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北青龙衣多糖的提取、分离纯化及分析

杨洪霞1，任晓蕾1，霍金海1，王伟明1，2
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2． 黑龙江省林下经济资源研发与利用协同创新中心，黑龙江 哈尔滨 150040)

摘 要: 对北青龙衣中总多糖进行分离纯化，获得分子量均一多糖，并对其进行结构分析。北青龙衣药材经

沸水提取，浓缩醇沉，木瓜蛋白酶脱蛋白，D101 大孔树脂柱纯化脱色，再经 DEAE Cellulose 52 离子交换柱层析、
Sephacryl S － 300 凝胶柱层析得到纯化多糖组分。采用高效凝胶渗透色谱 － 蒸发光检测器对其进行纯度鉴定、分
子量测定。气 － 质联用、红外光谱分析其单糖组成与结构。北青龙衣多糖经分离得到两个均一组分 PJP － 1a、
PJP － 3a，其分子量分别为: 1． 34 × 103 Da、1． 70 × 107 Da。气 － 质联用分析 PJP － 3a 是由鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、
甘露糖、葡萄糖和半乳糖组成，单糖摩尔比为: 4． 56 ∶ 7． 53 ∶ 1 ∶ 2． 48 ∶ 41． 4 ∶ 17． 94。红外光谱提示 PJP － 1a、PJP －
3a 可能均具有吡喃环结构，糖苷键的连接方式均为 β型，PJP － 1a 存在乙酰氨基结构。

关键词: 北青龙衣; 多糖; 分离纯化; 分析
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Extract，Isolation，Purification and Identification of Polysaccharides from
Exocarp of Unripe Fruits of Juglans mandshurica

YANG Hongxia1，ＲEN Xiaolei1，HUO Jinhai1，WANG Weiming1，2

( 1． Insititute of Chinese Materia Medica，Heilongjiang Academy of Traditional Chinese Medicine ，Harbin 150036，Heilongjiang，China;

2． Center of Forect Ｒesources Ｒesearch and Development of Heilongjiang，Harbin 150040，Heilongjiang，China)

Abstract: The purpose of this study was to extract，isolate and purify polysaccharide from exocarp of unripe fruits of
Juglans mandshurica，analyze the monosaccharide composition and preliminarily analyze its structure of the obtained
homogeneous molecular weight polysaccharide． A purified polysaccharide was obtained by hot water extraction，ethanol
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precipitation，deproteinization and decolor． The purified polysaccharide then was isolated with DEAE Cellulose 52 column
chromatography and Sephacryl S － 300 column chromatography． The purity identification and molecular weight determina-
tion were adopted by HPGPC． The monosaccharide composition and structure were analyzed by GC － MS and IＲ． The re-
sult showed that both the two obtained polysaccharides were homogeneous polysaccharide． The molecular weights of PJP －
1a and PJP － 3a were 1． 34 × 103 Da and 1． 70 × 107 Da，respectively． PJP － 3a was mainly composed of rhamnose，arabi-
nose，xylose，mannose，glucose and galactose at a molar ratio of 4． 56 ∶ 7． 53 ∶ 1 ∶ 2． 48 ∶ 41． 4 ∶ 17． 94． IＲ suggested that
both PJP － 1a and PJP － 3a had pyran ring structure and glycosidic bonds of PJP － 1a and PJP － 3a were both β type and
PJP － 1a had acetamido structure．

