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基于高分辨质谱技术的黄芪多糖APS-Ⅱ酶解活性寡糖特征

分支位点的研究
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摘要: 黄芪多糖是黄芪中免疫调节活性最强, 含量最为丰富的物质, 具有抗肿瘤、抗病毒、免疫促进等多种生物

活性 , 临床应用广泛。前期研究发现黄芪多糖主要由 2 种不同相对分子质量多糖 APS-Ⅰ (>2 000 kDa)、APS-Ⅱ 

(10 kDa) 组成, APS-Ⅱ (10 kDa) 为黄芪多糖中活性最强组分, 并采用 α-1,4-葡聚糖内切酶将APS-Ⅱ降解为寡糖, 通过

体外免疫活性筛选发现 2～9糖整体免疫活性较低, 而 10～14糖具有较强的免疫活性, 且活性优于未降解的APS-Ⅱ。

为了探究APS-Ⅱ降解寡糖发挥免疫活性的关键结构, 本文采用MALDI-TOF-MS生物质谱以及高分辨质谱仪器ESI-

Q Exactive-MS对APS酶解寡糖进行解析, 通过对比发现 10～14糖中存在 1→4和 1→6两种连接方式共存的支链结

构, 推测 1→4和 1→6两种连接方式共存的支链结构为APS-Ⅱ发挥免疫活性的关键结构, 为黄芪多糖和寡糖的构效

关系研究奠定理论基础。
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Abstract: Astragalus polysaccharides are the most immunoregulatory active and abundant substances in 

Astragalus, with anti-tumor, anti-viral, and immune-promoting biological activities. They have been widely used 

in clinical practice. Previous studies have found that Astragalus polysaccharides are mainly composed of two 

different polysaccharides, APS-I (>2 000 kDa) and APS-Ⅱ (10 kDa), with APS-Ⅱ (10 kDa) being the most active 

component of Astragalus polysaccharides. We used α-1,4-glucan endo-hydrolysis enzyme to degrade APS-Ⅱ into 

oligosaccharides, and screened the immune activity of oligosaccharides in vitro. We found that the overall immune 
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activity of 2−9 oligosaccharides was low, while the immune activity of 10−14 oligosaccharides was strong, and 

the activity was better than that of untreated APS-Ⅱ. To investigate the key structural features of APS-Ⅱ oligosac‐

charides that play a role in immune activity, we used MALDI-TOF-MS biochemical mass spectrometry and high-

resolution mass spectrometry instrument ESI-Q Exactive-MS to analyze the APS enzymatic oligosaccharides. 

By comparing, we found that 10−14 oligosaccharides contain 1→4 and 1→6 branched structures with coexisting 

linkages, suggesting that 1→4 and 1→6 linkages in branched structures are key structural features that play a role 

in the immune activity of APS-Ⅱ, laying a theoretical foundation for the structure-activity relationship of Astragalus 

polysaccharides and oligosaccharides.
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黄芪多糖是黄芪中免疫调节活性最强, 含量最为

