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超声辅助提取白及须根多糖的分离、结构表征

及其抗氧化与心肌细胞保护活性研究

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贵州 遵义　５６３０００；４．遵义医科大学附属医院 法医鉴定中心，贵州 遵义　５６３０００）

摘要：白及须根常被废弃但富含活性成分，研究以白及须根为材料，通过超声辅助水提醇沉法提取多糖，采用

ＤＥＡＥ５２纤维素阴离子交换柱和葡聚糖凝胶 Ｇ１５０柱进行分离纯化。纯化后的多糖经 ＵＶ和 ＨＰＧＰＣＥＬＳＤ分

析，确认其均一性并测定分子量，同时通过ＦＴＩＲ、ＰＭＰＨＰＬＣ、ＮＭＲ及ＳＥＭ对其结构进行表征。最后，通过 ＤＰ

ＰＨ和ＡＢＴＳ自由基清除实验评价其抗氧化活性，并以阿霉素（ＤＯＸ）诱导的大鼠胚胎心肌细胞 Ｈ９ｃ２（２１）损伤

模型评价其心肌细胞保护活性。结果表明，多糖得率达３０５％，并纯化得到均一酸性杂多糖ＢｓＰＲ２２，其分子量

为２１×１０４Ｄａ。该多糖由甘露糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖和岩藻糖组成（摩尔比１０００∶１０３∶４４６∶１５９２∶

１８４），主链以α糖苷键构型为主，同时含有少量β糖苷键，扫描电镜呈多孔片状形态。活性研究表明 ＢｓＰＲ２２

在６００ｍｇ／ｍＬ时对ＡＢＴＳ和ＤＰＰＨ自由基清除率分别达３２０９％和２３２５％，在阿霉素诱导的 Ｈ９ｃ２（２１）心肌

细胞损伤模型中，４００ｍｇ／ｍＬ时保护率达到２６９５％，并均呈现剂量依赖性。研究为白及须根的资源化利用提

供了科学依据，并为开发新型心肌细胞保护剂提供潜在的天然候选物质。
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０　引言

白及为兰科植物白及属白及 Ｂｌｅｔｉｌｌａｓｔｒｉａｔａ
（Ｔｈｕｎｂ）Ｒｅｉｃｈｂ．ｆ．的块茎，收载于《中国药典》
２０２５版，具有收敛止血、消肿生肌的功效，主要用
于吐血、咯血、外伤出血、疮疡肿毒及皮肤皲裂等

症［１］。该药材主产于我国秦岭以南的贵州、云南、

湖北、广东等地，适宜在温暖、阴凉湿润的环境中生

长［２－３］。目前白及主要利用块茎入药，而占地下部

分２３％的须根被废弃，造成资源浪费。研究表明，
白及须根水溶性物质得率达１１％ ～１５％［４］，其醇

提物的抗菌活性甚至优于块茎，并具有抗氧化、抗

肿瘤等活性，开发潜力显著［５］。

多糖是由１０个以上单糖通过糖苷键连接形成
的高分子聚合物，具有安全性高、生物活性广泛等优

势［６－１０］。白及多糖（Ｂｓｔｒｉａｔａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＢＳＰ）
被认为是白及的主要活性成分［１１］，具有良好的保

湿性、抗氧化性和生物相容性，在化妆品和医药领

域应用广泛［１２－１４］。目前关于白及块茎多糖的研究

较多，而须根多糖的研究报道较少。Ｃｈｅｎ等［１５］从

白及须根中分离得到一种新多糖（ｐＦＳＰ），该多糖
能显著清除ＤＰＰＨ和超氧自由基，该研究不仅为须
根资源的开发利用提供了重要基础，也凸显了白及

须根多糖的研究价值。

阿霉素（Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）是临床上广泛使用
的抗癌药物，但其可导致严重的心脏毒性，引发心

律失常、心力衰竭甚至死亡［１６－１７］。目前唯一获批

用于预防ＤＯＸ心肌毒性的药物右丙亚胺，虽然一
定程度上推动了 ＤＯＸ的临床应用，但因其剂量偏
大且存在其他毒副作用，导致其使用受限［１８］。迄

今为止，针对ＤＯＸ所致心肌损伤的防治仍缺乏理
想的解决方案。

本课题组在前期研究中发现，白及多糖具有抗

ＤＯＸ心肌保护活性，但不同组分的活性存在明显
差异。为筛选活性更强的白及多糖组分，同时评价
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须根多糖的抗 ＤＯＸ心肌保护作用，本研究采用超
声辅助水提醇沉法提取白及须根多糖，通过分离纯

化、结构表征和活性评价等系统研究，以期为白及

须根资源的开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１１　主要材料与试剂
白及全株采集贵州省遵义市正安县（地理坐

