
 

Ⅱ型鼠李半乳糖醛酸聚糖的制备方法和结构表征的研究进展
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摘　要　Ⅱ型鼠李半乳糖醛酸聚糖（RG-Ⅱ）是果胶结构域中的一种，其结构在不同物种之间具有高度的保守性。RG-Ⅱ的

主链由约 9 个半乳糖醛酸经 α-1,4 糖苷键连接而成，并被 6 个（A–F）明确定义的侧链取代。其中二糖侧链 C、D 和单糖侧

链 E、F 的结构在不同来源的 RG-Ⅱ中基本保持相同。寡糖侧链 A 和 B 则存在轻微的变异性。通过相对分子质量、单糖组成

和质谱分析等手段可实现 RG-Ⅱ的结构表征。中药中含有 RG-Ⅱ结构域的多糖具有很高的药用价值，使用内切多聚半乳糖

醛酸酶（Endo-PG）和草酸青霉可将 RG-Ⅱ从中药中分离并对其在多糖中的含量进行测定。从葡萄酒中可快速制备大量

RG-Ⅱ标准品用于新定量方法的开发，实现对中药活性多糖的质量控制，推动中药多糖的研究进程。
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Abstract    Rhamnogalacturonan II  (RG-II)  is  one of the structural  domains of pectin whose structure is  highly
conserved among species. The main chain of RG-II consists of approximately nine galacturonic acids linked by α-
1,4 glycosidic bonds, with six well-defined side chains replacing them (A−F). The structures of the disaccharide
side  chains  C  and  D  and  the  monosaccharide  side  chains  E  and  F  in  RG-II  from  different  sources  remain
essentially  the  same.  In  contrast,  the  oligosaccharide  side  chains  A  and  B  showed  slight  variability.  Structural
characterization  of  RG-II  can  be  achieved  by  molecular  weight,  monosaccharide  composition,  and  mass
spectrometry. The polysaccharides containing RG-II structural domains in traditional Chinese medicines (TCMs)
have  high  medicinal  value.  Isolation  of  RG-II  can  be  achieved  using  endo-polygalacturonase  (Endo-PG)  and
Penicillium oxalicum.  A  substantial  number  of  RG-II  standards  can  be  rapidly  prepared  from red  wine  for  the
development of new quantitative methods to realize the quality control of active polysaccharides from traditional
Chinese medicines  and to  promote the  research process  of  polysaccharides  from traditional  Chinese medicines.
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多糖是植物体内和蛋白质，核酸，脂质一样重

