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摘要：为了增强莲藕多糖的功能特性和绿原酸的稳态化利用，该研究考察了莲藕多糖与绿原酸的非共价相互作用，探究了两者

复合物的理化性质、稳定性和生物活性。通过单因素和响应面试验，以绿原酸结合率为指标确定最佳制备工艺为：温度 0 ℃，pH 值

为 5.5，多酚与多糖质量比 4:1。在此工艺条件下，莲藕多糖与绿原酸的结合率为 2 174.01 mg/g，其平均分子量由 146.3 ku 增加到 

162.1 ku。红外光谱和紫外光谱特征证明了莲藕多糖和绿原酸非共价结合的存在。该复合物的解离率与温度呈正相关，低温有利于维

持复合物的稳定，而经口腔、胃或小肠模拟消化后的解离率均低于 25%。该复合物对 DPPH 自由基清除率呈浓度依赖性，具有一定

的抗氧化能力。该复合物可显著诱导 RAW264.7 细胞产生 NO 的同时，也能明显抑制 LPS 诱导 RAW267.4 细胞产生 NO，即同时具有

免疫激活和免疫抑制的能力。该研究为莲藕多糖和绿原酸的加工利用提供一定的理论支持。 
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Abstract: To enhance the functionality of lotus root polysaccharides (LRPs) and stabilize chlorogenic acid (CHA) while also facilitating 

its use, the noncovalent LRP and CHA interactions were studied alongside the physicochemical properties, stability, and bioactivity of the 

LRP-CHA complex. Based on single-factor and response surface design experiments, the optimal parameters for the preparation of LRP-CHA 

complexes (measured by CHA binding to LRP) were a temperature of 0 ℃, pH of 5.5, and polyphenol-to-polysaccharide mass ratio of 4:1. 

These parameters yielded a CHA-to-LRP binding rate of 2 174.01 mg/g and an increase in the average molecular weight from 146.3 ku to 

162.1 ku. The IR and UV data indicate noncovalent binding between LRP and CHA. As the dissociation rate of the LRP-CHA complex was 

found to be positively correlated with temperature, low temperatures are assumed to maintain the stability of the complex. Nonetheless, the 

dissociation rate was generally less than 25% following simulated oral cavity, stomach, or intestine digestion. The LRP-CHA complex shows 

dose-dependent scavenging activity for DPPH free radicals, which is indicative of antioxidant activity. Furthermore, the LRP-CHA complex 

significantly induces NO production in RAW264.7 cells, while also suppressing LPS-stimulated NO production, indicating that it possesses both  
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immunoactivatory and immunosuppressive effects. The findings of this work are expected to serve as theoretical support for the processing and 

utilization of LRP and CHA. 
Key words: lotus root polysaccharide; chlorogenic acid; noncovalent binding; stability; antioxidant activity; immunoregulatory capacity 

 

