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黄芪活性多糖APS-II的酸降解及其降解寡糖的结构和免疫活性研究
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摘要: 课题组前期研究发现黄芪免疫活性多糖APS-Ⅱ具有较强的免疫活性, 鉴于其分子量较大且结构复杂, 本

文旨在建立APS-Ⅱ酸降解的最优方法, 对降解产物进行结构初探与分离制备以后, 通过体外免疫细胞实验筛选免

疫活性最强的寡糖活性中心。本研究以APS-Ⅱ为研究对象, 采用“自上而下”的研究策略, 首先通过单因素试验和正

交试验优化了APS-Ⅱ酸降解的最佳条件, 接着以最佳条件制备的黄芪寡糖通过亲水作用色谱-电喷雾电离源-高分

辨飞行时间质谱进行结构解析, 然后将黄芪寡糖通过纯化制备色谱仪分离制备不同聚合度的寡糖片段, 最后利

用体外免疫细胞从多角度筛选免疫活性中心片段。结果表明APS-Ⅱ的最佳酸解条件为水解温度 80 ℃, 三氟乙酸浓

度 1.0 mol·L-1, 水解时间 1 h; 该降解条件具有良好的重复性; 降解产物黄芪寡糖含有主链 1→4连接的六碳醛聚糖结

构; 6个寡糖片段的免疫活性筛选实验表明分子量较大的寡糖具有更强的免疫促进作用, 推测黄芪寡糖的免疫活性

中心位于聚合度DP9～DP19的糖链中。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。该结果对

其他中药寡糖的研究具有一定示范作用, 为黄芪寡糖的结构表征及构效关系研究奠定基础, 同时可以促进黄芪寡糖

药物的开发。
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Abstract: We previously reported that active Astragalus polysaccharides APS-Ⅱ generate strong immune

activity. Here we establish the optimal method for APS-II acid degradation. After preliminary structural studies and

separation and preparation of the degradation products, the oligosaccharide active center with the strongest immune
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activity was identified by in vitro immune cell culture experiments. The optimum acid degradation conditions for

APS-II were determined by a single factor experiment and an orthogonal experiment. Astragalus oligosaccharides

prepared under the optimal conditions were subjected to structural analysis by hydrophilic interaction chromatography -

electrospray ionization source - high resolution time-of-flight mass spectrometry. The products were separated

and oligosaccharide fragments with different degrees of polymerization were isolated by preparative purification

chromatography. Finally, fragments of the immunologically active centers were identified by in vitro immune cell

cultures from multiple perspectives. The results show that the optimal acid hydrolysis conditions for APS-Ⅱ are

hydrolysis temperature 80 ℃ , trifluoroacetic acid concentration 1.0 mol·L-1, hydrolysis time 1 h. The degradation

conditions have good repeatability. The degradation product is a six-carbon aldehyde glycan structure with the main

chain 1→4 connected. The immune activity screening experiment for six oligosaccharide fragments showed that larger

molecular weight oligosaccharides have stronger immune-promoting effects. It is speculated that the immunologically

active center of Astragalus oligosaccharide is located in the sugar chain of DP9-DP19. The animal welfare and the

experimental process in this study follow the requirements of the Animal Ethics Committee of Shanxi University.

This result suggests a foundation for the structural characterization and structure-activity relationship research of

Astragalus oligosaccharides, and may promote the development of Astragalus oligosaccharide drugs.

Key words: APS-Ⅱ; partial acid hydrolysis; mass spectrometry analysis; separate preparation; immune activity

evaluation

黄芪是多年生豆科植物蒙古黄芪 Astragalus

membranaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.)

Hsiao 或膜荚黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.)