要的生物大分子，具有多种生物活性，如抗炎[1]、抗

氧化[2]、抗菌[3]、抗糖尿病[4]、免疫调节[5] 等。果胶作

为一种酸性杂多糖，也具有很好的活性，例如腐婢

果胶可以有效抑制脂多糖（LPS）刺激的 RAW 264.7
巨噬细胞中活性氧和丙二醛的产生，并相应地缓解

炎症细胞因子[6]；獐牙菜果胶 WSMP-A2b 由Ⅰ型鼠

李半乳糖醛酸聚糖（RG-Ⅰ）、Ⅱ型鼠李半乳糖醛酸

聚糖（RG-Ⅱ）和同聚半乳糖醛酸（HG）结构域组成，

在体外显示出很强的抗氧化活性[7]。RG-Ⅱ是果胶

多糖的一部分，最初通过内切多聚半乳糖醛酸酶

（Endo-PG）的作用从悬浮培养的梧桐细胞的初生细

胞壁中分离出来[8]。按质量计算，RG-Ⅱ占维管束植

物初生细胞壁多糖的 1%~5%[9−10]，它对植物的生长

具有重要作用。植物细胞壁中的大多数 RG-Ⅱ都

以“硼桥”连接的二聚体形式存在，其中硼原子与形

成二聚体的 RG-Ⅱ 结构域中的侧链“A”中的芹糖

残基形成硼酸二酯 [11]。二聚体 RG-Ⅱ（dRG-Ⅱ）对

果胶网络的稳定性极其重要[12],如果植物体内缺乏

硼元素或 RG-Ⅱ侧链 A的结构发生突变而无法形

成“硼桥”，会导致细胞生长缺陷和细胞壁孔隙率变

化。目前针对中药中 RG-Ⅱ的研究十分热门，发现

其具有非常好的药用活性。例如乌头 RG-Ⅱ果胶

KMPS对饮食诱导的肥胖小鼠有很好的降血糖作

用[13]。绿茶成熟叶子中的 RG-Ⅱ果胶 GTE-Ⅱ可以

通过激活巨噬细胞和 NK细胞从而实现抑制肿瘤

转移的作用[14]。柑橘皮 RG-Ⅱ二聚体 CPE-Ⅱ对癌

症转移具有相当高的抑制作用[15]。为了进一步探索

中药 RG-Ⅱ和含有 RG-Ⅱ结构域的均一果胶的药

效和作用机制，对它的分离纯化和结构研究成为了

目前的热门。 

1    RG-Ⅱ结构的保守性和变异性

果胶的“平滑区和毛发区”模型是目前最为认

可的模型（图 1-A），该模型的光滑区由 α-1,4-糖苷键

连接的 GalA构成的线性 HG组成，约占植物果胶

的 65%。RG-Ⅰ、RG-Ⅱ和木糖半乳糖醛酸聚糖

（XGA）通过共价键连接形成果胶模型的毛发区，

RG-Ⅰ占果胶的 20%~35%，RG-Ⅱ和 XGA的含量一

般低于 10% [8]，其中以 HG、RG-Ⅰ和 RG-Ⅱ 为果胶

的主要结构域[16]。RG-Ⅱ是植物界中结构最为复杂

的多糖[17]，其结构域含有 13种不同的糖基和 21种

不同的糖苷键，相对分子质量约为 5 000 。RG-Ⅱ在

植物细胞壁中经常以二聚体的形式存在，相对分子

质量约为 10 000 ，二聚体 RG-Ⅱ可以在酸性条件下

转变为单体 RG-Ⅱ。在对不同来源的 RG-Ⅱ进行

研究时发现其具有高度的结构保守性（图 1-B）[18]。

在 RG-Ⅱ结构域中，有约 12个 D-半乳糖醛酸 (D-
GalA)、5个 L-鼠李糖（L-Rha）、4个 L-阿拉伯呋喃

糖（L-Araf）、2个 D-芹糖（D-Api），以及 L-阿拉伯吡

喃糖（L-Arap）、L-岩藻糖 (L-Fuc)、2-O-甲基-L-岩藻

糖、2-O-甲基-D-木糖、D-槭树酸（D-AceA）、D-葡萄

糖醛酸（D-GlcA）、D-半乳糖（D-Gal）、L-半乳糖（L-
Gal）、2-酮-3-脱氧-D-甘露醇辛酮酸糖（Kdo）和 3-脱
氧-D-来苏-庚二酸（Dha）各 1个[19−20]。RG-Ⅱ有 6个

特有的糖基，分别为：AceA、Kdo、Dha、3-C-羟甲基-
β-D-赤藓糖、2-O-甲基 -D-果糖和 2-O-甲基 -D-木
糖[21]。RG-Ⅱ的主链骨架由大约 9个 α-1,4糖苷键

连接的 GalA残基构成，与 HG相同，但其主链上连

有 6个侧链 （A–F），F由 1个 Araf 组成，与主链

GalA残基的 O-3相连，该残基的 O-2连有侧链 A，

侧链 E同样由 1个 Araf 组成，与主链 GalA残基的

O-3相连，但该 Araf 残基与侧链 E中的 Araf 残基所

处的环境差异较大，将二者从主链断裂下来需要使

用不同的肠道细菌[15]。侧链 C和侧链 D均含有两

个糖基，侧链 C含有稀有糖基 Kdo，侧链 D含有稀

有糖基 Dha  [22]。RG-Ⅱ结构域的侧链 A和 B会发

生轻微的变异 [23]，例如不同葡萄酒 RG-Ⅱ的侧链

A均含有 8个糖基，变异性主要体现在部分糖基中

羟基的甲基化和果糖残基可被氧化为半乳糖残基。

拟南芥和梧桐 RG-Ⅱ中侧链 B含有 7个糖基，而葡

萄酒 RG-Ⅱ侧链 B含有 9个糖基，它的聚合度取决

于 L-Rha残基上的取代情况（图 1-D）[24]。目前已发

现的 RG-Ⅱ侧链 B的聚合度范围为 5～9（图 1-C）。
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且从同一 RG-Ⅱ中分离出来的侧链 B具有不同的聚

合度，存在酸水解导致高聚合度侧链降解为低聚合

度侧链的可能，尤其是聚合度为 5的侧链 B，只存在

于极小部分植物中，且在该植物的 RG-Ⅱ中占比很

低，为降解产物的可能性较大[25]。在对 RG-Ⅱ结构

研究时发现其单糖的组成比例无论在同一物种之间

还是不同物种之间都十分接近，更能说明 RG-Ⅱ结

构的保守性（表 1）。 

2    RG-Ⅱ的制备

在对中药多糖进行研究时，需要先提取总多糖

并对其进行分离纯化。当以多糖的药理活性为重

点研究对象时，可直接利用总多糖作为药效物质进

行研究，或通过阴离子交换色谱法（DEAE-纤维素

柱等）对总多糖进行分离，得到中性多糖和酸性果

胶后，再进行药理活性研究[26−27]。当以多糖的化学

结构为主要研究对象时，需要将中性多糖或酸性果

胶进一步分离纯化，可以分为生物和化学手段。化学

手段主要借助阴离子交换色谱法和分子排阻色谱

法，得到同一相对分子质量范围内的均一多糖，再

进行结构和活性研究[28−33]。生物手段主要借助于酶

类生物试剂，将中性多糖和酸性多糖酶解成 RG-Ⅰ，

RG-Ⅱ，HG等类型多糖和一些寡糖片段，比如通过

内切聚半乳糖醛酸酶 M2、内切-1,4-β-半乳聚糖酶

和内切-1,5-α-L-阿拉伯聚糖酶的酶解作用可将东北

土当归中的多糖WACP(S)-A-c酶解为HG和 RG-Ⅱ
片段 [34]。常见的果胶酶有聚甲基半乳糖醛酸酶

（Endo/Exo-PMG），聚半乳糖醛酸酶（Endo/Exo-PG），

聚甲基半乳糖醛酸裂解酶（Endo/Exo-PMGL）和聚

半乳糖醛酸裂解酶（Endo/Exo-PGL）等 [35]。Endo-
PG与阴离子交换色谱法和尺寸排阻色谱法结合的

方法广泛应用于从中药中制备 RG-Ⅱ，也有较少的

研究使用到了草酸青霉。葡萄酒中富含 RG-Ⅱ，可

以实现 RG-Ⅱ的快速制备。 
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图 1    果胶结构模型和 RG-Ⅱ结构域的结构信息

A：果胶的“平滑区和毛发区”模型；B：RG-Ⅱ的保守结构；C：RG-Ⅱ侧链 B的变异结构；D：RG-Ⅱ的侧链 A和侧链 B（其中---代表可变部位，

↔代表可以互变）
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2.1    使用内切多聚半乳糖醛酸酶提取 RG-Ⅱ
该方法需先对中药材进行水提醇沉得到粗

