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山药皮多糖的分离纯化、结构特征及体外
抗氧化活性研究

叶美芝，伍紫仪，吴金松，钟青萍*

（广东省食品质量安全重点实验室，华南农业大学食品学院，广东广州 510642）

摘　要：本研究通过三氯乙酸法、Sevag 法以及 Sevag-木瓜蛋白酶法，研究了山药皮粗多糖的除蛋白工艺，对提纯

后的山药皮多糖组分进行红外光谱和单糖组分等结构特征分析，并对体外抗氧化活性进行测定。研究结果表明：

提取山药皮多糖的适宜的乙醇终浓度为 90%，多糖得率为 9.55%，酶结合 Sevag 法为最优的脱蛋白工艺，在此条

件下多糖保留率为 64.7%，蛋白脱除率为 76.8%。山药皮多糖经过 DEAE-52 纤维素柱层析后得到 CYPP-1 和

CYPP-2 两种主要多糖组分，其分子量分别为 4.442 kDa 和 4.278 kDa。CYPP-1 由盐酸氨基葡萄糖、半乳糖、葡萄

糖、甘露糖和葡萄糖醛酸组成，摩尔比为：11.1:14.4:21.8:35:10.8；CYPP-2 由盐酸氨基葡萄糖、甘露糖和葡萄糖

醛酸组成，摩尔比为：10.5:47.9:16.8。红外图谱分析显示两种组分均符合植物多糖结构特征，均为 α-型多糖。综

合比较不同浓度的 CYPP-1 和 CYPP-2 对 DPPH、羟自由基、ABTS+和超氧阴离子自由基的体外清除效果，其中

8.0 mg/mL 的 CYPP-1 的清除率分别为 89.83%、46.72%、67.27%、51.20%，其抗氧化活性高于 CYPP-2。
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Abstract：In this study, the optimal process for the deproteinization of crude polysaccharides from Chinese yam peel was
investigated  by  using  the  trichloroacetic  acid  method,  Sevag  method  and  Sevag-papain  enzyme  method.  The  purified
polysaccharide  fractions  were  characterized  by  infrared  spectroscopy,  the  monosaccharide  composition  analysis,  and  the
antioxidant activity in vitro was determined. The results indicated that the optimal ethanol final concentration was 90%, the
yield of  polysaccharide reached 9.55%, and polysaccharide precipitation rate was the highest.  The better  deproteinization
process was papain treatment combined with Sevag method. Under the condition, the polysaccharide retention rate reached
64.7%  and  the  deproteinization  rate  was  76.8%.  Two  major  polysaccharide  fractions  named  CYPP-1  and  CYPP-2  were
isolated  and  purified  from  crude  polysaccharide  by  DEAE-52  cellulose  column  chromatography,  and  their  molecular
weights  were  4.442  kDa  and  4.278  kDa  respectively.  CYPP-1  was  consisted  of  glucosamine  hydrochloride,  galactose,
glucose,  mannose  and  glucuronic  acid  with  the  molar  ratio  of  11.1:14.4:21.8:35:10.8,  and  CYPP-2  was  consisted  of
glucosamine  hydrochloride,  mannose  and  glucuronic  acid  with  the  molar  ratio  of  10.5:47.9:16.8.  Infrared  spectroscopy
showed  that  both  fractions  were  consistent  with  the  structural  characteristics  of  plant  polysaccharides,  being α-type  
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polysaccharides. The scavenging effects of different concentrations of CYPP-1 and CYPP-2 on DPPH, hydroxyl radicals,
ABTS+ and  superoxide  anion  radicals in  vitro were  compared,  and  the  scavenging  rates  of  8.0  mg/mL  CYPP-1  were
89.83%, 46.72%, 67.27% and 51.20%, respectively. And its antioxidant activity was higher than that of CYPP-2.

