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酸性柴胡多糖WBP011的热特性及其聚集体特性的研究
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摘 要: 本文报道了酸性柴胡多糖( WBP011 )在各种环境中的聚集态行为。利用热分析系统改变酸性柴胡多糖

( WBP011 )的环境温度,跟踪检测到该多糖的聚集态特性的变化, 表明在不同温度环境下, 该多糖有多种聚集形态。

利用原子力显微镜观察云母片表面WBP011分子的形貌, 研究不同溶剂对该多糖分子及聚集体行为的影响。通过观

察发现,水溶液中WBP011分子呈旋绕态的柔性链;盐离子的浓度在一定程度上控制着多糖分子构象的变化; 碱溶液

中由于分子间负电荷数目的增加强化了静电排斥作用,使WBP011分子呈刚性排列, 与在水溶液中的排列有明显不

同。以上结果表明WBP011分子构象的变化依赖于WBP011 云母片界面及WBP011分子 WBP011分子间的相互作用。
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柴胡,别名地熏、茈胡、茄草等,为伞形科多年生

草本植物, 其性味苦凉,有疏散退热疏肝解闷, 升阳

举气之功效,常用于治疗寒热往来、胸满肋痛、口苦

耳聋、头痛目眩等,是药物价值极高的一种传统中草

药。柴胡多糖是柴胡中主要的活性成分之一。从

1989年至今近20年的研究表明,柴胡多糖具有多种

生物活性功能, 例如, 柴胡多糖- 柴 5311 的抗辐

射功能, 柴胡果胶多糖 2 b对巨噬细胞 Fc 受体表

达的调节作用及抗溃疡作用, 防治急性呼吸窘迫综

合症的作用及对实验性胃粘膜损伤的保护作用
[ 1]
。

但目前对其微观形貌、分子链构象的研究尚无报道。

原子力显微镜的出现, 为人们直接观察高分子

的微观形貌提供了有利手段, 目前已广泛应用于多

糖等大分子构象的分析研究中
[ 2~ 4]
。长期以来由于

云母片表面电荷与阴性多糖分子之间静电排斥作用

使阴性多糖分子很难吸附在云母片表面, 因而利用

AFM 观察的手段也很难获得阴性多糖分子的结构

信息。近年来, 人们总结了对 DNA 的观察经

验
[ 5~ 7]

,发现通过添加无机盐来屏蔽这种静电排斥

效应, 就可以使阴性多糖分子有效地沉积在云母片

表面上,同时金属盐离子及其它离子(溶剂性质、离

子浓度、酸碱度)的引入改变了阴性多糖的介电性

质,从而改变大分子间的缔合能力,使得阴性多糖微

观结构形貌的多样化。

本项研究首先对陕西商洛地区产的柴胡进行热

水浸提、醇沉, 得到了水提柴胡粗多糖WBP01; 然后

对其进行分离纯化,获得酸性组分- 酸性柴胡多糖

WBP011 ;在此基础上,借助热分析系统跟踪检测了酸

性柴胡多糖 WBP011在27 ! (室温) ~ 800 ! 范围的

热学特性;利用原子力显微镜对该多糖分子进行直

接观测, 获得了该多糖在不同溶液中的分子链构象、

聚集体形貌特征的信息, 为进一步研究多糖的构效

关系提供了实验依据。

1 材料和仪器

材料:柴胡产于陕西商洛,购于西安万寿路中药

材市场; DEAE 纤维素 52阴离子交换剂( Whatman) ;

Sephadex G 150 Medium ( Pharacia) ; NaCl 和 NaOH 均

为分析纯。

主要仪器: LXJ  B型低速大容量离心机(上海

安亭科学仪器厂)、78 1磁力加热搅拌器(上海浦东

物理光学仪器厂)、SPM9500 J3型原子力显微镜(日

本岛津公司)、Q1000DSC+ LNCS+ FACS Q600SDT 的

热分析系统、系列层析柱 2 5 ∀ 60 cm(上海琪特分析

仪器有限公司)。

2 实验方法

2 1 柴胡多糖 WBP011的制备和纯化

称取一定量的柴胡粉碎物, 脱脂
[ 8]
得脱脂柴胡



粉末, 按实验所获得的柴胡多糖最佳提取工艺
[ 9]
提

取水提柴胡粗多糖WBP0。0 01 mol L NaCl作为洗

脱液,利用 DEAE 纤维素 52阴离子交换层析法从粗

多糖WBP0 中分离出酸性柴胡多糖WBP01
[ 10]

