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摘要： 目的　 探讨玄参多糖肝靶向作用。 方法　 异硫氰酸荧光素构建荧光标记物， 考察其在 ＰＢＳ、 血浆中的稳定性，
分析其在小鼠体内的组织分布， 高效凝胶渗透色谱⁃荧光检测器 （ＨＰＧＰＣ⁃ＦＬＤ） 法测定其在肝脏中的含量。 结果　 荧

光标记率为 ７５％ ， 稳定性良好。 多糖仅在肝脏中出现荧光， 而脑、 心、 脾、 肺、 肾中均未发现， 并且其含量在给药后

１～８ ｈ 升高， ８ ｈ 达到最大值， ２４ ｈ 基本消除。 结论　 玄参多糖具有良好的肝靶向性， 可为将其作为肝靶向制剂的载

体材料提供依据。
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　 　 玄参为玄参科植物玄参 Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａ ｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓ
Ｈｅｍｓｌ． 的干燥根［１⁃２］， 多糖为其主要成分［３］， 具有

抗氧化［４］、 抗炎［５］、 抗肿瘤［６⁃７］、 降血糖［８］、 抗抑

郁［９］、 增强免疫［１０］ 等作用， 其中半乳糖醛酸占比

３５％ 以上［１１］。 研究表明， 末端带有半乳糖或 Ｎ⁃乙
酰基半乳糖胺残基的分子， 可特异性结合肝实质细

胞表面高度表达的去唾液酸糖蛋白受体［１２］， 从而

实现肝靶向作用。 虽然玄参多糖富含半乳糖醛酸，
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但它是否具有肝靶向作用尚不明确。
目前， 关于中药肝靶向作用的研究大多采用组

织分布法［１３］， 通过 ＬＣ⁃ＭＳ 或 ＧＣ⁃ＭＳ 法测定相关成

分含量［１４］， 但多糖因缺乏发色团、 分子量大而难

以直接检测。 免疫化学法［１５］、 荧光标记法［１６］、 同

位素标记法［１７］ 是研究多糖体内暴露的主要手段，
其中荧光标记法 （如异硫氰酸荧光素等） 因操作

简便、 安全性高而被广泛应用［１７］。 因此， 本实验

首先制备玄参多糖并进行结构表征， 采用异硫氰酸

荧光素对其进行荧光标记， 观察标记物在小鼠脑、
心、 肝、 脾、 肺、 肾中的分布， 高效凝胶渗透色

谱⁃荧光检测器 （ＨＰＧＰＣ⁃ＦＬＤ） 法测定不同时间点

其在肝脏中的含量， 旨在为该类成分作为肝靶向载

体材料提供理论依据， 拓展其应用前景。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＩＶＩＳ Ｌｕｍｉｎａ ＸＲＭＳ Ⅲ小动物活体成像

系统、 傅里叶红外光谱仪 （美国珀金埃尔默公

司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 型高效液相色谱仪 （配置 ＤＡＤ
检测器、 示差折光检测器， 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；
Ａｄｖａｎｃｅ Ⅲ ＨＤ⁃６００ ＭＨｚ 核磁共振波谱仪 （德国布

鲁克公司）； Ｗａｔｅｒｓ Ｈ⁃ｃｌａｓｓ 高效液相色谱仪， 配置

荧光检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＦＳ５ 荧光分光光

度计 ［天美仪拓实验室设备 （上海） 有限公司］；
ＵＶ９１００Ｂ 紫外可见分光光度计 （北京莱伯泰科仪

器有限公司）； ＭＳ１０５ＤＵ 电子天平 （十万分之一）
（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＹＰ１０００２ 电子分析天

