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摘要:目的:优化柠檬皮多糖制备的最佳工艺并筛选出柠

檬皮多糖高降糖活性组分.方法:采用超声波辅助酶法

提取柠檬皮多糖,结合响应面试验探究其最佳提取工艺,

通过 DEAEＧ５２阴离子层析柱、SephadexGＧ１００凝胶柱层

析分离纯化得到均一多糖组分(命名 LPsＧ１a),以αＧ葡萄

糖苷酶筛选柠檬皮多糖有效降糖组分并分析其相对分子

质量、单糖组成和特征基团.结果:柠檬皮多糖的最佳提

取工艺为超声时间４４min、超声温度５５ ℃、料液比１∶
２０(g/mL)、纤维素酶添加量１．１％,此时柠檬皮多糖得率

为６．８３％,与预测值接近;筛选出的LPsＧ１a组分能显著抑

制αＧ葡萄糖 苷 酶 活 性 (P＜０．０５),其IC５０ 值 为 (１．２２±
０．０４)mg/mL.该组分相对分子质量为１９５２６０,αＧ糖苷

键和βＧ糖苷键连接具有吡喃糖环,形貌为纤维状的酸性

多糖,由甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、葡萄

糖、半乳糖和阿拉伯糖组成.结论:超声波辅助酶法有助

于柠檬皮多糖高降糖活性成分的筛选.

关键词:柠檬皮;多糖;制备;高降糖活性;结构表征

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtooptimizethepreparation

processofpolysaccharidesfromlemonpeelandscreenoutthe

components with high hypoglycemic activity． Methods:

Ultrasonic assisted enzymatic extraction of lemon peel

polysaccharide,combinedwithresponsesurfacetesttoexplore

the best extraction process, through DEAEＧ５２ anion

chromatographyandSephadexGＧ１００gelcolumnchromatography

separation and purification to obtain a homogeneous

polysaccharidefraction (named as LPsＧ１a)．The effective

hypoglycemiccomponentsoflemon peelpolysaccharides were

screenedbyαＧglucosidaseandtheirrelative molecularweight,

monosaccharide composition and characteristic groups were

analyzed．Results:Theoptimalextractionprocessoflemonpeel

polysaccharidewasultrasonictreatmentforat５５ ℃for４４min

withsolidＧliquidratio１∶２０ (g/mL)andcellulaseadditionrate

１．１％．Underthecontroloftheseconditions,theyieldoflemon

peelpolysaccharidewas６．８３％,whichwasclosetothepredicted

value．TheLPsＧ１afractionsignificantlyinhibitedtheactivityof

αＧglucosidasewith(１．２２±０．０４)mg/mLofIC５０(P＜０．０５)．The

relativemolecularweightofthiscomponentwas１９５２６０,andit

wasconnectedbyαＧglycosidicbondsandβＧglycosidicbondswitha

pyranosering．The morphology of the polysaccharide was

fibrous,anditwascomposedofmannose,rhamnose,glucuronic

acid, galacturonic acid, glucose, galactose and arabinose

Conclusion:UltrasoundＧassistedenzymaticmethodishelpfulin

screeningthehighlyhypoglycemicactivecomponentsoflemon

peelpolysaccharides．

Keywords:lemon peel; polysaccharide; preparation; high

hypoglycaemicactivity;structuralcharacterization

柠檬(Citruslimon(L．)Burm．f．),为芸香科柑橘属

植物,又称益母果、柠果等,主要分布于四川安岳、云南瑞

丽、广东、广西等地[１].中国柠檬产量约２７１万t,占全球

产量的１３．５％,由于其深加工和副产品利用率较低,大部
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分柠檬皮被浪费[２].柠檬皮中富含果胶、柠檬苦素、黄酮

类化合物、膳食纤维及柠檬精油等成分,在抗菌活性、降
低胆固醇、抑制肠道炎症、抗氧化、抗高血压、抗糖尿病、

镇痛抗炎、润便等[３－５]方面发挥着重要作用.

