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不同脱蛋白方法对青钱柳多糖的结构和
抗氧化活性的影响

何思辰，陈凌利，陈　慧，严　谨，王文君*

（江西省天然产物与功能食品重点实验室，江西农业大学食品科学与工程学院，江西南昌 330045）

摘　要：青钱柳多糖具有较强的降血糖和抗氧化活性，脱除蛋白对青钱柳多糖的纯化至关重要。为探索最适合青钱

柳多糖的除蛋白方式，本文采用了三种除蛋白方法（HCl 法、TCA 法、NaCl 法）对青钱柳粗多糖进行处理，同时

采用高效液相凝胶色谱法、离子色谱法、傅里叶红外光谱法对三种脱蛋白方式得到的多糖的结构和成分进行分析，

接着通过测定其对 DPPH 自由基、ABTS+自由基和羟基自由基的清除率评价其抗氧化能力。结果表明：HCl 法在

pH2 时，蛋白脱除率为 73.48%，多糖保留率为 74.86%；TCA 法在TCA 体积分数为 2% 时，蛋白脱除率为 79.88%，多糖

保留率为 81.78%；NaCl 法在 NaCl 体积分数为 7% 时，蛋白脱除率为 47.90%，多糖保留率为 82.51%。三种除蛋白方

法处理后得到的多糖主要包括三个不同分子量范围的组分：500~750 kDa，100~130 kDa 和 30~40 kDa 左右的部

分，但其比例各不相同，TCA 法处理的多糖在 100~130 kDa 占比最大，NaCl 法处理的多糖在 30~40 kDa 占比最大。三种

多糖均由 8 种单糖组成，但其摩尔比不相同，HCl 法处理后多糖中阿拉伯糖、半乳糖和葡萄糖的含量最大，TCA 法

处理后多糖中糖醛酸的含量更高，NaCl 法处理后多糖中的鼠李糖、木糖和甘露糖的含量最大。通过比较同浓度下

三种多糖对自由基的清除能力发现，TCA 法处理的多糖抗氧化能力最强，HCl 法次之，NaCl 法最弱。由研究结果

表明，不同的除蛋白方法会对青钱柳多糖的结构和活性产生不同的影响，其中 TCA 法是一种较好的青钱柳多糖脱

除蛋白的方式。
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Abstract：Removal of proteins is essential for the purification of Cyclocarya paliurus polysaccharides (CPP), which have
strong  hypoglycemic  and  antioxidant  activities.  In  order  to  explore  the  most  suitable  way  of  removing  protein  from  the
polysaccharides, three methods (HCl, TCA and NaCl) were used to treat the crude polysaccharides, and the structure and
composition  of  the  polysaccharides  obtained  by  the  three  deproteinization  methods  were  analyzed  by  high  performance
liquid  gel  chromatography,  ion  chromatography  and  Fourier  infrared  spectroscopy,  and  their  antioxidant  activity  was
determined by measuring the scavenging rate of DPPH radicals, ABTS+ radicals and hydroxyl radicals. The results showed
that the protein removal rate of the HCl method was 73.48% and the polysaccharide residue rate was 74.86% at pH2. The  
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protein  removal  rate  of  the  TCA method was 79.88% and the  polysaccharide residue rate  was 81.78% at  a  TCA volume
fraction of 2%. The protein removal rate of the NaCl method was 47.90% and the polysaccharide residue rate was 82.51%
at  a  NaCl  volume fraction of  7%.  The molecular  weight  distribution of  the  polysaccharides  treated by the  three  methods
could be roughly divided into three parts, 500~750 kDa, 100~130 kDa and 30~40 kDa, but their proportions were different.
The polysaccharides treated by the TCA method accounted for the largest percentage of 100~130 kDa compared with the
three,  and  the  polysaccharides  treated  by  the  NaCl  method accounted  for  the  largest  percentage  of  30~40 kDa.  All  three
polysaccharides  consisted  of  eight  monosaccharides,  but  their  molar  ratios  were  different.  Of  the  three  deproteinization
method,  the  HCl-treated  polysaccharide  had  the  highest  content  of  arabinose,  galactose  and  glucose,  the  TCA-treated
polysaccharide  had  a  higher  content  of  glyoxylate,  and  the  NaCl-treated  polysaccharide  had  the  highest  content  of
rhamnose,  xylose  and  mannose.  The  scavenging  ability  of  the  three  polysaccharides  against  free  radicals  at  the  same
concentration was compared, and the antioxidant ability of the polysaccharides treated with TCA method was the strongest,
followed by HCl method and the weakest was polysaccharides treated by NaCl method. As shown by the results, different
methods  of  protein  removal  have  different  effects  on  the  structure  and  activity  of  CPP,  among  which  TCA  method  is  a
better way to remove protein from CPP.

