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鸡骨草多糖的分离纯化及抗氧化活性研究 
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摘要：从鸡骨草中分离纯化得到中性多糖 ACPa 和酸性多糖 ACPb 两种组分，通过高效凝胶渗透色谱（GPC）法测定了其相对

分子质量和 HPLC-ELSD 法分析了其单糖组成同时考查了它们的红外光谱特征，并且采用细胞模型抗氧化能力（cellular antioxidant 

activity, CAA）评价法对其进行了抗氧化活性评价。结果表明：ACPa 和 ACPb 均具有典型的多糖红外吸收峰，ACPa 的糖苷键以 α-

吡喃型为主，ACPb 的糖苷键包含型 α-和 β-吡喃型；ACPa 和ACPb重均相对分子质量分别为 1.24×105 Da 和 2.15×105 Da；ACPa是一

种葡聚糖，ACP 为杂多糖，含有鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖和葡萄糖，摩尔比为 1:3.4:3.6:10.9；在一定浓度范围内，ACPa 和 ACPb

的抗氧化作用随着浓度的增加而增强，当ACPa和 ACPb的质量浓度分别为 6.25 μg/mL 和 100.00 μg/mL 时，CAA 值达到 20，但在此

基础上继续增加多糖浓度，CAA 值并未随浓度的增加而显著性增加。 
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Abstract: Row polysaccharide (ACP) was extracted from air part of Abrus cantoniensis Hance by ethanol precipitation and further purified 

by DEAE anion exchange chromatography to obtain fractions ACPa and ACPb, for investigation of their antioxidant activity and preliminary 

characterization. Weight-average molar mass (MW) and monosaccharide composition of the polysaccharide were determined by gel permeation 

chromatography (GPC and High-performance liquid chromatography with evaporative light-scattering detection (HPLC-ELSD), respectively. A 

cellular antioxidant activity (CAA) assay was used to quantify the antioxidant activity of purified fractions by conducting in human liver 

carcinoma HepG2 cells. The results showed that weight-average molar mass (MW) of ACPa and ACPb were 1.24×105 Da and 2.15×105 Da, 

respectively. Infrared (IR) spectra analysis demonstrated that both of them had the typical characteristic absorption of polysaccharides, ACPa 

only contained glucose, while ACPb was a heteropolysaccharde, composed of rhamnose, arabinose, galactose and glucose in a molar ratio of 

1:3.4:3.6:10.9. Moreover, cellular antioxidant activity (CAA) assay suggested a positive relationship between antioxidant effect and dose of 

ACPa and ACPb. In a certain concentration range，antioxidant effect of ACPa and ACPb increased with increasing their concentration. When 

concentration of ACPa and ACPb were 6.25 μg/mL and 100.00 μg/mL, respectively, CAA value reached 20. Further increasing their dose 

showed little effects on the antioxidant effects. 
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鸡骨草（Abrus cantoniensis Hance），又名广州相

思子，是广西、广东等南部省区的道地药材，也是我

国出口的中草药品种之一[1]。研究发现鸡骨草全草中

主要含有生物碱类、黄酮类、皂苷类、甾醇化合物、

多酚类和糖类等化合物。由于大量药理和临床研究表

明，多糖类化合物具有抗肿瘤、抗病毒、调节免疫力、 
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抗氧化活性等功效，鸡骨草中的多糖物质已逐渐引起

人们的研究兴趣。研究鸡骨草多糖的抗氧化活性，对

于开发天然抗氧化剂及充分挖掘鸡骨草多糖药用价值

具有重要意义。科学有效地筛选出植物中具有抗氧化

活性多糖成分的一个重要方面在于正确选取评价物质

抗氧化能力的方法。目前评价物质的抗氧化活性的体

外实验方法主要是化学法和细胞模型法，化学方法包

括 DPPH法、ABTS 法和氧自由基吸收能力（ORAC）

等，化学方法简单方便，应用广泛，但通常不是在生
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理条件下进行，而且也没有考虑到物质的吸收、代谢、

