
强度（ｉｎｔ）表示炎性足组织中５羟色胺的相对含量［１］

（荧光法），比较给药组和空白对照组５羟色胺相对含
量的差异．结果见表５。连钱草水提物对蛋清致小鼠
肿胀足组织中炎症递质５羟色胺的释放有明显抑制
作用（Ｐ＜０．０５），醇提物组有抑制５羟色胺释放的作
用，但作用较水提物小。

表５　３组小鼠炎性足组织中５羟色胺测定结果　

组别
给药剂量／

（ｇ·ｋｇ１）
小鼠数／
只

５羟色胺含量（ｉｎｔ）

连钱草水提物组 ２０ ９ ５．４８±０．６１１

连钱草醇提物组 ２０ １０ ５．６８±１．１８
０．９％氯化钠溶液组 等体积 ８ ７．８９±２．５８

　　与０．９％氯化钠溶液组比较，１Ｐ＜０．０５

３　讨论　
炎症是机体活组织对各种损伤因子所发生的以防

御为主的反应，连钱草提取物对二甲苯致小鼠耳廓肿

胀和小鼠腹腔毛细血管通透性增加等炎症模型具有较

强的抑制作用，表明连钱草提取物具有较强的抗炎作

用。而ＰＧＥ２、组织胺和５羟色胺均为参与炎症反应的
主要炎症递质，在炎症反应中起重要作用。笔者使用

紫外分光光度法测定炎症递质ＰＧＥ２的相对含量，用荧
光法测定５羟色胺和组胺的相对含量。结果表明连
钱草提取物不能抑制炎性组织中ＰＧＥ２的相对含量，但
其水提物能明显抑制炎性组织中５羟色胺和组胺的
相对含量。说明连钱草水提物抗炎作用主要是通过抑

制内源性炎症递质５羟色胺和组胺的释放而发挥抗
炎作用，可能与炎症递质ＰＧＥ２的释放途径无关。
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人工蛹虫草子实体多糖的提取与含量测定
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［摘　要］　目的　建立人工蛹虫草子实体多糖的提取与含量测定方法。方法　采用正交试验筛选提取条件，苯酚
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ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄＣｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓＬ．Ｌｉｎｋ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ　ＣｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓＬ．Ｌｉｎｋ；Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ；Ｐｈｅｎｏｌｓｕｌｐｈａｔｅａｃｉｄｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

　　蛹虫草（ＣｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓＬ．Ｌｉｎｋ），别名北冬虫
夏草。有文献报道，蛹虫草与冬虫夏草具有相似的活

性成分与药理作用［１］，由于其对自然生长环境要求不

高，人工培育较易成功，有望成为冬虫夏草的替代品而

造福于人类［２］。蛹虫草中有效活性成分虫草多糖具有

提高免疫力，延缓衰老，扶正固本，保护心脏、肝脏，抗痉

挛、抗癌、防毒、减毒等作用［３，４］。目前关于人工蛹虫草

中活性多糖成分的研究报道较少，只是近几年来蛹虫草

的人工培养及其活性成分的研究才相对活跃起来［５，６］。

笔者研究并建立了人工蛹虫草中多糖的提取及定量方
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法，为人工蛹虫草的质量评价及开发提供科学依据。

１　仪器与试药　
瓦利安（Ｖａｒｉａｎ）Ｃａｒｙ５０可见紫外光谱仪；ＴＧ１６

１１台式离心机（长沙平凡仪器有限公司）。蛹虫草子
实体由广东东莞生物技术研究所提供，经华中科技大

学同济医学院药学院生药系阮金兰教授鉴定（批号：

２００５０１０３，２００５０３１７，２００５０９２９）；Ｄ无水葡萄糖（中国
药品生物制品检定所提供，供含量测定用）；所用试剂

均为分析纯（天津市化学试剂三厂）。

２　方法与结果　
２．１　正交试验　
２．１．１　正交试验设计　由于多糖类成分在水中具有
较好的溶解度，因此选用纯化水作为提取溶剂，再通过

单因素试验对影响多糖提取的几个因素，如溶剂用量、

提取时间、提取次数及提取温度分别进行试验，确定下

列４个因素的３个水平进行试验，筛选出一个最佳组
合，因素水平安排见表１。

表１　因素水平安排表　

水平
溶剂用量（Ａ）／

（ｇ·ｍＬ１）
提取时间

（Ｂ）／ｍｉｎ
提取次数

（Ｃ）／次
提取温度

（Ｄ）／℃
１ １２０ １０ １ ３０
２ １５０ ３０ ２ ４５
３ １８０ ５０ ３ ６０

２．１．２　供试品溶液的制备　将批号为２００５０１０３的人
工蛹虫草子实体粉末于５５℃干燥至恒重，精密称取９
份，每份约０．５ｇ，按１～９进行编号，８０％乙醇提取，滤
过，烘干残渣。残渣中加入纯化水，按正交试验要求进

