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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 ０１６ｇ／ｍＬ、溶液 ｐＨ值为 ５、温度

为 ５０℃条件下的脱色率可达 ９０２１％，多糖保留率为 ８５７５％，蛋白质去除率为 ７３１２％。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

１１　试验材料、仪器及试剂
１１１　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００２５ｇ／ｍＬ加水浸泡；调节 ｐＨ值为 ５０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。

１１２　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］。
１１３　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。

１２　试验方法
１２１　脱色树脂的筛选

采用静态吸附法，取 １００ｇ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。

１２２　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 １２１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：００４、００８、０１２、０１６、０２０ｇ／ｍＬ。
（２）ｐＨ值：４０、５０、６０、７０、８０。
（３）温度：２０、３０、４０、５０、６０℃。
（４）时间：０５、１、２、３、４ｈ。

１２３　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 ００８ ５０ ３０

２ ０１２ ６０ ４０

３ ０１６ ７０ ５０

１２４　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０４、０３和 ０３，３项指
标进行加权求和，通过如下公式得到综合评分

ｕ＝０４ｘ＋０３ｙ＋０３ｚ
式中　ｕ———综合评分，％

ｘ———脱色率，％
ｙ———多糖保留率，％
ｚ———蛋白质去除率，％

１２５　数据处理
采用软件 ＳＰＳＳ１１５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＝００５）。

２　结果与分析

２１　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＜００５），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＞００５），且都显著高于其他 ６种树脂 （Ｐ＜
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００５）。ＨＰＤ １００Ａ的蛋白质去除率显著低于其他
树脂（Ｐ＜００５），两种 ＤＡ２０１树脂的蛋白质去除率
较为接近（Ｐ＞００５），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＞００５）。

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＜００５）。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　Ｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｉｇｈｔｔｙｐｅｓｏｆｒｅｓｉｎｏｎｌｏｎｇａｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

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 ８１２１±１１６ａ ８８０７±２０１ａ ６６６９±１５９ａ ７８９１±１５４ａ

Ｄ３１８ ７０２６±１５９ｂ ８４６５±１８０ａ ６３９０±１２７ａ ７２６７±１５６ｂ

ＤＡ２０１ Ｂ ５９２９±１６４ｄ ７３２３±２０８ｂｃ ４４９１±２０５ｂ ５９１６±１９０ｄ

ＤＡ２０１ Ｃ Ⅱ ６０９５±２０２ｄ ６５４２±２４７ｄ ４２２３±１８２ｂ ５６６８±２１０ｄｅ

Ｄ３５２０ ６６６２±１８１ｃ ６８４９±１９１ｃｄ ６５８２±１４０ａ ６６９４±１７２ｃ

ＮＫＡ ３２９６±１８６ｅ ７１１１±２３０ｃ ６６０２±１９７ａ ５４３２±２０２ｅ

ＨＰＤ １００Ａ ５７７３±２６６ｄ ７０１０±２１６ｃ ３１２３±１２１ｃ ５３４９±２０８ｅ

ＨＰＤ ７００ ５９３８±１８８ｄ ７６２０±１４１ｂ ６６０４±２１１ａ ６６４２±１８１ｃ

　　注：表中不同小写英文字母表示００５水平的差异显著性。

２２　树脂 Ｄ３０１ Ｆ脱色的单因素试验
２２１　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＜００５），蛋白质去除率显著增
大（Ｐ＜００５），脱色率也呈增大的趋势，但当料液比
超过０１２ｇ／ｍＬ后，脱色率增加不显著（Ｐ＞００５）。
选择００８、０１２、０１６ｇ／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　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅｓｉｎｍａｓｓｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｈｏｌｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅ
　

２２２　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 ４０～７０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＜００５）。
过酸会导致多糖部分降解，ｐＨ值为 ４０时的多糖

保留率要显著低于其他 ｐＨ值条件（Ｐ＜００５）。
故选择 ｐＨ值 ５０、６０、７０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　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ｈｏｌｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅ
　
２２３　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＜００５）。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＜００５）。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＜００５）。选定正交试验的 ３个温度水
平为３０、４０、５０℃。
２２４　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　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，

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 ２０ｈ后的变化趋势都变得平
缓，３０ｈ和４０ｈ时的３个指标都不存在显著差异
（Ｐ＞００５），为节省时间，降低成本，选定脱色处理
时间为２０ｈ。

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　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｉｍｅｏｎｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ｈｏｌｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅ
　
２３　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 ０１６ｇ／ｍＬ，ｐＨ值为
５０，温度为５０℃，在此条件下的龙眼粗多糖的脱色
率可达到 ９０２１％，多糖保留率为 ８５７５％，蛋白质
　　

去除率 ７３１２％。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＜００１），温度对综合评分
有显著影响（Ｐ＜００５），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＞００５）。

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 ８４１７ ８７４８ ５７３３ ７７１１

２ １ ２ ２ ７９７７ ８８７９ ５９８９ ７６５１

３ １ ３ ３ ７７７２ ９３４６ ５６８２ ７６１７

４ ２ １ ２ ９１２１ ８６５４ ６８５２ ８３００

５ ２ ２ ３ ８３３８ ９１４０ ６５４１ ８０４０

６ ２ ３ １ ８１４２ ８９６２ ６００１ ７７４６

７ ３ １ ３ ９０２１ ８５７５ ７３１２ ８３７５

８ ３ ２ １ ８３１４ ８７１９ ６４２７ ７８６９

９ ３ ３ ２ ８２９９ ９０１５ ６３６４ ７９３３

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 ８０５５ ８８５３ ８２９１ ８９９１ ８６５９ ８８１０

ｋ２ ８５３４ ８２１０ ８４６６ ８９１９ ８９１３ ８８４９

ｋ３ ８５４５ ８０７１ ８３７７ ８７７０ ９１０８ ９００８

极差 Ｒ ４９０ ７８２ １７５ ２２１ ４４９ １９８

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

５８０１ ６６３２ ６０５４ ７６６０ ８１２９ ７７７５

６４６５ ６３１９ ６４０２ ８０２９ ７８５３ ７９６１

６７０１ ６０１５ ６５１２ ８０５９ ７７６５ ８０１１

９００ ６１７ ４５８ ３９９ ３６４ ２３６

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 ４６８３７１ ２３４１８５ １１９４３５０ ０００８３

脱色率 Ｂ ２ １０４４６３０ ５２２３１５ ２６６３８１６ ０００３７

Ｃ ２ ４５７６６ ２２８８３ １１６７０４ ００７８９

多糖
Ａ ２ ７６４２２ ３８２１１ １８９５６ ０３４５３

保留率
Ｂ ２ ３０３６７４ １５１８３７ ７５３２５ ０１１７２

Ｃ ２ ７５１９５ ３７５９７ １８６５２ ０３４９０

蛋白质
Ａ ２ １３０５２６５ ６５２６３２ １７７５８５ ００５３３

去除率
Ｂ ２ ５７０４６７ ２８５２３３ ７７６１４ ０１１４１

Ｃ ２ ３４２９６８ １７１４８４ ４６６６２ ０１７６５

综合
Ａ ２ ２９６５４８ １４８２７４ １４５４９３６ ０００６８

评分
Ｂ ２ ２１５５６４ １０７７８２ １０５７６０６ ０００９４

Ｃ ２ ９２４１２ ４６２０６ ４５３３９３ ００２１６

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 ０１６ｇ／ｍＬ、溶液 ｐＨ
值为５、温度为 ５０℃条件下的脱色率可达 ９０２１％，
多糖保留率为 ８５７５％，蛋白质去除率为 ７３１２％。
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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