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野生酸枣果硒多糖纯化与光谱分析
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　　【摘要】　采用热水浸提、乙醇沉淀法获得酸枣果硒多糖粗品。苯酚 硫酸法测其多糖含量为（９２６±４７２）ｍｇ／ｇ，原子

荧光光度法测其硒含量为（１７８±２０５）μｇ／ｋｇ。ＤＥＡＥ ２５纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ７５凝胶层析柱进一步分离纯化

得白色絮状多糖。薄层层析和高效阴离子交换色谱法分析其单糖组成。结果表明：该多糖是由鼠李糖、阿拉伯糖、

半乳糖、葡萄糖、木糖等单糖组成，其摩尔比为 ３２１∶８３６∶５６１∶０９６∶１８２。红外光谱分析表明具有明显的多糖特

征吸收峰，核磁共振波谱表明该多糖结构主要为 β糖苷键连接的吡喃型葡聚糖。
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　　引言

酸枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．ｖａｒ．ｓｐｉｎｏｓａ（Ｂｕｎｇｅ）
ＨｕｅｘＨ．Ｆ．Ｃｈｏｕ）为鼠李科枣属植物，种仁入中药
材

［１～２］
。果 肉 具 有 丰 富 的 营 养 成 分 及 保 健 作

用
［３～４］

。硒是人体必需的微量元素，缺硒会导致多

种疾病的发生
［５］
。目前，硒与人类健康关系，尤其

是硒多糖引起了广泛关注。据报道硒多糖具有抗氧

化、防癌、抗病毒和预防糖尿病等重要的药理活

性
［６～７］

。尽管早期研究已报道酸枣果含有丰富的多

糖和微量元素硒
［８］
，但未作详细的分析。本文对酸

枣硒多糖进行纯化和光谱分析，从而为酸枣药理开

发提供理论依据。

１　材料与方法

１１　材料、试剂与仪器
野生酸枣于 ２００８年 １０月采自陕西省延安市，

由延安常泰药业有限公司鉴定，标本保存于陕西省

中药指纹图谱与天然产物库研究中心。选取大小和

颜色均匀、无机械损伤、无病虫害的成熟果实，用自

来水洗去表面污物，剥离种核。果肉部分于 ６０℃干
燥箱中干燥，粉碎过８０目筛，密封于塑料袋备用。

单糖标准品（鼠李糖、木糖、阿拉伯糖、半乳糖、

葡萄糖）和标准葡聚糖系列（Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＥＡＥ
５２纤维素和硅胶薄层板 ＧＦ２４５（Ｗｈａｔｍａｎ公司）；葡
聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １００
（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；透析袋，４３ｍｍ×２７ｍｍ（Ｓｉｇｍａ公
司）。

ＩＣＳ ３０００型离子色谱仪（Ｄｉｏｎｅｘ，美国）；脉冲
安培检测器（ＰＡＤ）；５４２型自动进样器；ＥＤ５０电化
学检测器；真空冷冻干燥仪（ＬＭＣ １）；ＵＶ ２８０２Ｈ
型紫外分光光度计（尤尼柯上海仪器有限公司）；薄

层自动点样仪（Ｌｉｎｏｍａｔ４）；傅里叶红外光谱仪
（Ｂｒｕｋｅｒ，瑞士）；双道原子荧光光度计（日本日立公
司）；ＡＶＡＮＣＥ ５００核磁共振波谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ，瑞
士）。

１２　实验方法
１２１　多糖提取

将干燥的酸枣果粉用无水乙醇回流脱脂，自然

风干。热水提取，体积分数为 ９５％乙醇沉淀，然后
用丙酮洗涤，直至得到透明胶状多糖。将多糖配成

质量分数为 ２％的溶液，Ｓｅｖａｇ法（正丁醇与氯仿体
积比为１∶４）脱蛋白。经过上述处理的多糖溶液，置
于半透膜透析袋中，然后悬浮于盛有去离子水的大

烧杯中，磁力搅拌下透析 ７２ｈ，中间换水 ３次，以除
去无机盐、色素和低聚糖等小分子杂质。最后将透

析液冷冻干燥即得酸枣果粗多糖。

１２２　多糖与硒含量测定
以葡萄糖为标准品，苯酚 硫酸法在波长４９０ｎｍ

处测定酸枣果粗多糖吸光度值
［９］
。根据标准曲线

回归方程：Ｙ＝０３２０６＋０８６３５Ｘ（Ｒ＝０９９８７），计
算多糖含量。

硒含量测定采用硝酸 高氯酸法消解
［１０］
。具体

操作为：精确称取粗多糖样品２００ｇ并置于 １００ｍＬ
三角瓶中，该操作重复３次，然后分别加入１５ｍＬ硝
酸和３ｍＬ高氯酸，盖上小漏斗，浸泡过夜。第二天
电热板加热，有黄烟冒出，可适当调高温度但不超过