多糖，后用阴离子交换色谱法（DEAE-纤维素等）

对其分离，弃去蒸馏水洗脱的中性多糖，再使用

0.5 mol/L NaCl溶液洗脱，得到酸性多糖。继续通

过阴离子交换色谱法（DEAE-纤维素等）对酸性多

糖进行分离，分别使用蒸馏水、0.1、0.2、0.3 和 0.5
mol/L等不同浓度 NaCl溶液进行洗脱，或直接使用

蒸馏水和不同浓度的 NaCl溶液进行洗脱，再对合

适的洗脱部位进行透析、冷冻干燥得到部位多糖。

接着使用尺寸排阻色谱法（Sepharose CL-6B等）对

部位多糖进一步分离，对合适的级分进行透析、冷

冻干燥得到均一多糖（液相色谱图为单一对称峰）。

前文已经提过，果胶主要由 HG、RG-Ⅰ和 RG-Ⅱ结

构域构成，且 HG中一些 GalA残基会发生甲基化

和乙酰化。在对 RG-Ⅱ进行分离时，多使用内切多

聚半乳糖醛酸酶（Endo-PG)[40]，该酶作用于连续

4个未酯化的 D-半乳糖醛酸的 α-1，4-糖苷键 [41−42]，

将 HG、RG-Ⅰ和 RG-Ⅱ从果胶中释放出来。在对

果胶进行酶解前，需先对其进行脱酯处理，保证

Endo-PG作用位点的裸露，一般使用 0.5倍的 0.1
mol/L NaOH在低温（4 ℃）下搅拌下 4 h或静置过

夜，用 10% 的乙酸溶液进行中和，然后通过水透析

或者脱盐柱（Sephadex G-10等）脱去盐分，冷冻干燥

后得到脱酯果胶。使用红外光谱对脱酯状况进行

监控，或者使用二硝基水杨酸法测定还原末端基

团，当基团的增加停止时，脱酯完成[43]。将脱酯后的

均一多糖（10 mg/mL）溶于 HAc-NaAc缓冲溶液（50
mmol/L，pH 4.5）中，加入 Endo-PG（2U），在 40 ℃ 下

培养 24 h。酶解液在 100 ℃ 下反应 10 min，离心弃

去 Endo-PG。使用高效凝胶渗透色谱法（HPGPC）
监测酶解反应的进程[44−45]。或将溶于 NaOH溶液中

的脱酯均一多糖用 10%冰醋酸溶液调节 pH至 5.0，
加入 Endo-PG进行酶解[46]。酶解产物通过尺寸排

阻色谱法（Sephadex G-50 、G-75、G-100等）分离，

对合适的级分透析、冷冻干燥得到 RG-Ⅱ。或在得

到 0.5 mol/L NaCl溶液洗脱的酸性多糖后，直接进

行脱酯、酶解，产物经尺寸排阻色谱法（Sephadex
G-25等）分离，得到高聚级分和低聚级分。高聚级

分再经阴离子交换色谱法（DEAE-Sepharose  Fast
Flow等）分离得到合适级分，最后通过尺寸排阻色

谱法（SephadexG-75等）进一步纯化，对合适的级分

进行透析、冷冻干燥得到 RG-Ⅱ。无论在哪一步进

行酶解反应，均需要借助阴离子交换色谱法和尺寸

排阻色谱法进行分离纯化，顺序有差异，但是整个

实验流程大同小异。

忍冬[44]、山豆根[46]、三七[45]、蚊母草[47]、人参[48]、

菘蓝[49]（大青叶和板蓝根）6种中药中的 10种利用

Endo-PG法制备的 RG-Ⅱ多糖见表 2。人参 RG-Ⅱ
是通过酶解 0.5 mol/L NaCl溶液洗脱的酸性多糖得

到的，其他 RG-Ⅱ均是将 0.5 mol/L NaCl溶液洗脱

的酸性多糖进一步纯化后得到均一多糖后再酶解

 

表 1    同一物种和不同物种中的 RG-Ⅱ的单糖组成比例

单糖 拟南芥1a 拟南芥2b 拟南芥3b 豌豆b 梧桐a 甜根菜c 苹果d 胡萝卜e 番茄e 物质的量分数/%

Gal 9.0 9.0 7.0 8.0 9.0 11.8 6.4 7.8 8.1 6.4~11.8

Ara 17.0 13.0 13.0 10.0 10.0 12.8 16.8 14.0 12.4 10.0~17.0

Rha 10.0 14.0 14.0 11.0 12.0 14.2 17.4 14.3 11.6 10.0~17.4

Glc 2.0 ND ND ND 2.0 ND ND ND ND 0.0~2.0

GalA 44.0 40.0 42.0 51.0 31.0 37.4 33.0 28.3 35.5 28.3~51.0

GlcA 2.0 4.0 6.0 3.0 3.0 5.5 2.8 2.7 4.4 2.0~6.0

Xyl 3.0 ND ND ND 2.0 ND ND ND ND 0.0~3.0

Fuc 3.0 3.0 4.0 2.0 4.0 2.2 5.5 4.7 4.0 2.0~5.5

2Me-Fuc 1.0 3.0 2.0 3.0 4.0 3.9 4.8 5.0 4.4 1.0~5.0

2Me-Xyl 2.0 3.0 4.0 3.0 5.0 3.4 2.9 4.0 3.3 2.0~5.0

Api 3.0 ND ND ND 6.0 8.5 5.4 9.1 7.0 0.0~9.1

AceA 1.0 2.0 1.0 1.0 3.0 ND 1.5 3.5 2.3 0.0~3.5

Kdo 3.0 2.0 2.0 3.0 4.0 ND 1.1 2.3 4.0 0.0~4.0

Dha ND 2.0 2.0 2.0 4.0 ND 2.5 4.6 3.0 0.0~4.6

ND：未检测到
a：[36]; b：[37]; c：[38]; d：[39]
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得到的。表格中列举了相对分子质量，得率和单糖

