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夏枯草水解寡糖组分的分离、结构解析与体外抗氧化及肠道菌群丰富度
调节作用1 
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摘  要：目的  从夏枯草 Prunella vulgaris（PV）多糖中挖掘结构相对清楚的活性寡糖组分，并评价其体外抗氧化与肠道菌

群调节作用。方法  通过水提醇沉、Sevag 法除蛋白制备夏枯草总多糖，分别在 80 ℃与 100 ℃、0.5 mol/L 三氟乙酸

（trifluoroacetic acid，TFA）条件下进行酸水解，并利用亲水相互作用色谱（hydrophilic interaction chromatography，HILIC）

进行分级纯化。通过亲水相互作用色谱/离子淌度-四极杆飞行时间质谱（hydrophilic interaction chromatography-ion mobility-

quadrupole time-of-flight-HDMSE，HILIC/IM-QTOF-HDMSE）、超高效液相色谱-紫外检测器（ultra-high performance liquid 

chromatography-ultraviolet detector，UHPLC-UV）及一维/二维核磁共振（1H/13C-NMR、1H-1H COSY、HSQC、HMBC）对获

得的寡糖组分进行结构解析；通过 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自由基清除实验和体外

小鼠粪便菌群厌氧共培养-实时荧光定量聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）模型，评估其抗氧化活性及对肠

道菌群丰度的调控作用。结果  获得聚合度（degrees of polymerization，DP）分别为 2、3、5 的寡糖组分 DP2（得率 5.60%）、

DP3（1.19%）和 DP5（1.70%），明确了各寡糖组分中的优势结构：DP2 主要含由 3-甲氧基-α-葡萄糖醛酸与木糖构成的二糖，

其木糖端基存在 α/β 异构；DP3 主要包含由木糖-阿拉伯糖-糖醛酸组成的三糖，其末端为 4-甲氧基-β-葡萄糖醛酸或 α-半乳糖

醛酸；DP5 主要由以 2-甲氧基-α-葡萄糖醛酸起始、经 3 个木糖单元连接并以 α/β 2 种构象共存的 3-甲氧基-葡萄糖醛酸结尾

的线性五糖构成。抗氧化活性评价表明，DP2、DP3 和 DP5 均具有显著的 DPPH 自由基清除能力，其中 DP5 的活性最优，

半数抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，IC50）为 0.36 μg/mL。在 0.1 mg/mL 质量浓度下，DP3 和 DP5 清除率均

超过 84%，与阳性对照维生素 C（VC，IC50＝0.11 μg/mL）相比无显著差异。体外肠道菌群分析显示，3 种寡糖组分对肠道

菌群表现出一定的调控作用，DP2 可显著促进益生性乳杆菌属 Lactobacillus 的增殖；DP3 能够上调有益菌门拟杆菌门

（Bacteroidetes）的丰度，同时显著抑制致病菌门放线菌门（Actinobacteria）；DP5 主要表现出对放线菌门的显著抑制作用。

结论  从夏枯草多糖中分离富集得到聚合度分别为 2、3、5 的寡糖组分，并解析了其中优势结构特征，揭示了它们兼具抗氧

化与肠道菌群调节活性。 
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Abstract: Objective  To isolate structurally defined bioactive oligosaccharide fractions from Prunella vulgaris (PV) polysaccharides 

and evaluate their in vitro antioxidant activity and intestinal microbiota-modulating effects. Methods  Total polysaccharides were 
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extracted via water extraction and alcohol precipitation, followed by deproteinization using the Sevag method. Partial acid hydrolysis 

was performed under two conditions (80 ℃ and 100 ℃, 0.5 mol/L trifluoroacetic acid). The hydrolysates were fractionated and 

purified by hydrophilic interaction chromatography (HILIC). Structural characterization of the dominant components in each fraction 

was performed using HILIC/IM-QTOF-HDMSE, UHPLC-UV and 1D/2D-NMR (1H/13C-NMR, COSY, HSQC, HMBC). Antioxidant 

activity of three oligosaccharide components was assessed via a DPPH free radical scavenging assay, while their modulatory effects 

on gut microbial abundance were evaluated using an in vitro anaerobic co-culture model of mouse fecal microbiota coupled with real-

time quantitative PCR. Results  Three oligosaccharide fractions with degrees of polymerization (DP) of 2, 3, and 5 were obtained, 

namely DP2 (yield: 5.60%), DP3 (1.19%), and DP5 (1.70%). The dominant structural features of three fractions were elucidated as 

follows: DP2 is mainly composed of a disaccharide composed of 3-O-methyl-α-glucuronic acid linked to xylose, with α/β anomerism 

at the xylose terminus; DP3 mainly contains a trisaccharide consisting of xylose-arabinose-uronic acid, terminating in either 4-O-

methyl-β-glucuronic acid or α-galacturonic acid; DP5 is primarily a linear pentasaccharide starting with 2-O-methyl-α-glucuronic acid, 

linked through three xylose units, and ending with 3-O-methyl-glucuronic acid existing in both α- and β-forms. Antioxidant assessment 

revealed that all three fractions exhibited significant DPPH radical-scavenging activity, with DP5 being the most potent (IC50 = 0.36 

μg/mL). At 0.1 mg/mL, both DP3 and DP5 showed scavenging rates exceeding 84%, comparable to the positive control VC (IC50 = 

0.11 μg/mL, P > 0.05). Microbiota analysis indicated that all three fractions modulated the intestinal flora: DP2 significantly promoted 

the growth of the probiotic genus Lactobacillus; DP3 increased the abundance of the beneficial phylum Bacteroidetes while suppressing 

the potentially pathogenic phylum Actinobacteria; DP5 primarily exerted inhibitory effects on Actinobacteria. Conclusion  This study 

successfully isolated three oligosaccharide fractions (DP2, DP3, and DP5) from the PV polysaccharides and characterized their 

predominant structural features, revealing the antioxidant and gut microbiota-regulating activities. 

Key words: Prunella vulgaris L.; oligosaccharide component; structural characterization; antioxidant activity; gut microbiota-

regulating activity 

 

