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轮叶党参多糖的分离纯化及结构研究
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摘要：目的：确定轮叶党参多糖组分１（ＣＬＰＳ１）结构，为轮

叶党参多糖活性研究和天然植物多糖的开发提供依据。

方法：经提取、分离纯化后获得组分ＣＬＰＳ１，利用气相色

谱、红外光谱、核磁共振、高碘酸氧化、Ｓｍｉｔｈ降解和甲基

化分析方法等确定ＣＬＰＳ１结构。结果：ＣＬＰＳ１比旋光度

为右旋４４°，总糖含量为９７．６％，糖醛酸为１３．１８％；相对

分子质量为９１．７，ＣＬＰＳ１单糖组成为阿拉伯糖、半乳糖、

葡萄糖、半乳糖醛酸、甘露糖，摩尔比为２．７∶３．４∶２．３∶

１．１∶０．５。ＣＬＰＳ１中存在葡萄糖醛酸，分子中含有吡喃糖

并且存在α和β构型。主链主要由阿拉伯糖和半乳糖组

成，半乳糖和葡萄糖构成支链和主链的末端残基；半乳糖

分支点糖残基是葡萄糖（１→４，６）、半乳糖（１→３，６）；半乳

糖有１→６、１→３，６、１→、１→３、１→４键型；葡萄糖有１→、

１→４、１→４，６键型；阿拉伯糖为１→５键型，半乳糖醛酸为

１→３键型。结论：ＣＬＰＳ１为一种结构复杂的酸性多糖。

关键词：轮叶党参；多糖；水提醇沉；柱层析；结构特征

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲：ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣＬＰＳ１ （ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎ１ｏｆ犆狅犱狅狀狅狆狊犻狊犾犪狀犮犲狅犾犪狋犪）ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅａ

ｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ犆．犾犪狀犮犲狅犾犪狋犪ａｎｄ

ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎａｔｕｒａｌｐｌａｎｔｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ．犕犲狋犺狅犱狊：Ａｆｔｅｒ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ＣＬＰＳ１ ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，

ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ｐｅｒｉｏｄａｔｅ

ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，Ｓｍｉｔｈ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣＬＰＳ１．犚犲狊狌犾狋狊：Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｏｔａｔｉｏｎ

ｏｆＣＬＰＳ１ｉｓ＋４４°，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｓ

９７．６％，ｔｈｅｕｒｏｎｉｃａｃｉｄｏｆＣＬＰＳ１ｉｓ１３．１８％，ａｎｄｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｏｆＣＬＰＳ１ｉｓ９１．７．Ｔｈｅ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆ

ＣＬＰＳ１ｃｏｎｔａｉｎｓＡｒａ，Ｇａｌ，Ｇｌｃ，ＧａｌＡ，Ｔｈｅｍｏｌａｒｒａｔｉｏｉｓ２．７∶

３．４∶２．３∶１．１∶０．５．Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＣＬＰＳ１ｗａｓｓｔｕｄｉｅｄｂｙｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍ，ＮＭＲ，

ｐａｒｔｉａｌｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗｉｔｈａｃｉｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，Ｓｍｉｔｈ，ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄ

ＧＣＭＳ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆ

ＣＬＰＳ１ｃｏｎｔａｉｎｅｄＧｌｕＡａｎｄｐｙｒａｎｏｓｅ，ｗｈｉｌｅｐｙｒａｎｏｓｅｉｎｃｌｕｄｅｄ

ｂｏｔｈαｐｙｒａｎｏｓｉｄｅａｎｄβｐｙｒａｎｏｓｉｄｅｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｔｈｅｂａｃｋｂｏｎｅ

ｗａｓｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆＡｒａａｎｄＧａｌ，ｔｈｅｂｒａｎｃｄｗｉｔｈＧａｌａｎｄｔｈｅ

ｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆｂａｃｋｂｏｎｅｗｉｔｈＧｌｕ．ＢｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｏｆＧａｌ

ｒｅｓｉｄｕｅｓｉｓｌｉｎｋｅｄｂｙＧｌｃ（１→４，６）；Ｇａｌ（１→３，６）；Ｇａｌｃｏｎｔａｉｎｓ

１→，１→３，１→４，１→６，１→３，６；Ｇａｌｃｏｎｔａｉｎｓ１→，１→３，１→４，

１→６，１→３，６；Ｇｌｃｃｏｎｔａｉｎｓ１→，１→４，１→４，６；Ａｒａｃｏｎｔａｉｎｓ１→

５；Ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ１→３．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀：ＣＬＰＳ１ｉｓａｃｏｍｐｌｅｘａｃｉｄｉｃ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ 犆．犾犪狀犮犲狅犾犪狋犪