标：２８５５９２°Ｎ，１０７４６１０°Ｅ），并由课题组潘峰博
士完成鉴定，确认为 Ｂｓｔｒｉａｔａ（Ｔｈｕｎｂ）Ｒｅｉｃｈｂ
ｆ。ＡＢ８型大孔吸附树脂购于广州伟伯科技有限
公司；ＤＥＡＥ５２纤维素、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５０凝胶均购
于合肥博美生物科技有限责任公司；Ｈ９ｃ２（２１）细
胞购于武汉尚恩生物科技有限公司；甘露糖、葡萄

糖、半乳糖、阿拉伯糖购于南京杜莱生物科技有限

公司；１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）和氘代水
（Ｄ２Ｏ，纯度 ＞９９８％）购自安耐吉化学有限公司；
磺酰罗丹明 Ｂ由上海阿拉丁试剂提供；阿霉素购
买自上海士锋生物科技有限公司（纯度９９５％）；
２，２联氮双（３乙基苯并噻唑啉６磺酸）（ＡＢＴＳ）、
１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）和抗坏血酸（维
生素Ｃ，Ｖｃ）购自西格玛奥德里奇（上海）贸易有限
公司；ＤＭＥＭ培养基购自 Ｇｉｂｃｏ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ（美国）；小牛血清购自上海逍鹏生物科技有
限公司；９５％乙醇、氢氧化钠、三氟乙酸、碳酸钠、硫
酸、苯酚、１，１二苯基２三硝基苯肼、２，２′联氮双
３乙基苯并噻唑啉６磺酸等试剂均为国产分析纯。
１２　主要仪器

ＤＬＫ５０１０型快速低温冷却循环机（宁波新芝
生物科技股份有限公司）；ＳＨＺＤⅢ型循环式真空
泵（上海力辰邦西仪器科技有限公司）；ＷＧＬ２３０Ｂ
型电热鼓风干燥箱和 ＦＷ１７７型中药粉碎机（均购
自天津市泰斯特仪器厂）；ＳＧ８２００ＨＣ型超声清洗
仪（上海市冠特超声仪有限公司）；ＨＨ６型恒温水
浴锅（上海市浦东物理光学仪器厂）；ＪＥ３００２型电
子天平（上海浦春计量仪器有限公司）；ＨＤＬ４０Ｂ
型台式离心机（常州市鸿科仪器厂）；ＴｅｌｓｔａｒＬｙｏ
Ｑｕｅｓｔ冷冻干燥机（泰事达科技公司）；ＬＣ２０Ａ高
效液相色谱仪（岛津公司）；Ｎ１３００型旋转蒸发仪
（上海爱朗仪器有限公司）；ＳＵ８０１０型扫描电子显
微镜（日本日立公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３ｘ多功能酶标
仪（美谷分子仪器有限公司）；ＯＬＹＭＰＵＳＣＫＸ５３倒
置式显微镜（日本奥林巴斯公司）；安捷伦 ４００Ｍ

核磁共振波谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。
１３　白及须根粗多糖的提取与分离

将白及须根从白及块茎上分离洗净，置于烘箱

中烘干、粉碎过６０目筛，所得白及须根粉末以料液
比１∶３０，以９５％乙醇为脱脂溶剂，加入锥形瓶，密
封后进行浸泡并直接放入超声仪冰浴超声脱脂４ｈ，
过滤，以上过程重复３次。将过滤所得滤渣样品烘干
去其残存乙醇，再按料液比１∶３０，以纯水为提取溶
剂，在８０℃下加热超声辅助提取３次，每次４ｈ，过
滤，得到多糖提取液并将其浓缩至１Ｌ以下，加入
浓缩液４倍量９５％乙醇溶液，静置并收集沉淀，得
到白及须根粗多糖，干燥称重。

ＡＢ８大孔树脂预处理后静态除杂，过滤收集
水溶液。粗多糖经 ＤＥＡＥ５２纤维素柱（６５ｃｍ×
１０ｃｍ），０、０１、０２、０３、０４、１ｍｏｌ／ｍＬ的 ＮａＣｌ梯
度洗脱，每管１０ｍＬ进行收集，硫酸苯酚法测定吸
光度（４９０ｎｍ）并绘制洗脱曲线。取主要多糖馏
分，经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５０凝胶柱（２５ｍｍ×２５ｍｍ）进
一步纯化，用蒸馏水以 ０３０ｍＬ／ｍｉｎ流速洗脱
（５ｍＬ／管收集），再次用苯酚硫酸法测定４９０ｎｍ
吸光度并绘制洗脱曲线。收集主峰多糖组分，浓