多糖是由１０个以上单糖以糖苷键链接成的生物活

性大分子[６].天然多糖具有抗氧化、降血糖、增强免疫、

消炎、抗高血压等作用[７－９].来自不同植物源的αＧ葡萄

糖苷酶抑制剂(AGIs)可以显著抑制αＧ葡萄糖苷酶活力,

阻碍小肠内碳水化合物的消化和葡萄糖的吸收,是控制

糖尿病患者的主要手段之一[１０].但该药物会产生各种副

作用,如呕吐、腹泻等[１１].目前,关于柑橘属皮渣类多糖

的研究主要集中在橘皮和柚皮多糖,对柠檬皮多糖的分

离纯化组分的生物活性、结构解析研究较少.根据文献

[１２－１４],柚皮、橘皮多糖均表现出很强的抗氧化活性,

对 RAW２６４．７ 巨 噬 细 胞 有 显 著 的 免 疫 调 节 活 性.Liu
等[１５]研究发现,柑橘属多糖能明显改善糖尿病大鼠的葡

萄糖耐量、肝糖原含量及血脂水平,从而达到降血糖目

的.但关于柠檬皮多糖有效降糖成分的筛选尚未见报

道.多糖的提取多采用水浸提法、碱法、酶法、超声波法

或微波法,但单一方法的柠檬皮多糖得率较低,不利于多

糖的进一步分离纯化、结构解析等研究.

研究拟采用超声波辅助酶法提取柠檬皮原料中的多

糖,优化柠檬皮多糖的提取工艺,经透析、DEAEＧ５２纤维

素层析柱、SephadexGＧ１００葡聚糖凝胶层析柱筛选出对

αＧ葡萄糖苷酶有效抑制的成分,并采用紫 外 可 见 光 谱

(UV)、傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱 (FTＧIR)、高 效 液 相 色 谱

(HPLC)、高 效 凝 胶 渗 透 色 谱 (HPGPC)和 扫 描 电 镜

(SEM)分析其结构,为柠檬皮多糖的综合利用提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

柠檬:重庆汇达柠檬科技集团有限公司;

纤维素酶:山东圣斯德食品添加剂有限公司;

氢氧化钠标准溶液:广州市刺水科技有限公司;

αＧ葡萄糖苷酶:上海源叶生物科技有限公司;

三氟乙酸、单糖标品:美国Sigma公司;

其他试剂均为国产分析纯.

１．２　仪器与设备

紫外 可 见 光 分 光 光 度 计:UVＧ２４５０ 型,日 本 岛 津

公司;

超声 波 清 洗 机:HＧ００８S 型,广 州 市 繁 花 科 技 有 限

公司;

高速离心机:TGLＧ２０B型,上海安亭科学仪器厂;

傅里叶变换红外光谱仪:FTIRＧ６５０型,天津港东科

技股份有限公司;

三重 四 极 杆 液 相 色 谱—质 谱 联 用 仪:XevoTQＧS

micro型,美国 Waters公司;

高效液相色谱仪:IＧclassUPLCWaters１５１５型,美国

Waters公司;

冷冻干燥机:ALPH１Ｇ２/LDＧPlus型,德 国 CHRIST
公司.

１．３　试验方法

１．３．１　柠檬皮多糖提取工艺　新鲜柠檬皮洗净后取白色

内表皮,烘干,粉碎过８０目筛,得柠檬皮粉.称取１０g柠

檬皮粉,按一定料液比加入蒸馏水,用 NaOH 溶液调节

pH 至９．０,控制超声波温度、超声波时间及纤维素酶用量

提取多糖,４０００r/min离心５min,取上清液,加入５倍体

积的无水乙醇进行醇沉,４℃静置１２h,４０００r/min离心

５min,弃去上清液,冷冻干燥,得柠檬皮粗多糖.

