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摘要$ 目的!比较不同提取方法对金钗石斛多糖分子形貌结构的影响’ 方法!采用原子力显微镜观察的方法& 获得金
钗石斛多糖分子的形貌结构图像& 分析比较不同提取方法对其结构形貌的影响’ 结果!在扫描探针显微镜下观察多糖
的结构& 发现金钗石斛多糖系由大分子链相互连接而形成的结构复杂的网状结构’ 但酶解反应液经氨水碱化提取生物
碱后& 再提取的多糖其大部分网状结构的分子链被改变& 由复杂的网状结构裂解成为简单的分枝碎片结构$ 其他提取
方法得到的多糖& 其形貌结构均无太大差异’ 对金钗石斛多糖的大分子链进一步放大观察发现& 这些大分子链系由球
状聚合体结合成 +串珠链,& 并由串珠链相互缠绕成螺旋状的聚集体而形成’ 结论!本实验初步探讨了提取方法对金
钗石斛多糖高级结构的影响& 可为进一步研究金钗石斛多糖分子高级结构变化对其生物活性的影响提供参考’
关键词! 金钗石斛$ 多糖$ 形貌结构$ 原子力显微镜
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!!金钗石斛为药用石斛中的一种& 历代诸家本草均予录
述& 是常用名贵中药材)&* ’ 历版 .中国药典/ 对石斛均有
收录& %#&- 版记载本品 +为兰科植物金钗石斛 S-("#1>’?@
(1>’4-Q5G>19( 鼓槌石斛S-("#1>’?@76#0.1/1*?@Q5G>19或流
苏石斛 S-("#1>’?@2’@>#’$/?@Y;;̂9的栽培品及其同属植物
近似种的新鲜或干燥茎,& 其功能主治 +益胃生津& 滋阴
清热’ 用于热病津伤( 口干烦渴( 胃阴不足( 食少干呕(
病后虚热不退( 阴虚火旺( 骨蒸劳热( 目暗不明( 筋骨萎
软, )%* ’ 多糖是金钗石斛主要活性成分之一& 对提高机体
免疫力( 抗衰老( 抗肿瘤等方面有重要作用)"($* ’ 在前期实
验中& 发现酶法有助于金钗石斛有效成分的增加& 但其多
糖的结构是否发生改变& 多糖的活性作用是否有影响还未
曾探究& 因此& 本实验借助扫描探针显微镜下的Bc_模式
进一步对不同提取方法下的金钗石斛多糖结构进行了初步
观察’

原子力显微镜法 "Bc_# 是测定多糖高级结构的方法
之一)-(** ’ 原理为探针保持弹性悬臂形变而量不变的情况
下& 针尖会随着样品表面的起伏而上下移动& 其轨迹被记
录& 从而得到了样品表面的形貌’ Bc_现已广泛应用在
aAB( 蛋白质( 磷脂生物膜( 多糖等生物大分子以及有机
化合物在空气或溶液中的形态观察结构中)’* ’ 目前& 对石
斛多糖分子形态结构观察研究尚未见报道’
IJ仪器与材料

_71E53;>0) 型扫描探针显微镜 "德国 ]F7^0F公司#$

Qa(- 型电动离心机 "金坛市城东新瑞仪器厂#$ aI(.)(&&
B型电热恒温水浴锅 "天津市泰斯特仪器有限公司#’ 十
六烷基三甲基溴化铵( 氯化钠( 乙酸乙酯( 三氯甲烷( 正
丁醇( 乙醇等均为分析纯$ 透析袋( 云母片均为美国进口
产品’ JY "$L# f*L## 缓冲液 )称取柠檬酸 "@*Y)d’-
Y%d# 适量& 加水溶解& 配制成 #L& 3;1NQ的溶液$ 称取柠
檬酸三钠 "A4"@*Y-d’-%Y%d# 适量& 加水溶解& 配制成
#L& 3;1NQ的溶液$ 分别取一定体积的 % 种溶液& 混合& 调
JY值至 $L# f*L#*’

