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!摘要"%目的& 模拟人工胃液条件处理不同种质资源蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%和膜荚黄芪$移栽芪和野生

芪%细胞可溶性多糖及糖缀合物& 获得一系列 X5)8糖指纹图谱& 用于黄芪的种质资源鉴别和评价) 方法& 利用

\&6)5软件对数据进行主成分分析及K检验& 获得区分不同种质资源黄芪的差异性糖组分) 结果& 蒙古黄芪中移栽

芪和野生芪分离现象明显& 且多糖酸解产物中的四糖和六糖可以作为区分生长方式的主要差异性糖片段& 野生蒙古

黄芪中四糖的含量高于蒙古移栽芪中含量& 移栽蒙古黄芪中六糖的含量高于野生芪中含量( 三糖和四糖可以作为区

分野生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪的主要差异性片段( 五糖和六糖可以作为区分移栽蒙古黄芪与移栽膜荚黄芪的主要

差异性片段) 结论& 人工胃酸降解的多糖产物能很好的鉴别黄芪种属$野生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪* 移栽蒙古黄

芪与移栽膜荚黄芪%& 生长方式$移栽蒙古黄芪和野生蒙古黄芪%) 本研究为黄芪药材的品质评价奠定了基础)

!关键词"%人工胃酸( 黄芪( 生长方式( 多糖( 指纹图谱
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黄芪& 作为我国传统的珍贵补益药材之一& 使

用历史已有 !""" 多年& 素有 "十方八芪# 之说) 中

华人民共和国药典$!"#" 版%规定& 黄芪为豆科草本

植物 黄 芪 属 蒙 古 黄 芪 L8#+$7$/.84%4)+$0$5%.8

$.+JC*0%4?-0O;M04*07>*/35.8$4?-0% Ĵ+;'或膜荚黄

芪L04%4)+$0$5%.8$.+JC*0%4?-0的干燥根+#,

) 本品

具有补气固表* 利尿排毒* 敛疮生肌等功效+!,

& 用

于气虚乏力& 食少便溏+F,

& 是一种常见的补益中药)

黄芪的主要化学成分包括黄酮类* 皂苷类* 黄芪多

糖* 氨基酸等多种成分+V,

) 其中& 黄芪多糖具有增

强机体抵抗力* 促进抗体生成* 促进免疫* 双向调

节血糖和保护心血管系统等作用+E9$,

& 是黄芪发挥免

疫调节活性的主要物质) 然而复方中药中黄芪多糖

主要经口服进入胃内& 在胃酸与胃酶作用下降解为

寡糖片段后被吸收利用) 这些寡糖化合物分子量分

布如何& 不同种质资源蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%

和膜荚黄芪$移栽芪和野生芪%多糖经胃酸处理后是

否存在差异& 这些寡糖如何发挥活性作用目前尚不

清楚)

近年来关于体外模拟人工胃液实验研究较多&

如金晖+D,等通过南瓜多糖在体外模拟人工胃液条件

下的水解实验获知& 随胃酸与胃酶作用时间的延长&

还原糖的量不断缓慢增加& X̂W)结果显示作用 F"

:+,时出现小分子糖& 作用 D" :+, 时大分子量多糖

出现明显变化& 提示南瓜多糖在体外模拟人工胃液

环境中随时间作用会发生一定程度的降解& 产生还

原糖和寡糖片段) 陈萍+#",等通过抗氧化活性较好的

茶多糖QX.7" 在体外模拟人工胃液条件下的水解试

验获知& 茶多糖在体外模拟人工胃液环境中随时间

作用会发生一定程度的降解& 产生还原糖和寡糖

片段)

因此& 本研究模拟人工胃酸条件处理不同种质

资源蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%和膜荚黄芪$移栽

芪和野生芪%细胞可溶性多糖及糖缀合物& 获得指纹

图谱& 分析其降解片段的分子量分布& 并用主成分

分析找出不同种质资源黄芪差异的糖组分) 研究结

果不仅为黄芪种质资源鉴别提供了方法& 而且为降

解产生的黄芪活性寡糖筛选奠定了基础)