多糖和多酚是植物的主要活性成分，两者可以通

过共价和非共价形式结合共存。在加工过程中，多糖

与多酚可以自发且快速的进行非共价结合。研究发现

两者的非共价结合会影响食品的稳定性、感官品质和

营养特性等，如 Bindon 等[1]研究发现葡萄酒中酵母细

胞壁多糖通过与单宁形成非共价结合物，从而抑制单

宁与蛋白质的结合，减少沉淀的产生，提高酒的稳定

性；Hayashi 等[2]研究表明儿茶素通过与果胶的相互作

用，从而降低其涩味，改善其口感。Wu 等[3]发现燕麦

β-葡聚糖与茶多酚非共价结合后可增强其抗氧化活

性。由此可见，探究多糖和多酚的非共价相互作用，

对于调控食品品质和指导食品加工具有重要意义。 
多糖被证实为莲藕中主要的功能性成分，具有抗

氧化、抗肿瘤、免疫调节和抗肥胖等多种活性[4]。目

前关于莲藕多糖（Lotus Root Polysaccharide，LRP）
的研究主要集中在多糖的提取、纯化、结构解析及活

性评价等方面，关于其改性和组分相互作用的研究报

道较少。绿原酸（Chlorogenic Acid，CHA）是多酚类

物质中最重要的酚酸之一，具有抗氧化、抗菌、抗炎、

保肝和降血脂等多种生理功能[5]，但由于其较差的水

溶性和稳定性，使其在食品和化妆品等领域的应用受

到限制。因此，能否通过物理混合的方式，使莲藕多

糖与绿原酸进行非共价结合形成多糖-多酚复合物，从

而实现莲藕多糖的功能特性增强和绿原酸的稳态化利

用，有待研究。 
研究发现多糖和多酚主要通过范德华力、氢键和

疏水相互作用等形成非共价结合[6]。氢键通常发生在

多酚的羟基和糖苷键中的氧原子或者糖醛酸的羟基之

间[7]，而疏水作用则多发生在多糖的疏水位点，如糖

醛酸的甲氧基与多酚的芳香环之间[8]。多糖与多酚之

间的非共价相互作用受外在环境因素和内在自身理化

性质的影响，其中环境因素包括混合体系的温度、pH、

底物浓度和离子浓度等。Zhang 等[9]的研究显示，不

同的环境因素下，阿拉伯果胶与阿魏酸的相互作用有

较大差异，当温度为 36.8 ℃、pH 值为 5.26 以及 PBS
浓度为 0.09 mol/L 时，两者的吸附能力最强。 

本研究从莲藕中水提醇沉得到多糖，采用平衡透

析法制备莲藕多糖-绿原酸复合物。为了确定最佳制备

工艺，以结合率作为评价指标，选取单因素和响应面

进行优化。采用光谱法和色谱法分析复合物的理化特

征，并探究其稳定性、抗氧化活性及免疫调节活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

鄂莲 5 号新鲜莲藕，武汉市黄陂区四季美农贸城；

绿原酸，纯度≥95%，阿拉丁试剂公司；Folin-Phenol
试剂，武汉飞扬生物科技有限公司；1,1-二苯-2-苦基

肼（DPPH），北京瑞达恒辉科技发展有限公司；小鼠

巨噬细胞 RAW264.7，武汉普诺赛生命科技有限公司；

高糖培养基（DMEM）、磷酸盐缓冲液（PBS）和青/
链霉素混合液抗生素，美国 Hyclone 公司；胎牛血清，

杭州四季青生物工程材料有限公司；脂多糖（LPS），
北京博奥拓达科技有限公司；CCK-8 试剂盒，南京恩

晶生物科技有限公司；T25 培养瓶、24/48/96 细胞孔

板，美国 Corning 公司；透析袋（500 u），上海源叶

生物科技有限公司。 
12N 冷冻干燥仪，宁波新芝生物科技股份有限公

司；AXTD5A 台式低速离心机，盐城市安信实验仪器

有限公司；A360 型紫外可见分光光度计，翱艺仪器（上

海）有限公司；恒温磁力搅拌器，上海湃澜仪器设备

有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  莲藕粗多糖的制备 
参考 Yi 等[10]的方法并略做修改，将新鲜莲藕切

片烘干，磨粉过 50 目筛。取 10.0 g 藕粉，以 10 mL/g
的物料比加入蒸馏水混合均匀，置于 90 ℃水浴锅中

浸提  2 h。经 4 500 r/min 离心 10 min 后收集上清液，

加入 φ=95%无水乙醇（终体积分数为 30%，V/V），在

4 ℃下静置 3 h 以沉淀淀粉，直至碘液检测上清液无变

蓝现象。再以 4 500 r/min 转速离心 10 min，取上清液

并加入 φ=95%无水乙醇（终体积分数为 75%，V/V），
在 4 ℃条件下静置过夜。经 4 500 r/min 离心 10 min
后收集沉淀，向沉淀物中加入少量体积的蒸馏水复溶，

于 45 ℃真空浓缩至合适浓度，浓缩液冷冻干燥得到

莲藕粗多糖。 
1.2.2  莲藕多糖-绿原酸复合物制备工艺 

参考 Li 等[11]的方法并略做修改，将绿原酸水溶液 
（1 mg/mL）和莲藕多糖水溶液（2 mg/mL）以一定体

积比装入棕色玻璃瓶中进行混合，在不同的 pH、离子

浓度和温度下水浴搅拌 30 min。将混合液转移至经预
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处理的透析袋（500 u）后，放入含有大量蒸馏水的烧