１７０℃，直到白烟冒出。消解后用质量分数为３％稀盐
酸冲洗三角瓶，定容到２５ｍＬ容量瓶中。硒标准储备
液作对照，双道原子荧光光度法测定多糖中硒含量。

１２３　多糖纯化
粗多糖用少量 ０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ ＨＣｌ（ｐＨ值为

７５）缓冲液溶解后，用胶头滴管加入 ＤＥＡＥ ５２纤
维素柱（２０ｃｍ×３０ｃｍ），依次用 ０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ和０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液洗脱，自动收集仪分管
收集。逐管用 ５ｍｇ／ｍＬ麋香草酚溶液（０５ｇ麋香
草酚，５ｍＬ浓硫酸，９６％乙醇 ９５ｍＬ混合）显色检
验。如果无红色洗脱液出现，证明 ０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ溶液洗脱干净，然后继续用 ０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶
液洗脱，麋香草酚溶液喷雾于 ＴＬＣ板，直至无棕色
出现，证明洗脱完全。收集０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱液，
磁力搅拌下透析袋透析１２ｈ。透析液用冷冻干燥机
冷冻干燥，得红色疏松多糖。该多糖经 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ ２５柱层析进一步纯化，０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱，自
动收集仪分管收集，５ｍｇ／ｍＬ麋香草酚检验，透析，
冷冻干燥，得白色絮状多糖。

１２４　多糖分析
（１）薄层层析法
取２ｍｇ纯化多糖溶于２ｍｏｌ／Ｌ三氟乙酸（ＴＦＡ）

中，于１１０℃氮气封管水解 ８ｈ，加甲醇反复减压浓
缩至干，以完全除去 ＴＦＡ，残余物用１ｍＬ水溶解，离
心得上清液。用微量注射器吸取２０μＬ多糖水解液
和混合单糖标准液，薄层自动点样机点样在 ＧＦ２４５硅
胶薄层板上，展开剂乙腈和水体积比为 １７∶３。麋香
草酚溶液喷雾显色，１０５℃干燥。

（２）高效阴离子交换色谱法
采用 ＣａｒｂｏＰａｃＰＡ２０色谱柱（３ｍｍ×１５０ｍｍ）；

流动相 Ａ为：２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ（２０８ｍＬ质量分数
５０％ ＮａＯＨ溶液用去离子水定容至 ２Ｌ塑料淋洗液
瓶中），流动相 Ｂ为：１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ（１０ｍＬ质量
分数５０％ ＮａＯＨ溶液用去离子水定容至２Ｌ塑料淋
洗液瓶中）；洗脱程序为：０～４０ｍｉｎ，１００％ Ａ；４０～
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６０ｍｉｎ，０％Ａ。洗脱时间为４５ｍｉｎ；积分安培脉冲检
测，Ｅ１＝０１００Ｖ，Ｅ２＝－２００Ｖ，Ｅ３＝０６００Ｖ，Ｅ４＝
－０１０Ｖ；柱温 ３０℃；柱压 ２００～２８５０Ｐａ；流速
０４ｍＬ／ｍｉｎ。Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ色谱工作站采集数据［１１］

。

１２５　多糖分子量测定
采用凝胶柱层析法测定多糖分子质量。称取已

知分子量的 Ｄｅｘｔｒａｎ系列各 ５０ｍｇ，用 ０１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ溶液溶解，分别加入 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １００（２０ｃｍ×
６０ｃｍ）凝胶柱，然后再用０１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液洗脱，
自动收集器收集，控制恒定流量为 ０５ｍＬ／ｍｉｎ，每
管按５ｍＬ收集。苯酚 硫酸法跟踪检测多糖分布，

分别求得洗脱体积 Ｖｅ。然后用蓝色葡聚糖Ｔ ２０００
（５０ｍｇ）上柱，求得柱的外水体积 Ｖ０，以Ｖｅ／Ｖ０为纵
坐标，标准葡聚糖分子量对数值 ｌｇＭ为横坐标，求出
标准曲线方程。最后取多糖纯品（５０ｍｇ），按与上
述相同条件操作，求相应的洗脱体积，得 Ｖｅ／Ｖ０值，
查标准曲线即可求得硒多糖的平均分子量。

