
很小或几乎没有) 因此( 有必要在了解药物结构的
基础上考察药物的加入对自乳化体系的影响)
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响应面法优化超声辅助碱提大花红景天多糖
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摘要$ 目的!采用响应面法优化超声辅助碱提大花红景天多糖) 方法!以大花红景天多糖得率为指标( 以Q2dD溶液
浓度* 超声时间和超声温度为因素( 按照>:̂)>/6S6B/6组合试验设计来优化提取工艺) 结果!最佳条件为Q2dD溶液
浓度 &K#’ 1:0AE( 超声温度 (+K"’ e( 超声时间 #+K#* 136( 得率达 #,K("!( 较水提法和超声波辅助水提法分别增加
了 "K’& 倍和 &K+% 倍) 结论!该方法可提高大花红景天多糖的得率)
关键词! 大花红景天$ 多糖$ 超声波$ 碱提$ 响应面法
中图分类号! I#*(K#!!!!!文献标志码! F!!!!!文章编号! "&&")"’#*"#&"8#&+)"(,’)&’
!"#!"&K%,8,AL$3MM6$"&&")"’#*K#&"8K&+K&"#
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Q2dDM:0R<3:6 9:69/Y<23:6( #+K#* 136 Z:YR0<Y2M:639<31/26\ (+K"’ e Z:YR0<Y2M:639</1[/Y2<RY/( <S/53/0\
Y/29S/\ #,K("!( _S39S _2M"K’& <31/M26\ &K+% <31/MS3;S/Y<S26 <S2<:X<236/\ X5_2</Y/̂<Y29<3:6 26\ R0<Y2M:6)
39_24/)2MM3M</\ _2</Y/̂<Y29<3:6( Y/M[/9<34/05$=AE=DC:>AE!.S3M1/<S:\ 926 369Y/2M/<S/53/0\ :Z[:05M29)
9S2Y3\/MZY:1H$8.’80( /3%)90(4("
F$G HA<B:! H$8.’80( /3%)90(4($ [:05M299S2Y3\/M$ R0<Y2M:639 _24/$ 20B2036/ /̂<Y29<3:6$ Y/M[:6M/
MRYZ29/1/<S:\

!!大花红景天H$8.’80( /3%)90(4(为药用多年生草
本植物( 在我国主要分布于西藏* 云南西北部* 四
川西部%"& ( 含有多糖* 黄酮* 红景天苷等化学成
分%#)%& ( 而红景天多糖作为其中一个重要组成部
分( 具有耐缺氧* 缓解疲劳* 抗癌* 抗辐射等作
用%()8& ) 对其提取方法主要是通过优化水提工艺和
超声辅助水提工艺%+)*& ) 其中( 碱液提取法能够使
植物细胞中可溶酸性多糖的溶出增加$从而提高得
率) 前期通过分离纯化( 已经得到大花红景天多糖
近纯品 "含有量占总多糖的 *&!以上#( 红外光谱
显示其结构中可能含有糖醛酸基团 "" +(& 91h"有
特征吸收峰#( 而且硫酸)卡唑法法呈阳性) 以上实
验结果均提示( 大花红景天中主要的多糖为酸性(
根据其自身化学性质可知( 用碱溶液提取可以增加
该成分的溶出( 提高得率) 同时( 考虑到碱液提取
对多糖结构有破坏作用( 故排除了常规碱水提取
"耗时较长# 和微波辅助 "瞬时温度较高# 碱水提
取( 而采用超声 "利用空化效应# 辅助碱提) 通
过研究Q2dD浓度* 超声时间* 超声温度 % 个因素
对多糖得率的影响( 选取合适的数值( 采用响应面
法设计( 最终确定最佳工艺条件( 为开发利用大花
红景天多糖提供一定理论参考)
IJ材料与方法
"K"!材料
"K"K"!药材与试剂!大花红景天根茎 "青海西宁
唐古风商贸有限公司( 编号 I=&"#( 保存于皖南
医学院药化教研室( 经皖南医学院生药学教研室包
淑云副教授鉴定为大花红景天 H$8.’80( /3%)90(4()
所用试剂均为分析纯 "国药集团化学试剂有限
公司#)
"K"K#!仪器与设备!bD)(&&@>型超声清洗仪
"昆山禾创科技有限公司#$ Oa)’"&& 型紫外可见
分光光度计 "上海元析有限公司#$ V2</YM#&" 型
凝胶色谱仪( 配备 #("& 型示差检测器 "美国
V2</YM公司#) @/M3;6)-̂[/Y<*K&K’ 软件)
"K#!方法
"K#K"!大花红景天多糖得率的计算

"K#K"K"!标准品的制备!选用 ?)* "吸附率最高(
为 ("K%+!# 进行初步脱色( 然后经多种方法进一
步纯化( 所得样品上凝胶高效渗透色谱 "流动相
为水( 体积流量 " 1EA136#( 示差检测分析( 其主
峰含有量达 ,,K’+!( 可作为标准品使用( 见图 ")
文献报道( 多糖的检测均以葡萄糖为标准( 忽略了
其水解后单糖组分比例以及对硫酸)苯酚反应性的
差异) 以分离得到的大花红景天多糖样品作为标准
品( 制定标准曲线时( 发现结果更加精确)

