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高速逆流色谱分离纯化枸杞多糖
在神经炎症中的作用
郝高峰1,2，曹　妤1,2，赵　宁1,2，刘建飞1,2，邸多隆1,2, *

（1.甘肃中医药大学药学院，甘肃兰州 730000；
2.中国科学院兰州化学物理研究所，甘肃兰州 730000）

摘　要：目的：构建高速逆流色谱技术分离纯化枸杞多糖的新方法，并对分离得到的枸杞多糖进行结构表征，探究

其对神经炎症的影响。方法：通过分配系数 K值和固定相保留率 Sf，筛选并优化双水相体系偶联高速逆流色谱分

离纯化枸杞多糖的条件，利用高效分子排阻色谱联用激光光散射仪和示差检测器串联检测法、1-苯基-3-甲基-5-吡
唑啉酮柱前衍生结合高效液相色谱法、傅立叶变换红外光谱仪、热重分析仪、扫描电子显微镜对枸杞多糖进行初

步结构表征，利用脂多糖诱导的小胶质细胞炎症模型研究枸杞多糖对神经炎症的作用。结果：确定最佳双水相体

系为乙醇、饱和硫酸铵、水、异丙醇的质量比为 1.4:1.0:2.58:0.3，高速逆流色谱最佳分离纯化条件为转速

900 r/min，流动相流速 0.8 mL/min。在上述条件下，分离得到 3个枸杞多糖组分 LBPs-1、LBPs-2和 LBPs-3，
多糖含量分别为 78.35%±1.52%，69.03%±1.71%和 62.11%±2.31%，分子量分别为 7.40×104 Da，2.73×104 Da和
1.47×104 Da，单糖组成分别为甘露糖:鼠李糖:半乳糖醛酸:葡萄糖醛酸:葡萄糖:半乳糖:阿拉伯糖，其中摩尔比分

别为 1.9:4.9:1.3:8.1:7.6:32.6:41.8、2.1:4.3:1.5:8.3:5.1:28.6:37.9和 5.9:4.6:1.1:0.7:13.8:66.8:5.3，同时热稳定

性和微观形貌也有明显差异。生物活性研究结果表明，不同分子量的枸杞多糖可通过抑制炎症因子分泌，缓解脂

多糖诱导的小胶质细胞炎症。结论：本研究构建了双水相体系偶联高速逆流色谱分离纯化枸杞多糖的新方法，为

植物多糖高效分离纯化提供了技术支撑，为枸杞多糖在抑制神经炎症相关疾病中的应用提供了科学依据。

关键词：高速逆流色谱，双水相体系，枸杞多糖，分离纯化，结构解析，神经炎症

本文网刊:  
中图分类号：TS201.2+3               文献标识码：A               文章编号：1002−0306（2024）20−0068−10
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2023110273

Separation and Purification of Lycium barbarum Polysaccharides
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Abstract：Objective:  This  study  constructed  a  novel  method  for  the  separation  and  purification  of  polysaccharides  from
Lycium barbarum polysaccharide (LBPs) by high-speed countercurrent chromatography with aqueoust  two-phase system,
and investigated its effect on neuroinflammation. Methods: Through the partition coefficient (K) value and stationary phase
retention rate Sf, the conditions for separating and purifying LBPs using aqueous two-phase system coupled with high-speed
countercurrent  chromatography  (HSCCC)  were  screened  and  optimized.  Preliminary  structural  characterisation  of  LBPs  

收稿日期：2023−11−26            
基金项目：甘肃省科技计划项目（20CX9FG238）；宁夏回族自治区重点研发计划项目（2021BEF02011）。

作者简介：郝高峰（1996−），女，硕士研究生，研究方向：药效物质基础与质量分析，E-mail：1005072148@qq.com。

* 通信作者：邸多隆（1964−），男，博士，教授，研究方向：中药复杂体系中活性物质分离分析新方法构建和基于中药传统功效的药物分子发现和创新药物研

发，E-mail：didl@licp.cas.cn。 

第  45 卷  第  20 期 食品工业科技 Vol. 45  No. 20
2024 年  10 月 Science and Technology of Food Industry Oct. 2024
 

https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2023110273
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2023110273
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2023110273
mailto:1005072148@qq.com
mailto:didl@licp.cas.cn