行操作。合并滤液，纯化水定容至１００ｍＬ。精密吸取
１ｍＬ置于１０ｍＬ容量瓶中，纯化水定容至刻度，摇匀，
得供试品溶液，备用。

２．１．３　显色反应　精密吸取上述供试品溶液１ｍＬ置
于２０ｍＬ离心管中，加入５％苯酚溶液１ｍＬ，快速加入
浓硫酸５ｍＬ，混匀，于沸水浴中加热１５ｍｉｎ，放冷，在
４８６ｎｍ波长处测定吸光度，代入线性方程计算百分含
量。

２．１．４　正交试验结果　对影响多糖提取效果的４个
主要影响因素（溶剂用量、提取时间、提取次数、提取

温度）进行研究。按表１所示的因素水平进行正交试

［收稿日期］　２００６０９１９　　　［修回日期］　２００６１１２９
［作者简介］　王瑞华（１９８４－），女，河南长葛人，在读硕

士，主要从事中药制剂及新药研发。电话：０２７－８３６５７５５０，Ｅ
ｍａｉｌ：ｒｕｉｈｕａ３７１５１９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

［通讯作者］　李　高（１９５５－），男，湖北咸宁人，博士生
导师，教授，主要从事药物制剂与药动学研究。电话：０２７－
８３６９２８９２，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｇａｏｔｊ＠１６３．ｃｏｍ。

验，结果如表２，３所示。
２．１．５　正交试验结果分析　经方差分析，因素 Ａ及
因素Ｄ对多糖的提取有显著影响，因素Ｂ及因素Ｃ无
显著影响；极差分析表明，４个因素对多糖提取的影响
顺序为：Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ；由直观分析得多糖最佳提取条
件为：Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ２，即８０倍量纯化水，４５℃超声提取３
次，每次５０ｍｉｎ。考虑到提取时间、提取次数对提取率
无显著影响，为缩短整个分析时间，将实验条件定为

８０倍量纯化水，４５℃超声提取１次，每次１０ｍｉｎ。
表２　正交试验结果与分析　

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ ％
１ １ １ １ １ １６．４２１３
２ １ ２ ２ ２ １７．６００７
３ １ ３ ３ ３ １８．９２８４
４ ２ １ ２ ３ １８．３８０３
５ ２ ２ ３ １ １７．８８２６
６ ２ ３ １ ２ ２０．４４９０
７ ３ １ ３ ２ ２０．８２８２
８ ３ ２ １ ３ １９．７４８４
９ ３ ３ ２ １ １７．４６５６
Ⅰ １７．６５０ １８．５４３ １８．８７３ １７．２５６
Ⅱ １８．９０４ １８．４１１ １７．８１６ １９．６２６
Ⅲ １９．３４７ １８．９４８ １９．２１３ １９．０１９
极差 １．６９７ ０．５３７ １．３９７ ２．３７０

表３　以多糖得率为指标的方差分析　

误差来源 离均差平方和 ｆ值 Ｆ值 Ｐ值
Ａ ４．６４９ ２ ９．８９１ ＜０．１
Ｃ ３．１８７ ２ ６．７８１
Ｄ ９．０８９ ２ １９．３３８ ＜０．０５

误差（Ｂ） ０．４７２

２．２　换算因子的计算　
２．２．１　多糖的提取与精制　取人工蛹虫草子实体于
６０℃鼓风干燥１０ｈ，粉碎，过筛孔内径（３５５±１３）μｍ
（５０目）筛后，称取粉末８ｇ，无水乙醇提取１０ｈ以除
去脂溶性成分，滤过，烘干残渣。将脱脂后的残渣用纯

化水４５℃恒温提取１次，每次１０ｍｉｎ，滤过。纯化水
反复洗涤残渣，合并滤液，减压浓缩，以氯仿正丁醇

（５１）为沉淀剂，按浓缩液沉淀剂（４１）加入沉淀
剂，搅拌７ｍｉｎ，静置，离心１０ｍｉｎ，取上层多糖溶液以
水透析２４ｈ。将透析后的溶液加入无水乙醇至含醇量
７０％，于４℃冰箱中静置２４ｈ后滤过，沉淀用无水乙
醇、丙酮、乙醚依次洗涤，６０℃烘干，得浅褐色精多糖。
２．２．２　换算因子的测定　精密称取多糖２０ｍｇ置于
１００ｍＬ容量瓶中，加双蒸纯化水定容至刻度，摇匀。
精密吸取１．０ｍＬ溶液置于２０ｍＬ离心管中，加入５％
苯酚溶液１．０ｍＬ，快速加入浓硫酸５ｍＬ，混匀，于沸水
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浴中加热１５ｍｉｎ，放冷，于４８６ｎｍ波长处测定吸光度，
代入线性方程，按下式计算换算因子为：ｆ＝Ｗ／（Ｃ×
Ｄ）＝１．３２，式中 Ｗ为多糖重量，Ｃ为葡萄糖浓度，Ｄ
为多糖的稀释倍数。

