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体外模拟消化对黄芪多糖 APS-II 结构和免疫活性的影响  
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摘  要：目的  从黄芪多糖（Astragalus polysaccharides，APS）中分离制备 APS-II，探究其体外消化后产物的结构和免疫活

性的变化。方法  采用体外模拟唾液、胃液和肠模型研究 APS-II 经唾液、胃液和小肠液消化后的相对分子质量分布、单糖

组成、还原糖含量、官能团和表面形态的变化，同时进行体外免疫活性实验，比较 APS-II 经体外消化以后的形式及活性的

变化。结果  唾液对 APS-II 无明显影响；而在胃消化 0～6 h 的过程中，多糖的相对分子质量从 5.956×103 降至 3.745×103，

还原糖含量从 0.333 mg/mL 增加至 0.348 mg/mL，红外光谱显示在 1 649～1 029 cm−1 吸收峰强度不同，游离单糖半乳糖醛酸

（galacturonic acid，GalA）被释放；甲基化结果显示发现 APS-II 经唾液、胃液消化后，糖苷键以 1,4 葡萄糖连接为主；肠液

消化产物中糖苷键存在 1,3 半乳糖连接。体外免疫活性实验表明，肠液消化产物促进 RAW264.7 巨噬细胞吞噬活力以及释放

一氧化氮（nitric oxide，NO）、白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）的

能力较强。结论  APS-II 在胃肠道中可以被消化，且经胃肠液消化后免疫活性增强，推测与其相对分子质量、单糖组成和糖

苷键连接方式相关。 
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Abstract: Objective  Astragalus polysaccharides (APS)-II was isolated and prepared from APS, and to investigate the changes in 

structure and immune activity of its products after in vitro digestion. Methods  The changes of molecular weight distribution, 

monosaccharide composition, reducing sugar content, functional groups and surface morphology of APS-II after digestion in saliva, 
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gastric juice and small intestinal juice were studied by in vitro simulated saliva, gastric juice and intestinal model. At the same time, 

the in vitro immune activity experiment was carried out to compare the changes of form and activity of APS-II after in vitro digestion. 

Results  Saliva had no significant effect on APS-II. In the process of gastric digestion for 0—6 h, the molecular weight of 

polysaccharide decreased from 5.956 × 103 to 3.745 × 103, the content of reducing sugar increased from 0.333 mg/mL to 0.348 mg/mL, 

and the infrared spectrum showed that in the range of 1 649—1 029 cm−1, the absorption peak intensity was different, and the free 

monosaccharide galacturonic acid (GalA) was released. In addition, the methylation results showed that the glycosidic bonds were 

mainly 1,4-glucose linkages after digestion with saliva and gastric juice; The glycosidic bonds in the digestive products of intestinal 

fluid were connected by 1,3 galactose. In vitro immune activity experiments showed that the intestinal digestion product had a strong 

ability to promote the phagocytic activity of RAW264.7 cells and the release of nitric oxide (NO), interleukin-10 (IL-10) and tumor 

necrosis factor-α (TNF-α). Conclusion  APS-II can be digested in the gastrointestinal tract, and the immune activity is enhanced after 

digestion in the gastrointestinal fluid, which is speculated to be related to its molecular weight, monosaccharide composition and 

glycosidic bond connection. 

Key words: Astragalus polysaccharides; APS-II; in vitro digestion; structural change; immune activity 

多糖是广泛存在于自然界的一类大分子物质，

对维持正常生命活动有着重要作用，具有降血糖、抗

肿瘤、调节免疫等生物活性[1]。随着荧光和同位素标

记技术的改进，越来越多的报道证实香菇聚糖[2]、枸

杞多糖[3]、当归多糖[4]、南瓜多糖[5]等多糖经口服给

药后可以被吸收和利用。研究表明，经口服给药后

的多糖在胃肠道内的酸碱值、消化酶以及胆盐的作

用下可能会发生降解，结构形式发生改变[6]。虽然

目前荧光和同位素标记已作为研究多糖药动学的有

效手段，但是其并不能区分多糖在体内胃肠道中的

变化情况[7]。而体外消化模型作为一种简便、经济

且重复性好的工具，被广泛应用于研究模拟胃肠道

条件下多糖的结构形式和生物活性的变化。 

黄芪多糖（Astragalus polysaccharides，APS）是

黄芪中含量丰富的物质之一，具有抗氧化、抗病毒、

抗肿瘤及调节免疫等功能[8]。近年来，多数研究者

认为多糖可以作为益生元调控肠道微生物组成来发

挥免疫功效，但是关于多糖是否能被肠道降解吸收、

在体内经胃肠道代谢存在的主要形式以及哪些结构

可以通过肠道直接吸收从而调节机体免疫是目前多

糖药动学研究的热点和重点。Zhang 等[9]通过研究

黄芪超支化异聚糖 RAP（相对分子质量为 1.334×

106）发现，RAP 在 1 h 内迅速进入 Peyer 斑块，直

接靶向滤泡树突状细胞并启动抗肿瘤免疫反应，激

活丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）和核因子-κB（nuclear factor-κB，