杯，在相同温度下进行透析并对透析外液进行磁力 
搅拌，每 4 h 更换一次透析外液直至达到透析平衡，

即在 280 nm 处的吸光值为 0。对透析内液真空冷冻干

燥得到莲藕多糖-绿原酸复合物。 
1.2.3  莲藕多糖与绿原酸结合率的测定 

采用 Folin-Ciocalteu 法[12]测定多酚含量，并制作

相应的标准曲线为 y=6.622 9x+0.053 6。吸取 1 mL 透

析外液于试管中，加入 125 μL 的 Folin-Ciocalteu 试剂

避光反应 5 min，随后加入 1.25 mL 7%的 Na2CO3溶液

后定容至 5 mL，混匀置于室温避光反应 90 min，在   
760 nm 波长处测定溶液的吸光值，根据回归方程计算

溶液中多酚含量。结合率 C 计算公式如下： 

1 2m mC
M
−

=                             （1） 

式中： 

C——CHA 相对于 LRP 的结合率，mg/g； 

m1——LRP-CHA 混合液中添加的 CHA 质量，mg； 

m2——LRP-CHA 混合液经透析后透析外液所含 CHA 质

量，mg； 

M——LRP-CHA 混合液中所添加的 LRP 质量，g。 

1.2.4  单因素试验 
1.2.4.1  温度对绿原酸结合率的影响 

固定莲藕多糖和绿原酸质量比 4:1，NaCl 浓度   
0 mmol/L，不调节 pH 值，反应温度梯度设定为 0、15、
30、45、60 ℃。 
1.2.4.2  pH 值对绿原酸结合率的影响 

固定莲藕多糖和绿原酸质量比 4:1，温度 30 ℃，

NaCl 浓度 0 mmol/L，反应 pH 值梯度设定为 3、4、5、
6、7。 
1.2.4.3  质量比对绿原酸结合率的影响 

固定温度 30 ℃，NaCl 浓度 0 mmol/L，不调节 pH
值，莲藕多糖和绿原酸质量比梯度设定为 4:1、2:1、
1:1、1:2、1:4。 
1.2.4.4  NaCl 浓度对绿原酸结合率的影响 

固定莲藕多糖和绿原酸质量比 4:1，温度 30 ℃，

不调节 pH 值，NaCl 浓度梯度设定为 0、25、50、100、
200 mmol/L。 

表1 试验因素和水平 

Table 1 Factors and levels of the experiment 

编码水平 
因素 

温度/℃ pH 质量比 

-1 0 4 4:1 

0 15 5 2:1 

1 30 6 1:1 

1.2.5  响应面试验 
在单因素试验的基础上，采用 Box-Benhnken 的

中心组合试验设计方法，选定三因素（温度、pH 值、

质量比）三水平试验（如表 1），确定莲藕多糖-绿原

酸复合物制备的最佳工艺并进行验证试验，每个处理

重复三次。 
1.2.6  莲藕多糖-绿原酸复合物结构特征 
1.2.6.1  分子量分布测定 

参考黄晓芸[12]的方法，采用 SEC-RI-MALLS 联用

系统测定样品的分子量分布。样品处理：精确称取  
5.0 mg 样品，溶于 2 mL 0.2 mol/L 醋酸铵溶液中，震

荡后于 13 000 r/min 下离心 5 min，然后用 0.22 μm 微

孔滤膜过滤，备用。色谱条件：色谱柱 Aglient PL 
aquagel-OH 凝胶色谱柱；流动相 0.2 mol/L 醋酸铵；

流速 0.7 mL/min；进样量 20 μL；柱温 30 ℃。 
1.2.6.2  紫外-可见光谱分析 

将 1 mg/mL 样品水溶液于 190~500 nm 范围内进

行紫外全扫。 
1.2.6.3  傅里叶红外光谱分析 

参考 Yi[13]的方法。取 1.0 mg 样品与 100~200 mg 
KBr 粉末在研钵中混匀研磨，置于模具内压成透明薄

片，在 4 000~400 cm-1波数范围内进行红外扫描。 
1.2.7  莲藕多糖-绿原酸复合物稳定性评价 
1.2.7.1  热稳定性 

取 10 mL 复合物溶液（4 mg/mL）于透析袋   
（500 u）中，浸没于装有 19 倍体积去离子水的烧杯

后，置于不同温度（0、25、37、100 ℃）下磁力搅拌

4 h，根据方法 1.2.5 对透析袋外液中多酚含量进行测

定，实验重复三次，结果用平均值±标准差表示。复

合物解离率 D 计算公式（2）如下： 

1

2

100%mD
m

= ×                         （2） 

式中： 

D——复合物解离率，%； 

m1——复合物经透析后外液中可检测到的游离酚质量，mg； 

m2——复合物中结合多酚质量，mg。 

1.2.7.2  消化稳定性 
（1）消化液配制：参考 Yi[10]的方法并略做修改。 
唾液电解质液：0.766 4 g NaCl、1.491 g KCl、 

0.133 2 g CaCl2溶于 1 L 的蒸馏水中，用 0.4 mol/L 的

HCl 和 0.4 mol/L NaHCO3将 pH 值调至 6.9。 
唾液模拟消化液（酶含量 130 U/mL）：准确称取

260.0 mg α-淀粉酶（酶活力≥50 U/mg）溶于 100 mL
唾液电解质中，搅拌 20 min 混匀，用 0.4 mol/L HCl
调节 pH 值至 6.9。 
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胃电解质液：3.19 g NaCl、1.10 g KCl、0.15 g 
CaCl2、0.60 g NaHCO3 溶于 1 L 的去离子水中，用   
0.4 mol/L 的 HCl 将 pH 值调至 1.5。 

