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银杏叶多糖的制备、结构表征及对
小鼠脾 T 细胞活化的调节作用

梁红宝∗,袁晓梅,马腾茂,刘晓庆,许梦阳,胡天笑

山东中医药高等专科学校,烟台 264199

摘　 要:探究银杏(Ginkgo biloba)叶新型均一多糖的结构特征及其免疫调节活性。 采用水提醇沉、离子交换层析、凝
胶柱层析等方法对银杏叶粗多糖(Ginkgo biloba leaf polysaccharide,GBP)进行纯化,得到银杏叶均一多糖组分 GBP3-
1;系统表征其理化性质与结构特征,并考察其对小鼠脾 T 细胞活化的调节作用。 结果显示,GBP31 多糖含量为

86. 5% ,糖醛酸含量为 26. 5% ,重均分子量为 93 868. 17 Da,为多孔非晶态杂合型果胶多糖,主要由 L 鼠李糖、D 半乳

糖、L 阿拉伯糖、D 半乳糖醛酸等组成,含 I 型鼠李半乳糖醛酸聚糖(rhamnogalacturonan-I,RGI)结构域,并存在甲酯化

与乙酰化修饰。 体外实验表明,GBP31 在浓度≤500 μg / mL 时未表现出明显细胞毒性,可显著促进刀豆蛋白 A 诱导

的 CD3 + CD69 + 、CD4 + CD69 + 、CD8 + CD69 + T 细胞活化,其中以 100 μg / mL 剂量效果最优,且活性显著优于同剂量

GBP。 本研究为 GBP3-1 在免疫调节相关产品开发中的应用提供了科学依据。
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Preparation,structural characterization of Ginkgo biloba leaf polysaccharide
and its regulatory effect on splenic T cell activation in mice
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Abstract:This study aims to investigate the structural characteristics and immunomodulatory activity of a novel homogeneous
polysaccharide from Ginkgo biloba leaves. The crude G. biloba leaf polysaccharide (GBP) was purified by water extraction-
ethanol precipitation,ion-exchange chromatography and gel permeation chromatography,yielding a homogeneous polysaccha-
ride fraction designated GBP3-1. Its physicochemical properties and structural characteristics were systematically character-
ized,and its regulatory effect on mouse splenic T-cell activation was evaluated. The results showed that GBP3-1 had a polysac-
charide content of 86. 5% ,a uronic acid content of 26. 5% ,and a weight-average molecular weight of 93 868. 17 Da. It was a
porous,amorphous hybrid pectic polysaccharide mainly composed of L-rhamnose,D-galactose,L-arabinose and D-galacturonic
acid,containing a rhamnogalacturonan-I (RG-I) domain with methylation and acetylation modifications. In vitro experiments
revealed that GBP3-1 exhibited no obvious cytotoxicity at concentrations ≤ 500 μg / mL,and significantly promoted con-
canavalin A-induced activation of CD3 + CD69 + ,CD4 + CD69 + and CD8 + CD69 + T cells. The optimal effect was observed at
100 μg / mL,and its activity was significantly superior to that of crude GBP at the same dosage. This study provides a scientific
basis for the application of GBP3-1 in the development of immunomodulation-related products.
Key words:Ginkgo biloba leaf;polysaccharide;isolation and purification;structural characterization;T cell activation;immu-
noregulation

　 　 银杏(Ginkgo biloba L. )为银杏科银杏属落叶乔

木,是现存最古老的裸子植物之一,被誉为“活化

石”,其叶、果在我国传统医学中应用历史悠久,现
代更是广泛用于医药和保健品领域[1]。 银杏叶中

黄酮类、萜类内酯等成分已被证实具有抗氧化、抗



炎、神经保护等多种药理活性[2],近年来,人们对银

杏叶多糖的独特结构及生物活性日益关注,发现其

具有丰富的单糖组成及显著的抗氧化、抗炎、保肝、
生发及降血糖活性[3-9]。

T 细胞作为机体适应性免疫系统的核心细胞,
其活化状态直接决定免疫应答的类型、强度及持久

性,在免疫稳态维持中发挥不可替代的关键作

用[10]。 分化簇(cluster of differentiation,CD)3 阳性

T 细胞(CD3 + T 细胞)为总 T 细胞特异性标志物,
CD69 作为 T 细胞早期活化标志性分子,其表达水

平直接反映 T 细胞的激活程度;CD4 + 辅助性 T 细胞

与 CD8 + 细胞毒性 T 细胞亚群的平衡是免疫功能稳

态的核心保障,二者比例失衡或功能异常可诱发多

种免疫相关疾病[11]。 近年来,天然多糖在 T 细胞调

控领域的应用潜力备受关注。 有研究表明,银杏叶

粗多糖(Ginkgo biloba leaf polysaccharide,GBP)通过

增强中性粒细胞吞噬能力、血清补体活性及脾脏 T
淋巴细胞活性发挥免疫刺激活性[12],但仅限于粗多

糖的探索,目前尚未有研究明确银杏叶均一多糖对

T 细胞活化的调控作用研究,且其结构与免疫活性

的构效关系仍需系统阐释。
鉴于此,本研究以银杏叶为原料,通过回流提

取、二次醇沉及柱层析纯化工艺,获得高纯度均一多

糖组分 GBP3-1;采用高效凝胶渗透色谱( high-per-
formance gel permeation chromatography,HPGPC)、傅
里叶变换红外光谱( Fourier transform-infrared spec-
troscopy,FT-IR)、氢核磁共振波谱 ( proton nuclear
magnetic resonance spectroscopy,1H NMR)及单糖组