平 （上海光正医疗仪器有限公司）； ＳＣＩＥＮＴＺ⁃１０Ｎ ／
Ａ 冷冻干燥机 （宁波新芝生物科技股份有限公

司）； ＪＩＤＩ⁃１８Ｄ 台式多用途高速离心机 （广州吉迪

仪器有限公司）； ＫＱ⁃２５０Ｅ 超声波清洗器 （昆山市

超声仪器有限公司）； Ｎ⁃１３００ 旋转蒸发仪 （东京理

化器械株式会社）； ＦＬＢＰ⁃３５０ 万能高速粉碎机

（上海菲力博实业公司）； ＰＫＢ１０１⁃１ 电热鼓风干燥

箱 （上海树立仪器有限公司）； ＨＨ⁃Ｓ４ 数显恒温水

浴锅 （常州国宇仪器制造有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药材　 玄参饮片 （批号 ２０１００１） 购自

济南众和中药饮片有限公司， 经山东中医药大学药

学 院 张 芳 教 授 鉴 定 为 正 品。 硫 酸 （ 批 号

２０２００９２１）、 盐酸 （批号 ２０１９１２１６）、 三氯甲烷

（批号 ２０２００６２２） 均购自国药集团化学试剂有限公

司； 苯酚 （批号 Ｃ１３０５５０７５）、 三氟乙酸 （批号

Ｃ１１８５２０９１）、 ＰＭＰ （批号 Ｃ１３６３４２７８） 均购自上

海麦克林生化科技有限公司； 无水硫酸钠 （批号

１６０８０３１） 购自西陇科学股份有限公司； 溴化钾

（ 批 号 Ｂ３０Ｏ１０Ｍ１０１４６１ ）、 葡 萄 糖 （ 批 号

Ｙ１９Ｆ１１Ｊ１０８７７８１）、 半乳糖 （批号 Ｚ２２Ｊ９Ｈ６４１８７）、
鼠李糖 （批号 Ｏ１２Ａ１０Ｋ９５１０５）、 甘露糖 （批号

Ｃ１１Ｍ１０Ｈ８２３４２ ）、 半 乳 糖 醛 酸 （ 批 号

Ｋ０７Ｊ１Ｂ１３３０７３）、 阿拉伯糖 （批号 Ｊ２４Ｍ１０Ｒ８９０９１）
均购自上海源叶生物科技有限公司； 葡聚糖 ５０００
（ 批 号 ＢＣＣＫ２２８０ ）、 葡 聚 糖 １２０００ （ 批 号

ＢＣＣＣ１２９４）、 葡聚糖 ２５０００ （批号 ＢＣＣＣ０３７７）、 葡

聚糖 ５００００ （批号 ＢＣＣＢ５０７５）、 葡聚糖 ４１００００
（批号 ＢＣＣＣ２８８２） 均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
其他试剂均为分析纯。
１􀆰 ３　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性昆明小鼠， 体质量 １８ ～
２２ ｇ， 购自北京维通利华实验动物技术有限公司，
实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２１⁃０００６，
饲养于山东中医药大学实验动物中心， 实验动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ （鲁） ２０２２⁃０００９， 适应性喂养

７ ｄ， 自由进食饮水， １２ ｈ 循环光照。 本实验操作

程序符合 《实验动物护理和使用指南》， 经山东中

医药大学实验动物中心伦理委员会审核通过 （批
准编号 ＳＤＵＴＣＭ２０２３０９０８００２）。
２　 方法

２􀆰 １　 多糖制备与结构表征 　 按照课题组前期报

道［１１］， 依次采用乙醇脱脂、 水提醇沉、 反复冻融

除蛋白制备粗多糖， 再通过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ⁃５０ 色谱柱

（２􀆰 ６ ｃｍ×６０ ｃｍ） 进行纯化， 测定其相对分子质量

和单糖组成， 再进行红外光谱、 核磁共振谱分析。
２􀆰 １􀆰 １　 红外光谱分析　 取适量多糖， 与 ２００ ｍｇ 溴

化钾一同置于玛瑙研钵中研磨均匀， 混合粉末压

片， 采用傅里叶红外光谱仪在 ４ ０００～４００ ｃｍ－１波数

范围内进行扫描， 设定参数为空气参考； 扫描次数

３２ 次； 分辨率 ４ ｃｍ－１。 采用 Ｏｍｎｉｃ 软件进行分析，
并将数据导入 Ｏｒｉｇｉｎ 软件绘图。
２􀆰 １􀆰 ２　 核磁共振谱分析 　 称取多糖约 １５ ｍｇ， 溶

