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不同分子量大豆多糖的表征和抗氧化研究
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摘 要: 以酸提大豆多糖为原料，通过控制降解条件得到 4 种不同分子量的大豆多糖样品，分子量分别为 550，347，

285 和 21 kDa。对 4 种多糖进行了傅里叶红外( FT-IＲ) 分析和 X 射线衍射( XＲD) 分析，并分别测定了 4 种多糖对 DP-
PH 自由基、羟基自由基的清除能力以及还原能力的大小，结果表明: 4 种大豆多糖都有一定的抗氧化活性，但抗氧化

活性高低有所不同，分子量为 285 kDa 的大豆多糖对自由基的清除能力最强，还原能力最强，分子量为 21 kDa 的大豆

多糖对自由基的清除能力最弱，还原能力最弱。
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Characterization and Antioxidation Study of Different Molecular Weight of Solu-
ble Soybean Polysaccharides
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Abstract: Four different molecular-weight soluble soybean polysaccharides were prepared by controlling the degration condi-
tion，with the molecular weights 550，347，285 and 21 kDa，respectively. The structures of them were identified by Fourier
transform infrared spectrometer ( FTIＲ) and X-Ｒay Diffraction ( XＲD) . Antioxidant activities of four SSPS were evaluated in
vitro by DPPH free radical scavenging capacity，hydroxyl free radical scavenging and total reducing power. The results showed
that all of them had antioxidant activities. The SSPS-H with molecular weight of 285 kDa had the strongest antioxidant activi-
ties in all antioxidant systems，while the SSPS-CH with molecular weight of 21 kDa performed the worst.
Keywords: Soluble soybean polysaccharides; Degration; Antioxidant; Characterization

水溶性大豆多糖是从生产大豆蛋白之后剩下

的豆渣中提取出来的，在水溶液中具有较高的溶解

性，在高浓度下也可以保持较低的粘度而不会形成

凝胶［1］，水溶性大豆多糖具有良好的稳定性，耐酸、
耐热、耐盐［2-3］，并且在添加量较少的条件下就可以
与果胶达到相同的稳定酸性乳饮料的作用［4］。此

外，水溶性大豆多糖还具有良好的乳化性，能够使

水层油层混合均匀，而且所制备的乳液在 pH3 ～ 7
范围内都能保持良好的稳定性［5-6］。活性氧( reac-
tive oxygen species，ＲOS) 主要是指氧自由基及其活

性衍生物，在正常的生理状态下，人体内自由基的

产生和消除保持在极低的动态平衡水平上，当体内

清除自由基的系统出现故障时，就会导致自由基增

多，过量的自由基会引起生物膜脂质过氧化、细胞

内蛋白质变性和 DNA 损害等，因此寻找抗氧化剂清

除剂清除自由基，提高机体的抗氧化能力，预防和

治疗氧化损伤相关的疾病是医药界始终关注的研

究课题。
植物、动物以及微生物中均分布有抗氧化多

糖，并且这些多糖在体内、体外试验体系中都能表

现出良好的抗氧化、抗感染和增强人体免疫力的生

物活性。而关于多糖结构、分子量与其生物活性的

研究表明，多糖分子量大小与其抗肿瘤、抗氧化活

性等具有显著的相关性，而且只有在一定的分子量

范围内才能产生较高的活性［7-9］。本研究以酸提大

豆多糖为原料，通过不同的降解处理得到不同分子

量的大豆多糖，研究不同分子量大豆多糖对 DPPH
自由基、羟基自由基的清除率以及对亚铁离子的还

原能力，为寻找天然低毒的抗氧化剂提供一定的科

学依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

水溶性大豆多糖( 自制) ; 磷酸氢二钾磷酸二氢

钠; 硫酸亚铁; 铁氰化钾; 氯化铁; 三氯乙酸; 无水乙

醇; 均为国产分析纯; 邻二氮菲; 双氧水; DPPH( 1，1
－ 二苯基 － 2 － 苦肼基，BＲ 级) 。

721 分光光度计，上海元析仪器分析有限公司;
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数控超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司; 凝

胶渗透色谱( Viscotek 270 GPC) ，Malvern Co. ，英国;

