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碱提白芨粗多糖脱蛋白方法比较及抗氧化活性 

陈浩莹，王  斌*，李金鹏，曾劲松，徐  峻，陈克复 
（华南理工大学 轻工科学与工程学院，广东 广州  510641） 

摘要：以碱提白芨粗多糖（BSP-A）为对象，对比三氯乙酸（TCA）法、TCA+正丁醇法、大孔树脂 AB-8 吸附

法、木瓜蛋白酶法、Sevage 法和三相分离法脱除 BSP-A 蛋白的效果。以 BSP-A 回收率和蛋白脱除率作为重要

指标，并探讨了蛋白脱除方法对 BSP-A 结构和生物活性的影响，确定更适用于 BSP-A 纯化的方法。结果表明，

Sevage 法、木瓜蛋白酶法和三相分离法对 BSP-A 的回收率达到 84%以上，反应相对温和；TCA 法、TCA+正丁

醇法、大孔树脂 AB-8 吸附法脱蛋白效果最佳，TCA+正丁醇法最高能达到 90.31%。不同的脱蛋白方法对 BSP-A

的重均相对分子质量影响轻微；而三相分离法和 TCA+正丁醇法影响了样品中 D-甘露糖和 D-葡萄糖的组成比例。

6 种方法均对 BSP-A 的 Zeta 电位和 FTIR 谱图的特征峰产生了一定的影响，其中，木瓜蛋白酶法和 Sevage 法能

较好地保留白芨多糖的抗氧化活性。总的来说，Sevage 法是一种对 BSP-A 结构和活性保留较好的脱蛋白方法，

但脱蛋白效率不佳，可作为白芨多糖脱除游离蛋白的有效手段之一。 
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Comparison of deproteinization methods of alkaline-extracted crude 
polysaccharide from Bletilla striata and its antioxidant activity 

CHEN Haoying, WANG Bin*, LI Jinpeng, ZENG Jinsong, XU Jun, CHEN Kefu 
（School of Light Industry and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510641, Guangdong, China） 

Abstract: Trichloroacetic acid (TCA) method, TCA+n-butanol method, macroporous resin AB-8 adsorption 

method, papain method, Sevage method, and three-phase separation method were compared for their 

efficacy of protein removal from alkaline-extracted Bletilla Striata crude polysaccharide (BSP-A). The 

effects of deproteinization methods on the structure and biological activity of BSP-A were discussed using 

BSP-A recovery rate and protein removal efficacy as important indicators. Then, a more suitable method for 

BSP-A purification was determined. The results showed that Sevage method, papain method, and 

three-phase separation method all had a recovery rate for BSP-A more than 84%, with relatively mild 

reaction conditions, while TCA method, TCA+n-butanol method, and macroporous resin AB-8 adsorption 

method displayed better deproteinization results. TCA+n-butanol method could reached up to 90.31%. 

Different deproteinization methods showed little effect on the weight-average relative molecular mass of 

BSP-A, however, the three-phase separation method and TCA+n-butanol method affected the ratio of 

D-mannose to D-glucose in BSP-A. These six methods demonstrated influence on Zeta potential and 

characteristics peaks of FTIR spectrum of BSP-A. Especially, the papain and Sevage methods better 

retained the antioxidant activity of polysaccharide from Bletilla striata. In general, Sevage method showed 

good retention of polysaccharide structure and activity though with low deproteinization efficiency, 

therefore, it could be one of the competing methods for free protein removal from BSP-A. 

中药现代化技术 
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白芨（Bletilla striata）是一种具有重要研究意

