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摘  要: 目的  分析黄秋葵籽多糖(okra seed polysaccharides, OSPs)的组成结构并对其抗氧化活性进行评价。

方法  样品经 DEAE-52阴离子交换柱和 Sephacryl S-400凝胶色谱柱分离纯化得到黄秋葵籽多糖, 采用尺寸排

阻色谱柱分析其分子量, 并对其化学成分、单糖组成、糖苷键链接方式、傅里叶变换红外光谱(Fourier transform 

infrared, FT-IR)结构信息及抗氧化活性进行研究。结果  分离纯化的 OSPs 重均分子量(Mw)为 7.09×105 Da, 数

均分子量(Mn)为 7.01×105 Da, Mw/Mn 为 1.01, 表明 OSPs 有较高的纯度, 得率为 0.45%。酸降解和糖醇衍生化

后经气相色谱测得 OSPs 由甘露糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖和鼠李糖组成 , 摩尔百分比为

36.98:31.29:15.61:8.87:3.37。FT-IR 结果表明 OSPs 含有甘露糖残基。高碘酸氧化、Smith 降解实验结果表明

OSPs 主要含有 1→、1→6、1→2、1→2,6 糖苷键。此外, OSPs 具有良好的抗氧化能力, 特别是对 O2
-自由基的

清除。结论  OSPs 的组成结构初步被明确, OSPs 具有良好的抗氧化能力, 本研究为黄秋葵籽资源的高值化利

用提供理论基础。 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the composition structure of Abelmoschus esculentus L. Moench okra seed 

polysaccharides (OSPs) and evaluate its antioxidant activity. Methods  OSPs was subjected to DEAE-cellulose-52 

separation and Sephacryl S-400 HR gel filtration. The molecular weight (Mw) was determined by size exclusion 

chromatography, and the chemical compositions, monosaccharide compositions, glycosidic bond type, 

Fourier-transform infrared spectral (FT-IR) analysis information and antioxidant activities of OSPs were studied. 

Results  The OSPs had a weight average molecular weight (Mw) of 7.09×105 Da and a number average molecular 

weight (Mn) of 7.01×105 Da, and Mw/Mn was 1.01, indicating that OSPs had good purity and the yield of OSPs was 

0.45%. OSPs was determined to be composed of mannose, galactose, xylose, arabinose and rhamnose by gas 
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chromatography after acid degradation and glycol derivation, and the mole percentage was 36.98: 

31.29:15.61:8.87:3.37. FT-IR result represented the existence of mannose residue. The periodate oxidation and Smith 

degradation results indicated that the existence of 1→, 1→6, 1→2 and 1→2,6-linked glycosidic bonds. Besides, the 

OSPs exhibited effective antioxidant activities, especially against superoxide anion radicals. Conclusion  The 

composition of OSPs has been preliminarily defined, and it has good antioxidant capacity. These investigations 

provide a theoretical basis for the high value utilization of okra seed resources. 

KEY WORDS: Abelmoschus esculentus L. Moench seed; polysaccharide; chemical composition; structural analysis; 

antioxidant activity 
 
 

