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枸杞多糖的分离纯化、结构分析及抗神经炎症活性
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摘要：枸杞多糖是枸杞子的主要活性成分，具有诸多生物活性。为了探究枸杞多糖在抗神经炎症方面的潜力，该文以

脱色率、多糖回收率和分离时间为指标，筛选了最佳的脱色树脂和分离超滤膜，构建了一种离子交换大孔树脂耦联超滤膜

技术分离纯化枸杞多糖的新方法，分离纯化得到 LBPs-N ；并采用经典水提醇沉、H2O2 氧化脱色的方法制备了 LBPs-T ；利

用高效凝胶渗透色谱法和柱前衍生化高效液相色谱法等分析了 LBPs-N 和 LBPs-T 的组成与结构，采用 Griess 法和 ELISA

法检测了 LBPs-N 和 LBPs-T 的抗神经炎症活性。结果表明，最佳脱色树脂为 LX-360，脱色率和多糖回收率为 85.64% 和

80.83% ；最佳超滤膜分子量为 5.0 kDa，多糖回收率为 73.54% ；LBPs-N 主要由葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖组成，LBPs-T

主要由半乳糖和阿拉伯糖组成；LBPs-N 和 LBPs-T 的多糖纯度、分子量和三螺旋结构均有差别，但均可抑制炎症因子分泌

以缓解脂多糖诱导的小胶质细胞炎症，其中 LBPs-N 对 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 分泌的抑制作用更强。该研究构建的枸杞多

糖分离纯化新方法为其在神经退行性疾病干预方面的应用提供了理论依据。
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Abstract: Lycium barbarum polysaccharides (LBPs) are the predominant bioactive compounds in Lycium barbarum 

and exhibit multiple biological activities. To explore their potential anti-neuroinflammatory effects, we screened for an optimal 

decolorization resin and ultrafiltration membrane by using decolorization rate, polysaccharide recovery rate, and separation time as 
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枸杞子是茄科植物宁夏枸杞（Lycium barbarum L.）
的干燥成熟果实，富含多种活性成分，几千年来

一直被众多亚洲国家用作于药物或功能食品 [1] 。诸

多药理学研究表明，枸杞多糖（Lycium barbarum 
Polysaccharides, LBPs）是枸杞子的主要活性成分之

一，具有调节免疫力、降血糖、防治老年黄斑变性等

多种药理作用 [2] 。近年来，LBPs 在神经保护方面的作

用受到诸多学者的关注，已有的 LBPs 提取分离、结

构表征及在神经保护方面的生物活性研究进展如表 1
所示。

乙醇沉淀法是目前制备 LBPs 最常用的方法，该

方法在提取 LBPs 的过程中常常夹带有水溶性色素等

小分子杂质，这些杂质在乙醇沉淀 LBPs 的过程中常

被多糖包埋进而发生共沉淀，为随后的纯化步骤带来

了困难。H2O2 氧化法和活性炭吸附法是 LBPs 脱色的

常用方法，其中 H2O2 会使多糖发生部分水解，从而改

变其生物活性 [18] ；活性炭则因其特异性较低、不能重

复利用，导致多糖产率下降，纯化成本增加 [19] 。因此，

构建一种有效分离纯化 LBPs 的方法可以推动其广泛

应用。

evaluation indices. A novel method for isolating and purifying LBPs was developed by coupling macroporous ion-exchange resin 

chromatography with ultrafiltration membrane technology. Through this approach, LBPs-N was successfully obtained. LBPs-T 

were prepared through conventional water extraction/alcohol precipitation and hydrogen peroxide-induced oxidative decolorization. 

The composition and structural characteristics of both LBPs-N and LBPs-T were analyzed using high-performance gel permeation 

chromatography and pre-column derivatization high-performance liquid chromatography. Their anti-neuroinflammatory activities 

were evaluated via the Griess method and ELISA. LX-360 resin provided optimal decolorization performance, achieving respective 

decolorization rates and polysaccharide recoveries of 85.64% and 80.83%. The optimum ultrafiltration membrane molecular weight 

was 5.0 kDa, with a polysaccharide recovery of 73.54%. LBPs-N is primarily composed of glucose, galactose, and arabinose, 

whereas LBPs-T predominantly consist of galactose and arabinose. Although LBPs-N and LBPs-T exhibit distinct differences 

in polysaccharide purity, molecular weight distribution, and triple-helix conformation, both fractions significantly suppress pro-

inflammatory cytokine secretion, thereby alleviating lipopolysaccharide-induced microglial inflammation. Notably, LBPs-N 

demonstrated stronger inhibition of TNF-α, IL-6, and IL-1β. The novel method for isolating and purifying LBPs established in this 

study provides a theoretical foundation for their potential application in mitigating neurodegenerative diseases.