胃模拟消化液（酶含量 4 000 U/mL）：准确称取

133.3 mg胃蛋白酶（酶活力≥3 000 U/mg）溶于100 mL
胃电解质溶液中，搅拌 20 min 混匀，用 0.4 mol/L HCl
调节 pH 值至 2.5。 

肠电解质液：2.70 g NaCl、0.33 g KCl、0.16 g CaCl2
溶于 1 L 的蒸馏水中，用 0.4 mol/L NaHCO3将 pH 值

调至 7。 
肠模拟消化液（酶含量 50 U/mL）：准确称取  

7.00 g 胰酶（酶活力≥30 000 U/g）溶于 100 mL 肠电

解质溶液中，4 800 r/min 离心 10 min 后取上清液。将

25 mL 胰酶溶液与 75 mL 肠电解质溶液混匀，并用  
0.4 mol/L NaHCO3将 pH 值调节至 7。 

（2）消化模拟：取 10 mL 唾液消化液（或胃液

消化液或肠液消化液）与 20 mg 复合物于 15 mL 离心

管中混合均匀，150 r/min 摇床 37 ℃恒温孵育 2 h 后，

将混合液装入透析袋中，在 0 ℃下透析 4 h。测定透析

外液中游离酚含量。实验重复三次，复合物解离率按

照公式（2）计算。 
1.2.8  莲藕多糖-绿原酸复合物 DPPH 自由基

清除能力测定 
参考 Xiong 等[14]的方法并略作修改，在 1.0 mL

不同浓度的复合物溶液（0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 mg/mL）
中加入 4.0 mL 溶于 95%无水乙醇的 DPPH 溶液   
（0.2 mmol/L），并充分混匀。在室温下避光 30 min
后于 517 nm 处测定吸光值 A1，同时测定 1.0 mL 样品

溶液与 4.0 mL 95%乙醇溶液反应的吸光值 A2 以及  
1.0 mL 蒸馏水与 4.0 mL DPPH 溶液反应的吸光值A0。

采用以下公式计算 DPPH 自由基清除率： 

1 2

0

1 100%A AS
A

⎛ ⎞−
= − ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

                   （3） 

式中： 

S——DPPH 自由基清除率，%； 

A0——空白组吸光值； 

A1——实验组吸光值； 

A2——干扰组吸光值。 

1.2.9  莲藕多糖-绿原酸复合物刺激巨噬细胞

分泌 NO 的测定 
1.2.9.1  复合物诱导 RAW264.7 细胞产生 NO 测定 

参考 Han 等[15]的方法并略做修改。莲藕多糖-绿
原酸复合物在 400 μg/mL 浓度内对巨噬细胞

RAW264.7 无毒性。向 48 孔板中加入每毫升 5×105个

的 RAW264.7 细胞悬液每孔 500 μL，在恒温培养箱

（37 ℃，5% CO2）中培养，待细胞贴壁后弃去培养液。

然后每孔加入 500 μL 含有不同浓度复合物（25、50、
100、200、400 μg/mL）的无胎牛血清培养基，以不加

细胞的孔为空白，以仅含有细胞悬液的孔为对照组，

以 500 ng/mL LPS 培养基为阳性对照组，重复 3 组，

培养 24 h 后吸取上清液 50 μL 加入新的 96 孔板中，

每孔加入 100 μL 格里斯试剂，充分混匀后静置 5 min，
采用酶标仪于 540 nm 处进行检测吸光值，NO 浓度以

亚硝酸钠当量表示（µmol/L）。 
1.2.9.2  复合物抑制 LPS 诱导 RAW264.7 细胞产生

NO 测定 
向48孔板中加入每毫升5×105个的RAW264.7细

胞悬液每孔 500 μL，在恒温培养箱（37 ℃，5% CO2）

中培养，待细胞贴壁后弃去培养液。然后每孔加入    
500 μL 含 LPS（终质量浓度为 500 ng/mL）和不同浓

度复合物（终质量浓度为 25、50、100、200、400 μg/mL）
的无胎牛血清培养基，以不加细胞的孔为空白，以仅

含有细胞悬液的孔为对照组，以 500 ng/mL LPS 培养

基为阳性对照组，重复 3 组，培养 24 h 后吸取上清液  
100 μL 加入新的 96 孔板中，每孔加入 100 μL 格里斯

试剂，充分混匀后静置 5 min，采用酶标仪于 540 nm
处进行检测吸光值，NO 浓度以亚硝酸钠当量表示

（µmol/L）。 

1.3  数据处理 

实验数据均以“平均值±标准偏差”表示。采用

SPSS 19.0 软件 Duncan 检验组间数据显著性差异   
（P＜0.05 水平）。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验 

