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黄芪活性多糖APS-Ⅱ酶解方法的建立及其降解寡糖的免疫活性研究
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摘要: 黄芪多糖是黄芪中免疫调节活性主要物质, 由于多糖结构难于精确测定, 限制了黄芪多糖体内分子作用

机制的深入研究。“多糖受体学说”认为免疫活性多糖分子中存在一种或多种寡糖片段“活性中心”, 因此将黄芪多糖

降解为寡糖, 从寡糖水平研究多糖的活性中心, 为黄芪多糖结构及作用机制研究提供了新思路。本文采用内切α-1,

4-葡聚糖酶酶解 , 通过单因素试验和正交试验确定最佳降解条件 , 将本课题组已制备的免疫活性多糖 APS-Ⅱ

(10 kDa组分) 降解为不同聚合度寡糖组分, 通过聚丙烯酰胺凝胶色谱制备及特异性和非特异性免疫细胞实验, 对不

同寡糖组分进行免疫活性筛选。动物福利和实验过程均遵循山西大学动物伦理委员会的规定。结果发现, 与免疫

活性多糖APS-Ⅱ相比, 不同寡糖组分在不同免疫活性上有明显差异。本文通过寡糖水平研究黄芪多糖的不同免疫

活性, 为进一步阐明黄芪多糖结构与功能奠定了基础, 丰富了多糖受体学说, 也为黄芪多糖的开发提供了新思路。
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Abstract: Astragalus polysaccharides are the main immunomodulatory substances in Astragali Radix. The

structure of polysaccharides is difficult to accurately determine, which limits the in-depth study of the molecular

mechanism of Astragalus polysaccharides in vivo. "Polysaccharide receptor theory" believes that there are one or

more oligosaccharide fragment "active centers" in immunologically active polysaccharide molecules. Therefore,

the degradation of Astragalus polysaccharides into oligosaccharides and the study of the active centers of polysac‐

charides at the oligosaccharide level provide new ideas in the study of the structure and mechanism of Astragalus
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polysaccharides. This article adopts endo-α-1,4-glucanase enzymatic hydrolysis, and determines the best degrada‐

tion conditions through single factor test and orthogonal test to degrade the immunologically active polysaccharide

APS-Ⅱ (10 kDa component) into oligomers with different degrees of polymerization. Then through the preparation

of polyacrylamide gel chromatography and specific immune and non-specific immune cell tests, the immune activity

screening of different oligosaccharide components is carried out. The animal welfare and the experimental process

in this study follow the requirements of the Animal Ethics Committee of Shanxi University. The results showed

that compared with the immunologically active polysaccharide APS-Ⅱ, different oligosaccharide components have

obvious differences in different immunological activities. This paper studies the different immunological activities

of Astragalus polysaccharides at the level of oligosaccharides, laying a foundation for further elucidating the structure

and function of Astragalus polysaccharides, enriching the theory of polysaccharide receptors, and providing new

ideas for the development of Astragalus polysaccharides.

Key words: Astragalus polysaccharide; enzymatic hydrolysis; immune activity; oligosaccharide; polysaccharide

receptor theory

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[1], 是由黄芪药材经过水提醇沉, 除蛋白纯

化后得到的复杂多糖混合物。目前关于黄芪多糖活性

研究已有大量报道, 具有抗肿瘤、抗糖尿病、抗病毒、调

节心血管活性和神经保护作用等多种生物活性, 研究

表明这些药理活性均是以免疫调节为基础实现的[2-4]。

本课题组前期研究表明黄芪多糖由两种不同分子量黄

芪多糖 [APS-Ⅰ (> 2 000 kDa) 和 APS-Ⅱ (1.02×104 Da)]

组成, 其中APS-Ⅱ在免疫活性中发挥主要作用[5,6]。然

而由于多糖结构难于精确测定, 限制了黄芪多糖作用

机制的深入研究。

近年来多糖受体理论研究成果表明[7-9], 具有免疫调

节活性的多糖, 有类似糖蛋白结构上的糖链, 可与细胞

表面模式识别受体 (pattern recognition receptor, PRR)

结合, 活化胞内信号通路, 促进细胞因子等免疫物质基

因表达, 进而激活免疫系统, 如细菌脂多糖 (lipopoly‐

saccharide, LPS) 的受体为Toll样受体2 (toll-like receptor

2, TLR-2) 和Toll样受体 4 (Toll-like receptor 4, TLR-4);

