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　　摘要：先采用二乙氨基乙基 －纤维素（ｄｉｅｔｈｌａｍｉｎｏｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，简称 ＤＥＡＥ－纤维素）柱对党参多糖进行分离纯
化；然后，分别采用高效离子色谱和高效排阻色谱分析分级产物的单糖组成和分子量；最后，采用 ＤＰＰＨ自由基、超氧
负离子的清除能力试验以及Ｄ－半乳糖（Ｄ－Ｇａｌ）诱导的小鼠衰老模型试验分析党参多糖的抗衰老活性。结果发现，
党参多糖经ＤＥＡＥ－纤维素柱分级后得到ＣＰＮＰ－１和ＣＰＮＰ－２２个级分，均主要由鼠李糖、半乳糖醛酸、半乳糖和阿
拉伯糖构成，分子量分别约为５１、２３ｋｕ。体外抗氧化和体内抗衰老活性研究结果表明，ＣＰＮＰ－２具有较强清除ＤＰＰＨ
自由基和超氧负离子的活性，半最大效应浓度ＥＣ５０分别为１．５、０．９ｍｇ／ｍＬ，并且能够有效缓解衰老模型小鼠血清的超

氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性下降情况。结果表明，本试验建立的分级方法适用于党参多糖中抗衰
老活性成分的分离纯化，促进党参多糖类抗衰老类药品的开发利用。
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　　多糖也称聚糖，是由多种单糖如葡萄糖、半乳糖、阿拉伯
糖、半乳糖醛酸等，通过脱水连接在一起的生物大分子［１］。

研究表明，多糖是中草药的有效成分之一，具有抗氧化、抗肿

瘤、免疫调节等多种生物活性［２］，是构成植物细胞壁的主要

成分，一般采取热水煮提法获得多糖，试验操作方便，对于多

糖分子的结构破坏性较小，产率较高。

党参（ＣｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａＮａｎｎｆ．）是我国传统的中药材，
且药食两用，具有抗氧化、补气补血、抗肿瘤、免疫调节等活

性［３］。研究表明，党参的活性成分包括多糖、甾醇类等活性

分子［４］。对党参主要成分多糖的研究自２０世纪８０年代就已
开展，发现党参多糖具有抗氧化、抗肿瘤、免疫调节等活

性［５］，如经党参多糖处理后衰老模型小鼠的血清中丙二醛和

脑中褐质含量下降明显，超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物

酶活性上升明显，推测党参多糖抗衰老与其清除自由基及抗

脂质过氧化相关［６］。但是目前关于党参抗氧化活性方面的

研究不全面，党参多糖中的主要抗氧化活性成分不完全明确，

阻碍了党参多糖的结构及药理活性研究。本试验通过提取、

分离纯化及体内外抗衰老活性试验，对党参多糖进行了较为

系统的研究，能够促进党参多糖类抗衰老药品的开发利用。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
党参购于贵州仙龙药业有限公司；牛血清白蛋白级分 Ｖ

购于罗氏公司；间羟基联苯、氨基磺酸、１，１－二苯基 －２－三

硝基苯肼（ＤＰＰＨ）购于 Ｓｉｇｍａ公司；三氟乙酸购于国药集团；
Ｄ－半乳糖（Ｄ－Ｇａｌ）、乙醇、苯酚、浓硫酸、磷酸二氢钠、磷酸
氢二钠、氢氧化钠、乙酸钠、氯化钠和维生素Ｃ等购于北京化工
厂；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒和过氧化氢酶（ＣＡＴ）试剂盒购
于上海索宝生物公司。昆明系小鼠购于第三军医大学。