Key words: Juglans mandshurica; polysaccharide; isolate; purify; analysis

青龙衣是胡桃科胡桃属植物胡桃揪 Jusland emandehu-
rica Maxim． 未成熟果实的外果皮［1］，秋季采收，及时晒干而

得，在《开宝本草》及《本草纲目》中均有记载［2］。北青龙衣

辛、苦、涩、平，有清热解毒、祛风疗癣、止痛止痢的功效［3］。
现代药理研究表明北青龙衣药理作用广泛，具有抗炎、镇

痛、抗菌、抗氧化［4］和抗肿瘤［5］等作用。北青龙衣化学成

分复杂，主要为萘醌及其苷类、多糖类、黄酮及其苷类、二芳

基庚烷类、萜类、有机酸类、鞣质等。
多糖是构成生命的四大基本物质之一，作为一类重要

的生物大分子，具有广泛的生物作用。据报道多糖具有一

定的免疫调节作用，是许多中药的主要活性成分，具有调节

机体免疫［6 － 7］、抗肿瘤［8 － 12］、抑菌抗病毒［13 － 14］、抗氧化等

功效［15］。近年来尤其是其调节免疫、抗肿瘤作用受到广泛

的关注。本课题组前期选用环磷酰胺致免疫低下小鼠的免

疫试验对北青龙衣多糖的免疫调节作用进行初步研究，结

果表明北青龙衣多糖具有一定的免疫增强活性，为北青龙

衣多糖的深入研究奠定了一定的理论基础。
多糖的结构决定多糖的生物活性，但由于其结构极其

复杂，目前针对北青龙衣多糖的研究主要为提取工艺［16 － 17］

和树脂纯化［18］方面的研究，对于其多糖的结构研究仍然比

较模糊。因此本研究对北青龙衣多糖进行提取分离与初步

的结构分析。
多糖的生物活性与其分子量与结构密切相关［19 － 24］，确

定均一多糖的分子量为其生物活性的研究奠定基础，并利

用气 － 质联用技术分析其单糖组成及比例，红外光谱初步

分析其结构，为下一步结构研究、北青龙衣多糖抗肿瘤物质

基础及作为抗肿瘤药物的后续开发提供参考。
1 材料与方法

1． 1 仪器与试剂

UV －160 型紫外 － 可见分光光度计( 日本岛津公司) ;

KD －2KY 型韩药抽出机( 瑞安市永历制药机械有限公司) ;

ＲE － 52AA 型旋转蒸发仪( 上海亚荣生化仪器厂) ; JM1812
－ 1 型卷式膜小型实验机及各个分子量卷式膜( 大连屹东

膜工程设备有限公司) ; LC － 10AS 型液相色谱仪( 日本岛

津公司) ; Alltech ELSD 2000ES 型蒸发光检测器( 美国奥泰

公司) ; PL aquagel － OH MIXED － H 8 μm GPC 柱( 美国安

捷伦公司) ; Spectrum Two 型傅里叶变换红外光谱仪( 美国

Perkin Elmer 公司) ; Clarus 680 － SQ8T 型气相色谱 － 质谱

联用仪( 美国 Perkin Elmer 公司) ; 3500 Da 透析袋 ( 美国

Viskase 公司) 。
北青龙衣于 2014 年 8 月采自哈尔滨市宾县铜矿山区，

经黑龙江省中医药科学院王伟明研究员鉴定为核桃楸 Jus-
land emandehurica Maxim． 的未成熟果实外果皮; 木瓜蛋白

酶( 活力单位 ＞ 200 U·mg －1，北京博奥拓达科技有限公

司) ; D101 大孔吸附树脂( 天津市光复精细化工研究) ; DE-
AE Cellulose 52 ( 美 国 Whatman 公 司) ; 丙 烯 葡 聚 糖 凝 胶

Sephacryl S － 300( 瑞典 Pharmacia 公司) ; 标准分子量葡聚

糖( 00892 － 100MG、00270 － 100MG、00271 － 100MG、00891
－ 100MG、00983 － 100MG) ( SIGMA － ALDＲICH 公司) ; D －

葡萄糖( 批号: P － 012 － 110821) ，D － 半乳糖( 批号: B － 079
－ 140425) ，D － 甘露糖( 批号: G － 042 － 130612 ) ，D － 木糖

( 批号: M － 066 － 110701 ) ，L － 阿拉伯糖( 批号: A － 012 －
140111) ，L － 鼠李糖 ( 批号: S － 037 － 1401267 ) ( 纯度 ＞
98% ，购于成都瑞芬思公司) 。
1． 2 北青龙衣粗多糖的提取