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｓｔｈｅｂａｓｉｓｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆ犆．犾犪狀犮犲狅犾犪狋犪ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ｗｈｉｃｈｉｓｏｆｇｒｅａｔ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ犆．犾犪狀犮犲狅犾犪狋犪ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌａｎｃｅａｓｉａｂｅｌｌｒｏｏｔ；ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ａｎｄａｌｃｏｈｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔｉｏｎ；ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

轮叶党参（犆狅犱狅狀狅狆狊犻狊犾犪狀犮犲狅犾犪狋犪Ｂｅｎｔｈ．ｅｔ．Ｈｏｏｋ．ｆ）

又称山胡萝卜、北沙参等，为桔梗科党参属多年生缠绕性

藤本植物。主要分布在中国东北、华北和华东地区以及

朝鲜、日本和俄罗斯等地［１］。轮叶党参多生长在沟边、灌

木林下或阔叶林内，主要食用部位为根，具有较高的营养

价值［２－３］。随着科技的进步，轮叶党活性成分的研究已

经取得了一定进展，当前对轮叶党参功能性成分研究主

要集中在皂苷、黄酮和生物碱类物质，具有降血脂、降胆

固醇、减肥、调节胃肠道和改善记忆等作用［４－６］。

多糖是由若干个单糖分子由端基碳原子连接形成的

高分子化合物，分子结构含有多种苷键类型［７－８］，具有广
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泛的生物活性，是开发药物、功能性食品的重要来源之

一。多糖对保持细胞活性、增强免疫器官功能、维持细胞

正常生命代谢具有重要意义。目前关于轮叶党参的研究

主要集中在粗多糖提取方法及生物活性，对轮叶党参多

糖的分离纯化、结构分析以及分离组分的生物活性研究

较少。根据文献［９］，利用热水浸提得到的轮叶党参多糖

含量为８．５０％。轮叶党参粗多糖可显著增强小鼠单核巨

噬细胞系统的吞噬功能，对提高小鼠免疫力具有一定作

用，２ｇ／ｋｇ轮叶党参粗多糖对小鼠移植瘤Ｓ１８０抑制率

为５４％
［１０］。

研究拟以吉林省长白山区轮叶党参为原料，利用水

提醇沉、脱脂、脱蛋白、脱色、ＤＥＡＥ纤维素阴离子柱层

析、ＳｅｐｈａｄｅｘＳ３００葡聚糖柱层析等方法制备轮叶党参多

糖组分，利用物理、化学方法结合波谱分析揭示轮叶党参

多糖结构特征，以期为进一步研究轮叶党参多糖结构与

活性的关系提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料

轮叶党参：吉林省长白山区轮叶党参种植基地；

犔（＋）阿拉伯糖、犔（＋）鼠李糖、犇（＋）木糖、犇（＋）

半乳糖、犇（＋）木糖、犇（＋）甘露糖：优级纯，美国Ｓｉｇｍａ

公司。

１．２　仪器与设备

气相色谱仪：ＧＣ１４Ｃ型，日本岛津公司；

高效液相色谱仪：ＬＣ１０Ａ型，日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司；

数显恒温水浴锅：ＨＨ２型，江苏省金坛市科技仪器

有限公司；

旋转蒸发器：Ｅ５２型，上海医疗器械厂；

高速离心机：ＬＧ１０２．４Ａ型，北京医用离心机厂。

１．３　方法

１．３．１　轮叶党参多糖的制备

（１）粗多糖提取：轮叶党参多糖提取条件为超声功率

１４７Ｗ、超声时间１５ｍｉｎ、纤维素酶酶解温度４５℃、加酶

量０．７％、酶解ｐＨ值４．５
［１１］，过滤后，减压浓缩加入４倍

无水乙醇沉淀，冷冻干燥得轮叶党参粗多糖。

（２）轮叶党参多糖纯化：将轮叶党参粗多糖经无水乙

醚脱脂、活性炭脱色、木瓜蛋白酶酶解后再用Ｓｅｖａｇ法处

理４次，ＤＥＡＥ５２纤维素离子柱层析得到３个主要组分

轮叶党参多糖组分１（ＣＬＰＳ１）、轮叶党参多糖组分２

（ＣＬＰＳ２）和轮叶党参多糖组分３（ＣＬＰＳ３），分离所得的

３种多糖ＣＬＰＳ１占４８．３％、ＣＬＰＳ２占４０．５％、ＣＬＰＳ３占

８．１５％
［１２］３２－４０。

（３）ＳｅｐｈａｄｅｘＳ３００葡聚糖凝胶柱层析：经ＤＥＡＥ５２

纤维素离子柱层析得到的组分进一步用ＳｅｐｈａｄｅｘＳ３００

葡聚糖柱层析洗脱，各组分分别溶于少量蒸馏水中，装

样，柱规格为Φ１．６ｃｍ×３０ｃｍ，洗脱液为０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，洗脱速度为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，分别收集洗脱液，利用苯