于 ０􀆰 ６ ｍＬ 重水中， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上

清液， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 滤液转移至核磁管

中， 在核磁共振仪 （６００ ＭＨｚ） 上进行１Ｈ⁃ＮＭＲ、
１３Ｃ⁃ＮＭＲ 分析， 采用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ 软件进行数据

处理。
２􀆰 ２　 荧光标记物合成及验证

２􀆰 ２􀆰 １　 合成　 参照文献 ［１８］ 报道， 精密称取多

糖 １００ ｍｇ， 置于离心管中， 二甲基亚砜完全溶解，
加入 ２ μＬ 二月桂酸二丁基锡、 １０ ｍｇ 异硫氰酸荧

光素及 １ 滴吡啶， 涡旋 １ ｍｉｎ， 密封， ９５ ℃恒温水

浴避光反应 ２ ｈ， 每 ３０ ｍｉｎ １ 次， 反应结束后加入
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９ 倍量无水乙醇醇沉， 涡旋混匀， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清液， 沉淀用无水乙醇反复洗

涤、 离心至上清液无色， 溶于超纯水中， 采用截留

分子量为 ３ ｋＤａ 的超滤管过滤， 直至滤出液基本不

含游离异硫氰酸荧光素， 收集截留液， 冷冻干燥，
即得， 称定质量， 计算收率。
２􀆰 ２􀆰 ２　 紫外光谱分析 　 取荧光标记物适量， ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液制成质量浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶

液， 采用紫外分光光度计， 在 ２００～ ７００ ｎｍ 波长范

围内进行扫描， 分析紫外特性。
２􀆰 ２􀆰 ３　 荧光光谱分析 　 取荧光标记物适量， ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液制成质量浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的溶

液， 在激发波长 （λｅｘ ） ４００ ～ ５５０ ｎｍ、 发射波长

（λｅ ｍ） ４５０～６００ ｎｍ 范围内进行扫描， 分析荧光光

谱特征。
２􀆰 ２􀆰 ４　 异硫氰酸荧光素取代度测定　 精密称取异

硫氰酸荧光素 ５􀆰 ００ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液制成质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的储

备液， 再依次稀释至 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２５
μｇ ／ ｍＬ， 在 ４９１ ｎｍ 波长处测定吸光度， 以吸光度

为纵坐标 （Ａ）， 异硫氰酸荧光素质量浓度为横坐

标 （Ｘ） 进行回归。 精密称取荧光标记物适量，
０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液制成质量浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ
的溶液， 在 ４９１ ｎｍ 波长处测定吸光度， 计算取

代度。
２􀆰 ３　 稳定性考察

２􀆰 ３􀆰 １　 溶液制备

２􀆰 ３􀆰 １􀆰 １　 空白血浆　 小鼠摘眼球取血， 置于抗凝

管中， 室温静置后 ４ ℃、 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上层血浆， 即得， 在－２０ ℃下保存。
２􀆰 ３􀆰 １􀆰 ２　 饱和 （ＮＨ４） ２ＳＯ４ 溶液 　 在 １０ ｍＬ 蒸馏

水中加入 （ＮＨ４） ２ＳＯ４， 充分搅拌至不再溶解， 取

上清液， 即得。
２􀆰 ３􀆰 １􀆰 ３　 荧光标记物储备液　 精密称取荧光标记

物 ５ ｍｇ， 置于 １ ｍＬ 量瓶中， ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲

液溶解定容， 即得 （质量浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 色谱条件 　 ＰＬ ａｑｕａｇｅｌ⁃ＯＨ ＭＩＸＥＤ⁃Ｍ 色谱

柱（３００ ｍｍ×７􀆰 ５ ｍｍ， ８ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ 缓冲液 （ｐＨ＝ ７􀆰 ０）， 等度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ５
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温室温； 检测波长 λｅｘ ４９３ ｎｍ， λｅｍ ５１６
ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ３　 在 ＰＢＳ 缓冲液中的稳定性　 取荧光标记物