NF-κB）信号通路；通过免疫荧光染色测定法发现，

RAP 可以通过淋巴系统进一步转运到淋巴管，且这

种淋巴途径独立于肠道微生物群，表明其调节免疫

并不仅是通过肠道菌群来发挥作用；采用高效凝胶

渗透色谱结合荧光检测器分析发现 RAP 在小肠中

未被降解。然而，高效凝胶渗透色谱法中的 TSK 色

谱柱表征范围宽，经过降解后的相对分子质量接近

或有差异的多糖，保留时间也会重叠，因此需要更

加细致的分析，包括降解后的单糖、寡糖、多糖等。

课题组前期研究发现 APS 包括 APS-Ⅰ（相对分子质

量＞2×106）和 APS-II（相对分子质量 1×104）2 种

组分[10]，随后将不同相对分子质量的 APS 分别作用

于小鼠免疫细胞和环磷酰胺免疫抑制小鼠模型实验

发现，APS-II 为免疫促进最强组分[11]，但是并未对

APS-II在体内的变化形式及经体内消化后活性是否

发生变化进行研究。 

多糖在体内的存在形式有降解的单糖、寡糖和

未被降解的原型以及短链脂肪酸等。因此，本研究

通过体外模拟消化，对 APS-II 经体外消化后的变化

形式进行表征，并利用 RAW264.7 巨噬细胞评估

APS-II 消化前后的免疫活性，以期为后续阐明 APS

降解后的主要活性及结构形式奠定基础。 

1  材料 

1.1  药材 

黄芪来自山西浑源，经山西大学秦雪梅教授鉴

定为蒙古黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.) 

Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao 的干燥根。 

1.2  药品与试剂 

分析级 NaCl（批号 S805275）、KCl（批号

P816348）、NaHCO3（批号 S818079）、CaCl2·2H2O

（批号 C804986）、CH3COONa（批号 S817484）、胆

盐（批号 B822609）、胰酶（批号 P4370）、胃蛋白酶

（批号 P816236）、酸性脂肪酶（批号 S26851）均购

自上海麦克林公司；小鼠白细胞介素-10（interleukin-
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10，IL-10）ELISA 试剂盒（批号 LV30274）、小鼠

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

ELISA 试剂盒（批号 LV30536）购自武汉博士德生

物工程有限公司；胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS，批号 11011-8611）、DMEM 高糖培养基（批号

