
现代食品科技 主编专栏·生物活性肽与多糖 2019, Vol.35, No.9 

96 

 

山楂多糖的分离纯化及抗氧化和抗糖化活性研究 
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摘要：本研究以山楂果为原料，热水浸提法提取山楂多糖，脱色和除蛋白后采用 DEAE-52 纤维素进行分离纯化，在此基础上对

各多糖组份的单糖组成以及体外抗氧化和抗糖化活性进行了检测，并对其构效关系进行了简单分析。结果表明，分离纯化分别得到水

洗中性多糖（water-washed polysaccharide，WPS）以及盐洗酸性多糖 SPS-1（salt-washed polysaccharide 1，SPS-1）、SPS-2 和 SPS-3，

其层析回收产量分别为 46.33%、7.86%、37.94%和 7.12%。单糖组成分析发现，WPS 的主要单糖组成为半乳糖、鼠李糖、阿拉伯糖

和葡萄糖，而 SPS-2、SPS-1 和 SPS-3 的单糖组成主要为半乳糖醛酸、半乳糖、鼠李糖和阿拉伯糖，其中半乳糖醛酸含量依次为 25.65%、

74.93%和 85.77%。结合单糖组成和红外光谱结果，SPS-1、SPS-2 和 SPS-3 可能是果胶。体外活性研究结果表明，盐洗多糖的体外抗

氧化和抗糖化活性明显强于水洗多糖，且盐洗多糖中 SPS-3 的活性最强，其次是 SPS-2 和 SPS-1，这可能与其分子中较高的半乳糖醛

酸含量和较低的分枝度有关。本研究结果在食源性天然抗氧化剂和抗糖化剂的开发方面具有重要意义。 
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Abstract: In this study, haw fruit was used as raw material to extract haw polysaccharide by hot water method. After decolorization and 

deproteinization, the polysaccharide was separated and purified using DEAE cellulose 52. On this basis, the monosaccharide composition and 

antioxidative and antiglycation activities of polysaccharide fractions were analyzed, and their structure-activity relationship was investigated. 

The results showed that the neutral polysaccharide WPS and the acidic polysaccharides SPS-1, SPS-2 and SPS-3 were obtained, and their yields 

were 46.33%, 7.86%, 37.94% and 7.12%, respectively. Monosaccharide composition analysis found that the main sugar composition of WPS 

was galactose, rhamnose, arabinose and glucose, while the sugar composition of SPS-2, SPS-1 and SPS-3 was mainly galacturonic acid, 

galactoserhamnose and arabinose, in which the content of galacturonic acid was 25.65%, 74.93% and 85.77%, respectively. Combined 

monosaccharide composition with infrared spectroscopy results, SPS-1, SPS-2 and SPS-3 could be pectin polysaccharides. The activity study 

showed that the antioxidant and antiglycation activities of salt-washed polysaccharides were stronger than that of water-washed polysaccharides, 

and the activity of SPS-3 was the strongest in salt-washed polysaccharides, followed by SPS-2 and SPS-1, which could be related to the higher 

galacturonic acid content and lower branching in the molecule. The results of this study are of great significance in the development of 

food-derived natural antioxidants and antiglycation agents. 
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山楂（Crataegus）属于蔷薇科山楂属植物，全世

界约有 280 多个种[1]。在我国，山楂是药果兼用树种，

按地理位置、气候特点和栽培利用等情况，大致可分 
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为吉辽、京津冀、鲁苏、中原、云贵高原 5 个山楂产

区。山楂果中含有丰富的植物多糖，远高于其他栽培

水果，其中主要是果胶，新鲜山楂果中含量高达

6.4%[2]。作为膳食纤维，包括果胶在内的多糖具有益

生活性[3]、抗氧化[4]、抗肿瘤[5]、抗腹泻[6]以及减肥降

脂[7]等多种功效。随着研究的深入，结果发现多糖还

具有体外抗糖化活性，并且其体外抗糖化活性与其组

成和结构具有密切关系[8]。 
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美拉德反应是食品加热和贮藏过程中，还原糖中

