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摘要：为得到大孔吸附树脂对吴茱萸果实多糖纯化的最佳工艺，本研究利用水提醇沉法提取多糖，考察 7 种不同类型大孔吸附

树脂对该多糖的纯化效果，并利用静态和动态单因素吸附实验及响应面法优化树脂纯化工艺，最后对吸附前后多糖部分进行表征。结

果表明，S-8 树脂对吴茱萸果实多糖具有较好的综合纯化效率；最佳工艺参数如下：样品浓度为 4.41 mg/mL，初始 pH 值为 5，吸附

环境温度 24.30 ℃，流速 2.0 BV/h；该条件下色素清除率为 49.21%，蛋白清除率为 68.97%，多糖保留率为 55.05%。结构表征结果表

明，吸附前后该多糖分子量（Mw）分布（主峰 1 Mw>2.00×105 u，主峰 2 Mw 约为 2.35×104 u），红外吸收特征及糖链异头氢吸收信

号（δ 5.04×10-6和 δ 4.42×10-6）等均未发生明显改变。综上，S-8 大孔吸附树脂可用于吴茱萸果实多糖的高效纯化，条件温和环保，

且不会引起多糖链断裂和多糖结构改变。 
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Abstract: In order to obtain the best purification process using macroporous resin for the polysaccharides from Tetradium ruticarpum fruit 

(TrPs), water extraction and alcohol precipitation were applied to extract the polysaccharides. The purification performance of seven different 

types of macroporous adsorption resins was examined by used static and dynamic single factor experiments, and the purification process was 

optimized by the response surface method. Finally, the polysaccharide structure before and after adsorption was characterized. The results show 

that the S-8 resin had the highest comprehensive purification efficiency for the crude TrPs, and the optimal purification conditions were: sample 

concentration, 4.41 mg/mL; initial pH 5; adsorption environment temperature, 24.30 ℃; flow rate 2.0 BV/h. Under these conditions, the 

decolorization rate was 49.21%, deproteinization rate was 68.97% and polysaccharide retention rate was 55.05%. The structural characterization 

results revealed the molecular weight (Mw) distribution of the polysaccharide before and after adsorption (Mw of peak 1 higher than 2.00×105 u; 

Mw of peak 2, approximately 2.35×104 u), the infrared absorption characteristics and the sugar chain anomeric hydrogen absorption signal of 

TrPs (δ 5.04×10-6 and δ 4.42×10-6) did not change significantly before and after adsorption. In summary, S-8 macroporous adsorption resin can 

be used for the high-efficiency purification of TrPs, under mild and environmentally friendly conditions, without causing polysaccharide chain 

scission and polysaccharide structural changes. 
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吴茱萸（Tetradium ruticarpum (A. Juss.) T. G. 

