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　　【摘要】　以脱色率、多糖保留率、蛋白质去除率及 ３个指标的加权综合评分比较 ８种树脂对龙眼多糖的脱色

效果，并筛选出效果较好的离子交换树脂 Ｄ３０１ Ｆ，通过单因素和正交试验进一步优化其脱色工艺条件。结果表

明：当龙眼多糖溶液质量分数为 ４％时，选用离子交换树脂 Ｄ３０１ Ｆ，在料液比为 ０１６ｇ／ｍＬ、溶液 ｐＨ值为 ５、温度

为 ５０℃条件下的脱色率可达 ９０２１％，多糖保留率为 ８５７５％，蛋白质去除率为 ７３１２％。龙眼多糖中的色素可能

主要以带负电荷的非极性小分子为主，采用离子交换树脂脱色是一种有效的纯化方法。
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　　引言

由于植物多糖本身结构比较复杂，种类繁多，其

分离纯化和结构鉴定存在一定的难度，进而影响多

糖生物活性机理的研究，制约其在相关领域应用。

现代研究表明，龙眼多糖具有抗氧化、增强免疫及抑制

酪氨酸酶活性等功能
［１～７］
。故龙眼多糖的纯化研究，

对其精深加工和龙眼产业的发展均具有重要的意义。

龙眼粗多糖纯度较低，呈棕褐色，分离纯化

时，需先脱除蛋白质和色素等杂质。目前，大多采

用 Ｓｅｖａｇ法结合酶法脱除龙眼粗多糖中蛋白［６，８］
，

再通过透析或有机溶剂洗涤除去色素等杂质
［８］
，

但该工艺需重复多次萃取以达到较高的蛋白质去

除率，导致多糖损失偏多，耗时较长，且详细的脱

色、脱蛋白工艺设计及结果尚未见报道。大孔树

脂能有效除去多种多糖中的色素和蛋白质
［９～１１］

，



此法不仅条件温和、工艺简便、纯化效率高，且利

于保持多糖的活性及避免有机试剂带来的残留危

害，将大孔树脂用于龙眼多糖脱色是有效的纯化

方法之一。本文在考察 ８种大孔树脂对龙眼多糖
溶液的脱色效果的基础上，选择最好的树脂类型

设计脱色工艺的单因素和正交试验，并对该工艺

进行优化，旨为龙眼多糖的分离纯化和活性研究

提供基础。

１　材料与方法

１１　试验材料、仪器及试剂
１１１　龙眼粗多糖的制备

鲜龙眼品种储良由广东省农业科学院果树研究

所提供，经干燥，剥取果肉粉碎，由优化的提取工艺

制备龙眼粗多糖。工艺流程为：取龙眼干果肉，以料

液比００２５ｇ／ｍＬ加水浸泡；调节 ｐＨ值为 ５０和温
度为５５℃，加入 ２０００Ｕ／ｇ的纤维素酶；于２５０Ｗ超
声场中作用 ６０ｍｉｎ，升温至 ８０℃灭酶；保温继续浸
提２ｈ后抽滤，经真空浓缩后用体积分数 ７５％乙醇
沉淀；沉淀经真空冷冻干燥后得龙眼粗多糖。

１１２　离子交换树脂和吸附树脂
阴离子交换树脂 Ｄ３０１ Ｆ、Ｄ３１８和大孔吸附树

脂 ＤＡ２０１ Ｃ Ⅱ、ＤＡ２０１ Ｂ购自江苏苏青水处理
工程集团有限公司；大孔吸附树脂 Ｄ３５２０、ＮＫＡ购
自南开大学化工厂；大孔吸附树脂 ＨＰＤ １００Ａ、
ＨＰＤ ７００购自沧州宝恩化工有限公司。树脂的预
处理方法参照文献［９］。
１１３　仪器与试剂