的羰基与蛋白质的氨基经缩合和聚合反应生成类黑素

的反应。晚期糖基化终末产物（advancedglycation end 
products，AGEs）是美拉德反应的终产物之一，抑制

美拉德反应从而减少AGEs的生成活性称之为抗糖化
[9]。食源性AGEs是人体内AGEs的重要来源，体内

AGEs的长期积累与糖尿病、动脉粥样硬化、晚期肾病

（尿毒症）和阿尔兹海默症等慢性病的发生密切相关
[10]。本研究以山楂果为原料，提取多糖并通过

DEAE-52纤维素进行分离纯化，在对各纯化多糖组分

进行化学组成、单糖组成以及结构分析的基础上，分

别考察其体外抗氧化和抗糖化活性，并分析其组成与

活性的关系。本研究结果无论对于山楂多糖的应用，

还是对于天然食源性抗氧化剂和抗糖化剂的开发，均

具有重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

市售山楂（产地：辽宁；品种：辽红），经去

蒂、去核、切片和 50 ℃烘箱干燥，粉碎（80 目）

后备用。牛血清白蛋白（bovine serum albumin，
BSA）、丙酮醛（methyglyoxal，MGO）、氨基胍

（aminoguanidine）、1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼

（ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazxyl ， DPPH ） 、

DEAE-52、大孔吸附树脂以及单糖标准均购自

Sigma 公司；其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

F-4500 荧光分光光度计，美国 Perin 公司；FTS135
型傅里叶红外光谱仪，美国 BID-BAD 公司；752 型紫

外可见分光光度计，上海舜宇恒平科学仪器有限公司；

H/T12MM 型台式高速离心机，湖南赫西仪器装备有

限公司；PHSJ-4F 实验室 pH 计，上海仪电科学仪器

股份有限公司；RE-2000A 旋转蒸发器，荣阳市科瑞

仪器有限公司；SHB-III 循环水式多用真空泵，巩义

市科瑞仪器有限公司；DHG-9030A 型电热恒温鼓风干

燥箱，巩义市科瑞仪器有限公司；HH.S21-6-S 型电热

恒温水浴锅，上海龙跃仪器设备有限公司；自动馏分

收集器和层析柱（1.6 cm×30 cm），东京理化；真空

冷冻干燥器，宁波新芝；气相色谱仪，日本岛津。 

1.3  实验方法 

1.3.1  山楂多糖的提取 

称取山楂粉 10 g，按料液比 1:15（g/mL）加入蒸

馏水，95 ℃水浴 4 h，期间玻璃棒每隔 10 min 搅拌一

次。提取混合液经纱布过滤除去残渣，离心（4000 
r/min，10 min）回收上清液。残渣用 10 倍质量热水浸

提 3 次，过滤后离心，合并上清液，浓缩至原体积的

一半。浓缩液经大孔吸附树脂脱色和三氯乙酸-正丁醇

结合法脱蛋白后[11,12]，真空冷冻干燥得粗多糖粉末，

备用。 
1.3.2  山楂多糖的分离纯化 

将粗多糖溶于去离子水，配置成浓度为 5 mg/mL
多糖溶液，取 10 mL 上样经磷酸缓冲液（NaH2PO4/  
Na2HPO4，pH 6.8）预处理的 DEAE-纤维素层析柱（1.6 
cm×30 cm），去离子水洗脱过夜，再以 0~1 mol/L 的

