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鹿蹄橐吾多糖LW21的分离纯化及其结构分析

刘春兰 1，杜 宁 1，徐桂云 2，黄 潇 1，阿西娜 1

(1.中央民族大学生命与环境科学学院，北京      100081；2.中国科学院化学研究所， 北京      100080)

摘   要：目的：确定鹿蹄橐吾多糖 LW21 的结构，为探讨鹿蹄橐吾多糖的药理活性，合理利用鹿蹄橐吾这种植物

资源提供依据。方法：水提取醇沉获得鹿蹄橐吾水溶性粗多糖 LW，经酸性乙醇分级和 DEAE-SephdexA-25 纯化得

多糖 LW21。纸层析、醋酸纤维薄膜电泳和 Sepharose CL-4B 柱层析进行纯度鉴定，LW21 结构分析采用高碘酸氧化、

Smith 降解、甲基化分析及 IR、NMR、GC 和 GC-MS 等方法。结果表明：LW21 为均一多糖，相对分子质量约为

1.1 × 106。其单糖组成为鼠李糖(Rha)、阿拉伯糖(Ara)、甘露糖(Man)、葡萄糖(Glc)、半乳糖(Gal)，物质的量比

为 7.4:11.9:25.7:40.0:14.9。多糖 LW21 为有分枝结构，主链由 Glc 和 Man 构成，其中其中 Man 主要以β(1 → 2)和
β(1→ 6)糖苷键连接，β(1→ 2)糖苷键在 3－O处和 6－O处有分枝，β(1→ 6)糖苷键在 2－O和 4－O处有分枝，

Glc 也主要以β(1 → 2)及β(1 → 6)糖苷键连接，β(1 → 2)糖苷键在 6 －O 处有分枝，β(1 → 6)糖苷键连接，在 2 －O
处有分枝。分子支链由 Ara、Rha、Gal 构成。末端残基为 Gal、Ara、Rha、Glc。结论：鹿蹄橐吾多糖 LW21

是一新结构多糖，为首次从鹿蹄橐吾中分离得到。
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Abstract ：Objective: to isaolate, purify and structurally characterize a water-soluble polysaccharide from the whole herbs of

Ligularia hodgsonii. Methods: crude polysaccharide named as LW was extracted from Ligularia hodgsonii. A ploysaccharide

fraction named as LW21 was obtained after acidic ethanol fractionation and DEAE-Sephadex A-25 gel filtration. The purity of LW21

was identified by paper chromatography, Sepharose CL-4B chromatography and cellulous acetate electrophoresis, and its

structure was analyzed by HIO4 oxidation, Smith degradation, methylation, IR, NMR, GC and GC-MS. Results: LW21 was a

homogenous polysaccharide. LW21 was composed of rhamose (Rha), arabinose (Ara), mannose (Man), glucose (Glc) and galactose

(Gal) with a molar ratio of 7.4: 11.9: 25.7: 40.0: 14.9. Its average molecular weight was 110 kD. Its main chain was made up of

β -(1→2)-linked or β -(1→6)-linked Man, and β -(1→2)-linked orβ -(1→6)-linked Glc residues. The β -(1→2)-linked

Man was substituted at 2－O and 4－O; β-(1→6)-linked Man was substituted at 3－O and 6－O; and β-(1→2)-linked Glc

was substituted at 6－ O; β -(1→ 6)-linked Gal was substituted at 2－ O. The side chain was composed of Rha, Ara and Gal.

The non-reduced end was composed of Gal, Ara, Rha and Glc. Conclusion: LW21 is a new polysaccharide isolated from Ligularia

hodgsonii for the first time.
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橐吾属 (Ligularia Cass.)为菊科(Compositae)千里光

族，全属约有 1 3 0 种。该属药用植物较多，许多种类

的根及根茎作为藏药、维药和民间草药使用，有很长

的药用历史 [ 1 ]。鹿蹄橐吾，别名滇紫菀，是菊科植物

鹿蹄橐吾(Ligularia hodgsonii)的干燥全草，分布于我国

四川东部、湖北、湖南等省。其根及根茎收入云南省
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药品标准，药理研究表明醇溶物中具有祛痰镇咳、杀