11995）、胰蛋白酶（批号 T1300）、青链霉素混合液

（批号 P1400）、脂多糖（lipopolysaccharides，LPS，

批号 L8880）、PBS 缓冲液（批号 P1020）、MTT（批

号 M8180）均购自北京索莱宝科技有限公司；一氧

化氮（nitric oxide，NO）检测试剂盒（批号 S0021S）

购自碧云天生物技术；葡萄糖（glucose，Glu）标准

品（批号 200-075-1）购自阿拉丁科技股份有限公司；

标准品甘露糖（mannose，Man，批号 A600554）、

鼠李糖（rhamnose，Rha，批号 A600804）、阿拉伯

糖（ arabinose，Ara，批号 A610071）、半乳糖

（galactose，Gal，批号 A600215）、葡萄糖醛酸

（glucuronic acid，GlcA，批号 A600482）均购自生

工生物工程（上海）股份有限公司；半乳糖醛酸

（galacturonic acid，GalA）标准品（批号 B21984）

购自上海源叶生物科技有限公司，以上单糖标准品

质量分数均大于 98%。 

1.3  仪器 

Shodex R1-201H 型示差折光检测器（力森诺科

科学仪器有限公司）；1260 型高效液相色谱仪（美

国安捷伦公司）；ELSD-UM5800 型检测器（上海通

威分析技术有限公司）；TENSOR27 型傅立叶变换

红外光谱（德国布鲁克公司）；CPA225D 型万分之

一电子天平（德国 Sartorius 公司）；SC-3610 型低速

离心机（安徽中科生科学仪器有限公司）；Infinite 

M200 Pro 型多功能酶标仪（瑞士 Tean 公司）；

SCIENTZ-12N 型真空冷冻干燥机（上海知信实验仪

器技术有限公司）；扫描电子显微镜（ scanning 

electron microscope，SEM）、气相色谱-质谱联用

（GC-MS）仪（塞维尔生物科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  多糖消化产物的制备 

人体的消化管从口腔开始，经过咽喉、食道、

胃、小肠、大肠等。为了更好地研究 APS 在体内的

变化形式及生物活性，采用连续模拟唾液、胃肠消

化的方法，对经消化前后的原型和代谢产物进行结

构和活性研究。 

2.1.1  体外模拟唾液消化  参考文献方法[12]，称取

1.126 g KCl、0.12 g NaCl、1.143 g NaHCO3和 0.167 g 

CaCl2·2H2O，溶于 1 L 蒸馏水中，加适量 α-淀粉酶

（150 U/mL），用 0.1 mol/L HCl 调节 pH 至 7.0，制

备模拟唾液。按照文献方法[13]，分离制备 APS-Ⅱ。

取 20 mL APS-II（4 mol/L）与 20 mL 模拟唾液混合，

并将混合液分装于 4 个不同的离心管中，于 37 ℃

水浴模拟唾液消化过程，分别在反应 0、2、4、10 

min 时取出离心管，沸水浴灭活 10 min，冷却至室

温，收集上清液。不同消化时间的一部分上清液用

于相对分子质量及还原糖含量的测定，另一部分上

清液采用 Sevage 法（氯仿-正丁醇 4∶1）除去蛋白

质，3 500 r/min 离心 3 min，透析 48 h 后，冷冻干

燥，并将经过唾液消化 10 min 后的样品命名为唾液

消化产物 APS-II-S，用于后续实验。 

2.1.2  体外模拟唾液-胃消化  参考文献方法[14]，称

取 0.62 g NaCl、0.22 g KCl、30 mg CaCl2·2H2O 和

0.112 g NaHCO3 于 200 mL 蒸馏水中制备胃电解质

溶液，并用 0.1 mol/L HCl 调节 pH 至 2.0。取 150 

mL 胃电解质溶液，加入 36 mg 胃蛋白酶、38 mg 胃

脂肪酶和 0.3 mL CH3COONa 溶液（1 mol/L，pH 

5.0），并用 0.1 mol/L HCl 调 pH 至 2.0，制得模拟胃

液。将 20 mL 唾液消化产物 APS-Ⅱ-S 与模拟胃液按

1∶1 的比例混合，分装于 5 个 15 mL 的离心管中，

37 ℃模拟消化。分别在 0、1、2、4、6 h 取出离心

管，并于 100 ℃灭活 10 min，收集上清液，将一部

分上清液用于相对分子质量及还原糖含量的测定，

其余上清液与 Sevage 试剂（三氯甲烷-正丁醇 4∶

1）按 1∶2 的比例混合，3 500 r/min 离心 3 min，重

复操作 2 次，收集上清液，透析 48 h 后，冷冻干燥。

并将唾液-胃液消化 6 h 的样品命名为胃液消化产物

APS-Ⅱ-G，用于后续分析。 

2.1.3  体外唾液-胃-肠消化  称取 1.35 g NaCl、

162.5 mg KCl、82.5 mg CaCl2·2H2O，溶于 250 mL

超纯水中，用 0.1 mol/L NaHCO3溶液调节 pH 至 7，

获得小肠电解质溶液。取小肠电解质溶液 200 mL、

7%胰酶溶液 200 mL、4%胆盐溶液 400 mL 和胰蛋

白酶 26 mg 混合均匀，调 pH 至 7.0，制得模拟肠

液。将胃液消化产物 APS-Ⅱ-G 与模拟肠液按 10∶3

的比例混合均匀，分装于 4 个离心管中，置于 37 ℃

模拟消化，分别于 0、2、4、6 h 各取出 1 个离心管，

并立即于 100 ℃煮沸 10 min，冷却至室温。收集上

清液。不同消化时间的一部分上清液用于相对分子

质量及还原糖含量的测定，其余部分与 Sevage 试剂

（三氯甲烷-正丁醇 4∶1）按 1∶2 的比例混合，充
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分振摇 10 min 后，3 500 r/min 离心 3 min，收集水