夏枯草 Prunella vulgaris L.是一种来自唇形科

的多年生草本植物，是我国药食同源大宗药材之

一[1]，主产于贵州、安徽、江苏等地，其味辛、苦，

性寒。夏枯草常用于治疗肝火郁结、目赤肿痛、急

性肝炎和高血压等病症。迄今为止，研究人员已从

夏枯草中分离出约 200 种化合物，主要包括三萜、

甾醇、黄酮、多糖、香豆素、苯丙素和挥发油类化

合 物 。 其 中 夏 枯 草 多 糖 （ Prunella vulgaris 

polysaccharides，PVPs）作为夏枯草的主要活性成分

之一，被认为是重要的生物反应调节剂，具有保健

和治疗疾病的潜力。已有大量关于其活性的报道表

明，PVPs 具有抗病毒[2-3]、抗氧化[4]、抗癌[5]、调血

脂[6-7]、免疫调节等作用[8-9]。目前对夏枯草的研究多

集中于其小分子成分及多糖的整体活性，而对其多

糖降解产物——寡糖的结构与功能研究尚不深入。

寡糖作为连接单糖与多糖的关键结构层次，其明确

的化学结构是阐释多糖构效关系、建立基于特征寡

糖片段的质量控制方法的重要基础。 

寡糖是由 2～10 个单糖单元通过糖苷键连接而

成的碳水化合物，其结构介于单糖和多糖之间。它

们在生物体的各种生理过程中发挥着重要作用。寡

糖的特定药理活性取决于其结构特征，包括单糖组

成、排列顺序和糖苷键构型。根据生物学功能，寡

糖可分为一般寡糖和功能性寡糖。随着对传统中医

药作用机制的深入研究，可以发现从中药中提取的

寡糖具有广泛的药理活性，包括降血糖[10]、通便[11]、

免疫调节[12]、抗骨质疏松[13]、调节肠道微生物群[14]、

抗炎和抗菌作用。目前临床上一些治疗疾病的药物

存在着不良反应严重的问题[15]，而来源于植物的天

然糖类成分相比其他活性物质安全性更高[16]，具有

稳定、不良反应小等优点。 

与多糖相比，寡糖通常具有结构明确、相对分

子质量较低以及生物利用度较高等特点[17]，部分寡

糖甚至展现出与多糖相当或更优的生物活性，使其

成为质量评价的理想指标。这一观点在其他中药研

究中亦得到佐证：灵芝降解后的寡糖在结肠炎模型

中的疗效优于其天然多糖[18]；苍术中的特定寡糖组

分也表现出更显著的免疫调节活性[19]。此外，巴戟

天中寡糖含量占干质量 20%以上，并已被证实为其

主要活性成分之一[20]。基于这种卓越的药理活性和

应用潜力，有必要将寡糖研究扩展到夏枯草上。尽

管夏枯草多糖已得到广泛研究，但其特征性寡糖成

分至今尚未被系统鉴定与解析。鉴于此，本研究旨

在系统探究夏枯草中多糖水解寡糖的提取分离和

结构解析，并进一步评估其生物活性，为药食同源

的夏枯草资源深度开发利用奠定基础。 
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从夏枯草的药理活性出发，本研究主要从抗氧

化活性和肠道菌群调节能力 2 方面对其寡糖进行活

性考察。适量补充外源性抗氧化剂，可有效清除体

内过量自由基，延缓多种慢性疾病的发生发展，并

减轻活性氧所致的组织损伤。已有大量研究证实，

夏枯草多糖具有显著的体外抗氧化活性，能够有效

清除DPPH 自由基、超氧阴离子自由基和羟自由基，

并表现出较强的还原能力[4]。口服多糖及寡糖类成

分难以直接被肠道上皮吸收，其药理效应往往通过

调节肠道微生态环境而间接发挥。近期研究表明，

夏枯草多糖能够显著增加肠道菌群的丰富度和多

样性，调节菌群结构,恢复肠道微生态平衡[14]。该发

现提示，肠道菌群可能是夏枯草多糖发挥免疫调

节、抗乳腺增生等功效的重要作用靶点。 

本研究分别在 80 ℃和 100 ℃条件下采用 0.5 

mol/L 三氟乙酸（trifluoroacetic acid，TFA）对夏枯

草多糖进行部分酸水解，以获得寡糖片段。随后，

利用亲水相互作用色谱对水解产物进行分离纯化，

富集得到聚合度分别为 2、3、5 的寡糖组分 DP2、

DP3 和 DP5。综合利用亲水相互作用色谱/离子淌度-

四极杆飞行时间质谱（ hydrophilic interaction 

chromatography-ion mobility-quadrupole time-of-

flight-HDMSE，HILIC/IM-QTOF-HDMSE）、超高效

液相色谱-紫外检测器（ultra-high performance liquid 

chromatography-ultraviolet detector，UHPLC-UV）以

及 600 MHz 1H-/13C-NMR、COSY、HSQC、HMBC

等多谱学技术对其结构进行详细鉴定。并选择

DPPH 自由基清除活性作为评价体外抗氧化能力的

指标，同时采用体外小鼠粪便菌群共培养模型评估

其对肠道菌群结构的调节作用，系统地比较不同酸水

解样品在药理活性方面的差异，以期为阐释夏枯草寡

糖的药效物质基础及其构效关系提供科学依据。 

1  仪器与材料 

1.1  材料  

夏枯草果穗（产地安徽）购自北京同仁堂中药

有限公司，经天津中医药大学李先宽副教授鉴定为

唇形科夏枯草属植物夏枯草 P. vulgaris L.的干燥果

穗，并将其存放在天津中医药大学中医药研究院中

药标准化技术实验室。TFA 购自罗恩北京科技有限

公司，色谱级乙腈（ACN）、甲酸（FA，美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）。氢氧化钠（sodium hydroxide，

NaOH，天津市津科精细化工研究所）。甲醇、二氯

甲烷、正丁醇、无水乙醇（天津康科德公司）。甲酸

铵和醋酸铵（上海阿拉丁生化科技公司）实验用水

为超纯水和纯水，均经 Milli-Q 系统（Millipore，

Bedford，MA，美国）纯化。粪便基因组 DNA 提取

试剂盒购自北京索莱宝科技公司，厌氧培养液（青

岛海博生物技术有限公司），PerfectStart Green qPCR 

SuperMix（＋Dyell）由北京全式金生物技术股份公

司提供。盐酸（hydrochloric acid，HCl，天津大茂化

学试剂厂），维生素 C（vitamin C，VC，CAS：50-

81-7，质量分数≥99.7%）购自天津市科密欧化学试

剂有限公司，10 种单糖标准品 [葡萄糖（Glc，CAS：

50-99-7，质量分数＞98%）；甘露糖（Man，CAS：

3458-28-4，质量分数＞99%）；半乳糖（Gal，CAS：

59-23-4，质量分数＞99%）；木糖（Xyl，CAS：58-

86-6，质量分数＞98%）；阿拉伯糖（Ara，CAS：147-

81-9，质量分数＞98%）；半乳糖醛酸（GalA，CAS：

91510-62-2，质量分数＞98%）；鼠李糖（Rha，CAS：

6155-35-7，质量分数＞98%）；葡萄糖醛酸（GlcA，

CAS：6556-12-3，质量分数＞98%）；岩藻糖（Fuc，

CAS：3615-37-0，质量分数＞98%）；核糖（Rib，CAS：

50-69-1，质量分数＞99%）] 购自上海迈瑞尔化学技

术公司。 

1.2  仪器 

恒温超声波提取仪购自宁波新芝生物科技股

份有限公司；Vortex-2 旋涡混匀仪购自上海泸析实

业公司；5804R 型台式高速冷冻离心机购自德国

Eppendorf 公司；截留相对分子质量 3500 透析袋购

自美国联合碳化（Viskase）；Agilent 1260 Infinity II

购自美国 Agilent 公司；Bruker Avance III-600 核磁

共振光谱仪购自瑞士布鲁克公司；XBridge BEH 

Amide OBD Prep Column（250 mm×30 mm，5 µm）

购自美国 Waters 公司。 

2  方法 

2.1  DP2、DP3 及 DP5 的分离与制备 

2.1.1  部分酸水解寡糖总提取物的制备  取夏枯

草 4.5 kg 粉碎并将其与 10 倍体积的水混合均匀，

在 70 ℃下超声提取 1 h，功率为 400 W。冷却至室

温后，4 000 r/min 离心 20 min。上清液加入无水乙

醇（1∶4），同时不断搅拌，至乙醇含量为 80%，静

置 48 h，4 000 r/min 离心 10 min，沉淀干燥 4 h，

即得到夏枯草粗多糖。粗多糖按照 1∶10 的比例和

超纯水混合，充分溶解后，加入 Sevag 试剂，混匀

1 h，4 000 r/min 离心 10 min，收集上清液，装入截

留相对分子质量为 3 500 的透析袋中透析 48 h 后，
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冷冻干燥，分别称取 20 g 夏枯草多糖粉末 2 份，加

