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蜜炙黄芪多糖的分离纯化、结构表征及对 4 种益生菌的影响 

摘要 

 

中医理论认为中药黄芪经蜜炙后可增强其“补中益气”的作用。

前期研究表明，多糖类成分是黄芪补气作用的重要药效物质，且黄芪

蜜炙前后，多糖的分子量及单糖组成的比例均发生了变化。本课题分

离纯化出蜜炙黄芪精多糖与黄芪精多糖，通过结构表征，比较蜜炙前

后多糖结构的差异并探究其在体外对益生菌及菌株代谢产物 SCFAs、

乳酸和丙酮酸的影响，进一步丰富蜜炙黄芪炮制机理的实验基础。 

方法：同一批次的蜜炙黄芪与黄芪药材经加热回流提取、醇沉、

酶-Sevage 法除蛋白、冻干得到蜜炙黄芪粗多糖 HAPS 与黄芪粗多糖

APS。用 DEAE-52 阴离子交换柱、FOcurose cL-6B 和 HW-65F 分子排

阻柱层析进一步分离纯化得到六个精多糖 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、

APS2b、HAPS3a、APS3a。紫外扫描及凝胶渗透色谱法验证所得样品

纯度并测定其相对分子质量，结合液质联用、红外光谱仪、甲基化分

析、气质联用、核磁共振分析、三股螺旋结构测定等技术手段对样品

进行结构表征。以上述六个精多糖作为培养基的唯一碳源对 4 种益生

菌进行体外培养，并通过酶标仪测定菌株浓度，采用 HPLC-GFC-ELSD

测定降解多糖的分子量，UPLC/Q-TOF-MS 测定降解多糖的单糖组成
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及代谢产生的 SCFAs、乳酸和丙酮酸。 

结果：经分离纯化后得到的三个大分子量蜜炙黄芪精多糖

HAPS2a、HAPS2b、HAPS3a 和三个黄芪精多糖 APS2a、APS2b、APS3a，

均为同时含有 β 构型和 ɑ 构型糖苷键的酸性杂多糖。HAPS2a 和 APS2a

的分子量分别为 10009.7 kDa 和 16844.7 kDa，均由 Man、Rha、GlcA、

GalA、Glc、Gal、Xyl、Ara 组成，相应的摩尔百分比分别为 0.22：1.47：

0.27：0.22：2.44：50.76：44.62 和 0.90：10.05：1.10：8.76：2.05：33.52：

43.62，两者在 Rha、Gal 与 GalA 的摩尔比例上存在差异；HAPS2a 的

主链主要由 1,3,4-β-Galp、1,6-α-Galp 组成，而 APS2a 的主链主要由

1,3,4-α-Galp、1,3,4-β-Rhap、1,6-α-Galp、1,3-α-Rhap 组成。HAPS2b

与 APS2b 的分子量分别为 5345.7 kDa 和 7664.8 kDa，均由 Man、Rha、

GlcA、GalA、Glc、Gal、Xyl、Ara、Fuc 组成，相应的摩尔百分比分

别为 0.92：9.27：0.26：45.79：2.02：15.75：25.01：0.98 和 1.82：21.41：

1.82：51.08：2.17：11.34：9.26：2.91，两者在 Rha、Gal 和 GalA 的

摩 尔 比 例 上 存 在 差 异 ； HAPS2b 的 主 链 由 1,2,3,4-α-Galp 、

1,3,4,6-α-Galp 、 1,2,4-α-GalpA 组 成 ， APS2b 的 主 链 主 要 由

1,2,3,4-α-GalpA、1,3,4,6-α-GalpA、1,2,4-α-GalpA 组成。HAPS3a 与

APS3a 的分子量分别为 2463.5 kDa 和 3373.2 kDa，均由 Man、Rha、

GlcA、GalA、Glc、Gal、Xyl、Ara、Fuc 组成，相应的摩尔百分比分

别为 0.4：13.8：0.69：33.24：2.37：22.66：26.18：0.66 和 0.25：14.47：
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1.16：49.55：0.79：11.87：21.47：0.44，两者在 Gal 和 GalA 的摩尔

比例上存在差异；HAPS3a 和 APS3a 主链均由 1,2,3-β-Rhap、

1,4-α-GalpA、1,2,6-β-Galp、1,4-β-Galp 和 1,2-α-GalpA 组成。对 4 种益

生菌的体外培养实验结果表明，HAPS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a

可对 BL 的生长有较明显的促进作用，仅有 HAPS2a 与HAPS3a 对 LGG

的生长有明显促进作用，而上述六个精多糖对 BO 和 BT 均有明显的促

生长作用，代谢产物主要有乳酸、乙酸、丙酸、丁酸和丙酮酸，但丁

酸的含量在 APS2a、APS2b、APS3a 组中较高，由 LGG 所产生的乳酸

含量在 HAPS2a、HAPS2b、HAPS3a 组较高。 

结论：本实验成功从蜜炙黄芪和黄芪药材中分离纯化出六个均一

大分子量酸性杂多糖，多糖在蜜炙前后的分子量、单糖组成比例、糖

苷键等方面均存在差异。HAPS2a 与 HAPS3a 对 BL、LGG 的促生长作

用分别较 APS2a 和 APS3a 显著；蜜炙黄芪多糖与黄芪多糖对益生菌

作用的差异与蜜炙引起的化学结构差异相关。 

 

关键词：蜜炙黄芪；多糖；结构表征；益生菌；SCFA 
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ISOLATION, PURIFICATION AND STRUCTURAL 

CHARACTERIZATION OF HONEY-PROCESSED 

ASTRAGALUS POLYSACCHARIDES AND THEIR 

EFFECTS ON FOUR PROBIOTICS 

ABSTRACT 

 

Traditional Chinese Medicine theory believes that Astragalus 

membranaceus can enhance Qi-tonifying effect after honey processing. 

Our previous studies showed that polysaccharides were important 

active substances in the effect of reinforcing Qi of Astragalus 

membranaceus and the relative molecular weight and monosaccharide 

composition ratio of polysaccharides also changed before and after 

honey processing. In this study, novel high-molecular-weight 

polysaccharides were extracted and purified from honey-processed 

Astragalus and Astragalus and their structural characteristics were 

further elucidated and compared. Furthermore, their effects on 

probiotics and metabolites (SCFAs, lactic acid and pyruvate) in vitro 

were further evaluated in order to enrich the experimental basis of 

processing mechanism of Astragalus.  



广东药科大学硕士研究生学位论文 

VIII 
 

Methods: The crude polysaccharides HAPS and APS were 

obtained from the same batch of honey-processed Astragalus and 

Astragalus by heating reflux extraction, alcohol precipitation, removing 

protein by enzyme-Sevage method and freeze-drying. Six high purity 

polysaccharides HAPS2a, APS2a, HAPS2b, APS2b, HAPS3a and 

APS3a were obtained by further isolation and purification by DEAE-52 

anion exchange column, FOcurose cL-6B and HW-65F exclusion 

column. The purity and relative molecular weight of polysaccharides 

were determined by UV scanning and HPLC-GFC-ELSD. Their 

structures were characterized by UPLC/Q-TOF-MS, Fourier-transform 

infrared spectroscopic (FT-IR) analysis, methylation analysis, gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS), NMR analysis, triple 

helix structure determination. Four kinds of probiotics were cultured in 

vitro with the above homogeneous polysaccharides as the only carbon 

source of the culture medium. The concentration of probiotic was 

determined by enzyme labeling instrument and the molecular weight of 

degraded polysaccharide was determined by HPLC-GFC-ELSD. The 

monosaccharide composition of degraded polysaccharides and the 

metabolites (SCFAs, lactic acid and pyruvate) were determined by 

UPLC/Q-TOF-MS. 
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Results: Three high molecular weight honey-processed Astragalus 

polysaccharides (HAPS2a, HAPS2b, HAPS3a) and Astragalus 

polysaccharides (APS2a, APS2b, APS3a) were all highly branched 

acidic heteropolysaccharides containing β-configuration and 

α-configuration glycosidic bonds. The molecular weights of HAPS2a 

and APS2a were 10009.7 kDa and 16844.7 kDa, respectively, which 

were composed of Man, Rha, GlcA, GalA, Glc, Gal and Ara and their 

corresponding molar percentages were 0.22: 1.47: 0.27: 0.22: 2.44: 

50.76: 44.62 and 0.90: 10.05: 1.10: 8.76: 2.05: 33.52: 43.62, 

respectively. They were different in the molar ratios of Rha, Gla and 

GalA. The backbond of HAPS2a was consisted of 1,3,4-β-Galp and 

1,6-α-Galp while APS2a was 1,3,4-α-Galp, 1,3,4-β-Rhap, 1,6-α-Galp and 

1,3-α-Rhap. The molecular weights of HAPS2b and APS2b were 5345.7 

kDa and 7664.8 kDa, respectively, which were composed of Man, Rha, 

GlcA, GalA, Glc, Gal, Xyl, Ara and Fuc and their corresponding molar 

percentages were 0.92: 9.27: 0.26: 45.79: 2.02: 15.75: 25.01: 0.98 and 

1.82: 21.41: 1.82: 51.08: 2.17: 11.34: 9.26: 2.91, respectively. They were 

different in the molar percentages of Rha, Gal and GalA. The backbond 

of HAPS2b was consisted of 1,2,3,4-α-Galp, 1,3,4,6-α-Galp and 

1,2,4-α-GalpA while APS2b was 1,2,3,4-α-GalpA, 1,3,4,6-α-GalpA and 
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1,2,4-α-GalpA. The molecular weights of HAPS3a and APS3a were 

2463.5 kDa and 3373.2 kDa, respectively, which were composed of Man, 

Rha, GlcA, GalA, Glc, Gal, Ara and Fuc and their corresponding molar 

percentage were 0.4: 13.8: 0.69: 33.24: 2.37: 22.66: 26.18: 0.66 and 0.25: 

14.47: 1.16: 49.55: 0.79: 11.87: 21.47: 0.44, respectively. They were 

different in the molar percentages of Gal and GalA. The backbond of 

HAPS3a and APS3a were 1,2,3-β-Rhap, 1,4-α-GalpA, 1,2,6-β-Galp, 

1,4-β-Galp and 1,2-α-GalpA. The results of in vitro culture of four kinds 

of probiotics showed that HAPS2a, HAPS2b, APS2b and HAPS3a 

could obviously promote the growth of BL, while only HAPS2a and 

HAPS3a could significantly promote the growth of LGG. The above six 

polysaccharides could obviously promote the growth of BO and BT. 

The main metabolites were lactic acid, acetic acid, propionic acid, 

butyric acid and pyruvate. However, the content of butyric acid was 

higher in APS2a, APS2b and APS3a groups while the content of lactic 

acid produced by LGG was higher in HAPS2a, HAPS2b and HAPS3a 

groups. 

Conclusion: In this study, homogenous high-molecular-weight 

honey-processed Astragalus polysaccharides and Astragalus 

polysaccharides were successfully isolated and purified. These 
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polysaccharides were differed in molecular weight, monosaccharide 

composition and glycosidic bonds before and after honey processing. 

HAPS2a and HAPS3a could promote the growth of LGG and BL more 

significantly than APS2a and APS3a, respectively. The differences 

between the effects of honey-processing Astragalus polysaccharides 

and Astragalus polysaccharides on probiotics were related to the 

differences of chemical structure caused by honey processing. 

 

 

KEY WORDS: Honey-processed Astragalus; Polysaccharides; 

Structural characterization; Probiotics; SCFA 
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第一章 前言 

1.1 黄芪和蜜炙黄芪 

黄芪 (Radix Astragalus, RA) ,是豆科蒙古黄芪或膜荚黄芪的干燥根，最早记

录在《神农本草经》，在传统中医上已有 2000 多年的历史，可单独或与其他草药

配伍使用，具有补气固表，利水退肿，托毒排脓，生肌等功效[1]。黄芪的主要的

药效成分包括黄芪多糖、黄酮类化合物、皂苷类化合物以及生物碱类等[2]。 

蜜炙黄芪是黄芪经炼蜜炮制而成的，中医理论认为中药黄芪经蜜炙后可增强

其“补中益气”的作用，临床应用于脾肺气虚、食少便溏[3-6]。研究表明蜜炙黄

芪对肺气虚型患者具有显著的临床疗效[7]，课题组前期结果表明，蜜炙黄芪水提

液对脾气虚证大鼠模型的补中益气作用较黄芪水提液显著[6,8]。黄芪蜜炙后，多

糖、皂苷和黄酮类等有效成分及含量有所增加[9-11]，黄芪蜜炙后补中益气的增强

与其在蜜炙过程中化学成分的改变密切相关。

1.2 植物多糖的研究进展 

1.2.1 植物多糖的分离纯化 

经过提取、乙醇沉淀法得到的粗多糖通常含有蛋白质、色素和小分子物质，

这些杂质的存在会对后续的结构表征造成一定的干扰，因此需要除去上述的杂质

后再进行下一步工作[12]。常用的方法有：粗多糖经乙醇洗涤后使用超滤膜进行超

滤[13-15]，使用分子截留量不同的透析袋进行透析以除去小分子物质[16]，使用

Sevage 法（或联用酶解法）[17,18]、三氟乙酸法[19]、NKA-9 大孔树脂[20]除蛋白。

得到的多糖主要通过不同的柱层析进行分离，使用不同浓度的氯化钠溶液经

DEAE-纤维素离子交换柱层析、Sephacryl S-400 HR 柱层析[21]、DEAE-Sepharose 
Fast Flow 柱层析[22]、Sepharose CL-6B 柱层析进行洗脱[23]，在这些柱层析分离的

过程中，广泛使用的是苯酚-硫酸法来监测洗脱部分；经不同浓度氯化钠洗脱得

到的组分经透析袋除盐后，使用分子排阻凝胶柱进行纯化，得到不同分子量的纯

化多糖组分。

1.2.2 植物多糖的结构表征 

与 DNA、蛋白质等生物大分子一样，多糖链的高级结构是以其一级结构为

基础的，不同之处在于，多糖链的一级结构比蛋白质或 DNA 具有更大的“意
义”[24]。要确定多糖链的一级结构，须解决以下问题：(1)多糖的相对分子质量；

(2)多糖的单糖组成；(3)糖醛酸和特定的糖醛酸类型及其比例；(4)每个单糖残基、

1 
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吡喃环或呋喃环的 D-或 L-构型；(5)单糖残基之间的连接顺序及每个糖苷键的 α
或 β-构型；(6)多糖链的主链和支链的连接；(7)多糖残基被硫酸基、乙酰基、磷

酸基、甲基等修饰的位点[25]。多糖一级结构表征的分析方法很多，常用的有红外

光谱、核磁共振、高效液相色谱、超高效液相色谱-质谱联用、气相色谱-质谱联

用等仪器分析方法，还有部分酸水解、完全酸水解、甲基化、高碘酸氧化、Smith
降解等化学方法[2,26-28]。对于二级结构的表征，目前通常使用刚果红实验测定多

糖是否存在三股螺旋结构，原子力显微镜 (AFM)、扫描电子显微镜 (SEM) 等扫

描电镜观察多糖的微观表面结构[29-31]  

1.3 黄芪多糖 

黄芪多糖（Astragalus polysaccharides，APS）是黄芪水溶液中的主要成分，

课题组前期已经对黄芪多糖的结构与活性进行了文献综述总结[32]，研究表明，

APS 主要为分子量 3.2 kDa – 3,388 kDa 的杂多糖，单糖组成一般包括甘露糖

（Man），鼠李糖（Rha），葡萄糖醛酸（GlcA），半乳糖醛酸（GalA），葡萄糖（Glc），
半乳糖（Gal），阿拉伯糖（Ara），木糖（Xyl），岩藻糖（Fuc）。近年来，最新研

究[33]发现一种纯化得到黄芪低聚糖 AOS，可通过刺激 GM-CSF 的分泌，恢复环

磷酰胺诱导的免疫抑制，促进祖细胞增殖后的分化。An-jun Liu 等[34]使用 4 ℃冷

水提取，分离得到 12.3 kDa 的 cAMPs-1A，可以有效地保护荷瘤小鼠的免疫器官，

促进巨噬细胞吞噬功能，提高荷瘤小鼠外周血中淋巴细胞亚群的百分比。Ke Li
等[35]采用超滤技术分离出三个分子量不同的 Aps-Ⅰ（>2,000 kDa）、Aps-Ⅱ（约 10 
kDa）、和 Aps-Ⅲ（约 300 Da），结构表征表明 Aps-Ⅰ、Aps-Ⅱ和 Aps-Ⅲ具有不同

的单糖残基结合位点，且免疫筛选实验表明，多糖的分子量会影响其体外免疫活

性。Ke Li 等[36]从注射用黄芪多糖中分离出两个低分子量 APS，APS-I 跟 APS-II
在分子量、单糖比例及糖残基种类及比例上有差异的酸性杂多糖，体外免疫活性

筛选实验表明，APS-II 比 APS-I 具有更强的天然免疫和获得性免疫作用。Yameng 
Liu 等[37]从黄芪中提取出一种新的多糖 AERP，可改变 db/db 糖尿病小鼠肠道微