缩、透析、冻干。

１４　白及须根多糖的结构特征分析
１４１　纯度与平均相对分子量分析

将提取分离得到的白及须根多糖样品配置成

１０ｍｇ／ｍＬ，０４５μｍ水系滤膜过滤于液相小瓶。
选用岛津 ＬＣ２０ＡＨＰＬＣ高效液相系统的 ＴＳＫｇｅｌ
ＧＭＰＷｘｌ凝胶（７８０ｍｍＩＤ×３０００ｃｍ）色谱柱及
ＥＬＳＤ检测器，以去离子水为流动相，流速０５ｍＬ／
ｍｉｎ，以普通氮气为载体，通气压力维持在 ３５０～
４００ｋＰａ之间，漂移管温度１１５℃，每针进样５μＬ，
利用高效液相凝胶渗透色谱蒸发光散射检测器法

（Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｇｅｌｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｍ
ｂｉｎｅｄｗｉｔｈｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＨＰＧ
ＰＣＥＬＳＤ）色谱法进行纯度和平均相对分子量分
析。根据色谱峰数目和峰形或主峰所占比例判断

所分的样品纯度。同时，选用 Ｔ系列葡聚糖（Ｔ５，
Ｔ１０，Ｔ４０，Ｔ７０和 Ｔ５００）作为标准多糖，以相同
条件进行 ＨＰＧＰＣＥＬＳＤ分析，以标准多糖相对分
子质量对数和保留时间对数绘制标准曲线，根据样

品出峰保留时间计算多糖的平均相对分子质量。

１４２　ＵＶ扫描分析
取１０ｍｇ／ｍＬ的白及须根多糖溶液２０μＬ于

９６孔板中，在２００～８００ｎｍ区间进行紫外扫描。
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１４３　单糖组分分析
采用１苯基３甲基５吡唑啉酮柱前衍生高效

液相色谱法（ＰＭＰＨＰＬＣ）测定白及须根多糖的单糖
组成。具体步骤见参考文献［１９］。首先，取２ｍｇ多
糖样品，用３ｍｏｌ／Ｌ的三氟乙酸１ｍＬ溶解，氮气密
封，９０℃加热６ｈ，冷却后加入甲醇共蒸馏去除三
氟乙酸。将酸解后的多糖与甘露糖、葡萄糖、半乳

糖、阿拉伯糖等标准单糖溶解于０６ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
中，加入ＰＭＰ溶液７０℃进行衍生化，随后加入等
体积 ０６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中和后，用三氯甲烷进行萃
取，重复３次，收集水层，过０２２μｍ滤膜待用。将
多糖水解样品和标准多糖样品分别于安捷伦１１００
高效液相色谱系统（安捷伦，美国）进行分析。色谱

条件为：色谱柱为 ＳｕｐｅｒｓｉｌＡＱＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ
×４６０ｍｍ，５μｍ，大连依利特分析仪器有限公
司），流动相为１７％的乙腈和８３％ ＰＢＳ（００５ｍｏｌ／
Ｌ，ｐＨ７２，ｖ／ｖ）等度洗脱，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，检测
波长２４５ｎｍ，柱温为３５℃，进样体积１０μＬ。
１４４　ＦＴＩＲ光谱特征分析

称取白及须根均一多糖样品粉末２ｍｇ，用ＫＢｒ
法压片，于４０００～４００ｃｍ－１的红外区间用 Ｖａｒｉａｎ
１０００系列傅里叶变换红外分光光度计进行扫描。
１４５　ＮＭＲ特征分析

取部分分离纯化出的白及须根多糖约２５ｍｇ，
加入０５ｍＬＤ２Ｏ溶解，在室温条件下，使用４００Ｍ
核磁共振波谱仪进行１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ谱图采
集，并采用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ软件（ＭｅｓｔｒｅｌａｂＲｅｓｅａｒｃｈ
Ｉｎｃ）对谱图进行处理与分析。
１４６　扫描电镜形态分析

取少量多糖样品粉末，减压条件下喷镀一薄层

金原子（Ａｕ），用扫描电子显微镜（ＳＥＭ）在３ｋＶ的
加速电压下放大１０００倍和５０００倍成像并拍照。
１５　抗氧化活性测定
１５１　ＤＰＰＨ自由基清除活性

将分离得到的多糖组分（ＢｓＰＲ２２）溶解于水，
配制成６００ｍｇ／ｍＬ的母液，然后进行等梯度稀释，
获得６００、３００、１５０、０６３、０３２、０１６ｍｇ／ｍＬ不同
浓度待测溶液。取６０μＬ各浓度多糖溶液加入９６
孔酶标板中，随后加入 ２００μＬ体积比百分数为
０００４％ＤＰＰＨ乙醇溶液，充分混匀后３７℃避光反
应５ｍｉｎ。反应完成后，于 ５２０ｎｍ处检测吸光度
（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３ｘ多功能酶标仪）。用等体积水代
替样品作为阴性对照，用乙醇代替ＤＰＰＨ溶液作为
空白对照，同时以 Ｖｃ（维生素 Ｃ）作为标准抗氧化