89材料与方法

8;8 植物材料

本实验所需植物材料包括蒙古黄芪$移栽芪和野

生芪%和膜荚黄芪 $移栽芪和野生芪%两个种& 共

!V 批) 购买自河北安国药材市场) 将药材保存于阴

凉* 干燥通风处) 药材详细信息如表 # 所示) 将这

!V 批不同种质资源的黄芪药材分别粉碎得到细粉&

备用)

表 89黄芪样本信息
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$ .+JC*0 %

4?-0O;M0

4*07>*/35.8

$ 4?-0 %
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E
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\*;,<+̂ B,>B;, E

#F ))#

#V ))!

#E ))F

#U ))V

#7 ))E

#$ ))U

#D 5)#

!" 5)!

!# 5)F

!! 5)V

!F 5)E

!V 5)U

L04%4)+$0$5%.8

$ .+JC*0 %

4?-0

)B2K+O;K-(

a+2(

-̂+2',?A+;,?*B2;, #

-̂+2',?A+;,?*B2;, #

-̂/-+i*;,?A+;Z'B !

\*;,(',?a-,(-,? #

\*;,(',?a-,(-,? !

\*;,(',?a-,(-,? #

-̂+2',?A+;,?h+;?-(;R+ E

\*;;,<+ E

-̂+2',?A+;,?*B2;, E

6,,-M&',?'2+; E

-̂+2',?A+;,? E

-̂+2',?A+;,? E

8;< 仪器与试剂

_GG9#")型电泳仪电源& _G9)7 型电泳仪$北

京市六一仪器厂%( 真空冷冻干燥仪$i_95#W%( 真

空旋转蒸发仪 8̀9E!5( 高速冷冻离心机$宁波新芝

科技有限公司QHW9#U 型%)

葡萄糖* 麦芽糖* 棉子糖* 麦芽四聚糖* 麦芽

五聚糖和麦芽六聚糖标准品( 亚铁氰化钾* 乙酸锌*

$9氨基萘9#& F& U9三磺酸$53Q\%* 3;)34̂

F

* 丙烯

酰胺$5CM>2;:+(-%* 3& 39亚甲基二丙烯酰胺$4+J9

;CM>2;:+(-%* 尿素 $NM-;%* 三羟甲基氨基甲烷

$QM+J%* 硼酸$^

F

4[

F

%* 过硫酸铵$5X%* 乙醇等均

为分析纯( 人工胃酸)
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8;= 方法

#0F0# 黄芪多糖的提取和纯化

$#%提取粗多糖 将干燥的蒙古黄芪$移栽芪和野生

芪%和膜荚黄芪$移栽芪和野生芪%粉碎成粉末& 过 #""

目筛& 取黄芪细粉约 E ?& 精密称定后置于 #""" :W圆

底烧瓶中& 加水 E"" :W$#f#""%& #"" o回流提取 # *&

降至室温后离心取上清液) 残渣再加水 V"" :W$料液比

#f$"%& 重复提取 # 次& 取上清& 合并上清) 浓缩& 用

DEg的乙醇调节至含醇量为 $"g) F""" M!:+,

c#离心

#" :+,) 合并沉淀& 冷冻干燥的多糖粗粉)

$!%纯化多糖 将上一步骤得到的多糖粗粉溶于

水中& 加入各 #"g体积的 #"0Ug的亚铁氰化钾溶液

和 !#0Dg的乙酸锌溶液& 振摇后静置 F" :+,& 离心

得到纯化多糖& 冻干& 备用)

#0F0! 人工胃液的配制%参照 !"#" 年版 -中国药

典. 规定& 取稀盐酸 #U0V :W& 加约 $"" :W水及胃

蛋白酶 #" ?& 摇匀后加水稀释成 #""" :W& 即得)

#0F0F 黄芪多糖的酸解和衍生化%蒙古黄芪$移栽芪

和野生芪%和膜荚黄芪 $移栽芪和野生芪%多糖约

E :?& 置于 #" :W具塞玻璃管中& 分别用人工胃酸

! :W对四种多糖进行酸解& 然后根据最优降解条

件& V" o摇床孵育 # *& 置于 $" o水浴上灭活

!" :+,& 离心$F""" M!:+,

c#

& E :+,%& 去上清& 氮

气吹干) 将酸解产物溶于 !""