Bge.的干燥根, 始载于《神农本草经》, 列为上品, 在临

床中广泛应用[1]。研究发现黄芪中含有多糖类、黄酮

类、皂苷类以及氨基酸等多种化学成分, 其中, 黄芪多

糖 (Astragalus polysaccharide, APS) 具有抗肿瘤、抗氧

化、降血糖血脂、保护心血管等药理作用[2]。课题组

前期研究发现, 黄芪多糖按照分子量可划分为两个部

分, 分别为大于 2 000 kDa的APS-Ⅰ 组分和分子量约为

10 kDa的APS-Ⅱ组分(active Astragalus polysaccharide,

APS-Ⅱ), 后者在体外特异性与非特异性免疫方面均显

示出较强的免疫促进活性, 并通过环磷酰胺免疫抑制

小鼠的体内实验筛选, 验证了APS-Ⅱ为黄芪多糖免疫

促进活性最强组分[3]。

多糖的活性与其相对分子质量、糖苷键位置、单糖

组成及构型等因素息息相关, 但多糖较大的分子量以

及分支结构尚无法准确测定的国际性难题限制了其新

药研发[4]。在大分子蛋白质的研究中, 多采用“自上而

下”法将大分子蛋白质降解为多肽或氨基酸后进行表

征与分析[5]。多糖与蛋白质相似, 可同样采用“自上而

下”的研究策略, 将多糖水解为寡糖, 从结构相对简单

的寡糖水平阐释结构特征[6]。近年来多糖受体理论研

究成果表明[7], 糖类在发挥药效的过程中, 仅是其中一

个或多个寡糖片段“活性中心”与受体蛋白相互作用。

因此将多糖降解为寡糖, 通过研究寡糖的结构和功效,

为突破多糖研究的技术瓶颈提供了新策略。

目前已有按照此策略开发的新型药物。磺达肝癸

纳是根据肝素核心五糖结构合成后开发的新型抗凝血

药物, 与肝素药物相比, 不仅出血不良反应更小, 而且

半衰期更长, 已广泛应用于重大手术治疗中预防血栓

的形成[8,9]。此外, 巴戟天寡糖抗抑郁药物的研发[10]、

香菇核心七糖的发现[11]、活性壳寡糖的应用[12]以及抗

阿尔茨海默症药物GV-971[13]的研发均为本研究提供

了思路。

综上, 本研究以活性多糖APS-Ⅱ为研究对象, 借鉴

“自上而下”的研究策略, 结合多糖受体理论学说的研

究思路, 采用三氟乙酸的部分酸水解方法, 通过单因素

试验和正交试验寻找APS-Ⅱ的最佳酸解条件, 同时结

合超高效液相联用高分辨质谱对降解产物黄芪寡糖

(Astragalus oligosaccharides, APOS) 进行结构分析, 并

将其分离制备为不同聚合度 (degree of polymeriza‐

tion, DP) 的寡糖片段, 通过体外细胞免疫活性筛选, 初

步确定免疫活性黄芪寡糖片段。研究结果不仅为阐明

黄芪多糖构效关系奠定基础, 同时促进药物的开发, 对

其他中药寡糖的研究具有一定的示范作用。

材料与方法

仪器 2695型高效液相色谱仪 (6000蒸发光散射

检测器 , HPLC-ELSD, 美国 Waters); 5600 型超高效液

相色谱-电喷雾电离高分辨飞行时间质谱 (UPLC-ESI-

QTOF-MS, AB SCIEX, 西班牙); 4250型纯化制备色谱

仪 (德国 Interchim); 3000型超高效液相色谱仪 (电喷

雾检测器, UPLC-CAD, 美国 Thermo); GS-NF500型膜

片式切向流膜分离系统, PES材质GS-10 wDa膜 (上海

顾信生物科技有限公司); CPA225D 型十万分之一分
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析天平 (德国 Sartorius); 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旋

转蒸发器 (上海亚荣生化仪器厂); Infinite M200酶标

仪, 细胞培养箱 (力康生物医疗科技控股有限公司)。

样品与试剂 本实验所用植物为山西浑源黄芪的

干燥根, 五年生, 采于 2017年10月, 由山西大学秦雪梅

教授鉴定。

葡萄糖、葡聚二糖、葡聚三糖、葡聚四糖、葡聚五

糖、葡聚六糖、葡聚七糖、葡聚八糖、葡聚九糖 (纯度大

于 95%, 批号 201903, 山西玖玖商贸有限公司); 三氟乙

酸 (纯度大于 99%, 批号 201811, 中国上海阿拉丁); 分

析级无水乙醇、无水甲醇 (批号 201902, 天津市大茂化

学试剂厂); 色谱级甲酸、乙腈、甲醇、质谱级乙腈 (批号

202008, 美国 Thermo 公司); 分析级甲酸铵 ( 批号

20180926, 国药集团化学试剂有限公司); DMEM培养

基 (批号 20210221, 武汉博士德生物工程有限公司);