相，重复上述操作 2 次。在去离子水中（透析膜相

对分子质量为 100）透析 48 h 后，冷冻干燥，并将

经唾液-胃肠消化 6 h 后的样品命名为小肠消化产物

APS-II-I。 

2.2  化学表征 

参考文献方法[13]，使用高效凝胶色谱柱和 PMP

衍生化的方法对消化产物的相对分子质量和单糖组

成进行测定；采用 3,5-二硝基水杨酸的方法测定不

同消化酵解时间点的还原糖含量[15]；对消化后的产

物进行 GC-MS 分析[11]。 

2.3  红外光谱（FT-IR）分析 

将不同消化阶段下的不同消化产物 1.0 mg 与

干燥过的溴化钾 100 mg 研磨混合，压成薄片后，用

FT-IR 进行分析。 

2.4  SEM 分析 

将 APS-Ⅱ及其消化产物 APS-II-S、APS-II-G、

APS-II-I 样品喷金后，通过 SEM 于 200 倍镜下观察

样品表面形态[16]。 

2.5  多糖消化产物的免疫活性分析 

2.5.1  细胞培养  RAW264.7 细胞用含 10% FBS 和

1%青链霉素混合液的 DMEM 培养基，于 37 ℃、

5% CO2培养箱中培养。 

2.5.2  多糖消化产物对 RAW264.7 细胞增殖的影响  

采用 MTT 法测定 APS-II、APS-II-S、APS-II-G、APS-

Ⅱ-I 对 RAW264.7 细胞活力的影响。取对数生长期

的 RAW264.7 细胞，以 1×104个/孔接种于 96 孔板

中，于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 24 h 后，弃

去培养基，分别加入不同质量浓度（10、25、50、

100、200 μg/mL）的 APS-II、APS-II-S、APS-II-G 和

APS-II-I 溶液 100 μL，另设置对照组（加入不含药

物、无血清的 DMEM 培养基）和空白孔（不接种细

胞不给药），培养 24 h 后加入 10 μL MTT（5 mg/mL）

培养 4 h，弃去上清液，加入 100 μL DMSO 溶液，

采用酶标仪于 490 nm 下测定吸光度（A）值，计算

细胞增殖率。 

 细胞增殖率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.5.3  多糖消化产物对 RAW264.7 细胞吞噬活性的

影响  采用中性红方法测定 APS-II 消化及发酵前

后对 RAW264.7 细胞的吞噬活性。取对数生长期的

RAW264.7 细胞，以 2×104 个/孔接种于 96 孔板中，

于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 24 h 后，弃去培

养基，设置对照组、LPS 组和各给药组，对照组加

入不含药物、无血清的 DMEM 培养基，LPS 组加入

1 μg/mL LPS 溶液，各给药组分别加入不同质量浓

度（25、50、100、150 μg/mL）的 APS-II、APS-II-

S、APS-II-G、APS-II-I 溶液 100 μL，设置 3 个复

孔，培养 24 h 后弃去培养基，PBS 洗涤 2 次，加入

0.75 μg/mL 中性红染液 100 μL，孵育 2 h 后，弃去

上清液，PBS 清洗 2 遍，加入 200 μL 细胞裂解液

（乙醇-醋酸 1∶1），室温放置 2 h 后于 540 nm 处测

定 A 值，计算吞噬率。 

吞噬率＝A 实验/A 对照 

2.5.4  多糖消化产物对 RAW264.7 细胞上清液中

NO、IL-10 和 TNF-α 水平的影响  按“2.5.3”项下

方法分组和给药，培养 24 h 后，收集上清液，采用

Griess 法检测 NO 水平，按照 ELISA 试剂盒说明书

测定上清液中 TNF-α 和 IL-10 水平。 

2.6  统计学分析 

数据以 x s 表示，各组之间用单因素方差及 t

检验分析。 

3  结果 

3.1  相对分子质量及还原糖变化 

3.1.1  唾液消化下 APS-II 的相对分子质量变化  

口腔作为人体消化的第一道防线，唾液淀粉酶是唾

液消化过程中分解多糖的主要因素，对直链、支链

淀粉和糖原均有显著影响。图 1-A、B 表示在唾液

消化 10 min 内不同时间点中 APS-II 和唾液空白培

养基相对分子质量的变化，由图 1-A 可知，唾液空

白培养基中添加物质的保留时间和 APS-II 的保留

时间大体一致，APS-II 经唾液消化后保留时间无明

显变化（图 1-B），表明经唾液消化后 APS-II 没有

被降解。 

3.1.2  唾液-胃液消化下 APS-II 的相对分子质量变

化  研究表明多糖在酸性环境及多种酶的存在下易

被降解，因此，当胃消化开始时更容易产生相对分

子质量的损失，图 2-A、B 表示在 6 h 内不同时间点

APS-Ⅱ和胃液空白培养基在模拟胃液消化中相对分

子质量变化。由图 2-A 可知，APS-II 的保留时间比

胃培养基中添加的物质的保留时间较早，因此，胃

培养基中的物质不会影响相对分子质量的测定。如

图 2-B 所示，相对分子质量在胃消化过程中峰形和

保留时间均发生了变化，且随着消化时间的延长，

多糖的洗脱体积也伴随着延迟，表明在胃消化过程

中相对分子质量降低，以保留时间（x）为横坐标，

log 相对分子质量（y）为纵坐标，得到相对分子质
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A-唾液空白培养基；B-唾液消化。 

A-saliva blank medium; B-saliva digestion. 

图 1  APS-II 经体外模拟唾液消化后不同时间点相对分子质量的 HPGPC 色谱图 

Fig. 1  HPGPC chromatograms of APS-Ⅱ molecular weight at different time points after simulated saliva digestion in vitro

 
A-胃液空白培养基；B-胃液消化。 

A-gastric juice blank medium; B-gastric juice digestion. 

