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三子固本方多糖提取纯化及其免疫活性初步研究*

欧立娟，黄爱华，于 洋，王 青△

（广州中医药大学中药学院，广东 广州 510006）
摘要：目的 优化三子固本方多糖（SRP）的提取及分离纯化工艺，并初步考察其免疫活性。方法 以提取时间、提取次数、料液比为考

察因素，以总多糖含量为评价指标，采用 L9（34）正交试验法优选 SRP的最佳提取工艺；采用 DEAE - 52纤维素柱及 Sephadex G - 100
凝胶柱对所提取的 SRP进行分离纯化；以溶血素生成量、小鼠碳廓清指数、自然杀伤细胞（NK细胞）杀伤活性和脾淋巴细胞刺激指数

为指标，考察 SRP 的免疫活性，实验均分为正常对照组、模型组、三子固本方原液（SZGB）组及 SRP 高、低剂量组。结果 SRP 最佳提

取工艺为提取 2次、每次 2. 5 h、料液比为 1∶20，多糖平均含量为 105. 32 mg / g。与模型组比较，SZGB组及 SRP高、低剂量组小鼠溶血

素生成量显著增加，校正廓清指数显著升高，NK 细胞杀伤活性显著增强（P < 0. 05），SRP 高剂量组小鼠脾淋巴细胞刺激指数显著升

高（P < 0. 05）。结论 SRP的提取工艺稳定可行，可改善免疫低下模型小鼠的免疫功能。
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Extraction and Purification of Polysaccharides from Sanziguben Recipe and Their Immune Activity
OU Lijuan，HUANG Aihua，YU Yang，WANG Qing

（College of Chinese Medicine，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou，Guangdong，China 510006）

AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction，separation and purification process of polysaccharides from Sanziguben Recipe
（SRP），and to investigate their immune activity. Methods The extraction process of SRP was optimized by the L9（34） orthogonal
test with extraction time，extraction times and solid - liquid ratio as investigation factors and with the content of total polysaccharide
as the evaluation index. The extracted SRP was purified by DEAE - 52 cellulose column and Sephadex G - 100 gel column. The
immune activity of SRP was investigated with the production of hemolysin，carbon clearance index of mice，killing activity of natural
killer（NK） cells and proliferation index of spleen lymphocyte as the indexes. The experiment was divided into the normal control
group，model group，Sanziguben Decoction（SZGB） group and SRP high - and low - dose groups. Results The optimal extraction
process was two times of extraction，1∶20 of solid - liquid ratio and 2. 5 h of extraction each time，and the average content of
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polysaccharides was 105. 32 mg / g. Compared with those in the model group，the hemolysin production，corrected clearance index
and killing activity of NK cells in the SZGB group and SRP high - and low - dose groups increased significantly（P < 0. 05），and
the proliferation index of spleen lymphocyte in the SRP high - dose group increased significantly （P < 0. 05）. Conclusion The
extraction process of SRP is stable and feasible，and SRP can improve the immune function of immunocompromised model mice.
Key wordsKey words：：Sanziguben Recipe；polysaccharides；extraction；purification；orthogonal test；immune function；mice

