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铁皮石斛多糖分离纯化及单糖组成测定 
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摘  要：将铁皮石斛粗多糖经 DEAE-52 纤维素柱分离得到了四个多糖组分（DO-1、DO-2、DO-3、DO-4），并将组分

DO-1 经 Sephadex G-200 柱纯化得到多糖 DOP。采用 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）柱前衍生化方法进行高效

液相色谱分析，分析结果得出，多糖 DOP 由 D-甘露糖、L(+)-鼠李糖和 D-葡萄糖三种单糖组成，通过外标法定量得

知 D-甘露糖:L(+)-鼠李糖:D-葡萄糖=1.936:0.856:0.691。测定了多糖 DOP 抗氧化活性，结果显示其具有良好的清除

能力。 
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Abstract： Polysaccharides of Dendrobium was isolated by DEAE -52 cellulose column and four kinds of polysaccharide 

(DO-1, DO-2, DO-3, DO-4) were got, then the component DO-1 was purified by Sephadex G-200 column, polysaccharide 

DOP was got. Using the method of pre-column derivatization with 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone(PMP) for HPLC 

analysis and the results showed that, polysaccharides DOP is composed of D-mannose, L (+) - rhamnose and D-glucose, 

and the external standard informed that D-mannose:L(+)-rhamnose:D-glucose = 1.936:0.856:0.691. The antioxidant 

properties of polysaccharide DOP were determined, and the results showed that the polysaccharide DOP had strong 

scavenging effects to DPPH radicals. 
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铁皮石斛（Dendrobium candidum）为兰科石斛属多年生附生草本植物，是一种名贵的中药材，自古以来就有“药

中黄金”之称，民间称之为“救命仙草”[1]，主要生长在我国西南和江南各省[2]。铁皮石斛对热病伤阴、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,石斛都具有独特、满意的效果[3-4]。

多糖是铁皮石斛中最主要的有效成分[5]，具有很强的药理活性[6-7]。分析多糖中单糖的组成为多糖药理活性的研究能

够提供一定的研究基础[8]，为进一步深入探究铁皮石斛具有重要意义。 

铁皮石斛多糖的单糖组成的分析是其性质、结构及构效关系研究的一项基本且重要的内容。但是由于单糖的极

性比较强，并且结构相近，缺乏光学活性，因此为了改善单糖分离的选择性和提高检测的灵敏度，很多文献将多糖

水解后应用柱前或柱后衍生化色谱法分离和检测[9-12]。其中 l-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(PMP)柱前衍生化高效液相色

谱法反应条件较温和，产物无立体异构，紫外检测灵敏度较高，故得到较为广泛的应用[13-16]。本研究比较了不同反

应时间的衍生产物峰面积的大小和不同流动相对分离效果的影响，建立了 PMP 柱前衍生化高效液相色谱测定单糖

的方法，并首次测定了铁皮石斛多糖通过 DEAE-cellulose-52 纤维素柱的纯水洗脱部分的单糖组成。 

1 材料与方法 

1.1 材料与仪器 

铁皮石斛  购于浙江瑞心源生物科技有限公司，60℃烘干后，粉碎，过 50 目筛备用；DEAE-cellulose-52 填料  

Whatman 公司；Sephadex G-200 填料  Pharmacia 公司；石油醚，无水乙醇，苯酚，浓硫酸，D-半乳糖，D-半乳糖

醛酸，D-葡萄糖  Sigma 公司；D-阿拉伯糖，L(+)-鼠李糖  Fluka 公司；D-木糖  上海伯奥生物科技有限公司；D-
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甘露糖  上海试剂二厂；1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(PMP)  纯度 99%，美国 Acros Organics 公司。 

 

  