图 2  APS-II 经模拟胃液消化后不同时间点相对分子质量的 HPGPC 色谱图 

Fig. 2  HPGPC chromatograms of molecular weight of APS-II at different time points after simulated gastric juice digestion 

量的标准曲线 y＝−1.100 4 x＋14.181（R2＝0.998 4），

平均相对分子质量从 5.956×103 降至 5.115×103、

4.783×103、4.549×103、3.745×103，其中相对分子

质量在 1 h 内迅速下降。 

3.1.3  唾液-胃-肠液消化下 APS-II 的相对分子质量

变化  在肠道消化过程中也可以观察到相对分子质

量的变化，图 3-A、B 表示在 6 h 内不同时间点经小

肠处理和对照中 APS-II 的相对分子质量的变化，如

图 3-B 所示，APS-II 在模拟小肠消化不同时间段下，

出峰时间及峰形没有明显变化，表明其相对分子质

量没有发生变化。 

由于多糖易于在溶液中形成聚集体的趋势，导

致很难确定其变化是由于糖苷键的断裂，还是聚集

体的破坏。而糖苷键的断链会导致还原糖含量的增

加。因此，分析了在体外消化期间 APS-II 释放的

还原糖含量。如表 1 所示，唾液消化过程中，还原

糖含量无明显变化，这与 APS-II 在唾液消化下相

对分子质量的变化保持一致。APS-II 经胃消化 1 h

后，还原糖质量浓度从 0.333 mg/mL 增加到 0.342 

mg/mL，在胃消化 2～6 h 的过程中，还原糖质量浓

度增加至 0.348 mg/mL，表明多糖的相对分子质量

降低是由于糖苷键的断链，从而增加了还原糖的含

量。此外，在肠消化过程中，还原糖含量明显升高，

但是不及胃液明显，而在小肠消化的过程中未观察 
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A-小肠空白培养基；B-小肠消化。 

A-blank medium of small intestine; B-small intestine digestion. 

图 3  APS-II 经模拟肠道消化后不同时间点相对分子质量的 HPGPC 色谱图 

Fig. 3  HPGPC chromatograms of molecular weight of APS-Ⅱ at different time points after simulated intestinal digestion

表 1  APS-II 经唾液、胃和小肠消化后不同时间点还原糖

含量变化 

Table 1  Changes in reducing sugar content of APS-II at 

different time points after digestion in saliva, stomach and 

small intestine 

消化阶段 消化时间 还原糖/(mg·mL−1) 

唾液消化 0 min 0.221±0.001a 

2 min 0.215±0.002a 

4 min 0.223±0.001a 

10 min 0.221±0.004a 

唾-胃消化 0 h 0.333±0.007b 

1 h 0.342±0.006c 

2 h 0.346±0.008b 

4 h 0.347±0.007b 

6 h 0.348±0.005c 

唾-胃-小肠消化 0 h 0.344±0.006c 

2 h 0.356±0.008d 

4 h 0.357±0.002d 

6 h 0.354±0.007d 

相同消化阶段比较，不同字母代表显著性差异（P＜0.05）。 

Compared with same digestion stage, different letters represent 

significant differences (P < 0.05). 

到相对分子质量的变化，可能是因为凝胶色谱柱宽

分布的特点。 

3.2  体外消化过程中游离单糖的变化 

研究表明，多糖在体外模拟消化过程中可能会

产生游离的单糖。因此，本研究探讨了 APS-II 经体

外模拟消化后是否产生了游离的单糖。图 4 为 APS-

II 经体外模拟消化后游离单糖的高效液相色谱图。

其中图 4-A、C 表示的是 APS-II 经唾液和小肠模拟

后单糖的变化，由图 4-A 对照组可知，唾液中不含

任何单糖组分，由图 5 可知，APS-II 在唾液消化 0 

min 时检测到 Rha、GalA 和 Glc，这和课题组前期

研究 APS-II 单糖组成的结果一致，而随着唾液消化

时间的延长，单糖的种类和含量并未有明显的变化。

在小肠模拟消化中，多糖经小肠消化后的HPLC-UV

色谱图没有任何区别，说明 APS-II 经唾液和小肠消

化过程中没有游离单糖的产生。 

如图 4-B 所示，APS-II 在胃液消化 0 h 时也产

生了以上 3 种单糖，但是在胃液模拟消化 1 h 后产

生了 Rha。不仅如此，在胃液模拟 6 h 后 APS-Ⅱ-G

中 Glc 的含量明显增加，表明 APS-II 经胃液消化后

产生了游离单糖，APS-II 经胃肠消化后产生了游离

单糖 Glc 和 GalA，说明其可以被小肠吸收。由图 5

可知，APS-II 经胃肠液消化后 Glc 变化明显，推测

胃蛋白酶中存在 Glc。 

3.3  体外消化产物的甲基化分析 

由于 APS-II 经胃肠消化后产生了单糖，为了确

定单糖的连接方式，采用甲基化的方法、GC-MS 的

分析手段推测 APS-Ⅱ经体外唾液、胃、肠消化后，

APS-Ⅱ-S、APS-Ⅱ-G、APS-Ⅱ-I 的糖苷键连接方式。

将 4 种消化酵解产物通过 GC-MS 甲基化分析的质

谱碎片离子峰与 CCRC 数据库（https://glygen. 