２．３　多糖的定量分析　
２．３．１　供试品溶液的配制　取药材粉末约０．２ｇ置
于具塞锥形瓶中，精密称定，加入 ８０％乙醇提取，滤
过，烘干残渣。于残渣中精密加入纯化水 １６ｍＬ，密
塞，４５℃超声提取１０ｍｉｎ，抽滤，残渣用纯化水反复洗
涤，合并滤液，定容至１００ｍＬ，摇匀。精密吸取１ｍＬ
置于１０ｍＬ容量瓶中，纯化水定容至刻度，摇匀，精密
吸取１ｍＬ置于２０ｍＬ离心管中，显色，于４８６ｎｍ波长
处测定吸光度。

２．３．２　对照品溶液的配制　精密称取 Ｄ无水葡萄糖
５．０ｍｇ置于２５ｍＬ容量瓶中，用纯化水定容至刻度，
得浓度为２００μｇ·ｍＬ１的对照品溶液。精密吸取上述
对照品溶液０．５，１．０，２．０，３．０，４．０，５．０ｍＬ置于１０ｍＬ
容量瓶中，纯化水定容至刻度，得浓度为 １０，２０，４０，
６０，８０，１００μｇ·ｍＬ１的系列对照品溶液。
２．３．３　标准曲线的绘制　精密吸取对照品溶液１ｍＬ
置于２０ｍＬ离心管中，加入５％苯酚溶液１ｍＬ，快速加
入浓硫酸５ｍＬ，混匀，于沸水浴中加热１５ｍｉｎ，放冷，
于４８６ｎｍ波长处测定吸光度，以对照品溶液的浓度
（ｇ·ｍＬ１）为横坐标Ｘ，吸光度（Ａ）为纵坐标 Ｙ绘制标
准曲线，得线性方程为：Ｙ＝０．００９１Ｘ＋０．０３１８，ｒ＝
０．９９９８。结果表明，对照品溶液浓度在 １０～１００
μｇ·ｍＬ１范围内与吸光度呈良好的线性关系。
２．３．４　回收率试验　精密称取９份药材粉末，每份约
０．２ｇ，按表４精密加入葡萄糖对照品，按含量测定中
供试品的制备及测定方法提取和测定，计算加样回收

率。结果如表４所示。
２．３．５　重复性　精密称取 ６份药材粉末，每份约
０．２ｇ，按含量测定供试品溶液的制备及测定方法进行
提取和测定。结果表明，本法具有良好的重复性，ＲＳＤ
为２．２４％。
２．３．６　稳定性试验　取含量测定项下供试品溶液分
别于０，２０，４０，６０，８０ｍｉｎ测定吸光度，ＲＳＤ为１．９５％。
结果表明样品溶液在８０ｍｉｎ内稳定。
２．３．７　样品的含量测定　测定 ３批药材（批号：
２００５０１０３，２００５０３１７，２００５０９２９）中多糖含量，结果上述
３批药材中多糖含量分别为 ２２．６４％，２０．１７％和
２３．５４％。

表４　回收率试验结果　

称样量／ｇ 加入量／ｍｇ 实测值／ｍｇ 回收率／％
Ⅰ ０．４０１０ －
Ⅱ ０．４００９ －
１ ０．２０１７ ３３．２ ７４．７３ １０３．５８
２ ０．２０１４ ３３．１ ７２．５６ ９７．５２
３ ０．２０１８ ３３．２ ７４．１１ １０１．６６
４ ０．２０１５ ４１．５ ８１．１３ ９８．３８
５ ０．２０１２ ４１．４ ８２．０４ １００．９７
６ ０．２００３ ４１．２ ８０．７６ ９８．７９
７ ０．２０１３ ４９．７ ８７．９８ ９６．０２
８ ０．２００３ ４９．５ ８８．５２ ９７．９０
９ ０．２００２ ４９．４ ８９．３８ ９９．８８

ＲＳＤ／％ ２．３６

３　讨论　
３．１　供试品提取方法的选择　进行了超声提取、回流
提取、索氏提取３种提取方法比较，结果在不同提取方
法制备样品中多糖的质量分数基本不变，但超声提取

方法简便，提取时间短，故采用超声提取的方法。

３．２　供试品提取溶剂的选择　采用超声１０ｍｉｎ处理
的方法，比较了水及不同浓度乙醇对多糖提取效果的

影响。结果表明水提取率最高，因此选择水作为提取

溶剂。

３．３　除蛋白质方法的选择　多糖精制过程中，除去蛋
白质较为经典的方法为 Ｓａｖａｇ法，笔者分别考察了氯
仿正丁醇的比例、浓缩液与沉淀剂的比例及混合时
间，结果以氯仿正丁醇（５１）为沉淀剂，按浓缩
液沉淀剂（４１）加入沉淀剂，搅拌７ｍｉｎ，除蛋白质
效果最好。
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