义的收敛止血中药，应用于治疗恶性溃疡、创伤性

出血、吐血、肺纤维化以及外伤性疾病，在中国已

有数千年的历史[1]。现代药理证实，白芨多糖（BSP）

是其主要成分，同时也是中国传统医药中的有效成

分[2]。BSP 具有广泛的生物活性，如抗溃疡[3-4]、止

血[5]、抗炎[6]、抗氧化[7]、抗菌[8]、抗纤维化[9]和抗衰

老[10]等。此外，白芨也是中医理论中许多皮肤护理

经典配方的主要药物，并被广泛用于化妆品行业[11]。 

XU 等[12] 研究还证实，BSP 对成纤维细胞不仅无

毒性作用，还可以保护其免受 H2O2 引起的损伤。HU

等[13]使用 BSP 制备了微针，并证实由质量浓度为

24 g/L BSP 组成的微针可穿透皮肤，并将一种药物

模型-罗丹明 B（RhB）送入大鼠皮肤。水提醇沉法

是多糖提取的一种常用方法，利用多糖在水中的溶

解性和在乙醇中的不溶性，以达到对多糖的提取分

离。石猛等[14]研究表明，水提醇沉法可以去除水煎

液中淀粉、树胶、果胶、黏液质、蛋白质、鞣质、

色素、无机盐等水溶性杂质，在水溶液中醇的体积

分数达到 75%时，可以除去蛋白质。但目前关于多

糖的研究[15]，植物多糖经初提时仍伴随着蛋白质的

溶出，包括游离蛋白和多糖-蛋白质复合物，游离蛋

白的存在会影响后续多糖的纯化，不利于对其结构

和生物活性的研究。脱蛋白方法作为多糖纯化过程

中的重要步骤，传统和近期研究的方法均见报道[16]，

如 Sevage 法、盐酸法、三氯乙酸法（TCA）、重复

冻融法[17]、双醛纤维素法（DAC）[18]等。近期研究

的 DAC 还没有进行量产，使用过程繁琐。在评价脱

蛋白方法优劣性时，除了多糖回收率和蛋白脱除率

作为重要指标，脱蛋白处理后的多糖结构和生物活

性也应成为方法评价的准则。 

基于此，本研究拟采用前期研究探索的碱辅助

方法[19]来提取 BSP，以多糖回收率和蛋白脱除率为

基本指标，辅以多糖初步结构表征和抗氧化活性，

比较不同的脱蛋白方法对 BSP 的影响和效果，进一

步为 BSP 作为化妆品和医药制品原料在工业生产中

的开发提供理论依据。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

白芨块茎，广州大参林药店；无水葡萄糖、无

水乙醇、三氯乙酸，AR，广州芊荟化玻仪器有限公

司；正丁醇（AR）、叔丁醇（AR）、考马斯亮蓝 G250、

牛血清白蛋白（生物级）、2,2'-联氮-双-3-乙基苯并 

噻唑啉-6-磺酸（ABTS）（生物级）、偶氮二异丁脒盐

酸盐（AAPH）（生物级）、荧光素钠（AR）、水溶性

维生素 E（Trolox）、木瓜蛋白酶（生物级），大孔树

脂 AB-8，上海麦克林生化科技股份有限公司；L-岩藻

糖、L-阿拉伯糖、D-半乳糖、D-葡萄糖、D-甘露糖、

D-半乳糖醛酸（GalA）和 D-葡萄糖醛酸（GlcA）标

准品，美国 Sigma 公司；不同重均相对分子质量（Mw）

的葡聚糖标准品，国家食品和药品控制研究所（北京）。 

EYELA 旋转蒸发仪，东京理化公司；HR3050R

台式离心机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；

SZ-100Z 纳米颗粒分析仪，日本 HORIBA 公司；

Agilent 1260 型液相色谱仪，美国 Agilent 公司；ICS 

3000 型离子色谱仪，德国 Dionex 公司；Tensor 27

型傅里叶变换红外光谱仪，美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；UV-2600 型紫外-可见分光光度计，

