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摘要：采用热水浸提、Ｓａｖｅｇ脱蛋白制备南瓜籽多糖，蒸馏水复溶后采用０～３０％、３０％～６０％、６０％～８０％乙醇分级
沉淀法得到３种多糖ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和ＰＳＰ ８０。通过测定多糖、蛋白含量、单糖组成及利用红外和紫外光谱检
测表明：ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和ＰＳＰ ８０均为结合一定量蛋白的多糖，不含糖醛酸；ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０由鼠李糖、阿拉
伯糖、木糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖６种单糖组成，ＰＳＰ ８０由鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、葡萄糖、半乳糖５种单糖组
成。３种多糖对ＤＰＰＨ自由基均有较高清除作用，其中 ＰＳＰ ６０效果最好，当质量浓度２５ｍｇ／ｍＬ时，清除率为
６１９０％。多糖ＰＳＰ ６０经不同频率超声波处理后，单糖组成的物质的量比和抗氧化活性均有所改变，证实超声波
可以造成多糖中单糖的转化和生物活性的改变。
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　　引言

南瓜籽（Ｓｅｍｅｎｍｏｓｃｈａｔａｅ）是成熟南瓜的种子，
又称南瓜仁、白瓜籽、金瓜籽。南瓜籽味甘、性温，具

有驱除寄生虫、降低ＬＤＬ胆固醇、抗氧化、缓解高血
压、治疗和预防前列腺增生、健脾、利水等功效，是一

味药食两用的中药［１－２］。很多研究已表明南瓜多糖

具有抗氧化活性［３］、降血糖［４］、抗肿瘤［５］、抑制α葡
萄糖苷酶活性［６］及抑菌活性［７］，但以往人们对南瓜

籽主要集中在含量较高的南瓜籽油、蛋白、植物甾醇

及矿物质等成分的研究［８－９］，对其中多糖成分并未

给予关注。本文采用热水浸提法，乙醇分级沉淀制

备南瓜籽多糖，测定其单糖组成及抗氧化活性，并测

定超声改性后单糖的种类和抗氧化活性的变化。

１　材料与方法

１１　试验材料和试剂
宝库１号裸仁南瓜籽，讷河市宝库良种繁育研

究所；标准阿拉伯糖、木糖、岩藻糖、鼠李糖、半乳糖、

葡萄糖、甘露糖、肌醇均为生化试剂，美国 Ｓｉｇｍａ公
司；色谱纯吡啶，天津光复精细化工研究院；分析纯

乙酸酐，天津科密欧化学试剂有限公司；色谱纯三氟

乙酸，上海凌峰化学试剂有限公司；１，１二苯基２苦
基肼 ＤＰＰＨ，ＡＲ，阿拉丁化学试剂有限公司；其他试
剂均为分析纯。

１２　主要设备和仪器
ＦＷ８０型高速万能粉碎机，天津市泰斯特仪器

有限公司；ＬＤ４ ２型离心机，北京医用离心机厂；
Ｒ ２０５型旋转蒸发仪，上海申胜生物技术有限公
司；ＴＵ １９０１型双光束紫外可见分光光度计，北京
普析通用仪器有限责任公司；ＧＣ ２０１０ｐｌｕｇ型气相
色谱仪，日本岛津公司；ｆｄｕ １１００型冷冻干燥机，日
本Ｅｙｅｌａ公司；ＦＴＳ１３５型傅里叶变换红外光谱仪，美
国ＢＩＤ ＢＡＤ公司；ＪＹ９２ ２Ｄ型超声波细胞粉碎
机，宁波新芝生物科技股份有限公司。

１３　试验方法
１３１　南瓜籽多糖制备

采用传统的水提醇沉法提取南瓜籽多糖。称取

脱脂南瓜籽粉末５０ｇ，按照液料比２０ｍＬ／ｇ、提取时
间１ｈ、提取温度 ５０℃，提取液 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，上层清液旋蒸浓缩后，采用 Ｓｅｖａｇ法（氯仿
与正丁醇体积比例４∶１）脱蛋白，反复多次至无絮状
物蛋白层，蒸馏水透析后旋蒸浓缩，加入无水乙醇至

体积分数为８０％，静置１２ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心制备
沉淀，依次用无水乙醇、丙酮、乙醚各洗２次，冷冻干
燥得南瓜籽多糖。

