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建立的方法有较好的重现性、精密度和稳定性，为乳

块消片的质量控制以及衡量其质量的优劣提供依据。
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天花粉多糖的提取、分离与纯化研究
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摘 要：目的 系统地研究天花粉多糖分析的样品前处理方法，包括提取、分离及纯化方法，为进一步开展天花粉

多糖的组成及相对分子质量等分析研究，探讨其药理药效奠定基础。方法试验了加热回流、不同温度浸提、超声

波振荡等方法提取天花粉多糖，对天花粉多糖的沉淀分离条件进行了优化，并采用重结晶、透析、柱色谱等方法进

行纯化，采用苯酚一硫酸分光光度法测定多糖的质量分数．并用核磁共振波谱法进行验证。结果 天花粉多糖于

45℃超声波振荡提取效果最佳，不同纯化方法所得天花粉多糖的质量分数不同．重结晶法得到的多糖质量分数为

58．8％，透析法得到的多糖质量分数为51．、3 oA，色谱柱纯化后的多糖质量分数最高可达94％。结论本研究建立了

天花粉多糖的样品前处理分析方法。解决了天花粉中淀粉、蛋白以及柠檬酸等化合物的干扰问题，获得了质量分数

较高的天花粉多糖，可用于天花粉多糖的进一步分析．
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天花粉是葫芦科植物栝楼Tmchosanthes

kiHlowii Maxim．的干燥块根，又名栝楼根、蒌根，

具有清热生津、消肿排脓的功效，用于治疗热病烦

渴、肺热燥咳、内热消渴、疮疡肿毒[1]。临床上常用的

消渴症方如玉泉丸、玉液汤、玉女煎等均将天花粉作

为主药。天花粉在增强机体免疫功能、抗肿瘤、抗艾

滋病毒方面具有很好的功效[2]。天花粉多糖具有降

血糖的活性[3]。天花粉中具有活性的多糖的量很低，

而富含淀粉，虽然这些淀粉也属于多糖类，但没有降

糖功效，并且对天花粉多糖的提取纯化干扰很严重。

天花粉中含有的天花粉蛋白属于水溶性的天然高分

子化合物，也严重干扰天花粉多糖的分离提取和分

析。有关天花粉有效成分的提取分离的研究大多是

针对天花粉蛋白[‘~7]，对天花粉多糖的研究较

少[8一]。因此本实验对天花粉多糖测定前处理中的提

取、分离和纯化方法作了研究，比较了不同方法提取

天花粉多糖，并优化了天花粉多糖的沉淀分离条件，

采用重结晶、透析、柱色谱等方法纯化，然后采用分

光光度法测定多糖，并采用核磁共振波谱法进行验

证，得到了较满意的结果。

1仪器与试剂

721N型分光光度计，上海分析仪器厂；核磁共

振波谱仪；超声波振荡仪。

无水乙醇、丙酮、苯酚、硫酸均为AR级；

Sephadex G一50和Sephadex G一100葡聚糖凝胶；葡

萄糖，AR级，质量分数大于99．9％，使用前经105℃

烘4 h；试验用水为Millipore超纯水。

2方法与结果

2．1 天花粉多糖的测定：采用苯酚一硫酸分光光度

法。称取一定量的天花粉多糖样品，用水溶解并定

容，取1 mL溶液加入1 mL 5％苯酚，再加入5 mL

浓硫酸摇匀，于沸水浴中反应15 min，取出放置至室

温，于490 nm波长处测定吸光度值。以水作空白，以

葡萄糖溶液作对照同时测定，得到标准曲线，根据标

准曲线方程计算出多糖的量。

2．2天花粉多糖的提取

2．2．1提取方法的选择：取经粉碎后的天花粉，加

入10倍量的水提取，比较了加热回流(100℃)、不同

温度浸提和超声波振荡提取等方法结果见表1。若按

传统的加热回流提取方法，由于天花粉中富含淀粉，
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会使提取物完全成糊状，无法进行分离。采取直接加

