
半夏多糖的制备和表征及抗氧化和免疫增强活性研究

赵小亮１， ２， 　 郭正磊１， 　 杨超福１， 　 王海利１， 　 王宝忠１， 　 向紫骏１， 　 张伟杰１， ２∗

（１． 兰州理工大学生命科学与工程学院， 甘肃 兰州 ７３００５０； ２． 甘肃省高校中藏药筛选评价及深加工重点

实验室， 甘肃 兰州 ７３００５０）

收稿日期： ２０２３⁃０４⁃２０
基金项目： 国家自然科学基金 （３１８６０２５０）； 甘肃省自然科学基金 （１８ＪＲ３ＲＡ１４８）
作者简介： 赵小亮 （１９８２—）， 男， 博士， 副教授， 研究方向为糖化学与糖药物。 Ｔｅｌ： １８７９３１８６６１０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈｘｌ８１９＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 张伟杰 （１９７５—）， 男， 博士， 教授， 研究方向为糖基医用生物材料。 Ｔｅｌ： １３９１９７８７９９０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｂｒｏｓｓｉｃａ＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 分离纯化半夏多糖， 分析其结构及抗氧化、 免疫增强活性。 方法　 使用水提⁃醇沉法提取半夏多糖， 经

阴离子交换色谱柱分离纯化， 苯酚⁃硫酸法测定总糖含量， Ｌｏｗｒｙ 法测定蛋白质含量， ＰＭＰ⁃柱前衍生 ＨＰＬＣ 法测定单糖

组成及比例， 并对纯化多糖进行紫外⁃可见光谱和红外光谱分析， 并测定其对羟自由基、 超氧阴离子自由基和 ＤＰＰＨ
自由基的清除作用及对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖的影响。 结果　 半夏多糖纯化得 ＰＴＣ０、 ＰＴＣ０１、 ＰＴＣ０２ 和 ＰＴＣ０５ 共 ４ 个

组分， 单糖组成复杂、 比例差异大。 ＰＴＣ０ 对超氧阴离子自由基和 ＤＰＰＨ 自由基清除作用最强， ＩＣ５０值分别为 ９９９􀆰 ８、
１ ０１１􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ， ＰＴＣ０１ 对羟自由基的清除作用最强， ＩＣ５０ 值为 １ ００３􀆰 ３ μｇ ／ ｍＬ。 ＰＴＣ０２ 在 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时促进

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的增殖效果最好， 细胞活力达 １６１􀆰 ９％ 。 结论　 半夏多糖可作为天然抗氧化剂和免疫调节剂用于药物

的开发。
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　 　 半 夏 来 源 于 天 南 星 科 植 物 半 夏 Ｐｉｎｅｌｌｉａ ｔｅｒｎａｔａ
（Ｔｈｕｎｂ．） Ｂｒｅｉｔ．， 又名地文、 守田等， 为传统中药［１］ 。 半