剂参照。所有测定均重复 ３次。ＤＰＰＨ自由基清
除率的计算公式：ＤＰＰＨ自由基清除活性（％）＝
（Ａｃｏｎｔｒｏｌ－（Ａｓａｍｐｌｅ－Ａｂｌａｎｋ））／（Ａｃｏｎｔｒｏｌ）×１００％，其中
Ａｃｏｎｔｒｏｌ为阴性对照，Ａｂｌａｎｋ为空白对照，Ａｓａｍｐｌｅ为样品测
量值

１５２　ＡＢＴＳ自由基清除活性
采用ＡＢＴＳ法测定多糖样品的抗氧化能力。

取６００、３００、１５０、０６３、０３２、０１６ｍｇ／ｍＬ不同
浓度待测溶液（６０μＬ）加入９６孔酶标板中，再加
入２００μＬＡＢＴＳ工作液，混匀后于３７℃避光反应
５ｍｉｎ。反应完毕后，在７３４ｎｍ波长下测定吸光度
（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３ｘ多功能酶标仪）。以水代替样品
阴性对照，以乙醇代替 ＡＢＴＳ工作液做空白对照。
同时以Ｖｃ作为标准抗氧化剂参照。ＡＢＴＳ自由基
清除率计算公式：ＡＢＴＳ自由基清除活性（％）＝
１－（Ａｓａｍｐｌｅ－Ａｂｌａｎｋ）／Ａｃｏｎｔｒｏｌ×１００％，式中 Ａｃｏｎｔｒｏｌ为阴
性对照，Ａｂｌａｎｋ为空白对照，Ａｓａｍｐｌｅ为样品测量值。
１６　白及须根多糖抗阿霉素心肌细胞保护活性分析
　　本研究采用Ｈ９ｃ２（２１）细胞系作为实验模型，
细胞常规培养于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）和１％青霉
素链霉素（Ｐ／Ｓ）的 ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃、
５％ ＣＯ２及９５％空气的恒温培养箱。实验时将细
胞以７７×１０３细胞／孔的密度接种于９６孔板，随后
进行分组处理：实验组加入含 ４０μｇ／ｍＬ阿霉素
（ＤＯＸ）及不同终浓度（２００ｍｇ／ｍＬ或４００ｍｇ／ｍＬ）
多糖溶液的培养基；阴性对照组以 ＰＢＳ缓冲液替
代ＤＯＸ和ＢｓＰＲ２２；阳性对照组仅加入４０μｇ／ｍＬ
ＤＯＸ并以ＰＢＳ替代多糖。药物处理２４ｈ后，采用
ＳＲＢ法检测细胞活性：先后用１０％三氯乙酸固定
细胞（４℃，１ｈ）、纯水洗涤 ５次、ＳＲＢ染液染色
１０ｍｉｎ，再经１％冰乙酸洗涤５次后，用１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ碱溶解结合染料，通过 ＯＬＹＭＰＵＳＣＫＸ５３倒置
式显微镜拍照，观察细胞数量和形态，最后酶标仪

５３０ｎｍ波长测定吸光度值以评估细胞存活率。按
照如下公式计算其抗阿霉素诱导的心肌细胞毒性

的作用强弱：抗阿霉素心肌细胞存活率（％）＝
（Ａｓａｍｐｌｅ－ＡＤＯＸ）／（Ａｃｏｎｔｒｏｌ－ＡＤＯＸ）×１００，式中，Ａｓａｍｐｌｅ
为ＤＯＸ和不同浓度多糖共同处理后的吸光度值；
ＡＤＯＸ为ＤＯＸ处理后的吸光度值；Ａｃｏｎｔｒｏｌ为空白对照。
１７　统计分析

实验数据通过 Ｅｘｃｅｌ完成初步整理与计算；组
间差异显著性分析使用 ＳＰＳＳ１９０软件；ＮＭＲ谱
图处理采用ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ软件完成。在抗心肌细胞
毒性实验中，ＤＯＸ阳性对照组与不同浓度多糖处
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理组间的比较采用独立样本 ｔ检验。所有活性数
据均以均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）形式呈现，统计
学显著性阈值设为ｐ＜００１，并在图表中以双星号
（）标识达到该显著性水平的差异。

