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摘要： 目的　 研究九蒸九晒、 九蒸九烘、 现代法炮制熟地黄及生地黄多糖的单糖组成、 及其对大鼠卵巢颗粒细胞增殖

活性的影响。 方法　 通过水提醇沉、 活性炭除色素、 ＴＣＡ 法脱蛋白、 无水乙醚和丙酮除小分子化合物后获取多糖， 采

用苯酚⁃硫酸法测定总多糖含有量； 用 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸水解多糖， 加盐酸羟胺进行衍生化反应， 采用气相色谱法对其

单糖组成进行分析， ＭＴＴ 法检测各组分多糖作用于大鼠卵巢颗粒细胞 ２４ ｈ 的增殖情况。 结果　 九蒸九晒熟地黄的多

糖含有量最多， 达 １􀆰 ６２５％ ， 九蒸九烘熟地黄多糖含有量最少， 只占 ０􀆰 ９４９％ ； ４ 种炮制工艺地黄多糖中均含有阿拉伯

糖、 甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖及半乳糖醛酸， 除生地黄多糖外其余熟地黄多糖还含有鼠李糖； 不同质量浓度多糖溶液

对卵巢颗粒细胞均有一定的促进作用， 质量浓度 １５０ μｇ ／ ｍＬ 时对卵巢颗粒细胞增殖效果最显著。 结论　 该方法简便、
准确、 快速， 可用于熟地黄的质量控制， 对卵巢颗粒细胞有增殖效果。
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　 　 中 药 地 黄 为 玄 参 科 植 物 地 黄 Ｒｅｈｍａｎｎｉａ
ｇｌｕｔｉｎｏｓａ Ｌｉｂｏｓｃｈ． 的块根［１］， 始载于秦汉时期的

《神农本草经》， 被列为草部之上品， 有深远悠久

的使用历史， 与菊花、 牛膝、 山药一起并称为

“四大怀药”， 历代本草均有记载， 为常用滋补类

中药之一， 据统计它的使用频率在中药处方中排名

处于前 １０ 位。
中药必须经过炮制之后才能入药， 这是中医用

药的特点之一。 而中药炮制是根据中医药理论， 依

照辨证施治用药的需要和药物自身性质， 以及调

剂、 制剂的不同要求所采取的制药技术和方

法［２⁃４］。 而本研究所用九蒸九晒熟地黄为隔水清蒸

６ ｈ， 次日早上 １０ 点晒至下午 ５ 点为 １ 次性蒸晒，
反复 ８ 次达到九蒸九晒。 现代法炮制熟地黄参照

《广东省中药炮制规范 ２００５ 版》， 取生地黄， 洗

净， 润软， 蒸 １２ ｈ， 停火取出， 烘置八成干， 切厚

片， 晾干。 另外， 本研究结合古法和现代法炮制，
首次提出九蒸九烘熟地黄， 取生地隔水清蒸６ ｈ，
放置 ６０ ℃烘箱烘 ４ ｈ 作为 １ 次蒸烘， 如此反复 ８
次达到九蒸九烘熟地黄［５⁃６］。

多糖是生命四大基础物质之一， 是植物体内许

多新陈代谢活动的必须物质， 兼具有多方面的药理

活性和丰富的生物学功能， 是中药主要药效成分之

一［７⁃８］。 而多糖中的单糖组成分析是其一级结构研

究的重要内容， 是研究多糖的基础。 目前， 关于熟

地黄多糖的研究更多集中在活性筛选上， 而对其结

构组成和含有量分析研究较少［９⁃１０］， 相关报道主要

以红外光谱和薄层色谱分析熟地黄多糖的单糖组成
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及其结构， 而本实验采用苯酚⁃硫酸法和气相色谱

