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·基础研究·
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 ［通信作者］　杨全伟，主管药师，研究方向：中药物质基础研究；Ｅｍａｉｌ：５５３６５７００４＠ｑｑｃｏｍ

金钗石斛多糖的分离纯化及其抗衰老活性研究
△

谢苗苗１，肖柳１，杨磊２，杨全伟３

（１武汉市中医医院，湖北　武汉　４３００００；
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３武汉市第一医院，湖北　武汉　４３００００）

［摘要］　目的：分离纯化得到金钗石斛多糖，考察其对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导肝癌细胞株（ＨｅｐＧ２）细胞损伤模
型的抗衰老活性。方法：以金钗石斛为原料，经脱脂、提取、浓缩、乙醇沉淀和真空干燥后，得到金钗石斛多糖，

然后经二乙氨乙基（ＤＥＡＥ５２）纤维素柱水洗纯化获纯化金钗石斛多糖 ＤＮＰＬ。检测金钗石斛多糖 ＤＮＰＬ的中性糖含
量，应用高效凝胶渗透色谱（ＨＰＧＰＣ）对其相对分子质量进行分析，同时研究了金钗石斛多糖对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨｅｐＧ２细

胞损伤模型的抗衰老活性。结果：金钗石斛粗多糖的中性糖含量为６８５８％，相对分子质量为２８×１０４Ｄａ，金钗石
斛多糖（ＤＮＰＬ）对 Ｈ２Ｏ２诱导的肝癌细胞有明显的保护作用，随浓度的升高抗氧化作用增强，并且在浓度高于

５００μｇ·ｍＬ－１后强于阳性参照ＣＡＰＥ的抗氧化作用。结论：选用Ｈ２Ｏ２诱导ＨｅｐＧ２细胞损伤模型，结果显示金钗石斛
多糖具有较显著的抗细胞衰老作用。

［关键词］　金钗石斛；多糖；分离纯化；抗衰老
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金钗石斛是宝贵的食药两用药物，化学成分

主要有多糖类、生物碱类和酚类等［１２］，其中多

糖为主要成分之一［３５］。现代科学研究表明，金

钗石斛多糖具有调节免疫、抗疲劳、抗炎和抗氧

·９８４１·
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化等功能［６７］，引起了众多专家学者的关注。文

中通过研究金钗石斛多糖的分离纯化工艺及抗衰

老生物活性，在 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞损伤中，氧化应
激是重要损伤机制。肝细胞受损后产生的过量活

性氧自由基，攻击生物膜，引发脂质过氧化，使

过氧化物水平增高，引起细胞中毒，导致细胞死

亡［８９］。利用 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨｅｐＧ２细胞损伤，研究多
糖的抗衰老作用，为金钗石斛多糖的开发应用提

供参考［１０］。

１　材料与方法

１１材料与仪器

药材与试剂：金钗石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅ购自
北京同仁堂有限公司，葡萄糖标准品（中国食品药品

检定研究院，批号：１１０８３３２０１５０２），葡聚糖 Ｄｅｘ
ｔｒａｎＴ（末端）２０００、Ｔ７００、Ｔ５８０、Ｔ５００、Ｔ８０、
Ｔ７０、Ｔ４０、Ｔ１１、Ｔ９３和 Ｔ４（瑞典 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公
司），二乙氨乙基纤维素（ＤＥＡＥＣｅｌｌｕｌｏｓｅ），透析袋
（分子截留为相对分子质量３５００，上海绿鸟公司），
ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＥＭ培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ，Ｔｈｅｒｍｏ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ）；马血清；新生小牛血清；ＰＢＳ，
ＣＡＰＥ，３０％过氧化氢均等试剂购自国药试剂有限公
司，均为分析纯。

仪器与设备：Ｂ５１磁力搅拌器、ＢＳＺ１００自动
部分收集器和 ＨＬ２恒流泵（上海青浦沪西仪器
厂），Ｂｅｃｋｍａｎ高速离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；
７５２Ｎ紫外可见分光光度计（上海精科仪器有限公
司），ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；倒置
显微镜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；分析天平（上海精科
仪器有限公司）；全波长酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）。Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｓｅｒｉｅｓ高效液相系统，ＳＨＺＤ
（Ⅲ）循环水式真空泵（巩义市予华仪器有限公
司），ＲＥ２０１Ｄ恒温水浴锅（上海普渡生化科技有
限公司），电热鼓风干燥箱（上海智城分析仪器制

