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摘要!为高值化开发利用油茶蒲资源!以油茶蒲为原料!采用水提#醇沉工艺提取粗多糖!采用钠型

%@! 阳离子吸附树脂进行纯化并制备油茶蒲纯化多糖% 采用紫外可见光谱扫描鉴定洗脱液组分多

糖的纯度!利用离子色谱分析油茶蒲纯化多糖的单糖组成!利用红外光谱分析油茶蒲纯化多糖主链

结构及官能团!并采用扫描电子显微镜分析其表面结构特征% 结果表明&油茶蒲原料的多糖含量为

$$6@&^!油茶蒲纯化多糖纯度为 &%63"^$得率为 !6@@^' 油茶蒲纯化多糖的单糖组成为岩藻糖

"6A3^$阿拉伯糖 %6A&^$半乳糖 @6%3^$葡萄糖 %A63@^$木糖 !6%%^$甘露糖 $6A"^$半乳糖醛

酸 26@3^$葡萄糖醛酸 $6@@^$甘露糖醛酸 "63%^'油茶蒲纯化多糖是一种主链为
#

型吡喃糖的酸

性多糖!表面紧致略显光滑$有孔洞及气泡状颗粒% 综上!油茶蒲通过水提$醇沉和柱层析纯化处

理!其多糖纯度提高!可为油茶蒲的后续构效关系探究和工业化开发提供理论基础%

关键词!油茶蒲'多糖'单糖组成'结构'纯化
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BB油茶蒲$也称油茶果壳$是我国特有的木本油料

油茶果的外皮$约占整个油茶果质量的 A"^

($)

& 据

统计$!"!" 年我国油茶林种植面积约为 32@ 万 W.

!

$

年产油茶籽油约 A@ 万 U$其副产物油茶蒲约 @"" 万

U

(!)

& 目前$油茶蒲大多用作生物质燃料或肥料$价

格仅 2"" hA"" 元9U$被严重低值化(@)

& 油茶蒲中含

有丰富的植物多糖($)

$而植物多糖具有多种生物活

性$如调节免疫%抗肿瘤%抗凝血%消炎镇痛%降血糖%

抗氧化%调节肠道菌群等(3 #2)

& 因此$研究油茶蒲多

糖具有开发油茶加工废弃物资源%促进油茶产业提

质增效等重要意义&

目前$人们对油茶蒲多糖的研究主要围绕提取%

纯化以及抗氧化功效$而对其单糖组成%结构特征等

基础研究报道较少& 本文在制备油茶蒲纯化多糖的

基础上$对其单糖组成%表面结构特征进行考察$以期

为油茶蒲多糖的深度开发利用提供理论基础&

<=材料与方法

$6$B试验材料

$6$6$B原料与试剂

油茶蒲'由湖南省康多利油脂有限公司提供的

油茶果$经晾晒%裂开所得&

苯酚%浓硫酸%葡萄糖%无水乙醇%三氯乙酸

"\'(#%活性炭%三氟乙酸"\d(#%甲醇%氢氧化钠%

乙酸钠%溴化钾均为分析纯$国药集团化学试剂有限

公司!甘露糖%木糖%果糖%核糖%半乳糖%岩藻糖%葡

萄糖%阿拉伯糖%葡萄糖醛酸%半乳糖醛酸%甘露糖醛

酸均为分析纯$*0>./公司&

$6$6!B仪器与设备

Oe#2!"" 紫外可见分光光度计$上海元析仪

器有限公司!*70I;U=#$"L冷冻干燥机$宁波新芝生

物科技股份有限公司!L0781IU(Z/U/T@%" 傅里叶红

外光谱仪$上海昊扩科技发展有限公司!,j#@"

_1FY扫描电子显微镜$韩国 '8[I.公司!\WIT.8

"c08;I[#D'* #2""" 离子色谱仪 "配电化学检测

器#$赛默飞世尔科技"中国#有限公司&

$6!B试验方法

$6!6$B油茶蒲多糖的制备

油茶蒲粗多糖的制备参考沈建福等(A)的水提

法并适当改进& 将油茶蒲烘干%粉碎并过 "6$%& ..