离心机，上海安亭科学仪器厂；恒温振荡器，常

州澳华仪器有限公司；ＰＨＳ ２５型 ｐＨ计，上海虹益
仪器仪表有限公司；旋转蒸发器，上海爱朗仪器有限

公司；紫外可见光分光光度计，日本岛津有限公司；

考马斯亮兰蛋白测定试剂盒，南京建成科技有限公

司；纤维素酶（酶活大于或等于 ２００Ｕ／ｍｇ），瑞士
ＦｌｕｋａＡＧ公司；ＮａＣｌ、ＮａＯＨ、盐酸、硫酸、苯酚等均
为国产分析纯。

１２　试验方法
１２１　脱色树脂的筛选

采用静态吸附法，取 １００ｇ处理好的大孔树脂
于１００ｍＬ三角瓶中，加入质量分数为 ４％的龙眼粗
多糖溶液５０ｍＬ，室温下以１２０ｒ／ｍｉｎ振荡２ｈ。振荡
结束后，过滤分离溶液。比较不同树脂处理的多糖

溶液的脱色率、多糖保留率、蛋白质去除率及综合评

分，并筛选出脱色效果最好的树脂类型。

１２２　树脂脱色的单因素试验
将筛选出的最优树脂，分别对料液比（树脂质

量和龙眼粗多糖溶液体积之比）、ｐＨ值、温度和时
间进行单因素试验，按 １２１节测定龙眼多糖溶液
的脱色率、多糖保留率、蛋白质去除率。单因素试验

时各因素取值范围为：

（１）料液比：００４、００８、０１２、０１６、０２０ｇ／ｍＬ。
（２）ｐＨ值：４０、５０、６０、７０、８０。
（３）温度：２０、３０、４０、５０、６０℃。
（４）时间：０５、１、２、３、４ｈ。

１２３　树脂 Ｄ３０１ Ｆ脱色的多因素正交试验
在单因素试验的基础上，采取三因素三水平

（Ｌ９（３
４
））正交试验，确定所选树脂对龙眼多糖溶液

的最佳脱色工艺条件，３次重复。试验因素及水平
如表１所示。

表 １　正交试验因素和水平

Ｔａｂ．１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌａｎｄｆａｃｔｏｒｓ

水平
因素

料液比 Ａ／ｇ·ｍＬ－１ ｐＨ值 Ｂ 温度 Ｃ／℃

１ ００８ ５０ ３０

２ ０１２ ６０ ４０

３ ０１６ ７０ ５０

１２４　分析方法
蛋白质采用考马斯亮兰蛋白测定法。

脱色率、多糖保留率以及蛋白质去除率的测定

及计算方法参照文献［９］。
综合评分的计算：对脱色率、多糖保留率及蛋白

质去除率的权重系数分别取０４、０３和 ０３，３项指
标进行加权求和，通过如下公式得到综合评分

ｕ＝０４ｘ＋０３ｙ＋０３ｚ
式中　ｕ———综合评分，％

ｘ———脱色率，％
ｙ———多糖保留率，％
ｚ———蛋白质去除率，％

１２５　数据处理
采用软件 ＳＰＳＳ１１５进行统计分析。多组间均

数进行方差齐性检验、单因素方差分析，组间两两比

较采用 Ｓ Ｎ Ｋ检验（α＝００５）。

２　结果与分析

２１　树脂的脱色效果
８种树脂对龙眼多糖溶液的脱色结果如表 ２所

示。由表可知，树脂 Ｄ３０１ Ｆ的脱色率显著高于其
他的树脂（Ｐ＜００５），树脂 Ｄ３１８次之，除树脂 ＮＫＡ
以外的其他 ５种树脂的脱色率都在 ６０％左右。树
脂 Ｄ３０１ Ｆ和 Ｄ３１８的多糖保留率没有显著差异
（Ｐ＞００５），且都显著高于其他 ６种树脂 （Ｐ＜
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００５）。ＨＰＤ １００Ａ的蛋白质去除率显著低于其他
树脂（Ｐ＜００５），两种 ＤＡ２０１树脂的蛋白质去除率
较为接近（Ｐ＞００５），另外的 ５种树脂的蛋白质去
除率均在 ６５％左右，且没有显著差异（Ｐ＞００５）。

８种树脂的综合评分与脱色率类似，树脂 Ｄ３０１ Ｆ
最高，Ｄ３１８次之（Ｐ＜００５）。综上所述，树脂 Ｄ３０１ Ｆ
对龙眼多糖溶液脱色的４项评价指标都达显著性最
高水平，故选取该树脂对脱色工艺加以优化。

表 ２　８种树脂对龙眼多糖溶液的脱色效果

Ｔａｂ．２　Ｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｉｇｈｔｔｙｐｅｓｏｆｒｅｓｉｎｏｎｌｏｎｇａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

