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［摘要］ 目的：探讨芪归多糖对脂多糖（LPS）诱导 RAW264.7 巨噬细胞的免疫调节作用，并对活性组分芪归均一多糖

AAPS-4a 进行结构表征及溃疡性结肠炎（UC）保护作用评价。方法：采用细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测 6 种芪归多糖

（0.01~100 mg·L-1）对 RAW264.7细胞增殖的影响。采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）考察 6种芪归多糖（3、10 mg·L-1）对 LPS诱

导 RAW264.7细胞分泌肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、β干扰素（IFN-β）及一氧化氮（NO）水平的影响。筛选出活性多糖后，采用高效

尺寸排阻色谱法（HPSEC）测定其均一性和相对分子质量，利用傅里叶变换红外光谱法（FT-IR）鉴定特征官能团，通过高效液相色

谱法（HPLC）分析单糖组成，结合气相色谱-质谱法（GC-MS）分析糖残基类型及连接方式，运用一维和二维核磁共振法（NMR）确
定糖残基组成及构型。实验动物分正常组、模型组、AAPS-4a低剂量组（50 mg·kg-1）、AAPS-4a高剂量组（100 mg·kg-1）和柳氮磺

吡啶（SASP）组（75 mg·kg-1），除正常组外采用 3.5% 葡聚糖硫酸钠盐（DSS）诱导急性 UC 小鼠模型。各给药组按相应剂量连续灌

胃给药 7 d，记录小鼠体质量变化。给药结束后，计算脾脏指数和疾病活动指数（DAI）评分，ELISA 检测血清 TNF-α和白细胞介

素-6（IL-6）水平，苏木素-伊红（HE）染色观察结肠组织进行病理变化。结果：在细胞水平上，AAPS-4a可呈剂量依赖性抑制 LPS

诱导的 TNF-α、IFN-β、NO 水平升高（P<0.01）。对 AAPS-4a 进行结构表征显示，AAPS-4a 为相对分子质量 7.6×103 Da 的均一多

糖，结构包含甘露糖（Man）、葡萄糖（Glc）和半乳糖（Gal），摩尔比为 1.3∶23.9∶1.0，主要由 1，6-α-D-Glcp、T-α-D-Glcp、1，3-β-D-

Galp、1，4-α-D-Manp 和 1，2-α-D-Galp 5 种糖残基组成。体内实验显示，与正常组比较，模型组小鼠 DAI评分和脾脏指数显著升

高，结肠长度显著缩短，炎症因子 TNF-α和 IL-6水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，AAPS-4a高剂量组可降低 DAI评分和脾

脏指数，以及 TNF-α、IL-6 水平，改善结肠萎缩（P<0.05，P<0.01）。病理观察显示，AAPS-4a可明显抑制结肠组织炎性细胞浸润，

减轻其病理损伤。结论：AAPS-4a 是由 1，6-α-D-Glcp、T-α-D-Glcp、1，3-β-D-Galp、1，4-α-D-Manp 和 1，2-α-D-Galp 组成的中性均

一多糖，为芪归药对中发挥抗 UC作用的关键活性组分，具有潜在的临床应用价值。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the immunomodulatory effect of polysaccharides from Astragali Radix-Angelicae 

Sinensis Radix herb pair（Qi-gui polysaccharides） on lipopolysaccharide（LPS）-induced RAW264.7 macrophages and to 

characterize the structure of the active component Qi-gui homogeneous polysaccharide（AAPS-4a）， and evaluate its protective 

effect on ulcerative colitis（UC）. Methods：： The effects of six Qi-gui polysaccharides（0.01-100 mg·L-1） on the proliferation of 

RAW264.7 cells were assessed by cell proliferation and activity assay（CCK-8）， and enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA） 

was used to investigate the effects of the six polysaccharides（3， 10 mg·L-1） on the secretion levels of tumor necrosis factor

（TNF）-α， interferon（IFN）-β， and nitric oxide（NO） in LPS-induced RAW264.7 cells. After screening for active polysaccharides， 

high-performance size-exclusion chromatography（HPSEC） was used to determine its homogeneity and relative molecular weight， 

then its characteristic functional groups were identified by Fourier transform infrared spectroscopy（FT-IR）， monosaccharide 

composition was analyzed by high performance liquid chromatography（HPLC）， methylation analysis combined with gas 

chromatography-mass spectrometry（GC-MS） was performed to determine the types and linkage modes of sugar residues， and one- 

and two-dimensional nuclear magnetic resonance（NMR） were used to identify the sugar residue composition and configuration of 

the active polysaccharide. Finally， experimental animals were divided into the normal group， model group， AAPS-4a low-dose 

group（50 mg·kg-1）， AAPS-4a high-dose group（100 mg·kg-1）， and sulfasalazine（SASP） group （75 mg·kg-1）. Except for the 

normal group， the acute UC mouse model was induced using 3.5% dextran sulfate sodium salt（DSS）. Each treatment group was 

administered the corresponding dose via oral gavage for 7 days， and changes in body weight were recorded. After treatment， the 

spleen index and disease activity index（DAI） score were calculated， TNF- α and interleukin-6（IL-6） levels in the serum were 

detected by ELISA， and histopathological changes in colon tissue were observed by hematoxylin-eosin（HE） staining. Results：： At 

the cellular level， AAPS-4a exhibited a dose-dependent inhibition of LPS-induced increases in TNF-α， IFN-β， and NO levels（P<

0.01）. Structural characterization of AAPS-4a revealed that it was a homogeneous polysaccharide with a relative molecular weight 

of 7.6×103 Da， consisting of mannose（Man）， glucose（Glc）， and galactose（Gal） in a molar ratio of 1.3∶23.9∶1.0. It was primarily 

composed of five sugar residues of 1，6-α -D-Glcp， T-α -D-Glcp， 1，3- β -D-Galp， 1，4-α -D-Manp， and 1，2-α -D-Galp. In vivo 

experiments showed that compared with the normal group， the model group demonstrated markedly increased DAI score and spleen 

index， significantly reduced colon length， and significantly elevated levels of TNF-α and IL-6（P<0.01）. Compared with the model 

group， the AAPS-4a high-dose group significantly reduced the DAI score and spleen index， as well as TNF-α and IL-6 levels， and 

improved colonic atrophy（P<0.05， P<0.01）. Pathological observations showed that AAPS-4a significantly inhibited inflammatory 

cell infiltration in colon tissue and alleviated pathological damage. Conclusion：： AAPS-4a， a neutral homogeneous polysaccharide 

composed of 1，6-α -D-Glcp， T-α -D-Glcp， 1，3-β -D-Galp， 1，4-α -D-Manp and 1，2-α -D-Galp， is identified as a key bioactive 

component contributing to the anti-UC effect of the Qi-gui herb pair. Its immunoregulatory and anti-UC properties suggest its 

potential as a therapeutic agent for UC.