3 kg 干燥北青龙衣加入 14 倍量水，于韩药抽出机内煎

煮 1 h，滤过，滤渣加 14 倍量水复煎 1 h，合并滤液，浓缩至

适量。浓缩后的水提液加 4 倍量 95 % 乙醇于 4 ℃ 醇沉过

夜。4000 r /min 离心 15 min 取沉淀，沉淀依次用无水乙醇、
丙酮、乙醚冲洗，干燥得北青龙衣粗多糖。
1． 3 北青龙衣粗多糖的纯化

1． 3． 1 粗多糖脱蛋白工艺 采用木瓜蛋白酶法对粗多糖

进行脱蛋白。将粗多糖配制成 0． 01 g·mL －1 的多糖溶液，

调 pH 值为 6 后加入 3% 的木瓜蛋白酶，60 ℃水浴酶解 2 h，

反应完成后沸水浴酶灭活 5 min，冷却至室温，离心［25］，取

上清既得脱蛋白多糖溶液。
1． 3． 2 粗多糖纯化工艺 采用 D101 大孔吸附树脂对粗多

糖进纯化脱色。脱蛋白后的多糖溶液浓缩后，经过预处理

的 D101 大孔吸附树脂柱，静态吸附 1 h 后，以 2 BV·h －1的

流速进行洗脱，收集洗脱液，浓缩，既得纯化后多糖溶液。
1． 4 北青龙衣总多糖的分离

1． 4． 1 DEAE Cellulose 52 离子交换柱层析 取多糖溶液

30 mL 浓缩至 3 mL 进行 DEAE Cellulose 52 离子交换柱层

析，以 0、0． 1、0． 2、0． 3、0． 5 mol·L －1 的 NaCl 梯度洗脱，流

速保持 2． 5 mL·min －1，收集洗脱液，5 mL /管，蒽酮 － 硫酸

法于 620 nm 检测波长下隔管检测，直到无多糖组分流出。
以管数为横坐标，吸光度为纵坐标绘制洗脱曲线。合并洗

脱峰部分，浓缩后于 3500 Da 透析袋中自来水透析 12 h，纯

水透析 12 h 除盐，冷冻干燥。得到多糖组分 PJP － 1、PJP －
2、PJP － 3、PJP － 4、PJP － 5。
1． 4． 2 Sephacryl S － 300 凝胶柱层析 精密称取冻干糖样

35 mg，溶于 2． 5 mL 超纯水中进行 Sephacryl S － 300 凝胶柱
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层析，以超纯水洗脱，流速保持 0． 3 mL·min －1，收集洗脱

液，3 mL /管，蒽酮 － 硫酸法于 620 nm 检测波长下隔管检

测，直到无多糖组分流出。以管数为横坐标，吸光度为纵坐

标绘制洗脱曲线。合并洗脱峰部分，浓缩，冷冻干燥。得到

多糖组分 PJP － 1a、PJP － 3a。
1． 5 多糖组分的纯度鉴定及分子量测定

1． 5． 1 多糖组分的纯度鉴定 本实验采用高效液相 － 凝

胶渗透色谱( HPLC － GPC) 对得到的多糖组分进行纯度鉴

定。精密称取糖样 2 mg 溶于 1 mL 超纯水中，制成 2 mg·
mL －1的样品溶液，0． 45 μm 滤膜过滤后检测分析。色谱条

件: 岛津 LC － 10AS HPLC，PL aquagel － OH MIXED － H 8
μm GPC 柱，Alltech ELSD 2000ES 蒸发光检测器。样品浓

度 2 mg·mL －1，进样量 10 μL，流动相为超纯水，流速 0． 3
mL·min －1。漂移管温度 115℃，气流速 1． 8 L·min －1。
1． 5． 2 多糖组分的分子量测定 精密称取糖样 2 mg 溶于

1 mL 超纯水中，制成 2 mg·mL －1 的样品溶液，0． 45 μm 滤

膜过滤，进样 10 μL 检测分析。将不同相对分子质量葡聚

糖标准品配制成 2 mg·mL －1 的溶液，以保留时间与 T － 系

列葡聚糖标准品相对分子质量的对数值( logMw) 为横纵坐

标绘制标准曲线，计算样品的分子量。色谱条件同 1． 5． 1。
1． 6 单糖组成测定

1． 6． 1 多糖酸水解 称取 10 mg 糖样，溶解于 4． 0 mL 2． 0
mol·L －1的三氟乙酸( TFA) 溶液中，封管后于 110 ℃ 烘箱

中水解 3 h。待试管冷却后，4000 r /min 离心 10 min 水解

液，加甲醇反复减压蒸干，以完全除去 TFA。110 ℃烘箱干

燥 15 min 除去水分后备用。
1． 6． 2 硼氢化钠还原 向多糖水解产物中加入 2． 0 mL 蒸

馏水，沉淀溶解后加入 60 mg 硼氢化钠，室温震荡还原 3 h。
反应完全后，向反应液中加入几滴冰醋酸，至不再产生气

泡，减压蒸干溶液后，反复加入甲醇蒸干，以除去硼酸。110
℃烘 15 min 以除去水分。
1． 6． 3 衍生化处理 加入 3． 0 mL 乙酸酐和 1． 0 mL 吡啶，

