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铁皮石斛多糖的提取工艺及对小鼠急性肺损伤改善作用的研究 Δ
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摘 要 目的 优化铁皮石斛多糖的提取工艺，初步研究其对小鼠急性肺损伤（ALI）的改善作用。方法 以铁皮石斛为原料，采用

超声辅助热水浸渍法提取铁皮石斛多糖；以铁皮石斛多糖提取率为响应值，通过单因素实验和 Box-Behnken 响应面法优化料液

比、提取时间、提取温度。通过脂多糖诱导建立ALI小鼠模型，以醋酸泼尼松（5 mg/kg）为阳性对照，考察低、中、高剂量铁皮石斛

多糖（50、100、200 mg/kg）对模型小鼠肺湿/干重比和肺组织病理形态（苏木精-伊红染色、Masson染色）的影响。结果 铁皮石斛多

糖的最优提取工艺为料液比 1∶25（g/mL），提取时间 1 h，提取温度 58 ℃；该工艺所得铁皮石斛多糖的平均提取率为 37.75%

（RSD＝1.12%，n＝3），与预测值（38.63%）的相对误差为2.28%。与模型组比较，阳性对照组和铁皮石斛多糖各剂量组小鼠的肺湿/

干重比均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），肺组织病理变化（肺泡结构严重破坏，肺泡间隔明显增宽，大量炎症细胞浸润及成纤维细

胞增生）均有不同程度缓解。结论 优化的铁皮石斛多糖提取工艺可行，且所得的铁皮石斛多糖对小鼠ALI有一定的改善作用。
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Study on the extraction of polysaccharides from Dendrobium officinale and its improvement effect on acute 

lung injury in mice
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ABSTRACT OBJECTIVE To optimize the extraction process of polysaccharides from Dendrobium officinale， and preliminarily 

study its effect on acute lung injury （ALI） in mice. METHODS Using D. officinale as raw material， the polysaccharides were 

extracted from D. officinale by ultrasonic-assisted hot water immersion. Using the extraction rate of D. officinale polysaccharides as 

response value， the single-factor experiments and Box-Behnken response surface method were used to optimize the ratio of material 

to liquid， extraction time and extraction temperature. ALI mice were induced by lipopolysaccharide. Using prednisone acetate （5 mg/kg） 

as the positive control， the effects on the mass ratio of wet and dry lung and pathological changes of lung tissue （HE staining and 

Masson staining） of low-dose， medium-dose and high-dose D. officinale polysaccharides （50，100，200 mg/kg） were investigated. 
RESULTS The optimal extraction technology of D. officinale polysaccharides was as follows： the ratio of material to liquid was    

1∶25 （g/mL）， the extracting time was 1 h， and the extracting temperature was 58 ℃ . Under these conditions， the average 

extraction rate of D. officinale polysaccharides was 37.75% （RSD＝1.12%，n＝3）， the relative error of which with predicted value 

（38.63%） was 2.28%. Compared with the model group， the ratios of wet and dry lung in the positive control group and D. 

officinale polysaccharides groups were all decreased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）， and the pathological changes in lung tissue 

（severe destruction of alveolar structure， significant widening of alveolar septa， extensive infiltration of inflammatory cells and 

proliferation of fibroblasts） were alleviated to varying degrees. CONCLUSIONS The optimal extraction process of D. officinale 

polysaccharides is feasible； the obtained polysaccharide extract has a certain improvement effect on ALI in mice.

KEYWORDS polysaccharides from Dendrobium officinale； extraction technology； Box-Behnken response surface method； 

lipopolysaccharide； acute lung injury

铁皮石斛为兰科植物铁皮石斛 Dendrobium offici‐ nale Kimura et Migo的干燥茎，主要分布在我国安徽、四

川、浙江、云南、江西等地。该药主要含有多糖、生物碱、

氨基酸和微量元素等化学成分，具有抗肿瘤、抗衰老、抗

急性肺损伤（acute lung injury，ALI）、扩张血管和抗血小

板凝集等多种药理作用[1]。目前，国内外多糖的提取方

法很多，主要包括浸渍法、回流法、超声法、微波法、酶解

法、闪式提取法、冻融提取法等，但单一提取法存在提取

率低、工艺复杂、提取物杂质多等弊端[2]。
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ALI是一种由各种肺内（吸入、注射、感染及创伤等）