was  performed  using  high  performance  size  exclusion  column-multiangle  laser  light  scatter-refractive  index  detector
(HPSEC-MALLS-RID),  1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone  precolumn  derivatization  coupled  to  high  performance  liquid
chromatography (HPLC), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analyzer (TG) and scanning
electron  microscopy  (SEM).  Moreover,  the  anti-neuroinflammation  effect  was  investigated  on  LPS  induced  BV2  cell
model. Results: The optimal biphasic system consisted of ethanol, ammonium sulphate, water and isopropanol had a ratio of
1.4:1.0:2.58:0.3.  Under  the  separation  conditions  (900  r/min  and  0.8  mL/min  mobile  phase  flow  rate),  three
polysaccharide fractions, named LBPs-1, LBPs-2 and LBPs-3, was isolated. Polysaccharide contents were 78.35%±1.52%,
69.03%±1.71%  and  62.11%±2.31%.  Molecular  weights  were  7.40×104  Da,  2.73×104  Da  and  1.47×104  Da.  The
monosaccharide  composition  was  as  follows:  Man:Rha:GalA:GlcA:Glu:Gal:Ara,  with  the  molar  ratios  of  1.9:4.9:
1.3:8.1:7.6:32.6:41.8, 2.1:4.3:1.5:8.3:5.1:28.6:37.9 and 5.9:4.6:1.1:0.7:13.8:66.8:5.3, respectively. There was also a
significant difference in terms of thermal stability and micro-morphology. The LBPs exhibited varying degrees of protective
activity on LPS-induced BV2 cells. Conclusions: This study would provide technical support for the efficient separation and
purification of plant polysaccharides, and scientific basis for the application of LBPs in the inhibition of neuroinflammation
related diseases.

Key  words： high  speed  countercurrent  chromatography  (HSCCC)； aqueous  two-phase  system； Lycium  barbarum

polysaccharide；separation and purification；structure analysis；neurological inflammation