甘露聚糖受体是 C 型凝集素、甘露糖结合凝集素

(mannose-binding lectin, MBL) 和 TLR-4 等 ; β-葡聚糖

受体则包括补体受体 3 (complement receptor 3, CR3)、

乳糖神经酰胺、清道夫受体和 dectin-1 受体。研究表

明, 多糖在与这些蛋白受体结合时, 仅是多糖分子中

的寡糖片段与受体相结合, 与酶作用过程相似, 多糖分

子中也存在一种或多种寡糖片段“活性中心”。依据该

理论已有将小分子寡糖开发的新型药, 如磺达肝癸钠

是根据抗凝血药物肝素核心戊糖合成后研发的新型抗

凝药 , 该糖非还原端的 2～3 个糖残基与抗凝血酶 III

(antithrombin-III, AT-III) 结合显示出较强的抗凝作用,

且不良反应较小[10,11]。此外, 香菇多糖核心七糖的发

现[12]和活性壳寡糖的应用[13]均为多糖活性中心的研究

提供了依据。

因此将黄芪多糖降解为寡糖, 从寡糖水平研究多

糖的活性中心, 为突破黄芪多糖结构研究瓶颈提供了

新思路。目前降解多糖常用方法有化学降解法和酶降

解法, 相较于化学降解, 酶解法可以切断特定糖苷键,

反应易于控制, 且降解过程中条件温和, 无副产物生

成, 是一种理想的降解方法, 但也存在一定局限性, 对

于未知结构的多糖则无法选用相应酶进行降解[14,15]。

本课题组前期研究表明, 分子量 10 kDa左右的黄芪多

糖 APS-II主链主要由 α-D-1,4-葡聚糖组成, 且在主链

上存在少量 α-D-(1→4,6)-葡聚糖、阿拉伯聚糖和半乳

聚糖[16-18]。因此本文通过水提醇沉法得到黄芪总多

糖, 采用超滤技术分离得到APS-II, 用内切 α-1,4-葡聚

糖酶降解APS-II, 并通过单因素试验和正交试验确定

了APS-II最佳酶降解条件, 获得黄芪多糖酶解寡糖混

合物, 再采用聚丙烯酰胺凝胶色谱柱分离后得到不同

聚合度的寡糖组分, 结合特异性免疫和非特异性免疫

两方面细胞试验对不同寡糖组分进行免疫活性筛选,

初步确定其免疫活性中心寡糖组分。

材料与方法

材料 山西浑源黄芪 (仿野生蒙古黄芪) 由山西

大学秦雪梅教授鉴定为蒙古黄芪的干燥根 (2017年采

收, 生长年限 5年)。药材样品留存于山西大学中医药

现代研究中心样品库。

动物 雌性BALB/c小鼠 (SPF级), 购自北京维通

利华实验动物技术有限公司, 年龄6～8周, 体重20 ± 2 g,

动物许可证号为 SCXK (京) 2016-0006。饲养环境为温

度 (25 ± 2) ℃, 湿度 (50 ± 10) %, 12 h 明暗交替光照 ,

动物福利和实验过程均遵循山西大学动物伦理委员会

的规定。
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仪器 1.5 cm×70 cm中压玻璃层析柱; 2695型高

效液相色谱仪 (6000蒸发光散射检测器, 美国Waters公

司); GS-NF500型膜片式切向流膜分离系统, PES材质

GS-100 kDa (上海顾信生物科技有限公司); CPA225D

型十万分之一分析天平 (德国 Sartorius公司); Neofuge

13R高速冷冻离心机 (上海力申科学仪器有限公司); 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); RE-52型旋转蒸发器 (上海亚荣生化仪器厂)。