NaCl 溶液进行线性洗脱，流速为 1.25 mL/min，自动

馏分收集器每 5 mL 收集 1 管，于 490 nm 波长苯酚硫

酸法测吸光度，并绘制洗脱曲线，横坐标为收集管数，

纵坐标为吸光度。合并各峰样品洗脱液，去离子水透

析（截留分子量>10,000 u）3 d，真空冷冻干燥后称重

并计算各多糖组分的产量/%。 
1.3.3  红外光谱分析 

取各干燥的多糖粉末样品 1 mg，与 KBr 一起研

磨后制成透明压片，使用 FTS135 型傅里叶红外光谱

仪在 400~4000 cm-1区内进行红外光谱扫描分析。 
1.3.4  化学组成和单糖组成分析 

总糖含量采用苯酚硫酸法检测，以葡萄糖作为单

糖标准[13]。蛋白质含量采用Bradford报道的方法检测，

以牛血清蛋白作为标准蛋白[14]。半乳糖醛酸含量采用

Bitter 报道的方法检测，以半乳糖醛酸作为标准单糖
[15]。总酚含量采用福林酚比色法检测[16]。酯化度测定

参照 Bochek 报道的方法[17]。 
单糖组成测定按照课题组以前的方法[18]。首先，

2 mg 多糖密封于玻璃试管中，加入 2 mol/L 的三氟乙

酸 0.5 mL，置 110 ℃条件下降解 4 h。添加乙醇溶解，

氮吹仪在 50 ℃减压条件下吹干，重复三次去除多余

的三氟乙酸。同时添加盐酸羟胺、吡啶和乙酸酐对降

解样品和标准单糖进行乙酰化。产物分析采用气相色

谱，火焰离子检测器以及 RTX-1701 型二氧化硅毛细

管柱（30.0 m×0.25 mm×0.25 μm）。检测条件：柱温

以 5 ℃/min 从 180 ℃增加到 220 ℃并在此温度保持

5 min，然后再以 10 ℃/min 升温到 280 ℃并保持 20 
min。检测器和注射器温度设定为 280 ℃。载气为高

纯度氮气，上样体积为 0.4 μL。 
1.3.5  外抗氧化活性的测定 

O2
-·清除活性、·OH 清除活性和 DPPH·清除活性

的测定依据以前报道的方法[19~21]。 
1.3.6  抗糖化活性测定 
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抗糖化活性测定按照课题组之前报道的方法[22]。

以氨基胍为阳性对照，磷酸缓冲液代替多糖样品为阴

性对照。荧光分光光度计于激发波长 370 nm 和发射

波长 440 nm 测定样品荧光强度计算对荧光性 AGEs
生成抑制率。 
1.3.7  数据处理 

所有实验均三次重复，实验数据采用 SPSS 20.0
软件进行分析，结果以平均值±标准误表示。 

2  结果与分析 

2.1  山楂多糖分离纯化结果 

山楂多糖柱层析分离纯化结果如图 1 所示。分别

经蒸馏水和不同浓度梯度的 NaCl 溶液洗脱，得到中

性水洗多糖 WPS 以及酸性盐洗多糖 SPS-1、SPS-2 和

SPS-3。其中，中性糖 WPS 的含量最高，达到 46.33%；

酸性糖中 SPS-2 含量最高，为 37.94%，其余 SPS-1 和

SPS-3 含量很少，分别为 7.86%和 7.12%（表 1）。 

 
图1 山楂多糖DEAE-52纤维素柱梯度洗脱曲线图 

Fig.1 Stepwise elution curve of the haw polysaccharides using 

DEAE-52 chromatography. 