成分析等多种现代分析技术,系统表征其分子量、单
糖组成及结构特点;并探究 GBP3-1 对 T 细胞活化

标志物(CD3 + CD69 + 、CD4 + CD69 + 、CD8 + CD69 + )
表达及活化 T 细胞比例的调控作用,旨在完善银杏

叶多糖的基础研究数据,为其在免疫调节相关疾病

的防治及功能食品开发中的应用提供实验支撑。
1　 材料与方法

1. 1　 药材与动物

银杏叶(批号:20240701)购自山东晟银药业有

限公司,经山东中医药大学中药学专家李峰教授鉴

定为银杏科植物银杏 Ginkgo biloba L. 的干燥叶。
6 只 SPF 级雄性 BALB / c 小鼠(6 ~ 8 周龄,体重

18 ~ 22 g)购自济南朋悦实验动物繁育有限公司(合
格证号:SCXK(鲁) 2022-0006)。 实验动物饲养于

12 h 光照 / 12 h 黑暗的环境中,自由摄食、饮水,在

温度 22 ± 2 ℃、相对湿度 30% ~ 70%的条件下适应

性饲养 1 周,符合动物福利与伦理要求。 所有动物

实验均经滨州医学院动物伦理委员会批准(批准

号:动研批第 2025-001),并严格遵循《实验动物护

理和使用指南》 [13]及 ARRIVE 指南 2. 0[14]的相关要

求开展。
1. 2　 试剂与仪器

L-鼠李糖(L-rhamnose,Rha)、D-核糖(D-Ribose,
Rib)、D-甘露糖(D-mannose,Man)、D-葡萄糖醛酸

(D-glucuronic acid,GlcA)、D-半乳糖醛酸(D-galac-
turonic acid,GalA)、D-葡萄糖(D-glucose,Glc)、D-半
乳糖(D-galactose,Gal)、D-木糖(D-xylose,Xyl)对照

品 (批号分别为: 24091415、 25041327、 25022822、
25051215、 25032328、 25032224、 24111114、
25010602,中国食品药品检定研究院);L-阿拉伯糖

(L-arabinose,Ara)对照品(批号:G0089586,北京中

科质检生物技术有限公司);葡聚糖标准品 GBW
(E) 050004 ~ GBW (E) 050008(纯度 ≥ 98% ,批
号:2309,中国计量科学研究院)、考马斯亮蓝 G-250
(批号:B104237,上海阿拉丁生化科技股份有限公

司);DEAE-琼脂糖凝胶(批号:HA-0550,北京瑞达

恒辉科技发展有限公司);葡聚糖凝胶 G-100(批号:
S623122751,上海士锋生物科技有限公司);1-苯基-
3-甲基-5-吡唑啉酮 ( 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolin-
one,PMP) (纯度 ≥ 99% , 批号: Q / 12KM 3834-
2023,上海麦克林生化科技有限公司);青霉素-链霉

素双抗(批号:20240112,苏州新赛美生物科技有限

公司);刀豆蛋白 A( concanavalin A,ConA)、CD3 /
CD4 / CD8 / CD69 表面抗体 (批号分别为: 24E06、
24K12、23F09、24L03、24G05,美国 Gibco 公司)。

1290 Infinity / G6540B 型 UHPLC-QTOF-MS (美

国 Agilent 公司);Ultimate 3000 高效液相色谱仪(美
国 Thermo Fisher 公司);UltrahydrogelTM 2000 高效凝

胶色谱柱(7. 8 mm ×300 mm,10 μm,美国 Waters 公
司);Empyrean X 射线粉末衍射仪(荷兰 Panalytical
公司);TGA-DSC 同步热分析仪(瑞士 Mettler Toledo
公司);EM-30Plus 扫描电子显微镜 (美国 Thermo
Fisher 公司);FDU-1100 冷冻干燥机(日本岛津公

司);MPAII 傅里叶变换红外光谱仪(德国 Bruker 公
司);UV-2600 紫外分光光度计(日本岛津公司);
ME204 万分之一天平(瑞士 Mettler Toledo 公司);
PHS-3E pH 计(上海雷磁仪器厂);DC150-2 型氮吹

仪(杭州佑宁仪器有限公司);BDFACS Canto II 流式
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细胞仪(美国 BD 公司)。
1. 3　 试验方法

1. 3. 1　 GBP 的提取

取银杏叶 1 kg,粉碎后过 40 目筛,加入 10 倍量

50%乙醇水溶液,80 ℃回流提取 2 次,每次 2 h,合
并提取液,减压浓缩至无醇味。 加入 3 倍体积 95%
乙醇,搅拌均匀后 4 ℃静置过夜进行醇沉。 过滤收

