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1 000、2 000／xs脉冲时间进行电致孔试验2 rnin，60

次／min，共120个脉冲，10 min取样，测定青藤碱的

质量浓度，计算青藤碱的累积透过量，结果见表3。

可以看出，电致孔脉冲宽度因素对青藤碱累积透过

量亦有影响，并且电致孔脉冲宽度对累积透过量的

影响很大，500弘s条件下10 min末的累积透过量为

被动扩散1 h末累积透过量的13倍，并且随着脉冲

宽度的延长，累积透过量下降很快，超过1 ms以后

累积透过量几乎已经不再增加。根据趋势来看，如果

脉冲时间更短，累积透过量应该还有增大的趋势，进

一步的实验有待于进行。

表3不同脉冲宽度10 min末累积透过量

Table 3 Accumulative permeation of sinomenine

in various pulse widths at 1 0 min

脉冲宽度／Ps 累{{}{透过塌／pg 脉冲宽度／肛s 累积透过鲢／pg

500 792．25() 80() 625．522

6()0 696．575 1 0()0 33．395

700 698．25l 2(1f)() ll 8．374

2．8 脉冲次数的影响：固定波形为方波、脉冲宽度1

ms、电压200 V，分别使用60、120、180、240、300、

360、420、480脉冲次数进行电致孔试验2 min，10

min后取样，测定青藤碱的质量浓度，计算青藤碱的

累积透过量，结果见表4。由结果可知，电致孔脉冲次

数因素对青藤碱累积透过量的影响很大。青藤碱累积

透过量没有随着脉冲次数的增加而增加，而是达到一

定的次数之后累积透过量下降。最佳脉冲次数为240

个脉冲，该脉冲条件下10 min末青藤碱的累积透过

量约是被动扩散1 h末累积透过量的91．4倍。，

裹4不同脉冲次数10 rain末累积透过量

Table 4 Accumulative permeation of sinomenine

in various numbers of pulses at 10 min

脉冲次数／个 累积透过量／,g 脉冲次数／个 累积透过量／pg

60 l 049．000 300 4 007．115

120 4 700．993 360 3 490．995

180 4 447．5l 5 420 3 000．000

240 5 220．682 48() 2 725．236

3讨论

电致孔条件下的电学参数因素对青藤碱透皮给

药量有很大影响，各种参数影响程度各有不同，脉冲

宽度和脉冲波形影响最大，脉冲时间和脉冲电压影

响次之。本实验初步说明优化的电致孑L条件应用于

中药透皮给药将会有良好的前景。当然目前只进行

了体外实验，活体动物实验还未进行，体外实验是否

和体内实验密切相关，还有待于进一步的证实。
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仙人掌多糖的分离、纯化及性质研究
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摘要：目的分离、纯化具有降血糖作用的仙人掌多糖组分。方法经热水提取、乙醇沉淀、DEAE Sepharose fast

flow离子交换色谱和Sephadex G系列凝胶滤过色谱纯化得到5种仙人掌多糖组分。醋酸纤维薄膜电泳检测多糖

纯度，凝胶色谱测定相对分子质量，高效液相色谱测定糖的组成。结果5种多糖都已达到电泳纯。它们的相对分子

质量依次为2．0×103、1．0×106、4．0×103、9．2×105、5．0×103。ODPI由鼠李糖组成，ODP2可能由鼠李糖和葡萄糖

组成，ODP4可能由鼠李糖和D一半乳糖组成。ODP3和ODP5分别由鼠李糖和一未知糖组分组成。结论仙人掌多

糖的提取没有必要采用脱蛋白、脱色素步骤．本实验所提取的仙人掌多糖是均一的。
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Isolation and purification of polysaccharides from untia dillenii and their properties
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Abstract：Objective To isolate，purify，and identify the Opuntia dillenii polysaccharide(ODP)．

Methods Fresh cactus was extracted by hot water，precipitated by ethanol，fractionated by DEAE

Sepharose fast flow，separated by Sephadex G series，and treated by freeze—drying．After the above purifi—

cation， five polysaccharides were obtained．Purity of them was examined by electrophoresis， relative

molecular weight of t hem was measured by gel chromatography，and chemical composition was determined

by HPI．C．Results All of ODP were proved to be homogenous，relative molecular weight of them were