, 进一

步采用 Sephadex G 150 凝胶过滤层析分级分离,获

得分子量不同的两组分WBP011 (白色)和WBP012 (浅

黄色) ,本实验的研究对象是WBP011。

2 2 柴胡多糖WBP011纯度的鉴定

利用 Sephadex G 150 凝胶过滤法对柴胡多糖

WBP011的纯度进行鉴定。

2 3 WBP011热分析

利用型号为 Q1000DSC+ LNCS+ FACS Q600SDT

的热分析系统跟踪检测柴胡多糖WBP011在27 ! (室

温) ~ 800 ! 范围的热学特性( 20 ! min)。

2 4 WBP011原子力显微镜的观察及 AFM样品的制

备
[ 11, 12]

采用日本岛津公司的 SPM 9500J3型原子力显

微镜, 室温下大气环境中对柴胡多糖WBP011的分子

形态进行扫描观测。探针为 Si3N4 (微悬臂长: 200

m,弹性系数 0 12 N m) , 原子力显微镜图像的形态

学特征均系原子力显微镜附带的软件进行分析(数

据均为 50次测量取平均值)。

用蒸馏水溶解已制备好的柴胡多糖WBP011 , 磁

力搅拌器持续搅 3 h, 配成 1 mg mLWBP011储备液。

将所得多糖储备液分别用双蒸水、氯化钠、氢氧化钠

母液稀释成 100 g mL WBP011多糖水溶液, 100 g

mL WBP011 ( 0 005 mol L 氯化钠、0 01 mol L 氯化钠、

0 5 mol L 氯化钠、0 005 mol L NaOH)不同浓度的多

糖盐溶液和碱溶液,取确定浓度的溶液 2 L,滴在新

剥离的云母表面上, 室温空气中干燥 30 min, 60 !

烘箱干燥 24 h。原子力显微镜观测(氯化钠溶液稀

释的样品滴在云母片上干燥后蒸馏水冲洗, 无水乙

醇固定, 室温空气中干燥,原子力显微镜观测)。

3 结果与讨论

3 1 WBP011纯度的鉴定

选用 Sephadex G 150柱( 2 5 ∀ 60 cm)层析法对

柴胡多糖 WBP011的均一性进行测定, 柴胡多糖

WBP011显示一个单峰如图 1, 结果证明柴胡多糖

WBP011为组分均一的多糖。

图 1 柴胡多糖WBP011的 Sephadex G 150柱层析图。

Fig . 1 Sephadex G 150 chromatography of Bulpeurum Polysaccharide WBP011.

3 2 WBP011热特性分析

柴胡多糖WBP011在27 ! (室温) ~ 800 ! 逐渐加

热的过程中,失重率, 与失重速率结果如图 2所示,

在温度升高的过程中,干燥的WBP011有 3次大的质

量损失, 其中, 在27 ! (室温) ~ 100 ! 的过程中,失

重率为6 328%; 在 100~ 187 ! , 失重率为 7 476% ;

在187~ 400 ! , 失重率为 38 22% , 失重速率最大,

其后直至800 ! 的加热过程中, WBP011的质量一直在

减小,但失重的速率也较之前减小,减小的速率也基

本处于稳定。多糖质量在加热过程中的这种变化与

多糖的组成、含水量、分子间的相互作用以及聚集态

的行为有关。因此, 柴胡多糖WBP011的这种如下图

所示的热变化特性,说明在温度变化的过程中, 多糖

聚集态的结构发生相应变化
[12]
。

3 3 水溶液中 WBP011分子的形貌特征

图 3显示的是 100 g mL WBP011的 AFM 图像,

可见云母片表面有WBP011分子聚集体的存在, 聚集

体之间由延伸出来的分子单链相互缠绕联结在一

起, 形成如图 3A所示的网状结构。这种局域性的

分布结果是由于云母片表面和聚集体分子之间微弱

的相互作用导致样品分子链在云母片表面发生移

动
[ 3]
。在分子聚集体周围可观察到分子的重叠、搭
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图 2 WBP011的热分析图。

Fig. 2 Thermal analysis of WBP011 .

