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牛蒡菊糖的提取及其分离纯化

李丹丹， 刘龚， 金征宇
(江南大学食品学院，江苏无锡214122)

摘 要：以水提醇沉工艺，采用单因素实验和正交实验设计方法研究料液比、提取温度、提取时间

以及提取次数对牛蒡菊糖提取率的影响，得到牛蒡菊糖提取的最佳因素组合：料液比1：15(g：

mL)，提取温度80℃，提取时间90 min，提取2次，提取率为90．86％。比较不同的脱色、脱蛋白方

法，得到纯度较高的均一多糖。
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Study on Extraction and Purification of Great Burdock Inulin

LI Dan-dan，LIU Yan， JIN Zheng-yu

(School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：This manuscript was the report on aqueous extraction--alcohol precipitation technology

of Burdock oligosaccharide．The effect of each factor such as the ratio of sample to water，the

temperature，the time and the times for extraction of Burdock oligosaccharide was investigated by

single factor test and orthogonal design test of L9(34)．The optimum conditions were that the

ratio of sample to water was 1：15，the temperature of extraction was 80℃，the time of extra。ction

was 90 minutes and the times of extraction was 2 tines．Using the best technological conditions，

the extraction rate of the Burdock oligosaccharide was 90．86％．Compared different methods of

de—coloration and de—protein，purified Burdock oligosaccharide was gained．
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牛蒡别名恶实根、鼠粘根、牛菜等，属于菊科牛

蒡属两年生草本植物，以肉质根为产品。牛蒡适应

性强，容易种植，在我国山东、江苏、台湾等省均有

大面积种植。

菊糖又称菊粉，是一种自然界广泛存在的果聚

糖，最早从菊芋中提取出来而得名。它广泛存在于

自然界菊科植物体内，例如菊芋、菊苣、大丽菊、洋

葱等。Edelmen(1968)提出菊粉有两类结构，一类

由果糖残基(F)之间以8-2，1一糖苷键连接且末端连

有一个葡萄糖残基(G)的直链多糖，结构式为：G-1，

(2一F-1)n-1，2-F，简写为GFn。绝大部分的菊糖属

于此类结构。此外，Erns(1995)菊糖还含有少量的

另一类果聚糖，其末端没有连葡萄糖残基(Q)，结构

式为：F一1，(2-F一1)n一1，2-F，简写为Fm。菊糖活性
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广泛，可作为防治肿瘤、冠心病、糖尿病、结肠癌、便