#

W的 3;)34̂

F

溶液

中& 加入 !""

#

W的53Q\衍生化试剂& F7 o摇床孵

育 #E * 后& 将产物用氮气吹干& 溶于 # :W的

U :'2!W

c#的尿素溶液& 备用)

#0F0V 黄芪多糖和糖标准品酸解产物电泳分析%采

用垂直板凝胶电泳分离糖标准品及黄芪多糖部分酸

解衍生化产物& 分离胶和浓缩胶分别为"0# :'W!W

c#

QM+J9̂

F

4[

F$

P^l$0!%溶液配制的F" ?!$#"" :W%

c#

和 $ ?!$#"" :W%

c#的聚丙烯酰胺凝胶) 电泳缓冲液

为 "0# d"0! :'W!W

c#

QM+J9̂

F

4[

F

$P^l$0!%) 上样

量为 # dF

#

W& 以溴酚蓝为前沿指示剂& 首先采用

$" 1电压进行电泳分离 U" :+,& 随后采用 !""1电

压进行电泳分离 #!" :+,)

#0F0E 数据处理%将电泳图导入 mB;,K+K>[,-软件&

经过扣除背景* 手动校正* 基线校准等处理后& 得

到色谱图) 色谱图转化为8<C-2数据后导入 \&6)59X

#F0" 进行分析& 然后运用代谢组学分析技术寻找差

异代谢物)

<9结果

<;8 蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%和膜荚黄芪$移栽芪

和野生芪%多糖酸解产物的电泳指纹图谱

注' 3)#9U 表示蒙古野生黄芪多糖酶解产物( ))#9U 表示膜荚移栽黄芪多糖酶解产物( )#9U 表示蒙古移栽黄芪多糖酶解产

物( 5)#9U 表示膜荚野生黄芪多糖酶解产物

图 89黄芪多糖人工胃酸酸解产物的03HP指纹图谱分析图

!VE#!
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<;< 黄芪多糖降解后黄芪寡糖的分子量分布分析

由黄芪多糖部分酸解衍生化产物电泳的 L̀值&

根据X5)8电泳后六种糖标准品的 L̀9分子量标准曲

线$图 !%& 推出黄芪多糖降解后黄芪寡糖相应的分

子量) 分子量与 L̀值分布如下图 !)

图 <9葡萄糖' 麦芽糖' 棉子糖' 麦芽四聚糖' 麦芽

五聚糖和麦芽六聚糖标准品电泳后T-E分子量标准曲线

<;= 蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%和膜荚黄芪$移栽芪

和野生芪%四组多糖酸解产物的电泳指纹图谱多元统

计分析

%%图 F 中5为蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%和膜荚

黄芪$移栽芪和野生芪%多糖酸解产物电泳指纹图谱

X)5得分散点图& 可见& 蒙古芪与膜荚芪可得到较

好分离& 蒙古移栽芪和野生芪分离明显& 膜荚移栽

芪和野生芪分离不明显) 进行有监督的 XW\9_5分

析$见图 F94%发现与 X)5图基本一致& 模型参数为

!̀ l"0V!E& m! lc"0UFD) 用外部模型验证方法排

列实验来证明模型成立$见图 F9)%& 载荷图分析$见

图 F9_%可以继续后面部分差异成分的筛选)

从5图分析& 蒙古黄芪和膜荚黄芪种属之间的差

异要大于移栽和野生生长方式间差异& 野生蒙古黄芪

与野生膜荚黄芪分离现象明显& 移栽蒙古黄芪与移栽

膜荚黄芪分离现象明显& 可以对同一生长方式不同种

属黄芪进行差异性片段寻找( 膜荚黄芪中移栽芪和野

生芪分离现象不明显& 寻找差异性片段意义不大( 蒙

古黄芪中移栽芪和野生芪能得到很好的分离& 对区分

蒙古黄芪移栽和野生的差异性片段进行筛选)