三子固本方（SZGB）由金樱子、绞股蓝、余甘子、五

味子 4味中药组方，临床用于治疗糖尿病肾病（DN），在

改善肾组织病变方面效果较好。三子固本方多糖（SRP）
是SZGB经水提醇沉制备而得，有研究显示，SRP可减缓

核因子（NF）- κB介导的模型小鼠DN的进展［1］。三子

固本颗粒对DN模型大鼠具有抗氧化应激和抑制肾间

质纤维化的作用［2］。DN模型大鼠机体除了存在不同程

度的微炎症、氧化应激、组织增生及纤维化等，还存在

免疫功能低下状况［3］，提示调节机体免疫功能可能有利

于改善DN。现代药理学研究表明，绞股蓝、金樱子、五

味子及其多糖部位均有免疫调节、抗氧化、抗炎、调血

脂等作用，余甘子具有增强免疫、抗氧化、调节糖代谢

及脂代谢等作用［4 - 8］，提示 SZGB可能具有免疫调节作

用，多糖可能是其主要的物质基础。鉴于此，本研究中

优化了 SRP的提取工艺，对 SRP进行初步分离纯化，同

时观察了 SRP对DN模型小鼠免疫功能的影响，旨在为

阐明SRP治疗DN的作用机制提供依据。现报道如下。

1 材料

仪器：DKN612C型鼓风干燥箱、CF311C型旋转蒸

发仪（日本Yamato公司）；722s型紫外 -可见分光光度

计（上海精密科学仪器有限公司）；Milli - Q型蒸馏水系

统（美国Millipore公司）；TG16 - WS型高速离心机（上

海卢湘仪离心机仪器有限公司）；CBS - B型程控多功

能全自动部分收集器、DHL - N型电脑数显定时恒流泵

（上海沪西分析仪器厂有限公司）；MCO175型二氧化碳

培养箱（日本 Sanyo公司）；CX31型倒置显微镜（日本

Olympus公司）；M200型多功能酶标仪（瑞典 Tecan公
司）；FACSCalibur型流式细胞仪（美国BD公司）。

试药：葡萄糖对照品（中国食品药品检定研究院，

批号为 110833 - 201707，含量 99. 90%）；注射用环磷酰

胺（江苏恒瑞医药股份有限公司，批号为 18091821）；中

绵羊红细胞（SRBC，新鲜绵羊全血购自广州石马实验

场）；RPMI 1640细胞培养基（美国 Gibco公司，批号为

31800 - 014）；胎牛血清（美国 HyClone公司，批号为

NSK0069）；羟乙基哌嗪乙硫磺酸（HEPES）缓冲液（CAS
No. 7365 - 45 - 9）、刀豆凝集素A（ConA，CAS No. 11028 -
71 - 0），均购自美国 Sigma公司；细胞增殖检测试剂

（CCK - 8）盒（日本Dojindo公司，批号为WF856）；DEAE -
52纤维素柱（批号为HA - 0820）、Sephadex G - 100凝

胶柱（北京瑞达恒辉科技发展有限公司，批号为HA -
0260）；中华墨汁（北京一得阁工贸集团）；水为蒸馏水。

金樱子（批号为 20190303）、绞股蓝（批号为 20190404）、

五味子（批号为 20190312）、余甘子（批号为 20190310）
药材饮片，均购自广州市药材公司中药饮片厂。

动物：SPF级NIH系小鼠 200只，体质量 18～22 g，
雌雄各半，购自广州中医药大学实验动物中心，实验动

物生产许可证号 SCXK（粤）2019 - 0047。饲养环境温度

25 ℃，相对湿度 60%。实验符合中国动物福利法，经广

州中医药大学动物实验管理和使用委员会批准。

细胞：YAC - 1细胞，购自中山大学细胞中心。

2 方法与结果

2. 1 SRP 提取工艺优化

2. 1. 1 总多糖含量测定

显色条件：取葡萄糖对照品适量，精密称定，置10 mL
容量瓶，以水溶解，依次加入 1. 2 mL 5%苯酚溶液、6 mL
浓硫酸，定容，30 ℃恒温水浴30 min，取出，冷却至室温［9］。