0  引  言 

天然植物多糖是单糖以直链或支链方式通过糖苷键

连接所组成的天然高分子聚合物, 具有免疫调节、抗氧化、

抗肿瘤、降血糖、抗凝血等生物活性, 广泛应用于食品和

医药工业领域[1]。多糖的活性功能与其单糖组成、分子量

和化学结构等密不可分。开发天然植物多糖, 并深入研究

其结构和活性对于了解多糖的构效关系具有重要意义。 

黄秋葵(Abelmoschus esculentus L. Moench), 亦称咖啡

黄葵、秋葵等, 属于锦葵科秋葵属, 普遍认为起源于非洲和

亚洲等热带地区, 目前在我国南北方各地均有种植[2‒3]。由

于黄秋葵具有较高的营养品质和食用功能[4‒5], 素有“蔬菜

之王”的美誉。黄秋葵籽不仅富含膳食纤维、蛋白质、油脂

等营养素, 还含有生物碱、多酚类化合物以及微量元素, 具

有很高的营养功能和潜在的开发利用价值[6‒9]。目前, 有研

究分离纯化得到秋葵籽蛋白质组分, 经结构分析及活性评

价, 得到具有抗炎、凝血活性等功能的凝集素[7]; 有对黄秋

葵籽中酚类物质、维生素 C、总黄酮及其抗氧化活性进行评

价的相关研究[8]。关于黄秋葵籽多糖的研究却鲜有报道。因

此, 本研究以黄秋葵籽为原料, 经分离纯化得到黄秋葵籽多

糖组分, 并测定其结构和抗氧化活性, 为黄秋葵籽的开发利

用提供实验依据和技术支撑, 同时也为天然植物活性多糖

资源的挖掘提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

LC-20AT 高效液相色谱仪[岛津企业管理(中国)有限公

司]; Agilent 7890A 气相色谱仪(美国安捷伦科技公司); iS50

红外光谱仪(美国尼高利仪器公司); K9840 全自动凯氏定氮

仪(山东海能科学仪器有限公司); TU-1810PC 紫外可见分光

光度计(北京谱析通用仪器有限责任公司)。 

单糖组成测定标准品: 阿拉伯糖、木糖、鼠李糖、甘

露糖、葡萄糖、半乳糖、岩藻糖(分析纯)、葡聚糖标准品(分

子量 5300、3700、2400、2000、500、110、70、40 kDa) (分

析纯, 美国 Sigma 公司)。 

黄秋葵籽(食品级, 安徽省毫州市中药材国强药业有限

公司); 纤维素 DEAE-52 (粒径 50 μm)、丙烯葡聚糖凝胶

Sephacryl-400 (粒径 45~165 μm) (天津鼎国生物技术有限责任

公司); 三氟乙酸、冰醋酸(分析纯, 上海阿拉丁生化科技股份

有限公司); 盐酸、三氯甲烷(分析纯, 天津市风船化学试剂科

技有限公司); 实验室用水为 Milli-Q 超纯水; 高碘酸钠、石油

醚、考马斯亮蓝G-250 (分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 

硼氢化钠(分析纯, 上海天莲精细化工有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  黄秋葵籽多糖的提取、分离纯化 

(1)黄秋葵籽粗多糖的提取: 准确称取 100 g 的黄秋葵籽

粉, 加入 500 mL 石油醚回流提取 6 h, 以脱除部分色素和油

脂; 过滤得沉淀, 收集干燥滤渣, 按 1:10 (m:V)比例加入蒸馏

水, 52 ℃提取 1 h, 3500 r/min 离心 15 min, 浓缩后采用 Sevage

法脱蛋白 10 次; 加入 4 倍体积的 95% (V:V)乙醇溶液在 4 ℃

下醇沉 24 h; 沉淀经透析、干燥后获得黄秋葵籽粗多糖。 

(2)黄秋葵籽多糖的分离纯化: 采用 DEAE-52 阴离子

交换柱和 Sephacryl S-400 凝胶色谱柱对黄秋葵籽粗多糖进

行分离纯化[10]。选取 DEAE-52 色谱柱(Φ16 mm×200 mm)

上样 30 mg/mL 黄秋葵籽粗多糖 2 mL, 梯度洗脱分离纯化

粗多糖, 蒸馏水洗脱出中性多糖, NaCl 梯度洗脱出酸性多

糖, NaCl 梯度洗脱浓度分别设定为 0.1、0.2、0.4、0.6 mol/L, 

洗脱流速 1 mL/min, 每管 5 mL, 每个梯度洗脱 20管, 各管

的蛋白含量在波长为 280 nm 下检测, 多糖含量采用硫酸

苯酚法检测[11], 绘制洗脱曲线。将 DEAE-52 色谱柱水洗脱

出来的多糖进行冷冻干燥, 再用蒸馏水配制成质量浓度为   

20 mg/mL 的溶液 , 采用丙烯葡聚糖凝胶 Sephacryl-400 

(Φ16 mm×500 mm)进行上样洗脱, 上样量 1 mL, 蒸馏水洗

脱, 洗脱流速为每滴 6~8 s, 每管 2 mL, 采用硫酸苯酚法[11]

