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沙棘多糖 HRP Ⅰa 纯化及鉴定
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摘 　要 : 作者研究了沙棘多糖 Ⅰ( Hi p pop hae rham noi des L . polysaccharide Ⅰ, HRP Ⅰ) 的组成。

采用 D EA E2Sep hadexA250 凝胶柱对粗提多糖进行分离 ,酶法对 HRP Ⅰ脱蛋白后 ,Sep hadex2G150

层析对 HRP Ⅰ多糖进一步提纯 , H PL C 层析确定 HRP Ⅰa 组成及组分比例 ,利用红外光谱鉴定多

糖 HRP Ⅰa 糖苷键。采用 DEA E2Sep hadexA250 凝胶柱分离多糖 ,得到 2 种组分分别为 HRP Ⅰa、

HRP Ⅰb。HPL C 检测 HRP Ⅰa 水解物由木糖、甘露糖、葡萄糖组成 ,并且它们之间的摩尔比值为

1 ∶1106 ∶1113。红外光谱确定多糖 HRP Ⅰa 构型同时含有α和β2型糖苷。
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Purif ication , Identif ication of Polysaccharide HRP Ⅰa of

Hi p pophae r hamnoides L.
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Abstract : The polysaccharide composition f rom H i p pop hae rham noi des L . polysaccharide Ⅰ

( HRP Ⅰ) was study in t his manuscrip t . Two different compositions , HRP Ⅰa , HRP Ⅰb were

found in t he isolated crude polysaccharide by D EA E2Sep hadex250 column t he compositions of

HRP Ⅰa contained xylose , mannose , glucose in 1 ∶1. 06 ∶1. 13 molar ratio . Furt hermore , HRP

Ⅰa configuration is composed ofαandβ2glycoside.
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　　沙棘 ( H i p pop hae rham noi des L) 为胡颓子科

植物 ,沙棘果实中的活性成分已达到 190 多种 ,油

中的活性成分有 106 种 ,其中脂溶性维生素有 6 种 ,

脂肪酸 22 种 ,脂类 42 种 ,黄酮和酚类 36 种。沙棘

黄酮具有抗氧化、抗衰老、抗辐射、抗菌、抗病毒及

增强免疫等广泛的功效。沙棘多糖 ( HRP) 有较强

的抗氧化作用 ,还对引起病毒性心肌炎的病毒具有

明显的抑制作用。黄晓青等采用沙棘果榨汁提油

后的果渣及籽渣提取的两种沙棘多糖为材料 ,通过

沙棘多糖对小鼠实验性高脂血症的影响 ,观察其降
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血脂作用。证明沙棘多糖具有降低血清 LDL2C ,降

低肝脏 TC 和高脂饮食引起的血糖升高 , 降低

SGO T 活性 ,保持肝脏功能。

目前对多糖生物学功效的研究愈来愈引起人们

重视 ,成为当代生物学的热门领域。但目前尚无对沙

棘多糖提取纯化的报道 ,作者对沙棘多糖 HRPⅠa 进

行纯化和鉴定 ,为沙棘多糖开发提供理论基础。

1 　材料与方法

111 　材料

沙棘多糖由沈阳农业大学生物科学技术学院

提供。

112 　方法

11211 　沙棘多糖 HRP 的醇沉及部分理化性质测

定 　分别选取体积分数 0 ～ 50 %、50 %～ 70 %、

70 %～90 %乙醇沉淀沙棘多糖 ,并对各沙棘多糖部

分理化性质进行测定。

11212 　沙棘多糖 HRP Ⅰ脱蛋白及透析 　用木瓜蛋

白酶法脱蛋白 ,并将脱蛋白质多糖装入活化好的透

析袋中 ,流水透析 48 h ,蒸馏水透析 72 h ,不断换

水 ,然后进行浓缩、醇沉、洗涤、真空干燥 ,得到半纯

品多糖 HRP Ⅰ。

11213 　粗多糖的分级纯化 　将粗提得到的多糖

HRP Ⅰ过 D EA E2Sep hadexA250 凝胶柱 ,用去离子

水及 0101～011 mol/ L NaCl 溶液梯度洗脱。

11214 　Sep hadex2G150 层析检验 HRP Ⅰa 多糖纯

度　HRP Ⅰa 高效液相色谱 ( HPL C) 分析及 HRP Ⅰ

a 红外光谱检测。

2 　结果与分析

211 　沙棘多糖 HRP 的醇沉及其部分理化性质

体积分数 0～50 %乙醇沉淀得高相对分子质量

多糖 ( HRP Ⅰ,8815 %) ;体积分数 50 %～70 %乙醇

沉淀得中等相对分子质量多糖 ( HRP Ⅱ,515 %) ;