枸杞子为茄科植物宁夏枸杞（Lycium barbarum
L.）的干燥成熟果实，也是第一批列入“药食同源”物

质名单的中药[1]。枸杞多糖（Lycium barbarum poly-
saccharides，LBPs）是通过脱水缩合以糖苷键聚合而

成的高分子化合物，分子量主要分布在 8~2400 kDa
之间。广泛的分子量分布和丰富的单糖组成使得枸

杞多糖具有复杂的化学结构和空间构象，进而表现出

众多生理活性，诸如调节免疫力、延缓衰老、抗氧

化、抗肿瘤、降血脂、降血糖、神经保护作用等[2]。

多糖的生理活性与其分子量的大小有密切的关

系，相同来源不同分子量的多糖片段表现出不同的生

物活性和药理作用[3]。目前，分步沉淀法是将粗多糖

初步分离成不同分子量片段多糖组分的通用方法，该

方法根据多糖在不同浓度的有机低级醇中溶解度不

同的性质，逐级达到分步沉淀。多糖的分子量范围与

有机醇的浓度呈负相关，随着有机醇的添加，不同分

子量的多糖依次被沉淀出来[4]。但是近年来研究发

现，在多糖溶液中加入有机醇时，由于分子内氢键的

增强，多糖分子开始脱水，进而发生构象转变和重新

组装，这为多糖本身结构、活性及其构效关系的研究

带来阻碍[5]。凝胶渗透色谱法和超滤膜分离法都是

基于分子排阻原理的分离方法，该类方法能够将枸杞

多糖分离成不同的分子量片段，但是也存在死吸附现

象[6]。通常，枸杞多糖在提取过程中还会夹带有蛋白

质和色素等杂质，需要在进一步分离之前将杂质去

除。传统脱除蛋白质的方法有 Sevage法、三氟三氯

乙烷法、三氯乙酸法和酶法等；脱除色素的方法有

H2O2 氧化法、活性炭吸附法和离子交换树脂法等，

上述方法在实际应用过程中会出现破坏多糖结构、

多糖回收率低等缺陷[7]。

高速逆流色谱（high speed countercurrent chro-
matography，HSCCC）是一种连续的液-液分配色谱

法，具有无不可逆吸附、制备量大、分离速度快、样

品回收率高等优势，已广泛应用于天然产物的分离制

备，取得了重要研究进展。本课题组前期已经构建了

多种 HSCCC的分离模式和分离系统，已经从复杂体

系中分离出了多种类型化合物。HSCCC对目标组

分的分离根据其在两相溶剂中分配系数的不同而实

现[8]。因此，溶剂系统的选择很大程度上取决于被分

离物质的溶解性。常用于 HSCCC的溶剂系统为

Ito开发的一种四元或五元溶剂体系，然而大极性化

合物在这些溶剂体系中常倾向于被分配到下相，导致

分配系数太小（K<0.5），因而并不能满足分离制备的

要求[9]。

双水相体系（aqueous two-phase system，ATPS）
通常由两种聚合物、聚合物和盐、离子液体和盐、短

链醇和盐组成[10]。由于其温和的液体环境，在生物活

性物质的分离和纯化中发挥着重要作用。与传统两

相系统相比，ATPS具有环境友好、成本低、效率高、

易于放大等优点。由于ATPS含水量较高（60%~70%）

且两相中均含水。因此，大极性化合物往往在两相中

都有所分配，进而实现不同性质大极性化合物的分离。

本文根据 HSCCC的液-液连续分配原理，利用

多糖分子特殊的带电特性和水溶性特性，结合双水相

体系分离生物大分子的优势，发展了一种基于 ATPS
的 HSCCC纯化分离枸杞多糖的新方法，利用该方法

将枸杞多糖粗提物一步分离纯化得到 3个不同分子

量枸杞多糖片段、表征其结构特征及评价其神经保

护作用，其研究结果可为 HSCCC技术分离纯化中药

多糖提供理论支撑，为枸杞多糖在抑制神经炎症相关

疾病中的应用提供科学依据。 

1　材料和方法 

1.1　材料与仪器

枸杞子　宁夏中杞枸杞贸易集团有限公司提

供，经鉴定为宁夏枸杞 Lycium barbarum L.的干燥成

熟果实；无水乙醇、硫酸铵、异丙醇、苯酚、硫酸、盐

酸、氢氧化钠、三氟乙酸、1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮

　分析纯，天津大茂有限公司；D-葡萄糖、D-木糖、
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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；溴化钾碎晶

　纯度≥99.5%，天津天光光学仪器有限公司；BV2
小胶质细胞　中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库；TNF-α、IL-6的 ELISA试剂盒　上海科兴生

物科技有限公司。

T25高速剪切机　艾卡仪器设备有限公司；

TGL-15B高速离心机　上海安亨科学仪器厂；KQ-
250DE型数控超声清洗机　昆山超声仪器有限公

司；TBE-300B高速逆流色谱仪（包括 TBP5002泵

和 DC-0506低温恒温槽）　上海同田生物科技有限

公司；Agilent 1290高效液相色谱仪　安捷伦科技有

限公司；Vivaflow® 200超滤切向流膜元件　北京赛

多利斯仪器系统有限公司；DAWN8激光光散射仪

　美国怀雅特技术公司；BSA224S-CW分析天平

　北京赛多利斯仪器系统有限公司； V70-傅里叶变

换红外光谱仪　布鲁克（北京）科技有限公司；HWS-
24型电热恒温水浴锅　上海一恒科学仪器有限公

司；STA449C热重分析仪　梅特勒-托利多公司；

JSM-5601LV扫描电子显微镜　日本电子公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   枸杞多糖的制备　将干燥的枸杞子用手提式

多功能粉碎机粉碎，过 30目筛，称取 100 g置于

2000 mL烧杯中，加入 1000 mL蒸馏水。将烧杯放

置在 60 ℃ 的水浴锅中，设置 T25高速剪切机的剪

切转速为 10000 r/min，辅助提取 30 min。提取液温

度降至室温后，置于 TBE-300B高速离心机中，转速

为 8000 r/min，离心 10 min，收集并合并上清液，得到

枸杞水提液。将枸杞水提取液过 5 kDa Vivaflow®
200超滤膜元件，使整个系统对枸杞水取液进行过滤

分离，透过液通过进料管进入储液池Ⅰ，未透过的液

体通过进料管回到储液池Ⅱ，待储液池Ⅱ中的溶液剩

余 25.0 mL时，注入 40.0 mL的蒸馏水，润洗膜元件并

回收残留在膜元件上的液体，润洗液分别与 25.0 mL
的截留液合并，获得枸杞粗多糖溶液 [11]，将 LBPs
溶液减压浓缩至 20  mL，用纯净水透析（MWCO：

3500 Da）48 h。最后，置于冷冻干燥机中，得到干燥

枸杞粗多糖。 

1.2.2   HSCCC分离纯化枸杞多糖方法的构建　 

1.2.2.1   HSCCC溶剂系统筛选　配制乙醇-饱和硫酸

铵-水-异丙醇双水相体系（1.4:1.0:2.58:0；1.4:1.0:

2.58:0.3；1.4:1.0:2.58:0.6；1.4:1.0:2.58:0.9，w/w）。

考察枸杞多糖在不同双水相体系中分配系数 K和固

定相保留率 Sf 的影响。具体过程如下：称取 5 mg枸

杞粗多糖置于具塞试管中，加入相同体积 2 mL的待

测溶剂系统的上下相，然后不断地振摇试管直到样品

完全溶解。当达到平衡分层后，采用苯酚-硫酸法测

定上下层多糖含量[12]，分配系数 K值[13] 是计算多糖

在两相互平衡的上下相之间的分布比例，以 K值为

指标，对溶剂系统的比例进行优化。计算公式如式

（1）所示。

K =
CU

CL

式（1）

其中，CU 和 CL 分别代表 LBPs在上、下两相中

的多糖含量。

设定高速逆流色谱的恒温水浴槽温度为 25 ℃，

以 ATPS的上相作为固定相，下相作为流动相。固

定相以 10 mL/min的流速泵入柱中，设定转速为

900 r/min，待达到主机稳定后，泵入流动相。设定流

动相流速为 0.8 mL/min，待达到流体动力学平衡后，

测定该溶剂系统的固定相保留率。以固定相保留率

为指标，对溶剂系统的比例进行优化，固定相保留率

按照式（2）计算[14]。

Sf =
VC −VM

VC

式（2）

其中，VC 是柱体积，mL；VM 是为 HSCCC色谱

柱中达到动态平衡后固定相的体积，mL。 

1.2.2.2   HSCCC分离条件优化　选用乙醇-饱和硫

酸铵-水-异丙醇（1.4:1.0:2.58:0.3，w/w）作为 HSCCC
分离的溶剂系统。根据所选的体积比，将上述溶剂

系统按照比例加入到分离漏斗中并剧烈振荡，在室温

下放置分层，将平衡后的上相和下相分开，分别置于

KQ-250DE型数控超声清洗机，设置功率为 180 W，

超声 20 min，上相为 HSCCC固定相，下相为 HSCCC
流动相，泵入 HSCCC进行后续操作。设置不同流速

（0.5、0.8、1.1 mL/min）和不同仪器转速（700、800、
900 r/min），考察流速和转速对 HSCCC 固定相保

留率的影响，以 HSCCC固定相保留率为指标，对

HSCCC色谱条件（流速和转速）进行优化[15]。 

1.2.2.3   高速逆流色谱分离 LBPs　HSCCC分离纯

化 LBPs过程如图 1所示。开启低温恒温槽，设定温

度为 25 ℃，以头到尾（上相作固定相，下相作流动相）

洗脱模式进行 HSCCC分离试验，固定相以 10.0 mL/
min的流速泵入高速逆流色谱仪，待完全填充螺旋管

后，设定转速 900 r/min，开启高速逆流色谱仪，待转

速稳定后，以 0.8 mL/min的流速泵入流动相，当流动

相与固定相之间达到了动态平衡后[16]，将 20 mL多

糖提取液（1.0 g枸杞粗多糖溶于 20 mL上相中）注

入进样环，每管收集 4 mL洗脱液。使用苯酚-硫酸

法检测，将属于相同多糖组分的试管合并后进行透析

 

提取 分离 干燥样品

图 1    HSCCC分离纯化 LBPs示意图

Fig.1    Schematic diagram of separation and purification
of LBPs by HSCCC
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（ 3500  Da） ，冷冻干燥获得纯化的多糖组分。 

1.2.3   多糖含量的测定　利用苯酚-硫酸法[12] 测定多

糖含量。具体操作为：配制质量浓度为 0.1 mg/mL
的无水葡萄糖对照品溶液，使用苯酚-硫酸法进行显

色，在 490 nm处测定吸光度，得到标准曲线为 Y=
0.0138X−0.143，R2=0.9985，葡萄糖在 0.02~0.1  mg/
mL范围内呈良好的线性关系。将枸杞多糖 LBPs-1、
LBPs-2和 LBPs-3配制成 1.0 mg/mL的溶液，按照

绘制标准曲线的实验方法操作，根据标准曲线得到溶

液中葡萄糖的质量，按照以下公式计算多糖含量。

多糖含量(%) =
A−b

k
×100 式（3）

其中，A为苯酚硫酸法测得的多糖吸光度值；

k和 b分别为标准曲线的斜率和截距。 

1.2.4   不同分子量 LBPs组分结构表征　 

1.2.4.1   分子量测定　根据 Chen等[17] 的方法，利用

高效分子排阻色谱联用激光光散射仪和示差检测

器（high performance size exclusion chromatography-
multiangel laser light scattering-refractive index detec-
tion，HPSEC-MALLS-RID）测定 LBPs的分子量。具

体操作如下：精密称取 LBPs样品各 10.0 mg，配成

10.0  mg/mL的样品溶液，所有溶液均过 0.45  μm
微孔滤膜，用进样针从进样环注入 HPSEC-MALLS-
RID进行分析。色谱条件如下：色谱柱：OHpak
SB-806HQ（7.9 mm×300 mm，Shodex）和 OHpak SB-
804HQ（7.9  mm×300  mm，Shodex）串联；流动相：

0.2 mol/L NaCl；流速：1.0 mL/min；检测器：多角度激

光光散射检测器和示差折光检测器（RID-G7162A），

利用 ASTRA8软件进行数据的采集和处理。 

1.2.4.2   单糖组成测定　参照文献 [18]采用 1-苯基-
3-甲 基 -5-吡 唑 啉 酮 （ 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazo-
lone，PMP）柱前衍生-高效液相色谱（high  perfor-
mance  liquid  chromatography，HPLC）法测定 LBPs
的单糖组成，具体实验操作如下：

