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大枣中4种功能性糖分的分离纯化及其
单糖组成分析

赵子青，原 超，林勤保*
(山西大学应用化学研究所，山西 太原 030006)

摘 要：大枣粗低聚糖用强碱性阴离子交换树脂脱色，再经DEAE-52纤维素柱初步纯化，得到3个组分JuBO1、
JuBO2、JuBO3，其中JuBO1过Sephadex G-25凝胶柱层析进一步纯化，得JuBO1-1、JuBO1-2两个单一组分，同时

JuBO2、JuBO3过Sephadex G-15凝胶柱层析脱盐。4种大枣功能性糖分经冷冻干燥后用气相色谱-质谱联用法、高效

液相色谱法测定，得到其单糖组成，其中JuBO1-1的单糖组成为阿拉伯糖、甘露糖、半乳糖和葡萄糖，JuBO1-2单
糖组成为阿拉伯糖、鼠李糖、果糖、甘露糖、半乳糖和葡萄糖，JuBO2的单糖组成为阿拉伯糖、果糖和葡萄糖，

JuBO3的单糖组成为阿拉伯糖、鼠李糖、果糖和葡萄糖。将分离纯化得到的4种样品分别进行凝胶色谱分析，结

果得到JuBO1-1的平均分子质量为5952D，JuBO1-2的平均分子质量为545D，JuBO2的平均分子质量为108629D，

JuBO3的平均分子质量为2624D。
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Abstract：Crude oligosaccharides were obtained from Chinese dates by hot water extraction, decolorized using (201 × 7) 
717 type strongly alkaline anion exchange resin, and purified on DEAE-52 cellulose column to obtain three fractions, 
JuBO1, JuBO2 and JuBO3. JuBO1 was further purifi ed by Sephadex G-25 column chromatography to obtain two single 
components, JuBO1-1 and JuBO1-2. Besides, JuBO2 and JuBO3 were desalted by Sephadex G-15 column chromatography, 
along with JuBO1-1 and JuBO1-2, lyophilized and analyzed by HPLC and GC-MS for monosaccharide composition. The 
monosaccharide composition consisted of arabinose, mannose, galactose and glucose for JuBO1-1, arabinose, rhamnose, 
fructose, mannose, galactose and glucose for JuBO1-2, arabinose, fructose and glucose for JuBO2 and arabinose, rhamnose, 
fructose and glucose for JuBO3. The average molecular weights of JuBO1-1, JuBO1-2, JuBO2 and JuBO3 were determined 
by gel fi ltration chromatography to be 5952, 545, 108629 D and 2624 D, respectively.
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目前，研究者从大枣中分离纯化得到了多种功能性成

分，包括多糖[1-2]、芦丁[3]、多酚类[4]及三萜酸[5]等。功能性

低聚糖是指对人、动物、植物等具有特殊生理作用的一类

分子质量较低(单糖数在2～10之间)的碳水化合物[6]。关于大

枣低聚糖的分离纯化，本研究室采用水浸提法提取，膜分

离技术分离得到大枣粗低聚糖，再用Sephadex-G15柱层析进

行分离纯化，得到一种大枣低聚糖产品[7]，但是该方法得到

的大枣低聚糖产品尚属于混合产品，需要进一步的分离纯化。

国内外单糖组分的色谱分离测定方法目前主要有气

相色谱法(GC)[8-9]、高效液相色谱法(HPLC)[10]和薄层色谱

法(TLC)[11]等。本研究采用气相色谱-质谱联用(GC-MS)和
高效液相色谱法(HPLC)来实现大枣功能性糖分的单糖组

成测定，两法各有其优缺点，可相互补充。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂
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大枣粗低聚糖提取液，本研究室自行制得[7]。

