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老香黄多糖的提取纯化、结构表征

与抗氧化活性评价

李芷晴1，陈慧芳1，王利平2，李国伟2，冉艳红1，王超1*，段翰英1

（1.暨南大学生命科学技术学院，广东广州 510630）（2.广东长兴生物科技股份有限公司，广东潮州 521000）

摘要：老香黄是潮汕地区药膳两用的特色制品，其多糖成分具有潜在药理活性，但其结构特征尚不清晰。为解析老香

黄多糖的结构特征和抗氧化活性能力，该研究通过水提醇沉法提取粗多糖（LXHP），经分离纯化得到两种组分（LXHP-3

和 LXHP-4），并采用高效凝胶渗透色谱、离子色谱、红外光谱、X- 射线衍射、扫描电镜和热重分析等技术表征其组成、

结构、形态及热稳定性，同时以 DPPH 和 ABTS+
自由基清除能力评估体外抗氧化活性。结果表明，两种组分均为以半乳

糖醛酸为主的酸性多糖；LXHP-3 的分子量呈双峰分布（75.3 kDa 和 20.8 kDa），而 LXHP-4 为单峰均一结构（75.6 kDa，

PDI=1.011）；FT-IR 分析表明分离纯化不改变多糖的官能团，但 LXHP-3 的酯化度显著降低；SEM 显示纯化前后的多糖

均由片状结构和纤维状结构组成；XRD 分析表明 LXHP-3 呈现半结晶结构，LXHP 和 LXHP-4 则为无定型态；TGA 显示

LXHP-3 的热稳定性更优，在 600 ℃下的最终残留质量最高（42.51%）；LXHP 具有更好的 DPPH 和 ABTS 自由基的清除效

果。该研究可提高对老香黄多糖结构的了解，为其功能性开发利用及构效关系研究提供理论。
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Abstract: Laoxianghuang, a medicinal and edible specialty from the Chaoshan region, contains polysaccharides with potential 

pharmacological activities; yet their structural characteristics remain unclear. To investigate the structural features and antioxidant 

capacity of Laoxianghuang polysaccharides, crude polysaccharides (LXHP) were extracted via water extraction and alcohol 

precipitation, followed by purification to obtain two fractions (LXHP-3 and LXHP-4). The composition, structure, morphology, and 

thermal stability of these polysaccharides were systematically characterized by high-performance gel permeation chromatography, 

ion chromatography, Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR), X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), 

and thermogravimetric analysis (TGA). The in vitro antioxidant activity was evaluated based on DPPH and ABTS radical scavenging 
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老香黄是以芸香科植物佛手（Citrus medica var. 
sarcodactylis）的果实为原料，经盐腌、中药浸渍、九

蒸九晒及多年陈化制成的岭南地区特色凉果，成品色

泽乌润如漆，质地绵软甘醇 [1] 。其历史可追溯至明代

中期，潮州地方志《海阳县志》记载了佛手果的盐渍

与糖渍加工方法 [2] 。其主要药用成分包括黄酮类、多

酚类、香豆素、活性多糖和矿物质等 [3] 。这些成分赋

予了老香黄多种药理作用，如促进消化、理气化痰、

止咳化痰、舒肝理气、解酒等 [3] 。

近年来老香黄发酵期间挥发性风味成分的变

化 [5,6] 、食品质量安全 [7] 及微生物发酵机制 [8] 等方面已

有较多研究，但针对其核心活性成分的系统解析仍存

在明显不足。已有研究表明，老香黄所含的多糖类成

分作为关键生物活性物质，展现出多方面的生理功能

特性，包括调节肠道菌群组成与代谢、抗氧化以及保

护和修复胃黏膜等功能 [9,10] 。这些发现为老香黄的药用

功效提供了科学依据，但目前对老香黄多糖的结构特

性与抗氧化活性的研究尚未明晰，制约了其功能机制

阐释以及高值化应用的开发。

本研究以老香黄多糖为研究对象，采用水提醇沉

结合大孔树脂脱色和 Sevag 法脱蛋白提取粗多糖，通

过 DEAE-52 纤维素柱与 Sephadex G-100 凝胶柱联用

技术进行分离纯化，使用高效凝胶渗透色谱测定其分

子量分布，并结合离子色谱、粒径电位分析、傅里叶

变换红外光谱、扫描电镜、X 射线衍射及热重分析等

多种技术手段，解析多糖的化学组成和结构、微观形貌、

晶体特性及热稳定性，还通过 DPPH 和 ABTS+ 自由基

清除实验对其体外抗氧化能力进行评价。这项研究系

统揭示老香黄多糖的结构特性，深化了对老香黄多糖

结构和活性的认识与理解，可为促进老香黄多糖在食

品加工、保健品开发及医药制剂等方面的应用提供理

论指导。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

老香黄，广东长兴生物科技有限公司提供；无水

乙醇、正丁醇、四硼酸钠、咔唑（分析纯），上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；浓硫酸、苯酚（分析纯），