Key words: Lycium barbarum polysaccharide; ion exchange macroporous resin; ultrafiltration membrane; separation and 

purification; structural analysis; neuroinflammation

表 1  具有神经保护潜力的LBPs的提取分离方法、生物活性及结构表征

Table 1 Extraction and separation methods, biological activity, and structural characterization of LBPs with neuroprotective potential

提取分离方法 生物活性 多糖结构表征 参考文献

高速剪切辅助提取 -
超滤膜分离

抗氧化和抗 AMD 活性
LICP009-3F-2a 的重均分子量为 13 720 Da，由鼠李糖、阿拉伯糖、

半乳糖、葡萄糖、葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸组成
 [3] 

水提醇沉法

神经营养和神经保护活性
LFP-1 的重均分子量为 17 800 Da，由鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、

甘露糖、葡萄糖、半乳糖、葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸组成
 [4] 

抗氧化和神经保护活性
LBP 的重均分子量和数均分子量分别为 22 355 Da 和 10 293 Da，
由鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、核糖和葡萄糖

醛酸组成
 [5] 

神经保护活性
LBP-3 的平均分子量为 67 400 Da，由阿拉伯糖和半乳糖组成  [6] 

/  [7-9] 

抗氧化和神经保护活性 /  [10] 

抗氧化、抗炎和神经保护活性 /  [11] 

/ 神经保护活性 /  [12-15] 

/ 抗炎和神经保护活性 /  [16] 

/ 抗氧化和神经保护活性 /  [17] 



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.3

 136 

离子交换大孔树脂具有离子交换和大孔树脂吸附

的双重功能。应用阴离子交换大孔树脂不仅能够去除粗

多糖中的色素，而且不会破坏多糖的结构。膜分离技术

由于没有相转移过程，主要依赖机械筛分原理，可维持

提取成分的原始化学结构和生物活性。本课题组利用不

同分子量的超滤膜，构建了一种串联超滤混合膜分离系

统，将其用于 LBPs 的精细化分离，并且实现了产业化

实施 [20] 。因此，该研究基于以上基础，构建了阴离子交

换树脂耦联超滤膜过滤技术分离纯化 LBPs 的新方法，

对比了利用新方法分离纯化获得的枸杞多糖 LBPs-N 和

利用经典水提醇沉法分离、H2O2 脱色获得的枸杞多糖

LBPs-T 在初级结构和抑制神经炎症活性方面的差异，

为 LBPs在食品或生物医药中的应用提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

枸杞子采自宁夏中杞枸杞贸易集团有限公司，经

国家枸杞产品质量检验检测中心（宁夏）马玲按照

2020 版《中国药典》中“枸杞子”的性状、鉴别等项

目检查鉴定为宁夏枸杞的干燥成熟果实。离子交换树

脂 LX-360，西安蓝晓科技新材料有限公司；乙醇、甲

醇、二氯甲烷、三氟乙酸、盐酸、氢氧化钠、乙腈（分

析纯），成都市科隆化工有限公司；考马斯亮蓝（分析

纯），天津大茂有限公司；D- 葡萄糖、D- 半乳糖、D- 甘
露糖、L- 阿拉伯糖、L- 鼠李糖、L- 岩藻糖、D- 半乳糖醛酸、

D- 葡萄糖醛酸标准品（纯度≥ 99%），中国食品药品检

定研究院；BV2 小胶质细胞，中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库；一氧化氮（NO）检测试剂盒，南