集滤饼,用 1 L 热水复溶,4 000 r / min 离心 15 min,
取上清液再次加入 3 倍体积 95% 乙醇进行二次醇

沉,过夜后过滤,滤饼用无水乙醇洗涤 3 次,冷冻干

燥后得 GBP,计算得率。
1. 3. 2　 GBP 的纯化

1. 3. 2. 1　 DEAE-52 纤维素柱层析

取 GBP 2 g,加适量蒸馏水溶解,经 0. 45 μm 滤

膜过滤后,上样至预处理好的 DEAE-52 纤维素柱

(2. 5 cm × 50 cm)。 以 1 mL / min 流速依次用蒸馏

水、0. 1 mol / L NaCl 溶液、0. 3 mol / L NaCl 溶液梯度

洗脱,每管收集 10 mL,采用苯酚-硫酸法检测洗脱

液中多糖含量,绘制洗脱曲线。 合并相同峰的洗脱

液,用截留分子量 1 000 Da 的透析袋流水透析 48 h
脱盐,减压浓缩后冷冻干燥,分别得到中性多糖

GBP1 和酸性多糖 GBP2、GBP3。
1. 3. 2. 2　 葡聚糖凝胶 G-100 柱层析

取 GBP3 500 mg,加蒸馏水溶解后上样至预处

理好的葡聚糖凝胶 G-100 柱(3. 5 cm ×80 cm),以蒸

馏水为洗脱液,1 mL / min 流速洗脱,每管收集 10
mL,苯酚-硫酸法检测多糖峰。 合并单一对称峰的

洗脱液,浓缩后冷冻干燥,得精制多糖 GBP3-1。
1. 3. 2. 3　 多糖、糖醛酸及蛋白质含量测定

采用苯酚-硫酸法[15],以 Glc 为对照品,测定不

同纯度多糖的含量;采用 3,5-二甲基苯酚法[16],以
GalA 为对照品,测定其糖醛酸含量;采用考马斯亮

蓝 G-250 法[17]测定多糖样品中的蛋白质含量,以牛

血清白蛋白为对照品,均平行测定 3 次。
1. 3. 3　 多糖分子量检测

1. 3. 3. 1　 对照溶液和供试品溶液的制备

称取分子量分别为 4. 32 × 103、1. 26 × 104、7. 08
× 104、1. 26 × 105、2. 89 × 105Da 的一系列葡聚糖标

准品,用 0. 025 mol / L 磷酸盐缓冲液(pH = 6. 7)配
制成每种标样的质量浓度约为 2. 0 mg / mL 的系列

标准溶液,经 0. 22 μm 滤膜过滤后备用。 称取适量

GBP3-1,加上述磷酸盐缓冲液溶解,配成浓度约为

2. 0 mg / mL 的供试品溶液,经 0. 22 μm 滤膜过滤后

备用。
1. 3. 3. 2　 色谱条件

采用 HPGPC 检测 GBP3-1 的分子量。 取 GBP3-
1 适量,用蒸馏水溶解成约 5 mg / mL 的溶液,0. 45
μm 滤膜过滤后,利用 Waters UltrahydrogelTM 2000
(7. 8 × 300 mm,10 μm)凝胶色谱柱进行分析。 柱温

35 ℃;流速 0. 6 mL / min;进样 20 μL,流动相为

0. 025 mol / L 磷酸盐缓冲液(pH =6. 7);示差检测器

温度 35 ℃,数据采集频率 10 Hz。 分别取对照品溶

液和供试品溶液进样分析。 通过对照溶液的色谱峰

保留时间与其分子量的对数值进行线性回归,根据

标准曲线计算 GBP3-1 的重均分子量(weight-average
molecular weight,Mw)及多分散指数( polydispersity
index,PDI)。
1. 3. 4　 单糖组成分析

1. 3. 4. 1　 色谱条件

采用 PMP 衍生法[18]分析 GBP3-1 的单糖组成。
Welch Ultimate LP-C18色谱柱(4. 6 mm × 250 mm,5
μm);柱温 30 ℃,流速 1. 0 mL / min,进样量 10 μL;
检测波长 254 nm。 流动相为磷酸盐缓冲液 ( pH
6. 7)-乙腈 = 83∶ 17,等度洗脱。
1. 3. 4. 2　 样品水解及混合对照溶液的配置

精密称取 GBP3-1 25. 84 mg,加纯化水 1 mL 溶

解。 精密吸取 3 份各 100 μL 置具塞的试管中,分别

加入 2、 3 和 4 mol / L 的三氟乙酸 ( trifluoroacetic
acid,TFA)150 μL,封口,在 110 ℃的油浴中分别水

解 2、3 和 4 h。 冷却至室温后,加甲醇 200 μL,用氮

气吹干,再用 50 μL 水溶解,得 GBP3-1 水解液。 准

确称取 Glc、Rha、Man、GlcA、GalA、Ara、Gal 和 Xyl 对
照品,用适量水溶解,配成 0. 2 mg / mL 的混合对照

品溶液。
1. 3. 4. 3　 衍生方法

精密量取混合对照溶液和 GBP3-1 水解液各 25
μL 分别置于 5 mL 的离心管中,加入 0. 6 mol / L 的

NaOH 溶液 25 μL,混匀后,再加入 0. 4 mol / L 的

PMP 50 μL。 在 70 ℃水浴条件下,100 min,室温冷

却后,加入 0. 3 mol / L 的 HCl 50 μL,再加水 600 μL
混匀。 加入氯仿 1 mL,旋涡 3 min,在 8 000 r / min 条

