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摘要 利 用 4 T

no l/ L N a
0 H 提取结 合 层析柱提纯

,

从 大豆 细 胞壁物质 (膳食纤 维 )

中分 离出 P R F 6 聚合物组分 ( 即 木糖 葡聚糖 )
,

并对该组分 的结构特征作 了详尽的

剖析
。
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中图分类号 T S 2 01
.

2

0 前 言
木糖葡聚糖 (简称木葡聚糖 ) 是一种多糖化合物

,

又称为类淀粉 ( A m y fo id
、
)

.

作者利用

4 m ol / I
一

N a O H 提取并经层析柱提纯
,

从纯净的大豆细胞壁物质 (膳食纤维 ) 中分离出 P R F 6

纯组分
,

经组成单糖分析
、

甲基化分析
、

酸部分水解试验
、

纤维素酶降解结合 G C
一

M S 联机分

析
,

建立了 P R F 6 组分详细的化学结构模型
,

证实是一种木葡聚糖
,

但它又 有其结构上的特

点
。

由于 P R F 6 在大豆细胞壁物质中所占的 比例很大 ( 24
.

8% )
,

因此是食用大豆纤维的重要

组成成分
。

l 材料与方法
1

.

1 木葡聚糖粗组分 ( R F 6) 的提取 (纯组分称为 P R )F

利用经改 良的冷中性洗涤剂纤维提取法 ( C N D F )
,

从大豆湿加工所得新鲜不溶性残渣

中提取出纯净的细胞壁物质
,

再依次用热水
、

0
.

Z n 、 ( ) l /一 ( N H 、
)

:
e

:
o

; 、

N a e l
一

H A c 和 l m o l / L

N a 0 H 循环提取
,

将残余物分散于 4 m ol l/
,

N a O H
一

10 m m ol / L N a B H ;

水溶液中
,

通入 N Z

在

20 C 温度下搅拌提取 h2
,

离心所得上清液对水透析 7 2 }1
,

冷冻干燥即得 R F 6 组分
。

l
·

2 R F 6 的提纯

取 6 0 n i g R F 6 缓慢溶解于 Zm l Zm o l八
一

N a ( ) H 中
,

过滤
,

取滤液进 S e p }、 a r o s e
C L

一

Z B 凝

胶 层析 柱 ( 2 又 I Oc0 m )
,

用 0
.

6m ol 八
J

N a( ) H 进 行 洗 脱 得 一 中性 成 分
,

再 注 入 D E A E
-

S e p h a d e x A
一

5 0 离子交换 柱 ( l 火 3 Oe n 飞 ) 中
,

用 S Om m o l / L 醋酸钠中 N a C I 浓度 由 ( O一 0
.

6 )

m ol / L 呈线性上升的梯度洗脱
,

得一很陡峭的大峰
,

收集后经脱盐并冷冻干燥
,

即为纯组分

P R F 6
.
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.

3 单糖和甲基化分析

P R F 6先经 4m ol / I
J

H Z
s o

;

在 1 00 C下水解 h5
,

后转化成糖醇乙酞化衍生物
,

在 日本岛

津公司 G C
一

14 A 气相色谱仪上分析鉴定 P R F 6 的组成单糖
。

甲基化分析时
,

先将 P R F 6 分散

于 D M S O 溶剂 中
,

在 N :

保护下滴加甲基亚磺酞 负离子
,

再经水解和 乙酞化后用气相色谱进

行分 离鉴定
L ,」

。

1
.

4 P R F 6 的纤维素酶降解

取 6o m g P R F 6分散于 Z o m l 0
.

1m o l / L 醋酸钠缓冲液 ( p H = 4
.

5 ) 中
,

加入 0
.

s r n l 纤维素

酶 (在 37 C 温度下 0
.

I n ll 的这种酶每小时可释放 1。拼。 ol 的葡萄糖 ) 和数滴甲苯
,

于 37 C 恒

温条件下保持 d3
,

结束后加入乙醇以沉淀可能残留的聚合物 ( 乙醇终浓度 80 % )
,

离心所得

上清液通入 N :

去除残留乙醇
,

再经 D o w e x
50 W ( H +) 柱子脱去 N a 十 ,

冷冻干燥得酶降解产

物
。

1
.

