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石斛多糖提取、分离纯化、结构鉴定和抗肿瘤机制研究进展
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  摘要：石斛多糖（Dendrobium polysaccharide，DP）是石斛主要功效成分之一，因其广泛的生物活性，成为当前研究的
热点。系统阐述国内外近 1 0 年来有关石斛多糖的提取、分离纯化、含量测定、结构分析及抗肿瘤机制研究方面的进展，
分析了目前石斛多糖研究中存在的不足，如石斛多糖虽提取方法多样，但提取率受多种因素影响，且不同提取方法对多

糖的结构和活性有影响，而且提取、分离纯化方法尚未规范化、标准化，其结构研究仍处于一级结构中单糖组成及分子量

测定的阶段，构效关系不够明确等。同时发现石斛多糖尤其是小分子量的石斛多糖片段通过增强免疫应答、抑制肿瘤细

胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡、促进肿瘤细胞自噬、抗转移和抗侵袭以及抗氧化等机制发挥其独特的抗肿瘤作用。继而展

望石斛多糖未来的研究方向，制定石斛多糖提取和分离纯化的质量标准，进一步精准鉴定石斛多糖结构，推动进入高级

结构的研究，应用新兴的组学技术研究石斛多糖结构及抗肿瘤活性之间的关系，揭示其抗肿瘤机制等。以期为石斛多糖

的深度开发及合理应用提供理论支持。
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Mechanism of Polysaccharides from Shihu（Dendrobium dendrobium）
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Abstract：The Dendrobium polysaccharide（DP）is one of the main functional components of Shihu（Dendrobium dendrobi-
um），which has become a hot spot in current research because of its wide range of biological activities.This paper systematically
expounded the research progress of the extraction，isolation and purification，content determination，structure identification and an-
titumor activity of DP at home and abroad in the past 1 0 years，analyzed the shortcomings in the current research of DP.For ex-
ample，although DP are diverse，the extraction rate is affected by various factors，and the different extraction methods have an im-
pact on the structure and activity of DP.The extraction，isolation and purification methods have not been standardized.In the
stage of monosaccharides and molecular weight measurement，the relationship between the structure is not clear enough.At the
same time，DP，especially small molecule DP，polysaccharide fragments in small molecules，inhibits the proliferation of tumor
cells，promotes tumor cell apoptosis，autophagy，anti -metastasis and anti -invasion.And it looked forward to the future research
directions of DP，established the quality standards for the extraction，isolation and purification of DP，further accurately identifed
the structure of DP，promoted the research on advanced structures，applied the emerging omics technologies to study the relation-
ship between the structure of DP and anti -tumor activity，and revealed its anti -tumor mechanism in order to provide a theoreti-
cal basis for the development and reasonable application of DP.
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  石斛入药始载于《神农本草经》，列为上品，在中医学中应 用十分广泛，被称为“九大仙草”，具有益胃生津、滋阴清热的

功效。石斛属为兰科中最大的一个属，全世界约 1 500 种［1］。

我国有 74 种 2 变种石斛属植物，主要分布在华南及西南地区，
尤其以云南省资源最丰富［2 -4］。2020 版《中华人民共和国药
典》收载的石斛类药材有铁皮石斛 D.officinale Kimura et Migo
和石斛（来源为金钗石斛 D.nobile Lindl、霍山石斛 D.huos-
hanense C.Z.Tang et S.J.Cheng、鼓槌石斛 D.chrysotoxum Lindl
和流苏石斛 D.fimbriatum Hook）的新鲜或干燥茎［5］。

近年来，中外学者对多种石斛属植物的化学成分进行了研

究，发现该属植物所含的化学成分类型多样［3］。石斛多糖是

其主要活性成分之一，备受国内外学者的关注，具有多种生物

活性，如抗氧化、抗炎和免疫调节等，尤其是显示出良好的抗肿

瘤活性，具有极高的药用价值。本文通过对石斛多糖的提取、
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分离纯化、结构鉴定和抗肿瘤机制的研究进展进行全面的综

