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第 128 期 糖类的分离纯化及 HPLC 检测 

 

Part one 多糖 

多糖（Polysacharides，PS），又称多聚糖，是由 10 个以上的单糖通过苷键连接而成的，具有广泛

生物活性的天然大分子化合物。它广泛分布于自然界高等植物、藻类、微生物（细菌和真菌）与动物体

内。20 世纪 60 年代以来，人们逐渐发现多糖具有复杂的、多方面的生物活性和功能： 

(1) 多糖可作为广谱免疫促进剂，具有免疫调节功能，能治疗风湿病、慢性病毒性肝炎、癌症等免疫系

统疾病，甚至能抗 AIDS 病毒。如甘草多糖具有明显的抗病毒和抗肿瘤作用，黑木耳多糖、银杏外种皮

多糖和芦荟多糖可抗肿瘤和增强人体免疫功能。 

(2) 多糖具有抗感染、抗放射、抗凝血、降血糖、降血脂、促进核酸与蛋白质的生物合成作用。如柴胡

多糖具有抗辐射，增强免疫功能等生物学作用，麦冬多糖具有降血糖及免疫增强作用，动物黏多糖具有

抗凝血、降血脂等功能。 

(3) 多糖能控制细胞分裂和分化，调节细胞的生长与衰老。如爬山虎多糖具有抗病毒和抗衰老作用，银

杏外种皮粗多糖具有抗衰老、抗过敏、降血脂、止咳祛痰、减肥等功能。 

一、粗多糖的制备 

生物体中的多糖，通过用热水提取，乙醇沉淀，色素和蛋白的去除，最终获得精制的粗多糖，下边

是对关于精制粗多糖的具体介绍。 

1.1 多糖的提取 

表1 显示的是从真菌、藻类和高等植物中提取制备粗多糖的过程。总体而言， 从真菌、藻类和植

物中提取多糖的方法以水提法为主，也有采用酶解的方法进行提取，但是还是存在一些差异。对于真菌

而言，需要先发酵，然后用不同温度的热水进行提取。对于植物，则根据提取部位不同，如根、茎、叶、

果皮、果肉、种子或整个植物，方法略有差异。比如从茎、叶子、果皮和整棵植株中提取多糖，由于这

些部位常含有色素和一些脂类物质，所以在提取前，常会选择用乙醇、丙酮、甲醇或石油醚进行预处理，

以便除去一些脂类、色素和小分子物质，然后再用热水进行提取。相比而言， 果肉和根部所含色素等

小分子物质较少，则常常直接用髙温的水进行提取。对于藻类，因其中也会含有不同类型的色素，也会

先用有机溶剂去除色素和小分子物质， 然后再用热水进行提取。表1显示真菌、藻类和高等植物的多糖

的沉淀剂大多是乙醇，也有个别采用丙酮。 

表1 粗糖的制备 

属类 研究对象 粗糖的制备 

真菌 

大杯香菇 热水提取→Sevag法去除蛋白→乙醇沉淀→冷冻干燥 

冬虫夏草 
热水提取→乙醇沉淀→活性炭去色素→Sevag法去除蛋白 

→乙醇沉淀→冷冻干燥 
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杏鲍菇 沸水提取→乙醇沉淀→冷冻干燥 

植物 

荷叶 
95%乙醇去除小分子→沸水提取→乙醇沉淀 

→Sevag法去除蛋白→冷冻干燥 

心叶青牛胆 甲醇去除小分子→丙酮沉淀→三氯乙酸去除蛋白 

石斛粉末 丙酮和甲醇去除小分子→热水提取→乙醇沉淀 

荔枝果肉 乙醇去除小分子→热水提取→乙醇沉淀→冷冻干燥 

龙葵 石油醚和乙醇去除小分子→蒸馏水提取→乙醇沉淀 

藻类 海带 
石油醚去除小分子→热水提取→乙醇沉淀 

→Sevag法去除蛋白→透析→冷冻干燥 

动物 乌贼墨汁 
上清液用木瓜蛋白酶酶解蛋白→沸水使酶失活 

→Sevag法去除蛋白→乙醇沉淀 

 

