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黄芪为豆科植物膜荚黄芪、蒙古黄芪、多序岩黄芪
或红芪的干燥根，味甘，性微温，具有补气固表、利水退
肿、脱毒排脓、生肌等功效犤 １ 犦。现代药理研究表明，黄芪
具有调节免疫、增强体质、抗氧化、抗病毒、抗肿瘤及改
善心肌缺血等功能犤 ２ － ４ 犦。黄芪的主要化学成分有黄酮
类、皂苷类、黄芪多糖、氨基酸等犤 ５ 犦，黄芪多糖（ａｓｔｒａｇａｌｕｓ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＡＰＳ）是黄芪中最主要的活性成分犤 ６ 犦，具
有增强机体抵抗力，促进抗体生成，增强免疫力，双向调
节血糖和保护心血管系统等作用犤 ７ － ８ 犦，目前广泛用于中
医临床制剂和动物饲料犤 ９ 犦。黄芪多糖的组成较复杂，其
相对分子质量为１０ ～ ５０ ｋＤ犤１０ 犦。黄芪多糖具有一定的生
物学活性，但由于其相对分子质量大，溶解性差，不易被
吸收，故在应用方面受到很大限制。李红法等犤 １１ 犦采用乙
醇分级沉淀法提取黄芪多糖，获得了不同相对分子质量

的黄芪多糖，表明随着黄芪多糖相对分子质量的降低，
抗氧化活性增强。故采用适宜的方法将黄芪多糖相对分
子质量降低，有助于提高其生物活性。本研究中采用维
生素Ｃ（Ｖｉｔ Ｃ）和过氧化氢体系诱导产生的自由基降解
黄芪多糖，制备低相对分子质量黄芪多糖，并研究其抗
氧化、抗肿瘤活性，为探讨低相对分子质量黄芪多糖在
抗肿瘤药物和保健食品中的应用提供试验依据。现报
道如下。
１ 材料与方法
１． １ 仪器与试药

仪器：Ｔ１０００型电子天平（常熟市双杰测试仪器
厂）；ＨＷＳ２４型电热恒温水浴锅（上海－恒科技有限公
司）；Ｅｙｅｌａ Ｎ － １１００型旋转蒸发仪（上海爱朗仪器有限
公司）；ＯＳＢ － ２１００型油浴锅（上海爱朗仪器有限公司）；

第一作者：邓六勤，女，副主任中药师，研究方向为临床药学，（电话）０２０ － ３８０７６２６３（电子信箱）ｄｅｎｇｌｉｕｑｉｎｇ＠ ｙｅａｈ． ｎｅｔ。
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犤１５ 犦 Ｐｅｔｔｅｒｓｓｏｎ Ｆ，Ｄａｌｇｌｅｉｓｈ ＡＧ，Ｂｉｓｓｏｎｎｅｔｔｅ ＲＰ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｔｉｎｏｉｄｓ
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黄芪多糖的氧化降解及其抗氧化和抗肿瘤活性研究
邓六勤，黎梅桂，吴宝仪
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摘要：目的探讨黄芪多糖及其氧化降解片段的抗氧化、抗肿瘤活性。方法采用维生素Ｃ和过氧化氢体系诱导产生自由基并降解黄芪
多糖，并对黄芪多糖及其降解产物的抗氧化、抗肿瘤活性进行研究。结果不同浓度的诱导体系得到的黄芪多糖相对分子质量不同；体
外抗氧化和抗肿瘤作用随着黄芪多糖降解片段相对分子质量降低而活性增强。结论黄芪多糖的生物活性与其相对分子质量相关。
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ＳＨＢ － ３型循环水多用真空泵（巩义市予华仪器有限公
司）；ＣＯ２ 细胞培养箱；显微镜；酶标仪（Ｂｉｏ － Ｒａｄ
Ｉｎｃ． ＵＳＡ）。