药材购于贵州省赤水市官渡镇& 由杨相波副研究员鉴
定为兰科植物金钗石斛S-("#1>’?@(1>’4-Q5G>19的干燥茎’
木瓜蛋白酶 "酶活力’* ### Pb=(PN3V& %#&-#%%*#( 纤维
素酶 "酶活力’&- ###L# PNV& %#&*#$#)#( 果胶酶 "酶活
力’-#L# PNV& %#&-#-#$#& " 种酶均由国药集团化学试剂
有限公司生产’
KJ方法与结果
%L&!多糖提取
%L&L&!加水直接提取!称取 &L# V金钗石斛药粉& 加水
%## 3Q& .# j回流 % S& 取出& 过滤& 取滤液 %# 3Q& 加乙
醇使醇沉浓度为 )-!& 醇沉过夜& 离心& 留取沉淀加水溶
解& 再次醇沉& 重复 " 次’
%L&L%!乙酸乙酯提取后& 加水提取!称取 &L# V金钗石斛
药粉& 加氨水 ) 3Q静置 & S& 加乙酸乙酯 -# 3Q回流提取
% S& 过滤& 滤渣挥干溶剂& 加水 %## 3Q& .# j回流 % S&
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取出& 过滤& 取滤液 %# 3Q& 加乙醇使醇沉浓度为 )-!&
醇沉过夜& 离心& 留取沉淀加水溶解& 再次醇沉& 重复
" 次’
%L&L"!木瓜蛋白酶法提取!称取 &L# V金钗石斛药粉& 加
入 JY-L- 的缓冲液 -# 3Q& 加入 #L&# V木瓜蛋白酶酶& 于
振荡器中 $- j下酶解 %L# S "振荡速度为 &&# FN35G#& 取
出& 置 .# j水温中灭酶 &# 35G))* & 冷却& 转移至离心管中
离心 %# 35G& 倾取上清液& 残渣加 &# 3Q水洗& 离心
&# 35G& 洗涤 % 次& 合并上清液& 取上清液 %# 3Q& 加乙醇
使醇沉浓度为 )-!& 醇沉过夜& 离心& 留取沉淀加水溶
解& 再次醇沉& 重复 " 次’
%L&L$!纤维素酶法提取!称取 &L# V金钗石斛药粉& 加入
JY-L# 的缓冲液 $# 3Q& 加入 #L"# V纤维素酶& 于振荡器
中 -# j下酶解 %L# S "振荡速度为 &&# FN35G#& 取出& 置
.# j水温中灭酶 &# 35G& 冷却& 转移至离心管中离心
%# 35G& 倾取上清液& 残渣加 &# 3Q水洗& 离心 &# 35G&
洗涤 % 次& 合并上清液& 取上清液 %# 3Q& 加乙醇使醇沉
浓度为 )-!& 醇沉过夜& 离心& 留取沉淀加水溶解& 再次
醇沉& 重复 " 次’
%L&L-!木瓜蛋白酶联合提取生物碱和多糖!称取 &L# V金
钗石斛药粉& 加入 JY-L- 的缓冲液 -# 3Q& 加入 #L&# V纤
维素酶& 于振荡器中 $- j下酶解 %L# S "&&# FN35G#& 取
出& 置 .# j水温中灭酶 &# 35G& 冷却& 转移至离心管中离
心 %# 35G& 倾取上清液& 残渣加 &# 3Q水洗& 离心 &# 35G&
洗涤 % 次& 合并上清液& 加适量氨水调 JY&% f&"& 加与上
清液等量的乙酸乙酯萃取& 萃取 % 次& 合并乙酸乙酯层&
挥干备用 "生物碱提取#$ 取水层 %# 3Q& 加乙醇使醇沉浓
度为 )-!& 醇沉过夜& 离心& 留取沉淀加水溶解& 再次醇
沉& 重复 " 次’
%L&L*!纤维素酶联合提取生物碱和多糖!称取 &L# V金钗
石斛药粉& 加入 JY-L# 的缓冲液 $# 3Q& 加入 #L"# V纤维

