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通花梗根多糖分离纯化及生物功能研究
!
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（重庆师范大学 生命科学学院，重庆 %###%B）

摘! 要：以通花梗根为实验材料，对通花梗根多糖的分离纯化、含量测定和组分分离进行研究，探讨该多糖对小鼠巨

噬细胞吞噬功能的影响。采用正交实验设计选择提取通花梗根多糖的优化条件；采用碳粒廓清实验测定多糖对小

鼠巨噬细胞吞噬功能的作用。实验结果显示：!提取通花梗根多糖的优化条件为：料水比为 C：D#，时间 " 3，温度

E# F；"乙酸铅用量在 #) GBH 以上，可以除净糖液中的蛋白质，乙酸铅用量在 #) DCH I #) BBH 之间时，不仅可以排

除蛋白质的干扰，而且不会影响多糖得率；#多糖溶液中含醇量达 $#H 以上时，可以完全沉淀多糖；$乙醇分级沉淀

该多糖，通过 ?;’3/J;K LMC## 柱进行组分分离，得到 B 个洗脱峰；%通花梗根多糖组的碳粒廓清指数（!）和吞噬指数

（!）显著高于模型组。实验结果表明，通花梗根多糖由 B 种单一多糖组分构成，具有提高小鼠单核巨噬细胞吞噬功

能的作用，为进一步阐明通花梗根多糖的药理作用奠定了实验基础。
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! ! 活性多糖是一种具有某些特殊生理功能的多糖

类高分子化合物，广泛存在于植物、动物和微生物组

织中。"# 世纪 G# 年代后，活性多糖作为广谱免疫

促进剂引起了人们极大的兴趣。$# 年代又发现活

性多糖的糖链在分子生物学中具有决定性的作用，

能控制细胞分裂和分化，调节细胞的生长和衰老。

近年来，多糖结构与功能的关系以及多糖复合物疫

苗等研究在国际上受到了较多的关注。多糖类化合

物具有免疫增强与调节、抗肿瘤、抗病毒、抗凝血、抗

放射、抗衰老等作用［CM"］。通花梗（"#$%&’ ()&%*+）属

于五加科，分布于长江以南各省区和陕西等地，其根

是一种含有生物活性多糖的药材。早在《 本草纲

目》上介绍其具有提高免疫力、治疗胃病、抗炎症、

抗痢疾、通乳等药效，但目前在国内外对通花梗的根

多糖生理生化性质的研究未见报道。本研究初步确

定通花梗根多糖的药理作用，为后期研究和开发利

用奠定基础。

C 材料与方法

C) C 材料、试剂及仪器

通花梗采于重庆沙坪坝虎溪区；小鼠由第三军

医大学实验动物中心提供。

实验用 ?;’3/J;K LMC## 为 O3/(8/@6/ 公司产品。

9AMEC## 紫外可见分光光度计为北京瑞利分析仪

器厂产品。高速冷冻离心机冷冻干燥机为德国进

口。

C) " 实验方法

（C）通花梗根多糖含量测定：

硫酸M蒽酮法测定多糖含量［D］

多糖 得 率 P 通花梗根多糖浓度（84 Q 8R）
通花梗根浸提液浓度（84 Q 8R）

S

C##H
（"）糖液中蛋白质的除去。乙酸铅法［%］：配制

"H乙酸铅溶液，在多糖水溶液中逐滴加入 "H 乙酸

铅溶液，混合振荡，%### (’8 离心 C# 86.，除去沉淀

的变性蛋白质，直到加最后一滴乙酸铅溶液，无蛋白

质沉淀为止。?;:/4; 法［*］：按多糖水溶液 C Q D 体积

比加入 ?;:/4; 试剂（氯仿 T 正丁醇 P % T C），混合振

荡 D# 86.，静止 "# 86.，除去水层与溶剂层交界处的

变性蛋白质，重复 D 次。

（D）蛋白质含量的测定方法。取样液加 "H 乙

酸铅溶液沉淀蛋白质，滤纸过滤，取滤液加 U,06.M酚
试剂在 *E* .8 处，测定吸光度。

（%）多糖提取条件的正交试验设计。根据影响

! 收稿日期："##BM #DM CE! ! 修回日期："##BM #EM C#

资助项目：重庆师范大学挑战杯基金资助

作者简介：李云川（CE$*M），男，"##% 级本科学生，研究方向为生物技术。通讯作者：余晓东，VM8/60：>KJW @5.-) ;J-) @.