法分析熟地黄总多糖含有量和单糖组成， 及其对细

胞生物活性的影响， 此种分析方法更成熟， 结果更

准确可靠， 并且通过峰面积可对熟地黄多糖的单糖

进行含有量计算， 这对保证中药多糖的安全有效十

分关键， 也可为熟地黄多糖质量研究提供新思路。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 安捷伦 ６８９０Ｎ 气相色谱仪， 配备 ＨＰ⁃５
毛细管柱 （２５ ｍ×０􀆰 ３２ ｍｍ， ０􀆰 ２５ μｍ， 美国安捷

伦公司）； ＡＥＧ⁃２２０ 型电子分析天平 （日本岛津有

限公司）； ＲＥ⁃２０００ 旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪

器厂）； 超纯水系统 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； Ｔ６ 型

新世纪紫外⁃可见分光光度计 （北京普析通用仪器

有限责任公司）； ＫＱ⁃５００ 超声清洗仪 （精宏实验

设备有限公司）； Ｄｒａｇｏｎ⁃ｌａｂ 移液枪 （北京大龙兴

创实验仪器有限公司）； 数显恒温水浴锅 （金坛市

金成国胜试验仪器厂）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ 酶标仪

（芬兰 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ３Ｋ２０⁃高速冷冻离心机 （德
国 Ｓｉｇｍａ 公 司 ）； ＮＵ⁃８５００ ＣＯ２ 培 养 箱 （ 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）。
１􀆰 ２　 试药　 葡萄糖对照品 （上海阿拉丁生化科技

股份有限公司， 含有量为 ９９％ ）； 鼠李糖、 阿拉伯

糖、 甘露糖、 半乳糖、 半乳糖醛酸、 果糖对照品

（上海源聚生物科技有限公司， 含有量 ９９％ ）； 盐

酸羟胺、 肌醇、 吡啶、 醋酸酐 （上海阿拉丁生化

科技股份有限公司）； 无水乙醇、 甲醇 （天津市大

茂化学试剂厂， 含有量 ＞ ９９􀆰 ９％ ）； 水为超纯水；
其余试剂均为分析纯。 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基 （美国

Ｈｙ Ｃｌｏｎｅ 公司）； 胎牛血清 （ＦＢＳ）、 青霉素、 链霉

素 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 磷酸缓冲盐溶液 （ＰＢＳ）
购于上海联硕生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 药材　 生地黄购于河南省焦作市武陟县地黄

种植户， 经广州中医药大学中药学院中药鉴定教研

室吴文如副教授鉴定为玄参科植物地黄 Ｒｅｈｍａｎｎｉａ
ｇｌｕｔｉｎｏｓａ Ｌｉｂｏｓｃｈ． 的干燥块根。
２　 方法

２􀆰 １　 葡萄糖标准曲线绘制　 精确称量干燥至恒定

质量的葡萄糖对照品 ２１􀆰 ２０ ｍｇ， 置于 １００ ｍＬ 量瓶

中， 加超纯水溶解， 稀释至刻度， 摇匀， 然后分别

精密量取对照品溶液 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ７、
０􀆰 ８、 ０􀆰 ９ ｍＬ 至具塞试管中， 加水补至 ２􀆰 ０ ｍＬ， 各

加入 ５％ 苯酚溶液 １􀆰 ０ ｍＬ， 摇匀， 迅速加入浓硫酸

６ ｍＬ， 摇匀， 用紫外⁃可见分光光度计在 ４８７ ｎｍ 波

长处测定吸光度， 以吸光度为纵坐标 （Ｙ）， 葡萄

糖浓度为横坐标 （Ｘ）， 绘制标准曲线。
２􀆰 ２　 响应面设计优化熟地黄多糖提取工艺　 熟地

多糖的提取采用水提醇沉法， 经 ４％ 活性炭除色

素、 三氯乙酸 （ＴＣＡ） 法脱蛋白、 丙酮、 乙醚、 无

水乙醇清洗 ３ 遍除去小分子物质， 离心去上清烘干

即得熟地黄多糖， 依据多糖提取的液料比、 提取温

度、 提取时间 ３ 个变量作单因素考察， 以多糖提取

量为指标， 综合单因素结果作三因子三水平的响应

面设计优化多糖提取条件。 其中， 液料比选取

１ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０， 提取时间选择 ８０、 １００、
１２０ ｍｉｎ， 提取温度选择 ６０、 ７０、 ８０ ℃， 通过

Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ． Ｖ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件将数据模拟、 比对、 建

模后选择试验最佳数学模型 （采用二次不含交叉

项的响应面法）。
２􀆰 ３　 不同炮制工艺熟地黄多糖含有量测定　 精确

称量相同质量的不同炮制工艺熟地黄多糖于 ２５ ｍＬ
量瓶 中， 加 蒸 馏 水 稀 释 至 刻 度， 然 后 各 吸 取

０􀆰 ５ ｍＬ 至具塞试管中， 加水补至 ２􀆰 ０ ｍＬ， 再分别

加入 ５％ 苯酚溶液 １ ｍＬ， 摇匀， 迅速加入 ６ ｍＬ 浓

硫酸， 放置于 ４０ ℃水浴锅中水浴 １５ ｍｉｎ， 以相应

试剂为空白对照， 用紫外⁃可见分光光度计在

４８７ ｎｍ 处测定吸光度值。
２􀆰 ４　 供试品溶液衍生化条件　 精确称取 ４ 种炮制

工艺熟地黄多糖 ２０􀆰 ００ ｍｇ 于 １５ ｍＬ 离心管中， 加

３􀆰 ０ ｍＬ ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸后封管， 置于 １１０ ℃烘箱

水解 ６ ｈ， 然后旋转蒸发除去三氟乙酸， 再加适量

甲醇除去残留的三氟乙酸， 反复操作 ３ 次； 加入

１０ ｍｇ 盐酸羟胺、 １０ ｍｇ 肌醇、 ３􀆰 ０ ｍＬ 吡啶于

９０ ℃水浴锅反应 ３０ ｍｉｎ， 取出， 加入 １ ｍＬ 醋酸酐

溶液， ９０ ℃保温 ３０ ｍｉｎ， 将反应液过 ０􀆰 ２２ 微孔滤

膜后进气相系统。
２􀆰 ５　 气相色谱条件 　 ＨＰ⁃５ 毛细管柱 （ ２５ ｍ ×
０􀆰 ３２ ｍｍ × ０􀆰 ２５ μｍ）； 升 温 程 序， １２０ ℃ 保 持

３ ｍｉｎ， 以 ３ ℃ ／ ｍｉｎ 升温至 １８０ ℃， 再以 ２ ℃ ／ ｍｉｎ
升温 至 ２１０ ℃， 保 持 ４ ｍｉｎ； 气 体 体 积 流 量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样口温度 ２５０ ℃； 检测器温度

２８０ ℃； 柱温 ２１０ ℃； 空气、 氮气及氢气体积流量

分别为 ４００、 ２５、 ３０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 分流比 １ ∶ ２０； 进样

量 １􀆰 ０ μＬ。
２􀆰 ６　 大鼠卵巢颗粒细胞的分离与培养　 取 ３ 周龄

雌性 ＳＤ 大鼠， 皮下注射 ＰＭＳＧ５０ ＩＵ 每只， ４８ ｈ 后

取材。 颈椎脱臼法处死大鼠， 剖开腹腔肉眼可见双

侧卵巢表面大量发育的卵泡， 无菌条件下迅速取出

双侧卵巢， 除去表面脂肪和被膜， 放入事先准备好
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的 ＰＢＳ 液中清洗 ３ 次， 在体式显微镜下用 １ ｍＬ 注