广州市荣满生物科技有限公司；AB-8 树脂、碳酸氢钠、

乙二胺四乙酸、Sephadex G-100、氯化钠、牛血清白

蛋白、溴化钾、2,2- 联苯基 -1- 苦基肼基（DPPH）、2,2’-
联氮 - 双 -3- 乙基苯并噻唑啉 -6- 磺酸（ABTS）（分析纯），

上海麦克林生化科技股份有限公司；DEAE-52 纤维素，

北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；三氯甲烷（分

析纯），广州梓兴化玻仪器有限公司；BCA 法蛋白定量

试剂盒，北京普利莱基因技术有限公司；单糖标准品，

博睿糖生物技术有限公司。

1.2 主要仪器与设备

HR2874 榨汁机，荷兰飞利浦公司；Scienz-10N
冷冻干燥机，宁波新芝生物科技股份有限公司；BSZ-
160 自动部分收集器，上海泸西分析仪器厂有限公司；

LC-10A 高效液相色谱仪，RID-10A 示差折光检测器，

Shimadzu ；105-103-101 色谱柱（8×300 mm），BRT ；

MA110电子分析天平，上海第二天平仪器厂；UGC-24M
氮吹仪，力辰科技；ICS5000 离子色谱仪，Thermo 
Fisher ；UV-9600 紫外可见分光光度计，北京瑞利分析

仪器有限公司；INFINITE M200 PRO 光栅型多功能微

孔板检测仪，帝肯奥地利有限公司；Is50 FTIR 傅里叶

红外分析仪，美国 Thermo（赛默飞）公司；EVO-MA15
扫描电子显微镜，德国 ZEISS 公司；TGA 2 SF 热重分析

仪，美国 MTTLER TOLEDO 公司；RE-52AAA 旋转蒸

发仪，上海嘉鹏科技有限公司；ZetaFinder ZF400 电位分

析仪，美国 Thermo（赛默飞）公司。

capacities. The results demonstrated that both fractions were acidic polysaccharides primarily composed of galacturonic acid. 

LXHP-3 exhibited a bimodal molecular weight distribution (75.3 and 20.8 kDa), whereas LXHP-4 showed a monodisperse structure 

(75.6 kDa, polymer dispersity index=1.011). FT-IR analysis revealed no significant changes in functional groups after purification; 

however, the degree of esterification in LXHP-3 was notably reduced. SEM imaging indicated that both crude and purified 

polysaccharides consisted of sheet-like and fibrous structures. XRD analysis suggested that LXHP-3 displayed a semi-crystalline 

structure, whereas LXHP and LXHP-4 were amorphous. TGA revealed excellent thermal stability in LXHP-3, with the highest 

residual mass (42.51%) at 600 ℃ . Additionally, LXHP exhibited strong DPPH and ABTS radical scavenging effects. This study 

enhances the understanding of the structural properties of Laoxianghuang polysaccharides and provides a theoretical foundation for 

their functional exploitation and structure–activity relationship research.

Key words: laoxianghuang; polysaccharides; extraction and purification; structural characterization; antioxidant activity
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1.3 试验方法

