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苦荞麦麸碱提多糖的制备与分析
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摘要：以苦荞麦麸为原料、0．2 mol／L NaOH溶液为提取介质分离碱提多糖，并采用DEAE．Sephrose

CL-6B柱层析技术进行分级纯化．结果表明：苦荞麦麸碱提多糖(ABP)主要由葡萄糖(Glc)组成，并

含有少量阿拉伯糖(Ara)、木糖(Xyl)、半乳糖(Gal)和微量甘露糖(Man)，初步推测ABP主要为JB一

葡聚糖．ABP经离子交换柱层析分级为2个组分：ABP。和ABP2，ABP。的多糖含量(85．30％)较ABP

(64．53％)有所提高，且只含有Glc和少量Xyl，其中n(Glc)：／'t(Xyl)=9．47：1．ABP，经凝胶色谱鉴

定为均一组分，其相对分子质量为8．5×104．
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Preparation and analysis of alkali-soluble polysaccharide

from tartary buckwheat bran
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Abstract：With tartary buckwheat bran鹊material，alkali—soluble polysaccharide was extracted with 0．2

mol／L NaOH solution and purified on DEAE-Sepharose CL-6B chromatography．The results showed that

ABP was mainly composed of glucose，along with smMl amount of arabinose，xylose，and mannose，which

Was mainly卢一gulcan．ABP Was fractionated into 2 fractions on DEAE—Sepharose CL-6B column：ABPl and

ABP2．ABPI，with 85．30％of polysaccharide，consisted mainly of glucose，and small amount of xylose．The

molar ratio Was rt(Glc)：，l(Xyl)=9．47：1．The molecular weight was 8．5×104 determined by high—per-

formance size—exclusion chromatography．
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降血糖、降血压、降血脂等功效∞-6]．届一葡聚糖是苦

