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花椒多糖抗阿尔茨海默病作用及其糖谱法结构特征分析
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［摘要］ 目的：建立阿尔茨海默病（AD）小鼠模型，评价花椒多糖对 AD 的治疗作用并采用糖谱法分析其结构特征。方法：

采用腹腔注射 D-半乳糖联合灌胃三氯化铝建立快速衰老的 AD 小鼠模型，通过 Morris 水迷宫实验评价小鼠的学习记忆能力，

苏木素-伊红（HE）染色和尼氏染色观察小鼠脑组织病理学状况和神经元损伤情况。对花椒多糖进行酸水解和不同糖苷酶酶

解后，采用高效薄层色谱法（HPTLC）和荧光辅助凝胶电泳法（PACE）分析水解产物的结构特征。HPTLC 色谱条件为采用硅胶

60 高效薄层色谱板，点样量 5 μL，展开剂乙酸乙酯 -冰乙酸 -水（2∶2∶1），展开 2 次，苯胺 -二苯胺 -磷酸溶液显色，在 105 ℃加热

10 min 后日光下检视。PACE 检测条件为 34% 分离胶和 8% 浓缩胶，电泳缓冲液为 0.1 mol·L-1三羟甲基氨基甲烷（Tris）-硼酸缓

冲液（pH 8.2），电泳在 0 ℃环境下进行，上样量 3~6 μL，用 15 mA 恒流跑至样品达凝胶前端，紫外灯 365 nm 下检视。结果：

Morris 水迷宫实验结果表明，花椒多糖明显改善了 AD 模型小鼠的学习和记忆能力，逃避潜伏期缩短，穿梭平台次数和目标象

限停留时间明显增加。组织病理学实验结果表明，花椒多糖能改善 AD 小鼠海马组织 CA1、CA3 区的病理情况和神经元的损

伤，且尼氏小体数量明显增加。糖谱法分析结果表明，HPTLC 和 PACE 分析结果基本一致，花椒多糖主要能被纤维素酶和果胶

酶催化酶解成小分子糖类，表明其主要含有 β-1，4-葡萄糖苷键和 α-1，4-半乳糖醛酸苷键，能被葡聚糖酶、β-半乳糖苷酶和 β-甘

露糖酶少量酶解，表明其含有少量 α-1，6-葡萄糖苷键、β-吡喃半乳糖苷键和 β-1，4-甘露糖苷键。结论：花椒多糖对 AD 小鼠有

明显治疗作用，其结构中主要含有 β-1，4-葡萄糖苷键和 α-1，4-半乳糖醛酸苷键，可为中药多糖的结构解析提供有益借鉴。
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Anti-Alzheimer's Disease Effect of Polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium and 

Analysis of Its Structural Characteristics by Sugar Spectrum
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（College of Traditional Chinese Medicine（TCM）and Food Engineering，Shanxi Provincial 

Key Laboratory of TCM Processing，Shanxi University of Chinese Medicine，Jinzhong 030619，China）

［［Abstract］］  Objective：： The therapeutic effect of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium on 

Alzheimer's disease（AD） was evaluated through establishing a mouse model of AD， and the structural 

characteristics of the polysaccharides was analyzed by sugar spectrum. Method：： The AD model of mice with 

rapid aging was established by intraperitoneal injection of D-galactose combined with gavage of aluminum 

trichloride， and the learning and memory ability of mice was evaluated by Morris water maze test， the 

histopathological status of brain and neuronal damage were observed by hematoxylin-eosin（HE） staining and 
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Nissl staining. After hydrolysis of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium with acid and different 

glycosidases， the characteristics of hydrolysates were analyzed by high performance thin layer chromatography

（HPTLC） and fluorescence assisted carbohydrate gel electrophoresis（PACE）. HPTLC chromatography was 

performed on a silica gel 60 plate with sampling volume of 5 μL， developing solvent of ethyl acetate-glacial 

acetic acid-water（2∶2∶1）， developing twice， aniline-diphenylamine-phosphoric acid solution as chromogenic 

agent， and heating at 105 ℃ for 10 min， and then observed under sunlight. PACE experimental conditions were 