件下离心 10 min,取水相。 自上述“加氯仿 1 mL”起
重复 3 次以除去多余 PMP,合并水相即为对照品溶液

和供试品溶液,经 0. 22 μm 滤膜过滤后上机检测。
1. 3. 4. 4　 未知糖定性分析

取水解和衍生后的 GBP3-1 供试品溶液,通过
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UHPLC-QTOF-MS 进行定性分析。
色谱条件:YMC Triart C18色谱柱(2. 1 mm × 150

mm,1. 9 μm);流速 0. 3 mL / min,柱温 40 ℃,波长

254 nm,流动相为:10 mmol / L 乙酸铵 ( A)-乙腈

(B),梯度如下:0 ~ 10 min,15% B→25% B;10 ~ 12
min,25%B→60% B;12 ~ 15 min,60% B;15 ~ 15. 1
min,60%B→15%B;15. 1 ~ 18 min,15%B。

质谱条件:正离子模式下扫描,质量范围为 m / z
100 ~ 1 500;离子源温度 300 ℃,离子源电压 4 kV,
毛细管电压 45 V,二级碰撞能量为 30 eV。
1. 3. 5　 GBP3-1 的结构表征

1. 3. 5. 1　 紫外光谱分析

取 GBP3-1 适量,加蒸馏水配制成 1 mg / mL 的

溶液,在 200 ~ 800 nm 波长范围内进行全波长扫描,
观察特征吸收峰,以蒸馏水为空白对照。
1. 3. 5. 2　 FT-IR 分析

取干燥后的 GBP3-1 样品 2 mg,与 400 mg 干燥

KBr 混合研磨均匀,压片后采用 FT-IR 在 4 000 ~
400 cm-1范围内扫描。
1. 3. 5. 3　 扫描电镜分析

取冷冻干燥后的 GBP3-1 样品适量,用导电胶

带固定于样品台上,经金-钯合金溅射涂层(厚度 10
nm)后,在扫描电子显微镜(scanning electron micros-
copy,SEM)下观察其表面形态,加速电压 20 kV。
1. 3. 5. 4　 热重-差示扫描量分析

取 GBP3-1 样品 5 mg,精密称定,置于氧化铝坩

埚中,在氮气氛围下(流速 50 mL / min),以 10 ℃ /
min 速率从 30 ℃升温至 600 ℃,记录热重( thermo-
gravimetric analysis,TGA)和差示扫描量热(differen-
tial scanning calorimetry,DSC)曲线,以空氧化铝坩埚

为参比。
1. 3. 5. 5　 1H NMR 分析

取干燥 GBP3-1 样品 20 mg,用 D2O 溶解并经 2
次冷冻干燥进行氘代交换,再用 0. 5 mL D2O 复溶后

转入核磁管中,以 D2O 的溶剂峰为内标,于 80 ℃、
600 MHz 条件下记录1H NMR 图谱。
1. 3. 6　 多糖对 T 细胞分化的影响

1. 3. 6. 1　 脾细胞制备

脱颈处死 BALB / c 小鼠,无菌条件下取脾脏,置
于盛有适量预冷 1640 完全培养基(含 10% 胎牛血

清、1%双抗)的无菌培养皿中,用研磨棒轻轻研磨,
200 目尼龙网过滤获得单细胞悬液。 加入红细胞裂

解液室温裂解 5 min,加入等量 1640 完全培养基终

止裂解,1 500 r / min 离心 5 min,收集细胞,用 1640
完全培养基重悬洗涤 2 次,调整细胞浓度至 1 × 107

个 / mL,置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中备用。
1. 3. 6. 2　 分组与处理

将细胞悬液接种于 96 孔细胞培养板,每孔 200
μL,分为对照组(仅加 1640 完全培养基)、模型组

(加入 ConA 使其终浓度 1 μg / mL)、GBP 各剂量组

(ConA + GBP,终浓度分别为 100、250 μg / mL)及

GBP3-1 各剂量组(ConA + GBP3-1,终浓度分别为

100、250 μg / mL),每组设 4 个复孔。 置于 37 ℃、
5%CO2 培养箱中培养 48 h。
1. 3. 6. 3　 流式细胞术检测

培养结束后,收集各孔细胞,1 500 r / min 离心 5
min,用预冷 PBS 洗涤 2 次,加入 CD3-PC5. 5、CD4-
FITC、CD8-APC-A750、CD69-PE 抗体混合液,室温避