述，为其在临床应用中的进一步开发提供理论依据和实验

基础。

1  石斛多糖的提取
目前，石斛多糖的提取方法较多，提取率与提取方法有较

大关联，所得多糖结构、性质也有不同。以铁皮石斛多糖（den-
drobium officinale polysaccharides，DOP）提取为例。
1 .1  热水提取法 热水提取法操作简单、成本低、环保，是
DOP最常用的提取方法，但提取率易受粉碎度、料液比、提取
时间、提取温度等因素的影响。有研究显示，在热水提取中，各

因素的影响顺序：温度 >时间 >提取次数 >料液比［6］。另有

系列研究发现，相同工艺条件下，不同课题组得到的 DOP提取
率却相差较大［7 -1 0］，推测可能是石斛品种、产地和种植方式等

不同。同时，热水提取法对多糖降解的程度以及对多糖结构及

活性有一定影响，需进一步优化。

1 .2 回流法 回流提取是采用有机溶剂对药材进行多次回流
的方法，通常提取效率高于热水提取法。有研究发现，使用回

流提取时，提取次数对提取率的影响较提取的温度和时间

小［1 1 -1 2］。黄丽等［1 3］在比较云南不同产地的铁皮石斛多糖含

量时，发现存在较大差异，这提示品种、产地和种植方式等可能

对多糖含量有较大影响。

1 .3 超声波法 超声波法是通过高频振动破碎细胞壁或细胞
膜，使得细胞内的多糖得以释放，同时产生高温、高压等，加速

多糖溶于溶剂，提高提取效率、节约溶剂。有研究对比了超声

提取、热水提取和回流提取，发现常温下 1 00 W超声提取 3 min
的多糖提取率高于热水提取 2 h，而在 1 00 ℃下，500 W下超声
提取 3 min的提取率与回流提取 2 h相当［1 4］。此外，有报道提

出超声法能较大程度地保持石斛多糖的结构，生物活性也能得

到较好保存［1 5］。

1 .4 微波法 微波能够穿透提取溶剂直接到达提取植物细胞
内，避免了传统加热方式下表面温度升高而内部温度较低的问

题，消除了热梯度，从而提高提取质量。比如陈盛余等［1 6］利用

微波提取，提出最佳提取工艺为料液比为 1 ∶45、微波功率为
900 W、提取温度 95 ℃、提取时间 30 min。但值得关注的是，微
波提取法虽然速度快、提取率高，但得到的多糖活性却相对

较低［1 7］。

1 .5 超高压法 超高压提取法主要是通过超高压改变植物细
胞膜的结构，促进有效成分转移至提取溶剂中。孟继坤等［1 8］

采用这种方法提取多糖，发现超高压压力 200 MPa、料液比 1 ∶
25、保压时间 5 min，DOP得率最高可达 33.3%，相较于传统热
水提取法，提取率提高了 1 28%。且超高压法提取的多糖相对
分子量下降、甘露糖含量提高，对 DPPH 自由基有更强的清除
能力，有强抗氧化活性。

