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　　摘要：为了比较怀山药与其他３种产地山药的不同分子量段多糖含量以及各山药多糖的活性，采取一步醇沉和分
步醇沉法提取不同产地山药的４种山药多糖ＹＰＳ总、ＹＰＳ４０、ＹＰＳ６０、ＹＰＳ８０；用ＭＴＴ法测定各山药多糖对ＰＫ－１５细胞的

安全浓度；然后分别从１２５μｇ／ｍＬ倍比稀释５个浓度，将４种山药多糖以先加山药多糖再加病毒的方式加至 ＰＫ－１５
细胞培养体系中，用ＭＴＴ法检测ＰＫ－１５细胞活性，实时荧光ＰＣＲ法检测ＰＰＶ－ＳＤ１含量。结果表明：怀山药多糖各
分子量段的多糖含量均高于其他产地山药，均以ＹＰＳ８０分子量段的多糖含量最高，且以怀山药的 ＹＰＳ８０的增强细胞活

性和抗ＰＰＶ－ＳＤ１感染效果最好。可见怀山药的药效作用优于其他产地山药是有一定物质基础的。
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　　山药是药食兼用植物，为薯蓣科植物薯蓣（Ｄｉｏｓｃｏｒｅｓｏｐ
ｐｏｓｉｔａＴｈｕｎｂ．）的干燥块茎，具有补脾养胃、生津益肺、补肾涩
精的作用［１］，据《本草纲目》记载，山药“益肾气，健脾胃，止泻

痢，化痰涎，润皮毛”。山药种类繁多，种植广泛，集中产于河

南、陕西、山东等地，在诸多品种中以河南省焦作区域所产怀

山药最负盛名，其品种优良，无论从药用还是营养价值上均优

于其他产地的山药，《神农本草经》中载有：“山药以河南怀庆

者良。”

现代医学研究表明，山药具有多种生物活性，山药多糖

（ｙａｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＹＰＳ）被认为是山药中主要的活性物质
之一［２］。山药多糖能促进小鼠、鸡的免疫细胞增殖，提高特

异性和非特异性免疫［３－４］。山药多糖与猪蓝耳病毒

（ＰＲＲＳＶ）灭活疫苗同时使用，能显著提高 ＰＲＲＳＶ抗体的产
生［５］。山药多糖体外对病毒感染细胞的作用，尚未见报道。

多糖的分级沉淀是指使用不同浓度的甲醇或乙醇醇沉分离不

同分子量段多糖的一种沉淀方法，为比较怀山药与其他山药

中多糖含量与活性的不同，本研究对４种不同产地的山药，采
用一步醇沉和分步醇沉法分别提取到４种不同分子量段的山
药多糖，比较多糖得率，检测各分子量段的多糖含量（纯度），

并以猪细小病毒（ＰＰＶ）感染猪肾原传代细胞 ＰＫ－１５为模
型，体外试验观察山药多糖抗ＰＰＶ的活性，为怀山药的药效
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作用优于其他山药提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验所用河南省温县的怀山药与产地为陕西省、山东

省、广东省的具有代表性的４个山药样品，均购自禹州市凯旋
药业有限公司，经鉴定均为薯蓣科植物薯蓣的干燥块茎。

ＰＰＶ－ＳＤ１毒株，山东省滨州畜牧兽医研究院惠赠。
猪肾原传代细胞（ｐｏｒｃｉｎｅｋｉｄｎｅｙ１５，ＰＫ－１５），购自中国

兽医药品监察所。

１．２　试剂
无水葡萄糖标准品，购自中国食品药品检定研究院；无水

乙醇，购自天津市富宇精细化工有限公司；胰蛋白酶、ＤＭＥＭ培
养基，均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；新生牛血清，购自杭州四季青生
物工程材料有限公司；苯酚、硫酸，购自洛阳市化学试剂厂。