京建成生物工程研究所；TNF-α、IL-1β、IL-6 ELISA
试剂盒，上海科兴生物科技有限公司；其他化学试剂

至少为分析级或更高级别。

1.2 仪器与设备

Agilent1260 高效液相色谱仪，安捷伦公司；

Vivaflow®200 超滤切向流膜，北京赛多利斯仪器系统

有限公司；TU-1901 双光束紫外可见分光光度计，北

京普析通用仪器有限公司；T25 高速剪切机，艾卡仪

器设备有限公司；V70 傅里叶变换红外光谱仪，布

鲁克公司；JSM-5601LV 原子力显微镜，日本电子公

司；Varioskan Flash 型酶标仪，赛默飞世尔科技公司；

Biosafer-10B 型真空冷冻干燥机，赛飞有限公司。

1.3 方法

1.3.1 枸杞水提取物的制备

称取枸杞子干燥粉末约 100 g，按 1:12 的料液比加

入蒸馏水，于 60 ℃下使用高速剪切机以 10 000 r·min-1

的转速辅助提取 30 min。将提取液离心 10 min，转

速为 8 000 r·min-1，合并上清液，得到枸杞子水提液

LBWE。

1.3.2 超滤膜浓缩LBWE
量取 400 mL 的 LBWE 加入截留分子量为 3.0 kDa

的超滤膜过滤系统贮液池Ⅰ，通过蠕动泵将 LBWE 泵

入 Vivaflow®200 膜元件，调节压力为 0.8 MPa，渗透

液通过管道Ⅱ进入贮液池Ⅱ，截留液通过管道Ⅰ返回

贮液池Ⅰ，当贮液池Ⅰ中的 LBWE 剩余体积为 25 mL
时，向贮液池Ⅰ中注入 25 mL 的蒸馏水以润洗膜元件，

停止蠕动泵，将润洗液与 25 mL 的截留液合并，得到

枸杞子水提液 LBWE 浓缩液。

1.3.3 脱色离子交换大孔树脂的筛选

1.3.3.1 树脂的预处理

对离子交换大孔树脂 LX-150、LX-360、D290、
D310R、LSD-296 进行预处理。首先，加入纯化水静置，

过滤；再加入无水乙醇浸泡 24 h 后洗至无醇味，然后

依次加入质量分数为 4% 的 NaOH 和 4% 的 HCl，搅

拌静置，洗至中性，备用。

1.3.3.2 LBPs脱色树脂筛选试验

将 预 处 理 的 LX-150、LX-360、D290、D310R、
LSD-296 离子交换树脂（相当于 10 g 干树脂）和

50 mL LBWE 浓缩液加入到 250 mL 锥形瓶中。将锥

形瓶在恒温（25 ℃）水浴振荡器中以 150 r·min-1 振

荡 12 h，直至达到吸附平衡，用滤纸过滤分离树脂和粗

多糖溶液 C-LBPs。将溶液冷冻干燥，得到枸杞粗多糖

C-LBPs。比较不同树脂的脱色率和 C-LBPs 的回收率。

1.3.3.3 脱色率的测定

将 LBPs 样品于 405 nm 处测量溶液的吸光度，计

算树脂对 LBPs 的脱色率：

X =
A1-A2

A1
×100%                         （1）

式中：

X——离子交换大孔树脂脱色率，% ；

A1——离子交换大孔树脂脱色前样品的吸光度；

A2——离子交换大孔树脂脱色后样品的吸光度。

1.3.3.4 回收率的测定

采用苯酚 - 硫酸法测定 LBPs 样品的多糖含量，

计算树脂（超滤膜）对 LBPs 的回收率：

Y =
M2

M1
×100%                             （2）

式中：

Y——多糖回收率，% ；
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M1——离子交换大孔树脂脱色（倒入超滤膜过滤系统）前

样品的多糖含量与样品质量的乘积；

M2——离子交换大孔树脂脱色（倒入超滤膜过滤系统）后

样品的多糖含量与样品质量的乘积。

1.3.4 离子交换树脂偶联超滤膜的筛选及LBPs-N的

制备

将预处理的 LX-360 离子交换树脂（相当于 100 g
干树脂）装入层析玻璃柱。将 50 mL LBWE 浓缩液以

恒定的流速连续加入 LX-360 离子交换树脂上。加入

250 mL 蒸馏水洗脱，收集并合并吸附残液和洗脱液，

得到粗多糖溶液 C-LBPs。
量取 300 mL 粗多糖溶液 C-LBPs，倒入超滤膜过

滤系统贮液池Ⅰ，通过蠕动泵将其泵入截留分子量为

3.0、5.0、10.0 和 30.0 kDa 的 Vivaflow®200 膜元件进

行分离，调节压力为 0.8 MPa。渗透液通过管道Ⅱ进

入贮液池Ⅱ，截留液通过管道Ⅰ返回贮液池Ⅰ，当贮

液池Ⅰ中的截留液剩余 25 mL 时，向贮液池Ⅰ中注入

25 mL 的蒸馏水润洗膜元件，停止蠕动泵，将润洗液

与 25 mL 的截留液合并，得到多糖溶液 p-LBPs-N。取

一定量测定不同超滤膜分子量对 LBPs 的回收率，测

定方法见 1.3.3.4，并记录分离所需的时间。筛选出用

于 LBPs 分离的最佳截留分子量为 5.0 kDa，通过该膜

元件分离得到的多糖溶液 p-LBPs-N，利用冷冻干燥机

在冷阱温度为-50 ℃，真空度为8 Pa的条件下干燥36 h，
得到纯化的枸杞多糖 LBPs-N。

图 1 枸杞多糖分离纯化流程图

Fig.1 Flow chart of separation and purification of 

Lycium barbarum polysaccharides

1.3.5 枸杞多糖LBPs-T的制备

量取 400 mL 的枸杞子水提液 LBWE，减压浓缩

至 50 mL，加入 200 mL 无水乙醇，静置过夜，过滤

得沉淀物。将沉淀物加入 20 mL 水溶解，用氨水调节 pH
值至 8.0，然后逐滴加入质量分数为 30% 的 H2O2 溶液，

在 60 ℃下搅拌脱色 2 h。置入分子量为 3 000 Da 的透析

袋中透析 72 h，将透析液离心过滤浓缩至 20 mL，最后将

其放入冷冻干燥机中进行干燥，得到枸杞多糖 LBPs-T。

1.3.6 枸杞多糖LBPs-N和LBPs-T的结构表征

1.3.6.1 化学成分检测

采用苯酚 - 硫酸法、硫酸 - 咔唑法和考马斯亮蓝

G250 染色法依次测定 LBPs 中的总糖含量、糖醛酸含

量和蛋白质含量，以葡萄糖、半乳糖醛酸和牛血清白

蛋白（BSA）作为标准品。

1.3.6.2 分子量测定

参照文献 [21] ，利用高效凝胶渗透色谱联用激

光光散射仪和示差检测器（High Performance Gel 
Permeation Chromatography Combined with Multi-
Angel Laser Light Scattering-Refractive Index Detection, 
HPGPC-MALLS-RID）串联检测法测定 LBPs-N 和