１３２　南瓜籽多糖乙醇分级沉淀
称取南瓜籽多糖用蒸馏水复溶，加入无水乙醇，

使乙醇体积分数达到３０％（酒精比重计示数０９６４，
２０℃）［１０］，４℃下静置１２ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
收集沉淀，冷冻干燥得到多糖ＰＳＰ ３０，上清液按体
积继续加入无水乙醇至乙醇体积分数为６０％（酒精
比重 计 示 数 ０９１０，２０℃），４℃ 下 静 置 １２ｈ，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，沉淀经冷冻干燥后标记为
ＰＳＰ ６０，上清液中继续加入无水乙醇，使乙醇最终
体积分数为８０％（酒精比重计示数 ０８６０，２０℃），
４℃下静置１２ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心制得沉淀，冷冻干
燥得到多糖ＰＳＰ ８０。
１３３　多糖超声波处理

将１３２节中提取的南瓜籽多糖ＰＳＰ ６０配制
成质量分数为 １０％的溶液，取 ３份分别进行
３０ｍｉｎ／４０Ｈｚ、３０ｍｉｎ／７０Ｈｚ和３０ｍｉｎ／１００Ｈｚ超声
波处理，处理完之后将多糖浓缩、冷冻干燥得到超声

波改性的南瓜籽多糖。每个超声波处理条件下平行

测定３个相同多糖样品。
１３４　多糖组成测定

以葡萄糖为标准品，苯酚 硫酸法测定糖含

量［１１］；以半乳糖醛酸为标准品，硫酸 咔唑法测定糖

醛酸含量［１２］；以牛血清蛋白为标准品，考马斯亮蓝

法测定蛋白含量［１３］。每个样品重复测定３次。
１３５　紫外可见光谱分析（ＵＶ）

称取一定量多糖样品，用去离子水配成

０５ｍｇ／ｍＬ的溶液，采用ＴＵ １９０１型双光束紫外可
见分光光度计进行扫描，扫描波长１９０～４００ｎｍ。
１３６　红外光谱测定（ＩＲ）

称取１～２ｍｇ经冷冻干燥的多糖样品，ＫＢｒ研
磨后压片，ＦＴＳ１３５型傅里叶变换红外光谱仪在
４００～４０００ｃｍ－１区内扫描。
１３７　单糖组成分析

取多糖约３０ｍｇ于具塞试管中，加入２ｍｏＬ／Ｌ
的三氟乙酸２ｍＬ，封管，１２０℃水解３ｈ，６０℃减压蒸
干，加少量甲醇减压蒸干，反复３次除尽三氟乙酸。
水解产物加入盐酸羟胺１０ｍｇ，内标肌醇７ｍｇ和吡
啶０５ｍＬ，于９０℃水浴加热３０ｍｉｎ并振荡，取出冷
却至室温（２０℃），加入醋酸酐０５ｍＬ在８５℃继续
加热 ３０ｍｉｎ进行乙酰化，产物浓缩至干，加入
０５ｍＬ氯仿溶解，溶液经 ０４５μｍ滤膜过滤后，
０４μＬ进样，气相色谱仪进行分析，标准单糖的糖
腈乙酸酯衍生物经同样处理作为对照［１４］。

气相色谱分析条件：ＲＴＸ １７０１型石英毛细管
色谱柱，０２５μｍ×３００ｍ；检测器：氢火焰离子化检
测器（ＦＩＤ）；程序升温：１８０（５℃／ｍｉｎ）～２２０℃
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（５ｍｉｎ），２２０（１０℃／ｍｉｎ）～２８０℃（２０ｍｉｎ）；气化温
度２８０℃；检测器２８０℃；载气：高纯氮气。根据样品
与标准品的出峰位置判断多糖组成，根据峰面积计

算各单糖的分子摩尔比。

１３８　多糖样品清除ＤＰＰＨ自由基能力的测定
取不同质量浓度多糖溶液（０５、１０、１５、２０、

２５ｍｇ／ｍＬ）各 ２０ｍＬ于试管中，加入 ０３ｍｏｌ／Ｌ
ＤＰＰＨ２０ｍＬ，避光反应３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波长处测
定吸光度（Ａｉ）；再取上述多糖液 ２０ｍＬ，加入
２０ｍＬ无水乙醇，反应３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波长处测
定吸光度（Ａｊ）；取２０ｍＬＤＰＰＨ，加入２０ｍＬ无水
乙醇，反应３０ｍｉｎ测定吸光度（Ａ０）

［１５］。每个浓度

的样品重复测定３次取平均值。以维生素 Ｃ作阳
性对照，清除率Ｄ计算公式为

Ｄ＝［１－（Ａｉ－Ａｊ）／Ａ０］×１００％

２　结果与讨论

２１　不同浓度醇沉多糖结构和生物活性测定
２１１　多糖化学组成测定

水提醇沉法制备的南瓜籽多糖经不同浓度的乙

醇分级沉淀所得产物ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和ＰＳＰ ８０
冻干后均为灰白色絮状固体。３种多糖组成见表１，
３种多糖都含有一定蛋白存在，说明这３种多糖可
能均为结合一定蛋白的复合物。同时３种多糖中均
未测到糖醛酸的存在。