运输等因素，细胞模型抗氧化能力评价方法（Cellular 

antioxidant activity, CAA）由 Liu 等[2]建立，该方法不

仅经济、快捷，且能够比较准确反映抗氧化剂的体内

抗氧化能力。 

关于鸡骨草多糖制备工艺和多糖提取液的抗氧化

活性研究已有报道。吴庆功等[3]采用正交试验法对鸡

骨草多糖的提取工艺和脱蛋白工艺进行了研究并确定

了其最佳工艺。谭冰等[4]研究表明鸡骨草多糖提取液

对羟基自由基具有较好的清除作用。可见，国内对鸡

骨草多糖的现有研究一方面停留在对其提取和除杂工

艺上，另一方面在鸡骨草多糖抗氧化活性研究中不仅

停留在多糖提取液上而且主要采用化学方法评价；对

于鸡骨草经提取、除杂后的进一步分离纯化，纯化后

多糖级分的分子量大小、红外光谱、单糖组成等基本

特征，尤其是采用细胞模型评价其抗氧化活性的研究

报道却较少。本实验用离子交换柱层析从鸡骨草中的

分离出中性多糖和酸性多糖两种组分，不仅从分子量

大小、光谱特征、单糖组成等方面分析了它们的基本

特征，而且采用 CAA 法评价了它们的抗氧化活性，

以期为鸡骨草多糖的进一步纯化、结构分析和抗氧活

性研究提供研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

1.1.1  原料和试剂 

鸡骨草，购于广州佛山制药厂；D354FD 树脂，

广州市广联津化工有限公司；Whatman DEAE- 

Cellulose-52，广州东巨有限公司进口分装；人肝癌

HepG2 细胞，美国模式培养物保藏所；CM培养基、

PBS、0.25%胰酶-EDTA 消化液、胎牛血清、2’,7’-二

氯荧光二乙酸盐（DCFH-DA）及 ABAP(2,2’-azobis 

(2-methylpropionamidine)-dihydrochloride)美国 Sigma

公司；L-鼠李糖、L-阿拉伯糖、D-木糖、D-半乳糖、

D-甘露糖、D-葡萄糖，中国试剂网；甲醇、乙腈 色

谱纯；其它化学试剂均为国产分析纯。 

1.1.2  主要仪器设备 

SZCL-2 电热套磁力搅拌器，巩义予华仪器有限

公司；SHZ-D(III)循环水真空泵，广州红图仪器有限

公司；RV10 数显型旋转蒸发仪，广州市东南科创科

技有限公司；DL-50 离心机，广州深华生物技术有限

公司；TU-1901双光束紫外-可见分光光度计，北京普

析通用仪器有限责任公司；HL-2B 恒流泵、BSZ-100

自动部分收集器，上海精密科学仪器有限公司；

Multiskan MK3 酶标仪，Thermo Scientific 公司；18-N

冷冻干燥机，广州德菲科学仪器有限公司；Agilent 

1260，高效液相色谱系统，美国Agilent 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  鸡骨草多糖的分离纯化工艺 

将鸡骨草药材粉碎过 32目筛，于 60 ℃下干燥至

恒重后，取干粉，以 1:30 的料液比，在磁力搅拌下，

92 ℃恒温提取3 h，共提取 3次，5000 r/min 下离心

15 min 进行过滤。合并所有的滤液并减压浓缩到一定

体积，将糖液和 1/4 体积的 sevag 试剂（氯仿-正丁醇

为 4:1）进行混合，震荡 20 min，重复操作 12 次以上

至紫外光谱扫描在 280 nm 和 260 nm 处无明显的吸收

峰。将已脱蛋白的多糖上清液添加 D354FD树脂脱色，

减压浓缩后，边搅拌边缓慢加入无水乙醇至乙醇最后

浓度为 75%，于 4 ℃冰箱静置过夜，离心，沉淀，依

次用无水乙醇、丙酮、无水乙醚洗涤数次，真空干燥，

最后得到脱蛋白后的鸡骨草多糖粗品ACP。 

将上述制备的鸡骨草多糖 ACP 用去离子水溶解，

离心除去不溶物，过 DEAE-Cellulose-52 阴离子交换

柱层析，用不同浓度的 NaCl 溶液进行洗脱，收集洗

脱液并浓缩，透析，冷冻干燥。 

1.2.2  分子量的测定 

将冷冻干燥后多糖样品溶于 0.02 mol/L磷酸二氢

钾溶液(pH 6.0)，制成 1.0 mg/mL的溶液，过 0.45 μm

滤膜，并参照陈健等的测定方法与实验条件，采用凝

胶渗透色谱（GPC）测定其分子量[5] 