1 .6 酶法 在植物多糖的提取过程中，细胞壁和细胞间质是
影响提取率和速率的关键因素。酶通过有效破坏植物细胞壁，

提高多糖的提取效率。酶的种类很多，酶的选择就很关键，果

胶酶［1 5］、纤维素酶［1 0］等为常用酶，还有研究采用复合

酶［1 9 -20］，比如将纤维素酶、果胶酶和中性蛋白酶两两组合，提

取效果优于单一酶。由于酶解法的提取条件较温和且提取率

较高，受到研究者的青睐。有研究对比了水提法和酶解法得到

的 DOP的微观形貌，发现前者得到 DOP 形貌为团状结构，而
酶解法提取的多糖形貌为纤维状结构，可见酶解法能更好地保

护 DOP的生物活性［1 0］。

1 .7 闪式提取法 闪式提取法是通过高速搅拌、振动和渗滤，
将植物组织中的有效成分有效转移出来，具有溶剂用量小、提

取时间短、提取效率高且不会破坏成分等优点。目前在多糖提

取中应用较多［21］，一般与浸泡时间、提取时间、提取器电压、提

取转速等因素密切相关［22 -23］。此外，有研究表明，闪式提取处

理有望提高 DOP的抗氧化和降血糖活性［22］。

1 .8 其他提取方法 冻融法、半仿生-酶提取法、低共熔溶剂
提取法［24］等也常用于石斛多糖的提取，其中，冻融法的提取率

可达 40%以上［25］，半仿生-酶提取法可达 80%以上［26］，低共

熔溶剂提取法提取率高且绿色，可为后续铁皮石斛多糖的开发

提供借鉴。此外，还有很多研究采用提取法联用，如，SHI MZ
等［27］采用混合酶辅助机械生物提取法用于 DOP 的提取。廖
霞等［28］将酶提取法联合微波辅助提取法提取 DOP，多糖得率
高于单独酶法或微波辅助提取，提示提取方法可灵活联用以提

高提取率。

当然，不同种植方式、不同种植时间、不同产地、不同源不

同种、不同部位、不同提取方式等都会导致石斛多糖含量、结构

和生物活性的不同。换言之，即使同一种提取方法，其提取的

多糖得率也会存在一定差异，需要视情况调整。更重要的是，

研究多糖提取时，不仅要考虑提取率，更要考虑多糖的结构及

活性。

2 分离纯化
DOP的有效提取与分离纯化对深入研究其结构与药理活

性至关重要。影响多糖含量和纯度的杂质主要包括色素、单

糖、低聚糖、淀粉［29］和蛋白质等，需采取如脱色、脱蛋白、透析

等方法处理［30］，通常纯化后的多糖为混合物，还需采用柱层析

等方法分离，得到均一多糖，便于进一步开展结构鉴定和构效

关系研究。

2.1 脱色 DOP的常用脱色方法为活性炭吸附脱色法［31］、双

氧水脱色法、树脂吸附法等，一般根据多糖的性质选取。通常，

活性炭吸附的脱色效果与活性炭的使用量、脱色时间等密切相

关，而 H2O2 脱色则受到脱色温度、H2O2 浓度以及脱色时间等
因素的影响。谭青云等［32］对比了 3 种脱色方法的脱色效果，
发现色素去除率：大孔树脂>过氧化氢>活性炭，多糖损失率：
过氧化氢>大孔树脂 >活性炭。此外，有研究发现，大孔树脂
D4020能有效去除多糖色素并有效保留多糖含量，并且脱色后
的多糖抗氧化活性和体外降血糖活性均有所提高。但需要注

意，虽然活性炭脱色效果良好，但其在多糖中会有较多残留较

多且难以去除；双氧水脱色则需要严格控制 pH 和温度，以防
止多糖过度降解。

2.2 脱蛋白 脱蛋白的常用方法包括 Sevage 法、酶法、三氯
乙酸法和盐酸法等。其中，Sevage法主要是基于蛋白质在氯仿
等有机溶剂中的变性特性除蛋白，但此法的效果与次数不直接

相关，且多次脱蛋白反而可能导致多糖损失严重［33］。酶法也

是除蛋白常用的方法，效果与酶的种类有关，比如严婧等［34］比

较了木瓜蛋白酶和胰蛋白酶脱蛋白效果，发现胰蛋白酶的脱蛋

白效果更佳，蛋白脱除率和总多糖保存率都较高。另外，三氯

乙酸法和盐酸法也常用于脱蛋白，但需要注意的是，由于三氯

乙酸的酸性较强，往往会降解某些多糖，因此操作必需在低温

下进行，且控制好时间。当然，对于 DOP，不同酸的效果也不
同，梅威威［8］比较盐酸法和三氯乙酸法脱蛋白工艺，发现盐酸

法在 pH值为 3 时蛋白脱除率效果最佳，多糖含量高，更适合
于实际生产。当然，除蛋白的方法也联合使用，比如用蛋白酶

联合 Sevage法，效果优于单用一方法。此外还有一些其他绿
色高效除蛋白方法被广泛应用，包括冻融法、氯化钙法、树脂吸

附法、双醛纤维素法、醋酸铅法和磁性壳聚糖微球法等［35］。

2.3 柱层析 为得到分子量更为均一的多糖，通常需要在脱
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色、脱蛋白等处理后进一步进行纯化。根据层析柱填料的不

