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摘 要 用水、质量分数 0．5％草酸铵溶液、0．05 mol／L HC1溶液、1 mol／L KOH溶液从苹果皮中提取得到4种 

果胶多糖，分别是水溶性果胶多糖(WSP)、盐溶性果胶 多糖(CSP)、酸溶性果胶多糖(ASP)和碱溶性果胶多糖 

(BSP)。测定了它们的总糖、糖醛酸和蛋白含量以及相对分子质量、单糖组成及摩尔比和红外光谱；并初步研究 

了4种苹果皮果胶多糖对人结肠腺癌细胞系HT-29细胞生长的抑制作用。结果显示：WSP、CSP、ASP和 BSP的 

相对分子质量均大于4．0 X 10 Da；气相色谱测定 WSP、CSP、ASP和 BSP的单糖组成及摩尔比，4种果胶多糖均 

含有半乳糖，而 CSP所含的半乳糖醛酸含量最多，BSP不含半乳糖醛酸。WSP、CSP、ASP和 BSP都能抑制人结肠 

腺癌细胞系 HT一29细胞的增值，CSP的抑制活性最高(35．65％)，BSP的抑制活性最低(10．30％)，初步分析可能 

与苹果皮果胶多糖中半乳糖及半乳糖醛酸残基的含量相关。 
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果胶多糖是种酸性杂多糖 ，是植物细胞壁的主要 

组成成分，在生物体内对细胞和组织起着支撑、固定 

细胞形态、软化和细胞黏合等作用；在食品工业中可 

用作增稠剂、胶凝剂、乳化剂和稳定剂等  ̈ ；还具有 

抗炎、抗肿瘤 (可有效抑制结肠腺瘤及腺癌)等活 

性 引。 

果胶 多糖 的结构 主要可 分为半 乳糖 醛酸 聚糖 

(homogalacturonans，HG)、鼠李半乳糖醛酸聚糖一I 

(rhamnogalacturonans，RG．I)和鼠李半乳糖醛酸聚 

糖-Ⅱ(Rhamnogalacturonans，RG一11)三大类。这三大 

类多糖又可以相互共价或非共价结合，形成更为复杂 

的果胶多糖分子结构 。果胶多糖在 不 同的植物 、 

组织分布和发育阶段 ，其侧链 中残基 的种类、含量和 

连接方式以及其取代基的修饰情况都有一定变化，体 

现出果胶多糖在结构上 的多样性。果胶多糖的结构 

变化，包括糖残基的种类和含量、酯化程度等决定了 

果胶多糖 的生理活性和应用 。因此 ，研究不同来源的 

果胶多糖的化学结构及其生物化学性质很重要 。 

目前，国内外提取果胶多糖的方法很多，常用的 

几种是：水提取法 、酸提取法 、碱提取法。。 、草酸 

铵提取法 、微波辅助提取法 ]、离子交换树脂法 。̈。 

及酶法 。。 等。但是利用传统的方法提取果胶多 

糖 ，得到的果胶种类 比较单一 ，很难全面评 价其理化 

性质和生物活性 ，限制了果胶多糖的应用。 

已有文献报道利用系列提取的方法从同一原料 

中提取性质和功能具有差 异的果胶多糖。Prabasari 

等 利用 NaOAc、CDTA、Na，CO 、1 mol／L KOH 和 4 

mol／L KOH系列提取的方法分别从柑橘残渣中提取 

出几种不同的果胶多糖；Rombouts̈ 等利用水、草酸 

盐、酸和碱系列提取 的方法从甜菜浆中分离得到 4种 

不同的果胶多糖；Emaga等 纠̈利用水、草酸铵和 HC1 

分别从香蕉和车前草皮中系列提取得到 3种果胶多 

糖 ；Zhang 等利用 同种方法从美人蕉残渣 中提取 出 

3种性质有所差异的果胶多糖。但是，这种系列提取 

的方法至今还未应用于苹果皮果胶多糖的分离制备。 

为了提高苹果皮中果胶多糖的利用率及探明苹果果 

胶多糖结构与抗 肿瘤功能之间 的关 系，本研究 利用 

水、质量分数 0．5％草酸铵溶液、0．05 mol／L HC1溶 

液、1 mol／L KOH溶液，从苹果皮中系列提取出 4种 

性质和功能具有差异的苹果皮果胶多糖，分别对其部 

分物理化学性质和结构进行了较为系统地研究，并初 

步研究了这些苹果皮果胶多糖对人结肠腺癌细胞 

HT．29增殖 的抑制作用。 
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陕西礼泉产红富士苹果；人结肠癌细胞株(HT一 