图 3 100 g mL WBP011 AFM图像(溶剂:蒸馏水)。

a:大范围图像( Bar= 2 m) ; b: a中白色箭头所指处的放大图像( Bar= 500 nm)。

Fig. 3 AFM images of 100 g mL WBP011 ( solvent: distilled water) .

链、相互缠绕的现象, 从图 3b可看到多数分子链呈

柔性旋绕的状态, 实验测得其高度为 1 672 # 0 75

nm( ∃一个葡萄糖单元的高度( 0 3 nm左右) ) , 这可

能是因为浓度过高部分条件恰当的糖链在晾干的过

程中发生了局部的聚集, 单分子链由旋绕转变成螺

旋的状态,也可能相应地增加了单链之间的链接, 因

此可能形成高度较高的分子双链或数链并行紧密缠

绕的WBP011多糖分子股
[3]
。

3 4 NaCl盐溶液中 WBP011分子的形貌特征

图4~ 图 6 显示WBP011在钠盐中的结构信息,

将水溶性的WBP011溶解在钠盐中制成WBP011钠盐溶

液,然后将此溶液沉积在云母片表面上制成AFM观

察的样片。

图 4 为 WBP011在 0 005mol L NaCl 溶液中的

AFM 图像,可看到WBP011单分子链在微量钠盐引起

的屏蔽效应下通过, WBP011分子 云母片, WBP011

WBP011分子间, 分子内的相互作用开始缔合成多股

分子的胶束,其临近胶束多糖分子链上羟基间的紧

密接触有利于分子间形成氢键, 促成了胶束网状结

构或高分子聚集体的形成,如图 4a中的棒状或颗粒

状高分子聚集体(平均高度 17 597 nm)。图 4c中在

棒状或颗粒状聚集体周围分布着分子胶态的网状结

构,其中红色箭头所示的一刚性分子, 高度为 0 48

nm(一个葡萄糖单元的高度为 0 3 nm左右) ,可视其

一WBP011分子单链; 绿色箭头所示的分子高度为

1 11 nm,可能为 3条单分子链铰链成的分子股。可

看出在 Na
+
存在的情况下, WBP011分子已经由水溶

液中的无序柔性分子转变成盐溶液中的刚性分子,

对比水溶液中 WBP011单分子链高度, 多糖在 0 005

mol L NaCl 溶液中的单分子链的高度有所减小, 与

其它文献[ 3, 13]的报道不同, 但这个结果并不与分

子在不同溶剂中从无序到有序这种构象转变的现象
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图 4 100 g mL WBP011 (溶剂: 0 005 mol L NaCl)的 AFM 图像。

a:大范围图像( Bar= 20 m) ; b: a中所指区域棒状聚集体及其周边的大分辨率图像( Bar= 2 m) ;

c: b 中白色箭头所指部位的高分辨率图像( Bar= 689 01 nm) ; d: c中红绿箭头所示位置分子链的高度图。

Fig. 4 AFM images of 100 g mL WBP011( solvent: 0 005 mol L NaCl) .