生物区系，调节短链脂肪酸的组成。有研究表明[38]，黄芪多糖 WAP 可通过恢复

结肠结构、调整肠道菌群的组成、提高 SCFAs 水平来改善大鼠的抗生素相关性

腹泻症状。本课题组前期研究表明，黄芪经蜜炙后，其多糖成分，蜜炙黄芪多糖 
（honey-processed Astragalus polysaccharides， HAPS）的分子量及单糖组成的种

类和比例均发生了变化[7]。 

1.4 肠道菌群 
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人的肠道是数以万亿计的细菌（包括 50 个菌门和大约 100-1000 个菌种）的

“秘密花园”，统称为肠道菌群，肠道菌群比我们身体的体细胞和生殖系细胞丰富

十倍[39]。微生物区系的集体基因被称为“微生物组”，它比人类基因组大 150 倍[40]。

肠道菌群与宿主以共生关系共同进化，它们参与宿主的重要生理功能，能为宿主

提供多种功能，促进免疫动态平衡、免疫反应和保护宿主免受病原体侵袭，在维

持健康方面起着至关重要的作用[41,42]。 

1.4.1 肠道菌群对多糖的代谢 

在胃和小肠中难以消化吸收的多糖，一般被大肠中的微生物利用，为机体提

供能量。所以，肠道菌群的能量来源主要由人类宿主难以消化的复杂多糖组成
[43,44]。人体肠道微生物群通过编码的碳水化合物活性酶（CAZymes），如糖苷水

解酶、多糖裂解酶、糖基转移酶和糖酯酶等酶可以裂解碳水化合物之间的糖苷键，

能催化糖复合物、低聚糖和多糖分解为可发酵的单糖[45,46]。乳杆菌和双歧杆菌是

构成哺乳动物结肠菌群的肠道寄生细菌的主要属之一。在竞争激烈的条件下，乳

杆菌和双歧杆菌采用不同的策略，包括收集多糖、分解多糖和交互共生来在哺乳

动物的肠道环境中生存，导致肠道菌群组成及代谢物的变化。此外，双歧杆菌被

报道具有调节肠道菌群、缓解功能性胃肠道疾病的功能，是目前广为使用的用于

改善人体肠道的益生菌之一[47]。有研究表明，长双歧杆菌（BL）和鼠李糖乳杆

菌（LGG）具有调节肠道微生物区系组成的能力，它们能显著减少肠道中潜在有

害细菌的数量，增加有益细菌的数量[48]。LGG 和 BL 可促进 Th1 型免疫反应，

降低轮状病毒感染的严重程度；此外，BL 代谢多糖后可促进不同菌株之间的交

互共生，从而维持肠道免疫平衡[49]。拟杆菌是大肠内的优势种群，具有多种碳水

化合物代谢途径，编码多种降解酶，包括糖苷水解酶、多糖裂解酶和碳水化合物

酯酶，可以裂解多糖中 β-连接的寡糖或侧链，有很强的碳水化合物代谢能力
[50,51]。多形拟杆菌（BT）可通过减少由 TLR9 介导的结肠炎的发展，并促进了肠

道中有害菌的消除[52]；另外，BT 可以通过与调节炎症肠道组织中色氨酸代谢和

T 细胞亚群相关的机制及 CD4+T 细胞的分化情况来减轻结肠炎症症状，恢复肠

道健康[53]。卵形拟杆菌（BO）在自身消化多糖生长的同时能够促进其他益生菌

的生长[54,55]。以上报道均表明，在胃和小肠难以消化吸收的多糖可以在大肠被代

谢后，通过调节肠道微生物来改善免疫系统[56]。乳杆菌、双歧杆菌和拟杆菌在碳

水化合物的降解中都起着十分重要的作用。本课题组前期研究也表明，HAPS 干

预后，结肠炎小鼠的优势菌群拟杆菌属与乳杆菌属相对丰度较高[7]。 

1.4.2 肠道菌群代谢产物 

肠道中的细菌降解多糖后产生有机酸，主要包括乙酸、丙酸和丁酸等短链脂

肪酸（SCFAs）、乳酸和丙酮酸等代谢物。 
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SCFA 可以为结肠提供能量，维持上皮屏障功能，促进上皮增殖，调节机体

的免疫反应[57,58]；此外，SCFA 可抑制癌细胞增殖并诱导凋亡细胞死亡来维持肠

道内环境稳定[59]；SCFA 的产生可以通过降低肠道 pH 值，可局部影响肠道病原

体的生长[60]。有研究表明，乙酸诱导 RA 树突状细胞产生促进 B 细胞 IgA 产生，

调节宿主免疫反应[61]；乙酸是肠道 pH 的重要调节剂，可以保持肠道处于稳定的

酸性环境中，有利于益生菌的繁衍，并且不利于致病菌在肠道中的黏附作用。除

了被宿主吸收外，结肠环境中的乙酸还可以增加丁酸的产量[62,63]。乙酸通过协同

作用于中性粒细胞和 ILC3s 来促进宿主对艰难梭菌的先天免疫反应[64]。在肠粘膜

中，丙酸通过诱导细胞内或细胞外突起对肠道上皮细胞 IECS 和免疫细胞产生有

益影响[65]。丙酸和乙酸通过 FFAR2 信号促进结肠 ILC3 的扩张和免疫功能。丁

酸是结肠细胞的主要能量来源，它通过向上皮细胞提供能量来影响结肠健康，与

降低结直肠癌的风险有关[42]；此外，丁酸通过 FFAR2 和 FFAR3 刺激 CD8+T 细

胞记忆，刺激巨噬细胞的免疫功能[66]。乳酸可提高巨噬细胞吞噬功能、脾脏和胸

腺指数及溶血补体活性，可促进肠道干细胞增殖以及肠上皮细胞分化，参与 ISC
介导的肠上皮发育和再生[67]。此外，有文献报道，肠道中依赖细菌产生的乳酸和

丙酮酸通过诱导 GPR31 介导的肠道 CX3CR1+细胞的树突状突起来增强免疫应答
[68,69]。以上报道都证明了肠道菌群代谢产物通过多种途径调节肠道免疫，进而提

高宿主的肠道功能。 

 
图 1-1 肠道菌群代谢产物对肠道免疫的作用[66] 

1.5 本研究的目的和意义 

本课题组前期研究发现蜜炙黄芪干预脾气虚证大鼠模型较黄芪发挥更加显
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著的药效作用[8]；蜜炙黄芪的补中益气作用较黄芪有所增强，与其化学成分的改

变密切相关[70]。前期研究表明，多糖类成分是黄芪补气作用的重要药效物质[71]。

此外，黄芪蜜炙前后，多糖的分子量及单糖组成的比例均发生了变化；HAPS 改

善结肠炎小鼠模型的炎症症状的作用优于 APS，它们在影响的菌群种类及菌群代

谢物上也具有一定差异，HAPS 主要增加拟杆菌、乳杆菌的丰度[7]。中医药理论

认为，脾气虚证与机体的免疫功能相关，而肠道菌群可以促进免疫动态平衡、免

疫反应和保护宿主免受病原体侵袭，在维持健康方面起着至关重要的作用。基于

结构决定活性这一理论，结合课题组前期研究基础，本课题将分离纯化出蜜炙黄

芪精多糖与黄芪精多糖，通过结构表征，比较蜜炙前后多糖结构的差异。以蜜炙

黄芪精多糖和黄芪精多糖作为培养基中的唯一碳源，探究它们在体外对拟杆菌、

乳杆菌、双歧杆菌活性及其它们的代谢产物的影响，进一步丰富蜜炙黄芪炮制机

理的实验基础。 
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第二章 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的分离纯化 

2.1 引言 

HAPS 是蜜炙黄芪主要的水溶性成分，但是目前对于 HAPS 的系统报道仍然

较少。为了进一步探讨 HAPS 与 APS 在结构和活性上的差异，本课题对同批次

的蜜炙黄芪与黄芪药材进行水提醇沉、除蛋白、阴离子交换柱层析、分子排阻柱

层析等方法，建立了一条稳定易行的工艺路线，得到一系列糖含量与纯度较高的

精多糖，为后续的结构表征奠定实验基础。 

2.2 材料与设备 

2.1.1 实验材料与试剂 

表 2-1 实验材料与试剂 

材料或试剂名称  生产厂家 

木瓜蛋白酶 Solarbio 公司 

考马斯亮蓝 G250 Solarbio 公司 

牛血清白蛋白 Roche 公司 

重蒸酚 北京普博欣生物科技有限公司 

无水葡萄糖标品 美国 Sigma 公司 

纤维素 DEAE-52 Pharmacia 公司 

Focurose cL-6B 北京慧德易科技有限责任公司 

1000 Da 透析袋 上海金穗生物科技有限公司 

100 Da 透析袋 MYM 生物科技公司 

其他实验过程中使用的试剂均为分析纯，购自广州苏铖粤贸易有限公司。 

2.2.2 药材 

同一批次的蜜炙黄芪及黄芪药材（批号：160902）购于广州至信药业有限公

司，经广东药科大学中药学院刘基柱教授鉴定，样本存放于广东药科大学新药研

发中心。 

2.2.3 实验仪器 

表 2-2 实验设备一览表 

仪器名称 规格/型号 生产厂家 

真空冷冻干燥机 Alpha 1-2 LD Plus 德国 CHRIST GOEMA 公司 
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续表 2-2 实验设备一览表 

紫外-可见分光光度计 DU-800 美国 Beckman 公司 

高效液相色谱仪  2695 美国 Waters 公司 

ELSD 检测器 2420 美国 Waters 公司 

台式离心机 TDZ5-WS 长沙湘仪仪器有限公司 

低温高速离心机 FRESCO17 Thermo 公司 

分析天平   AUW220D SHIMADZU 公司 

纯水器   Arium611 UV 德国赛多利斯公司 

自动收集器 BSZ-160 上海嘉鹏科技有限公司 

恒流泵 HL-2B 上海沪西分析仪器有限公司 

2.3 实验方法 

2.3.1 粗多糖的制备 

500 g 蜜炙黄芪药材，加入 4 L 70%乙醇 80 ℃进行回流提取，每次提取的时

间为 1 h（由第一滴回流液开始计时），提取次数为 3 次，此步骤目的在于去除色

素及脂类等小分子物质。乙醇提取完成后，烘干药渣，去除残留的乙醇，同法进

行水提，合并三次提取所得水提液并进行减压浓缩。待浓缩液冷却后，缓慢加入

无水乙醇使浓缩液中乙醇浓度达 70%（边加边搅拌），4 ℃冰箱中醇沉 12 h，将

醇沉后的溶液于 4500 rpm 离心 5 min，收集下层沉淀，即得蜜炙黄芪粗多糖。（同

一批次的黄芪粗多糖同法制得） 

2.3.2 粗多糖的除蛋白 

称取 1 g 蜜炙黄芪粗多糖于带塞锥形瓶中，加入 1 L 去离子水充分溶解后，

加入适量木瓜蛋白酶使总药液酶活性达 1600 U/g，充分摇匀后 60 ℃酶解 5 h。酶

解后，加入 200 mL Sevage 试剂（正丁醇-氯仿=1:4，v/v），用力振摇 5 min 后，

4500 rpm 离心 5 min，弃去底部沉淀及中间蛋白层；重复上述步骤直至药液中的

蛋白层基本消失。除蛋白后的多糖溶液进行减压浓缩，用截留分子量为 1000 Da
的透析袋于去离子水中透析 48 h，真空冷冻干燥后即得 HAPS。（APS 同法制得） 

2.3.3 粗多糖的分离与纯化 

DEAE-Cellulose 52 阴离子交换柱分离：取 0.300 g HAPS 或 APS 充分溶解于

10 mL 去离子水中，5000 rpm 离心 5 min 后，吸取上清液上样，以 5 min 接取洗

脱液 7 mL 的速度，依次使用浓度为 0.05 M、0.15 M、0.30 M NaCl 溶液进行洗

脱，用苯酚-硫酸法显色后于紫外-可见分光光度计 490 nm 处记录吸光值，绘制
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洗脱曲线。 
HAPS 与 APS 的纯化：取 0.0030 g 经 DEAE-52 柱分离得到的冻干样品，充

分溶解于 1 mL 去离子水中，12000 rpm 离心 10 min 后，吸取上清液上样于

FOcurose cL-6B 凝胶柱或 HW-65F 凝胶柱，用去离子水洗脱，每 15 min 接取 4 mL
洗脱液。 

2.3.4 纯度验证及分子量测定 

高效凝胶渗透色谱（HPGFC）法：用 HPLC-GFC-ELSD 法检测多糖样品的

纯度及分子量。直接吸取经 FOcurose cL-6B 或 HW-65F 柱分离得到的样品 1 mL, 
过 0.22 um 滤膜后待用。色谱条件参照课题组前期研究，色谱柱：

Polysep-GFC-P4000（300×7.8 mm）和 pre-Column（35×7.8 mm）串联；流动相：

纯水（屈臣氏）；流速：0.4 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。ELSD 检测

器的增益值：10；载气（N2）压力：30 psi；雾化器温度：60 ℃；漂移管温度：

100 ℃[7]。另配制浓度为 1 mg/mL 的不同分子量的 Dextran 葡聚糖标准品溶液（分

子量分别为 27、50、150、270、410 kDa），并以 HPLC-GFC-ELSD 检测所得的

保留时间为横坐标，分子量的对数为纵坐标绘制葡聚糖标准曲线。根据多糖样品

的保留时间代入标准曲线公式求出其相对分子质量。 
紫外吸收光谱波长扫描法：配制 0.5 mg/mL 的 HAPS 溶液，使用紫外-分光

光度计于 200-400 nm 波长范围内进行波长扫描。 

2.3.5 糖含量测定 

葡萄糖标准溶液的配制：精密称取干燥的无水葡萄糖标品 0.0100 g，加入去

离子水并定容至 100 mL，充分摇匀，得浓度为 100 ug/mL 的葡萄糖标准溶液。 
标准曲线的绘制：精密量取 0、0.1、0.20、0.4、0.6、0.8、1.00、1.20、1.40、

1.80 mL 葡萄糖标准溶液于带塞试管中，加入去离子水补至 2 mL，再精密量取 1 
mL 5%苯酚于试管中，摇匀后迅速加入 5 mL 浓硫酸，震荡使其均匀。待其降到

室温后用紫外-可见分光光度计于 490 nm 波长处测定吸光值，并以葡萄糖的浓度

为横坐标，490 nm 处吸光值为纵坐标绘制标准曲线。 
糖含量的测定：精密称取多糖样品 0.0100 g，加入去离子水并定容至 100 mL，

充分摇匀后取 1.00 mL 于试管内，按标准曲线绘制方法相一致的操作，计算多糖

的糖含量。 

2.4 实验结果与讨论 

2.4.1 HAPS和 APS的分离纯化 

课题组前期已初步建立 HAPS 和 APS 的分离纯化路线[7]，本研究是在此基
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础上进一步优化分离纯化工艺，具体如下： 
蜜炙黄芪粗多糖经 DEAE-52 阴离子交换层析柱分离，使用苯酚-硫酸法进行

显色反应后，于 490 nm 波长处测定其紫外吸收光度值，绘制洗脱曲线如图 2-1
所示。分别富集经 0.05、0.15、0.30 M NaCl 溶液洗脱部分，依次命名为 HAPS1、
HAPS2 和 HAPS3，以分子截留量为 100 Da 的透析袋除盐后冻干备用。（黄芪多

糖 APS1、APS2、APS3 同法分离制得）。 

 

图 2-1 HAPS 和 APS 的 DEAE-52 层析柱分离洗脱曲线 

由于 HAPS2 与 HAPS3 得率较高，故选择 HAPS2 与 HAPS3 作为研究对象，

使用凝胶柱层析进行下一步的分离纯化。HAPS2 经 FOcurose cL-6B 凝胶柱层析

进一步纯化，以去离子水洗脱，依据 HPLC-GFC-ELSD 检测结果，将高纯度的

洗脱液合并，得到两个高纯度多糖 HAPS2a 与 HAPS2b。HAPS3 经 HW-65F 凝胶

柱层析纯化，得到一个高纯度多糖 HAPS3a。（APS2a、APS2b 和 APS3a 同法制

得）。 
采用 HPGFC 法进行纯度验证及相对分子量的测定：经凝胶柱层析纯化制得

的六个精多糖使用 HPLC-GFC-ELSD 进行纯度验证及相对分子量的测定。

HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3a 的高效凝胶色谱图如

图 2-2 所示，各个精多糖的图谱均为单一对称峰，表明 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、
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APS2b、HAPS3a、和 APS3a 均为单一组分的多糖，纯度较高。葡聚糖标准曲线

如图 2-3 所示，其方程为 y = -0.2898x + 10.507 (R² = 0.9808)。把多糖的保留时间

代入到葡聚糖标准曲线，经计算得到 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、
和 APS3a 的相对分子量分别为 10009.7 kDa、16844.7 kDa、5345.7 kDa、7664.8 
kDa、2463.5 kDa、3373.2 kDa。 