表１　不同浓度醇沉制备的南瓜籽多糖组成（质量分数）
Ｔａｂ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｕｍｐｋｉｎ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ａｌｃｏｈｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ％

多糖组分 糖 蛋白

ＰＳＰ ３０ ６０１０±２１４ １２３１±１８７
ＰＳＰ ６０ ７８８３±１３６ ８２９±２３４
ＰＳＰ ８０ ８９０２±２０４ ９７６±２５８

２１２　紫外可见光谱分析
图１是３种多糖ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和ＰＳＰ ８０

水溶液经紫外扫描后的结果，由图可知，这３种多糖
在２６０ｎｍ处均没有吸收峰，说明多糖中不含核酸成
分；在２８０ｎｍ处，只有 ＰＳＰ ３０有较小吸收，ＰＳＰ
６０和ＰＳＰ ８０吸收峰不明显，这与２１１节多糖组
成中蛋白质含量的测定结果基本一致。

２１３　单糖组成测定
７种混合标准单糖衍生物的气相色谱分析如

图２所示，左起分别为鼠李糖、岩藻糖、阿拉伯糖、木
糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖、肌醇，除岩藻糖和阿拉

伯糖没有完全分离外，其他均得到较好地分离。

３种多 糖ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和ＰＳＰ ８０经气相色谱

分析检测后所得的单糖组成分析结果如表２所示，
ＰＳＰ ３０和ＰＳＰ ６０都含有６种单糖，但单糖的组
成比例不尽相同，ＰＳＰ ８０只含有５种单糖，不含甘
露糖，３种多糖中半乳糖的含量均较高。

图１　多糖溶液的紫外扫描图谱
Ｆｉｇ．１　ＵＶｓｃａｎｎｉｎｇｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

　

图２　标准单糖糖腈乙酸酯衍生物的气相色谱图
Ｆｉｇ．２　ＧＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ
　

表２　多糖的单糖组成物质的量比
Ｔａｂ．２　Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

多糖组分 鼠李糖 阿拉伯糖 木糖 甘露糖 葡萄糖 半乳糖

ＰＳＰ ３０ ５６８ ０６２ ０５８ ０２１ １００ １３５

ＰＳＰ ６０ ０９７ １０２ ０８９ ０４９ １００ １１７

ＰＳＰ ８０ １３３ １１４ ０６７ １００ １４８

２１４　红外光谱分析
３种多糖ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和ＰＳＰ ８０的红外

光谱图如图３所示。３种多糖均在３２９５ｃｍ－１处具
有较宽的吸收峰，为 Ｏ—Ｈ的伸缩振动，２９３６ｃｍ－１

处的小肩峰和１３９８ｃｍ－１处的吸收峰为烷基 Ｃ—Ｈ
伸缩振动和弯曲振动的特征峰［１６］；１６５７～
１５００ｃｍ－１之间的吸收峰是氨基的Ｎ—Ｈ变角振动，
１７３０ｃｍ－１无吸收峰，说明不含有糖醛酸结构中的
Ｃ Ｏ的伸缩振动，与之前的糖醛酸含量测定结果
相一致［１７］；１０６７ｃｍ－１为糖环Ｃ—Ｏ—Ｃ醚键的不对
称伸缩振动，是糖类的特征吸收峰［１８］；在８４７ｃｍ－１

附近有β端基差向异构体的 Ｃ—Ｈ变角振动引起，
７９１ｃｍ－１处出峰则是由吡喃糖的α端基差向异构体
的Ｃ—Ｈ变角振动引起［１９］。

红外光谱图显示，采用不同醇沉浓度制备的多
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图３　不同浓度醇沉多糖的红外光谱图
Ｆｉｇ．３　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｍｐｌｅｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｌｃｏｈｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
　
糖的基团无显著性差异，也再次证明３种多糖均为
蛋白 糖复合物。

２１５　多糖清除自由基能力比较
多糖ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和ＰＳＰ ８０清除ＤＰＰＨ

自由基能力如图４所示，３种多糖均具有一定的清
除ＤＰＰＨ自由基的能力，在０５～２５ｍｇ／ｍＬ质量浓
度范围内，随浓度的增加，３种多糖对 ＤＰＰＨ自由基
清除率明显增加，其中 ＰＳＰ ６０具有较高的清除能
力，当质量浓度达到２５ｍｇ／ｍＬ时，ＤＰＰＨ自由基清
除率为６１９０％。