2.1.1  温度对结合率的影响 
温度对莲藕多糖与绿原酸结合率的影响如图 1a

所示。在 0~15 ℃的范围内，多糖与多酚的结合率缓慢

上升（P＞0.05），在 15 ℃时结合率最大为 150.02 mg/g；
但当温度超过 15 ℃后，二者的结合率明显下降，差

异显著（P＜0.05）。这可能是因为莲藕多糖与绿原酸

之间存在着氢键作用，由于氢键的形成往往需要释放

能量，温度的升高会减弱两者之间的氢键作用，从而

抑制多糖与多酚的非共价结合[16]。 
2.1.2  pH 对结合率的影响 

pH 对莲藕多糖与绿原酸结合率有显著的影响 
（图 1b）。结果显示，多糖与多酚的结合率随着 pH 值

的升高呈现先上升后下降的趋势（P＜0.05），当 pH
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值为 5 时，两者之间的结合率最大。并且当反应体系

呈弱酸性时，莲藕多糖与绿原酸的结合率较高，说明

在此条件下两者之间可能存在着静电相互作用，多糖

与多酚分子表面电位会随着 pH 值的变化而变化，从

而使两者之间的静电相互作用大小发生改变[17]。 
2.1.3  质量比对结合率的影响 

不同质量比对莲藕多糖与绿原酸结合率的影响如

图 1c 所示。当混合体系中绿原酸与莲藕多糖的质量比

高于 4:1 时，莲藕多糖与绿原酸的结合趋于饱和，混

合体系中的底物浓度过高会抑制两者发生相互作 
用[18]，且未结合绿原酸透析平衡时间大幅度增加，因

此结合前期预实验和实际应用，莲藕多糖与绿原酸质

量比梯度选定为 4:1~1:4。结果显示，随着多酚含量的

减少，多糖与多酚的结合率呈现显著下降的趋势 
（P＜0.05）。当多酚与多糖的比例为 4:1 时，结合率

可达到 1 757.50 mg/g。 
2.1.4  NaCl 浓度对结合率的影响 

不同 NaCl 浓度对莲藕多糖与绿原酸结合率的

影响如图 1d 所示。通过改变反应体系中 NaCl 的浓

度来考察离子浓度对多糖与多酚结合的影响。结果

表明，随着离子浓度的增大，两者结合率先增大后

趋于稳定；当 NaCl 浓度为 50 mmol/L 时，结合率达

到最高。可能是由于离子强度的增大使多糖与多酚

之间的疏水作用发挥作用，提高了两者的结合率，

但高浓度的盐会降低多糖与多酚的溶解度，抑制了

两者的结合率[19]。 

 

 

 

 

 

图 1 不同因素对莲藕多糖与绿原酸结合率的影响 

Fig.1 Effect of different factors on the binding rate of LRP and 

CHA in lotus root 

注：a 温度；b pH 值；c 质量比；d 盐浓度；不同的小写

字母表示在 0.05 水平上的显著性差异（P<0.05）。 

表2 莲藕多糖与绿原酸复合物制备工艺条件的优化试验结果 

Table 2 Optimization test results of the preparation process of the 

complex of LRP and CHA 

试验编码 温度 A/℃ pH B 质量比 C 结合率 D/(mg/g)

1 1 -1 0 623.37 

2 -1 0 -1 716.99 

3 0 -1 -1 405.33 

4 0 0 0 1 451.40 

5 0 0 0 1 499.68 

6 1 0 -1 257.01 

7 0 1 -1 505.73 

8 0 0 0 1 509.68 

9 1 1 0 602.44 

10 -1 1 0 1 405.14 

11 -1 0 1 2 179.09 

12 -1 -1 0 1 009.93 

13 0 0 0 1 522.66 

14 0 -1 1 1 431.80 

15 1 0 1 1 108.06 

16 0 0 0 1 577.58 

17 0 1 1 1 988.51 
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表3 莲藕多糖与绿原酸结合率回归模型的方差分析 

Table 3 Variance analysis of regression model for binding rate of LRP and CHA in lotus root 