Key words：Cyclocarya paliurus polysaccharide；HCl method；TCA method；NaCl method；antioxidant activity；monosac-

charide composition；molecular weight

 

青钱柳（Cyclocarya paliurus （Batal.） Ijinskaja）
系双子叶植物胡桃科青钱柳属植物，为我国独有的单

种属植物[1]，食用历史悠久（食用部位为青钱柳叶，食

用方式为冲泡）[2]。已有多项研究表明，青钱柳多糖

具有降血糖[3]、抗氧化[4]、提高免疫力[5] 及抗炎[6] 等

生物活性。

多糖的提取多采用水提的方式，提取物中蛋白

质的存在会干扰后续多糖的结构和活性的分析[7]，因

而脱除蛋白对于多糖的纯化必不可少。常用的多糖

脱除蛋白的方法有 Sevage 法、酶法、HCl 法、trich-
loroacetic acid  （TCA）法和 NaCl 法。其中 Sevage
法虽条件温和但其操作繁琐且试剂（氯仿）对环境有

害[8]；酶法需要对酶的种类、比例及反应条件进行摸

索，应用较为困难[9]；HCl 法通过调节溶液 pH 使其达

到蛋白质的等电点沉降蛋白；TCA 法根据蛋白质

在有机酸的作用下形成不可逆的沉淀除去蛋白；

NaCl 法以增加溶液中的盐浓度而使蛋白质盐析沉

淀，这三种方法操作相对简单且对环境的危害较小。

并且已有不少文献报道脱除蛋白质的方式会对多糖

的结构和活性产生影响[10−11]。Zeng 等[10] 采用中性

蛋白酶法、TCA 法和 CaCl2 法处理灵芝多糖发现，

TCA 法具有较好的蛋白质脱除效率，而酶法处理后

多糖具有更佳的抗氧化活性。Mohammed 等[11] 比

较了四种方法（HCl 法、TCA 法、NaCl 法和 CaCl2 法）

对阿尔贡棕榈果实多糖结构的影响，结果表明四种方

法处理后多糖具有相似的官能团但各官能团的红外

吸收峰强度不同，HCl 法处理后多糖的表面粗糙、不

规则具有孔隙结构，TCA 法处理后多糖表面粗糙具

有纺锤形分支，NaCl 法和 CaCl2 法处理后多糖外观

呈片状或碎屑状。

目前，关于青钱柳多糖（Cyclocarya  paliurus
polysaccharides, CPP）的研究中常用的脱除蛋白质的

方法为 Sevage 法[3−6]，而对于青钱柳多糖脱除蛋白方

法的研究较少。仅有谢建华[12] 考察了 Sevage 法在

振摇次数为六次、HCl 法在 pH3、TCA 法在 10% TCA
调节溶液 pH3、Sevage 法联用酶法在木瓜蛋白酶或

胰蛋白酶处理后再用 Sevage 法振摇三次的处理情

况下，多糖溶液中多糖保留率和蛋白脱除率的变化，

但却没有比较四种方法在不同处理条件下（如振摇次

数、pH 高低、TCA 浓度、酶反应条件等）脱除蛋白质

的效果。因此，本研究采用三种方法（HCl 法、TCA 法

和 NaCl 法）对青钱柳多糖进行处理，从蛋白脱除率

和多糖保留率的角度对三种方法脱除蛋白效率进行

了评价，同时考察了经不同除蛋白方式脱除蛋白后所

得到的多糖在结构和抗氧化活性方面的差异，以期为

后续青钱柳多糖的深入研究提供依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

青钱柳叶　于 2021 年 9 月采摘自江西农业大

学生态园；石油醚、水杨酸　分析纯，天津市大茂化

学试剂厂；无水乙醇、浓盐酸、氯化钠、苯酚、浓硫

酸、硫酸亚铁　分析纯，西陇科学股份有限公司；三

氯乙酸　分析纯，阿拉丁（上海）试剂有限公司；葡萄

糖　超级纯，阿拉丁（上海）试剂有限公司；牛血清白

蛋白、考马斯亮蓝、DPPH（1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl  radical） 、 ABTS（ 2,2'-Azinobis-（ 3-ethyl-
benzthiazoline-6-sulphonate））　北京索莱宝科技有