射器针头扎破卵泡， 释放出颗粒细胞。 加入 ４ ｍＬ
２􀆰 ５％ 胰酶反复用吸管吹打悬液数次， 使颗粒细胞

团块分离， 加入 ３ ｍＬ 含血清培养液 （Ｆ１２） 终止

胰酶消化， 并静置 ３ ｍｉｎ， ２００ 目不锈钢细胞筛过

滤， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 洗涤滤液， 弃上清收

集细胞， 台盼蓝染色计算细胞的存活率。 将细胞植

入 ９６ 孔培养板中， 每孔含细胞 １􀆰 ５ × １０５ 个， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中预培养 ２４ ｈ。
２􀆰 ７　 原代大鼠卵巢颗粒细胞存活率 　 配制 ０􀆰 ４％
台盼蓝染液， 再取适当密度的细胞悬液 ０􀆰 ５ ｍＬ 加

入离心管， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ４％ 台盼蓝染液， 混匀，
染色 ２～３ ｍｉｎ， 吸取少许悬液涂于载玻片上， 加上

盖片于镜下观察细胞并计数， 计算细胞活力。 细胞

存活率 ＝ ［ （细胞总数－死细胞数） ／ 细胞总数］
×１００％ 。
２􀆰 ８　 细胞生长曲线制作　 取原代大鼠卵巢颗粒细

胞混合均匀后接种于 ９６ 孔板， 每孔 ２００ μＬ， 设 ５
个复孔， 当细胞贴壁后每隔 ２ ｄ 换 １ 次培养液， 空

白对照为不加细胞的培养液， 此后每隔 ２４ ｈ 加

２０ μＬ ３⁃ （４， ５⁃二甲基噻唑⁃２） ⁃２ 后置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱孵育 ４ ｈ， 加 １５０ μＬ 二甲基亚砜溶

解紫色结晶甲臜， 于 ５７０ ｎｍ 测定其吸光度值。
２􀆰 ９　 熟地黄多糖给药细胞方法　 精密称量 ４ 种地

黄多糖 ２０􀆰 ００ ｍｇ 于 １５ ｍＬ 离心管中， 在超净工作

台中用含 ５％ 血清不含双抗的培养液溶解并稀释至

１０ ｍＬ， 封口后 ４０ ℃超声 ５ ｍｉｎ 作为给药卵巢颗粒

细胞的母液； 紫外消毒 ３０ ｍｉｎ 后过 ０􀆰 ２２ μＬ 微孔

滤膜除菌和杂质， 再分别配成质量浓度为 ２５、 ５０、
７５、 １００、 １５０、 ２００、 ２５０、 ３００、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 的梯

度多糖溶液。 大鼠卵巢颗粒细胞贴壁生长后的第 ６
天开始给药， 每孔 ２００ μＬ， 取 ５ 个复孔， 同时设

立空白对照孔， 给药 ２４ ｈ 后进行 ＭＴＴ 试验。
２􀆰 １０　 数据统计学分析　 全部数据采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０
统计软件进行分析， 运用单因素方差分析， 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 线性关系考察　 采用苯酚⁃硫酸法测定葡萄糖

线性关系， 苯酚用量为 １ ｍＬ， 浓硫酸用量 ６ ｍＬ，
回归方程为 Ｙ ＝ １３􀆰 ０５３Ｘ＋０􀆰 ０２３ ３ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ０），
此 方 法 紫 外 吸 收 稳 定， 葡 萄 糖 在 ０􀆰 ０３ ～
０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。
３􀆰 ２　 多糖提取　 根据单因素实验结果， 选取影响

熟地黄多糖提取效果各因素中有意义的水平， 通过

Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ． Ｖ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件做响应面设计， 结果见