检测各管多糖含量, 绘制洗脱曲线。 

1.2.2  黄秋葵籽多糖分子量的测定 

采用尺寸排阻色谱法测定黄秋葵籽多糖的分子量。色

谱条件为: LC-20AT 型高效液相色谱仪, OHpak SB-805 HQ

凝胶色谱柱 , 示差检测器 , 流动相为超纯水 , 流速     

0.8 mL/min, 柱温设置为 30 ℃, 压力 1.0 MPa, 进样量   

20 μL, 多糖样品和葡聚糖标准品质量浓度为 1.0 mg/mL。
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根据葡聚糖标准曲线确定黄秋葵籽多糖的分子量。 

1.2.3  黄秋葵籽多糖的成分分析 

化学组成分析: 采用苯酚硫酸法测定碳水化合物含

量[11]; 采用硫酸-咔唑法测定糖醛酸含量[12]; 采用考马斯

亮蓝法测定蛋白含量[13]; 采用 DNS 法测定还原糖含量[14]。 

1.2.4  黄秋葵籽多糖单糖组成的测定 

采用气相色谱法测定黄秋葵籽多糖的单糖组成[15]。色谱

条件为: 毛细管柱 OV-1701 (30 m×0.32 mm, 0.5 μm), 进样量

5 μL, 分流比 10:1, 检测器为氢离子火焰检测器, 检测器温度

为 250 ℃, 进样口温度为 250 ℃, 氮气流量为 34 mL/min, 氢

气流量为 40 mL/min, 空气流量为 450 mL/min, 进样口温度

250 ℃, 载气为氮气。 

升温程序: 柱温 150 ℃, 保持 1 min, 以 10 ℃/min 升

高至 200 ℃, 保持 10 min, 以 5 ℃/min 升高至 220 ℃, 以

1.5 ℃/min 升高至 240 ℃, 保持 20 min。 

1.2.5  高碘酸氧化和 Smith 降解 

(1)高碘酸氧化 : 准确称取 5 mg 多糖 , 溶解于      

30 mmol/L 的硼氢化钠溶液中, 定容至 25 mL, 4 ℃下避光

反应。每隔 24 h取 0.1 mL反应液, 蒸馏水定容至 25 mL, 蒸

馏水作空白, 测 223 nm 处吸光度值; 吸光度值稳定后, 根

据高碘酸氧化前后吸光度的差值和标准曲线计算高碘酸的

消耗量; 加 0.2 mL 乙二醇以终止反应; 取 2 mL 反应液, 以

酚酞作指示剂, 以 0.01 mol/L NaOH 溶液进行滴定, 通过

NaOH 溶液消耗的体积计算甲酸的生成量; 收集剩余反应

液, 流水透析 48 h, 进行 Smith 降解反应。 

(2)Smith 降解: 向上述透析液中加入 30 mg NaBH4, 在

4 ℃下避光反应 12 h; 使用冰醋酸中和, 以除尽未完全反应

的 NaBH4; 反应液透析 48 h, 浓缩, 冻干; 5 mg 冻干样品加

入 1 mL 三氟乙酸(2 mol/L), 封管, 120 ℃反应 6 h; 酸降解产

物浓缩, 干燥, 加入 1 mL 甲醇, 真空旋干, 重复此操作 5 次

以除尽三氟乙酸; 将干燥后的产物、赤藓醇、甘油进行糖醇

衍生化处理后进行气相色谱分析, 色谱条件同 1.2.4。 

1.2.6  傅里叶变换红外光谱测定 

称取 1 mg 黄秋葵籽多糖, 加入 100 mg 干燥 KBr 粉

末, 充分研磨; 压片机压片 30 s 后, 迅速放入红外光谱仪