夏多糖是半夏中的重要活性成分之一， 具有镇咳止吐［２］ 、
抗氧化［３］ 、 抗肿瘤［４］ 、 免疫增强［５］ 等活性， 具有毒副作用

小、 来源丰富的特点， 逐渐成为当前的研究热点。
目前已有关于半夏多糖的纯化、 结构和生物活性方面

的研究报道， 如 Ｇｏｎｄａ 等［６］ 从半夏中分离出酸性多糖

ｐｉｎｅｌｌｉａｎ ＰＡ， 具有增强补体活性。 杨有林等［７］ 优化了半夏

多糖提取工艺， 发现其具有抗氧化活性。 黄聪等［８］ 从清半

夏中提取半夏多糖， 发现其能够显著降低肺组织的 ＭＵ５ＡＣ
ｍＲＮＡ 表达来降低黏液分泌， 减少痰液生成。 Ｋｉｍ 等［９］ 发

现半夏多糖具有抗肥胖活性。 Ｔｉａｎ 等［１０］ 发现半夏多糖对

ＨｅｐＧ２ 细胞具有一定的抑制作用。 Ｌｉ 等［４］ 提取了半夏多糖

命名为 ＰＴＰＡ， 发现其可诱导 Ｓｋ⁃ＣｈＡ⁃１ 细胞凋亡。 Ｃｈｅｎ
等［１１］从半夏中分离的半夏脑苷可有效抑制白色假丝酵母菌

生长。 尽管已有对半夏多糖制备及活性方面的研究， 但由

于多糖结构的不均一性及组成的复杂性， 对半夏多糖结构

分析、 抗氧化和免疫增强活性以及构效关系的研究相对

较少。
本研究通过提取半夏多糖， 并对其进行分离纯化， 在

对不同多糖组分结构分析的基础上， 对抗氧化、 免疫增强

活性进行评价， 以期为半夏多糖的结构及抗氧化、 免疫增

强活性的深入研究及应用提供参考。

１　 材料

１􀆰 １　 药材　 半夏于 ２０１９ 年 １０ 月购自甘肃省兰州市黄河药

材市场， 经兰州理工大学杨林副教授鉴定为天南星科植物

半夏 Ｐｉｎｅｌｌｉａ ｔｅｒｎａｔａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｂｒｅｉｔ． 的干燥块茎。
１􀆰 ２　 试剂 　 单糖对照品鼠李糖 （Ｒｈａ）、 甘露糖 （Ｍａｎ）、
葡萄糖 （Ｇｌｃ）、 半乳糖 （Ｇａｌ）、 葡萄糖醛酸 （ＧｌｃＡ）、 半

乳糖醛酸 （ＧａｌＡ）、 木糖 （Ｘｙｌ）、 阿拉伯糖 （Ａｒａ）、 岩藻

糖 （Ｆｕｃ） 及 １⁃苯基⁃３⁃甲基⁃５⁃吡唑啉酮 （ＰＭＰ） 购自西格

玛奥德里奇 （上海） 贸易有限公司； Ｆｏｌｉｎ⁃酚试剂购自上海

安耐吉化学有限公司； 二甲亚砜 （ＤＭＳＯ）、 １， １⁃二苯基⁃
２⁃三硝基苯肼 （ＤＰＰＨ）、 （４， ５⁃二甲基噻唑⁃２） ⁃２， ５⁃二苯

基四氮唑溴盐 （ＭＴＴ）、 香菇多糖 （ＬＮＴ）、 牛血清白蛋白

（ＢＳＡ） 购自阿拉丁试剂 （上海） 有限公司； 胎牛血清

（ＦＢＳ）、 青霉素⁃链霉素、 胰酶购自武汉赛维尔生物科技有

限公司； Ｑ⁃Ｓｅｐｈｏｄｅｘ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ （ＱＦＦ） 阴离子交换填料购自

美国 Ｃｙｃｔｉｖａ 公司； 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ３　 仪器　 ＢＪ⁃８００Ａ 多功能粉碎机 （德清拜杰电器有限公

司）； ＤＨＧ⁃９０３０Ａ 恒温电热鼓风干燥箱 （上海精宏实验设

备有限公司）； Ｂ２２０ 恒温水浴锅、 ＲＥ５３ＣＳ 旋转蒸发仪 （上
海亚荣生化仪器厂）； ＡＢ１０４⁃Ｎ 分析天平 （瑞士梅特勒⁃托
利多仪器公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＺＦ⁃７ 磁力搅拌器 （江苏省金坛市医疗仪器

厂）； ＦＤ⁃１⁃５５ 冷冻干燥机 （北京博医康实验仪器有限公

司）； ＴＧ１６⁃ＷＳ 低速大容量离心机 （长沙湘仪离心机仪器
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公司）； ＳＨＢ⁃ＩＩＩＡ 循环水式真空泵 （郑州长城科工贸有限

公司）； ＵＶ⁃９２００ 紫外分光光度计 （北京瑞利分析仪器公

司）； Ｓｐｅｃｔｒｕｍ Ｔｗｏ 红外光谱仪 （美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 半夏多糖提取 　 参考文献 ［１２］ 方法对半夏进行处

