
三个不同种源的铁皮石斛多糖比较及其初步的药理活性评价

黄俊彬，丁  婕，朱海媚，李运容，黄丹丹，魏  刚

Comparison between Three Different Origins of Dendrobium officinale Polysaccharides and Their Initial Pharmacological
Activity Evaluations
HUANG Junbin, DING Jie, ZHU Haimei, LI Yunrong, HUANG Dandan, and WEI Gang

在线阅读 View online: https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021050262

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

铁皮石斛多糖分子量测定及其影响因素分析

Determination of molecular weight of Dendrobium officinale polysaccharides and its influencing factors

食品工业科技. 2017(07): 81-85

可口革囊星虫体腔液多糖碱提工艺优化及其抗氧化性研究

Study on Alkaline Extraction Process Optimization of Polysaccharides from Coelomic Fluid of Phasolosma esculenta and Its
Antioxidant Activity in vitro

食品工业科技. 2021, 42(19): 204-210

铁皮石斛多糖不同级分的制备、性质分析及免疫调节活性比较

Preparation and Property Analysis of Polysaccharide Fractions from Dendrobium officinale and Comparison on Their in vitro
Immunological Activity

食品工业科技. 2018, 39(15): 10-14,20

铁皮石斛多糖液态发酵工艺及其抗氧化活性研究

Study on polysaccharides submerged fermentation from Dendrobium officinale and its antioxidant activity

食品工业科技. 2017(09): 155-159

双孢菇菇柄多糖柱层析纯化及单糖组成

Column chromatographic purification and monosaccharide composition of polysaccharide extracted from Agaricus bisporus stipe

食品工业科技. 2018, 39(12): 16-20

不同铁皮石斛红鑫品种品质的对比研究

Comparative Study on the Quality of Different Varieties of Dendrobium officinale

食品工业科技. 2020, 41(12): 41-46,55

关注微信公众号，获得更多资讯信息



黄俊彬，丁婕，朱海媚，等. 三个不同种源的铁皮石斛多糖比较及其初步的药理活性评价 [J]. 食品工业科技，2022，43（5）：71−78.
doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2021050262
HUANG  Junbin,  DING  Jie,  ZHU  Haimei,  et  al.  Comparison  between  Three  Different  Origins  of Dendrobium  officinale
Polysaccharides  and  Their  Initial  Pharmacological  Activity  Evaluations[J].  Science  and  Technology  of  Food  Industry,  2022,  43(5):
71−78. (in Chinese with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2021050262

 · 研究与探讨 · 

三个不同种源的铁皮石斛多糖比较及其初步
的药理活性评价

黄俊彬1，丁　婕1，朱海媚1，李运容2，黄丹丹2，魏　刚2, *

（1.广东省中医院，广东广州 510120；
2.广州中医药大学，广东广州 510006）

摘　要：本文通过对云南、丹霞、浙江三个不同种源的铁皮石斛多糖进行了同样的提取、分离、纯化，分别对其分

子量、单糖组成、红外光谱进行比较，以及初步的药理活性评价，来讨论不同产地的铁皮石斛差异。采用高效凝

胶渗透色谱法（High Performance Gel Permeation Chromatography，HPGPC）对纯化的多糖片段进行分子量测定、

利用高效液相色谱法（High Performance Liquid Chromatography，HPLC）测定单糖组成、红外光谱（ Infrared
Spectroscopy, IR）测定多糖结构，应用 MTT 法观察多糖片段对两种肿瘤细胞（Hela 细胞和 HT-29 细胞）增殖作用

的影响。结果表明，云南种铁皮石斛多糖片段分子量为 757623 u；浙江种铁皮石斛多糖片段分子量为 605958 u；
丹霞种铁皮石斛多糖片段分子量为 663240 u。铁皮石斛多糖的单糖组成主要为甘露糖和葡萄糖，其中甘露糖与葡