1.3.1 老香黄粗多糖的提取

参考 Zheng 等 [9] 的方法并稍作修改提取粗多糖。称

取老香黄样品，按料液比 1:20 g·mL-1 加入去离子水，经

榨汁机匀浆处理后，于 80 ℃下磁力搅拌浸提 2 h，真

空抽滤，收集浸提液，将滤渣再次按相同料液比补加

去离子水，在同等温度和时间条件下再次浸提，过

滤收集第二次浸提液，合并两次浸提液，60 ℃下

真空旋转蒸发浓缩至原体积 1/5。然后向浓缩液中

加入 4 倍体积 95% 乙醇，于 4 ℃下静置 24 h 后离心

（10 000 r·min-1，10 min）收集沉淀。沉淀物用去离子

水复溶，加入预处理过的 AB-8 大孔树脂，37 ℃恒温

振荡（160 r·min-1）脱色 6 h，静置 12 h 后过滤，此

过程重复 2~3 次，直至颜色变浅。脱色后的多糖溶液

按 4:1（V/V）比例加入新配 Sevage 试剂（正丁醇 : 三
氯甲烷 =1:4），涡旋振荡 20 min，10 000 r·min-1 离心

10 min，小心吸取上层多糖溶液，弃除下层有机相及

蛋白沉淀层，此操作重复 3 次以上，直至两相界面无

絮状沉淀产生。使用 8 000~14 000 Da 的透析袋透析

48 h，然后冻干以得到初步除杂的老香黄粗多糖并命

名为 LXHP。按照公式（1）计算 LXHP 得率。

Y1 = 
M1

M2
×100%                                                    （1）

式中：

Y1——老香黄粗多糖 LXHP 的得率，% ；

M1——冻干后粗多糖的质量，mg ；

M2——样品初始样品的质量，mg。

1.3.2 老香黄多糖的分离纯化

1.3.2.1 DEAE-52纤维素阴离子交换柱层析纯化

参考 Zhang 等   [11]  的方法并稍作修改。将 200 mg 
LXHP 粗多糖溶于 10 mL 去离子水，配制 20 mg·mL-1

样品溶液，经 0.45 μm 微孔滤膜过滤后上样至 DEAE-
52 纤维素柱（1.6 cm×40 cm）。采用梯度洗脱法，依

次以去离子水和 0.1~0.4 mol·L-1 NaCl 溶液（梯度间

隔 0.1 mol·L-1）进行洗脱，流量控制为 1.0 mL·min-1。

使用自动馏分收集器按每管 5 mL 收集洗脱液，共获

取 150 管馏分。采用苯酚 - 硫酸法检测各馏分在

490 nm 处的吸光值，据此绘制多糖洗脱曲线。根据

曲线特征峰分布，合并相同吸收峰对应的馏分，分

别浓缩后装入截留分子量 8 000~14 000 Da 的透析

袋，于去离子水中透析 48 h（间隔 6 h 换水），冷冻

干燥后获得组分。按公式（2）计算各组分多糖的

得率。

Y2 = 
M3

M4
×100%                                                    （2）

式中：

Y2——纯化组分多糖的得率，% ；

M3——冻干后组分多糖的质量，mg ；

M4——上样多糖的质量，mg。

1.3.2.2 Sephadex G-100葡聚糖凝胶柱层析纯化

参考 Zheng 等 [12] 的方法并稍作修改。将组分多

糖配制成 1 mg·mL-1 溶液，取 20 mL 上样至 Sephadex 
G-100 层析柱（2.5 cm×40 cm）。以去离子水为流动相，

0.2 mL·min-1 恒速洗脱，按 5 mL/ 管收集洗脱馏分。采

用苯酚 -硫酸法测定 490 nm 处吸光值，绘制层析洗脱

曲线。根据特征峰分布收集目标馏分，经透析和冷冻

干燥，获得纯化后的组分多糖。

1.3.3 基本成分和紫外光谱的测定

以葡萄糖为标准品，采用苯酚 - 硫酸法测定中

性糖含量 [13] ；以半乳糖醛酸为标准品，采用硫酸咔唑

法测定糖醛酸含量 [14] ；以牛血清蛋白为标准品，采用

BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白质含量 [15] 。

参考 Jiang等 [16] 的方法，将多糖样品配制成 0.1 mg·mL-1

水溶液，以去离子水为空白对照，于 190~400 nm 波

长范围进行紫外光谱扫描，检测样品在 260 nm（核酸）

和 280 nm（蛋白质）处的特征吸收峰，以评估多糖纯度。

1.3.4 相对分子质量测定

参考 Wang 等 [17] 的方法，采用高效凝胶渗透色

谱（High Performance Gel permeation Chromatography, 
HPGPC）测定多糖的相对分子量，配备安捷伦 LC-
10A 平台、105-103-101 色谱柱（8×300 mm）和示差

