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摘  要 

本研究以拐枣肉质果梗为实验材料，通过梯度乙醇沉淀法得到拐枣多糖。采用热水浸提法获得拐枣多糖

上清液，对上清液进行处理后，依次加入不同体积分数的乙醇，使其达到不同的乙醇浓度(30%、50%、

和70%，v/v)，获得三种拐枣粗多糖HDPP30、HDPP50、HDPP70，研究其多糖得率、化学组成、结构

表征和抗氧化生物活性，以期为进一步研究拐枣多糖的结构和功效关系奠定基础。结果表明，乙醇浓度

的改变对拐枣多糖HDPP30、HDPP50、HDPP70的得率、化学组成成分含量、分子量分布、红外吸收特

征峰、微观形貌均有影响，但主要结构保持不变。多糖HDPP70的得率最高，三种多糖在总糖含量、蛋

白质含量、糖醛酸含量上均存在显著性差异。随着乙醇浓度的增大，提取出的多糖对自由基的清除率逐

渐增大，抗氧化性生物活性逐渐增强。 
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Abstract 
This research utilized the fleshy fruit stalks of Hovenia dulcis as experimental subjects and acquired 
Hovenia dulcis polysaccharides through a gradient ethanol precipitation technique. Initially, hot wa-
ter extraction was employed to isolate the polysaccharide supernatant. Subsequent treatment in-
volved the addition of ethanol at various concentrations (30%, 50%, and 70%, v/v) to yield three 
crude Hovenia dulcis polysaccharides termed HDPP30, HDPP50, and HDPP70. The study focused on 
investigating the yield, chemical composition, structural properties, and antioxidant activity of 
these polysaccharides, aiming to establish a groundwork for future exploration into their structural 
characteristics and efficacy. The findings indicated that altering the ethanol concentration influ-
enced the yield, chemical composition, molecular weight distribution, infrared absorption features, 
and microscopic structure of HDPP30, HDPP50, and HDPP70, while preserving the primary struc-
ture. Notably, HDPP70 exhibited the highest polysaccharide yield, with significant variations in to-
tal sugar, protein, and uronic acid contents among the three polysaccharides. Moreover, the radical 
scavenging capability of the extracted polysaccharides and their antioxidant activity increased pro-
gressively with rising ethanol concentrations. 
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1. 引言 

拐枣，学名枳椇，是枳椇属鼠李科落叶乔木，其果实的茎部外皮呈红棕色，果实经过霜冻后会变得

更加甜美且味道更浓郁。拐枣的果实可作为膳食补充剂使用，在传统医学中也发挥着重要作用[1]。其栽

培和利用历史源远流长。作为一种高纤维素、高糖分的水果，拐枣被誉为第三代水果，其果实、籽、叶和

梗均具备药用价值，是我国传统药食两用的珍贵资源，拥有近两千年的应用历史，证明了其食用安全性

[2]。拐枣不仅富含多种有机酸、维生素和矿物质等营养成分，还有活性多糖、酚类化合物、三萜皂苷和

生物碱等多种生物活性物质。拐枣果实和花梗常被用作退烧药和治疗寄生虫感染的药物，而种子(枳椇子)
可用作利尿剂或解酒剂。此外，拐枣果梗提取物在治疗酒后头痛、炎症、脂质过氧化损伤和癌症等方面

显示出良好的应用潜力。 
多糖是一种自然界中含量最丰富的生物多聚物[3]。多糖是拐枣的主要活性成分。在国内，许多学者对

拐枣多糖进行了深入研究。朱炯波[4]和王艳林[5]分别对干制拐枣果梗和鲜样拐枣果梗的多糖含量进行测

定，得拐枣果梗中的多糖含量分别为 13.83%和 19.4%~28.6%，符合拐枣高糖的特点。杨静[6]测得拐枣多糖

具有较强的抗氧化性。这些研究不仅为拐枣多糖的提取和应用提供了理论基础，还为其在保健品、药品等

领域的应用提供了可能。然而，水溶性多糖的提取常采用水提醇沉方式，但面临多糖中杂质含量较多，需

进一步分离纯化。乙醇梯度醇沉可作为提高多糖纯度一种快速提取手段被广泛应用。基于此，本研究采用

乙醇梯度醇沉提取工艺提取拐枣多糖，研究梯度醇沉对拐枣多糖的理化性质和抗氧化活性的影响。本研究

成果可为拐枣多糖的开发和利用提供理论支撑，促进拐枣多糖在功能食品开发中提供科学依据。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料与仪器 