热浸提的方法，如果温度高于80℃，也同样会导致

糊化，很难分离出清液；65℃时情况有所好转，但I：

液试验呈蓝色，表明仍然有淀粉干扰；45℃时I：液

试验呈无色，表明已不存在淀粉的干扰故确定最佳

提取温度为45℃。而采用超声波振荡法可强化多糖

的溶出效率，明显提高提取率，达到满意的效果。因

此，确定采用45℃超声波振荡的提取方法。

表1不同提取温度和提取方法效果的比较

Table 1 Comparison between various extracting

temperatures and extracting methods

2．2．2提取溶剂用量的确定：取经粉碎后的天花粉

100 g，分别加入3、5、8、10倍量的水进行超声波振

荡提取。结果表明，水用量为天花粉的3倍(即100 g

天花粉加300 mL水)时，多糖提取不完全，提取率为

62％，且由于溶剂太少，提取液较浓，造成滤过困难；

水用量为天花粉的5倍时，多糖提取已完全，且提取

液滤过顺利；水用量为天花粉的8、10倍时，多糖提

取完全，且提取液滤过非常容易，提取率与5倍时接

近，但后续浓缩过程较费时。综合考虑，确定提取剂

用量为天花粉的5倍，即100 g天花粉加500 mL水。

2．2．3提取时间的确定：取经粉碎后的天花粉100

g，加入5倍量的水，分别超声提取0．5、1．0、1．5、

2．0、3．O、4．0 h，结果见表2。提取率先随着提取时间

的延长而增加，提取2 h后提取率已趋于稳定，不再

增加。故确定提取时间为2 h。

衷2不同提取时间的影响

Table 2 Effect of various extracting times

提取时间／h 提取率／％

0．5

1．0

1．5

2．O

3．0

4．O

71．2

87．4

94．6

98．5

99．3

100

2．2．4最佳提取条件：天花粉块根粉碎成60目后，

移取100 g，加水500 mL，超声提取2 h，静置沉淀后，

经真空抽滤得到提取液；残渣再加少量水超声波振

荡10 min进行洗涤，经真空抽滤得到洗涤液；重复

洗涤2次，合并提取液和洗涤液，60℃水浴浓缩定容

至lOOmL。

2．3天花粉多糖的分离：提取液中除了天花粉多糖

外，还含有天花粉蛋白以及其他大量可溶于水的物

质，这就需要将提取液中的天花粉多糖分离出来。由

于植物多糖是大分子化合物，其在有机溶剂中的溶

解度较小，在含一定比例有机溶剂的水溶液中会沉

淀下来，因此通常采用加入有机溶剂的方法使多糖

沉淀出来。但提取液中的天花粉蛋白也会随之沉淀

下来，因此必须选择适合天花粉多糖的沉淀分离

条件。

2．3．1多糖沉淀剂的确定：比较了丙酮和乙醇溶液

作沉淀剂的影响，结果见表3。可看出，丙酮沉淀多糖

的效果较乙醇略好，但二者差别不是很大。考虑到乙

醇成本较低，毒性小，对环境无污染，故选用乙醇作

沉淀剂。

2．3．2沉淀剂比例的确定：考察了不同比例的丙酮

和乙醇溶液作沉淀剂的影响，结果见表3。可看出，

60％丙酮和80％乙醇沉淀多糖效果较好。丙酮和乙

醇的量较低时，沉淀出的是相对分子质量较大的蛋

白质，丙酮和乙醇的量太高时，沉淀出的是小分子有

机物等杂质。

裹3不同溶剂及其比例对天花粉多糖的分离效果

Table 3 Isolation of polysaccharidc from Radix Triehosan-

this by various soluents and their conceⅡtration

沉淀剂 多糖／％

2．3．3最佳-沉淀条件：在提取液中加入无水乙醇

100 mL使乙醇体积分数达到50％，离心，弃去沉淀，

以除去蛋白质和残留的淀粉。清液加入4倍体积无

水乙醇，使乙醇体积分数达到80％，沉淀出多糖。沉

淀于60℃水浴烘干得到天花粉粗多糖。

2．4天花粉粗多糖的纯化：天花粉粗多糖质量分数

不高，只有23％～25％，主要是由于还含有部分蛋白

质、小分子有机物等杂质，因此需要进行进一步纯

化。植物多糖常用的纯化方法有重结晶、透析、柱色

谱等。
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2．4．1重结晶法纯化：经预试验，采用50％乙醇洗