溶液制备：称取葡萄糖对照品 51. 60 mg，精密称

定，置 50 mL容量瓶中，加水定容，即得质量浓度为

1. 032 mg / mL的对照品溶液。将 SZGB中 4味药材饮片

分别打粉过筛，按复方比例混匀，加入一定体积的水，

煎煮浸提，滤过，即得供试品溶液。

方法学考察：1）线性关系考察，精密量取“溶液制

备”项下对照品溶液 0，1，2，2. 5，4，5 mL，分别置 10 mL
容量瓶中，加水定容，摇匀，制成系列对照品溶液。按

“显色条件”项下方法制成质量浓度为 0，10. 32，20. 64，
25. 80，41. 28，51. 60 μg / mL 的 系 列 待 测 溶 液 ，于

490 nm波长处测定吸光度（OD）［9］。以葡萄糖质量浓度

（X，μg / mL）为横坐标、吸光度（Y）为纵坐标进行线性回

归，得回归方程 Y = 0. 245X - 0. 023 8（R2 = 0. 997）。结

果表明，葡萄糖质量浓度在 0～51. 60 μg / mL范围内与

吸光度线性关系良好。2）按2020年版《中国药典（一部）》

相关标准进行精密度、稳定性、重复性、加样回收试验，

结果葡萄糖吸光度的RSD分别为 0. 26%（n = 6）、1. 19%
（n = 6）、1. 98%（n = 6），表明仪器精密度良好，供试品溶

液在室温放置 5 h内基本稳定，方法重复性良好，平均

加样回收率为99. 10%，RSD为2. 46%（n = 6）。

2. 1. 2 正交试验

以提取时间（因素A）、提取次数（因素 B）、料液比
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（因素C）为考察因素，以总多糖含量为评价指标，采用

L9（34）正交试验法优选 SRP的最佳提取工艺［10］。因素水

平见表 1，正交试验设计及结果见表 2，方差分析结果见

表 3。由表 2及表 3可知，各因素作用强弱依次为 B >
A > C。根据实际情况综合考虑，确定 SRP最佳提取工艺

是A3B2C3，即提取2次、料液比1∶20、每次提取2. 5 h。
表1 因素水平表

Tab. 1 Factors and levels

水平

1
2
3

因素A（h）
1. 5
2. 0
2. 5

因素B（次）

1
2
3

因素C
1∶12
1∶15
1∶20

表2 L9（34）正交试验设计及结果

Tab. 2 Design and results of the L9（34） orthogonal test

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
R

因素A
1
1
1
2
2
2
3
3
3
79. 02
91. 36
96. 12
17. 10

因素B
2
2
3
1
2
3
1
2
3
72. 93
101. 01
92. 56
28. 80

因素C
1
2
3
2
3
1
3
1
2
86. 63
89. 68
90. 18
3. 55

总多糖含量（mg / g）
55. 23
97. 20
84. 62
76. 83
99. 20
98. 05
86. 73
106. 62
95. 01

表3 方差分析结果

Tab. 3 Results of ANOVA

方差来源

截距

A
B
C
残差

离差平方和

59 213. 876
889. 241
626. 566
219. 217
796. 13

自由度

1
2
2
2
2

均方

59 213. 876
444. 621
313. 283
109. 608

F值

148. 754
1. 117
0. 787
0. 275

P值

0. 007
0. 472
0. 560
0. 784

注：F0. 05（2，2）= 19. 00。
Note：F0. 05（2，2）= 19. 00.