萄糖比值大小为云南种>丹霞种>浙江种，且多糖进行纯化后比值会进一步升高。红外光谱吸收及特征峰提示，铁

皮石斛多糖主要含有甘露糖和葡萄糖，且所含糖为 β 型。铁皮石斛多糖纯化可以改变单糖组成比例，提高甘露糖

含量，不同种源的铁皮石斛多糖在分子量、单糖组成及红外光谱吸收存在一定差异，且对 HT-29 肿瘤细胞具有一

定的抑制作用，其中丹霞种的铁皮石斛多糖片段对两种肿瘤细胞均有较好的抑制增殖作用（48 h），具体关联性有

待进一步研究。
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Abstract： In  this  paper,  comparisons  of  the  the  molecular  weight,  monosaccharide  composition,  infrared  spectrum  were
made  between Dendrobium  officinale  polysaccharides  from  three  different  provenances,  namely  Yunnan,  Danxia  and
Zhejiang. Together with the evaluation of preliminary pharmacological activity, the differences of Dendrobium candidum
from different areas were discussed. High performance gel permeation chromatography (HPGPC) was used to determine the
molecular weight of the purified polysaccharide fragments, high performance liquid chromatography (HPLC) was used to
determine  the  composition  of  monosaccharides,  infrared  spectroscopy  (IR)  was  used  to  determine  the  structure  of
polysaccharides, and MTT method was used to observe the effect of polysaccharide fragments on the proliferation of two  
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kinds  of  tumor  cells  (Hela  cells  and  HT-29  cells).  The  results  showed  that  the  molecular  weight  of  the  polysaccharide
fragment  of Dendrobium  officinale in  Yunnan  was  757623  u,  the  molecular  weight  of  polysaccharide  fragment  of
Dendrobium  officinale in  Zhejiang  was  605958  u,  and  the  molecular  weight  of Dendrobium  officinale polysaccharide
fragment in Danxia was 663240 u. The monosaccharide composition of Dendrobium officinale polysaccharide was mainly
mannose  and  glucose.  In  terms  of  the  ratio  of  mannose  to  glucose,  Yunnan  species>Danxia  species>Zhejiang  species.
Moreover,  the  ratio  of  polysaccharides  would  further  increase  after  purification.  Infrared  spectrum  absorption  and
characteristic peaks suggested that Dendrobium officinale polysaccharides mainly contained mannose and glucose, and the
sugars contained were β-type. Purification of Dendrobium officinale polysaccharides could change the composition ratio of
monosaccharides and increase the content of mannose. There were certain differences in molecular weight, monosaccharide
composition and infrared spectroscopy of Dendrobium officinale polysaccharides from different provenances, and they had
certain inhibitory effect on HT-29 cells. Particularly, the polysaccharide fragments of Dendrobium officinale from Danxia
species  had  a  relatively  good  inhibitory  effect  on  the  proliferation  of  the  two  tumor  cells  under  the  48  h  experimental
determination. The specific correlation needs to be further studied.

Key  words： Dendrobium  officinale； molecular  weight  of  polysaccharide； monosaccharide  composition； infrared

spectroscopy；pharmacological activity

 