日本 Shimadzu 公司；Synergy Neo2 型酶标仪，美国

Biotek 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  白芨粗多糖的提取 

提取前，干燥的白芨粉末（50 目，100 g）分别

用体积分数为 90%的乙醇水溶液 2 L 和体积分数为

95%的石油醚水溶液 1 L 在室温 25 ℃下搅拌 2 h 以

清除杂质。抽滤后取滤渣，室温干燥后，得到预处

理粉末，置于密封袋中储存备用。碱提取 BSP 按照

前期的研究进行[19]。具体过程如下：25 g 预处理粉

末，在 55 ℃下用 750 mL 0.01 mol/L NaOH 溶液提

取 3 h，将上清液在 1.0×104 r/min 下离心 10 min，

用 0.5 mol/L 盐酸将上清液的 pH 调节到 7.0，提取

过程重复两次。使用旋转蒸发仪将上清液浓缩至初

始体积的 1/3，向浓缩后的提取液中添加 4 倍提取液

体积的无水乙醇，在 4 ℃下静置 24 h。过滤出白色

絮状沉淀物，并用无水乙醇洗涤。溶解后，以蒸馏水

在 25 ℃下用截留相对分子质量 3500 的透析膜透析

48 h，浓缩后在–40 ℃下冷冻干燥 48 h，得到白芨

粗多糖（BSP-A）。 

1.2.2  BSP-A 总糖质量分数的测定 

样品中 BSP-A 总糖质量分数按照苯酚硫酸法进

行测定[20]，以无水葡萄糖作为标准。得到标准曲线

为：y = 9.3466x + 0.0271（R2 = 0.9974），x 为无水葡

萄糖质量浓度（g/L），y 为吸光度，线性范围 0.01~ 

0.10 g/L。BSP-A 总糖质量分数和回收率分别按   

式（1）和（2）计算： 
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式中：ws 为 BSP-A 总糖质量分数，%；ρ 为用吸光

度代入到无水葡萄糖标准曲线后，计算得到的

BSP-A 质量浓度，g/L；V 为检测样品的体积，L；m

为样品质量，g；rs 为回收率，%；wf 为脱蛋白后样

品的 BSP-A 总糖质量分数，%；wa 为脱蛋白前样品

的 BSP-A 总糖质量分数，%。 

1.2.3  BSP-A 蛋白质量分数的测定 

采用考马斯亮蓝法[21]测定样品中的蛋白质量分

数，以牛血清白蛋白作为标准。得到标准曲线为：y= 

8.6228x+0.4023（R2 = 0.9984），x 为牛血清白蛋白质

量浓度（g/L），y 为吸光度，线性范围 0~1 g/L。按

照式（3）和（4）分别计算 BSP-A 蛋白质量分数和

蛋白脱除率： 
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式中：wp 为 BSP-A 蛋白质量分数，%；ρ1 为用吸光

