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摘要： 目的　 优化松茸水提物提取工艺， 并分析其单糖组成。 方法　 以提取温度、 液料比、 提取时间、 提取次数为影

响因素， 多糖提取率为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 水提醇沉法得到粗多糖后用三氟乙酸水解， 加入 １⁃苯基⁃
３⁃甲基⁃５⁃吡唑啉酮 （ＰＭＰ） 进行衍生化， ＨＰＬＣ 法分析单糖组成。 结果　 最佳条件为药材加入 ５０ 倍量水， ９０ ℃下回

流提取 ２ ｈ， 重复 ３ 次， 多糖提取率为 １７􀆰 ４４％ 。 多糖主要由甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 木糖、 岩藻糖组成， 摩尔比为

１ ∶ ３􀆰 ３９ ∶ １􀆰 １９ ∶ ０􀆰 ２４ ∶ ０􀆰 ４０。 结论　 该方法快速稳定， 准确简便， 可用于松茸及其相关制剂的质量控制。
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　 　 松茸主要分布在吉林、 云南、 四川、 西藏等地［１⁃２］ ， 含

有多糖、 多酚、 麦角甾醇、 挥发性有机化合物等大量活性

成分［３⁃４］ ， 近年来由于其所含多糖具有较高的药用价值而受

到广泛关注［５］ 。 研究表明， 来自松茸子实体的水溶性松茸

多糖是该药材主要有效物质之一， 具有良好的药理活性，
如抗肿瘤［６⁃７］ 、 免疫调节［８］ 、 抗氧化［９］ ， 并可通过抑制人

体内黑色素瘤细胞生成黑色素来起到美白肌肤的效果［１０］ ，
在化妆品领域有着的广阔的开发前景。
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目前， 松茸尚未被 《中国药典》 收录， 其质量标准的

缺乏制约了该药材及其相关制剂的开发利用。 因此， 本实

验参考文献 ［１１⁃１３］ 报道的方法， 采用正交试验优化松茸

水提物提取工艺， 并通过柱前衍生化 ＨＰＬＣ 法分析其单糖

组成， 以期为该药材后续开发和质量标准建立提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 高效液相色谱仪 （配置 Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 二元泵、
Ｗａｔｅｒｓ ２４８９ 紫 外 检 测 器、 Ｗａｔｅｒｓ ２７０７ 自 动 进 样 器、
Ｅｍｐｏｗｅｒ ２ 工作站， 美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＤＺＦ 数显鼓风干燥

箱 （上海博讯实业有限公司）； ＡＬ１０４ 电子天平 ［梅特勒⁃
托利多仪器 （上海） 有限公司］； ＫＱ⁃３００ＤＥ 超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）； ＲＥ⁃５２ＡＡ 旋转蒸发仪 （上海

亚荣生化仪器厂）； ＵＶ⁃１８００ 紫外分光光度计 （日本岛津公

司）； 离心机 （湖南湘仪实验仪器开发有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 松茸于 ２０１８ 年采自云南香格里拉， 经

浙江中医药大学药学院中药鉴定教研室陈孔荣副教授鉴定

为口蘑科口蘑属真菌松茸 Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａ ｍａｔｓｕｔａｋｅ。 葡萄糖

（批号 Ｓ１０Ｓ９Ｉ６９８３３）、 甘露糖 （批号 Ａ１６Ｏ６Ｌ４５４６）、 半乳

糖 （批号 Ｚ２２Ｊ９Ｈ６４１８７）、 木糖 （批号 Ｂ０２Ｍ６Ｗ１）、 岩藻糖

（批号 Ｍ２３Ｆ８Ｋ２９９１８） 对照品均购于上海源叶生物科技有

限公司； １⁃苯基⁃３⁃甲基⁃５⁃吡唑啉酮 （批号 Ｋ１８２００９８） 购于

阿拉丁 试 剂 （ 上 海） 有 限 公 司； 磷 酸 二 氢 钾 （ 批 号

２０１８１２０７） 购于国药集团化学试剂有限公司。 乙腈为色谱

纯； 其他试剂均为分析纯。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 提取工艺优化

２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取葡萄糖对照品 ５􀆰 ７４ ｍｇ，
置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加水溶解并稀释至刻度， 摇匀， 精密

吸取 ２􀆰 ５ ｍＬ， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， 加水稀释至刻度， 摇匀，
即得 （终质量浓度为 １１４􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 称取药材粉末 （过 ５０ 目筛）
０􀆰 ５ ｇ， 置于 ５０ ｍＬ 圆底烧瓶中， 室温下 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 取上清液， 置于 １００ ｍＬ 量瓶中， 加水定容， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 线性关系考察　 精密吸取对照品溶液 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ２５、
０􀆰 ３５、 ０􀆰 ４５、 ０􀆰 ５５、 ０􀆰 ６５ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 试管中， 加水至