1.2.3  红外光谱分析 

称取经离子交换柱层析后得到两种多糖组分 1~2 

mg，使用 KBr 混合压片法在 4000~400 cm-1范围内进

行红外光谱扫描。 

1.2.4  单糖的组成 

多糖的水解：分别称取 5.00 mg ACP-1、ACP-2

于安瓿瓶中，加入2.00 mol/L三氟乙酸（TFA）2.00 mL，

110 ℃封管水解 4 h，水解液减压浓缩至干，再加甲醇

3.00 mL蒸干，重复 3 次，以除尽TFA 。加少量水溶

解，水解产物经 0.45 µm微孔滤膜过滤，取滤液 20µL

上机进行液相分析。 

液相色谱条件：采用Shodex Asahipak NH2P-50G

串联 Shodex Asahipak NH2P-50 4E（4.6 mm×250 mm）

色谱柱及蒸发光检测器（ELSD）。色谱柱柱温 30 ℃；

流动相为乙腈/水（80:20），流速 1.0 mL/min；ELSD

检测器温度 45 ℃，气体流速 2 L/min，辅助气（N2）

压力 4.0 bar，增益为 4。 

1.2.5  CAA 法测定抗氧化活性 
参照 Liu 等实验方法[2,6]，人肝癌 HepG2 细胞

（12~35代），接种于96孔板培养板，每个孔约含6×104
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个细胞，加入 100 μL CM培养液（考虑到边缘效应，

注意不要使用边缘孔），培养24 h 后除去培养液，PBS

清洗一次。在样品组加入 100 μL含有 DCFH-DA（25 

μmol/L）荧光探针和不同浓度多糖的新鲜培养基，控

制组和空白组中加入100 μL含DCFH-DA（25 μmol/L）

但不含多糖的新鲜培养基；然后放置 5% CO2、37 ℃

培养箱中继续培养 1 h。用 100 μL PBS 清洗 1 次，样

品组和控制组加入 ABAP 工作液（终浓度为 600 

μmol/L）后，迅速放置于多功能酶标仪中并测定其荧

光值，测定条件为：激发波长为 485 nm，发射波长为

538 nm，1 h内每 5 min 测定一次。空白组不进行 ABAP

工作液处理，各实验组均设置三个复孔。使用

Sigmaplot 10.0 软件计算时间-荧光强度曲线下的积分

面积，并按照以下公式计算鸡骨草多糖 CAA值。 

 CAA 100 SA CA      

注：
SA 表示加入不同质量浓度的鸡骨草多糖后的荧光值-

时间曲线的积分面积；
CA 表示控制组荧光值-时间曲线的积分

面积。 

2  结果与讨论 

2.1  鸡骨草多糖的提取与柱层析分离纯化 

鸡骨草经 92 ℃热水提取得到粗多糖液，再用

Sevag 法除蛋白，树脂脱色，乙醇醇沉，离心分离得

到的沉淀依次用无水乙醇、丙酮、乙醚洗涤，最后真

空干燥，得到多糖粗品 ACP。ACP 用去离子水复溶，

离心除去不溶物，糖液用 DEAE-Cellulose-52 纤维素

层析柱将 ACP 的不同组分相分离。多糖加样后，分别

去离子水、0.1、0.3 和1.5 mol/L NaCl的溶液进行洗脱，

苯酚-硫酸法[7]（以葡萄糖为标准品）进行跟踪，结果

出现 3 个洗脱峰（图 1a），为了进一步考查鸡骨草多

糖中带负电性酸性多糖的分布情况，用 0.05、0.10、

0.20、1.50 mol/L NaCl的溶液进行洗脱，结果呈现三

种酸性多糖组分(图 1b)，对照图 1a可知，在0.20 mol/L 

NaCl的离子强度下，已基本将鸡骨草中的酸性多糖洗

脱下来，继续增加 NaCl的溶液达到 1.5 mol/L，未见

有洗脱峰，因此选用 0.2 mol/L NaCl溶液可以将酸性

多糖洗脱下来。一般而言，多糖经过柱层析分离、合

并洗脱峰，减压浓缩，透析，冷冻干燥等操作后，收

集到的量极少，如果按图 1b结果，对 ACP 进一步纯

化、生物活性研究和结构分析，将大量增加实验难度

与工作量。因此，本实验从整体出发，确定鸡骨草多

糖中的中性多糖和酸性多糖为研究对象，用0.2 mol/L

离子强度的 NaCl 洗脱下鸡骨草中的酸性多糖组分，

结果得到两个分布较对称的洗脱峰（图 1c），将两组

分分别收集、浓缩、透析、冻干，依次命名为 ACPa

和 ACPb。 

 

 

