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  [ 摘要]  目的:了解丹参多糖种类和相对分子质量的分布情况。方法: 通过高效凝胶渗透色谱技术,分析了丹参多糖相对

分子质量的分布情况。结果: 丹参多糖按照相对分子质量分布, 明显分成两部分。结论:丹参多糖低相对分子质量部分是一个

纯度很高的多糖,具有一定的开发价值。
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Research into Composition of Salvia miltiorrhiza Polysaccharides
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[ Abstract]  Objective: To get a crude perception of the composition and the molecular weight of Salvia miltior-

rhiza polysaccharides. Method: Using high perform HPGPC and alcohol fractionation, We got a better outline of the

composition of the polysaccharides and respectively analized their molecular weights. Result: The test results proved

that S. miltiorrhiza polysaccharides breaks down to two parts with respect to their ranges of molecular weight. Conclu-

sion: The part with low molecular weight exhibits the character of pure substance which is exploitable.
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  丹参多糖 ( Salvia miltiorrhiza polysaccharides,

SMP) 具有明显的抗免疫性肝损伤
[ 1 ]
和抗大鼠实验

性肾损伤
[ 2]
的作用,但目前对它的研究存在以下问

题:研究对象多为粗多糖,含较多杂质, 虽然证明其

具有很强的药理活性,但很难确定药效成分;定量分

析主要使用比色法,不能如实反映多糖含量;结构化

学分析缺乏,没有多糖标准品,使其无法使用常规色

谱技术进行定量分析。

高效凝胶渗透色谱技术( HPGPC) 是最近 30 年

来兴起并飞速发展的一门技术。采用分子排阻的原

理,它可以同时对小分子化合物和大分子化合物进

行定性、定量研究, 克服了常规色谱技术的不足,并

且可以根据色谱峰的保留时间,测定出各物质的相

对分子质量。本实验采用 HPGPC辅助乙醇分级沉

淀法,准确地对具有药理活性的丹参粗多糖进行分

离和相对分子质量分布考察,确定这种具有生物活

性的丹参多糖的种类,为该多糖的进一步定性定量

分析,提供依据。

1 仪器与药品

丹参购于哈药集团世一堂中药饮片公司; 右旋

糖酐标准物质( 中国计量科学研究院) 。

WFJ 2100型可见分光光度计;高效凝胶色谱柱

( 日本 TOSOH公司) ,高效凝胶色谱柱保护柱 ( 日本

TOSOH公司) ; ( agilent technology 1200) 高效液相色

谱仪、示差折光检测器( 美国 Agilent公司) 。

2 方法与结果

2.1 丹参多糖的提取  称取干燥的丹参 100 g,用

1 000 mL蒸馏水浸泡 2 h,加热至沸,微沸 30 min,过

滤后,再加入 500 mL水煎煮 25 min,过滤,再将 2 次
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滤液合并,浓缩至每 1mL含有 0. 2 g丹参的量为止。

加入无水乙醇使其浓度达到 80% ,并恒温 20 ℃条

件下放置 4 h,离心沉淀,将沉淀溶解于 500 mL蒸馏

水中,再加入无水乙醇使其浓度达到 80% ,醇沉 4 h

后,离心, 2 次水溶醇沉后的沉淀物,即得 [ 3 ]
。

2.2 标准曲线的建立  精密称量右旋糖酐标准物

质,加入蒸馏水配制成右旋糖酐标准物质的标准溶

  

