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白背三七多糖的分离纯化

刘微微，刘 旭，曹学丽 *
(北京工商大学食品学院，食品添加剂与配料北京高校工程研究中心，北京      100048)

摘   要：采用D315弱碱性阴离子交换树脂和Sephadex G-25凝胶柱层析，从白背三七叶粗多糖中分离纯化得到中性

多糖GDPs-1、GDPs-2 及酸性多糖GDPs-3 3 个多糖组分。经高效凝胶色谱测定，重均分子质量分别为：1.06 × 104、

4.17 × 103D 和 3.74 × 103D；纯度分别为 94.08%、92.3% 和 99.8%。红外光谱证明 3 种多糖均含有多糖类特征吸收

峰，初步推测 GDPs-1 中α和β构型并存，GDPs-2 和 GDPs-3 为α构型；核磁共振结果进一步证实 3 种多糖中均只

含有α构型。
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Abstract ：Two neutral polysaccharides (GDPs-1 and GDPs-2) and one acidic polysaccharide (GDPs-3) were separated and

purified from water-soluble crude polysaccharide from the leaves of Gynura davaricata (L.) DC. by D315 resin column and

subsequent Sephadex G-25 gel column chromatography. GPC analysis showed that the average molecular weights of GDPs-1,

GDPs-2 and GDPs-3 were 1.06 × 104, 4.17 × 103 D, and 3.74 × 103 D with a purity of 94.08%, 92.3% and 99.8%, respectively.

Infrared spectra preliminarily confirmed that the purified fractions were polysaccharides. GDPs-1 was characterized as α- and

β-configuration, and GDPs-2 and GDPs-3 asα-configuration. Nuclear magnetic resonance (1H-NMR) results further proved

that the polysaccharides contained only α-configuration. In conclusion, all these investigations can provide reference data for

further studies on structural characterization and bioactivity of Gynura davaricata polysaccharides.
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白背三七(Gynura davaricata(L.) DC.)，菊科菊三七

属植物，又名白子菜、富贵菜、鸡菜等。分布于台

湾至华南、西南一带，喜生长于村旁、山坡等地 [ 1 ]。

其根、茎、叶均可入药，具有清热解毒、止血、凉

血、降血糖等功效[2]。民间以白背三七地上部分作为食

药两用，广泛用于治疗高血压病、高脂血症及糖尿病

等，故亦有“神仙草”之称。2 0 世纪 9 0年代中后期

逐渐从自然野生发展成为人工栽培[3]，是一种优良的药

食两用植物。

多糖是构成生命的四大基本物质之一，具有储存能

量、调节免疫力、抗肿瘤、降血糖等生物学活性，已

引起越来越多的关注 [ 4 - 6 ]。白背三七多糖 ( G y n u r a

davaricata polysaccharides，GDPs)为该植物中主要活性

成分之一，动物实验研究表明白背三七多糖具有降血糖

功效，并能提高小鼠耐缺氧能力[7-10]，因此研究白背三

七多糖成分，开发降血糖新药、功能性食品以及办公

室等缺氧人群的保健品等具有广阔前景。但目前对白背

三七多糖的分离纯化研究报道较少[7]，还没有对白背三

七多糖的组成和结构特征等方面的报道。

植物多糖的分离纯化多采用离子交换和凝胶柱层析

相结合的方法。纤维素离子交换树脂是一种常用的柱层

析介质[11-12]，通过改变洗脱剂的离子强度达到分离中性
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多糖和酸性多糖的目的。但其价格较昂贵，增加了分