注：WPS：水洗多糖；SPS-1：盐洗多糖 1；SPS-2：盐洗

多糖 2：SPS-3：盐洗多糖 3。 

2.2  红外光谱分析结果 

山楂多糖分离纯化各组份的傅里叶红外光谱图如

图 2 所示。在 3420 cm-1附近的峰主要是多糖 O-H 的

伸缩振动峰；在 2930 cm-1附近出现的吸收峰主要是甲

基或者亚甲基 C-H 键的振动峰[23]；在 1730~1760 cm-1

和 1600~1630 cm-1出现的较强的振动峰是多糖甲酯化

的 C=O 和解离的羧基中的 C=O 的特征振动峰[24]；在

1016~1147 cm-1 范围内出现吸收峰，表明有吡喃糖的

存在，吸收峰越强，说明糖醛酸含量越高，是果胶的

特征性振动峰（SPS-1、SPS-2 和 SPS-3）[25]。874 cm-1

附近的吸收峰表明可能有 α-糖苷键存在。红外光谱结

果表明，SPS-1、SPS-2 和 SPS-3 可能是果胶[25]。 

 
图2 山楂多糖WPS，SPS-1，SPS-2和 SPS-3傅里叶红外光谱仪

图 

Fig.2 Infrared spectra of haw polysaccharides WPS, SPS-1, 

SPS-2 and SPS-3 

2.3  山楂多糖各组份物理化学特性及组成分

析结果 

山楂多糖分离纯化各组分的物理化学特性及组

成如表 1 和表 2 所示。在分离纯化的四种多糖组分中，

均未检测到蛋白和多酚的存在。四种多糖的总糖含量

均大于 97%，且三种酸性多糖 SPS-1、SPS-2 和 SPS-3
中半乳糖醛酸含量依次为 25.65%、74.93%和 85.77%，

其余单糖主要为半乳糖、鼠李糖和阿拉伯糖，酯化度

分别为 84.37%、81.23%和 78.58%，可能为果胶。中

性糖 WPS 的主要单糖为半乳糖、鼠李糖、阿拉伯糖

和葡萄糖，含量分别为 37.68%、13.23%、15.74%和

26.49%，几乎不含有半乳糖醛酸，仅为 0.51%。 
表1 山楂多糖各组份物理化学特性分析 

Table 1 Physicochemical properties analysis of haw polysaccharide fractions 

多糖组分 WPS SPS-1 SPS-2 SPS-3 

产量/% 46.33±1.41 7.86±0.22 37.94±1.64 7.12±0.36 

总糖/% 97.91±2.43 97.12±1.62 98.62±2.91 98.51±2.26 

蛋白/% - - - - 

总酚/% - - - - 

酯化度/% - 84.37±3.82 81.23±2.91 78.58±3.46 

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.9 

99 

表2 山楂多糖各组份半乳糖醛酸含量及单糖组成分析 

Table 1 Galacturonic acid content and monosaccharide composition analysis of haw polysaccharide fractions 

多糖组分/(mol %) WPS SPS-1 SPS-2 SPS-3 

半乳糖醛酸 0.51±0.11 25.65±2.42 74.93±1.42 85.77±2.15 

其它单糖组成

半乳糖 37.68±0.82 23.53±0.14 0.82±0.01 2.22±0.01 

鼠李糖 13.23±0.34 12.12±0.43 4.14±0.01 3.36±0.01 

阿拉伯糖 15.74±0.28 34.92±0.31 17.46±0.62 5.64±0.14 

木糖 3.33±0.11 1.92±0.01 1.13±0.01 1.33±0.01 

葡萄糖 26.49±1.14 0.15±0.01 0.22±0.01 0.15±0.01 

半乳糖醛酸/鼠李糖 0.12±0.01 2.17±0.01 18.31±0.05 26.13±0.94 

阿拉伯糖/鼠李糖 1.21±0.01 2.92±0.01 4.52±0.02 1.74±0.01 

半乳糖/鼠李糖 2.94±0.01 1.96±0.01 0.22±0.01 0.77±0.01 

2.4  山楂多糖体外抗氧化活性结果 

山楂多糖分离纯化各组分的体外抗氧化活性如图

3 所示。作为阳性对照的 Vc，随着浓度的增加，DPPH、

O2
-·和·OH 的清除率极速增加，浓度大于 1.00 mg/mL

时，三种自由基的清除率均接近甚至大于 90%。在相

同浓度下，阳性对照 Vc 的三种自由基清除率均大于

多糖组分。而对于四种多糖，随着浓度的增加，其自

由基清除率也缓慢增加，当 WPS，SPS-1，SPS-2 和

SPS-3 的浓度达到 5.00 mg/mL 时，其对 DPPH 的清除

率分别达到 70.95%、78.76%、85.53%和 90.82%，对

O2
-·的清除率分别为 51.88%、75.95%、92.84%和

97.68%，对·OH 的清除率分别为 46.34%、68.53%、

80.86%和 84.59%。并且研究发现，在相同浓度下，三

种酸性多糖 SPS-1，SPS-2 和 SPS-3 的自由基清除率明

显强于中性多糖 WPS，且三种酸性多糖中自由基清除

率由强到弱依次为 SPS-3> SPS-2> SPS-1。这一结果与

Chen 等[26]报道的香菇多糖的体外抗氧化活性一致，其

研究结果表明，盐洗酸性多糖的体外抗氧化活性强于

水洗中性多糖，且体外抗氧化活性与多糖中糖醛酸含

量成正相关。此外，Chaouch 等[27]研究也表明，多糖

组分中高含量的半乳糖醛酸有助于提高其体外抗氧化

活性。 

 

 

 

