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摘  要：实验从银条菜中提取银条多糖，选用三氯乙酸法(TCA 法)、盐析法以及盐酸法对银条菜进行脱蛋白处理，以

多糖中蛋白去除率、多糖保留率以及糖醛酸保留率作为衡量指标优化脱蛋白最佳条件．实验结果表明：TCA 法在三氯

乙酸体积分数为 5.00%时，蛋白去除率为 97.25%，多糖保留率为 86.89%，糖醛酸保留率为 98.67%；盐析法中无水氯化

钙添加量为 0.30 g 时，蛋白去除率为 90.61%，多糖保留率为 83.59%，糖醛酸保留率为 88.67%；盐酸法调节 pH 为 3 时，

蛋白去除率为 95.92%，多糖保留率为 86.31%，糖醛酸保留率为 95.03%．TCA 法是能够有效去除银条菜粗多糖中蛋白

且多糖和糖醛酸保留较好的一种方法． 
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Abstract：In our experiment，the Stachys floridana Schuttl. ex Benth polysaccharide was extracted from the Stachys flori-

dana Schuttl. ex Benth vegetable，and the trichloroacetic acid method (TCA method)，the salting-out method and the hydro-

chloric acid method were used to deproteinize the Stachys floridana Schuttl. ex Benth vegetable. Protein removal rate，

polysaccharide retention rate and uronic acid retention rate were used as the measurable indicators to optimize the best condi-

tions for deproteinization. The results showed that when the volume fraction of TCA in the TCA method was 5.00%，the 

protein removal rate was 97.25%，the polysaccharide retention rate was 86.89%，and the uronic acid retention rate was 

98.67%；the addition amount of anhydrous calcium chloride in the salting-out method was at 0.30g，the protein removal rate 

was 90.61%，the polysaccharide retention rate was 83.59%，and the uronic acid retention rate was 88.67%；when the pH was 

adjusted to 3 by the hydrochloric acid method，the protein removal rate was 95.92%，and the polysaccharide retention rate 

was 86.31%，and the retention rate of uronic acid was 95.03%. The results of our experiment indicate that the TCA method 
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can effectively remove the protein in the polysaccharides of Stachys floridana Schuttl. ex Benth and retain the polysaccha-

rides and uronic acid. 

Key words：Stachys floridana Schuttl. ex Benth；polysaccharides；deproteinization 
 

银条菜属唇形科水苏属多年生草本植物，主要分

布于中国河南省偃师市．银条菜中富含蛋白、碳水化

合物和脂肪，经常食用对人体有多种保健效果，延年

益寿作用明显，并且具有增强免疫能力、软化血管、

降血脂、改善血液循环等功能[1]．银条多糖具有多种

生物活性，如免疫调节[2]、肠道益生[3]、降血糖[4]、抑

菌[5]、解酒护肝、抗肿瘤等[6]．以银条菜作为原料提取

的水苏糖，具有重要的药用及医用价值，这也为银条

菜的综合利用开辟了新途径[7]． 

通常情况下，水提或者醇提获得的多糖往往含有

蛋白[8]，而蛋白的存在可能会影响多糖的生物活性. 

因此，如何有效去除蛋白且同时避免多糖生物活性降

低，成为一个非常有意义的研究课题．不同来源的多

糖有各自适宜的脱蛋白方法．初雅洁[9]通过对辣木多

糖除蛋白的研究，发现酶法除蛋白对辣木多糖的蛋白

脱除率和多糖保留率最好．王新嘉等[10]研究发现三

氯乙酸法(TCA 法)除蛋白对平菇多糖中蛋白的脱除

率最高，多糖保留率最好．而对银条菜多糖目前尚未

见其脱蛋白的相关研究报道． 

本文采用 TCA 法、盐析法以及盐酸法对银条菜

粗多糖进行脱蛋白方法研究，为后续银条菜多糖的分

离纯化以及生物活性的探究提供依据． 

1 材料与方法 

1.1 原料与仪器 

银条菜购于河南省偃师市农贸市场．三氯乙酸，

天津市大茂化学试剂厂；硫酸，国药集团化学试剂有

限公司；牛血清蛋白、苯酚，北京索莱宝科技有限公

司；氢氧化钠，天津市津东天正精细化学试剂厂；考

马斯亮蓝 G250、无水氯化钙，福晨(天津)化学试剂

有限公司；葡萄糖，阿拉丁(上海)试剂有限公司；无

水乙醇，天津市江天化工技术股份有限公司；盐酸，

天津市风船化学试剂科技有限公司；半乳糖醛酸，上

海瑞永生物科技有限公司；蒽酮，北京博奥拓达科技

有限公司．本实验所用试剂纯度均为分析纯． 

TU-1810 型紫外分光光度计，北京普析通用仪

器有限责任公司；XMTD-4000 型电热恒温水浴锅，

北京市永光明医疗仪器有限公司；BAO-150A 型精

密鼓风干燥箱，施都凯仪器设备(上海)有限公司；

DFT-50A 型 50 克手提式高速粉碎机，温岭市林大机

械有限公司． 

1.2 实验方法 

1.2.1 粗多糖的提取
[11]