丰富的物质, 具有抗肿瘤、抗病毒、免疫促进等多种生

物活性, 临床应用广泛[1-3]。本文前期研究中通过TSK

凝胶色谱分离法进行不同相对分子质量黄芪多糖糖谱

表征, 结果表明黄芪多糖主要由 2种不同相对分子质

量多糖 APS-I (>2 000 kDa)、APS-Ⅱ (10 kDa) 组成 , 同

时基于相对分子质量分布对APS-I和APS-Ⅱ进行体内

和体外免疫活性筛选, 发现黄芪多糖中活性最强组分

为APS-Ⅱ[4,5]。通过直接对活性多糖APS-Ⅱ进行单糖组

成分析和GC-MS单糖连接位点分析得出, APS-Ⅱ主链

基本由 α-D-1,4-葡聚糖组成[5,6], 但由于多糖相对分子

质量大, 具体结构研究困难, 因此本文效仿蛋白质结构

的研究方式, 采用自下而上的方法, 将多糖降解为寡

糖, 并对其进行结构分析。

化学降解法和酶降解法为降解多糖的常用方法, 

相较于化学降解, 酶解法可以对特定糖苷键进行切除, 

而且反应易于控制, 酶解过程条件温和, 且无副产物生

成, 更有利于寡糖的结构研究[7-10]。因此前期采用 α-1,

4-葡聚糖内切酶将APS-Ⅱ降解为寡糖, 分别为 2～9糖

组分和 10～14糖组分, 体外免疫活性筛选发现 2～9糖

组分整体免疫活性较低, 而 10～14糖组分具有较强的

免疫活性, 且活性优于APS-Ⅱ[11]。诸多研究表明, 寡糖

活性的高低与其结构特征直接相关, 因此揭示 10～14

糖组分与 2～9糖组分结构差异对于阐明黄芪多糖药

效物质基础具有重要意义。

生物质谱法主要用于生物大分子的质谱解析, 可

以对混合物进行直接分析。通常只产生分子离子, 与

质量一一对应。能够用于直接反映寡糖片段信息, 具

有直观性好、准确度高且不需要对照品等优点[12]。本

文前期采用UPLC-Q-TOF负离子模式对APS-Ⅱ酶解寡

糖进行分析, 得出 2～6糖均为 α-1,4连接的线性葡聚

糖, 但具有其他连接方式的糖链未能表征[13], 同时由于

Q-TOF-MS 仪器质量采集范围的限制导致 10 糖以上

结构未进行解析, 分支结构不明确, 缺少相关糖链序列

结构信息。

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 (MALDI-

TOF-MS) 具有分辨率高、灵敏度高、分析速度快、相对

分子质量测量范围大等优势, 广泛应用于多糖结构分

析。而 ESI-Q Exactive-MS 高分辨质谱可对大相对分

子质量多糖样品进行定量分析, 同时提供精确的分子

质量和结构信息, 具有高通量、高灵敏度和低检出限等

优点。通过将MALDI-TOF-MS与 ESI-Q Exactive-MS

高分辨质谱结合对寡糖进行分析, 可获得更为精确的

寡糖结构信息。

基于此, 为了更好地阐明黄芪多糖免疫促进活性

的构效关系, 获取更为丰富精确的黄芪寡糖结构信息, 

本文采用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 

(MALDI-TOF-MS) 对APS-Ⅱ酶解寡糖进行分析, 同时

结合 ESI-Q Exactive-MS 高分辨质谱对 APS-Ⅱ酶解寡

糖进行结构解析。本文首次对 APS-Ⅱ酶解寡糖中 10

糖以上 (10～14) 糖链进行高分辨质谱分析, 并通过对

比其与 2～9糖的结构, 进一步阐明黄芪多糖发挥免疫

活性的关键结构, 以期为黄芪多糖和寡糖的构效关系

研究提供思路, 为黄芪酶解寡糖的开发利用和黄芪多

糖的质量控制研究提供依据。

材料与方法

仪器 ZX-LGJ-18普通型冷冻干燥机 (上海知信

实验仪器技术有限公司); SC-3610 低速离心机 (安徽

中科中佳科学仪器有限公司); CPA225D分析天平 (德

国Sartorius公司); RE-52型旋转蒸发器 (上海亚荣生化

仪器厂); Dionex Ultimate 3000 型高效液相色谱仪和

Q-Exactive-Orbitrap四极杆轨道阱质谱仪 (美国Thermo

公司); 基质辅助解析质谱仪 MALIDI-TOF-MS (德国

Bruker公司); Milli-Q Gradient A 10超纯水仪 (密理博

上海贸易有限公司); GS-NF500型膜片式切向流膜分

离系统 (海顾信生物科技有限公司)。

材料与试剂 仿野生黄芪 (2019年 5月于山西浑

源产地采集, 山西大学中医药现代研究中心秦雪梅教

授鉴定为豆科植物蒙古黄芪Astragalus membranaceus 
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var. mongholicus); 色谱级乙腈、质谱级甲酸、甲醇、乙

腈 (美国Thermo公司)。

APS-Ⅱ分离制备 依据参考文献[11]方法, 将粉碎后

的干燥黄芪后过100目筛。称取黄芪细粉大约15 g, 以

1∶20的料液比加入去离子水后, 搅拌均匀, 在90 ℃下进

行水浴提取4 h, 提取过程中每1 h搅拌1次。提取结束

后对提取液进行真空抽滤, 并对滤液进行合并。滤液

加入 200 U木瓜蛋白酶, 搅拌均匀, 在 45 ℃下水浴 6 h, 

加热到 90 ℃对其进行高温灭活 5 min, 以 3 500 r·min-1

转速离心 5 min。取 100 mL上清液加入 10%三氯乙酸

水溶液至总体积为 200 mL, 冰浴 15 min后静置 30 min

进行离心 , 再取 100 mL 上清液 , 加入 900 mL 无水乙

醇, 静置过夜。收集醇沉液沉淀进行冷冻干燥, 即得黄

芪多糖 APS。将 APS 配制成质量浓度为 5 g·L-1溶液, 

通过分子截留量为 10 kDa的超滤膜得到APS-Ⅱ溶液, 

冷冻干燥, 即得APS-Ⅱ。

酶解寡糖的制备 依据文献[4]中酶解方法, 采用内

切 α-1,4-葡聚糖糖苷水解酶按照酶浓度为 0.5 U·mL-1、

酶解温度为 60 °C, 酶解时间 90 min的条件对冷冻干燥

后的APS-Ⅱ进行酶解。将2 mL APS溶液与2 mL α-1,4-

葡聚糖糖苷水解酶进行混合, 并在 60 ℃水浴条件下降

解90 min。酶解后, 进行沸水浴10 min, 使酶溶液失活。

将溶液进行离心, 并收集上清液, 冷冻干燥, 即得黄芪

寡糖APOS。取黄芪寡糖APOS适量, 用去离子水配制

成质量浓度为2 mg·mL-1溶液备用。

MALDI-TOF-MS 分析 取样品溶液 1 mL 加

入等体积的甲醇溶液充分混匀 , 取 2 μL 溶液点样于

MTP Anchorchip 384 点的靶板上 , 真空抽干。再加

1 μL 20 g·L-1的 DHB溶液至样品点上, 真空抽干。一

级质谱方法参数如下。离子源 1: 7.5 kV; 离子源 2: 

6.75 kV; 反射电压 1: 29.5 kV; 反射电压 2: 13.95 kV。

激发光源为 N2 激光 (337 nm), 分子质量检测范围为

500～3 500。

ESI-Q Exactive-MS正离子模式下APS-Ⅱ酶解寡

糖 2～9 结构表征 UPLC-ESI-Q Exactive-MS 分析色

谱柱 : Acquity UPLC BEH Amide (10 mm × 2.1 mm, 

1.7 μm); 流动相A为 0.1%甲酸水, 流动相B为乙腈; 洗

脱程序为 0～2 min (68%～65% B), 2～14 min (65%～

55% B), 14～20 min (55%～53% B), 20～23 min (53% 

B), 24～25 min (53%～68% B), 25～29 min (68% B); 