Hartley）为芸香科（Rutaceae）吴茱萸属（Tetradium）

植物，始载于《神农本草经》，也是《中国药典》2020
版（一部）吴茱萸药材的主要基原植物。吴茱萸近成

熟的果实具有健脾和胃、疏肝下气、散寒止痛、燥湿

止泻的功效，用于咽喉肿痛、口舌生疮、高血压等病

症的治疗，并具有较高的产值[1,2]。药用植物多糖为药

用植物的重要活性成分之一，表现出众多的生理活性，

如抗肿瘤、抗氧化、增强免疫力、抗菌、抗病毒、降

血糖血脂等[3,4]。吴茱萸多糖作为吴茱萸水煮液中主要

成分，提取率可以达到 21.01%[5]。但是目前，制药工

业上主要是从吴茱萸中提取吴茱萸生物碱、苦味素、

萜类、黄酮等成分[6,7]，吴茱萸多糖多作为废弃物处理。

已有研究表明吴茱萸多糖具有较强的清除羟自由基的

作用[8]，对胃溃疡有治疗作用[9]，有良好的抑菌、杀菌

活性等[10]。但是由于吴茱萸粗多糖提取物中含有较多

的色素、蛋白质等杂质，对于吴茱萸后续研究和产品

开发造成了严重不利影响，选择合适的除杂工艺对吴

茱萸多糖深入研究和工业化生产非常重要。 
植物多糖除杂要同时兼顾脱色素和脱蛋白质效率，

也要减少多糖损失，同时避免剧烈反应给多糖结构等带

来影响。双氧水法和活性炭吸附法常用来除色素，但是

前者通过氧化色素实现脱色目的，不能真正去除色素，

且容易造成多糖降解；后者对多糖的吸附能力较大，易

造成多糖损失，其炭粉不易除去，成本较高。Sevag 法、

酶法等多用来除多糖蛋白质等杂质，Sevag 法尽管对多

糖结构破坏较小，但是每一次只能清除少量蛋白，效率

较低，而酶法清除蛋白对条件要求较高，会降解糖蛋白

部分，破坏其结构。大孔吸附树脂是近年来发展起来的

一种具有较多优点的高分子吸附材料，不含离子交换基

团，具有大孔网状结构和较大比表面积，不溶于酸、碱、

有机溶剂，选择性较强，作用条件温和，对环境影响小，

可重复利用，在多糖的纯化过程中越来越多地被选用
[11,12]，在对多糖纯化效率上甚至高于活性炭，例如廖春

燕对车前草多糖的脱色工艺的研究就发现大孔吸附树

脂脱色效果优于活性炭脱色效果[13]。但是大孔吸附树脂

种类较多，吸附特征（吸附能力，吸附选择性等）与植

物多糖种类密切相关。开发一种高效、快捷、环保的可

工业化生产的大孔树脂对吴茱萸多糖精制工艺具有重

要理论和实践价值。 

1  材料与方法 

1.1  主要设备和试剂 

1.1.1  主要设备 
LYOQUEST PLUS-85 真空冷冻干燥机，西班牙泰

事达科技公司；Biometra Tone 96G 梯度 PCR 仪，德

国耶拿分析仪器股份公司；PH700 pH 计，新加坡优

特仪器有限公司；N-1300D-WD 旋转蒸发仪，日本

EYELA( 东京理化 ) 东京理化器械株式会社；

DZKW-S-6（双列 6 孔）电热恒温水浴锅，上海浦东

物理光学厂；SB25-12D 超声波清洗机，宁波新芝生

物科技股份有限公司；HDL-40B 台式低速水平离心

机，中国金坛鸿科；I3X 多功能酶标仪，美国美谷分

子仪器有限公司；905-ULTS 超低温冰箱，美国 Thermo 
Fisher；LC-20AT 高效液相色谱仪，日本岛津；ELSD
检测器、美国 Alltech；Agilent-400 MHz 的核磁共振

仪、美国 Agilent；Varian 1000 系列傅立叶变换红外分

光光度计，美国 Scimitar series。 
1.1.2  主要试剂 

DNA 提取试剂盒购买于北京索莱宝科技有限公

司；X-5、AB-8、S-8、D-101、HP-20、DW-301、APD-100
不同型号树脂购买于东鸿化工有限公司；T-系列葡聚

糖（T-1、T-7、T-50、T-100 和 T-200）购买于 Pharmacia
公司；重水（D2H）购买于河北百灵威超精细材料有

限公司；NaOH、HCl、NaOH、95%乙醇、苯酚、硫

酸等为国产分析纯。 

1.2  实验材料收集与鉴定 

植物材料于 2019 年秋季采自贵州省毕节市野生

吴茱萸近成熟果实。45 ℃干燥后取吴茱萸种皮 0.50 
g，用液氮研磨成粉末，根据索莱宝植物基因组 DNA
提取试剂盒说明书步骤，提取吴茱萸 DNA，用 1%
（W/V）浓度的凝胶电泳检查提取的 DNA，用通用

引物 P1（5'-CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC 
-3'）和 P2（5'-TTATTGATATGCTTAAACTCAGCGGG 
-3'）进行 PCR 扩增，PCR 反应体系和条件参考文献
[14]所述。对扩增出来的 PCR 产物进行切胶纯化后送

交生工生物工程（成都）有限公司正反双向测序，将

所测序列利用 DNAMAN v6.0.3.99 软件进行组装后，

提交到 NCBI Genebank 数据库上进行 BLAST 比对，

根据比对结果选取相似度最大且具有代表性的序列，

利用 MEGA 5.10 软件采用 Neighbor-joining（NJ）法

进行聚类分析。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.9 

218 

1.3  粗多糖的提取 

首先，将采集到的野生吴茱萸近成熟果实晒干后，

置于烘箱 50 ℃干燥至恒重，粉碎后过 40 目筛。吴茱

萸粉末置于烧杯中，以料液比 1:10（g/mL）加入 95%
乙醇，混匀后在室温下超声辅助提取 2 h，用定性滤纸

进行过滤，收集残渣。以相同料液比再向残渣中加95%
乙醇，并进行超声，以上乙醇脱脂步骤重复 3 次，以

充分除去粉末中脂溶性物质，然后收集残渣，50 ℃烘

干备用。随后，以料液比 1:30（g/mL）向干燥脱脂后

的吴茱萸果实残渣中加入 80 ℃预热蒸馏水，放置于

80 ℃恒温水浴锅水浴 2 h，用 8 层纱布对水溶液进行

过滤，收集滤液。滤液 50 ℃减压蒸发浓缩至原体积

的 1/4，然后，加入 4 倍体积 95%乙醇，4 ℃静置过夜

沉淀，4000 r/min 离心 10 min，收集沉淀。沉淀物于

-80 ℃冷冻 5 h 后，放置在真空冷冻干燥机内冻干，即

得到吴茱萸果实热提粗多糖。 

1.4  吸附效率评价指标 

1.4.1  脱色率测定 
吸取待测多糖溶液 100 µL 于 96 孔板，用酶标仪

测量其 420 nm 处吸光度，根据如下公式计算脱色率： 

/ % 100%
OD OD

OD
−

= ×后前

前

脱色率

 
 