折光检测器 RID-10A，测定多糖的均一性和分子量。

检测条件为：柱温 40 ℃，流动相 0.05 mol·L-1 NaCl，流速

1 mg·min-1。将多糖溶液（20 μL，5 mg·mL-1）注入色

谱柱，使用不同分子量的葡聚糖绘制线性曲线。

1.3.5 单糖组成分析

参考 Feng 等 [18] 的方法，使用离子色谱仪测定单糖

组成。配制 16 种单糖混合标准溶液（包括岩藻糖、鼠

李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、果糖、

核糖、半乳糖醛酸、葡萄糖醛酸、氨基半乳糖盐酸盐、

盐酸氨基葡萄糖、N- 乙酰 -D 氨基葡萄糖、古罗糖醛酸

和甘露糖醛酸），通过绝对定量法测定各单糖质量，结

合摩尔质量计算其摩尔比例。

1.3.6 Zeta电位和粒径的测定

将多糖样品配制 0.1 mg·mL-1，用马尔文纳米粒度

电位仪进行测定，测试散射角 90°、折射率 1.330、分



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.6

 221 

散剂粘度为 0.887 2 cP。

1.3.7 傅里叶变换红外光谱（FT-IR）检测与酯化度

分析

取 2 mg 多糖样品与适量溴化钾粉末充分研磨

混匀，压制成透明薄片后，置于傅里叶红外光谱仪

（Fourier-transform Infrared Spectroscopy, FT-IR）中，

在 4 000~500 cm-1 波数范围内进行扫描，获取红外光谱图。

多糖的酯化度（Degree of Esterification, DE）可通过

红外光谱法计算，其基于酯基 C=O（1 700~1 750 cm-1，主

峰约 1 730 cm-1）与羧酸基 C=O（1 600~1 640 cm-1，主

峰约 1 620 cm-1）的吸收峰面积比值 [19] ，具体计算公式

如公式 3 所示。

D = 
A1730

A1730+A1635
×100%                                         （3）

式中：

D——多糖酯化度（DE），% ；

A1730——酯基 C=O 伸缩振动在 1 730 cm-1
附近特征吸收峰

的积分面积；

A1635——羧酸基 C=O 伸缩振动在 1 620 cm-1
附近特征吸收

峰的积分面积。

1.3.8 扫描电子显微镜（SEM）检测

将冻干样品用双面导电胶固定于样品台，经喷

金处理后，采用扫描电子显微镜（Scanning electron 
microscope, SEM）观察微观形貌，分别在 100× 和

500× 放大倍率下采集图像，电压为 5 kV。 

1.3.9  X-射线衍射（XRD）检测

采用 X- 射线衍射（X-ray diffraction, XRD）法测

定多糖的晶体特征，扫描范围 5°~60°（2θ），电压：

40 kV，电流 30 mA，以分次扫描模式采集衍射图谱。

1.3.10 热重分析

釆用热重分析仪测定老香黄多糖的热稳定性。称取

5 mg 老香黄多糖，在氮气环境（流速 100 mg·min-1）中对

老香黄多糖进行热重分析（Thermogravimetric Analysis, 
TGA），以 10 ℃ ·min-1 的升温速率从 25 ℃扫描至

600 ℃，记录热重曲线。

1.3.11 体外抗氧化测定

1.3.11.1 DPPH自由基清除率的测定

参照 Tian 等 [20] 的方法并稍作修改。用无水乙醇配

制 0.1 mmol·L-1 的 DPPH 溶液，依次配制浓度为 0.1、
0.5、1、2、4、6 mg·mL-1 的抗坏血酸和多糖溶液。将

100 μL 试样溶液与 100 μL DPPH 溶液混合，室温避光

反应 30 min 后，用酶标仪于 517 nm 处测定吸光度 Ai，

同时设置对照组 A1（以无水乙醇代替样品）、试剂空

白组 A0（无水乙醇）和样品空白组 A0（以无水乙醇代

替 DPPH 溶液），按公式 4 计算 DPPH 自由基清除率。

以清除率对多糖浓度进行线性拟合，从而计算半抑制

浓度（50% Inhibiting Concentration, IC50），进而定量比

较多糖的抗氧化活性。

D1 = 
(A1-A0)-(Ai-Aj)

A1-A0
×100%                                （4）

式中：

D1——DPPH 自由基清除率，% ；

A1——对照组的吸光度（以等体积无水乙醇替代样品）；

A0——试剂空白组的吸光度（无水乙醇）；

Ai——样品组的吸光度；

Aj——样品空白组的吸光度（以等体积无水乙醇替代

DPPH 溶液）。

1.3.11.2 ABTS+自由基清除活性测定

参照钟思彦等 [21] 的方法并稍作修改。用去离子水

配制含 7 mmol.L-1 ABTS 与 2.45 mmol.L-1 过硫酸钾的

混合溶液，置于暗处过夜，用水稀释混合溶液直至于

734 nm 处吸光度为 0.7±0.05，得到 ABTS 工作液。将

10 μL 试样溶液与 190 μL ABTS 工作液混合，室温避

光反应 5 min 后，用酶标仪于 734 nm 处测定吸光度

Ai，同时设置对照组 A1（以去离子水代替样品）、试剂

空白组 A0（去离子水）和样品空白组 A0（以去离子水

代替 DPPH 溶液），按公式 5 计算清除率。同 1.3.11.1
的方法计算 IC50。

D2 = 
(A1-A0)-(Ai-Aj)

A1-A0
×100%                                （5）

式中：

D2——ABTS+
自由基清除率，% ；

A1——对照组的吸光度（以等体积去离子水替代样品）；

A0——试剂空白组的吸光度（去离子水）；

Ai——样品组的吸光度；

Aj——样品空白组的吸光度（以等体积去离子水替代

ABTS 溶液）。

1.4 数据处理 

本研究均进行 3 次重复实验，数据以平均值 ± 标

准差表示，采用 Origin 2021 和 Excel 软件作图分析。

2  结果与分析

2.1 老香黄多糖的提取与纯化

2.1.1 DEAE-52纤维素柱层析

经水提醇沉结合大孔树脂脱色、Sevag 法脱蛋

白获得老香黄粗多糖 LXHP，得率为 2.38%。DEAE-
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52 纤维素柱层析分离结果如图 1 所示，通过不同浓