流速 0.3 mL·min-1; 柱温 40 ℃; 样品室温度 4 ℃; 进样

量 2 μL。质谱离子源: 采用电喷雾电离源, 正、负离子

模式扫描; 鞘气: 241 kPa; 辅助气: 3.3 L·min-1; 吹扫气: 

1 L·min-1; 离子源毛细管温度 : 325 ℃; 毛细管电压 : 

 −2 500 V; 全扫描模式的质量范围: m/z 200～3 500。

ESI-Q Exactive-MS正离子模式下APS-Ⅱ酶解寡

糖 10～14 糖结构表征 UPLC-ESI-Q Exactive-MS 分

析色谱柱: Acquity UPLC BEH Amide (10 mm × 2.1 mm, 

1.7 μm); 流动相A为 0.1%甲酸水, 流动相B为乙腈; 洗

脱程序为 0～2 min (68%～65% B), 2～14 min (65%～

55% B), 14～20 min (55%～53% B), 20～23 min (53% 

B), 24～25 min (53%～68% B), 25～29 min (68% B); 流

速 0.3 mL·min-1; 柱温 40 ℃; 样品室温度 4 ℃; 进样量

2 μL。质谱离子源: 电喷雾电离源, 正、负离子模式扫描; 

鞘气: 241 kPa; 辅助气: 3.3 L·min-1; 吹扫气: 1 L·min-1; 