34% separation gel and 8% concentration gel， electrophoresis buffer was 0.1 mol·L-1 tris（hydroxymethyl） 

aminomethane（Tris）-boric acid buffer（pH 8.2）. Electrophoresis was carried out at 0 ℃ and the loading amount 

was 3-6 μL. The sample ran to the front of the gel with a constant current of 15 mA， and imaged under 

ultraviolet 365 nm. Result：： The results of Morris water maze test showed that polysaccharides from Zanthoxyli 

Pericarpium significantly improved the learning and memory ability of AD model mice， shortened the escape 

latency， and significantly increased the number of crossing and the residence time in the target quadrant. The 

results of histopathological experiments showed that polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium could improve 

the pathological conditions and neuronal damage in the CA1 and CA3 regions of hippocampus of AD mice， and 

the number of Nissl corpuscles was significantly increased. The results of sugar spectrum analysis showed that 

the results of HPTLC and PACE analysis were basically consistent， polysaccharides from Zanthoxyli 

Pericarpium could be mainly hydrolyzed into small molecular sugars by cellulase and pectinase， indicating that 

they mainly contained β-1，4-glucosidic bond and α-1，4-galacturonic acid glycosidic bond， and could be slightly 

hydrolyzed by glucanase， β-galactosidase and β-mannase， indicating that they contained only a small amount of 

α -1，6-glucosidic bond， β -galactosidic bond， β -1，4-mannosidic bond. Conclusion：： Polysaccharides from 

Zanthoxyli Pericarpium has obvious therapeutic effect on AD mice， and its structure mainly contains β -1，4-

glucosidic bond and α -1，4-galacturonic acid glycosidic bond， which can provide a reference for the structural 

analysis of traditional Chinese medicine polysaccharides.

［［Keywords］］ polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium； Alzheimer's disease（AD）； sugar spectrum 

method； glycosidase； high performance thin layer chromatography （HPTLC） ； fluorescence assisted 

carbohydrate gel electrophoresis（PACE）

阿尔茨海默病（AD）是一种发病率较高的神经

退行性疾病。随着人口老龄化的发展，其发病率和

死亡率逐渐增加，当前我国 AD 患者已突破 1 000 万

人［1］。然而，AD 病因尚不完全明确，用于治疗 AD

的药物极为有限，且难以从根本上逆转其病理过

程［2］。因此，迫切需要发现新的更为有效的治疗药

物。中药中许多成分被发现具有治疗 AD 的作用，

其中多糖是近年来研究较多的成分。据报道，多糖

可以从多靶点来防治 AD，具有抗氧化应激、抗一氧

化氮诱导的神经毒性、抑制神经细胞凋亡等作用［3］。

花椒为芸香科花椒属植物花椒 Zanthoxylum 

bungeanum 的干燥成熟果皮，在我国药用历史悠久，

具有温中散寒、除湿、止痛、杀虫等功效［4］。临床上

多用于止痛，回乳，治疗胆道蛔虫症、蟒虫病和血吸

虫病等［5］。据报道，花椒中的化学成分除了酰胺类、

生物碱类、挥发油和香豆素类等，还含有多糖类成

分［6-7］。药理实验研究发现，花椒对心血管系统、消

化系统、免疫系统、凝血功能等均有明显作用，且具

有较好的抗 AD 活性［8-9］。酰胺类成分山椒素是花椒

的主要麻味物质，其能够与多种受体和离子通道结

合，发挥广泛的药理作用［10］。本课题组前期研究发

现，花椒中代表性酰胺类成分羟基-α-山椒素具有明

显抗 AD 的作用，并初步阐明了其作用机制［11］。但

目前关于花椒多糖类成分研究较少，仅对其提取工

艺和体外抗氧化活性进行了初步研究［12］。本课题

组前期对花椒多糖的超声提取工艺进行了优化，并

对其单糖组成、相对分子质量分布和红外光谱等结

构特征进行了研究，发现其对双氧水诱导的 PC12

细胞氧化应激损伤具有明显保护作用，具有潜在的

抗 AD 作用［13］。因此，本研究拟通过建立动物实验

模型对花椒多糖的抗 AD 作用进行进一步评价。此

外，中药多糖结构复杂，分离纯化和结构鉴定的难

度大，且结构鉴定一般仅针对部分纯化出来的多

糖，并不能从整体上分析多糖的结构特征；而一般
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的多糖分析方法如单糖组成、红外光谱分析等又不