29，购 自中国科学院上海细胞所)。 

鼠李糖(D—Rha)、岩藻糖(D—Fuc)、阿拉伯糖(D— 

Ara)、木糖 (D Xy1)、甘露糖 (D—Man)、葡萄糖 (D— 

Gle)和半乳糖(D—Ga1)为上 海国药集 团产 品；葡萄糖 

醛酸(GIcA)、半乳糖醛酸(GalA)、鸡蛋白蛋白(albu— 

rain)、考马斯亮蓝 、胰蛋 白酶、噻唑蓝 (MTT)为 Sigma 

产品；葡聚糖分子量标准品为 Fluka产品；培养液 RP— 

MI．1640和胎牛血 清(FBS)购 自 Gibco BRL公 司；青 

霉素钠、硫酸链霉素为华北制药厂产品；三氟乙酸 

(TFA)、二 甲基亚砜 (DMSO)为天津百事化工有 限公 

司产品；PBS缓冲液为博士德生物工程公司产品；其 

他试剂均为国产分析纯 。 

1．2 仪器与设备 

Shimadzu CC 2010型气相色谱仪 (GC)，配置 

FID检测器，色谱柱为 rtx-50(30 m x0．32 mm x 0．25 

txm)；Water 2996一高效 液相色谱仪 (HPLC)，配置 

2414示差折光检测器 ；Eppendorf eentrifuge 5418离心 

机 ；Lambda 25 UV／VIS型(Perkin Elmer)紫外分光光 

度计；HF 151uV型 CO 培养箱；LL 3000型(Hero)真 

空冷冻干燥；SW。CJ净化工作台；Mode 1680型酶标 

分析仪；Bruker EQUINOX 55型傅立叶红外光谱仪； 

T．214型精密电子天平；CMD一20X型智能型电热恒温 

鼓风干燥箱；RE 52一A型旋转蒸发仪。 

1．3 苹果皮果胶多糖的提取 ’ 副 

新鲜的苹果皮用去离子水清洗 3次，90℃水浴 

处理 10～15 rain，使果皮中的酶失去活性；过滤处理 

过的苹果皮 ，用温水漂洗几 次(3次 )，以除去溶 出的 

糖类 、色素及其他杂质  ̈，真空干燥箱 中 70℃恒温 

干燥，粉碎后制成苹果皮粉备用。 

苹果皮粉20 g，加入 600 mL水，在 80℃下提取 

2次，各 1 h，提取过程中不时加入 1 mol／L NaOH调 

pH值至5。将上述提取液离心，分离上清和残渣，残 

渣备用；将离心所得上清液合并 ，后旋转蒸发仪低压 

浓缩 ；Savage法除蛋 白；后 在 1 L去离子水 中透析 48 

h，冷冻干燥得到水溶性果胶多糖(water—soluble pee． 

tin，WSP)。在上述残渣中加入 600 mL 0．5％的草酸 

铵溶液(pH 5．0)，80 qC提取 2次，每次 1 h；离心，合 

并上清液，低压浓缩，Savage法除蛋白，冷冻干燥得盐 

溶性果胶多糖 (the]ate—soluble pectin，CSP)；将草酸 

铵处理后的残渣平均分为2份，分别加入300 mL 0．5 

mol／L的 HCI和 300 mL 1 mol／L的 KOH溶液，各 自 