度的 NaCl 溶液洗脱后，共得到 4 个多糖组分，分别

命 名 为 LXHP-0.1 M、LXHP-0.2 M、LXHP-0.3 M 和

LXHP-0.4 M，得率分别为 5.68%、16.78%、25.62% 和

31.18%。其中，选取得率最大的组分 LXHP-0.3 M 和

LXHP-0.4 M 进行下一步纯化。

图 1 老香黄多糖的 DEAE-52 柱层析洗脱图

Fig.1 Chromatographic elution of the DEAE-52 column 

of Laoxianghuang polysaccharide

2.1.2 Sephadex G-100柱层析

图 2 LXHP-3 和 LXHP-4 组分的 Sephadex G-100 柱层析洗脱图

Fig.2 Sephadex G-100 column chromatography elution curve 

of LXHP-3 and LXHP-4

采用 Sephadex G-100 对主要馏分 LXHP-0.3 M、

LXHP-0.4 M 进一步纯化的结果如图 2 所示，根据洗脱

曲线收集峰信号较强的主要馏分，然后透析冻干，得

到老香黄 LXHP-3、LXHP-4。

2.2 化学成分分析

老香黄粗多糖 LXHP 和纯化组分多糖 LXHP-3、
LXHP-4 的化学成分测定结果如表 1 所示。LXHP 的

中性糖含量为 19.19%，糖醛酸含量为 58.89%，蛋白

质含量为 0.79%，表明老香黄多糖是一种酸性多糖 [22] 。

经过 DEAE-52 纤维素柱和 Sephadex G-100 葡聚糖凝

胶柱纯化后，LXHP-3 和 LXHP-4 的糖醛酸含量显著

提高（分别达到 78.31% 和 73.74%，P  ＜  0.05），而

中性糖含量显著降低（分别降至 6.63% 和 11.92%，

P  ＜  0.05），这一变化趋势表明，纯化过程有效富集了

酸性多糖组分，同时选择性地去除了中性糖杂质。此

外，纯化后组分多糖的蛋白质含量也显著降低（分别

降至 0.05% 和 0.29%，P  ＜  0.05），表明纯化过程除蛋

白效果较好，蛋白去除率分别达到 93.67% 和 63.29%。

通过紫外全波段光谱扫描（190~400 nm）评估样品

多糖的纯化效果，结果如图 3 所示，相较于未纯化的粗

多糖 LXHP，组分多糖 LXHP-3、LXHP-4 在 260 nm 和

280 nm 处的吸收显著降低，表明纯化过程有效去除了

蛋白质、核酸等杂质 [23] ，纯化后多糖的纯度较高。

表 1  老香黄多糖的化学成分

Table 1 Chemical components of Laoxianghuang polysaccharide

组别 中性糖含量 /% 糖醛酸含量 /% 蛋白含量 /%

LXHP 19.19±0.9c 58.89±5.72a 0.79±0.33c

LXHP-3 6.63±0.49a 78.31±2.65b 0.05±0.01a

LXHP-4 11.92±0.47b 73.74±1.87b 0.29±0.18b

注：同列右肩不同的小写字母表示具有显著差异

（P  ＜  0.05）。

图 3 老香黄多糖的紫外吸收光谱图

Fig.3 UV absorption spectra of Laoxianghuang polysaccharide

2.3 分子量分布

采用高效凝胶渗透色谱（HPGPC）测定多糖分子

量分布。得到标准品校正曲线 lgMw=-0.273 3RT+11.581，
R2=0.998 9 ；lgMn=-0.272RT+11.544，R2=0.998 8。根据
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校正曲线方程代入保留时间（见图 4）计算多糖的分

子量，数据如表 2 所示。结果表明，LXHP-3 呈现双

峰分布，主要由 75.3 kDa（占比 57.95%）和 20.8 kDa
（占比 42.05%）两种分子量组分构成，推测可能存在

未完全分离的亚组分。相比之下，LXHP-4 呈现单峰

分布，主要组分为 75.6 kDa（占比 90.396%）。聚合物

分散性指数（Polymer Dispersity Index, PDI）为重均分

子量（Weight-Average Molecular Weight, Mw）与数均

分子量（Number-Average Molecular Weight, Mn）的比

值，用于衡量多糖分子量分布的不均一程度。LXHP-4
只有单峰且多分散性指数（PDI=1.011）接近 1，表明

LXHP-4 的平均分子质量分布较集中，较为均一 [24] 。

表 2  老香黄多糖的相对分子质量

Table 2 Relative molecular weight of polysaccharide samples

组别 RT/min Mw/Da Mn/Da 相对峰面积 /% PDI

LXHP-3
24.53 75 327 74 446 57.95 —

26.608 20 372 20 259 42.05 —

LXHP-4 24.525 75 564 74 679 90.40 1.01

图 4 LXHP-3 和 LXHP-4 的 HPGPC 色谱图

Fig.4 HPGPC chromatograms of LXHP-3 and LXHP-4

注：（a）LXHP-3 ；（b）LXHP-4。

2.4 单糖组成分析

采用离子色谱仪测定 LXHP-3 和 LXHP-4 的单糖

组成，单糖标准品和 LXHP-3、LXHP-4 的离子色谱图

见图 5，与单糖标准品图谱对比，根据出峰时间确定

单糖种类，具体数据见表 3。结果表明，LXHP-3 和

LXHP-4 的单糖组成相似，均由岩藻糖、鼠李糖、阿拉

伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖和半乳糖醛酸

8 种单糖组成，摩尔比分别为 0.2:5.5:0.7:13.2:0.59:0.6: 
0.3:73.5，0.2:5.6:0.6:7.6:14.7:0.3:0.2:70.8，其中最主要