入 1 L TFA（5 mol/L），充分涡旋溶解，将样品溶液

分别于 80、100 ℃水浴条件下加热水解 3 h。使用

旋转蒸发仪 60 ℃减压回收溶剂，在蒸发的过程中

不断加入无水乙醇溶剂以加快蒸干速度，当溶液无

醇、酸味后，进行冷冻干燥，得到水解寡糖总提物

样品 ZTW-80、ZTW-100。 

2.1.2  基于 HILIC 寡糖组分的制备  将 ZTW-80 溶

于水，配制成200 mg/mL的供试品溶液，14 000 r/min

离心 10 min 后，滤过，取上清备用。使用 Agilent

半制备高效液相色谱仪进行分段富集。具体参数如

下：负离子模式；色谱柱 Xbridge BEH Amide OBD 

Prep 柱（250 mm×30 mm，5 µm）；进样量 100 µL；

流动相为 0.1% FA-H2O（A）和 0.1% FA-ACN（B）；

体积流量 2.5 mL/min。洗脱梯度：0～20.0 min，85% 

B；20.0～32.0 min，85%～72% B；32.0～42.0 min，

72%B；42.0～57.0 min，72%～69% B；57.0～63.0 

min，69%～65% B；63.0～73.0 min，65%～62%（B）；

73.0～74.0 min，62%～50.0% B；74.0～114.0 min，

50% B。根据洗脱时间手动收集流分：F1，0～20 

min；F2，20～40 min；F3，40～60 min；F4，60～

80 min；F5，80～114 min，各流分经旋转蒸发去除溶

剂后冷冻干燥，获得 F1～F5 寡糖组分，保存备用。 

从 F3 中进一步分离纯化寡糖组分，采用相同

色谱柱与流动相体系，调整梯度进行二次纯化：0～

40.0 min，82% B；40.0～50.0 min，82%～80% B；

50.0～60.0 min，80%～75% B；60.0～80.0 min，75% 

B；80.0～90.0 min，75%～72% B；90.0～95.0 min，

72%～50% B；95.0～105.0 min，50% B。于指定时

段收集次级组分：F3-1，34.0～36.0 min；F3-2，39.0～

41.0 min；F3-3，49.0～51.0 min；F3-4，64.0～68.0 

min；F3-5，70.0～74.5 min。各组分使用旋转蒸发

仪进行溶剂回收，冻干备用。 

取 ZTW-100 按上述方法配制供试品溶液并预

处理。预先对其进行质谱检测，确定目标峰的出峰

时间，再采用与第一次纯化 ZTW-80 相同的半制备

液相色谱条件，通过靶向收集策略，收集 23.9～31.8 

min 的流分，其余部分弃去。所得流分经相同方式

浓缩与冻干，获得 ZTW-100 来源的寡糖组分。 

2.2  基于 HILIC/IM-QTOF-HDMSE寡糖分析 

夏枯草寡糖分析在 Waters ACQUITY UPLC I-

Class/Vion IMS-QTOF 系统上展开。色谱柱：BEH 

Amide（100 mm×2.1 mm，1.7 µm）色谱柱；柱温

30 ℃；体积流量 0.3 mL/min；进样量 3 µL；流动

相为 0.1% FA-H2O（A）和 0.1% FA-ACN（B）；梯

度洗脱：0～5.0 min，90% B；5.0～7.0 min，90%～

85% B；7.0～10.0 min，85%～80% B；10.0～18.0 

min，80%～76% B；18.0～28.0 min，76%～70% B；

28.0～38.0 min，70%～60% B；38.0～41.0 min，60% 

B；离子源：ESI 源；采集模式：负离子，HDMSE模

式；毛细管电压、锥孔电压为：−1.5 kV、−60 V；

MS 碰撞能量、MS2 碰撞裂解能量：6 eV、20～40 

eV；扫描时间 0.3 s；扫描范围 m/z 150～2 000。 

2.3  基于 PMP 衍生化/UHPLC-UV 单糖组成分析 

分别精确称取 DP2、DP3 和 DP5 各 2 mg，将

其溶解于 1 mL 的超纯水中，充分震荡后，14 000 

r/min 离心 10 min。将 200 μL 的上层清液加入离心

管内，加入 200 μL TFA（最终浓度为 4.0 mol/L），

在 110 ℃下水解 2 h 后，放入 60 ℃水浴锅中以去

除 TFA。在此期间，重复加入甲醇溶液以提高蒸发

速度，蒸干后的残渣即为夏枯草水解单糖样品。将

200 μL 的超纯水、50 μL 0.6 mol/L 氢氧化钠以及 100 

μL 0.5 mol/L 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（3-methyl-

1-phenyl-2-pyrazolin-5-one，PMP）逐一添加至干燥

样品中，在 70 ℃烘箱中衍生化 30 min 后。将 100 

μL HCl（0.3 mol/L）溶液加入样品中，进行酸碱中

和反应。最后，加入400 μL的二氯甲烷萃取剩余PMP，

重复此过程 3 次，得到单糖衍生化样品。单糖标准品

不需要水解，衍生化过程与上述保持一致。 

使用Agilent 1290 超高效液相色谱仪配置DAD

检测器进行单糖组成的检测，具体参数如下：检测

波长 250 nm；色谱柱：Waters XBridge® Shield RP18

（150 mm×4.6 mm，3.5 µm）；流动相：10 mmol/L乙酸

铵-水（A）和乙腈（B）；柱温28 ℃；体积流量1 mL/min；

进样量3 µL；等度洗脱：0～45.0 min，17% B。 

2.4  NMR 特征信号采集与分析  

将 DP2、DP3 和 DP5 样品（10 mg）溶解于 D2O，

以 14 000 r/min 离心 10 min，将样品移到核磁管中。

使用 Bruker Avance Ⅲ-600 型核磁共振波谱仪采集

数据。主要包括 1H-NMR、13C-NMR、DEPT135、
1H-1H COSY、1H-13C HSQC、1H-13C HMBC 谱图[21]。

使用 MestReNova 软件处理和分析核磁数据。 

2.5  DPPH 自由基清除实验 

将 DPPH（3.943 2 mg）加入无水乙醇中使其完

全溶解，定容至 100 mL 量瓶并避光保存，将不同

质量浓度（0.005、0.01、0.02、0.05、0.1 mg/mL）
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样品溶液与 500 μL 的 DPPH 溶液充分混匀，避光

反应 30 min 后，测定反应液在 517 nm 波长处吸光

度（A）值，对照组为不同浓度的待测样品与无水乙

醇混悬液，空白组为无水乙醇和 DPPH 溶液混合溶

液，并以 VC 作为阳性对照[22]。根据公式计算 DPPH

自由基清除率。 

DPPH 自由基清除率=1－(AS－AC)/A0 

AS、AC 分别为实验组、对照组的 A 值，A0 为空白组的 A 值 

2.6  体外肠道菌群丰富度调控研究 

2.6.1  引物设计与合成  通过查阅文献设计肠道菌

群中常见门水平和属水平菌的特异性序列，见表 1。 

2.6.2  寡糖与肠道菌群共培养  采用体外厌氧共培 

表 1  肠道菌群中常见门、属水平菌的引物序列 

Table 1  Primer sequence table of common phylum and genus level bacteria in intestinal flora 

菌属分类 引物名称 序列 (5'-3') 