2．0×103，1．0×106，4．0×103，9．2×105，and 5．0×103．ODPI was composed of rhamnose only，ODP2

was made up of rhamnose and D—glucose，ODP4 contained rhamnose and D—galaetose，()DP3 and ODP5

consisted of rhamnose and another unidentified monosaccharide。respectively．Conclusion The depro—

teinized or decolorized procedure iS not necessary for the purification of ODP，and all of()DP are identified

tO be homogenous．

Key words：Opuntia dillenii Haw．；polysaccharide；purification；property

仙人掌Opuntia dillenii Haw．为仙人掌科石竹

目双子叶植物，有抗炎、免疫、降血糖、抗溃疡等作

用。仙人掌中的多糖(Opuntia dillenii polysaccha—

ride，ODP)是仙人掌具有多种功效的原因之一。关

于仙人掌药理作用的报道很多[1“]，但鲜有具有药

理作用的化学成分分离、纯化的报道[7“]。本实验室

已从仙人掌中提取出粗多糖，经动物实验证明其具

有降血糖作用卟]。现对仙人掌粗多糖分离纯化，拟进

一步探讨化学成分与降血糖活性之间的关系。

l材料和仪器

新鲜仙人掌采自湛江东海岛附近，经湛江师范

学院陈燕鉴定。阿拉伯糖、半乳糖、木糖、鼠李糖、葡

萄糖、考马斯亮蓝G一250、DEAE—Sepharose fast

flow、Sephadex G一75、Sephadex G一200、蓝色葡聚糖

Blue Dextran一2000等为进口或进口分装试剂，其他

试剂均为国产分析纯。KDM型调温电热套(鄄城华

鲁电热仪器有限公司)；RE一52A旋转蒸发器(上海

亚荣生化仪器厂)；Bio—Rad低压色谱系统、Labo—

conco冷冻干燥机。

2方法与结果

2．I仙人掌粗多糖的提取：颏鲜仙人掌(挖除刺状

叶)称质量，固定捣碎，浸提，滤过，减压浓缩，以乙醇

沉淀，离心分离，干燥，洗涤，并真空干燥，称质量，即

得粗多糖。

2．2仙人掌粗多糖的组成分析：采用苯酚一硫酸法，

以半乳糖、阿拉伯糖按质量比3：1作标准曲线，测

定总糖；DNS法测定还原糖；考马斯亮蓝法测定蛋

白质；定磷法测定核酸。结果含多糖、还原糖，蛋白

质、核酸的量分别为48．98％、3．38％、9．86％和

7．35％。用碘化铋钾试剂、硅钨酸试剂、苦味酸试剂、

碘一碘化钾试剂鉴定生物碱，用醋酐一浓硫酸试剂、三

氯化锑试剂、lo％三氯醋酸试剂鉴定甾体类化合物。

结果棕色环试验、蒽酮一硫酸法检测呈阳性，淀粉试

、
验呈阴性，双缩脲试验稍微变红，茚三酮试验颜色稍

微变化。

2．3粗多糖的分离纯化

2．3．1 离子交换色谱结果：采用DEAE Sepharose

fast flow离子交换柱(30 cm×2．5 em)进行色谱分

离，用含有0．02、0．1、0．3 mol／L NaCl的Tris—HCl

缓冲溶液(pH 8．0)以0．6 mL／min依次洗脱，6

mE／管分部收集。再采用Sephadex G系列凝胶滤过

柱(75 cm×1．5 cm)进行色谱分离，用0．05 mol／I。

NaCl溶液以0．15 mL／min洗脱，3 mL／管分部收

集，冷冻干燥得多糖样品。

苯酚一硫酸法测定各收集管在490 nm处吸光

度，作多糖洗脱曲线，合并主峰部分；低压色谱系统

紫外检测仪记录280 nm(蛋白质)紫外吸收曲线。各

峰百分比一各组分多糖量／各组分多糖量之和×
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100％，回收率=各组分多糖量之和／进样多糖量×

100％。

由图1和表1可知，仙人掌多糖至少存在3个

主要组分峰，各组分中都含有少量的蛋白质组分。按

出峰顺序，将此3个洗脱峰组分分别命名为组分I、

组分1I、组分难。经计算，离子交换色谱回收率达

85．04％，分离效果好。

管数

图l 仙人掌粗多糖过DEAE Sepharose fast

flow离子交换色谱的洗脱曲线

Fig．1 Elution profile of ODP on DEAE Sepharose fast

flow column ion—exchange chromatography

表1仙人掌粗多糖的DEAE Sepharose fast flow

离子交换色谱

Table 1 DEAE Sepharose fast flow ion—exchange

chromatography of ODP

2．3．2 分子筛色谱结果：根据“当被分离物质的

K。值约为0．5时，其凝胶滤过的分离效率最高”[9]