中性红试剂、胎牛血清 (FBS)、青链霉素混合液 (P/S)、

刀豆蛋白 A (ConA)、脂多糖 (LPS)、PBS 缓冲盐溶液、

红细胞裂解液、细胞计数试剂盒-8 (CCK-8)、小鼠免疫

球蛋白G (Ig G) 的酶联免疫吸附测定 (ELISA) 试剂盒

(批号202102, 美国Solarbio公司)。

BALB/c小鼠购自北京维通利华实验动物技术有

限公司 , 许可证号 SCXK (京 2016-0006), 动物实验通

过山西大学科学研究伦理委员会批准 (批准号

SXULL-2018009)。

APS-Ⅱ的分离制备 将浑源黄芪干燥根粉碎成粉

末, 过 100目筛, 取细粉约 60 g置 2 L烧杯中, 按照料液

比1:20加去离子水1 200 mL, 于磁力搅拌器上搅拌, 热

提温度 90 ℃, 提取时间 4 h。经水提后样品置于离心

机中离心 (3 000 r·min-1, 15 min), 上清液抽滤后浓缩至

400 mL, 加木瓜蛋白酶 15 mg, 45 °C下恒温水浴反应

6 h, 加原溶液体积 1/3量的 10%三氯乙酸, 在冰浴中搅

拌 15 min 后静置 30 min, 3 000 r·min-1离心 15 min, 弃

沉淀。取上清液加无水乙醇至终醇浓度为 80%, 静置

过夜, 收集沉淀冷冻干燥得APS。取APS溶解在去离

子水中, 采用超滤膜截留法 (100 kDa膜) 分离, 收集膜

后溶液, 浓缩冻干得到APS-Ⅱ。

APS-Ⅱ的部分酸水解

单因素试验考察 标准品的配制: 精密称取葡萄

糖、葡聚二糖、葡聚三糖、葡聚四糖、葡聚五糖、葡聚六

糖、葡聚七糖、葡聚八糖和葡聚九糖 5 mg置于同一量

瓶中定容至 5 mL, 经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后 , 进行

HPLC-ELSD分析。

精密称取APS-Ⅱ 150 mg, 每 10 mg置于一个水解

管中, 在一定温度下加入 2 mL固定浓度的三氟乙酸溶

液降解多糖一定的时间, 分别考察酸解温度、酸浓度和

酸解时间对多糖降解的影响。保持酸浓度 1.0 mol·L-1

和酸解时间 2 h不变, 考察酸解温度 70、80、90、100和

110 ℃对降解产物的影响; 保持酸解温度80 ℃和酸解时

间 2 h不变, 考察酸浓度 0.2、0.5、1.0、2.0和 4.0 mol·L-1

对降解产物的影响 ; 保持酸解温度 80 ℃和酸浓度

1.0 mol·L-1不变, 考察酸解时间 30 min、1 h、2 h、3 h和

4 h对降解产物的影响。酸解完成后立即旋干, 用1 mL

无水甲醇复溶 3次, 旋干, 除去多余的三氟乙酸, 再用

1.5 mL超纯水复溶, 经 0.45 μm微孔滤膜过滤后, 进行

HPLC-ELSD分析。

HPLC-ELSD 分析条件 : 色谱柱为华谱 X Amide

(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相为A-纯水, B-乙腈; 梯

度洗脱 0～50 min, 15% A～50% A, 85% B～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。

正交实验优化酸解条件 精密称取APS-Ⅱ 10 mg

放入水解管中, 加入三氟乙酸溶液 2 mL, 以水解温度

(A)、酸浓度 (B) 及水解时间 (C) 为考察因素进行正交

水解实验, 每个因素选择 3个水平, 因素水平表详见表

1。以产生寡糖的峰面积和与 10 000的比值作为综合

评价指标, 优选APS-Ⅱ的部分酸水解最优条件。

将综合评分得出的最优条件和极差分析得出的最

优条件进行验证, 每组重复 3次, 确认最佳条件的综合

评分是否比九组正交评分值都高。

HPLC-ELSD分析条件: 同单因素试验考察的检测

条件。

最优酸解条件的重复性评价 通过对寡糖降解条

件的优化, 选取最佳酸水解条件进行重复性考察。取

APS-Ⅱ适量 , 以最佳酸解条件水解 , 平行六份 , 进行

UPLC-CAD分析, 按综合评分计算RSD%值评价降解

条件的重复性。

UPLC-CAD 分析条件 : 色谱柱为华谱 X Amide

(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相: A-纯水, B-乙腈; 梯

度洗脱: 0～55 min, 15% A～50% A; 55～60 min, 50% A～

50% A; 流速: 1 mL·min-1; 柱温35 ℃; 进样量20 μL。

黄芪寡糖的质谱解析 将上述单因素考察中制备

Table 1 APS- Ⅱ partial acid hydrolysis orthogonal test factor

level table (APS-Ⅱ: Active Astragalus polysaccharide)

Level
1
2
3

A: Temperature/℃
70
80
90

B: Concentration/mol·L-1

0.5
1.0
2.0

C: Time/h
1
2
3
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的葡聚糖标准品和使用最佳酸解条件制备的样品, 通

过UPLC-ESI-QTOF-MS分析。

色谱条件 : 色谱柱为 Acquity UPLC BEH Amide

(10 mm×2.1 mm, 1.7 μm); 流动相为 A: 0.1% 甲酸水 ,

B: 乙腈 ; 梯度洗脱 0～2 min (65% B), 2～6 min (65%

B～60% B), 6～8 min (60% B～55% B), 8～10 min

(55% B), 10～12 min (55% B～65% B), 12～13 min

(65% B); 流速 0.3 mL·min-1; 柱温 40 ℃ ; 样品室温度

4 ℃; 进样量2 μL。

质谱条件: 采用电喷雾电离源 (electrospray ioniza‐

tion source, ESI) 负离子模式检测; 离子源温度为100 ℃;

雾化气为55 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa); 辅助气为55 psi; 气帘

气为 30 psi; 雾化温度为 500 ℃; 离子释放延迟 (IRD)

为 67; 离子束宽度 (IRW) 为 25; 一级质量扫描范围

m/z 100～2 500, 去簇电压 (DP) 为 60 V, 碰撞能 (CE)