图 １， 其中液料比 １ ∶ ２２􀆰 １３， 提取温度 ７１􀆰 １６ ℃，
提取时间 １０５􀆰 ７５ ｍｉｎ； 且液料比和提取温度的交互

作用较显著， 根据等高线可以直观地反映出各因素

之间的交互作用， ２ 个因素之间的交互作用越显著

则图形越接近椭圆形， 反之， 则越接近圆形， 此方

法下多糖提取量可达 ０􀆰 ４７０ １ ｇ。

图 １　 各因素响应面

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

３􀆰 ３　 多糖含有量比较　 采用经典苯酚⁃硫酸法测定

四种炮制工艺地黄的总多糖含有量， 结果见图 ２，
其中九蒸九晒炮制地黄总多糖含有量最多， 占总药

材 （２０􀆰 ００ ｇ 提取） 含有量的 １􀆰 ６２５％ 。
３􀆰 ４　 方法学考察

３􀆰 ４􀆰 １　 精密度试验　 精密吸取对照品和供试品溶

液， 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下连续进样 ６ 次， 每次

进样 １ μＬ， 分别测得其中葡萄糖、 半乳糖的保留

时间和峰面积 ＲＳＤ 均小于 ０􀆰 ５％ ， 表明该仪器精密

度良好。
３􀆰 ４􀆰 ２　 稳定性试验　 精密吸取对照品和供试品溶

液， 在 “２􀆰 ５” 项色谱条件下， 每隔 ０、 ２、 ４、 ６、
８、 １０、 １２ ｈ 进样 １ 次， 每次进样 １ μＬ， 分别测得

葡萄糖、 半乳糖的保留时间和峰面积 ＲＳＤ 均小于

１􀆰 ０％ ， 表明供试品溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
３􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验 　 准确称取对照品和供试品 ６
份， 按 “ ２􀆰 ４ ” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ５” 项色谱条件下进样， 每次进样 １ μＬ， 测得

葡萄糖、 半乳糖的保留时间和峰面 ＲＳＤ 值均小于

２􀆰 ０％ ， 表明该方法重复性良好。
３􀆰 ４􀆰 ４　 加样回收率试验　 取 ９ 份已知葡萄糖、 半

乳糖含有量的九蒸九晒熟地黄 ５􀆰 ００ ｇ， 按 “２􀆰 ４”
项下方法制备供试品溶液， 加入等量的对照品混合

均匀， 过 ０􀆰 ２２ 微孔滤膜备用， 在 “２􀆰 ５” 项色谱

条件下进样， 每次进样 １ μＬ， 测得葡萄糖、 半乳

糖的保留时间和峰面积， 测得平均加样回收率

９６％ ～１０４％ ， ＲＳＤ 均小于 ４％ 。
３􀆰 ５　 多糖中的单糖组成分析

３􀆰 ５􀆰 １　 混标和各单糖标准曲线绘制 　 在 “２􀆰 ５”
０６９２
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图 ２　 各样品多糖含有量分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ

项色谱条件下， 各色谱峰分离度较好， 理论塔板数

均大于 ５ ０００， 混合单糖对照品出峰顺序依次为鼠

李糖、 阿拉伯糖、 甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 果

糖、 半乳糖醛酸， 且在一定浓度上各单糖标准曲线

均呈线性关系， 结果见图 ３、 表 １。

１． 鼠李糖　 ２． 阿拉伯糖　 ３． 甘露糖　 ４． 葡萄糖　 ５． 半乳糖

６． 果糖　 ７． 半乳糖醛酸

１． ｒｈａｍｎｏｓｅ　 ２． ａｒａｂｉｎｏｓｅ　 ３． ｍａｎｎｏｓｅ　 ４． ｇｌｕｃｏｓｅ　 ５． ｇａｌａｃｔｏｓｅ
６． ｆｒｕｃｔｏｓｅ　 ７． ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ

图 ３　 各成分气相色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 Ｒ２
线性范围 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
鼠李糖 Ｙ＝ ２２５ ８７６􀆰 １７Ｘ＋２７ ２１０􀆰 ６９ ０􀆰 ９９８ ５ ０􀆰 ０５０ ０～０􀆰 ２５０ ０
阿拉伯糖 Ｙ＝ ２３９ ５２８􀆰 ６１Ｘ－１８ ９１３􀆰 ５５ ０􀆰 ９９８ ７ ０􀆰 ０１２ ５～０􀆰 １２５ ０
甘露糖 Ｙ＝ ２９１ ２７７􀆰 ４２Ｘ＋３０ １４４􀆰 ２７ ０􀆰 ９９７ ９ ０􀆰 ０２５ ０～０􀆰 １２５ ０
葡萄糖 Ｙ＝ ２６４ ７４６􀆰 ８２Ｘ＋６ １８８􀆰 ３４ ０􀆰 ９９９ ５ ０􀆰 ０５０ ０～０􀆰 ５００ ０
半乳糖 Ｙ＝ ２５７ ９８８􀆰 ８６Ｘ＋２８ ５０６􀆰 ５６ ０􀆰 ９９９ １ ０􀆰 １００ ０～１􀆰 ０００ ０
半乳糖醛酸 Ｙ＝ ２１４ ５９３􀆰 ３７Ｘ＋９ ４７３􀆰 ６２ ０􀆰 ９９８ ９ ０􀆰 ０１０ ０～０􀆰 １００ ０

３􀆰 ５􀆰 ２　 单糖组成分析 　 ４ 种炮制工艺地黄多糖的

单糖分析见图 ４， 均含有阿拉伯糖、 甘露糖、 葡萄

糖、 半乳糖和半乳糖醛酸， 另外， 除生地黄多糖

外， 其余多糖的单糖组成还包括鼠李糖， 根据气相

色谱面积归一化法及内参因子肌醇的峰面积对各单

糖组分进行分析， ４ 种地黄的单糖摩尔比见表 ２。
３􀆰 ６　 细胞存活率　 在倒置显微镜下观察细胞总数

为 ８３ 个， 被染色细胞 ６ 个， 根据公式为细胞存活

　 　 　 　表 ２　 各单糖摩尔比

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
单糖 摩尔比

九晒单糖 Ｒｈａ ∶ Ａｒａ ∶ Ｍａｎ ∶ Ｇｌｃ ∶ Ｇａｌ ∶ ＧａｌＡ＝ ０􀆰 ６２ ∶ ０􀆰 ４１ ∶ ０􀆰 ７２ ∶ １􀆰 ００ ∶ ３􀆰 ８３ ∶ ０􀆰 ６１
九烘单糖 Ｒｈａ ∶ Ａｒａ ∶ Ｍａｎ ∶ Ｇｌｃ ∶ Ｇａｌ ∶ ＧａｌＡ＝ ０􀆰 ４２ ∶ ０􀆰 ２６ ∶ ０􀆰 ４６ ∶ １􀆰 ００ ∶ ３􀆰 ９６ ∶ ０􀆰 ８３
现代法单糖 Ｒｈａ ∶ Ａｒａ ∶ Ｍａｎ ∶ Ｇｌｃ ∶ Ｇａｌ ∶ ＧａｌＡ＝ ０􀆰 １０ ∶ ０􀆰 ２７ ∶ ０􀆰 ２０ ∶ １􀆰 ００ ∶ ２􀆰 ８０ ∶ ０􀆰 ４８
生地单糖 Ａｒａ ∶ Ｍａｎ ∶ Ｇｌｃ ∶ Ｇａｌ ∶ ＧａｌＡ＝ ０􀆰 ０６５ ∶ ０􀆰 ０９５ ∶ １􀆰 ００ ∶ １􀆰 ９６ ∶ ０􀆰 ３６

率＝［（细胞总数－死细胞数） ／细胞总数］ ×１００％ ，
即细胞存活率＝ （７７ ／ ８３） ×１００％ ＝ ９５􀆰 １８％ 。
３􀆰 ７　 细胞生长曲线 　 原代细胞贴壁生长后每隔