［［Keywords］］ Astragali Radix-Angelicae Sinensis Radix herb pair； polysaccharides； high performance liquid chromatography

（HPLC）； gas chromatography-mass spectrometry（GC-MS）； nuclear magnetic resonance（NMR）； immunoregulation； ulcerative 

colitis（UC）

溃疡性结肠炎（UC）是一种累及结直肠黏膜的

慢性复发性炎症性疾病，其典型病理特征为连续

性、弥漫性炎症浸润及隐窝脓肿形成［1］。流行病学

数据显示，我国 UC 年发病率已攀升至 11.60/10 万，

居亚洲首位，其中 15%~25% 患者进展为重症 UC，

临床表现为持续性血便、肠黏膜溃疡及结肠缩短，

部分病例可并发中毒性巨结肠甚至癌变［2］。UC 现

行治疗方案以氨基水杨酸制剂、糖皮质激素及抗肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）生物制剂（如英夫利昔单抗）
为主，但存在治疗应答率低（<60%）、复发率高（年复

发率>30%）及长期应用易诱发机会性感染等局限

性［3］。因此，亟需深入研究 UC 发病机制并开发更安

全、高效、可负担的 UC 治疗策略。

中医药在 UC 治疗中展现出独特优势，其通过

多靶点调控免疫稳态和肠道微生态的特点备受关

注。参苓白术散、青紫止痛汤、溃结元汤、葛根芩连

汤等被发现能通过调控 Janus 激酶 2（JAK2）/信号传

导及转录激活蛋白 3（STAT3）、磷脂酰肌醇 3-激酶/

蛋白激酶 B（PI3K/Akt）通路调节炎症，修复受损肠

黏膜，进而抑制 UC 的发生发展［4］。黄芪 -当归药对

为补气生血经典配伍，最早见于李东垣《内外伤辨

惑论》。黄芪和当归以 5∶1 配伍形成经典方剂当归

补血汤，主治“疮疡溃后气血两虚证”，可通过补气

养血、扶正托毒，促进溃疡疮口愈合，具有潜在的抗
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UC 研究价值［5-6］。作为中医临床实践的核心载体，

深入阐明中药复方药效物质基础及其作用机制，是

解锁中医药临床价值并推动其现代化进程的核心

课题。前期研究通过整合网络药理学与体内实验

证据，发现当归补血汤可通过调控 PI3K/Akt 通路，

改善葡聚糖硫酸钠盐（DSS）诱导的 UC 小鼠肠道炎

症，有效维持肠上皮屏障完整性。其中，槲皮素、异

黄酮苷等小分子成分被鉴定为其发挥抗 UC 作用的

关键活性物质［7］。然而，作为芪归药对中重要的水

溶性大分子组分，多糖在抗 UC 中的结构基础及作

用机制仍缺乏系统研究。

多糖是芪归药对水煎液中含量最丰富的水溶

性活性物质之一，其免疫调节作用在黄芪和当归单

味药的研究中已得到广泛证实。黄芪多糖可通过

调 节 T 细 胞 增 殖 与 活 化 、调 控 核 转 录 因 子 - κB

（NF-κB）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 MAPK）等
炎症相关信号通路、激活白细胞介素-2（IL-2）、白细