“北有人参，南有石斛”，铁皮石斛分布广泛，目

前种植区域主要有云南广西、广东丹霞、浙江福建等

几大产区[1]。石斛在《本草纲目》中有“补五脏虚劳羸

瘦，强阴益精。久服，厚肠胃”[2] 等记载。而铁皮石斛

作为石斛中在 2010 年版《中国药典》中被单独收录，

且作为药食同源的佳品，在食品行业中应用广泛，市

场上石斛茶、石斛酒、石斛饮料、石斛面条等食品和

保健品层出不穷[3]，并宣称石斛类产品具有提高免疫

力、抗肿瘤或抗衰老等功效。研究发现，铁皮石斛

的主要活性成分有多糖、黄酮、茋类、酚类和挥发油

等[4−8]，而多糖作为铁皮石斛中含量最高的成分，具有

良好的抗氧化[9]、抗肿瘤[10]、调节胃肠道功能[11−12]、

降血糖[13] 以及提高机体免疫力[14−15] 等作用。

但铁皮石斛现有的主要有效成分的评价指标一

般体现为多糖总含量，不仅缺乏特异性，且并非多糖

含量越高越好。目前，铁皮石斛的研究主要集中在成

分分离、结构鉴定及药理药效研究[16−17]，但由于价格

昂贵，市场上产品繁多杂乱，品质良莠不齐，研究者多

采用单一的铁皮石斛来源进行研究，缺乏比较性研

究。不同产地、不同部位、不同采收时间等不同研究

操作下获得的实验结果也很难以进行有效的比较[18]。

多糖的分离纯化及结构鉴定的难度很大，这与其结构

复杂有很大的关系[19−20]，且由于提取、分离、降解的

方法不同，获得的多糖片段差异较大[21−22]。目前多糖

提取主要采用水提醇沉法，部分研究采用纤维素凝胶

树脂和葡聚糖凝胶柱等进行纯化后的片段进行研

究[23]，在多糖的其他指标里，主要有测定分子量[24]、

单糖组成比例[25−26] 及外红光谱[27] 等。

本研究通过收集主要的三大道地产区的铁皮石

斛，参考以上常规方法对其进行结构鉴定及分析，拟

通过相同的提取分离纯化方式，在前期稳定方法获得

多糖片段的情况下[28]，得到一个相对稳定分子量的多

糖片段，通过比较其初步的结构表征，探讨不同铁皮

石斛的差异及活性，为铁皮石斛的种植产地、产品开

发的原材料选择及质量评价提供一定的参考，也为进

一步的石斛多糖药理活性评价奠定基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

云南种铁皮石斛鲜条（批号 20140412）　由课题

组成员陶盛昌购自淘宝店；浙江种铁皮石斛鲜条（批

号 20160315）　由浙江朱旭升先生提供；丹霞种铁皮

石斛鲜条（批号：20160425）　由福建省连城冠江铁

皮石斛有限公司江仁辉先生提供；以上三种铁皮石斛

经广州中医药大学中药学院研究员魏刚教授鉴定分

别为云南种铁皮石斛、浙江本地种铁皮石斛、丹霞种

铁皮石斛；纯净水　华润怡宝食品饮料（深圳）有限公

司；乙酸铵、苯酚　天津市永大化学试剂有限公司；

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）　阿拉丁；盐酸溶

液、氢氧化钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠　天津市大

茂化学试剂厂；乙腈　色谱纯，德国 Merk 公司；石油

醚、无水乙醇、正丁醇、三氯甲烷　天津市致远化学

试剂有限公司；浓硫酸　广州市东红化工厂；MTT
（噻唑蓝粉剂）、DMSO（二甲基亚砜）　Sigma 公司；

FBS（胎牛血清）　Hyclone 公司；双抗、DMEM 培养

液、胰酶　Gibco 公司；所有分离用有机溶剂　均为

国产分析纯；葡聚糖 T 系列（5000  u，批号 00269；
11000 u，批号 00270；80000 u，批号 00892；15000 u，
批号 008 93；273000 u，批号 00894；667000 u，批号

00896）　美国 Sigma 公司；DEAE 纤维素 DE-52　
上海源叶生物科技有限公司；Sephacryl S-300 High
Resolution　GE 公司；单糖标准品（D-葡萄糖、D-甘
露糖、鼠李糖、木糖、半乳糖醛酸、阿拉伯糖）　中国

食品药品检定研究院；Hela 细胞株（人宫颈癌细胞，Cat：
KG042，LOT20160912）、HT-29 细胞株（结肠癌细

胞，Cat：KG042，LOT20160912）　凯基生物有限公司。

LC-20AT 型高效液相色谱仪　日本岛津公司；

蒸发光散射检测器 ELSD 6000　广州万谱仪器有限

公司；AB204-N 型精密电子天平　梅特勒-托利多

（Mettler Toledo）公司；TYXH-1 漩涡混合器　上海

乔跃电子有限公司；EYELA OSB-2100 旋转蒸发仪
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　埃朗科技国际贸易（上海）有限公司；电热恒温水浴