１．３．２　单因素试验　固定料液比１∶３０(g/mL),纤维素

酶添加量１％,超声功率３００ W,超声温度５０ ℃、超声时

间３０min,分别考察超声时间(１０,２０,３０,４０,５０min)、超
声温度(３０,４０,５０,６０,７０ ℃)、料液比[１∶１０,１∶２０,１∶
３０,１∶４０,１∶５０ (g/mL)]、纤维素酶添加量(０,０．５％,

１．０％,１．５％,２．０％)对柠檬皮粗多糖得率的影响.

１．３．３　响应面试验　根据单因素试验结果,以超声时间、

超声温度、料液比和纤维素酶添加量为影响因素,柠檬片

粗多糖得率为指标,设计四因素三水平响应面试验优化

柠檬皮粗多糖提取工艺.

１．３．４　柠檬皮多糖分离纯化　采用 Sevag法除蛋白,透
析(２０００Da),冷冻干燥,按质量浓度２０ mg/mL,采用

DEAEＧ５２纤维素层析柱(２．５cm×５０cm),用０,０．１,０．３,

０．５mol/LNaCl梯度洗脱,流速１mL/min,１０mL/管,收
集１００管,用苯酚硫酸法测定４９０nm 处各管吸光度,绘
制管数—吸光度洗脱曲线.收集每个浓度主要吸收峰的

洗脱液,透 析 (３００ Da),浓 缩,冷 冻 干 燥,按 质 量 浓 度

１０mg/mL上SephadexGＧ１００(２．５cm×５０cm)葡聚糖凝

胶层析柱进一步纯化,流速０．５mL/min,２０mL/管,收集

５０管,采用苯酚硫酸法测定４９０nm 处各管吸光度,绘制

管数—吸光度洗脱曲线,合并吸收峰,冷冻干燥,得纯化

多糖.

１．３．５　柠檬皮多糖得率测定　准确称取１０mg葡萄糖于

１００mL容量瓶中定容,分别吸取０,０．１,０．２,０．３,０．４,０．５,

０．６mL葡萄糖溶液,用蒸馏水补至２mL,加入５％苯酚

溶液１．０mL,浓硫酸５mL混匀,室温放置２０min,测定

４９０nm 处吸光度,以葡萄糖质量浓度为横坐标,吸光度值

为纵坐标绘制标准曲线,得回归方程y＝０．００４９x＋
０．０６０５(R２＝０．９９９).按式(１)计算多糖得率.

Y＝
C×V
W ×N×１００％, (１)

式中:

Y———多糖得率,％;

８８１

开发应用DEVELOPMENT & APPLICATION 总第２７０期|２０２４年４月|



C———按标准曲线计算的多糖质量浓度,mg/mL;

V———多糖溶液体积,mL;

W———柠檬皮粉质量,g;

N———稀释倍数.

１．３．６　αＧ葡萄糖苷酶抑制活性测定　根据文献[１６]并修

改.在９６孔板中加入不同质量浓度样液和 PNPG 溶液

充分混匀,３７ ℃孵育１０ min,加入αＧ葡萄糖苷酶溶液,

３７℃孵育２０ min,立即 用 碳 酸 钠 溶 液 终 止 反 应,测 定

４０５nm处吸光度值,以阿卡波糖作阳性对照.按式(２)计
算经透析及分离纯化筛选出的各组分多糖对αＧ葡萄糖苷

酶的抑制率.

Y＝ １－
A－A２

A１－A０
( ) ×１００％, (２)

式中:

Y———抑制率,％;

A１———不加样品组的吸光度值;

A０———不加样品组和酶溶液的吸光度值;

A———样品组的吸光度值;

A２———不加酶溶液的吸光度值.

１．３．７　柠檬皮多糖结构表征

(１)相对分子质量:采用 HPGPC法[１７].

(２)单糖组成:采用 HPLC法[１８].

(３)紫外光谱(UV):称取适量柠檬皮多糖粉末,以蒸

馏水为溶剂配制成柠檬多糖溶液,用紫外可见分光光度

计于２００~４００nm 处扫描分析,检测柠檬皮多糖是否存

在核酸和蛋白质.