胞介素 -6（IL-6）、γ干扰素（IFN-γ）等细胞因子及一

氧化氮（NO）的分泌，从而增强机体免疫功能调节机

体免疫。而当归多糖 APS-2I 则可与 Toll 样受体 4

（TLR4）结合，抑制其与髓样分化蛋白 -2（MD-2）形
成复合物，进而下调 Toll/IL-1 受体（TIR）接头蛋白

的表达，阻断脂多糖（LPS）诱导的 TLR4 下游信号通

路激活［8-10］。此外，黄芪与当归多糖联合应用可通

过 JAK2/STAT5 通路，协同调控造血干细胞的增殖

与分化［11］。近年研究发现，复方中药煎煮过程中可

能发生多糖糖链重构，从而产生具有协同增效作用

的新型活性糖链。例如，四君子汤提取得到的复方

多糖，其免疫调节活性显著优于四味药单独提取后

复配的多糖［12］。AAP-2A 是早期从芪归药对中分离

得到的均一多糖，其相对分子质量为 6.7×105 Da，主

要由鼠李糖，半乳糖，阿拉伯糖和葡萄糖组成，具有

显著的抗氧化活性［13］。本团队前期从芪归总多糖

（AAPS）中 分 离 纯 化 获 得 6 种 芪 归 多 糖 ，其 中

AAPS-1a 和 AAPS-3a 显示出显著的抗肿瘤活性，能

够有效抑制肿瘤细胞增殖并诱导其凋亡［14］。然而，

现有研究主要集中于单味药多糖的药理活性，关于

芪归药对中多糖成分在抗 UC 中的结构基础和作用

机制，尚缺乏系统性研究与报道。

本研究围绕芪归多糖的抗 UC 活性展开系统筛

选，并对筛选所得的活性多糖进行了结构与功能的

深入研究。采用高效尺寸排阻色谱法（HPSEC）、傅
里叶变换红外光谱法（FT-IR）、气相色谱 -质谱联用

（GC-MS）及核磁共振波谱（NMR）等手段对活性多

糖初级结构进行了系统表征。通过 DSS 诱导的急

性 UC 模型，评估其在修复肠上皮屏障、抑制炎性细

胞浸润等方面的作用效果。本研究不仅为阐明芪

归药对抗 UC 的药效物质基础提供了重要的实验依

据，也为基于芪归多糖开发功能性食品或天然药物

提供了理论支撑和技术参考。

1 材料

TENSOR 27 型红外光谱仪、FD5-3 型冷冻干燥

机（德国布鲁克科技有限公司），Waters 2414 型示差

折光检测器和 Waters Alliance 2695 型高效液相色谱

仪（美国沃特世科技有限公司），Ultimate 3000 型光

电二极管阵列检测器（美国赛默飞世尔科技公司），
Bruker Avance Ⅲ型核磁共振波谱仪（德国布鲁克科

技有限公司），TQ8050NX 型气相色谱 -质谱联用仪

（日本岛津公司），MCO-50AICL-PC 型 CO2 细胞培

养 箱（上 海 普 和 希 健 康 医 疗 器 械 有 限 公 司），
Synergy H4 Hybrid 型多功能酶标仪（美国腾仪器有

限公司）。
黄芪饮片（批号 20220502）、当归饮片（批号

20220001）购于陕西兴盛德药业有限公司，经陕西中

医药大学胡本祥教授鉴定，符合 2025年版《中华人民

共和国药典》中的相关质量要求。甘露糖（Man，货号

04870942）、鼠李糖（Rha，货号 04871923）、葡萄糖醛

酸（GlcA，货号 04869332）、半乳糖醛酸（GalA，货号

04237345）、葡萄糖（Glc，货号 04931548）、半乳糖

（Gal，货 号 04871138）、阿 拉 伯 糖（Ara，货 号

04979621）、岩藻糖（Fuc，货号 04236851）对照品，

以及葡聚糖分子量对照品 T-3（货号 SM9500）、T-10

（货号 SM9510）、T-50（货号 SM9520）、T-120（货号

SM9530）、T-150（ 货 号 SM9430）、LPS（ 批 号

818E035）、青-链霉素混合液（批号 20200726）购自索

莱宝生物科技有限公司，各对照品纯度均≥98%。蓝

色葡聚糖（美国西格玛奥德里奇贸易有限公司，货号

S14096），柳氮磺吡啶肠溶胶囊（广东强基药业有限公

司，批号 H20051173），DMEM 高糖基础培养液、胰蛋

白酶（含 EDTA）（武汉塞维尔生物科技有限公司，批

号分别为 G4510、CR2110038），胎牛血清（美国 Gibco

公 司 ，批 号 42G6185K），细 胞 增 殖 与 活 力 检 测

（CCK-8）试剂盒、小鼠 NO ELISA 试剂盒（上海碧云

天 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 1755C459、

S0021S），TNF-α、β干扰素（IFN-β）酶联免疫吸附测定

法（ELISA）试剂盒、苏木素-伊红（HE）染色试剂盒（武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号分别为

E-EL-M3063、E-EL-M0033、G1005-100mL），甲醇和
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乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

