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摘 要：用水提取百合块茎粗多糖，经 567*8 脱蛋白质，透析后经 9:;:<=6&&>&%?6 及 56@A*B6C D<"##
柱色谱纯化，得到百合纯多糖组分 EFG5<H ’经完全酸水解，GI，DI，HJ，高碘酸氧化，5KLMA 降解，甲基

化分析，"N 及".I<(OJ 等研究百合多糖的化学结构，表明 EFG5<H 的相对分子质量为.# !##，比旋光

度［!］!#
! P Q ",!’.（= # ’32，N!R），特性粘度［"］P "4’#1 S "#<. KE T 8 ’ EFG5<H 是由!<9<（"，4）<D&=@ 和!<

9<（"，.）<D&=@ 以 ! U" 的比例交替形成主链，并有!<9<（"，1）<D&=@ 侧链的葡聚糖 ’小鼠移植性实体瘤

研究表明，EFG5<H 对移植性黑色素 F"1 和 E6VL? 肺癌有较强的抑制作用 ’
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百合，拉丁名为 "#$#%& ’()*+## , - . - /()*+ 01( -
2)$345675(# 8#$6，百合科百合属植物 ’ 已有的研究表

明，百合炮制剂具有止咳、消炎、增强机体免疫功能

的作用［"，!］’ 吴少华等［.，4］曾对百合总多糖的分离、

组成和免疫活性做过初步的研究，表明百合总多糖

具有良好的增强免疫调节的作用，但对其多糖组分

的进一步分离纯化和化学结构的研究尚未见报道 ’
为促进对百合多糖的进一步开发和应用，本文对百

合多糖主要组分 EFG5<H 的分离纯化、化学结构及抗

肿瘤活性的研究作报道 ’
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! 材料与方法

! "! 主要试剂和仪器

百合购自重庆市百货公司；!"#"$%&’’(’)*&（!"$
+,）为 -./01/2 产品；3&4./5&6 7$899、3&4./:)*& ;<$
=> 及 !&60:/2 系列标准品为?./:1/%@/产品；三氟醋

酸、标准单糖和糖醇为 "1&:%A 产品；硼氢化钠为

#’5:@%. 产品 B
8C9 3D 型红外光谱仪；3.@1/5E( 7;$F# 型气相

色谱仪；GH$,,+ 石英毛细管柱（9 B ,F 11 I ,+ 1）；

>:(A&: #J$=99 型 超 导 核 磁 共 振 仪；K?+LF9 M +FLL#
型色质联用分析仪；?&:A@2 N=8 型旋光仪 B

<&O@* 肺癌细胞和 ;+C>< M P 小鼠由卫生部兰州

生物制品研究所提供 B
! "# 实验方法

! B# B! 提取与组分纯化! 百合块茎清洗破碎后用

温水提取 N 次，= 层纱布过滤得提取液，经减压浓

缩、乙醇沉淀，沉淀物加少量水溶解，3&Q/R 法脱蛋白

质 L 次，自来水透析 , 5，透析内液用乙醇沉淀，沉淀

物连续用无水乙醚或丙酮洗涤干燥，得灰白色百合

粗多糖 B取适量粗多糖用水溶解后进行 !"#"$纤维

素离子交换柱色谱，用水洗脱，硫酸$蒽酮法检测，收

集主峰多糖，再经 3&4./5&6 7$899 凝胶色谱纯化，硫

酸$蒽酮法检测，收集主峰多糖，真空浓缩、乙醇沉淀

后干燥得 <>3?$S 多糖 B
! B# B # 纯度鉴定! 采用凝胶色谱法 B 取 <>?3$S 89
1R，溶于最小体积的 9 B 8 1)< M < T/;’ 溶液中，小心