２４ ｈ 加 ２０ μＬ ＭＴＴ 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱孵育

４ ｈ， 然后加 １５０ μＬ ＤＭＳＯ 溶解紫色结晶于 ５７０ ｎｍ
测定其吸光度值， 以此观察细胞数量的变化， 见图 ５，

１６９２
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图 ４　 多糖的单糖组成分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

在细胞生长第 ６ 天时其吸光度值最大。

图 ５　 细胞生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ

３􀆰 ８　 不同炮制工艺熟地黄多糖给药细胞　 各组分

多糖分别配成质量浓度为 ２５、 ５０、 ７５、 １００、 １５０、
２００、 ２５０、 ３００、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 的梯度多糖溶液。 大

鼠卵巢颗粒细胞贴壁生长后的第 ６ 天开始给药， 每

孔 ２００ μＬ， 给药 ２４ ｈ 后进行 ＭＴＴ 试验， 结果见图

６、 表 ３， 从图表中可知不同炮制工艺熟地黄多糖

给药大鼠卵巢颗粒细胞后对其增殖效果为九蒸九晒

熟地多糖＞九蒸九烘熟地多糖＞现代法熟地多糖＞生
　 　 　 　

地黄多糖。

注： 不同梯度浓度条形图从左至右依次为九蒸九晒熟地黄多糖、
九蒸九烘熟地黄多糖、 现代法熟地黄多糖、 生地黄多糖

图 ６　 各多糖给药卵巢颗粒细胞后与对照组比较

Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ａｄ⁃
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 各多糖对大鼠卵巢颗粒细胞增殖的影响

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ

质量浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 九晒多糖 九烘多糖 现代法多糖 生地黄多糖

对照 ０􀆰 ７０４±０􀆰 ０５３ ０􀆰 ６９５±０􀆰 ０５２ ０􀆰 ７５７±０􀆰 ０１２ ０􀆰 ７３３±０􀆰 ０２８
２５ ０􀆰 ６９７±０􀆰 ０１５ ０􀆰 ６９４±０􀆰 １４２ ０􀆰 ７３４±０􀆰 ０１１ ０􀆰 ７３１±０􀆰 ０３１
５０ ０􀆰 ７７５±０􀆰 ０５１ ０􀆰 ７７４±０􀆰 ０５３ ０􀆰 ７６２±０􀆰 ０１７ ０􀆰 ７４９±０􀆰 ０２４
７５ ０􀆰 ７８９±０􀆰 ０３８ ０􀆰 ７８６±０􀆰 ０１７ ０􀆰 ７８３±０􀆰 ０２６ ０􀆰 ７６８±０􀆰 ０２９
１００ ０􀆰 ８１２±０􀆰 ０１５∗ ０􀆰 ８０４±０􀆰 ０１４∗ ０􀆰 ８１２±０􀆰 ００４∗ ０􀆰 ８１３±０􀆰 ００９∗

１５０ ０􀆰 ８５３±０􀆰 ０３７∗＃ ０􀆰 ８１６±０􀆰 ０２７∗ ０􀆰 ８３４±０􀆰 ０２２∗ ０􀆰 ８２８±０􀆰 ０２８∗

２００ ０􀆰 ８２４±０􀆰 ０３９∗＃ ０􀆰 ７８４±０􀆰 ０４４∗ ０􀆰 ８１３±０􀆰 ２７１∗ ０􀆰 ７９８±０􀆰 ００８∗

２５０ ０􀆰 ８１９±０􀆰 ０２９∗ ０􀆰 ７４４±０􀆰 ００９ ０􀆰 ７８２±０􀆰 ０２４ ０􀆰 ８４２±０􀆰 ０３１∗

３００ ０􀆰 ７９４±０􀆰 ０２４∗ ０􀆰 ７４２±０􀆰 ０２５ ０􀆰 ７９３±０􀆰 ００９ ０􀆰 ８２０±０􀆰 ００９∗

４００ ０􀆰 ７６４±０􀆰 ０３８ ０􀆰 ７３１±０􀆰 ０１４ ０􀆰 ７４１±０􀆰 ０３２ ０􀆰 ８０１±０􀆰 ０１９

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与现代法多糖比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５
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４　 讨论