5 酶降解产物的 G C
一

M S 联机分析

酶降解产物经甲基亚磺酸负离子甲基化后
,

取一半再经完全水解 后转化成糖醇乙酞化

分析 甲基化单糖的组成
,

另一半直接进 G C
一

M S 联机分析酶降解所生成低聚糖的化学结构
。

2 结果与讨论
.2 1 P R F 6 的单糖组成与甲基化分析

表 1 的结果表明
,

纯净的 P R F 6 不含糖醛酸
,

水解分离出 4 种单糖
。

从表 2 的甲基化分

析结果
,

可知其主链是通过 (l ~ 4) 糖昔键连接的葡聚糖
,

在此 主链上约有 33 %的 G I C 通过

C
。

带有分支点
。

A ar
,

G a l 和部分 X y l 以非还原尾端残基形式出现
,

只能位于侧链
。

另有相 当

部分的 [ ~ 2 ) X y l (1 ~ ]存在 ( 占 X y l 总量的 64 % )
,

从其含量看很可能是与位于非还原尾端

的 A ar
,

G a l 或 X y l 残基相连在一起作为主链葡聚糖的支链
。

3 种非还原尾端单糖摩尔 比总

和正好与主链中带有分支的木糖残基的摩尔比相等
,

表明多糖的甲基化完全彻底
。

表 l 提纯前后木葡聚糖的单糖组成 (m ol % )

组分 R I
、 a

A r a G a l M
a n X y l G l c U A

R F 6

P R F 6

7 1 9 6 1 1 4 5
.

4 5
.

1

4
.

3 9
.

2 一 2 1
.

3 6 5 一

R 1
1 a

U A

鼠李糖 ; A
r a 阿拉伯糖

;
G al 半乳糖 ; M an 甘露 糖 ;

lG
。
葡萄糖 ;

糖醛酸
,

盯改 良的咔哇法测定川
。

表 2 P R F 6 的甲基化分析结果 (m
. d 写 )

甲基化单搪 糖昔键位置

A r a
( 1~

X y l ( l ~

~ 2 ) X y l ( ]~

G a l们一

原组分 酸部分水解组分 纤维素酶降 解组分

5798175
12262

,

3
,

S M e 3
A

r a

2
,

3
,

一 M e 3 X y l

3
.

4 M
e :

X y l

2 3
,

4 ,

6 M e ;
G a l

P e n z a M
e : G ! e

2
.

3
,

4
,

6 M
e 毛

G l
c

2
.

3
,

6 M
e :

G l
e

2
.

3
、

4 M
e :

G l
e

2
,

3 M e :
(二l

e

2
,

3
.

5 M
c 3

A r a

`

;

1 l

l O

9

G l
e
( l ~

~ 4 ) G l e ` l ~

~ 6 ) G Ic ( ] ~

~ 4
,

6 ) (子l
e ( 1~

4

茹

l
,

4 d
l
( )

a c e r y l
一

2
,

3
,

s t r
i ( )

一
n l e l l

l y l
a r a

b
一1飞

i t o l
, e t 【
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为了获得 P R F 6分子 中 A r a
的存在与连接方面的信息

,

特进行酸部分水解试验
。

将纯净

的 P R F 6 用 12
.

s m m ol / L 草酸水溶液在 1 00 C 水解 h7
,

水解液装入透析袋中对去离子水透

析 48 h
,

冷冻干燥 后进 行 甲基化分析
,

结果 如表 2 所示
。

酸 降解后 出现 的变化有
: 2

,

3
,

5
-

M e 3
A r a

消失
,

说明 A r a 确以映喃形式存在
; 2

,

3
,

4M e 3
X y l 的含量增多

,

而 3
,

4
一

M e Z
X y l 的含

量减少
,

表 明 A
r a
是与 X y l 通过 [ A ar l( ~ 2 ) X y l ( 1~ 〕结构一起作为侧链的

,

由于酸部分水

解去除了 A r a ,

使得作为非还原尾端的 [X y l (1 ~ 〕含量增多而 〔~ 2 ) X y l (l ~ 」含量减少 ; 2
,

3
,

4
,

6
一

M e ;

1G
。
的存在数量有所增大

,

表明主链在酸部分水解过程中也有断裂
,

使少数链中间

G ! c 转变成尾端 G l o
.

2
.

2 P R F 6 的酶降解与 G C
一

M S 联机分析

从表 2 可发现
,

A ar
,

G a l 和部分 X y l 是 以酶降解产生低聚糖的非还原尾端残基形式 出

现的
,

同时主链葡聚糖已被完全水解
,

因为 2
,

3
,

6
一

M e 3

GI
。 完全消失了

,

而 2
,

3
一

M e Z

lG
c 仅少

量存在
,

这同时说明主链葡萄糖是 件D
一

lG
。
构型

。

大量存在的五 甲基葡萄糖衍生物是来自酶

解产生低聚糖的还原尾端
,

而酶解产生大量的游离葡萄糖转变成极易挥发的六甲基衍生物
,

2
,

3
,

4
一

M e 3

GI
。
来自包含 (l ~ 6) 键联葡萄糖残基的低聚糖

。

试验表明
:

葡萄糖的构型是 件D
-

G l c ;
[~ 2 ) X y l ( 1~ 〕不是位于主链中

。

因此
,

在 P R F 6 中〔~ 2 ) X y l ( z~ 〕只能与非还原尾端的
A r a ,

G al 一起作为旁链连接在主链葡萄糖的 C
。

分支点上
。

P R F 6 经纤维素酶解后
,

产生的低聚糖用 N a B H
;

还原成低聚糖醇后经 甲基化处理
,

进

G C
一

M S 联机分析
。

图 1 为 G C 的重构总离子流图
,

共分离出 4 个主要的峰
.