组成等。其中，山豆根、三七、蚊母草和人参中的

8种 RG-Ⅱ的单体相对分子质量在 5.4 kD~6.6 kD
范围内，二聚体相对分子质量在 9.7 kD~12.7 kD范

围内，均属于 RG-Ⅱ相对分子质量的一般范围内。

但是忍冬和菘蓝（大青叶、板蓝根）中的 3种 RG-Ⅱ
的相对分子质量≥13.6 kD，较为特殊。山豆根、三

七、蚊母草、人参和菘蓝中的 10种 RG-Ⅱ得率为

0.4% ~ 9.6%，属于正常范围，忍冬 RG-Ⅱ的得率为

20.8%，较为特殊。忍冬 RG-Ⅱ的相对分子质量和

得率都不满足 RG-Ⅱ的一般要求，无法得知是多糖

的特殊性还是酶解反应的不完全性导致的该结果，

具体原因还待探究。通过该法可获得中药均一多

糖中 HG、RG-Ⅰ和 RG-Ⅱ的质量比（表 3），实现多

糖的质量控制，且可通过“拼接法”完成均一多糖的

结构表征，降低表征难度。 

2.2    使用草酸青霉提取 RG-Ⅱ
果胶酶主要由微生物和植物合成，微生物中的

真菌、放线菌和细菌都能产生果胶酶的相关酶

系[50]。Endo-PG就是由国际公认的安全菌株-黑曲

霉产生的。草酸青霉是一种无性型丝状真菌，广泛

应用于农业，分布在土壤、根际、食物及动植物体

内，具有多种作用[51]。经过研究发现，草酸青霉也可

以产生果胶酶[52]，从而实现 RG-Ⅱ的制备。因为反

应条件存在较大差异，对 RG-Ⅱ的分离会有较大影

响，所以将该方法与酶解法分开讨论。在使用草酸

青霉制备 RG-Ⅱ时，同样需先对中药进行水提醇沉

得到粗多糖，后通过阴离子交换色谱法（DEAE-纤
维素等）对粗多糖纯化，将蒸馏水洗脱的中性多糖

弃去，回收 0.5 mol/L NaCl溶液洗脱的酸性多糖，透

析，冷冻干燥后得到的果胶为实验材料。将草酸青

霉培养在自制 Czapek Dox 培养基（含 0.3% NaNO3、

0.05%  KCl、 0.05%  MgSO4·7H2O、 0.1%  K2HPO4

和 0.001% FeSO4·7H2O）中，并加入果胶，在 28 ℃、

140 r/min的条件下培养 4 d。每日取培养基上清

液，通过 HPGPC监测果胶降解情况。用尼龙布过

滤发酵液，离心去除菌丝，上清液中加入乙醇进行

沉淀，再经过透析、冷冻干燥后得到果胶降解产物。

产物再次通过阴离子交换色谱法（DEAE-纤维素

等）进行分离，分别使用蒸馏水，0.1 、0.2和 0.3 mol/L
NaCl溶液进行洗脱，通过尺寸排阻色谱法（Sephadex
G-50、 G-75等）对合适的洗脱多糖进一步纯化，得

到纯化的 RG-Ⅱ结构域[53]。本研究总结了通过草酸

 

表 2    使用 Endo-PG法制备的 RG-Ⅱ的单糖组成比例

单糖
忍冬 山豆根 三七 蚊母草 人参 菘蓝

物质的量分数/%
多糖1 多糖1 多糖2 多糖1 多糖2 多糖3 多糖1 多糖2 多糖1 大青叶 板蓝根

Man 0.9 1.8 2.4 2.7 ND 1.8 0.8 1.0 0.6 2.9 1.5 0.0~2.9

Gal 4.6 13.4 13.6 34.3 11.5 11.1 11.9 20.5 11.4 14.5 8.7 4.6~34.3

Ara 10.7 9.7 9.8 16.7 11.0 11.5 16.7 23.6 20.3 9.9 11.9 9.7~23.6

Rha 9.4 28.4 18.9 12.9 10.5 10.4 19.8 16.0 13.4 28.9 10.2 9.4~28.9

Glc 2.2 1.1 2.7 3.6 ND 2.8 1.9 3.4 4.0 3.6 0.9 0.0~4.0

GalA 70.8 38.5 43.2 22.2 60.8 57.4 39.1 27.4 47.9 36.1 56.6 22.2~70.8

GlcA 1.4 3.4 6.0 5.1 3.9 2.8 4.0 6.3 2.4 2.1 2.2 1.4~6.3

Xyl ND 1.8 1.4 ND ND ND 5.8 1.8 ND 1.2 4.7 0.0~5.8

Fuc ND ND ND 2.5 2.3 2.2 ND ND ND ND ND 0.0~2.5

得率/% 20.8 9.6 2.1 0.4 0.9 0.3 4.9 1.0 0.2 2.1 1.4 0.2~20.8

相对分子质量（kD） 14.1 6.4/10.4 6.6/12.7 6.0 5.8 5.6 5.4/9.7 6.4/10.4 3.7 16.0 13.6 m:3.7~16.0
d:9.7~12.7

ND：未检测到

 

表 3    均一多糖中 HG、RG-Ⅰ和 RG-Ⅱ的质量占比

中药 RG-Ⅱ名称 m(HG)∶m(RG-Ⅰ)∶m(RG-Ⅱ)