(４)红外光谱(FTＧIR):称取适量柠檬皮多糖粉末,

与干燥后的 KBr(质量比１∶５０)混合后充分研磨,压片,

采用傅里叶变换红外光谱于４０００~４００cm－１内进行扫

描,通过FTＧIR光谱确定多糖的甲基酯化度(DE)[１９].

(５)扫描电镜(SEM):取适量柠檬皮多糖粉末,喷金

处理后 于 扫 描 电 子 显 微 镜 下 观 察 并 拍 摄 多 糖 的 表 面

形貌.

１．３．８　数据处理　根据 DesignＧExpert８．０．６软件中的

BoxＧBehnken中心组合设计原理,采用 Origin２０２２软件

对数据进行处理,运行SPSS２６．０软件计算αＧ葡萄糖苷酶

抑制活性IC５０值,每组试验均重复３次.

２　结果与分析

２．１　单因素试验

由图１(a)可知,当超声时间＜４０min时,柠檬皮多糖

得率随超声时间的延长不断提高(P＜０．０５),以４０min

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　各因素对柠檬皮多糖得率的影响

Figure１　Effectsofvariousfactorsontheyieldofpolysaccharidefromlemonpeel
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为临界点,柠檬皮多糖得率开始下降,继续延长超声时

间,多糖会被超声波的空化作用、机械效应破坏或分解,

同时释 放 出 的 热 量 使 反 应 体 系 温 度 升 高 引 起 多 糖 分

解[２０].超声时间较短则不利于破坏柠檬皮的细胞壁,影

响多糖的溶出.因此,选择超声时间为３０,４０,５０min进

行后续响应面优化试验.

　　由图１(b)可知,当超声温度为５０℃时,多糖得率达

到最高值(６．３９％)(P＜０．０５).超声温度过高,多糖得率

反而下降,可能是由于超声温度的升高导致溶剂分子扩

散运动更加剧烈,多糖更容易降解;同时,超声温度过高,

蛋白酶发生变性继而破坏纤维素酶活性,反应速率下降,

粗多糖得率降低[２１].因此,选择超声温度为４０,５０,６０℃
进行后续响应面优化试验.

由图１(c)可知,多糖得率随料液比的减小呈先增加

后减少趋势(P＜０．０５),且在料液比为１∶３０(g/mL)时

达到峰值.这主要是因为植物细胞壁内外存在质量浓度

差异,会推动多糖扩散进入溶剂中,质量浓度越大,溶剂

中多糖的溶解量越多,当溶剂中溶质的溶解量达到平衡

时,再增加溶剂的量也不会增大溶质的量.此外,酶的质

量浓度因溶剂的量增加而降低,从而影响植物细胞膜的

结构,多糖得率降低[２２].因此,选择料液比为１∶２０,１∶

３０,１∶４０(g/mL)进行后续响应面优化试验.

　　由图１(d)可知,当纤维素酶添加量＜１％时,柠檬皮

多糖得率随纤维素酶添加量的增加而提高(P＜０．０５),其

原因在于酶与纤维素分子的接触机率随酶量的增加而增

加,纤维素水解速率提高,多糖得率也随之提高.当纤维

素酶添加量＞１％时,进一步增加酶用量,柠檬皮多糖得

率不再增加,说明该添加量下,酶浓度几乎达到饱和,继

续添加纤维素酶也无法进一步影响多糖得率[２３].因此,

选择纤维素酶添加量为０．５％,１．０％,１．５％进行后续响应

面优化试验.

２．２　响应面优化试验

２．２．１　响应面试验设计及结果　在单因素试验基础上,

选取超声时间、超声温度、料液比和纤维素酶添加量４个

因素进行响应面分析,以柠檬皮多糖得率为响应值.响

应面试验因素水平见表１,试验设计及结果见表２.