限公司；过氧化氢　分析纯，天津玉福泰化学试剂有

限公司；抗坏血酸　分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；三氟乙酸　分析纯，美国 ACROS 公司；醋酸钠

　优级纯，美国 ThermoFishe 公司；50% 氢氧化钠溶

液　优级纯，美国 Alfa Aesar 公司；单糖标准品（半乳

糖、阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖醛酸、木糖、甘露糖、

鼠李糖、葡萄糖醛酸）　分析纯，深圳市博睿糖生物

技术有限公司；葡聚糖标准品（5000、11600、23800、
48600、80900、148000、273000、4098000、667800）
　美国 Sigma 公司。

V-5600 紫外分光光度计　上海元析仪器有限公
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司；101-1BS 电热恒温鼓风干燥箱、UGC-24M 氮吹

仪　上海力辰邦西仪器科技有限公司；LC-10A 高效

液相色谱仪、RI-10A 示差检测器　日本岛津公司；

ICS5000 离子色谱仪　美国 ThermoFisher 公司；BRT

105-104-102 色谱柱串联 BRT105-104-102（8  mm×

300 mm）凝胶柱　深圳市博睿糖生物技术有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   青钱柳多糖的制备　根据 Zhao 等[13] 的方法略

作修改提取。将新鲜的青钱柳叶烘干，粉碎过 60 目

筛，置于聚乙烯袋中避光干燥保存待用。称取 500 g

青钱柳粉末，加入石油醚浸泡过夜除去脂质等物质，

于 80 ℃，料液比 1:15，水浴 2 h，取上清液，将滤渣重

复上述操作 2 次，合并上清液，使用旋转蒸发仪于 55 ℃

减压浓缩至原体积的 1/10。向浓缩液中加入 95% 的

乙醇溶液（1:4，V/V），于 4 ℃ 冰箱中放置过夜，以

4000 r/min 离心，收集沉淀复溶后减压浓缩，冷冻干

燥得到青钱柳粗多糖样品。准确称取青钱柳粗多糖

粉末 5 g 加蒸馏水定容至 500 mL 容量瓶中，配制青

钱柳多糖溶液（10 mg/mL）。

 1.2.2   TCA 法脱除蛋白　根据 Zeng 等[10] 的方法，取青

钱柳多糖溶液（10 mg/mL）20 mL 五份，向其中加入

三氯乙酸，使其终浓度分别为 0.5%、1%、2%、4%、

8%，溶液混合均匀后于 4 ℃ 冰箱中放置过夜，以

4000 r/min 离心 10 min，取上清液测定多糖的保留率

和蛋白质的脱除率。

 1.2.3   HCl 法脱除蛋白　根据 Mohammed 等 [11] 的

方法，取青钱柳多糖溶液（10 mg/mL）20 mL 五份，向

其中滴加 2 mol/L 盐酸溶液分别调节 pH 至 1、2、3、

4、5，将溶液混合均匀后放置 12 h，4000 r/min 离心

10 min，取上清液测定多糖的保留率和蛋白质的脱

除率。

 1.2.4   NaCl 法脱除蛋白　根据 Cheng 等[14] 的方法

略作修改，取青钱柳多糖溶液（10 mg/mL）20 mL 五

份，向其中加入 2% NaOH 溶液调节 pH 至 9，后加

入 NaCl 使其浓度为 3、5、7、9、11%（W/V）煮沸

30 min，冷却，以 4000 r/min 离心 10 min，取上清液

测定多糖的保留率和蛋白质的脱除率。

 1.2.5   多糖含量和蛋白含量的测定　多糖含量的测

定采用苯酚-硫酸法[15]，以葡萄糖作为标准品绘制回

归方程，测定其在 490 nm 处的吸光度值再通过换算

因子进行计算。蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝

染色法[16]，以牛血清白蛋白作为标准品绘制回归方

程，测定其在 595 nm 处的吸光度值再通过换算因子

进行计算。

多糖的保留率和蛋白质脱除率分别按照下式进

行计算：

多糖保留率(%) =
A1 −A水

A0 −A水

×100

蛋白质脱除率(%) =
B0 −B1

B0 −B水
×100

式中：A0 和 A1 分别为除蛋白前后采用苯酚硫

酸法测定的溶液在 490  nm 处的吸光度值；B0 和

B1 分别为除蛋白前后采用考马斯亮蓝染色法测定的

溶液在 595 nm 处的吸光度值；A水和 B水为水的吸光

度值。

 1.2.6   脱除蛋白后多糖的制备　

 1.2.6.1   综合评分　通过计算多糖保留率和蛋白质

脱除率的均值[17]，综合评价不同条件下三种脱蛋白方

法的效果，分别选择 HCl 法 pH2；TCA 法 TCA 质量

浓度为 2%；NaCl 法 NaCl 质量浓度为 7% 的处理条

件进行后续研究。

 1.2.6.2   HCl 法脱蛋白处理后多糖的制备　向上述

HCl 法（pH2）处理后的多糖溶液中滴加 2 mol/L 的

NaOH 溶液，调节 pH 至 7，蒸馏水透析 24 h 期间多

次换水（透析袋截留分子量为 3500 Da），将透析液冷

冻干燥得到 HCl 法脱蛋白后的青钱柳多糖样品。

 1.2.6.3   TCA 法脱蛋白处理后多糖的制备　向上述

TCA 法（TCA 质量浓度为 2%）处理后的多糖溶液中

滴加 2 mol/L 的 NaOH 溶液，调节 pH 至 7，蒸馏水

透析 24 h 期间多次换水（透析袋截留分子量为

3500 Da），将透析液冷冻干燥得到 TCA 法脱蛋白后

的青钱柳多糖样品。

 1.2.6.4   NaCl 法脱蛋白处理后多糖的制备　向上述

NaCl 法（NaCl 质量浓度为 7%）处理后的多糖溶液中

滴加 1 mol/L 的 HCl 溶液，调节 pH 至 7，蒸馏水透

析 24 h 期间多次换水（透析袋截留分子量为 3500 Da），
将透析液冷冻干燥得到 NaCl 法脱蛋白后的青钱柳

多糖样品。

 1.2.7   不同除蛋白方法对青钱柳多糖结构的影响　

 1.2.7.1   分子量测定　参照 Zhang 等[18] 的方法，采用

高效液相凝胶色谱法测定三种青钱柳多糖的分子量

分布。称取三种脱除蛋白方式得到的多糖样品，配制

成 5 mg/mL 溶液，12000 r/min 离心 10 min，取上清过

0.22 μm 滤膜，采用高效液相色谱仪进行检测，色谱柱

为 BRT105-104-102 串联凝胶柱（8 mm×300 mm），以

0.05 mol/L NaCl 溶液作为流动相，流速为 0.6 mL/min，
进样量为 20 μL，检测器为 RI-10A 示差检测器。

 1.2.7.2   单糖组成测定　参考钱朋志等[19] 的方法略

作修改，采用离子色谱法测定三种青钱柳多糖的单糖

组成。精密称取 5 mg 三种多糖样品置于安瓿瓶中，

加入 3 mol/L TFA 2 mL，120 ℃ 水解 3 h，吸取酸水

解溶液转移至管中氮吹吹干，加入 5 mL 水，涡旋混匀，

吸取 50 μL 混合液加入 950 μL 去离子水，12000 r/min
离心 5 min，取上清进行离子色谱检测。色谱柱为

Dionex CarbopacTM PA20（3 mm×150 mm），流动相

为A：H2O；B：15 mmol/L NaOH；C：15 mmol/L NaOH &
100 mmol/L NaAc；流速为 0.3 mL/min 进样量为 5 μL，
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检测器为电化学检测器。

 1.2.7.3   傅里叶红外光谱的测定　参考 Wang 等[20]