 

图 2-2 HAPS 与 APS 的高效凝胶色谱图（A、蜜炙黄芪粗多糖，B、黄芪粗多糖，C、HAPS2a，
D、APS2a，E、HAPS2b，F、APS2b，G、HAPS3a，H、APS3a） 

 

图 2-3 葡聚糖标准曲线 

紫外吸收光谱波长扫描法检测多糖是否含有蛋白、核酸成分：HAPS2a、
APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3a 的紫外吸收光谱波长扫描图谱如
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图 2-4 所示。在 260 nm 和 280 nm 处的吸收峰为核酸与蛋白质的特征吸收峰[21]，

由图谱（图 2-4）可以看出，HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a
在 260 nm 和 280 nm 处均无明显吸收峰，表明这六个精多糖基本不含有蛋白质和

核酸。 

 

图 2-4 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 的紫外波长扫描光谱 

2.4.2糖含量测定 

不同浓度的葡萄糖标准曲线如图 2-5 所示，其方程为 y = 11.745x + 0.0157 (R² 
= 0.9993)。显色后，于 490 nm 处测定所得的吸光度，代入葡萄糖标准溶液所绘

制的曲线方程计算得到 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a
的糖含量分别为 89.1%、87.2%、87.5%、86.2%、88.7%、87.4%。 

 

图 2-5 葡萄糖标准曲线 
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2.5 本章小结 

本章采用水提醇沉法得到蜜炙黄芪和黄芪水溶性多糖，通过除蛋白、

DEAE-52 阴离子交换柱层析、FOcurose cL-6B 和 HW-65 凝胶柱层析分离纯化得

到六个精多糖 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a，紫外吸

收光谱波长扫描表明这六个精多糖均不含核酸与蛋白质，HPGFC 表明它们均为

均一多糖，分子量分别为 10009.7 kDa、16844.7 kDa、5345.7 kDa、7664.8 kDa、
2463.5 kDa、3373.2 kDa，苯酚硫酸法测得它们的糖含量均较高，分别为 89.1%、

87.2%、87.5%、86.2%、88.7%、87.4%。所建立的分离纯化工艺稳定，易于操作，

其工艺路线如图 2-6 所示。 

 

图 2-6 HAPS 与 APS 的分离纯化路线（括号中百分含量表示多糖的糖含量，Mw 为相对分子

量） 
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第三章 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的结构表征 

3.1 引言 

多糖的结构与其活性存在紧密的联系，影响多糖生物活性的因素很多，包括

分子量、单糖组成和糖苷键等[22,72]。本章旨在对分离纯化得到的精多糖进行结构

表征，包括单糖组成、糖苷键的类型、单糖残基的构型、三股螺旋构象等，为后

续的高级结构的解析以及黄芪蜜炙前后结构与活性的之间的差异与联系提供实

验依据。本章对多糖一级结构的解析流程如图 3-1 所示。 

 

图 3-1 多糖的一级结构表征工艺路线 
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3.2 材料与设备 

3.2.1 实验材料与试剂 

表 3-1 实验材料与试剂 

实验材料与试剂名称 生产厂家 

蒸馏水 广州屈臣氏食品饮料有限公司 

冰乙酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

乙酸铵 德国 CNW 科技公司 

重水 上海麦克林生化科技有限公司 

乙腈 (MS 级) 德国 CNW 科技公司 

单糖标准品 大连美仑生物技术有限公司 

二甲基亚砜 Solarbio 公司 

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮 Xiya 试剂有限公司 

三氟乙酸 上海麦克林生化科技有限公司 

甲醇 (MS 级) 德国 CNW 科技公司 

3.2.2 实验设备 

表 3-2 实验设备一览表 

设备名称 规格/型号 生产厂家 

UPLC/Q-TOF-MS 分析仪 Q-TOF micro 美国 Waters 

傅立叶红外分光光谱仪 FT/IR-100 PekinElmer 公司 

旋转蒸发仪 EYELA NVP-1000 东京理化器械株式会社 

核磁共振仪 AV-500 Bruker 公司 

低温高速离心机 FRESCO17 Thermo 公司 

冷场发射扫描电镜 JSM-6330F 日本电子株式会社 

GC-MS Trace 1300 Thermo 公司 

3.3 实验方法 

3.3.1 单糖组成测定 

多糖样品的完全酸水解反应：精密称量 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、
HAPS3a、APS3a 各 0.0010 g 于带塞玻璃试管中，加入浓度为 4 M 的三氟乙酸

（TFA）400 μL，迅速充入氮气后塞紧塞子，并用封口膜密封，置于 110 ℃油浴

锅中进行酸水解反应 2 h。而后用氮吹仪将试管内的反应液吹干，反复加入甲醇
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并吹干以除去残留的 TFA。 
完全酸水解样品的衍生化反应：本实验采用 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮

（PMP）进行衍生化反应。具体步骤为：完全酸水解后的 HAPS2a、APS2a、
HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 多糖样品中加入 500 μL 浓度为 0.5 M 的 PMP-
甲醇溶液，用封口膜密闭后置于 70 ℃水浴锅中反应 30 min。而后用氮吹仪将试

管内的反应液吹干，反复加入甲醇三次并吹干。最后加入 1 mL 甲醇复溶，10000 
rpm 离心 10 min 后取上清液作 UPLC/Q-TOF-MS 分析。 

UPLC/Q-TOF-MS分析：色谱柱：以ACE Excel UPLC C18-PFP （2.1 mm×100 
mm，1.7 μm），以 0.05%乙酸-20 mM 乙酸铵（A）-乙腈（B）为流动相进行梯度

洗脱：0-16 min，20% B；16-20 min，20-50% B，20-25 min，50-95% B；25-26 min，
95-20% B；26-28 min，20% B。进样量为 5 μL，流速为 0.30 mL/min，柱温为 30 ℃。 

离子源为电喷雾离子源（ESI），扫描模式为正离子，毛细管电压 3.0 kV，锥

孔电压 30 V，碰撞能（CE）为 10～40 eV，离子源温度为 100 °C，雾化气（N2）

流速为 50 L/h，脱溶剂气（N2）流速 500 L/h，质量采集范围为 400~600 Da。采

用亮氨酸-脑啡肽（leucine-enkephaLin, ESI+: m/z 556.2771）为校正液，其流速为 
0.01 mL/min。Masslynx 4.1 软件作数据收集与处理。 

3.3.2 红外光谱分析 

精密称取 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 多糖样品

0.0010 g 分别和 150 mg 的 KBr 晶体混合研磨，充分干燥后，用傅里叶变换红外

光谱仪在 4000-400 cm-1 的波长范围内扫描。 

3.3.3 羧基还原 

精密称取 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 各 0.0200 g，
完全溶解于 10 mL 蒸馏水中，加入 250 mg 1-环已基-2-吗啉乙基碳二亚胺对甲苯

磺酸盐（CMC），用 0.1 M HCl 将 pH 维持在 4.5-4.8，静置 3h。在接下来的 60 min
内缓慢加入 10 mL 新鲜配置的浓度为 2 M 的 NaBH4 溶液，并使用 4 M HCl 使 pH
维持在 7.0，搅拌 2 h 后，使用 0.1 M HCl 调节 pH 至 4.0 以终止反应。而后使用

分子截留量为 1000 Da 的透析袋在去离子水中透析 24 h，冻干得羧基还原多糖。

将整个还原过程重复三次至羧基还原完全，即得羧基还原多糖样品 HAPS2a-R3、
APS2a-R3、HAPS2b-R3、APS2b-R3、HAPS3a-R3、APS3a-R3。 

3.3.4 甲基化及 GC-MS分析 

精密称取六个精多糖干燥样品 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、
APS3a 及它们的羧基还原干燥样品 HAPS2a-R3、APS2a-R3、HAPS2b-R3、
APS2b-R3、HAPS3a-R3、APS3a-R3 各 0.0050 g 于 50 mL 圆底烧瓶中，加入 5mL
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无水二甲基亚砜 (DMSO)，超声处理，直到样品完全溶解。将 600 mg 的干燥氢

氧化钠加入到含有 5 mL 的 DMSO 中，使用玻璃棒将其研磨成粉末后加入到圆底

烧瓶中，继续超声处理 1 h。然后，将 0.5 mL 碘甲烷（CH3I）在黑暗环境下缓慢

转移到混合物中，超声 10 min，重复这一过程三次，最后超声处理 1 h。而后加

入 2 mL 蒸馏水至溶液变澄清以终止反应。而后加入 2 mL 氯仿进行萃取，4000 
rpm 离心 5 min 后，取氯仿层。用 2 mL 蒸馏水洗涤氯仿层两次，最终取氯仿层

进行 FT-IR 分析，检测多糖是否甲基化是否完全。 
完全甲基化多糖样品转移至 50 mL 圆底烧瓶中，用氮吹仪吹干氯仿，而后

加入 4M TFA 400 μL，在 110°C 油浴锅中水解 5 h。而后氮吹至干，加入 1 mL 甲

醇，氮吹至干，反复三次以除去残留的 TFA。随后加入 1 mL 去离子水和 20 mg 

NaBH4，并在 40 ℃水浴锅中静置 30min 后，加入 100 uL 冰醋酸终止反应。然后，

反应溶液在减压旋转蒸发至干；加入 1 mL 甲醇，氮吹至干，反复三次后，加入

2mL 吡啶和 2mL 乙酸酐，在 95℃油浴锅中反应 2 小时后减压浓缩至干。乙酰化

样品溶于 2mL 氯仿中，然后用 2mL 蒸馏水洗涤三次。最终取氯仿层，在室温条

件下挥发至 0.5 mL，作 GC-MS 测定。 
GC-MS 分析：配备 TG-SQC 柱（0.25um，15m×0.25 mm），按以下程序升温： 

80°C 维持 1 min，以 5°C/min 升至 280°C。质谱离子源为 EI，载气为 99.999%高

纯氦气，载气流速为 1.2 mL/min，进样量为 2 μL。 

3.3.5 核磁共振分析 

称取 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 各 60 mg，加

入 D2O 600 μL，真空冷冻干燥，反复三次。最后将它们充分溶解在 600 μL D2O
中，离心后取上清液，在 Bruker AV 500 MHz 核磁共振波谱仪测定各多糖样品的
1H NMR、13C NMR、HSQC 及 HMBC 图谱。 

3.3.6 扫描电镜分析 

将适量多糖样品分别均匀地粘在样品台的铜胶带上，并使用真空喷涂设备溅

射将其镀上金粉导电膜，在 15 kV 的电压下观察样品，最后，获得多糖样品放大

1000 倍、5000 倍和 10 000 倍的微观结构图像。 

3.3.7 三股螺旋结构测定实验 

本实验采用刚果红法测定 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、
APS3a 是否具有三股螺旋结构。具体操作如下：配制 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、
APS2b、HAPS3a、APS3a 多糖样品溶液，使其浓度各为 500 μg/mL；然后取 1 mL
多糖溶液与等体积浓度为 50 μM 的刚果红溶液，混合均匀；然后往混合液中加

入浓度为 1 M 的氢氧化钠溶液，使氢氧化钠溶液的终浓度为 0、0.1、0.2、0.3、
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0.4、0.5、0.6 M。以刚果红溶液作为空白对照，使用紫外分光光度计在 400-600 nm
波长范围内进行扫描，记录所对应的最大吸收波长。最后，以氢氧化钠的浓度为

横坐标，所对应的最大吸收波长的值为纵坐标，绘制曲线图。 

3.4 实验结果与讨论 

3.4.1 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的单糖组成分析 

本实验将多糖样品完全酸水解后，采用 PMP 柱前衍生化的方法，经

UPLC/Q-TOF-MS 测定，根据与各标准品的峰面积对比，用外标一点法可以计算

出这些单糖之间的摩尔百分比。HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、
APS3a 的单糖组成总离子色谱图如图 3-2 所示，结果显示，六个精多糖均为酸性

杂多糖，它们的单糖成分几乎一致，主要含有 Gal 和 Ara，并含有少量的 Man、
Rha、GlcA、GalA 和 Glc，此外，HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 还含有少

量的 Fuc，但是它们的摩尔百分比有所差异（表 3-3）。 
HAPS2a 和 APS2a 的 Rha 含量差异较大，分别为 1.47%与 10.05%。另外，

他们在 Gal 和 GalA 的摩尔百分比之间也有较大差异，HAPS2a 中 GalA 和 Gal
的摩尔百分比分别为 0.22%和 50.76%，而 APS2a 中 GalA 和 Gal 的摩尔百分比分

别为 8.76%和 33.52%。 
HAPS2b 和 APS2b 的 Rha 和 Ara 的摩尔百分比之间有较大差异，HAPS2b

中 Rha 和 Ara 的摩尔百分比分别为 9.27%和 25.01%，而 APS2b 中 Rha 和 Ara 的

摩尔百分比分别为 21.41%和 9.26%；此外，它们在 Gal 和 GalA 的摩尔百分比之

间也有较大差异，HAPS2b 中 GalA 和 Gal 的摩尔百分比分别为 45.79%和 15.75%，

而 APS2b 中 GalA 和 Gal 的摩尔百分比分别为 51.08%和 15.34%。  
HAPS3a 和 APS3a 的 Gal 和 GalA 的摩尔百分比之间也有较大差异，HAPS3a

中 Gal 和 GalA 的摩尔百分比分别为 22.66%和 33.24%，而 APS3a 中 Gal 和 GalA
的摩尔百分比分别为 11.87%和 49.55%。 

相关研究表明，由于多糖在炮制的过程中发生异构化从而导致多糖的单糖组

成会发生变化[73-75]。因此，我们推测中 HAPS2a 和 APS2a、HAPS2b 和 APS2b、
HAPS3a 和 APS3a 这些多糖的比例的变化是由于蜜炙所引起的。而且，值得注意

的是，这六个精多糖均表现为炙品多糖的 Gal 含量较高，生品多糖的 GalA 含量

较高，因此推测蜜炙可以使半乳糖醛酸转化半乳糖。 
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图 3-2 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 的 PMP 柱前衍生化产物

UPLC/Q-TOF-MS 分析图谱 
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表 3-3 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 与 APS3a 中各单糖组成摩尔百分比 

多糖样品 
单糖组成摩尔百分比（%） 

Man Rha GlcA GalA Glc Gal Ara Fuc 

HAPS2a 0.22 1.47 0.27 0.22 2.44 50.76 44.62 ND 

APS2a 0.90 10.05 1.10 8.76 2.05 33.52 43.62 ND 

HAPS2b 0.92 9.27 0.26 45.79 2.02 15.75 25.01 0.98 

APS2b 1.82 21.41 1.82 51.08 2.17 11.34 9.26 2.91 

HAPS3a 0.4 13.8 0.69 33.24 2.37 22.66 26.18 0.66 

APS3a 0.25 14.47 1.16 49.55 0.79 11.87 21.47 0.44 

注：ND 表示未检出 

3.4.2 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的红外光谱分析 

HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 和 APS3a 的红外光谱如图 3-3
所示，由图可以看到，在 3376 cm-1（HAPS2a）、3381 cm-1（APS2a）、3390 cm-1

（HAPS2b 和 APS2b）、3387 cm-1（HAPS3a）和 3375 cm-1（APS3a）处的强吸收

峰代表 O-H 的伸缩振动，且这两个峰的峰型较宽且钝，证明糖链中的 O-H 是以

分子之间缔合状态存在，而不是以游离的状态存在[76]；2934 cm-1（HAPS2a)、2939 
cm-1（APS2a）、2936 cm-1（HAPS2b 和 APS2b）、2922 cm-1（HAPS3a 和 APS3a）
表示 C-H 的振动吸收峰；这些峰是糖类物质的典型吸收峰[77]。1618 cm-1 表示和

1419 cm-1 附近的峰分别归属于羧酸基团的伸缩振动，表明 HAPS2a、APS2a、
HAPS2b、APS2b、HAPS3a 和 APS3a 均存在糖醛酸[26]，为酸性多糖，这与单糖

组成结果一致。1072 cm-1（HAPS2a）、1104 cm-1 和 1020 cm-1（APS2a）、1088 cm-1

和 1009 cm-1 （HAPS2b）、11048 cm-1 和 998 cm-1（APS2b）、1135 cm-1、1086 cm-1

和 1028 cm-1 （HAPS3a 和 APS3a）处的吸收峰,表明六个精多糖均含有吡喃糖环
[78]；894 cm-1 （HAPS2a）、893 cm-1（APS2a）、892 cm-1（HAPS2b）、899 cm-1

（APS2b）、895 cm-1 （HAPS3a 和 APS3a）处的吸收峰，表明 β 构型糖苷键的

存在；635 cm-1（HAPS2a）和 639 cm-1、545 cm-1（APS2a）、647 cm-1（HAPS2b
和 APS2b）、543 cm-1（HAPS3a）、537 cm-1（HAPS3a）处的吸收峰，表明 ɑ 构

型糖苷键的存在[22]。因此，根据以上结果，可以推断 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、
APS2b、HAPS3a 和 APS3a 均为含有 β 构型糖苷键和 ɑ 构型糖苷键的酸性多糖。 
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图 3-3 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 和 APS3a 的红外光谱图 
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3.4.3 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的甲基化反应和 GC-MS分析 

