除能力$且都与其

浓度呈正相关$具有显著的剂量依赖效应%这可能是由于多

糖的抗氧化能力是通过自身氧化提供电子从而实现自由基

的清除,

&B

-

$多糖浓度越高$所提供的电子数量越多$其抗氧

化能力越强%

而在相同浓度下$经纯化的桑叶总多糖的总抗氧化能

力+

KYY\

1和1

[\

清除能力均显著高于未经纯化的!

Y

&

%:%&

#%纯化前后桑叶多糖对
KYY\

自由基清除能力的
;4

(%

值分别为
%:(+

$

%:&&.

<

'

."

$纯化后提升了约
(

倍$对1

[\

清除能力的
;4

(%

值分别为
$+:+*

$

*:&).

<

'

."

$纯化后约为

纯化前的
>

倍%由于多糖纯度越高其抗氧化活性越强$表明

多糖成分在雅津蛋白桑叶抗氧化功能中发挥着主要作用%

$:(

!

桑叶多糖抑制
#

-

葡萄糖苷酶活性比较

比较纯化前后桑叶多糖对
#

-

葡萄糖苷酶的抑制率发现$

纯化前后桑叶多糖对
#

-

葡萄糖苷酶均有明显的抑制作用$且

浓度越大$抑制率越高$呈剂量依赖效应!图
B

#$与季涛等,

&*

-

的研究一致%但在相同浓度下$经纯化的桑叶总多糖对
#

-

葡

萄糖苷酶的抑制率反而显著低于未经纯化的!

Y

&

%:%&

#%

通过计 算 可 知 纯 化 前 后 两 者 的
;4

(%

值 分 别 为
$:B%

$

+:*+.

<

'

."

$纯化后其抑制率仅为纯化前的
%:('

倍%

由于桑叶具有显著的降血糖功能,

&)

-

$而
#

-

葡萄糖苷酶

作为碳水化合物代谢的关键酶,

$%

-

$一直是桑叶中降糖功能

成分的重要靶点之一,

$&V$$

-

%已有研究,

$$

-发现桑叶中的黄

酮+生物碱类物质也具有抑制
#

-

葡萄糖苷酶的作用$特别是

其中的多羟基生物碱
&-

脱氧野尻霉素!

K@_

#已被证明是桑

叶降血糖的主要活性成分$具有极强的
#

-

葡萄糖苷酶抑制活

性%而纯化后的雅津蛋白桑叶多糖对
#

-

葡萄糖苷酶的抑制

率反而显著低于未经纯化的$暗示了纯化前的雅津蛋白桑叶

粗多糖中可能含有黄酮+生物碱等其它具有更强
#

-

葡萄糖苷

酶抑制活性杂质$也表明虽然雅津蛋白桑叶总多糖也具有一

定的
#

-

葡萄糖苷酶抑制能力$但却不是雅津蛋白桑叶中发挥

#

-

葡萄糖苷酶抑制能力的主要成分%

*B&

提取与活性
!

$%&*
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>

!

结论
采用纤维素酶法提取雅津蛋白桑叶总多糖的最佳工艺

((

表示与纯化前相比差异显著$

Y

&

%:%&

图
'

!

纯化前后桑叶多糖的抗氧化能力

N0

<

F;6'

!

W=503R04/=57/

E
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D

3240226;6=5

E

F;05

D

535/1

E

31

D

9/778/;0469

((

表示与纯化后相比差异显著$

Y

&

%:%&

图
B

!

纯化前后桑叶多糖对
#

-

葡萄糖苷酶的抑制能力

N0

<

F;6B

!#

-

<

1F73904/960=80M0503=;/563240226;6=5

E

F;05

D

.F1M6;;

D

&

%3K+@8FN8 ":

'

16/Q69535/1

E

31
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78/;0469

条件为"

E

\':%

$酶解温度
'% d

$酶浓度
&:%U

$酶解时间

(%.0=

$在此条件下桑叶多糖的得率可达!

B:'%*l%:%+>

#

U

%

选用
T6

E

8/46R]-&%%

型葡聚糖凝胶为填料$以蒸馏水为流

动相$进行凝胶层析$以截留分子量
>%%%K/

的超滤管进行

浓缩$可以对雅津蛋白桑叶粗多糖进行纯化$满足其作为功

能性食品原料的生产工艺要求%

经过纯化的雅津蛋白桑叶总多糖在总抗氧化能力+

KYY\

1和1

[\

清除率方面$均显著高于未经纯化的$表明

在桑叶中发挥抗氧化功能的主要成分为多糖%而经过纯化

的桑叶总多糖对
8-

葡萄糖苷酶的抑制能力要弱于未经纯化

的$表明多糖并非雅津蛋白桑叶中发挥
8-

葡萄糖苷酶抑制功

能的主要成分%
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酸+乙酸和琥珀酸$合计占总有机酸的
)(:+U

$构成枇杷醋醋

基酸味味觉强度的
)+:BU

$它们是后续醋酸发酵后构成枇杷

醋果酸味的重要品质成分%

有关果醋酒精发酵工艺优化中的有机酸及菌种筛选方

面未见相关报道$因此对于果醋的酒精发酵工艺有关菌种筛

选条件+醋基风味品质与最终果醋风味形成等还需要更多的

研究支持%
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