表１　响应面试验因素与水平

Table１　Responsesurfaceexperimentalfactors

andlevels

水平
A 超声时

间/min

B超声温

度/℃

C料液比

(g/mL)
D 纤维素酶

添加量/％

－１ ３０ ４０ １∶２０ ０．５

０ ４０ ５０ １∶３０ １．０

１ ５０ ６０ １∶４０ １．５

表２　响应面分析设计及结果

Table２　Responsesurfaceanalysisdesignandresults

试验号 A B C D 多糖得率/％

１ ０ ０ －１ －１ ６．０５±０．２８

２ ０ －１ －１ ０ ５．９７±０．３０

３ ０ ０ １ －１ ５．６０±０．３４

４ ０ １ ０ －１ ５．７０±０．３１

５ ０ －１ １ ０ ５．５０±０．２０

６ ０ ０ ０ ０ ６．３３±０．３５

７ －１ ０ ０ －１ ４．８５±０．１６

８ １ －１ ０ ０ ５．２０±０．１６

９ －１ １ ０ ０ ５．５６±０．４８

１０ １ ０ ０ －１ ５．２８±０．０５

１１ １ ０ －１ ０ ６．４３±０．３５

１２ ０ ０ ０ ０ ６．４０±０．１５

１３ ０ １ －１ ０ ６．４４±０．２９

１４ ０ ０ ０ ０ ６．４１±０．１７

１５ －１ －１ ０ ０ ４．９０±０．２９

１６ ０ －１ ０ －１ ５．３８±０．１０

１７ －１ ０ １ ０ ５．７３±０．１７

１８ ０ １ １ ０ ６．１３±０．０６

１９ １ ０ ０ １ ５．６２±０．３７

２０ ０ ０ ０ ０ ６．３３±０．０９

２１ ０ －１ ０ １ ５．４１±０．５９

２２ １ ０ １ ０ ５．２３±０．２８

２３ ０ ０ －１ １ ６．１５±０．３３

２４ ０ ０ ０ ０ ６．４１±０．１７

２５ －１ ０ ０ １ ５．３４±０．２９

２６ －１ ０ －１ ０ ５．３６±０．１７

２７ ０ ０ １ １ ６．０７±０．０５

２８ ０ １ ０ １ ６．３２±０．２２

２９ １ １ ０ ０ ５．８２±０．３１

２．２．２　结果分析及模型方程的建立　对表２数据进行回

归拟合,得多元二次回归方程为:

Y＝６．３８＋０．１５３３A ＋０．３００８B －０．１７８３C ＋

０．１７０８D－０．０１AB－０．３９２５AC－０．０３７５AD＋０．０４BC＋

０．１４７５BD＋０．０９２５CD －０．６９１３A２ －０．３１５１B２ －

０．０２３８C２－０．３８１５D２. (３)

由表３可知,回归模型P＜０．０００１,极显著;失拟项

P＞０．０５,不显著;相关系数R２＝０．９９２９,说明模型与实

际试验吻合程度较好,决定系数R２
Adj＝０．９８７５,表明实际

值与预测值相关度好.由F 值可知,各因素对柠檬皮多

糖得率的影响顺序依次为超声温度＞料液比＞纤维素酶

添加量＞超声时间,各因素对多糖得率影响均极显著.
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表３　方差分析及显著性检验†

Table３　Analysisofvarianceandsignificancetest

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 ６．７２００ １４ ０．４８０３ １３９．２４ ＜０．０００１ ∗∗