将其完全加到 3&4./:)*& ;<$P> 柱（8+ 11 I F99 11）

顶，用 9 B8 1)< M < T/;’ 洗脱，体积流量为 L 1< M .，每

管收集 8 1<，用硫酸$蒽酮法检测多糖 B
! B# B$ 重均分子式量测定! 采用凝胶色谱法 B取用

9 B8 1)< M < T/;’ 溶液充分溶胀（=L .）的 3&4./5&6 7$
899 装柱（8+ 11 I F99 11），用 9 B8 1)< M < T/;’ 溶液

平衡 N 5，先后将 + 种已知相对分子质量的葡聚糖标

准品（!&60:/2 系列，重均分子式量分别为89 999，=9
999，C9 999，889 999 和 +99 999）进行凝胶色谱分离，

上样量各 + 1R，用 9 B 8 1)< M < T/;’ 洗脱，体积流量

为 P 1< M .，按 8 1< M管分部收集，用硫酸$蒽酮法检

测多糖，分别求得相对应的洗脱体积 !" B 再用蓝色

葡聚糖（重均分子式量为 , 999 999）上柱求得柱的

外水体积 !#，以 !" $ !# 为纵坐标，’R %& 为横坐标，

得到相对分子质量测定标准曲线 B取 <>?3$S + 1R
上样，按与 !&60:/2 标准品层析相同的条件操作，求

得相应的洗脱体积，求得 !" $ !# 值，查标准曲线可

求得相对分子质量 B

! B# B% 糖组成测定! <>?3$S 89 1R 加 , 1)< M < 三

氟醋酸（UV#）, 1<，封管后在 8,9 W下水解 , .，冷却

后减压蒸干除去 UV#B用纸色谱法（?;）检测水解产

物，展开剂为乙酸乙酯$吡啶$醋酸$水（质量比 + X + X 8
XN），用苯胺$邻苯二甲酸试剂显色 B剩余水解物减压

干燥过夜后加入 89 1R 盐酸羟胺及 8 1< 无水吡啶，

温热溶解后在 F9 W反应 N9 1@2，冷至室温，加入 8
1< 无水醋酸酐，在 F9 W下继续反应 N9 1@2，冷至室

温，加入 8 1< K,G 摇匀，再用氯仿萃取乙酰化产物

N 次，每次 8 1<，合并氯仿层 B同法制备各种标准单

糖的糖腈乙酸酯衍生物，分别进行气相色谱（7;）分

析 B色谱条件：GH$,,+ 玻璃毛细管柱（9 B,F 11 I ,+
1）；柱温 ,N+ W；载气为 T,，体积流量 =P 1< M 1@2B详
见文献［+］B
! B# B & 甲基化反应 ! 取经 ?,G+ 干燥的 <>?3$S +
1R，溶于 , 1< 无水二甲亚砜中，在氩气保护下注入

8 B+ 1< 甲基亚磺酰负离子，室温反应 8 .B置于冰浴

至内容物冻结，滴加碘甲烷 8 1<B 封口后在室温下

反应 8 .B用氩气将碘甲烷驱净 B 加水 , 1<，用氯仿

萃取甲基化产物 , 次，每次 8 1<，合并氯仿层用水

洗 , 次，加无水硫酸钠过夜 B过滤除去无水硫酸钠，

减压蒸去氯仿，真空干燥得到暗黄色的甲基化产

物，经 红 外 光 谱 确 认 样 品 甲 基 化 完 全 后，加 甲 酸

8 1<，充氩气封管，899 W水解 P .，除去甲酸 B再加

, 1)< M < UV# 8 1<，充氩气封管，899 W水解 P .，减

压蒸干 B 加甲醇蒸干除尽 UV#B 加水 , 1<，加+ 1R
T/>K=，室温反应 + .，用 9 B 8 1)< M < 醋酸中和后蒸

干，加甲醇蒸干除尽 >G=
=$ B减压干燥过夜 B加无水吡

啶 8 1<，无水醋酸酐 8 1<，封管于 899 W反应 8 .B
用玻璃棉滤去不溶物，减压蒸干 B 加9 B+ 1<氯仿溶

解，即可进行气质联机（7;$J3）分析［P］B 7;$J3 分析

仪器操作条件：GH,,+ 石英毛细管柱，填充柱（9 B ,,
11 I ,+ 1）B程序升温 +9 W!,N9 W，升温速率 ,9
W M 1@2，"S 源，C9 &HB
! B# B’ 高碘酸氧化及 31@0. 降解! 取 <>?3$S 89 1R，
加9 B98+ 1)< M <高碘酸钠 ,9 1<，= W暗处进行氧化

反应，分光光度法（,,N 21）间断检测反应过程，待反

应完全后，按文献［C］所述方法处理反应液，经完全

酸水解、T/>K= 还原、乙酰化后，进行 7; 分析 B
! B# B( SY、8K$TJY 及8N;$TJY 光谱分析 取 <>?3$
S 8 1R 与 Z>: 压片后在 8C9 3D 红外光谱仪常规测

定 B另取 <>?3$S N9 1R 溶于 9 B + 1< !,G 中，测定

8K$TJY 及8N;$TJYB
! B# B) <?>3$S 的抗肿瘤活性评价! 取小鼠体内传

代的 >8P 黑色素瘤细胞或 <&O@* 肺癌细胞瘤块，称
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重，分别用 !"#$ %&’( 培养液稀释，制 成 )( * + ,-
（.%&）和 %( * + ,-（-/012）的细胞悬液，( 3 ) 4- +只，接