式中：OD 前为大孔树脂处理前多糖溶液在 420 nm 处的吸

光度值；OD 后为大孔树脂处理后多糖溶液在 420 nm 处的吸光

度值。 

1.4.2  蛋白质清除率 
蛋白质含量采用二喹啉甲酸法（BCA）[15]测定，

以牛血清蛋白为标准品，确定其线性回归方程和相关

系数。为确保结果准确，每测一次都有建立新的标准

曲线和回归方程。蛋白清除率使用下面的公式来计算： 
-

/ % 100%
C C

C
= ×后前

前

蛋白质清除率   

式中：C 前为大孔树脂处理前多糖溶液中的蛋白质含量； 

C 后为大孔树脂处理后多糖溶液中的蛋白质含量。 

1.4.3  糖保留率 
多糖含量采用苯酚-硫酸法测定，以葡萄糖为标准

品，确定其线性回归方程和相关系数。为确保结果准

确，每测一次都有建立新的标准曲线和回归方程。多

糖保留率使用下面的公式来计算： 

/ % 100%
M
M

= ×后

前

多糖保留率

 
 

式中：M 前为大孔树脂处理前多糖溶液中的多糖含量； 

M 后为大孔树脂处理后多糖溶液中的多糖含量。 

1.4.4  综合隶属度 
以上三种指标反应的是三个方面的信息，为了对

每一种吸附特性进行直接比较，在此引入隶属度函数
[16]，具体公式为： 

3
min

1 max min

, 1, 2,3j j

j j j

x x
Y j

x x=

−
= =

−∑
 
 

式中：x，xmax（最大值）和 xmin（最小值）属于色素清除

率（j=1）、蛋白质清除率（j=2）和糖保留率值（j=3）。然后将

色素清除率隶属度值、蛋白质清除率隶属度值和糖保留率隶属

度值求和得到综合隶属度值（Y），根据其大小判断其综合吸附

性能，该值越大表明其综合吸附能力越强。 

1.5  树脂类型的筛选 

大孔吸附树脂先用质量分数为 5%的 HCl 浸泡 6 
h，使其充分溶胀，再用蒸馏水冲洗至中性；然后用质

量分数为 5%的 NaOH 浸泡 6 h，再用蒸馏水冲洗至中

性；而后用质量分数为 95%的乙醇浸泡树脂 6 h，最

后用蒸馏水洗至无醇味。准确称取大孔吸附树脂

（X-5、AB-8、S-8、D-101、HP-20、DW-301、APD-100）
2.00 g，加入 20 mL 浓度为 5.00 mg/mL 的粗多糖溶液，

密封后，37 ℃摇床恒温振荡 40 min，测定并计算不同

树脂对样品脱色率、蛋白质去除率及多糖保留率，采

用综合隶属度函数确定最佳吸附树脂种类。 

1.6  吸附条件优化单因素试验 

1.6.1  浓度选择 
配制一系列浓度（1.00、2.00、3.00、4.00、5.00

和 6.00 mg/mL）的吴茱萸果实热提粗多糖溶液，取 20 
mL 于离心管中，分别加入 2.00 g 经预处理的最佳吸

附大孔树脂，37 ℃摇床 150 r/min 恒温振荡 40 min，
测定并计算溶液脱色率、蛋白质清除率及多糖保留率，

采用综合隶属度函数确定最佳吸附浓度。 
1.6.2  pH 值选择 

利用HCl或NaOH调节不同 pH值水溶液（pH=4、
5、6、7、8、9、10），并分别配制最佳吸附浓度的吴

茱萸果实热提粗多糖溶液，取 20 mL 于离心管中，分

别加入 2.00 g 经预处理的最佳吸附大孔树脂，37 ℃摇

床恒温 150 r/min 振荡 40 min，测定并计算溶液的脱色

率、蛋白质清除率及多糖保留率，根据综合隶属度函

数值确定最佳 pH 值。 
1.6.3  温度选择 

选用上述优化后浓度和 pH 基础上，取样品各 20 
mL，分别在 20、25、30、35、40 和 45 ℃预热，分别

加入 2 g 树脂，在相应的温度下恒温 150 r/min 振荡 40 
min，测定并计算溶液的脱色率、蛋白质清除率及多
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糖保留率，根据综合隶属度函数值确定最佳吸附温度。 