１．２　仪器与设备
可见分光光度计（７２３型）购于上海光谱仪器有限公司；

电子天平（ＭＥ１０４）购于梅特勒 －托利多公司；冷冻干燥器购
于北京博医康实验仪器有限公司；电热恒温水浴锅购于北京

泰泽瑞达科技有限公司；兰格蠕动泵（ＢＴ０１－１００）购于保定
兰格恒流泵有限公司；自动部分收集器（ＢＳ－１００Ａ）购于上海
沪西分析仪器厂有限公司。

１．３　党参多糖的制备
称取５００ｇ党参，洗净后，先后分别于 １００℃ ８Ｌ及

１００℃ ６Ｌ蒸馏水中连续煮提２次，每次煮提４ｈ。将提取液
浓缩至约７００ｍＬ，离心后收集上清并加入４倍体积的９５％乙
醇进行沉淀，离心收集多糖沉淀，利用 Ｓｅｖａｇ法除蛋白后冻
干，即得党参多糖（ＣｏｄｏｎｏｐｓｏｓｐｉｌｏｓｕｌａＮａｎｎｆ．ｐｄｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
简称ＣＰＮＰ）。
１．４　党参多糖的分离纯化

称取２０ｇ的党参多糖溶于 ２００ｍＬ蒸馏水中，上样于
ＤＥＡＥ－纤维素离子交换柱（８．０ｃｍ×２０ｃｍ，Ｃｌ－型）。依次用
蒸馏水（２Ｌ）、０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（２Ｌ）和０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（２Ｌ）进
行洗脱，流速１２ｍＬ／ｍｉｎ，每２００ｍＬ洗脱液收集１次。采用苯
酚－硫酸法检测洗脱液中的糖含量。根据糖含量的分布图，收
集适当的洗脱液，经蒸馏水透析除盐后，冻干备用。

１．５　多糖的单糖组成分析
称取多糖约２ｍｇ于水解小瓶中，加入１．０ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ的

三氟乙酸溶液（ＴＦＡ），于１２０℃水解５ｈ；将水解产物转移至
蒸发皿中，加入适量的无水乙醇，蒸干，除掉三氟乙酸；用超纯

水复溶蒸干的水解产物，经０．２２μｍ滤膜过滤后，待离子色
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谱分析；采用 ＴｈｅｒｍｏＩＣＳ－５０００＋配备脉冲安培检测器，离子
柱为ＣａｒｂｏＰＡＣＰＡ２０（３．０ｍｍ×１５０ｍｍ）。根据 Ｌｉａｎｇ等建
立的淋洗条件进行检测，流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ，柱温２８℃［７］。

１．６　党参多糖的分子量分布分析
称取多糖约２ｍｇ，溶于０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液，经０．２２μｍ

滤膜过滤后，待高效凝胶渗透色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍｅｎｃｅｇｅｌ
ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称 ＨＰＧＰＣ）分析。标准品聚糖
系列，平均分子量分别为１２、５０、１５０、２７０、４１０、６７０ｋｕ。以上
述标准聚糖的常用对数为纵坐标，相应的保留时间为横坐标

作图，绘制标准曲线。根据标准曲线及多糖的保留时间计算

出多糖的分子量。采用岛津ＬＣ－２０ＡＴ系列高效液相色谱仪
配备示差折光检测器，分子筛柱为 ＴＳＫ－ｇｅｌＧ４０００ＰＷＸＬ
（７．８ｍｍ×３００ｍｍ），流动相为０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液，流速
为０．５ｍＬ／ｍｉｎ。
１．７　体外抗衰老试验
１．７．１　对ＤＰＰＨ的清除能力　将党参多糖的子级分溶于蒸
馏水中，配成不同浓度的溶液（０～４．０ｍｇ／ｍＬ）。取不同浓度
的多糖溶液４ｍＬ分别与１ｍＬＤＰＰＨ溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ）混合，
避光孵育２０ｍｉｎ。空白对照为蒸馏水，阳性对照为维生素Ｃ。
ＤＰＰＨ清除率＝（１－Ｄ多糖／Ｄ蒸馏水）×１００％，其中Ｄ多糖和Ｄ蒸馏水
为溶液在５１７ｎｍ处的吸光度［８］。