试药：ＦｅＣｌ２·４Ｈ２Ｏ（天津市大茂化学厂，批号为
２０１５１２２０）；Ｈ２Ｏ２（天津市大茂化学厂，批号为２０１６０７２０）；
水杨酸（天津市致远化学试剂有限公司，批号为
２０１５０２０８）；邻苯三酚（天津市致远化学试剂有限公司，
批号为２０１６０３１５）。以上试剂均为分析纯。去离子水牗实
验室自制牘；黄芪购买于清平中药材市场，经邓六勤副主
任中药师鉴定为中药黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ
牗 Ｆｉｓｃｈ． 牘 Ｂｕｎｇｅ。药材打粉后，过４号筛，备用。
１． ２ 方法
１． ２． １ 铁皮石斛粗多糖的提取分离

取黄芪粉末约１００ ｇ，精密称定，用石油醚回流提取
２ ｈ，过滤，弃去滤液，滤渣重新用８０％乙醇回流提取
２ ｈ，除去可溶性杂质，包括色素、游离糖等。处理后的黄
芪粉末加入去离子水，回流提取２ ｈ，连续提取３次，合
并滤液。合并的滤液以４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的速率离心１０ ｍｉｎ。
减压浓缩上清液，浓缩液加入４倍体积的无水乙醇，低温
冷藏，静置过夜。离心，沉淀置６０ ℃的烘箱中烘干。用热
水溶解烘干的粗多糖，用Ｓｖｅａｇ法脱蛋白，重复３ ～ ５次。
脱蛋白后的多糖用无水乙醇沉淀，静置过夜，离心，６０ ℃
烘干，得到黄芪粗多糖。
１． ２． ２ Ｈ２Ｏ２ － Ｖｉｔ Ｃ － Ｆｅ２ ＋氧化降解粗多糖的提取

称取１． ２． １项下得到的粗多糖３． ２ ｇ，置５００ ｍＬ锥
形瓶中，加３２０ ｍＬ纯水使其溶解，加入新鲜配制的不
同量的１００ ｍｍｏｌ的Ｖｉｔ Ｃ，１ ０００ ｍｍｏｌ的ＦｅＣｌ２·４Ｈ２Ｏ，
１ ０００ ｍｍｏｌ Ｈ２Ｏ２，置暗处反应２ ｈ。然后将反应液置于
３００ Ｄａ透析袋中，在纯水中透析２ ｄ，透析液以７ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
的速率离心１０ ｍｉｎ，冷冻干燥上清液，得不同降解片段
的粗多糖。
１． ２． ３ 多糖相对分子质量测定

黄芪多糖降解片段样品及标准多糖Ｄｅｘｔｒａｎ ｓｔａｎ
ｄａｒｄ系列样品分别经高效液相凝胶渗透色谱牗ＨＰＧＰＣ牘
分析，所用仪器为Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ ｓｅｒｉｅｓ型高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）主机，配置示差折光检测器，分析柱为ＴＳＫ
Ｇ４０００ＰＷＸＬ（３００ ｍｍ × ７． ５ ｍｍ）和ＴＳＫ Ｇ５０００ＰＷＸＬ
（３００ ｍｍ × ７． ８ ｍｍ）串联柱样品质量浓度为１． ５ ｇ ／ Ｌ；进
样量为２０ μＬ；流动相为醋酸钠；检测器灵敏度为４；
柱温为４０ ℃；流速为０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ。葡聚糖标准品牗相对
分子质量１ ２７０，５ ２２０，１１ ６００，２３ ８００，４８ ６００，８０ ９００，
１４７ ６００，２７３ ０００，４０９ ８００，６６７ ８００ 牘建立标准曲线。
１． ２． ４ 抗氧化活性测定

对Ｏ２·的清除作用：取５ ｇ ／ Ｌ的多糖样品溶液

５０ μＬ，１２５ μＬ Ｔｒｉｓ缓冲液，２５ μＬ邻苯三酚，迅速混匀，
于３２５ ｎｍ波长下测定吸光度牗 Ａ 牘，每３０ ｓ测１次，连续
测５ ｍｉｎ，以水代替样品测Ａ０，ΔＡ为线性回归方程的回
归系数。清除率＝（１ － ΔＡ ／ ΔＡ０）× １００％。