LBPs-T 的分子量（Molecular Weight, Mw）。首先，称

取适量各多糖粉末加入生理盐水（NaCl）配置成

10 mg·mL-1 的样品溶液，然后通过 0.45 μm 微孔滤膜

后，进高效液相色谱分析。该方法使用的示差检测

器为 RID-G7162A，激光光散射仪为 DAWN（Wyatt 
Technology Co. 美国）；色谱柱为 OHpak SB-806HQ 与

OHpak SB-804HQ（7.9 mm×300 mm, Shodex）。流动相

为 0.2 mol·L-1 NaCl，流速为 1.0 mL·min-1。

1.3.6.3 单糖组成测定

参照文献 [22] ，采用 1- 苯基 -3- 甲基 -5- 吡唑啉酮（1- 
Phenyl-3-Methyl-5-Pyrazolone, PMP）柱前衍生化高效

液相色谱法测定 LBPs-N 和 LBPs-T 的单糖组成。简

言之，称取多糖粉末各 5 mg，用 1 mL 3 mol·L-1 的三氟

乙酸在 110 ℃下水解多糖 8 h，使用 N2 将其吹干，并加

入 300 μL 蒸馏水将其再次溶解。水解后，将混合标准

溶液和多糖水解液进行 PMP 衍生化处理，过 0.45 μm
微孔滤膜，进高效液相色谱（High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC）分析。其中色谱柱为 SinoChrom 
ODS-BP（5 μm, 4.6 mm×250 mm），流动相（A）为 82% 
50 mmol·L-1 磷酸盐缓冲液（pH 值为 6.7）和（B）为

18% 乙腈，流速为 1.0 mL·min-1，进样体积为 10 μL。
1.3.6.4 三螺旋结构测定

通过刚果红实验分析 LBPs-N 和 LBPs-T 的三螺旋

结构。具体操作如下：称取样品粉末约 5 mg，用蒸馏

水配成 2.5 mg·mL-1 的溶液，加入 2.0 mL 80 μmol·L-1
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刚果红溶液，充分摇匀混合。向上述混合物中加入

1 mol·L-1 的 NaOH 溶液，使其混合物中 NaOH 的终浓

度为 0.1~0.4 mol·L-1，用紫外 - 可见光谱仪测定不同

NaOH 浓度下 200~800 nm 范围内的最大吸收波长。蒸

馏水被用来作为空白对照。

1.3.6.5 傅立叶变换红外光谱分析

称取 LBPs-N 和 LBPs-T 各 1.5 mg，与 200 mg 溴

化钾研磨混合，压制后，以溴化钾作为背景，用红外

光谱仪在 4000~500 cm-1 波段进行扫描分析 [23] 。

1.3.7 LBPs-N和LBPs-T对脂多糖（LPS）诱导BV2
小胶质细胞神经炎症反应的保护作用

1.3.7.1 细胞增殖活性检测

BV2 细胞用含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 - 链霉

素的 DMEM 培养基在 37 ℃、5% CO2 的条件下进行

培养。将处于对数生长期的 BV2 细胞，调整浓度至每

毫升 2×105 个，并接种 1 mL 该细胞悬液于 96 孔板中，

待细胞贴壁后，将细胞分为空白对照组（NC），模型

组（MC）、不同质量浓度（0.1、0.2、0.4 mg·mL-1）的

LBPs-N 和 LBPs-T 处理组，其中 LBPs-N 和 LBPs-T
处理组先分别给予不同浓度的多糖溶液孵育 6 h，然后

再将各组加入空白试剂或 1 μg·mL-1 LPS 培养 24 h，每

孔加入 20 μL MTT（5 mg·mL-1）溶液，继续置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 3 h 后，吸弃培养基并于每孔加

入 DMSO 后，用酶标仪检测 495 nm 处吸光度。

1.3.7.2 NO水平检测

按照 1.3.7.1 节的步骤对细胞进行分组并给药。收

集不同处理组 BV2 细胞的上清液加入 96 孔板中，在

每孔中依次迅速加入 50 μL Griess Reagent Ⅰ和 50 μL 
Griess Reagent Ⅱ，并用酶标仪于540 nm处测定吸光度。

1.3.7.3 细胞因子水平检测

按照 1.3.7.1 节的步骤对细胞进行分组并给药。收

集不同处理组 BV2 细胞的上清液，按照 ELISA 试剂

盒说明书操作来测定不同处理组 BV2 细胞上清液中

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量。

1.4 统计学分析

所有试验在相同条件下重复测定 3 次，数据均以

平均值±标准差（Standard Deviation, SD）表示。使用

SPSS 19.0 统计软件通过单因素方差分析确定各组之间

的显著差异。P ＜ 0.05 的值被认为是有统计学意义的。

2  结果与讨论

2.1 不同树脂的脱色性能比较

树脂的吸附功能是由表面吸附、分子筛分、表面

电学性质和氢键相互作用等决定的 [24] 。适当的脱色树

脂要同时具备较强的色素亲和力和较弱的多糖吸附能

力。为了选择最佳脱色树脂，该研究选取了 5 种阴离

子交换树脂结果如图 2a 所示，树脂的脱色率均在 60%
以上，表明这些树脂对 LBPs 的色素杂质具有较强的

吸附能力，其中阴离子交换大孔树脂 LX-360 的脱色

率大于 80%。D310R 和 D290 树脂的多糖回收率低于

50%，这与树脂的表面电学性能和氢键相互作用较强

有关。相比之下，LX-360 的脱色率（85.64%）和多糖

回收率（80.83%）均优于其他树脂。因此，选择 LX-
360 作为 LBPs 脱色的最佳树脂进行后续试验。

图 2 不同树脂和切向流超滤膜的筛选

Fig.2 Screening of different resins and tangential flow 

ultrafiltration membranes

注：a ：不同树脂脱色率和多糖回收率的比较；b ：LBPs 在

LX-360 树脂上动态吸附前后的颜色对比；c ：不同分子量超滤膜

对多糖回收率和分离时间的影响；其中不同的小写字母表示具

有显著差异（P ＜ 0.05）。
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2.2 切向流超滤膜的筛选