图 1 鸡骨草多糖 DEAE-Cellulose-52 柱层析洗脱曲线 

Fig.1 Elution profile of crude polysaccharides from Abrus 

cantoniensis Hance on DEAE-cellulose-52 column 

2.2  ACPa 和 ACPb 的分子量测定 

由 ACPa（图 2b）和 ACPb（图2a）的 GPC 色谱

图可知，ACPa 的重均分子量（Mw）为 1.24×105 Da，

数均相对分子质量（Mn）为 0.80×105 Da，峰位相对

分子质量（Mp）为 1.02×105 Da，相对分子质量分布

指数 D 为 1.37。ACPb 的重均分子量（Mw）为2.15×105 

Da，数均相对分子质量（Mn）为 1.15×105 Da，峰位

相对分子质量（Mp）为 1.57×105 Da，相对分子质量

分布指数 D 为 1.63。其中相对分子质量分布指数 D 表

示多糖相对分子质量多分散性程度，当 D＝１时多糖

相对分子质量分布集中，D 值越大，多糖分散性程度

越大[5]。ACPa 和 ACPb 的 D 值分别为 1.37 和 1.63，

表明 ACPa 和 ACPb 均相对分子质量分布比较集中的
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多糖，只是 ACPa 分布相对集中，ACPb 分布相对比

较宽。 

 

图 2 ACPa 和 ACPb 的 GPC 图谱 

Fig.2 The GPC diagram of ACPa and ACPb 

注：a：ACPa，b：ACPb。 

2.3  ACPa 和 ACPb 的光谱分析 

将 ACPa 和 ACPb 溶于去离子水中，配制成质量

浓度为 1.0 mg/mL的溶液，在 200~400 nm下进行紫

外波长扫描。结果可知，两多糖组分在 280 nm和 260 

nm 附近均无明显特征吸收峰，说明其均不含蛋白质、

核酸。 

 
图 3 ACPa 和 ACPb 红外光谱图 

Fig.3 Infrared spectra of ACPa and ACPb 

ACPa 和 ACPb 的红外光谱扫描结果如图 3。由图

可初步判断 ACPa、ACPb 均是多糖类化合物，其中在

3500~3200 cm-1间的强吸收峰，是由 O-H的伸缩振动

引起的。在 3000~2800 cm-1 间呈现稍弱的吸收峰，该

峰是 C-H的伸缩振动引起的，在 1400~1200 cm-1间均

有不太尖的吸收峰，该峰是 C-H 的变角振动峰[8,9]。

ACPa 的 IR 图谱中，1010~1200 cm-1 处有三个吸收峰，

即 1155，1081 和 1021 cm-1，说明鸡骨草多糖 ACPa

的糖环构型是吡喃型；855 cm-1 处的吸收峰表明该多

糖主要以 α-糖苷键进行连接[10]；932 cm-1 处的吸收峰

是 α-D-葡萄糖吡喃糖化合物的吸收峰，表明 ACPa 中

含有 α-D-葡萄糖[10]。ACPb 的 IR 图谱中，1010~1200 

cm-1 处同样有三个吸收峰，并且在855 cm-1和 895 cm-1

处均有吸收峰，说明该多糖的糖环构型也是吡喃型，

其不仅有 α-糖苷键连接方式还有 β-糖苷键连接方式
[11~12]。 

2.4  单糖的组成 

目前，多糖的单糖的组成检测方法主要是气相色

谱法和液相色谱法，由于糖类化合物沸点高，挥发性

低，难汽化，使用气相色谱法时需要经过繁琐的衍生

化过程。本研究采用液相色谱法结合蒸发光检测器可

以简化实验操作，多糖水解后的固形物和单糖标准品

使用超纯水溶解，过膜后的滤液可以直接进行高效液

相色谱分析。ACPa 和 ACPb 经 TFA水解并除尽TFA

后 ，加少量水溶解，取滤液20 µL上机进行液相分析，

与鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖、半乳糖、葡萄

糖标准品的色谱图比较确定单糖的种类和比例。结果

如图 4 所示，图 4c 为混合单糖标准品的高效液相色谱

图，图中的六个峰分别表示 L-鼠李糖、L-阿拉伯糖、

D-木糖、D-甘露糖、D-半乳糖和 D-葡萄糖。对照混合

单糖标准品高效液相色谱图可知 ACP-0.0（图 4b）主

要由葡萄糖组成，ACP-0.2(图 4a 主要由鼠李糖、阿拉

伯糖、半乳糖和葡萄糖组成，各组成单糖的摩尔比为

鼠李糖：阿拉伯糖：半乳糖：葡萄糖=1:3.4:3.6:10.9。 

 
图 4 混合标准单糖和 ACPa、ACPb 水解液的高效液相色谱图 

Fig.4 Liquid chromatogram of standard monosaccharides and 

hydrolyzed monosaceharides of ACPa and ACPb 

2.5  ACPa 和 ACPb 的抗氧化活性 

2.5.1  ACPa 和 ACPb 对细胞荧光强度的影响 

 

