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摘　要:对铁皮石斛悬浮培养原球茎多糖的提取 、纯化条件进行优化研究 , 正交试验结果表明 , 提取的最佳工

艺为 80℃热水中浸提 2 h , 加水量 20 倍 , 提取 3 次 ,醇析时乙醇的浓度为 80%。 粗多糖脱蛋白时 , 氯仿 /正丁

醇(v /v)为 1∶0. 4 ,样品 /氯仿+正丁醇(v /v)为 1∶0. 35 ,萃取时间采用 5 min 最佳。
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Abstract:Condi tions o f the ex traction and puri ficat ion of poly saccharides f rom suspension-cultured

pro to co rms of Dendrobium cand idum were optimized by o rthogonal experiment. The resul ts show ed

that the optimum techno logy o f isolation is to ex t ract about 3 times and 2 hours each time in 20 times

w ater at 80℃, to precipitate poly saccharides wi th 80%ethanol , and to remove proteins when chlo ro-

fo rm /n-butanol is 1∶0. 4 , the sample / chloro fo rm-n-butanol is 1∶0. 35 and the abst racting time is 5

min.
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　　铁皮石斛(Dendrobium candidum Wall . ex

Lindl . )是兰科石斛属多年生附生草本植物 ,石斛

为常用中药 ,对热病伤阴 、胃阴不足等病症有很好

疗效;对慢性萎缩性胃炎以及心脑病患 、防癌抗

癌 、防老抗衰等方面 ,石斛都能收到独特 、满意的

效果 。近年来 ,随着人们对多糖功效认识的增多 ,

已有人发现铁皮石斛多糖具有较强的抗肿瘤的生

物活性
[ 1 , 2]

,这将使石斛在医药保健行业中得到

更广泛的应用。

铁皮石斛的种子极小 、无胚乳 ,自然条件下需

与某些真菌共生才能萌发 ,很难用实生苗栽培 ,加

上长期过度开采 ,野生铁皮石斛濒临灭绝[ 3] 。目

前铁皮石斛试管苗的繁殖一般要经过原球茎

(protoco rm)阶段 ,而类原球茎实质上是正在生长

分化的体细胞胚胎 ,具有植株同样的物质代谢和

形态发育的潜能 。由此 ,提出用原球茎代替全植

株成为药源的可能性。至今 ,以直接获得药用石

斛活性成分为目的的离体培养鲜见报道[ 4] 。本试
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验研究从铁皮石斛组培原球茎中提取多糖的最佳

工艺条件 ,为工业化生产提供依据 。

1　材料与方法

1. 1　试验材料和仪器

试验材料　悬浮培养于 1 /2MS 液体培养基

的铁皮石解原球茎 ,于 60℃烘干后 ,经粉碎 、干燥

恒重处理后备用 。

试剂　氯仿 、苯酚 、浓硫酸 、正丁醇 、乙醇 、葡

萄糖 、冰醋酸 、胃蛋白酶 、考马斯亮蓝 G-250 、牛血

清蛋白均为分析纯。

仪器　UV-1700型分光光度计(日本岛津)、

索氏提取器 、HH-S恒温水浴涡(江苏金坛市医疗

机械厂)、ZFQ85A 旋转蒸发仪(上海医械专机

厂)、SHZ-200型双配套循环水式多用真空泵(河

南省巩义市英峪予华机械仪器厂)、冷冻干燥机

(东样技研(株)制造 。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　多糖工艺流程　原料→称重→热水浸提

→过滤→滤液醇析→离心得多糖粗品→复溶→脱

蛋白→醇析→粗多糖 。

1. 2. 2　多糖提取条件确立　采用 L 8(2
4
)正交设

计 ,试验重复 2次 ,各处理内容见表 1 。
表 1　多糖提取因素与水平表

Table 1　Factors and level of polysaccharide extraction

水平
Levels

因素 Factors

A 提取时间 /h
E xt raction

tim e

B提取次数
Ex tract ion
f requen cy

C温度 /℃
Temperatu re

D 加水量 /倍
Volum e
of w ater

1 2 1 80 10

2 4 3 100 20

1. 2. 3　醇析　取一定量多糖提取液分装于 5支

刻度离心管中 ,并分别加入无水乙醇 ,使乙醇的终

浓度分别为 50%, 60%, 70%, 80%和 90%, 4℃

下静置过夜 ,多糖沉淀用蒸馏水复溶 ,测定多糖含

量 ,比较不同乙醇浓度对醇析效果的影响;另取 5

支刻度离心管 ,分别加入等量的多糖提取液 ,并用

乙醇使其终浓度达到 80%。醇析 16 h , 24 h , 32

h , 40 h , 48 h ,56 h后 ,离心 ,取醇析多糖用水复

溶 ,比较醇析时间对醇析后多糖含量的影响。

1. 2. 4　多糖粗品纯化条件的确立　除去蛋白质

采用 Sevage 方法
[ 5 , 6]