菌消炎和抗肿瘤的活性[2-3]。鹿蹄橐吾的化学成分包括倍

半萜类、生物碱、多羟基类小分子等[4]。刘春兰等[5]对

大黄橐吾水溶性多糖进行了研究，证明其具有清除自由

基的功能。目前国内外对鹿蹄橐吾多糖结构的研究还未

见报道。多糖的多种生物活性与它的化学结构密切相

关，活性多糖的化学结构是其生物活性的基础。因此

本文选用鹿蹄橐吾为原料，对鹿蹄橐吾水溶性多糖提

取、分离纯化并测定其结构，为进一步探讨鹿蹄橐吾

多糖的药理活性，合理利用鹿蹄橐吾资源提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鹿蹄橐吾(Ligularia hodgsonii)全草，采自四川阿

坝，由中国科学院植物研究所陈艺林研究员鉴定。

NaBH4    美国Sigma-Aldrich公司；DEAE-SephdexA-25、
Sephrose CL-4B    瑞典 Pharmacia 公司；乙醇、乙醚、

乙酸乙酯、醋酸、苯酚、高碘酸、碘甲烷、二甲基

亚砜等均为分析纯。

1.2 仪器与设备

DB-5MS 石英毛细管(30m × 0.25mm，0.25μm)    美
国 GE 公司；FC-95A 馏分自助收集器    上海青浦沪西仪

器厂；8002 型电热恒温水浴锅    天津市中环实验电炉有

限公司；LD4-8 型离心机    北京医用离心机；Qp2010A
型气相色谱质谱(GC-MS)联用仪、Specord 型红外光谱仪

日本岛津公司；AVANCE400 型超导核磁共振波谱仪    瑞
士 Bruker 公司。

1.3 方法

1.3.1 鹿蹄橐吾粗多糖 LW 的提取[6]

称取 5g 干燥的鹿蹄橐吾，加入体积分数 95% 的乙

醇回流脱脂后，按料液比 1:12(m/V)在 85℃水浴提取 3h，
再加入 4 倍体积的 95% 乙醇沉淀，静置过夜，3000r/min
离心 1 0 m i n，回收上清乙醇，沉淀用无水乙醇、乙醚

洗涤后真空干燥后得粗品鹿蹄橐吾多糖 LW。

1.3.2 鹿蹄橐吾纯化多糖 LW21 制备

将粗多糖 LW 配成 2g/100mL 溶液，采用链酶蛋白

酶与 Sevag 法联合脱蛋白[7-8]。用 pH2.5 的酸性乙醇分级

得 LW2。LW2 经 DEAE-Sephdex A-25(2.5cm × 90cm)柱
层析，用 0.5mol/L NaCl 溶液洗脱，流速 0.75mL/min，
每支试管接洗脱液 2mL，苯酚 - 硫酸法显色。根据苯酚 -
硫酸法检测的结果合并收集相同峰位的组分，流水透析

24h，去离子水透析 24h，减压浓缩至适当体积，加入

4 倍体积的 95% 乙醇沉淀，常规干燥制备得多糖 LW21。

1.3.3 多糖 LW21 纯度鉴定

1.3.3.1 纸层析法[9-10]

用新华 1 号中速滤纸(15cm × 40cm)进行层析，溶剂

系统为乙酸乙酯 - 醋酸 - 水(体积比为 4:1:1)，苯胺 - 邻苯

二甲酸试剂显色。

1.3.3.2 醋酸纤维薄膜电泳法

采用 0.025mol/L 硼酸盐为电极缓冲液(pH12.5)，电

压 250V，电泳时间 30min，用 0.5% 甲苯胺蓝乙醇溶液

染 色 。

1.3.3.3 柱层析法[10]

