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乌龙茶多糖分离提纯及其组分分析 
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摘  要: 目的  分离提纯乌龙茶多糖, 进行组分分析, 同时评价多糖清除 DPPH自由基能力。方法  采用纤维

素离子交换层析法从水提乌龙茶粗多糖中分离得到一种多糖组分(WTPS-1), 采用苯酚硫酸法测定该乌龙茶多

糖的中性糖含量; 采用红外光谱测定该多糖的结构组成; 采用气相色谱-质谱联用(GC-MS)分析该多糖的单糖

组成; 采用清除 DPPH 自由基能力评价多糖的抗氧化活性。结果  乌龙茶多糖 WTPS-1 含 β-糖苷键型吡喃糖, 

其中性糖含量为 71.9%, 单糖组成为鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖 , 比例为

2.57:3.67:0.57:1:2.16:9.65。乌龙茶粗多糖、脱蛋白多糖和WTPS-1的 DPPH自由基清除率分别为 91.6%、60.7%

和 9.20%。结论  乌龙茶粗多糖的抗氧化能力强于脱蛋白多糖和 WTPS-1, 为乌龙茶的进一步开发利用提供参

考依据。 
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Isolation purification and composition analysis of Oolong tea polysaccharides 
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ABSTRACT: Objective  To isolate, purify and analyze the composition of Oolong tea polysaccharides, and 

to evaluate the DPPH· radical scavenging activity of polysaccharides. Methods  Tea polysaccharids fraction 

(WTPS-1) was isolated and purified from Oolong tea using ion exchange chromatography, the neutral sugar of 

WTPS-1 was measured by phenol-sulfuric acid method, the structure of WTPS-1 was analyzed by infrared 

spectroscopy (IR), the monosaccharide composition of WTPS-1 was measured by gas chromatography-mass 

spectrometer (GC-MS), and the antioxidant activity of WTPS-1 was evaluated by DPPH assay. Results  The 

polysaccharide WTPS-1 contained β-glycoside bond type pyranose, and the content of neutral sugar was 71.9%. 

The monosaccharide compositions were Rha, Ara, Xyl, Man, Glu and Gal with a ratio of 2.57:3.67:0.57:1:2.16: 

9.65. DPPH• scavenging activity of crude polysaccharide, deproteinized polysaccharide and WTPS-1 were 

91.6%, 60.7% and 9.20%, respectively. Conclusion  The crude polysaccharide exhibited the relative 

stronger DPPH• scavenging activity than deproteinized polysaccharide and WTPS-1, and the results would 

provide useful references for the development of Oolong tea. 
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1  引  言 