A ０．２８２１ １ ０．２８２１ ８１．７９ ＜０．０００１ ∗∗

B １．０９００ １ １．０９００ ３１４．８２ ＜０．０００１ ∗∗

C ０．３８１６ １ ０．３８１６ １１０．６３ ＜０．０００１ ∗∗

D ０．３５０２ １ ０．３５０２ １０１．５２ ＜０．０００１ ∗∗

AB ０．０００４ １ ０．０００４ ０．１２ ０．７３８５

AC ０．６１６２ １ ０．６１６２ １７８．６３ ＜０．０００１ ∗∗

AD ０．００５６ １ ０．００５６ １．６３ ０．２２２４

BC ０．００６４ １ ０．００６４ １．８６ ０．１９４７

BD ０．０８７０ １ ０．０８７０ ２５．２３ ０．０００２ ∗∗

CD ０．０３４２ １ ０．０３４２ ９．９２ ０．００７１ ∗∗

A２ ３．１０００ １ ３．１０００ ８９８．６９ ＜０．０００１ ∗∗

B２ ０．６４４０ １ ０．６４４０ １８６．６８ ＜０．０００１ ∗∗

C２ ０．００３７ １ ０．００３７ １．０７ ０．３１８９

D２ ０．９６１９ １ ０．９６１９ ２７８．８３ ＜０．０００１ ∗∗

残差 ０．０４８３ １４ ０．００３４
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ０．０４１２ １０ ０．００４１ ２．３１ ０．２１７５

纯误差 ０．００７１ ４ ０．００１８

总和 ６．７７００ ２８

　†　∗为差异显著(P＜０．０５);∗∗为差异极显著(P＜０．０１);

R２＝０．９９２９;R２
Adj＝０．９８７５.

２．２．３　各因素交互作用　由图２(b)、图２(e)和图２(f)可
知,三者响应面图的曲面呈爬坡状态,说明超声时间和料

液比、纤维素酶添加量和料液比、超声温度和纤维素酶添

加量之间的交互作用对试验结果影响较大,与方差分析

结果相符.通过 DesignＧExpert８．０．６软件得到柠檬皮多

糖提取的最佳工艺参数为超声时间４３．８８min,超声温度

５４．４７℃,料液比１∶２０(g/mL),纤维素酶添加量１．０８％,

此条件下柠檬皮多糖得率预测值为６．７０％.为便于操

作,调整工艺参数为超声时间４４min,超声温度５５℃,料
液比１∶２０(g/mL),纤维素酶添加量１．１％,测得柠檬皮

多糖 得 率 为 ６．８３％,与 预 测 值 接 近,说 明 通 过 BoxＧ
Behnken设计确定柠檬皮多糖提取的最佳工艺参数较为

可靠.

２．３　柠檬皮多糖的分离纯化

对柠檬皮粗多糖(LPs)透析后得到的多糖(LPsＧT)采
用DEAEＧ５２阴离子层析柱分离,得到３个组分(图３),分
别为去离子水洗脱组分(LPsＧ０)、０．１mol/LNaCl洗脱组

分(LPsＧ１)、０．３mol/LNaCl洗脱组分(LPsＧ２),得率分别

为(１７．６０±１．０６)％,(６８．８０±１．４５)％,(１３．２０±０．５５)％,

考虑到时间成本效应,对LPsＧ１继续采用SephadexGＧ１００
葡聚糖凝胶层析洗脱,得到单一组分(LPsＧ１a),洗脱峰峰

型呈对称状态,得率为(７７．５±０．７４)％.

２．４　αＧ葡萄糖苷酶抑制能力筛选

αＧ葡萄糖苷酶是水解碳水化合物中的αＧ１,４糖苷键

图２　交互作用对柠檬皮多糖得率的影响

Figure２　Interactionoftwofactorsontheyieldofpolysaccharidefromlemonpeel
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图３　柠檬皮多糖的分离纯化