厚壁菌门（Firmicutes） PFir-F TGAAACTYAAAGGAATTGACG 

PFir-R ACCATGCACCACCTGTC 

拟杆菌门（Bacteroidetes） PBac-F CRAACAGGATTAGATACCCT 

PBac-R GGTAAGGTTCCTCGCGTAT 

变形菌门（Proteobacteria） yPro-F TCGTCAGCTCGTGTYGTGA 

yPro-R CGTAAGGGCCATGATG 

放线菌门（Actinobacteria） PAct-F TACGGCCGCAAGGCTA 

PAct-R TCRTCCCCACCTTCCTCCG 

双歧杆菌属 Bifidobacterium Bif-F TCGCGTCYGGTGTGAAAG 

Bif-R CCACATCCAGCRTCCAC 

乳杆菌属 Lactobacillus Lab-F AGCAGTAGGGAATCTTCCA 

Lab-R CACCGCTACACATGGAG 

拟杆菌属 Bacteroides Bac-F GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT 

Bac-R CGGAYGTAAGGGCCGTGC 

艾克曼菌属 Akkermansia Akk-F CAGCACGTGAAGGTGGGGAC 

Akk-R CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT 

16S 通用引物（内参） Universal-F AAACTCAAAKGAATTGACGG 

Universal-R CTCACRRCACGAGCTGAC 

养模型评估夏枯草寡糖对小鼠粪便菌群结构的调

节作用。具体方法如下：配制适量厌氧培养液，于

121 ℃下高压灭菌 20 min，冷却后于 4 ℃冰箱保存

备用。随后使用灭菌后的厌氧培养液配制质量浓度

为 5 mg/mL 的各部分酸水解样品混悬液，涡旋混

匀，超声 30 min，现用现配。 

参考相关文献方法[23]并适当改变条件制备肠

菌培养液，取适量新鲜小鼠粪便 50 mg 置于 EP 管

中，然后转移至厌氧培养箱中，用 100 μL 无菌生理

盐水混匀（粪便-生理盐水 1∶5），12 000 r/min 离心

10 min，取上清液得到肠菌孵育液。 

给药组：将肠菌孵育液与含药的厌氧培养液按

1∶9 比例混合，37 ℃，厌氧条件下培养 24 h 取样。 

空白组：不含药厌氧培养液与肠菌孵育液按 1∶9

比例混合，37 ℃、厌氧条件下培养 0、24 h 取样。 

2.6.3  从样本中提取粪便基因组 DNA  使用粪便

基因组 DNA 提取试剂盒，提取发酵样品的基因组

DNA，分别取给药组与空白组的厌氧培养肠菌孵育

液于冰上，分别加入 500 μL 缓冲液 SA、100 μL 缓

冲液 SC、15 μL 试剂 Proteinase K、0.25 g 研磨珠，

间歇震荡 1 min，70 ℃水浴加热 15 min，期间间歇

震荡 3 次，12 000 r/min 离心 3 min，取上清液 1 000 

μL，加入 10 μL 试剂 RNase A，震荡后常温静置 5 

min 加入 200 μL缓冲液 SH，震荡后冰上静置 5 min，

12 000 r/min 离心 3 min，取 400 μL 上清液于 RNase 

A-Free 吸附柱 CR2，放入收集管中，加入等体积的

缓冲液 GFA，12 000 r/min 离心 30 s，加入粪便基因

组 DNA 提取试剂盒中的 700 μL 漂洗液 PW（Buffer 

PW），以清洗离心吸附柱上吸附的 DNA，去除残留

的蛋白质、盐离子等杂质，12 000 r/min 离心 30 s，

弃废液再加 700 μL 漂洗液 PW，12 000 r/min 离心

30 s，弃废液后，将收集管放置于干净的离心管上，

晾干，悬空滴加 50 μL 洗脱缓冲液 TB 于吸附膜中

间位置，12 000 r/min 离心 2 min，离心管中溶液于
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−20 ℃冰箱保存，后于超微量分光光度计下测量

DNA 的浓度并记录。 

2.6.4  实时荧光定量聚合酶链式反应（real-time 

quantitative polymerase chain reaction，qPCR）  按照

qPCR SuperMix（+Dyell）试剂盒说明书进行 qPCR

反应，以“2.6.3”项提取的样品基因组 DNA 为模

板，模板量统一设置为 10 ng。加样体系包含 10 

μmol/L 引物 F 0.4 μL、10 μmol/L 引物 R 0.4 μL、模

板、2×PerfectStart Green qPCR SuperMix 10 μL、

Universal Passive Reference Dye（50×）（optional）

0.4 μL 及无菌水，共计 20 μL。qPCR 程序采用两步

法，即 95 ℃预变性 1 min，1 个循环；95 ℃，15 

s，60 ℃，1 min，40 个循环。数据使用 2−∆∆Ct方法

计算各菌群相对表达量，以空白组 0 h 样本为校准基

准，实验组结果表示为相对于校准基准的倍数变化。 

2.6.5  数据处理分析   使用 Graphpad Prism 9.0

（GraphPad Software 公司，美国）进行绘图及统计学

分析，数据采用 x s 表示，若数据符合正态分布和

方差齐性，多组间比较采用单因素方差分析，否则，

采用 Kruskal-Wallis H 检验，检验水准 α＝0.05。 

3  结果 

3.1  夏枯草多糖水解后寡糖组分的制备 

采用优化的 HILIC 半制备色谱方法，从夏枯草

多糖水解产物中分离获得多个寡糖组分。由于

ZTW-80 中不同聚合度多糖/寡糖在质谱中的响应信

号较低，对其采用分段富集策略以提高分离效率。

经初次分段收集，馏份 F1～F5 的得率分别为

34.13%、27.44%、17.24%、15.07%和 6.12%。并对

F3进行二次梯度洗脱，在 F3-2段获得寡糖组分DP3

（图 1-A），在 F3-5 段获得寡糖组分 DP5（图 1-A）。

基于 ZTW-100 的质谱预分析结果，采用靶向收集策

略，在 23.9～31.8 min 洗脱区间内回收得到 DP2 组

分（图 1-B）。3 个寡糖组分的得率分别为 DP2，

5.60%；DP3，1.19%；DP5，1.70%。 

 

图 1  F3 (A) 和 ZTW-100 (B) 的 HPLC-MS 图谱 

Fig. 1  HPLC-MS spectra of F3 (A) and ZTW-100 (B) 

3.2  单糖组成分析 

如图 2 所示，基于 UHPLC-UV 单糖组成分析，

DP2 的单糖组成得到鉴定。与单糖标准品（图 2-A）

的保留时间对比表明，DP2 主要由 5 种单糖构成： 

Man（25.71%）、GlcA（11.23%）、Glc（17.17%）、

Gal（28.13%）和 Xyl（17.76%）。除了常见的己糖

外，夏枯草寡糖中还含有戊糖及葡萄糖醛酸，这表

明夏枯草部分水解寡糖的结构比人参寡糖更为复

杂[24]。将该结果与 MS 及 NMR 数据结合，共同解

析 DP2 的结构组成。 

与单糖标准品（图 3-A）的保留时间对比表明，

DP3 包含 6 种单糖：Rha（11.27%）、GlcA（12.62%）、

GalA（14.53%）、Gal（19.57%）、Xyl（20.61%）和

Ara（21.41%）。其中，阿拉伯糖与木糖含量显著高

于其他单糖，合计占比超过 40%，提示二者可能构

成 DP3 的核心骨架结构。 

 

图 2  单糖标准品 (A) 及 DP2 (B) 在 250 nm 波长下的

UHPLC-UV 光谱分析 

Fig. 2  Monosaccharide composition of monosaccharide 

standards (A) and DP2 (B) analyzed by UHPLC-UV at 

250 nm 
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图 3  单糖标准品 (A) 及 DP3 (B) 在 250 nm 波长下的

UHPLC-UV 光谱分析 

Fig. 3  Monosaccharide composition of monosaccharide 

standards (A) and DP3 (B) analyzed by UHPLC-UV at 250 

nm 

如图 4 所示，DP5 包含 5 种单糖，占比分别为

Man（23.06%）、GlcA（16.00%）、Glc（5.63%）、Gal

（11.13%）及 Xyl（44.20%）。值得注意的是，木糖

为最主要的构成单元，占总单糖含量的近一半，根

据这一结构特征推断 DP5 可能含有以木糖为主链

的线性寡糖结构。其余单糖中，甘露糖与葡萄糖醛

酸亦占有显著比例，共同构成了寡糖组分 DP5 的结

构多样性基础。 

 