或肺外（休克、脓毒症等）致病因素导致肺泡结构受损而

引发肺部弥散性炎症和水肿反应的呼吸系统疾病。目

前，临床尚无治疗ALI的特效药物，故其病死率维持在

较高水平，整体病死率高达 40%[2]。现代医学认为，ALI

的病理学机制主要与肺组织局部过度的氧化应激和炎

症反应有关[3―4]。多糖作为铁皮石斛的主要活性成分，

具有抗炎、抗氧化作用，且毒性极低[5―6]。基于此，本研

究以铁皮石斛为原料，采用超声辅助热水浸渍法提取铁

皮石斛多糖，通过单因素实验和Box-Behnken响应面法

优化提取工艺，并考察铁皮石斛多糖对小鼠 ALI 的影

响，为铁皮石斛多糖的提取及药效研究提供理论依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括UV1802G型紫外-可见分

光光度计（天津冠泽科技有限公司）、FW135型粉碎机

（北京市永光明医疗仪器有限公司）、LEICARM2245型

石蜡切片机（常州市雅博电子设备有限公司）、Axio-

ImagerA2型蔡司正置荧光显微镜（北京博瑞斯科技有限

公司）等。

1.2　主要药品与试剂

铁皮石斛药材购自南宁市药材市场，经广西中医药

大学药学院谭勇教授鉴定为兰科植物铁皮石斛D. offici‐

nale Kimura et Migo 的干燥茎；醋酸泼尼松片（批号

20220313，规格 5 mg）购自上海金不换兰考制药有限公

司；浓硫酸（批号 20190301）购自新疆德瑞生物有限公

司；苯酚（分析纯）购自天津市风船化学世纪科技有限公

司；D（+）-无水葡萄糖对照品（批号 110833-201906，纯

度≥98%）和脂多糖对照品（批号 20220208，纯度≥

98%）均购自北京索莱宝科技有限公司；苏木精-伊红

（HE）染色试剂盒（批号 20190608）、Masson染色试剂盒

（批号20180302）均购自南京建成生物工程研究所。

1.3　实验动物

昆明小鼠 90只，雄性，SPF 级，体重 20～22 g，购自

河南斯克贝斯生物科技股份有限公司，生产许可证号为

SCXK（豫）2020-0005。本实验方案经新疆医科大学实

验动物伦理委员会审批 ，伦理审批号为 IACUC-

20220728-10。

2　方法与结果
2.1　铁皮石斛多糖的提取

称取铁皮石斛药材 5 g，水洗后置于 60 ℃烘箱中烘

干至恒重，粉碎，过 40目筛；粗粉加入 10倍量水，于

70 ℃下以 700 W功率超声浸提，抽滤，滤液浓缩至原液

的 1/3，再加入 3倍量的无水乙醇，于 4 ℃下静置 12 h后

滤过，收集沉淀，置于 50 ℃烘箱中烘干，得多糖粉末并

按下式计算铁皮石斛多糖得率：多糖得率（%）＝多糖粉

末质量/铁皮石斛质量×100%。

2.2　铁皮石斛多糖含量和提取率测定

2.2.1　多糖含量

采用苯酚-硫酸法进行测定[7]。精确称取D（+）-无水

葡萄糖对照品 50 mg，加水定容至 50 mL容量瓶中，得 1 

mg/mL的无水葡萄糖标准溶液。分别准确量取上述标

准溶液 0.01、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10 mL于试管中，加

水定容至2 mL。吸取5%苯酚溶液1 mL，分别加到6只

试管中，摇匀，迅速加入浓硫酸 5 mL，摇匀，静置 5 min，

于沸水中加热15 min，取出冷却至室温。采用紫外-可见

分光光度计于 490 nm波长处测定吸光度（A）值。以无