锅　天津市泰斯特仪器有限公司；PHB-1 数字式

pH 计　上海三信仪表厂；SCIENTZ-10N 冷冻干燥

机　宁波新芝生物科技股份有限公司；TD-5-A 离心

机　上海安亭科学仪器厂；TC-15 电热套式恒温器　

新华市医疗器械厂；中压层析柱（3.5  cm×55  cm、

1.6 cm×80 cm）、HL-2D 恒流泵　上海沪西仪器分析

有限公司；DM34 mm 透析袋　上海士锋生物科技有

限公司；CO2 细胞培养箱　德国  Heraeus 公司；

MULTISKAN  GO 酶标仪　美国 Bio-Rad 公司；

MIT-2 显微镜　日本奥林巴斯。 

1.2　实验方法 

1.2.1   铁皮石斛粗多糖的提取分离　分别精密称取

不同种源的铁皮石斛粉末各 10 g，置于 1000 mL 的

圆底烧瓶中，加入石油醚 100 mL，加热回流 2 h，取
出，放冷，过滤，弃去滤液，滤渣烘干后，以同样的方法

重复提取两次，合并滤液，减压浓缩至合适的体积，放

冷，并边搅拌边缓慢的加入四倍体积的无水乙醇醇

沉，得到白色絮状的多糖沉淀，并置于 4 ℃ 冰箱过

夜。以 4000 r/min 离心 10 min，取沉淀，获得多糖后

置于 60 ℃ 烘箱烘干。将多糖用热水按 1:100 g/mL
重新溶解，置于分液漏斗中，根据样品和 Sevag 试剂

（三氯甲烷:正丁醇=4:1）的体积比为 4:1 的比例，缓

慢加入 Sevag 试剂，振荡 5 min，静置后弃去下层溶

液，以 5000 r/min 离心 15 min，重复三次除去多糖溶

液中的蛋白。最后，移除上层溶液加入四倍体积的无

水乙醇重新醇沉，得到粗多糖[28]，分别命名为 YN（云

南）、DX（丹霞）、ZJ（浙江），称重分别为 2.2、1.4、1.4 g。
密封干燥保存，备用。 

1.2.2   纤维素凝胶树脂 DEAE-52 纯化多糖　分别

精密称取 1.2.1 提取的三个不同种源的铁皮石斛粗

多糖 YN、DX、ZJ 各 300 mg，各加入 10 mL 的蒸馏

水溶解，溶解完全后经 0.45 μm 的微孔滤膜过滤，缓

慢上样到纤维素凝胶树 DEAE-52 进行洗脱。上样

量为 300 mg/10mL，流速为 1 mL/min，采用纯水洗

脱，用自动收集器每 10 min 收集一管，采用《中国药

典》苯酚硫酸法[29] 测定吸光度，并绘制吸收曲线，根

据吸收曲线收集洗脱液，浓缩，冷冻干燥，得到多糖。 

1.2.3   葡聚糖凝胶 Sephacryl S-300 纯化多糖　将上

述 1.2.2 得到的三份多糖各精密称取 100 mg，分别

溶解于 5 mL 热水中，待溶解完全后经 0.45 μm 的微

孔滤膜过滤，缓慢上样到葡聚糖凝胶 Sephacryl S-300
进行洗脱。上样量为 100 mg/5 mL，流速为 0.5 mL/min，
采用 0.2 mol/L 的 NaCl 溶液洗脱，用自动收集器每

10 min 收集一管，采用苯酚硫酸法测定吸光度并绘

制吸收曲线，根据吸收曲线收集洗脱液，浓缩，透析，

冷冻干燥，分别得到三个不同种源的多糖片段，并命

名为 YN-WDOPA、DX-WDOPA、ZJ-WDOPA。密

封干燥保存，备用。 

1.2.4   不同种源铁皮石斛多糖分子量测定　采用超

高效液相色谱仪和蒸发光散射检测器测定多糖分子

量，分别称取已知分子量（5000、11000、80000、
150000、 273000、 667000  u）的葡聚糖标准品各

10 mg 溶解于 2 mL 的纯净水中，待完全溶解后经

0.22 μm 微孔滤膜过滤，进样量为 5 μL，安捷伦凝胶

色谱柱（Agilent，PL aquagel-OH MIXED-H, 300 mm×
7.5 mm，8 μm）与保护柱（Agilent，PL aquagel-OH Gu-
ard，50 mm×7.5 mm, 8 μm）串联，流动相为 20 mmol/L
乙酸铵溶液，流速为 0.5 mL/min，柱温箱 40 ℃，漂移

管 110 ℃，气体流速为 2.0 L/min，增益 1。根据标准

品的保留时间及分子量，做出 lgMw-RT 标准曲线。

将不同种源的多糖 YN-WDOPA、DX-WDOPA、ZJ-
WDOPA 按照上述方法处理，一并进样，测量分子量。 

1.2.5　不同种源铁皮石斛多糖单糖组成及比例差异 

1.2.5.1   供试品制备　分别精密称取样品 YN、YN-
WDOPA、ZJ、ZJ-WDOPA、DX、DX-WDOPA 各2 mg，
溶解于 2 mL 纯净水中，再分别精密吸取各样品溶

液 1000 μL，置于 5 mL 的安瓿瓶中，精密加入 3 mol/L
盐酸溶液 500 μL，封口后置于 110 ℃ 条件下水解 1 h，
取出，放冷，再加入 3 mol/L NaOH 溶液调节 pH 至