图 4  单糖标准品 (A) 及 DP5 (B) 在 250 nm 波长下的

UHPLC-UV 光谱分析 

Fig. 4  Monosaccharide composition of monosaccharide 

standards (A) and DP5 (B) analyzed by UHPLC-UV at 250 nm 

鉴于夏枯草中糖类成分的复杂性以及文献中

已证实存在游离单糖这一情况[25]，结构解析需要综

合运用 MS 和 NMR 数据进行全面分析。 

3.3  MS 数据分析 

图 5 展示了基于HILIC/IM-QTOF-HDMSE技术

获得的 DP2、DP3 与 DP5 的高分辨二级质谱

（MS/MS）图。通过对其中高质量精度的 MS2 碎片

离子进行系统解析，进一步验证并确认了各寡糖组

分的糖基种类和连接顺序。 

如图 5-A 所示，负离子模式下 DP2 的 MS2 谱

图显示出母离子峰位于 m/z 339.092 6（[M－H]⁻），

表明 DP2 的分子式为 C12H20O11。谱图中观察到特

征碎片离子 m/z 207.05（C1−，源于糖苷键断裂丢失

132 的中性片段）以及糖骨架上 90.03 的中性丢失，

符合 0,2A2型跨环断裂的裂解路径，与文献报道的寡

糖裂解行为相符[26]，结合单糖组成分析结果，推测

DP2 结构可能为 GlcA-Xyl。 

如图 5-B 所示，DP3 在负离子模式下的 MS2 谱

图中，母离子峰位于 m/z 471.137 2（[M－H]⁻），对

应分子式 C17H28O15。裂解图谱中清晰观察到特征碎

片离子 m/z 321.084 9（[M－H－H2O－132]⁻）和 m/z 

189.039 6（[M－H－H2O－264]⁻），表明依次丢失 1

分子水及 2 个戊糖单元（各 132）。此外，谱图中存

在 60.02（2,4A1型跨环断裂）及 78.03（[2,4A1−H2O]⁻）

的中性丢失，符合 2,4A1型跨环断裂的裂解方式。综

合单糖组成分析结果（含木糖、阿拉伯糖及葡萄糖

醛酸/半乳糖醛酸），推测 DP3 结构由 2 分子戊糖和

1 分子糖醛酸组成。 

如图 5-C 所示，在负离子模式下检测到母离子

m/z 793.227 4 [M－H]⁻的碎片信息，同时观察到特

征碎片离子 m/z 603.18（C4−，来源于丢失末端 190）、

471.13（C3−，进一步丢失 132）、249.06。糖骨架上

还存在 60.02（0,2A5）和 78.03（[0,2A5－H2O]⁻）的中

性丢失，符合 0,2A5型跨环断裂的裂解路径，进一步

印证了糖环结构。结合单糖组成数据（以木糖为主，

并含葡萄糖醛酸），初步推断 DP5 结构为 GlcA-Xyl-

Xyl-Xyl-GlcA，该序列与观测到的逐级碎片丢失规

律高度吻合。 

3.4  核磁共振数据分析 

DP2 的核磁共振谱图如图 6 所示，数据见表 2。

在 1H-NMR 谱的低场区（δ 4.4～5.4）观测到 7 组糖

端基氢信号，结合 HSQC 谱对应的端基碳信号（δ 

94～98），归属如下：A1（δ 4.70; 96.86）[27]、B1（δ 

5.07; 96.58）[28]、C1（δ 4.70; 96.86）[27]、D1（δ 4.63; 

95.95）[29]、E1（δ 5.19; 94.07）[30-31]、F1（δ 5.36; 

97.74）[32]、G1（δ 4.58; 96.49）[33-34]。其中，δH 4.70、

5.07 与 4.63 处信号积分面积比约为 0.70∶0.38∶

0.32，表明 DP2 在溶液中存在 α/β 2 种构象。将 2 种 
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图 5  基于 HILIC/IM-QTOF-HDMSE技术在负离子模式下获得的 DP2 (A)、DP3 (B)、DP5 (C) 组分的 MS/MS 图谱及可能

的裂解图  

Fig. 5  MS/MS spectra of the DP2 (A), DP3 (B), DP5 (C) components obtained by HILIC/IM-QTOF-HDMSE in negative 

mode and illustration of their possible cleavages 

构象中的葡萄糖醛酸残基与木糖残基分别标记为

残基 A/C 和残基 B/D。HMBC 谱显示残基 A/C 的

C1 与残基 B/D 的 H2（δ 3.63, 3.23/96.85）存在相关

信号，证实 GlcA 与 Xyl 之间通过 1→2 糖苷键连

接。此外，HSQC 谱中检测到-OCH3 相关信号（δ 

3.48/59.86），HMBC 谱显示 OCH3-H 与 A/C-C3（δ 

3.47/72.80）存在相关信号，表明葡萄糖醛酸的 C3

位发生甲基化修饰。综上推断 DP2 的结构为 α-D-

GlcAp-3-OMe-(1→2)-β-D-Xylp，并在溶液中与其 α-

木糖端基异构体（即 α-D-GlcAp-3-OMe-(1→2)-α-D-  
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A-1H-NMR；B-13C-NMR；C-DEPT 135；D-1H-1H COSY；E-HSQC；F-HMBC，图 7、8 同。 

A-1H-NMR; B-13C-NMR; C-DEPT 135; D-1H-1H COSY; E-HSQC; F-HMBC, same as Figs. 7 and 8. 

图 6  DP2 寡糖组分的核磁共振分析 

Fig. 6  NMR analysis of the oligosaccharide component DP2 

Xylp）动态共存，与核磁谱图中观测到的多组端基

信号及积分比例相符。 

DP3 的核磁共振谱图如图 7 所示，化学位移数

据见表 3。在 1H-NMR 谱的低场区 δ 4.4～5.4 存在

6 种糖端基碳氢信号。根据 DP3 的单糖组成分析，这

6 种糖端基碳氢信号归属为：A1（δ 4.46；96.59）[35]、

B1（δ 5.20；97.60）[36]、C1（δ 4.47；101.58）[37]、

D1（δ 4.46；96.59）[35]、E1（δ 5.20；97.60）[36]、

F1（δ 5.18；97.60）[38]。HMBC 谱显示残基 B/E 的

H4 与残基 A/D 的 C1 之间存在相关信号（δ 

4.11/96.59），表明存在 β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Araf 的

连接模式。此外，观察到残基 C 的 H2 与残基 B 的 C1

在 δ 3.39/97.69 处存在相关峰，表明存在→4)-β-D-

Araf-(1→2)-β-D-GlcAp-(1→连接。同时，残基 F 的

H2 与残基 E 的 C1 之间存在相关信号峰（δ 

3.41/97.60），表明存在→4)-β-D-Araf-(1→2)-α-D-

GalAp-(1→连接。HSQC 谱中检测到-OCH3 的 C/H

相关信号（δ 3.38/59.40）。HMBC 谱进一步显示，  
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表 2  DP2 组分的化学位移信息 

Table 2  Chemical shift information of DP2 component 

糖残基 氢/碳 
δH/C 

1 2 3 4 5 5′/6 

A: t-α-D-GlcAp H 4.70 3.35 3.64 3.30 4.40  

 C 96.86 78.21 72.81 78.80 71.17 174.61 

B: →1)-α-D-Xylp-(2→ H 5.07 3.63 3.81 3.62 3.71 3.83 

 C 96.58 72.62 72.13 71.23 61.09  

C: t-α-D-GlcAp H 4.70 3.35 3.64 3.30 4.40  

 C 96.86 78.21 72.81 78.80 71.17 174.61 

D: →1)-β-D-Xylp-(2→ H 4.63 3.27 3.79 3.61 3.91 3.83 

 C 95.95 74.02 72.01 73.7 68.82  

 

 

图 7  寡糖组分 DP3 的核磁共振分析  

Fig. 7  NMR analysis of oligosaccharide component DP3 
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表 3  DP3 组分的化学位移信息 