(201×7)717强碱性苯乙烯系阴离子交换树脂 成

都科龙化工试剂厂；DEAE-52纤维素交换树脂 英国

Whatman公司；葡聚糖凝胶Sephadex-G25、Sephadex-
G15  美国Pharmaci公司；吡啶、六甲基二硅氮烷、三甲

基氯硅烷、1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(PMP) 天津市光

复精细化工研究所；核糖、半乳糖、葡萄糖、果糖、甘

露糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖 天津市化学试剂三

厂；半乳糖醛酸、葡萄糖醛酸 天津一方科技有限公

司；聚乙二醇800 天津市登峰化学试剂厂；聚乙二醇

1000、6000 天津市清华津英科技有限公司；聚乙二醇

10000、20000 天津市科密欧化学试剂开发中心。

1.2 仪器与设备

BSZ-160F电脑自动部分收集器、HL-2B数显恒流

泵 上海精科实业有限公司；层析柱(1.6cm×30cm、

1.6cm×80cm、2.6cm×30cm) 上海精密科学仪器有限

公司；1200 Series高效液相色谱仪 美国Agilent公司；

气相色谱-质谱联用仪 美国Thermo Finnigan公司；LC-
20A高效液相色谱仪、RID-10A示差折光检测器 日本

岛津公司；Rtx-5MS毛细管柱(30m×0.25mm，0.25μm) 
美国Thermo Finnigan公司；色谱柱(300mm×7.8mm) 
美国Waters公司。

1.3 大枣粗低聚糖脱色

1.3.1 静态吸附实验[12-14]  
准确量取一定量经预处理的强碱性阴离子交换树脂

于具塞磨口三角瓶中，加入50mL质量浓度为2g/100mL的
大枣粗低聚糖溶液，在恒温40℃条件下，于恒温气浴振

荡器中于120r/min进行振荡吸附，考察树脂用量和脱色时

间对大枣粗低聚糖溶液的脱色率和保留率的影响。

1.3.2 脱色率的测定和计算[15]

在420nm检测波长测定大枣粗低聚糖脱色率。分别

测定大枣粗低聚糖样品溶液脱色前的吸光度A1和脱色后

的吸光度A2，并按式(1)进行计算树脂的脱色率X。
X/%=(A1－A2)/A1×100 (1)

1.3.3 保留率的测定和计算[16]

采用苯酚-硫酸比色法，在490nm波长处测定吸光

度，测定大枣粗低聚糖样品溶液脱色前糖含量(C1)和脱色

后含量(C2) ，并按式(2)计算保留率Y。
Y/%=C2/C1×100  (2)

1.4 大枣粗低聚糖的分离纯化[17-18]

取脱色后的粗低聚糖液 1 5 m L ，质量浓度为

5g/100mL，上DEAE-52纤维素层析柱(2.6cm×30cm)，
先用200mL蒸馏水进行洗脱，再用0.1、0.3、0.5mol/L 
NaCl进行分段梯度洗脱，每个浓度洗脱200mL，部分

收集器收集，5mL一管，流速为lmL/min。苯酚-硫酸法

进行测定吸光度(A490nm)，绘制洗脱曲线，得到3个组分

JuBO1、JuBO2、JuBO3，将JuBO1上Sephadex G-25凝胶

层析柱(1.6cm×80cm)，得JuBO1-1、JuBO1-2两个单一

组分，同时JuBO2、JuBO3过Sephadex G-15凝胶层析柱

(1.6cm×30cm)脱盐；将上述得到的4个部分产品分别冷

冻干燥，得到最终产品。

1.5 气相色谱-质谱联用法检测大枣功能性糖分的单糖

组成

1.5.1 样品水解

称取2mg样品，加入2mL 0.02mol/L三氟乙酸(TFA)，
封口后于105℃的烘箱内水解2h，冷却至室温，加入蒸馏

水60℃旋蒸浓缩[19-20]。

1.5.2 衍生物的制备[21]