的成分均为半乳糖醛酸 [11] 。

表 3  LXHP-3和LXHP-4的单糖组成成分

Table 3 Monosaccharide composition of LXHP-3 and LXHP-4

单糖

LXHP-3 LXHP-4

保留时间 /
min 摩尔比

保留时间 /
min 摩尔比

岩藻糖 5.734 0.2 5.725 0.2

氨基半乳糖盐酸盐 10.3 0 10.3 0

鼠李糖 10.734 5.5 10.717 5.6

阿拉伯糖 11.334 0.7 11.325 0.6

盐酸氨基葡萄糖 12.675 0 12.675 0

半乳糖 14.109 13.2 14.109 7.6

葡萄糖 15.934 5.9 15.917 14.7

木糖 18.375 0.6 18.317 0.3

甘露糖 18.809 0.3 19.017 0.2

果糖 22.025 0 22.025 0

核糖 24.084 0 24.084 0

半乳糖醛酸 46.025 73.5 45.975 70.8

古罗糖醛酸 46.517 0 46.517 0

葡萄糖醛酸 49.359 0 49.359 0

甘露糖醛酸 52.292 0 52.292 0
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图 5 LXHP-3 和 LXHP-4 的单糖组成离子色谱图

Fig.5 Ion chromatograms of monosaccharide composition in 

LXHP-3 and LXHP-4

注：（a）单糖标准品；（b）LXHP-3 ；（c）LXHP-4。

2.5 Zeta电位及粒径分布分析

Zeta 电位是表征多糖表面电荷的参数，Zeta 电位

绝对值越大，多糖的稳定性越好 [25] 。老香黄多糖的电

位分布见图 6a，LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 均带有负电

荷，电位绝对值由高到低分别为 LXHP-3（|-17.65| mV）

＞ LXHP-4（|-15| mV）＞ LXHP（|-14.2| mV），这种

变化趋势与糖醛酸含量呈正相关，Wan 等 [26] 的研究表

明多糖的负电荷一般由糖醛酸产生。

图 6 老香黄的 Zata 电位和粒径分布图

Fig.6 Zeta potential and particle size distribution of 

Laoxianghuang polysaccharide

注：a 电位；b 粒径。图中不同的小写字母表示显著差异

（P  ＜  0.05）。

粒径分布如图 6b 所示，LXHP 的平均粒径为

611.15 nm，而 LXHP-3 和 LXHP-4 的平均粒径分别降

低至 340.75 nm 和 450.25 nm。结果表明，纯化后的多

糖粒径明显减小，这是由于纯化过程去除了大分子杂

质，减少了分子链之间的非特异性相互作用，进而降

低了颗粒的聚集程度，从而导致粒径变小 [27] 。

2.6 红外光谱分析

红外光谱技术可推断出多糖结构中的特征官能

团信息，是解析物质结构的重要手段。如图 7 所

示，LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 的红外光谱图具

有一定的相似性，表明分离纯化不改变多糖的官

能团。在 3 450 cm-1 处呈现宽而强的峰是羟基伸缩振

动的特征吸收峰，2 930 cm-1 为 C-H 的伸缩振动吸收

峰，这两种特征吸收峰是多糖的标志性峰 [28] 。有研究

表明在 1 629 cm-1 处的吸收峰归属于糖醛酸中羧酸基

团（-COO-）的 C=O 伸缩振动 [29] ，其峰强度与测得的

糖醛酸含量呈正相关；而 1 740 cm-1 处的吸收峰对应酯

化羧基（-COOR）的 C=O 收缩振动，由图 7 可以看出，

LXHP-3 在此处的吸收峰几乎消失，通过公式 3 计算得

到 LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 的酯化度分别为 46.15%、

7.62%、51.89%。这表明 LXHP-3 的酯化度显著降低，

而 LXHP-4 的酯化度反而升高，这一差异可能与纯化工

艺相关，LXHP-3 的分子量呈双峰分布提示纯化过程可

能发生了部分降解，低分子量组分可能因链断裂暴露出

更多酯键，在后续处理中更易水解，导致整体酯化度降

低；而 LXHP-4 的酯化度升高可能是由于纯化步骤去除

了杂质，富集了结构均一的高酯化修饰分子，从而使得

表观酯化度升高。另外，在 1 100 cm-1 和 1 020 cm-1 处

的吸收峰表明老香黄多糖存在吡喃糖结构 [29] 。

图 7 老香黄多糖的傅里叶变换红外吸收光谱图

Fig.7 Fourier transform infrared spectrum of Laoxianghuang 

polysaccharide

2.7 微观结构

分别在 100 和 500 倍的放大倍数下对 LXHP、
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LXHP-3 和 LXHP-4 进行了扫描电镜分析。如图 8 所