离子源毛细管温度: 325℃; 毛细管电压: −2 500 V; 全

扫描模式的质量范围: m/z 200～3 500。

结果与讨论

1　APS-Ⅱ的酶解及其MALDI-TOF-MS表征

MALDI-TOF-MS具有分辨率高、灵敏度高、相对

分子质量测量范围大等优势, 而且所产生的质谱图多

为单电荷离子碎片, 质谱图中的离子与寡糖的质量有

一一对应关系 , 可直接反映寡糖相对分子质量。而

ESI-Q Exactive-MS 产生的图谱虽然可获得精确的分

子质量和结构信息, 但容易产生多电荷离子, 对解析造

成干扰 , 因此先采用 MALDI-TOF-MS 对寡糖进行表

征, 根据其表征结果对ESI-Q Exactive-MS图谱进行快

速准确地分析。

APS-Ⅱ酶解寡糖MALDI-TOF-MS结果如图1 (DP3

为聚合度为 3的寡糖, DP4为聚合度为 4的寡糖, 以此

类推至DP18), 通过分析可得出, MALDI-TOF-MS对酶

解寡糖表征后主要产生 a、b、c、d、e共5种类型离子。

其中 a 型离子为 [M+Na]+分子离子 , 相对分子质

量分别为 365.204 2、527.226 6、689.251 2、851.290 2、

1 013.326 1、1 175.361 9、1 337.397 8、1 499.430 2、

1 661.469 8、1 823.512 5、1 985.556 3、2 147.587 8、

2 309.608 4、2 471.653 0、2 633.691 2、2 796.788 0、

2 957.740 8。通过相对分子质量对比, 可以看出 a型分

子主要为离子相对分子质量相差 162 的一系列离子, 

基于此可判断 a型分子其相差单糖种类为己糖 (Hex), 

并反映出 APS-Ⅱ酶解寡糖链主要为己糖链 (Hexn), 且

最大聚合度糖链可以达到 18糖及以上。而 b型离子主

要为 [M+K]+的己糖链分子离子, c型离子为 [M+Na]+ 

Hexn 失去一分子水后产生的离子 (Hexn-18)。d型离子

为947.226 1 (unknown) +Hexn产生的分子离子, 其相对

分子质量分别为 947.216 1、1 109.209 4、1 271.308 9、

1 433.346 7、1 595.409 2、1 757.429 5、1 919.488 6 等 , 

通过相对分子质量对比, d型离子相对分子质量也相

差 162, 但 947.216 2却不属于己糖链相对分子质量系

·· 2110



刘宇冲等: 基于高分辨质谱技术的黄芪多糖APS-Ⅱ酶解活性寡糖特征分支位点的研究

列, 因此APS-Ⅱ酶解产生了非己糖链的寡糖结构。e型

离子与 d 型离子相似为 1 079.721 3 (unknown) +Hexn

由非己糖链＋己糖链结构构成。相对分子质量为

1 079.721 3、1 241.301 8、1 403.356 2、1 565.334 4等相

差 162的分子离子。通过分析发现, e型离子与 d型离

子相差了 132的相对分子质量, 而该相对分子质量为

戊糖形成糖苷键脱水后的相对分子质量, 因此可推测

e型系列糖链中存在戊糖。

2　ESI-Q Exactive-MS 正离子模式下 APS-Ⅱ酶解寡

糖2～9结构表征

ESI-Q Exactive-MS 高分辨质谱可对大相对分子

质量多糖样品进行定量分析, 同时提供精确的相对分

子质量和结构信息, 具有高通量、高灵敏度和低检出限

等优点。根据上述 APS-Ⅱ酶解寡糖 MALDI-TOF-MS

表征结果 , 获得寡糖相对分子质量信息 , 通过 ESI-Q 

Exactive-MS对 a型离子中 2～9进行结构表征, 总离子

流如图2, 2～9糖二级碎片信息见表1。

2 糖分子离子峰为 [M+Na+] 型 , m/z 为 365.105 7, 

主要断裂方式为糖苷键断裂, 并产生C型 203.053 4碎

片离子 , 同时分子离子脱水会形成 347.095 4 碎片离

子, 除此之外还会发生 0,2A2跨环断裂形成 305.083 8碎

片离子, 主要产生质量数为 60的中性丢失, 根据 1→4

连接葡聚糖裂解规律研究和参考文献[14], 该 2糖符合

1→4连接的跨环裂解规律, 推测2糖为麦芽糖。

3 糖主要断裂形式为糖苷键断裂 , 并产生 C 型

203.053 3、365.106 2 碎 片 离 子 和 B 型 185.040 6、

347.095 1碎片离子, 除此之外还发生 0,2A2跨环断裂形

成 467.140 2 碎片离子 , 符合 1→4 连接的跨环裂解规

律。推测该3糖为麦芽三糖。

4糖主要发生糖苷键断裂, 并产生C型 203.053 2、

365.106 0、527.160 1 碎 片 离 子 和 B 型 347.053 2、

509.150 5 碎片离子 , 此外发生 0,2A3 跨环断裂形成

467.135 7碎片离子, 符合 1→4连接的跨环裂解规律。

推测该4糖为麦芽四糖。

5糖主要发生糖苷键断裂, 并产生C型 365.105 7、

527.158 1、689.211 9碎片离子和B型347.094 5、509.148 2、

671.202 5碎片离子, 除此之外发生 0,2A3跨环断裂形成

467.137 4 碎片离子, 发生 0,2A2跨环断裂 (305) 后结合

一分子水形成 323.433 1碎片离子, 符合 1→4连接的跨

环裂解规律。推测该5糖为麦芽五糖。

Figure 1　MALDI-TOF-MS diagram of APS-Ⅱ enzymatic oligosaccharide. APS: Astragalus polysaccharide

Figure 2　APS-Ⅱ enzymatic oligosaccharide ESI-Q Exactive-MS positive ion mode total ion current
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6 糖主要断裂形式为糖苷键断裂 , 并产生 C 型