理。 半夏块茎 ５００ ｇ 于 ５０ ℃干燥箱烘干， 粉碎后过 ４０ 目

筛， 加入 ５ Ｌ ８０％ 乙醇 ８０ ℃回流搅拌脱脂 ４ 次， 每次 ４ ｈ，
过滤， 收集滤渣， 干燥后备用。 半夏脱脂粉中加入 ５ Ｌ 蒸

馏水于室温提取 ６ 次， 每次 ２ ｈ， 过滤后合并提取液， 真空

减压浓缩后加入 ４ 倍体积无水乙醇， ４ ℃静置过夜， ７ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集沉淀， 沉淀复溶于蒸馏水， 透析

（截留分子量 ７ ｋＤａ） ３ ｄ， 透析液减压浓缩后冷冻干燥， 得

半夏多糖 （ＰＴ）。
２􀆰 ２　 半夏多糖分离纯化 　 ＱＦＦ 阴离子交换柱填料按文献

［１３］ 方法预处理后， 装填于 ５５ ｍｍ×１５ ｃｍ 柱中， 蒸馏水

冲洗 ３ 个柱体积。 取半夏多糖 １５０ ｍｇ， 以蒸馏水完全溶解，
过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜后上样， 依次用 ０、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＣｌ 溶液各洗脱 ３ 个柱体积， 自动部分收集器分

步收集， 苯酚⁃硫酸法检测， 根据洗脱体积和吸光度绘制洗

脱曲线。 根据洗脱曲线合并收集不同组分， 减压浓缩后分

别透析 （截留分子量 ７ ｋＤａ） ３ ｄ， 透析液减压浓缩后冷冻

干燥得半夏多糖 ＱＦＦ 离子交换柱分离各组分。
２􀆰 ３　 总糖含量测定　 使用苯酚⁃硫酸法［１４］ 测定半夏多糖的

总糖 含 量。 取 葡 聚 糖 对 照 品 溶 于 蒸 馏 水 中， 配 制

０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的 对 照 品 溶 液， 稀 释 得 到 ０、 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０２、
０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０６、 ０􀆰 ０８、 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的稀释液， 取 １ ｍＬ 于试管

中， 每支试管依次加入 １ ｍＬ ６％ 苯酚、 ５ ｍＬ 浓硫酸， 混匀

后沸水浴加热 １０ ｍｉｎ， 冷却后使用紫外⁃可见分光光度计在

４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以对照品质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 以吸光度为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得回归方程。 半

夏多糖各纯化组分配制成 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 按上述方法

处理并测定吸光度， 根据回归方程计算总糖含量。
２􀆰 ４　 蛋白质含量测定　 使用 Ｌｏｗｒｙ 法［１５］ 测定蛋白质含量。
使用 ＢＳＡ 配制 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的蛋白质对照品溶液， 使用去离

子水分别稀释至 ０、 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０６、 ０􀆰 ０８、 ０􀆰 １
ｍｇ ／ ｍＬ， 取 １ ｍＬ 于试管中， 每支试管加入 ５ ｍＬ 试剂甲，
２５ ℃水浴 １０ ｍｉｎ， 逐管加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 试剂乙混匀， ２５ ℃水

浴 ３０ ｍｉｎ， 使用紫外⁃可见分光光度计在 ７００ ｎｍ 波长处测

定吸光度， 以蛋白质对照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 以吸

光度为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得回归方程。 同样方法配

制 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 各多糖样品溶液并测定吸光度， 根据回归方

程计算蛋白质含量。
２􀆰 ５　 半夏多糖单糖组成分析 　 使用 ＰＭＰ 柱前衍生高效液

相色谱法对半夏多糖各组分进行单糖组成分析。 参考文献

［１６］ 方法对样品进行降解， 取样品 １ ～ ２ ｍｇ 于安瓿瓶中，
加入 ２００ μＬ Ｈ２Ｏ 完全溶解后加入 ２００ μＬ ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸

（ＴＦＡ） 溶液， 混匀后封口， １０５ ℃ 下水解 ６ ｈ， 水解液经

氮吹仪吹干， 加甲醇反复吹干 ３ 次， 除去 ＴＦＡ。 参考文献

［１７］ 方法对降解单糖进行衍生， 降解样品用 １００ μＬ 蒸馏

水溶解， 加入 １００ μＬ ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液混匀， 再加入

１２０ μＬ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＰ 甲醇溶液， 密封 ７０ ℃水浴反应 ６０
ｍｉｎ， 冷却后加入 １００ μＬ ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 溶液中和。 反应液

用氯仿萃取 ５ 次， 水相用 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 备用，
不同单糖对照品采用同样方法衍生和处理。

色谱条件为流动相 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液 （ ｐＨ
６􀆰 ７） ⁃乙腈 （８３ ︰ １７）； 柱温 ３０ ℃； ＤＡＤ 检测器， 检测波

长 ２４５ ｎｍ； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量 ２０ μＬ。 单糖对照

品和样品进样分析， 根据出峰时间确定单糖组成， 根据峰

面积计算各单糖相对比例。
２􀆰 ６　 紫外⁃可见光谱分析 　 参考文献 ［１８］ 方法， 将样品

溶于适量蒸馏水， 分别配制 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 半夏多糖各组分溶

液， 用紫外⁃可见分光光度计在 ２００ ～ ９００ ｎｍ 范围内扫描，
记录紫外⁃可见光谱图。
２􀆰 ７　 红外光谱扫描分析 　 参考文献 ［１９］ 方法， 半夏多

糖样品在放有 Ｐ２Ｏ５ 的真空干燥箱中干燥 ４８ ｈ， 分别取 ２～３
ｍｇ 样品用干燥 ＫＢｒ 压片， 在 ４ ０００～４００ ｃｍ－１范围内进行红

外光谱扫描， 记录红外光谱图。
２􀆰 ８　 抗氧化活性评价　 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除活性： 按文

献 ［２０］ 方法， 分别配制 ３９、 ７８、 １５６、 ３１３、 ６２５、 １ ２５０、
２ ５００ μｇ ／ ｍＬ 半夏多糖各组分样品， 取 ２ ｍＬ 于试管中， 等

体积蒸馏水为空白对照， 分别加入 ２ ｍＬ ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ
ＤＰＰＨ 乙醇溶液， 混匀， 避光静置 ３０ ｍｉｎ， 维生素 Ｃ 作为

阳性对照。 紫外分光光度计 ５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计

算 ＤＰＰＨ 自由基清除率， 公式如下：
Ｅ ＝ （１ － Ａ ／ Ａ０） × １００％

式中 Ａ０ 为空白标准组吸光度， Ａ 为样品吸光度。
对超氧阴离子自由基的清除活性： 按文献 ［２１］ 方

法， 分别取 ３９、 ７８、 １５６、 ３１３、 ６２５、 １ ２５０、 ２ ５００ μｇ ／ ｍＬ
半夏多糖各组分样品 １ ｍＬ 于试管中， 等体积蒸馏水为空白

对照， 立即加入 ３ ｍＬ ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ８􀆰 ２） 溶液

混匀， ３７ ℃水浴加热 １０ ｍｉｎ 后， 加入 ２ ｍＬ ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 邻苯

三酚溶液反应 ５ ｍｉｎ， 加入 １ ｍＬ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 中止反应， 维

生素 Ｃ 作为阳性对照。 ３２０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算样

品超氧阴离子自由基清除率， 公式如下：
Ｅ ＝ （１ － Ａ ／ Ａ０） × １００％

式中 Ａ０ 为 空白标准组吸光度， Ａ 为样品吸光度。
对羟基自由基的清除活性： 按文献 ［２２］ 方法， 分别

取 ３９、 ７８、 １５６、 ３１３、 ６２５、 １ ２５０、 ２ ５００ μｇ ／ ｍＬ 半夏多糖

各组分样品 １ ｍＬ 于试管中， 等体积蒸馏水为空白对照。 依

次加入 １ ｍＬ ９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅ２ＳＯ４、 １ ｍＬ ８􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 和 １
ｍＬ ９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 水杨酸溶液混匀， ３７ ℃水浴恒温反应 １５ ｍｉｎ，
维生素 Ｃ 作为阳性对照， 在 ５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计