的方法，将三种多糖样品与 KBr 粉末烘干至恒重，按

100:1 压片后，扫描波数 400~4000 cm−1，记录光谱图。

 1.2.8   不同除蛋白方法对青钱柳多糖的体外抗氧化

活性影响　

 1.2.8.1   DPPH 自由基清除能力测定　DPPH 自由基

清除能力的测定参考 Chen 等[21] 的方法略作修改。向

0.5 mL 的三种青钱柳多糖溶液（0~0.1 mg/mL）中加

入 0.2 mmol/L 的 DPPH-无水乙醇溶液 0.5 mL 涡旋

混匀后，暗反应 30 min，于 517 nm 处测定吸光度值，

以无水乙醇作为空白对照，抗坏血酸作为阳性对照，

每个处理重复三次试验。DPPH 自由基清除率计算

如公式所示：

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A0 为去离子水替代多糖溶液的吸光度；

A1 为样品溶液的吸光度；A2 为无水乙醇替代 DPPH-

无水乙醇溶液的吸光度。

 1.2.8.2   ABTS+自由基清除能力测定　ABTS+自由

基清除能力的测定参考 Wang 等[22] 的方法略作修改。

以 2.45 mmol/L K2S2O4 溶液为溶剂配制 7 mmol/L

的 ABTS 溶液，避光静置 16 h，去离子水稀释混合液

使其在 734 nm 处吸光度值至 0.70±0.01。向 200 μL

多糖溶液（0~0.1  mg/mL）加入 800  μL 稀释后的

ABTS 溶液涡旋混匀后，反应 10 min，于 734 nm 处

测定吸光度值，以去离子水作为空白对照，抗坏血酸

作为阳性对照，每个处理重复三次试验。ABTS+自由

基清除率计算如公式所示：

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A0 为去离子水替代多糖溶液的吸光度；

A1 为样品溶液的吸光度；A2 为去离子水替代 ABTS

溶液的吸光度。

 1.2.8.3   羟基自由基清除能力测定　羟基自由基清

除能力的测定参考 Chen 等[23] 的方法略作修改。向

0.4 mL 的三种青钱柳多糖溶液（0~1 mg/mL）中快速

加入 0.4 mL 9×10−3 mol/L 的 FeSO4 溶液和 0.4 mL

9×10−3 mol/L 的水杨酸-乙醇溶液（醇浓度为 70%），

最后再加入 0.4 mL 9×10−3 mol/L 的 H2O2 溶液，涡

旋混匀后，反应 30 min，于 510 nm 处测定吸光度值，

以去离子水作为空白对照，抗坏血酸作为阳性对照，

每个处理重复三次试验。羟基自由基清除率计算如

公式所示：

羟基自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A0 为去离子水替代多糖溶液的吸光度；

A1 为样品溶液的吸光度；A2 为去离子水替代 H2O2

溶液的吸光度。

 1.3　数据处理

数据采用 IBM SPSS Statistic 20.0 进行处理，图

形采用 Origin 2021 进行绘制，所有试验重复 3 次，

结果以均值±标准差表示，显著性分析采用 ANOVA
法，不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