相矛盾,因为在盐存在的前提下,本文的研究不仅仅

是因为探针和云母片间的排斥力减弱, 而且探针与

聚合物间的相互作用也同时改变的缘故而变得更加

复杂
[ 3]

, 在纳米范围尤其很难校准。

图5是WBP011在0 01 mol L NaCl溶液中的AFM

图像, 可看到在相同的视场有更大片的高分子网状

结构, 分子链的方向性变得更加模糊。说明样品在

干燥过程中,分子发生了较图 4更大的移动,形成了

如图这种不规则的分布形态, 这种移动发生的动力

同样来自较大的屏蔽效应下分子间及分子内有效的

氢键作用和分子间的 van der Waals相互作用, 同时

这种动力的增强也使得WBP011分子间及分子内的交

联作用增强,造成多糖分子相互缠绕, 形成了如图 5

示的网状结构。

图6是WBP011在 0 5 mol L NaCl溶液中的 AFM

图像, 通过对样品多区域的扫描,获得如图 6a 所示

的WBP011分子在云母片表面分布有序且长短不一的

棒状形态。进一步观察图 6b可看到图 6a中所示的

棒状分子实为梯子一样的支架结构。实验测得此环

境下的WBP011分子的平均高度为 19 303 nm, 宽度为

0 516 # 0 17 m。WBP011分子在 0 5 mol L NaCl溶液

中,形成这种如图 6所示的高分子聚集体并有序地

分布在云母片的表面, 可能是因为随着离子浓度的

图 5 100 g mL WBP011 (溶剂: 0 01 mol L NaCl)

的 AFM图像。Bar= 20 m

Fig. 5 AFM image of 100 g mL WBP011

( solvent: 0 01 mol L NaCl) .

增加,由于屏蔽效应,云母片表面对阴性多糖分子的

吸附增加,但是适当的排斥仍然存在, 同时由于补偿

离子的缩合效应, 分子间和分子内氢键形成的竞争

机制下, 前者处于优势, 因此多糖分子在强大的分子

间的氢键( O H O 氢键为直线时最强)和 van der

Waals相互作用下发生缔合, 形成如图所示多股紧

密并行排列的梯形胶束分子形态。

3 5 NaOH碱性环境中WBP011分子的形貌特征

本实验采用文献[ 14]的制样方法, 利用原子力

显微镜扫描得到 100 g mL WBP011 ( 0 005 mol L

NaOH)的AFM图像,由图7a可见大小不一的柴胡多
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图 6 100 g mL WBP011 (溶剂: 0 5 mol L NaCl)的 AFM 图像。

a:低分辨率图( Bar= 5 m) ; b:白色箭头所示棒状分子的高分辨率图像( Bar= 500 nm)。

Fig . 6 AFM images of 100 g mL WBP011( solvent: 0 5 mol L NaCl) .

图 7 100 g mL(溶剂: 0 005 mol L NaOH) AFM 图像。a: Bar= 2 m; b: Bar= 200 m

Fig. 7 AFM images of 100 g mL WBP011( solvent: 0 005 mol L NaOH) .

糖大分子的聚集体, 实验测量其高度为 47 219 nm

左右。当放低视场高度, 就可看见这些大小不一的

聚集体之间由平均高度为 0 708 # 0 40 nm 多糖刚

性分子相互链接在一起, 形成以聚集体为亮点的网

状布局。比较WBP011在水溶液中分布的AFM 图像,

可认为这一方面是由于沉积在云母片表面上的多糖

大分子在干燥过程中发生了移动,另一方面是由于

微弱的碱性环境使得WBP011的 COO发生解离, 与带

负电的云母片基底产生更大的互斥作用, 使得阴性

柴胡多糖大分子形成较大的聚集体, 为数不多的多

糖单分子链从聚集体中延伸出来,延伸出来的有些

单分子链或其支链上相邻羟基的紧密接触使得至少

有两个单分子链在氢键及 van der Waals相互作用下

缔合成多糖分子股
[ 12]
。图 7b显示柴胡多糖WBP011

分子在 0 005 mol L NaOH 溶液中为高度 0 914 nm

左右的刚性分子,与文献[ 13]中测得的一致,由于扫

描环境空气湿度的影响, 云母片表面保留了一层薄

薄的水层, 大约有一个大分子的直径( 0 25~ 1 nm)

厚,因此对比单链分子的垂直高度可推测其可能为

两条的单分子链相互作用缔合成的多糖刚性分子

股。这与文献中报道的在 5 mmol L 的NaOH 环境不

会破坏多糖的胶束结构一致
[ 14]