Key words：Chinese yam peel；polysaccharide；separation and purification；structural characteristics；antioxidant activity

 

山药具有抗氧化、提高机体免疫力、降血糖、美

容护肤等功能活性[1−3]。山药主要成分的作用机制、

药理作用研究及产品开发均取得较多进展[4−6]。而山

药皮是山药加工的主要副产物，约为加工品产量的

20% 左右，除少部分作为廉价的动物饲料外，大部分

作为废弃料直接焚烧或者丢弃掉，既是对资源的浪费

又污染环境[7]。因此，对山药皮资源的再利用显得尤

为重要，多项研究表明，山药皮的成分与去皮山药相

似，而且黄酮、总酚及尿囊素含量甚至高于去皮山

药，保健功效的应用前景较好[8]。近年来，随着山药

种植面积的扩大，山药保健食品的产业化发展，山药

皮的产量逐年增加。近年来，天然多糖因其无毒、高

效、多功能而备受关注[9]。从废弃生物质资源中高效

回收和利用多糖已成为提高其商业价值的环保趋

势[10]。然而，从山药皮中提取的多糖是否具有资源回

收再利用的工业潜力尚不确定，因此，山药皮中多糖

的分离纯化工艺、结构特征及生物活性研究对于山

药皮资源的充分利用有着重要意义。

多糖是山药皮主要的生物活性成分之一，山药

皮多糖不仅具有增强机体免疫力、降血糖和血脂等

一系列作用，还具有保护肝脏和脾胃、促进肠道蠕动

等功效。除上述作用外，山药皮多糖对金黄色葡萄球

菌、大肠杆菌、白色念球菌、枯草芽孢杆菌均有一定

的抑制效果[11]。多糖的提取方法有超声辅助提取

法[12]、纤维素酶酶解法[13]、浸提法[14] 和脱蛋白方

法[15] 等，传统的水浸提法使多糖的提取率偏低，在其

基础上采用辅助技术，如超声波辅助提取法和酶解提

取法可提高其得率。山药多糖中的羟基、亲电基团

可能使其具有清除羟自由基和超氧阴离子自由基的

作用，而其单糖组成、糖苷键及构型可能使其具备清

除 DPPH 自由基能力，因此山药多糖具有抗氧化作

用[16]。本研究采用水浸提法提取山药皮多糖，以蛋白

脱除率及多糖保留率为评价指标，比较几种脱蛋白工

艺的效果，再通过 DEAE-52 纤维素层析进行纯化，

对纯化的山药皮多糖主要组分进行红外光谱和单糖

组分等结构特征分析，并测定其多糖组分对 DPPH
自由基、羟自由基、超氧阴离子自由基及 ABTS 自

由基等的体外清除效果，以期为山药皮资源的充分利

用和活性多糖的开发应用提供参考依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

山药　为产自河南温县的铁棍山药，山药皮为

加工山药粉后的皮渣副产物；葡萄糖　分析纯，南京

森贝伽生物科技有限公司；DEAE-52 纤维素、考马

斯亮蓝 G-250、牛血清蛋白、Sephadex-100、各种标

准葡聚糖和蓝色葡聚糖（Dextran  T-2000）　北京

索莱宝科技有限公司；木瓜蛋白酶（食品级，≥

100000 U/g）　河南万邦化工科技有限公司；单糖标

准品（岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、

木糖、甘露糖、果糖、核糖、半乳糖醛酸、葡萄糖醛

酸、氨基半乳糖盐酸盐、盐酸氨基葡萄糖、N-乙酰-
D 氨基葡萄糖、古罗糖醛酸、甘露糖醛酸）　均为分

析纯，博睿糖生物公司；其他试剂均为分析纯。

723N 可见分光光度计　上海佑科仪器仪表有

限公司；UV1902 双光束紫外可见分光光度计　上

海奥析科学仪器有限公司；IS100 傅里叶红外光谱

仪　美国尼高力有限公司；22176-60004 离子色谱

仪　赛默飞公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   山药皮粗多糖提取　削皮后的山药皮于烘箱