"&" 目#筛$取适量筛下粉$按料液比 $r3" 加水$在

+"p下提取 $62 W$得到水提液"e

$

#!按醇水体积比

3r$ 添加无水乙醇$于 3p下醇沉 $! W$冻干醇沉物$

得到水提醇沉物!取适量水提醇沉物溶于蒸馏水$按

体积比 $r$ 加入质量分数 !"^的 \'(溶液$振荡$

3p下静置 $! W 后离心分离脱除蛋白$上清液中按

料液比 $62r$"" 加入活性炭$调节 GN至 3$于 2"p

下搅拌脱色 %" .0;$离心分离$得到油茶蒲多糖脱色

液"e

!

#&

油茶蒲纯化多糖的制备参考尹丽敏(%)的方法&

对钠型 %@! 阳离子吸附树脂预处理$并装柱!将多糖

脱色液"e

!

#缓慢加入层析柱$之后用蒸馏水洗脱$

洗脱流速为 !6" .b9.0;$按 $" .b$ 管收集洗脱液$

总计收集 @" 管!使用苯酚硫酸法在 3+" ;.下测定

每管洗脱液的吸光度$绘制洗脱曲线& 分别汇总最

高洗脱峰的洗脱液"e

@

#和次高洗脱峰的洗脱液

"e

3

#$将e

@

旋蒸%冻干得油茶蒲纯化多糖&

$6!6!B多糖含量的测定

采用苯酚硫酸法测定多糖含量$具体参考汤慧

民等(&)的方法&

$6!6!6$B样品处理

对于液体样品"油茶蒲水提液#$取 $6" .b样

品用蒸馏水稀释 2" 倍$制成样品测试液!对于固体

样品"水提醇沉物和油茶蒲纯化多糖#$取 "6$ >样

品$用蒸馏水溶解定容至 $"" .b$再取 $6" .b溶解

液用蒸馏水稀释 2" 倍$制成样品测试液&

$6!6!6!B葡萄糖标准曲线的绘制

参考刘晓涵等(+)的方法$以葡萄糖质量浓度

"B$

'

>9.b#为横坐标%吸光度"(#为纵坐标制作标

准曲线$得回归方程'(g"6""+ %Bk"6""! A$/

!

g

"6+++ 2&

$6!6!6@B多糖含量的测定

取 $6" .b样品测试液$按照 $6!6!6! 方法测得

吸光度(

$

$根据回归方程计算测试液中多糖质量浓

度"B

$

#$再根据公式"$#计算样品中多糖的含量

"V#&

"!$

'NDL(aDb* (Lcd(\*BBBBBBBBBBBBBB!"!@ e81f3& L8f3



VgB

$

,1q$"

#A

&%q$""R "$#

式中'B

$

为 $6" .b测试液对应的多糖质量浓

度$

'

>9.b!,为稀释倍数$2"!1为测试液体积$.b!

%为样品质量$>&

$6!6!63B多糖产品得率计算

将提取%纯化阶段所得多糖产品$按照公式"!#

计算其多糖产品得率"K#&

Kg%

$

&%

"

q$""R "!#

式中'%

$

为水提醇沉物或油茶蒲纯化多糖的质

量$>!%

"

为油茶蒲原料质量$>&

$6!6@B油茶蒲多糖的纯度鉴定

将 $6!6$ 中收集的多糖脱色液e

!

%洗脱液e

@

和

洗脱液 e

3

分别在 $+" h&"" ;.范围内进行紫外可

见光谱扫描$以扫描波长为横坐标%吸光度为纵坐标

绘制油茶蒲多糖溶液的紫外光谱扫描曲线&

$6!63B油茶蒲多糖的单糖组成测定

$6!636$B色谱条件

色谱柱为 c08;I[

\j

'/TV8_/7

\j

_(!" "\WIT.8

d0YWIT*70I;U0M07#!流动相(相为 SSN

!

a%C相为 $""

..819bL/aN%'相为 $"" ..819bL/aN 9!""