 

银条菜清洗干净后，于 60℃恒温干燥箱中烘至

质量恒定，粉碎机中磨碎，过 80 目筛，装入聚乙烯瓶

中，放入干燥器中备用．取处理好的样品与蒸馏水按

质量比 1∶30 混合，放入超声清洗机中超声处理

30min，抽滤；收集滤液，旋转蒸发浓缩至原体积的五

分之一，加入 4 倍体积无水乙醇，4℃放置 24 h，离心

收集沉淀；将沉淀依次用无水乙醇、乙醚洗涤，再于

60℃烘箱中烘至质量恒定，得到银条菜粗多糖． 

1.2.2 多糖含量的测定 

通过苯酚-硫酸法[12]测定银条菜粗多糖中的多糖

含量．用电子天平称量烘至质量恒定的葡萄糖标准

样品 100.00 mg，用蒸馏水定容至 100.00 mL，配制成

1.00 mg/mL 的标准储备液备用．取 1mL 储备液定容

至 10mL，得到 100 µg/mL 的葡萄糖标准溶液．分别

取 0.00、0.20、0.40、0.60、0.80、1.00 mL 标准液置于

10mL 具塞试管中，再分别加蒸馏水将体积补至

1.00 mL．向各试管中加入 1.00 mL 的 6.00% 苯酚溶

液(体积分数)，再加入 5.00 mL 浓硫酸，混合均

匀．于沸水浴中加热 30min，取出后冷却，用紫外分

光光度计在 490 nm 处以蒸馏水为参比测定吸光度，

测 3 组平 行样，取 平均值 ．以葡萄糖质量浓度

(µg/mL)为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲

线．所得曲线为 y＝0.007 2 x－0.006 6，R2＝0.999 7． 

取粗多糖用蒸馏水配制成 10.00 mg/mL 的溶液，

再用蒸馏水稀释 100 倍，量取 1.00 mL 稀释液于试管

中，测定吸光度，将吸光度代入标准曲线中计算葡萄

糖质量浓度(µg/mL)．按照式(1)计算多糖保留率． 

   1

0

100%
ρ
ρ

= ×多糖保留率  (1)
 

式中：ρ0 为样品脱除蛋白前所配制溶液中多糖的质量

浓度，ρ1 为样品脱除蛋白后所配制溶液中多糖的质量

浓度．  

1.2.3 蛋白含量的测定 

采用考马斯亮蓝 G250 法对银条菜粗多糖中的

蛋白进行测定．取 10.00 mg 牛血清蛋白用蒸馏水定

容至 100mL，得到 100 µg/mL 蛋白标准溶液．称量
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25 mg 的考马斯亮蓝 G250 试剂溶解于 12.50 mL 体

积分数为 95% 的乙醇溶液，加入 25.00 mL 质量分数

为 85% 的磷酸溶液，用蒸馏水定容至 250mL，得到

考马斯亮蓝 G250 工作液．分别取 0.00、0.20、0.40、

0.60、0.80、1.00 mL 蛋白标准溶液于试管内，用蒸馏

水将体积补至 1mL，分别加入 5.00 mL 考马斯亮蓝

G250 工作液，混合均匀，放置反应 2min，用紫外分光

光度计在 595 nm波长下测定吸光度，测 3组平行样，

取平均值．以蛋白溶液质量浓度(µg/mL)为横坐标，

吸光度为纵坐标，绘制标准曲线．所得曲线为 y＝

0.006 3 x－0.011 3，R2＝0.997 7． 

称量粗多糖样品，用蒸馏水配制成 10.00 mg/mL

的溶液，量取 1.00 mL，按照上文所述方法进行操作，

对样品中的蛋白质量浓度(µg/mL)进行测定．按照式

(2)计算蛋白去除率． 

   2 3

2

100%
ρ ρ

ρ
−= ×蛋白去除率  (2)

 