１２６　红外光谱和核磁共振分析
将分离纯化后得到的多糖置于玛瑙研钵中，与

ＫＢｒ粉末混合研磨均匀，经压片机压成薄片，在波数
４０００～４００ｃｍ－１

范围内进行红外光谱扫描
［１２］
。

取５０ｍｇ干燥硒多糖，溶于 １０ｍＬＤ２Ｏ中，离

心除去不溶物，加入核磁管中，室温测定
１ＨＮＭＲ和

１３ＣＮＭＲ谱［１３］
。

２　结果与分析

２１　酸枣果多糖纯化
干燥酸枣果粉经回流脱脂，热水浸提，乙醇沉淀

得酸枣果粗多糖。苯酚 硫酸法测得粗多糖含量为

（９２６±４７２）ｍｇ／ｇ；原子荧光光度计测多糖硒含量
为（１７８±２０５）μｇ／ｋｇ。粗多糖经 Ｓｅｖａｇ法脱蛋白，
透析，冷冻干燥得红棕色多糖。然后经 ＤＥＡＥ ５２
纤维素和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５凝胶柱层析，冷冻干燥得
白色絮状硒多糖。该多糖易溶于水，水溶液为透明

的黏稠状液体；不溶于丙酮、乙醇等有机溶剂。

２２　多糖鉴定
纯化多糖经三氟乙酸水解，薄层层析结果如

图１所示。与标准单糖对照可知，多糖是由鼠李糖、
阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖等单糖组成。并用

高效阴离子色谱进行进一步鉴定，如图２所示，其结
果与薄层层析一致，鼠李糖∶阿拉伯糖∶半乳糖∶葡萄
糖∶木糖的摩尔比为３２１∶８３６∶５６１∶０９６∶１８２。
２３　多糖分子质量测定

以 Ｖｅ／Ｖ０为纵坐标，ｌｇＭ为横坐标，得到 Ｄｅｘｔｒａｎ

系列分子质量标准曲线回归方程：Ｙ＝２７６０３－
０９１４２Ｘ（Ｒ＝０９９９０）。将硒多糖相应的洗脱体积

图 １　麋香草酚显色 ＴＬＣ分析酸枣果硒多糖组成

Ｆｉｇ．１　Ｓｅｌｅｎｉｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｏｕｒｊｕｊｕｂｅ

ｆｒｕｉｔｓｂｙｕｓｉｎｇＴＬＣｗｉｔｈｔｈｙｍｏｌｒｅａｇｅｎｔ
１．甘露糖、半乳糖、葡萄糖　２．木糖　３．酸枣果硒多糖　４．鼠李

糖　５．阿拉伯糖
　

图 ２　高效阴离子交换色谱分析硒多糖组成

Ｆｉｇ．２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｒｏｍＨＰＡＥＣＰＡＤａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｔａｎｄａｒｄｓｕｇａｒｓｏｌｕｔｉｏｎ
（ａ）标准单糖　（ｂ）酸枣果硒多糖

１．鼠李糖　２．阿拉伯糖　３．半乳糖　４．葡萄糖　５．木糖
　

Ｖｅ／Ｖ０代入公式，求得硒多糖平均分 子质量为
６３５００。
２４　红外光谱测定

从红外光谱图（图 ３）可知，硒多糖具有典型的
多糖特征吸收峰，波数 ３４２２ｃｍ－１

处有强的 Ｏ—Ｈ
伸缩振动，波数 ２９３８ｃｍ－１

处有强的 ＣＨ３、ＣＨ２、ＣＨ

等的Ｃ—Ｈ伸缩振动，波数１６１７ｃｍ－１
处有 Ｃ Ｏ非

对称的伸缩振动峰，波数 １４１９、１３３０ｃｍ－１
处有

Ｃ—Ｈ变角振动；波数１１４６、１１０２、１０１６、９１８ｃｍ－１
有

吸收峰，为吡喃型糖环特征。在波数 ８９２ｃｍ－１
处有

吸收，表明该多糖由 β吡喃糖苷键连接。波数
１６１７ｃｍ－１

处的特征峰表示该多糖中存在酰胺基。

２５　核磁分析

从
１ＨＮＭＲ分析（图４），质子峰化学位移δ小于

５０，说明为 β型糖苷键。
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图 ３　硒多糖红外吸收光谱

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｆｒａｒｅｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ

ｓｅｌｅｎｉｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
　

图 ４　硒多糖的１ＨＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ．４　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
　
在
１３ＣＮＭＲ谱（图 ５）中，δ＝９９～１０７为异头碳

区域，δ＝９９５３和 δ＝１０００９处分别为 βＲｈａ和
βＧｌａ的特征信号，δ＝６１４９和 δ＝６１１５为 βＧｌｕ
的特征信号。αＤ葡聚糖的异头碳 δ$１０３，βＤ葡
　　