方差来源 平方和 自由度 均方根 F 值 P 值  

模型 5.083E+006 9 5.647E+005 105.00 <0.000 1 significant 

A-温度 9.250E+005 1 9.250E+005 171.98 <0.000 1  

B-pH 1.330E+005 1 1.330E+005 24.72 0.001 6  

C-质量比 2.907E+006 1 2.907E+006 540.48 <0.000 1  

AB 43 293.12 1 43 293.12 8.05 0.025 1  

AC 93 345.53 1 93 345.53 17.36 0.004 2  

BC 52 054.70 1 52 054.70 9.68 0.017 1  

A2 4.040E+005 1 4.040E+005 75.12 <0.000 1  

B2 3.595E+005 1 3.595E+005 66.85 <0.000 1  

C2 79 194.74 1 79 194.74 14.72 0.006 4  

残差 37 648.83 7 5 378.40    

失拟项 29 405.14 3 9 801.71 4.76 0.083 0 not significant 

纯误差 8 243.70 4 2 060.92    

总和 5.120E+006 16     

2.2  响应面模型建立及结果 

2.2.1  二次回归拟合及响应面模型建立 
莲藕多糖-绿原酸复合物制备工艺的响应面结果

和方差分析见表 2。对表 2 的试验数据进行二次多项

回归分析，得到回归方程为： 
Y=1 512.20-340.03A+128.92B+602.80C-104.04AB-  

152.76AC+114.08BC-309.77A2-292.21B2-137.14C2 
2.2.2  响应面模型显著性分析 

对回归模型进行显著性分析（表 3）可见，该模

型方差分析达到极显著水平（F=105.00 及P＜0.000 1），
失拟项 P＞0.05，表明该模型的拟合效果较好；该模

型决定系数 R2=0.992 6，修正相关系数 R2
Adj及预测相

关系数 Pred R2分别为 0.983 2 和 0.905 6，结果相近，

表明预测值和试验值具有很好的相关性；根据 F 值判

断出，影响莲藕多糖与绿原酸结合的因素次序为：质

量比＞温度＞pH。 
2.2.3  双因素交互作用 

用三维和二维图表示各因素之间的交互作用对结

合率的影响。由图 2 可以看出，随着温度、pH 和多酚

与多糖比例升高，莲藕多糖与绿原酸的结合率逐渐增

大，达到峰值后缓慢下降。且坡面越陡峭，二者的交

互作用对响应值的影响越大。通过对二阶多项式方程

的分析，得到莲藕多糖与绿原酸复合物制备的最佳条

件为：温度 0 ℃，pH 值 5.5，多酚与多糖质量比 4:1，
在此条件下预测结合率最大为 2 267.43 mg/g，三次验

证实验测得的实际值为 2 174.01 mg/g，与预测值之间

的偏差为 4.12%，表明建立的回归模型具有较好的拟

合性。 

  

   

  
图2 交互作用对结合率影响的响应面图 

Fig.2 Response surface diagram of interaction effect on binding 

rate 

2.3  莲藕多糖-绿原酸复合物结构特征 

2.3.1  分子量分布 
通过 HPSEC-MALLS-RI 法检测莲藕多糖及复合

物的分子量分布如表 4 所示。莲藕多糖及复合物均含

有 7 个组分，但各组分的相对含量存在着差异，其中

与多糖相比，复合物中 105和 104数量级相对含量分别

增加了 14.1%和 34.0%。此外，莲藕多糖的平均分子

量为 146.3 ku，而复合物的平均分子量增大为 
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162.1 ku。同时，复合物中未检出小于 500 u 的组分，

表明复合物中不存在游离绿原酸，这说明莲藕多糖与

绿原酸之间存在着相互作用使两者紧密结合，且复合

物的分子量会明显增大，这一结论与 Li 等[11]一致。 

  