度代入到牛血清白蛋白标准曲线后，计算得到的蛋

白的质量浓度，g/L；V1 为检测的样品体积，L；m1

为样品质量，g；wpa 为脱蛋白前样品的 BSP-A 蛋白

质量分数，%；wpf 为脱蛋白后样品的 BSP-A 蛋白质

量分数，%。 

1.2.4  BSP-A 脱蛋白的方法 

配制质量浓度为 10 g/L 的 BSP-A 水溶液。分

别用 TCA 法、TCA+正丁醇法、木瓜蛋白酶法、

Sevage 法、三相分离法和大孔树脂 AB-8 吸附法脱

除 BSP-A 中的蛋白，以多糖回收率和蛋白脱除率来

评价其纯化效果，并通过结构检测和抗氧化活性检

测来评价其影响。 

1.2.4.1  TCA 法 

取质量浓度 10 g/L 的 BSP-A 水溶液 50 mL，按

体积比 1∶1 加入质量分数为 15 %的 TCA 水溶液，

搅拌 30 min，放入冰箱 4 ℃静置 12 h，取出后离心

取上清液。将上清液用蒸馏水在 25 ℃下透析（透

析膜截留相对分子质量 3500，下同）48 h 后在–40 ℃

下冷冻干燥 48 h，再进行后续实验。 

1.2.4.2  TCA+正丁醇法 

取质量浓度为 10 g/L 的 BSP-A 水溶液 50 mL，

按体积比 1∶1∶1 加入质量分数为 15%的 TCA 水溶

液和正丁醇，搅拌 30 min，放入冰箱 4 ℃静置 12 h，

取出后离心取水相清液。将水相清液用蒸馏水在

25 ℃下透析 48 h 后在–40 ℃下冷冻干燥 48 h，再进

行后续实验。 

1.2.4.3  大孔树脂 AB-8 吸附法 

使用体积分数为 95%的乙醇水溶液浸泡大孔树

脂 AB-8 8 h，用蒸馏水洗至无醇味。取质量浓度为

10 g/L 的 BSP-A 水溶液 50 mL，并加入 5 g 预处理

后的大孔树脂 AB-8，于 25 ℃下振荡 8 h，振荡后

过滤取水相清液。将水相清液用蒸馏水在 25 ℃下透

析 48 h 后在–40 ℃下冷冻干燥 48 h，再进行后续实验。 

1.2.4.4  三相分离法 

取质量浓度为 10 g/L 的 BSP-A 水溶液 50 mL，

向其加入 10 g (NH4)2SO4，搅拌至完全溶解后，再加

入 75 mL 叔丁醇，在 25 ℃下搅拌 30 min，取出后

离心取水相清液。将样品用蒸馏水在 25 ℃下透析

48 h 后在–40 ℃下冷冻干燥 48 h，再进行后续实验。 

1.2.4.5  木瓜蛋白酶法 

取质量浓度为 10 g/L 的 BSP-A 溶液 50 mL（以

0.01 mol/L，pH=6 的磷酸氢二钠-磷酸二氢钠缓冲溶

液配制），向其加入含量（以 BSP-A 的质量为基准，

下同）为 10 mg/g 的木瓜蛋白酶（>200 U/mg），在

50 ℃酶解 2 h，并在中心温度 90 ℃下灭酶 5 min。

将样品用蒸馏水在 25 ℃下透析 48 h 后在–40 ℃下

冷冻干燥 48 h，再进行后续实验。 

1.2.4.6  Sevage 法 

取质量浓度为 10 g/L 的 BSP-A 水溶液 50 mL，加

入 12.5 mL Sevage 试剂〔V(三氯甲烷)∶V(正丁醇)= 

4∶1〕，在 25 ℃下搅拌 30 min，取出后离心取水相

清液，此过程重复 5 次。将水相清液用蒸馏水在 25 ℃

下透析 48 h 后在–40 ℃下冷冻干燥 48 h，再进行后

续实验。 

1.2.5  BSP-A 结构分析 

1.2.5.1  BSP-A 单糖含量测定 

将经过不同脱蛋白方法处理后的 BSP-A 样品

2 mg 与 4 mL 三氟乙酸水溶液（2 mol/L）在 110 ℃

下水解 4 h，反应后添加 10 mL 甲醇，在 45 ℃下减

压除去三氟乙酸和甲醇。将残留物用超纯水溶解，

过 0.22 μm 聚醚砜滤膜。采用离子色谱仪配以

CarboPac PA1 分析柱（250 mm × 2 mm）和 CarboPac 

PA1 保护柱（50 mm × 2 mm）连接进行测定。使用

L-岩藻糖、L-阿拉伯糖、D-半乳糖、D-葡萄糖、D-

甘露糖、GalA 和 GlcA 标准品作为标准。 

1.2.5.2  BSP-A 重均相对分子质量测定 

将经过不同脱蛋白方法处理后的 BSP-A 样品配

制成质量分数为 0.5%的水溶液，过 0.22 μm 聚醚砜滤

膜。用配备 TSK-G5000 PWXL（7.8 mm × 300 mm）

和 TSK-GEL3500K PWXL（7.8 mm × 300 mm）串联

分析柱的液相色谱仪测定相对分子质量及其分布。在

柱温 35 ℃下，用 0.02 mol/L KH2PO4水溶液作流动相，

流速为 0.8 mL/min，进样量 10 μL。使用不同 Mw
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（ 1.305×104 、 3.680×104 、 6.465×104 、 1.335×105 、

3.006×105、6.700×105）的葡聚糖作为标准，以获得

Mw 的校准曲线。 

1.2.5.3  FTIR 测试 

称取 5 mg 经过不同脱蛋白方法处理后的

BSP-A 样品置于研钵中，与干燥的 KBr 粉末研磨和

压片。使用傅里叶变换红外光谱仪进行测试，波数

范围为 4000~500 cm–1。 

1.2.5.4  Zeta 电位测试 

配制质量浓度为 2 g/L 的 BSP-A 样品水溶液，

使用纳米颗粒分析仪测定样品的 Zeta 电位。 

1.3  体外抗氧化活性检测 

1.3.1  ABTS•抑制能力评价 

参照 CHEN 等[19]方法，测定 BSP-A 清除 ABTS•

的能力。10 mL ABTS 水溶液（7 mmol/L）与 10 mL

过硫酸钾水溶液（2.45 mmol/L）混合并在黑暗中放

置 16 h，用磷酸盐缓冲液（pH=7.4）稀释 30~40 倍，

直到在 734 nm 处的吸光度为 0.70±0.02，得到 ABTS•

工作液。然后将 0.4 mL 不同质量浓度（0、0.5、1.0、

2.0、3.0、4.0 和 5.0 g/L）的样品水溶液加入 3 mL 

ABTS•工作液。混匀反应试剂后，在 25 ℃下黑暗

培养 30 min，然后在 734 nm 处测定混合物的吸光

度。根据式（5）计算 ABTS•抑制率（%）： 

 s

c o

ABTS / % 1 100iA A

A A

 
    

