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摘要 从兜唇石斛(Dendrobium叩  ̂池卅)的茎中提取到 3种多糖：AP一1，AP 

纸电冰，超速离心和凝腔层析证 明：三者都为单一均匀成分。3种 多糖的特性粘数([ ])分别 

为 426 96，416．96， 234．03；分子 量 (Mw)分别 为 86300，61500，43100；旋光 度(【 >分别 为 

一 30 000，一33 000，一17．000。经化学方法和光谱分析证明：AP为 (1—4)连接的 ，含 。一乙酰基 

的、吡喃型的直链 D一葡萄甘露聚糖。动物体 内试验表明：AP有免疫增强作用。 
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STUDIES 0N THE PoLYSACCHARIDES oF 

DENDRoBIUM  APHYLLUM  
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Abs奸nct Three polysaccharides，namely AP—l，AP 2，AP一3，which WOl'C proved to be homo- 

geneous by glass fiber pape r electrophoresis， ultraeentrifugation analysis and gel 

chromatography．were isolated from the stems of Dendrobium aphyllum ．The lim iting viscosity 

num be rs of three polysaec harides wcDg 426．96．416．96 and 234．03 respectively n eir molecular 

weights(M )werc 86300，61500 and 43100 respectively．The numbers of their optical rotation 

we／'~ 30 00，_33 000 and一17．0o0 respectively．It was proved by chemical methods aad spectrum 

an alysis that：APs were 0一acetylglucomannan，the finkage was 1— 4)，the ring form of each 

glycosyl residue was pyranosc and the main chain was composed of D —mannosc and D—glucose． 

The ahimal expe rimentation in vivo showed AP had evident imm tanostim ulating activity． 

Keywords Dendrobium aphyflum．Polysaec harldes，0一acetylglUCOllnan llan，Structure，Bioactivity 

兜唇石斛(Den~Dbium d砷ilium (Roxb)C．E．C Fischer)属于兰科(Orchidaceae)植物，分布干 中国长 

江以南(广西、云南、贵州)、泥泊尔、镭金、不丹、印度东北部至中南半岛和马来西亚。石斛属的多数 

种类可作中药石斛使用，兜唇石斛印为中药黄草的 1个种}石斛在 神农本草经舟 中被列为上品 ⋯ } 

有擞明清热、益胃生荤、润肺止咳之功效 Ⅲ 。HaqQ．N．等研究过 D．aggregatum多精的结构  ̈ 王世 

林等研究过黑节草 (D．eandtdum)多糖的结构 J李满飞等测定过 25种石斛 36个样品的多糖含量， 

并发现石斛生理括性强弱与其多糖的含量有关 。 
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本文研究了兜唇石斛 多糖的结构和活性，将为石斛药教学的研究提供一定的依据。 

材料和方法 

1．材 料 

实验所用的兜唇石斛∞ endrobium aphyllum(Roxb．)c．E．C．Fiseh)样品采 自云南省怒江峡谷，由中科 

院植物研究所吉占和先生鉴定。 

2．多糖的分离殛纯化 

将兜唇石斛的茎晒干、粉碎，用甲醇脱脂，再用沸水提取 3次，螅液合并后 用乙醇分级沉淀，干燥 

后得到 3种粗多糖，得率为 24．3％。经紫外光扫描及茚三酮反应证明粗多糖中不含蛋白质，碘反应示粗 

多糖 中有淀粉 。将粗 多糖反复溶解、沉淀 5次，并用 冻融法去淀粉；再过 DEAE Sephadex A一25拄 

(1．8×44cm)，用 O—0．1 mol／L NaC1水溶液梯度洗脱，蒽酮试剂检测，收集高峰部分，多糖主要出现 

在水洗脱部分，彝去 NaCI溶液洗脱部分 中的极少量多糖 ；将所获多糖过 Sepharose 2B拄 (3×48 em) 