100 ℃ 反应 2 h，减压蒸干反应液后，甲醇反复蒸干，加入

5. 0 mL 三氯甲烷定容。加入等体积蒸馏水洗涤有机溶剂 3
次，以除去离子或者多余的乙酸酐。弃去上层水溶液后，加

入一定的无水硫酸钠除水，吸取上清液，经 0． 22 μm 有机

滤膜过滤供气相质谱联用仪检测分析。
1． 6． 4 GC － MS 分析 ①色相色谱条件: 分析柱: DB － 5
弹性石英毛细管柱( 30 m × 0． 25 mm ×0． 25 μm) ; 程序升温

条件: 柱温 80 ℃，保持 1 min，以 5 ℃·min －1至 200 ℃，以 2
℃·min －1 至 220 ℃，以 10 ℃·min －1 至 270 ℃，保 持 1

min，氦气作载气，进样口温度 25 ℃，分流比 1 ∶ 42，柱流速

1． 2 mL·min －1。②质谱条件: 电子轰击源 EI，电子能量 70
eV，离子源温度 250 ℃，接口温度 250 ℃，质量数扫描范围

m/z 43 ～ 500 ，扫描速率 2． 5 scan·s － 1。
1． 7 红外光谱分析

称取 1 mg 多糖样品，与 200 mg 干燥的 KBr 混匀，玛瑙

研钵中充分研磨混合，压片机压片，然后于 400 ～ 4000 cm －1

波数范围进行红外扫描分析［26］。
2 结果与分析

2． 1 DEAE Cellulose 52 离子交换柱层析

本研究在进行 DEAE Cellulose 52 离子交换柱层析时，

选择了 5 个浓度梯度进行洗脱，由纯水洗脱得到 PJP － 1 组

分，0． 1 mol·L －1 NaCl 洗脱得 PJP － 2 组分，0． 2 mol·L －1

NaCl 洗脱得 PJP －3 组分，0． 3 mol·L －1 NaCl 洗脱得 PJP －4
组分，0． 5 mol·L －1 NaCl 洗脱得 PJP －5 组分，组分见图 1。

结果显示 PJP － 1、PJP － 3 组分的多糖含量较大且洗脱

峰峰型对称，较适合进一步分离纯化，因此选择 PJP － 1、
PJP － 3 组分进行凝胶柱层析。
2． 2 Sephacryl S － 300 凝胶柱层析

PJP － 1、PJP － 3 组分分别进行 Sephacryl S － 300 凝胶

柱层析，过膜超纯水洗脱，得到 PJP － 1a、PJP － 3a 两个组

分。
2． 3 PJP － 1a、PJP － 3a 组分的纯度鉴定及分子量测定

2． 3． 1 PJP － 1a、PJP － 3a 组分的纯度鉴定 采用高效液相

－ 凝胶渗透色谱( HPLC － GPC) 对得到的 PJP － 1a、PJP － 3a
两个组分进行纯度鉴定，见图 2。结果显示 PJP － 1a、PJP －
3a 组分均呈现单一对称峰形，可以初步断定它们均为纯度

较高的物质。
2． 3． 2 PJP － 1a、PJP － 3a 组分的分子量测定 标准分子量

葡聚糖标准曲线方程为 y = 0． 256 3x + 14． 293，Ｒ2 = 0． 996。
PJP － 1a、PJP － 3a 两组分在 HPLC － GPC 谱图上的洗脱时

间分别为 31． 340 min、19． 823 min。根据标准曲线计算得

出该两组分的分子量分别为: 1． 34 × 103 Da、1． 70 × 107 Da。
2． 4 单糖组成测定

本研究选择纯度相对较高的 PJP － 3a 组分进行单糖组

成测定，根据 GC － MS 结果可知，PJP － 3a 组分主要含有 L
－ 鼠李糖( 22． 90 min) 、L － 阿拉伯糖( 23． 21 min) 、D － 木糖