精密称取甘露糖、鼠李糖、葡萄糖、半乳糖、木

糖、阿拉伯糖、岩藻糖、葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸，

配制为浓度 1 mg/mL的单糖标准品溶液。依次精

密称取 5 mg枸杞多糖样品，置于安瓿瓶中，加入

3 mol/L的三氟乙酸（trifluoroacetic acid，TFA）溶液

5 mL，在 110 ℃ 下水解 8 h，用 N2 吹干，除去过量

的 TFA，并加入 300 μL水重新溶解，得到多糖样品

的水解液。

分别取单糖标准品溶液和 LBPs样品溶液

100 μL于试管中，加入 100 μL 0.5 mol/L PMP甲醇

溶液和 100 μL 0.3 mol/L NaOH溶液，在 70 ℃ 避光

反应 1 h后，加入 100 μL的 0.3 mol/L HCl终止反应。

然后加入 700 μL二氯甲烷，分三次萃取去除残留

PMP，以 10000 r/min离心 10 min，上清液过 0.45 μm
微孔滤膜，用进样针从进样环注入 HPLC进行分

析。色谱条件：色谱柱 SinoChrom ODS-BP（5 μm，

4.6 mm×250 mm，Shodex），柱温 30 ℃，流动相 A为

82%  50  mmol/L磷酸盐缓冲液（pH=6.7），流动相

B为 18%乙腈，流速为 1.0 mL/min，进样量：10 μL，
检测波长：245 nm。 

1.2.4.3   傅立叶红外光谱分析　称取多糖样品各

1.5 mg，与 200 mg干燥的溴化钾在玛瑙研钵充分

研磨混合，压制后，用傅立叶红外光谱仪在 500~
4000 cm−1 波段进行扫描分析[19]。 

1.2.4.4   热特性分析　称取 LBPs粉末各 2.0 mg放

入样品盘中，用热重分析仪检测各样品的热重特性。

具体测定条件如下：测试温度范围：室温至 800 ℃；

升温速率：10 ℃/min；扫描速率：1 ℃/min [20]。 

1.2.4.5   扫描电镜分析　取干燥的 LBPs样品粉末少

许，通过导电胶将其固定在载样台上，真空喷金，然后

置于场发射扫描电子显微镜下，捕捉样品表面立体形

态，在 20 kV的高真空加速电压和放大倍数为 500
倍及 2000倍下依次观察样品表面形态[21]。 

1.2.5   不同分子量 LBPs 对脂多糖（LPS）诱导的小胶

质细胞（BV2）炎症反应作用　将 BV2细胞培养于

10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素混合液的 DMEM
培养基中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中进行培养。

取处于对数生长期的 BV2细胞，调整细胞浓度至

2×105 个/mL，并接种1 mL该细胞悬液于 96孔板中，

培养过夜后，实验分组如下：空白对照组（NC）：加入

1 mL细胞培养基培养 24 h，不予其余任何处理；模

型对照组（MC）：培养基中加入 1 μg/mL LPS，培养

24 h；LBPs-1高、中、低剂量组：在培养基中分别加

入（0.8、0.4、0.2 mg/mL）的 LBPs-1处理 6 h，然后分

别加入 1 μg/mL LPS处理 24 h；LBPs-2高、中、低剂

量组：在培养基中分别加入（0.8、0.4、0.2 mg/mL）的
LBPs-2处理 6 h，然后分别加入 1 μg/mL LPS处理

24 h；LBPs-3高、中、低剂量组：在培养基中分别加

入（0.8、0.4和0.2 mg/mL）的 LBPs-3处理 6 h，然后

分别加入 1 μg/mL LPS处理 24 h。收集不同处理

组 BV2细胞的上清液，按试剂盒操作说明进行，检测

不同处理组 BV2细胞上清液 TNF-α 和 IL-6含量[22]。 

1.3　数据处理

x实验数据据以 ±s表示，采用 Graphpad Prism
9.0进行分析；对多组组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），P<0.05表示差异具有显著性。 

2　结果与分析 

2.1　HSCCC分离纯化枸杞多糖方法的构建 

2.1.1   HSCCC溶剂系统筛选　HSCCC的分离基于

分离物质在流动相和固定相中分配系数的差异而实

现。因此，适宜的分配系数 K值是 HSCCC成功分

离的关键，而适宜的溶剂系统是确定 K值的基础[23]。

由于多糖是大极性化合物，在传统小分子适宜的溶剂

系统中难以溶解，而 ATPS由于含水量较高（60%~
70%）且两相中均含水，大极性化合物往往在两相中
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都有所分配，特别适用于大极性化合物的分离。固定