80℃提取2次(每次 1 h)，离心，合并上清液，浓缩， 

Savage法除蛋白，冷冻干燥得酸溶性果胶多糖(acid- 

soluble pectin，ASP)和碱溶性果胶多糖 (base-soluble 

pectin，BSP)。分别计算得率。 

1．4 苹果皮果胶多糖总糖 、糖醛酸及蛋 白质含量的 

测定 

苹果皮果胶多糖的总糖、糖醛酸及蛋白质含量分 

别采用苯酚．硫酸法 、咔唑硫酸法 及 Bradford 

法 叫进行测定。分别以 Glc，GalA及 Albumin作为 

标准。 

1．5 苹果皮果胶多糖的糖组成分析 

糖组成分析采用 GC进行，衍生和检测条件参照 

文献[16—17]，略作改动。 

具体衍生化实验操作为：称取干燥多糖样品 2 

mg，置于 反应 瓶 中，加 人 2 mL浓 度 为 2 mol／L的 

TFA，封口密闭，于 120~C条件下水解2 h，旋转蒸发仪 

减压抽干。再加入2 mL甲醇，充分振荡，旋转蒸发仪 

减压抽干 ，重复 3次。后按照 Lehrfeld 的方法进行 

衍生化反应，采用 GC检测样品中的单糖组成。GC 

色谱分析条件：毛细管色谱柱，型号为 rtx一50(30．0 m 

x 0．25 mm x 0．25 m)；程序升温过程为 ：180 oC保 

留 2 min，以 6℃／rain的速度提温至 210 oC，然后 以 

0．3 oC／rain的速度提升至 215℃，最后再以 6℃／rain 

提升至240℃，保留30 min；进样口温度为270 cI=，检 

测器温度是 280℃ ；分流 比是 19：1；载气为氮气／空 

气；柱流速为 0．88 mL／min；压力为 110 kPa；进样量 

为 2．0 IxL。 

1．6 苹果皮果胶多糖的相对分子质量测定 

苹果皮果胶多糖的相对分子质量测定采用高效 

凝胶渗透色谱法(HPGPC)进行。 

HPLC(Waters 2695)配有 TSK—Gel G4OOOSW 色 

谱柱(7．5 mm×300 mm)和 2414示差折光检测器。 

其原理是利用高效分子排阻色谱法测定果胶的分子 

质量 。HPGPC分析条件 ：标准品及样品浓度均为 2 

g／L，磷酸盐缓冲液(0．02 mol／L，pH 6．0)作为洗脱 

液；进样量为2O L；流速为0．5 mL／min；柱箱温度和 

检测器温度均设为 30℃。先将 Dextran标准品按分 

子质量由小到大(1 000、5 000、12 000、25 000、80 000 

和 150 000 Da)的顺序，依次进样，测定保留时间；后 

对4种苹果皮果胶多糖样品依次进样，测定保留时 

间。以Dextran标准品的分子量对数 Ig Mw对色谱柱 

上的保留时间 t 做标准曲线，根据样品的保留时间 

和回归方程，计算样品的相对分子质量范围。 
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1．7 苹果皮果胶多糖的红外光谱 (IR)分析 