取 5mg 多糖配成 10mg/L 溶液，取 0.5mL Sephrose
CL-4B(1.5cm × 90cm)柱层析上样，0.1mol/L NaCl 溶液洗

脱，流速 0.45mL/min，每管收集 2mL，根据苯酚 - 硫
酸法测定多糖，绘制层析图谱，观察结果。

1.3.4 鹿蹄橐吾水溶性多糖 LW21 的相对分子质量测定

用 0.5mL 水溶解 5mg 标准葡聚糖上样，以 Sepharose
CL-4B(90cm × 1.5cm)层析，0.1mol/L NaCl 洗脱，流速

为 0.22mL/min，苯酚 - 硫酸法测多糖分布，用标准葡聚

糖已知相对分子质量的(MW 分别为 1.0 × 107、5.0 × 106、

2.0 × 106、7.0 × 105、1.0 × 104)相对分子质量对数值

为纵坐标，以洗脱体积 (V e)为横坐标，绘制 l g M w- V e

标准曲线[11-12]。

同样条件下测定 LW 21 的洗脱体积，与标准曲线对

照，求出相对分子质量。

1.3.5 单糖组成分析

取 2mol/L H2SO4 完全水解后进行纸层析[13]。

取 1mg 粗多糖，溶解于 3mL 三氟乙酸水溶液(2mol/L)
中，1 2 0℃保温 1 h，氮气除去三氟乙酸水溶液。加入

硼氢化钠 50mg 氮气流保护酸水解，加吡啶 4mL，90℃
水浴 10min，加 4mL 乙酸酐 90℃水浴 20min，乙酰化上

样，后进行 G C 分析[ 1 4 -1 5 ]。

GC条件：OV-210毛细管柱(30m×0.32mm，0.25μm)；
柱温 100℃升高到 250℃，程序升温 5℃/min；载气为氢

气；流速为 1.5m L / s；检测器：F I D。

1.3.6 LW21 的结构分析

1.3.6.1 红外光谱(IR)分析与核磁共振谱分析

取 1mg 多糖 LW21 与 10mg KBr 研磨混合后压片，红

外光谱仪在 500～4000cm-1 扫描[16]进行 IR分析。称取 10mg
多糖 LW21，溶于重水(D2O)，进行核磁共振波谱分析[17]。

1.3.6.2 高碘酸氧化与 Smith 降解分析

准确称取 50mg 样品按文献[19-20]进行高碘酸氧化、

Smith 降解，透析。透析后对袋内外产物 GC 分析。GC
条件同 1.3.5 节。

1.3.6.3 LW21 的甲基化糖制备

取 6mg LW 21，用二甲基亚砜、固体氢氧化钠粉、
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碘甲烷按文献[17]进行甲基化，IR 检测确证甲基化完全

后，将甲基化产物用 4mol/L 三氟乙酸，100℃水解 4h，
氮气吹干，经乙酰化制成乙酰化衍生物[21-23]，GC-MS 定

性和定量分析。

GC 条件：柱室初始温度 120℃，以 5℃/min 升至

250℃，保持 10min，检测器和进样器均为 250℃。载

气为氦气，线速 4 1 c m / s。
M S 分析条件：E I 源，离子源温度 2 5 0℃，离子

化电势 70eV。

样品用二氯甲烷溶解直接进样。根据色谱的各峰面

积计算各种连接方式的物质的量比，根据各峰的保留时

间和质谱碎片峰，确定其连接方式。

2 结果与分析

2.1 鹿蹄橐吾水溶性多糖的提取及分离纯化

鹿蹄橐吾经水提醇沉后得粗多糖 L W，提取率为

4.78%。LW 为灰白粉末状固体，溶于水，不溶于乙醇、

乙醚等有机溶剂。粗多糖经分离纯化得多糖 LW21。LW21

为浅棕色粉末状，易溶于水，不溶于丙酮、乙醇等有

机溶剂。

2.2 鹿蹄橐吾水溶性多糖 LW21 的纯度鉴定

LW21 经 Sephrose CL-4B 柱层析，苯酚 - 硫酸法检

测得单一对称峰(图1)，醋酸纤维薄膜电泳呈单一谱带(图2)，
纸层析呈单一斑点。说明 LW 21 为相对分子质量及极性

均一的纯化多糖[18]。用凝胶洗脱法与标准葡聚糖对照测

LW21 的相对分子质量约为 1.1 × 106。

2.3 鹿蹄橐吾水溶性多糖 LW21 的组成分析

LW21 经纸层析和气相色谱 GC 分析结果见图 3。经

与标准谱图(谱图略)比较，结果表明，其单糖组成为：

鼠李糖(Rha)、阿拉伯糖(Ara)、甘露糖(Man)、葡萄糖

(Glc)、半乳糖(Gal)，物质的量比为 7.4: 11.9: 25.7: 40.0:
14.9。LW 21 是由 5 种单糖残基组成的杂多糖。

2.4 鹿蹄橐吾水溶性多糖 LW21 的结构分析

2.4.1 鹿蹄橐吾水溶性多糖 LW21 的 IR、NMR 分析

图 2 多糖 LW21 的醋酸纤维薄膜电泳谱带

Fig.2   Cellulous acetate electrophoresis of LW21

图 3 多糖 LW21 的 GC 谱图

Fig.3   GC chromatogram of LW21
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由图 4 可知，在 3417、2941、1100cm-1 附近处出

现多糖的特征吸收峰，1000cm-1 附近有 3 个吸收峰，说

明 LW21 可能含有吡喃环和呋喃环。890cm-1 处的吸收峰

说明多糖 LW21 有β型糖苷键。810cm-1 处的吸收峰说明多

糖 LW21 也有α型糖苷键[10,15-16]。

图 1 多糖 LW21 的 Sepharose CL-4B 柱层析谱图

Fig.1   Chromatogram of LW21 on Sepharose CL-4B
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图 5 LW21 甲基化产物 GC 谱图

Fig.5   GC-MS of Chromatogram of LW21
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图 4  多糖 LW21 的红外谱图

Fig.4   IR spectrum of LW21

140
120
100
80
60
40
20

0

34
02

.0
4

透
光
率

/%

波数 /cm-1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

16
05

.5
1

14
27

.1
9

10
27

.3
6

51
8.