相保留率也是 HSCCC分离一个非常重要的参数，是

HSCCC成功分离的前提。通常，固定相的保留率越

高，分辨率也越高[24]。

在前期的研究中，利用饱和硫酸铵、乙醇和水构

建的 ATPS在枸杞多糖提取纯化中表现出一定的优

势，但是该体系在 HSCCC中的保留率较低。在溶剂

系统中加入适量较高黏度的异丙醇后，由于界面张力

的增大，进而可以提高固定相保留率[25]。因此，本研

究设计并构建了 4种 ATPS体系，通过调控异丙醇

的比例，研究异丙醇的添加量对 ATPS固定相保留

率的影响，根据固定相保留率和 K值筛选最适宜分

离 LBPs的 HSCCC系统。研究发现当异丙醇在溶

剂体系中的质量比从 0增加到 0.3，其固定相保留率

从 52.6%提升到 64%。但是随后异丙醇的质量继续

增加时，其固定相保留率也降低。因此，添加适量

的异丙醇可以使固定相保留率更大。另一方面，

HSCCC分离的两相溶剂体系对样品的分配系数

K应该在 0.5≤K≤2.0范围内 [26]。根据表 1结果，

发现 4种溶剂体系的 K值差异不大。但是当以乙

醇-饱和硫酸铵-水-异丙醇（1.4:1.0:2.58:0.3，w/w）为

两相溶剂体系时，K值适宜。综上所述，以乙醇-硫酸

铵-水-异丙醇（1.4:1.0:2.58:0.3，w/w）的比例组成的

ATPS确定为 HSCCC分离枸杞多糖的最佳溶剂

系统。
  

表 1    ATPS的 K值和保留率
Table 1    K-values and retention rates of ATPS

序号
ATPS组成及比例（w:w）

K值
固定相保留率

（%）乙醇 饱和硫酸铵 水 异丙醇

1 1.4 1.0 2.58 0 0.49 52.6
2 1.4 1.0 2.58 0.3 0.58 64.0
3 1.4 1.0 2.58 0.6 0.44 62.2
4 1.4 1.0 2.58 0.9 0.42 59.3

  

2.1.2   HSCCC色谱条件优化　转速和流动相流速

也是 HSCCC分离的重要因素，其中转速决定了离心

力的大小，对固定相的保留行为产生直接的影响。较

高流速的流动相也会对固定相产生较大的作用[27]。

在 HSCCC溶剂系统筛选的基础上，选择了乙醇-
饱和硫酸铵-水-异丙醇（1.4:1.0:2.58:0.3，w/w）溶

剂体系用于 HSCCC分离。如表 2所示，在转速为

900 r/min、流动相流速为 0.5 mL/min时，该固定相

的最大保留率为 67.8%，但在流动相流速为 0.5 mL/
min时，多糖洗脱所需时间过长。综合考虑，最终确

定分离条件为 900 r/min，流动相流速为 0.8 mL/min，
在此条件下固定相保留率为 64%。 

2.1.3   HSCCC分离及多糖含量测定　HSCCC分离

LBPs的洗脱曲线如图 2A所示，粗多糖溶液通过基

于双水相体系的逆流色谱分离，得到 3个多糖组

分 LBPs-1（120.8 mg）、LBPs-2（50.2 mg）和 LBPs-3
（25.3 mg），多糖含量依次为 78.35%±1.52%，69.03%±

1.71%，62.11%±2.31%。枸杞多糖在提取过程中夹

带有色素杂质，严重干扰其化学结构和功能特征的测

定，在分离之前，需要将上述杂质去除。通常用于枸

杞多糖脱色的方法主要包括 H2O2 氧化法、活性炭吸

附法和离子交换树脂法[28]。H2O2 的强氧化作用会导

致多糖的结构发生变化，从而影响其生物活性和构效

关系；活性炭无法特异性识别色素和多糖，不仅导致

多糖的保留率下降，而且活性炭不能重复使用，增加

脱色成本；离子交换树脂在脱色方面表现出一定的优

势，但碱性离子交换树脂会吸附酸性多糖，而后者普

遍具有显著的生理活性[29]。从图 2B~图 2E可以看

 

表 2    仪器转速和流动相流速对固定相保留率的影响

Table 2    Effects on stationary phase retention of instrument
speed and mobile phase flow rate

转速（r/min） 流速（mL/min） 固定相保留率（%）

700
0.5 56.3
0.8 53.1
1.1 50.1

800
0.5 62.7
0.8 59.2
1.1 56.3

900
0.5 67.8
0.8 64.0
1.1 60.4
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图 2    HSCCC分离纯化 LBPs的洗脱曲线和样品

Fig.2    Elution curve and samples for the isolation and
purification of LBPs by HSCCC

注：A：HSCCC分离纯化 LBPs的洗脱曲线；B：枸杞粗多糖
LBPs；C：枸杞多糖组分 LBPs-1；D：枸杞多糖组分 LBPs-2；E：
枸杞多糖组分 LBPs-3。
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出，采用基于双水相体系的 HSCCC分离技术，可以