茶叶是中国古代记载中被提及最早的天然药物

之一, 如曾有饮用粗老茶来治疗糖尿病的经验。茶多

糖是继茶多酚之后, 从茶叶中提取出来的天然生物

大分子, 具有防辐射、降血糖、降血脂、抗氧化、降

血压、提高机体免疫力、抗凝血等多种生物活性作用
[1-4], 与人类健康密切相关。随着多糖多方面生物活

性的不断揭示, 多糖的研究越来越引起人们的重视。

我国是茶叶大国, 资源丰富, 茶树叶片愈老多糖含量

愈高, 但粗老茶口感及外形差, 难以销售, 严重积压

造成资源浪费。利用粗老茶作原料提取茶多糖可以有

效利用茶叶资源, 提高经济效益, 而且对预防疾病促

进人类健康都有重要意义。 

前人对茶多糖抗氧化活性展开了许多研究, 倪

德江等[5]研究发现多糖清除·OH 和 O2
.-自由基的能力

与多糖含量、多糖中中性糖、蛋白质及糖醛酸含量并

不完全成剂量效应关系, 多糖的结构对其生物活性可

能有更大的影响; Chen等[6]研究发现茶多糖清除自由

基能力和糖醛酸的含量有着直接的关系, 糖醛酸含

量越高, 清除自由基能力越强; Chen等[7]研究发现低

档绿茶中提取的糖蛋白复合物具有强的羟基自由基、

超氧自由基离子清除能力和脂质过氧化抑制反应, 亦

能提高超氧化歧化酶的活性; Chen 等[8]研究了绿茶多

糖组成和分子量分布对抗氧化活性的影响, 发现低分

子量和高蛋白含量能提高多糖的抗氧化活性; Yang等
[9]研究发现从粗老茶中提取的低分子量的粗多糖清

除自由基能力强于高分子量的多糖。不同原料和制备

方法所得的多糖生物活性存在一定差异, 其活性与

多糖结构组成息息相关。乌龙茶茶叶比较粗老, 多糖

含量高于红茶和绿茶。福建作为乌龙茶生产大省, 品

种资源优良繁多, 低档乌龙茶占据茶叶市场较大份

额, 从低档乌龙茶中提取茶多糖制作高附加值产品, 

对于促进乌龙茶产业发展具有重要意义。本研究以低

级闽北水仙乌龙茶为研究对象, 采用热水法提取乌

龙茶多糖, 通过 Sevag 法脱蛋白后进行层析柱分离, 

并对分离得到的多糖样品进行结构和抗氧化活性的初

步研究, 为乌龙茶的进一步开发利用奠定基础。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

DK-8D三孔电热恒温水槽(上海齐欣科学仪器有

限公司)、GL10MD湘仪离心机(湖南长沙湘仪离心机

仪器有限公司)、ABZ1-1001-P 型实验室专用超纯水

化机(外商颐洋企业发展有限公司)、UV-2550紫外分

光光度计(日本 Shimadzu 公司)、Nicolet Magana750 

FT-IR光谱仪(美国 Nicolet仪器公司)、7890A-5975C

气质联用仪(美国 Agilent公司)。 

盐酸羟胺、吡啶、乙酸酐、鼠李糖、鼠李糖、阿

拉伯糖、木糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖(分析纯)购

于国药集团化学有限公司 ; 1, 1-二苯基苦基苯肼 

(DPPH)购于百灵威科技有限公司 ; 牛血清蛋白(高

纯)、考马斯亮蓝 G-250、DEAE 纤维素 DE-52 购于

上海金穗生物科技有限公司。 

茶叶来源: 由龙兴茶业有限公司提供的水仙乌

龙茶粉末。 

2.2  茶多糖提取 

热水法提取乌龙多糖, 每克茶叶中加入 20 mL

水, 50 ℃水浴 1 h后, 重复提取一次, 将混合茶浸液

过滤, 浓缩后, 用 3 倍体积 95%乙醇沉淀, 离心, 热

风干燥得茶多糖粗品。 

2.3  茶多糖脱蛋白工艺 

将提取的茶多糖粗品用蒸馏水溶解后 , 采用

Sevag 法脱蛋白。多糖溶液中加入 Sevag 试剂(氯仿: 

正丁醇=4:1, V:V), 混合震荡 20 min后, 离心 5 min, 

取上层液, 为茶多糖提取液, 重复以上步骤, 共脱蛋

白 3次后。旋转蒸发除去氯仿和正丁醇, 加入 3倍体

积的 95%乙醇沉淀后得多糖样品。 

2.4  乌龙茶多糖的分离纯化 

采用 DEAE-52 柱层析进行分级, 层析条件为

φ2.6 cm×50 cm色谱柱, 分别用蒸馏水、0.1 mol/L、

0.2 mol/L及 0.3 mol/L NaCl溶液梯度进行洗脱, 流速

1 mL/min, 用自动收集器进行收集, 每 3 min收集 1

管 , 用苯酚-硫酸法检测 , 以吸光度值对管数作图 , 

得到洗脱曲线, 收集各洗脱峰, 浓缩、透析、干燥后

得乌龙茶多糖各组分。 

2.5  中性糖含量的测定 

采用苯酚-硫酸法测中性糖含量, 实验重复 3次。 

2.6  茶多糖清除 DPPH•自由基能力的测定 

配置 0.2 mg/mL多糖溶液, 加入 0.2 mmol/L的

DPPH•溶液 2 mL, 摇匀, 放置 30 min, 以 50%乙醇调
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零, 在 525 nm处测得吸光度 Ai。同时, 测定待测溶