示，纯化前后的多糖均由片状结构和纤维状结构组成。

LXHP 表面的片状结构出现较多孔洞，表明其分子间

的作用力较弱，分子间结构比较松散，导致片状结构

断裂 [30] 。而纯化后的多糖 LXHP-3 和 LXHP-4 表面的

片状结构较致密，孔洞数量显著减少，一方面，可能

是由于纯化过程去除了蛋白质和中性糖杂质，促进了

分子链的有序排列 [31] 。另一方面，LXHP-3 和 LXHP-4
的高糖醛酸含量可能通过氢键和离子相互作用进一步

增强了分子链间的紧密堆积 [32] 。

图 8 老香黄多糖的扫描电子显微镜图

Fig.8 Scanning electron microscope graph of Laoxianghuang

 polysaccharide

注：（a）LXHP 100× ；（b）LXHP 500× ；（c）LXHP-3 

100× ；（d）LXHP-3 500× ；（e）LXHP-4 100× ；（f）LXHP-4 500×。

2.8 热重分析

热稳定性是多糖工业应用的一个重要检测指标，

可监测样品脱水、分解、氧化有关的物料质量随时间

和温度的变化 [33] 。LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 的热

重分析（TGA）和导数热重分析（DTG）曲线显示

如图 9 所示。老香黄多糖的热降解过程可分为三个

阶段。第一阶段（25~150 ℃）的质量损失（LXHP、
LXHP-3 和 LXHP-4 的质量损失分别为 9.83%、13.61%
和 10.16%），这可能与多糖样品中自由水和结合水的

蒸发有关 [34] 。第二阶段（150~350 ℃）发生了剧烈

的多糖主链降解，质量损失显著（LXHP、LXHP-3

和 LXHP-4 的质量损失分别为 46.71%、35.34% 和

47.04%），这可能涉及糖苷键断裂和脱羧反应 [35] 。第

三阶段（350~600 ℃）为缓慢炭化过程，质量损失相

对较小（LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 的质量损失分别

为 10.97%、8.54% 和 8.80%），最终残留质量分别为

32.49%、42.51% 和 34.00%。LXHP-3 最终残留质量最

高，表明其形成了更稳定的炭化产物 [36] 。

对热重进一步分析的结果如表 4 所示，虽然

LXHP-3 的初始降解温度（T10%=92.67 ℃）显著低于

LXHP（T10%=174.17 ℃）和 LXHP-4（T10%=146.33 ℃），

但在主要降解阶段（T25%~T50%），LXHP-3 表现出更

高的热稳定性（T25%=244.33 ℃；T50%=369.50 ℃），其

最大降解速率温度（DTG 峰值 =248.83 ℃）也高于

LXHP（244.33 ℃）和 LXHP-4（236.00 ℃），这可能

与其低酯化度和高糖醛酸含量有关。有研究表明，低

酯化多糖在加热过程中化学结构变化较小，热稳定性

提高 [37] ；多糖中糖醛酸的羧基可以增强分子间相互作

用，也能提高热稳定性 [38] 。

图 9 老香黄多糖的热重分析

Fig.9 Thermogravimetric analysis of Laoxianghuang 

polysaccharide

注：（a）TGA ；（b）DTG。

2.9 晶体特性分析

通过 X- 射线衍射仪（XRD）分析可以表征多糖

的结晶特性，包括结晶类型和结晶指数，一般晶体的
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峰形都呈现为尖而窄，而非晶体物质则呈现宽而散

的衍射峰。如图 10 所示，LXHP 和 LXHP-4 在 2θ 为

15°~25° 范围内表现为宽而散的几乎无定形的衍射峰，

这是典型非晶态材料的特征。而 LXHP-3 在 2θ=31.55°
处出现一个尖锐的衍射峰，表明其中有结晶态聚合物。

同时，在 10°~20° 范围内表现为较大的馒头峰，表明

其中具有大量的无定形部分。结果表明，LXHP-3 同

时存在结晶态和非晶态两种聚合物形式，呈现典型的

半结晶特征 [39] 。

表 4  老香黄多糖的热重分析结果

Table 4 Thermogravimetric analysis results of Laoxianghuang 

polysaccharide

样品
降解温度 /℃ 导数热重分

析峰值温
度 /℃

600 ℃时
质量残
留 /%T10% T25% T50%

LXHP 174.17 242.00 307.33 244.33 32.49

LXHP-3 92.67 244.33 369.50 248.83 42.51

LXHP-4 146.33 231.83 289.33 236.00 34.00

图 10 老香黄多糖的 X 射线衍射图

Fig.10 X-ray diffraction pattern of Laoxianghuang polysaccharide

2.10 抗氧化活性

通过 DPPH 自由基和 ABTS+ 自由基清除实验测定

了 LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 的体外抗氧化活性 
（图 11）。结果表明，在 0.1~6 mg·mL-1 的质量浓度下，