酚—硫酸法测定多糖含量。

１．３．２　ＣＬＰＳ１比旋光度的测定　准确称取一定量的

ＣＬＰＳ１，配制成质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的多糖溶液。调节

温度２０℃，按式（１）计算ＣＬＰＳ１的比旋光度。

［犪］狋犇＝
犪×１００

犾×犮
， （１）

式中：

犾———旋光管长度，ｄｍ；

犮———１００ｍＬ溶液中含有的样品质量，ｇ；

狋———测定时的温度，℃；

λ———钠光谱的Ｄ线（５８９．３ｎｍ）；

犪———测定的旋光度值；

［犪］———比旋光度。

１．３．３　糖醛酸含量测定　采用硫酸—咔唑法。在９支刻

度试管中分别加入质量浓度为０，１０，２０，３０，４０，５０，６０，

７０，８０μｇ／ｍＬ 的半乳糖醛酸标准液２ ｍＬ，缓慢加入

１２ｍＬＨ２ＳＯ４，充分混匀，沸水浴加热１０ｍｉｎ，冷却至

２０℃，分别取１ｍＬ０．１５％ 咔唑试剂加入到上述９支刻

度试管中，混合均匀，放置３０ｍｉｎ，在５３０ｎｍ处测定吸光

度，以糖醛酸浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准

曲线。

取样品溶液２ｍＬ，按照上述标准曲线测定方法，平

行测定３次取平均值，根据标准曲线计算糖醛酸含量。

１．３．４　ＣＬＰＳ１分子量的测定　精确量取５．０ｍｇＣＬＰＳ１

溶于１ｍＬ０．７％ Ｎａ２ＳＯ４中，充分溶解后，用直径为

０．４５μｍ过滤膜过滤，取１０μＬ糖品进样，利用 ＨＰＬＣ

分析［１２］４０－７２。

采用ＣＬＡＳＳＶＰＨＰＬＣ数据分析工作站；示差折光

检测器为 ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＲＩＤ１０Ａ；分子排阻色谱柱为

Ｇ３０００ＰＷＸＬ７．８ｍｍ（ＩＤ）×３０．０ｃｍ（Ｌ）；流动相为０．７％

Ｎａ２ＳＯ４；流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为４０℃；按上述方法

进样葡聚糖标准品。以信号强度为纵坐标和保留时间为

横坐标绘制标准曲线，按照标准曲线计算ＣＬＰＳ１平均相

对分子质量。

１．３．５　单糖组成分析　采用气相色谱法。根据文献［１３］

修改如下：准确称取ＣＬＰＳ１３０．０ｍｇ、２ｍｏｌ／Ｌ三氟乙酸

（ＴＦＡ）２ｍＬ放入水解管中，真空密封，１２０℃水解３ｈ，取

０．５ｍＬ乙醇加入到水解液中。待水解完全后加入１ｍｇ

肌醇和１ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３，３０℃恒温５０ｍｉｎ，加入

５０ｍｇＫＢＨ４，２５℃保持１．５ｈ，用乙酸调节ｐＨ至中性，在

温度４０℃，真空度为０．０６ＭＰａ条件下干燥１ｈ，加１ｍＬ

正丙胺和１ｍＬ吡啶，５５℃反应３０ｍｉｎ后干燥，再次加入

０．５ｍＬ吡啶和０．５ｍＬ乙酸酐，９０℃保温１ｈ，然后经低

温真空干燥得到样品，再用二氯甲烷溶解，取上清液进行

气相色谱（ＧＣ）测定。

色谱柱为Ｒｔｘ２３３０石英毛细管柱（３０ｍ×０．３２ｍｍ×
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０．２ｍｍ）；气化室温度为２５０℃；ＦＩＤ氢焰检测器；程序升

温为１７０℃，保持２ｍｉｎ，以８℃／ｍｉｎ升至２４０℃，保持

１ｍｉｎ，再以８℃／ｍｉｎ升至２６５℃，保持２０ｍｉｎ；进样温度

为２７５℃；检测器温度为３００℃；进样量１μＬ；载气为氮

气；流速为１．５ｍＬ／ｍｉｎ。

１．３．６　红外光谱（ＦＴＩＲ）分析　根据文献［１４］。

１．３．７　ＮＭＲ分析　将１０ｍｇＣＬＰＳ１溶于１ｍＬＤ２Ｏ中，

利用核磁共振仪测定１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ谱
［１５］。

１．３．８　部分酸水解　称ＣＬＰＳ１１２５ｍｇ置于试管内，加入

２．５ｍＬ蒸馏水和２．５ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ三氟乙酸溶液，充分

混匀，９５℃水解８ｈ。快速降温至２０℃，４０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，干燥沉淀。上清液用蒸馏水透析２４ｈ，袋外透