Figure３　Isolationandpurificationofpolysaccharidesfromlemonpeel

释放葡萄糖的关键酶,因此,抑制其活性可以降低餐后血

糖,达到预防糖尿病及其并发症的目的.柠檬皮粗多糖

经透析、DEAEＧ５２纤维素层析柱、SephadexGＧ１００葡聚糖

凝胶层析柱后共筛选出６个组分.由图４可知,在０．０１~
８．００mg/mL质量浓度范围内,各组分与阿卡波糖的抑制

率变化趋势保持一致,随着质量浓度的增加,抑制率增强

(P＜０．０５),且各组分间差异显著(P＜０．０５).各组分

IC５０ 值 为 １．２２~６．３７ mg/mL,其 中 LPsＧ１a 为 LPsＧ１
(０．１mol/LNaCl洗脱组分)经SephadexGＧ１００层析柱继

续纯化后的多糖,LPsＧ１与LPsＧ１a的IC５０值最低,进一步

纯化后的LPSＧ１a的IC５０值较LPsＧ１下降了２４．２２％,但其

纯度提升了１２．４５％.与其他植物多糖相比,LPsＧ１a对

αＧ葡萄糖苷酶的抑制活性比蓝靛果多糖组分 HEPＧ２[２４]、

刺梨果实组分 RTFPＧ３[２５]更显著.LPsＧ１a对αＧ葡萄糖苷

酶有较强的抑制能力,可能是其含有αＧ１,４糖苷键,而

αＧ１,４糖苷键是抑制αＧ葡萄糖苷酶活性所必需的化学

键[２６].此外,LPsＧ１a得率为６个组分中最大,说明经筛

选后LPsＧ１a组分为柠檬皮多糖的主要降血糖成分.

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图４　各多糖组分对αＧ葡萄糖苷酶的抑制作用

Figure４　EffectsofdifferentpolysaccharidecomponentonαＧglucosidaseinhibition

２．５　柠檬皮多糖结构鉴定

２．５．１　HPGPC、HPLC分析　对分离纯化后具有良好降

糖活性的单一组分 LPsＧ１a进行相对分子质量测定,其

Mw 为 １９５２６０,Mn 为 １１９７３０,分 布 系 数 Mw/Mn 为

１．６３.由表４可知,LPsＧ１a主要由７种单糖组成,分别为

DＧ半乳 糖 醛 酸 (GalA)、DＧ甘 露 糖 (Man)、DＧ葡 萄 糖

(Glc)、DＧ半乳糖(Gal)、LＧ鼠李糖(Rha)、DＧ葡萄糖醛酸

(GlcA)以及LＧ阿拉伯糖(Ara),其中 GalA和 Ara含量最

多,与金辰光等[２７]的研究结果类似.R１反映了线性果胶

结构域如 HG型在多糖中的占比,LPsＧ１a的R１为１．４０,结
果较大,推测其应为直链多糖聚半乳糖醛酸(HG型结构

域);R２反映了由 GalA 和 Rha构成的主链,再由 Gal和

Ara构成支链的鼠李糖半乳糖醛酸聚糖(RGＧI结构域)在
多糖中的占比,R２值较小,说明含量较低;R３则反映了

RGＧI型结构域侧链含量占比,R３为８．９５,说明 LPsＧ１a侧

链占比高,分支较多[２８－２９].而果胶的类型和分支程度影

响其生物活性,例如富含 RGＧI结构的果胶可以提高预防

癌 症、心血管疾病和纤维化的活性[３０].RGＧI型结构侧链
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表４　LPsＧ１a的单糖组成

Table４　MonosaccharidecompositionofLPsＧ１a

Man/％ Rha/％ GlcA/％ GalA/％ Glc/％ Gal/％ Ara/％ R１ R２ R３

０．８８ ４．０６ ０．８４ ５６．５３ １．３２ １１．９６ ２４．４１ １．４０ ０．０７ ８．９５

含量高则可以显著抑制αＧ葡萄糖苷酶活性,促进 PI３KＧ
AKT信号通路的表达从而表现出较强的降血糖活性[３１].