ccrc.uga.edu/ccrc/specdb/ms/pmaa/pframe.html）中的

质谱图进行比较。表 2～4 分别总结了 APS-II-S、

APS-II-G、APS-II-I 的糖苷键连接方式。在唾液消化

产物 APS-II-S 中的连接方式及占比如下：→2,3)-

Gal-(1→（9.04%），Glc-(1→（12.12%），→4,6)-Rha-

(1→（3.66%），→6)-Gal-(1→（2.97%），→4)-Glc-(1→

（48%），→2)-Gal-(1→（24.21%）；胃液消化产物
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1-Man; 2-Rha; 3-GalA; 4-GlcA; 5-Glc; 6-Gal; 7-Ara. 

图 4  APS-II 经唾液 (A)、胃 (B)、小肠 (C) 消化后不同时间点游离单糖的 HPLC-UV 色谱图 

Fig. 4  HPLC-UV chromatograms of free monosaccharides at different time points after digestion of APS-II by saliva (A), 

stomach (B) and small intestine (C) 

 

图 5  APS-II 经唾液、胃、小肠消化后不同时间点单糖的变化 

Fig. 5  Changes in monosaccharide composition of APS-II after digestion in saliva, stomach and small intestine
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表 2  唾液消化产物 APS-Ⅱ-S 甲基化分析结果 

Table 2  Results of APS-II-S methylation analysis of saliva digestion products 

序号 tR/min 甲基化糖 物质的量比/% 质量碎片 (m/z) 连接方式 

1 7.51 4,6-Me3-Gal 9.04 59, 71, 86, 101, 112, 129, 143, 161, 172 →2,3)-Gal(1→ 

2 9.89 2,3,4,6-Me4-Glc 12.12 58, 71, 87, 118, 129, 145, 163, 205 Glc(1→ 

3 10.06 2,3-Me2-Rha 3.66 59, 74, 87, 101, 113, 129, 143, 162, 173, 187 →4,6)-Rha-(1→ 

4 17.50 2,3,4-Me3-Rha 2.97 59, 71, 87, 99, 118, 129, 143, 159, 173, 189 →6)-Gal-(1→ 

5 18.47 2,3,6-Me3-Glc 48.00 58, 71, 85, 87, 99, 113, 118, 129, 141, 151 →4)-Glc-(1→ 

6 23.06 3,4,6-Me3-Gal 24.21 59, 71, 88, 100, 113, 119, 145, 161, 190, 205 →2)-Gal-(1→ 

表 3  胃液消化产物 APS-Ⅱ-G 甲基化分析结果 

Table 3  Results of methylation analysis of APS-II-G in gastric digestion products 

序号 tR/min 甲基化糖 物质的量比/% 质量碎片 (m/z) 连接方式 

1 10.95 3,4-Me3-Gal 4.78 60, 74, 87, 100, 130, 143, 159, 174, 190 →2,6)-Gal-(1→ 

2 13.65 3,6-Me3-Gal 3.68 59, 74, 88, 99, 113, 130, 143, 158, 190, 233 →2,4)-Gal-(1→ 

3 18.47 2,3,4,6-Me4-Glc 43.62 58, 71, 87, 118, 129, 145, 163, 205 Glc-(1→ 

4 21.50 2,3,6-Me3-Glc 45.57 58, 71, 85, 87, 99, 113, 118, 129, 141, 151 →4)-Glc-(1→ 

5 23.07 2,3-Me2-Rha 2.35 59, 74, 87, 101, 118, 129, 143, 161, 174, 202 →3)-Gal-(1→ 

表 4  小肠消化产物 APS-Ⅱ-I 甲基化分析结果 

Table 4  Methylation analysis results of APS-II-I in intestinal digestion products 

序号 tR/min 甲基化糖 物质的量比/% 质量碎片 (m/z) 连接方式 

1 10.74 3,4,6-Me3-Gal 3.16 59, 71, 88, 100, 113, 119, 145, 161, 190, 205 →3)-Gal-(1→ 

2 11.81 2,4,6-Me3-Gal 2.18 59, 74, 87, 101, 118, 129, 143, 161, 174, 202, 217, 234 →2)-Gal-(1→ 