析液浓缩，调整ｐＨ至中性，真空干燥。袋内液加５倍体

积无水乙醇，醇沉８ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液和

沉淀分别冷冻干燥，将所有干燥样品用气相色谱分析。

１．３．９　高碘酸氧化　根据文献［１６］修改如下：准确称取

ＣＬＰＳ１１０ ｍｇ，用少量蒸馏水溶解，加入 ３０ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＩＯ４０．５ｍＬ定容至１０ｍＬ，２０℃避光反应，每隔６ｈ取

０．１ｍＬ样液至氧化完全为止。反应液稀释２５０倍，以蒸

馏水作对照，在波长２２３ｎｍ处测光密度值，计算高碘酸

的消耗量。

以溴甲酚红作指示剂，用０．００５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 滴定

２ｍＬ反应液，计算甲酸生成量。

１．３．１０　Ｓｍｉｔｈ降解　溶液用流水和蒸馏水分别透析

２４ｈ，浓缩，加入ＮａＢＨ４反应１０ｈ。用５０％ ＨＡｃ中和至

ｐＨ为７，流水及蒸馏水透析２４ｈ。取１／３干燥后用于气

相色谱分析，剩余２／３用于Ｓｍｉｔｈ降解。

加入１∶１体积比的１ｍｏｌ／Ｌ Ｈ２ＳＯ４，２０ ℃水解

４０ｈ，ＢａＣＯ３调整ｐＨ为６，过滤，滤液用蒸馏水透析４８ｈ，

袋外部分干燥做气相色谱分析，袋内加乙醇，８ｈ后离心，

上清液及沉淀部分分别干燥后做气相色谱分析。

１．３．１１　酯化还原反应　准确称取犖环已基３（２吗林代

已基）碳二亚胺对甲苯黄酸盐０．７５ｇ加入３０ｍＬ１ｍｇ／ｍＬ

ＣＬＰＳ１水溶液中，用０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调ｐＨ至４．７５。反

应３ｈ后，加入１５ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＫＢＨ４，用４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调