为 10 V; 二级质量扫描范围m/z 100～1 250, 去簇电压

(DP) 为80 V, 碰撞能 (CE) 为35 ± 15 V。

黄芪寡糖的分离制备 称取APOS粉末溶于蒸馏

水中配成 10 mg·mL-1的溶液 , 经 0.22 μm 微孔滤膜滤

过, 通过纯化制备色谱仪检测分离。该过程采用分流

技术 (1∶10), 比例为 1的洗脱液采用高效液相色谱蒸

发光散射检测器检测, 比例为 10的洗脱液根据检测器

显示的色谱峰情况接收保存, 最后将所有洗脱液分段

合并分为 6 个寡糖片段 APOS-1、APOS-2、APOS-3、

APOS-4、APOS-5和 APOS-6, 分别浓缩冻干。取制备

好的寡糖片段配置成 5 mg·mL-1的溶液, 经 0.22 μm微

孔滤膜过滤后, 进行UPLC-CAD检测。

制备液相条件: 色谱柱为华谱 X Amide (20 mm×

250 mm, 5 μm, 100A); 流动相: A-纯水, B-乙腈, C-甲酸

铵溶液 (pH = 3.2, 100 mmol·L-1); 梯度洗脱: 0～100 min,

5% A～35% A, 80% B～50% B, 15% C～15% C; 0～

20 min手动接峰, 20～80 min用Waste模式自动收集,

80 min后手动接峰; 流速: 25 mL·min-1; 进样量5 mL。

UPLC-CAD分析条件: 同最优酸解条件的重复性

评价的检测条件。

不同聚合度黄芪寡糖片段的固有免疫评价 用

DMEM 培养基 (含 10% FBS 和 1% P/S) 将 RAW264.7

细胞浓度调节至 1×106/mL, 将细胞接种到 96孔板中培

养 12 h (37 ℃, 5% CO2), 每孔 200 μL, 12 h后弃去培养

液, 用 PBS清洗各孔 2次。分别加入不同聚合度寡糖

片段溶液 200 μL继续培养 24 h, 给药糖溶液终浓度为

0、20、50、100、150、200、250 μg·mL-1, 每个浓度设 6 个

平行孔, 24 h后弃去培养液, 用PBS清洗各孔 2次。然

后向各孔中加入以 PBS 配制的 0.075% 中性红溶液

200 μL, 于培养箱中培养 2 h后除去培养液, 用 PBS清

洗各孔 2次。最后加细胞裂解液 200 μL裂解细胞, 细

胞裂解液为体积比 1∶1的C2H5OH和CH3COOH, 4 h后

用酶标仪测定96孔板在540 nm处的吸光度值 (A540)。

不同聚合度黄芪寡糖片段的细胞免疫评价 小鼠

脾淋巴细胞的提取[14]: 将 BALB/c小鼠采用颈椎脱位

法处死, 75%乙醇浸泡 30 min, 超净台解剖, 无菌获取

脾, 将其在 200目无菌筛网中轻轻研磨, 用PBS溶液洗

涤 2次, 过滤获得单细胞悬浮液。滤液以 1 000 r·min-1

离心 10 min, 弃去上清 , 沉淀中加入适量红细胞裂解

液, 混匀溶液, 再次离心 10 min。然后用PBS溶液洗涤

沉淀 3次, 每次以 1 000 r·min-1的速度离心 5 min, 收集

细胞即为小鼠脾淋巴细胞。

用 RPMI 1640培养基 (含 10% FBS 和 1% P/S) 将

小鼠脾淋巴细胞浓度调节至 1×106/mL, 将细胞接种到

96孔板中培养 24 h, 每孔 100 μL, 然后分别加入不同

浓度的不同聚合度寡糖片段溶液 90 μL与ConA溶液

5 μL, 使各孔中给药糖溶液终浓度为 0、20、50、100、

150、200 和 250 μg ·mL-1, 但是 ConA 的终浓度为

10 μg·mL-1, 设定 6 个平行孔 , 继续在培养箱中培养

24 h。根据试剂盒说明每孔加入CCK-8 20 μL, 使用酶

标仪在450 nm处测定吸光度值 (A450)。

不同聚合度黄芪寡糖片段的体液免疫评价 用

RPMI 1640 培养基 (含 10% FBS 和 1% P/S) 将小鼠脾

淋巴细胞调节至 1×106/mL, 将细胞接种到 96孔板中培

养 24 h, 每孔 100 μL, 然后分别加入不同聚合度寡糖片

段溶液 90 μL与LPS溶液 10 μL, 使各孔给药糖溶液终

浓度为 0、20、50、100、150、200、250 μg·mL-1, LPS终浓

度为 10 μg·mL-1, 设定 6个平行孔, 继续在培养箱中培

养 24 h。然后将 96孔板以 3 000 r·min-1离心 10 min, 取

上清液根据试剂盒说明测定 IgG分泌情况。

结果与讨论

1 APS-Ⅱ的分离制备

水提醇沉所得的 APS中包含两个不同分子质量

的多糖, 分别为大于 2 000 kDa的APS-Ⅰ组分和分子质

量约为 10 kDa的APS-Ⅱ组分, 经超滤机截留得到APS-

Ⅱ组分, 即黄芪中的免疫活性多糖部分。

2 APS-Ⅱ部分酸水解的单因素试验结果

酸水解是多糖结构分析的重要步骤, 其中部分酸

水解即通过控制水解过程中的时间、温度等, 使多糖降

解为不同聚合度的寡糖, 有助于质谱、核磁等技术手段

对结构信息的精准判断[15-17]。近年来, 亲水作用色谱

(hydrophilic interaction chromatography, HILIC) 因以强

极性材料作为固定相, 以高比例的有机溶剂-水体系作

流动相, 近年来广泛用于糖类、蛋白质、多肽、氨基酸等
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成分的分离和分析, 尤其在糖类应用中对不同聚合度