 2　结果与分析

 2.1　不同除蛋白方法的效果比较

三种常见的脱蛋白方法脱除效果可见图 1。

图 1A 为 HCl 法中不同 pH 对多糖溶液的蛋白脱

除率和多糖保留率的影响。从中可看出随着 pH 的

不断增大，蛋白脱除率呈现先增加后降低的趋势，在

pH 为 2 时达到最高，为 73.48%，多糖保留率随 pH 的

增大呈现上升趋势，表明强酸性环境可能会导致多糖

的降解，其原因可能为酸性溶液能引起多糖中糖苷键

的断裂，使多糖降解为低分子片段[24]。

图 1B 为 TCA 浓度对多糖溶液的蛋白脱除率和

多糖保留率的影响。可以观察到随着 TCA 溶液体

积分数的增大，蛋白脱除率上升并在质量浓度为 2%

时达到最高值 79.88%，后随着 TCA 质量浓度的增

加而略微下降，多糖保留率随 TCA 质量浓度的增大

而明显降低。这一现象可能是由于两方面的原因导

致：其一，当溶液 pH 小于蛋白质等电点时，TCA 与

蛋白质形成了不溶性盐[25]，并且 TCA 使蛋白质构象

发生改变，暴露出较多的疏水性基团而聚集沉淀；其

二，形成的不溶性聚合物吸附了部分多糖从而造成了

多糖的损失[17]，并且高浓度的 TCA 会对青钱柳多糖

造成降解，同时在一定程度上发生结构的变化[26−27]。

图 1C 为 NaCl 浓度对多糖溶液的蛋白脱除率和

多糖保留率的影响。由图可知蛋白脱除率与 NaCl

质量浓度成正相关，而多糖保留率与之成负相关。这

可能是加入的盐溶液破坏了蛋白质的水化膜，使其溶

解度降低并形成沉淀[28−29]，同时沉淀的蛋白质又吸附

了少量的多糖导致多糖的损失。通过计算综合评分，

选择 NaCl 质量浓度为 7% 的处理进行后续的研究。

图 1D 是在三种方法最优的条件下获得的数据

比较（计算方法为多糖保留率和蛋白脱除率的均值），

其中 HCl 法在 pH 为 2 时，蛋白脱除率为 73.48%，多

糖保留率为 74.86%；TCA 法在 TCA 质量浓度为 2%

时，蛋白脱除率为 79.88%，多糖保留率为 81.78%；

NaCl 法在 NaCl 质量浓度为 7% 时，蛋白脱除率为

47.90%，多糖保留率为 82.51%。可以很明显地看出

NaCl 法对青钱柳多糖中的蛋白质清除效果最不理

想；TCA 法和 HCl 法的清除效果较好，在最优条件

下分别为 79.88% 和 73.48%，三种方法在其最优条

件下对溶液中的多糖都具有较高的保留率。综上所

述，在 TCA 法（TCA 质量浓度为 2%）处理后，青钱柳

多糖的多糖保留率和蛋白质脱除率都较为理想。
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 2.2　不同除蛋白方法对青钱柳多糖结构的影响

由于不同除蛋白方法作用于青钱柳多糖的原理

不同，所以效果不同，对于青钱柳多糖的结构的影响

也可能差异不同，因此，选取了在三种方法的最优条

件下得到的三种青钱柳多糖，进一步对其进行了多糖

分子量分布、单糖组成和红外光谱官能团的测定。

 2.2.1   不同除蛋白方法对青钱柳多糖分子量分布的

影响　对三种除蛋白方法处理后的青钱柳多糖的分

子量分布进行了测定，结果如图 2 所示，从高效液相

凝胶色谱图可以看到，三种方法得到的多糖有相似的

洗脱出峰时间，说明得到的多糖分子量分布类似，大

体可分为三个部分（具体分子量分布见表 1）。三者

相比，NaCl 法处理后多糖在 30~40 kDa 所占比例较高，

TCA 法在 100~130 kDa 所占比例较高。可以看出三

种除蛋白的方法均能脱除多糖中的蛋白，但因原理不

同，其对不同分子量组分的青钱柳多糖的影响不同。

从表中可以很明显看出，TCA 方法处理过后的 CPP

在 730 kDa 左右发生了降解，使其 500 kDa 和 130 kDa

左右的多糖含量增加，同时在较小分子量即 40 kDa

左右的组分也同样发生了降解，与另外两种方法相比

出现了 6 kDa 左右的组分，其可能是因为 TCA 溶液

对于多糖具有降解作用使得多糖的分子质量偏小，结

果与薛丽洁等[30] 的研究相似。HCl方法与 NaCl 方

法处理后的多糖分子量分布类似，但 NaCl 法得到的

CPP 在分子量为 100~130 kDa 左右的组分含量降

低，而在分子量为 30~40 kDa 左右的组分增加，这可

能是由于碱性环境破坏了多糖的结构使其发生降解

所致[31]，Zeng 等[10] 的研究中也出现类似结果。
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Fig.2    HPCL chromatogram of molecular weight distribution of
Cyclocarya paliurus polysaccharides deproteinized by HCl,

TCA and NaCl

 
 