1.2 多糖中杂质的去除 

粗多糖中往往混杂着蛋白质、色素、低聚糖等杂质，必须分别除去。 

1.2.1 蛋白质的去除 

去除蛋白质常用的方法有Sevag法、三氟三氯乙烷法、三氯乙酸法、酶解法等。其中以Sevag法最常

用，Sevag试剂是由一定比例的氯仿和正丁醇试剂组成，通常选择氯仿:正丁醇＝4:1（v/v）。为了将蛋白

尽可能多的去除，往往需要数次重复操作。另外，该方法很难将结合蛋白去除，往往是除去蛋白的同时，

多糖也损失掉了。因而采用Sevag法去除蛋白存在以下几个缺点：（1）有机试剂用量大；（2）试剂毒性

大，污染严重；（3）效率低等缺点。近年， 有些研究者采用酶解和经典方法相结合来去除蛋白，该方

法是在提取的过程中先加入合适的蛋白酶，将蛋白和多糖分离开，再采用Sevag法去除蛋白，该方法既

提高了多糖的提取率， 又减少了有机溶剂的使用。 

1.2.2 色素的去除 

从生物体内提取的多糖，尤其是从植物的茎、叶和果皮中提取的多糖往往含有大量的色素，这些色

素严重影响着多糖的品质。目前，去除这些色素的的方法主要有三种：（1）通过柱层析的方法进行去除

色素，例如大孔树脂罗门哈斯的FPA98Cl。（2）通过吸附法去除色素， 例如活性炭。（3）通过氧化法

去除色素，例如低浓度的H2O2。 

1.2.3 小分子的去除 

    尽管在从生物体中提取多糖时，很多研究者选择用乙醇、丙酮、甲醇或石油醚进行预处理，但是经

过乙醇沉淀，蛋白和色素的去除后，多糖中依然存在很多小分子，尤其是一些无机盐、单糖和寡糖。对

于无机盐、单糖和寡糖等小分子物质， 可以采用透析法、超滤法等去除。 

二、多糖的分离和纯化 

经过前期对多糖的提取，去除蛋白质、色素、小分子等物质得到粗多糖，而这些粗多糖其实是由很

多分子量、结构不同的多糖混合而成。为了得到纯的多糖即均一性多糖，仍需进一步对这些粗多糖进行
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分离纯化。 

2.1 分步沉淀法 

多糖的结构和分子量不同，其极性大小不同，在有机溶剂（ 如醇或酮）中的溶解度不同，根据这

一原理，可以依此增加醇浓度，从而将多糖按分子量从大到小的沉淀出来。但是分级沉淀法一般得不到

均一性多糖。仍需要借助柱层析法等进一步纯化，方可得到均一性的多糖。 

2.2 柱层析法 

要获得均一性的多糖，一般是先经过阴离子交换柱进行粗步纯化，然后再用凝胶柱进一步纯化。有

些多糖也采用大孔树脂柱进行纯化。下面对这三种柱层析法进行详细介绍。 

2.2.1 阴离子交换法 

一般使用阴离子交换柱对真菌、藻类和高等植物的多糖进行初步分离。阴离子交换色谱常用的介质

有DEAE-纤维素、DEAE-琼脂糖凝胶、DEAE-葡萄糖凝胶。最常用的有DEAE-52和DEAE-Sepharose。

例如用DEAE-52柱对大杯香菇等菌类、玉米等植物、桑黄等藻类粗多糖进行分离纯化。使用DEAE-52

填料进行多糖的初步分离纯化，该柱子一般直径偏大， 其中以2.6cm最多，操作过程中流动相的流速也

较快，流速一般在0.7-2ml/min之间，以1ml/min最多，至于柱子的长度，选择范围较广，从25-100cm不

等。DEAE-Sepharose柱也常被用在对菌类、植物和藻类粗多糖的初步分离纯化中，在选择层析柱的直

径、流速和长度的方面与DEAE-52相似。DEAE-52或DEAE-Sepharose柱的流动相都是纯水和不同浓度

的NaCl溶液。 

2.2.2 凝胶色谱法 

凝胶色谱法根据被分离组分尺寸大小与凝胶的孔径关系实现分离，类似于分子筛的作用。常用的凝

胶有葡聚糖凝胶（Sephadex G）、Sephadex LH-20、聚丙烯酸凝胶Toyopearl HW等。多糖的进一步分离

往往会选择用各种凝胶进行分离纯化。选择使用哪一种凝胶对多糖进行纯化的标准是多糖的分子量，不

同种类和型号的凝胶能够分离多糖类型和分子量范围不同。凝胶柱的柱子规格常具有长而细的特点，直

径以1.6cm偏多。无论什么类型的凝胶柱，流动相多为蒸馏水或者一定浓度的NaCl溶液。 

东曹的Toyopearl HW填料骨架为含羟基的亲水性聚甲基丙烯酸树脂，由于不含糖基，与其他做多糖

的填料相比，不会和糖类样品发生非特异性相互作用。 
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2.2.3 大孔树脂柱色谱 

大孔树脂柱色谱是利用大孔树脂的选择性吸附作用和分子筛作用分离纯化多糖。比如用AB-8大孔

树脂从青钱柳叶中分离纯化出均一性多糖。 

2.3 超滤法 

超滤是以压力为推动力的膜分离技术，应用膜分离原理将小分子溶质和溶剂除去而留下大分子溶质， 

从而使大分子物质得到纯化。 

 

表2 粗糖的进一步分离纯化 

属类 对象 填料 流动相 获得的多糖 

真菌 

大杯香菇 

粗多糖 

DEAE-52(2.6×30cm) → 

Sephadex G-100(2.6×60cm) 