２　结果与分析

２１　白及须根粗多糖的提取分离及均一性分析
　　新鲜白及须根初始重量为２０００ｇ，经烘干处
理后测得干重为 ２６４ｇ，计算得出其折干率为
１３２％。同时，从白及须根中提取得到的粗多糖湿
重为１２２６１ｇ，烘干后重量为８０６ｇ，经计算其多
糖得率为３０５％。

多糖组分的分离纯化过程采用ＤＥＡＥ５２纤维
素柱层析法进行。如图１（Ａ）所示，分离过程中观
察到２个明显的多糖组分：收集５～１４管洗脱液
后，经浓缩、透析及冷冻干燥处理，获得组分 ＢｓＰ
Ｒ１；收集１７～４１管洗脱液经相同处理步骤后，得
到组分 ＢｓＰＲ２。鉴于 ＢｓＰＲ２在色谱图中显示出

较高的峰面积，表明其为样品中的主要成分，因此

选择该组分进行进一步纯化。

ＢｓＰＲ２的次级分离通过葡聚糖凝胶色谱柱完
成，见图１（Ｂ），分离结果显示２个特征峰：收集８～
１５管得到次级组分ＢｓＰＲ２１，收集２２～３７管获得
ＢｓＰＲ２２。考虑到ＢｓＰＲ２１的色谱峰面积较小且
含量较低，后续试验仅保留主要组分 ＢｓＰＲ２２用
于后续分析测试。

白及须根多糖ＢｓＰＲ２２的ＨＰＧＰＣＥＬＳＤ色谱
图如图１（Ｃ）所示，其色谱峰形对称且杂质峰极少，
主峰占比超过 ９０％，表明该多糖组分均一性好。
根据葡聚糖标准品建立的分子量标准曲线ｌｎ（Ｍｗ）
＝－１８８１５ｌｎ（ＲＴ）＋６２８８８（Ｒ２＝０９７４５），计算得
到ＢｓＰＲ２２的平均分子量为２１×１０４Ｄａ。ＵＶ光
谱分析结果显示，该多糖在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处未
出现特征吸收峰，证实其核酸和蛋白质等杂质含量

极低。综合结果表明，通过超声辅助提取纯化获得

的白及须根多糖ＢｓＰＲ２２具有良好的纯度。

图１　白及须根多糖分离纯化及均一性分析
Ｆｉｇ．１　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙａｎｄｐｕｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍｆｉｂｒｏｕｓｒｏｏｔｓｏｆＢｓｔｒｉａｔａ

备注：Ａ为ＤＥＡＥ５２纤维素柱洗脱图；Ｂ为ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５０洗脱图；Ｃ为ＨＰＧＰＣＥＬＳＤ色谱图；
Ｄ为ＢｓＰＲ２２多糖的ＵＶＶｉｓ光谱图。

２２　白及须根多糖ＢｓＰｓＲ２２的结构特征分析
２２１　单糖组分分析

通过高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析白及须根多
糖ＢｓＰＲ２２的单糖组成，发现其色谱图在１２５～
２２ｍｉｎ范围内存在６个特征峰，见图２（Ｂ），与单糖

标准品图２（Ａ）比对后鉴定为甘露糖（Ｍａｎ）、半乳
糖醛酸（ＧａｌＡ）、葡萄糖（Ｇｌｃ）、半乳糖（Ｇａｌ）和岩藻
糖（Ｆｕｃ），其中半乳糖含量最高，各单糖的摩尔比
为Ｍａｎ∶ＧａｌＡ∶Ｇｌｃ∶Ｇａｌ∶Ｆｕｃ＝１０００∶４４６∶１０３∶
１５９２∶１８４（表１）。值得注意的是，１６ｍｉｎ处检出
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的一显著峰在现有标准品中无对应组分，提示可能

存在未知结构单糖。该多糖含３％的半乳糖醛酸，
表明为酸性多糖，其组成与文献报道［１１－１２，１５］的白

及多糖（主要含Ｄ甘露糖、葡萄糖和 Ｄ半乳糖）存
在明显差异，初步表明 ＢｓＰＲ２２可能是一种新型
多糖，后续将通过质谱分析等技术进一步解析该未

知组分，以阐明其精细构成。

图２　白及须根多糖ＢｓＰＲ２２及单糖
标准品的ＨＰＬＣＤＡＤ色谱图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣＤＡＤｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｔｈｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ＢｓＰＲ２２ｆｒｏｍＢｓｔｒｉａｔａｆｉｂｒｏｕｓｒｏｏｔｓ
ａｎｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄ

注：甘露糖（Ｍａｎ）、半乳糖醛酸（ＧａｌＡ）、葡萄糖（Ｇｌｃ）、
半乳糖（Ｇａｌ）、阿拉伯糖（Ａｒａ）、岩藻糖（Ｆｕｃ）；

表示未确定组分。
表１　白及须根多糖ＢｓＰＲ２２单糖组成成分的摩尔比
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｈｅ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＢｓＰＲ２２ｆｒｏｍＢｓｔｒｉａｔａｆｉｂｒｏｕｓｒｏｏｔｓ