能获得其糖苷键类型等信息［14］。因此，本研究采用

特异性糖苷酶酶解结合高效薄层色谱法（HPTLC）
和荧光辅助凝胶电泳法（PACE）的糖谱法新技术对

花椒多糖的整体结构特征进行研究，以明确其糖苷

键类型，为中药多糖的结构解析研究提供借鉴。

1 材料

SP-Ⅲ型电动薄层点样器（上海科哲生化科技有

限公司），DYY-6C 型电泳仪电源（北京六一仪器

厂），Mini-P4 型垂直电泳槽（济南君意生物科技有

限公司），ZF1-Ⅱ型紫外分析仪（上海嘉鹏科技有限

公司），Morris 水迷宫视频分析系统（成都泰盟软件

有限公司），BYDCY-12S 型水浴氮吹仪（上海秉越电

子仪器有限公司）。
花椒药材的产地为四川省汉源县，购买于当地

市场，经成都中医药大学吴纯洁教授鉴定为芸香科

植物花椒 Z. bungeanum 的干燥成熟果皮；8-氨基

萘-1，3，6-三磺酸（ANTS，上海迈瑞尔化学技术有限

公司，批号 77967084），氰基硼氢化钠［NaCNBH3，西

亚化学科技（山东）有限公司，批号 20210816］，40%

丙烯酰胺-甲叉丙烯酰胺（19∶1）溶液（北京兰杰柯科

技有限公司，批号 21355670），硅胶 60 薄层板（德国

默克公司，批号 1.05626），葡萄糖对照品（四川省维

克奇生物科技有限公司，批号 wkq21011805，纯度≥
98%），麦芽糖、麦芽三糖、麦芽四糖、麦芽五糖对照

品（ 批 号 分 别 为 428E022、0910E022、301G021、

324E021，纯度分别为≥98%、≥98%、≥97%、≥97%）和
3 U·mg-1 纤维素酶、40 U·mg-1 果胶酶、3 300 U·mg-1

葡 聚 糖 酶 、60 U·g-1 β - 甘 露 糖 酶（批 号 分 别 为

618L027、115D0212、918P021、617K021）均购自北

京索莱宝科技有限公司，三氟乙酸（TFA，上海麦克

林生化科技有限公司，批号 C12188857），苏木素染

液、伊红染液（武汉赛维尔生物技术有限公司，批号

分别为 C191204、G1001），110 U·mg-1 β-半乳糖苷酶

（上海源叶生物科技有限公司，批号 P19M9B56169），
甲苯胺蓝（上海如吉生物科技发展有限公司，批号

190410），D-半乳糖、三氯化铝（AlCl3）［西格玛奥德

里奇（上海）贸易有限公司，批号分别为 G0750、

237051］，水为超纯水，试剂均为分析纯。

SPF 级雄性 ICR 小鼠，体质量（20±2） g，购自成

都达硕实验动物有限责任公司，实验动物生产许可

证号 SCXK（川）2015-030。实验动物饲养于每 12 h

明暗交替的动物房内，控制室内温度（23.0±2.0） ℃

和相对湿度（50±10）%，并给予标准饲料和饮用水。

本研究涉及的动物实验经山西中医药大学实验动