枸杞多糖的分子量分布宽，在 8~241 kDa 之间。

目前，商品化的膜元件的截留分子量主要集中在 300、
100、50、30、10、5、3 和 2 kDa。为了最大限度地截

留枸杞多糖，同时尽可能多获取分子量小的多糖，该

研究选取了截留分子量为 30、10、5 和 3 kDa 的 4 种

切向流超滤膜，在相同条件下进行超滤分离，4 种超

滤膜对多糖的回收率如图 2c，分子量为 3.0 和 5.0 kDa
的超滤膜对 LBPs 具有较高的回收率，分别为 76.08%
和 73.54% ；随着超滤膜分子量的增大，10.0 和 30.0 kDa
的超滤膜对 LBPs 的回收率明显下降，分别为 62.31%
和 54.83%，这是因为 LBPs 的分子量分布极宽，小分

子量的 LBPs 透过了 10.0 和 30.0 kDa 的超滤膜，导致

了多糖的回收率降低。然而，从超滤膜分离 LBPs 所
耗费的时间来看，5.0 kDa 的超滤膜耗费的时间是

3.0 kDa 超滤膜的 67.24%。因此，考虑到综合效率，

选择 5.0 kDa 作为最佳的分离超滤膜进行后续试验。

2.3 枸杞多糖分离纯化新工艺的构建

提取枸杞多糖时，会不可避免的夹带出色素、黄

酮苷、单糖等小分子，因此适宜的纯化过程变得不可

或缺。超滤膜过滤技术是利用机械筛分的原理选择性

的从溶液中获取目标分子量溶质，溶质分子能否透过

超滤膜，完全取决于溶质分子的直径及超滤膜孔径。

阴离子交换大孔树脂可通过分子间作用力和尺寸筛分

作用等选择性地从不同体系中吸附目标成分 [25] 。该研

究构建了阴离子交换树脂（LX-360）耦联超滤膜（3.0
和 5.0 kDa）分离纯化枸杞多糖新方法，如图 1 所示，

首先利用 3.0 kDa 的超滤膜进行浓缩，可以将上述小

分子杂质，尤其是葡萄糖等单糖、低聚糖除去，解决

了高浓度的单糖会显著降低枸杞子水提液在树脂中的

流动性的问题。通过阴离子交换树脂 LX-360 纯化后，

枸杞子水提液中的色素、黄酮苷等物质被吸附在树脂

上，最后再经过 5.0 kDa 超滤膜的分离，进一步除去

了小分子杂质，得到了纯化后的枸杞多糖 LBPs-N，该

多糖的颜色比利用经典水提醇沉法分离、H2O2 脱色

纯化获得的枸杞多糖 LBPs-T 的颜色更接近于白色

（图 1），说明该研究构建的新方法具有更好的脱色率。

同时，新方法整个分离纯化过程有效避免了使用乙醇

沉淀分离多糖时，乙醇会诱导多糖分子内氢键增强，

从而改变其结构和活性。

2.4 LBPs-N和LBPs-T的结构表征

2.4.1 得率和化学成分分析

LBPs-N的得率为 4.30%，是LBPs-T得率（2.17%）

的 2 倍，表明阴离子交换树脂（LX-360）耦联超

滤膜（3.0 和 5.0 kDa）分离纯化枸杞多糖的方法对

多糖的保留率更高，而传统方法保留率低的原因可

能是由于 H2O2 脱色，破坏了多糖内部和原有氢键

网络结构，产生分子量小的多糖透过了超滤膜  [26] 。

LBPs-N 的 总 糖 含 量 为 75.35%， 高 于 LBPs-T
（64.45%），表明通过新方法分离纯化获得的枸杞

多糖的纯度更高。LBPs-N 的蛋白质含量（4.42%）

与 LBPs-T 的蛋白质含量（4.73%）没有显著性差

异，提示两种方法制备的枸杞多糖中均含有一定量

的蛋白复合多糖，这种通过共价键连接的多糖 - 蛋

白质缀合物不会被阴离子交换树脂吸附并去除  [27] 。

LBPs-N 和 LBPs-T 的糖醛酸含量分别为 11.37% 和

9.65%，通常糖醛酸含量越高，多糖的生物活性就

越好，这一结果提示 LBPs-N 可能具有更好的抗神

经炎症活性  [28] 。LBPs-N 和 LBPs-T 得率和化学成

分的差异，表明不同分离纯化方法会显著影响植物

多糖的提取效率及化学组成，进而导致其理化特性

和生物活性呈现显著差异。

2.4.2 分子量分析

图 3 高效凝胶渗透色谱图

Fig.3 HPGPC profile

分子量（Mw）是多糖的一个重要参数，如图 3
所示，LBPs-N 和 LBPs-T 的 HPGPC 色谱图中均显示

出 3 个不同的峰，说明两种粗多糖都是非均一性多
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糖。LBPs-N 的分子量及其占比为：Mw-I（1.0×105 Da，
19.6%），Mw- Ⅱ（1.9×104 Da，65.2%）和 Mw- Ⅲ（1.4×
103 Da，15.2%）；LBPs-T 的分子量及其占比为：Mw-I