抑制率  （5） 

式中：Ac 为没有样品的混合物的吸光度；Ai 为实验

组的吸光度；As 为样品空白（蒸馏水代替 ABTS 水

溶液）的吸光度；Ao 为没有样品的混合物和 ABTS

水溶液的吸光度。以 BSP-A 质量浓度为自变量，

ABTS•抑制率为因变量作图进行线性拟合，计算抑

制率为 50%时所需 BSP-A 的浓度（半抑制浓度）

（IC50）。 

1.3.2  氧自由基吸收能力（ORAC）评价 

参照陈春[22]的方法，所有的试剂和样品溶液都是

用磷酸钾缓冲液（75 mmol/L，pH=7.4）配制的。在

96 孔板中加入 20 μL 样品溶液或 20 μL 不同浓度的

Trolox 标准液（TE）（3.125、6.25、12.5、25 μmol/L），

随后加入 200 μL 荧光素钠（0.0478 μmol/L）。设定酶

标仪摇动混合物 10 s，并在 37 ℃下预孵化 10 min。

在每个孔中加入 20 μL AAPH（119.4 mmol/L）后，使

用酶标仪测量荧光强度，激发波长为 485 nm，发射

波长为 538 nm，在 37 ℃下每 1.5 min 测定 1 次。根

据不同浓度的 Trolox 标准溶液中的荧光猝灭净面积

（NET AUC）得到标准曲线。样品的 NET AUC 代

入标准曲线计算 ORAC 值（μmol TE/g）[23]。 

1.4  数据统计分析 

所有实验重复 3 次，结果以“平均值±标准差”

来表示，使用 SPSS 24.0 统计软件进行分析。 

2  结果与讨论 

2.1  碱辅助提取 BSP 

经过预处理、稀碱液辅助提取、无水乙醇沉淀、

透析以及冷冻干燥获得 BSP-A，其总糖质量分数为

94.86%±0.56%，蛋白质量分数为 1.91%±0.24%。 

2.2  脱蛋白方法对 BSP-A 回收率的影响 

不同的脱蛋白方法对 BSP-A 回收率的影响如图

1 所示。由图 1 可知，Sevage 法、木瓜蛋白酶法和

三相分离法对 BSP-A 回收率达到 84%以上，反应相

对温和，没有引起 BSP-A 的损失。大孔树脂 AB-8

是一种吸附型极性树脂，对溶液中的弱极性有机分

子有较好的吸附性，而 BSP-A 水溶液本身带有一定

的极性，所以部分 BSP-A 被大孔树脂 AB-8 吸附，

损失较高。TCA 法和 TCA+正丁醇是利用酸性条件

使蛋白变性，从而脱去蛋白，TCA 比盐酸温和，但

在本研究中，其对 BSP-A 的损失影响也较大。脱蛋

白处理是为了纯化多糖，而 BSP-A 的大量损失不符

合研究预期，因此，认为 Sevage 法、木瓜蛋白酶法

和三相分离法更有利于 BSP-A 的保留。 
 

 
 

图 1  不同脱蛋白方法对 BSP-A 回收率的影响 
Fig. 1  Effect of different deproteinization methods on 

recovery rate of BSP-A 
 

2.3  脱蛋白方法对蛋白质量分数的影响 

区别于其他多糖[24-25]，碱提 BSP 的蛋白质量分

数为 1.91%±0.24%，在未经过脱蛋白处理的前提下，

其在同类型物质中偏低。图 2 为不同脱蛋白方法对

BSP-A 蛋白质量分数和蛋白脱除率的影响。 

由图 2 可见，TCA+正丁醇法对 BSP-A 的脱蛋白

效果最佳，蛋白脱除率达到了 90.31%，这可能是由

于除了游离蛋白，TCA 和正丁醇的加入还促进了多

糖-蛋白复合物的降解[26]。除此之外，TCA 法和大

孔树脂 AB-8 吸附法也达到了一定的脱蛋白效 
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果。相对而言，更有利于 BSP-A 回收的 Sevage 法、