秘等的保健食品配料和天然药物。据报道，牛蒡根

中菊糖含量很高，作者对牛蒡等外根提取的菊糖提

取及分离纯化进行了研究，为开发利用这一植物资

源提供科学依据。

1材料与方法

1．1原料与预处理

牛蒡根采自江苏省沛县牛蒡种植基地，等外

品。新鲜的牛蒡根洗净、100℃下灭酶5 min、去皮、

切片、60℃下烘干、粉碎、过60目筛得牛蒡根干粉，

备用。

1．2试剂与设备

所用试剂均为分析纯，水为蒸馏水；大孔阴离

子交换树脂D201、D218、D301一G由江苏苏青水处

理工程集团有限公司提供；大孑L阴离子交换树脂

D315由上海华震科技有限公司提供；Sephadex G一

50葡聚糖凝胶购自Sigma公司。

所用设备：FW80微型高速万能试样粉碎机：天

津市泰斯仪器有限公司生产；101—2型电热鼓风箱：

上海市上海县实验仪器厂生产；FAl004型精密天

平：上海天平仪器厂生产；SHB-Ill型循环水式多用

真空泵：郑州长城科工贸有限公司生产；HHS21—6

型电热恒温水浴锅：上海精密仪器厂生产；LXJ一Ⅱ

型离心沉淀机：上海医用分析仪器厂生产)JJ—I精密

定时电动搅拌器：江苏省金坛市荣华仪器制造有限

公司生产；Delta320型pH计：梅特勒一托利多仪器

(上海)有限公司产品；722型可见分光光度计：上海

第三分析仪器厂产品；高效液相色谱(HPLC)系统：

美国WATERS公司生产；傅立叶变换红外光谱仪：

日本Shimadzu仪器公司生产；色谱柱Ultrahydro—

gelTMLinear：美国WATERS公司产品(300mm×7．

8 mm ID)。

1．3牛蒡菊糖的提取

以牛蒡根千粉为原料，以水为溶剂，采用不同

的料液比、提取温度和时间，分次热水浸提和分次

过滤，合并提取液。所收集的滤液进行乙醇沉淀，

离心，收集滤饼．冷冻干燥，得粗牛蒡菊糖BOS-1。

1．4牛蒡菊糖的分离纯化

1．4．1 采用不同树脂对B0孓1进行脱色比较 采

用静态吸附法，取一定量处理好的离子交换树脂或

吸附树脂，加入50 mL质量分数约为1％的牛蒡菊

糖溶液于150 mL三角瓶中，恒温振荡水2 h(120 r／

min)。振荡结束后，用滤纸过滤的方法将树脂和牛

蒡菊糖溶液分离，将pH值调至6．5，测定溶液在

420 nm、520 rlm、620 nm的吸光度，多糖质量分数，

蛋白质质量分数，比较不同树脂的脱色率、菊糖保

留率和蛋白质的去除率口-3]。

将BOS-1溶液以一定流速流经选定的树脂床，

收集柱下口的流出液，并用Molisch反应检验流出

液是否为含糖组分H]。

经多次使用后，树脂吸附的杂质较多，颜色变

深，可自柱上端分别加入5 g／mL NaCl和5 g／mL

NaOH溶液洗脱，最后用水洗至流出液为中性即可

再用。

1．4．2脱蛋白方法的选择 已经脱色的菊糖用3

种脱蛋白方法如Seveage法、冻融法和三氯乙酸

(TCA)法进行量化对比，以确定最佳脱蛋白方

法m]。

1)采用改进的Seveage法脱蛋白，Seveage试

剂为氯仿：正丁醇=4：1(v／v)，每次Seveage试剂

的加入量是牛蒡菊糖提取液的1／3，搅拌均匀，静置

20～30 min，使混合液完全分层，除去下层的有机溶

剂和界面处的蛋白变性胶状物，保留上清液，再按

上述比例加入Seveage试剂，如此反复处理9～10

次。

2)采用冻融法脱蛋白，将糖液在一40℃冷冻，

室温缓慢融化，高速离心8 000 r／min 15 rain，除去

沉淀，保留上清液，如此反复处理3～5次。

3)采用TCA法脱蛋白，牛蒡菊糖提取液中加

入1．5倍体积的体积分数5％TCA溶液，混合均

匀，于冰箱中静置4～6 h，再以4 000 r／rain的转速

离心15 min，除去沉淀，保留上清液，如此反复处理

2～3次。

1．4．3采用Sephadex G一50葡聚糖凝胶柱层析法

进行纯化称取20 g Sephadex G-50，加20倍量的

水使其自然沉降，室温下浸泡3 h，再置于沸水浴中

充分溶胀1 h，冷却，用倾泻法除去悬浮的过细颗

粒，并抽真空排除凝胶内气泡。在搅拌下，连续地

装入层析柱(1．6 cm×100 cm)中，再通过2～3倍

体积的水使柱床稳定。

准确称取已脱色脱蛋白的牛蒡菊糖0．5 g，溶

于2 mL水中，上柱，室温下用水进行洗脱，体积流

量0．6 mL／min，自动部分收集洗脱液，每17 rain收

集1管(每管10 mL)。用苯酚一硫酸显色法逐管检

测，于490 rim测定吸光值。根据洗脱体积对吸光

值作图，合并单一高峰区的菊糖溶液，减压浓缩，冷

冻干燥，得牛蒡菊糖纯品(BOS一2)[7]。

1．4．4牛蒡菊糖的纯度鉴定

1)比旋光度检测：分别称取样品(BOS-2)0．1，
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0．2，0．3，0．4 g和0．5 g，各溶于10 mL水中，测定