1.7  吸附条件优化响应面实验 

以单因素试验为基础，以样品溶液浓度、初始 pH
值和吸附环境温度为考察因素，利用 Design-expert 
8.0.6.1 软件的 Box-Behnken 方法优化影响大孔吸附树

脂吸附特性的主要因素参数，进行 3 因素 3 水平的试

验设计，以综合隶属度值为响应值，分析最佳吸附条

件，并验证。试验设计因素及水平如表 1 所示。 
表1 Box-Behnken设计因素及水平表 

Table 1 The coded and actual levels of variables for 

Box-Behnken design 

水平 
因素 

A  浓度/(mg/mL) B  pH 值 C  温度/℃

-1 3.00 5 20 

0 4.00 6 25 

1 5.00 7 30 

1.8  柱色谱流速优化 

选用经预处理筛选出的最佳吸附大孔树脂，采用

湿法装柱（2.90×8.00 cm），依据最佳浓度和 pH 值优

化结果配制云实根粗多糖溶液适量，并在优化的温度

条件下，以 1.50、2.00、2.50 和 3.00 BV/h 流速过柱，

每 10.00 mL 收集一管，共收集 10 管，为排除吸附柱

内水分影响，测量第 3~10 管溶液的脱色率、蛋白质

清除率及多糖保留率，采用综合隶属度函数确定最佳

流速。根据优化得到的条件对多糖进行纯化，并且测

定流速优化后色素和蛋白清除率、多糖保留率。 

1.9  多糖结构特征分析 

1.9.1  分子量分布分析。 
取经过优化条件下吸附除杂后多糖和未除杂多

糖，利用高效液相凝胶渗透色谱-蒸发光散射检测器

（HPGPC-ELSD）法检测吸附前后样品分子量分布。

所用设备为日本岛津 LC-20AT 高效液相色谱仪系统

配以 TSK-gel GMPWxl 凝胶（7.80 mm ID×30.00 cm）

色谱柱及 ELSD 检测器。流动相为水，流速 0.70 
mL/min；ELSD 检测器参数：以氮气为载气，压力在

350 kPa 左右，漂移管温度 115 ℃；样品进样量为 10 
µL。取一定量的多糖配成约 1.00 mg/mL 的溶液，再

用 0.45 µm 的滤膜过滤进行色谱分析。同时以标准 T-
系列葡聚糖（T-1、T-7、T-50、T-100 和 T-200）在相

同条件下进行 HPGPC-ELSD 分析，绘制标准曲线，

得到线性关系及拟合公式 ln(Mw)=-22.04ln(RT) 
+64.46，R²=0.9913，其中 ln(Mw)为标准葡聚糖分子量

的自然对数，RT 为其在色谱图上的保留时间。 
1.9.2  紫外吸收特征分析 

取吴茱萸热提多糖吸附前后的样品适量溶于蒸馏

水后配成 1.00 mg/mL 溶液，转入石英 96 孔板，并于

230~700 nm 范围内用 SpectraMax® i3x 多功能酶标仪

进行紫外扫描，根据 260 和 280 nm 等处是否有吸收

峰判断是否有核酸和蛋白质、多肽等物质。 
1.9.3  FT-IR 光谱特征分析 

称取吴茱萸热提多糖吸附前后的多糖样品粉末 3 
mg 左右，用 KBr 法压片，在 4000~400 cm-1的红外区

间于 Varian 1000 系列傅立叶变换红外分光光度计进

行扫描。 
1.9.4  1H NMR 分析 

取吴茱萸热提多糖吸附前后的样品粉末（约 10 
mg）溶于 0.80 mL 重水（D2O）中，在 Agilent-400 MHz
的核磁共振仪上测定其核磁信号。 

1.10  数据处理 

测试平行 3 次，显著性差异采用 SPSS 19.0 
Duncan’s multiple range test 分析（p<0.05）；试验结果

以平均值±标准差表示。聚类分析在 MEGA 5.10 软件

上进行；统计分析作图均在 Office Excel 2016 software
软件上进行；响应面分析在 Design-expert 8.0.6.1 软件

上进行；1H NMR 数据处理在软件 MestReNova 进行。 

2  结果与分析 

2.1  样品鉴定 

样品经肉眼观察，如图 1a 所示，比对《中国植物

志》初步判断为芸香科（Rutaceae）吴茱萸属

（ Tetradium）吴茱萸 [T. ruticarpum (A. Juss.) T. 
G. ]Hartley 植物的果实。随后通过引物扩增并组装后

得 到 其 ITS 序 列 ， 利 用 在 线

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/）提交到 NCBI 
GenBank 数据库上，得到序列编号（Accession No.）：
MT229431。将其在 NCBI GenBank 数据库数据上进行