ｐＨ值至中性，蒸馏水透析３ｄ，减压干燥，重复反应，直至

还原产物无半乳糖醛酸。将干燥过的还原产物甲基化

３次，至甲基化完全，得到犖环已基３（２吗林代已基）碳

二亚胺酯化还原后的甲基化产物。

１．３．１２　甲基化分析　根据文献［１７］修改如下：

（１）ＣＬＰＳ１二 甲 亚 砜 溶 液 的 制 备：称 取 ＣＬＰＳ１

２０．０ｍｇ，溶于６ｍＬ二甲亚砜（ＤＭＳＯ）中，充入惰性气体

Ｎ２封管，使ＣＬＰＳ１充分溶解。

（２）ＮａＯＨＤＭＳＯ混悬液的制备：将２４０ｍｇ的ＮａＯＨ

与６ｍＬＤＭＳＯ，充Ｎ２密封，研磨充分形成混悬液。

（３）甲基化：将 ＮａＯＨＤＭＳＯ 混悬液加入 ＣＬＰＳ１

ＤＭＳＯ溶液中，充Ｎ２密封，磁力搅拌１．５ｈ，加入３．６ｍＬ

碘甲烷，密封，反应７ｍｉｎ后加入６ｍＬ蒸馏水，产物流水

透析２４ｈ，蒸馏水透析２４ｈ。

（４）萃取甲基化多糖：将反应液浓缩至１０ｍＬ，加入

１０ｍＬＣＨＣｌ３，充分振荡３０ｍｉｎ，萃取甲基化多糖。用蒸

馏水充分洗涤萃取液，真空干燥除去ＣＨＣｌ３ 至１ｍＬ。

（５）水解反应：将甲基化的多糖，加 １ ｍＬ８５％

ＨＣＯＯＨ，充Ｎ２封管，沸水反应５ｈ，然后加调整ｐＨ为中

性，低温真空干燥，再加入２ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＣ２ＨＦ３Ｏ２，沸水

水解６ｈ，调整ｐＨ为中性后除去乙醇。

（６）还原反应：加入７０ｍｇＮａＢＨ４反应２４ｈ，常温搅

拌；然后加入少量强酸型阳离子交换树脂，搅拌２ｈ后过

滤，向滤液中加入甲醇去除硼酸至ｐＨ７，低温真空干燥。

（７）乙酰化：加乙酐０．５ｍＬ、吡啶０．５ｍＬ，１００℃反

应２ｈ后低温真空干燥。

１．３．１３　数据分析　利用Ｅｘｃｅｌ整理数据，采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ

Ｖｉｓｉｏ软件绘图，ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２５软件对数据进行

分析处理，各试验重复３次。

２　结果与讨论
２．１　ＳｅｐｈａｄｅｘＳ３００葡聚糖凝胶柱层析

图１～图３为轮叶党参多糖经ＤＥＡＥ５２纤维柱层析

后，由ＳｅｐｈａｄｅｘＳ３００葡聚糖柱色谱用蒸馏水洗脱得到

的３个洗脱峰，分别对应ＣＬＰＳ１、ＣＬＰＳ２、ＣＬＰＳ３３种多

糖，其保留率分别为９４．１２％，９２．３１％，９０．５０％。ＣＬＰＳ１、

ＣＬＰＳ２、ＣＬＰＳ３多糖洗脱曲线均为单一洗脱峰，并且峰形

呈对称状态，证明每种组分为均一多糖。经前期试验［１８］

得出，ＣＬＰＳ１、ＣＬＰＳ２、ＣＬＰＳ３组分对 ＤＰＰＨ·清除能力

的ＩＣ５０值分别为（３．０４±０．３５），（３．８７±０．３６），（４．２１±

０．１２）ｍｇ／ｍＬ，ＣＬＰＳ１ 的 抗 氧 化 性 强 于 ＣＬＰＳ２ 和

ＣＬＰＳ３。

２．２　糖醛酸含量测定

图２为所得的半乳糖醛酸标准曲线。回归方程为：

犢＝０．００７８犡－０．０１８５，犚２＝０．９９９２。经 测 得ＣＬＰＳ１总

图１　ＣＬＰＳ１、ＣＬＰＳ２和ＣＬＰＳ３ＳｅｐｈａｄｅｘＳ３００

葡聚糖凝胶层析曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｌｕｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＣＬＰＳ１，ＣＬＰＳ２ａｎｄＣＬＰＳ３

ｏｎＳｅｐｈａｄｅｘＳ３００
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图２　半乳糖醛酸标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ

糖含量为９７．６％，糖醛酸为１３．１８％，说明得到的ＣＬＰＳ１

组分纯度较高。温度２０ ℃时，光源为 Ｄ 钠光，波长

５８９．３ｎｍ，ＣＬＰＳ１比旋光度为右旋４４．０。

２．３　ＣＬＰＳ１相对分子质量分析

多糖的相对分子质量是影响多糖活性、水溶液状态

及其构型主要因素之一，由图３可知，在保留时间为

１１．１５６ｍｉｎ时出峰，洗脱峰所对应的相对分子质量为

９１．７，此时色谱图峰型呈对称状态，较狭窄，说明纯度较

高，相对分子质量分布范围较小。

图３　ＣＬＰＳ１高效液相色谱图横坐标

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＨＰＬＣｏｆｔｈｅＣＬＰＳ１

２．４　单糖组成分析

采用气相色谱法对 ＣＬＰＳ１ 单糖组成进行 分 析

（图４），ＣＬＰＳ１水解后检测出５种单糖成分，根据保留时

间判断单糖分别是阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、半乳糖醛

酸和甘露糖，其摩尔比为２．７∶３．４∶２．３∶１．１∶０．５。葡萄

糖和阿拉伯糖为主要成分，甘露糖含量最低，与对照组相

比纯化后的多糖没有杂质。

２．５　ＣＬＰＳ１的红外光谱分析

由图５可知，ＣＬＰＳ１红外光谱图出现与糖类结构相

关的特征吸收峰，３３８８ｃｍ－１处的强吸收峰为Ｏ—Ｈ伸缩

振动，因为多糖分子含有大量羟基，形成的分子内和分子

间氢键使在３３８８ｃｍ－１处的峰特别宽。２９１１ｃｍ－１处出

现的吸收峰为Ｃ—Ｈ 伸缩振动，１３７１ｃｍ－１处吸收峰为

Ｃ—Ｈ的特征吸收峰，在１６３６ｃｍ－１处强吸收峰为羧基离

子的特征吸收峰，在１４１５ｃｍ－１的弱吸收峰是Ｃ—Ｈ的

图４　ＣＬＰＳ１的气相色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＣＬＰＳ１ｂｙｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图５　ＣＬＰＳ１的红外光谱分析