MNMF-1818 型谷物粉碎机  湖北碧山机械有限公司；旋转蒸发器  上海沪西分析仪器厂有限公司；722 型可见分

光光度计  上海精密科学仪器有限公司；Agilent l100 高效液相色谱仪  包括 G1311A 四元泵，G1315B DAD 检测器，

G1313A 自动进样器，G1379A 在线脱气机，G1316A 柱温箱，Agilent1100 化学工作站，美国 Agilent 公司。 

1.2 实验方法 

1.2.1 铁皮石斛多糖提取工艺  称取 2g 石斛粉末→石油醚脱脂，料液比 1:5(g/mL)，1h，两次→80%乙醇溶液 100mL 

回流脱单糖(料液比 1:5，2h，两次)→80% 乙醇洗涤残渣 →100mL 蒸馏水 60℃水提，2h，两次→合并两次提取液

上清液→Sevag 法除蛋白→80% 乙醇溶液沉淀→乙醇清洗沉淀→冷冻干燥沉淀→石斛粗多糖粉末。 

1.2.2 铁皮石斛粗多糖的分离纯化  将冻干的粗多糖粉末用蒸馏水溶解配置成 1g/10mL 的粗多糖溶液，离心后取上

清液过 0.45μm滤膜，取 0.5mL 进 DEAE-52 纤维素柱（1.5cm×60cm）进行分离，先以蒸馏水洗脱，然后以 0.1~0.8mol/L

的 NaCl 溶液进行梯度洗脱，洗脱流速为 0.3mL/min，以 3mL 每管收集洗脱液，用苯酚-硫酸法于 490nm 处测定每管

洗脱液的吸光值，根据测定出的吸光值绘制洗脱曲线，合并主要洗脱峰的洗脱液，将其浓缩装入透析袋（截流分子

量为 7000），在流水和蒸馏水中分别透析 48、24h，醇沉，冻干得到 4 个组分（DO-1、DO-2、DO-3、DO-4），将组

分 DO-1 用 Sephadex G-200 柱（2.5cm×80cm）进一步纯化，得到 DOP 纯多糖组分。 

1.2.3 混合单糖标样的衍生  分别取 100μL 的混合单糖标准液（各单糖质量浓度均为 0.36g/L 左右)与 100μL 的

0.6mol/L NaOH 溶液，置于 1mL 的具塞试管中混合均匀，再从中吸取 50μL 的混合液于 5mL 的具塞试管中，加 50μL 

0.5mol/L 的 PMP(0.4355g/5mL)甲醇溶液，漩涡混匀；在 70℃烘箱中反应 30、50、70、100、120min；取出放置 10min

冷却至室温，加 100μL 0.3mol/L 的 HCl 中和；加水至 1mL，再加等体积的氯仿，振摇，静置，弃去氯仿相，如此

萃取 3 次。将水相用 0.45μm 微孔膜过滤后供 HPLC 进样分析。 

1.2.4 样品的制备  称取 20mg 多糖 DOP 置于试管中，加入 2mol/L H2SO4 3mL，封管，100℃水解 8h，然后用 BaCO3

中和，离心取上清液，得到多糖水解液。吸取水解液 100μL 和 100μL 的 0.6mol/L NaOH 溶液，置于 1mL 的具塞试

管中混合均匀，再取 50μL 的混合液于 5mL 的具塞试管中，加 50μL0.5mol/L 的 PMP(0.4355g/5mL)甲醇溶液，漩涡

混匀，在 70℃烘箱中反应 40min，反应后，按照 1.2.3 中方法进行冷却、中和、萃取，过 0.45μm 微孔膜过滤后供

HPLC 进样分析。 

1.2.5 标准曲线的制备  取 D-葡萄糖、L(+)-鼠李糖、D-半乳糖醛酸、D-甘露糖分别配成 1、2、3、4、5mg/10mL

的标准溶液，按照 1.2.3 中的方法对标准液进行衍生化，冷却、中和、萃取后，过 0.45μm 微孔膜过滤后供 HPLC 进

样分析，应用 Agilent l100 化学工作站制作标准曲线。 

1.2.6 色谱条件  色谱柱：Agilent TC-C18（250mm×4.6mm，5μm）；流动相：乙腈-磷酸盐缓冲液（0.05mol/L，pH6.9）

（体积比为 17:83）、乙腈-超纯水（体积比为 17:83）；柱温：30℃；流速：1mL/min；检测波长：250nm；进样体积：

10μL。 

1.2.7 多糖 DOP 溶液清除 DPPH自由基能力的测定  称取多糖 DOP 样品配制成不同浓度的溶液，取不同浓度的溶液

2mL 和 2×10
 -4

mol /L 的 DPPH 自由基甲醇溶液 2mL，加入同一具塞试管中，摇匀，在室温避光反应 30 min 后于

515 nm 处测其吸光度，并用 VC 溶液作为阳性对照，计算多糖 DOP 对 DPPH 自由基的清除率[17]，公式如下: 

清除率=［1-( Ai-Aj) /A0］×100% 

式中:A0为对照组吸光度，Ai 为样品组吸光度，Aj 为空白组吸光度，i、j 分别表示不同的实验组。 

2 结果与讨论 

2.1 粗多糖的分离和纯化 

粗多糖经过 DEAE-52 纤维素柱分离后，得到了 4 个组分，分别为 DO-1、DO-2、DO-3 和 DO-4，如图 1 所示。

DO-1 为纯水洗脱下来的中性多糖部分，占据了石斛粗多糖的主要部分，其他 3 个组分分别为 0.1、0.2、0.4mol/L 的

NaCl 溶液洗脱下来的部分。将 DO-1 部分再经过 Sephadex G-200 柱纯化，得到 DOP 纯多糖，经透析、浓缩、醇沉、

冷冻干燥得到纯的多糖粉末。 



 