..819bL/('!流速 "62 .b9.0;!洗脱梯度为 " h!2

.0;时 +%62^(%!62^C$!2 h3" .0; 时 %%62^(%

!62^C%!"^'$3" hA" .0;时 +%62^(%!62^C&

$6!636!B标准工作液的配制

取 $2 .b,_刻度离心管$加入 & .b无菌水$依

次加入岩藻糖 "dF7#%阿拉伯糖 "(T/#%半乳糖

"E/1#%葡萄糖"E17#%木糖"H?1#%甘露糖"j/;#%果

糖"dTF#%核糖")0V#%半乳糖醛酸"E/1#('#%葡萄

糖醛酸"E17#('#%甘露糖醛酸"j/; #('#各 $""

.>$溶解后定容至 $" .b$配制成 $" .>9.b的混标

母液$再梯度稀释成 2%$"%$2%!"%!2

'

>9.b和 @"

'

>9.b标准工作液&

$6!636@B标准品定量分析回归方程的确定

取标准工作液$按 $6!636$ 色谱条件检测$根据

不同质量浓度下单糖和糖醛酸标准品的离子色谱

图$建立各标准组分峰面积"?#与质量浓度"@#之间

的回归方程$如表 $ 所示&

表 <=标准品的回归方程

标准品
保留时间9

.0;

回归方程
相关系数

"/

!

#

dF7 @63+! ?g"I@$+ !@k"I%&+ $ "6++! !

(T/ %6%@3 ?g"I@%A A@k"I2+& ! "6++% !

E/1 +6&A% ?g"I33+ A@k"I2+& ! "6++2 !

E17 $$6!%2 ?g"IA$% $@k$I22$ ! "6++$ @

续表 <

标准品
保留时间9

.0;

回归方程
相关系数

"/

!

#

H?1 $@6@"" ?g"I332 3@k@I"!" + "6++& @

j/; $@6&!2 ?g"I@@! %@k"I$+@ % "6++% 2

dTF $26&A% ?g"I$3" !@#"I"3$" "6+++ A

)0V $%632+ ?g"I@2+ 3@k"I$A2 % "6+++ %

E/1#(' @26@"+ ?g"I!A$ A@#"I"+@ % "6+++ 3

E17#(' @&6@"" ?g"I332 @@k"I""$ $ "6+++ +

j/; #(' @+6%&" ?g"I!"3 +@#"I"2& A "6+++ $

$6!6363B样品前处理

精确称量"26"" o"6"2#.>油茶蒲纯化多糖$加

入 $ .b! .819b的\d(溶液$$!$p加热 ! W进行酸

解& 通氮气$吹干& 加入甲醇清洗$再吹干$重复甲醇

清洗 ! h@次& 加无菌水溶解$转入色谱瓶中待测&

$6!6362B样品检测及定量分析

取样品提取液$按 $6!636$ 色谱条件进行检测$

并对照所得标准品回归方程定量$按公式"@#计算

各单糖组分含量"X#&

Xg)q1

$

qCq$"

#@

&=q$""R "@#

式中' )为样品测试液单糖组分质量浓度$

'

>9.b!1

$

为样品提取液体积$.b!C为稀释因子!

=为样品质量$.>&

$6!62B油茶蒲纯化多糖的分子结构分析

称取 $ .>油茶蒲纯化多糖$与 $"" .>溴化钾

混匀$用玛瑙研钵研磨至均匀%压片$在 2"" h3 """

7.

#$区间进行红外光谱分析$探究油茶蒲多糖的分

子结构&

$6!6AB油茶蒲纯化多糖的空间微观构象分析

将油茶蒲纯化多糖粘贴于扫描电子显微镜样品

台面的双面纸胶上$真空喷镀金膜后移入扫描电子

显微镜样品室$在 $" <e加速电压下观察并拍照$对

油茶蒲纯化多糖的空间微观构象进行分析&

>=结果与讨论

!6$B油茶蒲多糖的纯度及得率"见表 !#

由表 ! 可知$以油茶蒲水提液为基准进行测定$

得到油茶蒲原料的多糖含量为 $$6@&^& 通过水

提%醇沉和柱层析纯化处理$所得多糖产品纯度逐步

增大$油茶蒲纯化多糖的纯度达 &%63"^$得率为

!6@@^$具有潜在的工业化开发价值&

表 >=油茶蒲多糖纯度及得率 I

样品 得率 纯度

油茶蒲原料 # $$6@&

水提醇沉物 $"6@2 !$62"

油茶蒲纯化多糖 !6@@ &%63"