2. 1. 3 验证试验

按处方比例称量复方药材3份，采用优化提取条件进

行工艺验证试验，测得总多糖平均含量为 105. 32 mg / g
（得率 0. 98%），RSD 为 3. 07%（n = 3）。总多糖含量接近

正交试验表中的最高值，且重复性好，工艺稳定合理。

2. 2 SRP 制备

取 4种药材饮片粉末（过 50目筛），混合均匀，石

油醚浸泡 24 h，脱脂后干燥。按最佳工艺煎煮，合并续

滤液，80 ℃及 60 r / min条件下浓缩至原有体积的 1 / 4，
与 95%乙醇（1∶4，m / V）混匀，4 ℃放置 24 h，常规离心，

去除上清液，得褐色沉淀物，60 ℃干燥，即得SRP［11］。
2. 3 SRP 分离纯化［12］

DEAE - 52纤维素柱：采用 Sevage法除蛋白后，取

适量的 SRP，加水，充分溶解制成 1. 0 mg / mL的 SRP溶
液，缓慢加到已平衡好的DEAE - 52纤维素柱中，依次

用蒸馏水及 0. 1，0. 3，0. 5 mol / mL的NaCl溶液洗脱，每

梯度 20管，每管 10 min，流速为 1. 0 mL / min。全自动部

分收集器收集洗脱液，以苯酚 -硫酸法在 490 nm波长

处测定吸光度。以吸光度为纵坐标、收集管数为横坐标

绘制洗脱曲线。结果DEAE - 52纤维素柱对 SRP具有明

显的分离效果，分别在水及 0. 1，0. 3 mol / mL NaCl溶液

处分离出多糖成分，收集各洗脱峰部分命名为A，B，C，
60 ℃下旋转蒸发浓缩。洗脱曲线见图2。

吸光度
1. 81. 61. 41. 21. 00. 80. 60. 40. 20

A B C

水

0. 1
mol
/ L N
acl

0. 3
mol
/ L N
acl

0. 5
mol
/ L N
acl

图2 SRP DEAE - 52纤维素柱洗脱曲线

Fig. 2 Elution profile of SRP by DEAE - 52 cellulose column

Sephadex G - 100凝胶柱：取上述 A，B，C收集液

5 mL，分别加到已平衡好的 Sephadex G - 100凝胶柱

中，以流速为 0. 1 mL / min的水洗脱，每管 10 min，收集

各洗脱液，以苯酚 -硫酸法在 490 nm波长处测定吸光

度。以吸光度为纵坐标、收集管数为横坐标绘制洗脱曲

线。结果成分A无法分离，洗脱条件有待进一步优化；

成分B为单一峰，且峰形相对对称，表明B为单一成分，

有待确定其结构；成分C有 2个分子量较集中的组分构

成，有待进一步分离。洗脱曲线见图3。
2. 4 小鼠免疫功能影响实验

2. 4. 1 小鼠溶血素生成实验及脏器指数测定

将50只NIH小鼠分为正常对照组（等体积水）、模型

组（等体积水）、三子固本方原液（SZGB）组（4 700 mg / kg）
及 SRP低、高剂量组（SZGB组，1 010，2 020 mg / kg），各

10只。灌胃给药或水，每日 1次，连续 15 d。给药第 12天
时，腹腔注射环磷酰胺（120 mg / kg）以复制免疫功能低

下小鼠模型，同时腹腔注射 5% SRBC致敏。末次给药后

第 1天，取全血上清液，加入有 2. 5% SRBC、1∶10豚鼠

补体的试管中，混匀，为待测样品；以生理盐水为空

白样品。各样品 37 ℃水浴 40 min，后置冰水中 10 min
终止反应。2 000 r / min离心 10 min，取上清液 200 μL，
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以空白样品调零，以酶标仪在 540 nm波长处测定待测

样品吸光度［13］，以该值表示溶血素生成量。同时取小鼠

胸腺、脾脏称定湿质量（mg），除以对应小鼠的体质量再

乘以 10，即得脾脏指数和胸腺指数。与正常对照组比

较，模型组溶血素生成量、胸腺指数及脾脏指数均显著

降低（P < 0. 01）；与模型组比较，SZGB组及 SRP低、高

剂量组溶血素生成量显著增加（P < 0. 05）。详见表4。
表4 各组溶血素生成量及胸腺指数、脾脏指数比较（X ± s，n = 10）
Tab. 4 Comparison of hemolysin production，thymus index and

spleen index in each group（X ± s，n = 10）

组别

正常对照组

模型组

SZGB组

SRP低剂量组

SRP高剂量组

吸光度

1. 599 9 ± 0. 257 8
0. 096 0 ± 0. 011 4##
0. 107 0 ± 0. 004 5*
0. 107 5 ± 0. 005 0**
0. 108 6 ± 0. 006 2**

胸腺指数

17. 99 ± 5. 35
12. 03 ± 3. 58##
10. 88 ± 3. 62
10. 84 ± 3. 31
10. 68 ± 3. 14

脾脏指数

55. 72 ± 9. 93
29. 16 ± 5. 80##
28. 80 ± 6. 90
26. 47 ± 3. 57
29. 46 ± 8. 47

注：与正常对照组比较，#P < 0. 05，##P < 0. 01；与模型组比

较，*P < 0. 05，**P < 0. 01。表5同。

Note：Compared with those in the normal control group，#P < 0. 05，
##P < 0. 01；Compared with those in the model group，*P < 0. 05，**P <
0. 01（for Tab. 4 - 5）.
2. 4. 2 小鼠碳廓清实验