对·ＯＨ的清除作用：取２ ｍＬ不同质量浓度（０． ５，
１，２，３，５ ｇ ／ Ｌ）的多糖样品与２ ｍＬ ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅＳＯ４，
２ ｍＬ ２． ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２混合，摇匀，静置１０ ｍｉｎ，再加入
６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的水杨酸２ ｍＬ，摇匀，３７ ℃水浴３０ ｍｉｎ，
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，上清液于５１０ ｎｍ波长处测定
Ａｉ，用１ ｍＬ水代替样品测定Ａ０，用２ ｍＬ水代替Ｈ２Ｏ２
溶液测定Ａｊ。清除率＝ 犤１ － 牗 Ａｉ － Ａｊ 牘 犦 ／ Ａ０ × １００％。
１． ２． ５ 体外抗肿瘤活性测定

细胞株及培养条件：人肝癌细胞株ＨｅｐＧ － ２常规
培养于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基中，３７ ℃，
５％ ＣＯ２，培养箱中培养，３ ｄ换液１次，取对数生长期细
胞用于试验。

ＭＴＴ法检测细胞生长抑制率：细胞以５ × １０４ ／孔接
种于９６孔板，置３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中，次日细胞
贴壁后弃去培养液，加入质量浓度为１０，２５，５０，１００，
４００ μｇ ／ ｍＬ的黄芪多糖培养液１００ μＬ，每个质量浓度
设５孔，同时设无药阴性对照组５孔，以及阳性对照
组５ －氟尿嘧啶（５ － ＦＵ），质量浓度为１００ μｇ ／ ｍＬ，设
５孔；然后置３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱继续培养２４，３６，４８ ｈ；
取出后加入５ ｇ ／ Ｌ的ＭＴＴ溶液２０ μＬ，３７ ℃避光继续
培养４ ｈ；每孔加二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１５０ μＬ，震荡
１０ ｍｉｎ，混匀使甲瓒结晶充分溶解；置酶标仪４９０ ｎｍ波
长下检测各孔吸光度牗 ＯＤ 牘，取５个复孔的均值为最终
结果；计算细胞抑制率，细胞抑制率＝ 牗阴性对照组ＯＤ
值－多糖组ＯＤ值牘 ／阴性对照组ＯＤ值× １００％。
２ 结果
２． １ 氧化降解

黄芪粗多糖用不同质量浓度的Ｈ２Ｏ２ － Ｖｉｔ Ｃ － Ｆｅ２ ＋
氧化降解后，共得到６个降解片段，冷冻干燥后称定质量。
不同相对分子质量多糖片段的降解方法和得率见表１。
２． ２ 相对分子质量测定

系列相对分子质量标准品的ＨＰＧＰＣ分析保留时间见
表２。以保留时间计算各自的分配系数牗 Ｋａｗ牘作横坐标、相
对分子质量为纵坐标，线性回归方程为Ｙ ＝ －０． ３１０ ９Ｘ ＋
１３． １４８ 牗 Ｒ２ ＝ ０． ９９４ ５ 牘。黄芪粗多糖及其降解片段洗
脱峰型对称，由线性回归方程及样品保留时间可计算
出黄芪多糖相对分子质量结果为：粗多糖２６９ ４５９． ６０ ｕ，
片段１为７４ ４４６． １１ ｕ，片段２为１０５ ００６． ９２ ｕ，片段
３为１６７ ７９３． ７３ ｕ，片段４为８７ ５６５． ３５ ｕ，片段５为
１３３ ２２６． ４５ ｕ，片段６为９６ ５７４． ７６ ｕ。

·研究·
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表２ 标准品的ＨＰＧＰＣ分析保留时间
ＭＷ牗Ｄａ 牘

１ ２７０
５ ０００
１２ ０００
２３ ８００
４８ ６００
８０ ７００
１４７ ６００
２７３ ０００
４０９ ８００
６６７ ８００

ｌｇＭＷ
３． １０３ ８０４
３． ６９８ ９７０
４． ０７９ １８１
４． ３７６ ５７７
４． ６８６ ６３６
４． ９０６ ８７４
５． １６９ ０８６
５． ４３６ １６３
５． ６１２ ５７２
５． ８２４ ６４６