苹果皮果胶多糖红外光谱(IR)分析采用傅立叶 

红外光谱仪进行。称取干燥苹果皮果胶多糖 2 mg， 

与 300 mg干燥的溴化钾(KBr)粉末压成薄片，上机 

测定 ，于 4 000～400 om 内进行扫描。 

1．8 苹果皮果胶多糖对 HT-29细胞增殖的抑制作用 

运用 MTT法测定苹果皮果胶多糖对肿瘤细胞 的 

增殖抑制率 。HT．29细胞以RPMI 1640完全培养 

液培养，内含 10％胎牛血清、100 U／mL青霉素以及 

100 g／mL链霉素，置37 cc，5％ CO 恒温培养箱中 

培养。收集处于对数生长期的 HT一29细胞，以完全 

培养液调整 细胞悬液浓度为 1×10 个／mL，每孔加 

入 200 L细胞悬液接种于96孔板，孵育 24 h。实验 

设苹果皮果胶多糖处理组(5个浓度梯度)，空白对照 

组和调零组。4种苹果皮果胶多糖的浓度分别为： 

5000、500、50、5和 0．5~g／mL(溶解于完全培养液 

中)。对照组只加完全培养液200 IxL，调零组不加细 

胞只加入完全培养液 200 IxL。将苹果皮果胶多糖以 

不同的浓度加入 96孔板中与细胞孵育，每孔加人 

200 IxL；每组设置 5个复孔。加入多糖后，继续孵育 

48 h；后每孑L加入 10 vL MTT溶液 (5 mg／mL)，继续 

培养 4 h。吸除培养液，终止培养，每孔加入 150 L 

DMSO，置摇床上低速振荡 10 min，使结晶物充分溶 

解。用酶联免疫检测仪测量各孔的 OD值，检测波长 

为490 nm，重复测定 3次，计算平均值。按以下公式 

计算细胞存活率和细胞增殖抑制率 。 

细胞存活率／％ =【(实验组 OD值 一调零组 OD 

值)／(对照组 OD值 一调零组 OD值 )]X 100 

细胞增值抑制率 ：1一细胞存活率 

2 结果与分析 

2．1 苹果皮果胶 多糖的提取 

粉碎干燥的苹果皮经过水、0．5％草酸铵溶液、 

0．05 mol／L HCI溶液、1．00 mol／L KOH溶液系列提 

取，得到4种不同的苹果皮果胶多糖：分别为水溶性 

果胶多糖 WSP、盐溶性果胶多糖 CSP、酸溶性果胶多 

糖 ASP和碱溶性果胶多糖 BSP。制备流程如图 1所 

示。果胶多糖组分的得率分别为 3．49％ (WSP)、 

5．23％(CSP)、2．77％(ASP)、2．35％(BSP)。 

2．2 总糖、糖醛酸及蛋白含量的测定 

对 WSP、CSP、ASP和 BSP 4种果胶多糖 的总糖 、 

糖醛酸及蛋白含量进行了测定，其结果如表 1所示。 
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图 1 苹果皮果胶多糖系列提取流程图 

Fig． 1 Scheme for serial extraction of pectic 

p0lysaccharides from apple peel 

表 1 WSP、CSP、ASP和 BSP的总糖、糖醛酸及蛋自含量分析 

Table 1 Analysis of total sugar，uronic acid and protein 

contents in W SP，CSP，ASP and BSP 

果胶多糖 WSP CSP ASP BSP 

总糖含量／％ 85．O0 96．20 83．48 80．15 

糖醛酸含量／％ 7．3O 24．51 15．72 0 

蛋白含量／％ 2．58 0．41 1．48 6．45 

如表 1所示 ，0．5％草酸铵提取的 CSP总糖和糖 

醛酸含量都高于 WSP、ASP和 BSP，主要是由于其蛋 

白含量最低；而由 KOH提取得到的 BSP不含糖醛 

酸，但蛋 白质含量高于 WSP、CSP和 ASP，达到了 

6．45％，因而其糖含量要低于其他 3种多糖。结果显 

示，这4种多糖化学组成有一定差别，CSP含有高含 

量的糖醛酸，因而推测其主要是一种果胶类物质， 

ASP结构类型与其类似，但糖醛酸含量偏低；而 WSP 

则主要由中性糖组成，含有少量糖醛酸 ；BSP则全部 

由中性糖组成 。 

2．3 WSP、CSP、ASP和 BSP苹果皮果胶多糖的单 

糖组成分析 

采用 GC同时检测中性糖和糖醛酸的方法 ， 

对 WSP、CSP、ASP和 BSP的单糖组成进行了测定 ，结 

果如图 2所示 。 

GC结果表明，WSP和 ASP由 Rha、Ara、Xyl、 

Glc、Gal和 GalA 6种单糖所组成，糖组成摩尔比分别 

为：1．51：58．5：2．13：19．51：11．88：6．44和 1．11： 

23．28：1．4：16．51：14．14：13．56；CSP由 Ara、Glc、Gal 

和 GalA 4种单糖组成，糖组成摩尔比为：54 61：9．81 

重 
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图2 GC法分析 4种苹果皮果胶多糖 WSP、CSP、 