水葡萄糖质量浓度（c）为横坐标、吸光度（A）为纵坐标，

绘制无水葡萄糖标准曲线，得标准曲线方程为 A＝

14.707c+0.028 7（R 2＝0.999 2）。方法学考察符合 2020

年版《中国药典》（四部）的相关要求。

2.2.2　多糖提取率

精确称取铁皮石斛多糖粉末 2.0 g，加水定容至 100 

mL 容量瓶中，摇匀，准确量取该多糖待检测溶液 1.0 

mL，加水定容至2 mL，加入5%苯酚溶液1 mL，摇匀，迅

速加入浓硫酸5 mL，摇匀，静置5 min，于沸水中加热15 

min，取出冷却至室温。采用紫外-可见分光光度计于

490 nm波长处测定A值，代入“2.2.1”项下标准曲线方程

计算多糖质量浓度，并按下式计算铁皮石斛多糖提取

率：多糖提取率＝提取液中多糖质量浓度×提取体积/铁

皮石斛多糖粉末质量×100%。

2.3　铁皮石斛多糖提取工艺优化

2.3.1　单因素实验

前期预实验结果表明，料液比、提取时间、提取温度

均能显著影响铁皮石斛多糖的提取率，因此本研究选择

料液比、提取时间、提取温度为因素进行单因素实验。

分别称取铁皮石斛药材 0.2 g，共 5份，按“2.1”项下方法

操作。其中，料液比单因素实验条件如下：以700 W功率

超声 15 min，提取温度为 70 ℃，提取 2次，提取时间为

2 h，设置料液比（g/mL，下同）分别为 1∶20、1∶25、1∶30、

1∶35、1∶40；提取时间单因素实验条件如下：以 700 W

功率超声 15 min，提取温度为 70 ℃，提取 2次，料液比

为 1∶30，设置提取时间分别为1、2、3、4、5 h；提取温度单

因素实验条件如下：以 700 W功率超声 15 min，提取时

间为2 h，提取2次，料液比为1∶30，设置提取温度分别为

50、60、70、80、90 ℃。考察各因素对铁皮石斛多糖提取

率的影响，结果见图1。

由图 1A可以看出，铁皮石斛多糖提取率随料液比

的改变呈现波浪形变化，当料液比为1∶30时，铁皮石斛

多糖提取率达到最大值；由图1B可以看出，铁皮石斛多

糖提取率随提取时间的延长先升高后降低，当提取时间为

2 h时，铁皮石斛提取率达到最大值；由图1C可以看出，铁

皮石斛多糖提取率随提取温度的升高先升高后降低，当提

取温度为60 ℃时，铁皮石斛多糖提取率达到最大值。
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2.3.2　Box-Behnken响应面实验
基于单因素实验结果，根据Box-Behnken实验设计

原理，以提取温度（A）、料液比（B）、提取时间（C）为考察
因素，铁皮石斛多糖提取率（Y）为响应值，设计 3因素 3

水平的提取工艺优化实验。Box-Behnken响应面实验因
素与水平见表1，设计方案与结果见表2。

应用 Design-Expert 12软件对表 2数据进行回归拟
合，得到回归方程为 Y＝34.00+0.53A－0.63B－2.90C－

1.25AB+3.81AC+2.13BC－3.78A 2+2.28B 2－2.78C 2。对回归
方程进行方差分析，结果见表3。由表3显示，该模型的
F值为 20.66，P＜0.01，表明该回归方程的拟合度较好；

失拟项P＞0.05，表明该模型成立；模型的相关系数R 2为
0.963 7，表明 96.37%的多糖提取率变化可用该模型解
释；此外，各因素响应值的影响大小排序为 C（提取时
间）＞B（料液比）＞A（提取温度）。