离的成本。D315 树脂是由具有大孔结构的丙烯酸甲酯共

聚交联高分子聚合物，通过多乙烯多胺进行胺解得到的

多胺基弱碱性离子交换树脂，在水中能离解出 OH －而呈

弱碱性，树脂的正电基团能与溶液中的阴离子吸附结

合，从而产生阴离子交换作用。多糖除含有中性多糖

外，还含有一定量的酸性多糖；酸性多糖的糖醛酸部分

在弱碱性条件下带负电，被吸附于阴离子交换树脂上，

而中性多糖不被吸附，据此将酸性多糖和中性多糖进行

分离。王元凤等[13]曾采用 D315 树脂对茶多糖中的中性

糖和酸性糖进行了分离；D315 树脂价格便宜，分离成

本低，适用于规模化生产。

本实验着重对白背三七多糖的分离纯化方法进行研

究。白背三七鲜叶汁喷雾干燥粉，经热水提取、脱蛋

白、脱色、乙醇分级沉淀得到粗多糖；采用 D315离子

交换树脂和 SephadexG-25 凝胶柱层析，分离纯化得到中

性多糖 GDPs-1、GDPs-2 及酸性多糖 GDPs-3 3 个多糖组

分；经高效凝胶色谱(GPC)确定了重均分子质量，红外

光谱(IR)及核磁共振氢谱(1H-NMR)证实为多糖类成分并确

定了其构型，为进一步研究白背三七多糖的结构特征和

生物活性提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

白背三七鲜叶汁喷雾干燥粉，由山西菩净生物技术

公司提供。

D315 弱碱性阴离子交换树脂    上海华震科技有限公

司；Sephadex G-25    美国法玛西亚公司；透析袋(截留

分子质量 1000D)    美国 GE 公司；三氯乙酸、乙醇、

氢氧化钠、盐酸、苯酚、硫酸、甲醇等均为分析纯

北京化工厂。

1.2 仪器与设备

RE-52A 型旋转蒸发器    上海亚荣生化仪器公司；

Alpha 2-4 LSC 真空冷冻干燥机    德国 Christ 公司；层析

柱 (50cm ×2.6cm、50cm ×1.6cm)、BSZ-100 自动部分收

集器    上海沪西分析仪器厂有限公司； Spectra Max 190

型酶标仪    美国 MDS 公司；高效凝胶色谱分析系统

(LC-20AD 型泵、CTO-20A 柱温箱)    日本岛津公司；

DAWN HELEOS-II型激光多角度散射检测器、Optilab rex

示差检测器    美国 Wyatt 公司；Shodex SB-803 高效凝胶

色谱柱    日本 Shodex 公司；Bruker AV 600 核磁共振仪

德国 Bruker 公司。

1.3 方法

1.3.1 白背三七多糖的提取

称取喷雾干燥粉末200g，以料液比1:10 加入2000mL

去离子水，90℃搅拌提取两次，每次 2h，合并提取液，

真空减压浓缩至一定体积；加入 7g/100mL 三氯乙酸，放

置过夜，抽滤，除去蛋白质；滤液中加入 1g/100mL 活

性炭，80℃搅拌脱色 1h，滤液真空减压浓缩至一定体积；

加入 3 倍体积无水乙醇沉淀，4℃放置过夜，抽滤得沉

淀；复溶于水，减压浓缩至无乙醇味，冷冻干燥得到

白背三七粗多糖。

1.3.2 D315 树脂的预处理

取新购的 D 3 1 5 树脂，出厂形式为 C l－型，用去

离子水反复漂洗至浸洗水无色，泡沫很少时为止；装

柱(50cm × 2.6cm)，用 1mol/L NaOH 以 2mL/min 流速

冲洗树脂 3～5 倍床体积，转化为 O H－型；去离子水

冲洗至中性；之后用 1mol/L HCl 以 2mL/min 流速冲洗

3～5 倍床体积，转化为 C l－型；去离子水冲洗至出水

pH 值为 4 左右；继续用 1mol/L NaOH 冲洗 3～5 倍床

体积，将树脂转化为 O H－型；最后用去离子水冲至中

性，备用。

1.3.3 白背三七酸性和中性多糖的分离

配制 2mg/mL 的粗多糖溶液约 160mL，以 2mL/min

速率进样，同时每 10mL 一管收集柱出口流出液，待上

样完毕后，去离子水清洗至无多糖流出，得中性多糖

部分；之后更换为 0.1mol/L NaCl 溶液洗脱至无多糖流

出，收集得到酸性多糖部分。洗脱过程中，每管洗脱

液取 200μL，转入 10mL 干净试管中，加入 9% 苯酚 100

μL 和 500μL 的硫酸，沸水浴 20min，490nm 波长处测

定吸光度 [ 1 4 ]，绘制洗脱曲线，并按峰形合并洗脱液。

1.3.4 白背三七中性多糖的分离纯化

采用 Sephadex G-25 层析柱(50cm ×1.6cm)，根据分

子质量不同，对白背三七中性多糖进一步分离纯化。考

察不同洗脱流速和上样量对分离效果的影响，确定最佳

的分离条件。苯酚 - 硫酸法测定各管多糖含量，绘制洗

脱曲线。

1.3.5 纯度检测及分子质量测定

采用优化后的上样浓度和洗脱流速分离纯化中性糖

部分，苯酚 - 硫酸法绘制洗脱曲线，按照峰形合并相应

收集液，冷冻干燥得到多糖组分。采用高效凝胶色谱

示差检测器检测纯度，激光多角度散射检测器测定多糖

的重均分子质量。

检测条件：色谱柱：Shod ex  SB-803，流动相：

0.1mol/L NaCl 溶液，流速 0.5mL/min，柱温箱 40℃，

进样体积 200μL，检测器：激光多角度散射检测器及示

差检测器。

1.3.6 分离多糖的红外光谱分析

称取分离纯化得到的多糖样品 GDPs-1、GDPs-2、
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GDPs-3 各 1mg 与 200mg 干燥的KBr 混匀，在玛瑙研钵中