造有限公司）。

２　方法

２１金钗石斛多糖的制备

金钗石斛药材取５００ｇ，加入１０倍体积９５％乙
醇脱脂，干燥后用１５倍体积水回流提取，提取３次，
每次２ｈ，合并提取液，减压浓缩至适量体积后，离

心，上清液用流动水透析 ２ｄ，除去色素和无机盐
等。然后将透析袋内液浓缩至约１Ｌ，离心后取上清
液用３倍体积９５％乙醇于４℃下进行冷冻沉淀，静
置２４ｈ，离心。沉淀物用无水乙醇洗涤３次后，于
６０℃真空干燥器中干燥，得到金钗石斛水提粗
多糖。

２２ＤＥＡＥ５２纤维素柱纯化

２２１多糖纯化　将所得多糖溶于蒸馏水中，制成
浓度为２０ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，利用 ＤＥＡＥ５２纤维素
阴离子交换柱（５０ｃｍ×５ｃｍ）进行分离，硫酸苯酚
法４９０ｎｍ处进行紫外检测，合并洗脱液，浓缩至小
体积后对去离子水透析，冷冻干燥后得到纯化金钗

石斛多糖ＤＮＰＬ。
２２２多糖纯度检查　取适量经过 ＤＥＡＥ纤维素柱
分离纯化的多糖，配成 １ｍｇ·ｍＬ－１的多糖溶液，
ＨＰＧＰＣ上样，色谱柱为 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶柱，记
录出峰的色谱曲线。观察曲线是否为形态对称，单

一峰形。

２２３金钗石斛多糖的中性糖含量测定　称取
２００ｍｇ烘至恒重的葡萄糖，蒸馏水定容至 １００ｍＬ为
母液，吸取１０ｍＬ母液定容至１００ｍＬ为工作液，摇
匀，准确吸取工作液 ０、０２、０４、０６、０８、
１０ｍＬ于１０ｍＬ具塞试管，用水定容至１ｍＬ，加入
苯酚溶液０４ｍＬ，摇匀后再浓硫酸５ｍＬ，摇勾，冰
浴冷却至常温后，沸水浴煮沸 １０ｍｉｎ后，冷至室
温，在４９０ｎｍ波长下检测吸光度。再精密称取金钗
石斛多糖５０ｍｇ，用蒸馏水溶解，于５０ｍＬ容量瓶中
定容，按标准曲线制作方法，取 １ｍＬ样液于１０ｍＬ
具塞试管中，加入苯酚溶液０４ｍＬ，摇匀后再浓硫
酸５ｍＬ，摇勾，冰浴冷却至室温后，沸水浴煮沸
１０ｍｉｎ，再冷却至室温，在４９０ｎｍ波长下检测吸光
度。根据标准曲线计算出金钗石斛多糖的中性糖

含量。

２２４金钗石斛多糖的相对分子质量测定　采用
ＨＰＧＰＣ法测定金钗石斛多糖的分子量。分别精密
称取标准葡聚糖 ＤｅｘｔｒａｎＴ（末端）２０００、Ｔ７００、
Ｔ５８０、Ｔ５００、Ｔ８０、Ｔ７０、Ｔ４０、Ｔ１１、Ｔ９３
和 Ｔ４各５ｍｇ，用１ｍＬ的蒸馏水溶解后，离心，
上样，色谱柱为 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶柱，流动相
为０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ３，流速为 １０ｍＬ·ｍｉｎ

－１；

检测器为示差折光检测器，柱温 ４０℃。另取多
·０９４１·
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糖样品５ｍｇ，加蒸馏水１ｍＬ（浓度为５ｍｇ·ｍＬ－１）、
离心、取上清液，按上述洗脱条件进行分离，测

定洗脱体积，根据标准曲线求出多糖组分的相对

分子质量。

２３多糖的配置

钗石斛多糖用ＰＢＳ缓冲液配置成１０ｍｇ·ｍＬ－１的
储存液，后用完全培养基稀释的工作浓度进行细胞

处理。

２４ＨｅｐＧ２细胞培养和处理

ＨｅｐＧ２细胞株由ＡＴＣＣ所提供，保存于液氮中，
用含１０％胎牛清、１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素、１００μｇ·ｍＬ
链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养。置于３７℃饱和湿
度、含５％ＣＯ２和９５％空气的恒温箱中培养，直接吹
打无需胰蛋白酶消化传代，待细胞传至１０～２０代时
进行试验［６］。