忍冬 忍冬RG-Ⅱ 43.0∶7.6∶20.8

山豆根 山豆根RG-Ⅱ-a 24.0∶49.0∶27.0

山豆根RG-Ⅱ-b 38.0∶46.0∶16.0

三七 三七RG-Ⅱ-a 67.2∶6.8∶26.7

三七RG-Ⅱ-b 63.7∶10.8∶25.5

三七RG-Ⅱ-c 70.7∶17.3∶11.9

蚊母草 蚊母草RG-Ⅱ-a 36.4∶46.2∶17.2

蚊母草RG-Ⅱ-b 41.8∶50.2∶10.8

大青叶 大青叶RG-Ⅱ 9.7∶27.4∶41.8

板蓝根 板蓝根RG-Ⅱ 42.5∶24.6∶8.3
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青霉从党参、罗布麻、高丽参、玄参、槲寄生、向日

葵和藜芦中制备的 RG-Ⅱ，同时存在单体 RG-
Ⅱ（mRG-Ⅱ）和二聚体 RG-Ⅱ（dRG-Ⅱ），单体的相

对分子质量分布在 3.7 kD~7.6 kD，二聚体的相对分

子质量为 9.3 kD ~11.5 kD，符合 RG-Ⅱ的一般相对

分子质量范围。得率分布在 0.4%~4.8%，符合 RG-
Ⅱ在果胶中的一般含量区间（表 4）。从党参中分出

的两种 RG-Ⅱ的糖组成分别为 GalA-Rha-Gal-Ara-
Glc-Fuc（ 54.0∶8.8∶14.5∶12.9∶3.7∶5.9）和 GalA-Rha-
Gal-Ara-Glc-Fuc（44.7∶24.7∶7.9∶10.1∶5.2∶6.7），二者

均在 RG-Ⅱ单糖组成的正常范围内，说明该方法制

备的 RG-Ⅱ的纯度较高。目前利用该方法制备

RG-Ⅱ的研究较少，可能是由于草酸青霉的价格略

高。但该方法分离效果好，可以准确定量多糖中的

RG-Ⅱ，实现以 RG-Ⅱ为药效物质的中药的质量控

制。后续可使用酶解法和草酸青霉法处理同一种

果胶，对 RG-Ⅱ的得率和单糖组成进行比较，更直

观评价两种方法分离 RG-Ⅱ的优先性。
 
 

表 4    使用草酸青霉法制备的 RG-Ⅱ的相对分子质量和得率

中药 RG-Ⅱ相对分子质量/kD 得率（占酸性果胶）/%

党参 党参RG-Ⅱ-1：5.1 党参RG-Ⅱ-1：3.3

党参RG-Ⅱ-2：6.2 党参RG-Ⅱ-2：0.8

罗布麻 罗布麻RG-Ⅱ-1：4.1 罗布麻RG-Ⅱ-1：2.4

罗布麻RG-Ⅱ-2：5.6 罗布麻RG-Ⅱ-2：4.4

罗布麻RG-Ⅱ-3：7.6/11.5 罗布麻RG-Ⅱ-3：0.4

高丽参 高丽参RG-Ⅱ-1：5.6 高丽参RG-Ⅱ-1：3.4

高丽参RG-Ⅱ-2：6.2/9.3 高丽参RG-Ⅱ-2：1.4

玄参 玄参RG-Ⅱ-1：6.2 玄参RG-Ⅱ-1：3.7

玄参RG-Ⅱ-2：5.1/9.3 玄参RG-Ⅱ-2：1.6

槲寄生 槲寄生RG-Ⅱ-1：3.7 槲寄生RG-Ⅱ-1：0.4

槲寄生RG-Ⅱ-2：4.6 槲寄生RG-Ⅱ-2：4.0

槲寄生RG-Ⅱ-3：5.6/9.3 槲寄生RG-Ⅱ-3：4.0

向日葵 向日葵RG-Ⅱ-1：5.1 向日葵RG-Ⅱ-1：4.8

向日葵RG-Ⅱ-2：6.2/10.3 向日葵RG-Ⅱ-2：0.6

藜芦 藜芦RG-Ⅱ-1：4.6 藜芦RG-Ⅱ-1：3.0

藜芦RG-Ⅱ-2：5.1 藜芦RG-Ⅱ-2：1.6

范围 单体RG-Ⅱ:3.7~7.6
二聚体RG-Ⅱ:9.3~11.5

0.4~4.8

  

2.3    从葡萄酒中提取 RG-Ⅱ
多糖是葡萄、葡萄汁和葡萄酒中的主要大分子

之一。在酿酒的最初阶段，葡萄细胞壁降解产生多

糖，由于参加发酵的酵母无法分解 RG-Ⅱ，导致葡

萄酒中含有丰富的该组分，约 100 mg/L[23，54]。可从

葡萄酒中快速制备大量 RG-Ⅱ，作为标准品，为开

发新的定量方法提供充足的物质基础。有多种从

葡萄酒中分离 RG-Ⅱ的方法，本研究主要介绍了

3种。

第 1种需将葡萄酒用截留相对分子质量为 20
kD的超滤膜进行超滤，浓缩后加入乙醇进行沉淀，

透析和冷冻干燥得到葡萄酒总多糖，得率约为 500
mg/L。将粗多糖溶于柠檬酸缓冲液，经阳离子交换

色谱法进行纯化，将未结合的部分进行透析和冷冻

干燥，用作分离 RG-Ⅱ的起始原料，得率为 88.3%[55]。

将起始原料溶于水中，与 1倍体积的强阳离子交换

树脂（IR-120等）混合，室温下过夜。将未结合的部

分与×0.5体积强阳离子交换凝胶（Sepharose SP Fast
Flow）混合，室温静置 4 h。再将未结合的部分与强

阴离子交换树脂（IRA-958等）混合，室温过夜。最

后将未结合的部分透析、冻干得葡萄酒粗多糖，得

率为 78.7%。将粗多糖溶于乙酸钠溶液，由乙酸钠

溶液平衡的阴离子交换色谱柱（DEAE-Sepharose
Fast Flow等）进行分离，弃去洗脱液，再使用 0.05~
0.25 mol/L NaCl溶液洗脱，收集 0.25 mol/L NaCl洗
脱的多糖，透析、冻干后得到 RG-Ⅱ粗多糖。最后