Blast 比对后发现其与 Tetradium ruticarpum clone 
YSQ4（Accession No. EU663536.1）相似度最大，达

到 98.61%。同时，采用 MEGA 5.10 软件用 N-J 构建

系统进化树，自展值设为 1000，得到系统发育树如图

1b 所示。根据 Blast 比对结果和系统发育树分析结果，

以及其形态特征，鉴定所收集的样品为芸香科

（Rutaceae）吴茱萸属（Tetradium）吴茱萸（T. 
ruticarpum）植物的果实。 
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图1 吴茱萸果实形态（a）和其ITS区碱基序列构建的NJ系统

发育树（bootstrap=1000）（b） 

Fig.1 The fruit morphology (a) of T. ruticarpum and 

neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree (b) based on ITS region 

sequences of T. ruticarpum (bootstrap=1000) 

注：节间数字代表 bootstrap 支持值；●为菌株本研究样品

的 ITS 序列，其余样品序列来自 GenBank。 

2.2  树脂类型的筛选 

 
图2 不同树脂静态吸附综合隶属度值(p<0.05) 

Fig.2 Comprehensive membership values of static adsorption 

using different macroreticular resins (p<0.05) 

大孔吸附树脂具有理化性质稳定，耐强酸强碱，

不溶于水及常见有机溶剂的性质，可通过树脂表面作

用及形成氢键作用选择性吸附。研究表明大孔吸附树

脂在其它多糖的除杂过程中表现优异，如对瓦布贝母

内生真菌 WBS020 胞外多糖有很好的纯化效果[17]。但

是大孔吸附树脂类型多样，具有不同的吸附特征，其

中树脂的结构和极性是影响其吸附效能的关键因素

[18]。为了得到合适的吸附树脂类型，选用了市场上较

为常见且价格较低的 7 种树脂进行筛选，其具有不同

粒径，不同极性。进行静态吸附，并测量其色素和蛋

白质的清除效率，及多糖保留率。由于此三类值具有

不同的意义，反映的是三个方面的指标，此处引用隶

属度函数，进行归一化，计算每个测量值在 0~1 的位

置，值越大表示活性越好，将每一种测量指标归一化

处理后，进行相加得综合隶属度值，隶属度值越高表

示其吸附性能越好[19]。结果如图 2 所示，树脂 S-8 表

现出最佳的吸附性能，其综合隶属度显著高于 AB-8、
APD100、DM101 和 X-5（p<0.05），而与D101 和 HP-20
相比，尽管其差异不显著，但是 S-8 的综合隶属度绝

对值仍较高，为了达到最佳的吸附效率，后续试验选

择 S-8 作为吴茱萸热提粗多糖除杂的最佳树脂。Hu 等
[20]对 Carex meyeriana Kunth 多糖研究发现，S-8 和

AB-8 树脂均表现出最佳的多糖纯化效果，同样，吴玉

和[21]研究发现，利用 D301T 和 S-8 纯化后的甘草多糖

的蛋白、色素含量显著降低，透析后多糖纯度可达到

80%以上。可见 S-8 大孔吸附树脂在多糖的纯化中表

现出优异的性能。 

2.3  吸附条件优化 

树脂的吸附受温度、pH 值，样品浓度和接触时间

的影响。合适的环境温度、pH 值，样品浓度和流速对

提高树脂对多糖的纯化效率非常重要。而且由于树脂

种类和多糖类型不同，最佳的树脂吸附参数也不相同。

例如 Shi[22]在研究利用大孔吸附树脂 D941 除香椿芽

多糖杂质时，对温度、样品浓度、pH 值等影响因素考

察发现，随着温度、初始样品浓度和初始 pH 值的增

加其综合吸附效率呈现先上升后下降的趋势，分别在

温度为 45 ℃、初始样品浓度为 30 mg/mL 和初始 pH
为 8.50 时达到一个较好的综合吸附效率。刘富岗等[23]

研究了大孔吸附树脂对泽兰多糖除杂工艺，并发现

HPD-100 树脂在样品浓度为 0.03 g/mL，洗脱流速为

1.10 mL/min，洗脱体积为 40 mL 时，多糖保留率

69.21%，脱色率 60.24%，蛋白脱除率 75.67%。 
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图3 样品浓度（a）、初始pH值（b）和温度（c）对S-8大孔