１．３　仪器
ＢＧ－５０Ａ电子称，购自上海旭日衡器有限公司；ＧＺＸ－

９０３０ＭＢＥ电热恒温鼓风干燥箱，购自上海博讯实业有限公司
医疗设备厂；电子分析天平，购自岛津国际贸易（上海）有限

公司；冷冻干燥机 ＬＡＢＣＯＮＣＯ，购自上海医械专机厂；７２２型
可见分光光度计，购自上海分析仪器总厂。ＣＯ２培养箱、培养
瓶、９６孔细胞培养板，均购自赛默飞世尔科技（中国）有限公
司；倒置显微镜，购自重庆光学仪器厂。

１．４　山药多糖的制备
采用水提醇沉法制备山药多糖：取不同产地山药各

５００ｇ，以药水比例１ｇ∶１０ｍＬ，浸泡３０ｍｉｎ，煎煮１次，过滤；
再以药水比例１ｇ∶８ｍＬ煎煮，合并煎煮液，加热浓缩至含生
药量 １ｇ／ｍＬ，一部分药液用无水乙醇一步醇沉（乙醇终浓度
为７５％）过夜得 ＹＰＳ总，另一部分药液使乙醇终浓度依次为
４０％、６０％、８０％，进行分级醇沉得不同分子量段多糖，将各浓
缩多糖膏置真空干燥器内蒸干，得不同分子量段山药多糖，即

ＹＰＳ总、ＹＰＳ４０、ＹＰＳ６０、ＹＰＳ８０，称量各多糖质量，计算多糖得率。
并采用苯酚－硫酸法测定多糖含量。

多糖得率＝多糖质量／山药质量×１００％。
１．５　山药多糖对ＰＫ－１５细胞安全浓度的测定

将不同产地总山药多糖采用 Ｓｅｖａｇ法［６］去蛋白，双氧水

去色素，柱层析后浓缩，将浓缩多糖膏置真空干燥器内蒸干，

得纯化山药总多糖，分别用细胞维持液从４０００μｇ／ｍＬ开始２
倍比稀释１０个浓度后，加到长成单层ＰＫ－１５细胞的９６孔细
胞培养板上，１００μＬ／孔，每个稀释度重复６孔，另设 ＰＫ－１５
细胞对照，置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养７２ｈ后，ＭＴＴ法

［７］

检测安全浓度，以加山药多糖孔 Ｄ值不显著低于 ＰＫ－１５细
胞对照孔Ｄ值的最高浓度作为最大安全浓度。
１．６　山药多糖抗ＰＰＶ－ＳＤ１感染ＰＫ－１５细胞能力的测定

参照Ｗａｎｇ试验结果［８］，将不同产地山药的总山药多糖分

别从１２５μｇ／ｍＬ倍比稀释５个浓度。待 ＰＫ－１５细胞长成单
层时，以先加山药多糖后加 ＰＰＶ－ＳＤ１病毒的顺序加到ＰＫ－
１５细胞中。每个浓度重复６次，同时设病毒对照组和细胞对
照组。培养７２ｈ后，待病毒对照出现明显细胞病变时，ＭＴＴ
法测定ＰＣ－１５细胞活性。采用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测
ＰＰＶ－ＳＤ１含量［９］。

１．７　数据分析
数据以“平均值±标准差”表示，用 ＳＰＳＳ１６．０软件统计

分析组间的差异性。

２　结果

２．１　不同产地不同分子量段山药多糖的得率
由表１可知，河南省温县所产的怀山药中山药总多糖及各

分子量段的多糖得率均高于其他３个产地，分级醇沉时，随着
乙醇浓度的提高，山药多糖的得率有所增加，各产地山药多糖

得率由高到低的顺序依次为河南省、山东省、陕西省、广东省。

表１　不同产地山药各分子量段多糖得率 ％　

山药产地 ＹＰＳ总 ＹＰＳ４０ ＹＰＳ６０ ＹＰＳ８０
河南省 １３．８ ３．７ ４．９ ６．６
陕西省 １１．２ ３．３ ４．５ ５．１
山东省 １２．３ ３．５ ５．１ ５．５
广东省 １０．６ ３．１ ４．２ ４．７