中药材熟地黄是滋阴补肾的要药， 现代药理研

究表明， 熟地黄还具有抗肿瘤、 抗氧化、 促进造

血、 提高记忆力等作用［１１⁃１２］。 当生地黄经过不同

的炮制加工后， 其化学成分、 性味、 药理作用均发

生不同程度的改变， 其性味由苦、 凉转甘温， 其功

效也由清转补。 本研究获悉地黄经过不同方法炮制

后， 其多糖含有量为九蒸九晒熟地黄＞现代法炮制

熟地黄＞生地黄＞九蒸九烘熟地黄， 这可能与炮制

前后部分多糖水解为小分子糖类和环烯醚萜类化合

物降解生成糖类物质有关； 而不同炮制工艺地黄多

糖的单糖组成也不尽相同， 其中九蒸九晒熟地黄多

糖中各种单糖的成分较均衡， ６ 种单糖的摩尔比为

Ｒｈａ ∶ Ａｒａ ∶ Ｍａｎ ∶ Ｇｌｃ ∶ Ｇａｌ ∶ ＧａｌＡ ＝ ０􀆰 ６２ ∶ ０􀆰 ４１ ∶
０􀆰 ７２ ∶ １􀆰 ００ ∶ ３􀆰 ８３ ∶ ０􀆰 ６１。

中医认为， 肾藏精， 主生殖， 卵子的发育与肾

关系密切， 临床多用补肾中药以促进女性卵巢内激

素的分泌， 刺激其卵泡生长发育及排出， 而卵巢颗

粒细胞的生长分化恰恰是原始卵泡启动、 生长的关

键， 是卵泡发育的标志［１３］。 本研究通过 ＭＴＴ 法检

测结果显示， 卵巢颗粒细胞在不同组分熟地黄多糖

作用下增殖效果各不相同， 呈一定的量效关系， 当

质量浓度为 １５０ μｇ ／ ｍＬ 时其增殖效果最显著， 且

九蒸九晒熟地多糖＞九蒸九烘熟地多糖＞现代法熟

地多糖 ＞生地黄多糖， 在质量浓度为 １００、 １５０、
２００ μｇ ／ ｍＬ 与对照组相比差异均有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 当质量浓度为 １５０、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 时九蒸

九晒熟地多糖与现代法熟地多糖给药卵巢颗粒细胞

后组间有显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 这可能与多糖分

子量大小不同有关， 因不同分子量多糖进入机体内

消化代谢均不同， 分子量较大的多糖难以吸收， 这

也从侧面反映九蒸九晒熟地黄具有较好的物质药效

基础， 而现代法熟地多糖作用于卵巢颗粒细胞虽具

有一定的增殖效果， 但随着给药剂量的增大反而抑

制细胞生长， 这可能是现代法炮制熟地黄多采用一

次性蒸制， 烘箱干燥， 普遍存在蒸不透、 容易腻胃

等缺陷。 后续研究将采用血清药理学给药大鼠卵巢

颗粒细胞， 并通过高效凝胶过滤色谱法测定不同炮

制工艺熟地黄的多糖分子量。 综上所述， 本实验针

对熟地滋阴补肾传统功效展开研究， 结合炮制化

学、 药理学的分析， 这将为熟地黄多糖的进一步开

发与探索提供参考， 同时这也可作为药材炮制过程

中的质量控制手段［１４］， 此外， 通过分析比较不同

炮制工艺熟地黄的化学成分和含有量差别， 以期为

不同炮制工艺熟地黄的药效差异提供理论指导。
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