素酶& 于振荡器中 -# j下酶解 %L# S "&&# FN35G#& 取出&
置 .# j水温中灭酶 &# 35G& 冷却& 转移至离心管中离心
%# 35G& 倾取上清液& 残渣加 &# 3Q水洗& 离心 &# 35G&
洗涤 % 次& 合并上清液& 加适量氨水调 JY&% f&"& 加与上
清液等量的乙酸乙酯萃取& 萃取 % 次& 合并乙酸乙酯层&
挥干备用 "生物碱提取#$ 取水层 %# 3Q& 加乙醇使醇沉浓
度为 )-!& 醇沉过夜& 离心& 留取沉淀加水溶解& 再次醇
沉& 重复 " 次’
%L%!多糖纯化
%L%L&!b0Z4V去蛋白!取 +%L&, 项下离心后的沉淀& 加水
溶解& 加等体积 b0Z4V试剂 "三氯甲烷 g正丁醇 l- g&#&
振摇& 静置& 除去沉淀下来的变性蛋白& 重复 - 次& 直至
两相交界处无变性蛋白为止).(&#* ’
%L%L%!透析法脱盐!将透析袋在沸水中煮沸 &- 35G& 更换
水& 再煮沸 &- 35G’ 取脱去蛋白的水层& 加乙醇醇沉& 离
心取沉淀& 适量水溶解& 转移至透析袋中& 留存透析袋&N"
体积不装满& 两头用封口夹夹紧& 流水透析 % >& 取出& 加
乙醇醇沉& 离心取沉淀& 少量水溶解& 加入同等体积的
"!十六烷基三甲基溴化铵 "@/B]#& 静置 &% S 生成沉淀’
离心取沉淀& 用适量 &#! A4@1溶液溶解& 加入乙醇醇沉&
离心取沉淀& 适量水溶解& 流水透析 " >& 离心& 取上清液
加乙醇醇沉& 取沉淀& 加水溶解& 稀释& 得到样品
溶液)&&(&%* ’

用塑料滴管取稀释好的样品溶液& 滴 & 滴于固定在小
铁片的光滑洁净的云母片上& 自然晾干& 置于扫描探针显
微镜下观察’
%L"!多糖形貌结构观察结果!将样品放入磁性样品台中
心& 调节样平台高度& 按 +扫描探针显微镜操作规程, 相
关步骤操作& 借助其附带的软件进行分析& 获得试验结果
并保存图像’ 结果见图& f* "左边均为平面图& 右边均为
立体图#’

图 IJ加水直接提取的多糖结构

!!金钗石斛直接加水提取的多糖( 乙酸乙酯提取生物碱
后再提取的多糖以及各种酶法单一提取的多糖& 其形貌结

构均无太大差异& 均是由大分子链相互连接而形成的结构

复杂的网状结构’ 木瓜蛋白酶( 纤维素酶酶解反应液经氨
水碱化提取生物碱后& 再提取的多糖其大部分网状结构的

分子链被改变& 由复杂的网状结构裂解成为简单的分枝碎
.$*&
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图 KJ乙酸乙酯提取后加水提取的多糖结构

图 LJ木瓜蛋白酶提取的多糖结构

图 RJ纤维素酶提取的多糖结构

片结构’

经对多糖的大分子链进一步放大观察发现& 这些大分

子链系由球状聚合体结合成 +串珠链,& 并由串珠链相互缠

绕成螺旋状的聚集体而形成’

LJ讨论

酶法应用于植物药的提取& 主要原理为利用酶与植物

细胞作用& 使纤维素( 果胶等一些物质发生降解& 破坏细

胞的细胞壁结构而有助于有效成分溶出)&"* & 多糖( 黄酮(
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图 QJ木瓜蛋白酶提取后加有机溶剂萃取生物碱& 水层沉淀的多糖结构

图 YJ纤维素酶提取后加有机溶剂萃取生物碱& 水层沉淀的多糖结构

生物碱类( 萜类( 蛋白质及肽类( 油类( 有机酸类等多种
化学成分的提取均已有文献报道)&$* & 本实验利用 Bc_在
酶法提取的基础上进一步探究多糖形貌结构有无变化’
Bc_被应用到很多领域& 观察的对象可在空气或各种溶剂
体系中直接观察)&-* & 可对多糖等大分子表面形态结构进行
观察& 在多糖的结构观察实验中& 由于是纳米级范围的观
察& 载体选择建议平整光滑的云母片较好’

为了考察不同提取条件对多糖结构形貌的影响& 本实
验在相同条件下对直接加水提取多糖& 乙酸乙酯提取生物
碱后加水提取多糖& 直接用酶法提取多糖& 酶法联合提取
生物碱和多糖 * 种方法所提取多糖的形貌结构进行了初步
观察’ 结果显示加入氨水浸润与乙酸乙酯回流提取过程只
是促进生物碱的溶出& 对药材中的多糖结构几乎无影响$
直接用酶法提取多糖对其结构无影响$ 酶法联合提取生物
碱与多糖过程中& 由于酶解使多糖分子溶解于反应液中&
加入氨水碱化水溶液使多糖结构发生了改变& 复杂的网状
结构裂解成简单的分枝碎片结构’