吸附树脂除多糖杂质综合隶属度值的影响 

Fig.3 Effect of sample concentration (a), initial pH value (b) 

and temperature (c) on the comprehensive membership values 

for removing polysaccharide impurities using S-8 macroporous 

adsorption resin 

2.3.1  静态吸附条件优化 
2.3.1.1  单因素实验 

如附图 3a 所示，随着粗多糖浓度的增加，综合隶

属度值呈现先增多后减少的趋势。表明 S-8 大孔吸附

树脂对吴茱萸多糖的吸附综合指数随浓度而变化，在

浓度为 4.00 mg/mL 或其附近时，其综合吸附能力最

佳。如附图 3b 所示，随着粗多糖浓度的增加，综合隶

属度值呈现先增多后减少的趋势。表明 S-8 大孔吸附

树脂对吴茱萸多糖的吸附综合指数随pH增加而变化，

在 pH 为 6 或其上下时，其综合吸附能力最佳。如附

图 3c 所示，随着粗多糖环境温度的增加，综合隶属度

值也呈现先增多后减少的趋势。表明 S-8 大孔吸附树

脂对吴茱萸多糖的吸附综合指数随环境温度变化而变

化，在温度为 25 ℃或其上下时，其综合吸附能力最

佳。综上，通过单因素实验得到大孔吸附树脂 S-8 对

吴茱萸果实热提多糖除杂条件为：多糖浓度 4.00 
mg/mL，初始 pH 为 6.0，吸附时环境温度为 25 ℃。

但是因为单因素实验忽略了因素之间的交互作用，同

时无法给出精确的最佳实验参数。例如，刘富岗等[23]

对泽兰多糖大孔吸附树脂除杂工艺的研究发现，通过

单因素得到的最佳条件为样品浓度 0.03 g/mL，流速 1 

mL/min，洗脱体积为 40 mL，但是通过相应面法优化

后发现最佳条件为浓度 0.03 g/mL，流速为 1.06 
mL/min，洗脱体积为 40.63 mL，通过比较，发现二者

尽管接近，但是仍存在差距，可见仅仅依靠单因素实

验并不能最大程度优化纯化工艺参数。 
2.3.1.2  响应面法分析 

表2 Box-Behnken试验设计及结果 

Table 2 The design and results of Box-Behnken test  

试验号 A B C Y（综合隶属度值）

1 0 1 1 1.38 

2 -1 0 -1 0.93 

3 -1 1 0 1.66 

4 1 1 0 1.63 

5 0 1 -1 1.07 

6 -1 0 1 0.82 

7 0 0 0 1.91 

8 0 0 0 1.99 

9 0 -1 1 1.3 

10 -1 -1 0 1.52 

11 0 0 0 2.2 

12 0 0 0 1.96 

13 1 0 1 1.66 

14 1 0 -1 1.23 

15 0 0 0 2.1 

16 1 -1 0 1.85 

17 0 -1 -1 1.87 

采用 BBD 响应面法设计得到 17 组试验，结果见

表 2。回归模型方差分析见表 3。利用 Box-Behnken
响应面法设计，得到吴茱萸多糖综合隶属度值（Y）
与多糖浓度（A）、溶液 pH 值（B）、吸附环境温度（C）
的二元多项回归方程：Y=-12.2275+2.493A-0.108B+ 
0.7615C-0.09AB+0.027AC+0.044BC-0.306A2-0.061B2-
0.02264C2，R2=0.9141。由回归模型的方差分析发现，

回归项 p<0.01，即回归模型极显著相关；失拟项

0.0924>0.05，即模型失拟合度检验不显著，模型拟合

度较好。此外，方程的相关系数 R2=0.9141 表明，S-8
大孔吸附树脂对吴茱萸果实热提粗多糖的色素和蛋白

清除效率以及糖的保留能力综合值有 91.41%是由所

选变量、样品浓度、样品 pH 值、吸附时环境温度所

决定。回归模型中 A、A2、BC、C2显著，B、C、AB、
AC、B2不显著，说明样品浓度、溶液 pH 值和吸附时

环境温度不同对 S-8 大孔吸附树脂吸附吴茱萸果实热

提多糖吸附特性的影响存在非线性关系，而各因素之

间的交互作用影响程度不同。由此可见，回归模型可

以用来分析和预测 S-8 大孔吸附树脂对吴茱萸果实热
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提粗多糖的选择性吸附能力。 
当固定溶液浓度、溶液初始 pH 值和吸附环境温