老香黄多糖的体外抗氧化能力呈现剂量依赖性，LXHP
在两种体系中均表现出最高活性。在 6 mg·mL-1 时，

LXHP 的 DPPH 自由基清除率达到 97.72%，显著高于

LXHP-3（53.32%）和 LXHP-4（71.54%）；经线性拟

合计算得到，LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 对 DPPH 的

IC50 值分别为 0.48、5.32 和 3.38 mg·mL-1。ABTS 实验

中亦呈现类似趋势，LXHP 在 6 mg·mL-1 时的清除率

为 97.98%，而 LXHP-3 和 LXHP-4 分别降至 88.47%
和 61.68% ；LXHP、LXHP-3 和 LXHP-4 对 ABTS 的

IC50 值分别为 2.14、2.82 和 4.57 mg·mL-1。组分多糖

的抗氧化能力较粗多糖降低可能归因于纯化过程中去

除了具有抗氧化活性的杂质（如多酚类物质），从而影

响了其抗氧化功能。已有研究表明老香黄中含有大量

的多酚类、黄酮类物质 [3] ，这些物质通过共价键连接

在多糖链上，能够增强了多糖的抗氧化活性 [40] 。然而，

纯化过程可能破坏了这种连接，从而导致 LXHP-3 和

LXHP-4 的 DPPH 和 ABTS+ 自由基清除活性降低。

图 11 老香黄多糖的体外抗氧化活性

Fig.11 In vitro antioxidant activity of Laoxianghuang polysaccharide

值得注意的是，在 6 mg·mL-1下，虽然 LXHP-3 的

ABTS+ 自由基清除率显著高于 LXHP-4，但其 DPPH
抗氧化活性却低于 LXHP-4，这种差异可能与两种自

由基的清除机制及多糖的理化特性密切相关。LXHP-3
可能因含有较低的分子量组成、较高的半乳糖比例、

较低的酯化度和较高的糖醛酸含量，更有利于 ABTS+

自由基的清除 [41] 。而 LXHP-4 与 LXHP-3 相比，具有

均一的分子量结构、较高的中性糖含量和较小的粒径，

能够促进氢原子的供应，从而具有较高的 DPPH 自

由基清除能力  [42] 。综上所述，多糖的抗氧化活性受

分子量分布、单糖组成和酯化度等多方面影响，不

同的自由基清除体系对多糖的理化性质表现出不同

的作用效果。

3  结论

本研究通过水提醇沉法结合大孔树脂脱色、Sevag
法脱蛋白提取老香黄粗多糖 LXHP，并采用 DEAE-52
纤维素柱和 Sephadex G-100 凝胶柱层析技术进行分离
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纯化，得到两个主要组分 LXHP-3 和 LXHP-4。高效

凝胶渗透色谱结果显示 LXHP-3 的分子量呈双峰分布

（75.3 和 20.8 kDa），而 LXHP-4 为单峰均一结构

（75.6 kDa，PDI=1.011）。单糖组成分析和化学成分

分析表明，LXHP-3 和 LXHP-4 为以半乳糖醛酸为主

（＞ 70%）的酸性多糖，糖醛酸含量均超过 70%。粒

径电位分析表明，纯化后的组分多糖粒径明显减小，

Zeta 电位绝对值增加。X- 射线衍射分析表明，LXHP
和 LXHP-4 为非晶结构，而 LXHP-3 具有半结晶结

构。红外光谱显示，分离纯化不改变多糖的官能团，

LXHP-3 的酯化度显著降低，LXHP-4 的酯化度反而升

高，老香黄多糖具有吡喃糖结构。扫描电镜观察显示，

多糖均由片状和纤维状结构组成，LXHP 表面孔洞结

构相对更多。热重分析表明，LXHP-3 在主要降解阶

段（150~350 ℃）表现出更高的热稳定性，在 600 ℃
下的残留质量最高（42.51%）。体外抗氧化实验结果显

示，纯化后的组分多糖 LXHP-3 和 LXHP-4 的 DPPH
自由基和 ABTS+ 自由基清除率较粗多糖 LXHP 降低，

可能与纯化过程中多酚和黄酮类化合物的脱除有关，

多糖的抗氧化活性可能受到分子量分布、单糖组成和

酯化度等多方面的影响。以上研究结果系统揭示了老

香黄多糖的结构特征及抗氧化活性，为其功能性开发

提供了重要的理论依据。
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