,按 L4(2
3
)正交设计 ,试验

重复 2 次 (表 2)。另外 , 采用蛋白酶法
[ 7]
与

Sevage 法交替数次脱蛋白 。

表 2　多糖粗品纯化因素水平表

Table 2　Factor and level polysaccharide

crude power purifications

水平
Levels

因素 Factors

A 样品 /氯仿+正丁醇
(v /v)Sample /

chloroform-n-bu tanol

B氯仿 /正丁醇
(v /v)Ch loroform

/n-bu tanol

C振荡时间
/min

Vibration t ime

1 1∶0. 24 1∶0. 2 5

2 1∶0. 35 1∶0. 4 20

1. 2. 5　多糖含量测定　采用苯酚-硫酸法[ 8] ,以

葡萄糖为标准品。

1. 2. 6　蛋白质含量测定　采用考马斯亮兰染色

法
[ 9]
,以牛清血蛋白为标准品。

1. 2. 7　数据处理　所有统计分析均采用 SAS

6. 0软件和 Excel软件处理 ,在 PC 机上完成 。

2　结果与讨论

2. 1　铁皮石斛类原球茎多糖提取条件的确立

多糖是一类由单糖分子经脱水以苷键缩合而

成的天然高分子化合物 ,一般为非晶形固体 。根

据相似相溶原理 ,它能溶于水 、酸 、碱 、盐溶液而不

溶于醇 、醚 、丙酮等有机溶剂 。因此 ,石斛用热水

浸提 ,浸提液以乙醇沉淀即可获取多糖粗制品。

本试验选用水煎煮工艺 ,选择提取时的时间 、提取

次数 、温度 、加水量 4个因素进行正交试验 ,结果

见表 3和表 4。

表 3　多糖提取正交试验结果
Table 3　Results of orthogonal design of

extracting polysaccharide

试验号
Test

n umber
A B C D

石斛多糖含量 /%
Poly saccharide

content

1 1 1 1 1 7. 243

2 1 1 2 2 11. 490

3 1 2 1 2 15. 653

4 1 2 2 1 9. 991

5 2 1 1 2 10. 506

6 2 1 2 1 7. 687

7 2 2 1 1 14. 012

8 2 2 2 2 10. 596

K 1 44. 377 36. 926 47. 414 38. 933

K 2 42. 801 50. 252 39. 764 48. 245

R 1. 576 13. 326 7. 650 9. 312

表 4　正交试验方差分析

Table 4　 Variance analysis of orthogonal experiment

变异来源
S ou rce of
variation

df S S MS F值
显著性(P)
Signif icance

A 1 0. 729 0. 729 0. 24 >0. 05
B 1 45. 286 45. 286 14. 62 <0. 01

C 1 14. 130 14. 130 4. 56 >0. 05

D 1 21. 073 21. 073 6. 80 <0. 05

误差 Error 11 34. 0661 3. 097

注 Note:F 0. 05 =4. 84 , F0. 01=9. 65。
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从表 3 、4 可知 ,铁皮石斛原球茎多糖提取含