的寡糖具有良好的分离效果[18-20]。

如图 1 所示 , 通过亲水作用色谱柱的检测分离 ,

不同聚合度的葡聚糖标准品的分离度明显, 葡萄糖在

10 min左右出峰, 葡聚二糖到葡聚九糖从 15 min开始

按极性从小到大依次出峰, 保留时间分别为: 15.123、

20.211、25.538、29.074、30.921、33.593、36.076 和

37.902 min。

影响多糖酸水解的主要因素有酸的种类、酸浓度、

水解温度和水解时间等[15]。硫酸、盐酸等无机酸的酸

性过强, 水解过程难以控制, 酸解结束用碱中和除酸会

形成新物质盐, 影响质谱检测结构分析, 还易氧化多

糖, 破坏多糖结构, 而有机酸甲酸、乙酸等酸性较弱, 降

解能力较差。因此本实验选用毒性较低、氧化性弱的

三氟乙酸作为水解试剂, 它能与甲醇互溶, 挥发性好易

除去, 可以保证降解产物的稳定性。

保持酸浓度和酸解时间一致, 考察APS-Ⅱ在不同

酸解温度下产物的差异。在 100 和 110 ℃下 , APS-Ⅱ

水解过度, 100 ℃时表征为聚合度DP2-DP6的低聚合

度寡糖, 不能满足寡糖的丰富性以确保免疫活性中心

寡糖的存在, 110 ℃时过度水解为单糖和二糖。70和

80 ℃下酸解程度相近 , 呈现为丰富的寡糖片段 , 但

70 ℃时低聚合度寡糖各组分峰面积较小 , 可能存在

APS-Ⅱ 降解不完全的情况。90 ℃降解产物的分离度

最好, 但是寡糖丰富性不如 80 ℃时的寡糖数目, 聚合

度较大的寡糖被进一步降解。因此推断不同温度对

APS-Ⅱ酸解产物具有极显著的影响, 主要表现在降解

后寡糖组分含量以及数目的多少 , 综上将 70、80 和

90 ℃作为正交试验的三个水平。

保持酸解温度和酸解时间一致, 考察APS-Ⅱ在不

同酸浓度下产物的差异。随三氟乙酸浓度的增加 ,

APS-Ⅱ酸解产物中各寡糖组分数目相对稳定, 没有很

大区别, 仅在寡糖含量上存在一定区别, 0.2 mol·L-1的

酸浓度较小, 导致七糖以下的组分峰高较低, 可能由于

酸度不够未能将APS-Ⅱ的糖苷键断裂完全。因此将酸

浓度居中的 0.5、1.0和 2.0 mol·L-1作为正交试验的三个

水平。

保持酸解温度和酸浓度一致, 考察APS-Ⅱ酸解不

同时间下产物的差异。随着酸解时间的延长, 寡糖含

量及数目均呈现下降趋势。酸解 30 min时, DP9-DP15

的色谱峰分离度不好, DP15以上的高聚合度寡糖未表

征完全, 说明酸解时间较短, 有一部分多糖还未被降

解; 酸解时间为 1 h时, 寡糖产物的色谱峰数目及含量

均呈现较好的分离, APS-Ⅱ水解恰当; 酸解时间延长至

2和 3 h时, DP12以上的寡糖各组分峰面积较小, 此时

黄芪寡糖的丰富性降低; 继续延长酸解时间, 在APS-Ⅱ

酸解 4 h时, APS-Ⅱ降解程度加强, 产生了更多的二糖、

三糖、四糖和五糖, DP10以上的寡糖基本不存在。为

了提高效率缩短实验时间, 因此将 1、2和 3 h作为正交

试验的三个水平。

3 APS-Ⅱ部分酸水解的正交试验结果

九组正交试验酸解条件下, APS-Ⅱ降解的黄芪寡

糖片段在亲水色谱柱中分离效果良好, 按照极性由小

到大的顺序依次被洗脱, 不同聚合度寡糖可以明显分

离。表 2分析结果显示, 九组正交试验中综合评分最

高的组合为正交 8试验, 综合评分为 23 259.89, 由此得

出的最佳酸解条件为 A3B2C1, 即水解温度 90 ℃ , 三

氟乙酸浓度 1.0 mol·L-1, 水解时间 1 h。然而, 由表 2的

极差分析可知, 三种因素的影响顺序为: B (酸浓度) >

C (酸解时间) > A (酸解温度), 且 B2 > B3 > B1, C1 >

C3 > C2, A2 > A1 > A3, 由此得出的最佳工艺组合为

A2B2C1, 即水解温度 80 ℃, 三氟乙酸浓度 1.0 mol·L-1,

水解时间 1 h。两个最佳组合相比, 影响因素较大的酸

浓度和水解时间保持一致, 故B2C1为确定条件, 对于

影响因素较小的A因素酸解温度, 进一步采用上述两

组条件 A3B2C1 和 A2B2C1 进行验证 , 以选择最佳条

件。对实验结果进行方差分析即 F检验, 用 F值来评

估组间差异, F值越大, 说明该组影响因素的差异越显

著 , 由 F 值可以看出 , 酸浓度 (F = 1.156) > 酸解时间

(F = 0.569) > 酸解温度 (F = 0.349), 影响因素排序同极

差分析一致。

按照酸解条件 A3B2C1 和 A2B2C1 进行验证实

验, 结果显示新组合A2B2C1的综合评分为 26 874.59,

比九组正交结果中任意一组都高。因此确定 APS-Ⅱ

的最佳部分酸解条件为 A2B2C1, 即水解温度 80 ℃ ,

三氟乙酸浓度1.0 mol·L-1, 水解时间1 h。

4 APS-Ⅱ在最佳酸解条件下的重复性评价

如图 2所示, 重复性实验结果表明, APS-Ⅱ通过最

Figure 1 HPLC-ELSD chart of glucose and dextran with different

degree of polymerization (1: Glucose; 2: Glucobiose; 3: Glucotriose;