取样品水解产物，并称取2mg单糖标准品，分别

加入1.2mL吡啶，振荡，使其充分溶解，然后依次加入

0.4mL六甲基二硅氮烷和0.2mL三甲基氯硅烷，在60℃水

浴反应10min，离心，取上层液体，经直径0.45μm的滤膜

过滤后，待测。

1.5.3 GC-MS仪器条件[8, 22]

毛细管柱：Rtx-5MS(30m×0.25mm，0.25μm)；电子

轰击(EI)离子源；传输线温度270℃；离子源温度250℃；

质量扫描范围33～650m/z；溶剂延迟时间6min；载气

流量1.2mL/min；进样量1μL；分流比50:1；进样口温

度250℃；升温程序：初始温度100℃，以10℃/min升至

180℃，再以3℃/min升至240℃，保持5min；对采集到的

质谱图利用NIST谱库进行检索。

1.6 高效液相色谱法检测大枣功能性糖分的单糖组成

1.6.1 混合单糖标准品溶液的制备

分别取对照品甘露糖、鼠李糖、核糖、葡萄糖醛

酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖

25mg，蒸馏水溶解，并转移至50mL容量瓶定容，摇匀。

1.6.2 样品衍生物的制备

吸取混合标准溶液0.2mL和水解样品，依次加入

0.2mL 0.5mol/L PMP甲醇溶液和0.2mL 0.3mol/L NaOH水

溶液，70℃水浴加热30min，并不时振摇，取出室温放

置10min，再加入0.25mL0.3mol/L HCl水溶液，混匀后用

5.0mL氯仿分3次萃取，充分振荡。上层水相加水补充至

2mL，混匀，过0.22μm滤膜待测。

1.6.3 HPLC仪器条件[23-24]

色谱柱：ZORBAX SB-C18(250mm×4.6mm，5μm)；
柱温：25℃；进样量：20μL；流速：0.8mL/min；检测波

长：254nm；流动相：流动相A，15%乙腈+20mmol/L磷酸

盐缓冲液(KH2PO4-NaOH，pH 6.9)；流动相B，40%乙腈+ 
20mmol/L磷酸缓冲液(KH2PO4-NaOH，pH 6.9)；梯度洗脱

程序：0～12min，0～10%A；12～28min，10%～20%A；

28～45min，20%A；45～47min，20%～0%A。
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1.6.4 分子质量测定仪器条件[7]

色谱柱：UltrahydrogelTM Linear 300mm×7.8mm，美

国Waters公司；流速：0.4mL/min；温度：35℃；时间：

60min；流动相：超纯水；进样量：50μL。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 大枣粗低聚糖的脱色结果

2.1.1 树脂用量对大枣粗低聚糖溶液脱色效果的影响

树脂用量分别为1、3、5、7、9、11mL，振荡4h，测定

大枣粗低聚糖提取液样品的脱色率和保留率，结果见图1。
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图 1 树脂用量对大枣粗低聚糖溶液脱色效果的影响图 1 树脂用量对大枣粗低聚糖溶液脱色效果的影响

Fig. 1 Effect of resin loading on the decolorization and oligosaccharide 

recovery of crude oligosaccharide extract

由图1可知，随着树脂用量的增加，保留率下降，

在树脂用量为5～9mL时，保留率在70%之上；脱色率随

着树脂用量的增加而增加，当树脂用量为7mL时，脱色

率达到85%，之后变化不明显。综合两条曲线可以得出

在树脂用量为7mL时树脂脱色效果最佳，且保留率也不

低，因此树脂用量选择7mL。
2.1.2 脱色时间对大枣粗低聚糖溶液脱色效果的影响

树脂用量7mL，脱色时间分别为0.5、1.0、1.5、
2.0、2.5、3.0、3.5、4.0h，测定大枣粗低聚糖提取液的脱

色率和保留率，结果见图2。
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图 2 脱色时间对大枣粗低聚糖溶液脱色效果的影响图 2 脱色时间对大枣粗低聚糖溶液脱色效果的影响

Fig. 2 Effect of adsorption time the decolorization and oligosaccharide 

recovery of crude oligosaccharide extract

由图2可知，随着脱色时间的延长，脱色率增加，当

时间在3.0h之后，脱色率达到84%，之后脱色率增加缓

慢；保留率随着脱色时间的增长而缓慢降低，3.0h时保留

率在70%之上。当脱色时间为3.0h，脱色率高且保留率也

高，选定脱色的最佳时间为3.0h。
2.2 大枣粗低聚糖的分离纯化

2.2.1 DEAE-52初步纯化

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 100 200 300 400 500 600
/mL

A 4
90
nm

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

N
aC
l

/(m
ol /L)

A490nm
NaCl

JuBO1

JuBO2 JuBO3

图 3 DEAE-52纤维素层析柱初步纯化图 3 DEAE-52纤维素层析柱初步纯化

Fig.3 Elution profile of decolorized crude oligosaccharide extract on 

DEAE-52 cellulose column

由图3可知，脱色后的大枣粗低聚糖经DEAE-52纤
维素初步分离得到3个组分：JuBO1、JuBO2、JuBO3。
JuBO1为蒸馏水洗脱部分，JuBO2为0.1mol/LNaCl洗脱部