63



     2012, Vol. 33, No. 11 食品科学 ※基础研究60

多糖 LW21 以 AVANCE400 型核磁共振谱分析仪测定
1H NMR，由图 5 可知，在 1H NMR 谱中δ 4.8～5.5 范

围有 5 个 C1 上质子的信号，化学位移δ值大于 5.0 的有

1 个，小于 5.0 的有 5 个，说明多糖 LW21 中存在α型和

β型两种 [ 1 9 ]，与红外分析结果相符。

2.4.2 高碘酸氧化和 Smith 降解

LW21 进行高碘酸氧化，经紫外光谱在 223nm 检测

反应完全后，测得每摩尔己糖消耗 0.99mol IO4
－，大于释

放甲酸量(0.40mol)的 2 倍，表明其除 1 →末端及 1 → 6 糖

基外，尚有可被高碘酸氧化但不产生甲酸的 1 → 2 或

1 → 4 糖基，即可氧化糖基占 70.30%，不可氧化糖基占

29.70%[20]。

LW 21 经 Smith 降解，对蒸馏水透析。袋内、袋外

产物进行 G C 分析，结果如表 1 所示。

由表 1 可知，袋内上清和沉淀部分均检出 G a l 和
Man，袋外部分检出赤藓糖(Ery)和甘油(Gly)。根据高

碘酸选择性氧化的规则，说明多糖 LW21 中 Gal 和 Man 有

不被高碘酸氧化的键型。袋外检出赤藓醇、甘油，说

明多糖 LW21 中存在 1 → 4、1 → 4,6、1 →末端、1 → 2、
1 → 6、1 → 2 , 6 键型。

2.5 LW21 的甲基化及其产物分析

为确定糖苷键的位置，对甲基化的多糖 LW 21 经水

解、还原、乙酰化后的产物作气相色谱 - 质谱分析[21 ]，

结果列于表 2 。

根据其衍生物的气相色谱相对保留值和每个组分的

质谱图可分析各组碎片峰，可确定甲基、乙酰基在衍

生物分子上的位置，从而可确认多糖中单糖组成和糖苷

键连接位置 [ 2 2 ]。

由表 1 中 LW21 甲基化产物 GC-MS 分析可知，LW21

单糖组成为 R h a、A r a、M a n、G l c、G a l，与 P C 和

GC 分析结果一致。含有β(1 → 2)糖苷键的 Man 的物质

的量比为 15.0，在多糖 LW21 中所占比例最大，构成多

糖 LW 21 的主链之一，且在 3 位和 6 位上有分支，由物

质的量比可计算出平均每 15 个糖残基有 7 个分枝。含

有β(1 → 6)糖苷键的 Man 的物质的量比为 14.0，也构成

主链，且在 2 位和 4 位上有分枝，由物质的量比可计算

出平均每 2 个糖残基有 1 个分枝。含有β(1 → 2)糖苷键

的 Glc 的物质的量比为 12.0，在多糖 LW21 中所占比例较

注：＋ . 存在；－ . 不存在。

Smith 降解 Gly Ery Glc Gal Man Rha Ara
袋内上清部分 － － － ＋ ＋ － －

袋内沉淀部分 － － － ＋ ＋ － －

袋外部分 ＋ ＋ － － － － －

表 1 Smith 降解结果分析

Table 1   Smith degradation analysis

峰号
甲基化 相对保留 主要离子 物质的 糖苷

单糖 时间 /min 碎片m/z 量比 键

1 2, 3, 5-Rha 9.4 43, 72, 89, 101, 115, 131, 161 3.0 1 →

2 2, 3, 4-Ara 10.3 43, 71, 87, 101, 117, 129, 161 5.0 1 →

3 2, 3-Rha 11.4 43, 58, 87, 101, 117 3.0 1 → 5
4 3, 5- Rha 12.0 43, 87, 89, 99, 117, 129, 235 2.0 1 → 2
5 3, 5-Ara 12.2 43, 87, 99,  117, 129 4.0 1 → 2
6 2, 3- Ara 12.3 43, 87, 101, 117, 129, 189, 3.0 1 → 4 或 1 → 5
7 2, 3, 5, 6-Glc 13.1 43, 85, 99, 117, 12 14.0 1 →