中 60 ℃ 烘 5 h，粉碎后过 100 目筛；用 95% 乙醇在

80 ℃ 条件下进行脱脂脱色处理 4 h，再次烘干后得

到山药皮干粉密封备用。精确称取 10.0 g 山药皮干

粉加入蒸馏水于水浴锅中浸提（料液比为 1:30），设
置 85 ℃ 的浸提温度，浸提 5 h 后，用真空泵抽滤后

进行蒸发浓缩（60 ℃，30 min），再采用不同终浓度

（分别为 50%、60%、70%、80%、90%）的乙醇进行醇

沉（4 ℃，12 h）[17]，真空泵进行抽滤、滤渣于 55 ℃ 烘

箱中烘至恒重，即得到粗多糖样品。在得到较优的乙

醇终浓度后，在此浓度下大量制备山药皮粗多糖，并

进行后续的脱蛋白处理。

 1.2.2   山药皮多糖的脱蛋白方法　将上述制备的山

药皮粗多糖（浓度为 200 μg/mL）分别采用三氯乙酸

法、Sevag 法、木瓜蛋白酶-Sevag 法进行脱蛋白[18−19]。

其中，蛋白脱除率和多糖保留率分别公式为：

蛋白脱除率（%）=（脱蛋白前的蛋白含量−脱蛋白

后的蛋白含量）/脱蛋白前的蛋白含量×100
多糖保留率（%）=脱蛋白后的多糖含量/脱蛋白

前的多糖含量×100

 1.2.2.1   Sevag 法脱蛋白　按氯仿和正丁醇体积比 4:1
配制 Sevag 试剂，取山药皮粗多糖溶液（200 μg/mL）
50 mL，加入等体积的 1/4 的 Sevag 试剂，剧烈摇晃

30 min，静置 1.5 h 使溶液分层，弃去下层的浑浊有机

溶剂层和不溶性蛋白质层后再次加入 Sevag 试剂，

上述操作重复 6 次以上，直至有机溶剂层澄清及不

出现蛋白质层。

 1.2.2.2   三氯乙酸法脱蛋白　配制 200 μg/mL 的粗

多糖溶液，取 50 mL，分别加入三氯乙酸使其终浓度

分别为 3%、6%、9%、12%、15%，充分混匀后静置过
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夜，离心（10000 r/min，15 min）除去不溶性沉淀。