ＲＴ牗ｍｉｎ 牘

３２． ２６２
３０． ４９１
２９． ３０９
２８． １８９
２７． １７４
２６． ４１６
２５． ２８４
２４． ６５２
２４． ３００
２３． ９８５

注：ＭＷ为标准品的相对分子质量，ＲＴ为分析保留时间。

表１ 氧化降解因素水平表
多糖片段
１
２
３
４
５
６

Ｖｉｔ Ｃ（ｍＬ）
０． ５
１
２
４
５
６

Ｈ２Ｏ２（ｍＬ）
０． ０５
０． １
０． ２
０． ４
０． ５
０． ６

ＦｅＣｌ２·４Ｈ２Ｏ（ｍＬ）
０． ０５
０． １
０． ２
０． ４
０． ５
０． ６

粗多糖（ｍＬ）
２２
４４
２２
４４
２２
４４

纯水（ｍＬ）
２７． １
４． ８
２５． ５
１． ２
２２． ０
０

得率（％）
６６． １７
７６． ０８
５７． ７９
５５． １８
５７． ３７
６４． ６０

多糖含量（％）
８０． ９６
７７． ９８
７２． ５４
７１． ５５
６０． ２３
７６． ７０

２． ３ 黄芪多糖体外抗氧化活性研究
２． ３． １ 对羟基的清除作用

黄芪粗多糖及其降解片段对·ＯＨ的清除作用效
果见图１ Ａ。线性范围为０． ５ ～ ５． ０ ｇ ／ Ｌ，阳性药Ｖｉｔ Ｃ
对·ＯＨ的清除效果非常明显，清除率近１００． ００％。由
图１ Ａ可见，粗多糖和６个降解片段对羟基的清除能力
均随质量浓度的增高而增大，５ ｇ ／ Ｌ片段１清除率已超
过６０％。降解片段１ ～ ６和降解前的粗多糖的半数抑制
浓度牗 ＩＣ５０ 牘分别为１． ６６９，７． ０４３，１２． ７４２，２． ４２８，９． ６４１，
２． ５７３ ｇ ／ Ｌ。６个降解片段的清除效果均比粗多糖好，且
清除作用１ ＞ ４ ＞ ６ ＞ ５ ＞ ２ ＞ ３。
２． ３． ２ 对超氧基的清除作用

黄芪粗多糖及其降解片段对Ｏ２·的清除作用效果
见图１ Ｂ。线性范围为０． ５ ～ ５． ０ ｇ ／ Ｌ，阳性药Ｖｉｔ Ｃ对
Ｏ２·的清除效果非常明显，清除率趋近１００． ００％。由
图１ Ｂ可见，黄芪多糖对Ｏ２·的清除作用较弱。黄芪粗
多糖降解前对Ｏ２·的清除率在质量浓度为５ ｇ ／ Ｌ时为
４０． １％。降解后的多糖片段清除作用有所增强，片段１
在质量浓度为５ ｇ ／ Ｌ时清除率达６６． ４％。降解片段１，
４，６清除作用明显优于粗多糖，也比片段２，３，５清除效
果好。可见，６个降解片段的清除效果均比粗多糖好。
２． ４ 体外抗肿瘤活性

体外抗肿瘤活性采用ＭＴＴ法评价。阳性对照药为
５ － Ｆｕ，２４，４８ ｈ时的抑制率为５１． ３２％和６１． ４７％，检

测正常，可作为比较。黄芪粗多糖及其降解片段１，４，６
清除自由基的能力较强，故抗肿瘤活性选择片段１，４，
６作进一步研究。在质量浓度为５０ ～ ８００ μｇ ／ ｍＬ范围内
处理ＨｅｐＧ － ２，分别于２４，４８ ｈ时测定对ＨｅｐＧ － ２的
生长抑制作用，细胞存活率见图２。可见，黄芪多糖对
ＨｅｐＧ － ２的生长抑制存在浓度依赖性，随着给药质量浓
度的增大，细胞活性降低。