树脂种类 脱色率 ｘ／％ 多糖保留率 ｙ／％ 蛋白质去除率 ｚ／％ 综合评分 ｕ／％

Ｄ３０１ Ｆ ８１２１±１１６ａ ８８０７±２０１ａ ６６６９±１５９ａ ７８９１±１５４ａ

Ｄ３１８ ７０２６±１５９ｂ ８４６５±１８０ａ ６３９０±１２７ａ ７２６７±１５６ｂ

ＤＡ２０１ Ｂ ５９２９±１６４ｄ ７３２３±２０８ｂｃ ４４９１±２０５ｂ ５９１６±１９０ｄ

ＤＡ２０１ Ｃ Ⅱ ６０９５±２０２ｄ ６５４２±２４７ｄ ４２２３±１８２ｂ ５６６８±２１０ｄｅ

Ｄ３５２０ ６６６２±１８１ｃ ６８４９±１９１ｃｄ ６５８２±１４０ａ ６６９４±１７２ｃ

ＮＫＡ ３２９６±１８６ｅ ７１１１±２３０ｃ ６６０２±１９７ａ ５４３２±２０２ｅ

ＨＰＤ １００Ａ ５７７３±２６６ｄ ７０１０±２１６ｃ ３１２３±１２１ｃ ５３４９±２０８ｅ

ＨＰＤ ７００ ５９３８±１８８ｄ ７６２０±１４１ｂ ６６０４±２１１ａ ６６４２±１８１ｃ

　　注：表中不同小写英文字母表示００５水平的差异显著性。

２２　树脂 Ｄ３０１ Ｆ脱色的单因素试验
２２１　料液比

不同料液比对龙眼多糖溶液脱色效果的影响如

图１所示。由图可以看出，随着料液比的增加，多糖
保留率显著减小（Ｐ＜００５），蛋白质去除率显著增
大（Ｐ＜００５），脱色率也呈增大的趋势，但当料液比
超过０１２ｇ／ｍＬ后，脱色率增加不显著（Ｐ＞００５）。
选择００８、０１２、０１６ｇ／ｍＬ作为正交试验的 ３个水
平。

图 １　料液比对脱色率、多糖保留率和蛋白质

去除率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅｓｉｎｍａｓｓｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｈｏｌｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅ
　

２２２　ｐＨ值
不同 ｐＨ值条件对龙眼多糖溶液脱色效果的影

响如图２所示。在不同 ｐＨ值条件下，色素的离解
程度和极性都会有所差异，从而影响树脂对色素的

吸附。在酸性环境中，氨基酸的离解随 ｐＨ值升高
而减弱，吸附效果降低，蛋白质去除率减小。由图

可见，在 ｐＨ值为 ４０～７０范围内，脱色率和蛋白
质去除率随 ｐＨ值的增大而显著减小（Ｐ＜００５）。
过酸会导致多糖部分降解，ｐＨ值为 ４０时的多糖

保留率要显著低于其他 ｐＨ值条件（Ｐ＜００５）。
故选择 ｐＨ值 ５０、６０、７０作为正交试验的研究
水平。

图 ２　ｐＨ值对脱色率、多糖保留率和蛋白质

去除率的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ｈｏｌｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅ
　
２２３　温度

温度是影响离子交换树脂吸附性能的一个重要

因素，其对龙眼多糖溶液脱色效果的影响如图 ３所
示。由图可以看出，随着温度的升高，脱色率先显著

增大再显著减小（Ｐ＜００５）。在温度升高的过程
中，溶质的扩散速度加快，溶液粘度下降，有利于色

素的吸附。但吸附为一个放热过程，温度过高，解吸

速度也加快，脱色率在温度超过 ４０℃后呈下降趋
势。多糖保留率则随温度的升高而增大，当温度大

于４０℃后无显著差异（Ｐ＜００５）。可能因为龙眼糖
溶液中蛋白质自身的性质，树脂的活化对蛋白质的

吸附影响程度较大，蛋白质去除率随温度的升高而

显著增大（Ｐ＜００５）。选定正交试验的 ３个温度水
平为３０、４０、５０℃。
２２４　时间

不同的处理时间对龙眼多糖溶液脱色效果的影
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图 ３　温度对脱色率、多糖保留率和蛋白质去除率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｈｏｌｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅ
　
响如图４所示。由图可见，脱色率和蛋白质去除率
随脱色时间的延长而增大，多糖保留率随之减小。