不同质量浓度下样品溶液的旋光度，计算比旋光度

[a]20D。

2)紫外光谱检测：将100 tLg／mL样品(BOS-2)

溶液在波长190～300 nm处进行紫外扫描，观察吸

收峰[8]。

3)高效凝胶渗透色谱检测：将10 mg／mL样品

(BOS_2)溶液经HPLC分离，根据峰型判断样品纯

度。分析条件：UltrahydrogelTM Linear，300 mm×

7．8 mm ID色谱柱；流动相0．1 mol／L硝酸钠溶

液，体积流量0．9 mL／min；柱温45℃，进样量2

“L，示差折光检测器检测[9]。

1．5分析方法

1．5．1 菊糖含量的测定 采用改良的苯酚一硫酸

法‘5|，以果糖为标准，以吸光值(A)为纵坐标，糖浓

度(C)为横坐标，绘制标准曲线，得线性回归方程：y

一7．619 3x，R2—0．999 5。检测原料和所制备的样

品中菊糖的含量。

1．5．2 菊糖提取率的测定 菊糖提取率(％)一

(样品中菊糖质量／原料中菊糖质量)X 100

1．5．3蛋白质含量测定 Folin-酚法。以结晶牛

血清白蛋白溶液为标准，以吸光值(A)为纵坐标，结

晶牛血清白蛋白溶液(C)为横坐标，绘制标准曲线，

得线形回归方程：Y=0．234 6x+0．022，R2—

0．996 8。

2结果与分析

2．1牛蒡菊糖的提取

2．1．1 浸提单因素实验 称取牛蒡干粉15 g，固

定制备工艺中的其他步骤，对浸提的各因素进行研

究。

1)料液比对牛蒡菊糖提取率的影响

固定提取时间为60 rain，提取温度70℃，分别

采用不同的料液比进行浸提，考察料液比对牛蒡菊

糖提取率的影响。结果表明，牛蒡菊糖提取率随料

液比的增大而增大，但增加到一定程度(m(g)：u

(mL)一1：15)以后就趋于平稳，因此宜选取料液

比为(1：10)～(1：20)。

2)提取温度对牛蒡菊糖提取率的影响

固定提取时间为60 min，料液比为1(g)：15

(mL)，采用不同的温度进行浸提，考察提取温度对

牛蒡菊糖提取率的影响。结果表明，从60℃升高

到80℃提取率有较显著增大，但从80℃升高到

100℃提取率增大不明显。因此提取温度以70～

90℃较为合适。

3)提取时间对牛蒡菊糖提取率的影响

固定提取温度80℃，料液比为1(g)：15

(mL)，采用不同的时间进行浸提，考察提取时间对

牛蒡菊糖提取率的影响，结果表明，牛蒡菊糖提取

率随浸提时间的延长而增大，但增幅逐减，提取90

min以后差异不明显。为缩短工时减少能耗，提取

时间以60～120 min为宜。

4)提取次数对牛蒡菊糖提取率的影响

在以上试验的基础上，选用1(g)；15(mL)，

80℃及90 min的条件分别提取1次、2次、3次。

结果表昵，提取次数越多，牛蒡菊糖的提取率越

高，但提取2次与3次相比，没有明显差异，这表

明2次浸提已基本上把牛蒡根中的菊糖完全提取

出来了。因此选择提取2次，可以免去1次操作工

序和节约能耗、降低成本。

2．1．2 最佳条件的确定 采用正交试验法确定牛

蒡菊糖提取的最佳条件，设计三因素三水平(L。

(34))正交试验表(见表1)。

2．2牛蒡菊糖的脱色处理

分别向三角瓶中加入4种树脂和料液，用HCl

调节pH值为6．5，lo℃恒温水浴振荡，测定并计算

料液的脱色率、菊糖的保留率和蛋白质的去除率，

结果如表‘1所示。

表1 k(34)正交实验方案和实验结果

Tab．1 b(34)trial schemes and the results
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委
铎