同2. 4. 1项下方法分组及给药。末次给药后第1天，

尾静脉注射稀释墨汁，分别于注射后 2，20 min眼眶后

静脉丛取血 20 μL，脱颈椎处死小鼠，取其肝脏和脾脏

立即称质量（湿质量）。以酶标仪在 570 nm波长处测定

其吸光度，按下式计算廓清指数（K）和校正廓清指数

（α），以α表示碳廓清能力。与正常对照组比较，模型组

α显著降低（P < 0. 05）；与模型组比较，SZGB组及 SRP
低、高剂量组α显著升高（P < 0. 05）。详见表5。

K = logOD1 - logOD2
t2 - t1

α = K3 × 体质量

肝质量 + 脾质量

OD1为 t1（2 min）血样本的OD值，OD2为 t2（20 min）
血样本的OD值。

表5 各组α、NK细胞杀伤活性、SI比较（X ± s，n = 10）
Tab. 5 Comparison of of α，killing activity of NK cells and SI in

each group（X ± s，n = 10）

组别

正常对照组

模型组

SZGB组

SRP低剂量组

SRP高剂量组

α

3. 53 ± 0. 37
3. 11 ± 0. 46#
3. 43 ± 0. 15*
3. 70 ± 0. 27*
3. 72 ± 0. 40*

NK细胞杀伤活性（%）

20. 10 ± 2. 59
15. 47 ± 1. 38#
17. 17 ± 0. 96*
18. 95 ± 2. 71*
19. 05 ± 2. 42**

SI
2. 02 ± 0. 85
1. 04 ± 0. 28#
1. 37 ± 0. 30
1. 63 ± 0. 73
1. 81 ± 0. 74*

2. 4. 3 小鼠 NK细胞活性实验

取传代1 d生长的YAC - 1细胞，以磷酸盐缓冲液（PBS）
调细胞密度至 2 × 106 mL - 1，加入终浓度为 1 μmol/L的
荧光染料 CFSE，混匀后染色 10 min，2 000 r / min离心

10 min，弃上清液，以含 10%胎牛血清的RPMI 1640培
养液调细胞密度至 1 × 105 mL - 1。实验分为正常对照

组、模型组、SZGB组及 SRP低、高剂量组。取效应细胞

（小鼠脾细胞）及靶细胞（YAC - 1细胞）各 100 μL，加入

96孔U底板内（效靶比例为 50∶1）。37 ℃下孵育约 4 h，
收集细胞置5 mL离心管中，加1 mL PBS，1 200 r / min离心

10 min。弃上清液，用 400 μL PBS重悬细胞，加 20 μL PI
溶液，染色 5 min，以流式细胞仪分析细胞凋亡情况。以

CFSE和 PI双阳性细胞为死亡靶细胞，按公式［NK杀伤

活性（％）=（实验组死亡率 - 正常对照组死亡率）/
（100% - 正常对照组死亡率）× 100%］计算NK细胞杀

伤活性（正常对照组死亡率是指未加入效应细胞时，

YAC - 1细胞自发死亡率）。与正常对照组比较，模型组

NK细胞杀伤活性显著减弱（P < 0. 05）；与模型组比较，

SZGB组及 SRP低、高剂量组NK细胞杀伤活性显著增

强（P < 0. 05）。详见表5。
2. 4. 4 小鼠脾淋巴细胞增殖实验［14 - 15］

同2. 4. 1项下方法分组及给药。末次给药后第1天，

颈椎脱臼处死小鼠，无菌取其脾脏，常规制备脾细胞悬

液，1 200 r / min离心 10 min，收集细胞，用消毒超纯水

溶解红细胞，以等量 1. 8%高渗氯化钠溶液恢复其等渗

状态。裂解红细胞后，洗涤淋巴细胞 2次，用含 10%胎牛

A. 成分A B. 成分B C. 成分C
图3 Sephadex G - 100凝胶柱洗脱图

A. Component A B. Component B C. Component C
Fig. 3 Elution diagram of components by Sephadex G - 100 dextran gel column

A B C

吸光度1. 81. 61. 41. 21. 00. 80. 60. 40. 20 管数
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