表 1    可溶性多糖各组分分子量分布
Table 1    Molecular weight distribution of soluble

polysaccharide fractions

脱蛋白方法 峰号 分子质量Mw （kDa） 峰面积（%）

HCl
1 726.745 8.380
2 130.682 25.950
3 37.717 65.670

TCA

1 499.809 9.015
2 131.437 40.529
3 35.812 46.298
4 5.844 4.158

NaCl
1 738.756 6.799
2 116.464 17.335
3 40.721 75.865
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图 1    溶液 pH、TCA 浓度、NaCl 浓度对脱除蛋白效率和多
糖保留率的影响

Fig.1    Effects of solution pH, TCA dosage and NaCl dosage on
deproteinization efficiency and polysaccharide residue rate
注：不同小写字母表示同一指标差异显著（P<0.05）。
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 2.2.2   不同除蛋白方法对青钱柳多糖单糖组成的影

响　采用离子色谱法对三种青钱柳多糖的单糖组成

进行了测定，离子色谱图如图 3 所示，具体的三种多

糖的单糖组成分布见表 2。
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图 3    三种方法除蛋白后青钱柳多糖的单糖组成离子色谱图
Fig.3    Ion chromatogram of Cyclocarya paliurus

polysaccharides deproteinized by HCl, TCA and NaCl
 
 

表 2    三种青钱柳多糖的单糖组成（%）
Table 2    Monosaccharide composition of the three Cyclocarya

paliurus polysaccharides (%)

单糖组成 HCl TCA NaCl

鼠李糖Rha 2.9 3.2 3.5
阿拉伯糖Ara 24.9 23.7 23.7
半乳糖Gal 37.1 34.8 32.1
葡萄糖Glc 18.3 16.3 17.1
木糖Xyl 4.8 6.2 7.9

甘露糖Man 3.4 4.0 4.2
半乳糖醛酸GalA 4.8 8.0 7.5
葡萄糖醛酸GlcA 2.4 2.5 2.4

 

由单糖组成的结果可以看出，三种青钱柳多糖

均由 8 种单糖组成，分别为半乳糖、阿拉伯糖、葡萄

糖、半乳糖醛酸、木糖、甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛

酸，且以半乳糖、阿拉伯糖、葡萄糖为主，但其摩尔比

不相同，结果与之前报道过的青钱柳多糖的单糖组成

相似[32−34]。其中 HCl 法处理后多糖中阿拉伯糖、半

乳糖和葡萄糖的含量最大，TCA 法处理后多糖中糖

醛酸的含量更高，NaCl 法处理后多糖中的鼠李糖、

木糖和甘露糖的含量最大。不同的单糖具有不同的

生理功能[35]，三种方法处理后的多糖在单糖含量上的

差异会使其结构和功能发生改变。另一方面，不同除

蛋白方法得到的 CPP 的单糖组成相同但其比例不

同，其主要原因可能是多糖分子在强酸碱条件下被部

分降解并且分子间的氢键被破坏，进而引起单糖组成

比例改变[36]。单糖组成结果与三种多糖的不同分子

量分布结果相吻合。

 2.2.3   三种青钱柳多糖的红外光谱测定结果　从图 4
中可看出三种多糖均在 3000~3750 cm−1 区域有一条

宽谱带，且在 3416.28 cm−1 处均具有较强的吸收峰，

通常是由多糖羟基的 O-H 伸缩振动引起的[37]。此

外，2927.90 cm−1 处的弱吸收峰是由多糖烷基的 C-
H 伸缩振动引起[38]，多糖类物质的典型基团就是羟基

和烷基，此结果也说明上述三种物质均为多糖。在

1640.16 cm−1 和 1323.41 cm−1 处的强吸收峰分别是

由 C=O 和 C-H 的弯曲振动引起的，表明三种多糖均

含有糖醛酸[39]，这与单糖组成结果相一致。在 1000~
1200 cm−1 处的谱带显示了 C-O-C 和 C-O-H 键的存

在，这是吡喃糖的特征峰[40]。在 772.83 cm−1 处的吸

收峰是由 D-吡喃糖环对称伸缩振动引起的[41]。其

中，TCA 法和 HCl 法相比，在上述提到的区域内没

有明显的吸收峰差异，但与这两者相比，NaCl 法在

1323.41 cm−1 和 772.83 cm−1 处都出现了吸收峰强度

的减弱，这表明该法对多糖的 D-吡喃糖环的对称性

结构影响较大，这可能是由于酸碱性环境对多糖官能

团产生的影响不同。
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图 4    三种青钱柳多糖的傅里叶红外光谱图
Fig.4    FT-IR spectra of Cyclocarya paliurus polysaccharides