7.0，即得水解液。精密吸取水解液 400 μL 置于 5 mL
安瓿瓶中，再加入 0.3 mol/L NaOH 溶液 400 μL 和

0.5 mol/L PMP 溶液 250 μL，混匀，在 70 ℃ 的条件

下衍生反应 100 min，取出后加入 0.3 mol/L 盐酸溶

液 450 μL，漩涡混匀，加入三氯甲烷 2 mL 萃取，漩涡

混匀，离心（4000 r/min）10 min，弃去氯仿层，重复萃

取 3~5 遍，直至氯仿层无颜色，水层过 0.22 μm 微孔

滤膜，即得供试品溶液。 

1.2.5.2   混标对照品溶液制备　精密称取各单糖标

准品适量，加水溶解，使其浓度皆为 3 mg/L，精密吸

取混标对照品溶液 400 μL 置于 5 mL 安瓿瓶中，再按

照“1.2.5.1”供试品的制备方法制备混标对照品溶液。 

1.2.5.3   单糖组成测定　采用超高效液相色谱仪进

行单糖组成测定，色谱柱为安捷伦 Eclipse  XDB-
C18（5 μm，4.6 mm×250 mm）；流动相 A-B=乙腈-乙
酸铵（0.02  mol/L），梯度洗脱：0~18  min：16.8%A；

18~20  min：16.8%~25%A；20~30  min：25%~30%A；

30~35 min：30%A；柱温 30 ℃；流速为 1 mL/min；进
样量 10 μL；检测波长 250 nm。将配置好的混标对

照品溶液和供试品溶液依次进样。 

1.2.6   不同种源铁皮石斛多糖的红外光谱比较　称

取三个多糖片段样品 YN-WDOPA、DX-WDOPA、

ZJ-WDOPA 各 2 mg，分别加入溴化钾 200 mg 左右，

混合均匀，在红外灯下研磨至均匀细粉并进行压片，

片状应透明无颗粒，在 4000~400 cm−1 范围下进行红

外扫描。 

1.2.7   不同种源铁皮石斛多糖的初步药理活性比较

　实验应用 MTT 法观察三个不同种源的多糖片段

分别对 Hela 细胞和 HT-29 细胞增殖作用的影响。

将对数生长期的肿瘤细胞加入到 96 孔板中，细胞计

数浓度为 3×104 个/mL，每孔 100 μL，放入培养箱继
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抑制率（%）=（空白组−给药组）
空白组

×100

续培养，将配制好的母液（4 mg 多糖加入 1 mL 的

PBS 溶液，浓度为 4 mg/mL）用无菌 0.22 μm 微孔滤

膜滤过，再用无血清 DMEM 配成 25、50、100、200、

400 μg/mL 系列浓度的多糖溶液，96 孔板弃去上清

液，每孔加入 100 μL 多糖溶液，每个样品每个浓度

设 4 个复孔。以加入等量 100 μL 培养基作为空白

组对照，分别在培养 24、48 h 后测定其 OD 值。比

较不同浓度下各个片段的细胞抑制率，从而比较它们

的抗肿瘤活性。抑制率均与空白对照组进行比较，计

算公式为： 。
 

1.3　数据处理

本研究选择的是三个不同产地的成熟期大棚仿

生种植的铁皮石斛样品，经 3 次重复性实验进行测

定，采用软件 SPSS20.0 进行分析，P<0.05 为有统计

学意义。 

2　结果与分析 

2.1　三个不同种源的铁皮石斛多糖 DEAE-52 吸收曲线

YN、DX、ZJ 三个粗多糖的 DEAE-52 吸光度测

定结果如图 1 所示，可以明显看出，不同种源的

DEAE-52 洗脱曲线基本相似，只是吸光度的大小有

所差异，代表洗脱下来的多糖含量的高低不同，而有

吸收的范围是基本一致的，可以用于确定大致需要的

洗脱时间。分别按其主要吸光度范围合并相应管数

的多糖溶液，浓缩，干燥。 

2.2　三个不同种源的铁皮石斛多糖 Sephacryl S-300
吸收曲线

三个不同种源的铁皮石斛多糖片段的 Sephacryl
S-300 吸光度测定如图 2 所示：三个批次的 Sephacryl
S-300 洗脱曲线基本相似，而吸光度的大小存在差