２．２　不同产地不同分子量段山药多糖的含量
由表２可知，河南省温县所产的怀山药中山药总多糖及各

分子量段的多糖含量均高于其他３个产地，分级醇沉时随酒精
浓度增高，所得多糖含量逐渐增大，且分级醇沉乙醇浓度达

８０％时，多糖含量高于总多糖的含量。各产地山药多糖含量由
高到低的顺序依次为河南省、山东省、陕西省、广东省。

表２　不同产地山药不同分子量段多糖的含量 ％　

山药产地 ＹＰＳ总 ＹＰＳ４０ ＹＰＳ６０ ＹＰＳ８０
河南省 ６７．３ ３７．６ ７６．３ ８６．３
陕西省 ６２．７ ３３．７ ７２．５ ７８．５
山东省 ６３．５ ３６．５ ７３．３ ８１．９
广东省 ５９．６ ３３．１ ７４．７ ７６．８

２．３　不同产地山药多糖对ＰＫ－１５的安全浓度
如表 ３所示，各产地的山药总多糖浓度为 ７．８～

５０００μｇ／ｍＬ时，Ａ５７０值不显著小于细胞对照组，因此可将山
药多糖的最大安全浓度定为５００μｇ／ｍＬ；山药总多糖浓度为
７．８～１２５μｇ／ｍＬ时，４种多糖的 Ａ５７０值都显著大于细胞对照
组（Ｐ＜０．０５），因此将后续试验山药多糖浓度均定为７．８～
１２５μｇ／ｍＬ。
２．４　山药多糖抗ＰＰＶ－ＳＤ１感染ＰＫ－１５细胞的能力

如表４所示，山药多糖浓度在７．８～１２５μｇ／ｍＬ范围内，
各山药多糖处理组Ａ５７０值显著高于病毒对照组（Ｐ＜０．０５），且
ＹＰＳ８０在浓度为６２．５、１２５μｇ／ｍＬ时与细胞对照差异不显著。
２．５　ＰＫ－１５细胞培养体系中ＰＰＶ－ＳＤ１含量的变化

如表５所示，山药多糖浓度在７．８～１２５μｇ／ｍＬ范围内，
山药多糖处理组ＰＫ－１５细胞培养体系中 ＰＰＶ－ＳＤ１含量均
显著低于病毒对照组（Ｐ＜０．０５）。

３　结论

山药具有较高的营养价值、药用价值及食用价值，含有多

糖、淀粉、尿囊素等有效成分，具有降血糖、抗衰老、调节免疫、

降血脂等功效，山药多糖以其独特的功效成为近年来研究的

重点。因此，开展山药多糖的提取分离工艺研究，为开发山药
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表３　山药多糖对ＰＫ－１５细胞安全浓度的测定结果

多糖浓度

（μｇ／ｍＬ）
Ｄ５７０ｎｍ值

河南省 陕西省 山东省 广东省

４０００ ０．３９±０．０３ｄ ０．４３±０．０２ｃ ０．４１±０．０１ｃ ０．３９±０．０３ｃ
２０００ ０．４３±０．０４ｄ ０．４５±０．０３ｃ ０．４３±０．０３ｃ ０．４１±０．０２ｃ
１０００ ０．４９±０．０３ｄ ０．５０±０．０２ｂ ０．４７±０．０３ｂ ０．４９±０．０３ｂ
５００ ０．５５±０．０３ｂｃ ０．５２±０．０２ａｂ ０．５３±０．０１ａ ０．５１±０．０２ｂ
２５０ ０．５９±０．０３ａｂ ０．５５±０．０４ａ ０．５６±０．０３ａ ０．５４±０．０３ｂ
１２５ ０．６１±０．０３ａ ０．５８±０．０２ａ ０．５８±０．０３ａ ０．５８±０．０３ａ
６２．５ ０．６２±０．０３ａ ０．５９±０．０４ａ ０．５８±０．０２ａ ０．５９±０．０３ａ
３１．３ ０．６３±０．０２ａ ０．６１±０．０２ａ ０．５９±０．０２ａ ０．６０±０．０３ａ
１５．６ ０．６０±０．０３ａ ０．５９±０．０３ａ ０．６０±０．０３ａ ０．５９±０．０２ａ
７．８ ０．５７±０．０３ａｂ ０．５７±０．０４ａ ０．５８±０．０３ａ ０．５７±０．０３ａ