运用Design-Export 12软件绘制各因素交互作用的

响应面图和等高线图（图2）。响应面图的陡峭程度以及

等高线图的形状可以直观反映出各影响因素之间的交

互作用对响应值影响的强弱：响应面图越陡峭，说明两

因素交互作用对响应值的影响越显著，响应面图越平缓

则两因素交互作用的影响越不显著；等高线呈椭圆形或

马鞍形，表示两因素交互作用的影响显著，若呈圆形则

表示两因素交互作用的影响不显著。

由图 2可以看出，提取温度和提取时间两因素之间

的响应面陡峭，等高线趋于椭圆，说明两因素交互作用

对响应值的影响显著；但提取温度和料液比以及料液比

和提取时间的响应面坡度变化不明显，等高线不呈椭圆

形，说明两因素交互作用的影响不显著，与回归模型分析

结果一致。

通过 Design-Expert 12软件求解回归方程，得到最

优提取工艺因素为料液比 1∶25，提取时间 1.087 h，提取

温度 57.76 ℃ ，铁皮石斛多糖提取率的预测值为

38.63%。考虑到实际生产的可操作性，本研究将最优提

取工艺修正为料液比 1∶25，提取时间 1 h，提取温度

58 ℃。对此优化条件进行3次重复验证实验，结果显示，

铁皮石斛多糖提取率的平均实测值为 37.75%（RSD＝

1.12%），与预测值的相对误差为 2.28%，表明所得工艺

可行。

2.4　铁皮石斛多糖对小鼠ALI的影响

2.4.1　分组、给药、造模与取样

将昆明小鼠随机分为空白对照组、模型组、阳性对

照组（醋酸泼尼松）和铁皮石斛多糖低、中、高剂量组，每

组15只。铁皮石斛多糖低、中、高剂量组小鼠的给药剂

量根据本课题组前期预实验结果分别设置为 50、100、

200 mg/kg（以铁皮石斛多糖粉末质量计），阳性对照组小

鼠的给药剂量根据参考文献设置为 5 mg/kg[8―9]，空白对

照组和模型组小鼠给予等体积生理盐水，每天灌胃1次，

连续7 d。末次给药1 h后，除空白对照组小鼠于气管内

滴注等体积生理盐水外，其余各组小鼠均于气管内滴注

脂多糖10 mg/kg以复制ALI模型。24 h后，处死各组小

鼠，取其肺脏，备用。

表1　Box-Behnken响应面实验因素与水平

水平
－1

　0

　1

提取温度（A）/℃

50

60

70

料液比（B）/（g/mL）

1∶25

1∶30

1∶35

提取时间（C）/h

1

2

3

表2　Box-Behnken响应面实验设计方案与结果

实验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

因素
A

0

1

0

0

0

－1

0

－1

0

－1

0

0

－1

1

1

1

0

B

－1

－1

1

0

0

0

0

1

－1

0

1

0

－1

1

0

0

0

C

1

0

－1

0

0

1

0

0

－1

－1

1

0

0

0

－1

1

0

铁皮石斛多糖提取率/%
实测值
29.50

35.00

33.25

33.75

33.75

21.50

33.75

32.50

38.75

32.50

32.50

32.50

31.25

31.25

25.75

30.00

36.25

预测值
29.91

34.91

32.84

34.00

34.00

21.00

34.00

32.59

38.34

32.81

32.91

34.00

31.34

31.16

26.25

29.69

34.00

表3　Box-Behnken响应面实验回归方程的方差分析结果

方差来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A 2

B 2

C 2

残差
失拟项
纯误差
总误差

平方和
236.17

2.26

3.13

35.07

6.25

58.14

18.06

60.20

21.91

32.57

8.89

1.39

7.50

245.06

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方
26.24

2.26

3.13

35.07

6.25

58.14

18.06

60.20

21.91

32.57

1.27

0.46

1.87

F

20.66

1.78

2.46

27.61

4.92

45.78

14.22

47.40

17.25

25.64

0.25

P

0.000 3

0.224 2

0.160 7

0.001 2

0.062 0

0.000 3

0.007 0

0.000 2

0.004 3

0.001 5

0.859 9

33.00
32.00
31.00
30.00
29.00
28.00
27.00

多
糖

提
取

率
/%

1∶20       1∶25       1∶30     1∶35     1∶40