小鼠巨噬细胞 RAW264.7 购自中国科学院细胞

库（货号 SCSP-5036），购买初始为 4 代，实验时传至

12 代。SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 40 只，6~8 周龄，

体质量 20~24 g，由空军军医大学实验动物中心提

供，合格证号 SCXK（陕）2024-005，温度（22±2） ℃，

湿度（55±5）%，适应性饲养 7 d。实验方案经空军

军 医 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，批 号 IACUC-

20240076。

2 方法

2.1　AAPS 的提取     黄芪饮片与酒当归饮片按质量

比 5∶1 混合，加入 4 倍体积无水乙醇回流脱脂，挥干

溶剂，加入 6 倍体积去离子水，80 ℃煎煮 2 次（每次

1 h），合并提取液浓缩至原体积 1/5，加入 4 倍体积

95% 乙醇，4 ℃静置 12 h，离心收集沉淀，复溶后获

得芪归粗多糖。粗多糖依次经 Sevag 试剂（三氯甲

烷 -正丁醇 5∶1）结合反复冻融脱除蛋白质，继而采

用 3% H2O2溶液（料液比 1∶10）在 pH 8.0、50 ℃避光

条件下脱色 2 h。反应液经 0.45 μm 微孔滤膜过滤

后冻干，得 AAPS，得率为 6.3%，密封贮存于-80 ℃

备用。

2.2　AAPS的分离和纯化     将 AAPS溶于超纯水，经

DEAE Sephadex A-25 柱（5 cm×100 cm，40~120 μm）
进行阶段洗脱，依次采用超纯水，0.5、1.0、2.0 mol·L-1 

NaCl溶液梯度洗脱，流速 1.5 mL·min-1，获得 4个亚组

分 AAPS-1~AAPS-4。 各 亚 组 分 进 一 步 通 过

Sephadex G-100 柱（5 cm×100 cm，40~120 μm）进行

分离纯化，以 0.1 mol·L-1 NaCl溶液等度洗脱，结合苯

酚-硫酸法监测收集主峰。收集液经 1 000 Da截留分

子量透析膜纯化 48 h，减压浓缩后冻干，最终获得 6种

精 制 多 糖 组 分 ，分 别 为 AAPS-1a、AAPS-1b、

AAPS-2a、AAPS-2b、AAPS-3a、AAPS-4a，其得率分

别为（20.3±1.8）%、（15.6±1.2）%、（21.5±2.1）%、（13.4±

1.1）% 、（12.7±1.2）% 和（13.5±1.4）%（ 以 AAPS 质

量计）。
2.3　 HPSEC 检测 AAPS-4a 均一性和相对分子质

量［15］     样品和葡聚糖对照品（T-3、T-10、T-50、T-120、

T-150）溶于水，配制成质量浓度为 1 g·L-1的溶液，离

心取上清液 200 μL 备用。采用 Waters Alliance 2695

型高效液相色谱仪，Waters 2414型示差折光检测器，

TOSOH TSK-GEL G4000 PWXL 色 谱 柱（7.8 mm×

300 mm，10 μm），以流动相为 0.05 mol·L-1 Na2SO4

水 溶 液 等 度 洗 脱 30 min，进 样 量 10 μL，流 速

0.5 mL·min-1，柱温 25 ℃。按上述条件取对照品和样

品进样检测，以对照品保留时间的对数值为横坐标，

以分子量的对数值为纵坐标，绘制标准曲线，将样品

峰保留时间带入回归方程计算相对分子质量。

2.4　FT-IR 检测 AAPS-4a 官能团和糖苷键构型     取

AAPS-4a 2 mg，与溴化钾研磨混匀，压片，红外光谱

仪测定波数范围 4 000~400 cm-1的光谱，确定糖分子

中主要官能团和吡喃糖的糖苷键构型。

2.5　HPLC 检测 AAPS-4a的单糖组成［16］    取各单糖

对照品 5.0 mg，加蒸馏水 500 μL溶解，取 400 μL依次

加入 0.3 mol·L-1 氢氧化钠溶液 200 μL，0.5 mol·L-1 

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）甲醇溶液 400 μL，

70 ℃衍生化反应 30 min，加 0.3 mol·L-1 HCl 中和至

pH 7.0。三氯甲烷萃取 3次去除游离 PMP，水相合并

得单糖衍生物，取各衍生物 200 μL 混合为混合对照

品。取 AAPS-4a 样品 5 mg 加入 2 mol·L-1 三氟乙酸

4 mL，100 ℃水解 8 h，氮吹除酸，超纯水复溶后同法

衍生化。采用 Waters Alliance 2695 型高效液相色谱

仪 ，Ultimate 3000 型 光 电 二 极 管 阵 列 检 测 器 ，

Accliam™ 120 C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以
乙酸铵（100 mmol·L-1）-四氢呋喃 -乙腈（81∶2∶17）为
流动相等度洗脱 60 min，流速 1.0 mL·min-1，柱温

25 ℃，进样量 10 μL。根据各单糖标准品的峰面积计

算样品中各单糖含量，再根据各单糖分子量进行归一

化处理，最终得到样品中单糖的摩尔比。

2.6　GC-MS 结合 NMR 分析 AAPS-4a的糖残基类型

2.6.1　样品预处理     取 AAPS-4a 多糖样品 20 mg，

加无水二甲基亚砜（DMSO）4 mL 溶解，氮气吹扫

5 min 除 氧 后 搅 拌 12 h 活 化 。 加 入 1 mol·L-1 的

NaOH-DMSO 溶液 4 mL，氮气保护下搅拌反应 3 h，

冰浴滴加碘甲烷 3.6 mL，避光反应 7 min 后室温继

续反应 12 h。反应液经 1 000 Da 透析袋超纯水透析

24 h（换液 3 次），冻干得全甲基化产物。依次用

90% 甲 酸（100 ℃ 、4 h）和 2 mol·L-1 三 氟 乙 酸

（100 ℃ 、8 h）分步水解，氮吹除酸后溶于超纯水

2 mL，加入硼氘化钠 60 mg，室温还原 24 h，经 JK008

氢型树脂脱盐并冻干。取干燥产物加入吡啶 -乙酸

酐（1∶2）1 mL，100 ℃乙酰化 2 h，乙醇共沸去残留试

剂，三氯甲烷复溶浓缩至 100 μL。

2.6.2　GC-MS 检测糖残基连接方式     色谱条件为

Agilent DB-1 毛细管柱（0.25 mm×30 m，0.15 μm），
载气为氦气，流速 1.0 mL·min-1，进样口温度 220 ℃，

分 流 比 10∶1，程 序 升 温（45 ℃ 保 持 5 min；以

10 ℃·min-1升温至 140 ℃，保持 5 min；以 0.5 ℃·min-1

升温至 170 ℃ ，保持 1 min，以 15 ℃·min-1 升温至
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280 ℃，保持 5 min）。质谱条件为电子轰击离子源