Table 3  Chemical shift information of DP3 component 

糖残基 氢/碳 
δ 

1 2 3 4 5 5′/6 

A: t-β-D-Xylp H 4.46 3.27 3.55 3.63 3.65 3.64 

 C 96.59 76.51 72.17 72.54 68.52  

B: →1)-β-D-Araf-(4→ H 5.20 3.53 3.60 4.11 3.86 3.85 

 C 97.60 74.45 75.11 74.72 64.69  

C: →1)-β-D-GlcAp-(2→ H 4.47 3.39 3.56 3.36 4.11  

 C 101.58 74.45 72.52 72.19 74.89 175.32 

D: t-β-D-Xylp H 4.46 3.27 3.55 3.63 3.65 3.64 

 C 96.59 76.51 72.17 72.54 68.52  

E: →1)-β-D-Araf-(4→ H 5.20 3.53 3.60 4.11 3.86 3.85 

 C 97.60 74.45 75.11 74.72 64.69  

F: →1)-α-D-GalAp-(2→ H 5.18 3.41 3.65 3.67 3.27  

 C 97.60 70.81 76.26 75.91 76.62 175.58 

 

C-H4 与-OCH3-C（δ 3.36/59.40）、F-H4 与-OCH3-C

（δ 3.67/59.40）均存在相关信号，这表明结构中存在

2 种甲基化糖醛酸残基→2)-β-D-GlcAp-4-OMe-(1→

和→2)-α-D-GalAp-4-OMe-(1→。综上推断 DP3 为 2

种结构共存的混合物，其主要结构为：β-D-Xylp-

(1→4)-β-D-Araf-(1→2)-β-D-GlcAp-4-OMe-(1→和β-

D-Xylp-(1→4)-β-D-Araf-(1→2)-α-D-GalAp-4-OMe-

(1→。 

DP5 的核磁共振谱图如图 8 所示，数据见表 4。在
1H-NMR 谱的低场区 δ 4.4～5.4 存在 10 组糖端基氢信

号，结合 HSQC 谱中对应的端基碳化学位移，归属如

下：A1（δ 5.31; 97.91）[27]、B1（δ 4.63; 101.28）[35]、

C1（δ 4.64; 101.28）[28]、D1（δ 4.63; 101.14）[28-29]、

E1（δ 5.34; 97.90）[27]、F1（δ 5.31; 97.91）[27]、G1

（δ 4.63; 101.28）[28]、H1（δ 4.64; 101.28）[35]、I1（δ 

4.63; 101.14）[29]、J1（δ 4.48; 101.69）[37]。推测这

些信号对应于 DP5 在溶液中存在的 2 种主要构象，

分别标记为残基 A～E 与残基 F～J。HMBC 相关信

号系统揭示了糖链的连接顺序：残基 A/F 的 H1 与

残基 B/G 的 C2 之间存在相关信号（δ 5.32/76.84），

证实存在 α-D-GlcAp-(1→2)-β-D-Xylp 连接；残基

B/G 的 H1 与残基 C/H 的 C4 在 δ 4.63/76.12 处存在

相关峰，表明存在→2)-β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-

(1→连接方式；残基 C/H 的 H1 与残基 D/I 的 C4 在

δ 4.64/76.23 处存在相关信号峰，表明存在→4)-β-D-

Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→连接；残基 E/J 的 H4 与

残基 D/I 的 C1 之间存在相关信号（δ 3.83/101.14 及

δ 4.08/101.14），表明末端糖残基通过→4)-β-D-Xylp-

(1→4)-GlcAp 连接。此外，HSQC 谱中检测到-OCH3

的相关信号（δ 3.54/ 59.71）。在 HMBC 谱中，观察

到-OCH3-H 与 A/F-C2（δ 80.83）、-OCH3-H 与 E-C3

（δ 81.36）、-OCH3-H 与 J-C3（δ 81.47）之间的相关

信号，证实结构中存在 α-D-GlcAp-2-OMe 与 GlcAp-

3-OMe（α/β 构型）的甲基化修饰。综上推断 DP5 的

结构为：α-D-GlcAp- 2-OMe-(1→2)-β-D-Xylp-(1→4)-

β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→4)-α-D-GlcAp-3-OMe- 

(1→以及 α-D-GlcAp-2-OMe-(1→2)-β-D-Xylp-(1→4)-

β-D-Xylp-(1→4)-β-D-Xylp-(1→4)-β-D-GlcAp-3-OMe- 

(1→。由于 DP5 在溶液状态下存在构象不稳定性，

2 种构型可发生相互转化，处于动态平衡。 

综合对比分析，发现它们具有以下 3 个显著的

结构特征：（1）单糖组成以糖醛酸与戊糖为主，其

中 D-葡萄糖醛酸（GlcAp）和 D-木糖（Xylp）为核

心单糖，并含有 L-阿拉伯糖（Araf）；（2）所有分离

得到的寡糖均含有葡萄糖醛酸（GlcAp）或半乳糖醛

酸（GalAp），且这些糖醛酸的 2-位或 3-位羟基常发

生甲基化（-OMe）修饰；（3）寡糖呈现出特征性的

糖苷键连接模式：GlcAp→Xylp 以（1→2）连接为

主，Xylp→Xylp 或 Xylp→Araf 主要为（1→4）连

接，而 Araf→GlcAp 则为（1→2）连接。 

需要指出的是，在 UHPLC-UV 单糖组成分析

实验中检测到多种单糖，可能部分来源于夏枯草中

其他共存多糖的降解产物，或是在剧烈水解条件下

由单糖异构化等副反应生成的产物。这些组分在后 
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图 8  寡糖组分 DP5 的核磁共振分析  

Fig. 8  NMR analysis of oligosaccharide component DP5 

续基于高分辨技术的结构解析中，由于信号强度不

足或被主体信号掩盖，未能被明确指认为寡糖主链

或关键结构单元。因此，本研究所得 DP2、DP3 及

DP5 组分，可能为含有多种亲水性相近、聚合度相

似的寡糖混合物，确认的主体结构主要反映的是寡

糖组分中丰度最高、信号最突出的组分特征。 

3.5  DPPH 自由基清除活性测定 

如图 9 所示，所有样品均展现出一定程度的

DPPH 自由基清除能力。在极低质量浓度（0.005 

mg/mL）下，PVPs、ZTW-100、F1-F4 以及 DP2、

DP3、DP5 的清除率均已超过 40.0%，提示这些组

分即使在微量条件下仍具备显著的抗氧化潜力。除

DP2 外，其他样品在 0.005～0.1 mg/mL 质量浓度内

对DPPH 自由基的清除能力均表现出良好的剂量相

关性。DP2在检测浓度范围内，清除率稳定在 71%～

77%，也具有较强的抗氧化能力，未表现出剂量相

关性，可能是其作为二糖，相对分子质量较小、分

子结构中的自由基反应位点有限等原因，在更低浓

度下已经达到反应饱和，在达到一定清除效率后，

即使增加浓度也无法进一步提升清除能力。进一步

通过拟合非线性曲线，计算半数抑制浓度（median 

inhibition concentration，IC50）评估其活性强度， 
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表 4  DP5 组分的化学位移信息 