１ ｍＬ， 加入 １ ｍＬ ５％ 苯酚溶液、 ５􀆰 ０ ｍＬ 浓硫酸， 摇匀， 沸

水浴 ２０ ｍｉｎ， 冷却至室温， 在 ４９０ ｎｍ 波长下检测吸光度。
以多糖提取率为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行

回归， 得方程为 Ａ ＝ ０􀆰 ００９ ５Ｘ－０􀆰 ００１ １ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 在

１７􀆰 ２２～７４􀆰 ６２ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ４　 正交试验 　 在前期单因素试验及方法学考察基础

上， 选择提取温度 （Ａ）、 液料比 （Ｂ）、 提取时间 （Ｃ）、
提取次数 （Ｄ） 作为影响因素， 多糖提取率作为评价指标

（Ｙ）， Ｌ９（３４） 正交试验优化提取工艺， 因素水平见表 １。
精密称定药材粉末 ３ 份， 每份 ０􀆰 ５ ｇ， 置于圆底烧瓶中进行

回流提取， 结果见表 ２， 方差分析见表 ３。
　 　 由此可知， 各因素影响程度依次为 Ｄ＞Ａ＞Ｂ＞Ｃ， 除提取

次数 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 外各因素均无明显影响。 最终确定， 最优

　 　 　 　 表 １　 因素水平

水平 Ａ 温度 ／ ℃ Ｂ 液料比 Ｃ 提取时间 ／ ｈ Ｄ 提取次数 ／ 次
１ ８０ ３０ ∶１ １ １
２ ９０ ４０ ∶１ ２ ２
３ １００ ５０ ∶１ ３ ３

表 ２　 试验设计与结果

试验号
Ａ 温度 ／

℃
Ｂ 液料比

Ｃ 提取

时间 ／ ｈ
Ｄ 提取

次数 ／ 次
Ｙ 提取率 ／ ％

１ ８０ ３０ ∶ １ １ １ １３􀆰 ８３
２ ８０ ４０ ∶ １ ２ ２ １７􀆰 １３
３ ８０ ５０ ∶ １ ３ ３ １７􀆰 ２５
４ ９０ ３０ ∶ １ ２ ３ １７􀆰 ４０
５ ９０ ４０ ∶ １ ３ １ １５􀆰 １３
６ ９０ ５０ ∶ １ １ ２ １７􀆰 ３６
７ １００ ３０ ∶ １ ３ ２ １６􀆰 ４４
８ １００ ４０ ∶ １ １ ３ １６􀆰 ７９
９ １００ ５０ ∶ １ ２ １ １４􀆰 ７５
Ｋ１ １６􀆰 ０７０ １５􀆰 ８９０ １５􀆰 ９９３ １４􀆰 ５７０ —
Ｋ２ １６􀆰 ６３０ １６􀆰 ３５０ １６􀆰 ４２７ １６􀆰 ９７７ —
Ｋ３ １５􀆰 ９９３ １６􀆰 ４５３ １６􀆰 ２７３ １７􀆰 １４７ —
Ｒ ０􀆰 ６３７ ０􀆰 ５６３ ０􀆰 ４３４ ２􀆰 ５７７ —

表 ３　 方差分析

来源 离均差平方和 自由度 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ ０􀆰 ７２５ ２ ２􀆰 ５００ —
Ｂ ０􀆰 ５４ ２ １􀆰 ８６２ —
Ｃ ０􀆰 ２９ ２ １􀆰 ０００ —
Ｄ １２􀆰 ４６ ２ ４２􀆰 ９６６ ＜０􀆰 ０５

工艺为药材加入 ５０ 倍量水， 在 ９０ ℃下回流提取 ２ ｈ， 重复

３ 次。
２􀆰 １􀆰 ５　 验证试验 　 精密称定 ３ 份药材粉末， 每份 ２􀆰 ０ ｇ，
按优 化 工 艺 进 行 提 取， 测 得 提 取 率 分 别 为 １７􀆰 ５３％ 、
１７􀆰 ４８％ 、 １７􀆰 ３２％ ， 平均 １７􀆰 ４４％ ， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６３％ ， 表明该

工艺稳定可行。
２􀆰 ２　 单糖组成分析

２􀆰 ２􀆰 １　 色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ Ｘｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 色谱柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液 （Ａ） ⁃
乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （１ ～ １０ ｍｉｎ， １８％ Ｂ； １０ ～ １２ ｍｉｎ，
１８％ ～ ２０％ Ｂ； １２ ～ ６０ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温３０ ℃； 检测波长 ２５０ ｎｍ； 进样量 ５ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 精密称取对照品甘露糖、 葡萄