的原理，来判断分离效果。

(1)Sephadex G一75分离仙人掌多糖组分I：通

过反复试验，确定采用Sephadex G一75对组分I洗

脱。柱床体积y。为120 rnI。，蓝色葡聚糖Blue Dex—

tran一2000柱色谱测得y。为37 mI。。从洗脱曲线得

知，洗脱到第28管出现最高峰，即y。为84 mI。，根

据K。，=(y。一V。，)／(y。～y。)，计算得K。。一0．57，凝

胶分离效率高(图2)。结合蛋白质洗脱曲线可知分

离过程除去了微量蛋白质组分。收集多糖峰组分，并

命名为()DPI。

(2)Sephadex G一200分离仙人掌多糖组分Ⅱ：

采用Sephadex G一200对组分Ⅱ进行洗脱(图3)。测

得y。为44 mL，柱床体积U为125 mI，。洗脱过程

得到了两个组分峰，按洗脱顺序分别命名为ODP2、

ODP3。第一峰不含有蛋白质组分，洗脱到第15管出

峰，即玑，为45 mL，第二峰含有蛋白组分，洗脱到第

37管出峰，即y。：为111 mL，经计算得K。，。=0．01、

管数

图2仙人掌多糖组分1的Sephadex G一75洗脱曲线

Fig．2 Elution profile of ODP part I

on Sephadex G一75 column

臀数

图3仙人掌多糖组分ⅡSephadex G一200洗脱曲线

Fig．3 Ehtion profile of ODP partⅡ

on Sephadex G一200 column

K。：一0．83，两个峰组分的分离效率都不高。ODP3

在收集后采用孔径更小的凝胶进一步分离，发现它

仍为单一组分(实验结果未列出)。

(3)Sephadex G一200分离仙人掌多糖组分m：

采用Sephadex G一200对组分Ⅲ洗脱(图4)。测得E，

为40 mI。，柱床体积矿。为125 ml。。第一峰为洗脱到

第15管出峰，即V。．为45 mI。，第二峰为洗脱到第

29管出峰，即y。：为87 mI。，经计算得K圳一0．06、

K州一0．55，第二峰分离效率高。但组分m的第一峰

和第二峰有重叠，总分离效率不高。结合蛋白质洗脱

曲线可知，第一峰、第二峰为多糖峰，在第二峰洗脱

出来后约120 rain，分离除去一微量蛋白质峰。收集

多糖峰组分，按洗脱顺序，分别命名为ODP4、

ODP5。

通过上述分析和实验结果分析(表2)可知，离

子交换色谱所得组分I、组分Ⅱ、组分Ⅲ经浓缩处理

后，上柱Sephadex G一75、Sephadex G一200、

Sephadex G一200，分离得到ODPI、ODP2和ODP3、

ODP4和0DP5，其回收率分别为93．25％、

88．30％、78．90％，分离效果较好。

2．4仙人掌多糖的纯度鉴定：采用醋酸纤维薄膜电

泳法。电极液为0．05 mol／L、pH 8．0硼砂缓冲液，

电压110 V，电流11 mA／em2，时间30 min，1％甲苯
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管数

图4仙人掌多糖组分皿Sephadex G-200洗脱曲线

Fig．4 Elution profile of oDP partⅢ

on Sephadex G一200 column

表2 Sephadex G系列分子筛色谱洗脱结果

Table 2 Result of Sephadex G series molecular

sieve chromatography

分析 多糖质 各组分多糖 进样量／ 各峰比 回收率

指标 毓／rag 之合／rag mg 例／％ ／％

()I)Pl 2．90 2．90

()I)P2 3．1 3

【)I)P3 ()．72 3．85

()I)P1 3．1 5 ，1．：{(J

()I)P5 1．1 5

3．11 100 ()3．25

81．30

4．36 1 8．7() 88．3()