异，有吸收的管数存在细微的差别，故分别收集吸光

度较大且共有的第一个峰的管数，即第 21~45 管的

多糖溶液，合并，浓缩，透析，干燥。
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图 2    三个不同种源的铁皮石斛多糖 Sephacryl S-300 吸收
曲线

Fig.2    The Sephacryl S-300 absorption curve of Dendrobium
officinale polysaccharide from three different provenances

  

2.3　超高效凝胶渗透色谱法测定多糖分子量

如图 3 所示，y=−0.5258x+14.191，R2=0.9918，表
明线性关系良好。YN-WDOPA 分子量为 757623 u；
ZJ-WDOPA 计算分子量为 605958 u；DX-WDOPA
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图 1    三个不同种源的铁皮石斛多糖 DEAE-52 吸收曲线

Fig.1    The DEAE-52 absorption curve of Dendrobium
officinale polysaccharide from three different provenances
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的分子量为 663240 u。现有的研究报道，不同来源、

不同提取分离纯化方法得到的铁皮石斛分子量差异

很大，但由于提取、分离的方法不同，从一百多万到

几千的分子量都有[30]，本实验方法下多糖分子量，符

合现有报道范围，但也提示，在相同的方法下制备的

多糖片段，不同种源分子量有差异，但总体还在同一

量级范围内（RSD=11.33%）。 

2.4　不同种源铁皮石斛多糖单糖组成及比例测定

如图 4、图 5 显示，以及表 1 的单糖面积计算，

实验所选择的三个产地的铁皮石斛多糖经水解后，存

在的主要单糖为甘露糖和葡萄糖，且云南种铁皮石斛

多糖无论是在粗多糖阶段还是分离纯化后的阶段，其

甘露糖与葡萄糖的比值，均大于丹霞种和浙江种，而

丹霞种与浙江种铁皮石斛多糖片段的单糖组成比例

相差不大，说明实验所选的这三个不同产地的铁皮石

斛之间，多糖的结构存在一定的差异，此外，经过

DEAE-52 及凝胶 Sephacryl S-300 洗脱后，单糖组成

及比例均发生了明显的变化，说明在纯化多糖的过程
 

表 1    三个种源多糖片段的单糖组成及比例

Table 1    Monosaccharide composition and ratio of Dendrobium
officinale polysaccharide from three different provenances

样品 甘露糖：葡萄糖

YN 3.71
DX 2.89
ZJ 2.58

YN-WDOPA 7.09
DX-WDOPA 5.95
ZJ-WDOPA 5.93
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图 3    lgMw-RT 标准曲线

Fig.3    The standard curve of lgMw-RT
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Fig.4    The HPLC chromatogram of mixed standards
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Fig.5    The HPLC chromatogram of sample
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中，纤维素凝胶树脂的洗脱提高了甘露糖与葡萄糖的