把 RG-Ⅱ粗多糖溶于乙酸钠溶液中，使用尺寸排阻

色谱法（Sephacryl-S400 HR等）进行分离，收集合适

的级分，透析、冻干得纯 RG-Ⅱ，得率为 17.0% [24]。
该方法的总体得率为 60 mg/L。

第 2种方法是需要先将葡萄酒样品脱醇，用

吸附色谱法（聚苯乙烯/二乙烯基苯树脂等）进行分

离，蒸馏水洗脱产物弃去；再用 20%乙醇洗脱得到

RG-Ⅱ粗多糖[56]。然后用带有预柱 (RI 101等)的尺

寸排阻色谱柱（Superdex-75 HR等）纯化 RG-Ⅱ粗

产物，用甲酸铵进行洗脱，RG-Ⅱ部分在 65~75 min
之间洗脱，冷冻干燥，重新溶于水并再次冷冻干燥

3次以去除铵盐，得到纯 RG-Ⅱ[57]。

第 3种是将葡萄酒在 37 ℃ 下浓缩至 1/6体积，

搅拌下加入乙醇（至 80%）进行沉淀，混合物在 4 ℃
下放置过夜。收集沉淀物，溶于水，加入乙醇（至

75%）进行第 2次沉淀。对沉淀物进行透析（截留相

对分子质量 3 500 D），并冷冻干燥得到葡萄酒总多

糖，得率为 1 940 mg/L。将该多糖（50 mg/mL）溶于

NaOAc溶液（50  mmol/L，pH 5）中，用 0.45  μm的

尼龙过滤器过滤，然后使用制备型 Sephadex G-75
色谱柱，以 1 mL/min的速度用 NaOAc（50 mmol/L，

第 55 卷第 4期 刘育朋，等：Ⅱ型鼠李半乳糖醛酸聚糖的制备方法和结构表征的研究进展 437  



pH 5）溶液进行洗脱，收集 RG-Ⅱ洗脱液，用去离子

水透析（截留相对分子质量 3 500 D），然后冷冻干

燥，得到 RG-Ⅱ[23]。

方法 1得到的 RG-Ⅱ其侧链 B的聚合度为 9，
2-O-Me-α-d-Fucp 残基上被单乙酰化。还检测到

微量的非乙酰化侧链 B和双乙酰化侧链 B以及聚

合度为 7～8的单乙酰化侧链 B，且 Ndeh 等[19] 利用

肠道菌群解析了该方法分离得到的 RG-Ⅱ的详细

结构，与 RG-Ⅱ标准结构基本吻合。方法 2得到

的 RG-Ⅱ目前缺乏结构信息，还待探索。方法 3得

到的 RG-Ⅱ其单糖组成比例为 2MeFuc∶Rha∶Fuc∶
2MeXyl∶Ara∶Api∶AceA∶Gal∶Glc∶GalA∶GlcA=2.9∶
16.3∶1.8∶2.9∶17.6∶3.6∶1.2∶17.9∶1.4∶29.2∶5.2，相对

分子质量为 4 971，侧链结构与 RG-Ⅱ标准结构基

本吻合。方法 1和方法 3都可从葡萄酒中成功提

取出纯度较高的 RG-Ⅱ，方法 1分离步骤繁琐，成

本较高，方法 3步骤简短，成本略低，所以可以通过

方法 3快速、大量制备 RG-Ⅱ。 

3    RG-Ⅱ的结构表征方法

RG-Ⅱ的相对分子质量和单糖比例分布都具有

明确的范围，制备得到 RG-Ⅱ后，首先需对这些信

息进行测定，大致推断出产物的纯度。由于利用

Endo-PG和草酸青霉制备得到的 RG-Ⅱ其分子质

量和单糖组成彼此间存在轻微差异，需进一步探索

其结构，可通过连续梯度酸水解得到 RG-Ⅱ各支链

产物，利用甲基化分析、质谱分析等方法得到其准

确的结构信息。 

3.1    分子质量分析

RG-Ⅱ的相对分子质量约为 5 000 ,对其进行分

子质量测定可初步判断该 RG-Ⅱ是否只含有单一

类型结构域。多糖的分子质量和均一性可以通过

高效凝胶渗透色谱法 （HPGPC）等进行测量 [28]。

Barnes 等[23] 利用高效尺寸排阻色谱法（HPSEC）/多
角度光散射（MALS）/示差折光检测器（RID）技术测

得芹菜和葡萄酒 RG-Ⅱ的分子质量分别为 4 606 和
4 971，二者都接近于 5 000 ，而二者的差异是由于芹

菜 RG-Ⅱ较葡萄酒 RG-Ⅱ缺少侧链 B中 Arap 上连

接的两个 Rha，导致 B侧链只含有 6个糖基[25]。因

此也可以根据相对分子质量对 RG-Ⅱ的 B链聚合

度进行初步的判断。 

3.2    单糖组成分析

RG-Ⅱ中各单糖的分布比例也有明确范围（表 1）。

该实验需要将 RG-Ⅱ在高温、酸性条件下进行水

解，然后对产物进行衍生化，再使用高效液相色谱

法（HPLC）或者气相色谱法（GC）进行测定。一般

使用 2 mol/L的三氟乙酸（TFA）在 120 ℃ 下水解

样品（2 mg/mL）2 h，水解产物经 1-苯基-3-甲基-5-吡
唑啉酮（PMP）衍生化，使用高效液相色谱（HPLC）
进行单糖组成分析，实现对中性糖（Man、Glc、Gal、
Xyl、Ara、Rha、Fuc）和酸性糖（GlcA、 GalA）的同