203.053 7、365.105 1、527.158 5、689.210 6、851.265 3

碎片离子和 B 型 185.043 2、347.095 3、509.148 2、

671.201 9、833.256 1碎片离子, 除此之外发生了 0,2A3、
0,2A5、

0,2A6跨环断裂形成 467.141 7、791.246 3、953.312 5

碎片离子, 产生了质量数为 60的中性丢失, 符合 1→4

连接的跨环裂解规律, 同时还发生了 0,4A6跨环断裂形

成 839.280 1 碎片 , 该碎片离子符合 1→6 连接裂解规

律 , 因此还原末端糖 C-6 位被连接。推测该结构为

α-D-Glcp-1→(4-α-D-Glcp-1)4→6-α-D-Glcp。

7糖主要发生糖苷键断裂, 并产生C型 203.039 0、

365.105 6、527.157 7、689.211 4、851.263 4、1 013.317 4

碎片离子和 B 型 185.028 6、509.147 3、671.199 3、

833.254 2 碎片离子 , 此外发生 0,2A2、
0,2A3、

0,2A4、
0,2A5、

0,2A6、
0,2A7跨环断裂形成305.071 8、467.136 3、791.240 4、

953.281 3、1 115.331 3 碎片离子 , 产生质量数为 60

的中性丢失 , 同时还发生 0,4A2、
0,4A3、

0,4A4、
0,4A5、

0,4A6、
0,4A7 跨环断裂形成 245.051 2、407.105 1、569.155 2、

731.210 1、893.363 3、1 055.318 3系列碎片离子, 产生

了质量数为 60和 120的中性丢失, 符合 1→6连接裂解

规律, 因此推测该 7糖为线性的 1→6连接葡聚糖, 推测

该结构为α-D-Glcp-1→(6-α-D-Glcp-1)5→6-α-D-Glcp。

8糖与 7糖结构相似, 主要发生了糖苷键断裂, 并

产生 C 型 365.103 8、527.158 6、689.211 6、851.264 7、

1 013.317 3、1 175.370 7 碎片离子和 B 型 185.042 6、

509.147 8、671.200 6、833.251 9碎片离子, 除此之外发

生了 0,2A3、
0,2A4、

0,2A5、
0,2A6、

0,2A7、
0,2A8 的跨环断裂形成

467.137 3、629.189 2、791.251 8、953.286 1、1 115.331 2、

1 277.389 5 碎片离子 , 产生了质量数为 60 的中性丢

失, 同时还发生 0,2A3、
0,2A4、

0,2A5、
0,2A6、

0,2A7、
0,2A8跨环断

裂形成 245.051 6、407.106 5、569.131 5、731.213 6、

893.286 1、1 055.316 3、1 217.366 7 系列碎片离子 , 产

生了质量数为 60和 120的中性丢失, 符合 1→6连接的

裂解规律, 因此推测该 8糖为线性的 1→6连接葡聚糖, 

推测该结构为 α-D-Glcp-1→ (6-α-D-Glcp-1)6→6-α-D-

Glcp。

9 糖主要断裂形式为糖苷键断裂 , 并产生 C 型

203.052 6、365.106 4、527.158 8、689.211 9、851.264 5、

1 013.317 0、1 175.369 5、1 337.423 3 碎片离子和 B 型

185.043 1、347.095 2、509.148 2、833.253 1、995.304 8、

1 157.357 0、1 319.404 2 碎片离子 , 此外发生了 0,2A2、
0,2A3、

0,2A4、
0,2A5、

0,2A6、
0,2A7、

0,2A8跨环断裂形成325.113 7、

467.140 5、629.193 7、791.238 2、953.293 8、1 115.335 1、

1 277.370 2、1 439.431 1 碎片离子 , 产生了质量数为

60的中性丢失, 同时还发生 0,4A3、
0,4A4、

0,4A5、
0,4A7、

0,4A8

跨环断裂 , 并形成 407.111 2、569.169 9、731.317 2、

1 055.317 2、1 217.373 0、1 379.390 1系列碎片离子, 产

生了质量数为 120的中性丢失, 符合 1→6连接裂解规

律。通过分析发现, 其跨环断裂仅产生了 0,2A2和
0,2A6丢

失 60的二级碎片离子, 但是并未产生 0,4A2和
0,4A6丢失

120的碎片离子, 由此可得出这两个糖的C-4位被连接, 

连接方式为1→4连接。因此推测该9糖为线性1→4连

接和 1→6 连接方式共存的葡聚糖 , 并推测该结构为

α -D-Glcp-1→4- α -D-Glcp→ (6- α -D-Glcp-1)3→4- α -D-

Table 1　Fragment information of 2−9 sugars in APS-Ⅱ enzymatic hydrolysis by MS/MS. DP: Degree of polymerization

DP

2
3
4
5

6

7

8

9

tR/min

2.17
3.04
3.87
4.90

6.25

7.88

9.14

10.51

Molecular 

formula

C12H22O11

C18H32O16

C24H42O21

C30H52O26

C36H62O31

C42H72O36

C48H82O41

C54H92O46

Theoretical value 

of relative 

molecular mass
342.296 5
504.437 1
666.577 7
828.718 3

990.858 9

1 152.999 5

1 315.140 1

1 477.280 7

Fragment ions/m/z (M+Na+)

203.053 4, 219.059 1, 269.657 9, 305.083 8, 347.095 4, 365.105 7
185.040 6, 203.053 3, 347.095 1, 365.106 2, 425.203 7, 467.140 2, 527.158 9
185.042 8, 203.053 2, 268.599 6, 347.053 2, 365.106 0, 467.135 7, 509.150 5, 527.160 1, 689.212 2
185.042 8, 229.494 2, 268.599 6, 323.433 1, 347.094 5, 365.105 7, 467.137 4, 509.148 2, 527.158 1, 

671.202 5, 689.211 9, 851.264 1
185.043 2, 203.053 7, 263.064 4, 325.113 2, 347.095 3, 365.105 1, 467.141 7, 483.514 1, 509.148 2, 

527.158 5, 671.201 9, 689.210 6, 791.246 3, 833.256 1, 851.265 3, 839.280 1, 953.312 5, 1 013.317 2
185.028 6, 203.039 0, 227.040 8, 245.051 2, 275.062 3, 287.060 4, 305.071 8, 365.105 6, 407.105 1, 

467.136 3, 509.147 3, 527.157 7, 569.155 2, 629.185 8, 671.199 3, 689.211 4, 731.210 1, 791.240 4, 

833.254 2, 851.263 4, 893.363 3, 908.774 5, 953.281 3, 995.288 7, 1 013.317 4, 1 055.318 3, 

1 072.371 2, 1 115.331 3, 1 175.370 2
185.042 6, 219.018 1, 245.051 6, 263.060 2, 272.065 7, 325.113 8, 347.095 1, 365.103 8, 407.106 5, 

467.137 3, 509.147 8, 527.158 6, 569.131 5, 629.189 2, 671.200 6, 689.211 6, 731.213 6, 791.251 8, 

833.251 9, 851.264 7, 893.286 1, 953.286 1, 1 013.317 3, 1 055.316 3, 1 115.331 2, 1 175.370 7, 

1 217.366 7, 1 277.389 5, 1 337.425 3
185.043 1, 191.039 2, 203.052 6, 325.113 7, 347.095 2, 365.106 4, 407.111 2, 467.140 5, 509.148 2, 

527.158 8, 569.169 9, 629.193 7, 689.211 9 731.317 2, 759.219 7, 791.238 2, 833.253 1, 851.264 5, 

953.293 8, 995.304 8, 1 013.317 0, 1 055.317 2, 1 115.335 1, 1 157.357 0, 1 175.369 5, 1 217.373 0, 

1 277.370 2, 1 319.404 2, 1 337.423 3, 1 379.390 1, 1 439.431 1, 1 499.477 1
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Glcp→(6-α-D-Glcp-1)2→6-α-D-Glcp-1。