甘露糖
半乳糖

醛酸
葡萄糖 半乳糖 岩藻糖

ＢｓＰＲ２２ １０００ ４４６ １０３ １５９２ １８４

２２２　ＦＴＩＲ光谱特征分析
白及须根多糖的ＦＴＩＲ光谱图如图３所示，在

３４００ｃｍ－１区域的波段是ＯＨ伸缩振动的吸收峰，
约２９００ｃｍ－１处的弱信号代表 ＣＨ不对称伸缩振
动的吸收峰［２０］。出现在１６４０～１７８０ｃｍ－１区域的
波段是羧基产物的 Ｃ＝Ｏ伸缩振动的吸收峰［２０］。

在１３８１ｃｍ－１处的特征吸收峰为Ｃ－Ｈ键弯曲（变
角）振动引起［２１］，与前面３４００ｃｍ－１左右的吸收峰
一起为多糖类化合物的特征吸收峰，同时也再次验

证所得样品为多糖物质。出现在１０００～１２００ｃｍ－１

区域的１０７３６３ｃｍ－１和１１３２４９ｃｍ－１处的吸收信
号归因于 Ｃ－Ｏ基团的弯曲或拉伸振动［２２］。在

８８０ｃｍ－１的特征吸收峰吸收表明糖残基存在吡喃
糖环，也表明存在β异头氢碳残基［２３］。在８０６ｃｍ－１

处的吸收信号可能归因于甘露糖 α异头氢碳残
基［２２］，这与单糖组成成分结果相对应。综上，ＦＴ
ＩＲ结果表明 ＢｓＰＲ２２是一种同时具有 β构型和
α构型的典型酸性多糖。

图３　白及须根多糖ＢｓＰＲ２２傅里叶
变换红外光谱（ＦＴＩＲ）图谱

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＦｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄ（ＦＴＩＲ）ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ
ｏｆｔｈｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＢｓＰＲ２２ｆｒｏｍＢｓｔｒｉａｔａｆｉｂｒｏｕｓｒｏｏｔｓ

２２３　１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ谱图特征分析
利用１ＨＮＭＲ技术对 ＢｓＰＲ２２进行进一步分

析，其氢谱如图４（Ａ）所示。在该多糖的异头氢指
纹区共检出 ８个异头氢信号，化学位移分别为
δ５３０、δ５２２、δ５１９、δ５０５、δ４９８、δ４９５、
δ４５０、δ４４８和４４５。根据文献报道，化学位移在
４４～５０范围内的信号归属于 β糖苷键异头氢，
δ５０～５４范围内的信号则对应 α糖苷键异头
氢［２４］，而δ３４～４２范围的信号为糖环 Ｃ２Ｃ６位
上的氢。上述分析结果表明，白及须根多糖 ＢｓＰ
Ｒ２２是一种同时含有 α和 β糖苷键构型的杂多
糖。

ＢｓＰＲ２２的 １３ＣＮＭＲ谱图如图４（Ｂ）所示。其
中，１３Ｃ异头碳信号出现在低场的δ９０～１１０区间，而
Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４和Ｃ５的信号位于δ７０～７５区间，Ｃ６
的信号通常在高场约δ６０处［２５］。在ＢｓＰＲ２２的１３

ＣＮＭＲ谱图中，可以观察到多个异头碳信号，但碳
信号的信息相比氢信号更为有限，部分信号可能因

重叠或未被检测到。通常情况下，α构型的异构碳
信号区出现在δ９８～１０３，而 β构型的异构碳信号
对应于δ１０３～１０６区间［２４，２６］。δ１０２８８、δ９５８６、
δ９４２１和δ９３９０处的异头碳信号被归属为 α吡
喃糖的信号。然而，未检测到 β吡喃糖的信号，可
能是由于其信号较弱，同时也表明 ＢｓＰＲ２２主要
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以α吡喃糖形式存在。

图４　白及须根多糖ＢｓＰＲ２２的１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ图谱

Ｆｉｇ．４　１ＨＮＭＲａｎｄ１３ＣＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＢｓｔｒｉａｔａｆｉｂｒｏｕｓｒｏｏｔｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＢｓＰＲ２２