用 0．1 mol／L NaC1水溶液洗脱，茁酮 试剂检测，收集高峰部分，乙醇沉淀、化学干燥后得到洁白的粉 

状精多糖：AP 1，AP一2，AP一3。 

3．多糖的纯度鉴定 

(1)玻璃纤 维 纸 电沫 缓 冲液 ：0．025mol／L硼 砂 ：0．1 mol／LNaOH= l0：1，v／vJ 电压 ： 

500Vi电流：1．5A；时间；2h； 萘酚试剂显色。 

(2)超速离心 多糖用重蒸馏水溶解，浓度为 0．25％}转速：55000rpm~温度：1017。 

(3)凝胶层析 Sepharose 4B柱 (1 7×47 cm)J多糖液： 5mg糖溶干 1 5mL永 中：0．02mol／L 

NaC1水溶液洗脱}流速：9mL／hi自动收集}用菌酮试剂通过分光光度法检测 多糖峰位。 

4．多糖物理常数的 定 

(1)特性牯教 按文献 [5]操作。 

(2)旋光度 糖溶液：20 mg溶 于 10mL水}Jasco DIP一370型数字旋光仪测定J灯 ：Na5891温 

度：2517}圆形样品池直径：10 mill。 

(3) 平均 分子 量 (Mw)用 Sepharos~4B柱 (1．7×71 cm)；分 别以 Dextran T一2000，T500，T250， 

Dextran 1(面_w=8．22万)，Dextran 2(面_w=4万)，为标准多糖，蒽酮试剂检测，求得各 自的 Ve；用蓝葡聚 

糖(面_w>200万)求出Vo；用一元线性回归珐求出Ve／Vo--lgM 方程，井作图；样品(5 nag溶于 1．5mL永) 

上拄，求得各自的Ve，从方程式计算出各自的分子量Mw。 

5．多糖的结构鉴定 

(1)o一乙酰基分析 先用异羟肟酸纸层析定性鉴定 。一乙酰基，按文献I7]操作；再用异羟肟酸反应捌定 

。一乙酰基含量，按文献【6】操作。 

(2)高碘酸钠氧化 ~8．93 将 20 mg糖溶干25 mL永；每隔 24 h取样测定高碘酸钠的消耗(分光光度法) 

和甲酸的释放(滴定珐)。 

(3)Smith降解 0∞ 加乙二醇干高碘酸钠氧化反应完垒的溶液中，透析，钠硼氢还原，醋酸 中和，再透 

析，减压蒸干，加甲醇反复抽提，三氟醋酸封管永解；减压蒸干，加水，氨永调至碱性，钠翻氢还原，Dowex 

50W x8(H．)树脂调至pH<7，过滤后蒸干螅液，加甲醇反复抽提，置干燥器 中两天；加三甲基硅味唑，再 

加正已烷，水洗，取上层清液，用氨气浓缩后作气相色谱：SE一54毛细管柱，30m，19017，FID检捌。 

(4)完垒酸水解 ~tt 3 取多糖 5rag,三氟醋酸封管水解，用玻璃纸过滤后蒸千滤液，加 甲醇反复抽提；加 

水．氨水调至碱性 ，钠硼氢还原，Dowex 50W xs(n+)ata~调至 pH<7；以下操作类似 Smith降解 ，翩成 

TMS衍生物启 同样作气相色谱。 
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(5)光谱分析 IR谱用 Perkin—Elmer IR 577型分光光度计测定，KBr压片；‘H及 C NMR谱用 

Bruker WH一4o0M Hz型棱磁共振仪测定，溶剂为 D，0，内标为 TMS。 

(6J甲基化分析 按文献[131制备 甲基亚磺酰负碳离子。取干燥多糖 20mg，用干燥的二甲亚砜溶 

解·通氨气，加 负碳离子后反应 5 h，冰搭冷 却至 10℃以下，逐 滴加人碘 甲烷 ，反应在 20℃以下持续 

2h)反应溶液透析，氯仿提取，作 IR以检测甲基化是否完垒。将完垒 甲基化多糖先用 90％ 甲醵，再用 

2mol／L三氟醋酸封管水解；钠硼氢还原，Dowex 50W—X8(H )树脂中和至pH<7，加甲醇反复抽提： 

加吡啶、醋酐(1：1 v／v)乙酰化 1 hl蒸干，加甲苯反复抽提，产物溶于氯仿后 作 GC及 GC—MS (仪 

器t HP5890AGC／HP5988 MS。条件：GC：色谱柱为 SE一52，长 50 m；MS：进样方式为 GC，离子 

化方式为 EI'扫描方式为 N)。 

6．多糖的免疫活性测定 

用 AP按 25rag／kg的荆量腹腔注射 ICR纯系小鼠 5天，潮定相关免疫指标：脾重、胸腺重、抗体 

细胞、T细胞增殖、B细狍增殖。 

实验结果 

AP—l、AP一2、AP一3经玻璃纤维纸电辣显示单一色斑：在超速离心时呈单峰l经 Sepharose4B柱层 

析，茂出液均为单峰，且峰形对称。以上 3种方法证明 3种多糖都为单一均匀成分。3种 多糖的理化性 

质及光谱数据见表 1 

寰 1 AP的理化性质噩光谱鼓据 

Table1 Phy ca1 andchemicalproperties and spectradata ofAPs 

)用{I脏拄层折 定分子量时所得的标准 曲线方程为：Ve=一43．75971gM+337．5992 
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裹 2 Smith悻解产物估 量％) 