３个指标在时间超过 ２０ｈ后的变化趋势都变得平
缓，３０ｈ和４０ｈ时的３个指标都不存在显著差异
（Ｐ＞００５），为节省时间，降低成本，选定脱色处理
时间为２０ｈ。

图 ４　时间对脱色率、多糖保留率和蛋白质去除率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｉｍｅｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ｈｏｌｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅ
　
２３　树脂 Ｄ３０１ Ｆ脱色的正交试验

对树脂Ｄ３０１ Ｆ脱色正交试验结果（表３）进行
极差和方差分析，结果如表 ４、５所示。根据表 ４中
的 Ｒ值可以看出，影响龙眼多糖脱色率和多糖保留
率的因素主次顺序为 ｐＨ值、料液比、温度，而影响
蛋白质去除率和综合评分的因素主次顺序为料液

比、ｐＨ值、温度。并根据综合评分选择最佳的工艺
条件为 Ａ３Ｂ１Ｃ３，即料液比为 ０１６ｇ／ｍＬ，ｐＨ值为
５０，温度为５０℃，在此条件下的龙眼粗多糖的脱色
率可达到 ９０２１％，多糖保留率为 ８５７５％，蛋白质
　　

去除率 ７３１２％。由正交试验的方差分析结果
（表５）可知，树脂用量和 ｐＨ值对脱色率和综合评
分指标有极显著影响（Ｐ＜００１），温度对综合评分
有显著影响（Ｐ＜００５），３个考察因素对多糖保留率
和蛋白质去除率均无显著影响（Ｐ＞００５）。

表 ３　树脂 Ｄ３０１ Ｆ脱色的正交试验设计及结果

Ｔａｂ．３　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号 Ａ Ｂ Ｃ ｘ／％ ｙ／％ ｚ／％ ｕ／％

１ １ １ １ ８４１７ ８７４８ ５７３３ ７７１１

２ １ ２ ２ ７９７７ ８８７９ ５９８９ ７６５１

３ １ ３ ３ ７７７２ ９３４６ ５６８２ ７６１７

４ ２ １ ２ ９１２１ ８６５４ ６８５２ ８３００

５ ２ ２ ３ ８３３８ ９１４０ ６５４１ ８０４０

６ ２ ３ １ ８１４２ ８９６２ ６００１ ７７４６

７ ３ １ ３ ９０２１ ８５７５ ７３１２ ８３７５

８ ３ ２ １ ８３１４ ８７１９ ６４２７ ７８６９

９ ３ ３ ２ ８２９９ ９０１５ ６３６４ ７９３３

３　讨论

阴离子交换树脂的阴离子通过离子键的形式与

色素阴离子交换，并且色素的非极性部分与树脂基

质中的基团以疏水力结合，从而达到脱色的目的。

非极性大孔吸附树脂，具有疏水性的表面结构，通过

与分子内的疏水基相互作用进行吸附，适宜从极性

溶液中吸附非极性溶质
［１０］
。由表 ２可以看出，阴离

子交换树脂 Ｄ３１８和 Ｄ３０１ Ｆ的脱色率都在７０％以
上，除 ＮＫＡ外的大孔吸附树脂的脱色率也超过
５０％，说明多糖溶液中色素主要为带负电荷的非极
性分子。树脂聚合体所具有的网眼大小必须与溶液

中色素分子的大小相适应才能达到吸附效果，而脱

色效果较差的树脂 ＮＫＡ孔径（２０～２２ｎｍ）最大，其
余吸附树脂的孔径分布在 １０ｎｍ以下，由此推测龙
眼多糖溶液中色素主要为小分子。综合分析龙眼多

　　表 ４　树脂 Ｄ３０１ Ｆ脱色的正交试验极差分析表
Ｔａｂ．４　Ｒａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