3 18.84 2,3,4,6-Me4-Glc 4.81 58, 71, 87, 118, 129, 145, 163, 205 Glc-(1→ 

4 21.19 2,3,6-Me3-Glc 89.85 59, 71, 87, 99, 118, 131, 142, 157, 173 →4)-Glc-(1→ 

APS-Ⅱ-G 的单糖连接方式为： →2,6)-Gal(1→

（ 4.78% ）， →2,4)-Gal-(1→ （ 3.68% ）， Glc-(1→

（43.62%），→4)-Glc-(1→（45.57%），→3)-Gal-(1→

（2.35%）；小肠消化产物 APS-Ⅱ-I 的连接方式主要

为→3)-Gal-(1→（3.16%），→2)-Gal-(1→（2.18%），

Glc-(1→（4.81%），→4)-Glc-(1→（89.85%）。 

3.4  体外消化过程中 APS-II 的 FT-IR 光谱变化 

采用 FT-IR 研究体外消化对APS-II官能团结构

的影响。如图 6 所示，APS-II 经上消化道消化后， 

 

 

图 6  APS-II 经唾液、胃、小肠消化后的 FT-IR 图 

Fig. 6  FT-IR spectra of APS-II digested by saliva, stomach 

and small intestine 

其红外光谱特征峰未消失。其中 3 200～3 600 cm−1

表示的是-OH 的伸缩振动，2 900 cm−1 附近是由-CH

振动引起的，1 640 cm−1 左右的吸收峰是由-COO 的

伸缩振动引起的[17]，而体外消化道不同消化阶段的

消化产物在 1 649～1 029 cm−1，吸收峰强度不同，

推测可能是由于消化前后发生降解，导致单糖组成

不同所引起的。 

3.5  体外消化酵解过程中 APS-II 表面形态变化 

SEM 被广泛用于观察物质的表面超微结构的

形态和组成。APS-II、APS-II-S、APS-II-G、APS-II-

I 的 SEM 图见图 7，未经消化的 APS-II 呈多边形，

边缘整齐，表面光滑。APS-II-S 表现出大量碎石状

的颗粒，外观粗糙。胃消化后 APS-II-G 表面有颗粒

的碎石状。在肠道消化 6 h 后，表面呈现出光滑的

片状结构，排列较疏松。表明 APS-II 经体外消化后

表面形态发生了变化，研究表明，多糖的形态会影

响其生物活性[18]，APS-II 经胃消化后增加了多糖的

比表面积，推测其活性发生了变化。 

3.6  多糖消化产物的免疫活性 

3.6.1  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞增殖

的影响  多糖结构的变化可能导致其生物活性的差

异。RAW264.7 细胞在机体发挥免疫中扮演重要角 
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图 7  APS-II 经唾液、胃、小肠消化后的 SEM 图 (×200) 

Fig. 7  SEM images of APS-II digested by saliva, stomach and small intestine (× 200)

色，也是探究多糖对免疫调节作用的常用细胞。如

图 8 所示，APS-II 体外消化产物 APS-II-S、APS-II-

G、APS-II-I 在 10～200 μg/mL 可以促进 RAW264.7

细胞的增殖。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below 

figures. 

图 8  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞增殖的影响 

( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effects of in vitro digestion products of APS-II on 

proliferation of RAW264.7 cells ( x s , n = 3) 

3.6.2  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞吞噬

的影响  巨噬细胞是先天免疫的关键细胞，通过吞

噬作用发挥免疫调节功能。中性红由于其相对分子

质量大的特点，通过吞噬作用进入细胞。因此，

RAW264.7 的吞噬能力通常以中性红摄取量确定。

如图 9 所示，给药 24 h 后，与对照组比较，APS-II

及体外消化产物均可以促进 RAW264.7 细胞的吞噬

活性，且在相同质量浓度下，经小肠消化后的 APS-

II-I 的吞噬活性最强。 

3.6.3  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞分泌

NO 的影响  NO 与巨噬细胞对多种病原体的细胞

溶解有关，NO 水平的升高可以促进机体的免疫功

能。如图 10 所示，给药培养 24 h 后，与对照组比 

 

图 9  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞吞噬活力的

影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effects of in vitro digestion products of APS-II on 

devouring vitality of RAW264.7 cells ( x s , n = 3) 

 

图 10  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞上清液中

NO 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Effects of in vitro digestion products of APS-II on 

NO level in supernatant of RAW264.7 cells ( x s , n = 3) 

较，APS-II-S、APS-II-G、APS-II-I 在 100、150 μg/mL

均可以增强 NO 的释放量。且 APS-II 经小肠消化后

APS-II-I 的高浓度处理组几乎接近 LPS 阳性对照组

中 NO 的释放量，因此，与 APS-II 及 APS-II-S 和

APS-II-G 相比，APS-II-I 促进 RAW264.7 细胞分泌

与释放 NO 的能力更强。 
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3.6.4  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞分泌