3　ESI-Q Exactive-MS 正离子模式下 APS-Ⅱ酶解寡

糖10～14糖结构表征

根据APS-Ⅱ酶解寡糖MALDI-TOF-MS表征结果, 

获得寡糖相对分子质量信息, 对 a型离子中 10～14糖

进行结构表征, 其二级碎片信息见表2。

10糖主要发生糖苷键断裂, 并产生C型203.053 9、

365.105 3、527.158 6、689.211 9、851.265 6、1 013.315 0、

1 175.370 7、1 337.428 2、1 499.467 1 碎片离子和 B 型

185.042 6、347.095 3、509.148 6、833.254 4、995.306 9、

1 157.357 0、1 319.416 0、1 481.478 0碎片离子, 除此之

外发生了 0,2A2、
0,2A3、

0,2A4、
0,2A5、

0,2A6、
0,2A7、

0,2A8跨环断

裂形成 305.085 2、467.136 7、629.190 1、791.238 0、

953.294 9、1 115.349 0、1 277.394 0碎片离子, 产生了质

量数为60的中性丢失, 同时还发生 0,4A3、
0,4A4、

0,4A5、
0,4A9、

0,4A10 跨环断裂形成 407.112 9、569.132 1、731.218 6、

1 379.451 0、1 541.484 0系列碎片离子, 产生了质量数

为 120的中性丢失, 符合 1→6连接的裂解规律。通过

后续分析发现, 跨环断裂仅产生了 0,2A2、
0,2A6、

0,2A7、
0,2A8

丢失 60的二级碎片, 但并未产生丢失 120的碎片离子, 

由此可推测出从非还原端起位于 2、6、7、8这四个糖的

C-4位被连接, 其连接方式为 1→4连接。而 3、4、5、9、

10这五个糖的C-6位被连接, 因此推测该 10糖为线性

1→4连接和 1→6连接方式共存的葡聚糖, 推测该结构

为 α -D-Glcp-1→4- α -D-Glcp→ (6- α -D-Glcp-1)3→ (4-

α-D-Glcp)3→(6-α-D-Glcp-1)2, 其二级质谱图见图3。

11糖主要发生糖苷键断裂, 并产生C型203.053 3、

365.106 7、527.159 2、689.212 0、851.263 9、1 013.317 0、

1 175.372 0、1 337.428 0、1 499.467 0、1 661.531 0碎片离

子和B型 185.043 1、347.095 3、509.148 4、1 157.362 0、

1 319.411 0、1 481.470 0、1 499.467 0、1 661.531 0碎片

离子, 除此之外发生了 0,2A2、
0,2A3、

0,2A4、
0,2A5、

0,2A6、
0,2A7、

0,2A8、
0,2A9、

0,2A10、
0,2A11 跨 环 断 裂 形 成 305.084 3、

467.137 6、629.191 5、791.242 9、953.293 4、1 115.356 0、

1 277.396 0、1 429.455 0、1 601.476 0、1 763.585 0碎片

离子 , 产生了质量数为 60 的中性丢失 , 同时还发生

了 0,4A3、
0,4A4、

0,4A5、
0,4A6、

0,4A7、
0,4A8、

0,2A10、
0,2A11跨环断裂

形成 407.111 0、569.167 5、731.217 6、1 055.326 0、

1 217.374 0、1 481.470 0、1 703.543 0系列碎片离子, 产

生了质量数为 120的中性丢失, 符合 1→6连接裂解规

律。通过后续分析发现 , 跨环断裂仅产生了 0.2A2

和 0,2A9丢失质量数为 60的二级碎片, 但并未产生 0,4A2

Table 2　Secondary Fragment Information of 10−14 Sugars

DP

10

11

12

13

14

tR/min

11.53

12.86

13.79

14.8

16.01

Molecular 

formula

C60H102O51

C66H112O56

C72H122O61

C78H132O66

C84H142O71

Theoretical 

value of relative 

molecular mass
1 639.421 3

1 801.561 9

1 963.704 5

2 125.843 1

2 287.893 7

Fragment ions /m/z (M+Na+)

127.038 8, 145.049 8, 185.042 6, 191.039 3, 201.007 6, 203.053 9, 213.005 8, 219.018 0, 263.059 5, 

272.065 7, 305.085 2, 325.113 6, 347.095 3, 365.105 3, 407.112 9, 467.136 7, 487.165 0, 509.148 6, 

527.158 6, 569.132 1 585.132 1, 629.190 1, 671.200 7, 689.211 9, 731.218 6, 791.238 0, 833.254 4, 

851.265 6, 953.294 9, 995.306 9, 1 013.315 0, 1 115.349 0, 1 157.357 0, 1 175.370 7, 1 277.394 0, 

1 319.416 0, 1 337.428 2, 1 379.451 0, 1 481.478 0, 1 499.467 1,1 541.484 0, 1 601.523 0, 1 661.532 0
127.038 9, 145.049 7, 185.043 1, 191.039 1, 203.054 3, 219.017 6, 227.040 5, 245.051 0, 263.060 3, 

272.065 1, 305.084 3, 347.095 3, 365.106 7, 407.111 0, 423.078 2, 455.110 5, 467.137 6, 487.164 5, 

509.148 4, 510.152 6, 527.159 2, 569.167 5, 629.191 5, 671.200 9, 689.212 0, 731.217 6, 791.242 9, 

851.263 9, 893.273 1, 920.780 6, 953.293 4, 1 013.317 0, 1 055.326 0, 1 115.356 0, 1 157.362 0, 

1 175.372 0, 1 217.374 0, 1 277.396 0, 1 319.411 0, 1 337.428 0, 1 429.455 0, 1 481.470 0, 

1 499.467 0, 1 541.463 0, 1 601.476 0, 1 643.510 2, 1 661.531 0, 1 703.543 0, 1 763.585 0, 1 823.584 0
145.049 8, 185.042 0, 191.039 6, 203.052 8, 219.017 4, 263.060 4, 272.065 9, 305.085 2, 325.113 3, 

347.095 3, 365.105 7, 407.113 7, 423.083 0, 467.138 4, 487.163 7, 509.148 6, 527.159 9, 569.171 2, 