拐枣：采集于陕西旬阳太极缘生物科技有限公司的种植基地。 
石油醚、氢氧化钠、苯酚：天津福晨化学试剂有限公司；无水乙醇：天津汇杭化工科技有限公司；正

丁醇、磷酸：天津市富宇精细化工有限公司；氯仿：天津宝力公司；半乳糖醛酸：上海源叶生物科技有限

公司；浓硫酸、过硫酸钾、溴化钾：天津市天力化学试剂有限公司；不同分子量的葡聚糖、DPPH、ABTS、
抗坏血酸(VC)、牛血清蛋白溶液、考马斯亮蓝 G-250、3-苯基酚：北京索莱宝。试剂均是分析纯级。 

超声波清洗机 SB-5200DT，宁波新芝生物科技股份有限公司；涡旋振荡器 MX-F，美国 SCILOGEX
公司；pH 计 PHS-3C，上海仪电科学仪器股份有限公司；旋转蒸发仪 RV8，德国 IKA 艾卡集团；恒温水

浴锅 HH-601，江苏金坛市恒丰仪器制造有限公司；真空冷冻干燥机 FD-5，西盟生命技术(香港)有限公

司；酶标仪 1500-28，中国赛默飞世尔科技有限公司；立式压力蒸汽灭菌锅 SQ510C，重庆雅马拓科技有

限公司。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 拐枣的预处理与多糖的提取 
拐枣多糖的预处理及多糖的提取参考实验室前期[7]研究。多糖提取采用热水浸提工艺，具体工艺为：

料液比为 1:25，提取时间为 2 h，提取温度为 95℃，重复提取三次，收集三次提取上清液，减压浓缩至原

体积的 20%。浓缩液加入无水乙醇至乙醇浓度为 30% (v/v)，4℃条件下醇沉 12 h，离心收集上清液和沉

淀，多糖沉淀复溶后经流水透析(7000~140,000 Da) 48 h，然后经过 Sevage 法脱蛋白，再冷冻干燥获得拐

枣多糖样品 HDPP30；继续上述操作，使上清液中乙醇浓度逐步提升至 50% (v/v)和 70% (v/v)，获得的多

糖沉淀分别复溶，蒸馏水流水透析(7000~140,000 Da) 48 h，然后经过 Sevage 法脱蛋白，冷冻干燥分别拐

枣多糖样品 HDPP50 和 HDPP70。按下列公式(1)计算每种多糖样品的得率。 

( ) ( )
( )

g
%, w w 100

g
= ×

拐枣粗多糖质量
多糖得率

预处理的拐枣果梗质量
                    (1) 

2.2.2. 拐枣多糖基础化学组成的测定 
以无水葡萄糖为对照品，采用苯酚–硫酸法测定总糖含量[8]；以牛血清蛋白标准溶液为对照品，采

用考马斯亮蓝法测定多糖中蛋白质含量[9]。 

2.2.3. 拐枣多糖的分子量分布 
参考杨兵[10]方法，采用高效尺寸排阻色谱法(HPSEC)在安捷伦 1260 高效液相色谱系统上进行测定，

色谱柱为 TSK-Gel G4000 SWXL。拐枣多糖(5 mg)溶解在 1.0 mL 蒸馏水中。色谱条件如下：进样量：5 
µL；温度：35℃；流动相：超纯水；流速：0.7 mL/min。使用不同分子量的葡聚糖(分别为 10、40、70、
200、500、1000 和 5300 kDa)绘制标准曲线，以计算拐枣多糖的分子量(Mw)。 

2.2.4. 拐枣多糖的傅里叶红外光谱(FT-IR)分析 
称取 HDPP30、HDPP50、HDPP70 三种拐枣多糖样品各 2 mg，将三种拐枣多糖分别和 200 mg 溴化

钾粉末进行充分研磨然后压片，放入红外光谱仪中，在 400~4000 cm−1 波数范围内进行扫描，设置分辨率

为 4/cm−1。 

2.2.5. 拐枣多糖的 SEM 扫描电镜分析 
参考文献[11]的方法，精确称取拐枣多糖 HDPP30、HDPP50、HDPP70 各 5 mg，置于碳导电介质板
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上喷金，然后将样品置于 SEM 电镜下室温扫描，观察三种拐枣多糖的表面结构。 