（EI），离子源温度 280 ℃，碰撞能量 70 eV，扫描范围

m/z 50~600。

2.6.3　NMR检测糖残基构型及连接方式     AAPS-4a

多糖样品重水（D2O）置换 3 次，置于 D2O 500 μL 中。

用 Bruker Avance Ⅲ型核磁共振波谱仪检测一维核磁

共振谱（1D NMR），即 1H NMR、13C NMR；以及二维

核 磁 共 振 谱（2D NMR），即 异 核 单 量 子 相 干 谱

（HSQC）、氢-氢相关谱（1H-1H COSY）、异核多键相关

谱（HMBC）与核奥弗豪泽效应谱（NOESY）。
2.7　小鼠 RAW264.7 细胞培养     细胞接种于 T75 培

养瓶（初始密度 1×105 个/mL），使用含 10% 胎牛血

清、1% 青 -链霉素的 DMEM 高糖培养基，于 37 ℃、

5%CO2培养箱中培养。

2.8　CCK-8 检测细胞增殖活性     RAW264.7 细胞以

5×104个/mL接种于 96孔板，过夜贴壁，给予终质量浓

度为 0、0.1~100 mg·L-1的 AAPS-4a 溶液，每组设 6 个

复孔，孵育 48 h后，每孔加入 CCK-8溶液 10 μL，37 ℃

反应 2 h，测定 490 nm 处吸光度 A，计算细胞活力。细

胞活力=（A 实验孔-A 空白孔）/（A 对照孔-A 空白孔）×100%。

2.9　ELISA 检测细胞 TNF-α、IFN-β和 NO 含量     细

胞以 2×105 个/mL 接种于 6 孔板，过夜贴壁，正常组

加入培养液，LPS 组加入 5 mg·L-1 的 LPS，样品组加

入对应浓度多糖溶液。培养 48 h 后，取各组上清

液 ，按 照 ELISA 试 剂 盒 说 明 书 ，测 定 上 清 液 中

TNF-α、IFN-β和 NO 水平。

2.10　UC 小鼠分组、造模及给药［7］    动物随机分为

正常组，模型组，阳性药组（SASP 组），AAPS-4a 低、

高剂量组。正常组常规喂养，其余各组给予 3.5% 

DSS 溶液自由饮水 7 d 诱导急性 UC。造模成功后，

参考文献报道，阳性药组给予 SASP 75 mg·kg-1［7］，

根据预实验结果，AAPS-4a 低、高剂量组分别给予

AAPS-4a 50、100 mg·kg-1，正常组和模型组给予等

体积生理盐水，所有动物灌胃给药，连续 7 d，记录小

鼠体质量。

2.11　动物样本取材     实验结束后处死小鼠，经眼

眶后静脉丛采集全血于离心管中，室温静置 30 min

使血液凝固。随后于 4 ℃、3 000 r·min-1离心 15 min

（离心半径 10 cm），取上层血清。取结肠并记录长

度值，一部分结肠 4% 多聚甲醛固定，一部分同血清

保存于-80 ℃冰箱用于后续分析；取脾脏计算脾脏

指数=脾脏质量（mg）/体质量（g）。
2.12　一般行为学观察     监测小鼠体质量变化、粪

便性状及便血程度，依据参考评分标准对各组小鼠

进行疾病活动指数（DAI）评估［17］。

2.13　HE 染色观察结肠组织病理变化     结肠组织

石蜡切片经脱蜡水化，依次进行苏木素染色 5 min，

1% 盐酸乙醇分化 30 s，伊红复染 2 min；随后切片经

乙醇梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。采用

光学显微镜观察结肠黏膜结构完整性、炎性细胞浸

润及隐窝形态改变，NIS-Elements D 4.30 图像采集

系统记录病理特征。

2.14　ELISA 检测小鼠血清 TNF-α、IL-6 含量     按

ELISA 试剂盒说明书步骤操作，检测各组小鼠血清

中炎症因子 TNF-α、IL-6 表达差异。

2.15　数据统计     采用 SPSS 27.0 软件对实验数据

进行统计学分析，计量数据以 x̄± s 表示，两组间比较

采用 t 检验，多组间比较若符合正态分布和方差均

匀性，则采用单因素方差分析和 Tukey 法多重比较

分析，多组间若不满足正态分布或方差均匀性，则

使用 Games-Howell 检验或 Dunnett 检验，P<0.05 表

示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　6 种芪归多糖对 RAW264.7 细胞增殖活性的影

响     与正常组比较，在 0.01~10 mg·L-1内，6种芪归多

糖对细胞增殖均无明显影响，而 AAPS-1a 和 AAPS-

1b在质量浓度为 30 mg·L-1和 100 mg·L-1表现出明显

抑 制（P<0.05，P<0.01）；AAPS-2a 和 AAPS-2b 在

10 mg·L-1和 3 mg·L-1下对细胞增殖有促进作用。此

外，AAPS-3a和 AAPS-4a仅在 100 mg·L-1下对细胞增

殖有抑制作用（P<0.05）。综合以上结果，选择 3、

10 mg·L-1 作为后续免疫调节活性评价给药浓度。

见表 1。

3.2　6 种芪归多糖对 RAW264.7 细胞的免疫调节作

用比较     与正常组比较，模型组细胞分泌 TNF-α、

IFN-β和 NO 水平显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，仅 AAPS-4a（10 mg·L-1）可明显抑制 LPS 诱导巨

噬细胞分泌 TNF-α、IFN-β和 NO 水平（P<0.05，P<

0.01），且呈剂量依赖性。初步推断其为芪归药对中

发挥抗 UC 作用的关键活性组分，故对其进行后构

鉴定与体内药效评价。见表 2、表 3。

3.3　AAPS-4a 相对分子质量的确定     AAPS-4a 色

谱峰呈单一对称形，表明其相对分子质量分布均一。

参照葡聚糖标准品建立的标准曲线（Y=-3.776 8X+

6.880 8，R2=0.999），计 算 其 相 对 分 子 质 量 为 7.6×

103 Da，见增强出版附加材料。

3.4　AAPS-4a 的 FT-IR 分析     AAPS-4a 的 FT-IR 谱

显示典型多糖特征吸收峰。其中，3 396.71 cm-1处为

··208



第 31 卷第  20 期
2025 年 10 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 31，No. 20

Oct. ，2025

O-H 键 伸 缩 振 动 信 号［18］ 。 2 934.55 cm-1 和

1 416.32 cm-1处分别为 C-H键的对称拉伸振动和不对

称拉伸振动信号［19］。1 568.21 cm-1处为 C=O 键的拉

伸振动信号。此外，在 916.2~199 cm-1区间观察到吡

喃糖环特征吸收带，其主峰位于 1 043.91 cm-1（C-O-C

不对称伸缩振动），肩峰为 1 052.04 cm-1（C-O-H 弯曲

振动），双峰分裂模式与文献报道的 α-吡喃葡萄糖特

征一致［20-21］。见增强出版附加材料。

3.5　 AAPS-4a 的 HPLC 分 析     经 HPLC 法 测 定 ，

表 1　6 种芪归多糖对 RAW264.7 细胞增殖活性的影响（x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of six Astragali Radix-Angelicae Sinensis Radix（Qi-gui） polysaccharides on proliferation activity of RAW264.7 cells（x̄± s，n=6）