量的高低与提取次数(B)有关 ,F 检测极显著(FB

=14. 62**),和溶剂用量(D)有关 , F 检测显著

(FD =6. 80*),而提取时间 、温度影响不显著 ,故

各因子对提取效果的影响大小顺序是:提取次数

>溶剂用量>提取温度>提取时间 ,各因素的最

佳水平为 A 1B2C1D2 。

2. 2　醇析对多糖含量的影响

试验中设置的各种醇析浓度 ,都可以使水提

液产生絮状沉淀物 ,在乙醇终浓度 80%为时 ,多

糖含量最高 ,浓度更高时析出的多糖会有所下降

(图 1)。醇析的时间也不是越长效果越好 ,如图

2 ,以 80%乙醇醇析为例 ,大约在 32 h 的时候 ,多

糖的醇析达到最大值 ,一段时间后又有部分多糖

溶解了。由于醇析是在密闭状态下进行的 ,排除

了乙醇的蒸发使乙醇浓度下降而导致多糖复溶的

可能 。这可能与多糖的性质有关 ,多糖是一种多

元醇 ,呈弱酸性 ,乙醇的加入使溶液中的酸度增

加。当酸性物质处于低 pH 时 ,可以转溶于有机

溶剂[ 10] ,多糖在水中的非离解状态向离解状态转

化 ,从而有部分多糖溶于乙醇中 ,只是多糖在乙醇

与水形成平衡的过程中由非离解状态向离解状态

转化较慢 。

图 1　乙醇浓度对醇析效果的影响

Fig. 1　Effects of ethanol concentration

on polysaccharide obtain ratio

separated from water-extraction

2. 3　多糖粗品的纯化

石斛多糖粗品中含有蛋白质 ,为进一步纯化

多糖粗品需经脱蛋白处理 。常用 Sevage 法即将

多糖粗品的水溶液与氯仿和正丁醇混合 ,使蛋白

质变性成为不溶性聚集在氯仿和水的界面上 ,经

离心后可将蛋白质去除。为了使石斛多糖粗品在

脱蛋白时减少多糖的损失 ,必须采用合适的样品

与氯仿-正丁醇体积比和氯仿与正丁醇配比。根

据多糖性质和蛋白质变性原理 ,当多糖粗品水溶

液中加入过量的氯仿和正丁醇溶液后在蛋白质逐

步变性聚集过程中 ,也会使多糖在高浓度有机溶

剂中沉淀析出而混入蛋白质凝集物中一起被离心

去除 ,从而导致多糖粗品经 Sevage 法脱蛋白后多

糖含量显著下降。当多糖粗品水溶液中加人有机

溶剂量过少时 ,不足以使蛋白质变性而聚集 ,降低

了脱蛋白纯化效果。本试验中影响蛋白质去除的

最大因素是反应时间 ,相同样品的处理时间越短 ,

蛋白质含量越低(表 5),此与刘玲[ 11] 研究蛹虫多

糖脱蛋白所采用的时间一致 ,这可能是由于蛋白

的可逆变性的恢复而重新溶解所造成的 。不同氯

仿与正丁醇体积比的影响次之 ,不同样品与氯仿-

正丁醇体积比的影响最小 。从多糖含量和蛋白去

除效果来看 ,试验 4号(A2B2C1)的条件较为理想。

图 2　醇析时间对醇析效果的影响

Fig. 2　Effects of time on polysaccharideobtain ratio

separated from water-extraction with ethanol

　　Sevage 法脱蛋白在避免降解上有较好的效

果 ,但要除尽游离蛋白质需反复多次进行处理;另

外 ,以 Sevage 法与蛋白酶法交替进行脱蛋白 ,效

果很明显(图 3)。图 3表明 ,交替使用 Sevage 法

与酶蛋白法脱蛋白 ,有较高的分离效率 ,因而 ,该

法有利于在操作中降低多糖损失 ,减少脱蛋白操

作次数 ,减轻纯化程序的操作负担 。
表 5　 Sevage法去蛋白的正交试验结果

Table 5　Results of orthogonal design of

removing protein by Sevage method

试验号
Test

number
A B C

多糖含量 /%
Polysacch aride

con tent

蛋白质含量 /%
Protein
content

1 1 1 1 60. 27 4. 377
2 1 2 2 63. 84 4. 825

3 2 1 2 65. 1 5. 028
4 2 2 1 75. 81 3. 226
K 1 9. 202 9. 405 7. 603
K 2 8. 254 8. 051 9. 853

R 0. 948 1. 354 2. 25
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图 3　两种脱蛋白法的效果与对照

Fig. 3　Comparision between two deprotein methods

3　小结

3. 1　铁皮石斛原球茎多糖提取的最佳条件是在

80℃热水中浸提 2 h ,加水量 20倍 ,提取 3次 ,醇

析时乙醇的浓度为 80%,粗多糖脱蛋白时 ,样品 /

氯仿+正丁醇(v /v)为 1∶0. 35 ,氯仿 /正丁醇(v /

v)为 1∶0. 4 ,反应时间以 5 min最佳 。

3. 2　通过正交试验对铁皮石斛原球茎多糖的提

取和蛋白质的去除条件进行优化选择 ,可以使分

离多糖产品的生产达到多糖含量高 、生产效率高 、

资源利用高的多糖产品。经醇析得到的多糖产品

可直接应用于饮料 、食品中 ,用 Sevage 法进一步

纯化后可用于医药、保健品中 。

3. 3　用细胞培养技术对铁皮石斛原球茎多糖的

生产进行生理生化调控已取得初步的成果 ,悬浮

培养的原球茎多糖含量可达 20. 1%,与野生铁皮

石斛多糖接近 。相关研究内容 ,有待详细报道。
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