液与 2.0 mL 60%乙醇在 525 nm处的吸光度 Aj, 然后

测定 2.0 mL DPPH•溶液与 2.0 mL 60%乙醇在 525 nm

处的吸光度 A0, 清除率计算公式为 : 清除率(%)= 

[1–(Ai–Aj)/A0]×100。实验重复 3次。 

2.7  紫外可见光谱 

配置 1.0 mg/mL DEAE-52 水洗脱多糖溶液, 于

紫外光谱仪上扫描, 扫描波长范围 200~400 nm。 

2.8  红外光谱 

DEAE-52水洗脱多糖样品经 KBr压片, 用于傅里

叶红外光谱仪扫描分析, 扫描波数范围 4000~400 cm-1。 

2.9  茶多糖的气相色谱-质谱分析 

多糖的水解: 取茶多糖WTPS-1样品 20 mg溶于

2 mL 2 mol/L的三氟乙酸(TFA)中, 封管, 于 100 ℃水

解 6 h, 减压蒸馏除去 TFA。 

糖腈乙酰酯衍生物的制备: 在水解产物中加入

20 mg盐酸羟胺和 1 mL吡啶, 封管于 90 ℃反应 30 

min。冷却至室温, 再加入 1 mL乙酸酐, 封管于 90 ℃

反应 30 min, 冷却后取出上清液, 减压浓缩至干, 滴

入 0.5 mL氯仿溶解后进行 GC-MS分析。同样方法制

备标准单糖衍生物。 

色谱条件: HP-5MS 柱, 气化室温度 270 ℃, 柱

前压 17.8 kPa, 分流比 10:1, 隔垫吹扫流量 3 mL/min, 

进样量 1 μL, 升温程序: 起始温度 150 ℃保持 6 min, 

以 2 /min℃ 升至 220 ℃, 保持 2 min。 

质谱条件: 离子源 EI; 采集模式为全扫描; 溶剂

延迟为 6 min; 质量扫描范围 : 25.00~550.00 amu; 

EMV模式为相对值;  MS离子源温度为 230 ℃, MS

四级杆温度 150 ℃。 

3  结果与分析 

3.1  茶多糖的 DEAE-52 纤维素柱层析 

采用DEAE-52纤维素柱层析对茶多糖进行分级, 

其洗脱曲线如图 1 所示, 经水、0.1、0.2、0.3 mol/L

的 NaCl 溶液梯度洗脱后, 得到 3 个洗脱峰, 收集各

洗脱峰, 经乙醇沉淀后收集, 其中蒸馏水洗脱得到的

多糖组分(WTPS-1)得率最高, 仅对该多糖做进一步

研究。 

3.2  乌龙茶WTPS-1多糖的紫外和红外光谱分析 

配制 0.4 mg/mL的WTPS-1多糖溶液, 在紫外波

长 200~400 nm 范围进行扫描, 结果如图 2 所示。在

200~400 nm之间未见明显的蛋白和核酸的吸收峰。 

 

 
 

图 1  茶多糖在 DEAE-cellulose柱上的洗脱曲线 

Fig. 1  Chromatographic isolation of tea polysaccharides by 
DEAE-cellulose column 

 

 
 

图 2  乌龙茶多糖WTPS-1的紫外光谱图 

Fig. 2  UV spectrum of Oolong tea polysaccharides WTPS-1 
 

从图 3 上可以看出在 3600~3200、3200~2800、

2000~1400和 1200~1000 cm1这 4个谱段内都出现了

典型糖类物质的吸收峰。3430 cm-1处的吸收峰强且

宽 , 为分子间缔合羟基的伸缩振动 ; 2945 cm1 为

C-H的伸缩振动吸收峰; 1615 cm1处出现典型酰胺

谱图; 1328 cm1处吸收峰为酰胺中的 C-N伸缩振动

吸收峰, 表明糖中残留蛋白质; 1153 cm1处的吸收

峰是环上 C-O吸收峰; 1418 cm1处吸收峰为=CH2

的变形吸收峰; 1099 cm1和 1010 cm1处的吸收峰

是醇羟基的变角振动吸收峰; 887 cm1是 β-D-甘露

吡喃糖环 β-端基差向异构的 C-H 变角振动的特征吸

收峰; 773 cm1是D-葡萄糖吡喃糖环C-O-C振动吸收

峰, 887 cm1处的吸收峰, 而在 844 cm1处没有特征 
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图 3  乌龙茶多糖WTPS-1的红外光谱图 

Fig. 3  IR spectrum of Oolong tea polysaccharides WTPS-1 
 
 

吸收峰 , 说明该多糖组分里存在 β-型糖苷键; 810 

cm1的弱吸收峰是甘露糖的特征吸收峰。通过对特

征峰指认, 确认分离纯化出来的WTPS-1多糖组成含

β-糖苷键构型吡喃糖。 

3.3  乌龙茶 WTPS-1 多糖的单糖组成 

经苯酚-硫酸法测得 WTPS-1 的中性糖含量为

71.9%。多糖 WTPS-1 的水解产物和标准单糖经糖

腈乙酸酯衍生化后 , 利用 GC-MS 进行检测分析 , 

结果如图 4所示。各标准单糖出峰顺序和保留时间: 