由于本研究分离纯化得到的六个精多糖均为酸性多糖，在进行甲基化前，需

要对它们的羧基进行还原。然后，将 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a
和 APS3a 及它们的羧基还原干燥样品 HAPS2a-R3、APS2a-R3、HAPS2b-R3、
APS2b-R3、HAPS3a-R3、APS3a-R3 进行完全甲基化反应。甲基化分析是鉴定多

糖糖苷键类型的一种重要手段，要得到较为准确的实验结果，首先要保证多糖的

甲基化完全。多糖在进行甲基化反应后，可根据红外光谱检测确认是否甲基化完

全。由图 3-4、图 3-5、和图 3-6 可以看出，上述精多糖及其羧基还原产物的甲基

化产物红外图谱中 3200-3600 cm-1 处的羟基峰基本消失，2930 cm-1 处出现甲基

峰，表明已甲基化完全，可进行后续的实验。 

 

图 3-4 HAPS2a、HAPS2a-R3、APS2a 与 APS2a-R3 的甲基化产物红外图谱 

经 GS-MS 测定，将所测得的 PMAAs 峰对应的质谱图与 CCRC 标准谱库进

行比对，并参考文献，确定糖苷键的类型，同时依据色谱峰的峰面积计算出羧基

还原前后相应中性多糖的比例计算糖醛酸的摩尔百分比，最终得到六个多糖组分

的糖苷键类型及对应的摩尔百分比。由单糖组成可知，HAPS2a、APS2a、HAPS2b、
APS2b、HAPS3a 和 APS3a 中，甘露糖、葡萄糖醛酸、岩藻糖的含量其含量极低，

甲基化分析未检测出这些单糖 PMAAs，但上述三种单糖在精多糖中的含量均很

低，并不影响其主要糖苷键的分析。 
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图 3-5 HAPS2b、HAPS2b-R3、APS2b 与 APS2b-R3 的甲基化产物红外图谱 

 

 

图 3-6 HAPS3a、HAPS3a-R3、APS3a 与 APS3a-R3 的甲基化产物红外图谱 
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HAPS2a 与 APS2a 多糖纯化组分的糖苷键类型和对应的摩尔百分比，统计结

果见表 3-4。GC-MS结果表明，HAPS2a与APS2a的糖苷键类型较为复杂，HAPS2a
由 10 种不同类型的糖苷键组成，APS2a 由 12 种糖苷键组成。HAPS2a 最主要的

连接方式为 T-Araf、1,5-Araf、1,4-Galp、1,6-Galp 和 1,3,4-Galp 及其摩尔百分比

分别为 21.89%、19.48%、19.28%、7.73%和 15.86%；同时还含有少量的 1,3,5-Araf、
1,3-Rhap、1,4-Glcp 和 1,3-GalpA；APS2a 最主要的连接方式为 T-Araf、1,5-Araf、
1,3,5-Araf、1,3,4-Rhap、1,4-Galp、1,3,4-Galp 和 T-GalpA 及其摩尔百分比分别为 

22.76%、14.70%、6.63%、6.63%、7.35%、13.08%和 6.63%；同时还含有少量的 

1,3-Rhap、1,6-Galp、1,4-Glcp、1,3-GalpA 和 1,4-GlcpA。 

表 3-4 HAPS2a 与 APS2a 的甲基化分析结果 

 
PMAAs 糖苷键类型 

摩尔百分比 (%) 

 HAPS2a APS2a 

Arabinose 2,3,5-Me3-Ara T-Araf 21.89 22.76 

 2,3-Me2-Ara 
2-Me-Ara 

1,5-Araf 
1,3,5-Araf 

19.48 
3.61 

14.70 
6.63 

Total   44.98 44.09 

Rhamnose 2,4,6-Me3-Rha 
2,6-Me2-Rha 

1,3-Rhap 
1,3,4-Rhap 

1.81 
ND 

4.12 
6.63 

Total   1.81 10.75 

Galactose 2,3,4,6-Me4-Gal 
2,3,6-Me3-Gal 
2,3,4-Me3-Gal 
2,6-Me2-Gal 

T-Galp 
1,4-Galp 
1,6-Galp 

1,3,4-Galp 

1.81 
19.28 
7.73 

15.86 

ND 
7.35 
4.48 

13.08 

Total   50.80 33.15 

Glucose 2,3,6-Me3-Glc 1,4-Glcp 2.41 2.15 

Total   2.41 2.15 

Galacturonic acid 2,3,4,6-Me4-GalA 
2,4,6-Me3-GalA 

T-GalpA 
1,3-GalpA 

ND 
0.20 

6.63 
1.97 

Total   0.20 8.60 

Glucuronic acid 2,3,6-Me3-GlcA 1,4-GlcpA ND 1.25 

Total    1.25 

注：ND 表示未检出 

HAPS2b 与 APS2b 多糖纯化组分的糖苷键类型和对应的摩尔百分比，统计

结果见表 3-5。GC-MS 结果表明，HAPS2b 与 APS2b 的糖苷键类型较为复杂，

HAPS2b 由 12 种不同类型的糖苷键组成，APS2b 由 17 种糖苷键组成。HAPS2b
最主要的连接方式为 T-Araf、1,5-Araf、T-Rhap、T-GalpA、1,4-GalpA 和 1,2,4-GalpA
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及其摩尔百分比分别为 13.11%、11.68%、10.54%、14.53%、16.52%和 14.53%；

同时还含有少量的 T-Galp、1,4-Galp、1,2,4-Galp、1,2,3,4-Galp、1,3,4,6-Galp 和

1,4-Glcp。APS2b 最主要的连接方式为 T-Araf、T-Rhap、1,3-Rhap、T-GalpA、

1,3-GalpA、1,4-GalpA和1,2,4-GalpA，其百分摩尔比分别为6.80%、9.07%、11.84%、

7.81%、9.82%、17.13%和 8.31%；同时还含有少量的 1,5-Araf、T-Galp、1,3-Galp、
1,4-Galp、1,6-Galp、1,4-Glcp、1,2,3,4-GalpA 和 1,3,4,6-GalpA。 

表 3-5 HAPS2b 与 APS2b 的甲基化分析结果 

 
PMAAs 糖苷键类型 

摩尔百分比 (%) 

 HAPS2b APS2b 

Arabinose 2,3,5-Me3-Ara T-Araf 13.11 6.80 

 2,3-Me-Ara 1, 5-Araf 11.68 2.27 

Total   24.79 9.07 

Rhamnose 2,3,4,6-Me4-Rha 
2,4,6-Me3-Rha 

T-Rhap 
1,3-Rhap 

10.54 
ND 

9.07 
11.84 

Total   10.54 20.93 

Galactose 2,3,4,6-Me4-Gal 
2,4,6-Me3-Gal 
2,3,6-Me3-Gal 
2,3,4-Me3-Gal 
3,6-Me2-Gal 

6-Me-Gal 
2-Me-Gal 

T-Galp 
1,3-Galp 
1,4-Galp 
1,6-Galp 

1,2,4-Galp 
1,2,3,4-Galp 
1,3,4,6-Galp 

3.13 
ND 
1.99 
ND 
2.85 
4.84 
3.99 

3.53 
1.26 
5.54 
1.01 
ND 
ND 
ND 

Total   16.81 11.34 

Glucose 2,3,6-Me3-Glc 1,4-Glcp 2.28 2.05 

Total   2.28 2.05 

Galacturonic acid 2,3,4,6-Me4-GalA 
2,4,6-Me3-GalA 
2,3,6-Me3-GalA 

T-GalpA 
1,3-GalpA 
1,4-GalpA 

14.53 
ND 

16.52 

7.81 
9.82 

17.13 

 1,3,6-Me2-GalA 
6-Me-GalA 
2-Me-GalA 

1,2,4-GalpA 
1,2,3,4-GalpA 
1,3,4,6-GalpA 

14.53 
ND 
ND 

8.31 
4.28 
3.53 

Total   45.58 50.88 

Glucuronic acid 
Total 

2,3,6-Me3-GalA 1,4-GlcpA ND 
 

1.76 
1.76 

Mannose 2,4-Me2-Man 1,3,6-Manp ND 1.51 

    1.51 
  注：ND 表示未检出 

HAPS3a 与 APS3a 的糖苷键类型和对应的摩尔百分比，统计结果见表 3-6。
结果表明，HAPS3a 与 APS3a 的糖苷键类型较为复杂，具有 16 种不同类型的糖
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苷键。根据末端的糖残基与非末端糖残基的摩尔比，HAPS3a 的主要含有 1,3-Araf
（18.26 %），1,2-Rhap（9.39%），1,4-Galp（8.34%）和 1,4-GalpA（16.7%）等

糖苷键。而 APS3a 主要含有 T-Araf（10.69%）,1,3-Araf（7.52%）,1,2-Rhap（8.64%）

和 1,4-GalpA（35.49%）等糖苷键。 

表 3-6 HAPS3a 与 APS3a 的甲基化分析结果 

 
PMAAs 糖苷键类型 

摩尔百分比（%） 

 HAPS3a APS3a 

Arabinose 2,3,5-Me3-Ara T-Araf 3.55 10.69 

 2,5-Me2-Ara 
2-Me-Ara 

1,3-Araf 
1,3,5-Araf 

18.26 
3.09 

7.52 
3.05 

Total   24.9 21.26 

Rhamnose 2,3,4,6-Me4-Rha 
3,4,6-Me3-Rha 
2,3,6-Me3-Rha 
4,6-Me2-Rha 

T-Rhap 
1,2-Rhap 
1,4-Rhap 

1,2,3-Rhap 

3.49 
9.39 
0.86 
2.12 

1.97 
8.64 
0.88 
5.35 

Total   15.87 16.84 

Galactose 2,3,4,6-Me4-Gal 
3,4,6-Me3-Gal 
2,3,6-Me3-Gal 
3,4-Me2-Gal 

T-Galp 
1,2- Galp 
1,4- Galp 

1,2,6- Galp 

0.92 
2.74 
8.34 
1.18 

1.00 
2.80 
3.97 
3.07 

Total   21.66 10.84 

Glucose 2,3,6-Me3-Glc 
2,3,4-Me3-Glc 

1,4-Glcp 
1,6-Glcp 

1.66 
1.66 

0.64 
ND 

Total   3.32 0.64 

Galacturonic acid 2,3,4,6-Me4-GalA 
3,4,6-Me3-GalA 
2,3,6-Me3-GalA 

T- GalpA 
1,2- GalpA 
1,4- GalpA 

1.00 
3.15 
16.7 

ND 
7.09 

35.49 

 3,4-Me2-GalA 1,6- GalpA ND 6.19 

Total   34.26 48.77 

Glucuronic acid 2,3,4-Me3-GlcA 1,6-GlcpA ND 1.64 

Total    1.64 
注：ND 表示未检出 

在甲基化与 GC-MS 分析中，比较末端的糖残基与非末端糖残基之间的的摩

尔比，甲基化分析所得的糖苷键与 UPLC/Q-TOF-MS 单糖组成测定所得出的单糖

摩尔百分比基本一致（两者之间的比较可见表 3-7、表 3-8、表 3-9），进一步说

明 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 与 APS3a 甲基化反应基本完全，

且甲基化分析结果是可靠的。 
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表 3-7 HAPS2a 和 APS2a 单糖组成比及甲基化分析摩尔百分比对比 

单糖组成 

HAPS2a 
摩尔百分比（%） 

APS2a 
摩尔百分比（%） 

UPLC/Q-TOF-MS 甲基化 UPLC/Q-TOF-MS 甲基化 

Man 0.22 ND 0.90 ND 

Rha 1.47 1.81 10.05 10.75 

GlcA 0.27 ND 1.10 1.25 

GalA 0.22 0.20 8.76 8.60 

Glc 2.44 2.41 2.05 2.16 

Gal 50.76 50.80 33.52 33.15 

Ara 44.62 44.98 43.62 44.09 

注：ND 表示未检出 

表 3-8 HAPS2b 和 APS2b 单糖组成比及甲基化分析摩尔百分比对比 

单糖组成 

HAPS2b 
摩尔百分比（%） 

APS2b 
摩尔百分比（%） 

UPLC/Q-TOF-MS 甲基化 UPLC/Q-TOF-MS 甲基化 

Man 0.92 ND 1.82 1.51 

Rha 9.27 10.54 21.41 20.93 

GlcA 0.26 ND 1.82 1.76 

GalA 45.79 45.58 51.08 50.88 

Glc 2.02 2.28 2.17 2.05 

Gal 15.74 16.81 11.34 11.34 

Ara 25.01 24.79 9.26 9.07 

Man 0.98 ND 2.91 2.05 

注：ND 表示未检出 

表 3-9 HAPS3a 和 APS3a 单糖组成比及甲基化分析摩尔百分比对比 

单糖组成 

HAPS3a 
摩尔百分比（%） 

APS3a 
摩尔百分比（%） 

UPLC/Q-TOF-MS 甲基化 UPLC/Q-TOF-MS 甲基化 

Man 0.4 ND 0.25 ND 

Rha 13.8 15.87 14.47 16.84 

GlcA 0.69 ND 1.16 1.64 

GalA 33.24 34.26 49.55 48.77 

Glc 2.37 3.32 0.79 0.64 

Gal 22.66 21.66 11.87 10.84 

Ara 26.18 24.90 21.47 21.26 
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续表 3-9 HAPS3a 和 APS3a 单糖组成比及甲基化分析摩尔百分比对比 

Man 0.66 ND 0.44 ND 

注：ND 表示未检出 

3.4.4 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的核磁共振波谱分析 

甲基化分析实验已基本确定了多糖样品中主要糖苷键的类型，结合核磁共振

数据分析可进一步验证甲基化分析的结果，并确定这些糖苷键具体属于 α 还是 β
构型。本实验采用核磁共振仪分别对 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a
与 APS3a 的 1H NMR 谱、13C NMR 谱、HBMC 谱和 HSQC 谱（各多糖的核磁

图谱见附录）进行了采集，并对图谱进行了解析。 
通过解析一维 1H NMR 和 13C NMR 图谱中多糖分子的异头氢和异头碳可判

断其糖苷键的构型。一般而言，α 构型多糖分子异头氢的化学位移 δ>5.0，β 构型

多糖分子异头氢化学位移 δ<5.0[79,80]。由 1H NMR 谱可以看出，HAPS2a、APS2a、
HAPS2b、APS2b、HAPS3a 与 APS3a 多糖分子均存在 α 和 β 构型糖苷键，这与

红外光谱分析的结果一致。 
根据 1H NMR、13C-NMR 谱和 HSQC 谱，确定上述异头氢所对应的异头碳

的位置。以 HAPS2a 为例，得出糖残基的异头碳（C1）/异头氢（H1）的化学位

移，具体为 107.27/5.08，108.41/5.26，108.56/5.00，98.88/5.21，99.31/5.08，
98.58/5.00，98.68/5.25，98.47/5.00，102.20/4.74，101.26/4.72，102.20/5.02 ppm。

然后结合 HSQC 谱和 HMBC 谱，对上述各个糖残基的碳氢进行归属。以 HAPS2a
的糖残基A为例，上面已经分析出其C1和H1信号的化学位移分别为 107.27/5.08 
ppm，然后我们在 HMBC 谱（异核相关谱）中可找到与 C1 信号关联的 H2 的化

学位移为 4.25 ppm，再通过 HSQC 谱（同核相关谱）可找到与 H2 关联的 C2 的

化学位移为 81.88 ppm，依次继续通过 HMBC 谱和 HSQC 谱，找到糖残基 A 上

其它对应的碳氢信号化学位移为 C3/H3（77.50，3.78 ppm），C4/H4（83.42，3.90 
ppm），C5/H5（62.22，3.63 ppm）。按上述解析方法最终得到各精多糖的主要单

糖残基的碳、氢化学位移归属。 

HAPS2a 中主要单糖残基的碳、氢化学位移归属见表 3-10。通过分析 HMBC
谱进一步确定 HAPS2a 中糖残基的连接位点。4.74/66.55 ppm（I H1/H C6）表明

残基 I 的 O-1 与残基 H 的 C-6 相连，77.34/5.08 ppm（K C4/A H1）表明残基 K
的 C-4 与残基 A 的 O-1 相连，78.43/5.01 ppm（I C3/A H1）表明残基 I 的 C-3 与

残基 A 的 O-1 相连，78.43/5.26 ppm（I C3/B H1）表明残基 I 的 C-3 与残基 B 的

O-1 相连，78.40/5.08 ppm（G C3/A H1）表明残基 G 的 C-3 与残基 A 的 O-1 相

连，78.43/5.00 ppm（I C3/C H1）表明残基 I 的 C-3 与残基 C 的 O-1 相连，69.76/5.08 
ppm（C C5/E H1）表明残基 E 的 C-5 与残基 E 的 O-1 相连，83.18/5.25 ppm（C C3/G 
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H1）表明残基 E 的 C-3 与残基 G 的 O-1 相连，78.40/5.00 ppm（G C4/F H1）表