光孵育 20 min,加入 1 mL 预冷 PBS 洗涤后离心,用
200 μL PBS 重悬细胞后,采用流式细胞仪检测

CD3 + CD69 + 、CD4 + CD69 + 及 CD8 + CD69 + T 细胞的

比例。
1. 4　 统计学分析

采用 SPSS17. 0 软件进行数据分析,数据以平均

值 ± 标准差 ( x ± s) 表示。 采用单因素方差分析

(one-way ANOVA)比较各组间差异,多重比较采用

Tukey-Kramer 检验。 P < 0. 05 为差异具有统计学意

义。
2　 结果与分析

2. 1　 银杏叶多糖的提取与纯化

银杏叶经 50%乙醇提取、两次醇沉及冷冻干燥

后,得 GBP 约 45. 2 g,得率为 4. 52% ,经检测其多糖

含量为 52. 8% ,糖醛酸含量为 15. 7% ,蛋白质含量

为 3. 58% ,杂质成分相对较多。 GBP 经 DEAE-52
纤维素柱层析梯度洗脱,得到 3 个组分(见图 1A),
分别为水洗脱的中性多糖 GBP1 (0. 870 g)、0. 1
mol / L NaCl 洗脱的酸性多糖 GBP2(0. 085 g)和 0. 3
mol / L NaCl 洗脱的酸性多糖 GBP3(0. 510 g)。 由于

GBP1 纯度较差,GBP2 收率较低,故选取 GBP3 采用

葡聚糖凝胶 G-100 柱进一步纯化,得到精制多糖

GBP3-1(240 mg),经测定其多糖含量为 86. 5% ,糖
醛酸含量为 26. 5% ,蛋白质未检出。 G-100 洗脱曲

线显示 GBP3-1 为单一对称峰,表明其为均一多糖

组分(见图 1B)。
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A B

图 1　 GBP 的 DEAE-52 层析(A)和葡聚糖凝胶 G-100(B)洗脱曲线

Fig. 1　 Elution curves of GBP on DEAE-52 chromatography (A) and Sephadex G-100 chromatography (B)

2. 2　 多糖 GBP3-1 的分子量测定及单糖组成分析

2. 2. 1　 分子量测定

采用 HPGPC 的方法来检测 GBP3-1 的 Mw,检
测结果及拟合曲线如图 2 所示。 GBP3-1 为相对单

一和对称的峰,说明 GBP3-1 是均一多糖。 回归方

程为:T = -1. 13ln (Mw) + 26. 07,R2 = 0. 999 7,T
为保留时间(min)。 GBP3-1 的保留时间为 13. 11
min,通过回归方程,计算的 GBP3-1 的 Mw 为 93
868. 17 Da,PDI = 1. 07。

A

B

C

图 2　 多糖 GBP3-1 的分子量测定

Fig. 2　 Molecular weight determination of polysaccharide GBP3-1
注:(A)GBP3-1 的 HPGPC 色谱图;(B)葡聚糖标准品的 HPGPC 色谱图;(C)葡聚糖标准品的标准曲线。 Note:(A) HPGPC chromatogram of

GBP3-1;(B) HPGPC chromatogram of dextran standards;(C) Standard curve of dextran standards.

2. 2. 2　 单糖组成分析

预试验发现 GBP3-1 水解难度较大且单糖组分

比较复杂,因此设计了不同酸浓度、不同时间的梯度

实验,经 PMP 衍生后进行 HPLC 分析,结果见图 3。
随着 TFA 浓度由 2 mol / L 增大到 4 mol / L,水解时间

由 2 h 提高到 4 h,GBP3-1 的单糖组分种类增加,相

7091Vol. 38 　 　 　 　 　 　 梁红宝等:银杏叶多糖的制备、结构表征及对小鼠脾 T 细胞活化的调节作用 　



对比例也在变化。 继续延长水解时间,发现水解液

变黑,可测组分持续减少,主要源于多糖发生了过度

酸解与热降解所致[19]。 因此,选择在 4 mol / L,110
℃条件下水解 4 h 作为水解条件进行后续分析。

经过与单糖对照品比对,发现 GBP3-1 是由

Man、Rha、GlcA、GalA、Glc、Gal、Xyl、Ara 及 1 种未知

糖(unknown polysaccharide,UP)组成,已鉴定单糖的

摩尔比为 0. 8∶ 2. 7∶ 0. 7∶ 1. 7∶ 0. 5∶ 2. 8∶ 0. 5∶ 2. 7,其
中 Rha、Gal、Ara 和 GalA 为主要单糖成分,占总单糖

的 85%以上。
A

B

C

D

D

图 3　 不同水解条件下多糖 GBP3-1 的单糖组成分析

Fig. 3　 Analysis of monosaccharide composition of polysaccharide GBP3-1 under different hydrolysis conditions
注:(A)单糖对照品;(B)2 mol / L TFA 水解 2 h;(C)3 mol / L TFA 水解 3 h;(D)4 mol / L TFA 水解 4 h;(E)单糖摩尔比。 Note:(A) Monosac-
charide reference substances;(B) Hydrolysis with 2 mol / L TFA for 2 h;(C) Hydrolysis with 3 mol / L TFA for 3 h;(D) Hydrolysis with 4 mol / L TFA

for 4 h;(E) Monosaccharide molar ratio.