液,使用 0. 45 μm的微孔滤膜过滤备用。采用 HPG-

PC法,流动相 0. 1 mol·L
- 1

Na2 SO4 水溶液,柱温 50

℃,流速 0. 5 mL·min
- 1
。以右旋糖苷标准溶液标定

色谱柱,进样量 5 μL,得到各相对分子质量右旋糖

酐标准物质的保留时间,将标准右旋糖酐 Mw 的对

数( X)和保留时间( Y) 进行回归,得回归方程 LgX =

- 0. 464 4Y +13. 082( r =0. 998 9)
[ 4 ]
。见图 1。

图 1 不同Mw的右旋糖酐的 HPGPC

A. 180; B. 4. 32 ×103 ; C. 1 ×104 ; D. 1. 26 ×104 ; E. 6. 06 ×104 ; F. 1. 1 ×105 ; G. 2. 89 ×105。

图 2 丹参多糖的 HPGPC

2.3 相对分子质量的分布  称取 0. 5 g干燥恒重

的丹参多糖,溶解于 2 mL蒸馏水中,制成丹参多糖

的溶液,将溶液置于离心机中, 4 000 r·min
- 1

,离心 1

h,取 1 mL 上清液, 加入 1mL 蒸馏水稀释。使用

0. 45 μm的微孔滤膜过滤备用。取丹参多糖的样品

溶液进行 HPGPC分析,进样量 25 μL, 分析方法同

2.2,如图 2。

丹参多糖的 HPGPC图有 2 个色谱峰,即峰 1 和

峰 2,其保留时间分别为 17. 354 min和 22. 018 min,

代入 2.2的回归方程, 得到的Mw分别为 99 763 和

854,两者相差十分悬殊。峰 2 图谱与单相对分子质

量组分的谱峰极为类似, 证明这部分多糖具有单相

对分子质量的特征。

2.4 丹参多糖的组成分析 采用恒温沉淀分级法,

将 2. 3 g丹参多糖溶于蒸馏水,用 500 mL量瓶定容,

待充分混匀后,制成丹参多糖的溶液,离心除去少量

胶状沉淀后,取 8 份 20 mL的丹参多糖溶液,分别置

于 8 个锥形瓶中,再分别加入无水乙醇,使溶液中乙

醇浓度达 10% , 20% , 30% , 40% , 50% , 60% , 70% ,

80% , 在 20 ℃恒温 3 h后,用 3 μm微孔滤膜过滤,

将沉淀用水溶解后并定容,分别用硫酸—酚法测定

不同乙醇浓度下所沉淀的多糖量
[ 6 ]
。见图 3。
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图 3 不同乙醇体积分数下所沉淀丹参多糖的变化曲线

 

3 讨论

从图 2 可以看出在 15 ～19 min,是一个连续的

很平坦宽峰,即峰 1,这部分多糖相对分子质量几乎

是均匀的连续分布, 其Mw在 106
～104, 这样高相对

分子质量的多糖其水溶性很差;在 22 min左右处出

现一个很尖锐的窄峰,对应的相对分子质量为 854,

这个低相对分子质量的多糖,水溶性很好,实验也证

明它遇水即溶, 同时在水溶液中有很高的稳定性。

根据图 3 可以辅助性地判断出丹参多糖分成两部

分。乙醇体积分数低于 30% 沉积的部分,为高相对

分子质量的丹参多糖,这部分多糖具有较高的黏性,

水溶性很差,上清液呈现浑浊的外观;乙醇浓度高于

30%的沉积部分,为低相对分子质量的部分,这部分

多糖的黏性较小,水溶性好,其水溶液稳定,上清液

呈现澄清的外观。可通过调节乙醇的浓度,很容易

将两者分离。从图 2 可以看出;高相对分子质量区

与低相对分子质量区都有峰谷分割,说明多糖的相

对分子质量不是连续分布,两区之间有一定的间隔,

用乙醇分级法也可以证明,乙醇体积分数在 20% ～

30%几乎没有沉淀生成。

从图 2 上看两区相对分子质量分散情况是有很

大差别的,高相对分子质量区的谱峰宽而平,用不均

匀指标 HI( HI = Mw / Mn ) 判断,其值在 1. 8 ～2. 5,这

两点都说明高相对分子质量区是一个高度分散区。

低相对分子质量区的谱峰窄而尖,与单相对分子质

量多糖的谱峰很相似,初步测得 HI值在 0. 99 ～1. 04

( Mn 用冰点下降法测得 ) ,这是一个接近 1 的数据,

这两点都说明它是一个接近单相对分子质量的多

  

糖
[ 7 ]
。通过乙醇分级法建立的图 3 也可以得出相类

似的结论。

4 结论

从丹参多糖的 HPGPC图可以看出,它的相对分

子质量分布明显分成 2 个区; 即高相对分子质量区

和低相对分子质量区,前者相对分子质量分散性大;