细胞因子的影响  IL-10 和 TNF-α 能够增强巨噬细

胞的活性和杀伤功能，从而增强巨噬细胞促进免疫

应答的能力。如图 11 所示，与对照组比较，25～150 

μg/mL APS-II、APS-II-S、APS-II-G、APS-II-I 作用

于 RAW264.7 细胞 24 h 后，均可以促进 RAW264.7

细胞释放 TNF-α 和 IL-10。其中小肠消化产物 APS-

II-I 对 TNF-α 和 IL-10 分泌的促进作用呈剂量相关

性，且 150 μg/mL APS-II-I 对 IL-10 的促进作用与阳

性对照组 LPS 作用相当，而未经消化的 APS-II 对

RAW264.7 细胞释放 IL-10 的作用较弱，推测与其

单糖组成及相对分子质量有关。

 

图 11  APS-II 体外消化产物对 RAW264.7 细胞上清液中 TNF-α 和 IL-10 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 11  Effects of in vitro digestion products of APS-II on TNF-α and IL-10 levels in supernatant of RAW264.7 cells 

( x s , n = 3)

4  讨论 

本研究结果显示，APS-II 的相对分子质量分布

和还原糖含量在唾液消化前后无显著性变化；经胃

肠消化后相对分子质量降低，产生了游离单糖，还

原糖含量升高，表面形态发生了改变，说明 APS-

II 在胃肠道中可以被部分消化，这一结论与桔梗多

糖[19]、龙眼肉多糖[20]、黄秋葵多糖[21]等研究结果相

似，表明多糖不仅可以作为益生元还可以在消化过程

中被降解吸收，从而对机体发挥作用。研究表明，当

多糖主链上具有 1,4糖苷键时在消化过程中容易被降

解吸收，且在呈酸性的胃液环境下，多糖的 α 构型糖

苷键比 β 构型糖苷键容易断裂。课题组前期研究发

现，APS-II 主要由 α-(1→4)糖苷键连接。因此推断

APS-II 在胃肠道中被消化降解与其糖苷键构型有关。 

本研究采用体外免疫活性实验比较 APS-II 经

唾液、胃、肠消化后的免疫活性，结果显示 APS-II

经胃肠模拟消化后免疫活性强于未经消化的 APS-

II。推测与其相对分子质量、单糖组成及糖苷键的连

接方式有关。低相对分子质量的多糖在免疫方面的

作用优于高相对分子质量的多糖。Li 等[22]采用超滤

法从党参中提取分离出 2 种不同相对分子质量的多

糖，通过体外和体内免疫活性筛选实验发现，低相

对分子质量的党参多糖表现出的活性强。本研究结

果表明，APS-II 经体外胃肠液消化后，相对分子质

量降低，推测相对分子质量是影响其免疫活性的因

素之一。 

研究表明，单糖组成中含有较高含量的GalA和

Rha的多糖免疫活性强。莫洛希亚多糖中含有 22.4% 

Rha 和 22.1% GalA，是其发挥活性的成分，具有肠

道免疫增强活性，可提高骨髓细胞的增殖活性，促

进免疫球蛋白 A 和细胞因子的产生[23]。本研究结果

显示，APS-II 经胃肠消化后，产生了 GalA，易于被

小肠吸收，从而发挥免疫活性；经唾液消化后，未

观察到游离单糖的产生，由此推测游离单糖GalA是

导致 APS-II 消化前后免疫活性差异的因素之一。 

糖苷键是影响多糖活性的重要因素之一。Wu

等[24]研究发现，甘草多糖以 4→)-D-GalpA-(1→为骨

架，可以促进小鼠 γ 干扰素和 IL-4 的分泌，调节多

种信号通路来刺激免疫系统。Lim 等[25]研究发现半乳

聚糖结构的→3)-Gal(1→及→6)-Gal(1→连接的黄芪

多糖结构可以促进免疫活性。本研究对 APS-II 消化

后的糖苷键连接方式进行研究，发现其经唾液消化后

APS-II-S 中糖苷键以 1,4 葡萄糖连接为主；胃液消化

产物APS-II-G 中糖苷键以 1,4葡萄糖和 1,2半乳糖连

接为主；肠液消化产物 APS-II-I 中糖苷键以 1,4 葡萄

糖和 1,3 半乳糖连接为主。推测 APS-II 经肠液消化后

免疫活性增强与其糖苷键连接方式有关。 

综上，本研究通过采用体外模拟消化的方法，对
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APS-II 在体内的变化形式进行研究，并比较经唾液、

胃液和小肠消化后的免疫活性，结果显示，APS-II 在

胃肠道中可以被消化，且免疫活性增强。推测与其相

对分子质量、单糖组成和糖苷键连接方式有关。本研

究为进一步探究 APS 经肠道吸收后的显效形式奠定

了基础，也为研究其药动学提供了指导作用。 
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