ASP和 BSP的单糖组成 

注：(A)9种单糖标准的 GC图谱；(B)WSP的单糖 

组成 GC图谱；(C)CSP的单糖组成 GC图谱 ；(D)ASP 

的单糖组成 GC图谱 ；(E)BSP的单糖组成 GC图谱 

Fig．2 Monosaccharide composition analysis of four apple 

pectins WSP，CSP，ASP and BSP by GC 

：13．43：22．16，所含的 GalA在 4种苹果皮果胶多糖 

中最多 ；BSP的糖组成 为 Rha、Ara、Xyl、Glc、Gal， 

Rha、Ar丑、Xyl、Glc、Gal，摩尔比为3．15：28．33：4．51 

：49．70：14．32，不含 GalA，详见表 2。 

表 2 WSP，CSP。ASP和 BSP的单糖组成分析 ％ 

Table 2 M onosaccharide compositions of W SP， 

CSP。ASP and BSP ％ 

2．4 WSP、CSP、ASP和 BSP的分子量测定 

线性 回归 方程 为：lg Mw =7．356 91—0．100 

46t ，R =0．999 5(n=4)。4种果胶多糖在 TSK．Gel 

G4000SW 柱上 的保 留时 间分 别为：WSP(16．362 

min)、CSP(16．556 rain)、ASP(16．278 rain)、BSP 

(16．241 min)，都超过了线性范围，被凝胶柱排阻，所 

以 4种果胶多糖的相对分子质量都大于 4．0 X 10 u。 

2．5 WSP、CSP、ASP和 BSP的红外光谱分析 

4种苹果 皮果胶多糖 WSP、CSP、ASP和 BSP的 

红外光谱图如图3所示。 

结果表明，4种苹果皮果胶多糖都具有多糖的特 

征吸收峰，所有样品都在 3 620～3 020 cm 和 3 000 

～ 2 800 cm 处有吸收峰，分别为一OH的伸缩振动 

和糖 类 的--CH 或FCH。的 c—H 伸缩振 动 ， 

1 620～1 550 cm～ 、1 440～1 395 cm一 、1 400～1 300 

cm 处的吸收峰分别为 C= 0的非对称伸缩振动、 

c一0伸缩振动、C= 0对称伸缩振动，1 320～1 210 

cm 处的吸收峰为一OH变角振动。几种苹果皮果 

胶多糖在 1 151．64 cm～、1 025．04 cm 左右处都有 

吸收峰 ，为 吡喃型糖 的特征 吸 收峰 ，是其糖 苷键 的 

C—O—c的非对称振动峰 。ASP、CSP和 WSP 

3种苹果皮果胶多糖在 I 750～1 700 cm 处有特征 

吸收峰，为糖醛酸的特征吸收峰，而 BSP在此范围内 

没有特征吸收峰 ，不含糖醛酸，该结果与单糖组成 

的测定结果一致 。 

波数 ／cm 

图 3 四种果胶果糖 WSP、CSP、ASP和 BSP的红外图谱 

Fig．3 FTIR spectra of four apple pectins W SP， 

CSP，ASP and BSP 

2．6 WSP、CSP、ASP和 BSP对 H
．T-29细胞增值的 

抑制作用 

MTT法检测苹果皮果胶多糖对 HT-29细胞的增 

值抑制作用，结果如表 3所示。 

箜蔓 鲞蔓 塑(篁曼 旦塑2l 29 
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表 3 WSP、CSP、ASP和 BSP对 HT一29细胞 