进行扫描。扫描范围为 400~4000 cm‒1, 扫描次数为 16 次。 

1.2.7  黄秋葵籽多糖抗氧化活性的测定 

抗氧化活性测定包括: DPPH 自由基、ABTS+自由基、

O2
-自由基和 OH-自由基清除能力。 

(1)DPPH 自由基清除能力测定: 分别配制质量浓度为

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mg/mL 黄秋葵籽多糖溶液; 将

2 mL 不同浓度多糖溶液与 2 mL 浓度为 0.2 mmol/L DPPH

甲醇溶液, 混合均匀, 37 ℃避光反应 30 min; 以抗坏血酸

为阳性对照, 于波长 517 nm 处测定吸光度, 按照公式(1)

计算 DPPH 自由基清除率。 

DPPH 自由基清除率(%)=[1-(A1-A2)/A0]×100     (1) 

式中: A0, A1, A2 分别为空白、样品、溶剂的吸光度值。 

(2)ABTS+自由基清除率测定: 将 5 mL ABTS 缓冲液

(7.4 mmol/L)与 5 mL过硫酸钾(7.4 mmol/L)混匀, 避光放置

16 h, 配制成 ABTS+工作液。将 ABTS+工作液用磷酸盐缓

冲液(phosphate buffer saline, PBS, pH=7.4)稀释至 734 nm 下

吸光度值范围在 0.7~0.8 之间, 取 0.4 mL 不同浓度多糖溶液

与 4 mL ABTS+在 25 ℃下避光反应 6 min, 测定 734 nm 下的

吸光度值, 按照公式(2)计算 ABTS+自由基清除率。 

ABTS+自由基清除率(%)=(A0-A3)/A0×100      (2) 

式中: A0, A3 分别为空白、样品的吸光度值。 

(3)O2
-自由基清除能力测定: 将 5.0 mL Tris-HCl 缓冲

液(pH=8.4)和 4.0 mL 蒸馏水混合摇匀, 30 ℃水浴 25 min, 

加入 1.5 mL 样品和 0.4 mL 邻苯三酚, 混合均匀后, 反应   

6 min, 立即加入 2 滴浓盐酸终止反应。在 321 nm 处测定

吸光度值, 按照公式(3)计算 O2
-自由基清除率。 

DPPH 自由基清除率(%)=[1-(A4-A5)/A0]×100     (3) 

式中: A0, A4, A5 分别为空白、样品、对照的吸光度值。 

(4)OH-自由基清除能力测定: 取 2 mL 不同浓度多糖样

品, 加入 9 mmol/L FeSO4 溶液 2 mL, 再加入 9 mmol/L 乙醇

水杨酸溶液 2 mL, 最后加入 8.8 mmol/L H2O2 溶液 2 mL 启

动反应, 混匀后于 37 ℃水浴放置 30 min, 于 520 nm 处测定

吸光度值, 按照公式(4)计算 OH-自由基清除率。 

OH-自由基清除率(%)=[1-(A6-A7)/A0]×100      (4) 

式中: A0, A6, A7 分别为空白、样品、对照的吸光度值。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 软件对数据进行统计分析, origin 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  黄秋葵籽多糖的提取、分离纯化 