（9.7×104 Da，9.6%），Mw- Ⅱ（1.2×104 Da，39.7%）和

Mw- Ⅲ（1.8×103 Da，50.7%）。LBPs-T 的 Mw-I 和 Mw-  Ⅱ，

无论是分子量还是分子量占比，都明显低于 LBPs-N ；

而 LBPs-T 的 Mw- Ⅲ的分子量和占比高于 LBPs-N，这

可能是因为在使用 H2O2 脱色过程中，H2O2 破坏了

LBPs-T 组分中的部分糖苷键，导致该组分发生部分

降解，进而使其 Mw-I 和 Mw-  Ⅱ的分子量和占比降低，

Mw- Ⅲ的分子量和占比升高 [29] 。

2.4.3 单糖组成分析

图 4 HPLC 色谱图

Fig.4 HPLC chromatograms

注：1. 甘露糖；2. 鼠李糖；3. 葡萄糖醛酸；4. 半乳糖醛酸；5. 葡

萄糖；6. 半乳糖；7. 阿拉伯糖；8. 岩藻糖。

单糖是构成多糖的单位，其组成与比例均会影

响多糖的结构和生物活性。如图 4 所示，LBPs-N 和

LBPs-T 由不同摩尔百分比的甘露糖（Man）、鼠李糖

（Rha）、葡萄糖醛酸（GlcA）、半乳糖醛酸（GalA）、

葡萄糖（Glc）、半乳糖（Gal）和阿拉伯糖（Ara）组

成。LBPs-N 的单糖组成为 Man: Rha: GlcA: GalA: Glc: 
Gal: Ara=5.98:3.79:0.86:1.05:29.83:16.88:41.61 ；LBPs-
T 的单糖组成为 Man: Rha: GlcA: GalA: Glc: Gal: Ara
=3.06:2.85:2.59:6.78:5.30:27.06:52.36。LBPs-N 中葡萄

糖、半乳糖和阿拉伯糖的相对摩尔比显著高于其它单

糖，占总单糖比例的 87% 以上，是构成 LBPs-N 骨架

的主要单糖单元，该结果与 Wu 等 [6] 报道的结果不同，

可能是由于分离纯化方法不同所导致的差异；LBPs-T
主要由半乳糖和阿拉伯糖组成，该结果与 Wu 等 [6] 的

研究结果一致，说明相同的提取分离方法会获得结构

类似的多糖组分，并且利用 H2O2 脱色时，LBPs-T 中

的一些主要由葡萄糖苷键构成的侧链也会被 H2O2 裂

解，生成的葡萄糖或以葡萄糖为核心单元的低聚糖可

通过超滤膜流失。该结果与分子量分析中，LBPs-T 的

Mw-I 和 Mw- Ⅱ显著低于 LBPs-N，而 Mw- Ⅲ显著高

于 LBPs-N 的结果相一致。由此可见，不同的分离纯

化方法得到多糖的单糖组成存在较大差异，这些差异

也为多糖生物活性的多样性提供了依据。

2.4.4 三螺旋结构分析

刚果红可以用来检测水溶液中多糖链的三螺旋结

构。图 5a 显示了在 0~0.4 mol·L-1 的 NaOH 水溶液中，

刚果红 -多糖复合物的最大吸收波长。在 0~0.2 mol·L-1

的 NaOH 溶液中，所有样品与空白组相比，都出现了

明显的红移，表明两种多糖在低碱性浓度下均具有三

螺旋构象。而当 NaOH 溶液的浓度上升至 0.3 mol·L-1

时，LBPs-N 的最大吸收波长超过了 LBPs-T，这可能

与 LBPs-T 在脱色过程中被 H2O2 破坏了分子内和分

子间氢键有关，而这是维持多糖特定构象的主要动力，

这一结果与 Kou 等 [30] 的研究结果一致，表明不同分离

纯化方法会影响多糖的三螺旋结构。
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图 5 三螺旋结构和红外谱图

Fig.5 Triple helix structures and infrared spectra

注：a ：LBPs-N 和 LBPs-T 的三螺旋结构；b ：LBPs-N 和

LBPs-T 的红外谱图。

2.4.5 红外光谱分析

傅立叶变换红外光谱（Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy, FT-IR）通常用于鉴定多糖的特征官能