２２４　多糖扫描电镜形态
扫描电子显微镜（ＳＥＭ）系统表征了白及须根

多糖ＢｓＰＲ２２的表面形态特征（图５）。在不同放
大倍率下，该多糖展现出独特的微观形貌。在

１０００×放大倍率下观察，ＢｓＰＲ２２主要以不规则
片状结构聚集，粒径分布较宽，且部分较大片层结

构呈现不规则多孔形貌。进一步提高至５０００倍
率，清晰可见片层表面具有明显的粗糙特征，分布

有凹陷结构，边缘处存在开放式不规则孔洞，其边

缘呈现弧形特征，暗示该多糖可能通过特定的自组

装方式形成复杂的空间结构。这一多孔且粗糙的

微观形貌表明ＢｓＰＲ２２可能具备优异的活性物质
吸附与缓释性能，其结构特征可能与分子构象及链

间相互作用密切相关。

２３　抗氧化活性
为系统评价白及须根多糖ＢｓＰＲ２２的体外抗

氧化活性，本研究采用２种经典自由基清除实验体
系（ＡＢＴＳ和ＤＰＰＨ）进行测定，结果如图６所示。在
ＡＢＴＳ自由基清除实验中，ＢｓＰＲ２２表现出剂量依
赖性的清除效应。实验数据显示，当多糖浓度从

０１６ｍｇ／ｍＬ升高至６００ｍｇ／ｍＬ时，其清除率呈现
逐步增强趋势。特别值得注意的是，在６００ｍｇ／ｍＬ
特征浓度点时，清除活性达到（３２０９±６１９）％，
这一数值暗示该多糖可能具有一定的电子转移能

力。通过对浓度效应曲线的分析发现，虽然在较
高浓度区间（３～６ｍｇ／ｍＬ）清除效率的提升趋于平
缓，但其整体清除趋势仍符合典型抗氧化剂的剂

量效应特征。在 ＤＰＰＨ自由基清除体系的评价
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中，ＢｓＰＲ２２在最高测试浓度（６００ｍｇ／ｍＬ）下的
清除率为（２３２５±２４１）％。与阳性对照抗坏血
酸（Ｖｃ）相比，ＢｓＰＲ２２的清除效率相对较低，这种
差异可能源于以下结构特性：作为一种高分子多糖

化合物，ＢｓＰＲ２２的空间位阻效应可能限制了其

活性基团与自由基的接触效率；同时，其分子链中

可供氢原子的活性羟基相对密度可能低于小分子

抗氧化剂。综合２项实验结果，可以判断ＢｓＰＲ２２
具有中等偏弱的自由基清除能力。

图５　白及须根多糖ＢｓＰＲ２２放大１０００倍（Ａ）和５０００倍（Ｂ）扫描电镜照片
Ｆｉｇ．５　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＳＥＭ）ｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＢｓＰＲ２２ｆｒｏｍＢｓｔｒｉａｔａ

ｆｉｂｒｏｕｓｒｏｏｔｓａｔ１０００ｘ（Ａ）ａｎｄ５０００ｘ（Ｂ）ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图６　白及须根多糖ＢｓＰＲ２２的ＡＢＴＳ自由基清
除活性（Ａ）和ＤＰＰＨ自由基清除活性

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅＡＢＴＳｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ（Ａ）ａｎｄＤＰＰＨ
ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｂ）ｏｆｔｈｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ＢｓＰＲ２２ｆｒｏｍＢｓｔｒｉａｔａｆｉｂｒｏｕｓｒｏｏｔｓ

２４　抗阿霉素心肌细胞保护活性
为探究白及须根多糖（ＢｓＰＲ２２）对阿霉素

（ＤＯＸ）引起的心肌细胞毒性的保护作用，本研究
采用Ｈ９ｃ２（２１）心肌细胞模型，并通过磺酰罗丹明
Ｂ（ＳＲＢ）染色观察细胞存活情况。如图７所示，实
验分为空白对照组（未加 ＤＯＸ）、ＤＯＸ阳性组（仅
加ＤＯＸ）以及不同浓度 ＢｓＰＲ２２干预组。空白对
照组细胞生长状态良好，细胞密度保持在９０％以
上，证实实验体系稳定性高，适合该种细胞生长；而

加入ＤＯＸ后，细胞大量死亡，表明 ＤＯＸ成功诱导
心肌细胞毒性。相比之下，在 ＤＯＸ损伤模型中同
时加入２００ｍｇ／ｍＬＢｓＰＲ２２处理后，细胞数量显
著增加，提示多糖对 ＤＯＸ的细胞毒性具有一定拮
抗作用，而进一步提高浓度至４００ｍｇ／ｍＬ时，细
胞存活数量进一步增加，表明 ＢｓＰＲ２２的保护活
性呈现剂量增强趋势。