糖、 半乳糖、 木糖、 岩藻糖 １０􀆰 １９、 ２５􀆰 １４、 １１􀆰 ８２、 ３􀆰 ２２、
２􀆰 ７０ ｍｇ， 置于 １ ｍＬ 量瓶中， 加水定容， 分别精密吸取

５００、 ３５０、 ３５０、 １５０、 ３００ μＬ， 置于 ２ ｍＬ 容量瓶中， 加水

定容， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 粗多糖制备　 精密称取药材提取物 ５􀆰 ００ ｇ， 热水溶

解， 加 ４ 倍量无水乙醇沉淀， ４ ℃下静置过夜， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清液， 沉淀干燥， 即得， 性状为棕褐

色固体粉末， 质量为 ０􀆰 ８９４ ６ ｇ。
２􀆰 ２􀆰 ４　 供试品溶液制备　 精密称取粗多糖 １０􀆰 ０ ｍｇ， 置于

５ ｍＬ量瓶中， 加水定容， 精密吸取 １􀆰 ０ ｍＬ 至 ５ ｍＬ 试管中，
９００１
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加入 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸 １􀆰 ０ ｍＬ， 橡胶塞密封， １１０ ℃下加热

４ ｈ， 冷却至室温， 置于真空干燥箱中干燥， １􀆰 ０ ｍＬ 甲醇吹

洗试管， 干燥， 重复 ３ 次， ２００ μＬ 蒸馏水复溶， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＰＭＰ 衍生化　 取水解后的供试品溶液 ２００ μＬ， 加

入 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＰ 甲醇溶液、 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液各

２００ μＬ， 充分溶解后移至 ２ ｍＬ 离心管中， ７０ ℃水浴加热

１００ ｍｉｎ， 冷却至室温， 加入 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ， 充分混匀， 加

入 １􀆰 ０ ｍＬ 三氯甲烷充分振荡， 取上清液， 重复 ３ 次，
０􀆰 ２２ μｍ微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ６　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取对照品溶液 ７００、 ５５０、
４００、 ２５０、 １００ μＬ， 置于 １ ｍＬ 量瓶中， 加水定容， 按

“２􀆰 ２􀆰 ５” 项下方法衍生化， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定。 以各单糖质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐

标 （Ｙ） 进行回归， 结果见表 ４， 可知均在各自范围内线性

关系良好。
表 ４　 各单糖线性关系

单糖 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
甘露糖 Ｙ＝ １ ０００ ０００Ｘ－４４ ５６２ ０􀆰 ９９９ ９ ２５４􀆰 ７５０～１ ７８３􀆰 ２５０
葡萄糖 Ｙ＝ ８ ０００ ０００Ｘ＋１０ ３２９ ０􀆰 ９９９ ９ ４３９􀆰 ９５０～３ ０７９􀆰 ６５０
半乳糖 Ｙ＝ １ ０００ ０００Ｘ－１８２ ７２４ ０􀆰 ９９９ ９ ２０６􀆰 ８５０～１ ４４７􀆰 ９５０
木糖 Ｙ＝ １ ０００ ０００Ｘ＋４４ ２８７ ０􀆰 ９９９ ９ ２４􀆰 １５０～１６９􀆰 ０５０
岩藻糖 Ｙ＝ ９ ０００ ０００Ｘ－４１ ７５７ ０􀆰 ９９９ ８ ４０􀆰 ５００～２８３􀆰 ５００

２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ２　 精密度试验 　 取对照品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ５” 项下

方法衍生化， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次， 测

得甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 木糖、 岩藻糖峰面积 ＲＳＤ 分

别为 １􀆰 ２６％ 、 ０􀆰 ７６％ 、 ０􀆰 ９７％ 、 １􀆰 ０４％ 、 ０􀆰 ６５％ ， 表明仪器

精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ３　 稳定性试验 　 精密称取粗多糖， 按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项

下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ５” 项下方法衍生化，
于 ０、 ２、 ４、 ８、 １６ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
测得甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 木糖、 岩藻糖峰面积 ＲＳＤ
分别为 １􀆰 １３％ 、 ２􀆰 ４１％ 、 １􀆰 ２１％ 、 １􀆰 ４８％ 、 １􀆰 ３１％ ， 表明溶

液在 １６ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ４　 重复性试验　 精密称取粗多糖 ６ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ４”
项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ５” 项下方法衍生化，
在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得甘露糖、 葡萄糖、
半乳糖、 木糖、 岩藻糖峰面积 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ４８％ 、 ２􀆰 １３％ 、
２􀆰 ３１％ 、 １􀆰 ７３％ 、 ２􀆰 １１％ ， 表明该方法重复性较好。
２􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ５　 加样回收率试验　 精密称取各单糖含量已知的粗