2.2.6. 拐枣多糖的 DPPH 自由基清除率测定 
参考文献[6]的方法，用无水乙醇配制 0.2 mmol/L 的 DPPH 溶液，取适量该溶液与蒸馏水等体积混

合，在 517 nm 处测量其吸光度，记为 A0。将拐枣多糖溶解于蒸馏水中，配制成浓度为 0.005、0.01、0.02、
0.04、0.06、0.08、0.10 mg/mL 的溶液，准确量取 2.00 mL 拐枣多糖溶液，与无水乙醇等体积混合后在 517 
nm 处测量其吸光度，记为 A1；将 DPPH 溶液分别与拐枣多糖溶液等体积混合，使其充分混匀后，室温

静置，避光反应 30 min，在 517 nm 处测量混合反应液的吸光度并记为 A2；阳性对照选择相同浓度梯度

的抗坏血酸(VC)溶液。DPPH 清除率按照公式(2)计算。 

( ) 0 1 2

0

DPPH % 10
A A A

A
+ −

= ×清除率                             (2) 

2.2.7. 拐枣多糖 ABTS 自由基清除率测定 
称取 0.096 g ABTS 溶解于蒸馏水中，倒入 25 mL 容量瓶作为储备液 1；称取 0.033 g 过硫酸钾溶解于

蒸馏水中，倒入 25 mL 容量瓶作为储备液 2；取两种储备液各 500 μL 等体积混合，室温避光条件下反应 18
小时，得到母液；随后，母液用无水乙醇稀释 50 倍用作后续反应液。取 1 mL 该反应液与蒸馏水等体积混

合后在 734 nm 处测量其吸光值，标记为 A0。用浓度梯度为 0.50、1.00、2.00、3.00、4.00、5.00 mg/mL 的

拐枣多糖溶液与蒸馏水等体积混合后在 734 nm 处测量吸光值，标记为 A1。取 4.00 mL 拐枣多糖溶液混合

4.00 mL 母液稀释后的反应液，室温避光条件下反应 10 min 后在 734 nm 处测量其吸光度，标记为 A2，阳

性对照选择相同浓度梯度的系列抗坏血酸(VC)溶液，同样进行吸光度测量。ABTS 清除率按照公式(3)计算。 

( ) 0 1 2

0

ABTS % 10
A A A

A
+ −

= ×清除率                            (3) 

2.3. 数据处理 

每个样品测定三次，利用 SPSS 27 软件与 Origin 2018 软件对所得数据进行分析。采用平均值 ± 标
准差的格式来呈现实验结果。选用 ANOVA 分析方法比较不同组别之间的差异，并设定差异显著性水平

为 p < 0.05。 

3. 结果与分析 

3.1. 拐枣多糖得率及化学组成分析 

葡萄糖标准曲线回归方程为 y = 0.0047x + 0.092，R2 = 0.996；蛋白质标准曲线回归方程为 y = 0.0035x 
+ 0.5736，R2 = 0.996；半乳糖醛酸标准曲线回归方程为 y = 0.0031x + 0.0612，R2 = 0.997。由表 1 可知，

三种拐枣多糖中，拐枣多糖 HDPP30 的总糖含量最高为 55.07 ± 0.71%，明显高于拐枣多糖 HDPP50 和拐

枣多糖HDPP70的总糖含量；拐枣多糖HDPP50的蛋白质含量最低；拐枣多糖HDPP30和拐枣多糖HDPP70
的得率相当，分别为 6.33%和 6.71%，拐枣多糖 HDPP50 的得率最小。总体来看，拐枣多糖 HDPP50 的多

糖得率和基本化学组成含量均低于拐枣多糖 HDPP30 和拐枣多糖 HDPP70。 
 
Table 1. Yield and basic chemical composition of Hovenia dulcis polysaccharides 
表 1. 拐枣多糖得率及基本化学组成 

样品 总糖% 蛋白质% 多糖得率% 

HDPP30 55.07 ± 0.71a 6.14 ± 0.13b 6.33 
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续表 

HDPP50 41.62 ± 1.09c 5.72 ± 0.12c 5.11 

HDPP70 45.72 ± 0.59b 6.85 ± 0.12a 6.71 

注：不同小写字母代表组间具有显著性差异(p < 0.05)。 

3.2. 分子量分析 

测定多糖分子量对于研究多糖理化性质具有重要的意义[12]。由表 2 和图 1 可知，不同体积分数的乙

醇沉淀出的三种多糖分子量之间具有差异性。多糖 HDPP30、多糖 HDPP50 均含有一个分子量分布范围，

多糖 HDPP70 有两个分子量分布范围，说明三种多糖组分较为单一。拐枣多糖 HDPP30 和拐枣多糖 HDPP50
分子量分布范围的平均分子量分别为 234.257 kDa、999.798 kDa。拐枣多糖 HDPP70 的分子量分布范围的