此外，通过ＳＲＢ染色法测定吸光度，并进行定
量分析（图 ８），结果显示，相较于 ＤＯＸ阳性组，
２００ｍｇ／ｍＬＢｓＰＲ２２处理后，抗ＤＯＸ心肌细胞毒
性率达到（１３８４±０３１）％，而４００ｍｇ／ｍＬ处理
组的毒性率进一步显著提升至（２６９５±１６３）％
（Ｐ＜００１）。这一数据进一步验证了 ＢｓＰＲ２２对
ＤＯＸ心脏毒性的保护作用，且随多糖浓度增加，其
保护效应显著增强，呈现明显的剂量依赖性。结合

形态学观察与定量分析，可初步认为白及须根多糖

９２１
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可以减轻ＤＯＸ诱导的心肌细胞损伤，其具体分子 机理仍需深入研究。

图７　Ｈ９ｃ２（２１）细胞ＢｓＰＲ２２２４ｈ后ＳＲＢ染色前、后图
Ｆｉｇ．７　Ｈ９ｃ２（２１）ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＳＲＢｓｔａｉｎｉｎｇ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒＢｓＰＲ２２ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图８　不同浓度ＢｓＰＲ２２抗阿霉素心肌细胞毒性的活性
Ｆｉｇ．８　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢｓＰＲ２２ａｇａｉｎｓｔＤＯＸｉｎｄｕｃｅｄ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｃｅｌｌｔｏｘｉｃｉｔｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

注：，Ｐ＜００１。

３　讨论

对白及非药用部位须根多糖成分开展了系统

研究，通过超声辅助提取结合多种分离纯化手段获

得主要均一多糖 ＢｓＰＲ２２。结构表征表明该多糖
为含半乳糖醛酸的酸性多糖，其单糖组成中以半乳

糖含量最高，并含有岩藻糖，同时具有以 α糖苷构
型为主的 α／β混合糖苷构型。值得注意的是，已
有研究表明白及块茎多糖主要为 β构型中性葡甘
聚糖，其半乳糖含量通常低于５％［１１，２７２８］，而前期

已报道的须根多糖 ｐＦＳＰ则以半乳糖、葡萄糖和甘
露糖以摩尔比２０３∶１００∶３４５组成组成［１５］。这些

发现共同提示，白及须根多糖在单糖组成和构型特

征上显著区别于块茎多糖（主链结构均为葡甘聚

糖），此外，白及须根多糖可能普遍存在高含量半

乳糖及结构多样性，这一现象值得深入探究。

在功能方面，白及多糖通常具有广泛的生理活

性，如抗氧化，抗炎，促进伤口愈合等［２７，２９］。生物

体内过多的活性氧或自由基通常会导致 ＤＮＡ，蛋
白质等生物大分子结构遭到严重损伤，从而导致细

胞结构和功能发生明显改变，导致一系列疾病的发

生［３０－３１］。本研究中，ＢｓＰＲ２２与其他白及多糖一
样，仍展现出一定的抗氧化活性。这提示白及多糖

或可通过抗氧化展现保护机体的作用。

此外，阿霉素（ＤＯＸ）作为一种高效广谱的蒽
环类抗肿瘤药物［３２］，却具有严重的心脏毒性［３３］。

寻找更安全有效的新型心肌保护成分至关重要。

为此，本文研究了纯化的多糖ＢｓＰＲ２２在 ＤＯＸ诱
导的心肌细胞损伤中的保护作用。虽然因多糖纯

化量不足仅设置了２个浓度梯度，但实验结果仍明
确显示白及须根多糖（ＢｓＰＲ２２）对 ＤＯＸ诱导的
Ｈ９ｃ２（２１）心肌细胞毒性具有剂量依赖性保护作
用，其保护效应可能与直接清除自由基、抑制凋亡

或调节相关信号通路有关。未来研究应进一步验

证ＢｓＰＲ２２在动物模型和临床前研究中的有效
性，并深入分析其心肌细胞保护的作用机制，探索

其与其他心脏保护剂的协同作用，这为开发新型心

脏保护策略提供了潜在候选物质，也为白及须根的

应用提供新的应用领域。

４　结论

从白及须根中分离得到一个均一酸性杂多糖

ＢｓＰＲ２２，该多糖平均相对分子质量为 ２１×１０４

Ｄａ，由甘露糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖和岩藻
０３１
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糖（摩尔比１０００∶１０３∶４４６∶１５９２∶１８４）组成，主
要呈现α糖苷键构型并伴有较少 β糖苷键；电镜
观察显示其具有不规则片状多孔结构，表面存在凹

陷及开放孔洞。功能研究表明，该多糖不仅具有抗

氧化活性，还能显著减轻阿霉素诱导的心肌细胞毒

性。这些发现不仅为白及须根的资源利用提供了

科学依据，也为开发新型心肌细胞保护剂提供了潜

在的天然候选物质。
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