研磨 5～10min。混合压膜，测定波数在 4000～400cm－ 1 的

红外光谱。

1.3.7 1H-NMR 分析多糖糖苷键构型

将一定量的多糖纯品 GDPs-1、GDPs-2、GDPs-3 溶

于 D 2O，在 293K 温度下进行 600Hz 核磁共振仪分析。

2 结果与分析

2.1 白背三七中性和酸性多糖的分离

白背三七粗多糖水溶液经过 D315 树脂后，得到了

中性多糖(Ⅰ)和酸性多糖(Ⅱ)两部分(图 1)，中性多糖直

接冷冻干燥；酸性多糖搅拌透析 48h 后，冷冻干燥。将

所得多糖用 0.1mol/L NaCl 溶解后进行 GPC 纯度检测，如

图 2 所示。曲线 1 显示的为 Optilab rex 示差检测器的信

号，测定各个组分质量浓度；曲线 2 显示的为 D AW N

HELEOS- Ⅱ型激光多角度散射检测器的信号，测定的是

各个组分相对分子质量的大小。

由图 2 示差信号可知，中性多糖(Ⅰ)中包含 3 个主

要组分，保留时间分别为 19、21.5min 和 23.0min，但

19min 处的组分含量较少；由激光信号可知，14min 左

右处还存在分子质量较大的组分，但示差信号显示其含

量太低；故将 21.5min 和 23.0min 的两个组分作为目标进

行进一步分离纯化。而酸性多糖(Ⅱ)，其示差和激光信号

均显示其为均一多糖，其纯度为 99.8%，分子质量为 3.74×

103D，多分散系数为 1.27，将其命名为 GDPs-3，无需

进一步纯化。

2.2 白背三七中性多糖的分离纯化

以葡聚糖凝胶 Sephadex G-25 为凝胶介质，超纯

水为流动相，上样体积 1 m L ，在恒定条件下，考察

不同流速和上样量对两峰分离度的影响，选择最佳的

分离条件。

2.2.1 流速的选择

图 1 中性多糖 (Ⅰ )和酸性多糖 (Ⅱ )在 D315 树脂上的洗脱曲线

Fig.1   Elution curve of water-soluble crude polysaccharide on D315

resin
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图 2  中性多糖 (Ⅰ)和酸性多糖(Ⅱ )的 GPC 图谱

Fig.2   GPC chromatograms of neutral(Ⅰ) and acidic (Ⅱ) polysaccha-

ride fractions obtained by D315 resin column chromatography
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上样量 30mg，考察不同流速对分离度的影响。由

图 3 可知，在 0.10、0.25mL/min 和 0.50mL/min 3 种流速

a. 0.10mL/min；b. 0.25mL/min；c. 0.50mL/min。

图 3  不同流速下的洗脱曲线

Fig.3   Elution curves of GDPs-1 and GDPs-2 at different flow rates
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条件下，均能将两个组分明显分离。但在 0.1mL/min 的

流速下，分离时间较长，需要 15h 左右；0.25mL/min

将时间缩短到 7h，且 GDPs-1 与 GDPs-2 分离度较好；

0.50mL/min 流速下，时间较短 3h 左右即可完成分离，但

两峰间间隔较小，且高流速使得 GDPs-1 的拖尾较为严

重。因此选择 0.25mL/min 进行后续分离。

2.2.2 上样量的选择

相同的洗脱速率下，考察不同上样质量浓度对分离

度的影响。由图 4 可知，在 3 种上样质量浓度下，两

个目标组分之间均能实现完全分离。但随着上样量的增

加，两峰之间的间隔逐渐缩小，当质量浓度增加到

100mg/mL 时，两峰之间只有 2～3 管级分的间隔，考虑

到重现性以及为保证分离效果，选择 60mg/mL 上样量进

行后续工作。在以葡聚糖凝胶 Sephadex G-25 为凝胶介

质，超纯水为流动相，上样体积 1 mL 的条件下，最终

确定白背三七中性糖最佳分离条件：纯水洗脱，上样量

60mg，上样体积 1mL，流速 0.25mL/min，得到中性多

糖 GDPs-1 和 GDPs-2。

2.2.3 两中性多糖 GDPs-1 和 GDPs-2 的纯度及分子质量

测定

采用与酸性多糖 GDPs-3 相同的分析条件，对两中

性多糖 GDPs-1 和 GDPs-2 的纯度及分子质量进行了测

定，见图 5。经分析可得，GDPs-1 的纯度为 94.08%，

Mw 为 1.06 × 104D，多分散性系数 1.43；GDPs-2 的纯

度为 92.3%，Mw 为 4.17 × 103D，多分散性系数 1.65。

2.3 3 种多糖的红外光谱分析
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Fig.4   Elution curves of GDPs-1 and GDPs-2 at different sample
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Fig.5   GPC chromatograms of GDPs-1 and GDPs-2
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由图 6 可知，3400cm -1 左右出现的极强而宽的峰