明残基 G 的 C-4 与残基 F 的 O-1 相连，78.40/4.72 ppm（G C4/J H1）表明残基 G
的 C-4 与残基 J 的 O-1 相连，77.58/5.08 ppm（J C3/A H1）表明残基 J 的 C-3 与

残基 A 的 O-1 相连，77.41/5.08 ppm（F C3/A H1）表明残基 F 的 C-3 与残基 A
的 O-1 相连，67.78/5.21 ppm（B C5/D H1）表明残基 B 的 C-5 与残基 D 的 O-1
相连，77.48/5.08 ppm（D C3/A H1）表明残基 D 的 C-3 与残基 A 的 O-1 相连，

78.43/5.02 ppm（I C3/K H1）表明残基 I 的 C-3 与残基 K 的 O-1 相连。4.74/76.39 
ppm（I H1/I C4）表明残基 I 的 O-1 与残基 I 的 C-4 相连，表明 HAPS2a 内部有

重复的 I 糖残基单元。5.00/66.55 ppm（H H1/H C6）表明残基 H 的 O-1 与残基 H
的 C-6 相连，表明 HAPS2a 内部有重复的 H 糖残基单元。67.78/5.26 ppm（B C5/B 
H1）表明残基 B 的 C-5 与残基 B 的 O-1 相连，表明 HAPS2a 内部有重复的 B 糖

残基单元。78.40/5.25 ppm（G C4/G H1）表明残基 G 的 C-4 与残基 G 的 O-1 相

连，表明 HAPS2a 内部有重复的 G 糖残基单元。    

表 3-10 HAPS2a 中各糖残基的化学位移值 

 糖残基 C1 
H1 

C2 
H2 

C3 
H3 

C4 
H4 

C5 
H5 

C6 
H6 

A T-α-Araf 107.27 
5.08 

81.88 
4.25 

77.50 
3.78 

83.42 
3.90 

62.22 
3.63 

 

B 1,5-α-Araf 108.41 
5.26 

81.90 
3.81 

77.32 
3.55 

83.62 
3.93 

67.78 
3.74 

 

C 1,3,5-α-Araf 108.56 
5.00 

80.56 
3.82 

83.18 
4.08 

76.30 
3.97 

69.76 
3.63 

 

D 1,3-α-Rhap 98.88 
5.21 

72.76 
3.90 

77.48 
4.26 

71.76 
3.71 

68.51 
3.73 

16.23 
1.32 

E T-α-Galp 99.31 
5.08 

70.72 
4.07 

70.11 
3.64 

70.66 
3.75 

72.77 
3.60 

60.76 
3.47 

F 1,3-α-Galp 98.58 
5.00 

70.68 
3.92 

77.41 
4.10 

70.13 
3.48 

72.81 
3.81 

61.46 
3.70 

G 1,4-α-Galp 98.68 
5.25 

70.83 
3.76 

72.77 
3.89 

78.40 
4.08 

70.08 
3.81 

61.60 
3.54 

H 1,6-α-Galp 98.47 
5.00 

70.34 
4.26 

70.88 
3.76 

72.77 
3.35 

73.32 
3.66 

66.55 
3.14 

I 1,3,4-β-Galp 102.20 
4.74 

73.82 
3.89 

78.43 
4.13 

76.39 
3.76 

72.74 
3.36 

60.52 
3.46 

J 1,3-β-GalpA 101.26 
4.72 

72.82 
3.90 

77.58 
4.29 

72.82 
3.64 

70.61 
4.69 

174.43 
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续表 3-10 HAPS2a 中各糖残基的化学位移值 

K 1,4-α-Glcp 102.20 
5.02 

72.76 
3.64 

75.55 
3.87 

77.34 
3.76 

72.78 
3.60 

61.54 
3.63 

APS2a 中主要单糖残基的碳、氢化学位移归属，结果列于表 3-11 中。通过

分析 HMBC 谱进一步确定 APS2a 中糖残基的连接位点。通过 HMBC 谱推断

APS2a 各糖残基之间的相互连接位点。5.17/76.30 ppm（M H1/K C4）表明残基 M
的 O-1 与残基 K 的 C-4 相连，5.17/76.28 ppm（M H1/H C4）表明残基 M 的 O-1
与残基 H 的 C-4 相连，5.00/76.28 ppm（H H1/H C4）表明残基 H 的 O-1 与残基

H 的 C-4 相连，5.17/66.81 ppm（H H1/L C6）提示残基 H 的 O-1 与残基 L 的 C-4
相连，5.13/66.81 ppm（L H1/G C3）提示残基 L 的 O-1 与残基 G 的 C-3 相连，

5.11/76.12 ppm（G H1/G C3）提示残基 G 的 O-1 与残基 G 的 C-3 相连，79.66/5.08 
ppm（M C3/F H1）提示残基 M 的 C-3 与残基 F 的 O-1 相连，66.56/5.11 ppm（F 
C5/C H1）提示残基 F 的 C-5 与残基 C 的 O-1 相连，84.40/5.19 ppm（F C3/K H1）
提示残基 F 的 C-3 与残基 K 的 O-1 相连，76.30/5.11 ppm（K C4/B H1）提示残

基 K 的 C-4 与残基 B 的 O-1 相连，80.92/5.10 ppm（B C3/D H1）提示残基 B 的

C-3 与残基 D 的 O-1 相连，79.66/5.08 ppm（M C3/F H1）提示残基 M 的 C-3 与

残基 F 的 O-1 相连，76.30/5.07 ppm（K C4/A H1）提示残基 K 的 C-4 与残基 A
的 O-1 相连，80.42/5.07 ppm（A C4/I H1）提示残基 A 的 C-4 与残基 I 的 O-1 相

连，80.90/5.15 ppm（I C4/J H1）提示残基 I 的 C-4 与残基 J 的 O-1 相连，76.06/5.10 
ppm（J C3/D H1）提示残基 J 的 C-3 与残基 D 的 O-1 相连，84.40/5.15 ppm（F C3/J 
H1）提示残基 F 的 C-3 与残基 J 的 O-1 相连，79.66/5.15 ppm（M C3/J H1）提

示残基 M 的 C-3 与残基 J 的 O-1 相连，79.66/5.17 ppm（M C3/E H1）提示残基

M 的 C-3 与残基 E 的 O-1 相连，66.24/5.11 ppm（E C5/G H1）提示残基 E 的 C-5
与残基 G 的 O-1 相连，76.12/5.10 ppm（G C3/D H1）提示残基 G 的 C-3 与残基

D 的 O-1 相连，80.53/5.10 ppm（H C3/D H1）提示残基 H 的 C-3 与残基 D 的 O-1
相连。此外，5.17/76.23 ppm（M H1/M C4）提示残基 M 的 O-1 与残基 M 的 C-4
相连，表明 APS2a 内部有重复的 M 糖残基单元；66.24/5.17 ppm（E C5/E H1）
提示残基 E 的 C-5 与残基 E 的 O-1 相连，表明 APS2a 内部有重复的 E 糖残基

单元；5.19/76.23 ppm（K H1/K C4）提示残基 K 的 O-1 与残基 K 的 C-4 相连，

表明 APS2a 内部有重复的 K 糖残基单元。 
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表 3-11 APS2a 中各糖残基的化学位移值 
 

糖残基 C1 
H1 

C2 
H2 

C3 
H3 

C4 
H4 

C5 
H5 

C6 
H6 

A 1,4-α-GlcA 103.10 75.80 74.98 80.43 74.81 175.42   
5.07 3.29 3.58 3.69 3.63 

 

B 1,3-α-GalpA 103.56 76.08 80.90 72.28 74.44 175.61   
5.11 3.53 3.88 3.31 3.60 

 

C T-α-GalpA 106.10 76.25 72.46 72.96 60.63 175.63   
5.11 3.89 3.83 4.00 3.21 

 

D T-α-Araf 109.11 80.94 76.28 80.41 60.52 
 

  
5.10 3.87 3.95 4.06 3.78 

 

E 1,5-α-Araf 108.80 83.62 76.11 84.37 66.24 
 

  
5.08 4.11 3.88 4.06 3.65 

 

F 1,3,5-α-Araf 108.83 80.72 84.40 76.21 66.56 
 

  
5.27 4.15 4.24 4.06 3.81 

 

G 1,3-α-Rhap 106.39 75.94 76.12 72.38 72.41 16.22   
5.11 3.71 3.87 3.85 3.32 1.29 

H 1,3,4-β-Rhap 106.97 75.65 80.53 76.28 72.91 16.17   
4.98 4.03 3.77 3.88 3.34 1.32 

I 1,4-α-Glcp 103.59 73.23 79.58 80.99 79.83 60.74   
5.07 3.45 3.82 4.03 3.89 3.58 

J 1,3-α-Galp 106.93 72.91 76.06 72.30 72.14 60.83   
5.15 3.72 3.88 3.60 3.46 3.51 

K 1,4-α-Galp 106.32 76.17 73.06 76.30 72.47 60.42   
5.19 3.83 3.78 3.49 3.64 3.44 

L 1,6-α-Galp 106.43 73.10 74.55 70.33 72.47 66.81   
5.13 3.81 3.49 3.71 3.90 3.70 

M 1,3,4-α-Galp 106.94 74.50 79.66 76.23 72.81 60.73   
5.17 3.82 4.07 4.03 3.72 3.46 

HAPS2b 中主要单糖残基的碳、氢化学位移归属，结果列于表 3-12 中。通

过分析 HMBC 谱进一步确定 HAPS2b 中糖残基的连接位点。HMBC 谱中

4.98/83.21 ppm（J H1/K C3 表明残基 J 的 O-1 与残基 K 的 C-3 相连。相似地，

4.94/77.33 ppm（K H1/I C2）表明残基 K 的 O-1 与残基 I 的 C-2 相连，5.00/78.30 
ppm（I H1/H C2）表明残基 I 的 O-1 与残基 H 的 C-2 相连，78.58/4.98 ppm（J C4/C 
H1）表明残基 J 的 C-4 与残基 C 的 O-1 相连，78.58/4.97 ppm（J C4/C H1）表

明残基 J 的 C-4 与残基 C 的 O-1 相连，82.60/4.98 ppm（J C2/C H1）表明残基 J
的 C-2 与残基 C 的 O-1 相连，68.42/4.97 ppm（K C6/A H1）表明残基 K 的 C-6
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与残基 A 的 O-1 相连，77.56/4.97 ppm（K C4/A H1）表明残基 K 的 C-4 与残基

A 的 O-1 相连，77.56/4.87 ppm（K C4/F H1）表明残基 K 的 C-4 与残基 F 的 O-1
相连，78.57/4.67 ppm（F C4/L H1）表明残基 F 的 C-4 与残基 L 的 O-1 相连，

77.47/5.01 ppm（L C4/G H1）表明残基 L 的 C-4 与残基 G 的 O-1 相连，77.30/4.98 
ppm（G C4/C H1）表明残基 G 的 C-4 与残基 C 的 O-1 相连，77.78/5.01 ppm（I C4/G 
H1）表明残基 I 的 C-4 与残基 G 的 O-1 相连，77.34/4.97 ppm（H C4/F H1）表明

残基 H 的 C-4 与残基 F 的 O-1 相连，82.60/5.14 ppm（J C2/B H1）表明残基 J 的
C-2 与残基 B 的 O-1 相连，67.95/4.97 ppm（B C5/A H1）表明残基 B 的 C-5 与残

基 A 的 H-1 相连。相关峰 4.98/78.38 ppm（J H1/J C3）表明残基 J 的 O-1 与残基

J 的 C-3 相连，表明 HAPS2b 内部有重复的 J 糖残基单元；4.94/83.21 ppm（K H1/K 
C3）表明残基 K 的 O-1 与残基 K 的 C-3 相连，表明 HAPS2b 内部有重复的 K 糖

残基单元；77.30/5.01 ppm（G C4/G H1）表明残基 G 的 C-4 与残基 G 的 O-1 相

连，表明 HAPS2b 内部有重复的 G 糖残基单元；66.80/5.14 ppm（B C4/B H1）表

明残基 B 的 C-4 与残基 B 的 O-1 相连，表明 HAPS2b 内部有重复的 B 糖残基单

元；77.33/5.00 ppm（I C2/I H1）表明残基 I 的 C-4 与残基 I 的 O-1 相连，表明

HAPS2b 内部有重复的 I 糖残基单元。 
 
 

表 3-12 HAPS2b 中各糖残基的化学位移值 

 糖残基 C1 
H1 

C21 
H2 

C3 
H3 

C4 
H4 

C5 
H5 

C6 
H6 

A T-β-Araf 106.25 
4.97 

81.45 
4.15 

80.89 
3.77 

80.56 
4.19 

61.20 
3.66 

- 

B 1,5-α-Araf 109.04 
5.14 

82.44 
4.02 

78.32 
3.90 

77.50 
4.03 

66.80 
3.65 

- 

C T-β-Rhap 101.21 
4.98 

71.39 
3.99 

77.99 
4.24 

75.09 
3.88 

71.71 
3.72 

15.69 
1.17 

D T-β-Galp 98.38 
4.67 

72.10 
4.27 

73.77 
4.11 

70.98 
3.89 

77.33 
3.66 

64.57 
3.42 

E T-α-GalpA 98.39 
5.01 

71.00 
4.18 

70.42 
3.88 

71.35 
4.16 

69.79 
3.93 

174.10 

F 1,4-β-Galp 98.38 
4.97 

76.68 
4.26 

73.26 
3.90 

78.57 
4.02 

72.15 
3.87 

64.18 
3.40 

G 1,4-α-GalpA 98.55 
5.01 

71.75 
4.16 

70.86 
3.90 

77.30 
3.88 

71.20 
4.32 

174.88 

H 1,2,4-β-Galp 102.20 
4.58 

78.30 
4.27 

71.23 
3.88 

77.34 
4.28 

70.97 
3.68 

65.28 
3.41 
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续表 3-12 HAPS2b 中各糖残基的化学位移值 

I 1,2,4-α-GalpA 102.19 
5.00 

77.33 
4.14 

70.00 
3.77 

77.78 
4.06 

70.65 
4.65 

174.88 

J 1,2,3,4-β-Galp 103.85 
4.98 

82.60 
4.01 

78.38 
3.89 

78.58 
4.06 

77.74 
3.91 

66.67 
3.40 

K 1,3,4,6-β-Galp 104.57 
4.94 

70.79 
4.29 

83.21 
3.91 

77.56 
4.08 

70.87 
3.70 

68.42 
3.68 

L 1,4-β-Glcp 103.85 
4.67 

75.71 
3.73 

75.44 
3.92 

77.47 
4.00 

76.82 
3.88 

62.05 
3.45 

APS2b 中主要单糖残基的碳、氢化学位移归属，结果列于表 3-13 中。通过

分析 HMBC 谱进一步确定 APS2b 中糖残基的连接位点和连接顺序。5.24/80.94 
ppm（N H1/O C3）的信号提示了残基 N 的 O-1 与残基 O 的 C-3 相连，80.79/5.12 
ppm（N C2/Q H1）的信号提示了残基 N 的 C-2 与残基 Q 的 O-1 相连，80.44/5.19 
ppm（Q C2/P H1）的信号提示了残基 Q 的 C-4 与残基 P 的 O-1 相连，83.39/5.12 
ppm（P C4/D H1）的信号提示了残基 P 的 C-4 与残基 D 的 O-1 相连，80.85/5.30 
ppm（N C3/H H1）的信号提示了残基 N 的 C-3 与残基 H 的 O-1 相连，83.51/5.12 
ppm（H C3/D H1）的信号提示了残基 H 的 C-3 与残基 D 的 O-1 相连，80.41/4.97 
ppm（N C4/E H1）的信号提示了残基 N 的 C-4 与残基 E 的 O-1 相连，80.87/4.97 
ppm（E C3/E H1）的信号提示了残基 E 的 C-3 与残基 E 的 O-1 相连，80.87/5.12 
ppm（E C3/D H1）的信号提示了残基 E 的 C-3 与残基 D 的 O-1 相连，76.03/5.18 
ppm（I C3/F H1）的信号提示了残基 I的 C-3 与残基 F 的 O-1 相连，174.99/4.86 ppm
（O C6/A H1）的信号提示了残基 O 的 C-6 与残基 A 的 O-1 相连，76.23/5.13 ppm
（A C3/K H1）的信号提示了残基 A 的 C-3 与残基 K 的 O-1 相连，77.00/5.12 ppm
（K C4/D H1）的信号提示了残基 K 的 C-4 与残基 D 的 O-1 相连，68.40/4.62 ppm
（A C6/L H1）的信号提示了残基 A 的 C-6 与残基 L 的 O-1 相连，69.20/5.18 ppm
（L C6/F H1）的信号提示了残基 L 的 C-6 与残基 F 的 O-1 相连，80.42/5.19 ppm 
(P C4/J H1）的信号提示了残基 P 的 C-4 与残基 J 的 O-1 相连，5.12/80.85 ppm（O 
H1/N C3）的信号提示了残基 O 的 O-1 与残基 N 的 C-3 相连，83.60/5.18 ppm（M 
C4/F H1）的信号提示了残基 M 的 C-4 与残基 F 的 O-1 相连。5.24/80.79 ppm（N 
H1/N C2）的信号提示了残基 N 的 O-1 与残基 N 的 C-2 相连，表明 APS2b 内部