料液比/（g/mL）

A.料液比

35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00
5.00

0

多
糖

提
取

率
/%

0          1          2          3         4          5          6
提取时间/h

B.提取时间

40.00

30.00

20.00

10.00

0

多
糖

提
取

率
/%

            50        60       70       80        90     100
提取温度/℃

C.提取温度

图1　料液比、提取时间、提取温度对铁皮石斛多糖提取

率的影响



· 2748 ·  China Pharmacy  2023 Vol. 34  No. 22 中国药房  2023年第34卷第22期

2.4.2　铁皮石斛多糖对ALI模型小鼠肺湿/干重比的影响

取各组小鼠右肺下叶，用预冷的生理盐水洗净表面

血渍，用滤纸吸干称重（湿重）后，放入70 ℃烘箱中烘烤

72 h，再次称重（干重）并计算肺湿/干重比：肺湿/干重

比＝肺湿重/肺干重。

2.4.3　铁皮石斛多糖对ALI模型小鼠肺组织病理形态

的影响

取各组小鼠右肺组织，放入 4%中性福尔马林中固

定24 h，再经梯度乙醇脱水、石蜡包埋后切片，分别进行

HE和Masson染色，观察肺组织病理形态学改变。

2.4.4　数据处理

采用SPSS17.0软件对数据进行统计分析。数据以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

2.4.5　结果

与空白对照组（8.38±1.25）比较，模型组小鼠肺湿/

干重比（16.90±2.19）显著升高（P＜0.01）；与模型组比

较，阳性对照组（9.83±1.29）和铁皮石斛多糖低、中、高

剂量组（14.85±2.08、11.80±1.82、10.43±1.14）小鼠肺

湿/干重比均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。

空白对照组小鼠肺组织结构完整清晰，无水肿现

象，肺泡间隔未见增厚；与空白对照组比较，模型组小鼠

肺泡结构严重受损，肺泡间隔明显增宽，大量炎症细胞

浸润及成纤维细胞增生；与模型组比较，阳性对照组和

铁皮石斛多糖低、中、高剂量组小鼠肺损伤情况均有不同

程度缓解，其中阳性对照组和铁皮石斛多糖高剂量组缓

解效果更好。结果见图3、图4。
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E.铁皮石斛多糖高剂量组

C.铁皮石斛多糖低剂量组

A.空白对照组

F.阳性对照组

D.铁皮石斛多糖中剂量组

B.模型组

→：炎症细胞。

图3　各组小鼠肺组织的HE染色显微图（标尺＝50 μm）

E.铁皮石斛多糖高剂量组

C.铁皮石斛多糖低剂量组

A.空白对照组

F.阳性对照组

D.铁皮石斛多糖中剂量组

B.模型组

→：成纤维细胞。

图4　各组小鼠肺组织的 Masson 染色显微图（标尺＝

50 μm）
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3　讨论
Box-Behnken响应面法可研究多个影响因素之间的

交互作用，并可结合回归分析对工艺条件进行合理优
化。传统的正交实验仅能处理离散的水平值，无法获得
整个区域中设定影响因素的最优组合和响应值的最优
值，而Box-Behnken响应面法可以克服上述缺陷。该法
通过理论分析和模拟验证，评价提取工艺的影响因素，

进而优化提取工艺参数。本研究通过单因素实验和
Box-Behnken响应面法优化得铁皮石斛多糖的最优提取
工艺为：料液比1∶25，提取时间1 h，提取温度58 ℃。该
工艺所得铁皮石斛多糖的平均提取率为37.75%（n＝3），

与预测值（38.63%）接近。

ALI是各种直接和间接致伤因素导致的肺泡上皮细
胞及毛细血管内皮细胞损伤，造成肺水肿，从而引发急
性低氧呼吸功能不全的临床综合征[10]。脂多糖是革兰
氏阴性菌细胞壁的主要成分，是一种内毒素，可以刺激
炎症因子和炎性介质的产生，引发机体炎症反应。本研
究采用气管滴注脂多糖的方式诱导建立小鼠ALI模型，

探讨铁皮石斛多糖对小鼠ALI的影响。结果显示，与空
白对照组比较，模型组小鼠肺湿/干重比显著升高，肺组

织可见肺泡结构严重受损、肺泡间隔明显增宽、大量炎

症细胞浸润及成纤维细胞增生等 ALI 病理特征，表明

ALI模型复制成功。与模型组比较，阳性对照组和铁皮

石斛多糖低、中、高剂量组小鼠肺湿/干重比均显著降低，

上述病理改变均有所缓解，可见铁皮石斛多糖对脂多糖

诱导的小鼠ALI有改善作用。

综上所述，本研究优化的铁皮石斛多糖提取工艺可

行，且所得多糖对小鼠ALI有一定的改善作用。
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