木瓜蛋白酶法和三相分离法，蛋白脱除率均<32%。

与于晓红等[15]的研究结果一致，蛋白酶法和 Sevage

法条件温和，除蛋白效率不高。在多糖的功效开发

中，多糖水提物中的蛋白、有机杂质以及色素都会

在不同程度中影响多糖的纯化鉴定和结构表征。本

研究中，以 BSP-A 回收率和蛋白脱除率作为重要指

标，对评价脱蛋白方法具有重要意义。除此之外，

脱蛋白处理后的多糖结构和生物活性也应该成为方

法评价的准则。 
 

 
 

图 2  不同脱蛋白方法对 BSP-A 蛋白质量分数和蛋白脱

除率的影响 
Fig. 2  Effect of different deproteinization methods on protein 

mass fraction and protein removal yield of BSP-A 
 

2.4  脱蛋白方法对 BSP-A 结构的影响 

2.4.1  单糖组分和 Mw 测定 

在前期的研究中指出，BSP 是一种葡甘露聚糖，

主要由 1,4-连接的 D-甘露糖和 1,4-连接的 D-葡萄糖

组成（摩尔分数比约为 3∶1，仅在一些馏分中发现

少量的 D-半乳糖和 L-阿拉伯糖）。表 1 为不同脱蛋

白方法处理的 BSP-A 中单糖组分和 Mw 的比较。 
 

表 1  不同脱蛋白方法处理的 BSP-A 中单糖组分含量和

Mw 的比较 
Table 1  Comparison of different deproteinization methods 

on BSP-A monosaccharides components and Mw 

摩尔分数/% 
脱蛋白方法 

D-葡萄糖 D-甘露糖 L-阿拉伯糖
Mw/×103

未处理 26.75 71.22 2.03 305.95

TCA 法 28.23 71.40 0.37 337.21

TCA+正丁醇法 8.66 89.03 2.31 347.35

木瓜蛋白酶法 27.04 72.51 0.45 357.42

Sevage 法 27.33 71.63 1.03 247.10

三相分离法 14.36 85.64 — 288.62

大孔树脂 AB-8 吸附法 26.37 72.98 0.65 503.46

注：“—”为未检出。 

如表 1 所示，未进行脱蛋白处理的 BSP-A 主要

由 D-甘露糖和 D-葡萄糖组成，并伴有少量的 L-阿

拉伯糖。摩尔分数比为 71.22∶26.75∶2.03，其中

L-阿拉伯糖是较少检测到的成分[27-28]。TCA 法、木

瓜蛋白酶法、Sevage 法和大孔树脂 AB-8 吸附法都

较好地保留了与未处理时相似的单糖组成，没有对

单糖成分造成影响。而三相分离法和 TCA+正丁醇

法都对 BSP-A 的单糖组分造成了影响，使 D-甘露糖

和 D-葡萄糖的比例发生了改变，减少了 D-葡萄糖的

占比。与水提取相比，碱辅助提取的 BSP 的 Mw 更

高，可能是由于碱性条件更有利于高 Mw 多糖的提

取。结果表明，不同的脱蛋白方法对 BSP-A 的 Mw

影响轻微。 

2.4.2  Zeta 电位的测定 

在水相溶液中，Zeta 电位反映了粒子表面离子

的解离，可以表征分散体系的稳定性。通过透析处

理，可以排除溶液中盐离子对 Zeta 电位的影响。在

前期的研究中发现，BSP 溶液带负电，Zeta 电位绝对

值<10 mV，被认为是相对不稳定的分散体系。图 3

为不同脱蛋白方法对 BSP-A 的 Zeta 电位的影响。 
 

 
 

图 3  不同脱蛋白方法对 BSP-A Zeta 电位的影响 
Fig. 3  Effect of different deproteinization methods on Zeta 

potential of BSP-A 
 

从图 3 可知，Sevage 法和三相分离法对 BSP-A

溶液的 Zeta 电位结果影响较小，而 TCA 法和 TCA+

正丁醇法由于加入了 H+，可能使 BSP-A 分子暴露的

羟基减少，影响了 Zeta 电位，使其绝对值变小。木瓜

蛋白酶和大孔树脂 AB-8 与 BSP-A 溶液的反应对

BSP-A 溶液的 Zeta 电位产生了影响，可能在 BSP-A

链上引入了负电荷基团，使 BSP-A 的聚集效应减弱。 

2.4.3  FTIR 分析 

BSP-A 的 FTIR 谱图如图 4 所示。由图 4 可知，

不同脱蛋白方法对 BSP-A 的 FTIR 谱图没有明显影

响，FTIR 谱图中呈现的吸收峰都表明，BSP-A 表现
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出 BSP 的典型结构特征。3346 和 2927 cm–1 处的吸