有重复的 N 糖残基单元；76.03/5.12 ppm（I C3/I H1）表明残基 I 的 C-3 与残基 I
的 O-1 相连，表明 APS2b 内部有重复的 I 糖残基单元；77.00/5.13 ppm（K C4/K 
H1）表明残基 K 的 C-4 与残基 K 的 O-1 相连，表明 APS2b 内部有重复的 K 糖
残基单元；80.40/5.19 ppm（J C4/J H1）表明残基 J 的 C-4 与残基 J 的 O-1 相连，

表明 APS2b 内部有重复的 J 糖残基单元；5.24/80.85 ppm（N H1/N C3）表明残

基 N 的 O-1 与残基 N 的 C-3 相连，表明 APS2b 内部有重复的 N 糖残基单元；
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5.15/80.94 ppm（O H1/O C3）表明残基 O 的 O-1 与残基 O 的 C-3 相连，表明 APS2b
内部有重复的 O 糖残基单元；5.15/78.35 ppm（M H1/M C2）表明残基 M 的 O-1
与残基 M 的 C-2 相连，表明 APS2b 内部有重复的 M 糖残基单元。 

表 3-13 APS2b 中各糖残基的化学位移值 

 
糖残基 

C1 
H1 

C2 
H2 

C3 
H3 

C4 
H4 

C5 
H5 

C6 
H6 

A 1,3,6-β-Manp 102.95 
4.86 

72.10 
3.85 

76.23 
3.94 

70.88 
3.75 

70.97 
3.80 

68.40 
3.81 

B T-α-Araf 109.06 
5.19 

84.11 
4.01 

81.51 
4.03 

80.57 
4.15 

60.56 
3.66 

 

C 1,5-α-Araf 109.52 
5.12 

83.78 
4.00 

80.75 
3.99 

80.91 
4.06 

66.31 
3.72 

 

D T-α-Rhap 106.35 
5.12 

72.84 
3.96 

71.50 
3.81 

70.95 
3.78 

68.36 
3.52 

16.32 
1.16 

E 1,3-β-Rhap 106.36 
4.97 

70.94 
3.98 

80.87 
4.03 

68.32 
3.76 

65.47 
3.99 

16.61 
1.20 

F T-α-Galp 98.89 
5.18 

71.01 
4.35 

71.45 
3.66 

70.97 
3.95 

71.46 
3.79 

68.02 
3.72 

G T-β-GalpA 106.45 
4.98 

70.68 
3.81 

70.81 
3.89 

76.30 
3.98 

71.58 
4.50 

174.60  

H 1,3-α-Galp 99.23 
5.30 

77.65 
3.75 

83.51 
3.90 

71.08 
3.82 

71.42 
3.72 

60.63 
3.65 

I 1,3-α-GalpA 98.43 
5.12 

71.11 
3.73 

76.03 
4.10 

71.63 
3.80 

70.98 
4.14 

174.09  

J 1,4-α-Galp 102.59 
5.19 

69.77 
3.58 

71.43 
3.78 

80.40 
3.95 

71.41 
3.81 

65.46 
3.67 

K 1,4-α-GalpA 106.43 
5.13 

70.30 
3.78 

68.91 
3.53 

77.00 
3.95 

71.61 
4.09 

174.09 

L 1,6-β-Galp 103.31 
4.62 

71.39 
3.81 

74.53 
3.63 

70.21 
3.75 

76.05 
3.79 

69.20 
3.68 

M 1,2,4-α-GalpA 106.96 
5.15 

78.35 
4.16 

75.97 
3.73 

83.60 
3.88 

75.89 
4.70 

174.60 
 

N 1,2,3,4-α-GalpA 98.52 
5.24 

80.79 
3.99 

80.85 
3.67 

80.41 
3.82 

70.60 
4.47 

174.99 
 

O 1,3,4,6-α-GalpA 99.09 
5.12 

71.05 
3.61 

80.94 
4.01 

80.42 
4.31 

69.72 
4.87 

174.99 

P 1,4-α-Glcp 99.81 
5.19 

76.05 
3.75 

70.23 
3.76 

83.39 
3.91 

71.31 
3.72 

60.67 
3.65 
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续表 3-13 APS2b 中各糖残基的化学位移值 

Q 1,4-α-GlcpA 98.60 
5.12 

76.11 
3.33 

75.64 
3.52 

80.44 
3.83 

74.52 
3.73 

175.25 
 

HAPS3a 与 APS3a 中主要单糖残基的碳、氢化学位移归属，结果列于表 3-14
中。结合甲基化分结果，将其分别归属为（A）T-α-Araf、（B）1,3-β-Araf、（C）
1,3,5-α-Araf、（D）T-β-Rhap、（E）1,4-β-Rhap、（F）1,2-α-Rhap、（G）1,2,3-β-Rhap、
（H）T-α-Glap、（I）1,2-β-Glap、（J）1,4-β-Galp、（K）1,2,6-β-Glap、（L）1,4-β-Glcp、
（M）1,6-α-Glcp、（N）T-β-GlapA、（O）1,2-α-GlapA、（P）1,4-β-GlapA、（Q）

1,6-β-GalpA 和（R）1,6-α-GlcpA，其中 1,6-α-Glcp 与 T-β-GlapA 仅在 HAPS3a 中

发现，而 1,4-β-GalpA 与 1,6-β-GalpA 仅在 APS3a 中发现。 
通过HMBC谱推断HAPS3a与APS3a各糖残基之间的相互连接位点。HMBC

谱中 4.66/78.5 ppm（G H1/O C2）的表明残基 G 的 O-1 与残基 O 的 C-2 相连。

类似地，4.99/77.50 ppm（I H1/G C3），3.96/98.48 ppm（Q H6/PC1），5.01/77.30 ppm
（A H1/P C4），5.20/68.30 ppm（C H1/K C6），4.99/77.50 ppm（I H1/G C3），
3.96/98.48 ppm（Q H6/P C1），5.01/77.30 ppm（A H1/P C4），4.20/68.30 ppm（C H1/K 
C6）、5.20/77.30 ppm（H H1/P C4）、4.99/68.30 ppm（P H1/K C6）、4.95/77.30 ppm
（K H1/P C4）、4.18/106.78 ppm（G H3/C C1）、5.01/83.67 ppm（F H1/C C3），
5.01/81.00 ppm（A H1/B C3），4.66/76.50 ppm（G H1/J C4），4.72/78.50 ppm（L H1/O 
C2），4.98/76.50 ppm（E H1/J C4）表明，残基 I 的 O-1 与残基 G 的 C-3 相连，

残基 Q 的 O-6 与残基 P 的 C-1 相连，残基 A 的 O-1 与残基 P 的 C-4 相连，残基

C 的 O-1 与残基 K 的 C-6 相连，残基 P 的 O-1 与残基 C 的 C-5 相连，残基 A 的

O-1 与残基 P 的 C-4 相连，残基 P 的 O-1 与残基 K 的 C-6 相连，残基 K 的 O-1
与残基 P 的 C-4 相连，残基 G 的 O-3 与残基 C 的 C-1 相连，残基 F 的 O-1 与残

基 C 的 C-3 相连，残基 A 的 O-1 与残基 B 的 C-3 相连，残基 G 的 O-1 与残基 J
的 C-4 相连，残基 L 的 O-1 与残基 O 的 C-2 相连，残基 E 的 O-1 与残基 J 的 C-4
相连。在 HAPS3a 的 HMBC 谱中，4.95/68.30 ppm（J H1/M C6），5.00/77.20 ppm
（M H1/G C2），4.96/77.50 ppm（N H1/I C2）表明残基 J 的 O-1 与残基 M 的 C-6
相连，残基 M 的 O-1 与残基 G 的 C-2 相连，残基 N 的 O-1 与残基 I 的 C-2 相连。

在 APS3a 的 HMBC 谱中，4.95/174.92 ppm（J H1/R C6）、5.01/77.20 ppm（R H1/G 
C2）、4.72/77.5 ppm（Q H1/I C2）、4.72/174.00 ppm（P H1/Q C6）的交叉峰表明，

残基 J 的 O-1 与残基 R 的 C-6 相连，残基 R 的 O-1 与残基 G 的 C-2 相连，残基

Q 的 O-1 与残基 I的 C-2 相连。残基 P 的 O-1 与残基 Q 的 C-6 相连。4.95/76.50 ppm
（J H1/J C4）和 5.01/78.50 ppm（O H1/O C2）的交叉峰表明，残基 J 的 O-1 与残

基 J 的 C-4 相连，残基 O 的 O-1 与残基 O 的 C-2 相连，表明 HAPS3a 和 APS3a
中存在重复残基 J 和残基 O。 
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表 3-14 HAPS3a 与 APS3a 中各糖残基的化学位移值 

糖苷键 
C1 
H1 

C2 
H2 

C3 
H3 

C4 
H4 

C5 
H5 

C6 
H6 

A T-α-Araf 107.25 
5.01 

83.70 
3.96 

76.77 
3.88 

81.22 
4.04 

60.59 
3.71 

B 1,3-β-Araf 106.70 
4.98 

77.50 
4.30 

81.00 
4.16 

7.505 
4.22 

68.45 
3.88 

C 1,3,5-α-Araf 106.78 
5.20 

80.68 
4.10 

83.67 
4.23 

81.80 
4.13 

68.20 
3.64 

D T-β-Rhap 98.43 
4.96 

71.49 
3.88 

73.58 
4.09 

73.99 
4.30 

68.72 
3.80 

16.22 
1.13 

E 1,4-β-Rhap 96.45 
4.98 

75.38 
3.95 

72.15 
3.90 

77.25 
4.32 

68.45 
3.80 

16.22 
1.15 

F 1,2-α-Rhap 97.65 
5.01 

79.0 
4.16 

77.50 
4.28 

73.58 
3.87 

71.49 
3.87 

16.22 
1.16 

G 1,2,3-β-Rhap 102.30 
4.66 

77.20 
3.88 

77.50 
4.18 

70.30 
3.90 

71.68 
3.66 

16.22 
1.16 

H T-α-Galp 98.46 
5.20 

70.76 
4.32 

71.68 
3.66 

70.30 
3.94 

72.15 
3.79 

68.02 
3.72 

I 1,2-β-Galp 98.69 
4.99 

77.50 
4.11 

73.99 
3.92 

73.07 
4.09 

74.75 
3.88 

67.80 
3.66 

J 1,4-β-Galp 98.46 
4.95 

70.80 
4.27 

71.50 
3.95 

76.5 
3.62 

71.20 
3.70 

64.80 
3.65 

K 1,2,6-β-Galp 96.45 
4.95 

78.43 
4.30 

71.68 
3.88 

70.87 
3.95 

72.15 
3.79 

68.3 
3.95 

L 1,4-β-Glcp 103.54 
4.72 

73.99 
4.29 

73.07 
4.29 

77.49 
4.32 

75.38 
3.90 

65.14 
3.78 

M 1,6-α-Glcpa 99.67 
5.00 

73.56 
4.28 

71.03 
3.87 

73.58 
3.94 

72.15 
3.64 

68.30 
3.73 

N T-β-GalpAa 103.53 
4.96 

77.96 
4.32 

75.73 
3.91 

72.08 
3.92 

75.38 
3.95 

174.11 

O 1,2-α- GalpA 98.49 
5.01 

78.5 
4.27 

76.51 
3.99 

68.45 
3.95 

78.06 
4.65 

175.03 

P 1,4-β-GalpA 98.48 
4.99 

72.15 
3.66 

73.56 
3.94 

77.3 
4.27 

72.16 
4.72 

175.03 

Q 1,6-β-GalpAb 98.38 
4.72 

77.80 
3.92 

74.02 
4.01 

72.13 
3.87 

74.02 
3.96 

174.00 

R 1,6-α-GlcpAb 102.80 
5.01 

76.34 
3.87 

73.65 
3.96 

71.35 
3.88 

70.33 
4.31 

174.92 

a：仅在 HAPS3a 中检测到；b：仅在 APS3a 中检测到 
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3.4.5 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的一级结构解析 

结合单糖组成、甲基化和 NMR 分析结果，推测出 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、
APS2b、HAPS3a 与 APS3a 一级重复结构。 

如图 3-7 所示，HAPS2a 与 APS2a 都由多种糖残基的组成，是高度支化的多

糖。HAPS2a 的主链主要由 1,3,4-β-Galp、1,6-α-Galp 组成，侧链主要由 1,3-α-Galp、
1,3,5-α-Araf、1,5-α-Araf、1,3-β-GalpA、1,4-α-Galp、1,4-α-Glcp、1,3-β-Rhap 和

T-α-Araf 组成。APS2a 的主链主要由 1,3,4-α-Galp、1,3,4-β-Rhap、1,6-α-Galp、
1,3-α-Rhap 组成，侧链主要由 1,3-α-Galp、1,3,5-α-Araf、1,5-α-Araf、1,3-α-Galp、
1,4-α-Galp、1,4-α-Glcp、1,3-β-Rhap、T-β-GalpA和T-α-Araf组成。有趣的是，HAPS2a
的一级结构与 APS2a 糖链中 T-α-GalpA 糖醛酸残基被改变为相应的中性残基(图
3-7 中的箭头)，醛糖由开链式形成半缩醛式的环状结构后，可以得到 α 和 β 两种

构型，我们发现 APS2a 的主链是 α 构型的半乳糖，HAPS2a 的主链是相应糖残基

的 β 构型，这可能是由于炼蜜炮制引起的 APS α 氧环式和 β 氧环式中间开链，形

成一个互变异构平衡体系而引起的。 

 

图 3-7 HAPS2a 与 APS2a 的一级结构 



广东药科大学研究生学位论文 

37 
 

如图 3-8 所示，HAPS2b 与 APS2b 均为高度支化的酸性杂多糖，由多种糖残

基的组成。HAPS2b 的主链主要由 1,2,3,4-α-Galp、1,3,4,6-α-Galp、1,2,4-α-GalpA
组成，侧链主要由 1,5-α-Araf、T-α-Rhap、T-α-Araf、T-α-Galp、T-α-GalpA、1,4-α-Galp、
1,4-α-GalpA 和 1,4-β-Glcp 组成。APS2b 的主链主要由 1,2,3,4-α-GalpA、

1,3,4,6-α-GalpA、1,2,4-α-GalpA 组成，侧链主要由 1,5-α-Araf、T-α-Rhap、T-α-Araf、
T-α-GalpA、1,4-α-Galp、1,4-α-GalpA 和 1,4-β-Glcp、1,3,6-β-Manp、1,6-β-Galp、
1,3-α-Galp 组成。我们发现，APS2b 糖链中 1,2,3,4-α-GalpA 和 1,3,4,6-α-GalpA 两

个半乳糖醛酸残基，在 HAPS2b 一级结构糖链中以相应的 1,2,3,4-β-Galp 和

1,3,4,6-β-Galp 中性半乳糖糖残基存在（图 3-8 中的箭头），且两者有相似的糖链

结构部分。结合分子量及单糖组成分析，这可能是由于多糖在炮制过程中发生糖

链的断裂及异构化，导致糖醛酸转换成相应的中性单糖[73,81,82]。 

 

图 3-8 HAPS2b 与 APS2b 的一级结构 
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HAPS3a 和 APS3a 一级重复结构如图 3-9 所示，HAPS3a 和 APS3a 是具有多

种残基的多糖，其主链主要由 1,2,3-β-Rhap、1,4-α-GalpA、1,2,6-β-Galp、1,4-β-Galp

和 1,2-α-GalpA 组成，侧链主要由 1,2-β-Galp、1,3,5-α-Araf、1,4-α-GalpA、T-α-Araf

和 T-β-Rhap 组成。我们发现，HAPS3a 的一级结构与 APS3a 也具有相似的链结

构，其中糖苷键被断裂（图 3-9 中的虚线），APS3a 中 1,4-α-GalpA 和 1,6-α-GlcpA
糖醛酸残基在 HAPS3a 中以相应的中性糖残基存在（图 3-9 中的箭头），这进一

步验证了多糖在蜜炙过程中发生了异构化。 

 

图 3-9 HAPS3a 与 APS3a 的一级结构 

3.4.6 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的三股螺旋结构测定 

具有三螺旋构象的多糖在稀 NaOH 溶液中会与刚果红形成络合物,根据其在

碱性环境中随着最大吸收波长变化的规律判断多糖是否具有三股螺旋结构。若多

糖具有三股螺旋构象,其最大吸收波长会随着氢氧化钠溶液浓度的增加呈上升的

趋势,当 NaOH 浓度大于某一数值后,最大吸收波长急剧下降[15,38]。而没有加入多

糖或者加入的多糖不具有三股螺旋构象,则不会出现这种先上升后下降的变化趋

势。。如图 3-10 所示，而随着氢氧化钠溶液浓度的增加，HAPS2a、APS2a、HAPS2b、
APS2b、HAPS3a 与 APS3a 与刚果红形成络合物并没有明显的先上升后下降的趋