黄秋葵籽粗多糖的提取得率为 5.82%。粗多糖采用

DEAE-52 阴离子交换柱分别经过蒸馏水、0.1、0.2、0.4、   

0.6 mol/L NaCl 洗脱得到洗脱曲线(图 1A)。图 1A 表明经过

DEAE-52 阴离子交换柱纯化的黄秋葵籽多糖主要为中性多

糖, 含有少量酸性多糖。因此, 收集中性多糖部分进行透析、

冷冻干燥。采用 Sephacryl-400 凝胶色谱柱继续纯化, 得到

的洗脱曲线, 如图 1B 所示。中性糖部分可以分离出 2 个部

分, 由于第 1 个峰部分量少, 只对第 2 个峰部分对应的黄秋

葵籽多糖进行收集, 经旋转蒸发、浓缩、冷冻干燥得到纯化

的黄秋葵籽多糖组分(okra seed polysaccharides, OSPs)。图

1C 为 OSPs 的高效液相色谱法(high performance liquid 

chromatography, HPLC)谱图, 具有单一对称峰, 重均分子量

(Mw)为 7.09×105 Da, 数均分子量(Mn)为 7.01×105 Da, Mw/Mn

为 1.01, 表明 OSPs 有较高的纯度, 得率为 0.45%。 

2.2  黄秋葵籽多糖的成分分析 

由表 1 可知, OSPs 主要由甘露糖、半乳糖、木糖、阿
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拉伯糖和鼠李糖组成。根据黄秋葵籽多糖的峰面积计算得

到各单糖的摩尔百分比, 其中, 甘露糖和半乳糖所占比例

最高, 阿拉伯糖和木糖比例次之, 鼠李糖比例最少。 

2.3  黄秋葵籽多糖的高碘酸氧化与 Smith 降解 

高碘酸钠的消耗量为 0.1173 mmoL, 用 0.001 mol/L 氢

氧化钠滴定反应液, 得到甲酸生成量为 0.0203 mmoL。由高

碘酸氧化结果可知, OSPs 消耗了高碘酸且生成甲酸, 说明

OSPs 含有 1→或 1→6 糖苷键; 高碘酸钠消耗量大于甲酸生

成量的 2 倍, 说明含有只消耗高碘酸而不生成甲酸的 1→2、

1→2,6、1→4、1→4,6 糖苷键[16]。进一步以甘油、赤藓醇和

单糖产物确定糖残基类型。甘油、赤藓醇、混合标准品和

OSPs 经高碘酸氧化和 Smith 降解后的气相色谱图如图 2 所

示。由图 2 可知, 降解产物中含有大量的甘油、少量的甘露

糖和木糖, 阿拉伯糖和半乳糖未检出, 表明 OSPs 主要含有

1→、1→6、1→2、1→2,6糖苷键; 甘露糖可能以1→3、1→3,6、

1→2,3、1→2,4、1→3,4、1→2,3,4 糖苷键存在; 木糖可能以

1→2、1→3、1→2,3、1→4、1→3,4 糖苷键存在。 

2.4  黄秋葵籽多糖的红外光谱分析 

红外光谱可用于分析糖苷键类型、糖环类型[17]。OSPs

红外光谱分析如图 3 所示, 3416 cm‒1 处强而宽的吸收峰为

O-H 伸缩振动峰, 2921 cm‒1 吸收峰为 C-H 伸缩振动峰, 这

2 处吸收峰为多糖的特征吸收峰[18]。1655 cm-1 和 1421 cm-1

处吸收峰代表了 C=O 和 C=C 伸缩振动, 表明 OSPs 中存在

蛋白质[19]。1200~100 cm‒1 区域 C-O-C 和 C-O 强伸缩峰代

表了多糖的存在[20]。867 cm-1 处吸收峰表明糖苷键和甘露

糖残基的存在[21]。 
 

 
 

注: A: 黄秋葵籽粗多糖的 DEAE-52 色谱柱洗脱曲线; B: 黄秋葵籽中性多糖的 Sephacryl-400 色谱柱洗脱曲线;  

C: 纯化黄秋葵籽多糖的 HPLC 色谱图。 

图 1  各级黄秋葵籽多糖洗脱曲线和色谱图 

Fig.1  Elution curves and HPLC chromatograms of all levels of okra seed polysaccharides 
 

表 1  OSPs 的成分分析和单糖组成 
Table 1  Component analysis and monosaccharide composition of the OSPs 

