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摘　要　为确定提取老鹳草鞣质的合理生产工艺, 及为药物复配提供药理学依据, 采用水回流法、水温浸法、

丙酮回流法、冷浸搅拌法和乙醇回流法进行了老鹳草鞣质的提取试验; 采用M T T 方法检测了不同工艺生产

的老鹳草鞣质对ConA 和L PS 刺激鸡外周血中淋巴细胞增殖反应的影响。试验结果表明: 水温浸法、丙酮回

流法和乙醇回流法鞣质得率和质量分数均较高, 考虑经济因素则水温浸法为好。除乙醇回流法外的 4 种方法

提取的老鹳草鞣质在质量浓度较低时对 ConA 诱导的鸡外周血 T 淋巴细胞及L PS 诱导的B 淋巴细胞的增殖

均有显著的促进作用。
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Abstract　To determ ine a reasonalbe ex tract ion techno logy and p rovide a reliab le pharm

aco logic base fo r the comp lex ra t io of the trad it ional Ch inese m edicine, ex tract ion of T ann in s

from H erba Geran ium by w ater ref lux, w arm 2w ater imm ersion, acetone so lu t ion reflux,

co ld2w ater imm ersion w ith st ir and alcoho l so lu t ion reflux w ere carried ou t. T he effects of

H erba Geran ium T ann in s p roduced by differen t ex tract ion techno logy w ere invest iga ted on

ch icken lymphocyte p ro lifera t ion in v itro w ith M T T m ethod. T he resu lts show ed that the

ex tract ion yield and con ten t of tann in s ex tracted by w arm 2w ater imm ersion, acetone so lu t ion

reflux and alcoho l so lu t ion reflux w ere all h igher, the m ethod of w arm 2w ater imm ersion w as

bet ter on the basis of co st. Excep t the m ethod of alcoho l so lu t ion reflux, the tann in s

ex tracted by the o ther 4 m ethods increased m arkedly the ConA and L PS2induced

p ro lixfera t ion of T and B lymphocytes respect ively under low concen tra t ion.
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老鹳草是我国的传统中药, 来源于　牛儿苗科植物　牛儿苗 (E rod ium step han ianum

W illd)及老鹳草 (Geran ium w ilf ord ii M ax im. )的干燥地上部分[1 ]。其主要化学成分包括鞣质、



黄酮类、有机酸和挥发油等, 其中的鞣质尤为丰富。鞣质是一种具有沉淀蛋白质特性的水溶性

多元酚类化合物, 不仅具有常见的收敛、抗菌消炎、止血、驱虫、止泻、抗多种病原虫感染性疾病

的作用, 还具有抗肿瘤、抗突变、抗脂质过氧化、抗变态反应, 抑制胃蛋白酶, 预防应激性胃肠损

伤, 降压、降脂, 改善肝肾功能等功用, 并对中枢神经系统有镇静作用[2 ]。

目前, 国内对老鹳草鞣质提取分离的研究报道较少。由于鞣质遇酸、碱, 及在高温条件下不

稳定, 文献中对其提取方法的报道分歧也较大。老鹳草中药理活性成分较多, 不同提取工艺直

接影响其药效。笔者通过淋巴细胞转化试验对 5 种不同提取工艺生产的老鹳草鞣质对鸡免疫

细胞的影响进行了研究, 旨在研究鞣质的提取工艺和方法, 为确定合理的生产工艺和药物复配

提供药理学依据[3～ 5 ]。

1　材料与方法

111　原材料及仪器

原料: 老鹳草, 购于北京市海淀区医药经营公司。

试验动物: 55 日龄健康AA 肉仔鸡。

试剂: 蒸馏水为实验室自制; 皮粉、乙醇、丙酮、乙酸乙酯等均为A R 级; Perco ll 细胞分层

液为 Pharm acia 公司产品; R PM I 1640 培养基和 SD S 为 Gibcob rl 公司产品; L PS (细菌脂多

糖) , ConA (刀豆素A )和M T T (噻唑蓝)均为 Sigm a 公司产品。

仪器设备: 回流提取装置, 实验室自制; 微型植物粉碎机, 河北黄骅齐家务科学仪器厂生

产; AB 204 B 型电子分析天平, 瑞士梅特勒公司生产; 101A 2型电热恒温干燥箱, 上海实验仪

器总厂生产; R E 52AA 旋转蒸发器, 上海亚荣生化仪器厂生产; 细胞培养板、酶标仪, 丹麦产。

112　鞣质的提取工艺

为了解不同提取工艺条件对鞣质提取效果的影响, 选用不同溶剂进行了冷浸提取、温浸提

取及回流提取。各取老鹳草粗粉 20 g, 分别按如下工艺进行。

工艺A : 水回流法。用蒸馏水回流提取 2 次, 第 1 次提取 2 h, 加入蒸馏水 10 倍量 (溶质质

量为 1 倍量, 下同) , 第 2 次提取 115 h, 加入蒸馏水 6 倍量。合并滤液, 真空浓缩, 干燥并粉碎得

样品 GT 1。

工艺B: 丙酮回流法。用体积分数 60◊ 的丙酮溶液回流提取 2 次, 第 1 次提取 2 h, 加入丙

酮溶液 10 倍量, 第 2 次提取 115 h, 加入丙酮溶液 6 倍量。合并滤液, 真空浓缩, 干燥并粉碎得

样品 GT 2。

工艺C: 冷浸搅拌法。加入 10 倍量室温蒸馏水, 在打浆机中快速搅拌 2m in, 滤出滤液后再

将滤渣加水 6 倍量, 快速搅拌 2m in, 合并滤液, 真空浓缩, 干燥并粉碎得样品 GT 3。

工艺D: 温浸法。在 50 ℃下水浴温浸 2 次, 各提取 30m in。水的加入量第 1 次为 10 倍量,

第 2 次 6 倍量。合并滤液, 真空浓缩, 干燥并粉碎得样品 GT 4。

工艺 E: 乙醇回流法。用体积分数为 60◊ 的乙醇溶液回流提取 2 次: 第 1 次提取 2 h, 加入

乙醇溶液 10 倍量, 第 2 次提取 115 h, 加入乙醇溶液 6 倍量。合并滤液, 真空浓缩, 干燥并粉碎

得样品 GT 5。

113　鞣质质量分数测定方法

皮粉法, 按 2000 年版《中国药典》附录所述的鞣质质量分数测定法进行。
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114　免疫试验方法[6 ]