为糖类物质O－H 的伸缩振动(νOH)；1100cm-1 处的强峰是

C － O 的伸缩振动峰(νC-OH)，亦是νOH 的旁证；2900cm-1

的中强峰是烷基的 C－H 的伸缩振动峰(νCH2 和νCH)，以

1380cm -1 出的 C－H 弯曲振动峰(δCH)为旁证，它们是

糖类的特征吸收峰；1640cm -1 附近的强吸收峰是羧基

的 C ＝ O 键的伸缩振动峰(νC-O)；1050cm -1 附近为醇羟

基的变角振动吸收峰；GDPs-1 在 2925cm-1 处的吸收峰

强度较分子质量两个多糖组分的明显，提示其分子结

构中甲基和亚甲基含量比较大，体现为分子链较

长，相对分子质量较高，G P C 测得的重均分子质量

的大小证明了上述相对分子质量较高的推断 [ 1 8 ] 。

GDPs-1 中 82 9 . 06 cm -1 处的弱吸收峰为α- 异构体的

C － H 的弯曲振动峰 (δC - H)， 898.52cm-1 处得弱吸收

峰为β- 异构体的 C － H 的弯曲振动峰(δC-H)，吸收峰

均较弱，提示可能 G D P s - 1 中α与β型糖苷键并存；

GDPs-2中 828.96cm-1处强烈的吸收峰表明GDPs-2为α

构型；GDPs-3 中 838.79cm-1 左右处的弱吸收峰为α型糖

苷键的吸收峰，亦表明 GDPs-3 为α构型[16-17]。GDPs-2

中 828.96cm -1 处的吸收峰最为强烈，提示其α构型可

信度较高，分子质量两种多糖的构型还需通过核磁共

振等手段进一步验证。

2.4 1H-NMR 分析

1H-NMR 主要解决多糖结构中糖苷键构型的问题，

由于多糖分子的不同糖残基中非异头质子的化学位移相

近，使多糖在 1H-NMR 上的信号，除 C1 上质子信号较

易解析外，其他大部分质子信号都出现在δ3.5～4.0 的

狭小范围内，谱图重叠严重。但不在拥挤区的 1H-NMR

信号被称为“结构信息共振信号”，是图谱解析突破

口，其中异头质子信号对多糖结构的解析有着重要意

义。一般来说，α构型糖苷的异头质子的共振比β构型

糖苷向低场位移δ0.3～0.5，前者出现在δ4.8～5.3，后

者一般出现在δ4.4～4.8。由图 7 所示，经过 D2O 交换

后，3 种多糖的 1H-NMR 信号多集中在δ 3～5.5 的范围

内；GDPs-1 氢谱中，δ4.8～5.3 为 GDPs-1 的己碳糖的异

头质子共振区，表明GDPs-1 中只含有α构型；GDPs-2 氢

谱中，δ5.3 为 GDPs-2 的异头质子信号，表明 GDPs-2 中

只含有α构型；GDPs-3 氢谱中，δ4.8 为 GDPs-3 的异

头质子信号，表明 GDPs-3 中只含有α构型。GDPs-2 和

GDPs-3 的 1H-NMR 测定构型结果与红外光谱测定结果相

一致；GDPs-1 的红外光谱显示含有α和β构型，但强

度均较弱，不易确认其构型，1H-NMR 证实其中只含有

α构型。

3 结  论

采用国产的D315 弱碱性阴离子交换树脂，成功从白

a. GDPs-1；b. GDPs-2；c. GDPs-3。

图 6 3 种多糖 GDPs-1、GDPs-2 和 GDPs-3 的红外谱图

Fig.6   IR spectra of GDPs-1, GDPs-2 and GDPs-3
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a. GDPs-1；b. GDPs-2；c. GDPs-3。

图 7 3种多糖 GDPs-1、GDPs-2和 GDPs-3的 1H-NMR图谱(600Hz, 293K)

Fig.7   1H-NMR spectra of GDPs-1, GDPs-2 and GDPs-3 (600 Hz, 293 K)
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背三七粗多糖中分离出一个均一的酸性多糖成分GDPs-3；

所得中性多糖部分，经 Sephadex G-25 进一步分离，得

到两个纯度较高的均一中性多糖成分GDPs-1 和 GDPs-2；

经高效凝胶色谱分析，GDPs-1、GDPs-2 及 GDPs-3 的

分子质量分别为 1.06 × 104、4.17 × 103D 和 3.74 × 103D，

纯度分别为 94.08%、92.3% 和 99.8%；经红外光谱和核

磁共振氢测定，3 种组分均显示为多糖类物质特征，均

只含有α构型。
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