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茄枝多糖的分离纯化及成分分析
魏 杰，吕 磊，金莉莉，王秋雨*

（辽宁大学生命科学院，辽宁 沈阳 110036）

摘  要：研究茄枝多糖的提取工艺和主要单糖组分。通过水提工艺，比较三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）、

Sevag、TCA与木瓜蛋白酶结合、Sevag与木瓜蛋白酶结合4 种脱除蛋白方法，使用DEAE-D22纤维素柱与Sephadex 

G-100柱层析精制获得茄枝多糖ESP1-1，并对其进行薄层色谱（thin layer chromatography，TLC）、高效液相色谱

（high performance liquid chromatography，HPLC）检测与组分分析。木瓜蛋白酶与TCA法结合脱除蛋白效果最佳，

蛋白清除率达到93%，多糖损失率为45.3%；TLC、HPLC检测与分析证明ESP1-1具有多糖的理化性质，主要由甘露

糖、葡萄糖、果糖、木糖4 种单糖组成。研究结果可为茄枝多糖的开发应用提供理论支持。

关键词：茄枝多糖；分离纯化；单糖组成；高效液相色谱

Extraction and Monosaccharide Composition Analysis of Polysaccharides from Eggplant Branches

WEI Jie, LÜ Lei, JIN Lili, WANG Qiuyu* 
(School of Life Science, Liaoning University, Shenyang 110036, China)

Abstract: Objective: To study the extraction and monosaccharide composition of polysaccharides from eggplant branches. 

Methods: The aqueous extract of eggplant branches was deprotenized by four different methods, trichloroacetic acid 

(TCA), Sevag, combination of TCA with papain, combination of Sevag with papain. Further purification was conducted 

by DEAE-D22 cellulose and Sephadex G-100 gel column chromatograph sequentially. The obtained polysaccharide 

was analyzed by thin-layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). Results: A 

polysaccharide, named as ESP-1, was obtained. Meanwhile, the best deproteinization method was achieved by the combined 

use of TCA and papain, resulting in a deproteinization rate of 93% and a polysaccharide loss of 45.3%. By TLC and HPLC, 

the polysaccharide was confirmed based on its physicochemical properties. In addition, ESP1-1 was mainly composed of 

mannose, glucose, fructose and xylose.
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多糖（polysaccharides）类化合物一般无细胞毒性，

是开发抗肿瘤、免疫调节药物和功能性食品的重要原

料。活性多糖成分是近年来研究的热点，利用天然多糖

作为免疫调节剂有着广阔的应用前景。其中以植物多

糖，尤其是中草药中的水溶性多糖最为重要。植物多糖的

生理药用作用明显，已经有多种多糖产品应用于保健、医

疗方面，例如香菇多糖、灵芝多糖、虫草多糖等[1-3]。茄子

在我国广泛种植，茄枝产量巨大，尚无任何加工利用。

关于茄枝多糖（eggplant stick polysaccharide，ESP）的分

离纯化、生物活性及药用价值等方面的基础研究尚未有

报道。因茄枝来源广泛、价值低廉、收集方便，本实验

以茄枝为原料，研究ESP提取工艺、理化性质、成分组

成，为茄枝作为健康食品的原材料，以及ESP产业化生产

提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

茄枝购自沈阳市场，经过烘干、粉碎后，过40 目筛

真空包装保存备用。

木瓜蛋白酶、浓硫酸、三氯乙酸、无水乙醇、体积

分数95%乙醇、苯酚、蒽酮、正丁醇、丙酮、氯仿、乙

醚、异丙醇、磷酸、二苯胺、乙酸乙酯、乙酸、盐酸、

氢氧化钠、氯化钠、阿拉伯糖（标准品）、半乳糖（标
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准品）、甘露糖（标准品）、木糖（标准品）、葡萄糖