图４　多糖对ＤＰＰＨ自由基清除作用
Ｆｉｇ．４　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｓａｍｐｌｅｏｎＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌｓ
　
２２　超声波改性对多糖的影响
２２１　超声波改性对多糖单糖组成的影响

超声波改性后多糖的单糖组成分析结果如表３
所示。对比不同频率超声波改性的多糖ＰＳＰ ６０糖
腈乙酸酯衍生物的气相色谱图和标准单糖的气相色

谱图可以发现，多糖 ＰＳＰ ６０经超声波改性后单糖
的组成种类没有发生变化，仍然是６种单糖，但不同
单糖间的物质的量比发生了明显改变，并呈现不规

则变化。刘娜女等［２０］的研究结果表明超声波作用

可使半乳糖转化为它的同分异构体葡萄糖，证实了

超声波可引起化学断键及原子重排，且转化率随超

声波功率的增大呈先增大后减小的趋势。但在本试

验中由于多糖的组成较复杂，含有６种单糖，超声波
频率可能对每种单糖的影响程度不同，单糖发生分

解或者转变为其他异构体的几率并没有呈现一定线

性关系。

表３　超声波改性后多糖的单糖组成物质的量比
Ｔａｂ．３　Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

多糖组分 鼠李糖 阿拉伯糖 木糖 甘露糖 葡萄糖 半乳糖

ＰＳＰ ６０ ０９７ １０２ ０８９ ０４９ １００ １１７

３０ｍｉｎ，４０Ｈｚ １２５ ２０３ ０３４ ０８４ １００ ２２０

３０ｍｉｎ，７０Ｈｚ １９８ ５３２ １０４ ０９２ １００ ３０４

３０ｍｉｎ，１００Ｈｚ ２３６ ０７８ ０２６ ０１３ １００ １２３

２２２　超声波改性后多糖的红外光谱图
由图５可知，不同频率超声波处理３０ｍｉｎ后的

ＰＳＰ ６０红外光谱图与原多糖相比，图形没有明显
的差异，各特征基团的吸收峰位置、形状与原多糖

ＰＳＰ ６０几乎相同，无新吸收峰出现，仍具有原有基
本结构和基团。说明超声波处理后并没有破坏多糖

的原有结构，未产生新的化合物。

图５　不同超声波频率改性多糖的红外光谱图

Ｆｉｇ．５　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｍｐｌｅｓｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ
　
２２３　超声波改性后多糖的抗氧化能力测定

由图６可知，不同超声波频率处理后的多糖仍
具有较强的清除 ＤＰＰＨ自由基的能力，各多糖清除
能力仍呈现较好的量效关系，在质量浓度为

２５ｍｇ／ｍＬ时，经过４０、７０、１００Ｈｚ处理的清除率分
别为５７６５％、６５８１％、６８３４％，对比 ＰＳＰ ６０清
除率６１９０％可知，１００Ｈｚ处理的多糖对 ＤＰＰＨ自
由基清除能力最强，但超声波频率和自由基清除率

没有呈现明显线性关系。

图６　不同超声波频率改性多糖对ＤＰＰＨ自由基清除作用
Ｆｉｇ．６　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｍｐｌｅｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ
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３　结论

（１）使用不同浓度乙醇沉淀制备 ３种多糖
ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０和 ＰＳＰ ８０，经紫外、红外光谱及
气相色谱测定３种多糖均为蛋白 －多糖复合物，不
含糖醛酸；ＰＳＰ ３０、ＰＳＰ ６０均由鼠李糖、阿拉伯
糖、木糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖 ６种单糖组成，
ＰＳＰ ８０由鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、葡萄糖、半乳糖
５种单糖组成，不含甘露糖；３种多糖对 ＤＰＰＨ自由
基的清除率均随质量浓度的升高而增大，其中

ＰＳＰ ６０的清除率最高，质量浓度在２５ｍｇ／ｍＬ时，
清除率为６１９０％。

（２）通过不同频率超声波改性后多糖 ＰＳＰ ６０
主要基团和单糖种类并没有发生变化，但单糖的组成

物质的量比发生了改变，说明超声波可以造成多糖组

成单元的单糖转化和降解，但频率的增加和发生转化

的单糖种类之间未呈现规律；多糖ＰＳＰ ６０超声波处
理后对ＤＰＰＨ自由基仍具有较高的清除率，其中经
３０ｍｉｎ、１００Ｈｚ处理的多糖清除率最高，当质量浓度
为２５ｍｇ／ｍＬ时，清除率为６８３４％。

（３）本试验结果表明，超声波处理多糖可以造
成多糖中单糖转化为其他单糖，从而使多糖中单糖

物质的量比发生变化，同时可能造成其他理化性质

及生物活性发生改变，如抗氧化性。
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