时测定[58−60]。也可使用三 (三甲基硅基)硅烷（TMS）
进行柱前衍生化或将水解产物制备成糖醇乙酸酯

衍生物，使用气-质连用色谱法（GC-MS）测定[31]。一

些稀有糖基的标准品价格昂贵且购买渠道较少，

需利用质谱信息对 GC图中的峰进行定性。甲基

化后经 TMS衍生的 Dha经 GLC-EI-MS分析，其特

征离子碎片的质荷比为 394、349、227、277、169等；

Kdo的特征离子碎片的质荷比为 495、451、315、273
等；AceA的特征离子碎片的质荷比为 335、306、275、
231、173、143等；2MeFuc的特征离子碎片的质荷

比为 305、261、245、146等；2MeXyl的特征离子碎

片的质荷比为 291、202、146、116、101等；Api的特

征离子碎片的质荷比为 3 277、191、103等[23]。RG-
Ⅱ因其糖基的多样性和复杂性，导致无法使用单一

的方法准确的测定其单糖组成。因此，可以通过对

RG-Ⅱ连续水解中每一个产物进行单糖组成分析，

最后经过组合法计算出 RG-Ⅱ的单糖组成[61]。若对

结构信息要求较低，则仅对含量较高的一些单糖

（表 2）进行测定也可判断其是否满足 RG-Ⅱ的单糖

比例分布范围。 

3.3    侧链的分离

在对 RG-Ⅱ进行结构表征时，需要通过梯度

连续酸水解选择性的释放不同侧链,通过“整体-局
部-整体”的策略完成表征。侧链 A、B、C、D在酸

性环境中稳定性有较大差异，其中 A>B>C≈D。侧链

C和 D用 0.1 mol/L TFA在 40 ℃ 下反应 6 h即可分

离[62]。链 B则需要将反应时间延长至 16 h[63]，或者

升高温度至 80~100 ℃，则可以把反应时间缩短至

1 h[20，64]，但因为较低的温度可以最大限度地减少了

酸不稳定的  Araf 残基的水解，且可以避免侧链

A的分离 [24]，所以建议通过延长时间分离侧链 B。
侧链 A在 50 ℃ 下水解 24 h可以释放[65]，或者升高

温度至 80~100 ℃，则可以把反应时间缩短至 1 h，
因为其他侧链都已经被释放，所以可以使用较为剧

烈的条件进行侧链 A的分离[64]。每一步水解产物

的分离方式选择较多，尺寸排阻色谱法已广泛应用
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于水解产物中侧链 B的分离，也可以使用阴离子交

换色谱法根据水解产物的电荷来分离水解产物[65]，

多孔石墨化碳液相色谱也可以很好地分离水解产

物[20]。该步骤条件选择较多，可以根据具体的 RG-Ⅱ
自主探索水解的温度和时间。Park 等[61] 利用三步

连续梯度酸水解和一步酶解对 RG-Ⅱ的支链进行

了分离。每一步均选择分子质量大的馏分进行下

一步水解。第一步酸水解使用 0.1 mol/L 三氟乙酸

（TFA）在 60 ℃ 下反应 30 min；第二步酸水解使用

0.1 mol/L TFA在 50℃ 下反应 24 h；第三步酸水解

使用 0.1 mol/L TFA在 40 ℃ 下反应 84 h；最后一步

使用 Endo-PG（2U）在 0.05 mol/L醋酸缓冲液（pH
5.5）中于 40 ℃ 下反应 3 d。每一步产物的分离方

法一致，均使用 1 mol/L NaOH对水解液中和，然后

利用与高效液相色谱-折射率检测器（HPLC-RID）相

连的色谱柱进行分馏，并进行脱盐、冻干。第一步

酸水解得到的小相对分子质量馏分中包括大量侧

链 C和少量侧链 D；第二步水解得到两个小相对分

子质量馏分，第一个富含侧链 B，第二个以侧链 D
为主；第三步水解也得到了两个小相对分子质量馏

分：一个含有侧链 C和 D，另一个富含侧链 A。因

为 RG-Ⅱ对 Endo-PG有抗性，但 Endo-PG可以成功

地降解第三步水解生成的主产物（RG-Ⅱ主链），可

以说明支链基本水解完全。Ndeh 等[19] 利用肠道菌

群选择性地断裂了 RG-Ⅱ中 21类糖苷键中的 20类，

该方法较弱酸水解具有更强的选择性，但该方法需

要的菌种较难获得，不适用于常规结构解析。 

3.4    侧链的结构表征

质谱法广泛应用于 RG-Ⅱ侧链的表征中，可使

用 ESI-MS/MS和 Q-TOF技术对部分弱酸水解得

到的寡糖片段进行分析。柑橘果皮 RG-Ⅱ的甲基

化侧链 C中拥有质荷比（m/z）为 308、162和 189的

特征碎片离子，分别归属于 Kdo、5-Kdo和 Rha。侧

链 D中拥有质荷比（m/z）为 278、162和 175的碎片

离子，分别归属于 Dha、5-Dha和 Ara，并且单糖组

成比例 Kdo∶Rha ≈ Dha：Ara ≈ 1∶1。单乙酰化的侧

链 B中（9糖），存在 1 375、1 243（1 375-Api）、1 097
（1 243-Rha）、937（1 097-AceA）、615（937-2MeFuc-
Gal）和 469（615-Rha）的特征离子碎片。双乙酰化