种于试验组 567.- + & 小鼠右前肢腋部皮下 3接种后

)’ 8 开始每天分别给予一定量的多糖受试物 % 次，

对照组给予等量的生理盐水，连续 9 ,，结束后，颈

椎脱臼处死小鼠，先称体重，再小心剥出肿瘤组织

并称重，按下式计算体内肿瘤抑制率：

抑制率 :［对照组瘤重（*）; 实验组瘤重（*）］<
对照组瘤重（*）

! 结果与讨论

! "# $%&’() 的化学结构

! 3# 3# 纯度及相对分子质量 百合块茎粉碎后经

热水 浸 提、乙 醇 沉 淀、脱 蛋 白 得 -."= 粗 多 糖 3 经

>?@?A纤维素离子交换色谱及 =/B8C,/D EA%(( 柱色

谱进一步分离纯化，得到灰白色无定形粉末状多糖

-."=A$ 3 取 %( 4* -."=A$ 溶 解 后 经 =/B8CFG2/
5-A&.柱色谱，得到其洗脱曲线是一对称的单一

峰，证明 -."=A$ 已是均一多糖 3 元素分析此多糖不

含氮，比旋光度［!］)(
! : H %I)3 J（K ( 3 76，L)M），特性

粘度［"］: %’3 (& N %(AJ 4- + *，凝胶色谱法测得其重

均分子式量为 J( )(( 3
! 3# 3 ! 糖组成 -."=A$ 经完全酸水解，产物用 "5
法检测发现只有葡萄糖的斑点，说明 -."=A$ 是一种

葡聚糖，图 %C 是标准单糖的糖腈乙酸酯衍生物的

E5 图，按出峰的先后依次为鼠李糖、岩藻糖、阿拉

伯糖、木糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖和内标肌醇 3图
%O 是 -."=A$ 完全水解物的糖腈乙酸酯衍生物的 E5
图，只有一个峰，证明 -."=A$ 是由葡萄糖组成 3

图 # $%&’() 的糖组成 *+ 分析

,-."# ’/.01 234536-7-38 *+ 0809:6-6 3; $%&’()

! 3# 3< 连接方式 甲基化产物水解、还原、乙酰化

后进行 E5A#= 分析，数据与文献［&］对照，结果见表

% 3
表 # $%&’() 甲基化分析结果

=0>"# =?@ 1@6/976 3; 4@7?:907@A 0809:6-6 3; $%&’() 08A -76 ?:A139:607@6

#/P8QRCP/,A2S*CF !CP1GC%） T14/ + 41U)） #= 4C1U VFC*4/UP2（4+ W） -1UXC*/2 PQB/

)，J，’，&A#/’AERK )3% %3(( ’J，’6，7%，97，%(%，%%7，%)I，%’6，%&%，)(6 ERKA（%!
)，’，&A#/JAERK I3J %39) ’J，’6，7%，97，II，%(%，%%7，%)I，%&%，%9I，)JJ，)77 !J）AERKA（%!
)，J，’A#/JAERK 63) )3)) ’J，97，II，%(%，%%7，%)I，%9I，)JJ !&）AERKA（%!
)，J，&A#/JAERK %93’ )3J) ’J，’6，7%，97，II，%(%，%%J，%%7，%)I，%J%，%&%，)JJ !’）AERKA（%!
)，’A#/)AERK % ’3)% ’J，6I，97，%(%，%%7，%)I，%9I，)JJ !J，&）AERKA（%!
)，JA#/)AERK % ’36( ’J，96，97，II，%(%，%%7，%)7，%6I，%&%，)(%，)&% !’，&）AERKA（%!

注：%）#GRCF FCP1G；)）!/P/UP1GU P14/ CF/ F/RCP1Y/ PG )，J，’，&A#/’AERK

由表 % 可知，-."=A$ 是以 %，’A和 %，JA连接的葡

萄糖残基（) Z %）为主链，在 &A位连有短的 %，&A分支 3
-."=A$ 经高碘酸氧化，每摩尔己糖残基消耗 $M’

A ( 3
9J9 J 4GR，生成甲酸 ( 3 J() & 4GR 3 =14P8 降解产物经

E5 分析，发现主要为赤藓醇和葡萄糖，以及少量的

甘油 3赤藓醇是 %，’，&A和 %，’A葡萄糖残基的降解产

物，葡萄糖是 %，J，&A和 %，JA葡萄糖残基的降解产物，

而甘油是 %，&A葡萄糖残基的降解产物［9］3这与甲基

化分析的结果基本吻合 3 图 ) 是 -."=A$ 的%J5A[#!
图谱，经与文献［I，%(］比较，将其碳信号归于表 ) 3

表 ! $%&’() 的#<+(BCD 化学位移归属

=0>"! E66-.84@87 3; #<+(BCD 2?@4-209 6?-;76 3; $%&’()