$!$
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!6!B油茶蒲多糖的柱层析洗脱曲线

柱层析纯化过程所得 @" 管洗脱液的吸光度测

定结果如图 $ 所示&

图 <=油茶蒲多糖的柱层析洗脱曲线

BB由图 $ 可知$油茶蒲多糖的柱层析洗脱曲线有

! 个明显的吸光度峰$其中最高峰由第 3 h$$ 管洗

脱液的吸光度构成$收集第 A h& 管洗脱液$为洗脱

液e

@

!另一个峰由第 $@ h$A 管洗脱液的吸光度构

成$收集第 $3 h$2 管洗脱液$为洗脱液 e

3

& 由于吸

光度反映测试液中的多糖组分$故洗脱液e

@

中的多

糖组分含量最高$洗脱液e

3

次之& 根据阳离子树脂

交换物质原理$其会吸附上样液中带有阴离子的物

质$而多糖类化合物含有许多醇羟基或羧基等阴离

子基团($")

$因此阳离子树脂会吸附多糖& 在洗脱阶

段$前几管洗脱液的冲洗可能不足以克服多糖与树

脂之间的吸附力$故其中的多糖含量很低!而洗脱液

达到第 3 管以后$多糖与树脂之间的吸附力被克服$

多糖就慢慢地被洗脱下来$直到第A h& 管洗脱液$

其中的多糖含量达最大$之后多糖含量慢慢下降$直

到第 $! 管洗脱液的多糖含量接近零$故洗脱液 e

@

中多糖含量最高& 而洗脱液 e

3

是过度洗脱后得到

的洗脱液$其洗脱峰可能是树脂本身所带的结合不

太牢靠的少量阳离子基团或者是与树脂结合非常牢

靠的少量蛋白质基团等杂质& 洗脱液 e

@

中的多糖

含量最高$能满足后续多糖结构研究&

!6@B油茶蒲多糖的纯度鉴定

多糖脱色液e

!

%洗脱液 e

@

与洗脱液 e

3

的紫外

可见光扫描图谱分别见图 !%图 @ 和图 3&

图 >=多糖脱色液H

>

的紫外可见光扫描图谱

图 ?=洗脱液H

?

的紫外可见光扫描图谱

图 @=洗脱液H

@

的紫外可见光扫描图谱

BB由图 ! 可知$多糖脱色液 e

!

在 $+$6" ;.和

$++62 ;.处各有 $ 个特征吸收峰$在 !&" ;.处附

近还有 $ 个吸收峰& 由于多糖的紫外特征吸收

峰($$)波长为 $+" h!"" ;.$蛋白质的特征吸收峰波

长在 !A" h!&" ;.附近($!)

$因此多糖脱色液e

!

中不

仅含有多糖类化合物$还含有蛋白质等其他杂质$需

要进一步分离纯化&

由图 @ 可知$洗脱液e

@

的紫外可见光扫描图谱

只在 $+" h!"" ;.之间出现了特征吸收峰$而在

!&" ;.附近没有出峰$表明e

@

组分含有较多的多糖

类化合物而不含或极少含蛋白质等其他杂质&

由图 3 可知$洗脱液e

3

的紫外可见光扫描图谱

在 $+$62 ;.处有多糖特征吸收峰$在 !&" ;.附近

也有蛋白质吸收峰$说明洗脱液e

3

中既有多糖成分

"!6! 已说明该多糖成分可能是树脂成分#$也有少

量蛋白质成分& 可见$油茶蒲多糖主要分布在洗脱

液e

@

中$且e

@

组分更加纯净$能达到进一步检测油

茶蒲多糖组分的要求&

!63B油茶蒲纯化多糖的单糖组成

油茶蒲纯化多糖的离子色谱图如图 2 所示& 由

图 2 可知$油茶蒲纯化多糖由岩藻糖%阿拉伯糖%半

乳糖%葡萄糖%木糖%甘露糖 A 种单糖以及半乳糖醛

酸%葡萄糖醛酸%甘露糖醛酸 @ 种糖醛酸组成$各成

分含量见表 @&

由表 @ 可知'油茶蒲纯化多糖中葡萄糖含量最

高$阿拉伯糖次之$其他单糖含量较低$未检测出果

糖以及核糖!@ 种糖醛酸中半乳糖醛酸含量最高&

!!$
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图 A=油茶蒲纯化多糖的离子色谱图

表 ?=多糖中各组分含量

组分 含量9̂

dF7 "6A3 o"6"@

(T/ %6A& o"6$"

E/1 @6%3 o"6"&

E17 %A63@ o$6"!"