Zhou等[３２]研究发现,茶赤柑多糖主要由 GalA、Gal、Ara
及少量的Glc组成,而这些单糖是阿拉伯半乳聚糖蛋白和

果胶的重要构成单位,具有很好的生物活性.综上,阿拉

伯半乳聚糖蛋白和果胶可能是柠檬皮中的重要生物活性

多糖.单糖组成与降血糖能力相关,含有阿拉伯糖、半乳

糖、葡萄糖、半乳糖醛酸和鼠李糖的多糖的降血糖能力较

强[３３],LPsＧ１a的单糖组成与其分析较为一致,可以有效

抑制αＧ葡萄糖苷酶活性,达到降血糖目的.柠檬皮多糖

的主 要 成 分 LPsＧ１a 单 糖 组 成 为 Man(０．８８％),Rha
(４．０６％),GlcA(０．８４％),GalA(５６．５３％),Glc(１．３２％),

Gal(１１．９６％),Ara(２４．４１％),对αＧ葡萄糖苷酶抑制能力

的IC５０值为１．２２mg/mL,具有降血糖作用.

２．５．２　UV、FTIR光谱分析　由图５(a)可知,LPsＧ１a多

糖在２６０,２８０nm 处无明显峰,说明多糖中核酸(２６０nm)

及蛋白质(２８０nm)基本被去除.

　　由图５(b)可知,３４２６cm－１处有 O—H 伸缩振动吸

收峰,表示多糖存在分子内与分子间氢键[３４];２９２９cm－１

处为亚甲基上的 C—H 伸缩振动峰,为多糖类物质的特

征吸收峰[３５];１７４７cm－１处有吸收峰,可能是由于糖醛酸

甲酯化羧基C􀪅􀪅O 伸缩振动引起的[３６];１６３３cm－１处的

吸收 峰 为 C 􀪅􀪅O 的 伸 缩 振 动 或 结 合 水 引 起 的[３７];

１２３２cm－１处为 O—H 的伸缩振动吸收峰;１１０３cm－１处

图５　柠檬皮多糖的紫外光谱图和红外光谱图

Figure５　UVspectrumandIRspectraoflemonpeelpolysaccharide

为C—O—C的伸缩振动;１０１８cm－１处强吸收峰说明有

吡喃糖存在[３８];９１９,８３１cm－１处吸收峰则表示为βＧ糖苷

键和αＧ糖苷键的连接方式[３９].因此,进一步推测柠檬皮

多糖LPsＧ１a为部分羧基甲酯化的βＧ糖苷键、αＧ糖苷键连

接具有吡喃糖环的酸性多糖.此外,１７４７cm－１处的峰面

积与１７４７cm－１和１６３３cm－１处的峰面积之和的比值与

DE密切相关,计算得到DE＝４４．３８％＜５０％,属于低甲氧

基果胶.

２．５．３　SEM 分析　由图６可知,放大１００倍时,LPsＧ１a
整体呈丝绒状,有许多小孔,可能是在超声波的影响下使

得多糖呈多孔网状.放大３００倍时,多糖表面有大量纤

维,个别呈片状结构.放大５００,１０００倍时,多糖表面不

完全光滑,有小颗粒,整体疏松多孔,可能为多糖附加更

好的生物活性.

图６　柠檬皮多糖的扫描电镜图

Figure６　Scanningelectronmicroscopyoflemon

peelpolysaccharide
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３　结论
超声波辅助酶法提取柠檬皮多糖的最佳工艺条件为

超声 时 间 ４４ min、超 声 温 度 ５５ ℃、料 液 比 １∶
２０(g/mL)、纤维素酶添加量１．１％,此时柠檬皮多糖得率

为６．８３％,与预期结果无显著差异.经分离纯化筛选出

均一组分LPsＧ１a,其相对分子质量为１９５２６０,主要由不

同比例的半乳糖醛酸、阿拉伯糖、半乳糖、鼠李糖、葡萄糖

醛酸、甘露糖和葡萄糖组成.LPsＧ１a为具有糖类特征基

团,纤维状,含吡喃糖环的酸性多糖,属于低甲氧基果胶,
对αＧ葡萄糖苷酶表现出一定的抑制效果.后续可运用核

磁共振、甲基化等手段进一步研究 LPsＧ１a结构,推测其

糖苷键类型及连接方式.同时,柠檬皮多糖的体内降血

糖作用机制也有待进一步研究.
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