
3 　讨论

有关文献研究[6 ,7 ] 和笔者前期研究表明 ,黄芩

苷属复原型前体药物 ,即黄芩苷在胃肠道菌群作用

下转化为黄芩素被吸收 ,然后在肠黏膜细胞内复原

为黄芩苷。因此 ,本实验根据黄芩苷的结构特点 ,采

取与传统酯类前药相反的思路 ,将苷类药物水解成

苷元黄芩素 ,并比较了黄芩苷和黄芩素在大鼠体内

的口服生物利用度。结果表明 ,黄芩苷水解成其苷

元黄芩素后可以改善苷类化合物的理化性质和渗透

性 ,提高了黄芩苷的口服吸收和生物利用度 ,为以中

药苷类活性成分为先导化合物进行结构改造以提高

其口服吸收提供了新的思路。

黄芩中的主要成分是黄芩苷 , 高达 9 % ～

14 %[ 8 ] ,只含有微量的黄芩素 ,约为 012 %左右[9 ] ,

因此 ,从黄芩中提取分离黄芩素是不足取的。人们

致力于研究将黄芩苷转变成黄芩素 ,目前主要有两

种方法 ,即酶法水解[10 ] 和强酸水解[3 ] 。强酸水解对

药物本身破坏较大 ,环境污染严重 ;酶法水解转化率

高、无污染。基于此 ,采用生物技术将中药苷类药物

水解成其苷元具有广阔的应用前景。
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凝胶过滤色谱2蒸发光散射法监测麦冬多糖色谱分离的研究
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摘 　要 :目的 　探讨高效凝胶过滤色谱2蒸发光散射检测法 ( HP GPC2EL SD) 用于监测多糖分离纯化的可行性和优
点。方法 　以麦冬多糖为模型多糖 ,比较 DEA E Sepharose TM Fast Flow、Sephadex G250 和 G225 柱色谱的纯化效
果 ,比较分别以 HP GPC2EL SD 和传统的蒽酮2硫酸法测定结果为收集标准时的纯化情况。结果 　通过 HP GPC2
EL SD 测定确知 ,DEA E Sepharose 可将麦冬多糖粗提物中的非中性糖部分除去 ; Sephadex G250 和 G225 均不能够
很有效地将粗多糖中的麦冬多糖与低聚糖和单糖分离。结合 HP GPC2EL SD 和蒽酮2硫酸法的优点 ,将其合理组合
用于监测麦冬多糖的凝胶色谱分离 ,可以同时确保多糖色谱分离纯化的速度和质量。结论 　以 HP GPC2EL SD 测
定结果作为收集标准特别适合于较难分离或纯化要求较高的多糖类成分的分离纯化。
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中图分类号 :R284. 2 ; R286. 02 　　　文献标识码 :A 　　　文章编号 :025322670 (2009) 0320394204

　　多糖因其广泛的生物活性和低毒等特点 ,日益

受到人们的青睐。迄今 ,已发现几百种来源于动物、

植物细胞壁和真菌细胞的多糖。多糖最常见的生物

活性是免疫调节作用 ,如抗癌、抗病毒、抗感染、抗氧

化、抗变异或造血等活性。而且 ,随着新的生物活性

的发现 ,多糖的临床应用范围也在日益扩展。如麦

冬多糖近来被证实具有抗心肌缺血活性[1 ] 。在进行

多糖生物活性研究之前 ,需要将其从提取得到的总
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糖中分离纯化出来 ,分离纯化的程度将直接关系到