由图２可见，给药４８ ｈ比给药２４ ｈ时抑制作用强，
说明黄芪多糖对ＨｅｐＧ － ２抑制作用存在时间依赖性。
降解片段１对ＨｅｐＧ － ２抑制作用较突出，２４ ｈ时和
４８ ｈ时的抑制作用均比其他多糖强，４８ ｈ时在给药质量
浓度为８００ μｇ ／ ｍＬ时，其抑制率达５７％。虽然降解片段６
在８００ μｇ ／ ｍＬ时略微低于粗多糖，该给药质量浓度非
常高，但差异不明显。可见，无论是２４ ｈ时还是４８ ｈ时，
各给药质量浓度下，黄芪多糖降解片段均表现出更好的
抗ＨｅｐＧ － ２活性，高于降解前的粗多糖的活性。
３ 讨论

多糖是来源于高等植物、动物细胞膜及微生物细胞
壁中的一类天然大分子，是构成生命的四大基本物质之

Ａ．·ＯＨ Ｂ． Ｏ２·
图１ 黄芪粗多糖及其降解片段清除作用

·研究·
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清除率／ ％

０ １ ２ ３ ４ ５
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１２０
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２０
０

清除率／ ％

０ １ ２ ３ ４ ５

１２０
１００
８０
６０
４０
２０
０

Ａ
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多糖质量浓度／ ｇ·Ｌ － １

１
２
３
４
５
６
粗多糖
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１
２
３
４
５
６
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一，广泛参与细胞间信号转导、细胞分化、再生等各种生
命现象。现代药理研究表明，多糖具有抗病毒、抗菌、抗
肿瘤、抗氧化、调血脂、增强免疫等生物活性，且来源广
泛，不良反应少，在食品和新药研发领域已受到越来越
多的关注。

目前，国内外学者提出的多糖降解方法主要分为化
学降解法、物理降解法和生物降解法犤 １２ 犦。多糖在氧化剂
的存在下可进行氧化降解，用Ｈ２Ｏ２氧化降解多糖无毒，
无副产物，是较理想的化学降解方法。王琪琳犤 １３ 犦报道，
海带硫酸多糖可被Ｈ２Ｏ２有效地降解，降解之后海带硫
酸多糖的多糖含量、硫酸根含量及单糖组成基本无变
化。孙利芹等犤 １４ 犦用过氧化氢辅助超声波降解法制备低
相对分子质量紫球藻多糖，研究表明，相对分子质量小
的多糖对自由基有明显的清除作用，相对分子质量对其
抗氧化活性有显著影响。

黄芪的多糖含量超过１０％，是其主要成分和活性
物质。大分子的黄芪多糖虽具有一定的生物活性，但由
于其相对分子质量大，溶解性较差，生物利用率较低，制
约了其药效发挥。研究表明，黄芪多糖的生物活性与其
相对分子质量大小相关。文献犤 １２ 犦报道采用分步醇沉法
对黄芪总多糖进行分离，结果显示，不同相对分子质量
黄芪多糖均有抗氧化作用，且抗氧化能力与其相对分子
质量大小有关。

本研究中，通过氧化降解，使黄芪多糖相对分子质
量降低，得到６个不同相对分子质量的粗多糖片段。由
基体外抗氧化试验表明，黄芪多糖降解后的片段抗氧
化活性增强，清除羟基的作用比清除超氧基强。然后，

用体外抗氧化活性较强的片段进行体外抗肿瘤研究，
结果显示，降解片段对ＨｅｐＧ － ２抑制作用比降解前的粗
多糖强。

黄芪为补气佳品犤 １５ 犦，但目前主要作为茶饮或临床
调配使用，极少有深加工的保健产品。本研究中采用氧
化降解的方法降解黄芪多糖，为寻找多糖生物活性较强
适宜的相对分子质量范围，提高黄芪的生物利用度，
以及为其他中药材多糖的降解提供参考。同时，本研
究中还发现黄芪多糖具有一定抗氧化、抗肿瘤作用，
提示其可在防衰老、抗肿瘤等方面发挥作用，进一步
扩大了黄芪的药用范围，为黄芪多糖精加工提供理论
依据，有望开发为药品或多糖保健品，以提高黄芪的
经济利用价值。
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