组别

AAPS-1a

AAPS-2b

质量浓度/mg·L-1

0

0.01

0.03

0.1

0.3

1

3

10

30

100

0

0.01

0.03

0.1

0.3

1

3

10

30

100

增殖率/%

100.00±4.67

103.27±8.56

101.04±4.63

99.79±5.45

99.10±4.03

100.98±1.01

101.01±7.86

95.90±3.47

81.99±1.671）

54.22±1.012）

100.00±2.24

99.77±6.36

99.35±2.65

100.39±3.65

105.36±8.81

106.65±4.01

112.35±2.03

115.87±6.331）

99.77±7.38

89.00±3.71

组别

AAPS-1b

AAPS-3a

质量浓度/mg·L-1

0

0.01

0.03

0.1

0.3

1

3

10

30

100

0

0.01

0.03

0.1

0.3

1

3

10

30

100

增殖率/%

100.00±5.66

101.28±2.77

102.57±2.98

113.38±2.28

115.15±4.31

115.09±2.01

114.80±4.37

106.00±8.48

89.19±6.611）

65.97±8.582）

100.00±6.62

96.23±3.32

97.55±1.76

94.43±2.98

93.57±3.16

93.42±5.15

92.78±6.08

92.40±8.11

90.27±7.46

82.94±5.901）

组别

AAPS-2a

AAPS-4a

质量浓度/mg·L-1

0

0.01

0.03

0.1

0.3

1

3

10

30

100

0

0.01

0.03

0.1

0.3

1

3

10

30

100

增殖率/%

100.00±8.17

111.19±4.81

112.55±9.74

114.12±5.76

116.08±9.00

117.56±3.81

117.80±1.67

119.94±1.002）

118.46±5.27

93.97±6.06

100.00±6.17

106.66±6.49

109.68±7.87

114.25±7.43

115.39±1.04

114.91±2.21

115.80±7.18

106.18±6.72

103.13±6.30

85.08±8.791）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表 2　芪归多糖对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞炎症因子和 NO 水平的

影响（x̄± s，n=4）

Table 2　 Effect of Qi-gui polysaccharides on levels of 

inflammatory factors and NO in LPS-induced RAW264.7 cells

（x̄± s，n=4）

组别

正常组

模型组

AAPS-1a组

AAPS-1b 组

AAPS-2a组

AAPS-2b 组

AAPS-3a组

AAPS-4a组

质量浓度

/mg·L-1

3

10

3

10

3

10

3

10

3

10

3

10

TNF-α/ng·L-1

74.41±9.92

339.45±8.272）

265.86±23.97

231.50±8.033）

286.54±8.79

296.93±7.08

270.47±11.34

183.07±10.393）

325.51±9.57

306.32±9.92

513.54±42.414）

158.03±8.543）

285.12±9.213）

132.12±7.074）

IFN-β/ng·L-1

7.57±1.11

16.71±1.082）

20.92±1.073）

13.60±0.59

20.91±0.983）

25.23±1.074）

15.89±0.53

13.92±1.07

15.93±1.09

15.40±0.45

24.95±0.554）

15.45±0.64

14.67±1.09

10.20±0.973）

NO/μmol·L-1

29.75±0.35

94.35±1.262）

94.71±2.52

91.74±0.75

90.78±7.57

92.22±0.253）

93.71±5.20

75.33±0.50

101.85±1.51

99.25±2.02

95.78±0.75

97.31±0.25

85.71±2.02

69.08±0.753）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3、表 5 同）

表 3　 不 同 浓 度 AAPS-4a 对 LPS 诱 导 RAW264.7 细 胞 炎 症 因 子 和

NO 水平的影响（x̄± s，n=4）

Table 3　Effect of AAPS-4a with different concentrations on levels 

of inflammatory factors and NO in LPS-induced RAW264.7 cells

（x̄± s，n=4）

组别

正常组

模型组

AAPS-4a组

质量浓度

/mg·L-1

1

3

10

30

TNF-α/ng·L-1

93.55±6.05

294.33±12.692）

269.86±19.49

251.82±16.23

191.35±17.723）

114.21±13.184）

IFN-β/ng·L-1

7.43±0.81

21.30±1.412）

19.93±1.32

19.99±1.30

16.50±1.163）

11.43±1.094）

NO/μmol·L-1

58.43±4.82

89.36±5.912）

79.70±4.54

70.06±6.39

58.03±2.453）

55.69±4.414）
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AAPS-4a 由 Man、Glc 和 Gal 组 成 ，摩 尔 比 为

1.3∶23.9∶1.0，见增强出版附加材料。

3.6　AAPS-4a 的 GC-MS 分析     GC-MS 分析显示，

AAPS-4a 具有 5 个特征峰，各差向异构体通过保留

时间差异（ΔRRT≥0.2 min）。所有质谱数据经复杂

碳水化合物研究中心（CCRC）标准数据库（https：//

www.ccrc.uga.edu/specdb/ms/）及内部保留时间 -碎

片离子对应表双重验证。结合 AAPS-4a 的单糖组

成，确定 5 种糖残基，分别为 T-葡萄糖（T-Glcp）、
1，2-半乳糖（1，2-Galp）、1，3-半乳糖（1，3-Galp）、
1，4-甘露糖（1，4-Manp）及 1，6-葡萄糖（1，6-Glcp），
见表 4。

3.7　 AAPS-4a 的 1D NMR 分析     1H NMR 谱中，

4.30~5.50 ppm 为多糖异头质子（H-1）信号区域［22］。

AAPS-4a 的 1H NMR 谱中显示，δ 4.91 处有一强 H-1

信号，以及 δ 4.61、5.10、5.26 处有 3 个弱 H-1 信号。

其中 δ 4.61 处为 β构型糖残基的 H-1 特征信号［23］；
δ 4.91 处为 α -Glcp 的 H-1 特征信号［24］，δ 5.26 处为

α -Manp 的 H-1 特征信号［25］。 δ 5.10 处可能为 Rhap

或 Galp，结合 HPLC 结果，初步判断其为 α -Galp。
13C NMR 谱中，δ 95.0~110.0 为多糖的异头碳（C-1）
信号区域［26］。AAPS-4a 的 13C NMR 谱在 δ 97.67 处