物伦理委员会批准，批准号 2021DW093。

2 方法

2.1　花椒多糖的提取与精制［13］    取干燥花椒粉末

（过三号筛）20 g，加 20 倍量 95% 乙醇回流 2 h 除去

油脂与色素，滤过，滤渣自然晾干，加入 30 倍量水于

60 ℃超声提取 40 min（240 W，40 kHz）；提取液滤

过，减压浓缩至 20 mL，加入 4 倍量 95% 乙醇沉淀，

置于 4 ℃冷藏过夜；减压抽滤，沉淀经无水乙醇、乙

醚和丙酮各洗涤 3 次，每次 20 mL，经冷冻干燥得到

花椒多糖样品，计算得率 2.6%。取花椒多糖适量，

加水使溶解，制成质量浓度为 5 g·L-1的溶液用于结

构特征分析。

2.2　花椒多糖抗 AD 作用研究     

2.2.1　AD 模型的建立与给药     小鼠随机分为 5 组，

即空白组、模型组及花椒多糖低、中、高剂量组

（100、200、400 mg·kg-1），每组 12 只。采用腹腔注射

D-半乳糖联合灌胃 AlCl3 建立快速衰老的 AD 小鼠

模型。将 D-半乳糖溶于灭菌的生理盐水中，得到

12 g·L-1 溶液，按剂量 60 mg·kg-1·d-1 腹腔注射，造成

急速衰老模型。将 AlCl3溶于灭菌的生理盐水中，得

20 g·L-1 AlCl3 溶液，按剂量 100 mg·kg-1·d-1 灌胃给

药，造模时间持续 8 周。造模 4 周后，开始灌胃给予

花椒多糖，每日 1 次，持续 4 周。空白组腹腔注射和

灌胃相同体积生理盐水。

2.2.2　Morris 水迷宫实验［15］    将水迷宫等分为 4 个

象限，随机取 4 个象限之一作为小鼠入水位置，平台

置于其中 1 个象限中水平面下 1 cm。记录小鼠找到

水下平台的时间（s），即逃避潜伏期。如果小鼠在

120 s 内未找到平台，则由实验者牵引其至平台上，

停留 10 s，逃避潜伏期记为 120 s。每只动物每天训

练 4 次，连续训练 5 d。将平台撤除，开始 120 s 的空

间探索实验，将小鼠由原先平台象限的对侧放入水

中。记录动物在目标象限（原先放置平台的象限）
所花的时间和进入该象限的次数，作为空间记忆的

检测指标。

2.2.3　脑组织病理学和神经元损伤检查     Morris 水

迷宫实验结束后，处死小鼠，取脑组织，用 4% 多聚

甲醛固定 48 h 后，经组织脱水、透明、浸蜡、包埋、切

片后进行常规苏木素 -伊红（HE）染色和尼氏染色

（甲苯胺蓝）。采集图像进行观察和分析，尼氏小体

采用 Image-Pro Plus 6.0 软件进行计数。

2.3　花椒多糖特征性糖谱构建     

2.3.1　花椒多糖的部分酸水解     取花椒多糖溶液
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0.5 mL，加入 TFA 至其浓度为 0.5 mol·L-1（总体积为