 1.2.2.3   酶法（木瓜蛋白酶）-Sevag 法　取山药皮粗

多糖溶液（200 μg/mL）50 mL，加入多糖重量 4% 的

木瓜蛋白酶，于 55 ℃ 水浴条件下酶解 3 h，迅速升温

至 90 ℃ 进行灭酶处理 10 min，后续操作同 1.2.2.1。

 1.2.3   样品中蛋白含量测定　采用考马斯亮蓝法测

定蛋白质含量[20]，以标准牛血清蛋白绘制标准曲线，

得标准曲线方程为 y=0.0109x−0.0086，R2=0.9996，其
中纵坐标为吸光度，横坐标为蛋白质浓度。样品按同

样条件进行反应，根据标准曲线得蛋白质含量。

 1.2.4   山药皮多糖含量的测定　用苯酚-硫酸法测山

药皮多糖含量[21]，以葡萄糖绘制标准曲线，得标准曲

线方程为 y=0.0036x+0.4527，R2=0.9931，其中纵坐标

为吸光度，横坐标为多糖浓度。准确称取山药皮多

糖 0.100 g，配制成 100 μg/mL 的溶液，测其在波长

490 nm 处的吸光度，根据标准曲线回归方程计算得

出多糖的质量浓度，多糖得率按式（1）计算。

山药皮多糖得率(%) =
ρ×V×n

m
×100 式（1）

式中：m 为山药皮粉质量，g；V 为山药皮多糖溶

液总体积，mL；n 为稀释倍数；ρ 为样品多糖质量浓

度，μg/mL。

 1.2.5   山药皮多糖的分离纯化　取 200 mg 去蛋白

的粗多糖溶液上样，用 DEAE-52 纤维素柱层析，分

别用蒸馏水、0.05、0.10、0.20、0.50 mol/L 的 NaCl
溶液进行梯度洗脱。用苯酚-硫酸法检测收集的多糖

溶液，收集含量最高的多糖组分。

 1.2.6   山药皮多糖分子量的测定　采用 Sephadex
G-100 葡聚糖凝胶过滤柱层析法[17]，用蒸馏水洗脱，

洗脱速度为 0.5 mL/min。各标准葡聚糖和蓝色葡聚

糖上样量均为 2.0 mg，首先用蓝色葡聚糖测得洗脱

体积为 V0，然后用型号 T-110、T-70、T-40、T-10 标

准葡聚糖相继上柱。收集洗脱液，每管 3 mL，苯酚-
硫酸法进行检测，根据吸光度确定洗脱体积 Ve。以

Ve/V0 为纵坐标，分子量的自然对数 lgMr 为横坐标，

绘制标准曲线，该标准曲线的回归方程是：（Ve/V0）=
−1.4265（lgMr）+7.5362，R2=0.9976。在同样洗脱条

件下，取 2.0 mg 纯化后的 CYPP-1 和 CYPP-2 上柱，

测定各自的洗脱体积 Ve′，结合标准曲线和 Ve′/V0 值

计算出相应的分子量。

 1.2.7   山药皮多糖的红外光谱扫描　取 1.5 mg 经过

冷冻干燥后的多糖组分 CYPP-1、CYPP-2 与 100 mg
溴化钾粉末完全充分混合，用研钵研磨后压片，在傅

里叶红外光谱仪中的 4000~500 cm−1 波数范围内进

行扫描分析。

 1.2.8   山药皮多糖的单糖组成分析　准确称量 5 mg
样品于安瓿瓶中，加入 2 mL 三氟乙酸（3 mol/L），在
120 ℃ 的条件下水解 3 h，然后吸取 1 mL 溶液于干

净试管中氮吹至干，加入 5 mL 去离子水并涡旋，吸

取 50 μL 加入 950 μL 超纯水并离心（12000 r/min，
5 min）。取上清液进行离子色谱仪分析，进样量为

5 μL。色谱条件参照陈怡君等[22]。

 1.2.9   山药皮多糖组分体外抗氧化活性　纯化后的

CYPP-1 和 CYPP-2 分别溶于超纯水，分别配制不同

浓度的溶液备用。以相同浓度的抗坏血酸（Ascorbic
acid，VC）作为阳性对照。采用李尧等[23] 的方法，测

定 CYPP-1 和 CYPP-2 对 DPPH 自由基、羟自由基、

ABTS+自由基和超氧阴离子的清除能力。

 1.3　数据处理

各组实验均平行 3 次，通过 Excel 2010 软件处

理数据，进行单因素方差和显著性差异分析（P<
0.05），并用 Origin 8.6 软件绘制图表。

 2　结果与分析

 2.1　不同乙醇终浓度对山药皮粗多糖得率的影响

乙醇的加入会使多糖的溶解度降低，从而被析

出。由图 1 可知，随着乙醇终浓度的升高，山药皮粗

多糖的得率不断增大，在乙醇终浓度为 90% 时，得率

最高，为 9.55%，故在此浓度下大量制备山药皮粗多

糖，并进行下一步的脱蛋白。
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图 1    不同乙醇终浓度对山药皮多糖得率的影响
Fig.1    Effects of different final concentrations of ethanol on the

yield of polysaccharides from yam bark
 

 2.2　山药皮多糖脱蛋白工艺

如图 2A，在 Sevag 试剂的持续脱蛋白处理下，

蛋白质去除率随之增加，处理次数达 8 次后，蛋白脱

除率可达 75% 以上；但随着脱蛋白次数的增加，多糖

保留率降低，经过 6 次处理后多糖保留率低于 65%，

然后趋于平稳。多糖保留率随脱蛋白次数增加而降

低，这可能是由于部分糖蛋白会在 Sevag 试剂的处

理过程中沉淀下来。用该法脱蛋白，多糖保留率以及

蛋白去除率都比较高，8 次处理具有良好的效果。

如图 2B，在三氯乙酸终浓度为 12% 时，蛋白去

除率较高，可达 71.2%。随着其浓度增加至 15% 时，

多糖保留率逐渐降低至 41.6%。与 Sevag 法比较，三

氯乙酸导致大量蛋白变性而沉淀下来，但此法对山药

皮多糖破坏大，因此多糖保留率低，此方法没有

Sevag 法的脱蛋白效果好。

如图 2C，在木瓜蛋白酶作用并经过 Sevag 试

剂 6 次处理后，蛋白去除率和多糖保留率变化不
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大，同时对比图 2A 可知，木瓜蛋白酶结合 Sevag
试剂脱蛋白 6 次后即可达到 Sevag 法脱蛋白 8 次