5．1 5 73．26

26．74 78．90

胺蓝染色，90％乙醇脱色，冰醋酸一乙醇(15：85)混

合液透明，观察电泳区带。5种多糖样品电泳结果都

为单一区带。表明它们为电泳纯。

2．5 多糖的相对分子质量测定：采用Sephadex G一

200凝胶色谱柱，用不同相对分子质量的标准葡聚

糖洗脱体积对其相对分子质量对数作回归分析，制

作回归直线及方程，将()DPI、()DP2、ODP3、ODP4、

()DP5 5种多糖组分的洗脱体积代入方程，求得5

种多糖组分的相对分子质量分别为2．0×103、

1．0×106、4．0×103、9．2×105、5．0×103。

2．6 多糖的组成分析：取样品多糖40 mg，加入4

mol／l。H：SO。4 ml。，安瓿管封管，100℃水解8 h，冷

却；用BaCO。中和，滤过得上清液，于45 C下减压

浓缩至干，加入双蒸水定容至1．0 mI。。再将20

mg／ml。单糖对照品和仙人掌多糖酸水解样品进行

高效液相色谱分析单糖组成。高效液相色谱条件为：

30 C柱温的Agilent carbohydrate柱，体积流量

1．5 mI。／rain，乙腈一水(75：25)的流动相，示差折光

检测器检测。

对单糖对照品在HPI。C上的保留时间和仙人

掌多糖酸水解样品在HPI，C上的保留时间比较(表

3)，考虑到实验误差，认为ODPI由鼠李糖组成，

ODP2可能由鼠李糖和葡萄糖组成，oDP4可能由

鼠李糖和D一半乳糖组成，ODP3和ODP5组成成分

中含有鼠李糖，但由于缺少单糖对照品，它们的第二

峰都不能确定是何种糖类。其具体组成有待进一步

表3多糖的组成分析

Tab 3 Analysis of p0Iysaccharides

研究。

3讨论

考虑到工业化大规模生产需要，仙人掌多糖的

分离纯化采用了廉价的水提一醇沉法。虽然此法所需

的乙醇较多，但可以对旋转蒸发出来的废液重蒸，回

收乙醇，工艺总成本低。

实验中未采用脱蛋白、脱色素步骤，既减少了仙

人掌多糖提取工艺所需消耗的时间，也有利于对仙

人掌多糖进行药理学实验研究。从实验结果可以看

出，利用物质之间的物理吸附、离子交换力和相对分

子质量的不同，可以将多糖和未与多糖结合的蛋白

质分离开来。如在组分I、组分Ⅲ的分子筛柱色谱过

程中，各自分离出一个蛋白质组分。

本实验发现仙人掌5种多糖样品中都含有鼠李

糖组分，据文献报道[1”。2]，仙人掌粘液质是一种阿

拉伯半乳聚糖，主链为(1—4)连接的半乳糖。本实验

结果和文献报道不一致。分析原因，可能与多糖的分

离纯化工艺不同有关，亦可能是发现了仙人掌多糖

新的化学成分，这有待进一步证实。

笔者发现，仙人掌多糖对糖尿病小鼠模型有明

显的降血糖作用，推测可能与调节免疫机能有关‘引。

但是，分离所得的5种仙人掌多糖与仙人掌降血糖

作用的关系，还有待进一步研究。

致谢：高效液相色谱实验得到了余炳生教授的

大力帮助。
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苦荞茎叶粉中总黄酮酶法提取工艺研究

王敏‘，高锦明2

(1．西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西杨陵

，王 军I，王丽云‘

712100；2．西北农林科技大学理学院，陕西杨陵 71 2100)

摘 要：目的 研究苦荞茎叶粉中总黄酮酶法提取工艺。方法 苦荞茎叶粉经纤维素酶处理后用水提取总黄酮，研

究酶加酶量、解温度、酶解时间和pH值对总黄酮得率的影响。结果 酶法提取的最佳工艺条件为：酶解温度55(、，

加酶量3．0肛L，pH值6．5．酶解90 rain，再在90(、下提取3次．每次30 rain，总黄酮得率可达、1．47％。结论纤维

素酶适用于苦养茎叶粉中总黄酮的辅助提取。

关键词：苦荞茎叶粉；总黄酮；纤维素酶；正交试验
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Extracting technology of total flavones in powder of Fagopyrum tataricum

stem and leaf by enzymatic treatment

WANG Min‘，GA()Jin—min92，WANG Jun l。WANG I．i—yun

(1．College of Food Science and Engineering．Northwest Agriculture and Forestry University·Yangling 71 21 00，

China；2．College of Science，Northwest Agriculture and Forestry University，Yangling 712100，China)

Abstract：Objective To optimize the extracting technology of total flavones in powder of Fagopyrum

tataricttm stem and leaf by enzymatic treatment．Methods The powder was treated by cellulase before ex—

tracted using water，the effects of enzyme dosage，treatment temperature，treatment time，and pH value

on the extract rate of total flavones were studied．Results The optimum extracting technology was as fol—

lows：enzymatic treatment temperature：55 C，enzyme dosage：3．0 tA，，pH value：6．5，treatment time：

90 min，extracting 3 times at：90 C for 30 min once．The extract rate of total flavones was 1．47％by this

technology．Conclusion Cellulase could be applied in the assisstant extraction of total flavones in powder

of F．tataricum stem and leaf．

Key words：the powder of Fagopyrum tataricum(I。．)Gaerth stem and leaf；total flavones；cellulase；

orthogonal test

荞麦为蓼科双子叶药食兼用植物，主要有两个

栽培种：一是鞑靼荞麦Fagopyrum tataricum(L．)

Gaertn．，也称为苦养(tartary buckwheat)，一是普

通荞麦F．esculentum Moench，也称为甜荞(buck一
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