算羟基自由基清除率， 公式如下：
Ｅ ＝ （１ － Ａ ／ Ａ０） × １００％

式中 Ａ０ 为空白标准组吸光度， Ａ 为样品吸光度。
２􀆰 ９　 免疫增强活性评价
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２􀆰 ９􀆰 １　 多糖溶液配制　 将半夏多糖各组分分别溶于细胞培

养液中， 配制成 ８００ μｇ ／ ｍＬ 的多糖溶液， ０􀆰 ２２ μｍ 无菌针

式过滤器过滤， 备用。
２􀆰 ９􀆰 ２　 细胞培养 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 用含 １０％ ＦＢＳ 和 １％
青链霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培养液在 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃培养箱中

培养。 用适量胰酶将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞消化至脱离瓶壁，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ６ ｍｉｎ， 弃上清液， 用培养液吹散细胞团制

备细胞悬浮液， 计数［２３］ 。
２􀆰 ９􀆰 ３　 免疫增强活性评价　 采用 ＭＴＴ 法［１０］ 测定半夏多糖

对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖的影响。 将 １００ μＬ 密度为 ５０ 个 ／ μＬ
细胞的悬浮液接种于 ９６ 孔板中培养 ２４ ｈ， 依次加入 １００ μＬ
质量浓度分别为 ０、 ５０、 １００、 ２００、 ４００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 的半

夏多糖样品孵育 ４８ ｈ。 之后每孔加入 １０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ
溶液， 孵育 ４ ｈ 后除去各孔中的培养液， 加入 １００ μＬ
ＤＭＳＯ， 振荡 １０ ｍｉｎ， 充分溶解结晶物， 在 ５７０ ｎｍ 波长处

测吸光度， 以 ＬＮＴ 为阳性对照， 计算细胞活力， 公式

如下：
细胞活力＝Ａ ／ Ａ０×１００％

式中 Ａ０ 为空白标准组吸光度， Ａ 为样品吸光度。
２􀆰 １０　 统计学分析　 所有样品均进行 ３ 次重复， 采用 ＳＰＳＳ
１９􀆰 ０ 软件进行处理， ２ 组间比较采用单因素方差分析， Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 使

用 Ｏｒｉｇｉｎ ８􀆰 ０ 和 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件作图。
３　 结果

３􀆰 １　 提取与分离　 通过水提⁃醇沉法从半夏中提取半夏多

糖， 得率为 ３􀆰 ４９％ 。 通过 ＱＦＦ 阴离子交换柱分离， 洗脱曲

线见图 １， 依次在浓度为 ０、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶
液下洗脱， 得到 ＰＴＣ０、 ＰＴＣ０１、 ＰＴＣ０２、 ＰＴＣ０５。

图 １　 半夏多糖 Ｑ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 阴离子交换柱

分离洗脱曲线

３􀆰 ２　 基本化学性质分析　 通过 ＰＭＰ 柱前衍生 ＨＰＬＣ 法对

半夏多糖各组分的单糖组成进行分析， 见图 ２， 不同组分

多糖的总糖含量、 蛋白质含量以及各单糖相对比例计算结

果见表 １。

图 ２　 半夏多糖各组分单糖组成 ＨＰＬＣ 分析图

表 １　 半夏多糖总糖含量、 蛋白质含量、 单糖组成及相对比例分析结果 （ｘ±ｓ）

样品 总糖含量 ／ ％ 蛋白质含量 ／ ％
单糖组成及相对比例

Ｒｈａ Ｇｌｃ Ｇａｌ Ｍａｎ ＧｌｃＮ ＧｌｃＡ ＧａｌＡ Ａｒａ
ＰＴＣ０ ７２􀆰 ４±１􀆰 ２ ３􀆰 ４±０􀆰 １ ８􀆰 ７ １９􀆰 ６ ４９􀆰 ８ １０􀆰 ２ ４􀆰 ０ — — ７􀆰 ７