的效果，这可能是由于木瓜蛋白酶对蛋白质大分子

的酶解，使得脱蛋白处理次数减少，脱蛋白效果提

高。因此木瓜蛋白酶-Sevag 法是山药皮粗多糖除

蛋白的最佳方法。

 2.3　山药皮多糖 DEAE-纤维素阴离子交换层析纯化

由图 3 可知，山药皮粗多糖的主要组分为

CYPP-1 和 CYPP-2，分别收集进行冷冻干燥，并进行

下一步分析。

 2.4　山药皮多糖分子量的测定

由图 4 可知，分别收集 CYPP-1 和 CYPP-2 的

490 nm 处的吸光度大于 0.1 的管数为 24-37 管和

25-36 管，洗脱体积 Ve′分别为 43 mL 和 39 mL。已

测得标准蓝色葡聚糖外水体积 V0 为 30 mL，根据

Ve′/V0 值，计算其平均相对分子量分别为 4.442 kDa
和 4.278 kDa。

 2.5　山药皮多糖组分红外扫描图谱

如 图 5 所 示 ， CYPP-1 和 CYPP-2 分 别 在

3426  cm−1 和 3425  cm−1 波数处产生较强宽带为

-OH 伸缩振动吸收峰；在 2984 cm−1 和 2985 cm−1 处

的吸收峰为 C-H 键的不对称伸缩振动，是多糖的特

征基团吸收峰；在 1617cm−1 和 1609 cm−1 处的吸收

峰为该分子中的羰基 C=O 的伸缩振动；两者均在

1255 cm−1 处没有吸收峰，表明多糖中没有硫酸基，证

明 CYPP-1 和 CYPP-2 是不带电荷的中性多糖[24]。

CYPP-1 在 1396 cm−1、1351 cm−1 处产生的吸收峰

为 C-H 变角振动，786cm−1 处产生的吸收峰表面此

多糖以 α-型差向异构为主[25]。由红外光谱分析，山

药皮多糖组分 CYPP-1 具有多糖的结构特征，为 α-

型多糖。CYPP-2 在 1200~1000 cm−1 处的三个吸收

峰 1173、1079、1008 cm−1 是由醚键 C-O-C 振动而

产生，表明 CYPP-2 中的糖环为吡喃糖环。在

799 cm−1 和 859 cm−1 处的吸收峰表明多糖以 α 型差
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图 2    Sevag 法（A）、三氯乙酸法（B）和木瓜蛋白酶-Sevag 法
（C）除蛋白

Fig.2    The results of Sevag method (A), trichloroacetic acid
method (B) and the papain-Sevag method (C) for protein

removal
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图 3    山药皮多糖洗脱曲线

Fig.3    Elution curve of polysaccharides from yam bark
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图 4    CYPP-1 和 CYPP-2 的分子量测定

Fig.4    The molecular weights of CYPP-1 and CYPP-2
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向异构为主，且在 773 cm−1 处产生了 α-异构体吡喃

己糖环的对称振动[26−27]。由红外光谱分析可知，山药

皮多糖组分 CYPP-2 具有多糖的结构特征，为 α-异
构体吡喃己糖环多糖。

 2.6　山药皮多糖单糖组分分析

采用 16 种不同单糖标准品制作单糖标准品液

相色谱图（图 6A）。CYPP-1 主要含有盐酸氨基葡萄

糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、葡萄糖醛酸，摩尔比

为 11.1:14.4:21.8:35.0:10.8，CYPP-2 主要含有盐酸

氨基葡萄糖、甘露糖、葡萄糖醛酸，摩尔比为 10.5:

47.9:16.8（图 6B 和 6C）。

 2.7　山药皮多糖体外抗氧化活性分析

在本研究中，CYPP-1 和 CYPP-2 的体外抗氧化

活性性能通过对四种自由基的清除能力来进行评价，

并用 VC（浓度为 0.5~8.0 mg/mL）作为阳性对照。
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图 5    CYPP-1 和 CYPP-2 红外扫描图谱