聚糖的异头碳 δ＞１０３［１４］，由于酸枣果多糖的异头碳
δ%１０３，因此可确定该多糖中的糖残基均呈 β异头
构型，这与红外光谱得出的结论一致。高场区中δ＝
２０２１为鼠李糖 Ｃ６位甲基的信号，低场区中δ＝
１７５４５和 δ＝１７１０２为半乳糖醛酸 Ｃ６羧基的
信号。

图 ５　酸枣果多糖的１３ＣＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ．５　１３ＣＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
　

３　结束语

采用水提醇沉法得到的酸枣果硒多糖，经脱蛋

白，脱色，透析，柱层析纯化，冷冻干燥为白色絮状

物。通过薄层层析和高效阴离子交换色谱分析，该

多糖是由鼠李糖、木糖、阿拉伯糖、半乳糖和葡萄糖

等单糖组成；红外光谱和核磁共振确定该多糖单糖

间是以 β糖苷键连接的吡喃型葡聚糖。以上结果
证明，该多糖是初次从酸枣果分离得到的一种新的

多糖组分，其药理活性需要进一步研究。

参 考 文 献

１　ＪｏｈｎｓｔｏｎＭＣ．ＴｈｅｓｐｅｃｉｅｓｏｆＺｉｚｉｐｈｕｓｉｎｄｉｇｅｎｏｕｓｔｏＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓａｎｄＭｅｘｉｃｏ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，１９６３，

５０（１０）：１０２０～１０２７．

２　国家药典委员会．中国药典［Ｍ］．北京：中国医药科技出版社，２００５：２５５．

３　ＣｈｅｎｇＧ，ＢａｉＹＪ，ＺｈａｏＹＹ，ｅｔａｌ．ＦｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌｖａｒ．ｓｐｉｎｏｓｅ［Ｊ］．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，２０００，５６（４５３）：

８９１５～８９２０．

４　ＧｕｏＳ，ＴａｎｇＹＰ，ＤｕａｎＪＡ，ｅｔａｌ．ＴｗｏｎｅｗｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｆｒｏｍｆｒｕｉｔｓｏｆＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＣｈｅｍｉｃａｌＬｅｔｔｅｒｓ，２００９，

２０（２）：１９７～２００．

５　屈兰竺，杨松杰，禚苏，等．微量必需元素硒的作用探析［Ｊ］．中国农学通报，２０１０，２６（７）：９４～９７．

ＱｕＬａｎｚｈｕ，ＹａｎｇＳｏｎｇｊｉｅ，ＺｈｕｏＳｕ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉｃｒｏｅｌｅｍｅｎｔｓｅｌｅｎｉｕｍ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＢｕｌｌｅｔｉｎ，２０１０，２６（７）：９４～９７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

６　王振富．恩施绿茶硒多糖对糖尿病模型大鼠血糖的影响［Ｊ］．现代预防医学，２０１０，３７（１２）：２３２０～２３２２．

ＷａｎｇＺｈｅｎｆｕ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｓｈｉｇｒｅｅｎｔｅａｓｅｌｅｎｉｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｏｎｔｈｅｓｅｒｕｍｇｌｕｃｏｓｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．

ＭｏｄｅｒｎＰｒｅｖｅｎｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１０，３７（１２）：２３２０～２３２２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

７　邓桂春，侯松嵋，田冬梅，等．富硒蛹虫草中硒多糖的分离与分析［Ｊ］．光谱学与光谱分析，２００６，２６（３）：５２２～５２５．

ＤｅｎｇＧｕｉｃｈｕｎ，ＨｏｕＳｏｎｇｍｅｉ，ＴｉａｎＤｏｎｇｍｅｉ，ｅｔａｌ．ＳｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｅｎｒｉｃｈｅｄＳｅ

ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓ［Ｊ］．ＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙａｎｄＳｐｅｃｔｒａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，２００６，２６（３）：５２２～５２５．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ） （下转第 １４７页）

１５１第 ６期　　　　　　　　　　　　　　　孙延芳 等：野生酸枣果硒多糖纯化与光谱分析



近似接近 Ｅｒ＝２５ＭＰａ。
（２）在压缩载荷作用下，果壳承受着较大的应

力值，果肉则承受着相对小的应力值。最大拉应力

位置在施力点附近果壳上。

（３）龙眼果壳破裂是龙眼宏观破坏的主要形

式，且裂纹从施力点附近开始，沿施力方向扩展。最

大拉应力是造成龙眼机械损伤的主要原因。

（４）试验结果表明龙眼果壳宏观破裂位置和破
裂方向与有限元分析一致。
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