OSPs 
成分分析 单糖组成 

总糖* 糖醛酸* 蛋白质* 还原糖* 鼠李糖# 阿拉伯糖# 木糖# 甘露糖# 半乳糖# 

含量/% 85.58±0.12 1.02±0.04 8.95±0.05 0.01±0.00 3.37±0.69 8.87±0.36 15.61±2.16 36.98±1.44 31.29±2.20

注: *为样品干基含量百分数; #为摩尔百分比, 表中数据按照平均值±SD 形式表示。 

 

 
 

注: A: 甘油; B: 赤藓醇。 

图 2  各物质的气相色谱图 

Fig.2  Gas chromatograms of each substance 
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注: C: 混合标准品; D: OSPs 高碘酸氧化、Smith 降解后的气相色谱图。 

图 2(续)  各物质的气相色谱图 

Fig.2  Gas chromatograms of each substance 
 

 
 

图 3  OSPs 的傅里叶变换红外光谱图 

Fig.3  Fourier transform infrared spectrum of the OSPs 
 

2.5  黄秋葵籽多糖的抗氧化活性分析 

黄秋葵籽多糖的抗氧化活性, 包括 DPPH、ABTS+、

O2
-、OH-自由基清除率测试结果, 如图 4 所示。由图 4A 可

知, OSPs 的 DPPH 自由基清除率随着 OSPs 质量浓度的增

加而增加, 但低于同浓度下VC的DPPH自由基清除率; 当

OSPs 质量浓度为 1~5 mg/mL 时, DPPH 自由基清除率为

13.54%~61.08%。图 4B 显示 OSPs 的 ABTS+自由基清除率

同样呈现浓度依赖; 当 OSPs 质量浓度为 5 mg/mL 时, 其

ABTS+自由基清除率达到 71.3%。图 4C 表明 OSPs 具有很

强的 O2
-自由基清除率; OSPs 质量浓度为 1~5 mg/mL 时对

应的 O2
-自由基清除率在 69.49%~80%之间, 且当 OSPs 质

量浓度高于 3 mg/mL 时, 其 O2
-自由基清除率无显著性增

加, 稳定在 80%左右。图 4D 显示 OSPs 的 OH-自由基清除

率随浓度变化规律与 DPPH、ABTS+自由基清除率的变化

一致, 但自由基清除率相对较低, 这可能是由于OSPs对不

同自由基的清除机制不同所致; O2
-自由基清除活性相对较

高, 可能是因为 OSPs 与 O2
-自由基结合, 形成稳定的自由

基从而终止自由基链式反应[22]。 

 

 

 
 
 

注: a~e: 同组中, 不同字母表示具有显著性差异(P<0.05)。 

图 4  OSPs 的 DPPH (A)、ABTS+ (B)、O2
- (C)、OH- (D)的自由基清除率(n=3) 

Fig.4  DPPH (A), ABTS+ (B), O2
- (C) and OH- (D) radical scavenging activities of the OSPs (n=3) 
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注: a~e: 同组中, 不同字母表示具有显著性差异(P<0.05)。 

图 4(续)  OSPs 的 DPPH (A)、ABTS+ (B)、O2
- (C)、OH- (D)的自由基清除率(n=3) 

Fig.4  DPPH (A), ABTS+ (B), O2
- (C) and OH- (D) radical scavenging activities of the OSPs (n=3) 

 
 

3  结  论 

通过分离纯化得到黄秋葵籽多糖组分(OSPs), 重均分

子量和数均分子量比值为 1.01, 得率为 0.45%。其由甘露

糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖和鼠李糖组成, 摩尔百分比

为 36.98:31.29:15.61:8.87:3.37; 主要含有 1→、1→6、1→2、

1→2,6 糖苷键。OSPs 具有良好的抗氧化能力, 尤其对 O2
-

自由基清除率较高。本文目前仅开展了黄秋葵籽中性多糖

的分离纯化及其初步结构和抗氧化性分析, 亟待进一步解

析黄秋葵籽多糖的分子结构, 更进一步研究其理化性质及

功能活性, 以拓展其在食品行业领域的应用。 
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