度中的一个因素，另外两个因素之间的交互作用对综

合隶属度值的影响如附图 4 所示，可由相应曲面图和

等高线图表示，等高线图越接近于椭圆形表示两因素

交互作用越显著。 
由回归方程模型和其对应的响应面分析图，并结

合方差分析表可得，FA=7.68、FB=2.37、FC=0.13×10-1。

由于因素对应的 F 值大小与因素对试验指标的影响程

度成正比，因此，影响 S-8 大孔吸附树脂吸附吴茱萸

果实热提多糖的吸附性能的顺序为：溶液浓度（A）>
溶液初始 pH 值（B）>吸附环境温度（C）。根据回归

方程模型，得到的最佳方案为：溶液浓度为 4.41 
mg/mL，溶液初始 pH 值为 5，吸附环境温度 24.30 ℃。 

表3 回归模型方差分析 

Table 3 Regression analysis of variance 

项目 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 Prob>F 

回归模型 2.51 9 0.28 8.28 0.54×10-2 ** 

A-样品浓度 0.26 1 0.26 7.68 2.76×10-2 * 

B-样品 pH 值 0.08 1 0.08 2.37 1.68×10-1  

C-吸附温度 0.45×10-3 1 0.45×10-3 0.13×10-1 9.11×10-1  

AB 0.32×10-1 1 0.32×10-1 0.96 3.60×10-1  

AC 0.73×10-1 1 0.73×10-1 2.16 1.85×10-1  

BC 0.19 1 0.19 5.74 4.78×10-2 * 

A2 0.39 1 0.39 11.69 1.12×10-2 * 

B2 0.16×10-1 1 0.16×10-1 0.46 5.18×10-1  

C2 1.35 1 1.35 39.99 0.04×10-2 ** 

残差 0.24 7 0.34×10-1    

失拟项 0.18 3 0.06 4.42 9.24×10-2 ns 

纯误差 0.55×10-1 4 0.14×10-1    

总计 2.75 16     

注："*"表示显著（p<0.05）；"**"表示极显著（p<0.01）；"ns"表示不显著。 

   

   

   
图4 pH值（b）、温度（c）与样品浓度（a）两两组合对多糖纯

化的综合隶属度值的的响应面与等值线 

Fig.4 Surface plots (a, c, and e) and contour plots (b, d, and f) 

showing the interactive effects of pH (b), temperature (c) and 

sample concentration (a) on the comprehensive membership 

value of the polysaccharide purification 

2.3.1.3  验证试验 
根据试验设计中最佳方案，结合到实际情况，修

正试验操作设置的条件：溶液浓度为 4.41 mg/mL,溶液

初始 pH 值为 5，吸附环境温度 24.30 ℃，4 次重复试

验，实得大孔吸附树脂除吴茱萸多糖杂质的综合隶属

度为 2.10，近似于 Design-expert 8.0.7.1 Trail 软件计算

所得理论值 2.14，在此条件下，色素清除率为 41.89%，

蛋白清除率为 57.04%，而多糖保留率为 83.63%，响

应面法优化所得的回归方程具指导意义。尽管相较于

其它研究，本文所优化吸附条件在色素清除率和蛋白

清除率上并不是最高，但是较高多糖保留率可以满足

样品重复过柱，从而达到较高的除杂效率。这种重复

通过树脂除杂的方法在瓦布贝母多糖的除杂过程也起

到了较好的效果[24]。 
2.3.2  动态吸附条件优化 

通常，在实验室或工业化生产过程中，为了实现

样品的持续纯化，会选用柱色谱的方式进行除杂。样

品以动态形式通过树脂过程中，杂质被连续吸附，而

多糖成分随着溶剂流出，从而连续得到除杂纯化的多

糖。吸附时间可以影响树脂的吸附效率，选择系数等
[22]。在动态吸附过程中，流速过慢，树脂与样品接触

时间过长，吸附时间较长，会增加对多糖的吸附，从
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而降低多糖保留率；同样，当流速过快，树脂与样品