Table 4  Chemical shift information of DP5 component 

糖残基 氢/碳 
δ 

1 2 3 4 5 5′/6 

A: t-α-D-GlcAp H 5.31 4.16 3.64 3.83 4.10  

 C 97.91 80.83 70.91 76.06 70.41 174.19 

B: →1)-β-D-Xylp-(2→ H 4.63 3.43 3.69 3.80 3.41 4.14 

 C 101.28 76.84 76.23 77.07 62.95  

C: →1)-β-D-Xylp-(4→ H 4.64 3.43 3.87 3.69 3.52 4.13 

 C 101.28 76.94 76.51 76.12 62.49  

D: →1)-β-D-Xylp-(4→ H 4.63 3.44 3.66 3.79 4.16 3.47 

 C 101.14 76.08 72.63 76.23 62.65  

E: →1)-α-D-GlcAp-(4→ H 5.34 3.61 4.08 3.83 4.12  

 C 97.90 73.72 81.36 81.68 75.8 174.20 

F: t-α-D-GlcAp H 5.31 4.16 3.64 3.83 4.10  

 C 97.91 80.83 70.91 76.06 70.41 174.19 

G: →1)-β-D-Xylp-(2→ H 4.63 3.43 3.69 3.80 3.41 4.14 

 C 101.28 76.84 76.23 77.07 62.95  

H: →1)-β-D-Xylp-(4→ H 4.64 3.43 3.87 3.69 3.52 4.13 

 C 101.28 76.94 76.51 76.12 62.49  

I: →1)-β-D-Xylp-(4→ H 4.63 3.44 3.66 3.79 4.16 3.47 

 C 101.14 76.08 72.63 76.23 62.65  

J: →1)-β-D-GlcAp-(4→ H 4.48 3.63 3.40 4.08 4.14  

 C 101.69 70.20 81.47 81.26 74.25 174.46 

 

DP2、DP3 和 DP5 的 IC50 值分别为 2.9、128.7、

0.36 μg/mL，其中 DP5 的活性最为突出，其 IC50

值显著低于其他组分，稍弱于阳性对照 VC（0.11 

μg/mL）。而与文献报道的其他植物来源寡糖相

比，DP5 的 IC50 远低于地参寡糖 LLP-1（IC50＝

0.045 7 mg/mL）[39]和甘草地上部分寡糖（IC50＝

0.220 2 mg/mL）[40]，表明 DP5 寡糖组分具有极强

的 DPPH 自由基清除能力。 

当质量浓度升高至 0.1 mg/mL 时，各样品清除

活性达到最大，趋于平台期。此时，清除活性分别为

ZTW-80：（90.96±0.97）%、ZTW-100：（91.17±

0.30）%、F1：（92.53±0.57）%、F2：（92.65±0.40）%、

F3：（90.95±0.18）%、F4：（91.02±0.83）%、DP3：

（84.55±4.02）%、DP5：（89.73±1.94）%，它们的

抗氧化活性与阳性对照 VC 相比无显著差异。以上

结果表明，夏枯草不同条件下酸水解产物在较高浓

度下可达到与 VC 相当的强效抗氧化水平，尤其

DP5 在极低浓度下即表现出卓越的活性。 

3.6  体外肠道菌群丰富度调控研究 

体外培养小鼠肠道菌群干预实验结果显示（图

10、表 5），与 24 h 空白对照组相比，各供试样品

（ZTW-80、ZTW-100、F1～F5、DP2、DP3、DP5）

在给药 24 h 后对肠道菌群结构均表现出不同程度

的调节作用，且其作用模式呈现明显的差异。 

门水平菌群差异结果显示（图 10-A），F1和DP3

能显著提升拟杆菌门的相对表达量（F1：上调约2.03

倍，P＜0.001；DP3：上调 1.71 倍，P＜0.05），提

示这些寡糖组分在体外条件下具有选择性促进有

益菌群生长的潜力。而 ZTW-80 和 ZTW-100 使变形

菌门丰度显著上调（ZTW-80：上调 9.33 倍，P＜0.01；

ZTW-100：上调 33.7 倍，P＜0.001）。F2～F5、DP2、

DP3 及 DP5 使放线菌门丰度显著下调（以 DP5 为

例，下调至空白组的 0.09 倍，P＜0.001）。提示这些

组分可能对部分条件致病菌具有潜在的抑制作用，

具体作用需结合属水平变化共同分析。 

同时，DP2 是唯一使厚壁菌门丰度上调的组分 
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与阳性对照 VC 相比：*P＜0.05 

*P＜0.05 the positive control VC 

图 9  夏枯草多糖、酸水解产物 (ZTW-80、ZTW-100、F1～F5) 及寡糖组分 (DP2、DP3、DP5) 的体外 DPPH 自由基清

除活性测定 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  In vitro DPPH radical scavenging activity of PVPs, acid-hydrolyzed fractions (ZTW-80, ZTW-100, F1－F5), and 

purified oligosaccharides (DP2, DP3, DP5) ( x s , n = 3) 

（上调约 2.00 倍）。这些不同组分对菌群门类结构的

差异化影响，说明夏枯草多糖及其水解产物的肠道

菌群调节作用与其化学结构和类型密切相关。 

属水平菌群差异结果显示（图 10-B），ZTW-80、

ZTW-100 和 F1 在给药 24 h 后，显著上调有益菌双

歧杆菌属（分别升高至 62.6、39.4、20.9 倍，P＜

0.001）和艾克曼菌属（分别升高至 2 146、2 878、

313 倍，P＜0.001）。鉴于艾克曼菌在代谢和免疫调

节中的重要作用[41]，F1 在体外对其显著的促增殖作

用提示其可能作为潜在的益生元候选物，值得进一

步体内研究。此外，F2、F5 和 DP2 表现出对乳杆

菌属的显著促生长作用（分别升高至 371、261、641

倍，P＜0.001），进一步印证了不同寡糖组分对特定

益生菌属的选择性调控能力。 

4  讨论 

本研究采用水提醇沉、Savag 法除蛋白提取夏

枯草总多糖，结合不同条件下 TFA 酸水解及 HILIC

分离纯化，最终成功制备出夏枯草寡糖组分 DP2、

DP3 和 DP5。综合利用 HILIC/IM-QTOF-HDMSE、

UHPLC-UV 及 NMR 等技术对其进行了结构鉴定。 

然而，受限于当前分离纯化与分析方法的固有

局限性，最终得到是含多种亲水性和聚合度相似的

寡糖混合物，而非单一寡糖结构。首先，HILIC 半

制备色谱对亲水性相近、聚合度相似的寡糖混合物

分离能力有限，可能有多种亲水性和聚合度相似的

寡糖在 HILIC Amide 制备柱上共洗脱，最终被一同 
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与空白组 24 h 相比：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 24 h blank control. 

图 10  ZTW-80、ZTW-100、F1–F5 及 DP2、DP3、DP5 对体外培养小鼠肠道菌群门 (A) 与属 (B) 水平相对丰度的调控

作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Regulatory effects of ZTW-80, ZTW-100, F1–F5 and DP2, DP3, DP5 on the relative abundance of in vitro-cultured 

mouse gut microbiota at the phylum (A) and genus (B) levels ( x s , n = 3)  

表 5  菌群表达水平 

Table 5  Expression levels of gut microbiota 

组别 
门水平 属水平 

厚壁菌 拟杆菌 变形菌 放线菌 双歧杆菌 乳杆菌 拟杆菌 艾克曼菌 

空白组 0 h 0.96 0.97 1.00 1.77 1.02 0.84 1.05 1.02 

1.03 0.88 1.23 0.70 1.46 0.96 0.89 0.91 

1.01 1.17 0.82 0.81 0.67 1.23 1.08 1.08 

空白组 24 h 0.47 3.62 0.46 13.64 0.77 0.02 3.76 0.23 

0.38 3.63 0.54 8.60 0.74 0.11 4.17 0.24 

0.43 3.66 0.18 6.95 0.83 0.10 4.84 0.23 

ZTW-80 0.10 4.53 4.09 11.05 49.54 0.59 5.45 493.79 

0.08 4.74 3.52 12.25 47.58 0.49 6.21 493.35 

0.09 4.63 3.31 11.39 49.30 0.35 5.67 493.77 

ZTW-100 0.33 3.45 11.56 15.13 29.83 0.48 3.70 660.60 

0.32 3.55 14.85 8.65 30.76 0.54 3.46 668.82 

0.30 4.92 13.01 11.67 31.58 0.67 3.98 656.47 

F1 0.13 5.06 0.84 11.19 10.1 0.02 6.72 71.06 

0.12 8.22 1.14 13.27 18.37 0.01 6.11 73.53 

0.13 8.86 1.26 9.51 20.43 0.09 5.71 71.45 

F2 0.57 1.90 0.45 5.47 0.10 27.94 1.92 0.11 

0.47 2.18 0.32 6.70 0.26 35.32 2.22 0.15 

0.39 1.93 0.64 5.72 0.06 25.83 2.24 0.11 

F3 0.31 3.06 1.15 2.96 1.06 4.85 5.41 0.18 

0.30 3.98 1.62 3.29 2.57 5.22 6.12 0.24 

0.32 3.62 1.05 5.48 2.26 3.40 6.15 0.36 

F4 0.23 4.63 0.89 1.08 0.64 1.97 5.89 1.81 

0.21 4.87 1.01 1.22 0.34 1.92 4.96 5.79 

0.24 6.38 1.05 0.98 0.72 1.63 5.63 0.19 
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表 5（续） 