１．７．２　对超氧负离子（Ｏ－２·）的清除能力　将党参多糖的
子级分 溶 于 蒸 馏 水 中，配 成 不 同 浓 度 的 溶 液 （０～
４．０ｍｇ／ｍＬ）。取不同浓度的多糖溶液１ｍＬ，分别加入１ｍＬ
氯化硝基四氮唑（３００μｍｏｌ／Ｌ）、１ｍＬ还原型烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸（９３６μｍｏｌ／Ｌ）、１ｍＬ吩嗪硫酸二甲酯（１２０μｍｏｌ／Ｌ）混
合，室温孵育 ５ｍｉｎ。Ｏ－２·清除率 ＝（１－Ｄ多糖／Ｄ蒸馏水）×
１００％，其中Ｄ多糖和Ｄ蒸馏水为溶液在５６０ｎｍ处的吸光度

［９］。

１．８　衰老模型小鼠试验
选择体质量２０～２５ｇ雄性小鼠３０只，随机分为蒸馏水

空白组、衰老模型对照组、党参多糖组，每组１０只。３组于皮
下注射Ｄ－半乳糖（生理盐水配成 ５％）构建衰老模型小
鼠［１０］，连续４０ｄ。党参多糖灌胃剂量为４００ｍｇ／ｋｇ，另２组灌胃
同体积蒸馏水。连续灌胃３０ｄ，末次灌胃２ｈ后，小鼠眼眶取血，
测定血ＳＯＤ和ＣＡＴ的活性，结果计算按试剂盒说明进行。

２　结果与分析

２．１　党参多糖的分离纯化
利用ＤＥＡＥ－纤维素柱对党参多糖进行分离纯化，分别

用０、０．１、０．３ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶液对党参多糖进行梯度洗脱，
结果发现得到党参多糖子级分多糖 －１（Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｉａ
Ｎａｎｎｆ．ｓｕｂ－ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－１，简称ＣＰＮＰ－１）和党参多糖子
级 分 多 糖 － ２（Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ ｐｉｌｏｓｕｉａ Ｎａｎｎｆ． ｓｕｂ －
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－２，简称 ＣＰＮＰ－２）２个级分的产率分别为
３０．６％ 和１９．８％，二者均富含糖醛酸（图１）。
２．２　党参多糖级分ＣＰＮＰ－１和ＣＰＮＰ－２的单糖组成

采用高效离子色谱法检测党参多糖各级分的单糖组成，

结果发现，党参多糖的子级分ＣＰＮＰ－１主要含有１９．８％半乳
糖醛酸 （ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，简称 ＧａｌＡ）、２３．９％ 半乳糖
（ｇａｌａｃｔｏｓｅ，简称Ｇａｌ）、２２．１％阿拉伯糖（ａｒａｂｉｎｏｓｓ，简称 Ａｒａ）
和２６．７葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ，简称Ｇｌｃ），还含有４．６％鼠李糖

（ｒｈａｍｎｏｓｅ，简称Ｒｈａ）和２．９％葡萄糖醛酸（ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，简
称 ＧｌｃＡ）。ＣＰＮＰ－２主 要 含 有 ＧａｌＡ（３２．２％）、Ｒｈａ
（１７９％）、Ｇａｌ（１７．２％）和 Ａｒａ（２８．３％），以及少量的 Ｇｌｃ
（２１％）和ＧｌｃＡ（２．３％）；二者Ｒｈａ／ＧａｌＡ的比例分别为０．２３
和０．５６，均在Ⅰ型－鼠李半乳糖醛酸聚糖（ｒｈａｍｎｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｎ
Ⅰ，简称ＲＧ－Ⅰ）型果胶的定义范围之内（０．０５～１．０）［１１］

（图２）。推测ＣＰＮＰ－１和ＣＰＮＰ－２都属于 ＲＧ－Ⅰ型果胶，
并且可能带有Ⅰ／Ⅱ型 －阿拉伯半乳聚糖（ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ
Ⅰ／Ⅱ，简称Ⅰ／Ⅱ－ＡＧ）侧链。