有效脱去枸杞粗多糖中的色素，这是因为将醇/盐双

水相体系的高传质效率和优异的相分离能力与

HSCCC技术相结合，能够加快枸杞多糖和共存杂质

分别向上相和下相的选择性转移，从而实现 LBPs同
步分离和除杂。 

2.2　不同分子量 LBPs组分结构表征 

2.2.1   分子量测定　高效分子排阻色谱联用激光光

散射仪和示差检测器（HPSEC-MALLS-RI）串联检测

法可以准确确定样品的分子量，不依赖于对照品，是

表征多糖分子量分布的灵敏方法。图 3显示了 LBPs
的分子量分布，其中 LBPs-1、LBPs-2、LBPs-3的分子

量分别为 7.40×104 Da、2.73×104 Da和 1.47×104 Da。
由图 3可知样品的色谱图均出现了峰 2，且分子量均

约为 1 kDa，进一步透析后的色谱图未见变化，故推

断该峰可能为溶剂峰，这可能是由于进样时样品对流

动相产生瞬间阻断，然后瞬间涌流，而产生的尖锐溶

剂峰[30]。LBPs-1中峰 3分子量约 8 kDa，可能为未

除尽的小分子等杂质。三种 LBPs的分子量分布和

保留时间也表明，HSCCC洗脱 LBPs的顺序为高分

子量多糖先洗脱，低分子量多糖后洗脱。此外，通过

HSCCC分离纯化 LBPs，节省了分级沉淀、脱蛋白、

脱色和阴离子交换色谱等传统的繁琐步骤，为大规模

制备多糖提供了一种新的分离方法。 

2.2.2   单糖组成测定　单糖组成是多糖结构解析的
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图 3    LBPs-1（A）、LBPs-2（B）和 LBPs-3（C）的 HPSEC图

Fig.3    HPSEC plots of LBPs-1 (A), LBPs-2 (B),
and LBPs-3 (C)
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图 4    单糖标准品混合溶液（A）与多糖样品 LBP-1（B）、LBP-
2（C）和 LBP-3（D）的 PMP衍生物色谱图

Fig.4    Chromatograms of mixed solutions of monosaccharide
standards (A) and PMP derivatives of polysaccharide

samples LBP-1 (B), LBP-2 (C) and LBP-3 (D)
注：1. PMP；2. D-甘露糖；3. L-鼠李糖；4. D-葡萄糖醛酸；5. D-半
乳糖醛酸；6. D-葡萄糖；7. D-半乳糖；8. L-阿拉伯糖；9. L-岩藻糖。
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重要手段之一。如图 4所示，3种多糖由不同摩尔百

分比的甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖醛酸、

葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖组成。枸杞多糖 LBPs-
1的单糖组成摩尔比为 1.9:4.9:1.3:8.1:7.6:32.6:

41.8；枸杞多糖 LBPs-2的摩尔比为 2.1:4.3:1.5:8.3:

5.1:28.6:37.9；枸杞多糖 LBPs-3的摩尔比为 5.9:

4.6:1.1:0.7:13.8:66.8:5.3。LBPs-1和 LBPs-2中均

含有较高的半乳糖和阿拉伯糖，提示这 2种 LBPs中
存在大量的阿拉伯半乳聚糖结构，该类多糖也是枸杞

多糖的主要活性结构类型[31]。上述结果表明使用

HSCCC从 LBPs中分离得到的多糖组分具有不同

的单糖组成。 

2.2.3   红外光谱分析　LBPs-1、LBPs-2和 LBPs-3
的 FT-IR光谱分析结果如图 5所示。3种多糖的傅

立叶变换光谱中观察到类似的多糖特征吸收峰。在

3397.5 cm−1 附近的宽而强的吸收峰是由分子间和

分子内 O-H拉伸振动引起的，2931.4 cm−1 左右的

相对较弱的吸收峰是 C-H拉伸振动的吸收 [32]。

1647.3  cm−1和 1647.5  cm−1 附近的宽吸收峰分别

对应的是羧基（COO−）和由羧基中 C=O对称拉伸

振动引起[33]，提示 3种多糖组分均含有一定比例的

糖醛酸，这与单糖组成的结果相似。1423.96 cm−1 附

近的吸收峰是由多糖的 C-O引起的，1077.1 cm−1 附

近左右的强吸收峰是由糖苷键的 C-O-C的不对称

振动峰引起的，这是吡喃糖的特征吸收峰[34]。
 

2.2.4   热重分析　植物多糖的热性能在食品工业中

尤为重要。热重分析（thermogravimetric，TG）是研究

多糖热转化和热失重的常用宏观热力学方法，可以反

映多糖质量随时间和温度的变化，有助于了解多糖的

热行为和分析其组成 [35]。如图 6所示，LBPs-1和

LBPs-2具有相似的热分解特征，多糖的失重主要分

为 3个阶段：第 1个阶段主要发生在 250 ℃ 左右，几

乎都是 10%的质量损失，这是多糖由于存在结合水

所致，说明 2个多糖在低温阶段都处于稳定状态；第

2个阶段多糖失重最为明显，该阶段受高温诱导，样

品发生了糖链的解聚和高级结构的破坏。该阶段两

种多糖的热重分析曲线变化明显，从图 6A和图 6B

可以看出，LBPs-1和 LBPs-2在起始温度、中点温
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图 6    LBPs-1（A）、LBPs-2（B）和 LBPs-3（C）的 TG图

Fig.6    TG plots of LBPs-1 (A), LBPs-2 (B), and LBPs-3 (C)
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Fig.5    FT-IR spectra of LBPs-1 (A), LBPs-2 (B),
and LBPs-3 (C)
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度、拐点温度和终点温度都趋于一致，但是 LBPs-1
的质量损失明显高于 LBPs-2，说明 LBPs-2在此阶