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＬＰＳ１

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

变角振动，说明有醇类物质存在，表明在ＣＬＰＳ１中存在糖

醛酸。在１０６１ｃｍ－１处出现的吸收峰是糖环骨架Ｃ—Ｏ

和Ｃ—Ｏ—Ｃ的伸缩振动为吡喃糖特征吸收峰。在８４２，

８８９ｃｍ－１处出现特征吸收峰说明存在α构型和β构型。

根据红外光谱特征峰表明ＣＬＰＳ１为酸性均一吡喃糖，结

构中含有半乳糖醛酸、β构型的多糖抗氧化能力可能显著

提高［１９］。

２．６　ＣＬＰＳ１的
１ＨＮＭＲ分析

采用核磁共振对ＣＬＰＳ１碳的基本骨架分析，由图６

可知，ＣＬＰＳ１化学位移在δＨ０与δＨ５．０之间。高场区为

δＨ２．１１与δＨ２．１２，说明结构中有犗乙酰基，在低场区δＨ

５．１９有强信号，为呋喃型的犪犔阿拉伯糖异头质子，阿拉

伯糖质子信号主要集中在δＨ５．１与δＨ５．５。在δＨ５．０５

左右处为犪犇半乳糖醛酸异头质子。δＨ３．９０处的强信

图６　ＣＬＰＳ１的
１ＨＮＭＲ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ６　
１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣＬＰＳ１
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号为半乳糖醛酸的异头质子信号，这与单糖测定及红外

光谱检测到的半乳糖醛酸在１６３６，１４１５ｃｍ－１处出现吸

收峰结果一致，均证实了有半乳糖醛酸和阿拉伯糖的存

在，ＣＬＰＳ１为酸性多糖。

２．７　ＣＬＰＳ１的
１３ＣＮＭＲ分析

由图７可知，高场区出现甲基峰其化学位移δＣ１７．６０３，

δＣ２１．７０９出现信号峰说明有乙酰基，δＣ２６．０１３出现信号峰

说明存在犗乙酰基，表明乙酰基取代在ＣＬＰＳ１残基的不

同位置，δＣ７７．７４５表明半乳糖中存在Ｃ４取代。

２．８　部分酸水解产物分析

利用部分酸水解法对ＣＬＰＳ１组成进行分析，部分酸

水解后结果如图８所示。对ＣＬＰＳ１部分酸水解液直接离

心，沉淀中有半乳糖、阿拉伯糖和微量的半乳糖醛酸，说

明ＣＬＰＳ１主链主要由阿拉伯糖和半乳糖组成；从袋外透

析液中检测出半乳糖和葡萄糖，说明支链和主链的末端

残基是半乳糖和葡萄糖；经袋内醇沉后，在上清液中检出

半乳糖、葡萄糖和微量的半乳糖醛酸，证明ＣＬＰＳ１支链或

主链边缘含有半乳糖和葡萄糖；袋内醇沉、离心后，沉淀

中检出半乳糖和阿拉伯糖，说明ＣＬＰＳ１主要结构是由半

乳糖和阿拉伯糖组成的。研究［２０］证明，单糖种类较多的

多糖可能对神经炎起到对抗作用，琵琶甲多糖由甘露糖、

鼠李糖、氨基葡萄糖、葡萄糖醛酸等１０种单糖组成，

１０μｇ／ｍＬ的琵琶甲多糖对脂多糖诱导的小鼠小胶质瘤

细胞有一定抑制作用。

２．９　ＣＬＰＳ１高碘酸氧化与Ｓｍｉｔｈ降解

由表１可知，经完全酸水解后，水解液中检测出甘

图７　ＣＬＰＳ１的
１３ＣＮＭＲ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ７　
１３ＣＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣＬＰＳ１

油、赤藓醇、半乳糖和半乳糖醛酸，未检测到赤藓酸、阿拉

伯糖和葡萄糖，高碘酸能氧化葡萄糖和阿拉伯糖键型，存

在甘油和赤藓醇，说明ＣＬＰＳ１结构中有１→４，６、１→、１→

２，６、１→２、１→６、１→４键型。半乳糖中有１→２，３，４、１→２，

３、１→３、１→２，４、１→３，４、１→３，６；半乳糖醛酸为１→２，３，

４、１→３，４、１→３、１→２，３、１→２，４；经Ｓｍｉｔｈ降解后袋内无

沉淀，上清液中没有检测出目标物，说明主链部分已经氧

化完全，袋外部分没有检测出赤藓醇、阿拉伯糖和葡萄

糖，检测出半乳糖和半乳糖醛酸，说明半乳糖醛酸和半乳

糖中不能被高碘酸氧化的键型与能被高碘酸氧化的键型

间隔排列。

经过高碘酸氧化７２ｈ，试样和高碘酸用量分别为

０．１４ｍｍｏｌ，高碘酸和己糖消耗量摩尔比为０．９８，生成

０．０４ｍｍｏｌ甲酸，甲酸生成量和己糖摩尔比为０．２８。氧化

反应结束后检测出甲酸，说明半乳糖、葡萄糖存在１→

或１→６键型。高碘酸反应量多于甲酸生成量，说明存在

图８　ＣＬＰＳ１酸水解气相色谱分析
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表１　ＣＬＰＳ１高碘酸氧化及Ｓｍｉｔｈ降解产物分析