图 3 分子量图谱 

Fig.3 Chromatogram of molecular weight  

注：a 莲藕多糖；b 莲藕多糖-绿原酸复合物。 

表4 莲藕多糖及莲藕多糖-绿原酸复合物的分子量分布 

Table 4 Molecular weight distribution of LRP and its compound with CHA 

样品名称 保留时间/min 分子量/u 相对含量/% 平均分子量/u 

LRP 

7.297~9.107 1.144×106(±0.791%) 8.4 

1.463×105 

9.077~11.490 1.359×105(±1.050%) 33.1 

11.490~12.184 2.628×104(±4.650%) 6.3 

12.184~13.934 9.036×103(±3.661%) 20.6 

13.934~14.718 3.695×103(±5.083%) 12.7 

14.748~18.398 6.798×103(±4.744%) 18.3 

21.868~24.402 2.494×103(±51.551%) 0.9 

LRP-CHA

7.207~8.956 1.157×106(±0.660%) 7.8 

1.621×105 

8.956~11.370 1.365×105(±0.960%) 47.2 

11.400~12.576 1.840×104(±5.402%) 19.8 

12.576~13.934 2.211×104(±5.505%) 8.2 

13.934~15.020 1.253×104(±5.063%) 7.5 

15.020~16.317 1.676×104(±4.756%) 4.8 

17.011~18.700 4.540×103(±23.036%) 4.7 

2.3.2  紫外光谱特征 

 
图4 莲藕多糖与绿原酸及其复合物、混合物的紫外图谱 

Fig.4 UV spectra of LRP, CHA and their compounds and 

mixtures 

莲藕多糖、绿原酸及其复合物和混合物的紫外-

可见光谱扫描结果如图 4 所示。多糖含有不饱和羰基

和羧基使其在 190~220 nm 处产生强烈吸收峰[9]，而多

酚的紫外吸收峰主要存在于 240~400 nm 范围内，绿

原酸的特征吸收峰表现在 215 nm 处的苯环跃迁峰，

297 nm 处的酚羟基跃迁峰以及 324 nm 处的 π-π*双键

跃迁峰。结果表明，绿原酸单体及相对应的混合物中

均存在多酚的特征吸收峰，而复合物中的特征吸收峰

消失，并且与多糖单体的紫外-可见光谱结果基本一

致。因此，可以判断莲藕多糖与绿原酸之间发生了相

互作用，多酚与多糖间非共价结合会使紫外光谱中的

酚峰消失，该结果与 Zhu 等[9]和 Li 等[11]一致。 
2.3.3  红外光谱特征 

莲藕多糖及其与绿原酸混合物和复合物的红外图

谱如图 5 所示。多糖中典型特征峰[20]表现在 3 382 cm-1
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处的-OH伸缩振动峰，2 931 cm-1和1 410 cm-1处的-CH
吸收峰，1 618 cm-1 处的 C=O 吸收峰和 852 cm-1 处 
β型糖苷键的特征吸收。相较于莲藕多糖-绿原酸混合