势，所以可以判定这六个精多糖均不具有三股螺旋构象。 
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图 3-10 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 与 APS3a 的刚果红实验 

3.4.7 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖的扫描电镜分析 

HAPS3a 与 APS3a 的扫描电镜分析如图 3-11 所示，HAPS3a 呈块状或碎片状

堆积，表面光滑，颗粒较少，表明存在分子间相互作用，形成紧密结构。APS3a
的图像可以观察到不规则的片层结构和棒状结构，且在 10 000 倍的放大倍数下，

棒状结构表面粗糙，颗粒突起明显。有文献报道[23]，酸性多糖在显微结构中有颗

粒存在。单糖组成结果表明，APS3a 的半乳糖醛酸含量较 HAPS3a 高，表面微观

图像显示 APS3a 比 HAPS3a 含有更多的颗粒，这与单糖分析结果一致。  
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图 3-11 HAPS3a（a，b）和 APS3a（c，d）的扫描电镜图放大倍数：（a，c：5000×；b，d：
10000×） 

3.5 本章小结 

植物多糖的结构复杂，特别是本研究中得到的是相对分子量高达几百万甚至

是上千万的多糖，其结构表征工作更为困难。本章通过对分离纯化得到的

HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3a 六个精多糖单糖组成

组成、糖苷键类型、单糖残基的构型及连接方式和空间构象等结构进行表征，得

到结论如下： 
（1）HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3 均为含有 β

构型糖苷键和 ɑ 构型糖苷键的高度支化的酸性杂多糖，均不具有三股螺旋结构。 
（2）HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3 的单糖组成

成分相似，均由 Man、Rha、GlcA、GalA、Glc、Gal、Xyl、Ara 组成，此外，

HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3 还含有少量的 Fuc。但蜜炙前后单糖组成

的比例具有一定的差异，主要体现在 Rha、Gal、GalA、Ara 比例上的差异： 
HAPS2a 和 APS2a 的 Rha 含量差异较大，分别为 1.47%与 10.05%，HAPS2a

中 GalA 和 Gal 的摩尔百分比分别为 0.22%和 50.76%，而 APS2a 中 GalA 和 Gal
的摩尔百分比分别为 8.76%和 33.52%。HAPS2b 中 Rha 和 Ara 的摩尔百分比分别

为9.27%和25.01%，而APS2b中Rha和Ara的摩尔百分比分别为21.41%和9.26%；

HAPS2b中GalA和Gal 的摩尔百分比分别为 45.79%和 15.75%，而APS2b中GalA
和 Gal 的摩尔百分比分别为 51.08%和 15.34%。HAPS3a 中 Gal 和 GalA 的摩尔百

分比分别为 22.66%和 33.24%，而 APS3a 中 Gal 和 GalA 的摩尔百分比分别为

11.87%和 49.55%。 
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（3）HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3a 在糖苷键及

糖链组成上也具有一定的差异，主要体现在： 
HAPS2a 的主链主要由 1,3,4-β-Galp、1,6-α-Galp 组成，而 APS2a 的主链主要

由 1,3,4-α-Galp、1,3,4-β-Rhap、1,6-α-Galp、1,3-α-Rhap 组成。APS2a 的一级结构

糖链中 1，4-α-GalpA 和 T-α-GalpA 糖醛酸残基被改变为相应的中性糖残基存在

于 HAPS2a 中，且 APS2a 的主链是 α 构型的半乳糖，HAPS2a 的主链是 β 构型的

半乳糖。HAPS2b 的主链主要由 1,2,3,4-α-Galp、1,3,4,6-α-Galp、1,2,4-α-GalpA 组

成，APS2b 的主链主要由 1,2,3,4-α-GalpA、1,3,4,6-α-GalpA、1,2,4-α-GalpA 组成。

APS2b 糖链中 1,2,3,4-α-GalpA 和 1,3,4,6-α-GalpA 两个半乳糖醛酸残基，在

HAPS2b 一级结构糖链中以相应的 1,2,3,4-α-Galp 和 1,3,4,6-α-Galp 中性半乳糖糖

残基存在，且两者有相似的糖链结构部分。HAPS3a 和 APS3a 主链均由

1,2,3-β-Rhap、1,4-α-GalpA、1,2,6-β-Galp、1,4-β-Galp 和 1,2-α-GalpA 组成。但

HAPS3a 的一级糖链结构与 APS3a 具有相似的结构部分，APS3a 中 1,4-α-GalpA
和 1,6-α-GlcpA 糖醛酸残基在 HAPS3a 中以相应的中性糖残基存在。 
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第四章 蜜炙黄芪多糖和黄芪多糖对肠道益生菌活性的影响 

4.1 引言 

研究表明，大多数植物多糖不能被宿主的上消化道消化吸收，但是可以到达

结肠被肠道菌群分解利用，从而对宿主健康产生有益的影响[83-85]。这些有益的作

用表现于一方面促进肠道中如乳杆菌、双歧杆菌等益生菌的生长，抑制了致病菌

的生长，对肠道菌群的平衡起着关键性的作用[86,87]。另一方面，菌群利用多糖产

生的如 SCFA、乳酸等代谢产物，因其抗炎、抗肿瘤、和调节宿主免疫等功能而

对人体有益[88,89]。近年来，植物多糖对益生菌的体外活性评价成为了多糖活性研

究的热点之一[90-92]。而植物多糖的分子量、单糖组成、分支化程度及糖苷键的类

型与其对益生菌的体外活性的影响密切相关[93,94]。本章将分离纯化得到的六个精

多糖样品作为培养基中的唯一碳源，对四种厌氧菌进行体外培养，探讨蜜炙前后

的多糖样品对益生菌体外活性及其代谢产物的影响，如图 4-1 所示。  

 

图 4-1 HAPS 和 APS 对肠道菌群活性研究路线图 
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4.2 材料与设备 

4.2.1 菌株来源 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (LGG)、Bifidobacterium longum ATCC 
15707 (BL)、Bacteroides ovatus ATCC 8483 (BO) 与 Bacteroides thetaiotaomicron 
ATCC 29168 (BT) 购于广州市左克生物科技发展有限公司 

4.2.2 实验材料与试剂 

表 4-1 实验试剂及耗材 

实验试剂及耗材名称 生产厂家 

MRS 培养基 海博生物科技有限公司 

GAM 培养基 海博生物科技有限公司 

短链脂肪酸标准品 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 

3-硝基苯肼盐酸盐 (3-NPH·HCl) 上海麦克林生化科技有限公司 

1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐 上海麦克林生化科技有限公司 

吡啶 天津大茂化学试剂厂 

其他实验过程中使用的试剂均为分析纯，购自广州苏铖粤贸易有限公司。 

4.2.3 实验设备 

表 4-1 实验材料与试剂 

实验设备名称 型号 生产厂家 

恒温培养箱 GHP-9160N 青岛明博环保科技有限公司 

超净台 SW-CJ-1FD 苏净安康 

厌氧培养袋 350 mL 日本三菱瓦斯化学株式会社 

厌氧产气袋 AnaeroPouch 日本三菱瓦斯化学株式会社 

酶标仪 Elx-800 Bio-Tek 

低温离心机 TDL80-2B 上海安亭科学仪器厂 

恒温水浴锅 HHS 上海博迅实业有限公司 

UPLC/Q-TOF-MS X500R 美国 SCIEX 

预装脱盐柱 BF06144 北京博奥龙免疫技术有限公司 

4.3 实验方法 

4.3.1 培养基的配制 
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MCB 培养基的配制[95]：称取细菌蛋白胨 650 mg，大豆蛋白胨 500 mg，胰

蛋白胨 250 mg，酵母膏 300 mg，KCl 200 mg，NaHCO3 200 mg，NaCl 450 mg，
MgSO4·7H2O 50 mg，CaCl2·2H2O 45 mg，MnSO4·H2O 20 mg，FeSO4·7H2O 500 μg，
ZnSO4·7H2O 500 μg，盐酸半胱氨酸 40 mg 溶于 100 mL 超纯水中，充分溶解后，

使用 NaOH 溶液调节 pH 值至 7.4，分装到试管后高压灭菌（121°C，20 min）。
待 MCB 培养基冷却到约 50°C，每 100 mL 体积的培养基加入 25 μL 5 mg/mL 无

菌氯化血红素和 500 μL 1 mg/mL 无菌维生素 K3。 
MM 培养基的配制[91]：称取 KH2PO4（pH 7.2）1.36 g，NaCl 87.7 mg，(NH4)2SO4 

112.3 mg，FeSO4·7H2O 38.92 μg，L-半胱氨酸 48.5 mg，L-组氨酸 3.103 mg，MgCl2 
952 μg，溶于 100 mL 超纯水中，使其充分溶解后，调节其 pH 值为 7.4。分装到

试管后高压灭菌（121°C，20 min），待 MM 培养基冷却到约 50°C，每 100 mL
体积的培养基加入 5 µL5 mg/mL 无菌氯化血红素，100 μL1 mg/mL 无菌维生素

K3 和 5 μL 0.1 mg/mL 无菌维生素 B12。 
GAM 培养基的配制：参照说明书称取 4.9 g GAM 培养基溶于 100 mL 超纯

水，分装到试管后用石蜡油封管，高压灭菌（121°C，15 min）。待冷却到约 50°C
时，每100 mL GAM培养基加入无菌0.1%维生素K1和无菌氯化血红素（5 mg/mL）
各 1 mL。 

MRS 培养基的配制：参照说明书称取 5.224 g MRS 培养基溶于 100 mL 超纯

水，用 NaOH 调节 pH 至 7.8，分装到试管后用石蜡油封管，高压灭菌（118°C，
15 min）。 

4.3.2多糖对益生菌生长的影响 

采用 MRS 培养基对 BL 和 LGG 这两株益生菌分别进行厌氧培养，培养温度

为 37 ℃，厌氧环境下培养过夜后，3 000 rpm 离心 5 min 后收集沉淀，用 MCB
培养基洗涤一次并调整菌液浓度至 OD630 值为 0.2-0.3，备用。 

采用 GAM 培养基对 BO 和 BT 这两株拟杆菌分别进行厌氧培养，培养温度

为 37 ℃，根据菌株的生长状态，培养时间 24-48 h 后，3 000 rpm 离心 5 min 后

收集沉淀，用 MM 培养基洗涤沉淀，再次用 MM 培养基重悬菌体，调整菌液浓

度至 OD630 至 0.2 – 0.3，备用。 
无菌水配制 10 mg/mL HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a

多糖溶液。最后在 96 孔板中每孔加入 100 µL 稀释菌液和 100 µL 稀释的多糖，

以终浓度为 5.0 mg/mL 的 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a
作为培养基中的唯一碳源，每孔总体积为 200 µL。以等体积的无菌水作为阴性

对照，以终浓度分别为 5.0 mg/mL 的葡萄糖做阳性对照，每个样品需做三个复孔。

在厌氧条件下 37 ℃培养 60 h 后用酶标仪记录 OD630 值。 
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4.3.3 菌群降解多糖产物的分子量测定 

LGG、BL、BT、BO 在终浓度 5 mg/mL HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、
HAPS3a、APS3a 为唯一碳源的 MCB 培养基或 MM 培养基中 37℃厌氧培养 60h。
收集各菌株的上清液，使用离心脱盐柱除盐后，冻干得菌群降解多糖产物。 

用去离子水配制浓度为 1 mg/mL 的多糖降解产物，依照 2.3.5 的方法测定多

糖被菌株降解后的分子量变化情况。 

4.3.4 菌群降解多糖产物的单糖组成测定 

取 1 mg“4.3.3”方法除盐冻干后的降解产物，依照 3.3.1 的方法作完全酸水

解-PMP 衍生化后，UPLC/Q-TOF-MS 检测单糖组成。 

4.3.5 短链脂肪酸的测定 

本研究使用柱前衍生化 UPLC/Q-TOF-MS 方法测定菌株降解多糖产生的短

链脂肪酸。 
衍生化试剂的制备：称取 189.6 mg 3-硝基苯肼盐酸盐（3-NPH·HCl），加入

5 mL 60%乙腈溶解，制得 200 mM 3-NPH·HCl（现配现用）。称取 92 mg 1-乙基-(3-
二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐（EDC·HCl）溶于 2 mL 去离子水制得 240 mM 
EDC·HCl；将 240 mM EDC·HCl 与 12%吡啶溶液等体积混合，得到 120 mM 
EDC·HCl-6%吡啶溶液。  

混合对照品溶液的制备：分别用 60%乙腈配制 10 mM 的甲酸、乙酸、丙酸、

丁酸、乳酸、丙酮酸对照品溶液，然后吸取该浓度对照品溶液各 25 μL 混合后用

60%乙腈定容至 10 mL，得浓度为 50 μM 的混合对照品溶液。 
内标溶液的制备：本实验采用 2-甲基戊酸作为内标溶液。吸取 1 mM 的 2-

甲基戊酸 200 μL 与 200 mM 3-NPH·HCl、120 mM EDC·HCl-6% 吡啶溶液各 100 
μL，混合均匀，置 30 ℃水浴 30 min, 然后立即用冰水浴冷却 1 min，12000 rpm
低温离心 10 min，然后用 10%乙腈定容至 10 mL, 即得衍生化内标溶液。 

混合对照品溶液的衍生化：吸取 50 μM 的混合对照品溶液 200 μL，加入 200 
mM 3-NPH·HCl 与 120 mM EDC·HCl-6%吡啶溶液各 100 μL 混合均匀，置 30℃
水浴锅中静置 30 min，然后立即用冰水浴冷却 1 min，12000 rpm 低温离心 10 min，
上清液为衍生化标准品溶液。进样分析前，吸取衍生化内标溶液 15 μL 与衍生化

标准品溶液 300 μL 混合。 
菌株降解多糖产物供试液的制备：LGG、BL、BT、BO 在终浓度 5 mg/mL 

HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 为唯一碳源的 MCB 培养

基或 MM 培养基中 37℃厌氧培养 60h，12000 rpm 离心 10 min，取上清液 100 μL，
加入100 μL乙腈，充分混匀后加入200 mM 3-NPH·HCl、120 mM EDC·HCl-6% 吡
啶溶液各 100 μL，混合均匀，置 30 ℃水浴 30 min, 然后立即用冰水浴冷却 1 min，
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12000 rpm 低温离心 10 min，取上清即得菌株降解多糖产物衍生化溶液。进样分

析前，吸取衍生化内标溶液 15 μL 与降解产物衍生化溶液 300 μL 混合。 
UPLC/Q-TOF-MS 分析：色谱柱：以 ACE Excel2 UPLC C18-Amide（2.1 

mm×100 mm，1.7 μm），以 0.1%甲酸水（A）-乙腈（B）为流动相进行梯度洗脱，

进样量为 1 μL，流速为 0.35 mL/min，柱温为 35 ℃，样品室温度为 15 ℃,梯度洗

脱程序见表 4-1。 
质谱条件：ESI 离子源，负离子模式下采集，采用 SCIEX OS 内部校正液进

行校正，采集范围设定：m/z 50-600 Da，离子源电压：-4500V，离子源温度：600℃，

锥孔气流量：50 L/h，雾化气：500 L/h，干燥气（Gas1）：55 psi，气帘气（Gas2）：
55 psi，碰撞气：7 psi，碰撞能量：10 psi，去簇电压：80 V，扫描时间：0.52 s，
累计采样时间：0.1 s。IDA 参数设定：IDA 触发 10 个子离子扫描,碰撞能量：35V，

碰撞电压差为±15 eV，碰撞电压：35 eV,扫描范围：m/z 50-600 Da，去簇电压：

80 V，启动动态背景扣除，二级碎裂扫描的离子强度为 10 cps。 
菌株降解多糖产物中短链脂肪酸的定性分析与含量测定：通过与标准品的相

对保留时间、质谱裂解情况、质核比等信息作对照，对菌株降解多糖产生的有机

酸进行鉴定。以各脂肪酸标准品与内标浓度之比做横坐标，峰面积之比做纵坐标，

绘制标准曲线，得到回归方程，然后把菌株降解多糖产物所测得的各有机酸与内

标浓度峰面积的比值代入回归方程，计算得到菌株降解多糖产物中有机酸的含

量。 

表 4-1 UPLC 系统梯度洗脱程序 

时间 A% B% 

0 85 15 

2 85 15 

10 70 30 

18 60 40 

23 45 55 

24 0 100 

26 0 100 

27 85 15 

29 85 15 

4.4 实验结果与讨论 

4.4.1多糖对益生菌生长的影响 

在厌氧条件下，分别添加 5 mg/mL 的 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、
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HAPS3a、APS3a 作为培养基唯一碳源，在 37℃的厌氧条件下培养 LGG、BL、
BO 和 BT 菌 60 h。用酶标仪测定 OD630 的浊度，确定培养密度，以了解这四种益