Ｔａｂｌｅ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＬＰＳ１ｐｅｒｉｏｄａｔｅｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄ

Ｓｍｉｔｈｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

样品
完全酸

水解

Ｓｍｉｔｈ降解

袋外部分 上清液 沉淀

甘油　　　   － －

赤藓醇　　   － －

赤藓酸　　 － － － －

半乳糖　　   － －

阿拉伯糖　 － － － －

半乳糖醛酸   － －

葡萄糖　　 － － － －

　　“－”代表无；“”代表有。

１→２、１→２，６、１→４、１→４，６键型。平均每摩尔己糖残基

产生０．２９１ｍｏｌ甲酸，每１０个己糖残基有１→６糖苷键。

２．１０　甲基化与酯化分析

由表２可知，ＣＬＰＳ１末端残基为葡萄糖，半乳糖分支

点是葡萄糖（１→４，６）、半乳糖（１→３，６）；半乳糖有１→、

１→３、１→４、１→６、１→３，６键型；葡萄糖有１→、１→４、１→４，

６键型；阿拉伯糖只有１→５一种键型，其中阿拉伯糖（１→

５）摩尔比为４．０２，其次是半乳糖（１→６）摩尔比为１．６０。

半乳糖酯化前和酯化后数量增量差是因为半乳糖醛酸还

原成了半乳糖。由表３可知，葡萄糖（１→）摩尔比为１．０２，

说明葡萄糖少数以端基碳原子的形式存在，葡萄糖（１→

４）摩尔比为０．８３，葡萄糖（１→４，６）摩尔比为１．１０，说明多

数葡萄糖以侧链的形式存在，半乳糖多数以侧链的形式

存在，少数以端基碳原子形式存在，阿拉伯糖（１→５）全部

以侧链的形式存在，不存在端基碳原子。从表４可知，半

乳糖（１→３）由还原前０．５６增加到还原后的１．７７，说明半

乳糖醛酸可能含有１→３键型。半乳糖酯化前和酯化后

数量差为半乳糖醛酸还原成半乳糖后的增量。由表５可

知，半乳糖（１→３）数量增加，说明半乳糖醛酸可能含有

１→３键型。

表２　ＣＬＰＳ１甲基化产物分析

Ｔａｂｌｅ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＬＰＳ１ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

峰号 甲基化单糖 键型 摩尔比

１ ２，３，４，６葡萄糖 葡萄糖（１→） １．１８

２ ２，３阿拉伯糖 阿拉伯糖（１→５） ４．０２

３ ２，３，４，６半乳糖 半乳糖（１→） １．００

４ ２，４，６半乳糖 半乳糖（１→３） ０．５６

５ ２，３，６葡萄糖 葡萄糖（１→４） ０．９９

６ ２，３，６半乳糖 半乳糖（１→４） ０．６６

７ ２，３，４半乳糖 半乳糖（１→６） １．６０

８ ２，３葡萄糖 葡萄糖（１→４，６） ０．９８

９ ２，４半乳糖 半乳糖（１→３，６） １．２３

表３　酯化还原后ＣＬＰＳ１甲基化产物分析

Ｔａｂｌｅ３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＬＰＳ１ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

峰号 甲基化单糖 键型 摩尔比

１ ２，３，４，６葡萄糖 葡萄糖（１→） １．０２

２ ２，３阿拉伯糖 阿拉伯糖（１→５） ３．９９

３ ２，３，４，６半乳糖 半乳糖（１→） ０．９２

４ ２，４，６半乳糖 半乳糖（１→３） １．７７

５ ２，３，６葡萄糖 葡萄糖（１→４） ０．８３

６ ２，３，６半乳糖 半乳糖（１→４） ０．７１

７ ２，３，４半乳糖 半乳糖（１→６） １．４９

８ ２，３葡萄糖 葡萄糖（１→４，６） １．１０

９ ２，４半乳糖 半乳糖（１→３，６） １．５５

表４　ＣＬＰＳ１甲基化产物和酯化还原甲基化产物中

半乳糖的对比分析

Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｎｔｒａｓｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＬＰＳ１ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