指标
ｘ／％ ｙ／％

Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ

ｋ１ ８０５５ ８８５３ ８２９１ ８９９１ ８６５９ ８８１０

ｋ２ ８５３４ ８２１０ ８４６６ ８９１９ ８９１３ ８８４９

ｋ３ ８５４５ ８０７１ ８３７７ ８７７０ ９１０８ ９００８

极差 Ｒ ４９０ ７８２ １７５ ２２１ ４４９ １９８

影响主次顺序 Ｂ、Ａ、Ｃ Ｂ、Ａ、Ｃ

最佳条件 Ｂ１Ａ２Ｃ２ Ｂ３Ａ１Ｃ３

ｚ／％ ｕ／％

Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ

５８０１ ６６３２ ６０５４ ７６６０ ８１２９ ７７７５

６４６５ ６３１９ ６４０２ ８０２９ ７８５３ ７９６１

６７０１ ６０１５ ６５１２ ８０５９ ７７６５ ８０１１

９００ ６１７ ４５８ ３９９ ３６４ ２３６

Ａ、Ｂ、Ｃ Ａ、Ｂ、Ｃ

Ａ３Ｂ１Ｃ３ Ａ３Ｂ１Ｃ３
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表 ５　树脂 Ｄ３０１ Ｆ脱色的正交试验方差分析表

Ｔａｂ．５　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

指标 因素 自由度 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ａ ２ ４６８３７１ ２３４１８５ １１９４３５０ ０００８３

脱色率 Ｂ ２ １０４４６３０ ５２２３１５ ２６６３８１６ ０００３７

Ｃ ２ ４５７６６ ２２８８３ １１６７０４ ００７８９

多糖
Ａ ２ ７６４２２ ３８２１１ １８９５６ ０３４５３

保留率
Ｂ ２ ３０３６７４ １５１８３７ ７５３２５ ０１１７２

Ｃ ２ ７５１９５ ３７５９７ １８６５２ ０３４９０

蛋白质
Ａ ２ １３０５２６５ ６５２６３２ １７７５８５ ００５３３

去除率
Ｂ ２ ５７０４６７ ２８５２３３ ７７６１４ ０１１４１

Ｃ ２ ３４２９６８ １７１４８４ ４６６６２ ０１７６５

综合
Ａ ２ ２９６５４８ １４８２７４ １４５４９３６ ０００６８

评分
Ｂ ２ ２１５５６４ １０７７８２ １０５７６０６ ０００９４

Ｃ ２ ９２４１２ ４６２０６ ４５３３９３ ００２１６

糖中的色素可能以带负电荷的非极性小分子色素为

主。

大孔树脂对植物多糖的脱蛋白和脱色处理有着

广泛的应用，其中主要是采用阴离子交换树脂直接

除去蛋白质和色素
［９～１２］

；也有采用阳离子交换树脂

吸附多糖以除去这两类杂质
［１３～１４］

；吸附树脂对植物

多糖中蛋白质和色素也有一定的脱除能力，但往往

达到理想纯化效果的都是离子交换型树脂
［９～１２］

，这

主要取决于树脂的性能和被吸附物质的性质。３种

被考察的吸附物质，多糖是基本呈中性的弱极性的

高分子物质，而色素大多属于阴离子型分子，蛋白质

是具有两性的高分子物质，在一定的 ｐＨ值下能电离
呈离子型，离子交换型树脂可能比吸附型树脂对离

子态的色素和蛋白质具有更为有效的吸附能力。

植物多糖可能原本与色素或蛋白质结合，脱去

色素或蛋白的多糖其活性不一定得到提高。糖链末

端共价结合蛋白或糖链上酸性基团与蛋白质氨基酸

静电吸引，也都可能影响糖链的构象变化，影响其活

性是必然的
［１５］
。故对于脱色、除蛋白前后龙眼多糖

活性的是否存在差异，以及相关的机理还有待于更

深入的探讨。

４　结束语

以脱色率、多糖保留率、蛋白质去除率及综合评

分为考察指标，从 ８种树脂中筛选出对龙眼多糖溶
液脱色效果最为优异的离子交换树脂 Ｄ３０１ Ｆ，并
以该树脂进行单因素和正交试验优化脱色工艺。结

果表明：当龙眼多糖溶液质量分数 ４％时，选用离子
交换树脂 Ｄ３０１ Ｆ，在料液比为 ０１６ｇ／ｍＬ、溶液 ｐＨ
值为５、温度为 ５０℃条件下的脱色率可达 ９０２１％，
多糖保留率为 ８５７５％，蛋白质去除率为 ７３１２％。
表明离子交换树脂是纯化龙眼多糖有效方法之一，

该方法条件温和，纯化效果较好，操作简便，为龙眼

多糖的分离纯化和活性研究提供了新的参考。
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