生菌在以不同蜜炙黄芪与黄芪精多糖为唯一碳素的培养基中的生长情况。实验结

果（图 4-1）表明： 
（1）在体外菌株培养实验中，葡萄糖一般作为阳性对照[90,96,97]。与空白对

照组相比，四种益生菌在以葡萄糖为碳源的培养基中的生长密度最高，这可能是

因为葡萄糖是单糖，而 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a
均为大分子杂多糖，相对而言，葡萄糖的结构较上述六种多糖简单，且易于被益

生菌快速利用，因此葡萄糖组的菌株的生长浓度较高[92]。 
（2）HAPS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 可对 BL 的生长有较明显的促进

作用，而仅有 HAPS2a 与 HAPS3a 对 LGG 的生长有促进作用，其他糖对 LGG 的

生长影响较为微弱。相对于 APS3a，HAPS3a 能够显著促进 LGG 的生长，这也

与本课题组前期研究相一致[7]。 
（3）多糖样品组中，BO 与 BT 菌的生长密度均显著增加，这可能是因为 BO

和 BT 具有广泛降解多糖的能力，它们可降解含有鼠李糖和半乳糖醛酸的高度聚

合的植物多糖[98]。除 APS2a（P<0.05）外，其他五个精多糖对 BO（P<0.001）的

促生长作用较 BT 菌更强（P<0.01）。这可能是因为，相对于 BT，BO 中可能存在

更多的降解 HAPS 与 APS 的糖苷水解酶。有文献已经通过基因组测序证实 BO
和 BT 具有不同的基因组，BO 含有大量能降解半纤维素多糖的糖苷酶[50,98]，而

HAPS 与 APS 因具有半乳糖基、阿拉伯糖基、半乳糖醛酸基、鼠李糖基和少量

的葡萄糖醛酸基、葡萄糖基而具有与半纤维聚糖相似的属性，此外，BO 可降解

1,4-糖苷键，本研究中分离的六种精多糖均含有较多的 1,4-连接的糖苷键[43]，因

此更易被 BO 利用。 
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图 4-2 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 对四种不同肠道菌群生长的影

响（*为多糖干预组与 blank 组相比，*：P<0.05，**:P<0.01，***:P<0.001；#为炙品黄芪多糖

组与黄芪多糖组相比，#：P<0.05，##:P<0.01，###:P<0.001） 

4.4.2 菌株降解多糖产物的分子量与单糖组成测定 

根据上述实验，我们了解到 LGG、BL、BO、BT 这四株菌在含有 5 mg/mL 
HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a 多糖的培养基中的生长

情况。多糖的分子量、单糖组成及其糖苷键类型决定了多糖对肠道菌群的结构、

多样性和代谢的影响。为了进一步了解多糖被上述四株菌利用后分子量分布及单

糖组成变化的情况，我们对降解产物中的多糖成分进行了 HPGFC 与

UPLC/Q-TOF-MS 分析。 
（1）从图 4-3 可以看出，在精多糖未经菌株消化利用时，呈现单一对称的

色谱峰；在经菌株利用后，降解的多糖出现宽峰且保留时间后移，说明均一的精

多糖被菌株利用，分解为分子量更小的聚糖。有趣的是，我们发现 LGG 与 BL
在降解 APS2a 与 APS3a 时，降解产物的色谱图行为相似，LGG 及 BL 菌可能含

有相同或者相似的酶去降解 APS2a 与 APS3a 中的一些糖苷键[95]。 
（2）我们观察到，APS2b & BO 和 HAPS3a & LGG 的色谱图出现明显的保

留时间后移的单峰，表明 APS2b 和 HAPS3a 分别被 BO 与 LGG 降解的程度更高，

这与上述实验结果 APS2b 可显著促进 BO 的生长（P<0.001），HAPS3a 可显著促

进 LGG 的生长（P<0.01）相一致。此外，有文献报道，多糖的降解需要一系列

来自肠道微生物酶的参与，菌株对多糖的降解只针对糖链特定的一部分，BO 菌

可以降解 1,4-连接的糖苷键[43]，APS2b & BO 的色谱图上的单峰可能是由于

APS2b 支链上的大部分 1,4-GalA 被降解利用。 
（3）由图 4-4 可以看出，菌株降解多糖上清液中的 Glc、Fuc 等单糖的含量

有所增加。由于本研究预先使用离心脱盐柱（原理为分子筛作用，截留量为 5 kDa）
处理上清液样品，因此排除益生菌生长过程中自身产生的单糖。多糖由许多不同

的单糖组成，通过糖苷键连接在一起形成糖链，一般来说，多糖越复杂，其分解

所需的酶就越多。有研究表明，结构复杂的杂多糖作为碳源进行体外培养菌株时，

大分子量的多糖需要被转运至细菌内，被细菌内的糖苷酶降解后，才能进一步被

利用[93]。研究表明，BT 通过多个多糖利用位点（PUL）的协同合作，利用不同

的 PUL 编码不同家族的糖苷水解酶，使 Rha-GalA 聚糖骨架解聚[99]。此外，研究

发现，含有 Ara、Rha 和 Gal 的多糖具有较好的益生活性，乳杆菌可降解含有 1,4-β
糖苷键、1,3-β 糖苷键或 1,6-β 糖苷键[68,93,98,100]。而本研究中分离的六种精多糖均

含有上述单糖，且均含有 1,4-连接、1,3-连接、1,6-连接的糖苷键，推测菌群通过

降解这些单糖中这些特定的糖苷键进而利用多糖。因此，结合分子量变化结果，

我们认为菌株可能是通过上述相应的糖苷酶将 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、
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APS2b、HAPS3a、APS3a 降解为一些分子量小的聚糖为自身的生长提供能量。

因此，我们认为上清液中的 Glc、Fuc 等单糖含量的增加，是由于多糖被降解利

用后，Glc、Fuc 的相对含量的增加。 

 

图 4-3 HPGFC 检测 LGG、BL、BO、BT 四种菌作用于 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、
HAPS3a、APS3a 后的上清液 
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图 4-3 UPLC/Q-TOF-MS 检测 LGG、BL、BO、BT 作用于 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、
HAPS3a 与 APS3a 的上清液 

4.4.3菌株降解多糖产物 SCFAs、乳酸和丙酮酸的测定 

表 4-3 有机酸标准曲线方程 

有机酸 标准曲线方程 R2 

乙酸 y = 0.2467x + 0.3732 0.9904 

丙酸 y = 0.586x + 0.2206 0.9910 

丁酸 y = 0.3646x + 0.4374 0.9919 

乳酸 y = 0.3046x + 0.1022 0.9943 

丙酮酸 y = 0.0965x + 0.055 0.9965 
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本实验测定了 4 种益生菌在以 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、
APS3a 作为碳源的培养基中厌氧培养 60 h 后产生的有机酸的浓度，各 SCFAs、
乳酸和丙酮酸标准曲线方程见表 4-3。由图 4-4 可以看出： 

LGG、BL、BO、BT 在以不同的精多糖作为碳源的培养基中生长的代谢产物

主要有乳酸（LA）、乙酸（AA）、丙酸（PA）、丁酸（BA）和丙酮酸，LGG 降解

多糖后主要产生 LA 和 AA，BL 降解多糖后主要产生 AA 和丙酮酸，BO 和 BT
降解多糖后主要产生 AA、BA 和 PA，表明上述六个精多糖均可作为碳源被上述

四种益生菌利用并且产生有益于宿主的代谢产物。 
BA 的主要产生菌是拟杆菌，具有抗炎、抗肿瘤作用，由图中 APS2b & BO 可

以看出，BO 菌利用 APS2b 主要产生 AA 和 BA，这可能是由于 APS2b 糖链中含

有大量的 Ara 末端[101]。此外，有文献报道，AA 及 BA 的增加主要由于 Gal 及
GalA 的发酵，PA 的增加主要由于对 Ara 及 Glc 的发酵[62,102,103]，而本研究中分

离纯化得到的六个精多糖结构中均含有大比例的Ara、Gal或GalA，特别是APS2b
由 50%以上的 GalA 构成，这可能是 APS2b 被利用产生大量 AA 与 BA 的原因。

也正因为如此，相对于炙品多糖，生品多糖中含有的醛酸含量较高，因此 BA 的

含量在生品多糖干预组（APS2a、APS2b、APS3a）中较炙品多糖组（HAPS2a、
HAPS2b、HAPS3a）高。 

由 LGG 所产生的乳酸含量在炙品多糖干预组（HAPS2a、HAPS2b、HAPS3a）
中最高。一般来说，LA 由乳酸菌产生，但在我们的实验结果中可以看见，除了

乳杆菌外，其他菌在利用多糖后也有 LA 的产生，这是因为产丁酸的菌还可以使

产生 BA 转化成 LA，这就解释了非乳杆菌组也有乳酸的产生，此外，肠道中的

某些细菌会通过碳水化合物的分解而与其他 SCFA 产生乳酸[63]。 

4.5 本章小结 

HAPS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 可对 BL 的生长有较明显的促进作用，

仅有 HAPS2a 与 HAPS3a 对 LGG 的生长有促进作用，而上述六种多糖对 BO 和

BT 均有明显的促生长作用。但蜜炙前后的多糖对 4 种益生菌的促生长作用也是

有差异： HAPS2a 与 HAPS3a 对 BL 的促生长作用分别较 APS2a 和 APS3a 显著，

APS2b 较 HAPS2b 显著。HAPS2a 对 LGG 的促生长作用较 APS2a 显著，HAPS3a
较 APS3a 显著。除 APS2a 外，其他五个精多糖对 BO 的促生长作用较 BT 菌更强。

在经菌株利用后，降解的多糖出现宽峰且保留时间后移，均一的精多糖被菌株利

用分解为分子量更小的聚糖。由于多糖被降解利用后，葡萄糖、岩藻糖的相对含

量的增加。LGG、BL、BO、BT 在以不同的精多糖作为碳源的培养基中生长的代

谢产物主要有 LA、AA、PA、BA 和丙酮酸，但正丁酸的含量在生品多糖干预组
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APS2a、APS2b、APS3a 中较高，由 LGG 所产生的乳酸含量在 HAPS2a、HAPS2b、
HAPS3a 组较高。 

 

图 4-5 LGG、BL、BO、BT 作用于 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a 与 APS3a
上清液中总 SCFA 的含量 
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第五章 结论、创新点与展望 

5.1 结论 

本论文从同一批次的蜜炙黄芪和黄芪药材中分离纯化得到 6 个精多糖，对其

进结构表征，并以精多糖作为培养基的唯一碳源，探究它们在体外对拟杆菌、乳

杆菌、双歧杆菌活性及其它们的代谢产物的影响。得到的结论如下： 
（1）HAPS 和 APS 分离纯化得到六个精多糖 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、

APS2b、HAPS3a、APS3a，分子量分别为 10009.7 kDa、16844.7 kDa、5345.7 kDa、
7664.8 kDa、2463.5 kDa、3373.2 kDa；蜜炙后，多糖的相对分子量降低。 

（2）结构表征显示 HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、APS3a，
均为含有 β 构型糖苷键和 ɑ 构型糖苷键的高度支化的酸性杂多糖，均不具有三股

螺旋构象。 
（3）HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3 的单糖组成

成分相似，均由 Man、Rha、GlcA、GalA、Glc、Gla、Xyl、Ara 组成，此外，

HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3 还含有少量的 Fuc。但蜜炙前后单糖组成

的比例有所变化，主要体现在 Rha、Gal、GalA、Ara 比例上的差异： 
HAPS2a 和 APS2a 的 Rha 含量差异较大，分别为 1.47%与 10.05%，HAPS2a

中 GalA 和 Gal 的摩尔百分比分别为 0.22%和 50.76%，而 APS2a 中 GalA 和 Gal
的摩尔百分比分别为 8.76%和 33.52%。HAPS2b 中 Rha 和 Ara 的摩尔百分比分别

为 9.27%和 25.01%，而 APS2b 中 Rha 和 Ara 的摩尔百分比分别为 21.41 和 9.26%；

HAPS2b中GalA和Gal 的摩尔百分比分别为 45.79%和 15.75%，而APS2b中GalA
和 Gal 的摩尔百分比分别为 51.08%和 15.34%。HAPS3a 中 Gal 和 GalA 的摩尔百

分比分别为 22.66%和 33.24%，而 APS3a 中 Gal 和 GalA 的摩尔百分比分别为

11.87%和 49.55%。 
（4）HAPS2a、APS2a、HAPS2b、APS2b、HAPS3a、和 APS3a 在糖苷键类

型及糖链组成上也具有一定的差异，主要体现在：HAPS2a 的主链主要由

1,3,4-β-Galp、1,6-α-Galp 组成，而 APS2a 的主链主要由 1,3,4-α-Galp、1,3,4-β-Rhap、
1,6-α-Galp、1,3-α-Rhap 组成。APS2a 的一级结构糖链中 1，4-α-GalpA 和 T-α-GalpA
糖醛酸残基被改变为相应的中性糖残基存在于 HAPS2a 中，且 APS2a 的主链是 α
构型的半乳糖，HAPS2a 的主链是 β 构型的半乳糖。HAPS2b 的主链主要由

1,2,3,4-α-Galp、 1,3,4,6-α-Galp、 1,2,4-α-GalpA 组成，APS2b 的主链主要由

1,2,3,4-α-GalpA 、 1,3,4,6-α-GalpA 、 1,2,4-α-GalpA 组 成 。 APS2b 糖 链 中

1,2,3,4-α-GalpA 和 1,3,4,6-α-GalpA 两个半乳糖醛酸残基，在 HAPS2b 一级结构糖

链中以相应的 1,2,3,4-α-Galp 和 1,3,4,6-α-Galp 中性半乳糖糖残基存在，且两者有
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相似的糖链结构部分。HAPS3a 和 APS3a 主链均由 1,2,3-β-Rhap、1,4-α-GalpA、

1,2,6-β-Galp、1,4-β-Galp和1,2-α-GalpA组成。但HAPS3a的一级糖链结构与APS3a
具有相似的结构部分，APS3a 中 1,4-α-GalpA 和 1,6-α-GlcpA 糖醛酸残基在

HAPS3a 中以相应的中性糖残基存在。 
（5）蜜炙前后的多糖对 4 种益生菌的培养实验结果各有差异，主要体现在：

HAPS2a 与 HAPS3a 对 BL、LGG 的促生长作用分别较 APS2a 和 APS3a 显著，

APS2b 对 BL 的促生长作用较 HAPS2b 显著。除 APS2a 外，其他五个精多糖对

BO 的促生长作用较 BT 菌更强。代谢产物主要有乳酸、乙酸、丙酸、丁酸和丙

酮酸，但丁酸的含量在生品多糖干预组 APS2a、APS2b、APS3a 中较高，由 LGG
所产生的乳酸含量在 HAPS2a、HAPS2b、HAPS3a 组较高。 

5.2 创新点 

（1）本文从蜜炙黄芪和黄芪药材中分离纯化并得到了六个性质及分子量不

同的高纯度多糖，并对它们的结构进行初步鉴定，并比较蜜炙前后多糖结构的变

化。 
（2）本文将蜜炙黄芪与黄芪药材中的高纯度多糖作为碳源，初步探讨与比

较其对四种益生菌及代谢物的影响。 

5.3 展望 

在本研究中，对于菌株降解多糖的结构分析仅限于分子量与单糖组成，后续

研究中希望可以对降解多糖的糖苷键进行解析，进一步阐明益生菌代谢与多糖间

的构效关系；此外，对于菌株代谢产物的研究局限于常见的短链脂肪酸，希望后

续试验过程中可以对菌株代谢的其他中短链脂肪酸或代谢物进行研究。 
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附录 

 

 

 

 

附图 1 HAPS2a 的 1H-NMR 图谱 

 

 

附图 2 HAPS2a 的 13C-NMR 图谱 
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附图 3 HAPS2a 的 HSQC 图谱 

  

 
附图 4 HAPS2a 的 HMBC 图谱 
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附图 5 APS2a 的 1H-NMR 图谱

 

 

附图 6 APS2a 的 13C-NMR 图谱
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附图 7 APS2a 的 HSQC 图谱 
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附图 8 APS2a 的 HMBC 图谱 
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附图 9 HAPS2b 的 1H-NMR 图谱

 

 

附图 10 HAPS2b 的 13C-NMR 图谱
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附图 11 HAPS2b 的 HSQC 图谱
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附图 12 HAPS2b 的 HMBC 图谱 
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附图 13 APS2b 的 1H-NMR 图谱 

 

附图 14 APS2b 的 13C-NMR 图谱 
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附图 15 APS2b 的 HSQC 图谱
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附图 16 APS2b 的 HMBC 图谱 
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附图 17 HAPS3a 的 1H-NMR 图谱 

 

 

附图 18 HAPS3a 的 13C-NMR 图谱
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附图 19 HAPS3a 的 HSQC 图谱
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附图 20 HAPS3a 的 HMBC 图谱 
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附图 21 APS3a 的 1H-NMR 图谱 

 

附图 22 APS3a 的 13C-NMR 图谱 
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附图 23 APS3a 的 HSQC 图谱 
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附图 24 APS3a 的 HMBC 图谱 
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