1 mL），置 80 ℃水浴恒温水解 5 h，反应结束后蒸干

溶剂，残渣加甲醇洗涤 3 次以除去 TFA，用 60% 乙醇

0.5 mL 使溶解后用于 HPTLC 分析。以花椒多糖溶

液不进行酸水解而直接溶于 60% 乙醇作为阴性对

照。另取葡萄糖、麦芽糖、麦芽三糖、麦芽四糖、麦

芽五糖对照品适量溶于 60% 乙醇作为对照品溶液。

2.3.2　花椒多糖的酶解     取花椒多糖溶液 0.5 mL，

分别加入终浓度为 20 U·mL-1 果胶酶、10 U·mL-1 纤

维素酶、10 U·mL-1 β-半乳糖苷酶、10 U·mL-1葡聚糖

酶和 20 U·mL-1 β-甘露糖酶（加入量均为 0.1 mL），
随后将混合液置于 37 ℃保温 16 h。利用 80 ℃加热

10 min 使酶失活，于 1 219×g 离心 10 min，除去糖苷

酶。上清液用氮吹仪吹干，得多糖酶解产物。以不

加糖苷酶酶解的花椒多糖为阴性对照。酶解产物

加 60% 乙醇 0.5 mL 使溶解后用于 HPTLC 分析。

2.3.3　多糖酸水解和酶解产物的 ANTS 衍生化     多

糖酸水解或酶解产物经 ANTS 衍生化后用于 PACE

分析。ANTS 用乙酸 -水（3∶17）溶液配制成浓度为

0.1 mol·L-1 的 溶 液 。 NaCNBH3 用 二 甲 基 亚 砜

（DMSO）溶解成浓度为 1 mol·L-1 的溶液。酸水解、

酶解产物或对照品中加入 ANTS 溶液和 NaCNBH3

溶液各 125 μL，混匀，于 1 905×g 离心 10 min，除去

沉淀，37 ℃孵育 17 h，35 ℃氮吹仪吹干。残渣加

25% 甘油 500 μL 使溶解，分装后-20 ℃储存备用。

另取葡萄糖、麦芽糖、麦芽三糖、麦芽四糖和麦芽五

糖对照品适量，按上述处理方法制备对照品溶液。

2.3.4　花椒多糖 HPTLC 特征性糖谱构建     采用硅

胶 60 高效薄层板，多糖酸水解和酶解产物样品溶液

点样量 5 μL，展开剂乙酸乙酯 -冰乙酸 -水（2∶2∶1），
展距 90 mm，晾干后用相同展开剂再次展开 95 mm，

采用苯胺-二苯胺-磷酸溶液（将苯胺 0.4 mL、二苯胺

0.4 g 和 磷 酸 2 mL 溶 于 20 mL 丙 酮 中）显 色 ，于

105 ℃加热 10 min 后日光下检视。

2.3.5　花椒多糖 PACE 特征性糖谱的构建［16］    采用

三羟甲基氨基甲烷（Tris，0.1 mol·L-1）-硼酸缓冲液

（pH 8.2）配制 34% 分离胶和 8% 浓缩胶（聚丙烯酰胺

凝胶）。电泳缓冲液为 0.1 mol·L-1 Tris-硼酸缓冲液

（pH 8.2），在 0 ℃环境下进行，电泳缓冲液于 0 ℃预

冷后使用。对照品和样品上样量根据预试验确定

（3~6 μL），电泳采用 15 mA 恒流至样品到凝胶前端

（用 365 nm 紫外灯检视）。所有样品均至少重复电

泳分析 3 次。凝胶在 365 nm 条件下成像，采用相机

拍摄并分析。

2.4　 统 计 分 析     实 验 数 据 以 x̄± s 表 示 。 采 用

GraphPad Prism 7 进行数据分析，组间差异比较采

用单因素方差分析（One-way AVONA），P<0.05 表

示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　花椒多糖对 AD 小鼠行为学的影响     由表 1 可

知，与空白组比较，从第 2 天起，模型组小鼠寻找到

平台所需时间显著增加（P<0.01），表明 AD 模型成

功建立。给予不同剂量花椒多糖后能明显减少 AD

小鼠寻找到平台所需时间，即逃避潜伏期随着训练

时间的延长而明显缩短；第 2 天仅花椒多糖高剂量

组与模型组比较，差异具有统计学意义（P<0.05），而
从第 3 天起花椒多糖各剂量组与模型组比较，差异

均具有统计学意义（P<0.01）。同时，与模型组比较，

花椒多糖中、高剂量组的小鼠穿梭平台次数明显增

加（P<0.05，P<0.01），目标象限停留时间显著增加

（P<0.01）。以上实验结果表明花椒多糖可明显改善

AD 模型小鼠的学习和记忆能力。

3.2　花椒多糖对 AD 小鼠海马组织病理情况的影

响     由图 1 可知，空白组小鼠海马 CA1 和 CA3 区神

经元有完整的结构、整齐的排列和清晰的层次，而

模型组小鼠的海马神经元显示出皱缩变形、细胞核

表 1　花椒多糖对 AD 小鼠逃避潜伏期和空间探索能力的影响（x̄± s，n=12）

Table 1　Effect of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium on escape latency and spatial exploration ability of AD mice （x̄± s，n=12）