试剂 聚丙烯酰胺凝胶Bio-Gel-P-2 (美国Bio-Rad

公司); 内切 α-D-1,4-葡聚糖水解酶 (CAS: 9000-90-2,

北京索莱宝科技有限公司); 葡萄糖 (≥99%)、葡聚 2糖

(≥98%)、葡聚 3糖 (≥99%)、葡聚 4糖 (≥97%)、葡聚 5糖

(≥97%)、葡聚 6糖 (≥95%)、葡聚 7糖 (≥95%)、葡聚 8糖

(≥90%)、葡聚9糖 (≥90%) (日本Glycarbo公司); 三氟乙

酸TFA (≥99%) (中国上海阿拉丁公司); 乙醇、甲醇 (天

津市大茂化学试剂厂); 甲酸 (≥98%)、质谱级乙腈

CAN、色谱级乙腈、色谱级甲醇 (美国Thermo公司)。

APS-II分离制备的操作方法 黄芪粉末过 100目

筛后取黄芪细粉 15 g, 以 1∶20 比例加入去离子水 ,

90 ℃下磁力搅拌器搅拌提取 4 h, 离心取上清液浓缩

至 150 mL, 酶解法结合三氯乙酸法除蛋白 (加入 200 U

木瓜蛋白酶, 45 °C下水浴 6 h, 随后加 10%三氯乙酸至

总体积 200 mL, 冰浴中搅拌 15 min后静置 30 min, 离

心弃沉淀)。离心后上清液中缓缓加入无水乙醇至最

终醇浓度为 80%, 静置过夜, 沉淀冷冻干燥得黄芪总多

糖 (APS), 将 APS 配制成 5 mg·mL-1溶液, 并通过分子

截留量为10 kDa的超滤膜得到APS-II。

内切 α-1,4-葡聚糖酶降解 APS-II 单因素试验设

计 称取黄芪多糖, 在 100 mmol·L-1醋酸钠-醋酸缓冲

液中溶解, 制得 1 mg·mL-1多糖溶液, 量取 2 mL糖液加

入封管中, 在一定温度下加入 2 mL上述缓冲液配制的

内切 α-1,4-葡聚糖酶溶液降解多糖, 分别考察酶解温

度、酶浓度和酶解时间对多糖降解的影响。酶解温度

分别为 40、50、55、60和 70 ℃, 酶浓度分别为 0.05、0.2、

0.5、1和 2 U·min-1, 酶解时间分别为 0.5、1、1.5、2和 3 h。

酶解完成后立即置于沸水中灭活10 min, 离心取上清液,

旋干后溶于2 mL甲醇再次旋干, 重复3次, 最终溶于蒸

馏水, 通过 100 D透析膜除盐, 寡糖液浓缩后冷冻干燥,

得寡糖混合物, 加蒸馏水配制成 2 mg·mL-1寡糖溶液,

进行亲水作用色谱-蒸发光检测 (HILIC-ELSD) 分析。

酶解温度 在酶浓度 0.5 U·min-1、酶解时间 1.5 h

条件下, 考察酶解温度 40、50、55、60和 70 ℃, 酶解后

立即置于沸水中灭活 10 min, 离心取上清, 除盐后进行

HILIC-ELSD分析。

酶浓度 在酶解温度 55 ℃、酶解时间 1.5 h 条件

下, 考察酶浓度 0.05、0.2、0.5、1和 2 U·min-1, 酶解后立

即置于沸水中灭活 10 min, 离心取上清 , 除盐后进行

HILIC-ELSD分析。

酶解时间 在酶浓度 0.5 U·min-1、酶解温度 55 ℃

条件下, 考察酶解时间0.5、1、1.5、2和3 h, 酶解后立即置

于沸水中灭活10 min, 离心取上清, 除盐后进行HILIC-

ELSD分析。

内切 α-1,4-葡聚糖酶降解 APS-II 正交试验设计

根据降解后寡糖片段数量和峰面积大小选取最佳水平

左右三个水平, 通过三因素三水平进行正交试验 (表

1), 通过 SPSS 16.0软件对实验结果进行分析, 优化降

解条件。

APS-II酶降解寡糖混合物的分离纯化 称取 40 g

聚丙烯酰胺凝胶 (Bio-Gel-P-2) 倒入去离子水中, 浸泡

24 h后弃去悬浮的细小颗粒, 缓缓倒入玻璃柱 (1.5 cm×

70 cm) 至 60 cm, 真空脱气后用去离子水冲洗层析柱

至恒定流速。

称取一定量 APS-II在酶浓度 0.5 U·min-1、酶解温

度 60 ℃、酶解时间 1.5 h条件下降解, 酶解后立即置于

沸水中灭活 10 min, 离心取上清, 冷冻干燥后得黄芪寡

糖混合物, 称取 350 mg用水溶解, 湿法上样, 去离子水

进行洗脱, 通过 2 mL的 eppendorf (EP) 管连续收集洗

脱液, 洗脱速度为层析柱中洗脱液下降速度 5 cm·h-1,

收集 60 管 , 每隔 5 管进行高效液相色谱 (high perfor‐

mance liquid chromatography, HPLC) 分析。

HPLC分析条件 色谱柱华谱 X-Amide (250 mm×

4.6 mm, 5 μm); 检测器: ELSD; 流动相为A-纯水, B-乙

腈; 梯度洗脱 0～55 min, 15%～50% A, 85%～50% B;

流速 1 mL·min-1; 柱温 35 ℃; 进样量 20 μL; ELSD漂移

管温度105 ℃; 载气流速2.5 L·min-1。

不同寡糖组分对RAW264.7细胞吞噬活性的影响

配制含有 100 μg·L-1青链霉素混合液的DMEM完全培

养基。RAW264.7置于DMEM完全培养基中培养, 将

细胞保持在 37 ℃、5% CO2潮湿空气中, 直至细胞生长

至对数期。中性红是一种大分子的荧光试剂, 由于分子

量较大, 只能被内吞才能被摄取到细胞内, 因此通过检

Table 1 The table of orthogonal test design. A: The concentra‐

tion of endo α -1, 4-glucanase enzymatic; B: The temperature of

enzymatic hydrolysis reaction; C: The time of enzymatic hydrolysis

reaction

Serial

number

1
2
3

A

(concentration/U·mL-1)

0.05
0.1
0.5

B

(temperature/℃)

50
55
60

C

(time/min)