体积分数 70 %～90 %乙醇沉淀得相对分子质量较

小的多糖及低聚糖 ( HRP Ⅲ,610 %) 。选取含量较

高的 HRP Ⅰ作为后续研究对象。由于 HRP Ⅰ具有

考马斯亮蓝 G2250 反应 ,说明 HRP Ⅰ中含有蛋白质

组分 ,故要对其脱蛋白质。
表 1 　HRP I、HRP II、HRP III部分理化性质

Tab. 1 　Part of physicochemical property of HRP I、HRP II、

HRP III

理化性质 HRP I HRP II HRP III

固体性状 深红棕色
粉末

黄棕色
粉末

深棕色
粉末

水溶性 可溶 可溶 可溶

碘2碘化钾反应 — — —

苯酚2硫酸反应 + + +

3 ,52二硝基水杨酸反应 + + +

硫酸2咔唑反应 - + +

考马斯亮蓝 G2250 反应 + - -

212 　HRP Ⅰ脱蛋白

经过 L 9 (34 )正交实验 ,并用级差分析法来分析

数据 ,得木瓜蛋白酶法脱蛋白质最佳条件 :酶量 5

mg/ mL ,酶解温度 60 ℃,p H = 6 ,且此条件下的蛋

白质清除率为 73158 %。

213 　HRP Ⅰ分离 ———DEAE2SephadexA250 柱层析

沙棘多糖的 DEA E2Sep hadexA250 凝胶柱层析

洗脱曲线如图 1。流速为 015 mL/ min ,得两个单一

对称洗脱峰 ,分别是 1～ 20 的水洗部分及 0105

mol/ L NaCl 洗脱部分 ;在 0101 mol/ L NaCl 及 011

mol/ L NaCl 洗脱部分未见有多糖被检出。因此将

以上水洗部分及 0105 mol/ L NaCl 洗脱部分分别收

集 ,透析 ,冷冻干燥后得到乳白色絮状晶体及淡黄

色絮状晶体 ,分别命名为亚组分 HRP Ⅰa、HRP Ⅰb。

通过苯酚2硫酸法检测 , HRPIa、HRPIb 的多糖得率

分别为 3517 %、815 % ,因此选择多糖得率较高的亚

组分 HRP Ia 做纯度检测及进一步研究。

图 1 　沙棘半精品多糖( HRPI) DEAE2SephadexA250 凝胶柱层析洗脱曲线

Fig. 1 　Elution curve of HRPI on DEAE2SephadexA250 column
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214 　HRP Ⅰa 纯化 ———sephadexG2150 柱层析

HRP Ia 过 Sep hadex G2150 柱 ,经苯酚硫酸法

跟踪检测洗脱曲线为单一对称峰 (见图 2) ,由此说

明 HRPIa 是相对分子质量分布均一的沙棘多糖亚

组分。

图 2 　HRPIa 的 SephadexG2150 凝胶柱层析洗脱曲线

Fig. 2 　Elution curve of HRPIa on Sephadex G2150 col2
umn

　　图 3 和图 4 分别为标准单糖和 HRPⅠa 水解物的

HPLC图谱。水解液出峰的保留时间分别与标准样

中的木糖、甘露糖、葡萄糖相对应 ,说明 A KSP2 中含

有这 3 种单糖 ,其摩尔量比值为 1 ∶1106 ∶1113。

215 　HRP Ⅰa 红外光谱检测结果

多糖 HRP Ⅰa 在 400～4 000 cm21范围内的红外

光谱 ,主要强吸收峰为 2 93318 ,1 38319 cm21处的两

组峰。分别是糖类的伸缩振动及 C —H 变角振动 ,

这两组峰是糖类物质重要的特征吸收峰。在 1

74611 cm21处及 1 62211 cm21 处的吸收峰 ,系 C = O

伸缩 振 动 引 起 的 , 说 明 HRPIa 可 能 含 有 —

COO H , —CHO 等基团 ,且 —CHO 等基团具有还

原性 ,这可能与多糖的抗氧化性有关。在 1 32714

cm21处的吸收峰 ,系 C = O 对称伸缩振动引起的 ,说

明 HRP Ia 中含有 —COO 结构 ;1 250～950 cm21之

间的几组峰 ,是吡喃糖环的醚键 (C —O —C) 和羟基

的吸收峰 ;在 91613 cm21 处的吸收峰说明其含有β2
D2半乳吡喃糖 ;在 760 cm21 附近的吸收峰说明其含

有α2D2木吡喃糖 ;在 843～818 cm21附近的吸收峰说

明其含有α2D2甘露吡喃糖、β2D2甘露吡喃糖 ,以上几

组峰说明 HRP Ia 既有α糖苷键又有β糖苷键。

图 3 　标准单糖高效液相图谱

Fig. 3 　HPLC chromatograms of standard monosaccharides

图 4 　HRPⅠa 水解物的高效液相图谱

Fig. 4 　HPLC chromatograms of hydrolysates of HRPⅠa
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3 　结　语