２５ＭＴＴ法检测细胞存活力

ＨｅｐＧ２细胞１×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的细胞悬液，以每
孔５０μＬ接种于 ９６孔培养板。培养过夜细胞贴壁
后，加入样品继续培养 ２４ｈ（浓度分别为 １０００、
５００、２５０、１２５、６２５、３１２５、０μｇ·ｍＬ１），加入
含终浓度为 ５ｍｇ·ｍＬ１的 ＭＴＴ的新鲜培养基培养
４ｈ，每孔加入１００μＬ裂解液，待结晶完全溶解后，
酶标仪上５７０ｎｍ波长处测定吸光度值。计算细胞生
长存活率［１１１３］。

２６Ｈ２Ｏ２诱导肝癌ＨｅｐＧ２细胞损伤模型的建立

ＨｅｐＧ２细胞以 １５×１０４细胞／孔的密度接种于
９６孔板内，贴壁２４ｈ后给予多糖处理，浓度分别为
１０００、５００、２５０、１２５、６２５、３１２５、０μｇ·ｍＬ－１，
给药２ｈ后给予８００ｕＭ过氧化氢处理，处理期间全
程给药，空白对照组比较。设置阳性参照物为

ＣＡＰＥ。
过氧化氢处理２ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ后使其终

浓度为０５ｍｇ·ｍＬ－１，３７℃孵育４ｈ后，每孔加入
１００μＬ裂解液，待结晶完全溶解后，酶标仪上
５７０ｎｍ波长处测定吸光度值。

２７倒置显微镜观察细胞形态变化

肝癌ＨｅｐＧ２细胞以每瓶 １６×１０６ｃｅｌｌｓ接种于
１２孔板培养过夜，不同实验浓度的样品溶液处理
２４ｈ后，倒置显微镜下观察细胞形态变化并进行

照相。

２８统计学处理

采用ＳＰＳＳ统计软件进行数据处理，以均数 ±标
准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用独立样本 ｔ检验，
多组间比较采用单因素方差分析。

３　结果

３１金钗石斛多糖的分离纯化

将上述实验所得到金钗石斛多糖，测得金钗石

斛水提粗多糖得率为 ８３６％。金钗石斛粗多糖经
ＤＥＡＥ５２纤维素阴离子交换柱分离纯化后，根据蒸
馏水 洗 脱 所 得 纯 化 金 钗 石 斛 多 糖 ＤＮＰＬ，得
率５３２％。

３２金钗石斛多糖ＤＮＰＬ的纯度、中性糖含量和相对
分子质量分析

　　根据图１所示金钗石斛粗多糖的 ＨＰＧＰＣ结果，
可观察到多糖组分的洗脱曲线形态对称，峰形单一，

表明其纯度较好，纯度达到了１００％，分子量分布较
为均一。
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图１　金钗石斛多糖高效凝胶色谱图

根据作得中性糖标准曲线回归方程Ｙ＝１３０３４Ｘ＋
０１３２８（ｒ＝０９９７１），其中 Ｙ为吸光度，Ｘ为浓
度（ｍｇ·ｍＬ１），根据金钗石斛粗多糖吸光度为
０９１２，计算得金钗石斛多糖 ＤＮＰＬ中性糖含量
为６８５８％

金钗石斛粗多糖的 ＨＰＧＰＣ结果见图 １，根据
所作标准曲线回归方程 Ｙ＝－０３１９４Ｘ＋１２１８９
（ｒ＝０９９６９），其中 Ｙ为相对分子质量取以１０为
底的对数值，Ｘ为保留时间。由于 ＨＰＬＣ检测使
用的是示差检测器，倒峰为流动相溶剂的峰。根

·１９４１·
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据金钗石斛粗多糖的保留时间２４２３４ｍｉｎ计算得
金钗石斛多糖 ＤＮＰＬ的平均相对分子质量 ２８×
１０４Ｄａ。