2. 2. 3　 UP 的定性分析

取衍生后的 GBP3-1 供试品进行 LC-MS / MS 分

析(见图 4),UP 的准分子离子和主要碎片离子对应

的相对分子质量分别为:671. 253 9、495. 223 3 和

175. 086 1。 通过仪器自带的数据库和文献检

索[20],推测未知多糖片段为鼠李糖半乳糖醛酸聚

糖。 其结合了 2 分子的 PMP,[M + H] + 的准分子离

子为 m / z 671. 256 4(误差:-3. 7 × 10 -6)。 其裂解规

律为:在离子源轰击下,鼠李糖和半乳糖醛酸的糖苷

键断裂,失去一分子半乳糖醛酸,得到 m / z 495. 224
4 [M + H-C6H8O6]碎片(误差:-2. 2 × 10 -6);继续裂

解失去一分子鼠李糖和一分子 PMP,剩余一分子

PMP,得到 m / z 175. 087 1 [M + H-C6H8O6 -C6H10O4 -
PMP]碎片(误差:-5. 7 × 10 -6)。
2. 3　 GBP3-1 的结构表征

2. 3. 1　 GBP3-1 的紫外光谱分析

GBP3-1 在 200 ~ 800 nm 范围内的全波长扫描

结果显示,在 260 nm(核酸特征吸收峰)和 280 nm
(蛋白质特征吸收峰)处均无明显吸收,仅在 200 nm
附近出现多糖的特征端基吸收峰,表明 GBP3-1 经

纯化后不含核酸和蛋白质杂质,纯度较高。
2. 3. 2　 GBP3-1 的 FT-IR 分析

多糖 GBP3-1 的 FT-IR 光谱分析见图 5,其具有

3 600 ~ 3 000 cm-1、3 000 ~ 2 800 cm-1、1 400 ~ 1 200
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A

B

C

图 4　 UP 定性分析

Fig. 4　 Qualitative analysis of UP
注:(A)UP 的一级质谱图;(B)UP 的二级质谱图;(C)UP 的裂解途径示意图。 Note:(A) MS spectrum of UP;(B) MS2 spectrum of UP;

(C) Schematic diagram of UP cleavage pathway.

cm-1、1 200 ~ 700 cm-1 的多糖特征吸收峰[21],3 537
cm-1处的宽峰归属于多糖分子中羟基(-OH)的伸缩

振动;2 928 cm-1处的吸收峰对应糖环上甲基(-CH-)
和亚甲基 (-CH-) 的 C-H 伸缩振动。 1 143、1 017
cm-1 2 个特征吸收峰分属于吡喃环的 C-O-C 反对称

伸缩振动和环上 C-OH 伸缩振动,表明 GBP3-1 含有

吡喃糖环。 831 cm-1 特征吸收峰说明 GBP3-1 中存

在 α-吡喃糖的 α-糖苷键,890 cm-1的特征峰说明其

还存在 β-吡喃糖的 β-糖苷键,说明 GBP3-1 为混

合型 α / β 吡 喃 多 糖 。 1 738、1 629 cm-1 处 的 特 征

图 5　 GBP3-1 的 FTIR 光谱分析

Fig. 5　 FTIR spectral analysis of GBP3-1
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吸收峰是-COOH 中的 C = O 伸缩振动引起;1 444、
1 320 cm-1处的峰为糖环的 C-H 弯曲振动。 1 228
cm-1的吸收峰归属为酯键的 C-O 伸缩振动;1 143
cm-1处的强吸收峰、1 103 cm-1 处的中强吸收峰及

1 017 cm-1处的极强吸收峰是果胶多糖中的 α-GalA
在指纹区的特征吸收峰[22],且 1 738 cm-1处强吸收

峰为多糖中 α-GalA 上的甲酯基(-COOCH3 ) C = O
的伸缩振动,说明 GBP3-1 为果胶多糖,且存在甲酯

化修饰。
2. 3. 3　 GBP3-1 的 TGA-DSC 分析

TGA 曲线结果显示(见图 6),GBP3-1 的热失重

过程主要分为 2 个明显阶段:第一阶段为 50 ~ 170
℃,此温度区间内样品失重率约为 14. 1% ,主要为

样品中吸附水及结合水的蒸发;第二阶段为 216 ~
388 ℃,该阶段失重更为显著,失重率可达 50. 9% ,

为 GBP3-1 热降解的主要阶段,主要伴随多糖分子

中 C-O 键、C-C 键的断裂,降解产物以 CO2、H2O 等

挥发性物质为主。
DSC 曲线对应显示(见图 6),GBP3-1 存在两个

特征吸热峰:其一为 35 ~ 255 ℃的宽幅强吸热峰,为
样品热行为的主要特征,对应水分蒸发及早期轻微

热降解过程;其二为 261 ~ 311 ℃的窄幅弱吸热峰,
对应多糖分子局部结构的初步断裂。 结合 TGA 与

DSC 曲线的关联性分析可见,DSC 吸热峰主要集中

于 35 ~ 255 ℃区间,且该区间与 TGA 曲线的失重变

化呈现良好的对应关系。 在此热降解过程中,
GBP3-1 的半乳糖醛酸链糖苷键发生断裂,糖环上的

羧酸基团发生脱羧反应,同时吡喃环中的 C-C 键发

生分解,最终形成固态黑焦物质,这与已有文献中多

糖类物质的热降解规律一致[23]。

图 6　 GBP3-1 的 TGA-DSC 分析

Fig. 6　 TGA-DSC analysis of GBP3-1

2. 3. 4　 GBP3-1 的 NMR 分析

图 7 为 GBP3-1 的1H NMR 谱,化学位移 δ 5. 07
处的多重峰归属于主链 α-GalAp 的异头氢及侧链 α-
Araf 的异头氢,是果胶多糖主链与阿拉伯糖侧链的