60
90

120
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测药物影响细胞内中性红摄取量可以反映巨噬细胞的

吞噬能力[19]。因此, RAW264.7的吞噬能力以中性红摄

取量确定。在DMEM完全培养基中调节细胞浓度为每

毫升1×105个细胞, 将细胞加到96孔板中, 每孔100 μL,

将 96 孔板置于培养箱中培养, 条件设置为 37 ℃、5%

CO2饱和湿度, 24 h后弃去培养基。配制10、20、30、50、

70、100 μg·mL-1的 APS-Ⅱ、酶解后总寡糖和 P1～P4寡

糖溶液, 并进行微孔滤膜除菌, 其中不同剂量APS-Ⅱ为

阳性对照, 同时设立给药剂量为 0的空白对照组。将

RAW264.7细胞分别与100 μL不同浓度的APS-Ⅱ、酶解

后总寡糖和P1～P4寡糖溶液一起培养 24 h后, 除去含

有多糖或寡糖的培养基, 并用磷酸缓冲盐溶液洗细胞,

重复两次。向每个孔中加入 100 μL配制好的 0.075%

中性红。培养 4 h后, 吸出液体并用磷酸缓冲盐溶液

洗涤两次。最后, 用 200 μL细胞裂解液即 C2H5OH和

CH3COOH (1∶1, v/v) 处理RAW264.7, 培养过夜。通过

使用酶标仪在540 nm处测量吸光度值。

不同寡糖组分对自然杀伤细胞 (natural killer

cell, NK) 的细胞杀伤活性的影响 将用作效应细胞的

脾细胞 (1×106细胞/孔) 和用作靶细胞的YAC-1白血病

细胞 NK细胞 (2×104细胞/孔) 加入 96孔板中, 总体积

100 μL, RPMI1640完全培养基溶解, 使效靶比为50∶1。

对于靶细胞对照组, 仅将靶细胞添加到孔中, 对于效应

细胞对照组, 仅将效应细胞加入孔中。然后在每组的每

个孔中加入不同浓度 100 μL的APS-Ⅱ、酶解后总寡糖

和 P1～P4寡糖溶液 (10、25、50、100、200、400 μg·mL-1)