活性测定结果及其分析。目前 ,分子质量相对均一

多糖分离纯化的一般程序为粗多糖经柱色谱分离 ,

洗脱液分管收集 ,然后用糖的显色反应或旋光测定

来确定洗脱峰 , 合并同一洗脱峰 , 冷冻干燥 , 即

得[2 ,3 ] 。以糖的显色反应或旋光测定结果作为洗脱

液收集标准的优点是快速、简便、对仪器要求低 ,缺

点是缺乏区别不同种类和不同相对分子质量糖的专

属性。

麦冬多糖为β2D2果聚糖 ,其粗提物主要由非中

性糖部分 ,中性、重均相对分子质量约 5 000 的多糖

部分以及低聚糖和单糖 (果糖和葡萄糖) 部分组成。

实验中发现选用糖纯化常用的 D EA E Sep harose ,

Sep hadex G250 和 G225 制备色谱柱分离纯化麦冬

多糖粗提物时 ,单一以显色反应测定结果作为洗脱

液收集标准的纯化效果不理想 ,究其原因主要是由

于待分离糖组分之间相对分子质量差异较小所致。

故本实验设想采用高专属性的 HP GPC2EL SD 来分

析判断洗脱峰流份的取舍 ,结果取得了令人满意的

纯化效果。

1 　仪器与试药

HP 8453 可见紫外分光光度计 (美国惠普公

司) ;Agilent 1100 高效液相色谱仪 ,化学工作站 (美

国安杰伦公司) ; PL - EL S 1000 蒸发光散射检测器

(英国 Polymer 公司) ; FD - 5 真空冷冻干燥机 (上

海市离心机械研究所) ;BSZ - 100 自动部分收集器 ,

HL - 2 恒流泵 (上海精科实业有限公司) ; XW -

80A 旋涡混合器 (上海医科大学仪器厂) ; Shodex

Sugar KS2802 凝胶柱 (日本昭和电工株式会社) 。

浙麦冬 (产地 :浙江慈溪) 经上海中医药大学生

药教研室鉴定 ; DEA E Sep harose TM Fast Flow ,

Sep hadex G250 ,Sep hadex G225 (瑞典 Pharmacia 公

司) ;果糖 ( Sino2American Biotechnology Co . ) ;蒽

酮 (上海化学试剂公司) ;其他试剂为分析纯。

2 　方法与结果

211 　麦冬多糖粗提物的制备 :取干燥麦冬块根 ,压

扁 , 水煎 3 次 (每次加 10 倍量水 ,每次煮沸 015 h) ,

合并水提液并减压浓缩至含生药 1 g/ mL 。加乙醇

至含醇量达 80 % ,静置过夜 ,倾去上清液 ,沉淀干燥

后加 15 倍量水溶解 ,超滤膜 (滤过相对分子质量为

1 ×104 ,压力为 013 MPa)超滤 ,取滤过部分 ,减压浓

缩 ,冷冻干燥 ,即得 (得率约为药材质量的 25 %) 。

212 　麦冬多糖的 H P GPC2EL SD 测定 : Shodex

Sugar KS2802 色谱柱 ,流动相为双蒸水 ,体积流量

015 mL/ min ;柱温 25 ℃;检测器为蒸发光散射检测

器 (气体流速 :115 SL M ;蒸发温度 : 110 ℃;雾化温

度 :90 ℃) ;进样量 20μL 。

213 　凝胶柱洗脱液收集标准研究

21311 　依赖于蒽酮2硫酸法测定结果的收集标准 :