H2O, 0.3,0.45M NaCl→ 

0.1M NaCl 

均一性多糖

LGPS-1 

杏鲍菇 

粗多糖 

DEAE-52(2.6×40cm) → 

Sephadex G-100 (1.3×50cm) 

H2O，0.2,0.3,0.5M NaCl 

→H2O 

均一性多糖

IPS-1和IPS-2 

植物 荷叶粗多糖 
DEAE-52(2.5×50cm) → 

Sephadex CL-6B (2.5×100cm) 
H2O → 0.1M NaCl 

均一性多糖

LLP 
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荔枝果肉粗糖 
DEAE-52(2.6×60cm) → 

Sephadex G-100 (2.0×40cm) 

H2O，0.1,0.2,0.3M NaCl 

→H2O 

均一性多糖 

LP1,LP2,LP3 

藻类 桑黄粗多糖 
DEAE Sepharose FF(2.6×40cm) → 

Sephacryl S-400 HR (1.5×60cm) 
0-0.2M NaCl →H2O 

均一性多糖 

PL-A11 

 

三、多糖的 HPLC 分析 

通常情况下，使用尺寸排阻的柱子，用于多糖的分析。 
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四、多糖纯化分析的设备 

多糖是由糖苷键结合的糖链，至少要超过10个以上的单糖组成的聚合糖高分子碳水化合物，这类物

质的一个显著特点是几乎都没有紫外吸收，或者很弱，在检测手段上有它的独特方法。 

 

1、多糖纯化系统针对多糖没有紫外吸收的特点特别选配原装进口Shodex示差折光检测器和

Rheodyne 7725i手动进样阀，保证系统的灵敏度和稳定性。 

2、输液泵选配高精度柱塞泵，采用电子阻尼控制（Electrical Dump Control）和多点流量校正技术，

有效控制流量脉动，保证最低基线噪声和流量的精准。 

设备特点： 
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Part two 单糖和寡糖 

    下面继续把单糖和寡糖的分离纯化也做个简单的介绍。 

糖类化合物的分析包括三个步骤，提取、纯化和分析。在糖提取的步骤中，选择水、稀释的碱溶液

和有机溶剂在不同的温度下对糖样品进行提取，提取溶剂的选择需要根据目标成本的类型来确定。糖纯

化的过程可以使用萃取、分级沉淀、盐析、衍生、酶解、水解、柱色谱（包括纤维素、离子交换树脂、

凝胶、HPLC法等）方法。糖分析中，最常用的方法是色谱分离（包括气相色谱法、毛细管电泳和液相

色谱法）并与合适的检测技术联用（包括紫外、示差、蒸发光散射、质谱和核磁共振等）。 

    由于糖类的提取和纯化都是类似的，前面做了详细的介绍，所以单糖和寡糖的提取和纯化步骤，这

里就不再累述了，重点说说单糖和寡糖的高压制备和HPLC分析。 

一、高压制备设备 

 

 

QuikSep 制备型中高压层析系统根据流速范围有50 ml/min至3000ml/min，根据客户对产品制备量的

要求，来选择不同型号的系统。 

1. QuikSep 系列纯化系统秉承天然产物纯化系统的所有优点，并根据合成产物的特性，要求大量、快速

的处理样品，因此在输液泵选择上选用流量更高的型号； 

2、输液泵单向阀选用特有的PTFE材料，对石油醚、乙酸乙酯、丙酮、氯仿等一些强有机溶剂耐受性更
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好，更适合正相体系！ 

二、单糖、寡糖类样品制备填料的选择----FUJI CHROMATOREX NH SG Silica Gel 

迄今为止，大多数糖类的分离介质仅仅局限在分析级别，但是富士硅胶研发出用于制备色谱的新的

氨基硅胶。当使用高水相为流动相时，一般的氨基填料会暴露出很多问题。氨基硅胶的pH值很高，一

般pH为9.0，在这样高的pH条件下，目标化合物一般都会变性，并且会毁坏硅胶基质的表面。考虑到这

些问题，富士公司研发出新的氨基硅胶填料，称之为NH SG硅胶。NH SG硅胶可以最小化甚至是避免上

述问题，并且对糖类化合物进行更好的分离。 

众所周知，NH官能团会和酮或者羧基发生反应。但是，NH SG硅胶填料可以在有机相/水的流动相

体积下分离大多数的糖类化合物，而不发生上述化学反应。NH SG硅胶在正相条件下使用，尤其是亲水

相互作用模式（HILIC）。作为典型的HILIC模式，在增加水相比例的条件下，洗脱增强。 

1. 单糖和二糖的分离 

 
 

2. 寡糖的分离 

 

2-1 寡糖的制备 
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三、单糖和寡糖的HPLC分析 
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