4: Glucotetraose; 5: Pentaglucan; 6: Glucohexaose; 7: Heptaglycan;

8: Octaglucan; 9: Nona glucan)
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优酸解条件下平行六份的综合评分值均高于正交试验

中任何一组, 最低值为 26 725.16, 最高值为 27 391.29,

平均值为 27 171.25, RSD%为 1.6%, 小于 3%, 符合要

求, 表明该酸降解法重复性良好。

5 黄芪寡糖的质谱解析

电喷雾电离高分辨飞行时间质谱使用离子束压缩

技术和增强型离子反射镜技术, 具有极高的质量精确

度和分辨率, 二级质谱分析可对选定母离子施加多个

裂解电压, 使一级产物打碎并呈现一定的断裂规律, 根

据碎片离子之间的前后裂解次序能找到母离子与子离

子的关系, 从而得到寡糖碎片离子的裂解顺序, 在糖类

分析中广泛应用[21]。

APS-Ⅱ经部分酸水解得到的特征性寡糖片段, 采

用 UPLC-ESI-QTOF-MS在负离子模式下对其进行结

构表征, 不同聚合度的葡聚糖标品以及APS-Ⅱ部分酸

解产物的总离子流图 (TIC) 如图 3所示。对图 3B的样

品质谱图进行分析, 结合文献[22]以及图 3A的葡聚糖标

品质谱图可知, 1.8 min前的色谱峰为氨基酸杂质及单

糖成分 , 1.8～8.5 min 之间的色谱峰依次为聚合度是

2～9的寡糖, 样品中 8.5 min后的色谱峰为聚合度更大

的寡糖, 根据表 3中的碎片离子推断黄芪寡糖混合物

中含有聚合度为DP2～DP14的寡糖。但是, 鉴于质谱

质荷比的限制, 一级质谱只显示出最大为DP14的黄芪

寡糖, 二级质谱只显示出最大为DP7的寡糖碎片信息,

根据表 3中碎片离子的规律性, 可以推测黄芪寡糖中

存在聚合度更大的寡糖。

以聚合度为 7 的寡糖为例 (m/z = 1 152), 根据

Domon与Costello提出的命名规则定义APS-Ⅱ降解后

的寡糖片段碎片离子。以 [M-H]-为母离子, 发生糖苷

键断裂, 母离子丢失己糖残基 (162 u) 形成一系列C型

碎片离子 , 179 (C1), 341 (C2), 503 (C3), 665 (C4), 827

(C5), 989 (C6)。同时, [M-H]-母离子发生开环断裂, 丢

失 60 u, 产生 0,2Ai碎片离子, 119 (0,2A1), 281 (0,2A2), 443

(0,2A3), 605 (0,2A4), 767 (0,2A5), 929 (0,2A6), 1 091 (0,2A7)。

接着, 0,2Ai碎片离子再丢失 1个水分子, 产生 2,5Ai碎片

离子, 101 (2,5A1), 263 (2,5A2), 425 (2,5A3), 587 (2,5A4), 749

(2,5A5), 911 (2,5A6), 1 073 (2,5A7)。结合相关文献[23,24]分

析, 这两种离子为 1→4连接寡糖开环断裂产生的特征

性碎片 , 由此推测 APS-Ⅱ降解获得的寡糖为 1→4 连

接。此外 , [M-H]-母离子也发生了 2,4 开环断裂 , 产

生 2,4Ai 碎片离子 , 221 (2,4A2), 383 (2,4A3), 545 (2,4A4),

707 (2,4A5), 869 (2,4A6), 1 031 (2,4A7)。

如表 3所示, 其他聚合度寡糖的碎片数据均包含

上述碎片离子, 进一步说明APS-Ⅱ降解产物为 1→4连

接的六碳醛聚糖。表中的碎片离子信息为黄芪寡糖实

Table 2 The orthogonal test results of APS-Ⅱ partial acid hydro‐

lysis (K1/K2/K3: The average of the three groups of experiments

at the 1/2/3 level of each influencing factor. R: The difference

between the maximum K value and the minimum K value of each

influencing factor)

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

K1
K2
K3
R

A: Tempera‐

ture/℃
70
70
70
80
80
80
90
90
90

17 728.193
18 923.387
15 831.197
3 092.190

B: Concentra‐

tion/mol·L-1

0.5
1.0
2.0
0.5
1.0
2.0
0.5
1.0
2.0

15 338.990
20 311.120
16 842.667
4 972.130

C: Time/h

1
2
3
2
3
1
3
1
2

18 845.250
15 286.760
18 360.767
3 558.490

Comprehen‐

sive index
13 647.19
18 353.44
21 213.95
17 821.46
19 320.03
19 628.67
14 548.32
23 259.89
9 685.38

Figure 2 UPLC-CAD chromatogram of repeatability experiment

of APS-Ⅱ acid hydrolysis

Figure 3 The total ion current of dextran standard (A) and APOS

(B) in negative ion mode (APOS: Astragalus oligosaccharide, DP:

Degree of polymerization)