团。如图 5b 所示，3 441 cm-1 和 3 422 cm-1 附近的宽吸收

峰是由 OH 的拉伸振动引起的 [31] ；2 931 cm-1 和 2 926 cm-1

处的吸收峰是由 CH、CH2 和 CH3 等碳 - 氢键的拉伸

振动引起的 [32] ；1 630 cm-1 附近的强吸收峰属于对称或

不对称羰基（C=O）的伸缩振动 [33] ，提示两种 LBPs
中均含有糖醛酸结构。此外，在 1 419 cm-1 处出现的

吸收峰与 CH 或 OH 的拉伸振动有关，1 246 cm-1 和

1 075 cm-1 处的强宽吸收峰是由 COH 和 COC 引起的；

616 cm-1 处的特征吸收峰可能归因于 β- 吡喃糖构象 [22] 。

2.5 LBPs-N和LBPs-T对LPS诱导BV2小胶质细
胞炎症反应的保护作用

2.5.1 LBPs-N和LBPs-T对LPS诱导的BV2小胶质细

胞增殖的影响

神经炎症是中枢神经系统为保护大脑免受损害而

发生的炎症反应，LPS 诱导 BV2 小胶质细胞激活是常

用的体外神经炎症模型 [34] 。如图6a所示，与NC组相比，

MC 组细胞活力明显下降（P ＜ 0.05），下降了 20.97%，

表明建模成功。与 MC 组相比，LBPs-T 和 LBPs-N 均

可恢复细胞活力。其中，当 LBPs-T 的剂量为 0.2~
0.4 mg·mL-1 时，细胞活力分别为 102.26% 和 109.76%，

与 MC 组相比具有显著差异（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。

2.5.2 LBPs-N和LBPs-T对LPS诱导的BV2小胶质细

胞NO分泌的影响

在神经系统中，NO 是一种“非典型”的神经调

节剂，参与神经递质释放、神经元兴奋等过程。LPS 刺

激会诱导 NO，NO 生成过多会引发促炎细胞因子的产

生，导致慢性炎症和代谢性内毒素血症 [35] 。如图 6b所
示，与 NC 组相比，BV2 细胞经 LPS 刺激后 NO 水

平显著增加（P ＜ 0.05），该结果与杨冬梅等 [36] 的研

究结果相似。与 MC 组相比，LBPs-T 和 LBPs-N 在

0.1~0.4 mg·mL-1 的质量浓度下均能使细胞 NO 水平降低

且呈浓度依赖关系。同时，王玉银等 [37] 的研究中也显示利

用不同剂量的 LBPs 干预 LPS 诱导的 BV2 小胶质细胞可

明显降低 NO 水平，这表明 LBPs 能有效抑制 BV2 细胞释

放 NO，以缓解 LPS 造成的炎症，从而减少细胞损伤。

图 6 LBPs-N 和 LBPs-T 对 LPS 诱导的 BV2 小胶质细胞

增殖和 NO 分泌的影响

Fig.6 Effects of LBPs-N and LBPs-T on LPS-induced 

proliferation and NO secretion of BV2 microglial cells

注：a 为 LBPs-N 和 LBPs-T 对 LPS 诱 导 的 BV2 小 胶 质

细胞增殖的影响；b 为 LBPs-N 和 LBPs-T 对 LPS 诱导的 BV2

小胶质细胞 NO 分泌的影响；其中与空白对照（NC）组相比，

* 为 P ＜ 0.05，** 为 P ＜ 0.01 ；与模型（MC）组相比，# 为

P ＜ 0.05，## 为 P ＜ 0.01。

2.5.3 LBPs-N和LBPs-T对LPS诱导的BV2小胶质细

胞炎症因子TNF-α、IL-6和IL-1β分泌的影响

神经炎症的发病机制是一个复杂的过程，受许多

促炎因子的诱导调节，其中 TNF-α 是调节中枢神经系

统炎症反应的代表性细胞因子，它可参与病理条件下

兴奋性毒性细胞死亡和神经炎症的各阶段，当其与受

体结合时，可增加胞内钙离子水平，进而促进 IL-6 和

IL-1β 的分泌，从而导致突触功能障碍，抑制神经元

再生 [38] 。由此可见 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平是评估

炎症的关键标志物。如图 7 所示，与 NC 组相比，MC
组中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 分泌量显著增加（P ＜ 0.01），
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分别为 1 392.52、652.01 和 1 052.75 pg·mL-1。相反，与

MC 组 相 比，0.1、0.2 和 0.4 mg·mL-1 的 LBPs-N 组 和

LBPs-T 组中的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的分泌量显著降低

且呈浓度依赖关系，其中在 0.2~0.4 mg·mL-1 的浓度下具

有统计学意义（P ＜ 0.05，P ＜ 0.01）。此外，当 LBPs-N
和 LBPs-T 的质量浓度为 0.4 mg·mL-1 时，LBPs-N 组中

炎症因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的分泌量分别为 611.04、
371.52 和 653.25 pg·mL-1， 而 LBPs-T 组 中 炎 症 因 子

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的分泌量分别为 623.01、543.25
和 714.51 pg·mL-1。由此可见，LBPs-N 对 TNF-α、IL-6
和 IL-1β 分泌的抑制作用更强（P ＜ 0.01），这一结果提