多糖 ６ 份， 精密加入等同于样品量的对照品溶液， 按

“２􀆰 ２􀆰 ４” 项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ５” 项下方

法衍生化， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算回

收率。 结果， 甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 木糖、 岩藻糖平

均 加 样 回 收 率 分 别 为 １００􀆰 ３７％ 、 ９５􀆰 ２１％ 、 １０１􀆰 ８９％ 、
１０３􀆰 ７８％ 、 ９７􀆰 ７１％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ３８％ 、 ２􀆰 １４％ 、 １􀆰 ９５％ 、
１􀆰 ７２％ 、 ２􀆰 ７２％ 。
２􀆰 ２􀆰 ７　 分析结果 　 精密称取粗多糖 ３ 份， 每份 １０􀆰 ０ ｍｇ，

按 “２􀆰 ２􀆰 ４” 项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ５” 项下

方法衍生化处理， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。
结果显示， 多糖主要由甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 木糖、
岩藻糖组成， 摩尔比为 １ ∶ ３􀆰 ３９ ∶ １􀆰 １９ ∶ ０􀆰 ２４ ∶ ０􀆰 ４０， 其中

葡萄糖、 半乳糖、 甘露糖质量占比较高， 分别为 ５５􀆰 １２％ 、
１９􀆰 ４１％ 、 １６􀆰 ２８％ 。 ＨＰＬＣ 色谱图见图 １。

１． ＰＭＰ　 ２． 甘露糖　 ３． 葡萄糖　 ４． 半乳糖　 ５． 木糖　 ６． 岩藻糖

图 １　 各单糖 ＨＰＬＣ 色谱图

３　 讨论

３􀆰 １　 提取工艺选择　 陈炼红［１４］ 等采用响应面法优化松茸

多糖复合酶法提取工艺， 但其最终提取率仅为 ６􀆰 ９５％ ， 而

工艺条件要求高， 成本昂贵， 工业化生产限制较多。 本实

验采用热回流法优化提取工艺， 条件温和， 操作简单， 松

茸水提物中多糖提取率可达 １７􀆰 ４４％ ， 适用于工业化大规模

生产。
３􀆰 ２　 色谱条件选择　 在水相中加入适量缓冲盐时， 能改善

单糖衍生物的 ＨＰＬＣ 色谱图峰型， 故本实验考察了乙酸铵、
磷酸盐缓冲系统， 结果发现， 乙酸铵缓冲系统虽然在 ｐＨ
为 ５􀆰 ５ 左右时可使峰型对称， 拖尾程度降低， 但存在缓冲

盐用量大、 水相易霉变、 出峰时间不稳定等诸多问题， 故

选用磷酸盐缓冲系统， 此时拖尾因子小， 出峰稳定， 分离

度好， 适用于 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８柱对单糖衍生物的分析。
３􀆰 ３　 单糖组成分析　 刘刚［１５］ 等初步确定， 松茸多糖由葡

萄糖、 木糖和半乳糖组成； 高瑞希［１６］ 等发现， 松茸多糖含

有木糖、 甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 葡萄糖醛酸。 本实验

采用 ＰＭＰ 柱前衍生化 ＨＰＬＣ 法分析松茸多糖的单糖组成，
发现其中同时存在甘露糖、 葡萄糖、 半乳糖、 木糖、 岩藻

糖， 并首次建立同时对上述 ５ 种单糖进行定量测定的方法，
可用于松茸及其相关制剂的质量控制。
４　 结论

本实验对松茸水提物提取工艺及单糖组成进行了系统

研究， 先采用正交试验优化提取工艺， 再通过 ＰＭＰ 柱前衍

生化 ＨＰＬＣ 法分析单糖组成， 发现有甘露糖、 葡萄糖、 半

乳糖、 木糖、 岩藻糖 ５ 种， 摩尔比为 １ ∶ ３􀆰 ３９ ∶ １􀆰 １９ ∶ ０􀆰 ２４
∶ ０􀆰 ４０。 而且， 该方法准确度和精密度良好， 灵敏度高，
操作简便， 可用于松茸多糖组成分析， 也可为其他药材的

相关研究提供参考依据。
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明目⁃１１ 历史沿革及临床应用
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摘要： 蒙药明目⁃１１ 最早记载于 《医法之海》， 作为传统验方是临床常用的疗效较好的蒙成药， 由诃子、 红花、 人工

牛黄、 丁香、 手参、 滑石、 赭石 （制）、 熊胆粉、 朱砂、 白硇砂、 姜黄组成， 具有清肝热、 明目功效， 对血希拉性眼

疾、 昏朦、 目赤、 翳障、 干性结膜炎及眼底血管性疾病引起的视网膜、 脉络膜出血、 尤其湿性黄斑变性疗效确切显

著， 具有潜在的开发利用价值。 本文对明目⁃１１ 进行方源、 方解分析， 并综述该方临床应用， 为其进一步开发利用提

供科学依据。
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