629.193 2, 649.209 3, 671.201 3, 689.212 5, 731.226 3, 791.246 0, 833.254 0, 851.264 6, 893.282 7, 

953.302 9, 995.309 5, 1 013.318 0, 1 055.325 0, 1 115.350 6, 1 157.360 0, 1 175.373 0, 1 217.373 0, 

1 277.408 0, 1 337.413 0, 1 379.390 0, 1 440.488 0, 1 481.462 1, 1 499.488 0, 1 643.535 0, 

1 661.524 0, 1 805.591 0, 1 823.591 0, 1 865.567 0, 1 985.646 0
185.042 4, 245.051 3, 263.059 6, 272.065 3, 325.112 9, 347.095 0, 365.106 1, 381.072 8, 407.109 0, 

467.136 6, 473.484 3, 487.167 9, 509.148 3, 527.158 9, 609.818 3, 629.194 8, 649.848 9, 671.201 2, 

689.211 1, 731.228 3, 791.246 0, 833.254 7, 851.264 7, 893.274 7, 953.291 0, 1 013.311 7, 

1 055.329 0, 1 115.342 0, 1 157.360 0, 1 175.360 0, 1 277.402 0, 1 319.407 0, 1 337.418 0, 

1 439.459 0, 1 499.482 0, 1 643.509 0, 1 661.539 0, 1 823.573 0, 1 985.636 0, 2 088.734 0, 2 147.682 0
159.647 0, 185.042 8, 263.060 3, 269.610 5, 272.063 8, 288.841 7, 301.021 1, 304.885 3, 325.113 8, 

344.085 0, 347.095 5, 365.104 4, 487.166 1, 509.148 1, 527.161 6, 629.189 6, 671.201 1, 689.214 1, 

791.248 7, 833.255 1, 851.262 8, 886.361 8, 953.293 6, 995.306 3, 1 013.317 0, 1 157.360 0, 

1 175.366 0, 1 220.381 0, 1 267.029 0, 1 277.398 0, 1 319.404 3, 1 337.423 0, 1 481.469 0, 

1 499.480 0, 1 643.528 0, 1 661.518 0, 1 805.598 0, 1 823.577 0, 1 986.653 0, 2 309.737 0
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和 0,4A9丢失 120的碎片离子, 由此可得出这两个糖的