吸光度1. 6
1. 4
1. 2
1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0 管数
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

吸光度1. 6
1. 4
1. 2
1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0 管数
1 3 5 7 9 111315171921232527293133353739414345
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血清的RPMI 1640培养液调细胞数至 2 × 106 mL - 1，细
胞培养板每孔加入 0. 2 mL细胞悬液及 0. 01 mL ConA，
以未加 ConA的孔作对照，以RPMI 1640培养液作空白

对照，各组均采用 3个复孔。5%CO2、37 ℃、饱和湿度下

培养 72 h，于培养结束前 1 h，每孔小心吸弃 100 μL培
养液上清液，加入 CCK - 8，每孔 0. 01 mL。以酶标仪在

450 nm波长处测定吸光度，刺激指数（SI）=（ConA孔吸

光度 -空白对照组吸光度）/（对照孔吸光度 -空白对

照组吸光度）。与正常对照组比较，模型组 SI显著降低

（P < 0. 05）；与模型组比较，SRP高剂量组 SI显著升高

（P < 0. 05）。详见表5。
3 讨论

本研究中将 SZGB中的多糖提取出来单独用药具

有如下优点：1）可解决患者服药量大的问题，避免煎煮

中药的不便；2）SRP制备后，可在一定程度上增强药效；

3）SRP制备过程及质量控制的建立，可一定程度解决中

药复方质量难把控的难题。SRP是由 SZGB经热水浸提

制备得到。在制备过程中，参考了文献报道的水提醇沉

法，发现多糖经过冻干机冷冻干燥后得到的成品比

60 ℃干燥后得到的多糖成品具有更强的吸湿性，故本

研究中SRP未作冻干处理，均采用60 ℃干燥法。

本研究中 SRP采用 Sevage法除蛋白，同时比较了

多糖损失和蛋白清除率的变化。结果除蛋白后 SRP纯
度较高，但损失率超过 34. 1%，总量较少，这是制约纯

化多糖应用于动物实验的主要因素。因此，本研究中

采用未除蛋白的 SRP用于小鼠免疫功能方面的研究。

机体的免疫功能包括体液免疫、单核 - 巨噬细胞

功能、NK细胞活性和细胞免疫 4个方面［16 - 17］。本研究

中分别通过溶血素生成（体液免疫）、小鼠碳廓清能力

（单核 -巨噬细胞功能）、NK细胞杀伤活性和脾淋巴细

胞增殖实验（T细胞免疫功能），探讨 SRP对免疫功能低

下模型小鼠的影响。结果显示，SZGB和SRP均能不同程

度提升模型小鼠的免疫功能。在体液免疫方面效果尤

其显著，提示在各给药组的溶血素水平均显著升高，表

明提高B细胞免疫功能可能是其增强机体免疫力的主

要途径之一；但ConA刺激的小鼠脾淋巴细胞增殖实验

中仅有 SRP高剂量组的变化具有统计学意义，提示在

细胞免疫方面作用可能较弱；单核 - 巨噬细胞功能和

NK细胞活性方面均有较好的改善效果；SRP比 SZGB对

小鼠免疫功能具有更好的改善作用。

综上所述，提取工艺的优化在一定程度上提高了

SRP的提取率，分离纯化为 SRP进一步的质量标准研究

奠定了基础。本研究中虽证实了 SRP具有增强模型小

鼠免疫功能的作用，但在免疫机制方面的研究较浅，如

通过何种有效成分来调节，以及调节免疫活性的途径

等尚未清晰，仍需进一步研究。
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