Fig.5    Infrared scanning diagrams of CYPP-1 and CYPP-2
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Fig.6    Iron liquid chromatograms of monosaccharide standards (A)、CYPP-1 (B) and CYPP-2 (C)
注：Fuc（岩藻糖）、GalN（盐酸氨基半乳糖）、Rha（鼠李糖）、Ara（阿拉伯糖）、GlcN（盐酸氨基葡萄糖）、Gal（半乳糖）、Glc（葡萄
糖）、GlcNAc（N-乙酰-D 氨基葡萄糖）、Xyl（木糖）、Man（甘露糖）、Fru（果糖）、Rib（核糖）、GlaA（半乳糖醛酸）、GulA（古罗糖醛
酸）、GlcA（葡萄糖醛酸）、ManA（甘露糖醛酸）。
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在浓度为 0.5~8.0 mg/mL 时，CYPP-1 和 CYPP-2
对 DPPH 清除率分别为 20.25%~89.83% 和 19.12%~
80.14%，两种 CYPP 都展现了较好的 DPPH 自由基

清除能力；浓度为 8.0 mg/mL 时，CYPP-1 清除 DPPH
活性略高于 CYPP-2（图 7A）。CYPP-1 和 CYPP-
2 对羟自由基的清除率分别为 21.78%~46.72% 和

16.9%~40.30%；CYPP-1 最高浓度清除羟自由基活

性略高于 CYPP-2（图 7B）。在浓度为 0.5~8.0 mg/mL
时，CYPP-1 和 CYPP-2 对 ABTS+自由基清除率分别

为 24.69%~67.27% 和 23.51%~59.27%；CYPP 浓度

为 8.0 mg/mL 时，CYPP-1 清除率高于 CYPP-2，差
异较显著（图 7C）。超氧阴离子自由基的清除率不存

在浓度依赖性； CYPP-1 和 CYPP-2 对超氧阴离子自

由基在不同浓度下最高清除率分别为 58.70% 和

50.70%（图 7D）。

CYPP-1 和 CYPP-2 的单糖组成和比例存在显

著差异，可能导致它们抗氧化活性不同。多糖的抗氧

化活性与分支程度、糖苷键、单糖组成、分子量、结

构修饰和结构特征等密切相关[28−29]。CYPP-1 的抗

氧化活性高于 CYPP-2，CYPP-1 的单糖组成中还含

有半乳糖和葡萄糖，CYPP-2 中甘露糖和葡萄糖醛酸

的含量较高，推测半乳糖和葡萄糖能提升多糖的抗氧

化活性，但有研究表明糖醛酸含量高也能提升多糖的

抗氧化活性[30]，具体的单糖组成和比例对抗氧化活性

的影响还有待继续研究。CYPP-1 的分子量比 CYPP-2
的大，验证了分子量大的多糖抗氧化性较好 [31]。

CYPP-1 和 CYPP-2 清除自由基的效果都较好，因此

具有一定的应用前景。

 3　结论
本文对山药皮多糖进行分离纯化和结构特征分

析，并考察了纯化组分的体外抗氧化活性。探究了乙

醇终浓度和 3 种脱蛋白方法对山药皮多糖得率的影

响，离子交换层析纯化后得到山药皮多糖 CYPP-1
和 CYPP-2。两种纯化多糖的分子量分别为 4.442 kDa
和 4.278 kDa，红外光谱分析显示其均为 α-型植物多

糖的结构特征。通过离子色谱分析，CYPP-1 由盐酸

氨基葡萄糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖和葡萄糖醛酸组

成，摩尔比分别为：11.1:14.4:21.8:35.0:10.8；CYPP-2
由盐酸氨基葡萄糖、甘露糖和葡萄糖醛酸组成，摩尔

比分别为：10.5:47.9:16.8。综合比较 CYPP-1 和

CYPP-2 的体外抗氧化效果，除了超氧阴离子外，

CYPP-1 和 CYPP-2 对 DPPH 自由基、羟自由基和

ABTS+自由基清除能力都与多糖的浓度呈正相关，单

糖组成含有半乳糖和葡萄糖且分子量较大的 CYPP-
1 的抗氧化活性高于 CYPP-2。

随着山药的食用价值、保健功效和药用价值越

来越受到人们的重视，对于山药的研究应用也会更加

深入，但随之而来的关于山药副产物资源的充分利用

问题也需要相应重视。本研究对山药皮多糖进行了

分离纯化，并对其结构特征和体外抗氧化活性进行了

探究，为山药皮的再利用以及山药皮多糖的研究和应

用提供一定的理论依据。
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