同，一般包括纤维素层析和凝胶柱层析，且多糖在过凝胶柱前

常会先过纤维素柱［36］。凝胶柱色谱法是根据多糖的分子量大

小的原理对多糖进行纯化的一种方法，一般会选用 Sephadex
G -75［37］、G -1 00［38］、G -200［39］柱和 HW-55F 凝胶柱［40］。

柱层析后通常还会再进行透析处理，去除小分子的杂质和低

聚糖［41］。

3 多糖的分析鉴定
不同的石斛多糖提取、分离和纯化方法得到的多糖含量、

分子量和结构有着差异，使得其生物活性也有所差异［42］。

3.1 含量测定 DOP含量测定方法主要有苯酚 -硫酸法、蒽
酮-硫酸法、DNS 比色法［43］、柱前衍生化高效液相色谱法

（high performance liquid chromatography，HPLC）和气相色谱法
（gas chromatography，GC）。有研究发现［44］，同一样品，采用蒽

酮-硫酸法测定多糖的含量虽高于苯酚 -硫酸法。但苯酚 -
硫酸法测定更为准确，且几乎可以测定所有的碳水化合物，常

被作为 DOP含量测定的首选方法。
3.2 分子量测定 DOP 分子量一般可以采用高效液相色谱
法［1 5］、高效液相凝胶色谱法［45］、高效凝胶渗透色谱［46］等方法

来测定。目前通过分离纯化得到的石斛多糖的分子量差异较

大，主要分布在 1 03 ～1 07Da范围内［47］，另有研究表明，低分子

量的石斛多糖片段抗肿瘤活性更强［48］，这就需选择合适的提

取分离纯化方法，如酶解提取法［49］提取的多糖分子量一般在

1 03 ～7 ×1 05 Da；超声提取［49］和超高压提取［1 8］的多糖分子量

通常在 1 06Da以下，这些都是目前提取小分子量 DOP 常用的
方法。

3.3 结构鉴定 多糖的结构鉴定是研究其药理活性的重要环
节，也是研究难点。多糖具有比蛋白质更复杂的大分子结构，

单糖的多样性、连接方法以及支链的复杂性使其结构鉴定十分

困难。目前主要是分析多糖的分子量范围、单糖的类型、比例

和连接顺序以及糖苷键的构型。比如 DOP，有课题组［49］采用

衍生物液相色谱法测定其单糖的组成以及比例，发现单糖组成

为甘露糖、鼠李糖和葡萄糖；采用红外光谱发现其具有吡喃型

糖苷键；采用黏度法测定其平均分子量为 48.82 ×1 03 Da；通过
高碘酸氧化分析得知 DOP 中以 1→6 键相连的残基或非还原
末端基（l→）占 4.0%，不被高碘酸氧化的 l→3 键连接的残基
占 44.9%，可被高碘酸氧化的 1→2 或 1→4 键相连的残基占
52.1%。此外，还有研究采用傅里叶变换红外光谱、GC、核磁
共振波谱法（nuclear magnetic resonance spectroscopy，NMR）相
结合［50］，或者原子力显微镜（atomic force microscope，AFM），高
效凝胶渗透色谱（high -performance gel permeation chromatogra-
phy，HPGPC），1 -苯基-3 -甲基-5 -吡唑啉酮（1 -phenyl -
3 -methyl -5 -pyrazolone，PMP）柱前衍生 HPLC 法；NMR，
GC -MS 相结合［38］的方式进行结构鉴定。但目前石斛多糖结