涤和80％乙醇沉淀进行反复重结晶，得到天花粉多

糖，经3次重结晶后的天花粉多糖质量分数可达到

58．8％，基本上可满足作药效试验的要求(大于

50％)。

2．4．2透析纯化：将天花粉粗多糖溶于水中，放入

透析袋中以水透析48 h，每隔6 h换1次水，浓缩得

到天花粉透析多糖，其含多糖质量分数为51．3％，也

可满足作药效试验的要求。但透析过程耗时太长，透

析液浓缩也较慢，故未予采纳。

2．4．3过阴离子交换柱纯化：天花粉粗多糖经高效

液相色谱和核磁共振波谱分析，发现含有较多的柠

檬酸，因此采用阴离子交换柱进行纯化，以除去柠檬

酸根离子及其他阴离子型化合物。分别考察了阴离

子交换柱的柱床高度(20、10、5 cm)，上样量(I．0、

0．5、0．2 g)，淋洗液体积流量(1、2 mL／min)以及淋

洗体积(100、200、300 mL)。在上述每种试验条件下

收集淋洗液每份5～10 mL，分别测定柠檬酸和多

糖。结果当淋洗体积为100 mL时柠檬酸已基本除

去，但多糖仍被吸附在柱上；直到当淋洗体积为300

mL时，多糖才能被洗脱下来。因此最终确定过阴离

子交换柱的纯化条件为：柱床高度5 am，上样量

0．5 g，水作淋洗液，体积流量2 mL／min，淋洗体积

300 mL。在此条件下可将天花粉粗多糖中柠檬酸根

离子除去94．3％，同时吸附于阴离子交换柱上的多

糖90％以上能被洗脱下来。

2．4．4凝胶色谱柱纯化：过阴离子交换柱后的天花

粉多糖，再经过Sephadex色谱柱进一步纯化，将不

同相对分子质量段的多糖分开。选择Sephadex G一50

和Sephadex G一100两种葡聚糖凝胶柱填料进行预

试验，结果Sephadex G一50有较好的分离效果。因此

采用Sephadex G一50凝胶柱进行分离纯化。

进一步分别对凝胶柱的柱床高度、上样量、淋洗

液流量、总淋洗体积等条件进行优化。在下述每种实

验条件下收集淋洗液每份25～50 mL，采用苯酚一硫

酸分光光度法分别测定吸光度进行考察。

(1)考察了葡聚糖凝胶柱的柱床高度为60、100 cm

时的分离情况。结果柱床高度为60 am时，不能将天

花粉多糖与杂质分离开来；而柱床高度为100 cm

时，可以很好地将天花粉多糖与杂质分离开来。

(2)考察了上样量为1．0、0．5、0．2 g时凝胶柱的分

离情况。结果天花粉粗多糖上样量为1．O、0．5、0．2 g

时，凝胶柱的分离效果相差不大，为节省时间，提高

效率，选择1．0 g上样量。

(3)考察了淋洗液流量为1、2、3、5 mL／min时的分

离情况。结果淋洗液流量为1、2 mL／min时，可以将

天花粉多糖与杂质分离开来，而淋洗液流量较大时，

天花粉多糖与杂质分离效果较差，且两种天花粉多

糖不能分离开来，只有一个多糖峰。

(4)考察了总淋洗体积为300、500、1 000、2 000、

3 000 mL时的情况。结果表明，当淋洗体积为500

mL时多糖已完全被淋洗下来，500 mL以后的吸光

度均接近于0。

在上述优化试验条件下，以淋洗体积对吸光度

作图得到淋洗曲线，见图1。可看出，凝胶色谱柱将天

花粉粗多糖分为两部分，第一个峰称为天花粉多糖

I，第二个峰称为天花粉多糖I。
3

2
吨

1

O

2UO 40U 6UU 8UU儿JUU

淋洗体积／mL

图1天花粉多糖经过Sephadex G一50色谱柱的淋洗曲线

Fig．1 Elution curve of polysaccharide from Radix

Trichosanthis on Sephadex G-50 column

2．4．5最佳纯化条件：天花粉粗多糖先用50％乙醇

洗涤，再用80％乙醇沉淀，反复重结晶3次，得到天

花粉结晶多糖。取0．5 g天花粉结晶多糖溶于少量

水中，过预先装好的5 am高的阴离子交换柱，水作

淋洗液，体积流量为2 mL／min，弃去前100 mL淋洗

液，分别收集第101～300 mL淋洗液，于60℃水浴

烘干。取样品1．0 g溶于少量水中，过预先装好的100

am高的Sephadex G一50葡聚糖凝胶柱，水作淋洗