段的稳定性优于 LBPs-1；伴随着温度的进一步升高，

多糖的裂解已经完成，所以第 3阶段和第 1阶段相

似，失重缓慢，质量的损失都小于 10%。在 750 ℃
时，LBPs-1的残余量为 22%，LBPs-2的残余量为

36%，进一步说明 LBPs-2具有更好的热稳定性。从

图 6C可知，LBPs-3分解的过程不同于 LBPs-1和

LBPs-2，3个分解阶段不明显，并且质量的损失最

小，残留率最高，说明其稳定性要远高于 LBPs-1和

LBPs-2。 

2.2.5   扫描电镜分析　扫描电子显微镜是观察多糖

尺寸、形状和孔隙度等形态特征的有效工具[36]。图 7
显示了 3种枸杞多糖在 500和 2000放大倍数下的

SEM图像。3种枸杞多糖的微观形态存在明显差

异。其中，LBPs-1主要呈表面光滑，不规则的片状结

构；LBPs-2为多孔片状结构，整个呈现出类似珊瑚的

形状，随着放大倍数的增加，可以进一步观察到片层

结构的表面分布着大小不均匀的多孔结构。LBPs-3
表现出多分支的线状棒状结构相互缠绕，呈现出棒状

粗糙的结构特征。3种多糖表面结构的差异可能

是由于它们存在不同的分子量、单糖组成及分子

构象。
  

LBPs-1

50 μm×500 ×500 ×500

×2000×4000×2000 10 μm 5 μm 10 μm

50 μm 50 μm

LBPs-2 LBPs-3

图 7    LBPs-1、LBPs-2和 LBPs-3的描电镜图（上图放大倍数
500×，下图 2000×）

Fig.7    Scanning electron microscope of LBPs-1, LBPs-2, and
LBPs-3 (the upper figure 500×, the lower figure 2000×)

  

2.3　不同分子量 LBPs 对脂多糖（LPS）诱导的小胶

质细胞（BV2）炎症反应作用

TNF-α 对中枢神经系统的生理过程起着调控作

用，当其与受体结合时，可增加胞内钙离子水平，进而

增加促炎细胞因子 IL-6的产生，诱导细胞存活或凋

亡[37]。因此，本研究通过 LPS刺激 BV2小胶质细胞

构建体外神经炎症模型，考察枸杞多糖对神经炎症的

抑制作用（图 8）。ELISA检测结果显示，与 NC组相

比，MC组 BV2细胞培养液 TNF-α 和 IL-6含量极

显著增加（P<0.01）。与模型组相比，不同分子量

LBPs均可剂量依赖性地降低 TNF-α 和 IL-6浓度，

提示枸杞多糖能抑制 LPS引起的 BV2细胞炎症因

子含量增加。同时，对于不同分子量的枸杞多糖来

说，抑制作用随着分子量的增长而减弱，同一剂量水

平下，不同分子量枸杞多糖中 LBPs-3组的 TNF-α、
IL-6分泌量最低，在中、高剂量（0.4和 0.8 mg/mL）
组中与模型组相比，差异有统计学意义（P<0.01）。因

此，不同分子量的枸杞多糖可能通过抑制炎症因子分

泌调控神经炎症，且该活性与枸杞多糖分子量密切相

关，其结构与功能的关系以及深入的作用机制有待进

一步研究。
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图 8    LBPs抑制由 LPS诱导的 BV2小胶质细胞促炎
介质的产生

Fig.8    Production of pro-inflammatory mediators of LPS-
treated BV2 cells were suppressed by LBPs

注：与空白对照（NC）相比，*P<0.05，**P<0.01；与模型对照相
比，#P<0.05，##P<0.01。
  

3　结论
本文构建的一种基于 ATPS的 HSCCC技术分

离纯化枸杞多糖的新方法。以分配系数 K值和固定

相保留率 Sf 为指标，筛选出了乙醇-饱和硫酸铵-水-
异丙醇（1.4:1.0:2.58:0.3，w/w）为最佳的双水相体

系，确定转速为 900 r/min，流动相流速为 0.8 mL/
min，在此条件下固定相保留率为 64%。褐色的枸杞

粗多糖经过 HSCCC分离得到 3个白色的多糖组分

LBPs-1、LBPs-2和 LBPs-3，并且通过分子量、单糖

组成、红外光谱特征、热稳定性和微观形貌对 3个多

糖组分进行了初步的结构分析，生物活性研究表明不

同分子量的枸杞多糖可能通过抑制炎症因子分泌调

控神经炎症。本研究为高速逆流色谱技术在多糖分

离纯化中的应用提供了科学依据，通过本研究制备的

枸杞多糖具有抑制神经炎症的作用，为枸杞多糖作为

神经炎症的保护剂或治疗剂奠定理论与实验基础。
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