细胞对照 ０．５１±０．０２ｃ ０．５０±０．０１ｂ ０．４８±０．０２ｂ ０．４９±０．０３ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下表同。

表４　山药多糖各组细胞的Ｄ５７０值

多糖浓度

（μｇ／ｍＬ）
Ｄ５７０ｎｍ值

ＹＰＳ总 ＹＰＳ８０ ＹＰＳ６０ ＹＰＳ４０
１２５ ０．４６±０．０１ｂ ０．５１±０．０１ａ ０．４７±０．０１ｂ ０．４３±０．０１ｂ
６２．５ ０．４６±０．０１ｂ ０．５０±０．０１ａ ０．４７±０．０１ｂ ０．４４±０．０１ｂ
３１．３ ０．４７±０．０１ｂ ０．４８±０．０１ｂ ０．４５±０．０２ｂ ０．４２±０．０１ｂ
１５．６ ０．３７±０．０２ｃ ０．３９±０．０２ｃ ０．４３±０．０２ｃ ０．３８±０．０２ｃ
７．８ ０．３６±０．０４ｃ ０．３７±０．０２ｃ ０．３９±０．０１ｄ ０．３６±０．０２ｃ

病毒对照 ０．２９±０．０１ｄ ０．２９±０．０１ｄ ０．２９±０．０１ｅ ０．２９±０．０１ｄ
细胞对照 ０．５２±０．０１ａ ０．５２±０．０１ａ ０．５３±０．０１ａ ０．５３±０．０１ａ

表５　４种山药多糖各组ＰＰＶ－ＳＤ１含量

多糖浓度

（μｇ／ｍＬ）
ＰＰＶ－ＳＤ１含量（×１０６ｃｏｐｌｅｓ／μＬ）

ＹＰＳ总 ＹＰＳ８０ ＹＰＳ６０ ＹＰＳ４０
〗１２５ ３２．８±１．４ｃ ２０．７±１．４ｄ ３５．９±１．７ｃ ３８．４±１．４ｃ
６２．５ ３３．７±１．７ｃ ２４．５±１．６ｄ ３７．５±１．４ｃ ３７．６±１．７ｃ
３１．３ ３６．５±１．５ｃ ４０．３±１．５ｃ ４２．６±１．２ｂ ３７．８±１．５ｃ
１５．６ ４６．３±１．３ｂ ４８．５±１．７ｂ ４４．６±１．５ｂ ４６．３±１．３ｂ
７．８ ４５．４±１．５ｂ ４８．７±１．６ｂ ４７．５±１．４ｂ ４８．４±１．５ｂ

病毒对照 ６０．１±１．９ａ ６０．１±１．９ａ ６０．１±１．９ａ ６０．１±１．９ａ
细胞对照 — — — —

多糖的医疗保健功能提供理论依据，对山药资源由粗加工向

精制、深加工方向发展具有重要意义。

　　对于中药多糖的提取，其基本的工艺都差不多，传统的水
浸提醇沉法是提取多糖的经典方法，对山药多糖的提取纯化

工艺研究也较多［１０－１２］，但对其分级醇沉的研究及对不同产地

的山药进行多糖提取率及含量的研究也未见报道。基于以上

２点，本试验采用一步醇沉及分步醇沉得不同分子量段的山
药多糖，比较不同产地山药不同分子量段的多糖得率及多糖

含量（纯度）。结果显示，无论是多糖得率还是各分子量段多

糖纯度，怀山药均优于其他产地山药，这也可能是怀山药药用

和营养价值均优于其他产地山药的原因之一，可见怀山药的

药效作用优于其他产地山药是有一定物质基础的。

分级醇沉时，８０％乙醇沉淀的分子段多糖含量高于总多
糖及其他浓度醇级含量，这有可能显示 ＹＰＳ８０含有的多糖活
性成分较高，对其不同分子量段多糖的活性比较研究，将会在

后期试验中进一步研究。
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