1-鼠李糖 Rha(16.453 min)、2-阿拉伯糖 Ara(17.297 

min)、3-木糖 Xyl(17.980 min)、4-甘露糖 Man(27.490 

min)、 5-葡萄糖 Glu(28.005 min)及 6-半乳糖

Gal(29.119 min)。将 WTPS-1多糖水解产物衍生化

图谱与标准单糖衍生化图谱对照 , 结合出峰时间

及质谱结果说明 WTPS-1多糖是由鼠李糖、阿拉伯

糖、木糖、甘露糖、葡萄糖及半乳糖组成的杂多糖, 

其比例为 2.57:3.67:0.57:1:2.16:9.65。 

3.4  乌龙茶多糖清除 DPPH·自由基 

0.2 mg/mL粗多糖、经 Sevag脱蛋白后多糖及

DEAE 分离的 WTPS-1 多糖组分, DPPH·自由基清

除率分别为 91.6%、60.7%和 9.20%。从结果中可

以看出粗多糖经脱蛋白后 , 其清除 DPPH·自由基

能力减弱。纤维素柱层析分离得到的 WTPS-1多糖

组分对 DPPH·自由基的清除作用明显弱于粗多糖

和脱蛋白后的多糖样品。 

 
 

图 4  标准单糖混合物(a)和乌龙茶多糖 WTPS-1 水解后 

糖腈乙酸酯衍生物(b)的 GC-MS总离子流图 

1-鼠李糖(Rha); 2-阿拉伯糖(Ara); 3-木糖(Xyl);  

4-甘露糖(Man); 5-葡萄糖(Glu); 6-半乳糖(Gal) 

Fig. 4  GC-MS total ion chromatograms of acetylated 
aldononitriles of standard monosaccharides and  

WTPS-1 polysaccharides hydrolysate 
1-Rha; 2- Ara; 3-Xyl; 4-Man; 5-Glu; 6-Gal 

 

4  讨  论 

茶多糖是由 10 个分子以上的一种或多种单糖

以糖苷键方式连接而成的大分子化合物 , 包括中

性多糖和酸性多糖 , 往往与蛋白质紧密结合形成

糖蛋白复合物。本研究分离得到的乌龙茶 WTPS-1 
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多糖存在 β-糖苷键构型, 其单糖由鼠李糖、阿拉伯

糖、木糖、甘露糖、葡萄糖及半乳糖组成

(2.57:3.67:0.57:1:2.16:9.65)。不同品种和产地的茶

叶, 其多糖组成结构不同。陈海霞等 [7]从低档绿茶

中分离得到的茶多糖 TPS4-1 存在 α 和 β 两种糖苷
键构型, 其单糖组成为阿拉伯糖、核糖、木糖、葡

萄糖和半乳糖 (4.88:2.19:3.07:1.82:1), 还含有少量

的甘露糖。倪德江等[5]从乌龙茶中分离得到的多糖

OTPS2-1是一种含有吡喃环的糖蛋白复合物, 其单

糖组成为半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、岩藻糖和鼠

李糖组成(7.58:2.14:7.05:1.76:1.02)。丁婧思等[10]从

江西婺源的粗老绿茶中分离得到的酸性多糖主要

由鼠李糖、核糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄糖和半

乳糖组成(1.26:3.18:4.08:1.00:1.52:3.92)。邵淑宏[11]

从三种发酵程度不同的乌龙茶(安溪铁观音、凤凰

单枞、武夷大红袍)中分离的多糖的单糖均由鼠李

糖、岩藻糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖、葡萄糖和

半乳糖组成。 

研究表明多糖具有抗氧化活性, 其可能的作用

机制包括以下几种:  一是多糖可以提供活泼 H, 能

够和自由基结合形成稳定的原子团消除自由基链反

应; 二是多糖能够和自由基离子结合终止自由基链

反应; 三是多糖通过提高抗氧化酶(如超氧化物歧化

酶和谷胱甘肽过氧化物酶)的活性起抗氧化作用; 四

是多糖上的羟基可与产生羟自由基等所必须的金属

离子如 Fe2+、Cu2+络合, 使其不能产生脂质过氧化的

羟自由基或使其不能分解脂质过氧化产生的脂氢过

氧化物(ROOH), 从而抑制自由基的产生[7]。本文中

多糖对 DPPH 自由基清除能力大小为: 粗多糖>脱

蛋白后的多糖>纯化后的WTPS-1多糖, 且脱蛋白后

的多糖(0.2 mg/mL)清除 DPPH 自由基能力(60.7%)

强于邵淑宏[11]所报道的 3种乌龙茶多糖(0.5 mg/mL, 

DPPH 自由基清除率低于 40.0%)。研究表明乌龙茶

多糖抗氧化活性与蛋白质含量呈显著正相关[11], 各

级分乌龙茶多糖之间存在协同增效的作用[5]。本文

中粗多糖具有最强的清除 DPPH 自由基能力, 可能

与其蛋白质含量高及多糖组分的协同增效作用相

关。之前研究表明对多糖进行改造能够提高其生物

活性[12–14], 因此下一步将对 WTPS-1多糖进行改造, 

以期提高其抗氧化能力, 并对其抗氧化能力与多糖

构造关系进行研究。 
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