图 3 山楂多糖和Vc对 DPPH·（a）、O2
-·（b）和·OH（c）

的清除作用 

Fig.3 Scavenging ability on DPPH· (a), O2
-· (b) and ·OH (c) of 

haw polysaccharides and Vc 

2.5  山楂多糖体外抗糖化活性结果 

山楂多糖分离纯化各组分的体外抗糖化活性如图

4 所示。在 BSA-果糖模拟美拉德反应体系中（图 4a），
前 7 d，阳性对照氨基胍和四种多糖的糖基化抑制率均

增加缓慢，从第 7 d 开始，抑制率逐渐加快，到第 28 d
时，氨基胍、WPS、SPS-1、SPS-2 和 SPS-3 的糖基化

抑制率分别达到 69.79%、30.63%、48.46%、65.91%
以及 75.13%。相比较在 BSA-MGO 美拉德反应模拟体

系中（图 4b），从反应的第 1 d 开始，阳性对照以及四 
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种多糖的糖基化抑制率均快速增加，到第 28 d 时，氨

基胍、WPS、SPS-1，SPS-2 和 SPS-3 的糖基化抑制率

分别达到 70.64%，35.87%，57.93%，72.92%和 78.88%。

总体而言，酸性多糖 SPS-3 的糖基化抑制率略强于阳

性对照氨基胍，三种酸性多糖中，糖基化抑制率由强

到弱依次为 SPS-3>SPS-2>SPS-1，且在相同浓度下均

强于中性糖 WPS。体外抗糖化活性强弱顺序与图 3 中

体外抗氧化活性顺序相同。Lyu 等[28]的研究表明，何

首乌多糖具有很好的体外抗氧化和抗糖化活性，且盐

洗多糖的体外抗糖化活性明显强于水洗多糖，这与本

研究的结果一致。本课题组之前从软枣猕猴桃中分离

纯化多糖，也得出了与本研究相同的结论[18]。 

 

 

图 4 山楂多糖和阳性对照氨基胍（AG）在BSA-果糖（a）和

BSA-MGO（b）模拟反应体系下的糖化抑制率 

Fig.4 Glycation inhibition rates of amino guanidine and haw 

polysaccharides in BSA-fructose model (a) and BSA-MGO 

model (b) 

另外，综合分析各多糖组分的分子组成和体外抗

氧化以及抗糖化活性结果，我们发现，三种酸性多糖

SPS-1、SPS-2和SPS-3的体外抗氧化活性和抗糖化活性

与其分子中的分枝度有关。研究报道，在果胶中，分

枝度越大，其分子中半乳糖醛酸含量与鼠李糖含量的

比值越小，而半乳糖含量与鼠李糖含量的比值以及阿

拉伯糖含量与鼠李糖含量的比值越大[29]。在表2中，

三种酸性多糖的半乳糖醛酸含量与鼠李糖含量的比值

从小到大依次为：SPS-1<SPS-2<SPS-3，半乳糖含量

与鼠李糖含量的比值以及阿拉伯糖含量与鼠李糖含量

的比值的和从大到小依次为：SPS-2>SPS-1>SPS-3。
这表明，三种酸性多糖中，SPS-2和SPS-1的分枝度要

大于SPS-3。结合活性检测结果，我们推测在本研究中，

酸性果胶多糖的分枝度与其体外抗氧化和抗糖化活性

呈负相关。 

3  结论 

山楂多糖经分离纯化得到WPS、SPS-2、SPS-1和
SPS-3四种多糖组分。组成分析表明，WPS的主要单

糖组成为半乳糖、鼠李糖、阿拉伯糖和葡萄糖，含量

分别为37.68%、13.23%、15.74%和26.49%，仅含有0.5%
的半乳糖醛酸。SPS-1、SPS-2和SPS-3的单糖组成主要

为半乳糖醛酸、半乳糖、鼠李糖和阿拉伯糖，其中半

乳糖醛酸含量依次为25.65%、74.93%和85.77%。结合

红外光谱结果，SPS-1、SPS-2和SPS-3可能是果胶。体

外抗氧化和抗糖化活性表明，四种多糖组分中，水洗

多糖WPS活性最弱；三种盐洗酸性多糖中，SPS-3的
活性强于SPS-1和SPS-2，这可能与其分子中较高的半

乳糖醛酸含量和较低的分枝度有关。该研究结果对于

山楂多糖体外以及体内功能活性的深入研究打下了坚

实基础，并为天然食源性抗糖化剂的开发提供了新的

素材。但对于各多糖组份的具体结构以及其体外抗糖

化活性机理，还需要进一步研究。 
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