,由于碱性环境中阴

性多糖WBP011分子裸露的 COO 离子的增多使得分

子内静电排斥作用较其在水溶液中有增无减, 因此

难以形成如水溶液中所示的任意旋绕的柔性连, 而

形成如图 7b所示的刚性直连。

综上所述, WBP011在钠盐溶液中不再像其在水

溶液中形貌特征(图 3) , 而是在无机盐离子的屏蔽

作用下单分子链之间通过氢键, van der Waals 相互

作用缔合成胶态分子股, 随着无机盐离子浓度的增

大, WBP011分子 云母片,WBP011 WBP011分子间, 分子

内的相互作用也随之改变, WBP011在云母片上的形

态由水溶液中相互缠绕的柔性分子变成在低盐溶液

中的分子间相互缔合的胶态网状结构,随着 NaCl浓

度的进一步增大 ( 0 5 mol L NaCl) , WBP011分子聚集

成长短不一的梯形结构的棒状形态,有序地分布在

云母片表面。

4 结论

实验表明, 柴胡多糖WBP011的分子构象会因环
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境(温度、溶剂性质、离子浓度)的变化而变化。热分

析结果表明:在加热过程中,多糖的三次质量损失,

提示柴胡多糖WBP011的组成、分子量及分子间的相

互作用因环境温度的变化而变化,从而影响到多糖

分子的微观形貌和聚集体行为的变化。观察不同溶

液中WBP011分子的 AFM图片, 水溶液中阴性柴胡多

糖WBP011由于静电效应, 分子呈旋绕状柔性链杂乱

地分布在云母片的表面。在NaCl存在的环境中,由

于静电屏蔽效应, WBP011分子间及分子内,支链临近

羟基形成的氢键, van der Waals 相互作用下形成分

子胶态网状结构。随着离子浓度的增大, 当离子浓

度增大到 0 5 mol L 时,胶态分子网状结构变成了梯

形结构有序地分布在云母片的表面。在金属离子浓

度的影响下, WBP011分子构象的这种跨越式变化,可

认为是金属离子浓度变化引起的WBP011 云母片表

面, WBP011 WBP011之间的相互作用互相竞争的结果,

但它们之间的牵制机制尚不清楚。在 0 005 mol L

NaOH溶液中,由于促进了糖基上COO 的解离,裸露

的COO 相应地增大了WBP011 云母片表面, WBP011

WBP011之间的静电排斥效应,在氢键和 van der Waals

相互作用下形成较高的分子聚集体, 单分子链呈刚

性无盘绕 螺旋态由聚集体中延伸出来分布在云母

片的表面。结果表明,通过调节多糖的环境参数, 可

以控制其构象行为, 因此未来有待进一步研究为这

种控制机制建立数学模型, 为获得最佳的功能多糖

提供理论和科学依据。
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Abstract: Aggregation behavior of acidic Bulpeurum Polysaccharide ( WBP011 ) in a variety of environments was investigated. Using thermal

analysis to trace the behavior of aggregation of polysaccharide with temperature rising , it was discovered that the change of the configuration of

acidic Bulpeurum Polysaccharide ( WBP011 ) in different temperature. The effect of different solvents on aggregation behavior of acidic

Bulpeurum Polysaccharides was investigated using atomic force microscope observing WBP011 molecular morphology on the surface of mica in

Atmospheric environment. The concentration of ions controlled conformation changes of acidic Bulpeurum Polysaccharide ( WBP011) in a certain

extent. In alkali solution, the increasing of negative charge strengthened the role of the electrostatic repulsion, consequently WBP011 molecules

exhibited rigid structures. The above results showed that conformation of WBP011 molecular changed dependently on the interfacial change

between WBP011 and mica, as well as interaction among WBP011 moleculars.

Keywords: Bulpeurum polysaccharide( WBP011 ) ; thermal an alysis system; atomic force microscope

266 电子显微学报 J. Chin. Electr. M icrosc. Soc. 第 28 卷