典型信号[24];δ 4. 46 处的单峰对应 β-Galp 或 β-Gl-
cAp 的侧链异头氢;δ 3. 90 处的强单峰为 α-GalAp
残基的甲酯基(-COOCH3 )质子共振,与红外光谱

1 738 cm-1的甲酯基信号相互印证;δ 3. 3 ~ 4. 2 宽峰

归属为吡喃环上的非异头质子(H-2 至 H-6),为多

糖环的特征信号区;δ 2. 08 处的双二重峰归属于多

糖链上乙酰基(-COCH3)的甲基质子,证实存在乙酰

化修饰;δ 1. 27 处的双峰则为 α-Rhap C6 位甲基质

子信号,提示该果胶多糖含有 RG-I 结构域。 以上信

号共同表明,该果胶为含中性糖侧链、兼具甲酯化与

乙酰化修饰的杂合型果胶,单糖构型以 α 型为主,

同时含有 β-Gal、β-GlcA 等 β 型单糖。
　 　 综上所述,基于 GBP3-1 的单糖组成、 FT-IR
及1H NMR 波谱表征结果,参照果胶多糖经典结构

分型特征及相关文献报道[2,25],对 GBP3-1 的基础结

构特征进行推测,GBP3-1 属于以 RG-I 结构域为主

导的酸性杂合果胶多糖,分子骨架核心主要由 RG-I
构成。 在 RG-I 结构域的 Rha 残基位点连接高度分

支化的复合侧链,该侧链以中性糖类为主体,包含

α-Ara、β-Gal、Glc、α-Man 及 Xyl,同时掺入 β-GlcA 酸

性残基修饰。 此外,分子中少量 α-GalA 残基存在甲

酯化、乙酰化衍生修饰,并保留部分游离羧基,赋予

该多糖差异化的理化结构特征与潜在生物活性基

础。 GBP3-1 可能的化学结构式如图 8 所示,其复杂

多元的单糖组分、α / β 混合型吡喃糖构型及丰富的

酯化修饰特征,共同构成了该银杏叶果胶多糖发挥
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图 7　 GBP3-1 的1H NMR 图谱

Fig. 7　 The 1H NMR spectrum of GBP3-1

图 8　 GBP3-1 结构示意图

Fig. 8　 Schematic diagram of the structure of GBP31

生理功能与生物活性的物质结构基础。
2. 3. 5　 GBP3-1 的外观形貌及 SEM 微观形貌图

GBP3-1 为类白色棉花状固体(见图 9),SEM 分

析结果显示:低倍视野( × 500)可见 GBP3-1 整体

呈现疏松多孔结构;高倍放大( × 2 000)可观察其

微观局部形貌无规则。 样品整体为非晶态特征,该
多孔结构可能是由于冷冻干燥过程中多糖水溶液内

水分快速升华,溶剂原位脱除而形成。

2. 4　 银杏叶多糖对 T 细胞分化的影响

2. 4. 1　 细胞毒性预试

预实验结果 ( 见 图 10 ) 显 示, GBP3 在 250
μg / mL时开始表现出一定的细胞毒性,且浓度升高

后毒性显著增强;而 GBP3-1 在浓度高达 500 μg / mL
时仍无明显细胞毒性,表明 GBP3-1 的生物安全性

更高。 后续实验选取 100、250 μg / mL 浓度进行

干预。
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图 9　 GBP3-1 的外观形貌及 SEM 微观形貌图

Fig. 9　 Appearance and SEM micrographs of GBP31

图 10　 GBP 和 GBP3-1 的细胞毒性预实验结果

(x ± s,n = 3)
Fig. 10　 Results of cytotoxicity pre-test for polysaccharides

GBP and GBP3-1(x ± s,n = 3)

2. 4. 2　 对 T 细胞活化标志物的影响

流式细胞术检测结果显示(见图 11):与对照组

相比,模型组的 CD3 + CD69 + 、CD4 + CD69 + 及 CD8 +

CD69 + T 细胞比例均显著升高(P < 0. 05),表明 T
细胞活化模型构建成功。 与模型组相比,GBP 低剂

量组(100 μg / mL)促活化作用显著,高剂量组(250
μg / mL)可能因存在一定的细胞毒性,促活化效果不

增反降,与模型组相比无显著性差异。 GBP3-1 各剂

量组均表现出更强的促活化作用,其中低剂量组

(100 μg / mL) 效果最优, 其 CD3 + CD69 + 、 CD4 +

CD69 + 及 CD8 + CD69 + T 细胞比例分别达 73. 50% 、
76. 04%和 72. 05% ,显著高于同剂量 GBP 组(P <
0. 05);高剂量组(250 μg / mL)仍保持较强促活化活