后者相对分子质量分散性小,并集中显示出单相对

分子质量的特征。两者很容易用乙醇分级法分离。

根据作者查阅的资料,这 2 种多糖的混合物,具有明

显的抗肝损伤和肾损伤的功能
[ 1 -2 ]

,但很难确定是哪

一种多糖真正发挥了疗效。丹参多糖的高相对分子

质量的部分,分子结构复杂,提取纯化困难,很难确

定空间化学结构式, 使得这部分多糖无法利用常规

方法测定含量;而丹参多糖的低相对分子质量部分,

结构简单,纯度高,便于纯化和化学结构确定, 却在

以往的研究中被忽略。这种多糖在丹参粗多糖中的

含量很大,如果被当做杂质去除,可能是一种浪费。
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多叶棘豆清除自由基活性研究
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  [ 摘要]  目的: 研究多叶棘豆的清除自由基活性。方法: 分别以常用抗氧化剂 L-抗坏血酸和生育酚为对照, 采用清除

DPPH和 ABTS自由基的方法对多叶棘豆乙醇提取物不同极性部位,以及 AB-8大孔吸附树脂柱不同乙醇浓度洗脱部位进行清

除自由基能力的评价。结果: 多叶棘豆提取物 AB-8 大孔吸附树脂柱的 50%乙醇洗脱部位对 DPPH自由基和 ABTS自由基均

有较强的清除能力,其清除 DPPH自由基能力强于同浓度的 L-抗坏血酸。结论: AB-8大孔吸附树脂柱层析技术对多叶棘豆的

清除自由基活性物质有分离富集作用, 以 50%乙醇洗脱部位活性最为突出。

[ 关键词]  多叶棘豆;清除自由基活性;抗氧化
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Radical Scavenging Activity of Oxtropis myriophylla

SHE Gai-mei, SUN Fang-fang, LV Hai-ning, LIU Bin
*

( School of Chinese Pharmacy, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100102 , China)

[ Abstract]  Objective: To study DPPH and ABTS radical scavenging activities of Oxtropis myriophylla.

Method: The anti-oxidant activity of O. myriophylla was measured by DPPH assay and ABTS assay. Furthermore,

the AB-8 macroporous absorbent resincolumn chromatography with gradient elution ( aqueous solution, 50% and

90% ethanol solution) were used. Result: 50% ethanol extract from O. myriophylla in the capability of scavenging

DPPH and ABTS free radicals was much stronger than any other fractions, which is a trifle stronger than ascorbic

acid. In addition, the active ingredient was screened effectively by the column chromatography method.

Conclusion:50% ethanol extract from O. myriophylla in the capability of scavenging DPPH and ABTS free radicals

was much stronger than any other fractions, which is a trifle stronger than ascorbic acid. In addition, the active

ingredient was screened effectively by the column chromatography method. Conclusion: The 50% ethanol extracts

exhibited strong scavenging capacity of free radical.

[ Key words]  Oxtropis myriophylla; scavenging capacity of free radical; anti-oxidant

  现代医学表明许多疾病的发生、发展都与人体

所产生的过氧化物有关,而这些过氧化物的形成,是

由于人体内部在代谢过程中产生的过氧自由基所造

成的。人体自身虽然有完整的抗氧化体系进行自我

保护,但当体内自由基产生过多或机体清除自由基

能力下降时,就会造成机体在分子水平、细胞水平及

组织水平的不同程度损伤。摄入具有清除自由基能

力的食物和药物 ( 抗氧化剂 ) 可以减缓自由基对机

体的侵害,预防各种炎症、变态性疾病、衰老等病变

的发生
[ 1 -2 ]
。由于人工合成抗氧化剂有累积致癌的

报道,研究者将目光转移到天然抗氧化剂的研究与

开发。

多叶 棘 豆 为 豆 科 植 物 多 叶 棘 豆 Oxtropis

myriophylla的干燥全草,又名狐尾藻棘豆,主产于内

蒙古,为蒙医常用药,收载于《内蒙古药材标准》,具
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