( 23． 51 min) 、D － 甘露糖( 27． 82 min) 、D － 葡萄糖( 27． 93
min) 和 D － 半乳糖 ( 28． 24 min ) 。6 种单糖的摩尔比为

4. 56 ∶ 7． 53 ∶ 1 ∶ 2． 48 ∶ 41． 4 ∶ 17． 94。混合对照品和 PJP －
3a 的 GC － MS 图谱见图 3 ～ 图 4。

图 1 北青龙衣多糖的 DEAE Cellulose 52 离子交换柱层析图
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图 2 PJP － 1a ( 左) 和 PJP － 3a( 右) 的 HPLC － GPC 谱图

图 3 混合对照品的 GC － MS 图谱

图 4 PJP － 3a 的 GC － MS 图谱

2． 5 红外光谱分析

PJP － 1a、PJP － 3a 的红外光谱图见图 5，结果表明，PJP
－ 1a、PJP － 3a 均具有多糖的特征吸收峰，即 3400 cm －1、
2935 cm －1左右的 － OH 伸缩振动峰及 C － H 的伸缩振动吸

收峰，PJP － 1a 在 1615 cm －1 处 的 吸 收 峰 为 乙 酰 氨 基

( － NH2COCH3 ) 的 C = O 伸缩震动［27］。PJP － 1a、PJP － 3a

的红外光谱在 1600 cm －1 左右处吸收强度明显不同，推测

是由于 PJP － 1a 为离子交换柱层析经水洗脱下来的中性

糖，而 PJP － 3a 为离子交换柱层析经 0． 2 mol·L －1 NaCl 洗

脱下来的酸性糖，酸性糖中糖醛酸的 C = O 的吸收明显而

显现出两糖红外光谱在 1600 cm －1 左右处吸收强度的不

同。PJP － 1a 在 892． 61 cm －1 处有吸收提示存在 β － 糖苷

键，在 764． 85 cm －1处有吡喃环对称伸缩震动吸收［28］。PJP
－ 3a 在 1 099． 52 cm －1处有吡喃环 C － O － C 震动吸收［29］，

在 891． 30 cm －1处有吸收提示存在 β － 糖苷键。由此，提示

PJP － 1a、PJP － 3a 两组分可能为具有吡喃环结构及 β － 糖

苷键结构的多糖组分。
3 讨论

前期考察了 Sephadex G100 与 Sephacryl S － 300 两种填

料的分离效果，结果显示后者的粒径及样品保留时间适中，

较适合本研究中的多糖样品的分离。
考察了高效凝胶渗透色谱 － 蒸发光检测器的漂移管温

度、气流速、流动相流速及样品浓度和进样量，结果显示样

品浓度 2 mg·mL －1，进样量 10 μL，漂移管温度 115 ℃，气

流速 1． 8 L·min －1 流动相为超纯水，流速 0． 3 mL·min －1

时检测结果稳定可靠，本研究还对该方法进行了方法学考

察，结果显示该方法稳定可行。
采用高效凝胶渗透色谱对其进行纯度鉴定与分子量测

定，结果准确可靠。GC － MS、IＲ 用于测定单糖组成与初步

分析结构，结果显示 PJP － 3a 是由鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、
甘露糖、葡萄糖和半乳糖组成，摩尔比为 4． 56 ∶ 7． 53 ∶ 1 ∶
2. 48∶ 41． 4 ∶ 17 ． 94。红外光谱提示PJP － 1a、PJP － 3a可能
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图 5 PJP － 1a( 左) 和 PJP － 3a( 右) 的红外光谱图

均具有吡喃环结构，糖苷键的连接方式均为 β 型，且 PJP －
1a 存在乙酰胺基结构。

多糖的结构决定多糖的生物活性，本研究对北青龙衣

多糖进行分离纯化得到两个均一分子量多糖，并对其进行

纯度鉴定、分子量测定并对其进行初步分析，为更深入的研

究北青龙衣多糖抗肿瘤物质基础奠定基础。更详细的结构

还需要高碘酸氧化 － Smith 降解、甲基化等化学法与核磁共

振等仪器分析法结合分析。
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