X 射线粉末衍射仪，Bruker D8 Advance( 德国) ; 傅里

叶变换红外光谱仪，Thermo Fisher( 美国) 。
1. 2 方法

1. 2. 1 大豆多糖的制备 取一定量干燥粉碎之后

的豆渣，按照一定的固液比、提取 pH、提取时间、提
取温度进行酸解提取，5 000 r·min －1离心 15 min，过

滤除去杂质，定量加碱进行脱酯化处理，之后加料

液中和调 pH 至 3. 5，取上清浓缩，醇沉，冷冻干燥得

到酸提大豆多糖成品，备用。
1. 2. 2 不同分子量大豆多糖样品的制备 配制一

定浓度的水溶性大豆多糖溶液，在不同的反应条件

下进行降解处理( 表 1) ，待降解结束之后，将反应液

冷却至室温，浓缩醇沉，冷冻干燥后使用。之后用

凝胶渗透色谱( GPC) 测定 4 种水溶性大豆多糖的分

子量。
1. 2. 3 不同分子量大豆多糖的结构表征

( 1) 红外表征: 将水溶性大豆多糖磨成粉末，与

无水溴化钾粉末按照 1∶50 ～ 1∶100 的比例混合后一

起压片，得 到 均 匀 的 薄 片 进 行 测 试，波 数 范 围 为
4 000 ～ 400 cm －1。

( 2) X 射线衍射: 将大豆多糖粉末放在载玻片

上，再用盖玻片压平，在德国 Bruker 公司的 D8 Ad-
vance 型 X 射线衍射仪上测试其 X 射线衍射图，Cu-
Kα 射线，电压 40 kV，电流 30 mA，2θ 角扫描范围 3°
～ 50°，扫描速度为 10°·min －1。
1. 2. 4 不同分子量大豆多糖的抗氧化活性测定

( 1) 对 DPPH 自由基的清除作用: 参照 Calokeri-
nos 等［10］的方法并略作修改。取 2 mL 不同浓度的

大豆多糖溶液加入等体积的 0. 1 mmol·L －1的 DPPH
－ 乙醇溶液，将混合液迅速混合均匀，于暗处反应
30 min，以 70%乙醇为空白，测定 517 nm 波长下的

吸光度 A。空白组以乙醇代替多糖样品。根据公式

计算其清除率:

清除率( % ) =［1 － ( A － A1 ) /A0］ × 100

式中，A0 : DPPH 与 70% 乙 醇 混 合 液 的 吸 光

度值;

A1 : 样品与 70%乙醇混合液的吸光度值;

A: 水溶性大豆多糖与 DPPH 混合液吸光

度值。
( 2) 对羟基自由基的清除作用: 根据 Zhao［11］和

Zeng 等［12］的方法加以改进建立 OH － 产生模型。
样品组: 移取 1. 0 mL 7. 5 mmol·L －1邻二氮菲溶

液，依次 加 入 2. 0 mL 0. 15 mol·L －1 PBS 缓 冲 液
( pH7. 4) 、1. 0 mL 7. 5 mmol·L －1 硫酸亚铁溶液、1. 0
mL 不同浓度的大豆多糖溶液、1. 0 mL 0. 1% 的过氧

化氢溶液，加蒸馏水补至 10 mL，混匀于 37℃水浴反

应 1 h，测定 510 nm 下的吸光度，记为 A样品。
空白组: 以蒸馏水代替样品，其余同样品组，测

量值记为 A0 ;

对照组: 以蒸馏水代替样品和过氧化氢，其余

同样品组，测量值记为 A对照。按照下式计算羟基清

除率:

清 除 率 ( % ) = ( A样品 － A0 ) / ( A对照 － A0 )

× 100
( 3) 亚铁离子还原能力: 根据 Wong 等［13］的方

法略作修改。移取 1 mL 不同浓度的大豆多糖溶液，

分别加入2. 5 mL 0. 2 mol·L －1的 PBS 缓冲液( pH6. 6)

和 2. 5 mL 1% 的 K3 Fe ( CN) 6 ) ，50℃ 水浴反应 20
min，快速冷却后加入 2. 5 mL 10% 的 TCA 溶液，静

置 10 min。取 1 mL 上清液，分别加入 0. 2 mL 0. 1%
的 FeCl3溶液和 1 mL 蒸馏水混匀，静置 10 min，测定
700 nm 下的吸光度。