多糖提取的主要因素，选择不同的时间、温度、料水

比为参试因子，采用 !"（## ）正交设计表，对多糖提

取工艺条件进行优化，确定通花梗根多糖的最优提

取条件。各因子的水平及因素参见表 $。

表 $% !"（##）正交实验设计表

水平
因 素

温度 & ’ 时间 & ( 加水比

$ )* $+ , $- $*

. "* . $- .*

# $** .+ , $- #*

（,）多糖的乙醇分级沉淀及组分分离［/01］。取

粗多糖，加蒸馏水溶解，逐步加入乙醇，使含醇量依

次达到 /*2、)*2，分步收集各级组分多糖，将分级

沉淀的多糖，在 345(6748 90$** 凝胶柱（. : $** ;<）

上层析分离，用 *+ "2 =6>? 溶液洗脱，每管收集 ,
<!，用硫酸0蒽酮法检测，至无糖流出为止。

（/）通花梗多糖对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影

响［)0$*］。取 .@ 只 AB 小鼠（ 体重 $) C .. D）随机平

均分成三组，第一组为实验组，第二组为模型组，第

三组为正常对照组。第一组每天注射 @ D & ! 灭菌的

多糖溶液 *+ , <!，第一、二组前 # 天每天注射 # D & !
氢化可的松溶液 *+ , <!，第二、三组每天注射灭菌

生理盐水 *+ , <!，连续给药 ) 7。小鼠在第 ) 天给

药后 . (，将各鼠尾部静脉注射 .,2 印度墨汁 $*
<! & ED，开始计时，用微量取样器（预先用肝素润湿）

分别在第 .、$* <FG 时眼眶取血 .* H!，分别加入 .
<! *I $2碳酸钠溶液中，摇匀，在 /)* G< 处测定 JK
值。采血后的小鼠处死取其肝和脾，并称肝和脾的

总重量。按下式计算廓清指数 ! 及吞噬指数 !。

! L
?DJK. <FG M ?DJK$* <FG

)

! L 体重（D）
肝脾总重（D）

: #
!!

. 结果与分析

.+ $ 通花梗根多糖含量测定

.+ $+ $ 乙酸铅加入量对多糖含量测定的影响% 试验

结果（见图 $）表明，乙酸铅用量在浓度为 *+ #$2 C
*+ 112范围内时，既能很好地排除蛋白质干扰，又不

会影响多糖的得率。因此，本实验在测定多糖含量

时，加入乙酸铅使浓度达到 *+ #$2 C *+ 112。至于

乙酸铅影响多糖含量测定的机理还不很清楚，需要

做进一步的研究。

图 $% 乙酸铅加入量对多糖含量测定的影响

.+ $+ . 乙酸铅除去蛋白质的效果研究 % 试验结果

（见图 .）表明，当样液中乙酸铅浓度为 *+ /12时，用

NO?FG0酚法测得的吸光度（JK 值）为 *，这说明糖液

中的蛋白质已除净。因此要除净糖液中的蛋白质，

排除蛋白质对多糖含量测定的影响，乙酸铅用量要

在 *+ /12以上。

图 .% 乙酸铅除蛋白质的效果研究

.+ $+ # 沉淀多糖时乙醇加入量的选择% 取多糖溶液

各 $ <! ，分别加无水乙醇 .、#、@、,、/、$* <!，测 JK
值结果如图 #。从图中可知，加入 @ 倍乙醇量和加

入 $* 倍乙醇量测定的结果基本一致，说明 @ 倍的乙

醇加入量已把多糖完全沉淀下来。因此，采用 @ 倍

乙醇加入量。

图 #% 沉淀多糖时乙醇加入量的选择

.+ . 通花梗根多糖提取条件研究

.+ .+ $ 浸 提 时 间 对 多 糖 提 取 的 影 响 % 选 取 温 度

"*’，加水比 $ - $*，分别加热 $、$+ ,、.、.+ ,、#+ * (，

取样液 . <!，乙醇沉淀多糖后，测定多糖的含量。

结果（ 见图 @）表明：提取时间在 $ C .+ , ( 之间，多

糖得率是逐渐增大的，继续延长加热时间，多糖得率

反而减小，因此选择 .+ , (。
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图 !" 时间对多糖得率的影响