·· 2271



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(8): 2266 −2275

际测定值, 最后一个数值即为分子离子峰实测值, 与理

论寡糖的相对分子质量相差值为 1, 是由于质谱检测

条件为负离子模式造成。课题组前期研究发现APS-Ⅱ

的主要单糖组成为半乳糖和葡萄糖, 二者总和占比高

达 97%, 其中葡萄糖含量是半乳糖的 2.5倍, 二级质谱

数据与该结果相呼应。对于各糖之间的连接顺序, 以

及糖链分支结构需要更多的核磁手段和甲基化分析进

行深入分析。综上所述, APOS主链结构包含有 1→4

连接的六碳醛聚糖结构, 如图4所示。

6 不同寡糖片段的制备及液相表征

黄芪寡糖APOS经纯化制备色谱仪分离, 如图 5A

所示为蒸发光散射检测器的在线检测色谱图, 各寡糖

成分分离明显, 随时间的增加, 依次出现聚合度增大的

寡糖, 按照色谱峰被分为 6个组分, 分别对应于APOS-

1、APOS-2、APOS-3、APOS-4、APOS-5和APOS-6。

如图 5B所示, 六条谱图从下到上依次对应于聚合

度从小到大的寡糖片段, 整体呈现梯度趋势, 但是不同

寡糖片段之间存在一定的交集寡糖组分, 与理论合并

的洗脱液存在区别, 可能是由于制备时间过短, 制备柱

较粗导致各寡糖洗脱后柱内仍有残留而造成。第一个

寡糖片段中糖类成分主要是单糖和DP2 (80.81%), 含

有少量的三糖成分, 制备量为 70 mg; 第二个寡糖片段

Figure 4 Potential structure of APOS

Table 3 Detailed information of APS-Ⅱ partial acid hydrolysis products

DP

2
3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

tR/min

1.924
2.438

3.175

4.117

5.075

6.045

7.054

8.003

8.762

9.408

10.037

10.716

11.497

Molecular

formula

C12H22O11

C18H32O16

C24H42O21

C30H52O26

C36H62O31

C42H72O36

C48H82O41

C54H92O46

C60H102O51

C66H112O56

C72H122O61

C78H132O66

C84H142O71

Relative molecular

mass / m/z

(theoretical value)
342
504

666

828

990

1 152

1 314

1 476

1 638

1 800

1 962

2 124

2 286

(-) Fragment ion / m/z

(actual detection value)

101.023 4, 119.034 6, 143.035 7, 161.045 8, 179.057 1, 221.064 3, 341.110 5
101.024 6, 113.024 2, 143.034 8, 161.045 6, 179.057 6, 221.066 6, 263.076 1, 281.087 0,

341.110 6, 383.119 5, 425.136 3, 503.071 2
101.024 8, 143.034 9, 161.046 0, 179.056 7, 221.067 2, 281.088 2, 341.109 3, 383.120 5,

425.130 8, 443.142 6, 503.162 7, 545.174 2, 587.185 7, 605.197 0, 665.218 0
101.024 9, 161.045 4, 179.056 9, 221.066 9, 281.088 6, 323.100 2, 341.109 1, 383.120 3,

443.141 3, 485.150 3, 503.163 3, 545.174 1, 605.197 1, 665.217 5, 749.238 6, 827.272 4
161.045 9, 179.056 1, 281.088 0, 323.099 2, 341.108 9, 383.120 3, 425.131 2, 503.164 2,

605.194 3, 665.218 4, 707.230 4, 827.272 7, 869.284 8, 911.295 9, 929.299 4, 989.326 5
161.045 5, 179.056 9, 341.110 8, 383.119 2, 443.141 4, 503.163 3, 587.187 3, 605.199 1,

665.219 2, 767.254 5, 827.276 4, 911.294 8, 929.299 3, 1 073.352 6, 1 151.383 8
161.046 1, 341.109 0, 503.160 4, 665.214 2, 827.268 2, 989.320 9, 1 151.371 4, 1 193.384 5,

1 215.351 9, 1 313.426 3
161.046 1, 341.108 7, 503.160 5, 665.214 4, 827.267 0, 989.321 5, 1 151.373 4, 1 313.425 1,

1 475.478 3
161.046 1, 341.108 4, 503.160 9, 665.215 2, 827.268 1, 989.321 4, 1 151.371 9, 1 313.425 1,

1 475.476 9, 1 517.486 8, 1 637.529 9
161.045 6, 341.109 7, 503.160 2, 665.213 7, 827.268 1, 989.319 6, 1 151.371 2, 1 313.426 2,

1 475.479 9, 1 517.265 8, 1 637.529 3, 1 799.583 5
161.045 9, 341.107 5, 503.161 9, 665.213 3, 827.266 9, 989.322 1, 1 151.371 8, 1 313.427 4,

1 475.478 0, 1 637.528 5, 1 799.582 3, 1 961.642 8
161.046 2, 341.109 6, 503.163 1, 665.214 9, 827.269 3, 989.321 6, 1 151.374 2, 1 313.426 1,

1 475.478 3, 1 637.533 1, 1 799.588 2, 1 961.642 5, 2 123.699 8
161.046 4, 341.108 9, 503.162 0, 665.212 8, 827.268 4, 989.319 4, 1 151.372 1, 1 313.426 9,

1 475.477 7, 1 637.530 8, 1 799.579 7, 1 961.635 6, 2 124.697 2, 2 285.751 4
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中主要成分是DP3-DP7 (96.06%), 制备量为 80 mg; 第