2 结果与讨论

2. 1 不同降解处理的大豆多糖的分子量测定

按照表 1 所列的条件对大豆多糖进行降解处

理，并利用凝胶渗透色谱对降解之后的大豆多糖进

行分子量的测定。得到 4 种大豆多糖的分子量分别

为 550，347，285 和 21 kDa。

表 1 不同分子量大豆多糖的降解条件

Table 1 Degradation conditions of SSPS with different molecular weight

大豆多糖

SSPS

反应温度

Temperature
/℃

H2O2 浓度

H2O2 concentration

/%

反应时间

Time
/h

超声功率

Ultrasonic power
/W

分子量

Molecular weight
/kDa

SSPS-Y — — — — 550
SSPS-C 50 — 1. 0 200 347
SSPS-H 50 4. 0 1. 0 — 285
SSPS-CH 70 6. 0 1. 0 200 21

—: 未进行该项处理; SSPS-Y: 未经过降解处理的大豆多糖; SSPS-C: 经过超声波处理的大豆多糖; SSPS-H: 经过过氧化氢处理的大豆多糖;

SSPS-CH: 经过超声辅助过氧化氢处理的大豆多糖。
—: Not for the processing; SSPS-Y: Native SSPS; SSPS-C: SSPS treated by ultrasonic; SSPS-H: SSPS treated by H2O2 ; SSPS-CH: SSPS treated by

ultrasonic and H2O2.
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2. 2 不同分子量大豆多糖的红外表征

图 1 显示 SSPS-Y 即未经降解的大豆多糖的红

外图谱，3 200 ～ 3 500 cm －1出现的强的宽峰是由 O-
H 的伸缩振动产生的，2 928 cm －1 处出现的吸收峰

是由 C-H 的伸缩振动产生的，1 620 cm －1 处的峰归

属为 － COO － 中 C = O 的不对称伸缩振动，1 420
cm －1处的吸收峰是 = CH2的变形吸收峰，1 070 cm －1

处的吸收峰为 O-H 的变角振动。这和尹艳［14］利用

微波提取、热水浸提及苏浩［15］利用酶法提取出的水

溶性大豆多糖的官能团种类相似。不同的是，尹艳

提取的大豆多糖在 3 200 ～ 3 500 cm －1 处的宽峰出

现分离，在 3 500 cm －1处多出 1 个较弱的由 N-H 的

伸缩振动产生吸收峰，因此推测结构中含有游离氨

基，而本文所用的酸式浸提法提取的水溶性大豆多

糖在 3 200 ～ 3 500 cm －1处表现为强吸收的宽峰，基

本不含有游离氨基。对比不同分子量的大豆多糖

的红外图谱可知，大豆多糖经过降解处理之后，官

能团基本种类没有发生变化，但是经过氧化氢降解

之后 的 大 豆 多 糖 同 原 始 大 豆 多 糖 对 比，在 1731
cm －1处多出 1 个吸收峰，经过归属，该峰是醛基( －
CHO) 伸缩振动的特征峰，即，经过氧化氢降解处理

之后的大豆多糖，其分子结构中增加了醛基，相对

于 － COOH 中的 H 来说，醛基中的 C-H 变得非常活

泼，容易被氧化，因此可以推断经过过氧化氢处理

之后的大豆多糖可能具有较强的还原性。

图 1 4 种水溶性大豆多糖的傅里叶红外变换光谱图

Fig. 1 FT-IＲ chromatographic of four kinds of SSPS

2. 3 不同分子量大豆多糖的 XＲD 表征

图 2 显示了 4 种大豆多糖的 XＲD 谱图。从

SSPS-Y 即未经降解处理的水溶性大豆多糖的 XＲD
谱图可以看出，大豆多糖在 2θ 约为 21°时有较明显

的弥散的宽峰，低的结晶度表现为弱的峰强度，说

明大豆多糖内部的结晶性很弱，基本属于无定型结

构，这和 Salaebashi 等［16］ 的结果相同，但是和尹艳

等［17］用微波法提取的大豆多糖相差较大，这可能和

大豆多糖的提取条件有关。大豆多糖经不同方法

降解之后，在 2θ 约为 21°时都存在较为明显的弥散

的宽峰，且其弥散宽峰出现位置与 SSPS-Y 基本相

同，说明降解后的大豆多糖与未降解大豆多糖一样

属于无定型结构，降解并没有改变大豆多糖的晶型

结构。

图 2 4 种水溶性大豆多糖的 XＲD 图谱

Fig. 2 XＲD patterns of four kinds of SSPS

2. 4 不同分子量大豆多糖对 DPPH 自由基的清除

作用

由图 3 可知，4 种大豆多糖对 DPPH 自由基的

清除作用随着大豆多糖浓度的增加而增加，但程度

略有不同。经过超声辅助过氧化氢处理的大豆多

糖，多糖分子量为 21 kDa，当其浓度从 1 增大到 3
mg·mL －1 时，清除率仅提高了 10% ; 而经过氧化氢

处理的大豆多糖，多糖分子量为 285 kDa，当提高到

相同浓度时，清除率提高了约 60%。在大豆多糖浓

度为 3. 0 mg·mL －1 时，SSPS-Y、SSPS-H、SSPS-C、
SSPS-CH 对 DPPH 自由基的清除率分别为 67. 8%、
86. 4%、55. 2%、21. 9%。在相同浓度条件下，分子