储备液 ４０ μＬ， 加入 ３６０ μＬ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲

液， 涡旋混匀， 在温度 ３７ ℃、 转速 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件

下孵育， 于 ０、 ４、 ２４ ｈ 各取样 ５０ μＬ， 加入 ２５ μＬ
饱和 （ＮＨ４） ２ＳＯ４ 溶液， 振荡混匀， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 上清液用流动相稀释 １５０ 倍， ０􀆰 ２２
μｍ 微孔滤膜过滤， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进

样测定。
２􀆰 ３􀆰 ４　 在血浆中的稳定性　 取 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 荧光标记

物溶液 ４０ μＬ， 加入 ３６０ μＬ 空白血浆， 使其终质量

浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试

品溶液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色

谱条件下进样测定。
２􀆰 ４　 离体肝靶向作用研究　 小鼠随机分为空白组、
异硫氰酸荧光素组和玄参多糖荧光标记物组， 其中

后两组按 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量尾静脉注射相应样品， 给

药 ２、 ６ ｈ 后在暗室内解剖， 取脑、 心、 肝、 脾、
肺、 肾， 采用小动物活体成像系统在 λｅｘ ４９３ ｎｍ、
λｅｍ ５１６ ｎｍ 条件下检测荧光标记物在上述组织中的

分布情况。
２􀆰 ５　 荧光标记物在肝脏中的含量测定 　 采用

ＨＰＧＰＣ⁃ＦＬＤ 法。
２􀆰 ５􀆰 １　 供试品溶液制备 　 参照文献 ［１８］ 报道，
精密称取小鼠肝脏组织适量， 加入 ９ 倍量 ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液匀浆， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 取 １ ｍＬ 上清液， 加入 ４００ μＬ ３０％ 三氯乙

酸， 涡旋 １ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
取 １ ｍＬ 上清液， 加入 １５０ μＬ １１％ 氢氧化钠溶液，
涡旋 １ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 取续滤液，
即得， －２０ ℃避光保存。
２􀆰 ５􀆰 ２　 线性关系考察　 取小鼠空白肝脏组织匀浆液

１ ０８０ μＬ， 加入 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 荧

光标记物溶液各 １２０ μＬ， 涡旋 １ ｍｉｎ， 制成质量浓

度分别为 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ５、 １０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，
在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 以对照品荧

光强度为纵坐标 （Ｙ）， 荧光标记物质量浓度为横

坐标 （Ｘ） 进行回归。
２􀆰 ５􀆰 ３　 精密度试验　 精密吸取荧光标记物储备液

适量， 用流动相制成质量浓度分别为 ５、 ２５、 ２５０
μｇ ／ ｍＬ 的溶液。 精密吸取小鼠空白肝脏组织匀浆

上清液 １ ０８０ μＬ， 精密加入上述溶液各 １２０ μＬ，
制成质量浓度分别为 ０􀆰 ５， ２􀆰 ５， ２５ μｇ ／ ｍＬ 的质控

样品溶液， 处理后于同一天内在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱

条件下进样测定 ３ 次， 再同法连续测定 ３ ｄ， 每天

１ 次， 分别计算日内、 日间精密度。
２􀆰 ５􀆰 ４　 稳定性试验　 取低、 中、 高质量浓度的质

控样品溶液， 处理后在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进

４６１２

２０２６ 年 ７ 月

第 ４８ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． ７



样测定， 分别考察样品在 ４ ℃下避光保存 ３ ｄ 后、
－２０ ℃下避光保存 ７ ｄ 后的稳定性。
２􀆰 ５􀆰 ５　 加样回收率试验　 精密吸取质量浓度已知

的小鼠肝脏组织匀浆上清液适量， 精密加入不同质

量浓度的荧光标记物储备液， 分别为 ０􀆰 ５、 ２􀆰 ５、
２５ μｇ ／ ｍＬ， 平行 ３ 份， 处理后在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱

条件下进样测定， 计算回收率。
２􀆰 ５􀆰 ６　 测定方法 　 ２１ 只小鼠随机分为空白组 （３
只） 和给药组 （１８ 只）， 给药组再根据取材时间

分为 ６ 个亚组， 每组 ３ 只， 按 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量尾静

脉注射荧光标记物 ＰＢＳ 缓冲液， 于给药后 １、 ２、
４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 处死， 取肝脏组织， 按 “２􀆰 ５􀆰 １”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条

件下进样测定， 计算含量。
３　 结果

３􀆰 １　 结构表征　 多糖相对分子质量为 １１５ １２５􀆰 ８９
Ｄａ， 主要由甘露糖、 鼠李糖、 半乳糖醛酸、 葡萄

糖、 半乳糖、 阿拉伯糖组成， 摩尔比为 １􀆰 ０００ ∶
１􀆰 ３３２ ∶ １８􀆰 １４２ ∶ １􀆰 ９６８ ∶ １１􀆰 ５１７ ∶ ７􀆰 ４２３， 其中半

乳糖醛酸含量最高， 表明该类成分为酸性多糖。
红外吸收光谱见图 １Ａ。 由此可知， 多糖在

３ ４０２􀆰 ６７ ｃｍ－１ 处 具 有 Ｏ⁃Ｈ 键 的 吸 收 峰， 而 在

２ ９２５􀆰 ７６、 １ ４４０􀆰 ９２ ｃｍ－１处的吸收峰是由 Ｃ⁃Ｈ 键引

起的； 在 ９２７􀆰 ５９、 ８５２􀆰 ３８ ｃｍ－１处具有吸收峰， 表

明多糖含有 α、 β 糖苷键； 在 １ ７４４􀆰 ４１ ｃｍ－１处有 １
个吸收峰， 可能是糖醛酸上羧基 Ｃ ＝Ｏ 的伸缩振动

所产生的， 推测多糖中可能含有糖醛酸。
核磁图谱见图 １Ｂ ～ １Ｃ。 由此可知， 多糖端基

质子信号出现在 δ ４􀆰 ５～５􀆰 ５ 范围内， 其他氢信号集

中在 δ ３􀆰 ３～４􀆰 ３ 范围内。 通常， α 构型糖苷键质子

信号的化学位移大于 ５􀆰 ０， β 构型者的小于 ５􀆰 ０，
而多糖端基质子出现在 δ ５􀆰 １５、 ５􀆰 ０９ 处， 表明该

类成分为 α 构型糖苷键。
另外， 与１Ｈ⁃ＮＭＲ 相比，１３ Ｃ⁃ＮＭＲ 化学位移范

围更宽， 分辨率更好， 可解析异头碳构型［１９］。 在１３

Ｃ⁃ＮＭＲ 谱中， 异头碳信号位于 δ ９０ ～ １１２ 范围内，
其中 α 构型糖残基的一般位于 δ ９０ ～ １０２ 范围内，
β 构型者的一般位于 δ １０２ ～ １１２ 范围内。 通常，
Ｃ２ ～Ｃ５ 信号未发生取代时在 δ ７０～７８ 范围内， 发生

取代后在 δ ７８ ～ ８５ 范围内； Ｃ６ 信号未发生取代时

在 δ ６０ ～ ６４ 范围内， 发生取代后在 δ ６７～ ７０ 范围

内。 本实验发现， 多糖异头碳信号为 δ １０７􀆰 ４３、
１０４􀆰 ３３、 １００􀆰 ４４， 表明该类成分同时存在 α、 β 构

型糖残基； δ ７０ ～ ７８ 为 Ｃ２ ～ Ｃ５ 中未发生取代的信

号， δ ７８～８５ 为发生取代后的信号， 而多糖在δ １７０
处有 １ 个孤峰， 可能为糖醛酸羧基上的 Ｃ６ 峰。

图 １　 玄参多糖 ＩＲ、 ＮＭＲ 表征

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 ＩＲ ａｎｄ ＮＭＲ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ Ｓ． ｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓ

３􀆰 ２　 荧光标记物制备与验证

３􀆰 ２􀆰 １　 制备　 荧光标记物为橙黄色絮状固体， 见

图 ２Ａ， 产率为 ７５％ 。
３􀆰 ２􀆰 ２ 　 紫外光谱 　 图 ２Ｂ 显示， 荧光标记物在

４２０～５３０ ｎｍ 范围内有 １ 个较强的吸收峰， 并且在

４９１ ｎｍ 处吸光度最大， 而未标记者在 ４２０～ ５３０ ｎｍ
范围内无吸收峰， 表明异硫氰酸荧光素被标记到多

糖上。
３􀆰 ２􀆰 ３　 荧光光谱　 图 ２Ｃ 显示， 荧光标记物 λｅｘ为

４９１ ｎｍ， λｅｍ为 ５１７ ｎｍ， 表明异硫氰酸荧光素被标

记到多糖上。
３􀆰 ２􀆰 ４　 异硫氰酸荧光素取代度 　 回归方程为 Ａ ＝
０􀆰 １４４ ５Ｘ－０􀆰 ００３ ８ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ４）， 在 ０􀆰 １０ ～ １􀆰 ２５
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图 ２　 玄参多糖荧光标记物制备与验证

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｂｅｌｉｎｇ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｓ． ｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓ

ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。 异硫氰酸荧光素取

代度为 １􀆰 ３６％ ， 表明多糖与其投料比为 １０ ∶ １， 在

９５ ℃下反应 ２ ｈ 后可得到取代度较小的荧光标记

物。 另外， 在满足检测灵敏度要求的前提下， 上述

取代度对多糖理化性质的影响较小。
３􀆰 ３　 荧光标记物稳定性　 荧光标记物在 ＰＢＳ 缓冲

液中的稳定性考察结果见图 ３Ａ。 由此可知， 荧光

标记物在 ０、 ４、 ２０ ｈ 内出峰时间和峰形均无明显

变化， 表明它未发生降解， 稳定性良好。
荧光标记物在血浆中的稳定性考察结果见图

３Ｂ。 由此可知， 荧光标记物在 ０、 ４、 ２０ ｈ 内出峰

时间和峰形均无明显变化， 表明其未发生降解， 稳

定性良好。
３􀆰 ４　 荧光标记物离体肝靶向研究　 图 ４ 显示， 与

异硫氰酸荧光素比较， 荧光标记物在小鼠肝组织中

有明显荧光， 并且 ６ ｈ 内强度略高于 ２ ｈ 内， 而在

脑、 心、 脾、 肺、 肾中均无荧光， 表明多糖具有肝

靶向作用。
３􀆰 ５　 荧光标记物在肝脏中的含量

３􀆰 ５􀆰 １　 方法学考察 　 回归方程为 Ｙ ＝ １３４ ５０７Ｘ－
４３６􀆰 ３９ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ７）， 在 ０􀆰 ５ ～ ２０ μｇ ／ ｍＬ 范围内

图 ３　 玄参多糖荧光标记物 ＨＰＧＰＣ⁃ＦＬＤ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 ＨＰＧＰＣ⁃ＦＬＤ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｌａｂｅｌｉｎｇ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ
Ｓ． ｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓ

注： ＦＩＴＣ、 ＳＮＰ 分别为荧光标记物、 玄参多糖。

图 ４　 玄参多糖荧光标记物离体组织分布

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｌａｂｅｌｉｎｇ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ
Ｓ． ｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓ

线性关系良好。 在肝脏组织中， 低、 中、 高质量浓

度荧光标记物日内精密度 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 １１％ 、
３􀆰 １６％ 、 １􀆰 １８％ ， 日间精密度 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ２３％ 、
１􀆰 ０１％ 、 ３􀆰 ２６％ ， 表明仪器精密度良好； 在 ４ ℃下