示 LBPs-N 具有更好的抗神经炎症活性。

目前已有大量研究证实了粗多糖的抗神经炎症活

性，如五味子多糖对过量 Aβ 诱导的小鼠海马炎症因

子的增加具有良好的治疗作用 [39] ；远志多糖可显著降

低 LPS 诱导的 BV2 细胞中 NO、TNF-α 和 IL-1β 水平，

具有显著的抗炎和抗 AD 活性 [40] ；石菖蒲根茎杂多糖

可通过降低 LPS 刺激的 BV2 细胞中炎症因子的水平，

而显著提高 AD 小鼠的记忆力和学习能力 [41] ；人参多

糖可缓解 AD 模型在体外由 Aftin-5 引发的神经炎症，

并能通过恢复神经元的有丝分裂抑制 Aβ 聚集体的形

成，从而在AD模型中发挥神经保护活性 [42] 。研究表明，

多糖的生物活性与其化学结构密切相关，通过研究多

糖的结构特征，发现葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖经常

存在于具有抑制神经炎症生物活性的多糖之中，其中

五味子多糖由 Man、Rha、GlcA、Glc、Gal 和 Ara 组

成；远志多糖由 Man、Rha、Glc、Gal、Xyl 和 Ara 组成；

石菖蒲根茎杂多糖主要由 Gal、Xyl、Ara 组成，还有

少量 Glc、Man 等。人参多糖主要由 Glc、GalA、Gal
和 Ara 组成，还有少量 Rha、GlcA、Man。这些结果

进一步证明了 Glc、Gal 和 Ara 可能与抗神经炎症活性

有关，该研究中 LBPs-N 主要由葡萄糖、半乳糖和阿拉

伯糖组成，其摩尔比占总单糖的 87% 以上，而 LBPs-T
中葡萄糖含量明显降低。与此同时，LBPs-N 抑制神经

炎症的活性优于 LBPs-T。该结果说明葡萄糖、半乳糖

和阿拉伯糖的存在可能是 LBPs-N 和 LBPs-T 具有良好

抗神经炎症活性的关键因素，也进一步提示，LBPs 在
分离纯化中采用 H2O2 脱色，H2O2 的强氧化作用会打断

部分葡萄糖的糖苷键，导致 LBPs 中葡萄糖的组成比例

下降 [29] ，影响其抑制神经炎症的活性，这一结果与 Jiao
等 [43] 的研究结果一致，说明单糖组成的比例是决定多

糖组分抗炎活性的主要因素之一。此外，分子量是影

响多糖生物活性的另一个重要因素。通常情况下，分

子量较低的多糖组分不易形成活性聚合物结构，而分

子量过高的多糖组分则很难穿过细胞膜发挥药理作用。

因此，合适的分子量是多糖组分发挥药理活性的首要

条件。Chen 等 [44] 发现分子量大（850 kDa）的葡聚糖

比分子量小（14.7 kDa）的杂多糖具有更好的抗炎活

性。同时，其他研究学者也发现了来自黄芪的两种分

子量不同的多糖表现出了不同的抗炎活性，其中分子

量较大（4.95×106 Da）的黄芪多糖具有更显著的抗炎

活性 [45] 。同样，在该研究中，分子量较大的 LBPs-N 也

显示出比 LBPs-T 更显著的抗炎活性，这是由于该研究

利用经典水提醇沉法分离、H2O2 脱色破坏了 LBPs-T
中的部分糖苷键，从而导致其 Mw- Ⅱ的分子量和分子

量占比显著降低，不易形成活性结构域。

图 7 LBPs-N 和 LBPs-T 对 LPS 诱导的 BV2 小胶质

细胞炎症因子分泌的影响

Fig.7 Effect of LBPs-N and LBPs-T on LPS-induced 

inflammatory factor secretion in BV2 microglia

注：a ：LBPs-N 和 LBPs-T 对 LPS 诱导的 BV2 小胶质细胞

TNF-α 分泌的影响；b ：LBPs-N 和 LBPs-T 对 LPS 诱导的 BV2

小胶质细胞 IL-6 分泌的影响；c ：LBPs-N 和 LBPs-T 对 LPS 诱

导的BV2小胶质细胞 IL-1β分泌的影响；其中与空白对照（NC）

组相比，* 为 P ＜ 0.05，** 为 P ＜ 0.01 ；与模型（MC）组相比，

# 为 P ＜ 0.05，## 为 P ＜ 0.01。
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3  结论

该研究构建了一种阴离子交换树脂耦联超滤

膜过滤技术分离纯化 LBPs 的新方法，通过该方法

制备的 LBPs-N 的得率是利用水提醇沉法制备的

LBPs-T 的 2 倍。LBPs-N 的多糖、蛋白质和糖醛酸含

量分别为 75.35%，4.42% 和 11.37%，是主要由葡萄

糖、半乳糖和阿拉伯糖组成的杂多糖，分子量分布为

1.4×103~1.0×105 Da，具有三螺旋结构。体外抗神经炎

症活性评价结果显示，LBPs-N 对炎症因子 TNF-α、
IL-6 和 IL-1β 分泌的抑制作用优于 LBPs-T，这主要归

因于其单糖组成中葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖含量较

高以及分子量较大。该研究将会为中药多糖在分离纯

化和功能食品开发方面提供新途径，为枸杞多糖在神

经退行性疾病干预方面的应用奠定基础。
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