量为 285 kDa 的 SSPS-H 大豆多糖对 DPPH 的清除

率最高，而分子量为 21 kDa 的 SSPS-CH 大豆多糖清

除率最低。
2. 5 不同分子量大豆多糖对羟基自由基的清除

作用

由图 4 可知，大豆多糖对·OH 的清除率与浓

度呈 正 相 关。浓 度 在 2. 5 mg·mL －1 时，SSPS-Y、
SSPS-H、SSPS-C、SSPS-CH 对羟基自由基的清除率

分别为 21. 8%、38. 2%、26. 8% 和 18. 1%。同等浓

度下，分子量为 285 kDa 的 SSPS-H 对羟基自由基的

清除能力大于其它的大豆多糖，分子量为 347 kDa 的

大豆多糖次之，分子量为 21 kDa 的 SSPS-CH 对·OH
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图 3 不同分子量大豆多糖对 DPPH 自由基的清除效果

Fig. 3 The scavenging effect of SSPS with different

molecular weights on DPPH

的清除能力最弱。Halliwell 等［18］认为，多糖可以抑

制和清除·OH，主要是由于多糖分子中的醇羟基能

够螯合金属离子，从而抑制了金属离子催化过氧化

氢产生·OH 的反应，因此加入水溶性大豆多糖之

后，大豆多糖能够螯合 Fe2 + ，并抑制了它在 Fenton
反应中的活性从而起到清除羟基自由基的作用。
而不同分子量的大豆多糖可能是由于多糖大分子

在溶液中的构象不同，导致发挥活性的醇羟基的数

量不同，因此导致清除·OH 的能力也有所不同。

图 4 不同分子量大豆多糖的对羟基自由基的清除能力

Fig. 4 The scavenging capacity of SSPS with different

molecular weights against hydroxyl free radicals

2. 6 不同分子量大豆多糖的亚铁离子还原能力

由图 5 可知，4 种分子量大豆多糖的还原能力

与其浓度呈正相关，在最大浓度处呈现最强还原能

力，在大豆多糖浓 度 为 2. 0 mg·mL －1 时，SSPS-Y、
SSPS-H、SSPS-C、SSPS-CH 在 700 nm 处的的吸光度

值分别为 0. 27，0. 57，0. 29，0. 21。同等浓度下，分

子量为 347 kDa 的 SSPS-H 大豆多糖还原能力最强，

分子量为 347 kDa 的大豆多糖还原能力次之，分子

量为 21 kDa 的 SSPS-CH 大豆多糖还原能力最弱。
在分析 4 种大豆多糖的傅里叶红外图谱时提到，

SSPS-H 大豆多糖在 1 731 cm －1 处有 1 个明显的吸

收峰，归属为醛基的吸收峰，也就是说，相对于原始

大豆多糖 SSPS-Y 来说，SSPS-H 分子结构中醛基官

能团数目增多，而醛基是一种还原性很强的官能

团，因此这就从结构方面阐释了 SSPS-H 具有较强

的还原能力的原因。

图 5 不同分子量大豆多糖的还原能力

Fig. 5 Total reducing power of SSPS with

different molecular weights

3 结 论

利用酸提大豆多糖为原料，通过控制降解条件

得到 4 种分子量的大豆多糖，并对 4 种大豆多糖进

行了红外和 X 射线衍射分析，得出经降解之后 4 种

分子量大豆多糖官能团结构基本相似，多糖晶型并

未改变; 利用 3 种不同的评价方法对 4 种分子量的

大豆多糖进行了抗氧化活性探究，结果表明，4 种分

子量的大豆多糖均具有一定的抗氧化活性，且抗氧

化活性与多糖浓度呈正相关，4 种大豆多糖的抗氧

化能力有所不同，其中，分子量为 285 kDa 的大豆多

糖对自由基的清除能力最强，还原能力也最强，分

子量为 21 kDa 的大豆多糖对自由基的清除能力最

弱，还原能力最弱。
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