式中：ρ2 为样品脱除蛋白前所配制溶液中蛋白的质量

浓度，ρ3 为样品脱除蛋白后所配制溶液中蛋白的质量

浓度． 

1.2.4 糖醛酸含量的测定 

采用咔唑硫酸改良法[13]测定糖醛酸的含量．精

确称量 10.00 mg 半乳糖醛酸 ，用蒸馏水定容至

100mL，得到质量浓度为 100 µg/mL 的标准溶液，备

用．配制四硼酸钠-硫酸溶液，称取 0.956 g 四硼酸钠

溶于 200mL 浓硫酸中．分别取标准溶液 0.00、0.10、

0.20、0.30、0.40、0.50 mL 置于具塞试管中，加蒸馏水

将体积补至 0.50 mL；将试管放入冰水浴中，分别加

入 3.0 mL 四硼酸钠-硫酸溶液，混匀后于 85℃的水

浴中加热 20min，取出冷却后，加入 0.10 mL 0.10%

的咔唑-无水乙醇溶液(质量分数)，混合均匀后，室

温下反应 2 h．用紫外分光光度计在 530 nm处测吸光

度，测 3 组平行样，取平均值．以半乳糖醛酸质量浓

度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线．所得

曲线为 y＝0.006 x－0.015 8，R2＝0.991 3． 

称取粗多糖样品配制成 10.00 mg/mL 溶液，稀释

5 倍，取 0.50 mL 于试管中，按上文所述方法，对样品

中糖醛酸质量浓度(µg/mL)进行测定．按照式(3)计

算糖醛酸保留率． 

   5

4

×100%
ρ
ρ

=糖醛酸保留率  (3)

 

式中：ρ4 为样品脱除蛋白前所配制溶液中糖醛酸的质

量浓度，ρ5 为样品脱除蛋白后所配制溶液中糖醛酸的

质量浓度． 

1.3 脱蛋白方法 

1.3.1 TCA 法
[14–15]

 

取 1.2.1 节中提取到的粗多糖配制成 10.00 mg/mL

的溶液 50mL，在溶液中分别加入相等体积的体积分

数分别为 2.00% 、5.00% 、10.00% 、15.00% 、20.00% 的

三氯乙酸溶液，混合均匀后于 4℃放置 12 h，抽滤去

除沉淀，得到脱蛋白溶液． 

1.3.2 盐析法
[16]

 

取 1.2.1 节中提取到的粗多糖配制成 10.00 mg/mL

溶液 50mL，用 NaOH 溶液调节粗多糖溶液 pH 为

8.0，水浴加热至 85℃，分别加入 0.10、0.30、0.50、

0.70、0.90 g 无水 CaCl2，混匀后沸水浴 30min；取出

后冷却至室温，抽滤去除沉淀，得到脱蛋白溶液．  

1.3.3 盐酸法
[17]

 

取 1.2.1 节中提取到的粗多糖配制成 10mg/mL

溶液 50mL，用 2mol/L 盐酸分别调节粗多糖溶液 pH

为 1、2、3、4、5，4℃保存 12 h，抽滤除去沉淀，得到

脱蛋白溶液．  

1.4 紫外光谱分析 

将未脱蛋白溶液和已脱蛋白溶液均稀释 10 倍，

用紫外分光光度计于 200～400 nm 进行光谱扫描． 

2 结果与讨论 

2.1 TCA法 

TCA 溶液的体积分数对溶液中蛋白去除率、多

糖保留率、糖醛酸保留率的影响如图 1所示． 

 

图 1 TCA 溶液的体积分数对蛋白去除率、多糖保留率、

糖醛酸保留率的影响 

Fig. 1 Effect of the volume fraction of TCA solution on 

protein removal rate ，polysaccharide retention 

rate and uronic acid retention rate  

由图 1 可知：蛋白去除率随着 TCA 溶液体积分

数的增大而降低．在 TCA 溶液的体积分数为 5.00%

时，蛋白去除率达到 97.25% ，随着 TCA 溶液体积分
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数的增大，去除率略微下降．多糖保留率随 TCA 体

积分数的增大而明显降低，在 TCA 溶液体积分数为

5.00% 时达到 86.89% ．这可能是由于多糖中蛋白的

等电点对应 pH 与溶液的 pH 接近，而且 TCA 作为

变性剂使蛋白的构象发生变化，暴露出更多的疏水基

团而聚集沉淀，而蛋白沉淀的同时，吸附了一定量的

多糖造成损失[18]．高浓度的 TCA 可以在一定的程度

上造成银条菜多糖水解，进而引起多糖结构发生变 

化[19–20]．糖醛酸保留率呈先增后减的趋势，在 TCA

溶液体积分数为 5.00% 时达到最大(98.67%)，这可能

是由于糖醛酸在酸性条件下发生水解．虽然 TCA 体

积分数为 2.00% 时多糖保留率是最大的，但是 2.00%

和 5.00% 时两者的多糖保留率相差不到 1.00% ，而糖

醛酸保留率差距较大．综合考虑糖醛酸保留率、多糖

保留率以及蛋白去除率等指标，TCA 溶液的体积分

数为 5.00% 时综合效果最好，所以，TCA 法除蛋白

时，TCA溶液的最佳体积分数为 5.00% ． 

2.2 盐析法 

无水 CaCl2 添加量对蛋白去除率、多糖保留率、

糖醛酸保留率的影响如图 2所示． 

 

