
 344     2008, Vol.29, No.09                   食品科学                                       ※工艺技术

天麻水溶性多糖分离纯化及理化性质研究

明 建1，桂明英2 ，孙亚男1，陈宗道 1，赵国华1,*

(1.西南大学食品科学学院，重庆    400716；2.昆明食用菌研究所，云南 昆明     650223)

摘  要：本实验研究云南野生天麻(Gastrodia elata  Blume)多糖的分离纯化及理化性质，实验结果表明，

天麻粗多糖提取的最佳工艺条件为温度 50℃、浸提时间 3h、料液比 1:10(W/V)，乙醇浓度 80%。在该条

件下天麻粗多糖得率约为 9.67%(干重)。天麻水溶性多糖(WPGB)经 Sevag 法脱蛋白、透析、乙醇沉淀、

DEAE-52 纤维素层析及 Sephadex G-100 层析分离纯化得到 WPGB-A-H 和 WPGB-A-L，经高效液相色谱仪分

析证明，WPGB-A-H 为纯品，且得率为 0.824%(干重)，经过其理化性质鉴定表明，WPGB-A-H 不含蛋白

质、核酸、糖醛酸，为非淀粉类多糖，其平均分子质量为 2 8 8 4 0 D 。
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Abstract ：The experimental results showed that the optimum extraction parameters of water-soluble polysaccharides from

Gastrodia elata Blume(WPGB) are 50 ℃, extraction time 3 h,  ratio of solid to liquid 1:10 and ethanol concentration 80%. Under

the conditions, the recovery of WPGB is about 9.67% (dry weight). WPGB-A-H and WPGB-A-L were separated from

deproteined WPGB with DEAE-52 column and Sephadex G-100 column, successively. The recovery of WPGB-A-H is up to

0.824% (dry weight) and its purity is high by high-performance liquid chromatography. The identification results of qualitative

chemical reaction showed WPGB-A-H is a neutral polysaccharide. It dose not contain proteins, nucleic acids, uronic acid and

starch. The average molecular weight of WPGB-A-H is proved to be 28,840 D.
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天麻(Tall Gaxtraodia Tuber)，为明兰科植物天麻

(Gastrodia elata Blume)的块茎。主产于我国的云南、

四川、贵州、湖北、陕西等地。本草纲目记载天麻

具有息风定惊、镇静安眠、平肝息风、去湿活血等功

效。现代医学研究表明，天麻可增强视神经的分辨能

力，对增强记忆、延缓衰老均有明显作用 [ 1 - 4 ]。目前，

发现天麻中的主要活性成分是天麻素、天麻甙元等酚类

化合物[5-6]。而最近的研究发现天麻多糖是天麻中又一种

重要的活性物质[7-8]。但有关天麻多糖的分离纯化及化学

结构研究还不完善。鉴于此，本实验对天麻活性多糖

的分离纯化进行了研究，以期为天麻多糖包括精细化学

结构解析、构效关系研究以及生物效应准确评价奠定物

质基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

云南产天麻的块茎(干品)      由云南昆明食用菌研究

所提供。DEAE-52 纤维素      Whatman 公司；Sephadex G-
100      瑞典 Pharmacia 公司；其它试剂均为分析纯试剂。

1.2 仪器与设备
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透析袋    美国 Sigma 公司；752 紫外光栅分光光度

计    上海精密仪器有限公司；RE-86 旋转蒸发仪     上海

本波仪器有限公司；LD5-2A 型低速离心机    北京医用

离心机厂；高效液相色谱仪、S P D - 1 0 A 检测器、I C -
10AT 泵     日本岛津公司。

1.3 方法

1.3.1 天麻水溶性多糖分离纯化工艺流程

材料准备(500g)→前处理(烘干)→破碎(80 目)→浸提

(50℃，3h)→离心分离(5000r/min，10min)→减压浓缩→

乙醇沉淀(4 倍体积)→离心分离(5000r/min，10min)→溶剂

干燥→天麻水溶性粗多糖( W P G B，4 8 . 3 5 g )→脱蛋白

(Sevag 法，39.68g)→透析(截留 1000D，18.85g)→离心

分离(5000r/min，10min)→减压浓缩→乙醇沉淀(4 倍体积)
→离心分离(5000r/min，10min)→溶剂抽干→乙醚回流→

DEAE-52 纤维素柱色谱→ Sephadex G-100 柱层色谱→纯

度鉴定(高效液相色谱法)→天麻多糖纯品(4.12g)。

1.3.2 多糖含量的测定

采用硫酸 - 蒽酮比色法[9 ]。

1.3.3 多糖得率计算方法

每一步分离或纯化后获得的目标产物的重量为 W x

(干重)，起始提取用的天麻原料的重量为 Wo(干重)，产

物的得率(%)= Wx/Wo × 100。

1.3.4 水提天麻多糖的纯化[10]