的侧链 B中，存在质荷比为 1 417、1 285（1 417-Api）、
1 139（1 285-Rha）、615（1 139-AceA-2MeFuc-Gal-Ac）
和 469（615-Rha）的特征离子碎片。一个乙酰基可

能与 AceA、2-MeFuc或 Gal连接，而另一个乙酰基

团可能与末端 Rha、末端 Ara或 Ara相连。侧链 A

存在质荷比为 1 277、1 101（1 277-GalA）、939（1 101-
Gal）、763（939-GlcA）、587（763-GalA）和 486（587-
Gal）的特征离子碎片，或者质荷比为 1 277、1 131
（1 277-2MeXyl）、955（1 131-GalA）、649（955-GalA-
Ara）、587（649-Gal）和 486（587-Gal）的特征峰 [61]。

侧链 A和 B因为糖苷键的复杂种类、乙酰基的数

量和取代位点的差异，在进行质谱分析时会产生不

同质荷比的离子碎片，上述特征离子碎片在不同来

源 RG-Ⅱ中会存在细微的差异。比如葡萄酒 RG-Ⅱ
中单乙酰基取代的侧链 B（9糖）的特征离子碎片的

质荷比为 1 399、1 267、1 103、971、679和 503等[23]。

在侧链表征中，还需要结合单糖组成和甲基化分析

手段实现更为准确的结构推断。 

4    总结与展望

多糖作为中药的重要药效物质，其结构、活

性和质量研究是目前的热门。对含有多类结构域

的均一多糖进行结构表征存在较大难度，使用

Endo-PG酶解均一多糖，可将 RG-Ⅰ、RG-Ⅱ和 HG
等结构域从果胶中分离，进行片段表征，然后通过

“拼接法”实现均一多糖的结构表征，降低表征难

度。RG-Ⅱ的结构变异性对其活性的影响尚不明

确，可以针对含有不同侧链 B的 RG-Ⅱ和具有不同

乙酰化程度的 RG-Ⅱ进行构效关系的研究，推动

RG-Ⅱ作用机制的探索。为了保证中药多糖的药用

活性，对其进行质量控制是当务之急。目前中药

多糖的质量控制指标包括总糖含量、分子质量分布

范围和单糖组成比例等[66−67]，或使用果胶酶和弱酸

对多糖进行降解，比较寡糖产物的差异[68]。但利用

多糖中各结构域的比例进行质量控制的方法尚且

空白。Endo-PG法可实现多糖中各结构域的定量，

草酸青霉法可以更加准确的定量 RG-Ⅱ，为促进

以 RG-Ⅱ为药效物质的中药的质量控制提供了新

的思路。RG-Ⅱ作为一类结构高度保守的多糖，应

该充分利用该特性加深对 RG-Ⅱ的研究，可将其作

为标准品，开发出新的定量方法。从葡萄酒中制备

RG-Ⅱ可以为其深层研究提供充分的物质基础，促

进 RG-Ⅱ的研究，推动中药多糖的发展。
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孔令义/夏元铮/王凯波团队在Advanced Science发表中药活性
成分黄连碱稳定ATF4启动子G-四链体克服癌症

持久性细胞的最新研究成果

7月 12日，我校孔令义（本刊副主编）/夏元铮/王凯波团队在学科顶尖期刊 Advanced Science 在线发表题为

“Overcoming  Cancer  Persister  Cells  by  Stabilizing  the  ATF4 Promoter  G-quadruplex”的最新研究成果。我校

2021级博士生肖成梅、2022级博士生李意普、刘玉霜副教授为本文共同第一作者，孔令义教授、夏元铮副教授和王

凯波教授为本文共同通信作者，中国药科大学为本文唯一通信单位。

在癌症治疗中，持久性细胞（PS）已被公认为是耐药恶性肿瘤发展的重要贡献者，并最终导致癌症不可预测地进

展。在原发性实体瘤中谷氨酰胺常被观察为“耗竭”，该团队发现施加谷氨酰胺限制诱导了 PS的产生，通过激活整合

应激反应启动 GCN2-ATF4-ASCT2轴，增强了治疗抵抗，这种现象的核心是应激诱导的 ATF4翻译重编程。因此，在

谷氨酰胺营养限制性治疗的背景下，ATF4的抑制将是阻碍癌症持续表型的潜在治疗策略。然而，由于 ATF4蛋白特

殊的结构，直接靶向 ATF4筛选小分子抑制剂被认为是巨大的挑战。鉴于 ATF4蛋白的“不可成药”特性，以及目前

G-四链体靶向药物在临床试验中的良好结果，该团队明确了 ATF4启动子区域可以形成 G-四链体结构（ATF4-G4），
筛选及确定中药活性成分黄连碱（Coptisine，COP）是一种与 ATF4-G4相互作用并稳定其特殊结构的强效稳定剂，首

次解析了 COP-ATF4-G4复合物的高分辨率结构。此外，在谷氨酰胺限制性治疗中观察到黄连碱的独特代谢特征，通

过全面筛选发现了转录因子 TFAP2A与 ATF4的转录激活关系。

这些开创性的发现强调了靶向 ATF4是逆转谷氨酰胺限制治疗诱导的肿瘤适应性生存现象的关键，揭示了

ATF4-G4的结构特征，并发现中药活性成分黄连碱干预并打破癌症持久性细胞对治疗的耐受性，填补了目前谷氨酰

胺限制疗法领域的空白，并为中药活性成分的深入研究与合理应用提供了新思路。

该研究工作获得国家自然科学优秀青年科学基金和面上基金（82322065、81973524）；江苏省自然科学基金

（BK20221039）等项目的资助。

文章链接：https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/advs.202401748

（供稿单位：中药学院）
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