性,且未观察到明显细胞毒性。
3　 讨论与结论

植物多糖的结构与其生物活性密切相关,其分

子量、单糖组成、糖苷键类型、空间构象等结构特征

直接影响其药理作用[26]。 本研究通过热水提取-醇

沉法结合 DEAE-52 纤维素柱和葡聚糖凝胶 G-100
柱层析,成功从银杏叶中分离纯化得到均一酸性多

糖 GBP3-1,其多糖含量达 86. 5% ,分子量为 93 868.
17 Da,分子量分布均一,表明纯化工艺高效可行,能
有效去除多糖中的杂质,获得高纯度均一多糖组分。

在对多糖 GBP3-1 进行单糖分析时,发现虽然 4
mol / L 的三氟乙酸酸性很强,经 4 h 的水解,GBP3-1
仍存在鼠李糖半乳糖醛酸聚糖,说明其未完全水解,
原因可能是:三氟乙酸对于某些结构复杂或独特的

多糖并不敏感,可能需要优化酸性条件;糖苷键的水

解难易程度与糖链的单糖种类、糖环构型、糖苷键类

型及是否有取代基等有关,通常支链糖苷键较主链

更容易水解,与糖醛酸相连的糖苷键较难水解[27]。
本研究未进一步采用甲基化分析、二维核磁共振波

谱及高分辨质谱深度解析 GBP3-1 的糖苷键连接方

式、糖链分支结构及空间构象,也与该多糖的不完全

水解特性直接相关:甲基化分析需基于完全水解的

单糖产物以获得准确的糖苷键连接信息,二维 NMR
和高分辨质谱则需要完整且结构均一的糖链作为检

测基础,而 GBP3-1 经最优条件水解后仍保留的鼠

李糖半乳糖醛酸聚糖片段,会导致甲基化衍生后产

物复杂、糖链断裂无规律,无法开展有效的谱图解析

和数据解读。 后续研究可通过优化水解条件(如复

合酸水解、酶解结合酸解)实现 GBP3-1 的完全水

解,再结合上述技术完成多糖的深度结构解析。
本研究发现,GBP3-1 能显著促进 ConA 诱导的

CD3 + CD69 + 总 T 细胞活化,并上调 CD4 + CD69 + 和

CD8 + CD69 + T 细胞亚群比例,且在 100 μg / mL 浓度

时效果最佳,表明 GBP3-1 具有显著的免疫调节活

性,其机制可能与调控 T 细胞早期活化的钙信号通

路、NF-κB 通路等相关,需进一步深入研究。 与 GBP
相比,GBP3-1 的免疫调节活性更强且细胞毒性更

低,这可能归因于纯化后多糖结构更均一,减少了杂
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图 11　 GBP 和 GBP3-1 对脾脏 T 细胞活化标志物表达的影响(x ± s,n = 3)
Fig. 11　 Effects of GBP and GBP3-1 on the expression of T cell activation markers(x ± s,n = 3)

注:Con,对照组;Mod,模型组;GBP-L,GBP 低剂量组;GBP-H,GBP 高剂量组;GBP3-1-L,GBP3-1 低剂量组;GBP3-1-H,GBP3-1 高剂量组;与对

照组相比,∗P < 0. 05,与模型组相比,#P < 0. 05,与同剂量 GBP 组相比,&P < 0. 05。 Note:Con,control group;Mod,model group;GBP-L,low-
dose GBP group;GBP-H,high-dose GBP group;GBP3-1-L,low-dose GBP3-1 group;GBP3-1-H,high-dose GBP3-1 group;compared with the control

group,∗P < 0. 05;compared with the model group,#P < 0. 05;compared with the same-dose GBP group,&P < 0. 05.

质成分的干扰,进一步证实了多糖结构与活性的相

关性。 本研究中 GBP3-1 的糖醛酸含量为 26. 5% ,
较高的糖醛酸(GlcA + GalA)含量可能通过与免疫

细胞表面受体结合,激活下游信号通路,从而促进 T
细胞活化。 此外,GBP3-1 中含有的鼠李糖半乳糖醛

酸聚糖结构,已有研究证实该类结构具有显著的免

疫调节潜力[26,28],可能是 GBP3-1 发挥免疫活性的
关键结构单元。

综上,本研究建立了银杏叶多糖的提取纯化工

艺,明确了均一多糖 GBP3-1 的结构特征,并证实其

具有显著的小鼠脾 T 细胞活化促进作用,且生物安

全性优于 GBP,为银杏叶多糖类成分的开发利用提

供了实验基础。 本研究仍存在一定局限性,仅开展

了体外实验,未探究 GBP3-1 调控 T 细胞活化的具

体分子机制,其体内免疫调节活性及长期毒理学安

全性也未验证。 未来可深入探讨 GBP3-1 调控 T 细

胞活化的信号通路,开展体内动物实验验证其免疫

调节效果,并进一步研究其结构-活性关系,为其作

为免疫调节类功能食品或药物的研发提供更全面的

科学依据。
数据可用性声明:本篇论文的关联数据可在

ScienceDB 数 据 库 ( https: doi. org / 10. 57760 / sci-
encedb. nprd. 00105)中访问获取。
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