ＰＴＣ０１ ６９􀆰 ３±０􀆰 ９ ３􀆰 ４±０􀆰 ３ ９􀆰 １ ９􀆰 ９ ５９􀆰 ３ ７􀆰 １ ３􀆰 ６ ７􀆰 ９ — ３􀆰 １

ＰＴＣ０２ ７４􀆰 ６±１􀆰 １ ３􀆰 １±０􀆰 ２ ９􀆰 ８ ２４􀆰 ２ ３９􀆰 ７ １０􀆰 ６ ２􀆰 １ ４􀆰 ０ ３􀆰 ５ ６􀆰 １

ＰＴＣ０５ ７５􀆰 ９±１􀆰 ８ ３􀆰 １±０􀆰 １ １４􀆰 ２ ２６􀆰 ２ ３１􀆰 ６ １５􀆰 ０ ４􀆰 ８ — ４􀆰 ０ ４􀆰 ２

　 　 注： —为未检测到。

　 　 从图 ２ 可知， 半夏多糖各组分 ＰＴＣ０、 ＰＴＣ０１、 ＰＴＣ０２
和 ＰＴＣ０５ 单糖组成较复杂， 其中 ＰＴＣ０ 由 Ｇａｌ、 Ｇｌｃ、 Ｍａｎ、
Ｒｈａ、 Ａｒａ 和 ＧｌｃＮ ６ 种单糖组成， 相对比例为 ４９􀆰 ８ ∶ １９􀆰 ６ ∶
１０􀆰 ２ ∶ ８􀆰 ７ ∶ ７􀆰 ７ ∶ ４􀆰 ０； ＰＴＣ０１ 由 Ｇａｌ、 Ｇｌｃ、 Ｒｈａ、 ＧｌｃＡ、
Ｍａｎ、 ＧｌｃＮ 和 Ａｒａ ７ 种单糖组成， 相对比例为 ５９􀆰 ３ ∶ ９􀆰 ９ ∶
９􀆰 １ ∶ ７􀆰 ９ ∶ ７􀆰 １ ∶ ３􀆰 ６ ∶ ３􀆰 １； ＰＴＣ０２ 由 Ｇａｌ、 Ｇｌｃ、 Ｍａｎ、
Ｒｈａ、 Ａｒａ、 ＧｌｃＡ、 ＧａｌＡ 和 ＧｌｃＮ ８ 种单糖组成， 相对比例为

３９􀆰 ７ ∶ ２４􀆰 ２ ∶ １０􀆰 ６ ∶ ９􀆰 ８ ∶ ６􀆰 １ ∶ ４􀆰 ０ ∶ ３􀆰 ５ ∶ ２􀆰 １； 而 ＰＴＣ０５
由 Ｇａｌ、 Ｇｌｃ、 Ｍａｎ、 Ｒｈａ、 ＧｌｃＮ、 Ａｒａ 和 ＧａｌＡ ７ 种单糖组成，
相对比例为 ３１􀆰 ６ ∶ ２６􀆰 ２ ∶ １５􀆰 ０ ∶ １４􀆰 ２ ∶ ４􀆰 ８ ∶ ４􀆰 ２ ∶ ４􀆰 ０， 说

明半夏多糖是单糖组成极为复杂的杂多糖。

由表 １ 可知， 半夏多糖各纯化组分蛋白含量均较低。
３􀆰 ３　 紫外⁃可见光谱分析 　 半夏多糖经 ＱＦＦ 纯化获得的 ４
个组分的紫外⁃可见光谱见图 ３。 可知， ＰＴＣ０、 ＰＴＣ０１、
ＰＴＣ０２ 和 ＰＴＣ０５ 在 ２６０、 ２８０ ｎｍ 附近仅有微弱吸收峰， 说

明半夏多糖各组分核酸和蛋白质含量较低， 这与蛋白质含

量测定结果一致， 可用于后续进一步的研究。
３􀆰 ４　 红外光谱分析　 半夏多糖经 ＱＦＦ 纯化得到的各组分的

红外光谱分析图见图 ４。 可知， ４ 个多糖组分存在相似的多

糖特征峰。 ４ 个样品在 ３ ３９５ ｃｍ－１附近均有强且宽大的吸收

峰出现， 说明多糖存在分子间和分子内氢键， 为糖链中⁃ＯＨ
伸缩振动引起［２４］ ； ２ ９２６ ｃｍ－１附近出现的吸收峰为糖类物
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图 ３　 半夏多糖各组分紫外⁃可见光谱图