比值，从而改变了多糖的结构。 

2.5　不同种源铁皮石斛多糖的红外光谱比较

由图 6 可知，三个不同种源的铁皮石斛多糖片

段在红外光谱上具有较高的相似性，3400  cm−1

处的强吸收峰为 O-H 的伸缩振动形成，C-H 键的伸

缩振动则产生了 2930  cm−1 附近的特征峰存在，

1030 cm−1 特征峰的 C-O 键及 1642 cm−1 特征峰的 C-
O-H 键弯曲振动均提示，DX-WDOPA、YN-WDOPA、

ZJ-WDOPA 三个片段为糖类化合物。811 cm−1 附近

的红外吸收处为甘露糖的特征峰，这也与单糖的组成

及比例的测定结果相吻合，876 cm−1 和 760 cm−1 附

近的特征峰表明，该片段所含的糖为 β 型[31]。 

2.6　不同种源铁皮石斛多糖的初步药理活性比较 

2.6.1   多糖对 Hela 细胞增殖作用的影响　如图 7、

图 8 所示，与空白组相比较，三个产地的铁皮石斛多

糖片段对 Hela 细胞的增殖均具有一定的抑制作用，

其中在 24 h 的实验中，YN-WDOPA 在低浓度的时

候具有一定的抑制作用，在 25、50 μg/mL 与空白组

对比具有统计学意义（P<0.05），ZJ-WDOPA 的作用

更为明显，各浓度下均对 Hela 细胞增殖具有抑制作

用（P<0.05）。云南种的活性随着浓度的增加，呈现先

降低后升高的趋势，可能多糖在低浓度时并无抑制作

用，作为肿瘤细胞的“营养剂”，低多糖浓度促进细胞

增殖，随着多糖浓度增加，才展现一定的抗肿瘤活

性。但总体对 Hela 细胞的抑制率在最高浓度也未能

达到一个较高水平（30% 左右）。在 48 h 的结果中，

三个种源的多糖片段均表现出了较好的抗肿瘤活性

（P<0.05），其中在低浓度 25 μg/mL 下，浙江种达到

46.97%，丹霞种的抑制率除了在低浓度作用较好

（32.53%）外，在 50~400 μg/mL 下，抑制率逐渐增加。
  

YN-WDOPA
DX-WDOPA
ZJ-WDOPA

25
0
5

10
15

25

35

*
*

** *

**

**

**

**

**

**

**
**

**

**
**

*

45
50

40

30

20

55

50 100
浓度 (μg/mL)

抑
制

率
 (%

)

200 400

图 8    三个产地 WDOPA 多糖片段对 Hela 细胞抑制
作用（48 h）

Fig.8    Inhibitory effect of WDOPA polysaccharide fragments
from three origins on Hela cells（48 h）

  

2.6.2   多糖对 HT-29 细胞增殖作用的影响　如图 9、
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图 7    三个产地 WDOPA 多糖片段对 Hela 细胞抑制
作用（24 h）

Fig.7    Inhibitory effect of WDOPA polysaccharide fragments
from three origins on Hela cells（24 h）

注：空白组抑制率为 0；与空白组比较，*表示差异显著
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图 10 所示，与空白对照组相比较，24 h 的实验结果

中，三个产地的铁皮石斛多糖片段对 HT-29 细胞的

增殖抑制作用都很弱，基本在 20% 以下，大多数浓度

的抑制率不具有统计学差异（P>0.05）。在 48 h 的实

验结果中，三个产地的铁皮石斛多糖均与浓度有一定

的关系，随着浓度的增加，抑制率不断攀升，其中丹霞

种的作用效果最好，在 400 μg/mL 的浓度下，抑制率

达到了 42.82%（P<0.01），说明该丹霞种的铁皮石斛

多糖片段对人宫颈癌细胞具有一定活性，可为进一步

的体外或动物实验提供一定参考。
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Fig.9    Inhibitory effect of WDOPA polysaccharide fragments
from three origins on HT-29 cell（24 h）
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图 10    三个产地 WDOPA 多糖片段对 HT-29 细胞抑制作用
（48 h）

Fig.10    Inhibitory effect of WDOPA polysaccharide fragments
from three origins on HT-29 cells（48 h）

  

3　讨论与结论
本实验主要采用同样的方法对三个不同种源的

铁皮石斛进行比较及初步的活性评价，实验结果显示

不同种源的铁皮石斛多糖在含量、分子量、单糖组成

及比例和抗肿瘤活性上均有一定的差异性。本实验

中的分离提取纯化方法简单易行，重现性较好。而实

验中纤维素凝胶树脂 DEAE-52 和葡聚糖凝胶

Sephacryl S-300 的纯化能够改变多糖的单糖组成比

例，这一发现还需要进一步的结构研究进行阐释。

在三个不同产地铁皮石斛的活性比较中，除低

剂量的浙江种的铁皮石斛多糖纯化片段对 Hela 细胞

有一定抑制作用外，对该细胞作用并不明显。但在

对 HT-29 的抑制上，丹霞种铁皮石斛的的抑制率与

多糖的提高而增加，可为铁皮石斛活性研究提供一定

的参考，但具体更深入的原因有待进一步的研究。

铁皮石斛分布广泛，据很多文献研究发现，不同

生长期、不同年限、不同种植方法之间的铁皮石斛多

糖也都存在较大差异，本次研究仅选择成熟期大棚仿

生种植的铁皮石斛进行研究，后续应当收集更多批次

的铁皮石斛样品进行多糖实验，才能得到更具说服力

的实验数据。

在现在的铁皮石斛产品研发中，一般显示的主

要评价指标为石斛总多糖，而在本实验中发现，同样

方法下获得的石斛多糖片段结构和活性均存在一定

差异，那么仅单纯依靠多糖的总量去评价铁皮石斛品

质的高低，是需要进一步的研究去确定的，如内在的

多糖分子量大小、单糖组成比例及结构解析，可能更

加影响多糖的药理活性。这也对目前铁皮石斛种植

及产品开发的方向具有一定参考意义。
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