从每支收集管取 5μL 于带塞试管中 ,加水 015 mL ,

快速加入 2 g/ L 蒽酮2硫酸试剂 2 mL ,混匀 ,冰水快

速冷却 30 min 后于波长 625 nm 处测定吸光度。吸

光度大于 0110 的为要收集部分 (314 mg/ L 麦冬多

糖产生的吸光度约为 0110) 。

21312 　依赖于 H P GPC2EL SD 测定结果的收集标

准 :从每支收集管取 20μL 进样测定 ,呈单一对称色

谱峰且保留时间在一定范围内的流份为要收集部分。

214 　麦冬多糖分离纯化 :取麦冬多糖粗提物 ,少量

水溶解 ,分别或依次上 DEA E Sep harose 柱、Sep ha2
dex G250 柱和 Sep hadex G225 柱 ,水洗脱 ,流量为

0125 mL/ min ,每支试管收集洗脱液 5 mL ,蒽酮2硫
酸法在线检测 ,按 21311 或 21312 项下方法收集合

并同一洗脱峰 ,减压浓缩后 ,取 5μL 采用 H P GPC2
EL SD 测定。

结果麦冬多糖粗提物依次上 D EA E Sep ha2
rose、Sep hadex G250 和 G225 柱 ,经蒽酮2硫酸显色

测得的洗脱曲线均仅见一明显且对称的洗脱峰 (图

1) 。按 21311 项下标准处理洗脱峰 ,虽然麦冬多糖

的质量分数提高了 ,但不能保证将杂质除尽 ,而按

21312 项下标准处理洗脱峰则获得了理想的纯化效

果 (图 2、3 ) 。

对各凝胶柱纯化作用的研究结果表明 ,DEA E

Sep harose 能吸附除去麦冬多糖粗提物中保留时间

为 111129 min 的、在 254 nm 有吸收的物质 ,而

Sep hadex G250 和 G225 柱均无此作用。由于该物

质既可被 1 mol/ L 高氯酸沉淀 ,也可与盐酸胍在碱

性环境下反应而产生荧光 ,故推断其为糖肽[4 ] 。

Sep hadex G250 与 G225 的作用相似 ,且均不能

很有效地将粗提物中的麦冬多糖与低聚糖和单糖分

离。对 Sep hadex G225 柱洗脱液隔管进行 H P GPC2
EL SD 测定 ,发现麦冬多糖色谱峰前后的杂质在洗

脱峰降支的后半段均会出现 (图 3) ,即按 21312 项

下标准判断图 12C 中第 24 管之后均为应舍去部分。

由于糖纯化用的凝胶柱多为实验者自行制备 ,填料

的质量、处理过程、再生条件、再生次数 ,装柱时填料

的稠度、装柱的方式和速度 ,填料装好后的柱平衡条

件等诸多因素均会影响所制得的凝胶柱的柱效。同
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时 ,待纯化样品的组成、质量浓度 ,上样时的上样量

和上样操作等也会影响色谱分离效果。在如此多的

因素作用下 ,样品各次色谱行为间必定会有或小或

大的差异 ,故每次色谱洗脱流份的取舍只能根据该

次 HP GPC2EL SD 测定结果来决定。

取长补短 ,方可尽善尽美。对于麦冬多糖的凝
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胶色谱纯化 ,合理结合 H P GPC2EL SD 专著性强 ,显

色反应或旋光测定快速、简便的优点 ,才能做到兼顾

分离纯化的速度和质量。故确定麦冬多糖分离纯化

方法 :取麦冬多糖粗提物 ,少量水溶解 ,上 D EA E

Sep harose 柱 ,水洗脱 ,蒽酮2硫酸法在线检测 ,收集

合并同一洗脱峰 ,减压浓缩后 ,上 Sep hadex G225

柱 ,水洗脱 ,蒽酮2硫酸法检测确定峰位后 ,抽样

H P GPC2EL SD 法测定 ,取呈单一对称色谱峰且保

留时间在一定范围内的流份为要收集部分 ,合并合

格流份 ,冷冻干燥 ,即得。

215 　验证试验 :经验证该方法简便、可靠且得率较

高 ,对于色谱柱 (100 cm ×216 cm) ,上样 310 g 麦冬

粗提物 ,最终纯化产物得率为粗提物质量的 (3711 ±

316) %( n = 3) 。

216 　数均/ 重均相对分子质量麦冬多糖的量效关

系 :由于多糖的生物活性往往与它的分子大小密切

有关 ,故研究确定多糖的相对分子质量与其生物活

性的关系具有重要意义 ,但从事这方面研究的一个

前提也是一个难题是首先需要分离纯化得到不同数

均/ 重均相对分子质量的多糖样品。通过 H P GPC2
EL SD 监控 ,选择性合并糖凝胶色谱洗脱峰的不同

洗脱段是获得所需各种数均/ 重均相对分子质量多

糖样品的一种简便方法。本实验即用这种方法获得

了在 Shodex Sugar KS2802 高效凝胶色谱柱上达基

线分离的各种数均/ 重均相对分子质量麦冬多糖纯

品 (图 4) 。随后的药理实验发现重均相对分子质量

为 4 800、聚分散度为 11407 的麦冬多糖具有最强的

抗心肌缺血活性 ,相对分子质量增加或下降 ,麦冬多

糖的活性都有所下降 , 当相对分子质量小于

210 ×103时则活性几乎完全消失 ,说明一定的空间

t/ min

图 4 　达基线分离的不同数均/ 重均相对分子质量麦冬多糖的

HPGPC2ELSD 色谱图

Fig. 4 　HPGPC2ELSD Chromatograms of baseline2
separated OJP with different number/ weight

average relative molecular weights

结构是麦冬多糖产生抗心肌缺血活性的必备条件。

3 　讨论

综上所述 ,以 H P GPC2EL SD 测定结果作为糖

色谱洗脱峰收集标准特别适合于较难分离或纯化要

求较高的多糖类成分的分离纯化。
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水提工艺中黄芩内源酶降解黄芩苷的研究

李建华1 ,2 ,王力生2 ,邹节明1 ,2 3
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摘 　要 :目的 　研究黄芩药材中内源酶在不同温度下降解黄芩苷的活性 ,减少提取过程中黄芩苷的损失。方法 　
采用 HPLC 法检测在不同温度下浸泡处理不同时间后的提取液中黄芩苷的量。结果 　黄芩药材中内源酶在不同
温度下 ,降解黄芩苷的活性存在显著差异 ;其中在水温为 50 ℃时 ,黄芩内源酶降解黄芩苷的活性最强 ,并且 0～45

min 内黄芩苷的量随时间的变化符合一级动力学过程。结论 　在以水为溶媒提取黄芩药材中的黄芩苷时 ,宜在 80
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