构研究还比较初级，还需向更高级结构研究，明确其构效关系。

4 抗肿瘤作用及机制研究
抗肿瘤研究是多糖药效研究的热点，石斛多糖的抗肿瘤机

制也正逐步被揭示，比如强化 T、B 淋巴细胞、巨噬细胞和自然
杀伤细胞等免疫细胞的功能，释放一些细胞因子来发挥生物学

功能，多方面调节免疫系统，增强抗氧化活性，抗肿瘤细胞转移

和侵袭，促进肿瘤细胞增殖、凋亡和自噬等实现抗肿瘤，如插页

LⅩⅩⅠ图 1 所示。
4.1 增强肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）中的抗肿
瘤免疫应答 免疫系统在预防和抗击癌症过程中发挥着重要
作用，可以消除或抑制病毒感染，保护宿主免受病毒引发的肿

瘤入侵。增强机体免疫应答是重要的抗肿瘤治疗策略之一。

研究发现石斛多糖可以增强 TME 中的抗肿瘤免疫应答［51］，包

括提高 CD8 +细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic T lymphocytes，
CTLs）的代谢能力以及降低程序性细胞死亡蛋白 1 （pro-
grammed cell death protein -1，PD -1）的表达［52］、促进巨噬细

胞（tumor -associated macrophages，TAMs）吞噬能力［53］、促进 T
细胞和 B细胞增殖［54］、提高自然杀伤细胞（natural killer cell，
NK细胞）的活性［55］和调节免疫因子［56 -57］等途径来增强免疫

应答。其中，促进 TAMs的M1 极化是治疗恶性肿瘤的有效途
径之一，现阶段发现的 DOP 抗肿瘤机制就是通过直接靶向
TAMs的 Toll 样受体 2（TLR2）［58］或 STAT6/PPAR -r 和 JAG-
GED1 /NOTCH1 信号通路［59］促进其M2 亚型极化成M1 亚型。
4.2 抑制肿瘤细胞增殖 抑制肿瘤细胞增殖对于控制肿瘤细
胞进一步扩散尤为重要。有研究［60 -61］发现石斛多糖具有一定

的抑制细胞增殖作用，主要与降低糖酵解途径产生乳酸［62］、激

活 AMPK/mTOR自噬信号通路［63］、抑制原癌基因 c -myc 的表
达［61］相关。这些研究结果凸显石斛多糖在抑制肿瘤细胞增殖

方面的潜在疗效。

4.3 促进肿瘤细胞凋亡 恶性肿瘤细胞通常具有极强的抗凋
亡能力，促进肿瘤细胞凋亡就成了抗肿瘤治疗的重要路径。多

项研究表明，石斛多糖具有促进肿瘤细胞凋亡的能力，比如通

过提高活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平降低线粒体
膜电位［64］，抑制特定基因 WT1 ［65］和 P53［61］、调节 Caspase -3
和 Bcl -2、bax 等凋亡相关蛋白 ［62，66 -68］以及调节凋亡相关信

号通路（如 p38/MAPK）［69］等来诱导肿瘤细胞凋亡，显示出石
斛多糖在促进肿瘤细胞凋亡方面的重要治疗效果，尤其在白血

病［70］、淋巴瘤、肝癌、胃癌和皮肤腺癌［71］等肿瘤类型中表现

突出。

4.4 促进肿瘤细胞自噬 自噬在肿瘤的发生和发展中起着负
面调节作用，因此促进细胞自噬对抗肿瘤治疗。有研究发

现［63］DOP可通过激活 AMPK/mTOR 自噬信号通路提高细胞
自噬水平。此外，另有报道称［72］DOP能抑制肺腺癌细胞 A549
在裸鼠体内生长，其机制可能与上调自噬相关因子 Beclin1 以
及抑癌基因 p1 6 和 p53 的表达相关，证实石斛多糖可以通过调
节自噬过程来影响肿瘤细胞的增殖和生长。