用R PM I 1640 培养基分别将获得的 5 种鞣质提取物 GT 1～ GT 5 配成 2 m gõmL - 1含药培

养液, 于 4 ℃保存。

无菌采鸡心脏外周血 4～ 5 mL , 肝素抗凝 (25 单位õmL - 1 ) ; 用相对密度 11063 的无菌

Perco ll 细胞分层液分离淋巴细胞。将制备好的 5×106 鸡淋巴细胞加入 96 孔细胞培养板,

50 ΛLõ孔- 1 , 然后加入待测药液使其终质量浓度分别为 5, 25 和 50 ΛgõmL - 1; 以L PS, ConA 分

别作为 T ,B 淋巴细胞丝裂原, 质量浓度分别为 2215 和 45 ΛgõmL - 1。每个样品做 3 孔平行样,

置于 40 ℃ CO 2 体积分数为 5◊ 的条件下培养 48 h, 每孔加入M T T 10 ΛL , 继续培养 4 h 后每

孔加入质量分数为 20◊ 的 SD S 90 ΛL , 12 h 后用酶标仪测定A 540nm值, 数据用 SPSS 软件进行

统计。

2　结果与讨论

211　不同提取工艺对鞣质提取效果的影响

图 1　提取工艺对鞣质得率和质量分数的影响

鞣质属多羟基酚类化合物, 具有较强的

极性, 且遇热易氧化变性, 故选用极性较大的

水和有机溶剂水溶液进行冷浸、温浸和回流

提取, 结果见图 1。可以看出, 用水冷浸虽不

会破坏有效成分, 但浸出率差; 用水回流提

取, 虽能提高浸出率, 但杂质含量高且易导致

鞣质变性。水温浸法、丙酮回流法和乙醇回流

法所得提取物鞣质得率和质量分数都较高,

若考虑经济因素, 则水温浸法比较好。采用不

同方法得到的提取物的成分存在很大差异, 从而造成产品药理作用的差异, 故根据药理效果筛

选和确定合理生产工艺, 才能保证产品的药效。

212　不同工艺提取物的免疫效果试验

国内对老鹳草鞣质免疫作用的研究很少, 相应征等研究了老鹳草鞣质对小鼠耳廓皮肤迟

发性超敏反应、佐剂性关节炎继发病变和网状内皮系统吞噬功能的影响, 认为老鹳草鞣质对小

鼠免疫系统的某些环节有抑制作用[7 ]。T ,B 淋巴细胞是动物体中参与免疫应答的重要细胞类

群, ConA , L PS 在体外可以分别刺激 T , B 淋巴细胞增殖, 其刺激指数是测定细胞免疫能力的

常用指标。

试验结果见表 1。GT 1 对ConA 诱导的鸡外周血 T 淋巴细胞及L PS 诱导的B 淋巴细胞的

增殖均无明显的促进作用。GT 2, GT 3, GT 4, GT 5 在质量浓度较低时对ConA 诱导的鸡外周血

T 淋巴细胞及L PS 诱导的B 淋巴细胞的增殖均有极显著的促进作用, 但随着样品质量浓度的

增高, 作用有所减弱, 这种现象有待进一步研究。在质量浓度较高时, GT 1 和 GT 3 对L PS 诱导

的B 淋巴细胞的增殖均有明显的抑制作用。
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表 1　老鹳草鞣质对鸡外周血 T, B 淋巴细胞的增殖作用

样　品 ΘöΛgõmL - 1
A 540nm值

ConA (Θ= 45 ΛgõmL - 1) L PS (Θ= 2215 ΛgõmL - 1)

CK (对照) 0 01730±01052 01769±01019

GT 1

5

25

50

01781±01057

01792±01023

01740±01009

01805±01020

01773±01006

01691±01012#

GT 2

5

25

50

01888±010143 3

01822±010203 3

01755±01019

01882±010413 3

01774±01005

01716±01015

GT 3

5

25

50

01860±010293 3

01782±01006

01715±01084

01873±010323 3

01759±01021

01629±01018#

GT 4

5

25

50

01869±010293 3

01803±010203

01766±01040

01880±011903 3

01822±010063 3

01721±01022

GT 5

5

25

50

01889±010203 3

01804±010253

01747±01018

01870±010273 3

01823±010243 3

01736±01025

　 　　注: D uncan 测验。3 为 P < 0105 (促进作用) , 3 3 为 P < 0101 (促进作用) , # 为 P < 0105 (抑制作用)。

3　结　论

5 种提取方法中, 水温浸法、丙酮回流法和乙醇回流法所得提取物鞣质得率和质量分数都

较高, 考虑经济因素, 水温浸法是比较好的提取方法。丙酮回流法、冷浸搅拌法、水温浸法和水

回流法提取的老鹳草总鞣质在质量浓度较低时 (Θ= 5◊ ) 对 ConA 诱导的鸡外周血 T 淋巴细

胞, 及L PS 诱导的B 淋巴细胞的增殖均有极显著的促进作用。这一结论可在免疫药物或增强

剂复配时作为参考。
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