于培养箱中孵育12 h后, 然后根据CCK-8 (cell counting

kit-8) 试剂盒说明进行测定, 其中 APS-Ⅱ为阳性对照,

同时设立空白对照组。最后, NK 细胞的细胞毒性百

分比通过以下公式计算 : NK 细胞的细胞毒性 = [1 -

(AS - AE) / AT]×100%, AS为样品组吸光度值, AE为效应

细胞对照组的吸光度值 , AT 为靶细胞对照组的吸光

度值[17]。

不同寡糖组分对淋巴细胞增殖的影响 通过颈椎

脱位将雌性 BALB/c小鼠处死, 解剖, 无菌获取脾, 轻

轻研磨, 然后通过将组织穿过 200目的筛网获得单细

胞悬浮液, 然后用灭菌的磷酸缓冲盐溶液冲洗至干净,

滤过筛网得细胞, 用磷酸缓冲盐溶液洗涤两次, 将滤液

800 r·min-1离心 10 min, 弃去上清液, 并加入红细胞裂

解液, 摇动溶液并离心。用磷酸缓冲盐溶液洗涤 3次

并以800 r·min-1离心5 min后, 收集细胞沉淀[20]。

用RPMI1640培养基将细胞浓度调至每毫升1×107

个细胞, 将100 μL细胞悬液加入96孔板中, 再加入90 μL

不同浓度的APS-Ⅱ、酶解后总寡糖和P1～P4寡糖溶液

(10、25、50、100、200、400 μg·mL-1) 以及 10 μL终浓度为

50 μg·mL-1的刀豆蛋白 (concanavalin A, ConA), 检测 T

淋巴细胞增殖 , APS-Ⅱ为阳性对照 , 同时设立空白对

照组。

将 100 μL细胞悬液加入 96孔板中, 再加入 90 μL

不同浓度的APS-Ⅱ、酶解后总寡糖和P1～P4寡糖溶液

(10、20、30、50、70、100 μg·mL-1) 以及 10 μL 终浓度为

10 μg·mL-1的LPS, 进行B淋巴细胞增殖实验。

在培养箱中培养孵育 (37 ℃、5% CO2) 24 h后, 通

过CCK-8试剂盒测定细胞活力。

不同寡糖组分对脾淋巴细胞分泌 IgG的影响 用

RPMI1640 培养基将细胞浓度调节为每毫升 5×105个

细胞, 并加入 96孔板中, 每孔 100 μL。然后分别向孔

中加入不同浓度的APS-Ⅱ、酶解后总寡糖和P1～P4寡

糖溶液 (10、25、50、100、200、400 μg·mL-1), APS-Ⅱ为阳

性对照, 同时设立空白对照组。在 37 ℃、5% CO2饱和

湿度培养箱中培养48 h后, 将96孔板以3 000 r·min-1离

心 10 min, 取上清转移到新管中[21], 并根据试剂盒说明

测定 IgG。

统计学分析 对免疫活性试验结果通过 Prism

7.00软件进行处理, 并进行 t检验分析组间差异, 实验

数据以
-
x ± s表示, 检验水准 α = 0.05, P < 0.05表示具

有统计学意义。

结果

1 APS-Ⅱ的分离制备

由黄芪药材通过80%醇沉得到的黄芪总多糖APS

包含两个不同分子量多糖: APS-Ⅰ (> 2 000 kDa) 和APS-Ⅱ

(1.02×104 Da), 应用超滤法将APS截取得到APS-Ⅱ。

2 APS-II酶降解单因素试验

酶解产物中寡糖聚合度由葡聚糖2～9糖标准品确

定, 如图 1所示, 14 min为葡聚 2糖, 20 min为葡聚 3糖,

24 min为葡聚 4糖, 28 min为葡聚 5糖, 31 min为葡聚 6

糖, 34 min为葡聚 7糖, 37 min为葡聚 8糖, 38 min为葡

聚 9糖, 9糖之后聚合度依次增加。根据标准品保留时

间可推测黄芪多糖酶降解后寡糖样品的聚合度大小。

Figure 1 Chromatogram of dextran with degree of polymeriza‐

tion 2-9. 1: Maltose, 2: Maltotriose, 3: Maltotetraose, 4: Maltopen‐

taose, 5: Maltohexaose, 6: Maltoheptaose, 7: Maltooctaose, 8:

Maltononaose

·· 1939



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(7): 1936 −1944

时间对酶解多糖的影响研究显示, 随着酶解时间

延长, 酶解产物中1～6聚合度寡糖含量增加, 聚合度7～

14寡糖含量基本不变, 其中 5糖和 6糖含量变化最为

明显。酶解时间为0.5和1 h时, 酶解时间较短, 可能有

一部分多糖还未被降解, 各组分峰面积随酶解时间延

长均有所增加; 酶解时间延长至 1.5 h后, 1～14聚合度

寡糖各组分峰面积均达到最大值, 此时黄芪多糖酶解

完全; 继续延长酶解时间, 在 2和 3 h酶解后, 黄芪多糖

被完全降解, 继续降解含量较多且聚合度较大的 5糖

和 6糖, 产生更多的单糖、2糖、3糖和 4糖, 使寡糖混合

物中 5糖和 6糖峰面积减小, 1～4糖峰面积增加。聚

合度 7～14寡糖在酶解过程中随酶解时长增加, 含量

变化不明显, 原因可能是聚合度 7～14寡糖不含特定

的糖苷键, 无法二次酶解。因此推断, 黄芪多糖最佳酶

解时长为1.5 h。

考察不同温度下黄芪多糖酶解产物的差异, 通过

研究酶在 5个不同温度下降解黄芪多糖活性的差异,

发现内切 α-1,4-葡聚糖酶降解APS-II的酶活性范围为

50～70 ℃。在 40 ℃下, 可明显看到寡糖各组分峰面

积较小, 黄芪多糖降解不完全; 在 50和 60 ℃下, 黄芪

多糖降解程度相近, 55 ℃下寡糖各组分峰面积最大,

且 5糖、6糖含量最多; 温度增加至 70 ℃时, 寡糖各组

分峰面积减小, 酶的活性在高温下被抑制, 降解不完

全。由此推断, 不同温度对黄芪多糖酶解产物影响主

要表现在降解后寡糖混合物中各组分含量的多少, 其

中55 ℃为α-1,4-葡聚糖酶降解黄芪多糖的最适温度。

考察不同酶浓度对黄芪多糖降解的影响, 随着酶

浓度的增加, 酶解产物中聚合度1～9糖含量的变化最为

明显, 0.01 U·min-1浓度下, 主要产物为 1～9糖, 10～14

糖含量较低, 原因可能是酶浓度较低, 不能完全降解黄

芪多糖, 产生较多聚合度大的寡糖; 0.05和 0.1 U·min-1

浓度下, 主要产物为 1～7糖, 相比于 0.01 U·min-1, 酶浓

度增加, 不完全酶解产物中 8和 9糖进一步被酶降解,

含量减少; 酶浓度增加至 0.5和 1 U·min-1, 主要产物为

1～6糖, 且 9～14糖含量高于前 3个低浓度酶解产物

中的寡糖, 说明在酶浓度达到 0.5 U·min-1后, 黄芪多糖

降解完全, 且寡糖各组分含量趋于稳定, 继续增加酶浓

度至 1 U·min-1, 使 6糖进一步降解为更小聚合度寡糖。

因此, 为保证黄芪多糖被降解完全且酶解产物各组分

含量最大, 选择0.5 U·min-1为最佳酶浓度。

根据降解后寡糖片段峰数量及峰面积大小为评价

指标, 选取三因素三水平进行正交试验。

3 APS-II酶降解正交试验

将正交试验结果数据及寡糖混合物峰面积总和导

入 SPSS 16.0软件, 结果如表 2所示, 在三个主要因素

中, 酶浓度影响最大, 酶解温度次之, 酶解时间影响最

小。根据正交试验优化结果分析, 最佳酶降解工艺为

A3B3C2, 即酶浓度 0.5 U·mL-1, 酶解温度 60 ℃, 酶解时

间90 min。

4 寡糖混合物的分离纯化

黄芪多糖酶降解后主要产生聚合度 1～18的寡糖

和小分子量多糖。分别对 0、5、10、15、18、20、22、25、

27、30、32、35、37、40、43、45、50、55、60 管进行检测。

洗脱液中从第 20管开始出现聚合度 13～18的小分子

多糖, 含量较少, 第 27管后开始出现聚合度为 9的寡

糖, 故将 0～27管合并, 主要成分为聚合度 10～18的小

分子多糖; 27～34管中主要出现聚合度 7～14的寡糖

和小分子多糖; 35～42管主要成分为聚合度 3～6糖;

43管之后主要成分为聚合度 1～3糖。综上, 通过 P-2

凝胶柱将黄芪寡糖混合物分离得到 4个寡糖组分, P1

为聚合度 1～3 糖 (图 2A), P2 为聚合度 3～6 糖 (图

2B), P3为聚合度 7～14糖 (图 2C), P4为聚合度 10～18

糖 (图2D)。

5 RAW264.7细胞吞噬活性测定

应用中性红法检测不同寡糖组分对RAW264.7细

胞吞噬活性的影响 (图 3)。在 0～100 μg·mL-1浓度范

围内, 聚合度 1～3糖剂量为 50 μg·mL-1时, 细胞吞噬活

性最强; 聚合度 3～6糖为 70 μg·mL-1时, 细胞吞噬活性

最强; 聚合度 7～14糖为 100 μg·mL-1时, 细胞吞噬活性

最强; 聚合度 10～18糖为 20 μg·mL-1时, 细胞吞噬活性

最强; 酶解后总寡糖为 70 μg·mL-1时, 细胞吞噬活性最

强; APS-Ⅱ为50 μg·mL-1时, 细胞吞噬活性最强。以上不

同寡糖组分最佳剂量与空白组比较差异具有统计学意

义 (P < 0.05), 均能显著促进RAW264.7细胞的吞噬活

Table 2 The results and analyses of orthogonal test. K: The sum

of the experimental results at the corresponding level under each

factor; R: The maximum value of K minus the minimum value

under each factor

Serial

number

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1

K2

K3

R

A

1
1
1
2
2
2
3
3
3

91 277 943.67
91 480 759.00
99 258 006.33

7 980 062.67

B

1
2
3
1
2
3
1
2
3

94 421 941.00
91 626 899.33
95 967 868.67

4 340 969.33

C

1
2
3
2
3
1
3
1
2

93 698 406.67
95 565 820.33
92 752 482.00

2 813 338.33

Sum of peak

area

89 263 407
90 990 018
93 580 406
95 050 632
85 725 256
93 666 389
98 951 784
98 165 424
100 656 811
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性, 影响顺序为聚合度 10～18糖 > APS-Ⅱ ≈酶解后总

寡糖 > 聚合度7～14糖 > 聚合度1～3糖 ≈聚合度3～6

糖 , 其中 APS-Ⅱ与酶解后总寡糖混合物对 RAW264.7

细胞吞噬活性增强作用相近, 表明黄芪多糖可降解成

多种寡糖, 增强巨噬细胞的吞噬活性而发挥非特异性

免疫作用。通过四部分寡糖的活性比较, 表明四部分

寡糖都有不同程度的吞噬增强活性, 其中最强的为聚

合度10～18糖, 聚合度7～14糖次之。

6 小鼠脾NK细胞的细胞杀伤活性测定

不同寡糖组分对小鼠脾NK细胞杀伤活性均有一

定促进作用 (图 4)。聚合度 1～3糖剂量为 10 μg·mL-1

时, 增强NK细胞杀伤活性的作用最强; 聚合度 3～6糖

为 200 μg·mL-1 时 , 增强 NK 细胞杀伤活性的作用最

强; 聚合度 7～14 糖为 25 μg·mL-1时, 增强 NK 细胞杀

伤活性的作用最强; 聚合度 10～18糖为 10 μg·mL-1时,

增强 NK细胞杀伤活性的作用最强; 酶解后总寡糖为

100 μg·mL-1 时 , 增强 NK 细胞杀伤活性的作用最强 ;