组别

空白组

模型组

花椒多糖低剂量组

花椒多糖中剂量组

花椒多糖高剂量组

剂量

/mg·kg-1

100

200

400

逃避潜伏期/s

第 1 天

64.08±3.94

67.25±2.77

65.33±2.06

65.17±3.27

64.33±3.58

第 2 天

44.42±3.23

62.58±3.031）

60.42±3.29

59.17±4.22

58.25±4.772）

第 3 天

27.33±2.67

55.00±3.101）

45.67±3.033）

40.42±4.343）

39.33±2.903）

第 4 天

24.00±2.66

48.08±2.501）

40.67±3.523）

35.17±2.793）

32.83±2.553）

第 5 天

17.67±3.28

43.33±4.251）

34.58±2.813）

32.33±3.173）

26.75±1.913）

穿越平台数

/次

3.67±0.78

1.33±0.651）

1.42±0.51

2.08±0.792）

2.50±0.673）

目标象限停留

时间/s

16.75±1.48

7.83±1.531）

8.83±1.47

12.75±1.543）

14.83±1.533）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 2 同）
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固缩、染色加深和异常排列等病理现象。给予不同

剂量花椒多糖后，小鼠海马 CA1、CA3 区神经元的

排列较为整齐，神经元收缩、畸形等现象得到明显

缓解。

3.3　花椒多糖对 AD 小鼠神经元的保护作用     小鼠

海马组织尼氏染色结果见图 2 和表 2。结果与空白

组比较，模型组海马组织 CA1 和 CA3 区尼氏小体数

量显著降低（P<0.01），表明模型组小鼠脑海马组织

CA1、CA3 区神经元明显损伤。与模型组比较，花椒

多糖中、高剂量组的 CA1 和 CA3 区尼氏小体数量显

著增加（P<0.01），提示花椒多糖可明显减轻 AD 小

鼠大脑海马组织的神经元损伤。

3.4　花椒多糖 HPTLC 特征性糖谱分析     由图 3A

可知，未水解花椒多糖中含有少量小分子糖类。如

图 3B 所示，花椒多糖经部分酸水解后得到不同寡糖

片段，斑点颜色深度、数量与未水解花椒多糖比较

有明显差异。与寡糖对照品比较可知，寡糖片段主

要由 1~4 个单糖组成。由图 3C-图 3E 可知，花椒多

糖可被纤维素酶和果胶酶酶解，酶解后与未水解的

花椒多糖比较差异明显。通过与寡糖对照品比较

可知，纤维素酶酶解的样品中有超过 5 个单糖组成

的寡糖。从斑点颜色深浅可知，花椒多糖中含有能

被纤维素酶和果胶酶酶解的糖苷键，酶解生成的寡

糖片段较多；而葡聚糖酶、β-半乳糖苷酶和 β-甘露糖

酶酶解的花椒多糖之间差异较小，与未水解的花椒

多糖比较差异也较小，说明花椒多糖可能不含能被

这 3 个糖苷酶酶解的糖苷键或相关成分含量较少。

不同样品的 HPTLC 特征性糖谱差异见图 4，通过

注：A.空白组；B.模型组；C.花椒多糖低剂量组；D.花椒多糖中剂量组；E.花椒多糖高剂量组（图 2 同）
图 1　花椒多糖对 AD 小鼠海马组织病理情况的影响（HE，×40）
Fig.  1　Effect of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium on hippocampus pathological changes of AD mice（HE，×40）

图 2　花椒多糖对 AD 小鼠神经元的保护作用（Nissl，×40）
Fig.  2　Protective effect of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium on neurons of AD mice （Nissl，×40）
表 2　各组小鼠海马组织切片的尼氏小体数分析（x̄± s，n=12）

Table 2　Number of Nissl corpuscles in hippocampal slices of mice 

from each group （x̄± s，n=12）

组别

空白组

模型组

花椒多糖低剂量组

花椒多糖中剂量组

花椒多糖高剂量组

剂量

/mg·kg-1

100

200

400

尼氏小体数量/个

CA1 区

134.17±22.83

31.33±8.151）

44.17±11.71

70.33±17.053）

89.67±13.013）

CA3 区

93.50±16.19

44.25±18.871）

55.33±14.22

69.25±11.673）

76.42±10.183）
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ImageJ 1.51j8 软件分析得到的色谱图可以清晰地比 较不同水解样品间的差异。