质特征峰， 为糖链上⁃ＣＨ 伸缩振动引起［２５］ 。 １ ６４０ ｃｍ－１附近

出现⁃ＯＨ 弯曲振动特征吸收峰［２６］ ， １ ０６０ ｃｍ－１ 附近为糖链

上糖苷键 Ｃ⁃Ｏ⁃Ｃ 伸缩振动引起， １ ０３４ ｃｍ－１附近的吸收峰为

葡萄糖特征峰， 说明 ４ 个组分均含葡萄糖， 这与单糖组成

分析结果相符， 可知 ＰＴＣ０、 ＰＴＣ０１、 ＰＴＣ０２ 和 ＰＴＣ０５ 均为

糖类化合物。

图 ４　 半夏多糖各组分红外光谱图

３􀆰 ５　 半夏多糖不同组分的抗氧化活性　 以多糖质量浓度的

对数为横坐标 （Ｘ）， 以不同自由基清除率为纵坐标 （Ｙ）
进行回归， 半夏多糖各组分对 ＤＰＰＨ 自由基、 超氧阴离子

自由基和羟基自由基的清除活性结果见图 ５， 其 ＩＣ５０值见表

２。 由图 ５Ａ 可知， ４ 个组分对 ＤＰＰＨ 自由基均有清除作用，
且随着质量浓度升高， 对 ＤＰＰＨ 自由基清除作用增强， 其

中 ＰＴＣ０ 作用最强。 由图 ５Ｂ 可知， 与维生素 Ｃ 相比， ４ 个

组分对超氧阴离子自由基均有清除作用， 且随多糖质量浓

度升高而升高， 其中 ＰＴＣ０ 作用最强。 从图 ５Ｃ 可知， 与维

生素 Ｃ 相比， ４ 个组分对羟基自由基的清除作用较弱， 且

随质量浓度升高而升高， 其中 ＰＴＣ０１ 作用最强。 说明 ４ 个

组分均具有较好的抗氧化活性且呈剂量依赖性， 但不同多

糖组分对不同自由基的清除活性存在一定差异， 这可能与

其细微结构的差异有关［２７］ 。
３􀆰 ６　 免疫增强活性　 由图 ６ 可知， ４ 个半夏多糖组分均有

促进 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖的作用， ＰＴＣ０ 在 １００～ ４００ μｇ ／ ｍＬ
范围内能促进 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖， 且细胞活力随多糖质

量浓度增大而增大， 在 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时促进 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

增殖作用最强， 细胞活力为 １１８􀆰 ８％ ； ＰＴＣ０１ 在各质量浓度

注： Ａ 为 ＤＰＰＨ 自由基清除活性， Ｂ 为超氧阴离子自由基

清除活性， Ｃ 为羟基自由基清除活性。

图 ５　 半夏多糖对 ３ 种自由基的清除活性

均有促增 殖作用， 在 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时细胞活力最大， 为

１２８􀆰 ８％ ； ＰＴＣ０２ 在各质量浓度均能促进 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增

殖， 且作用效果与质量浓度呈正相关， 细胞活力在 ４００ μｇ ／ ｍＬ
时达到 １６１􀆰 ９％ ， 与空白组比较， 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 促增殖作用

极显著 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 与阳性对照 ＬＮＴ 作用相当 （ ＬＮＴ 在

４００ μｇ ／ ｍＬ 时细胞活力为 １６３􀆰 １％ ）； ＰＴＣ０５ 在各质量浓度

均有促增殖作用， 但与空白组比较， 促增殖作用不显著，
在 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时细胞活力为最大值 １１１􀆰 ８％ 。 表明 ＰＴＣ０２ 具

有较强的免疫增强活性。
４　 讨论

多糖是半夏的主要活性成分， 本研究以半夏为原料，
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　 　 　 　 　 表 ２　 半夏多糖各组分抑制自由基的 ＩＣ５０值 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