采用 DEA E2Sep hadexA250 凝胶柱对多糖分

离 ,得到 2 种组分 ,即 HRP Ⅰa、HRP Ⅰb。H PL C 层

析表明 HRP Ⅰa 由木糖、甘露糖、葡萄糖组成 ,且其

摩尔比值为 1 ∶1106 ∶1113。对多糖 HRP Ⅰa 在

400～4 000 cm21范围内的红外光谱分析表明 ,键型

为α和β2型糖苷键。

参考文献 ( References) :

[1 ] 刘延吉 ,田晓艳 ,李峰等. 草本刺嫩芽根多糖 A KSP2 纯化、鉴定及体内抗氧化活性 [J ] . 食品与生物技术学报 ,2008 , 27

(3) : 35 - 39.

L IU Yan2ji , TIAN Xiao2yan , L I Feng , et al. Purification , Identification and anti2oxidation activity of polysaccharide A K2
SP2 of roof of aralia continentalis kitag[J ] . Journal of Food Science and Biotechnology , 2008 , 27 (3) : 35 - 39 (in Chinese)

[2 ] 韩春然 ,马永强 ,唐娟. 黑木耳多糖的提取及降血糖作用[J ] . 食品与生物技术学报 , 2006 , 25 (5) : 111 - 114.

HAN Chun2ran , MA Yong2qiang , TAN GJ uan. Extraction of polysaccharide f rom auricularia auricular and it s hypoglyce2
mia activity[J ] . Journal of Food Science and Biotechnology , 2006 , 25 (5) : 111 - 114 (in Chinese)

[3 ] 张桂和 , 赵谋明 , 王炜. 方格星虫多糖分离纯化及性质鉴定[J ] .食品与生物技术学报 , 2006 , 25 (4) : 63 - 66.

ZHAN G Gui2he , ZHAO Mou2ming , WAN G Wei. Isolation , Purification and property identification of polysaccharide

contained in sipunculus nudus[J ] . Journal of Food Science and Biotechnology , 2006 , 25 (4) : 63 - 66. (in Chinese)

[4 ] 林勤宝 ,高大维 ,于淑娟 ,等. 大枣多糖的单糖组成的高效液相色谱法研究[J ] .郑州粮食学院学报 ,1998 ,3 (4) :57 - 59.

L IN Qin2bao , GAO Da2wei , YU Shu2juan , et al . Study on monosaccharide composition of polysacchrides f rom Chinese red

dates by HPL C[J ] . Journal of Zheng - Zhou Grain College ,1998 ,3 (4) :57 - 59. (in Chinese)

[5 ] Sol’ya N , Yuriy A ,Alexander S ,et al. St ructure of the O2polysaccharide of Erw inia carotovora ssp . Carotovora GDPB436

[J ] . Carbohydrate Research , 2003 , 338 :2025 - 2027.

[6 ] Nikolay Paramonov ,David Bailey ,Minnie Rangarajan ,et a1. St ructure analysis of the polysaccharide f rom the lipopolysac2
charide of Porphy romonas gingivalis st rainW50[J ] . Eur J Biochem, 2001 , 268 :4698 - 4707.

[ 7 ] Clas landersjo ,Andrej Weint raub , Goran Widrnalm . Structural analysis of the O2antigen polysaccharide f rom the shiga tox2
in2producing Escherichia coli O172[J ] . Eur J Biochem , 2001 ,268 :2239 - 2245.

[8 ] Come J ,Qiuwei Xu ,Mary Retzlaff ,et al. St ructural analysis and chemical depolymerization ofthe cap sular polyccharide of

S t reptococcus pneumoniae type 1[J ] . Carb2 ohydrate Research , 2001 ,337 :335 - 344.

[9 ] Elisabeth J ,Daan J ,Johannis P ,et al. Characterization of the exopolysaccharide produced by S t reptococcus thermop hi l us 85

containing an open chain nonionic acid[J ] . Eur J Biochem, 2002 , 269 :5590 - 5598.

(责任编辑 :朱明)

62 食 　品 　与 　生 　物 　技 　术　学 　报 　　　　　　　　　　　　第 29 卷 　