3.5　花椒多糖 PACE 特征性糖谱分析     由图 5 可

知，PACE 分析结果与 HPTLC 分析结果一致，且

PACE 分析灵敏度更高，条带数量多于 HPTLC 斑点

数 且 分 离 效 果 更 好 。 酸 水 解 花 椒 多 糖 条 带 与

HPTLC 分析结果比较，分离度和清晰度明显提高。

由图 6 可知，花椒多糖主要含有能被纤维素酶和果

胶酶酶解的多糖，通过与寡糖对照品比较，被这 2 种

糖苷酶酶解后所得片段均有超过 5 个单糖组成的寡

糖，且条带明显。与 HPTLC 分析结果比较，PACE

分析发现葡聚糖酶、β-半乳糖苷酶和 β-甘露糖酶酶

解样品之间有一定差异，与未水解样品比较也差异

明显，但条带亮度较低，说明花椒多糖含有能被上

述 3 种 酶 酶 解 的 多 糖 ，但 酶 解 得 到 的 寡 糖 片 段

较少。

4 讨论

本文研究发现花椒多糖对腹腔注射 D-半乳糖

联合灌胃 AlCl3 诱导的 AD 模型小鼠具有明显的治

疗作用，能够改善 AD 小鼠的学习记忆能力，缩短逃

避潜伏期，增加穿梭平台次数和目标象限停留时

间，改善海马组织病理情况和神经元的损伤。糖谱

法分析发现花椒多糖主要含有 β-1，4-葡萄糖苷键和

α-1，4-半乳糖醛酸苷键，仅含少量 α-1，6-葡萄糖苷

注：A.未水解；B.酸水解；C.纤维素酶酶解；D.果胶酶酶解；E.葡聚糖酶酶解；F.β-半乳糖苷酶酶解；G.β-甘露糖酶酶解；4.寡糖对照品（从上

到下依次为葡萄糖、麦芽糖、麦芽三糖、麦芽四糖和麦芽五糖）；1~3，5~7.供试品（图 5 同）
图 3　花椒多糖不同水解方式样品的 HPTLC 特征性糖谱

Fig.  3　HPTLC characteristic sugar spectrum of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium by different hydrolysis methods

注：A.花椒多糖不同水解方式特征性图谱；B.斑点或条带分析色谱图；1.未水解样品；2.寡糖对照品；3.酸水解样品；4.纤维素酶酶解样品；
5.果胶酶酶解样品；6.葡聚糖酶酶解样品；7.β-半乳糖苷酶酶解样品；8.β-甘露糖酶酶解样品（图 6 同）
图 4　不同水解方式花椒多糖的 HPTLC 特征性糖谱比较

Fig.  4　Comparison of characteristic sugar spectrum of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium by different hydrolysis methods

图 5　花椒多糖不同水解方式样品的 PACE 特征性糖谱

Fig.  5　PACE characteristic sugar spectrum of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium by different hydrolysis methods
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键、β-吡喃半乳糖苷键和 β-1，4-甘露糖苷键。以上