APS-Ⅱ为 25 μg·mL-1时, 增强NK细胞杀伤活性的作用

最强。以上不同寡糖组分最佳剂量与空白组比较差异

有统计学意义 (P < 0.05), 均能显著促进小鼠脾NK细

胞杀伤活性, 这几种寡糖促进 NK细胞的杀伤活性顺

序为聚合度 10～18糖 > 聚合度 7～14糖 ≈聚合度 3～

6糖 > APS-Ⅱ ≈酶解后总寡糖 > 聚合度 1～3糖。其中

APS-Ⅱ与降解后的寡糖混合物增强NK细胞杀伤活性

的作用相近, 表明黄芪多糖可降解成多种寡糖, 促进

NK细胞的杀伤活性发挥非特异性免疫作用。四个寡

糖组分中活性最强的为聚合度 10～18糖, 聚合度 3～6

糖和聚合度7～14糖次之。

7 小鼠B淋巴细胞增殖活性

LPS联合不同寡糖组分对B淋巴细胞增殖的影响

如图 5 所示 , 聚合度 1～3 糖、3～6 糖和 7～14 糖对 B

淋巴细胞增殖活性作用不明显 ; 聚合度 10～18 糖为

10 μg·mL-1时, 对B淋巴细胞增殖活性作用最强; 酶解后

总寡糖为 50 μg·mL-1时, 对 B 淋巴细胞增殖活性作用

最强; APS-Ⅱ为 30 μg·mL-1时, 对B淋巴细胞增殖活性

Figure 2 The high performance liquid chromatogram of P1 (A), P2 (B), P3 (C), and P4 (D). P1: 1-3 sugars; P2: 3-6 sugars; P3: 7-14

sugars; P4: 10-18 sugars

Figure 3 Effects of different oligosaccharide components on the

phagocytic activity of RAW264.7 cells. Total: Total oligosaccha‐

ride mixture; APS-2: APS-Ⅱ .
-
x ± s, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001 vs APS-Ⅱ ; ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs blank control

group
Figure 4 Effects of different oligosaccharide components on the

killing activity of mouse spleen natural killer (NK) cells.
-
x ± s,

n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs APS-Ⅱ; #P < 0.05, ##P <

0.01, ###P < 0.001 vs blank control group
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作用最强。聚合度 10～18糖、酶解后总寡糖和APS-Ⅱ