液，体积流量为2 mL／min，弃去前100 mL淋洗液，

分别收集第101～275 mL和第276～500 mL淋洗

液，于60℃水浴烘干，分别得到天花粉多糖I和I。

2．5 天花粉多糖的鉴定：将得到的天花粉多糖采用

苯酚一硫酸法测定其质量分数，结果天花粉多糖I质

量分数达87％～94％，天花粉多糖Ⅱ的质量分数为

38％～46％。说明天花粉多糖I中仍含有小分子杂

质干扰，这部分杂质有待于进一步研究。

将天花粉多糖彻底烘干水分，用氘代水溶解，作

核磁共振一氢谱(1H—NMR)分析，结果见图2。可看

出，天花粉多糖I的多糖峰远大于天花粉粗多糖，说

明前者的多糖质量分数大大高于后者，这与苯酚一硫

酸法的测定结果是一致的。

3讨论

本研究采用超声波提取、80％乙醇沉淀方法提

取分离出天花粉多糖，并采用重结晶、过阴离子交换
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口

图2天花粉租多糖(A)和精制多糖(B)的核磁共振谱圈

Fig．2 NMR of crude(A)and refined(B)

of Radix Trichosanthis poIysaccharide

柱、凝胶色谱柱等手段进行纯化，解决了天花粉中淀

粉、蛋白等水溶性高分子化合物以及柠檬酸等阴离

子化合物的干扰问题。经苯酚一硫酸分光光度法测

定，核磁共振波谱验证，表明获得了纯度较高的天花

粉多糖。此结果为进一步开展天花粉多糖的组成及相

对分子质量等分析研究，对探讨天花粉多糖的药理、

药效，进一步开发天花粉多糖新药具有重要的意义。
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淡竹叶中荭草苷的微波萃取一HPLC法测定

薛月芹，袁珂‘，楼炉焕，葛斌斌

(浙江林学院天然药物研发中心，浙江临安311300)

擒要：目的从淡竹叶中提取黄酮苷类成分，并测定荭草苷的量。方法采用微波萃取技术提取黄酮苷，在640W

的功率下，用10倍量70％乙醇为溶剂微波萃取2rain制备供试品溶液。并采用RP—HPLC法测定荭草苷。色谱条件：

色谱柱为Diamonsi C18色谱柱(250 mm×4．6 mm，5肛m)；流动相为甲醇一水一冰醋酸(40：70：1)；柱温：25℃；检测

波长：340 am。结果 荭草苷在0．014～0．280 mg／mL线性关系良好；荭草苷的平均回收率为96．18％，RSD为

1．96％。浙江、福建产淡竹叶中黄酮苷成分的量比较高，而广西、重庆等地生长的淡竹叶中有效成分的量较低。结论

采用微波萃取技术提取淡竹叶中的荭草苷，并采用HPLC法定量的方法简便、准确，结果稳定、重现性好，可作为淡

竹叶及其制剂质量控制的方法。

关键词：淡竹叶I荭草苷；微波萃取；高效液相色谱
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淡竹叶主要分布于江苏、安徽、浙江、福建、湖

南、湖北、贵州、云南等省，性淡、微涩、寒，味甘、苦，

具有清热除烦、解渴利尿、明目解毒和止血的功

能[1]。淡竹叶在我国具有悠久的药用历史，是一味著

名的清热解毒良药。淡竹叶中含有大量对人体有益

的活性物质，包括黄酮类、生物活性多糖、氨基酸类、

芳香成分和其他微量元素[2]。竹叶提取物的功能因

子主要是黄酮苷，淡竹叶黄酮具有多方面的生物活

性，如抗脂质过氧化、抗衰老、清除自由基，阻断亚硝

基化，降低血脂及血胆固醇，抗菌消炎、抗病毒，增强

免疫功能，抑制移植性肿瘤在宿主体内的生长等方

面的作用[3“]。淡竹叶黄酮以其巨大的资源优势，良

好的药理活性已成为一种非常有前途的天然药物，

是具有广阔开发前景的新型药用资源。微波萃取技

术以其具有的快速、高效、安全，节省溶剂和能源、尤

其是可以避免长时间高温加热引起的有效成分分解

等特点已被广泛应用于多种植物的提取，并取得了

显著成效[5]。本实验采用微波萃取方法快速提取淡
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