1.3.4.1 DEAE-52 纤维素柱层析

洗脱液分别用蒸馏水、0.1mol/L NaOH、0.5mol/L
NaOH 分段梯度洗脱，柱规格为 40mm × 500mm，柱床

高度 350mm，流速为 3ml/min，上量为 4ml，每管收集8ml。

1.3.4.2 Sephadex G-100 柱层析

将水提 DEAE-52 纤维素柱层析碱洗脱多糖，用蒸馏

水进行洗脱，柱规格为 1 6mm × 1 0 00 mm，柱床高度

900mm，流速 1ml/min，每管收集 2ml。

1.3.5      水提碱洗脱天麻多糖的纯度鉴定

采用高效液相色谱法[10]，日本岛津 SPD-10A 检测器

IC-10AT泵(示差检测)，流动相为纯水，流速为 0.3ml/min，
常温，柱的规格为 TSK-GEL G4000。

1.3.6      天麻多糖理化性质的测定

采用斐林试剂反应[ 11 ]、双缩脲反应[ 12 ]、硫酸咔唑

反应 [ 1 3 ]、碘反应 [ 1 4 ]、三氯化铁反应 [ 1 2 ]。

1.3.7       数据处理方法

本实验使用 SPSS10.0 及 DPS 分析软件对数据进行分

析处理。

2 结果与分析

2.1 提取温度对天麻多糖得率的影响

由图 1 可知，在 5 0℃以下时，随着温度的提高，

天麻粗多糖的得率明显呈上升趋势，但当温度达到 50℃
以上，温度的升高对多糖得率的增加无明显影响。各温

度水平间的显著性分析发现，温度在 50℃和 60℃下的多

糖得率间无显著差异(p ＞ 0.05) ；在 20、30、40、50℃
(或 60℃)下的多糖得率间存在显著性差异(p ＜ 0.05)。同

时，由于天麻中有一定量的淀粉存在，为了防止淀粉糊

化对多糖提取及后续纯化的影响，提取温度亦不宜太高

(温度≤ 60℃)。
2.2 提取时间对天麻多糖得率的影响

由图 2 可知，在 3h 前，随着提取时间的延长，水

提天麻粗多糖得率较快增大。在 3h 时，粗多糖得率达

到最大值。再延长时间，水提粗多糖得率不但不再上

升反而略有下降，但下降不具有显著性。提取时间过

长导致多糖得率下降的原因可能是长时间的静置使少量

可溶性多糖在氢键等作用下被吸附在天麻水不溶物质的

表面或使部分可溶性大分子质量多糖沉淀。

2.3       水料比对天麻多糖得率的影响

由图 3 可知，水料比对多糖提取得率的影响与提取

时间对多糖得率的影响有相同的趋势。当水料比小于

10:1 时，随着加水量的增大，水提天麻粗多糖的得率也

随之增加(这可能是由于天麻颗粒与水的接触面积增大，

提取更加充分)。而当水料比为 15:1 时，水提天麻粗多

糖提取充分，继续增加水料比时，水提天麻粗多糖得

率略有下降，但无显著差异。

图1  提取温度对天麻多糖得率的影响

Fig.1   Effects of temperature on extraction rate of water-soluble
polysaccharides
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图2  提取时间对天麻多糖得率的影响

Fig.2   Effects of time on extraction rate of water-soluble
polysaccharides
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2.4 乙醇浓度对天麻多糖得率的影响

经一定条件浸泡后获得的多糖提取液，通过混合乙

醇使多糖沉降而获得目标物质。不同浓度乙醇对所提取

多糖的沉淀效果如图 4 所示。乙醇浓度在 80% 以下时，

增加乙醇的浓度可以明显地提高水提天麻粗多糖的得

率。当乙醇浓度达到 8 0 % 后，随着乙醇浓度的增加，

天麻粗多糖的得率无明显改变。

2.5 水提天麻多糖的纯化

水提天麻粗多糖连续经过 DEAE-52 纤维素柱层析和

Sephadex G-100 柱层析分离后获得不同的多糖组分。

2.5.1 DEAE-52 纤维素柱层析

图5是天麻水溶性粗多糖在DEAE-52纤维素柱(40mm
× 500mm)上用水和 0.1mol/L NaOH 洗脱时的洗脱曲线。

由图 5 可知，用蒸馏水洗脱时，先后有两个峰出现，

图4  乙醇浓度对天麻多糖得率的影响

Fig.4   Effects of ethanol concentration on extraction rate of
water-soluble polysaccharides