平均分子量分别为 107764.363 kDa、375.278 kDa。三种多糖的分子量分布范围平均分子量相比可得，多糖

HDPP70 的平均分子量最大，其次是多糖 HDPP50，最后是多糖 HDPP30。三种拐枣多糖的分子量大小及分

布的比较结果说明分子量较小的多糖具有较差的水溶解性，低体积分数的乙醇即可将其沉淀出来，高体积

分数的乙醇沉淀出较大分子量的多糖。Mw/Mn，为多分散性指数，反映了聚合物摩尔质量分布的宽度。单

分散聚合物的多分散性指数值为 1，较高的 Mw/Mn 值表示较宽的摩尔质量分布[13]。由表 2 可知，三种拐

枣多糖的多分散性指数均高于 1，且数值很大，说明提取的三种拐枣多糖均具有较宽的摩尔质量分布。 
 

 
Figure 1. Molecular weight distribution chromatogram. (a) Dextran reference material; (b) HDPP30; (c) 
HDPP50; (d) HDPP70 
图 1. 分子量分布色谱图。(a) 葡聚糖标准品；(b) HDPP30；(c) HDPP50；(d) HDPP70 
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Table 2. The molecular weight distribution of Hovenia dulcis polysaccharides 
表 2. 拐枣多糖的分子量分布 

样品 峰号 平均分子量(kDa) Mw/Mn 

HDPP30 1 234.257 27.31 

HDPP50 1 999.798 57.58 

HDPP70 1 107764.363 3.37 

 2 375.278 23.57 

3.3. 红外光谱分析 

HDPP30、HDPP50、HDPP70 三种拐枣多糖的 FT-IR 光谱如图 2 所示，三种多糖均在 3375 cm−1、2930 
cm−1、1733 cm−1、1623 cm−1 等处出现吸收峰。3375 cm−1 处的强吸收峰是由于羟基的 O-H 伸缩振动[14]；
2930 cm−1 处的吸收峰是由烷基的 C-H 伸缩振动而产生的[15]；1733 cm−1 处的吸收峰由羧基(COO-)产生

[16]。1623 cm−1 处的吸收峰是由 C = O 弯曲振动引起，1447 cm−1 处的吸收峰是由 C-H 弯曲振动引起。

1334 cm−1 处的吸收峰因 S = O 伸缩振动引起。1200~1000 cm−1 波数之间的吸收峰是由 C-O-C 键和 C-O-H
键伸缩振动引起，由此可知多糖中含有吡喃糖环[17]。HDPP30、HDPP50、HDPP70 的红外光谱图吸收峰

在 900 cm−1~840 cm−1 范围内出现差异。HDPP50、HDPP70 在 892 cm−1 处出现吸收峰，表明多糖存在 α-
构型的糖苷键。HDPP30、HDPP50 在 840 cm−1 处出现吸收峰，表明多糖存在 β-构型的糖苷键[18]。HDPP30、
HDPP50、HDPP70 三种多糖样品均具有多个多糖类物质的典型吸收峰，在一定程度上验证了多糖的存在。 

 

 
Figure 2. The FT-IR spectra of HDPP30, HDPP50, and HDPP70 
图 2. 拐枣多糖 HDPP30、HDPP50、HDPP70 的 FT-IR 光谱图 

3.4. SEM 分析 

SEM 电子显微镜扫描可以观察多糖的外形相貌[19]。SEM 具有高分辨率、视野深度大的特点，可以

观察到较大的粗糙表面结构[20]。HDPP30、HDPP50、HDPP70 的 SEM 图如图 3 所示。HDPP30 多糖在
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扫描电子显微镜下呈不规则块状，表面有许多圆孔，崎岖不平，HDPP30 的多孔结构可能使多糖有较强的