３３金钗石斛多糖ＤＮＰＬ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨｅｐＧ２细胞保

护作用的影响

　　过氧化氢 Ｈ２Ｏ２进入 ＨｅｐＧ２肝癌细胞后可形

成高活性的自由基，引起脂质过氧化等反应，破

坏细胞结构，引起细胞衰老。结果表明，ＨｅｐＧ２
在 Ｈ２Ｏ２作用下的细胞存活率为７８３０％，与空白
对照组比较具有显著性，表明造模成功；ＤＮＰＬ
在浓度 ３１２５、６２５、５００、１０００μｇ·ｍＬ－１的作
用 下， 存 活 率 分 别 为 ６５７０％、７２４０％、
７４６０％、７５６０％、９０７０％、１０７８０％。金 钗
石斛多糖 ＤＮＰＬ在浓度为 １０００μｇ·ｍＬ－１时对
ＨｅｐＧ２在 Ｈ２Ｏ２作用下的细胞存活率最大。金钗
石斛多糖 ＤＮＰＬ对 Ｈ２Ｏ２诱导的肝癌细胞有明显的
保护作用，随浓度的升高抗氧化作用增强，并且

在浓度高于 ５００μｇ·ｍＬ－１后强于阳性参照 ＣＡＰＥ
的抗氧化作用，具有显著性，金钗石斛多糖可能具

有明显的抗细胞衰老的作用［８］。

３４金钗石斛多糖ＤＮＰＬ对ＨｅｐＧ２细胞生长影响

ＨｅｐＧ２细胞是一种与人正常肝实质细胞具有
同源性的肝癌细胞。结果表明（表 １），金钗石斛

多糖直接对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２没有明显抑制生长作
用，仅在浓度为 １０００μｇ·ｍＬ－１时细胞存活率分
别为６７１％，显示其有轻度的抑制肿瘤细胞生长
作用。

表１　ＭＴＴ法检测金钗石斛多糖ＤＮＰＬ处理的细胞存活力
浓度／μｇ·ｍＬ－１ 细胞存活率（％）

０ １００±１８

３１ ９８６±１８

６３ ９８３±３４

１２５ ９７±２０

２５０ ９０７±２２

５００ ８０６±１６

１０００ ６７１±１８

３５金钗石斛多糖（ＤＮＰＬ）对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨｅｐＧ２细胞

形态的影响

　　过氧化氢 Ｈ２Ｏ２进入 ＨｅｐＧ２肝癌细胞后可形

成高活性的自由基，引起 ＤＮＡ损伤，脂质过氧化
等反应，破坏细胞结构，引起细胞形态变化。试

验结果表明（图２），根据氧自由基清除及抗 Ｈ２Ｏ２
损伤记过对金钗石斛多糖 ＤＮＰＬ观察对 ＨｅｐＧ２细
胞形态变化影响。与正常细胞对照组比，金钗石

斛多糖 ＤＮＰＬ及阳性参照组细胞形态未见明显
异常。

图２　倒置显微镜观察细胞形态变化 （×１０倍）
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４　讨论

本实验选取金钗石斛为原料，通过水提醇沉获

得粗多糖，然后经过 ＤＥＡＥ５２柱色谱进行分离纯
化，蒸馏水洗脱获得纯化金钗石斛多糖ＤＮＰＬ。对金
钗石斛多糖的中性糖含量进行了初步分析，结果表

明中金钗石斛粗多糖的中性糖含量为６８５８％，相对
分子质量为 ２８×１０４Ｄａ。由于多糖结构的复杂性，
尚未对此多糖进一步纯化和对精细结构进行进一步

讨论，接下来本课题组拟通过糖组成分析部分酸水

解、完全酸水解，酶解，红外和核磁共振等分析方

法进行深入研究。

通过对金钗石斛多糖的抗氧化活性进行研

究，结果表明金钗石斛多糖 ＤＮＰＬ在浓度为
１０００μｇ·ｍＬ－１时对 ＨｅｐＧ２在 Ｈ２Ｏ２作用下的细胞存
活率最大。随浓度的升高抗氧化作用增强，并且在

浓度高于５００μｇ·ｍＬ－１后强于阳性参照ＣＡＰＥ的抗氧
化作用，金钗石斛多糖具有明显的抗细胞衰老的

作用。
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