组别 
门水平 属水平 

厚壁菌 拟杆菌 变形菌 放线菌 双歧杆菌 乳杆菌 拟杆菌 艾克曼菌 

F5 0.30 3.01 0.69 3.17 0.08 19.28 3.77 0.10 

0.28 2.95 0.86 4.03 0.08 20.69 3.80 0.09 

0.23 2.91 0.65 2.02 0.11 21.72 3.72 0.07 

DP2 0.86 1.32 0.13 1.63 0.08 54.94 1.73 0.05 

0.87 1.63 0.07 3.37 0.03 50.50 1.53 0.10 

0.86 1.90 0.24 1.86 0.12 48.50 1.77 0.06 

DP3 0.14 6.14 0.41 4.82 0.92 0.90 6.42 0.15 

0.34 6.12 0.61 4.57 0.28 0.04 5.87 0.17 

0.33 6.47 0.73 3.79 0.16 0.57 6.37 0.16 

DP5 0.31 3.77 0.73 0.76 0.44 1.40 3.57 0.24 

0.34 3.78 0.63 0.40 0.83 0.89 4.43 0.24 

0.29 3.17 0.69 1.39 0.73 1.59 4.53 0.37 

收集到目标馏分中。其次，PMP 柱前衍生化单糖组

成分析方法在衍生效率、色谱分离及水解条件等方

面存在固有局限，其结果难以精确反映混合物中各

单糖的真实组成和比例。此外，核磁及质谱等精细

结构解析技术对混合物中低丰度组分的分辨能力

有限，所报道的结构信息主要反映的是丰度最高、

信号最强的主体结构特征，难以全面表征混合物中

可能存在的微量组分或副反应产物。鉴于此，本研

究中对于 DP2、DP3 及 DP5 的分析及后续的推论，

为各组分中优势主体结构的解析结果。 

它们表现出的结构特征与通常由葡萄糖和果

糖构成的贮藏型寡糖（如菊粉型或棉子糖型寡糖家

族）存在明显差异[42]。相比之下，糖醛酸及其甲基

化衍生物在果胶、半纤维素等结构多糖中则极为常

见。这表明，这些寡糖更可能是半纤维素（如木葡

聚糖或葡萄糖醛酸木聚糖）的降解产物，而非贮藏

性碳水化合物。其结构特征与葡萄糖醛酸木聚糖相

似，两者均具有由 β-(1→4)连接木糖残基构成的主链，

且侧链被葡萄糖醛酸或其 4-O-甲基化衍生物取代，这

正是葡萄糖醛酸木聚糖的标志性组成[43-45]。DP5 的结

构含有多个木糖残基，并在 2 端均带有甲基化葡萄

糖醛酸取代，符合这一基本模式。然而，部分甲基

化位点与连接方式呈现独特性。因此，有理由推测

这些寡糖片段可能代表一类特殊的木聚糖变体，这

一成果提示它们可能含有源于夏枯草中细胞壁半

纤维素的结构多糖。 

通过DPPH 自由基清除实验和体外肠道菌群丰

富度调控研究，发现不同的寡糖组分表现出差异化

的抗氧化及调节肠道菌群能力。其中，DP5 的抗氧

化活性显著优于 DP2 和 DP3，这可能与其主要结构

特征密切相关。首先，不同聚合度的寡糖组分，其

抗氧化应激活性往往存在差异。DP5 相较于 DP2 和

DP3 具有较高的聚合度，这通常意味着更多的还原

性末端和糖醛酸残基，这些基团是自由基清除反应

中的主要活性位点。其次，DP5 的主要结构中含有

2 个甲基化糖醛酸（ 2-OMe-GlcAp 和 3-OMe-

GlcAp），甲基化可以增强 C-2/C-3 位的电子云密度，

从而提升其作为氢供体的能力，增强自由基清除效

率。糖醛酸残基在多糖的抗氧化活性中发挥着重要

作用，因为羧基可以螯合金属离子或作为自由基清

除剂[46]。此外，DP5 的线性五糖骨架包含多个 β-

(1→4)-Xylp 连接。β-(1→4)糖苷键通常赋予寡糖链

更伸展的构象，这种构象有利于自由基接近并与活

性位点发生有效接触。相比之下，DP2 虽然也含有

甲氧基，但其相对分子质量较小，电子缓冲能力有

限；而 DP3 的三糖结构可能因空间位阻或缺乏特定

的甲基化修饰，限制了其电子转移效率。综上，高

聚合度与特定位置的甲基化修饰可能是 DP5 发挥

超强抗氧化活性的结构基础。 

而肠道微生物通过识别和代谢不同碳水化合

物来获得能量和生长，研究表明多糖的来源、单糖

组成、相对分子质量和化学结构（如糖苷键类型、

支链和功能基团）共同决定了其理化性质和生物活

性，进而影响其在肠道中的发酵模式和与模式识别

受体（pattern recognition receptors，PRR）的结合特

异性[47]。因此这些结构差异同样使得不同寡糖组分
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对肠道菌群产生选择性调节作用，但其具体机制有

待深入研究。 

值得注意的是，粗提物 ZTW-80 和 ZTW-100 在

促进部分有益菌增殖的同时，也上调了变形菌门的

丰度，提示复杂成分可能存在非特异性效应；而纯

化后的寡糖组分（DP2、DP3、DP5）则表现出更为

特异的菌群调节模式，这进一步佐证了对活性寡糖

进行分离纯化的必要性。同时，上述结果主要基于

体外厌氧共培养实验，肠道菌群在体内受到宿主代

谢、免疫等多重因素的调控，其生态关系远比体外

模型复杂。后续研究可通过 16S rRNA 基因测序全

面评估菌群结构变化，结合短链脂肪酸等代谢产物

检测，并开展体内动物实验，以深入阐明夏枯草寡

糖调节肠道菌群的具体机制及其潜在功效。 

这些寡糖组分兼具显著的抗氧化活性与调节

肠道菌群、促进益生菌增殖的功能，在食品、保健

食品及医药产品领域展现出良好的应用前景与发

展价值，为后续深入探索夏枯草药用寡糖资源及开

发相关产品奠定了坚实的理论基础。然而，当前针

对夏枯草寡糖的研究仍处于初步探索阶段，本研究

所观察到的抗氧化活性及肠道菌群调节效应，可能

是多种寡糖分子共同作用的结果，而非单一结构的

固有活性。这一混合物属性在一定程度上限制了对

构效关系的精确解读。后续研究需进一步优化分离

纯化条件（如手性色谱或酶解法），获得绝对单一构

型的寡糖单体，并结合分子对接及构象分析等手

段，深入阐明其结构与活性的内在关联。同时建立

共享数据库，以推动数据共享与跨平台合作，为夏

枯草寡糖深入开发研究提供扎实的理论基础。 
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