接触时间过短，色素或蛋白等杂质还未完全吸附，就

已经流走，不利于色素和蛋白质的清除。因此适当的

流速对树脂吸附效率有重要影响。如图 5 所示，尽管

不同洗脱速率洗脱出的样品在不同接收管中存在差

异，但是总体而言流速 2.00 BV/h 时，其洗脱出的样

品均具有较高的综合隶属度值，表现出最佳吸附效率。

粗多糖以流速 2.00 BV/h 过柱，收集纯化后样品，测

得色素清除率为 49.21%，蛋白清除率为 68.97%，多

糖保留率为 55.05%。从图 5 还可以发现流速过低或者

过高均不利于 S-8 大孔吸附树脂的除杂。同样，Hu 等
[20]对 Carex meyeriana Kunth 多糖的 AB-8 大孔吸附树

脂除杂研究发现，在流速 1.88 BV/h 时，吸附效率最

好，而 Shi[22]对流速优化发现，在 1.88 BV/h 时，D941
树脂对香椿芽多糖综合除杂效率最高。可见，流速的

大小并不完全一致，受到树脂和多糖类型的影响而具

有较大差异。本文所筛得的最佳流速仅适用于 S-8 大

孔吸附树脂对吴茱萸果实热提粗多糖的除杂。 

 
图5 S-8大孔吸附树脂对多糖溶液除杂综合隶属度的动态泄漏

曲线 

Fig.5 The dynamic leakage curves of the comprehensive 

membership value for the polysaccharide solution on S-8 resin 

2.4  吸附前后结构变化 

利用UV 扫描分析发现，如图 6a 所示，未除杂多糖

在 430 nm 以下具有较强的吸收，且在 280 nm 处有一个

较强的吸收峰，表明粗多糖样品中不仅含有较多色素，

而且也存在大量蛋白质等杂质，吸附后，430 nm 以下波

长的吸收强度明显降低，280 nm 处吸收峰也明显减小，

表明经过 S-8 大孔吸附树脂吸附后，色素和蛋白质已经

被大量清除。由图6b、c所示，树脂吸附前粗多糖HPGPC
色谱图上有两个峰，且峰形较宽，主峰中伴有裂分，这

可能是由于较多杂质造成。而经过树脂吸附后同样出现

两个主峰，保留时间与吸附前样品的主峰基本一致。两

主峰的RT 分别约为 6.80 和 11.80 min，由公式及所选标

准葡聚糖分子量范围可以推测，第一个峰的相对分子质

量大于2.00×105 u，第二个峰相对分子量约为2.35×104 u。
以上结果表明经过树脂吸附没有发生切断糖链的情况，

吸附过程温和。此外，吸附后峰的分布范围变窄，表明

具有分子量较一致的多糖在柱色谱分离过程中受到的

干扰较少，树脂可以有效的清除大部分杂质，纯化多糖。

吴茱萸热提多糖 S-8 树脂吸附前后的 FT-IR 光谱图如图

6d 所示。在 3410 cm-1处的强吸收为羟基的伸缩振动。

在2930 cm-1处为-CH2基团的C-H的伸缩振动吸收峰[25]。

1645 cm-1处可能为 C=O 的不对称伸缩振动导致的吸收

峰[26]，表明多糖中可能存在-COOH 基团。1405 cm-1处

的吸收峰归因于 C-H 面内的弯曲振动[27]。在 1100 cm-1

附件较宽的吸收峰归因于 C-O 官能团的弯曲或拉伸振

动。这些都是多糖的特征吸收峰，从图 6d 吸附前后多

糖的 FT-IT 吸收光谱上可以判断，以上特征吸收信号均

一致，表明吸附前后吴茱萸果实热提多糖主要官能团结

构未发生改变。但是吸附后样品的吸收信号更强，受干

扰较小，也说明大孔吸附树脂具有较好的清除杂质作

用。对样品进行 1H NMR 分析，如图 6e、f 所示，在吸

附前后样品的 1H NMR 图谱指纹区，均有 2 个主要的异

头氢信号，分别是 δ 5.04×10-6和 δ 4.42×10-6。化学位移

在 δ 4.4×10-6~5.0×10-6 范围为 β-糖苷异头氢构型，而 δ 
5.00×10-6~5.40×10-6 范围为 α-糖苷异头氢构型[28]，可见

吴茱萸热提多糖存在 β-或 α-糖苷异头氢构型，而这个结

构特征在吸附前后未发生改变。综上，利用大孔吸附树

脂 S-8 对吴茱萸果实热提多糖进行吸附除杂，不仅能明

显清除其中的色素和蛋白质等杂质，而且不会引起多糖

链的断裂，多糖结构的改变。 
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图6 S-8大孔吸附树脂吸附前后多糖的紫外吸收谱（a）、HPGPC

色谱图（b、c）、FT-IR吸收谱图（d）和 1H NMR谱图（e、f） 

Fig. 6 UV-vis spectrogram (a), HPGPC chromatogram (b, c), 

FT-IR spectrogram (d) and 1H NMR spectrum (e, f) of the 

polysaccharide solutions before and after absorption by resin 

S-8 

3  结论 

相较于 X-5、AB-8、D-101、HP-20、DW-301、

APD-100 大孔吸附树脂，S-8 大孔吸附树脂对吴茱萸

果实多糖具有较好的综合纯化效率，在样品浓度为

4.41 mg/mL，初始 pH 值为 5，吸附环境温度 24.30 ℃，

流速 2.0 BV/h 的条件下具有最佳纯化效率，该条件下

色素清除率为 49.21%，蛋白清除率为 68.97%，多糖

保留率为 55.05%。且利用 S-8 大孔吸附树脂纯化过程

中，多糖的分子量分布，红外吸收特征及糖链异头氢

吸收信号等均未发生明显改变。本文表明利用 S-8 大

孔吸附树脂可以有效地清除多糖色素和蛋白质等杂

质，同时不会造成较多的多糖损失，而且整个吸附过

程不需要高温高压，强酸或强碱，不涉及有机试剂，

对环境几乎无污染，满足食品药品工业的需求，通过

比对吸附前后多糖结构特征，发现大孔吸附树脂在除

杂的同时并不会对多糖造成结构上的改变，这对纯多

糖制备和后续深入研究具有重要意义。 
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