 

图 4 不同质量浓度（μg/mL）的 ACPa和 ACPb 对细胞荧光强度

的影响 

Fig.4 Effect of concentrations of ACPa and ACPb on cellular 

fluorescence intensity 

本实验采用了细胞模型抗氧化能力评价方法
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（CAA），借助荧光探针，依据探针荧光强度的变化

来间接考查抗氧化物质对活性氧的影响情况，荧光强

度越低，活性氧含量越低，物质抗氧化活性越强。结

果如图。其中图 4a 和图 4b 是 ACPa 不同质量浓度下

对活细胞内荧光强度的影响，图 4c 和图 4d 是 ACPb

不同质量浓度下对荧光强度的影响。综合图 4，可知，

ACPa 和 ACPb 均具有一定的抗氧化活性，细胞内荧

光强度随着多糖的浓度的增加而下降。 

2.5.2  ACPa 和 ACPb 的 CAA 测定 

 

 

图 5 ACPa 和 ACPb 抗氧化作用的剂量-效应曲线 

Fig.5 Dose-response curve of antioxidant activity of ACPa and 

ACPb 

CAA 法可通过计算化合物的 CAA50 值来评价其

抗氧化能力，即当 CAA值达到 50 时，抗氧化剂相对

应的浓度，浓度越低抗氧化剂的抗氧化能力越强。由

图 5 可知，在一定浓度范围内，ACPa 和 ACPb 均具

有一定的抗氧化活性，且抗氧化作用随多糖的质量浓

度的增加而增强。ACPa 的质量浓度为6.25 μg/mL时，

CAA值达到 20（如图 A；ACPb 的质量浓度达到100.00 

μg/mL时，CAA值达到 20。综合比较图图 5，比较低

浓度实验组和高浓度实验组结果可知，当继续增加浓

度，甚至是很大幅度增加了浓度后，细胞内荧光强度

并未显著性下降，因此，不能进一步计算出 ACPa 和

ACPb 的 CAA50。究其原因，可能是由于多糖类合物

属于极性大分子聚合物，不易穿透细胞膜的磷脂双分

子层，影响了人肝癌 HepG2 细胞对其的吸收。另一方

面，多糖链上含有大量羟基，存在分子内或分子间氢

键相互作用，使得多糖分子在溶液中呈现各种构象
[13]，多糖在培养液中的溶液行为及分子链构象的变

化，可能在某种程度上影响了多糖在 HepG2 细胞内抗

氧化活性的表达，高剂量作用下甚至可能会加剧这种

影响。 

应用细胞模型研究物质抗氧化性的显著性优势在

于考虑到物质在细胞内的吸收、代谢情况，但如果实

验中每孔所接种的细胞数目差异很大[14]，孔内细胞分

布均匀性情况相差较大，各孔中细胞对物质的吸收情

况差异，最后将对实验结果造成很大的影响。正如图

5 所示，ACPa 和 ACPb 抗氧化作用的剂量-效应曲线

中的 R2 仅在 0.3~0.55 之间。因此，进行初步筛选出鸡

骨草多糖中具有抗氧化活性的组分时，不宜采用 CAA

法作为评价方式，在下接来的研究中，我们将采用

ORAC 法对鸡骨草多糖进行的抗氧化能力初步评估。 

3  结论 

通过热水提取乙醇醇沉，sevag 法除蛋白，树脂

脱色、离子交换柱层析分离纯化得到鸡骨草的中性多

糖组分 ACPa 和酸性多糖组分 ACPb。GPC 分子量测

定结果显示，ACPa 和 ACPb 相对分子质量分布均比

较集中，它们的重均分子量分别为 1.24×105 Da、

2.15×105 Da，红外光谱结果表明它们都是多糖类化合

物，ACPa 的糖链以 α 型吡喃糖苷为主，ACPb 的糖苷

键包含 α 型和 β 型吡喃糖苷。HPLC-ELSD 分析结果

显示 ACPa 是一种葡聚糖，ACPb 为杂多糖，由鼠李

糖、阿拉伯糖、半乳糖和葡萄糖组成，摩尔比为

1:3.4:3.6:10.9。CAA 实验表明，在一定浓度范围内，

ACPa 和 ACPb 的抗氧化作用随着浓度的增加而增强， 

当 ACPa 和 ACPb 的质量浓度分别达到 6.25 μg/mL、

100.00 μg/mL 时，CAA 值达到 20，但在此基础上继

续增加多糖浓度，CAA值并未随浓度的增加而显著性

增加。 
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