相对比值为 5 :

1 : 3 : 1
.

3 ( P K I : P K Z : P K 3 : P K 4 )
.

图 1 P R F 6 酶降解产物甲垂化衍生物的重构总离子流图

2
.

2
.

1 对 P e a k l 的质谱分析 见图 2
.

2
.

2
.

2 对 P ae k Z 的质谱分析 此峰较小
.

峰型较宽
,

表明存在多种低聚糖因保留值很相似

而混杂在一块
,

表 3 只给出其中一种组分 (保留值相对最大 ) 的质谱数据
。

表 3 酶降解 P R F 6 产物甲基化衍生物的部分质谱数据

峰号 相 对 丰 度 ( m / )z

PK 1 46 ( 43 ) 8 8 ( 6 3 ) 9 0 ( 3 6
.

2 ) 10 1 ( 10 0 ) 1 34 ( 12
.

5 ) 1 4 3 ( 3 4
.

6 ) 14 6 ( 16
.

5 ) 1 7 5 ( 4 9 )

1 78 ( 8
.

3 ) 18 7 ( 0
.

5 ) 2 3 6 ( 8
.

5 ) 2 96 ( 1
.

6 )

46 ( 14 ) 8 8 ( 10 0 ) 9 0 ( 1 0
.

6 ) 1 0 1 ( 75
.

4 ) 13 4 ( 7
.

5 ) 14 3 ` 3 2 ) 1 4 6 ( 1
.

3 ) 17 5 ( 3 9 )

P K Z 17 8 ( 0
.

3 ) 18 7 ( 1
.

5 ) 2 1 9 ( 0
.

5 ) 23 6 ( 19 ) 2 9 6 ( 0
.

7 ) 3 0 3 ( 1
.

7 ) 3 3 5 ( 0
.

5 ) 3 4 7 ( 0
.

6 )

3 7 9 ( 0
.

2 ) 4 0 8 ( 0
.

4 ) 4 4 0 ( 0
.

1 ) 50 0 ( 0
.

2 )
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.
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.
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.
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「M a n ( 1~ 2 ) X y l ( l~ ]第 4种侧链
。

对 p R F 6多糖分子来说
,

A r a :
G a l

:
X y l

:
G lc ~ l : 2 :

4
.

8 : 1 4
.

5
,

即主链上平均 14 ~ 15 个葡萄糖单元带有 5 个支链
,

其结构特征如图 5 所示
。

~ 4 ) G l e p ( 1~ 4 ) G l e p ( l~ 4 ) G l e p ( l ~ 4 ) G l e p ( 1娜 4 ) G le p ( l ~ 4 ) G l e p ( l ~

6 6 6 6

个 牛 个 个

1 1 1 1

X y l p X y lp X y l p X y lp

2 2 2

个 个 个

1 1 1

G a lp A r a f G a lp

G l
e p = 昌D G l e p

图 5 P R F 6 多枪分子的结构棋型

2
.

4 木葡聚糖在细胞壁中的存在

本研究得出的 P R F 6 多糖分子框架结构
,

与存在于其它植物或种子中的木葡聚糖结构

相类似
,

主要区别在于 P R F 6 还存在作为侧链非还原尾端的阿拉伯吠喃糖
,

因而 P R F 6 组分

全称应为阿半木葡聚糖 ( A r a b in o g a l a e t o x y l o g l u c a n )
·

作者应用 4 m ol / L 强碱提取法
,

显示大豆中木葡聚糖与果糖物质之间出现共价相连的

可能性较小
。

同时用 4m ol / L 碱液使纤维素膨胀而破坏
Q 一

纤维素与木葡聚糖之间的氢键结

合力
,

从而提取出较 完全的木葡聚糖组分
。

3 结 论
l) 用 4 m ol / L 强 碱提 取结合凝胶层析柱提纯

,

从纯 净大豆细胞 壁物 质中分离 出的

P R F 6 是 一种木糖葡聚糖
,

其主链是 件D
一

lG cP 通过 (l ~ 4) 糖昔键连接
,

在主链上约有 3 0%

一 3 3 % 的葡糖残基通过 C
。

分支点连有侧链
。

2 ) 大豆 P R F 6 组分与其它木糖葡聚糖的结构 区别在于 P R F 6 分子中有 [ A r a (l ~ 2)

x y
川~ 〕连接方式以及在侧链非还原尾端有阿位伯吱喃糖出现

。
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