4.5 抗转移和抗侵袭 肿瘤细胞的散播是恶性肿瘤发展过程
中最危险的部分，当肿瘤细胞在远处器官形成克隆时，往往会

对机体产生严重的破坏，因此抗转移和抗侵袭是治疗恶性肿瘤

的重要一步。石斛多糖在这方面也有重要应用，比如下调血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）和
CD34 表达来抑制血管生成［73 -74］，或通过调节 N -钙黏蛋白
（N -cadherin，CDH2）、E 钙黏着蛋白（E -cadherin，E -Cad）和
波形蛋白（vimentin）表达［59］或靶向调节 TGF -β/Smad 和
PI3K /AKT /mTOR 通路［75］来控制上皮间质转化（epithelial -
mesenchymal transition，EMT）。可见，石斛多糖通过抗转移和
抗侵袭实现抗肿瘤，可成为肿瘤治疗的新方向。

4.6 抗氧化 早有研究提出，癌症的发生和发展与自由基过
剩密切相关，抗氧化和清除自由基对于癌症防治具有重要意

义。有研究发现铁皮石斛多糖能够激活血红素氧合酶 1（heme
oxygenase -1，HO -1）和醌氧化还原酶 1［NAD（P）H：quinone
oxidoreductase 1，NQO1］的表达［76］，以增强抗氧化活性，从而帮

助抵御自由基的伤害。此外，齿瓣石斛的一种酸性多糖被发现

具有很强的清除自由基能力［77 -78］，这些研究都预示着石斛多

糖在抗氧化方面也具有潜在应用价值。

4.7 其他 还有研究表明，DOP 能够调节肺腺癌的肿瘤体
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积，并推测肿瘤体积与药物浓度呈负相关［79］，齿瓣石斛多糖

（dendrobium devonianum paxton polysaccharides，DDP）能够显著
抑制 S1 80 荷瘤小鼠移植瘤的生长［80］，大苞鞘石斛多糖（den-
drobium wardianum R.Warner Polysaccharides，DWP）体外对
SPC -A -1 细胞有较好地抑制作用，体内对 A549 细胞有较好
的抑制作用［81］，但具体机制都不够明确，有待进一步研究。

5 结语与展望
综上，石斛多糖具有良好的抗肿瘤活性，尤其是较小分子

量的石斛多糖片段抗肿瘤活性较强。因此，石斛多糖的提取、

分离纯化过程中，考虑提取率的同时，还要关注多糖结构。随

着提取方法、含量测定、分离纯化、结构组成及抗肿瘤活性等方

面研究的不断深入，石斛多糖在生物医药领域的应用潜力逐渐

被认识，但也意识到一些问题亟须解决：①目前石斛多糖提取、
分离纯化标准主要考察提取率，多糖结构作为考察指标的很

少，须实现石斛多糖提取、分离纯化的规范化、标准化，开展石

斛多糖提取、分离及纯化工艺研究，制定质量标准。②石斛多
糖结构的进一步精准鉴定，构建石斛多糖高级结构的解析策

略，突破目前石斛多糖结构研究仍处于一级结构中单糖组成及

分子量测定的阶段，推动进入高级结构的研究，进一步揭示石

斛多糖构效关系、代谢机理及作用机制等。③深入探讨石斛多
糖抗肿瘤活性研究，应用新兴的组学技术，如空间组学、基因组

学、代谢组学和蛋白质组学等，研究石斛多糖结构及抗肿瘤活

性之间的关系，揭示其抗肿瘤机制，开发符合临床需求的药品

等，深入拓展石斛在生物医药领域的应用。
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注：**与空白组比较，P<0.01；##与 DSS 组比较，P<0.01；&&与 DSS +乌蔹莓高剂量组比较，P<0.01。
图 10 Dorsomorphin对 UC 小鼠肠组织 AMPK/mTOR信号通路的影响（n=3，■x±s）
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图 1 石斛多糖抗肿瘤的作用机制示意图