图 1  石斛多糖洗脱曲线 

Fig.1  Elution curve of Dendrobium candidum polysaccharide 

2.2 衍生化时间及流动相的选择 

绝大多数文献上，选用了 70℃作为反应温度，但是对于反应的时间执不同的意见，本文设置了 30、50、70、

100 和 120min 五个时间做为单糖的衍生化时间，以峰面积作为考察对象，以葡萄糖衍生化为例，不同的衍生化反应

时间，最终测得的峰面积如图 2 所示。最后实验结论证明：在反应时间为 100min 时，单糖衍生化物的峰面积最大，

70min 次之，120min 时，单糖衍生化物峰面积下降较为明显,故衍生化时间选择为 100min。 

 

图 2  不同反应时间峰面积变化曲线 

Fig.2 The curve of the peak area change with different reaction time  

在流动相的选择方面，大多数文献选择了用乙腈-磷酸盐缓冲液或乙腈-醋酸盐作为流动相，但是，盐对于整个

液相色谱仪和柱子有着很严重的影响，一般情况下，尽量不选择盐作为流动相，因此，本文选择了乙腈-磷酸盐缓冲

液（0.05mol/L，pH 6.9）（体积比为 17:83）和乙腈-超纯水（体积比为 17:83）作为本次实验的流动相，对比两种不

同流动相对分离效果的影响，结果表明：乙腈-超纯水（体积比为 17:83）作为流动相同样也能让 7 种单糖的衍生化

物得到很好的分离，并没有出现拖尾和峰型不好看等现象（图 3），只是在出峰时间上比乙腈-磷酸盐缓冲液

（0.05mol/L，pH 6.9）作为流动相时稍晚，但并不影响实验结果。因此，在保证实验结果完好的前提下，选择对仪

器和柱子不产生损害性影响的乙腈-超纯水（体积比为 17:83）作为流动相比较适宜。 



 

注：从左到右依次为：木糖、半乳糖、半乳糖醛酸、阿拉伯糖、甘露糖、鼠李糖、葡糖糖。 

图 3  7 种单糖-PMP 衍生化物色谱分离图 

Fig.3  The chromatograms of seven kinds of monosaccharide-PMP compounds 

2.3 DOP 多糖中单糖成分色谱分析 

图 4 为 DOP 多糖水解、衍生化后，高效液相色谱分析的图，从图 4 中，可以看到一共得到了 3 个峰，通过与

图 3 混合标样的比较，可以知道这 3 个峰分别是 D-甘露糖、L(+)-鼠李糖和 D-葡萄糖，D-甘露糖占主要部分。图 5

为外标法制作的这 3 种单糖的标准曲线图（从左到右依次为 D-葡萄糖、L(+)-鼠李糖和 D-甘露糖的标准曲线），其中

D-甘露糖的线性方程为 y = 81.79x + 25.66，R² = 0.998；L(+)-鼠李糖的线性方程为 y = 140.4x - 49.26，R² = 0.996；

D-葡萄糖的线性方程为 y = 77.30x + 17.13，R² = 0.994。通过外标法定量，可以得到 DOP 多糖中 D-甘露糖:L(+)-鼠

李糖:D-葡萄糖=1.936:0.856:0.691。 

 

图 4  DOP 多糖水解后衍生物色谱分离图 

Fig.4  Chromatograms of PMP derivatives of acid hydrolyzates of polysaccharide DOP 

 

注：从左到右分别为葡糖糖、鼠李糖和甘露糖的标准曲线图 



图 5  D-葡萄糖、L(+)-鼠李糖和 D-甘露糖的标准曲线 

Fig.5  The standard curve of D-mannose L(+)-rhamnose D-glucose 

2.4 多糖 DOP清除 DPPH 自由基能力的测定 

由图 6 可以看出多糖 DOP 和 Vc 都有着比较强的清除 DPPH 自由基能力，并且随着浓度的增加，其清除率也随

着增强，相较而言，Vc 比多糖 DOP 有着更强的清除能力，在浓度达到 0.3mg/mL 时，多糖 DOP 的清除率达到了

50%以上，说明其能够比较有效的清除 DPPH 自由，具有较强生理活性。 

 

图 6.多糖 DOP 和 Vc 清除自由基能力的比较 

Fig. 6 Comparison of DPPH radical scavenging activity on polysaccharide DOP with vitamin C 

3 结论 

本实验采用传统的水提醇沉提取多糖的工艺，得到脱除蛋白质的铁皮石斛多糖，并通过 DEAE-52 柱分离得到

了 4 种多糖组分，通过 Sephadex G-200 柱纯化得到了纯的铁皮石斛多糖组分 DOP，建立了 PMP 柱前衍生化高效液

相色谱分析单糖的方法，该方法灵敏度高且准确可靠，测得多糖 DOP 中含有甘露糖、鼠李糖和葡萄糖 3 种单糖，

并且通过清除 DPPH 自由基试验，得出其具有良好的清除能力，说明多糖 DOP 具有良好的抗氧化活性。 
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