#$ #$ # 浸提温度对多糖提取的影响" 分别在 %&’、

(&’、)&’、*&’、+&&’加热 # ,，取样液 # -.，乙醇

沉淀多糖后，测定多糖的含量（/0），结果（见图 1）

表明：浸提温度对多糖得率的影响很大，%&’下得率

很低，*&’时得率达到峰值，温度升至 +&&’ 时，多

糖得率变小。因此，采用 *&’作为通花梗根多糖的

浸提温度。

图 1" 温度对多糖得率的影响

#$ #$ 2 浸提料水比对多糖提取的影响" 用料水比为

+ 3 +&、+ 3 #&、+ 3 2&、+ 3 !&、+ 3 1& 的多糖溶液，在

*&’下加热 # ,，取样液 # -.，测定多糖的含量，实

验结果如图 %。从图中可知，加水比由 + 3 +& 变为 + 3
#& 时，多糖得率直线上升，继续增大加水量，多糖的

得率变化不大。这样反而会增加下一步浓缩的负

担，因此，选用料水比为 + 3 #& 比较合理。

图 %" 料水比对多糖得率的影响

#$ #$ ! 多糖提取条件正交实验 .*（22 ）" 以温度、时

间、料水比作为研究对象，以多糖得率为指标，作 .*
（22）设计的正交实验，结果见表 #。从表 # 中极差 !

的大小可得出温度、时间、料水比对多糖得率影响的

显著性。直观分析表明，料水比是影响多糖得率的

最关键因素，其次是提取时间，在实验范围内，温度

的影响最小。各因素的最优水平分别是料水比为

+ 3 2&、时间 # ,、温度 *&’。

表 #" 正交试验结果

45$ 温度 6 ’ 时间 6 , 料水比 多糖得率 6 7

+ )& +$ 1 + 3 +& &$ !+

# )& # + 3 #& &$ %(

2 )& #$ 1 + 3 2& &$ ()

! *& +$ 1 + 3 #& &$ %&

1 *& # + 3 2& +$ &2

% *& #$ 1 + 3 +& &$ 2)

( +&& +$ 1 + 3 2& &$ %*

) +&& # + 3 +& &$ #*

* +&& #$ 1 + 3 #& &$ (!

"+ &# %# &# 1( &# 2%

"# &# %( &# %% &# %(

"2 &# 1( &# %2 &# )2

! &$ +& &$ &* &$ !(

正交试验的方差分析结果见表 2。料水比差异

显著（$ 8 &$ &1）对通花梗根多糖得率的影响起最主

要作用，温度和时间差异不显著，在此实验范围内对

测定结果的影响较小。这与直观分析结果是相吻合

的。

表 2" 正交试验结果的方差分析

变异来源 偏差平方和 自由度 均方 % 值

温度 &$ &&#% # &$ &&+2 &$ 1&&&

时间 &$ &&&# # &$ &&&+ &$ &2)1

料水比 &$ 22&# # &$ +%1+ %2$ 1&&!

误差 &$ &&1+ # &$ &&#%

总变异 &$ 22)+ )

" " 注：!为差异显著，$ 8 &$ &1

#$ 2 多糖的乙醇分级沉淀及组分分离分析

#$ 2$ + 不同乙醇含量沉淀多糖的组分分离 " 通过

9:;,<=:> ?@+&& 柱层析，%&7 乙醇沉淀多糖有 ! 个

主要洗脱峰，说明其主要有 ! 个分子量大小不同的

多糖组分。而 )&7 乙醇沉淀多糖有 2 个主要洗脱

峰，说明其主要有 2 个分子量大小不同的多糖组分

（见图 (、)）。说明通花梗根多糖由 ( 个单一多糖组

分构成。

#$ 2$ # 对不同乙醇含量沉淀多糖的鉴定 " %&7、

)&7乙醇沉淀多糖都在 +*1 A- 附近有多糖的特征

吸收峰，而都在 #)& A- 和 #%& A- 附近无蛋白质和

核酸的特征吸收峰（见图 *、+&），茚三酮法检测未见

变色，说明多糖溶液中蛋白质和核酸已除净。
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图 !" #$% 乙醇沉淀多糖洗脱曲线