显示 1 个强 C-1 信号，在 δ 95.68、99.39、104.12 处显

示 3 个弱 C-1 信号。δ 104.12 ppm 处为 β构型糖残基

的 C-1 特征信号，这与 δ 4.61 处的 H-1 信号对应。

δ 99.39 处为 α -Manp 的 C-1 特征信号，δ 97.67 处为

α-Glcp 的 C-1 特征信号，与 δ 4.91 处 C-1 对应。以上

结果提示，AAPS-4a 结构中主要含有 4 种糖残基，其

中以 α-葡萄糖残基（α-Glcp）为主。具体谱图见增强

出版附加材料。

3.8　AAPS-4a 的 2D NMR 分析     为明确 AAPS-4a

中糖残基的连接方式及构型，对其进行了 2D NMR

（HSQC、1H-1H COSY、HMBC 和 NOESY）分 析 。

HSQC 谱中，δ 4.91/97.67 归属为 α -Glcp 的 H-1/C-1

信 号 。 根 据 COSY 中 的 δ 4.91/3.51、δ 3.51/3.65、

δ 3.65/3.45、δ 3.45/3.84 4 个相关信号，确定了该残基

的 H-2（3.51）、H-3（3.65）、H-4（3.45）和 H-5（3.84）。
结合 HSQC，确定该残基的 C-2（71.43）、C-3（73.34）、
C-4（69.54）和 C-5（70.13）。HMBC 谱中 δ 4.91/65.47

信号提示该残基 H-1（δ 4.91）与 C-6（δ 65.47）存在三

键远程相关［27］，确定了该 α-Glcp 的 C-6（65.47）。甲

基化分析（1，6-Glcp 占比 88.8%）及 13C NMR 数据

（C-6 δ 65.47）与文献报道的 1，6-α-D-Glcp 特征信号

完 全 吻 合［21］。 此 外 ，COSY 中 δ 3.51/3.65、δ 3.65/

3.37、δ 3.37/3.91、δ 3.77/3.91 4 个交叉信号得到另一

种 Glcp 的 H-3（3.65），H-4（3.37），H-5（3.91）和 H-6

（3.77）。 结 合 HSQC 中 δ 3.65/71.38、δ 3.37/69.48、

δ 3.91/70.28、δ 3.71/60.47、δ 3.77/60.47 的 5 个信号和

HMBC 中 δ 3.37/60.47 信号，得到该 α -Glcp 的 C-1

（97.67），C-2（73.35），C-3（71.38），C-4（69.48），C-5

（70.28）和 C-6（60.47），最终确定该残基为 T-α -D-

Glcp。具体谱图见增强出版附加材料。

δ 4.61/104.12 为 β-Galp 的 H-1/C-1 信号。COSY

中 δ 4.61/3.18、δ 3.18/3.43 和 δ 3.43/3.64 3 个信号确

定该 β -Galp 的 H-1（4.61）、H-2（3.18）、H-3（3.43）和
H-4（3.64）。根据 HSQC 中 δ 3.18/74.04、δ 3.43/75.88

和 δ 3.64/69.51 3 个 信 号 ，确 定 了 该 残 基 的 C-2

（74.04）、C-3（75.88）和 C-4（69.51）。该残基的 C-3

明显向低场移动，且 HSQC 谱中其余 C-6 信号均低

于 63.0 ppm，因此确定该残基为 1，3-β-D-Galp。此

外，δ 5.26/99.39 为 α-Manp 的 H-1/C-1 特征信号。根

据 COSY 中 δ 5.26/3.51、δ 3.51/3.96 和 δ 3.96/3.76，得

到了该残基的 H-1（5.26）、H-2（3.51）、H-3（3.96）和
H-4（3.76）。 根 据 HSQC 中 δ 3.51/73.03、δ 3.96/

69.99、δ 3.76/80.56，确定了该残基的 C-1（99.39）、
C-2（73.03）、C-3（69.99）和 C-4（80.56）。该残基的

C-4 明显向低场移动，因此确定该残基为 1，4-α-D-

Manp。结合 HPLC 和 1D NMR 结果，将 δ 5.10/95.68

归 属 为 α -D-Galp 的 H-1/C-1 信 号 。 COSY 中

δ 5.10/3.37、δ 3.37/3.93 和 δ 3.93/3.71 确 定 该 α -D-

表 4　AAPS-4a 糖残基类型的 GC-MS 分析

Table 4　GC-MS analysis of sugar residue type of AAPS-4a

连接类型

T-Glcp

1，2-Galp

1，3-Galp

1，4-Manp

1，6-Glcp

tR/min

23.365

28.695

34.249

34.866

41.522

摩尔比

3.9

1.2

1.6

1.0

61.3

占比/%

5.9

1.7

2.2

1.4

88.8

部分甲基化醛糖醇乙酸酯（PMAAs）
1，5-di-O-乙酰基-2，3，4，6-四-O-甲基-D-葡萄糖醇

1，2，5-tri-O-乙酰基-3，4，6-三-O-甲基-D-半乳糖醇

1，3，5-tri-O-乙酰基-2，4，6-三-O-甲基-D-半乳糖醇

1，4，5-tri-O-乙酰基-2，3，6-三-O-甲基-D-甘露糖醇

1，5，6-tri-O-乙酰基-2，3，4-三-O-甲基-D-葡萄糖醇

碎片离子

45、118、161、162、205

45、161、190、234

45、118、161、234、277

45、118、162、233

118、162、189、233
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Galp 的 H-1（5.10）、H-2（3.37）、H-3（3.93）和 H-4