这三个组分最佳剂量与空白组比较差异有统计学意

义 (P < 0.05), 均能显著促进 B淋巴细胞增殖, 表明黄

芪多糖降解成的聚合度 10～18糖, 可通过增强LPS诱

导B淋巴细胞增殖发挥特异性免疫作用。

8 小鼠T淋巴细胞增殖活性

ConA联合不同寡糖组分对 T淋巴细胞增殖的影

响如图 6 所示 , 聚合度 1～3 糖剂量为 10 μg·mL-1 时 ,

对 T 淋巴细胞增殖活性作用最强 ; 聚合度 3～6 糖为

50 μg·mL-1时, 对T淋巴细胞增殖活性作用最强; 聚合度

7～14糖为50 μg·mL-1时, 对T淋巴细胞增殖活性作用最

强; 聚合度10～18糖为100 μg·mL-1时, 对T淋巴细胞增

殖活性作用最强; 酶解后总寡糖为 100 μg·mL-1时, 对T

淋巴细胞增殖活性作用最强; APS-Ⅱ为 100 μg·mL-1时,

对T淋巴细胞增殖活性作用最强。不同寡糖组分最佳

剂量与空白组比较差异有统计学意义 (P < 0.05), 均能

显著促进T淋巴细胞增殖。这几种寡糖对T淋巴细胞

增殖活性影响顺序为聚合度 10～18糖 > 聚合度 7～14

糖 ≈ 聚合度 3～6 糖 > 聚合度 1～3 糖 > 酶解后总寡

糖 ≈ APS-Ⅱ, 表明黄芪多糖可降解成多种寡糖, 通过增

强ConA诱导T淋巴细胞增殖发挥特异性免疫作用, 其

中活性最强为聚合度 10～18糖, 其次为聚合度 3～6糖

和7～14糖。

9 小鼠脾淋巴细胞分泌 IgG的检测

不同寡糖组分对小鼠脾淋巴细胞分泌 IgG的影响

如图7所示。聚合度1～3糖剂量为25 μg·mL-1时, 脾淋

巴细胞分泌的 IgG最多; 聚合度 3～6糖为 100 μg·mL-1

时 , 脾淋巴细胞分泌的 IgG 最多 ; 聚合度 7～14 糖为

25 μg·mL-1时, 脾淋巴细胞分泌的 IgG最多; 聚合度10～

18糖为 10 μg·mL-1时, 脾淋巴细胞分泌的 IgG最多; 酶

解后总寡糖为25 μg·mL-1时, 脾淋巴细胞分泌的 IgG最

多; APS-Ⅱ为 25 μg·mL-1时, 脾淋巴细胞分泌的 IgG最

多。不同组分最佳剂量与空白组比较差异有统计学意

义 (P < 0.05), 均能显著促进小鼠脾淋巴细胞分泌 IgG。

这几种寡糖促进脾淋巴细胞分泌 IgG活性顺序为聚合

度10～18糖 > 酶解后总寡糖 ≈APS-Ⅱ > 聚合度1～3糖 ≈
聚合度 7～14糖 > 聚合度 3～6糖, 表明黄芪多糖可降

解成多种寡糖, 通过促进脾淋巴细胞分泌 IgG发挥特

异性免疫作用, 其中活性最强为聚合度10～18糖。

讨论

黄芪多糖是由多个不同分子量多糖组成的混合

物, 在本课题组前期研究基础上发现分子质量 10 kDa

左右的APS-Ⅱ在黄芪多糖的免疫活性中起主要作用。

为进一步探究黄芪多糖体内作用机制, 本文依据“多糖

受体学说”理论, 通过酶降解方式得到APS-Ⅱ降解后的

不同寡糖片段, 并对不同寡糖片段的免疫活性进行研

究, 从寡糖层面探究黄芪多糖的活性中心, 确定了在内

切 α-1,4-葡聚糖酶浓度 0.5 U·mL-1、酶解温度 60 ℃、酶

解时间 90 min下, APS-Ⅱ降解得到的寡糖数量最多, 含

量最高, 且降解一致性较好。本研究从机体特异性免

疫和非特异性免疫两方面对不同寡糖片段活性进行了

研究。在非特异性免疫中, 巨噬细胞遍布全身, 可通过

吞噬作用杀死外部病原体, 而 NK细胞是多糖介导免

疫调节的重要靶点, 可直接识别并杀死病原体, 且具有

杀伤肿瘤细胞的功能[22], 因此通过研究不同寡糖片段

Figure 5 Effects of LPS combined with different oligosaccharide

components on the proliferation of B lymphocytes.
-
x ± s, n = 6.

*P < 0.05, **P < 0.01 vs APS-Ⅱ; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs blank con‐

trol group

Figure 6 Effects of ConA combined with different oligosaccha‐

ride components on the proliferation of T lymphocytes.
-
x ± s, n = 6.

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs APS-Ⅱ; #P < 0.05, ##P < 0.01,
###P < 0.001 vs blank control group

Figure 7 Effects of different oligosaccharide components on IgG

secretion of splenic lymphocytes.
-
x ± s, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01

vs APS-Ⅱ; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs blank control group
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对巨噬细胞和 NK细胞的影响, 探究了其对机体非特

异性免疫功能的影响; 在特异性免疫中, 主要发挥作用

的为T和B淋巴细胞, 而ConA和LPS分别是小鼠T和

B淋巴细胞的促分裂原, 可促进细胞代谢[23], 因此通过

研究不同寡糖片段对ConA和LPS诱导的T、B淋巴细

胞的影响, 探究其对机体特异性免疫功能的影响。本

研究结果表明APS-Ⅱ及其酶降解产物均可通过增强巨

噬细胞的吞噬功能, 增强NK细胞的杀伤活性, 促进非

特异性免疫功能, 还可协同 ConA 促进 T 淋巴细胞增

殖 , 协同 LPS 促进 B 淋巴细胞增殖并分泌细胞因子

IgG, 增强特异性免疫功能, 不同寡糖组分中活性最强

的为聚合度 10～18 寡糖组分且高于免疫活性多糖

APS-Ⅱ。在增强巨噬细胞吞噬活性, 增强NK细胞的杀

伤活性, 促进T和B淋巴细胞增殖, 促进淋巴细胞分泌

细胞因子 IgG方面, 聚合度 10～18糖均表现出最强活

性, 聚合度 1～3糖、聚合度 3～6糖、聚合度 7～14糖也

表现出一定活性。

相比于多糖, 寡糖分子量较小, 结构明确, 可在体

内与特定酶结合发挥活性, 产生不良反应几率更小[24],

如肝素中的核心五糖结构可与抗凝血酶Ⅲ结合进而激

活该酶, 直接与凝血酶Ⅹa因子作用产生抗凝血作用且

无出血不良反应, 而肝素中的非核心五糖结构和抗凝

血酶Ⅲ形成的复合物结合, 虽表现出抗凝活性, 但存在

自发性出血不良反应, 目前基于肝素核心五糖开发的

低分子肝素药物磺达肝癸钠已成功上市, 该药抗凝效

果更好, 同时产生出血不良反应更少。因此, 将多糖降

解成寡糖可避免多糖结构中的非活性片段对多糖活性

的影响, 且小分子寡糖溶解性高于大分子多糖, 进入体

内起效更快, 半衰期更长[25,26]。

本文初步建立了活性黄芪多糖APS-Ⅱ的酶降解获

得寡糖的方法, 并对降解后的寡糖进行分离, 初步探究

了不同聚合度寡糖混合物的免疫活性, 筛选出聚合度

10～18 寡糖在免疫活性中高于 APS-Ⅱ。本文也存在

一定的局限性, 仅筛选出了免疫活性较强的一部分寡

糖混合物, 未对不同聚合度寡糖的精细结构进行解析,

下一步需结合多种结构分析设备对获得聚合度 10～

18糖中的单个寡糖逐一进行深入探究。
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