２．３　党参多糖级分ＣＰＮＰ－１和ＣＰＮＰ－２的分子量
利用高效凝胶排阻色谱联合ＴＳＫ－ｇｅｌＧ４０００ＰＷＸＬ分子

筛对ＤＥＡＥ－纤维素柱分级得到的 ＣＰＮＰ－１和 ＣＰＮＰ－２分
子量进行分析。结果发现，ＣＰＮＰ－１和ＣＰＮＰ－２的分子量分
别约为５１、２３ｋｕ，且均一性良好，ＣＰＮＰ－２呈现对称且较窄的
峰型（图３）。
２．４　党参多糖体外抗衰老活性

对党参多糖子级分 ＣＰＮＰ－１和 ＣＰＮＰ－２的 ＤＰＰＨ清除
能力进行分析，结果发现，ＣＰＮＰ－１和 ＣＰＮＰ－２都具有良好
的ＤＰＰＨ自由基和超氧负阴离子的清除能力，且活性随着２
种多糖浓度的增加而增强，呈现一定的浓度依赖性。在多糖

浓度为０～４ｍｇ／ｍＬ的范围内，ＣＰＮＰ－１的ＤＰＰＨ自由基和
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超氧负阴离子 ５０％有效的清除浓度分别３．６、２．１ｍｇ／ｍＬ；
ＣＰＮＰ－２的自由基和超氧负阴离子５０％有效的清除浓度分
别为１．３、０．９ｍｇ／ｍＬ。ＣＰＮＰ－２的ＤＰＰＨ自由基和超氧负阴
离子的清除能力均强于ＣＰＮＰ－１（图４）。
２．５　衰老模型小鼠试验

通过建立衰老模型小鼠，检测血清中 ＳＯＤ和 ＣＡＴ的活
性，进而分析党参多糖子级分 ＣＰＮＰ－２的活性，结果如表１
所示。与衰老模型对照组相比，ＣＰＮＰ－２组血清中 ＳＯＤ和
ＣＡＴ活性显著升高（Ｐ＜０．０１），且与蒸馏水空白对照组差异
不明显，表明党参多糖子级分ＣＰＮＰ－２可以缓解衰老模型小
鼠血清的ＳＯＤ和ＣＡＴ活性下降。

３　结论与讨论

活性氧是一系列由氧产生的化学活性分子，研究表明其

表１　衰老模型小鼠各组血清中ＳＯＤ和ＣＡＴ活性（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＳＯＤ活性（ｎＵ／ｍＬ） ＣＡＴ活性（Ｕ／ｍＬ）
蒸馏水空白组 ２７３５±２１９ ３．１１８±０．２３６

衰老模型对照组 １０９２±２０８　 １．６７６±０．３０３
ＣＰＮＰ－２组 ２６２７±１９４ ２．９０３±０．２１７

　　注：表示与模型组比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

与人体的衰老以及多种疾病（肿瘤、心脑血管等）密切相

关［１２］。与其他外源性抗氧化剂相比，多糖具有毒性低、来源

广等特点。但是，多糖抗氧化的机制较为复杂，如多糖分子可

以直接作用于活性氧自由基，结合脂质发生过氧化时产生的

活性氧，减缓过氧化的进程；多糖可直接结合 Ｏ－２· 并将其进
行清除［１３］。通过单一试验难以准确地分析多糖抗衰老活性

的强弱，因此，本研究联合体内和体外试验分析了党参多糖经

ＤＥＡＥ－纤维素柱分离纯化后得到子级分的抗衰老活性，包
括ＤＰＰＨ自由基、超氧负离子（Ｏ－２·）清除试验和 Ｄ－Ｇａｌ诱
导的衰老模型小鼠试验，结果表明，党参多糖子级分

ＣＰＮＰ－２具有良好的抗衰老作用。
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