<;> 筛选野生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪多糖人工胃

酸酸解产物差异性生物标志物

%%图 V 中5为野生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪多糖

酸解产物电泳指纹图谱 [XW\9_5散点图& 可见& 野

生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪可得到较好分离) 用外

部模型验证方法排列实验来证明模型成立$见图 V9

4%& 载荷图分析$见图 V9)%可以进行差异成分的

注' 50X)5得分图( 40XW\9_5得分图( )0模型验证图(

_0W';(+,?图

图 =9蒙古黄芪#移栽芪和野生芪$和膜荚黄芪

#移栽芪和野生芪$多糖人工胃酸酸解产物电泳指纹

图谱的多元统计分析

筛选)

由图分析可知& 三糖和四糖可以作为区分野生

蒙古黄芪与野生膜荚黄芪的主要差异性片段) 对该

片段分析发现& 野生膜荚黄芪中三糖和四糖的含量

均高于野生蒙古黄芪的含量)

<;? 筛选移栽蒙古黄芪与移栽膜荚黄芪多糖人工胃

酸酸解产物差异性生物标志物

%%图 U 中5为移栽蒙古黄芪与移栽膜荚黄芪多糖

!EE#!
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注' 50[XW\9_5散点图( 40模型验证图( )0W';(+,?图

图 >9野生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪多糖人工胃酸

酸解产物电泳指纹图谱的多元统计分析

图 ?9野生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪多糖人工胃酸

酸解产物差异性糖片段个数#3$和糖片段柱状图#!$

酸解产物电泳指纹图谱 [XW\9_5散点图& 可见& 野

生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪可得到较好分离) 用外

部模型验证方法排列实验来证明模型成立$见图 U9

4%& 载荷图分析$见图 U9)%可以进行差异成分的

筛选)

注' 50[XW\9_5散点图( 40模型验证图( )0W';(+,?图

图 @9移栽蒙古黄芪与移栽膜荚黄芪多糖人工胃酸

酸解产物电泳指纹图谱的多元统计分析

由图分析可知& 五糖和六糖可以作为区分移栽

蒙古黄芪与移栽膜荚黄芪的主要差异性片段) 对该

片段分析发现& 移栽膜荚黄芪中五糖和六糖的含量

均高于移栽蒙古黄芪的含量)

<;@ 筛选蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%多糖人工胃酸

酸解产物差异性生物标志物

%%图 $& 为了明确蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%多

糖人工胃酸酸解产物间的化学差异成分& 分组对酸

解产物的电泳指纹图谱进行 [XW\9_5* 模型验证及

载荷图分析& 筛选生物标志物)

蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%多糖人工胃酸酸

解产物电泳指纹图谱的 [XW\9_5分析结果见图 $)

!UE#!
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图 A9移栽蒙古黄芪与移栽膜荚黄芪多糖人工胃酸

酸解产物差异性糖片段个数#3$和糖片段柱状图#!$

图 B9蒙古黄芪#移栽芪和野生芪$多糖人工胃酸

酸解产物电泳指纹图谱的R0:OEL3散点图#3$%

模型交叉验证图#!$及:#$."/J图#H$

图 $5显示野生和移栽黄芪多糖酸水解产物得到很

明显的分离& 其中野生芪位于散点图的右部& 而移

栽芪位于散点图的左部& 表明它们之间存在较大的

差异) 图 $4模型验证采用总解释变量$ !̀ 值%和

模型可预测性$m! 值%进行评估) 回归线纵轴相交

并处于零点以下& 左端任何一次随机排列产生的

!̀* m! 均小于右端& 且最右端的两个值差距较

小) 表明模型具有良好的可预测性和拟合度) 模型

验证结果成立& 模型可靠) 通过相应的载荷图中距

原点较远的点筛选具有潜在贡献的生物标志物

$16Xj#%$图 $)%)