H?1 !6%% o"6!"

j/; $6A" o"6"3

dTF #

)0V #

E/1#(' 26@3 o"6!3

E17#(' $6@@ o"6"&

j/; #(' "63% o"6"A

!62B油茶蒲纯化多糖的分子结构

油茶蒲纯化多糖的红外光谱分析结果如图 A

所示&

图 M=油茶蒲纯化多糖的红外光谱图

BB图 A 中 @ 3"" 7.

#$附近为分子间氢键的吸收

峰$其宽峰主要是由多糖的配糖体羟基缔合伸缩振

动引起的$由于羟基形成氢键缔合后$a*N拉长$

偶极距增大$所以表现出强而宽的峰($@)

!而! &""

7.

#$处是醛基的吸收峰$可能是糖环中 '*N的伸

缩振动引起的($3)

!$ %@% 7.

#$处为
((

' a的振动吸

收产生的吸收峰$$ A@% 7.

#$处有吸收峰$表明有酰

胺基的 '*a伸缩振动$可以判断出具有酮类和醛

类化合物$有以二聚体形式存在的游离羧酸$表明可

能含有糖醛酸($2)

!$ @3" 7.

#$处有吸收峰$表明存在

'*a*'的非对称($@)

'由以上结果可以判断出油

茶蒲多糖是一种酸性多糖& $ $@" 7.

#$处有吸收

峰$表明可能存在 '*a$是吡喃糖环上的特征吸收

峰($A)

$$ "@@ 7.

#$处有吸收峰$主要是糖单元之间连

接的糖苷键引起的$或为醚键"'*a*'#的伸缩振

动峰($% #$&)

$上述 ! 个特征吸收峰可以确定含有吡喃

葡萄糖环结构& 另外$&+" 7.

#$处具有较强的吸收

峰$表明在吡喃糖构型中$基端 '*N的不同异构体

存在不同的吸收峰 $在此基端 '*N为直立型$即

为
#

型吡喃糖($2)

$&$" 7.

#$处存在吸收峰$说明存

在甘露糖($+)

& 由红外光谱扫描结果可推断出油茶

蒲纯化多糖是一种酸性多糖$具有吡喃糖和
#

#糖

苷键的结构$其主链为
#

型吡喃糖$含有甘露糖%糖

醛酸&

!6AB油茶蒲纯化多糖的空间微观构象

对油茶蒲纯化多糖在扫描电子显微镜放大

$ """ 倍和 2 """ 倍下进行研究$结果如图 % 所示&

B

图 W=油茶蒲纯化多糖的扫描电子显微镜图

BB由图 % 可知'油茶蒲纯化多糖放大 $ """ 倍时

整体紧致略显光滑$表面凹凸不平成坑洼状%有孔

洞$部分区域有不规则碎屑出现!放大 2 """ 倍时表

面有气泡状细小颗粒出现$可能是多糖晶体结构&

?=结=论

油茶蒲中的水溶多糖含量为 $$6@&^$通过水

提%醇沉%柱层析纯化处理$所制备的油茶蒲纯化多

糖产品的纯度为 &%63"^$得率为 !6@@^!油茶蒲纯

化多糖产品的各组分含量为岩藻糖 "6A3^%阿拉伯

糖 %6A&^%半乳糖 @6%3^%木糖 !6%%^%葡萄糖

%A63@^%甘露糖 $6A"^%半乳糖醛酸 26@3^%葡萄

糖醛酸 $6@@^%甘露糖醛酸 "63%^!油茶蒲纯化多

糖是一种酸性多糖$具有吡喃糖和
#

#糖苷键的结

构特征$初步判断其主链为
#

型吡喃糖$且含有甘露

糖!油茶蒲纯化多糖表面有坑洼%孔洞$还有气泡状

细小颗粒$可能是多糖晶体结构&
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随着热风温度与加热平板温度的升高$平均含水率

均匀下降$Q

YR

基本保持不变!热风风速2 .9Y%热风

温度 &"p%加热平板温度 &2p为最佳运行参数&

经过优化$对比原始结构烘干机$油茶籽平均含水率

从 %6+3^降至 36%A^$Q

YR

由 !262^提高至 &@6!^&
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