=S*CF F/21,S2
58/41KCR 281VP2

5% 5) 5J 5’ 56 5&

!A（%!J）ERK %(%3I 7J3% 9)3) 7)3& 763% &)3I

!AERK（%!J）! %(%39 7J3% 9)36 7)3’ 763I &)3I

!AERK（%!’）! %()36 7’3% 7)3I 7I3& 763I &)3I

!AERKA（%!’，&）

!AERKA（%!J，&）
%((3’ 7%3J 7)3I 7’3J 7&3% &93)
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! !" !# 糖苷键构型 图 ! 中 "# 的 $ 个强吸收峰都

处在!#%& 以下，这说明 ’()*+, 中的糖苷键类型主

要是"+型（"+型 "# 信号在!#%& 以下，#+型 "# 信号

在!#%& 以上）［##］!在图 & 中，-.% ! &/ 012 #的峰表明

’()*+, 中的糖苷键为"+型（#+型糖苷键的吸收峰在

-3% 012 #左右处）［##］，说明 ’()*+, 是以"+型糖苷键

为主，’()*+, 的较大正数的比旋光度 4 #35! &（0 6
% ! /.，758）也 证 明 了 这 一 点［##］! 红 外 光 谱 中

# %$$ !/9 012 #、# ##% !5% 012 #和 # #./ !.9 012 #的吸

收峰表示 ’()*+, 中的糖环构型为吡喃型（呋喃型糖

环在此区间上只有两个强吸收峰），而35$ !/# 012 #

的吸收峰是 :+吡喃葡萄糖的非对称环伸缩振动的

特征吸收峰［##］!
! $! %&’()* 的抗肿瘤活性

由表 & 可以清楚地看出，等于或高于 .% 1; < =;
剂量的 ’()*+, 对 (#9 黑色素瘤和 ’>?@A 肺癌的抑制

效果都达到了显著以上水平，中等剂量（#.% 1; < =;）
作用最佳，抑瘤活性呈量效相关 !

图 ! %&’()* 的"+,)-./ 图谱

012$! "+,)-./ 3456789: ;< %&’()*

图 + %&’()* 的红外光谱图

012$+ #)"# */ 3456789: ;< %&’()*
表 + %&’()* 的抗肿瘤活性

=>?$+ *@A1?17;8B 5<<567 ;< %&’()* ;@ 6>@658 65

!
!!!

CC 1@ :165 1@ D1D;

"BC0>D =@CE :FA> <
（1; < =;）

GH1FD ?>@;IJ
（! K "）< 1;

,CI@L@JFDM
DBJ> < N "BC0>D =@CE :FA> <

（1; < =;）
GH1FD ?>@;IJ

（! K "）< 1;
,CI@L@JFDM

!!

DBJ> < N

!!

O>PBCF1B % # $$/ K #$& ’>?@A PHC; % # --5 K #$/
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! 结 论

!）经水提取、乙醇沉淀、柱色谱分离获得了均

一的 "#$%&’ 多糖，该多糖是一种纯粹的非淀粉类葡

聚糖，是由!&(&（!，)）&*+,- 和!&(&（!，.）&*+,- 以 / 0 !
的比例交替形成主链，并有!&(&（!，1）&*+,- 侧链的

葡聚糖 2
/）鼠移植性实体瘤研究表明，"#$%&’ 对移植性

黑色素 #!1 和 "3456 肺癌有较强的抑制作用 2
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［ / ］侯秀云，陈发奎 2百合化学成分的分离与结构鉴定［7］2药学学报，!88;，/.（!/）：8/. : 8/12
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内过氧化氢的用量从 !8;9 年的 ;/ 万吨增长到 !88<
年的 !8< 万吨，而美国从 !88! 年的 !! 2 < 万吨增长

到 !888 年的 // 万吨［/］2 而利用过氧化氢酶快速去

除过氧化氢不仅完全，节约用水和能源，缩短工艺

时间，而且不会生成硫酸盐或氮盐等有害物质，且

酶本身是生物可降解材料，有利于保护环境 2 纺织

品和纸浆的漂白都是在 9= [ 8< \的高温条件下完

成的，而所获得的重组酶的良好热稳定性将使得漂

白结束后不需用水清洗，直接在位清除过氧化氢成

为可能 2重组酶的良好贮存稳定性也是其商品化的

一大优势 2 因此，所获得的重组酶就其性质来说有

商品化的潜力 2
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