分，JuBO3为0.3mo1/LNaCl洗脱部分。其中JuBO1所占比

例最大，且2个峰之间存在明显的重叠。

2.2.2 Sephadex G-25进一步纯化
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图 4 水洗脱部分的凝胶柱层析洗脱曲线图 4 水洗脱部分的凝胶柱层析洗脱曲线

Fig.4 Elution profile of JuBO1 on Sephadex G-25 column

由图4可知，JuBO1过Sephadex G-25层析柱，纯化得

到2个单一对称峰：JuBO1-1、JuBO1-2。
2.3 平均分子质量的测定

2.3.1 聚乙二醇标准曲线

实验选用不同分子质量的聚乙二醇800、1000、
6000、10000、20000，通过高效凝胶色谱分析，以保留

时间为横坐标，以分子质量的对数为纵坐标得到标准曲

线方程y=－3.0575x+33.428，相关系数为0.9928。
2.3.2 样品平均分子质量的测定

将分离纯化得到的 4种样品分别进行凝胶色谱

分析，结果得到JuBO1-1的平均分子质量为5952D，

JuBO1-2的平均分子质量为545D，JuBO2的平均分子质

量为108629D，JuBO3的平均分子质量为2624D。其中

JuBO1-2为低聚糖，其余3个组分为多糖。

2.4 4种大枣功能性糖分的单糖组成分析

4种大枣功能性糖分样品用气质联用及高效液相色

谱法同时检测，得到的单糖组成，见表1～2。大枣多糖

JuBO1-1的单糖组成有阿拉伯糖、甘露糖、半乳糖和葡萄
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糖。从低聚糖JuBO1-2在GC-MS、HPLC色谱图看出单糖

中含量较高的主要是阿拉伯糖和葡萄糖，而甘露糖和半

乳糖的相对含量较低(只列出大枣低聚糖JuBO1-2的色谱

图，其余功能性糖分的谱图与此类似)。低聚糖JuBO1-2
单糖组成有阿拉伯糖、鼠李糖、果糖、甘露糖、半乳糖

和葡萄糖。单糖中含量较高的主要是葡萄糖、果糖和甘

露糖，而阿拉伯糖、鼠李糖和半乳糖的相对含量较低。

表 2 高效液相色谱法分析大枣功能性糖分单糖组成表 2 高效液相色谱法分析大枣功能性糖分单糖组成

Table 2 HPLC analysis of monosaccharide composition of four Table 2 HPLC analysis of monosaccharide composition of four 

polysaccharide fractionspolysaccharide fractions

样品
单糖衍生物的保留时间/min

甘露糖 鼠李糖 葡萄糖醛酸 半乳糖醛酸 葡萄糖 半乳糖 木糖 阿拉伯糖

混标(n=3) 19.94±0.00 24.58±0.32 27.58±0.26 29.74±0.24 35.41±0.68 38.84±0.60 40.30±0.44 41.61±0.39
JuBO1-1 19.94 — — — 35.03 38.84 — 41.22
JuBO1-2 19.94 24.87 — — 35.42 39.42 — 41.87
JuBO2 — — — — 34.75 — — 41.97
JuBO3 — 24.83 — — 36.07 — — 41.55
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0.衍生化试剂；1.阿拉伯糖；2.鼠李糖；3.果糖；4.甘露糖；

5.半乳糖；6.葡萄糖；果糖的衍生化产物未在HPLC上检出。

图 5 JuBO1-2水解样的GC-MS图(a) 和HPLC色谱图(b)图 5 JuBO1-2水解样的GC-MS图(a) 和HPLC色谱图(b)

Fig.5 GC-MS (a)(a) and HPLC (b) (b) profiles of JuBO1-2 hydrolysate

大枣多糖JuBO2样品单糖组成有阿拉伯糖、果糖、

和葡萄糖。单糖中含量较高的主要是阿拉伯糖和葡萄

糖，而果糖的相对含量较低。

大枣多糖JuBO3单糖组成有阿拉伯糖、鼠李糖、果

糖和葡萄糖。单糖中含量较高的主要是阿拉伯糖和葡萄

糖，而果糖和鼠李糖的相对含量较低。

3 结 论3 结 论

强碱性阴离子交换树脂静态吸附的最佳脱色工艺条

件是：树脂用量7mL/50mL，脱色时间3h，在该条件下脱

色率可达84%，粗低聚糖保留率为70%。用DEAE-52纤维

素、葡聚糖凝胶分离纯化得到4种大枣功能性糖分，并通

过GC-MS、HPLC两种方法测定单糖组成，用HPLC法测

定了平均分子质量。对于大枣功能性糖分结构的确定及

功能评价，有待进一步研究。
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