实验结果表明，花椒多糖对 AD 小鼠具有明显治疗

作用，该作用与其多糖结构特征密切相关，而糖谱

法能有效地分析并获取多糖所含的糖苷键类型。

AD 的病因及发病机制较为复杂，研究所用动

物模型的制备方法较多，如转基因动物模型、D-半

乳糖造模、自然衰老模型、胆碱能系统损伤模型

等［17］。通过腹腔注射 D-半乳糖联合灌胃 AlCl3制备

的 AD 小鼠模型是国内外广泛认可的研究 AD 常用

模型之一［17-19］。Al 是导致 AD 发病的原因之一，可

以干扰脑细胞的正常活动，破坏神经元结构，形成

神经纤维缠结，导致中枢神经系统功能障碍［20］。此

外，Al3+能够促进脂质过氧化，导致炎症反应，使神

经细胞损伤，也可以诱导 α-分泌酶和 β-分泌酶活性

不均衡［21］。D-半乳糖的代谢产物半乳糖醇不能被

机体代谢而堆积在细胞内，导致细胞内代谢功能紊

乱，活性氧增多，产生氧化损伤，造成神经元结构和

功能的变化，导致 AD 模型形成［22-23］。D-半乳糖和

AlCl3致 AD 模型在神经原纤维缠结、老年斑及对胆

碱能系统的损伤等方面与 AD 的病理改变极为相

似，能较好地模拟 AD 发病机制。相较于其他模型

制备方法，具有价格低、操作简单、重复性较高等特

点［17］。本研究通过腹腔注射 D-半乳糖同时灌胃

AlCl3成功复制了快速衰老的 AD 小鼠模型，并对花

椒多糖的抗 AD 作用进行了研究，结果发现花椒多

糖能改善 AD 小鼠的学习记忆能力，减轻模型小鼠

大脑海马组织病理状态和神经元损伤。

多糖是自然界中重要的活性生物大分子，与中

药的功效密切相关，近年来已有不少研究报道了中

药多糖对 AD 有显著治疗作用［24-26］。然而，多糖结

构鉴定难度较大，且在分离纯化过程中易发生结构

变化而使多糖活性消失。传统的结构鉴定多针对

部分纯化得到的多糖，难以从整体上分析多糖的结

构特征［27］。糖谱法是近年来提出的研究多糖质量

控制的新方法，是通过酶切技术（或酸水解）联用各

种色谱或波谱分析技术，结合多糖活性评价实现基

于活性结构特征的多糖定性、定量分析的新技

术［28］。其是针对多糖结构特征的表征方法，具有特

异性强、选择性高的特点，尤其是联用 PACE 分析具

有高效分离能力和高通量处理能力等优势，灵敏度

明显优于常用的示差折光检测器和蒸发光散射检

测器［29］。本课题组前期已对花椒多糖的提取工艺、

单糖组成、相对分子质量分布及红外光谱等进行了

研究［13］，在此基础上，本研究进一步采用 5 种特异性

糖苷酶酶解花椒多糖，并结合 HPTLC 和 PACE 分析

花椒多糖的结构特征，获取其所含糖苷键类型。

本研究采用纤维素酶、果胶酶、葡聚糖酶、β-半

乳糖苷酶和 β-甘露糖酶 5 种特异性糖苷酶对花椒多

糖进行酶解和结构分析。纤维素酶是可降解纤维

素的一类复杂酶系的总称，在细菌、真菌、放线菌中

都有大量的分布，能作用于纤维素中的 β-1，4-葡萄

糖苷键［30］。果胶酶是指所有能催化分解果胶质的

一类酶的总称，能催化果胶和其他半乳糖醛酸中的

α -1，4-半乳糖醛酸苷键随机水解［31-32］。葡聚糖酶，

又称右旋糖酐酶，能选择性水解葡聚糖中 α-1，6-糖

苷键产生异麦芽寡糖，已被广泛应用于食品、化工

和医药行业［33-34］。 β -半乳糖苷酶广泛存在于微生

物、植物、动物等的细胞中，能够从 β-D-半乳聚糖或

寡聚糖支链非还原末端切除 β-D-半乳糖残基［35-36］。

β-甘露糖酶能够随机催化甘露聚糖、半乳甘露聚糖、

葡甘聚糖和半乳葡甘聚糖的 β-1，4-甘露糖苷键水解

的半纤维素酶类［37-38］。本文研究结果表明，花椒多

糖主要能够被纤维素酶、果胶酶催化水解成小分子

糖类化合物，并且能被 β-半乳糖苷酶、β-甘露糖酶、

图 6　不同水解方式花椒多糖的 PACE 特征性糖谱比较

Fig.  6　Comparison of characteristic sugar spectrum of polysaccharides from Zanthoxyli Pericarpium by different hydrolysis methods
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葡聚糖酶少量水解，说明花椒多糖主要含有 β-1，4-

葡萄糖苷键和 α-1，4-半乳糖醛酸苷键，仅含有少量

α-1，6-葡萄糖苷键、β-吡喃半乳糖苷键和 β-1，4-甘露

糖苷键等。

综上分析，本研究通过动物实验进一步明确了

花椒多糖对 AD 的治疗作用，并通过酸水解、特异性

糖苷酶酶解结合 HPTLC、PACE 分析了花椒多糖的

结构特征，初步明确了其所含糖苷键类型。但花椒

多糖抗 AD 的作用机制尚不明确，后续将从动物、细

胞、分子水平展开相关实验研究，同时，花椒多糖与

其抗 AD 作用之间的构效关系也需要进一步研究。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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