（标准品）、果糖（标准品）、碳酸钡、苯胺、1-苯基-3-

甲基-5-吡唑啉酮、醋酸铵、乙腈（色谱级）、甲醇（色谱

级）、G254硅胶板 国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

2 4 8 9 高效液相色谱仪  美国 W a t e r s 公司；

DEAE-D22纤维素柱、Sephadex G-100 南宁东恒华道

生物技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 ESP含量测定的工作曲线

精确移取葡萄糖标准溶液1 mL，加入体积分数4%苯

酚溶液0.5 mL，摇匀，再加入5 mL浓硫酸，立即振荡，

沸水浴中煮沸15 min，取出冷却至室温，另以1 mL蒸馏

水作空白对照，重复以上步骤，于400～520 nm波长范围

内测定吸光度[4]，确定最大吸收波长为499 nm。

1.3.2 ESP提取工艺

参考相关研究结果[5-9]，通过对料液比（茄枝与水的

比）1∶50、1∶60、1∶70、1∶80、1∶90 5 个考察水平，提

取温度50、60、70、80、90 ℃ 5 个考察水平，提取时间

1.5、2、2.5、3、3.5 h 5 个考察水平，提取次数1、2、

3、4、5 次5 个水平进行考察，进行单因素试验与正交试

验的优化，得到最佳的ESP水提醇沉提取工艺。

1.3.3 ESP脱蛋白

分别使用三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）法、

Sevag法、TCA与木瓜蛋白酶解结合法、Sevag与木瓜蛋

白酶解结合法对得到的ESP进行脱蛋白处理[10-13]，重复

6 次。用考马斯亮蓝染色法与苯酚-硫酸法分别测定4 种

方法处理后的蛋白质含量以及多糖含量。

1.3.4 ESP纯化

ESP经过水提醇沉、脱蛋白后，分别通过DEAE-D22

纤维素柱层析、Sephadex G-100柱层析纯化[14-18]，收集多

糖主峰，得到ESP1-1，低温浓缩后冷冻干燥。

1.3.5 ESP1-1的水解和薄层色谱（thin layer chromatography，

TLC）分析

取纯化得到的ESP1-1样品20 mg，加1 mol/L硫酸

10 mL，置于100 ℃水解8 h，取出冷却，加蒸馏水稀释，

再用BaCO3中和至中性，过滤离心取上清液低温浓缩至

5 mL得到ESP1-1单糖水解液，将半乳糖、葡萄糖、甘露

糖、木糖、果糖、阿拉伯糖标准品以及水解后的ESP1-1

样品在活化好的薄层硅胶板上分别点样，经展开剂展

开，显色剂显色，观察各样点颜色与位置，初步判断

ESP1-1样品的单糖组成[19-21]。

1.3.6 ESP1-1的高效液相色谱（high performance liquid 

chromatography，HPLC）分析[22-25]

将经过柱前衍生处理，离心取上清液并过滤所得的

单糖标准品混合液和ESP1-1水解样品分别按照如下条件

进行洗脱分析；HPLC条件为：Waters色谱系统；检测

波长245 nm；色谱柱：Kromasil C18（150 m×4.6 mm，

5 µm）；柱温35 ℃；流速1 mL/min；进样量5 µL。流动

相A乙腈，溶剂B醋酸铵pH 5.5；梯度模式：时间梯度，

0 min→40 min→45 min→50 min，流动相B洗脱梯度：

95%→10%→95%→95%，从所得洗脱图中可进一步判断

ESP1-1样品中单糖组分。

2 结果与分析

2.1 ESP得率和脱蛋白

使用优化的水提醇沉提取ESP方法，ESP的提取率

达到2.87%。对比4 种脱蛋白方法（Sevag法、TCA法、

木瓜蛋白酶法与Sevag法结合、木瓜蛋白酶法与TCA法结

合），将得到的ESP进行脱蛋白处理。由图1可知，不同

的脱蛋白方法对蛋白脱除效果和多糖损失率影响差异很

大，处理次数的增加能够提高蛋白脱除率，但是会伴随

大量多糖的损失。采用与酶法结合的方法，可以很好地

提高蛋白脱出效果，同时减少多糖的损失率。木瓜蛋白

酶法与TCA法结合使用后，在处理4 次时，蛋白清除率

达到93%，多糖损失率为45.3%，与其他3 种方法相比，

在提高蛋白清除率的情况下降低多糖损失率，效果相对

较好。
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图 1 4 种脱蛋白方法的蛋白清除率（A）、多糖损失率（B）比较

Fig.1 Comparison of removal rates of protein and loss rates of 

polysaccharides with four deproteinization methods 

2.2 ESP的DEAE-D22纤维素分离

将脱蛋白工艺后得到的ESP收集，冻干，获得纯化

的ESP，将ESP过DEAE-D22纤维素柱进行初级分离[18]。
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由图2可知，经过纤维素柱洗脱后得到3 个组分，按先后

顺序分别为ESP1、ESP2和ESP3。组分ESP1收集体积最

大，约占90%。本实验仅对ESP1进行了进一步分离纯化

和组分分析。
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图 2 DEAE-22纤维素层析柱洗脱曲线

Fig.2 Elution curve of polysaccharide on DEAE-22 cellulose column 

2.3 ESP的Sephadex G-100分离

将ESP1浓缩冻干，得到淡黄色粉末，经过Sephadex 

G-100进一步分离，得到一个单独的洗脱峰，合并收集洗

脱峰，浓缩，冻干得到精制ESP1-1，将收集的ESP1-1按照

同样的条件再进行一次Sephadex G-100分离处理，如图3 
所示，ESP1-1基本是成分单一的多糖。
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图 3 Sephadex G-100层析柱洗脱曲线

Fig.3 Elution curve of polysaccharide on Sephadex G-100 column 

2.4 ESP的TLC分析
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①～⑥分别为阿拉伯糖、半乳糖、甘露糖、木糖、葡萄糖、

果糖的单糖标准品；⑦和⑧为纯化所得ESP1-1样品水解液。

图 4 ESP的TLC结果

Fig.4 TLC results of polysaccharides from eggplant branches

由图4可知，根据ESP1-1在TLC结果的位置可以初步

判断ESP含有甘露糖和葡萄糖。

2.5 ESP的HPLC分析
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1.半乳糖；2.葡萄糖；3.甘露糖；4.木糖；5.果糖；6.阿拉伯糖。
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图 5 6 种单糖混合标准品（A）及ESP1-1（B） HPLC图谱

Fig.5 HPLC chromatograms of mixture of six monosaccharide 

standards and ESP1-1

由图5可知，ESP1-1的单糖组成有葡萄糖、甘露糖、

木糖和果糖。

3 结 论

本实验对ESP的提取工艺和单糖成分进行研究与分

析。按照前期获得的水提醇沉工艺提取茄枝粗多糖，以

蛋白清除率、多糖损失率为评价指标，选择酶法与TCA

法相结合的方法脱除蛋白，经过DEAE-D22纤维素柱与

Sephadex G-100柱层析进行分级分离，收集主要洗脱峰，

合并洗脱液，浓缩、透析、冻干得到精制的纯ESP1-1。

ESP1-1的TLC、HPLC检测与组分分析，证明ESP1-1主要

由甘露糖、葡萄糖、果糖、木糖4 种单糖组成。本研究结

果可为ESP的开发应用提供理论数据支持。
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