避光保存 ３ ｄ 后、 －２０ ℃下避光保存 ７ ｄ 后， ＲＳＤ
分别为 ２􀆰 ４５％ 、 ３􀆰 ６８％ ， 表明溶液在上述条件下稳

定性良好； 平均加样回收率分别为 １０４􀆰 ４０％、 １０２􀆰２３％、
９９􀆰 ２９％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ０７％ 、 ３􀆰 ７６％ 、 ３􀆰 ０８％ 。
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３􀆰 ５􀆰 ２　 结果分析 　 小鼠尾静脉给药 １、 ２、 ４、 ８、
１２、 ２４ ｈ 后， 肝脏中多糖荧光标记物平均含量分

别为 ０􀆰 ９６６、 １􀆰 ２０１、 １􀆰 ７１０、 ２􀆰 １６３、 １􀆰 ２９５、 ０􀆰 ３１６
μｇ ／ ｍＬ， 即 １～８ ｈ 该类成分含量逐渐升高， ８ ｈ 时

达到最大值， 之后开始降低， ２４ ｈ 时基本消除。
４　 讨论与结论

多糖作为天然大分子聚合物， 具有良好的生物

相容性、 可降解性和生物活性， 是理想的药物递送

系统辅料［２０］， 并且有一部分通过受体结合、 环境

触发、 黏膜粘附和转运等机制［２１⁃２４］ 来实现靶向递

送。 近年来， 中药多糖因其多效活性及高生物安全

性而备受关注［２５］， 将其应用于构建纳米载体时既

契合 “药辅合一” 的理念， 也为相关新药研发提

供了新方向。
本实验采用异硫氰酸荧光素标记及组织分布实

验， 发现玄参多糖具有良好的肝靶向性， ＨＰＧＰＣ⁃
ＦＬＤ 法显示， 其荧光标记物在肝脏中的蓄积与清除

呈时间依赖性。 由于玄参多糖富含半乳糖醛酸， 可

被肝细胞表面高表达的去唾液酸糖蛋白受体识别并

结合， 故推测其肝靶向作用可能由去唾液酸糖蛋白

受体介导。
结果显示， 玄参多糖由 ｍａｎ、 ｒｈａ、 ｇａｌＡ、 ｇｌｃ、

ｇａｌ、 ａｒａ ６ 种单糖组成， 与文献 ［３， ２６］ 报道一

致， 但与文献 ［５， ９］ 报道存在差异。 Ｗａｎｇ 等［５］

发现， 玄参多糖中除了上述单糖外， 还包括岩藻

糖、 氨基半乳糖、 木糖、 葡萄糖醛酸。 另外， 不同

文献中单糖摩尔比不同， 马舒伟等［３］ 报道， ｍａｎ、
ｇｌｃ 含量较高； 有研究显示， 葡萄糖、 半乳糖含量

较高［５，９，２６］。 而本实验发现， ｇａｌＡ、 ｇｌｃ 含量较高，
可能与玄参产地、 提取方法、 分离纯化方法有关。

综上所述， 玄参多糖是以半乳糖醛酸为主的杂

多糖， 肝靶向性良好， 具备进一步开发成肝靶向纳

米载体的潜力， 本实验为该类成分在相关制剂中的

应用提供了参考。
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摘要： 目的　 优化凌霄花总黄酮超声提取工艺， 并评价其抗氧化、 抗炎活性。 方法 　 在单因素试验基础上， 以料液

比、 乙醇体积分数、 超声功率为影响因素， 总黄酮含量为评价指标， 响应面法优化超声提取工艺。 再测定总黄酮对

ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基的清除能力， 以及对 ５⁃ＬＯＸ 的抑制作用。 结果　 最佳条件为料液比 １ ∶ ４５， 乙醇体积分数 ７１％ ，
超声功率 ２１０ Ｗ， 超声时间 ４０ ｍｉｎ， 超声温度 ７０ ℃， 总黄酮含量为 ６７􀆰 １６ ｍｇ ／ ｇ。 总黄酮对 ＤＰＰＨ、 ＡＢＴＳ 自由基及 ５⁃
ＬＯＸ 的 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ０２４ ９、 ０􀆰 ０１９ ２、 ０􀆰 １９３ ９ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于超声提取抗氧化、 抗炎活性

较强的凌霄花总黄酮。
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