C-4位被连接, 连接方式为 1→4连接。基于此推测该

11糖为线性 1→4连接和 1→6连接方式共存的葡聚糖, 

推测该结构为 α-D-Glcp-1→4-α-D-Glcp→(6-α-D-Glcp-

1)5→(4-α-D-Glcp)2→(6-α-D-Glcp-1)2。

12 糖主要发生了糖苷键断裂 , 并产生 C 型

203.052 8、365.105 7、527.159 9、689.212 5、851.264 6、

1 013.318 0、1 175.373 0、1 337.413 0、1 499.488 0、

1 661.524 0、1 823.591 0 碎片离子和 B 型 185.042 0、

347.095 3、509.148 6、671.201 3、833.254 0、995.309 5、

1 157.360 0、1 481.462 1、1 643.535 0、1 805.591 0碎片

离子 , 除此之外还发生了 0,2A2、
0,2A3、

0,2A4、
0,2A5、

0,2A6、
0,2A7、

0,2A8、
0,2A9、

0,2A10、
0,2A11、

0,2A12 跨 环 断 裂 形 成

305.085 2、467.138 4、629.193 2、791.246 0、953.302 9、

1 115.350 6、1 277.408 0、1 440.488 0碎片离子, 产生了

质量数为 60 的中性丢失 , 同时 0,4A3、
0,4A4、

0,4A5、
0,4A6、

0,4A7、
0,4A12 的跨环断裂形成了 407.113 7、569.171 2、

731.226 3、1 055.325 0、1 217.373 0、1 379.390 0系列碎

片离子, 产生了质量数为 120的中性丢失, 符合 1→6连

接裂解规律。通过分析发现 , 跨环断裂产生了 0,2A2、
0,2A8、

0,2A9、
0,2A10、

0,2A11丢失质量数为 60的二级碎片, 但

并未产生 0,2A2、
0,4A8、

0,4A9、
0,4A10、

0,4A11丢失质量数为 120

的碎片离子, 由此可得出这 5个糖的C-4位被连接, 连

接方式为 1→4连接。因此推测该 12糖为线性 1→4连

接和 1→6连接方式共存的葡聚糖, 推测该结构为 α-D-

Glcp-1→4-α -D-Glcp→ (6-α -D-Glcp-1)5→ (4-α -D-Glcp-

1)4→6-α-D-Glcp-1。

13糖主要断裂形式为糖苷键断裂, 并产生完整C

型碎片离子 365.106 1、527.158 9、689.211 1、851.264 7、

1 013.311 7、1 175.360 0、1 337.418 0、1 499.482 0、

1 661.539 0、1 823.573 0、1 985.636 0和B型 185.042 4、

347.095 0、509.148 3、671.201 2、833.254 7、1 157.360 0、

1 319.407 0、1 643.509 0碎片离子, 除此之外发生了0,2A3、

0,2A4、
0,2A5、

0,2A6、
0,2A7、

0,2A8、
0,2A9、

0,2A13 跨环断裂形成

467.136 6、629.194 8、791.246 0、953.291 0、1 115.342 0、

1 277.402 0、1 439.459 0碎片离子, 产生了质量数为 60

的中性丢失, 同时还发生 0,4A2、
0,4A3、

0,4A5、
0,4A6、

0,4A7跨

环断裂形成245.051 3、407.109 0、731.228 3、893.274 7、

1 055.329 0系列碎片离子, 产生了质量数为 120的中

性丢失, 符合 1→6 连接的裂解规律。通过分析发现, 

跨环断裂仅产生了 0,2A4、
0,2A8、

0,2A9、
0,2A13丢失质量数为

60的二级碎片, 但并未产生 0,4A4、
0,4A8、

0,4A9、
0,4A13丢失

120 的碎片离子 , 由此可得出这 4 个糖的 C-4 位被连

接, 连接方式为 1→4连接。由于寡糖的制备过程中采

取了α-1,4葡聚糖糖苷水解酶进行酶解, 具有一定的专

一性, 根据上述实验结果判断出寡糖中存在 2～5糖的

线性葡聚糖, 因此推测在具有更大相对分子质量或聚

合度的糖链中存在 2～5糖的结构才能被降解出该糖

链, 推测该 13糖还原末端 5个糖为 1→4连接的葡聚糖

糖链, 13糖为线性 1→4连接和 1→6连接方式共存的

葡聚糖, 推测其结构为 α-D-Glcp-1→(6-α-D-Glcp-1)2→
4-α-D-Glcp→(6-α-D-Glcp-1)3→(4-α-D-Glcp-1)6。

14 糖主要发生糖苷键断裂 , 并产生了 C 型

365.104 4、527.161 6、689.214 1、851.262 8、1 013.317 0、

1 175.366 0、1 337.423 0、1 499.480 0、1 661.518 0、

1 823.577 0、1 986.653 0、2 309.737 0 碎片离子和 B 型

185.042 8、347.095 5、509.148 1、833.255 1、995.306 3、

1 157.359 9、1 319.404 3、1 481.469 0、1 643.528 0、

1 805.598 0碎片离子, 除此之外发生0,2A2、
0,2A3、

 0,2A5、
0,2A6、

0,2A8 跨环断裂形成 304.885 3、487.166 1、629.189 6、

791.248 7、953.293 6、1 277.398 0碎片离子, 产生了质

量数为 60的中性丢失, 同时还发生 0,4A6和
0,4A8跨环断

裂形成 886.361 8、1 220.381 0系列碎片离子, 产生了质

量数为 120的中性丢失, 符合 1→6连接裂解规律, 表明

这两个糖 6位被连接, 通过分析上述实验结果发现 7～

13糖中均存在 3个 1→6连接相连接的片段, 因此推测

Figure 3　MS/MS spectrum of APS-Ⅱ enzymatic hydrolysis of decasaccharide
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该糖链中非还原端 9糖位置处C-6位被连接, 还原末端

6个糖为 1→4连接方式。推测该 14糖为线性 1→4连

接和 1→6连接方式共存的葡聚糖, 推测该结构为 α-D-

Glcp-1→ (4-α -D-Glcp-1)4→ (6-α -D-Glcp-1)3→ (4-α -D-

Glcp-1)6。二级质谱图见图4。

其中 10 糖结构为 α -D-Glcp-1→4-α -D-Glcp→ (6-

α-D-Glcp-1)3→(4-α-D-Glcp)3→(6-α-D-Glcp-1)2, 11糖结

构为 α -D-Glcp-1→4-α -D-Glcp→ (6-α -D-Glcp-1)5→ (4-

α -D-Glcp)2→ (6-α -D-Glcp-1)2, 12 糖结构为 α -D-Glcp-

1→4-α-D-Glcp→(6-α-D-Glcp-1)5→(4-α-D-Glcp-1)4→6-

α-D-Glcp-1, 13糖结构为α-D-Glcp-1→(6-α-D-Glcp-1)2→
4-α-D-Glcp→ (6-α-D-Glcp-1)3→ (4-α-D-Glcp-1)6, 14 糖

结构为α-D-Glcp-1→(4-α-D-Glcp-1)4→(6-α-D-Glcp-1)3→
(4-α-D-Glcp-1)6。其中 10～14糖共有结构为→(6-α-D-

Glcp-1)3→4-α-D-Glcp-1。

基于此, 相较于 2～8 糖中只存在 1→4 或 1→6 连

接方式的糖链结构 , 在 10～14 糖中均出现了 1→4 和

1→6两种连接方式共存的分支结构。推测1→4和1→6

连接共存的葡聚糖链可能为APS-Ⅱ中发挥免疫促进活

性的关键结构。

结论

本文在APS-Ⅱ酶解寡糖负离子模式解析结果[13]前

期研究基础上, 采用正离子模式对黄芪活性多糖APS-

Ⅱ酶解寡糖进行高分辨质谱解析, 首次对 APS-Ⅱ酶解

寡糖中10糖以上 (10～14) 糖链进行结构解析并与2～

9 糖结构进行对比 , 得出 10～14 糖共有结构为→ (6-

α-D-Glcp-1)3→4-α-D-Glcp-1。相比于 2～9糖, 10～14

糖中均为 1→4和 1→6两种连接方式共存的糖链。目

前有部分研究表明 1→4和 1→6连接的葡聚糖糖链可

激活免疫系统发挥免疫应答[13,15]。基于此, 本文推测

APS-Ⅱ寡糖中 1→4 和 1→6 连接共存的糖链可能为

APS-Ⅱ中发挥免疫活性的关键结构, 该研究结果可为

后续黄芪寡糖及多糖构效关系的研究奠定理论基础和

提供技术支撑。
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