襄
嫉

70 80 90

提取温度，℃

60 90 120

提取时间／rain

1：10 1：15 1：20

料液t：廿m／v(g：mE)

图1正交试验因录变化趋势图

Fig．1 Chang trend of orthogonal experimental factors

从表2可以看出，D301一G脱色率达到了50％ 图2。可以看出，样品经柱层析分离后，出现1个大

以上，多糖保留率也超过了60％，并且蛋白质的去 峰(I号峰)和2个小峰(2号峰和3号峰)。1号峰

除率也接近80％，这对菊糖的纯化很有价值。 峰形较对称，分离效果较好，且吸光值较大，表明这

牛蒡菊糖提取液过D301一G树脂脱色，用 部分是牛蒡菊糖粗品的主要成分，收集合并该高峰

Molisch反应检验柱下口的流出液是含糖组分，且 区的糖液，经减压浓缩、冷冻干燥后得牛蒡菊糖纯

处理后的提取液呈白色，表明采用树脂吸附法脱色 品(BOS-2)。2号峰和3号峰因吸光值较低，得率较

效果较好。脱色处理后，多糖保留率为74．52％。 低，可能是次要成分，故未做进一步探讨。

2．3牛蒡菊糖的脱蛋白处理

表3牛蒡菊糖的不同脱蛋白方法

Tab．3 Different de-protein methods of Great Burdock inulin

由表3可见，Seveage法和冻融法脱蛋白的效

果不如三氯乙酸法。Seveage法条件比较温和，不

会破坏样品的活性，能较有效地脱除蛋白，但操作

比较繁琐，且每次除去的蛋白变性胶状物中不可避

免地混有少量糖，造成提取液中糖的损失。冻融法

操作条件最温和，但其除蛋白效果不佳。TCA法操

作简单，成本较低，脱蛋白效果也很好，但是条件比

较不温和。综合考虑，采用TCA法一次除蛋白。

2．4 Sephadex G-50葡聚糖凝胶柱层析

0．5 g已脱色脱蛋白的牛蒡菊糖粗品经SepIla—

dex G一50葡聚糖凝胶柱层析分离纯化后的结果见

洗脱体眦
图2牛蒡菊糖样品的Sephadex G50凝胶柱层析结果

Fig．2 Column chromatography of burdock oligosaccha‘

ride on Sephadex G-50

2．5牛蒡菊糖的纯度鉴定

2．5．1 比旋光度检测 样品BOs-2有旋光性，在

水中为左旋，而且所配制的各种浓度的样品溶液旋

光度值基本一致，即[a]20D一一(25±1)。说明样品

的纯度较高。

2．5．2 牛蒡菊糖样品的紫外吸收光谱分析结果

通过图3可知紫外扫描在260 Elm和280 Din处均

未见吸收峰，表明样品中不含大分子蛋白质、多肽

和核酸。
1．50

1．25

1．00

飞O．75

O．60

0．2S

q

y—j圊3 牛蒡菊糖样品的紫外吸收光谱分析翁果

．n分多：．U⋯V，：spearm of B．U，rdOCk oligosaceharide

2．5．3高效凝胶渗透色谱分析结果i经高效凝胶

舳竹∞：2∞”∞钙柏
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渗透色谱分析，结果显示样品BOS-2呈现形状对称

的单一峰(图4)，表明样品的纯度较高。

4．O

3．0

2．0

1．0

0

时间／min

图4牛蒡菊糖样品的高效凝胶渗透色谱分析结果

Fig．4 HPLC Chromatography of Burdock oligosaccha—

ride

2．6牛蒡菊糖的理化性质

牛蒡菊糖纯品(BOS一2)为白色絮状粉末，微甜，

无臭，易吸湿，易结块，溶于冷水，极易溶于热水，不

溶于乙醇、丙酮、乙醚、氯仿、苯等有机溶剂，热稳定

性很好。Molish反应产生紫色环，搅拌后溶液呈
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