增殖的抑制作用 

Table 3 Effects of apple pectin polysaccharidesW SP， 

CSP。ASP and BSP on the growth of HT-29 cells 

注： 表示与空白组比较 P<0．05， 表示与空白组相比较 P< 

0．0l，组间比较采用 t检验，P<0．05表示 2组问具有显著性差异，P< 

0．01表示2组间具有极显著性差异。 

结果表 明，WSP、CSP和 ASP在不 同 浓度下 对 

HT-29细胞都有一定的抑制作用，并且抑瘤活性都呈 

现出剂量依懒性 。当浓度为 5 000 I~g／mL时 ，CSP的 

抑 制 率 为 35．65％ ，ASP 为 27．11％ ，WSP 为 

19．93％，而 BSP的抑制率 只有 10．3％ ，与 对照组相 

比都具有显著差异(P<0．01)。已有文献报道柑橘 

来源的果胶多糖(含有半乳糖苷)，能够特异性的与 

gal一3相结合 ，通过调节 ga1．3的表达发挥抑瘤的作 

用 。WSP、CSP、ASP和 BSP对结肠癌 细胞 的增殖抑 

制作用的不同，可能与其含有的半乳糖和半乳糖醛酸 

的含量有关，CSP中包含的Gal及 GalA残基最多，其 

次分别是 ASP、WSP和 BSP，该结果符合文献报道的 

果胶多糖抑制肿瘤细胞生长的机制。 

3 结论 

通过水提、盐提、酸提、碱提等一系列提取方法从 

苹果皮中连续提取得到4种不同的苹果皮果胶多糖 

WSP、CSP、ASP和 BSP，对它们的部分物理化学性质 

和抗肿瘤活性进行 了较为系统的研究。结果发现， 
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CSP的总糖含量和糖醛酸含量都高于其他 3种苹果 

皮果胶多糖；WSP和 ASP由 Rha、Ara、Xyl、Glc、Gal 

和Gala 6种单糖所组成；CSP由 Ara、Glc、Gal和 Ga． 

1A 4种单糖组成；CSP中所含的GalA在几种苹果果 

胶多糖中最多，占到了 22．16％；BSP只由 Rha、Ara、 

Xyl、Glc和 Gal所组成 ，不 含 GalA。WSP、CSP、ASP 

和 BSP均具有抑制 HT-29肿瘤细胞增值的活性 ，并 

且呈浓度依赖性；在高浓度作用时(5 000 I~g／mL)， 

CSP的抑制活性最高(35．65％)，而 BSP的抑制活性 

最低(1O．3％)。CSP中包含的 Gal及 GalA残基最 

多，依次分别是 ASP、WSP和 BSP，这符合文献报道的 

果胶多糖抑制肿瘤细胞生长的机制，富含半乳糖苷的 

果胶多糖可能直接影响 gal-3的表达，从而抑制肿瘤细 

胞的生长。4种苹果皮果胶多糖对结肠癌细胞的增殖 

抑制作用的不同，可能与其含有的半乳糖和半乳糖醛 

酸的含量有关。本研究补充和丰富了苹果皮果胶多糖 

的提取方法，提高了苹果皮的利用率，也为其他果皮或 

果渣中果胶多糖的提取及再利用提供了一种可靠方 

法 。苹果皮果胶多糖的结构与其抑制结肠癌细胞 HT一 

29增殖的相关性机制，还有待进一步研究。 
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Study on physicochemical properties of apple peel pOlysaccharides 

and its inhibitory activities against HT-29 cells in vitro 

ZHANG Ying，DUAN Shuang—yan，LIU Yang，CHENG Yang， 

PAN Li—ying，W ANG Zhong-fu 

(Key Laboratory of Resource Biology and Biotechnology in Western China，Ministry of Education，Shaanxi Provincial 

Key Laboratory of Biotechnology，College of Life Science，Northwest University，Xi’an 710069，China) 

ABSTRACT In the present study，four components of apple pectins：water—soluble pectin(wsP)，chelate—soluble 

pectin(CSP)，acid—soluble pectin(ASP)and base—soluble pectin(BSP)，were extracted from apple peel by water， 
0．5％ ammonium oxalate。0．05 mol／L HC1 and 1 mol／L K0H。respectively．Their physicochemica1 properties．in— 

cluding monosaccharide composition with corresponding molar ratio，sugar content，uronic acid content，protein con— 

tent．relative molecular weight and FTIR spectra were investigated．Their in vitro inhibitory effects on the growth of 

HT一29 ceils were preliminarily investigated．As a result，it was found that all the four pectin polvsaccharides，WSP， 

CSP．ASP and BSP pssessed a relative molecular weight over 4．0 x 10 Da．CSP contains the most amount of galactu— 

ronic acids，while BSP had the most glucose without galacturonic acids．Meanwhile，a11 four pectin polvsaccharides 

showed inhibitory activities against the proliferation of HT．29 cells．of which CSP had the highest activity and BSP had 

the lowest．The difference among four pectin p0lysaccharides in the inhibitory activity against HT．29 cells may due to 

their difierent contents of galactose and galacturonic acid． 

Key words pectin，serial extraction，physicochemical properties。HT一29 cel1
．
antitumor 
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