物，复合物中的酚峰在光谱图中发生偏移或者消失，

如 1 520 cm-1 处的 C=C 伸缩振动，1 275 cm-1 处的

C-O-C吸收峰以及1 120 cm-1附近的酚羟基弯曲振动。

由此表明，莲藕多糖与绿原酸之间存在着相互作用关

系，并且多糖与多酚的特征吸收峰会发生变化。 

 
图5 莲藕多糖及其与绿原酸复合物和混合物的红外图谱 

Fig.5 FT-IR spectra of LRP, its compound and mixture with 

CHA 

2.4  莲藕多糖-绿原酸复合物稳定性评价 

2.4.1  热稳定性 
考虑到莲藕多糖-绿原酸复合物的应用，分别选取

0、25、37 和 100 ℃四个条件来表征在贮藏、加工和

消化过程中的冷藏温度、室温、人体消化温度及烹煮

温度，探究复合物在不同温度下的稳定性。结果如表 5
显示。随着温度的不断升高，复合物的解离率会显著

增加。复合物在冷藏温度条件下（0 ℃）几乎不会解

离，在室温（25 ℃）和人体消化温度条件下（37 ℃）

发生一定程度的解离，而在高温条件下（100 ℃），复

合物的解离率超过 50%。由此说明，复合物的解离率

与温度呈正相关。此结论为莲藕多糖-绿原酸复合物应

用于乳剂、果酒、果汁等食品加工具有一定的指导意义。 
表5 复合物热稳定性解离率测定结果 

Table 5 Determination results of thermal stability dissociation 

rate of the complex 

温度/℃ 解离率/% 

0 低于检测范围 
25 12.96±0.75 

37 18.24±1.06 

100 65.79±1.42 

2.4.2  消化稳定性 
本试验采用体外模拟消化系统，将复合物置于口

腔、胃及肠道电解质液和消化液中反应 2 h，分析复合

物在电解质液和消化液中的解离情况，结果如表 6 所

示。在口腔、胃和肠道三种电解质溶液中，复合物的

解离率均低于 10%，且无明显差异；但在三种消化液

中，复合物均出现了不同程度的解离，其中在肠道中

的稳定性最差，解离率达到 23.97%，分别是口腔和胃

中解离率的 1.25 倍和 1.78 倍，这可能是由于复合物能

够与肠道中的胰酶发生反应，导致其结合不再稳定。 
表6 复合物消化稳定性解离率测定结果 

Table 6 Determination results of digestion stability dissociation 

rate of the complex 

消化部位 种类 解离率% 

口腔 
电解质溶液 8.86±1.62 

消化模拟液 13.45±3.01 

胃 
电解质溶液 9.27±1.21 

消化模拟液 19.15±2.86 

肠道 
电解质溶液 9.95±1.16 

消化模拟液 23.97±2.57 

2.5  莲藕多糖-绿原酸复合物 DPPH 自由基清

除能力 

莲藕多糖-绿原酸复合物对 DPPH 自由基清除能

力的测定结果如图 6。结果显示，在 0.1~0.8 mg/mL
浓度范围内，莲藕多糖-绿原酸复合物对 DPPH 自由基

清除率表现出浓度依赖性；前期研究显示，莲藕多糖对

DPPH 自由基清除活性较弱，IC50值为 1.65 mg/mL[10]，

而此复合物的 IC50值为 0.96 mg/mL。这一结论表明，

与多酚结合后的莲藕多糖抗氧化活性增强，对 DPPH
自由基表现出一定的清除能力，这可能与活性羟基的

增加有关。Alejandra 等[21]的研究证实了此结论，多酚

化合物与可溶性膳食纤维结合后，可以保留部分抗氧

化活性。 

 
图6 复合物DPPH自由基清除率测定结果 

Fig.6 Determination results of DPPH free radical scavenging 

rate of the complex 
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2.6  莲藕多糖-绿原酸复合物的巨噬细胞刺激

活性 

莲藕多糖能刺激体外培养的 RAW264.7 巨噬细胞

分泌 NO，广泛参与包括免疫应答在内的机体多系统

的生理和病理过程[4,22]。莲藕多糖-绿原酸复合物诱导

RAW264.7 产生 NO 的结果如图 7 所示，与空白组 
（3.88 μmol/L）相比，复合物具有显著刺激 RAW267.4
巨噬细胞产生 NO 的能力，且在一定的范围内呈现浓

度依赖趋势，随着复合物浓度增大，细胞产生的 NO
含量也逐渐升高，当浓度达到 400 mg/mL 时，NO 含

量最高为 15.83 μmol/L。 

 
图7 莲藕多糖-绿原酸复合物诱导RAW264.7产生NO测定结果 

Fig.7 The result of NO production in RAW264.7 induced by 

LRP and CHA in lotus root 

 
图8 莲藕多糖-绿原酸复合物抑制LPS诱导RAW264.7产生NO

测定结果 

Fig.8 The result of NO production in RAW264.7 induced by 

LPS was inhibited by LRP and CHA in lotus root 

莲藕多糖-绿原酸复合物抑制LPS诱导RAW267.4
产生 NO 的结果如图 8 所示，与 LPS 阳性对照组 
（25.13 μmol/L）相比，复合物明显抑制 LPS 诱导

RAW267.4 细胞产生 NO，减弱了由脂多糖引起的炎症

的发展，且在一定范围内，呈现出浓度依赖性，随着

复合物浓度增大，抑制能力越强，当浓度为 400 mg/mL
时，NO 含量降低到 19.09 μmol/L，抑制效果最好。结

果表明，莲藕多糖-绿原酸复合物可双向调节 NO 的产

生，即同时具有免疫激活和免疫抑制的能力。这一结

论与 Sun 等[23]一致，研究阐明了玉屏风多糖发酵前后

在巨噬细胞增殖和细胞因子表达方面的双重免疫调节

作用。 

3  结论 

莲藕多糖-绿原酸复合物制备的最佳工艺条件为：

温度 0 ℃，pH 值 5.5，多酚与多糖质量比 4:1，在此工

艺条件下，莲藕多糖与绿原酸的结合率为2 174.01 mg/g，
该复合物的平均分子量为 162.1 ku。复合物的紫外和

红外光谱特征证实了莲藕多糖和绿原酸间存在非共价

相互作用。探究莲藕多糖-绿原酸复合物的稳定性，发

现低温有利于维持复合物的稳定，且消化稳定性较好，

经过口胃肠体外模拟消化后的解离率均低于 25%。该

复合物具有一定的 DPPH 自由基清除能力，在一定的

浓度范围内呈现浓度依赖趋势。该复合物可双向调节

RAW264.7 细胞产生 NO，即同时具有免疫激活和免疫

抑制的能力。本研究可以为莲藕多糖的功能特性增强

和绿原酸的稳态化利用提供一定的理论支持，但影响

多糖-多酚复合物生物活性和生物利用度的内在和外

在因素，以及其构效关系有待进一步研究。 
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