甲基化单糖 键型
还原前

摩尔比

还原后

摩尔比

半乳糖醛酸

摩尔比

２，３，４，６半乳糖 １→ １．００ ０．９２ １．２８

２，４，６半乳糖 １→３ ０．５６ １．７７

２，３，６半乳糖 １→４ ０．６６ ０．７１

２，３，４半乳糖 １→６ １．６０ １．４９

２，４半乳糖 １→３，６ １．２３ １．５５

表５　ＣＬＰＳ１甲基化糖摩尔比

Ｔａｂｌｅ５　ＭｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＣＬＰＳ１

单糖残基 甲基化糖 键型
甲基化

分析

摩尔

比

ＧＣ摩

尔比

葡萄糖　　２，３，４，６葡萄糖 葡萄糖（１→） １．１７ ３．０６ ２．３

２，３，６葡萄糖 葡萄糖（→４） ０．９５

２，３葡萄糖 葡萄糖（１→４，６） ０．９４

半乳糖　　２，３，４，６半乳糖 半乳糖（１→） １．０３ ５．３９ ３．４

２，４，６半乳糖 半乳糖（１→３） ０．５８

２，３，６半乳糖 半乳糖（１→４） ０．６４

２，３，４半乳糖 半乳糖（１→６） １．５９

２，４半乳糖 半乳糖１→３，６） １．５５

阿拉伯糖　２，３阿拉伯糖 阿拉伯糖（１→５） ４．０３ ４．０３ ２．８

半乳糖醛酸 １．２２ １．２２ ０．９

３　结论
轮叶党参经水提取醇沉、纯化分离后得到轮叶党参

多糖组分１，其总糖含量为９７．６％，糖醛酸为１３．１８％，相

对分子质量为９１．７。气相色谱分析表明，轮叶党参多糖

组分１为一种结构复杂的酸性多糖，主要单糖组成为阿

拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、半乳糖醛酸、甘露糖，其中葡萄

７６１
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糖含量最高。红外光谱扫描发现，轮叶党参多糖组分１

具有多糖的特征吸收峰，含有α和β两种苷键构型，主链

由阿拉伯糖和半乳糖组成，半乳糖和葡萄糖形成支链和

主链的末端残基。β构型吡喃糖且含有糖醛酸可能有助

于提高多糖抗氧化能力［２１］，轮叶党参多糖组分１结构中

存在β构型可能是轮叶党参多糖组分１抗氧化能力较强

的原因之一。另外，轮叶党参多糖组分１结构中存在羧

基、羟基、醛基和酮基等吸电子基团，能提供更多的氢离

子中和自由基也提高了多糖的抗氧化能力。

多糖的结构决定着多糖的生物活性，已经证实一些

植物多糖的抗氧化能力与单糖和糖苷键连接方式、空间

构象、相对分子质量、官能团和支链的分支化程度以及单

糖组成有关。有研究［２２］表明，多糖活性与降解产生的多

糖相对分子质量大小有关，轮叶党参多糖组分１进一步

降解产生低相对分子质量多糖可能会提高其抗氧化性。

多糖的糖醛酸数量也与抗氧化能力呈正相关［２３］，轮叶党

参多糖组分１中糖醛酸的存在增加了其抗氧化能力。因

此，研究多糖结构对分析多糖生理功能具有重要意义。

后续将依据轮叶党参多糖组分１结构特征对其生理活性

展开深入研究。
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K"(W

肉瘤

的抑制作用
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延边大学医学学报
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超声波提取轮叶党参多糖工艺优

化及抗氧化活性
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北华大学学报（自然科学版）
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轮叶党参多糖的分离纯化、结构分析及其生物活性

研究
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*
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黑果枸杞叶多糖的分离纯化、分析鉴定及生物活性研

究
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狗肝菜多糖的分离纯化、结构解析及保肝活性研究
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广东药学院
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%

姬松茸碱提水溶性多糖提取、结构鉴定及抗氧化活性

研究
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浙江工业大学
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食用菌活性成分绿色

提取方法研究进展
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姬松茸多糖超声波循环提取工艺

研究
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微波协同碱提法优化提取姬松茸多糖
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微波辅助法提取多糖的研究进
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微波法提取姬松茸多糖的工艺研

究
!&#%

食品工业科技
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超声波协同复合酶法提取姬松茸多
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哈萨克药材别克参多糖分离纯化、抗炎免疫活性及
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琵琶甲多糖的提取分离、结构表

征及生物活性研究
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山药皮残渣多糖结构表征及抗
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