图 2  无水 CaCl2 添加量对蛋白去除率、多糖保留率、糖

醛酸保留率的影响 

Fig. 2  Effect of addition to anhydrous CaCl2 on protein

removal rate ，polysaccharide retention rate and

uronic acid retention rate  

由图 2 可知：样品中蛋白去除率随着无水氯化钙

添加量的增大而呈现先增后减的趋势，无水 CaCl2添

加量为 0.30 g 时达到最大(90.61%)，此后随着无水氯

化钙添加量的增加而逐渐降低．溶液中多糖和糖醛

酸的含量随着无水 CaCl2 的添加呈现先升高后降低

的趋势，在无水 CaCl2 添加量为 0.30 g 时保留率最

大，分别为 83.59%、88.67%．这可能是由于随着中性

盐浓度的增加，蛋白表面的水化膜和电性被破坏而发

生沉降[21]，但其沉降的蛋白会对多糖溶液中的多糖

和糖醛酸产生吸附作用，进而造成多糖和糖醛酸的损

失[22]．选择无水 CaCl2 的添加量为 0.30 g 作为最佳

处理条件． 

2.3 盐酸法 

pH 对蛋白去除率、多糖保留率、糖醛酸保留率

的影响如图 3 所示．由图 3 可知：随着 pH 的升高，

蛋白去除率略有波动，但均较高，在 pH＝3 时，蛋白

去除率最大，为 95.92%；随着 pH 的增大，多糖保留

率先增加后减小，在 pH＝3 时，多糖保留率最高，为

86.31%，这可能是由于多糖在强酸条件下发生了水 

解[23]．糖醛酸保留率受 pH 的影响较大，在 pH＝1

时，糖醛酸保留率为 59.27%，但在 pH＝3 时，糖醛酸

保留率达到了 95.03%，这可能是由于糖醛酸在剧烈

的水解条件下很容易发生脱羧反应．故盐酸法除蛋

白的最适 pH 为 3． 

 

图 3 pH 对蛋白去除率、多糖保留率、糖醛酸保留率的

影响 

Fig. 3 Effect of pH on protein removal rate ，polysac-

charide retention rate and uronic acid retention 

rate  

2.4 3 种脱蛋白方法的比较 

将 3 种脱蛋白方法在各自最优条件下获得的数

据进行对比，结果如图 4所示． 

 

图 4 TCA法、盐析法、盐酸法脱蛋白结果比较 

Fig. 4 Comparison of the results of deproteinization by 

TCA method，salting out method and hydrochloric 

acid method  

从图 4 中可以看出：用无水氯化钙盐析脱蛋白的

效果最差，它对蛋白的去除率低，对多糖和糖醛酸的
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保留率差；TCA 法和盐酸法脱蛋白的效果都较好，在

最优条件下蛋白去除率都达到 95.00%以上，两种方

法对多糖都有较好的保留效果，TCA 法中糖醛酸保

留率更高一些，最优条件下达到 98.67%． 

2.5 紫外光谱分析 

不同样品的紫外光谱如图 5 所示．从图 5 中可

以看出：脱蛋白样品和未脱蛋白样品的紫外光谱有明

显的区别．蛋白因氨基酸残基中的苯环上有共轭双

键而在 280 nm 处对紫外光有吸收[24]，故而样品扫描

光谱在 280 nm 处有吸收峰．扫描曲线的结果显示，

在 280 nm 前后，3 种脱蛋白方法处理的样品相对于

未脱蛋白的样品没有明显吸收峰，表明这 3 种脱蛋白

方法都有明显脱除蛋白的效果． 

 

图 5 不同样品的紫外光谱 

Fig. 5 UV spectra of different samples  

3 结 论 

TCA 法、盐析法、盐酸法对银条菜粗多糖都有较

好的脱蛋白效果．TCA 法在 TCA 溶液体积分数为

5.00%时，蛋白去除率为 97.25%；盐析法中无水氯化

钙的添加量为 0.30 g 时，蛋白去除率为 90.61%；盐酸

法调节 pH 为 3 时，蛋白去除率为 95.92%；3 种方法

相应的多糖保留率分别为 86.89%、83.59%、86.31%，

糖醛酸保留率分别为 98.67%、88.67%、95.03%．故而

在这 3 种脱蛋白方法中 TCA 法的效果最好，盐酸法

次之，盐析法的效果最不理想．由此证明 TCA 法是

一种能够相对有效去除银条菜多糖中蛋白且多糖和

糖醛酸保留较好的一种方法． 
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