图5  水提天麻粗多糖DE-52 柱层析洗脱曲线图

Fig.5   Elution curve of WPGB on DEAE-52 column

分别收集后获得两个多糖组分 WPGB-W1(20～40 管)和
WPGB-W2(110～130 管)。水洗至无多糖流出后用 0.1mol/L
NaOH 继续洗脱，发现又有一个多糖组分出现，将其称

为水提碱洗脱天麻多糖 WPGB-A(200～220 管)。由于

WPGB-W2 含量很低，很难收集足够的量进行后续研究，

所以通过DEAE-52纤维素柱后只收集WPGB-W1 和WPGB-
A进行下一步的Sephadex G-100柱层析分级纯化。从DEAE-
52 纤维素柱洗脱可以判断，WPGB-W1 为一中性多糖而

WPGB-A 为酸性多糖。

2.5.2 Sephadex G-100 柱层析

有大量报道认为，来自植物或真菌中的酸性多糖往

往具有非常强大的生物活性。因此，本研究对酸性多

糖 WPGB-A 进一步纯化。将 WPGB-A 用水溶解之后上

Sephadex G-100 柱(16mm × 1000mm)用蒸馏水连续洗脱，

获得如图 6 洗脱曲线。在 65 管处左右时出现一个明显的

主峰，但此峰在 85 管处出现了一个小峰。造成这种现

象的原因可能是 WPGB-A 中含有两种分子质量相差不大

的组分(WPGB-A-H 和 WPGB-A-L)，它们在凝胶柱上分

离效果不好。为了能够得到分子质量较为均一的多糖，

只对55～70管的洗脱液(WPGB-A-H)进行集中收集做后续

研 究 。

2.6 天麻多糖 WPGB-A-H 的纯度鉴定

将上述获得的 WPGB-A-H 用水溶解后过滤，通过高

效液相色谱法分析，发现只有一个很明显的峰(图 7)。因

此根据多糖纯度的定义可以认为，本研究通过分离纯化

图6  水提天麻多糖WPGB-A的Sephadex G-100柱层析洗脱曲线图

Fig.6   Elution curve of WPGB-A on Sephadex G-100 column

图3  水料比对天麻多糖得率的影响

Fig.3   Effects of ratio of liquid to solid on extraction rate of
water-soluble polysaccharides
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图7  WPGB-A-H的HPLC纯度鉴定

Fig.7   Purity identification of WPGB-A-H by HPLC
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得到的水提碱洗脱天麻多糖(WPGB-A-H)样品是均一的纯

多 糖 。

2.7 天麻多糖 WPGB-A-H 的理化性质

列过程分离纯化得到的 WPGB-A-H，经 HPLC 鉴定为纯

品，其得率为 0.824%(干重)。
3.3  WPGB-A-H 干品呈白色粉末状，易溶于水，不

溶于有机溶剂，不含蛋白质、核酸、糖醛酸等物质，

为非淀粉类纯粹多糖，平均分子质量为 28840D，比旋

光度[a]D
22 为 +206.3(C=0.003，H2O)。
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表 1 鉴定了天麻多糖 WPGB-A-H 的一般理化性质。

由表 1 可知，WPGB-A-H 干品呈白色粉末状，平均分

子质量为 28840D，易溶于水，不溶于有机溶剂如高浓

度的甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯、正丁醇等；与

斐林试剂呈阴性反应，表明不含游离单糖；与三氯化铁

呈阴性反应，表明不含多酚类物质；与双缩脲、硫酸

咔唑反应均呈阴性，表明其不含蛋白质、糖醛酸；与

碘 - 碘化钾反应呈阴性，表明其不含淀粉。

3 结  论

3.1 水提天麻粗多糖提取的最佳工艺条件为温度 5 0
℃、浸提时间 3h、料液比 1∶10(W/V)、乙醇浓度 80%。

在该条件下水提天麻粗多糖得率约为 9.67%(干重)。
3.2 水提天麻粗多糖经 Sevag 法脱蛋白、透析、乙醇

沉淀 DEAE- 纤维素柱色谱 Sephadex G-100 凝胶色谱一系

表1   天麻多糖(WPGB-A-H)的理化性质

Table 1     Physical and chemical nature of WPGB-A-H

注：“—”表示反应为阴性。

反应类型 反应结果 性质判定

碘反应   — 非淀粉多糖

斐林试剂   — 不含还原糖

硫酸咔唑   — 不含糖醛酸

三氯化铁   — 不含多酚类物质

  双缩脲   — 不含多酚类物质

比旋光度[α]D
220 +206.3(C=0.003) 以α-糖苷键为主

分子质量 28840