收峰分别为 O—H 和 C—H 键的拉伸振动 [29]。

1480~1350 cm–1 处的吸收峰为—CH(O—CH2)单键

弯曲振动[30]，而 1151 和 1060 cm–1 处的吸收峰为吡

喃糖中的 C—O—C 键不对称拉伸振动。在 900~ 

800 cm–1 的范围内观察到的小峰意味着 α-构型和 β-

构型的存在[31]，812 和 876 cm–1 处的吸收峰分别为

D-甘露糖和 D-葡萄糖残基[4,32]。经 TCA 法和 TCA+

正丁醇法处理的样品在 616 cm–1 处都出现了明显的

吸收峰，归属于 C—Cl 键的伸缩振动，表明 TCA 可

能残留在 BSP-A 样品中。结果表明，用不同脱蛋白

方法对 BSP-A 进行处理对所得样品的特征峰型有一

定的影响，但 BSP 典型特征峰没有消失。 
 

 
 

图 4  BSP-A 的 FTIR 谱图 
Fig. 4  FTIR spectra of BSP-A 

 

2.5  脱蛋白方法对 BSP-A 体外抗氧化活性的影响 

根据现有清除自由基的机理，体外抗氧化能力

是通过单电子转移（SET）或氢原子转移（HAT）

来测定的[33]。典型的涉及电子捐赠的抗氧化检测是

ABTS•抑制活性，而涉及 HAT 清除自由基的是

ORAC。不同脱蛋白方法对 BSP-A 体外抗氧化活性

的影响如图 5 所示。 
 

 
 

图 5  不同脱蛋白方法对 BSP-A 体外抗氧化活性的影响 
Fig. 5  Effect of deproteinization methods on in vitro antioxidant 

activity of BSP-A 

由图 5 可知，未进行脱蛋白处理的 BSP-A 对

ABTS•的 IC50 为 4.236 g/L，ORAC 值为 13.24 μmol 

TE/g，体现了 BSP-A 样品优良的抗氧化活性。与未

进行脱蛋白处理的 BSP-A 相比，经过脱蛋白处理的

BSP-A 样品抗氧化活性均有一定的下降，主要是因

为在多糖的纯化过程中，非多糖的抗氧化物质如多

肽、多酚和黄酮等可能被除去，使抗氧化活性降低。

但多糖本身纯度的提高，也有利于基团的暴露，促

进电子和氢原子的转移。从图 5 可知，TCA+正丁醇

法对 BSP-A 的 ABTS•抑制活性和氧自由基吸收能力

的影响比较大，IC50 上升为 9.562 g/L，ORAC 值下降

为 7.23 μmol TE/g，这主要是因为多糖的损失以及单

糖结构的变化，使 BSP-A 的抗氧化活性降低；木瓜

蛋白酶法和 Sevage 法则能较好地保留 BSP-A 的抗氧

化活性。 

3  结论 

通过水提醇沉法提取的 BSP-A 总糖质量分数达

到 94.86%±0.56%，蛋白质量分数为 1.91%±0.24%。

本文采用 6 种方法对 BSP-A 进行脱蛋白处理，其中，

Sevage 法、木瓜蛋白酶法和三相分离法对 BSP-A 的

回收率达到 84%以上，反应相对温和，BSP-A 的损

失较低；但蛋白脱除率都<32%；TCA+正丁醇法对

BSP-A 的脱蛋白效果最佳，蛋白脱除率达到了

90.31%，但除了 BSP-A 回收率低，还改变了单糖组

成、Zeta 电位和抗氧化活性等。木瓜蛋白酶法和

Sevage 法则能较好地保留 BSP 的抗氧化活性。相对

来说，Sevage 法是一种对 BSP-A 结构和活性保留

较好的脱蛋白方法，但脱蛋白效率不佳，这主要因

为本研究的碱提 BSP-A 中结合态蛋白较多。高效、

环保且保护性强的新型脱蛋白方法仍然需要持续

研究。 
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