三个寡糖片段中主要成分是DP5-DP9 (88.00%), 制备

量为 40 mg; 第四个寡糖片段中主要成分是DP9-DP14

(89.27%), 制备量为 50 mg; 第五个寡糖片段中主要成

分是DP12-DP17 (95.45%), 制备量为 90 mg; 第六个寡

糖片段中主要成分是DP16-DP19的高聚合度寡糖, 制

备量为100 mg。

7 不同寡糖片段的免疫活性评价

巨噬细胞在非特异性免疫中起着至关重要的作

用, 是研究细胞吞噬、细胞免疫和分子免疫学的重要对

象。中性红是一种大分子的荧光试剂, 只能被内吞才

能被摄取到细胞内, 因此通过检测药物干预细胞中性

红摄取量可以反映巨噬细胞的吞噬能力[25]。如图 6A

所示, 当不同APOS在 20～200 μg·mL-1作用于巨噬细

胞时, 吞噬活性均呈现增强趋势, 浓度到 200 μg·mL-1

时达到最强吞噬能力, 超过该剂量时巨噬细胞吞噬能

力降低, 量效曲线呈现“钟罩型”。表明APOS调节免

疫功能呈双向调节性, 并不是质量浓度越大功能越强,

而是存在某一最佳剂量。当 APOS-4.5.6 的浓度为

150、200和 250 μg·mL-1时, APOS促进巨噬细胞的吞噬

能力强于阳性对照 APS-Ⅱ (100 μg·mL-1, P < 0.05), 巨

噬细胞的吞噬活性均在 30%以上。综上, 表明APOS

在固有免疫方面促进巨噬细胞的吞噬能力 , 且不同

APOS的促进能力不同: APOS-5 > APOS-4 > APOS-6 >

APOS-2 > APOS-1 > APOS-3。

如图 6B所示, 不同浓度的不同聚合度寡糖片段协

同ConA在不同程度上增加了T淋巴细胞的增殖。当

APOS-5.6 的浓度为 100～250 μg·mL-1时 , T 淋巴细胞

的增值率均高于阳性对照APS-Ⅱ (100 μg·mL-1), 增值率

达 23%以上, 存在统计学意义 (P < 0.05)。当APOS-4

的浓度为 150～250 μg·mL-1时, T淋巴细胞的增值率高

于阳性对照 APS-Ⅱ, 存在统计学意义(P < 0.01)。6种

黄芪寡糖对 T淋巴细胞的增殖影响依次为APOS-5 >

APOS-6 > APOS-4 > APOS-2 > APOS-1 > APOS-3。表

明APOS在ConA诱导下, 能通过T淋巴细胞的增殖增

强机体的细胞免疫功能。

如图 6C所示, 不同聚合度的寡糖片段随浓度的增

加 , 在 LPS 的诱导下 , 脾淋巴细胞中 IgG 的分泌量呈

剂量依赖性 , 整体于 200 μg·mL-1时分泌量达到最大

值, 超出此剂量时脾淋巴细胞的 IgG分泌量降低。当

Figure 6 Influence of different oligosaccharide fragments on

immune activity. A: The effect of macrophage phagocytic activity;

B: The effect of T lymphocyte proliferation induced by concanavalin

A (ConA); C: The effect of splenic lymphocytes secreting IgG

induced by lipopolysaccharide (LPS). n = 6,
-
x ± s, *P < 0.05, **P <

0.01 vs APS-Ⅱ

Figure 5 Preparative liquid chromatogram of APOS (A) and

UPLC-CAD chromatograms with different degrees of polymeriza‐

tion of APOS (B)
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APOS-4.5.6 的浓度为 100～250 μg·mL-1 时 , 脾淋巴

细胞分泌的 IgG均高于阳性对照APS-Ⅱ (100 μg·mL-1)

对脾淋巴细胞分泌 IgG 的影响 , IgG 分泌量均在

6.27 ng·mL-1以上 , 且存在统计学意义 (P < 0.05)。不

同聚合度寡糖片段对脾淋巴细胞分泌 IgG的影响依次

为APOS-6 > APOS-5 > APOS-4 > APOS-2 > APOS-3 >

APOS-1。表明 APOS可以通过增强小鼠脾淋巴细胞

分泌 IgG的水平, 发挥特异性免疫功能, 增强机体抗感

染的能力, 这可能是APOS发挥适应性免疫调节功能

的机制之一。

结论

黄芪多糖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, 主要由APS-Ⅰ和APS-Ⅱ组成, 课

题组前期研究发现APS-Ⅱ在促进免疫活性中扮演着重

要角色, 然而由于其相对分子质量较大, 结构难以精确

测定, 限制了黄芪多糖的深入研究。本研究借鉴“自上

而下”的研究策略, 结合多糖受体理论学说的研究思

路, 采用正交实验方法, 筛选出APS-Ⅱ的最佳酸降解条

件, 即酸解温度 80 ℃, 三氟乙酸浓度 1.0 mol·L-1, 酸解

时间 1 h, 通过降解可以得到相对分子质量较小的寡

糖。通过采用UPLC-ESI-QTOF-MS进行结构表征, 表

明黄芪寡糖的结构为 1,4连接的六碳醛聚糖。通过纯

化液相色谱仪的分离制备、体外非特异性免疫和特异

性免疫的筛选实验, 表明聚合度DP9～DP19的寡糖免

疫活性优于APS-Ⅱ, 该研究为黄芪多糖提质增效奠定

了基础, 也为进一步研究其构效关系提供了保障。
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