多糖的形貌结构取决于单糖组成的数量和比例& 糖链
断裂形成小分子多糖后& 其具体单糖组成( 分布比例以及
生物活性可能会发生变化’ 本实验首次对金钗石斛的不同

方法所提取多糖的形貌结构进行了初步观察& 由于多糖本
身的理化性质& 得出利用水或者酶液提取得到的多糖结构
均为网状& 但当在含有多糖溶液中再加入碱进一步萃取(
分离出生物碱后& 多糖结构会发生改变& 呈分枝碎片状’
此外& 多糖结构的裂解对于生物活性是正相关作用还是负
相关作用& 或者是产生新的生物活性等假设暂且不得而知&
本实验结果可为今后对其活性的探究打下基础& 起到一定
的参考作用’

由于是初步探究& 实验过程并未收集各种方法所得的
干燥多糖进行定量观察& 因而未统一各种方法下多糖的浓
度& 也未对提取的多糖进行分子量测定& 仅仅选用提取溶
液& 借助原子力显微镜初步观察了金钗石斛多糖形貌结构’
因此& 每种方法下观察的多糖标尺并不统一$ 即使不同方
法下所得的均为网状多糖& 但其是否即为某一特定的多糖&
其活性是否均一样都还未曾进行考证’ 今后还需进一步完
善& 使得结论更有说服力与参考价值’
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石见穿质量标准的研究

曲!悦! !石友权! !陈!方! !张宝徽! !王桂红! !郑国华! !胡俊杰!

"湖北中医药大学! 湖北 武汉 $"##*-#

收稿日期! %#&’(&%(&%
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作者简介! 曲!悦 "&..-%#& 女& 硕士生& 从事中药及其制剂的物质基础研究’ 2(3451! <7041&%"8&*"9:;3
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摘要$ 目的!建立石见穿的质量标准’ 方法!采用薄层色谱鉴别法( 理化鉴别法对石见穿进行定性鉴别$ 对石见穿水
分( 总灰分( 水溶性浸出物含有量进行测定$ 采用高效液相色谱法测定石见穿中迷迭香酸含有量’ 结果!石见穿的显
微鉴别特征性强& 含有氨基酸及甾醇类物质& 供试品色谱在与对照品色谱相应的位置上显相同颜色的斑点’ 药材水分
为 .L)-!f&#L.#!& 总灰分为 .L$)!f&#L)"!& 水溶性浸出物为 &$L%-!f&)L$#!’ 迷迭香酸在 #L&#$ f&L#"* !V
"#l#L... ’# 范围内线性关系良好& 加样回收率为 .’L*! f&#%L$! "?bal&L*#!#’ 结论!该方法可用于石见穿
的质量控制’
关键词! 石见穿$ 迷迭香酸$ 高效液相色谱法$ 薄层色谱鉴别法$ 理化监别法
中图分类号! ?%)’!!!!!文献标志码! ]!!!!!文章编号! &##&(&-%)"%#&)##’(&*-%(#$
#$%!&#L".*.NO95DDG9&##&(&-%)L%#&)L#’L#$’

!!石见穿为唇形科植物华鼠尾草 G$4,’$ 76’(-(.’.E-(/6 的
干燥全草)&* & 始载于 .本草纲目/ 第 %& 卷草部有名未用
项类& 李时珍曰! +石见穿& 主骨痛& 大风痈肿, )%* ’ 石见
穿亦名紫参( 五凤花( 小丹参( 月下红( 石打穿( 活血草
等)"*主要分布于湖北( 江苏( 安徽( 江西( 湖南( 广东(

广西( 四川( 云南等地)$* ’ 石见穿具有散结消肿止痛( 理
气活血( 清热解毒等功效)&* ’

石见穿药材曾收载于 &.’’ 年版 .中国药典/& 其后至
现行版本中均未收录该药材的药用标准’ 研究表明石见穿
具有抗肿瘤( 抗氧化( 抗炎等作用)-(&#* & 在湖南( 上海(

北京( 山东等多地均为常用药材’ 而且& 关于石见穿的现
有研究也主要集中于药理作用( 含有量测定和化学成分方
面)&&(&"* & 并未对其进行系统的质量标准研究’ 本实验对 )

批石见穿药材进行性状鉴定( 显微鉴定( 理化鉴别& 并测
定了 ) 批药材的水分( 灰分和浸出物& 建立了迷迭香酸的
Y=Q@定量测定方法& 制订了石见穿药材的质量标准& 为
石见穿药材的质量控制和临床合理应用提供科学依据’
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