样品
ＩＣ５０ ／ （μｇ·ｍＬ－１）

ＤＰＰＨ 自由基 超氧阴离子自由基 羟基自由基
ＶＣ １０２􀆰 ３±９􀆰 ６∗ 　 ３１６􀆰 ４±１２􀆰 ３∗ 　 １５８􀆰 ２±１５􀆰 ８∗

ＰＴＣ０ １ ０１１􀆰 ４±３２􀆰 ３∗ ９９９􀆰 ８±２９􀆰 ７∗ ３ １６２􀆰 ５±２５􀆰 ４∗

ＰＴＣ０１ １ ６５３􀆰 １±１４􀆰 ５∗ ３ ９８１􀆰 ３±４５􀆰 ５∗ １ ００３􀆰 ３±１０􀆰 ７∗

ＰＴＣ０２ ５ ６２３􀆰 ２±５８􀆰 １∗ ６ ３０９􀆰 ７±２５􀆰 ４∗ ２ ２３８􀆰 ６±１２􀆰 ５∗

ＰＴＣ０５ ２ ２１３􀆰 １±２２􀆰 ９∗ １ ２５８􀆰 １±１０􀆰 ２∗ ６ ３０９􀆰 ４±４７􀆰 ４∗

　 　 注：∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 半夏多糖对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的作用

通过水提醇沉获得半夏多糖， 并经过 ＱＦＦ 阴离子交换柱进

行分离纯化， 得到 ４ 个组分。 通过红外光谱分析发现， ４ 个

组分均为糖类化合物； 紫外⁃可见光谱和化学分析发现其蛋

白质和核酸含量较低， 总糖含量高。 半夏多糖各组分组成

复杂， 其中 ＰＴＣ０ 由 ６ 种单糖组成， ＰＴＣ０１ 和 ＰＴＣ０５ 由 ７ 种

单糖组成， ＰＴＣ０２ 由 ８ 种单糖组成， 并且不同组分单糖组

成的相对比例也存在较大差异。 多糖的活性与其结构密切

相关， 特别是决定一级结构的单糖残基组成及相对比例，
半夏多糖不同组分结构的复杂性也预示不同组分可能具有

不同的活性。
生物体内活性氧过量时会引起细胞器损伤、 蛋白质变

质和 ＤＮＡ 损伤等， 导致病理损伤。 对 ＤＰＰＨ、 超氧阴离子

和羟基自由基清除活性的评价是常用的体外抗氧化活性评

价方法， 本研究结果表明半夏多糖各组分对 ３ 种自由基的

清除活性具有量效关系， 不同组分的 ＩＣ５０差异较大， 推测

可能与 ４ 个多糖的单糖组成和相对比例有关， 可能还与分

子量、 空间结构等因素有关［２８］ ， 其抗氧化活性与结构的关

系还需进一步深入研究。
免疫调节药物常用于免疫失调， 但研究发现有些免疫

调节剂会产生有害作用［２９］ 。 天然多糖不仅具有免疫调节活

性， 且毒副作用小， 这使其成为研究热点。 本研究发现 ４
个组分在 ２５ ～ ４００ μｇ ／ ｍＬ 范围内对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞增殖均

有促进作用， 其中 ＰＴＣ０２ 作用最强， 与临床使用的免疫调

节药物 ＬＮＴ 活性相当， 并且呈明显的剂量依赖性。 单糖组

成及相对比例分析结果表明， 和其他组分相比， ＰＴＣ０２ 的

单糖组成最复杂， 这使其一级结构与空间结构变化更多样，
可能是其高免疫增强活性的原因［３０］ 。

综上所述， 从半夏中制备的 ４ 个组分均为杂多糖， 具

有较好的抗氧化活性和免疫增强活性， 其中 ＰＴＣ０２ 作用最

强， 具有进一步开发为免疫调节药物的潜力。 本研究为半

夏多糖进一步的结构表征奠定了基础， 并为其作为天然抗

氧化剂和免疫增强药物的开发提供了参考。
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