图 &" &$% 乙醇沉淀多糖洗脱曲线

图 ’" #$% 乙醇沉淀多糖鉴定

图 ($" &$% 乙醇沉淀多糖鉴定

)* + 通花梗根多糖对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响

吞噬功能试验结果如表 +。组间 ! 检验表明：模

型组小鼠的碳廓清指数和吞噬指数明显降低，与正

常对照组相比具有显著性差异，说明造模成功。实

验组与模型组相比碳廓清指数和吞噬指数具有显著

性差异，表明通花梗根多糖具有提高小鼠单核巨噬

细胞吞噬功能的作用。

, 讨论

（(）热水浸提法是一种常用的多糖提取方法，

其 影响因素主要有加热温度、加热时间、料水比等。

表 +" 通花梗根多糖对小鼠巨噬细胞吞噬功能的

影响（" - &，"# . $）

组别 % !

正常对照组 $* $,/’ . $* $()(!! +* ,&$$ . $* !/##!

模型组 $* $(’+ . $* $$,!## ,* #+$’ . $* +#!,#

实验组 $* $+$) . $* $$#,!! +* #+&& . $* +)(&!!

" " 注：与模型组比较，!& 0 $* $/，!!& 0 $* $(；与正常对照组比

较，#& 0 $* $/，##& 0 $* $(

从热力学角度上讲，温度越高，加热时间越长，对材

料细胞壁的破坏作用越大，多糖得率会越高。但是

温度过高，加热时间太长，可能引起多糖结构的变化

和破坏［((］。从这两方面考虑，在提取多糖时，应选

择合适的加热温度和加热时间。本文对温度、时间

和料水比，通过正交实验，对通花梗根多糖提取条件

进行了优化选择。最优水平分别是料水比 ( 1 ,$、

时间 ) 2、温度 ’$3。本文只从温度、时间、料水比 ,
方面考查对多糖的得率的影响，没有涉及其它因素。

为了提高多糖的得率，有必要在此基础上，考查其它

因素对多糖得率的影响。

（)）用硫酸4蒽酮法测定多糖含量时，蛋白质遇

到硫酸有显色反应，单糖、低聚糖和色素也会有显色

反应，这些因素都会影响多糖的测定结果。所以在

用硫酸4蒽酮法测定多糖含量前必须先除去蛋白质

和色素等物质的干扰。

（,）本实验用 567896 法除去蛋白质 / 次后，仍

存在蛋白质，去除蛋白质的效果很不理想，而且糖液

的颜色也比较深，因此该法在本实验中不适用。本

实验利用重金属沉淀蛋白质的原理，用乙酸铅作蛋

白质沉淀剂。在用 567896 法除蛋白质 , 次后，再用

乙酸铅沉降剩下的蛋白质，当乙酸铅浓度在 $* ,(%
:$* !!%时，不会影响多糖的得率；当乙酸铅浓度在

$* #!% 时，既能除净蛋白质，同时色素也被除净。

（+）通花梗根多糖是由分子量大小不等的多糖

组分组成，用不同乙醇浓度可将不同分子量大小的

多糖分离开来。不同分子量大小的多糖组分通过选

用合适的凝胶柱和洗脱液，可以将多糖组分很好地

分离开来。每一多糖组分有单一的对称洗脱峰，通

过峰的个数可以判断有多少种多糖组分。本实验选

用 56;28<6= >4($$ 层析柱，用 $* ’% 氯化钠洗脱液

来洗脱，得到通花梗根多糖由 ! 个单一多糖组分构

成。在此基础上，有必要进一步对该多糖的组成成

分和结构进行研究。

（/）在影响小鼠非特异性免疫方面，通过免疫

低下模型碳粒廓清实验结果显示，实验组（ 注射通
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花梗根多糖溶液的小鼠）的碳廓清指数和吞噬指数

明显 增 大，与 模 型 组 相 比 具 有 显 著 性 差 异（ ! !
"# "$），说明该多糖具有提高小鼠单核巨噬细胞吞噬

功能的作用。通花梗根多糖具有明显提高机体免疫

的作用，可能通花梗根多糖是通花梗根药用的主要

活性物质，但这有待于进一步对该多糖的其它生物

活性功能进行研究。
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