溶解力。HDPP50 多糖在扫描电子显微镜下呈不规则块状，表面有许多排列紧密的孔状结构，呈蜂窝状，

粗糙。这可能有助于提高多糖的水溶性[21]。HDPP70 多糖在扫描电子显微镜下呈片状和球形存在，表面

粗糙。由图 3(c)可知，多糖的片状结构呈破碎状态，说明多糖分子之间存在排斥力。 
 

 
Figure 3. The SEM micrograph of HDPP30 (a), HDPP50 (b), and HDPP70 (c) 
图 3. 拐枣多糖 HDPP30(a)、HDPP50(b)、HDPP70(c)的 SEM 图 

3.5. 拐枣多糖提取物对 DPPH 自由基的清除能力 

 
Figure 4. The DPPH radicals (a) and ABTS radicals (b) of HDPP30, HDPP50, and HDPP70 
图 4. 拐枣多糖 DPPH 自由基(a)和 ABTS 自由基的清除率(b) 
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DPPH 法是测定物质抗氧化性的常用方法[22]。由图 4(a)可知，三种拐枣多糖对 DPPH 自由基的清除

率均随多糖溶液浓度的增大而增大。总体来看，与相同浓度的 VC 溶液相比，拐枣多糖的清除能力比 VC
稍弱。HDPP70 多糖溶液浓度为 0.01 mg/mL 时，对 DPPH 自由基的清除率明显高于 VC 的清除率。当三

种拐枣多糖溶液浓度相同时，对 DPPH 自由基的清除能力由强到弱依次为 HDPP70、HDPP50、HDPP30。
当浓度达到 0.10 mg/mL 时，VC、HDPP30、HDPP50 和 HDPP70 对 DPPH 自由基的清除率可分别达到

97.17%、79.04%、82.97%和 89.41%。经过计算，HDPP30、HDPP50、HDPP70 的 IC50 分别为 0.0329、
0.0281、0.0164 mg/mL，表明三种拐枣多糖均有一定的抗氧化能力，其中 HDPP70 具有最强的抗化性活

性，其次是 HDPP50，最后是 HDPP30。 

3.6. 拐枣多糖提取物对 ABTS 自由基的清除能力 

通过吸光度值的变化来检测 ABTS 自由基的清除率，已经成为广泛用于检测化学成分的抗氧化性活

性的使用方法[23]。由图 4(b)可知，三种拐枣多糖对 ABTS 自由基的清除率均随多糖溶液浓度的增大而增

大。在 0.5~1 mg/mL 时，ABTS 自由基清除率不断增加且增长迅速，2~5 mg/mL 时多糖对 ABTS 自由基

清除率的增加趋于平缓。总体来看，三种拐枣多糖对 ABTS 自由基的清除能力均弱于 VC。经过计算，

HDPP30、HDPP50、HDPP70 的 IC50 分别为 0.0187、0.0164、0.0131 mg/mL，表明本研究提取的三种拐枣

多糖均具有较强的抗氧化性活性，其抗氧化性活性由强到弱依次为 HDPP70、HDPP50、HDPP30。 

4. 结论 

多糖的活性与其结构密切相关，传统的水提醇沉获取的多糖杂质较多，而不同乙醇体积分数下醇沉

多糖可进一步提高多糖的纯度。基于此，本研究采用热水提取结合乙醇梯度醇沉提取拐枣多糖，获得三

种多糖组分 HDPP30、HDPP50 和 HDPP70。对三种多糖组分结构初步表征结果显示，醇沉浓度影响多糖

的平均分子量，醇沉浓度越高平均分子量越高；红外结果显示，三种多糖均显示出多糖的典型特征吸收

峰，HDPP30、HDPP50 同时含有 α 和 β 构型糖苷键，而 HDPP70 仅含有 β 构型糖苷键；HDPP30、HDPP50
的 SEM 显示它们表面有孔，有更强的吸水性，而 HDPP70 形貌呈片状，表面光滑。体外抗氧化结果显

示，HDPP30、HDPP50、HDPP70 均对 DPPH 自由基和 ABTS 自由基具有较强的清除能力，并且抗氧化

性逐渐增强，其中 HDPP70 相较于其他两种多糖的体外抗氧化能力略强。综上，通过调控乙醇沉淀浓度

可有效分离得到不同分子量的拐枣多糖组分，其中 70%乙醇沉淀组分(HDPP70)展现出最优的体外抗氧化

活性，表明其作为天然抗氧化剂具有进一步开发的潜力。拐枣多糖的研究具有极其重要的科学价值和应

用前景，要继续深入研究其提取纯化技术、化学结构、活性机制等方面，以期为拐枣多糖的开发与利用

提供更为全面、深入的科学依据。 
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