（3.71）。 HSQC 中 δ 3.37/79.69、δ 3.93/69.71、

δ 3.71/69.79，确 定 该 α -D-Galp 的 C-2（79.69），C-3

（69.71）和 C-4（69.79）。其 C-2 化学位移明显向低场

移动，因此确定该残基为 1，2-α-D-Galp。最终确定

AAPS-4a 中 5 种糖残基分别为 1，6-α-D-Glcp、T-α-D-

Glcp、1，3- β -D-Galp、1，4- α -D-Manp 和 1，2- α -D-

Galp。具体谱图见增强出版附加材料。

3.9　AAPS-4a 的体内抗 UC 作用评价     与正常组比

较，模型组小鼠体质量显著减轻，DAI评分和脾脏指

数显著升高，结肠长度显著缩短，血清中 TNF-α和

IL-6 水 平 均 显 著 升 高（P<0.01）；与 模 型 组 比 较 ，

AAPS-4a高剂量组体质量显著升高（P<0.01），DAI评

分和脾脏指数明显降低（P<0.05，P<0.01），结肠长度

明显延长，差异有统计学意义（P<0.05），血清 TNF-α、

IL-6 水平显著下降，差异具有统计学意义（P<0.01）。
见增强出版附加材料及表 5。结肠 HE 染色结果显

示，正常组肠黏膜结构完整连续，隐窝形态正常，未见

炎性细胞浸润。与正常组比较，模型组肠上皮细胞大

面积剥脱，固有层大量中性粒细胞及淋巴细胞浸润，

隐窝结构严重破坏，部分区域隐窝完全消失。与模型

组比较，AAPS-4a低剂量组肠上皮部分修复，炎性细

胞浸润减轻，AAPS-4a高剂量组肠上皮连续性基本恢

复，炎性细胞浸润显著减少，隐窝结构呈完整形态。

AAPS-4a对 UC 结肠损伤改善程度呈剂量依赖性，高

剂量组效果与 SASP组相近。见图 1。

4 讨论

多糖是芪归药对主要活性成分之一，具有促进

造血、调节免疫、抗肿瘤等药理作用［28］。目前，国内

外学者对黄芪、当归单味药中多糖成分进行了广泛

研究，但对芪归药对多糖的相关研究报道甚少［29-30］。

本研究从芪归药对中分离获得具有显著抗 UC 作用

的中性均一多糖 AAPS-4a，并对其一级结构进行了

系统解析。AAPS-4a 可剂量依赖性抑制 LPS 诱导

RAW264.7 细胞中 TNF-α、IFN-β和 NO 的过度分泌，

并显著降低 DSS 诱导 UC 模型小鼠的 DAI 评分、脾

脏指数及炎症因子水平（TNF-α、IL-6），缓解结肠缩

短 ，修 复 结 肠 组 织 病 理 损 伤 。 结 构 解 析 显 示 ，

表 5　AAPS-4a 对 UC 小鼠各项药效指标的影响（x̄± s，n=8）

Table 5　Effect of AAPS-4a on pharmacodynamic indexes of UC mice（x̄± s，n=8）

分组

正常组

模型组

AAPS-4a低剂量组

AAPS-4a高剂量组

SASP

剂量/mg·kg-1

50

100

75

DAI评分/分

0.24±0.19

3.45±0.312）

2.76±0.42

1.50±0.274）

1.11±0.364）

结肠长度/cm

7.85±0.32

5.45±0.432）

5.99±0.60

6.78±0.363）

7.33±0.504）

脾脏指数/mg·g-1

0.45±0.01

0.57±0.012）

0.49±0.05

0.46±0.023）

0.41±0.034）

TNF-α/ng·L-1

56.14±11.17

216.69±25.502）

193.78±14.35

155.50±15.444）

163.36±14.284）

IL-6/ng·L-1

8.14±1.90

57.17±6.782）

53.36±4.28

41.16±2.134）

39.03±2.903）

注：A.正常组；B.模型组；C.AAPS-4a低剂量组；D.AAPS-4a高剂量组；E.SASP 组

图 1　AAPS-4a 对 DSS 诱导 UC 小鼠结肠组织病理学的影响  （HE，×40，×100）
Fig.  1　Effect of AAPS-4a on histopathology of colon tissue in DSS-induced UC mice （HE，×40，×100）
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AAPS-4a 由 1，6-α -D-Glcp、T-Glcp、1，3- β -D-Galp、

1，4-α-D-Manp 和 1，2-α-D-Galp 组成，以此结构特征

在聚糖结构数据库 GlyTouCan进行查询，发现其糖残

基类型与比例在 GlyTouCan数据库中未见匹配，提示

其为一种具有新型结构特征的活性多糖。AAP-2A

是 2016 年报道的一种芪归均一多糖，其相对分子质

量为 6.7×105 Da，主要由 Rha，GalA，Ara 和 Glc 组成，

其 表 现 为 α - 葡 聚 糖 主 导 的 抗 氧 化 活 性［13］。 而

AAPS-4a 中 1，3-β-D-Galp 的引入可能与其免疫调节

功能密切相关。已有研究表明，β-糖苷键的构型可通

过 TLR4/NF-κB 通路调控巨噬细胞极化，从而抑制炎

症因子释放［31-32］。此外，AAPS-4a的线性杂多糖结构

可能源于复方煎煮过程中黄芪与当归多糖的糖链重

构，这为“芪归配伍增效”假说提供了分子层面的直接

证据，弥补了复方多糖配伍机制研究的空白。

尽管取得上述进展，本研究仍存在一定的不足和

局限性。首先，当前二维 NMR（包括 HMBC 谱）提供

的信息尚不足以完整解析 AAPS-4a的糖残基连接顺

序，因此其精确的构象和骨架结构仍需进一步深入研

究。其次，本研究中关于其抗 UC 作用的体内评价数

据相对有限，还未能开展更系统的剂量-反应关系和

机制研究。因此，尚无法对芪归配伍多糖的抗炎活性

进行全面系统的评估，也难以明确其抗 UC 活性的结

构-效应关系。未来研究可在此基础上进一步展开。

一方面，比较芪归复方多糖与黄芪、当归单味药多糖

在抗炎活性方面的差异，明确复方多糖成分间的协同

或增效机制；另一方面，可结合糖谱学、分子模拟等手

段，深入探讨其空间构象与免疫调节、抗 UC 活性之

间的关系。通过更多体内外实验系统评价 AAPS-4a

在不同剂量和不同模型下的生物活性，将有助于阐明

其作用机制并指导临床应用。

综上，AAPS-4a 的发现不仅为芪归药对抗 UC

作用提供了关键物质基础，也为中药复方多糖的

“结构-功能-配伍”一体化研究奠定了理论依据。其

新型杂多糖结构特征提示，复方煎煮可能通过糖链

重构产生独特药理活性，这为中药配伍理论的现代

化阐释开辟了新视角。

［利益冲突］ 唐于平为本刊编委，未参与本文的审校与

编辑；本文不存在任何利益冲突。
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