荞麦麸多糖的主要组成成分，具有降血糖、降血脂、

维护肠道菌群平衡、预防肠癌等生理功效。卜8|．目

前，国内外对苦荞多糖的研究较少，本文拟以苦荞

麦麸为原料进行多糖的制备，并对其主要纯化组分

进行分析，以期为今后的结构表征及功能性质研究

提供理论依据．

1 实验

1．1材料及仪器

材料：苦荞麦麸，山西大同某食品保健公司提

供；标准单糖，三氟乙酸，Sigma公司产．DEAE—Seph-

arose CL-6B，Sepharose CL-6B，Amersham Bioscience

公司产；牛血清蛋白，苯酚，肌醇，盐酸羟胺，乙酸

酐，上海国药集团化学试剂有限公司产．

仪器：GC—14A型气相色谱仪，日本Shimadzu

公司产；Waters 2690型高效液相色谱仪，美国Waters

公司产；TENSOR27型傅里叶变换红外光谱仪，德国

布鲁克公司产；756MC型紫外可见光分光光度计，

上海精科分析仪器厂产．

1．2操作方法

1．2．1苦乔麦麸碱提多糖(ABP)的提取将苦荞

麸皮粉碎，用体积分数为80％的乙醇溶液于85℃

热处理2次，抽滤，真空干燥，得到预处理苦荞麸．预

处理苦荞麸于90℃热水中浸提2次，离心后的沉淀

用0．2 mol／L NaOH溶液于室温提取2次，合并上清

液，调pH=4．5，3 000 r／min离心分离20 min去除

蛋白．上清液浓缩，加入4倍95％乙醇，静置．沉淀

复溶，透析，经冷冻干燥制得ABP．

1．2．2 DEAE-Sepharose CL-6B柱层析分级

ABP经DEAE—Sepharose CL-6B柱层析(D 2．6 cm X

30 cm)，依次用水、0—1 molfL NaCl溶液进行线性

梯度洗脱，洗脱速度为3 mL／min，每管4 mL分部收

集，逐管检测多糖含量(A铷。)和蛋白质含量(紫外

A瑚。)．收集单一峰组分ABP。和ABP：，透析，冷冻

干燥．

1．2．3 Sepharose CL-6B柱层析ABP．组分经

Sepharose CL-6B(D 1．0 cm x 120 cm)柱层析，用水

洗脱，流速为12 mL／h，每管4 mL分部收集，逐管检

测多糖含量．

1．2．4 单糖组成分析 将多糖样品5 mg溶于
2 mol／Lj_氟乙酸(TFA)溶液中，于100 oC水解4 h．

水解液除尽过量的TFA后，采用糖腈乙酸酯衍生化

法衍生．反应产物直接进样进行气相色谱(GC)分

析，根据出峰时间判断单糖种类，根据峰面积的比

值确定各单糖间的比例关系．采用DB一1701毛细

管色谱柱(O．53 mm×30 in)，载气为N：，流速

1．5 mL／min，FID氢焰检测器，汽化室温度260℃，

检测器温度260℃．采用程序升温：起始120℃

(2 min)!兰§195℃(1 min)三坠生240℃
(10 min)．进样量0。8斗L．

校正因子的测定和计算：准确称取烘干的标准

单糖，按上述方法进行糖腈乙酰化和GC测定．各标

准单糖的校正因子K=A，Wi／A。眵(A；为标准单糖的

峰面积，职为内标的质量，A。为内标的峰面积，耽

为标准单糖的质量)．

1．2．5 红外光谱(m)分析 取样品微量，采用

KBr研磨压片后，在4 000—400 cm’1红外波数范围

内进行扫描．

1．3测定方法

多糖含量的测定采用苯酚一硫酸法∽J，以葡萄

糖为标准绘制标准曲线．蛋白质含量的测定采用

Lowry法¨0|，以牛血清蛋白为标准绘制标准曲线．

HPLC纯度鉴定及相对分子质量测定：将相对分子

质量分别为6 100，16 500，26 290，40 000，84 000，

j58 000的标准Dextran相继进样，记录保留时间

％，以％为横坐标，lgM为纵坐标绘制标准曲线，求

得回归方程．待测样品进样20肛L，根据所得的％，

通过回归方程计算多糖的相对分子质量．采用色谱

柱Waters Uhrahydrogel“Linear(卯．8 mm x

300 mm)两柱串连，检测器为Waters 2410示差折光

检测器，以0．1 mol／L NaNO，为流动相，流速

0．9 mL／min，柱温45℃．

2结果与分析

2．1 ABP的离子交换柱层析分级

ABP经DEAE—Sepharose CL-6B柱层析分级后

得到2个组分：ABP。和ABP：(见图1)，分别由水和

0～1 mol／L NaCI线性梯度洗脱得到．水洗脱组分

ABP。没有蛋白质洗脱峰，表明蛋白含量极低．ABP：

中存在一蛋白洗脱峰，且蛋白含量较高．收集各组

分，以去离子水透析，冷冻干燥．

2．2 ABP。的凝胶柱层析及相对分子质量测定

ABP。的Sepharose CL-6B柱层析洗脱曲线见图2．



第2期 孙元琳，等：苦荞麦麸碱提多糖的制备与分析 ·3·

1．2

1．0

0．8

魁
芸0．6
螫

0．4

0．2

0
0 20 40 60 80 lOO

管数

图1 ABP的DEAE—Sepharose CL-6B

柱层析洗脱曲线

0．5

0·4

世0．3
兴

蝥0．2

O·1

0

1．0

0．8

f
一

0．6{
三

≥
0．4≮
己
o

0．2

0

0 10 20 30 40 50 60 70

图2 ABPl的Sepharose CL-6B

柱层析洗脱曲线

ABP，经Sepharose CL-6B层析柱进一步分级得到单

一峰，表明ABP．的相对分子质量分布比较均一．

采用HPLC凝胶柱色谱对ABP。的相对分子质

量分布进行测定．凝胶柱色谱图与其相应的Sepha-

lOSe CL-6B凝胶柱层析洗脱结果一致，为单一峰，相

对分子质量为8．5×104．

2．3多糖化学组成分析

对ABP及其纯化组分进行化学组成分析，结果

见表1．

袁1 ABP及其DEAE—Sepharose CL-6B柱层析

分级组分的化学组成分析

注：a表示各组成单糖的物质量比．b表示不存在．

由表1可以看出，ABP的多糖含量为64．53％，

主要由葡萄糖(Glc)组成，由此可初步推测ABP主

要为口一葡聚糖．此外，样品中还存在少量阿拉伯糖

(Ara)，木糖(Xyl)和半乳糖(Gal)，以及微量甘露糖

(Man)．这是由于苦荞麦麸细胞壁半纤维素之间以

共价键或次级键紧密缔合，因此提取得到的多糖通

常是口一葡聚糖和阿拉伯木聚糖、葡甘露聚糖等其

他半纤维素的混合物，这些半纤维素与口一葡聚糖

缔合并发生物理性缠结，在提取过程中被一并融

出¨1|．ABP的单糖组成为凡(Am)：n(Xyl)：／／,(Glc)：

n(Gal)=0．90：1．00：13．94：0．96．

ABP经离子交换柱层析分级后得到的水洗脱

组分ABP。多糖含量有所提高，蛋白含量降低．与

ABP相比，ABP。不再含有Ara，Man和Gal，只含有

Glc和少量Xyl，其中／7,(Glc)-n(Xyl)=9．47：1．

NaCl梯度洗脱组分ABP：与ABP相比，多糖含量降

低，蛋白含量有所增加，且Glc的相对含量降低，其

单糖组成为r／,(Ara)：／7,(Xyl)：／1,(Glc)：n(Gal)=

0．24：l：1．87：0．34．

2．4红外光谱分析

图3为ABP。的红外光谱图．可以看出，多糖组

分在500～4 000 em_1范围具有糖类的特征吸收峰．

2 400～3 600 cm叫出现的宽峰足分子内或分子间

O—H伸缩振动的结果．2 932 cm一附近的吸收峰由

C—H伸缩振动引起，这个吸收峰常常被O—H伸缩

振动引起的宽峰所掩盖．1 412 em一(1 460～

1 370 cm。1)附近的吸收峰属c—H的弯曲振动．

1 647 cm’1的吸收峰是糖的水化物样品的吸收峰．

1 300～1 000 em。1间的吸收峰是由C—O伸缩振动

所引起的，归属于糖环上的C—O—H和糖苷

键C—O—C【12]．

4000 3 500 3000 2 500 2000 1 500 1 000 500

波数，(：m

图3 ABP。的红外光谱图

3结论

采用0．2 mol／L NaOH溶液提取得到ABP．ABP

主要由Glc组成，并含有少量Ara，Xyl，Gal和微量

Man，初步推测ABP主要为口一葡聚糖．ABP经

DEAE．Sephrose CL-6B柱层析分级为2个组分ABPl

和ABP2，ABP。的多糖含量(85．30％)较ABP

(64．53％)有所提高，且只含有Glc和Xyl，其中

n(Glc)：凡(Xyl)=9．47：1．ABP，经HPLC凝胶色谱
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鉴定为均一组分，测得其相对分子质量为8．5×

104．与ABP相比，ABP：的多糖含量降低

(61．02％)，蛋白含量有所增加(23．66％)，且Glc

的相对含量降低，其单糖组成为厅(Ara)：rt(Xyl)：

n(Glc)：，l(Gal)=0．24：l：1．87：0．34．
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