deproteinized by HCl, TCA and NaCl
 

 2.3　三种青钱柳多糖的体外抗氧化活性

多糖的结构与其生理活性密切相关，三种除蛋

白方法处理后的青钱柳多糖结构不同，因此建立了自

由基模型对三种青钱柳多糖的抗氧化活性进行了探

究。由图 5 可知，随着浓度的增加，三种青钱柳多糖

对三种自由基的清除率呈现上升的趋势，并且同浓度

下其抗氧化活性有强弱之分，从强到弱依次为 TCA 法、

HCl 法、NaCl 法。值得注意的是，三种青钱柳多糖对

ABTS+自由基都有较好的清除率，尤其是 TCA 法处

理后的多糖，其在浓度为 100 μg/mL 时对 ABTS+自

由基的清除率显著超过了阳性对照组 VC（P<0.05）。
三种青钱柳多糖在抗氧化活性上的差异通常与其结

构不同有关[42]，多糖具有-OH、-COOH等可供氢官能
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团，这些官能团可以提供氢离子中和自由基中的未配

对电子，实现自由基的清除[43]。随着多糖分子量的增

加，多糖含有更多的可供氢官能团，具有更强的自由

基清除能力，但分子量过大会导致分子间缠绕增加，

空间障碍增大，官能团无法暴露[44]。结合抗氧化活性

与分子量的结果，三种方法处理后的青钱柳多糖在抗

氧化活性上的差异或许与其在 100~130 kDa 分子量

范围的多糖比例有关（TCA 法>HCl法>NaCl 法），后

续还需要通过超滤等方法分离各个分子量片段的多

糖，再对其抗氧化能力进行评价加以验证。而从单糖

组成的结果来看，三种青钱柳多糖具有较好的抗氧化

活性可能是与阿拉伯糖和半乳糖的含量有关[45−46]。
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图 5    三种青钱柳多糖的抗氧化活性分析
Fig.5    Antioxidant activity analysis of Cyclocarya paliurus

polysaccharides deproteinized by HCl, TCA and NaCl
注：不同小写字母表示同一浓度下不同方法差异显著（P<0.05）。
 

 3　结论
本研究采用三种不同的除蛋白方法对青钱柳多

糖进行处理，同时对得到的三种多糖进行结构和抗氧

化活性的分析。结果表明：三种方法因其除蛋白原理

不同对多糖的结构和活性造成的影响也不相同。多

糖保留率和蛋白脱除率的结果表明 TCA 法是一种

较为理想的青钱柳多糖脱除蛋白的方法，在 TCA 体

积分数为 2% 时，蛋白脱除率为 79.88%，多糖保留率

为 81.78%。分子量分布的结果表明青钱柳多糖主要

由三个部分组成，单一组分还有待进一步分离纯化。

从单糖组成结果可知青钱柳多糖主要由半乳糖、阿

拉伯糖、葡萄糖组成，不同方法处理会对其单糖组成

比例造成影响。红外光谱结果表明三种多糖均为酸

性糖，其在 1640.16 和 1323.41 cm−1 处具有 C=O 和

C-H 弯曲、振动引起的强吸收峰，这与单糖组成结果

相一致。抗氧化结果表明，三种多糖对于自由基（DPPH
自由基、ABTS+自由基、OH 自由基）的清除率与其

浓度呈正相关且不同方法对于多糖的抗氧化活性产

生不同的影响；值得注意的是，在清除 ABTS+自由基

的试验中，同等浓度下（100 μg/mL 时）TCA 法处理

后的多糖对自由基的清除能力超过 VC。通过评价不

同的除蛋白方法的清除效果及研究其对多糖的结构

和抗氧化活性造成的影响，可以从构效关系的角度为

挑选青钱柳多糖的分离纯化方法和更深一步地开发

利用青钱柳多糖提供一定的理论参考。
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