8 2, 3, 5, 6-Gal 13.3 43, 71, 87, 101, 117, 129, 145, 161, 205 6.0 1 →

9 2, 3, 4, 6-Gal 13.5 43, 87, 101, 117, 129, 143, 189, 203 3.0 1 →

10 3, 4, 6-Man 14.7 43, 87, 99, 101, 113, 117,  131, 233 8.0 1 → 2
11 3, 4, 6-Glc 14.8 43, 87, 99, 101, 113, 117, 129, 233 8.0 1 → 2
12 2, 3, 6-Man 14.9 43, 71, 85, 101, 117, 129,  161, 233 3.0 1 → 4
13 2, 3, 6-Glc 15.5 43, 87, 99, 101, 114, 117, 129, 233 1.0 1 → 4
14 2, 3, 4-Gal 15.8 43, 71, 87, 99, 101, 117, 129, 161, 189, 233 2.0 1 → 6
15 2, 3, 5-Man 15.9 43, 85, 99, 101, 117, 127, 261 7.0 1 → 6
16 2, 3, 5-Glc 16.0 43, 87, 99, 101, 113, 117, 131, 233 2.0 1 → 6
17 2, 3, 4-Glc 16.1 43, 45, 87, 99, 101, 113, 117, 129, 23, 33 5.0 1 → 6
18 4, 6-Man 16.4 43, 85, 99, 101, 119, 139 2.0 1 → 2,3
19 4, 6-Gal 16.6 43, 85, 99, 101, 117, 139 2.0 1 → 2,3
20 3, 4-Glc 16.7 43, 85, 99, 117, 129, 139 4.0 1 → 2,6
21 2, 3-Man 17.1 43, 85, 87, 99, 101, 117 2.0 1 → 4,6
22 3, 4-Man 17.2 43, 85, 87, 97, 117, 139 5.0 1 → 2,6
23 2, 3-Gal 17.3 43, 85, 99, 101, 117, 127, 261 2.0 1 → 4,6

表 2 LW21 甲基化产物的 GC-MS 分析

Table 2   GC-MS analysis of methylated LW21

大，构成多糖 L W 2 1 的主链之一，且在 6 位上有分支，

由物质的量比可计算出平均每 3 个糖残基有 2 个分枝。含

有β(1 → 6)糖苷键的 Glc 的物质的量比为 7.0，也构成多

糖 LW 21 的主链之一，且在 2 位上有分枝，由物质的量

比可计算出平均每 11 个糖残基有 4 个分枝。支链由 Ara、
Rha、Gal 构成，其中 Ara 以 1 → 2，1 → 4 或 1 → 5 连

接，Rha 以 1 → 2，1 → 5 连接，Gal 以 1 → 6，1 → 2,3
或 1 → 4, 6 连接，与高碘酸氧化 Smith 降解时在袋内未检

出 R h a、A r a、M a n，袋内检出 G a l 的分析结果一致。

Gal、Ara、Rha、Glc 都有一部分构成分子的末端残基[23]。

3 结  论

鹿蹄橐吾经提取分离纯化得均一多糖 LW 21，相对

分子质量约为 1.1 × 106。经高碘酸氧化、Smith 降解、

甲基化分析、IR 分析、NMR 波谱分析，结果均一致。

证明 LW21 的基本结构为 Glc 和 Man 构成主链，其中 Man
主要以β(1 → 2)和β(1 → 6)糖苷键连接，β(1 → 2)糖苷

键在 3 － O 处和 6 － O 处有分枝，β(1 → 6)糖苷键在

2 － O 和 4 － O 处有分枝；Glc 也主要以β(1 → 2)及
β(1 → 6)糖苷键连接，β(1 → 2)糖苷键在 6 － O 处有分

枝，β(1 → 6)糖苷键连接在 2 － O 处有分枝。分子支

链由 Ara、Rha、Gal 构成，其中 Ara 以 1 → 2、1 → 4
或 1 → 5 连接，R h a 以 1 → 2、1 → 5 连接，G a l  以
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1 → 6、1 → 2, 3 或 1 → 4, 6 连接。末端残基为 Gal、Ara、
Rha、G l c。LW 2 1 是多分支结构复杂的中性多糖。

鹿蹄橐吾多糖 LW 21 为首次从四川天然鹿蹄橐吾中

分离得到的均一多糖并测定其一级结构。对于此多糖的

构效关系还有待于进行后续工作。
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