Table 2 Products ofSimith degradation(content％) 

在高碘酸 钠氧 化 中．AP一1、AP 2、A 3 

消耗 高碘酸钠的量分别为 0 712，0．685，0 775 

(单位： mol／mol， 以单 位已培计 算)。Smith 

降解产物见表 2。 

Smith降解中单糖醇的出现表 明某些糖残基 

上连有 0 乙酰基，且 0 乙酰基主要连在甘露 

培残基上。高碘酸钠氧化、Smith降解及甲基化 

分析 表明， 3种 多糖 的糖苷键均 为 (1+4)连 

接，且都无分支。Smith降解 中，多糖 的非还原端被氧化或赤藓醇被过氧化导致甘油的产生。在 甲基化 

分析 中，3种多培均出现 4个峰，先出现的两个峰都为 1，5 二乙酰基 2，3，4，6一甲基已培，攻出现 

的两个峰为 1，4，5 三乙酰基 一2，3，6-三 甲基已培}峰 1，2，3，4的确定方j击是将“气 质联用”的 

MS图与文献 [143一一对证。 

多培完垒酸水解产物的气相层析分析表明：3种 多培均 由 D 甘露糖和 D 葡萄糖组成，摩尔比分别 

为 1：0．41(AP一1)、1：0．24 (AP 2)、1：1．1I(AP 3)。 

3种多糖的旋光度均为 负值；3者 lR均在 890 crll 左右有吸收峰}3者‘HNMR所有峰的 值均小 

于 5．0ppm，且在 4 5—4 8ppm范 围内有特征峰 1 53I 3者的”CNMR峰的 值均有大干 100pOre 的情 

况。因此，3者的单培残基异头碳构型均为 型。 

在 lR谱 中，3者在 11OO一1010 cm 间均有 3个强吸收峰：3者的 CNMR谱的 值与文献[161~道 

的吡喃型甘露葡萄聚培的 C NMR谱相符。所以，3者的单糖残基均为吡喃型。 

此外，lR谱在 810及 870 crn 处的特征吸收表明多培中有甘露培残基：在 1725 及 1250 cm。。处的 

特征吸收表明有酰基结构。在 H NMR谱 中，3．4—4．3 ppm 范围内无特征峰，说明多培中无蛋 白质 ” ： 

2．2 ppm(2．O一2．3ppm)处有特征峰 tO3，490+O．02 ppm处有特征峰 ，前者直接表明多糖中有O 乙酰 

基，后者是因为某些糖环的 C 2I C 或 C6位有 O一乙酰基，从而使该糖环上的 C广H在低场出峰 n"。在 

”CNM R中，175 ppm 及 23ppm 处的特征峰表 明多糖 中有 0一乙酰基；与文献[16】对照，发现 0一乙酰基 

可能 多连于甘露培残基上，且位于 c 或 c 位，同时，3种多培的还原端均为 Man。 

综上所述：AP为 1—4)连接的、台 0 乙酰基的、吡哺型的直链 D 甘露葡萄聚糖。 

多培的免疫活性测定结果见表 3。 

襄 3多糖的免痤活性 

Table 3 Imm unostimulating acfivity ofAP 

对 照组 加 AP组 P值 

鼠教 8 8 

脾重 62±7(mg／l0g体重) 65±l2 

胸腺重 36±6【mg／l0g体重) 4l±8 

抗体细胞(PFO 1055±66(／1 牌细胞) I405±I59̈  P<0 01 

T细胞增殖 I585±427(dora) 2502±26‘ P<0O5 

B细胞增殖 I409±342(dpm) 31 39±833 P<0O5 

以上结果说明：兜唇石斛的多培 AP有免疫增强作用。 

致j身f IR、NMR及 GC均 由昆明植物所植化室仪器组测定；GC--MS由云南省科委香料研究开发 

中心分析室测定；甲基化多培 lR 由云南大学化学 系刘梅测定I旋光度 由昆明植物所 民族植物室率炳钩 

测定。 
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