图 C9蒙古黄芪#移栽芪和野生芪$多糖人工胃酸

酸解产物差异性糖片段个数#3$和糖片段柱状图#!$

由图分析可知& 四糖和六糖可以作为区分蒙古

黄芪$移栽芪和野生芪%生长方式的主要差异性片

段) 对该片段分析发现& 野生蒙古黄芪中四糖的含

量高于移栽蒙古黄芪含量& 移栽蒙古黄芪六糖的含

量高于野生蒙古黄芪含量)

=9讨论与结论

在本研究中& 野生黄芪选自道地产区山西浑源

等地& 这些地方多是土质疏松的半坡环境& 夏季日

照充足& 干旱少雨& 昼夜温差大& 冬季寒冷& 野生

黄芪在此环境中生长多达 E 年以上) 移栽黄芪则是

!7E#!



!"#$ 年 ! 月%第 !" 卷%第 ! 期 中国现代中药%&'( )*+, &-( .-/0!"#$%1'20!"%3'0!

农户选择肥沃土地& 经移栽施肥生长 ! 年后采收)

相比之下& 野生黄芪受到了更多干旱* 低温* 营养

缺乏等环境胁迫& 而移栽黄芪较少受到逆境的影响)

大量研究表明& 植物通常以细胞和整个生物有机体

抵抗胁迫) 逆境下& 植物会在形态结构* 生理生化*

渗透调节* 植物激素水平* 膜保护物质及活性氧平

衡* 逆境蛋白等诸多环节发生变化& 涉及到植物水

分* 光合* 呼吸* 物质代谢等多项生理过程+##9#E,

)

已有研究报道& 细胞质中游离糖及糖醇成分是植物

受到生长胁迫而诱导产生的小分子物质& 这些物质

在细胞中大量积累& 调节细胞渗透压& 有利于植物

保持水分& 抵抗盐碱* 低温等多种逆境& 对维持植

物的正常生理功能具有重要作用+##,

) 因此& 在环境

影响下& 野生黄芪比移栽黄芪经受更多的胁迫因素&

野生黄芪中的多糖含量远远高于移栽黄芪+#U,

) 虽然

本研究找出了四糖和六糖可以作为区分蒙古黄芪$移

栽芪和野生芪%生长方式的主要差异性片段& 然而多

糖经人工胃酸水解后的糖片段含量差异& 活性如何&

是否可以作为评价黄芪种质资源的指标还有待进一

步研究)

本实验通过在体外模拟人工胃液条件测定人工

胃酸对蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%和膜荚黄芪$移

栽芪和野生芪%黄芪多糖的酸解产物& 发现基于人工

胃酸条件水解能很好的区分蒙古黄芪$移栽芪和野生

芪%和膜荚黄芪$移栽芪和野生芪%) 根据X5)8电泳

后六种糖标准品的 L̀9分子量标准曲线$图 !%& 推出

黄芪多糖降解后黄芪寡糖相应的分子量及其分布)

分析结果显示' 膜荚黄芪中移栽芪和野生芪分离现

象不明显& 寻找差异性片段意义不大& 而蒙古黄芪

$移栽芪和野生芪%多糖酸解产物中的四糖和六糖可

以作为区分生长方式的专属性糖片段& 且野生蒙古

黄芪中四糖的含量高于移栽蒙古黄芪含量& 移栽蒙

古黄芪中六糖的含量高于野生蒙古黄芪含量( 三糖

和四糖可以作为区分野生蒙古黄芪与野生膜荚黄芪

的主要差异性片段& 对该片段分析发现& 野生膜荚

黄芪中三糖和四糖的含量均高于野生蒙古黄芪含量(

五糖和六糖可以作为区分移栽蒙古黄芪与移栽膜荚

黄芪的主要差异性片段& 对该片段分析发现& 移栽

膜荚黄芪中五糖和六糖的含量均高于移栽蒙古黄芪

含量) 这一指标为蒙古黄芪$移栽芪和野生芪%和膜

荚黄芪$移栽芪和野生芪%的鉴别提供了依据& 同时

也为黄芪药材的品质评价奠定了基础)
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