"$大花红景天多糖
"$[:05M299S2Y3\/MZY:1H$8.’80( /3%)90(4(

图 IJ凝胶渗透色谱图
Y#6QIJa&4+&3*&/(#"-’13"*/("63/*

"K#K"K#!标准曲线的绘制%,)"&&!将大花红景天多
糖标准品干燥后精密称取 #K& ;( 蒸馏水溶解( 置
于 "&& 1E量瓶定容( 即得多糖溶液) 分别移取
&K&* &K#* &K(* &K8* &K** "K& 1E置于试管中(
补充蒸馏水至 #K& 1E) 向每支试管中分别加入
"K& 1E’!苯酚溶液( 混匀( 再分别加入浓硫酸
’K& 1E( 静置 (& 136( 冷却至室温) 选择 (,& 61
波长( 根据成分质量浓度 "+# 和对应的吸光度
"A# 绘制标准曲线( 得方程 Ag&K&#& 8+q
&K&%( * "3g&K,,, +#)
"K#K"K%!精密度试验!精密吸取 8 份多糖标准品
溶液( 每份 " 1E( 按 +"K#K"K#, 项下方法操作(
测得吸光度I?@为 &K8’!( 表明仪器精密度良好)
"K#K"K(!稳定性试验!精密吸取 8 份多糖标准品
溶液( 每份 " 1E( 分别放置 "’* %&* (’* 8&* +’
和 ,& 136) 按 +"K#K"K#, 项下方法操作( 测得吸
光度I?@为 &K+’!( 表明在溶液在 ,& 136 内稳定
性良好)
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"K#K"K’!计算方法!精密称取大花红景天粉末
#K& ;( 加入 Q2dD溶液提取( 超声( 抽滤( 滤液
滴加D=0中和( +’!乙醇醇沉( 过滤( 得到沉淀(
干燥后称定质量( 蒸馏水定容( 按 +"K#K"K#, 项
下法测定其吸光度( 计算多糖得率( 公式为多糖得
率g " c# iA" AA## Ac" i"&&!) 其中( c" 为样
品粉末质量 ";#( c# 为 +’!乙醇醇沉后所得沉淀
"粗多糖# 质量 ";#( A" 为所测吸光度( A# 为不
同质量浓度粗多糖溶液对应标准曲线上的吸光度)
"K#K#!响应面法设计!根据 >:̂)>/6S6B/6 中心
组合方案%""& ( 参照单因素试验选择合适数值( 优
化大花红景天多糖提取工艺( 并对结果进行
验证)
KJ实验过程及结果
#K"!单因素试验("#)"8)

#K"K"!Q2dD溶液浓度对得率的影响!称取大花
红景天粉末 #K& ;( 料液比 " r"’( 超声温度选择
(’ e( 超声时间选择 "& 136( 以 &K"&* &K#’*
&K’&* "K&&* "K’& 1:0AEQ2dD溶液进行超声提
取( 结果见图 #) 由图可知( 随着 Q2dD溶液浓度
增加( 多糖得率也相应上升$ 当浓度过高时( 多糖
得率可能因其降解而下降) 因此( 用 &K’ 1:0AE
Q2dD溶液进行提取)

图 KJE/A@溶液浓度对得率的影响
Y#6QKJ$%%&’("%E/A@)"4,(#"-’"-’&-(3/(#"-"-7#&4!

#K"K#!超声温度对得率的影响!称取大花红景天
粉末 #K& ;( 料液比 " r"’( Q2dD溶液浓度
&K’ 1:0AE( 超声时间 "& 136( 在 %’* (’* ’’* 8’*
+’ e温度下进行超声提取( 结果见图 %) 由图可
知( 温度升高有利于溶剂穿透植物细胞膜( 使多糖
溶出率增加) 开始阶段( 多糖得率不断增加( 但当
温度升高至 ’’ e左右后反而开始下降( 可能是温
度较高时( 超声提取在一定程度上破坏了多糖结
构( 使其降解( 导致提取率下降) 因此( 超声温度
控制在 ’’ e)
#K"K%!超声时间对得率的影响!称取大花红景天
粉末 #K& ;( 料液比 " r"’( Q2dD溶液浓度
&K’ 1:0AE( 超声温度 ’’ e( 分别提取 "&* #&*

图 LJ超声温度对得率的影响
Y#6QLJ$%%&’("%,4(3/)"-#’(&*+&3/(,3&"-7#&4!

%&* (&* ’& 136( 结果见图 () 由图可知( 时间延
长有助于碱液渗透进细胞( 使化学成分更容易溶
出( 从而增加多糖得率( 但时间过长可能会促使其
降解( 导致得率反而下降) 因此( 选择超声时间为
#& 136)

图 MJ超声时间对得率的影响
Y#6QMJ$%%&’("%,4(3/)"-#’(#*&"-7#&4!

#K#!响应面法设计
#K#K"!因素和水平的选择!根据 >:̂)>/S6B/6 试
验设计原理%""& ( 选择 Q2dD溶液浓度 "F#* 超声
时间 ">#* 超声温度 "=# 作为考察因素( 结合
单因素试验( 进行 % 因素 % 水平工艺优化) 因素水
平见表 ")

表 IJ因素水平
;/5QIJY/’("3)/-!4&R&4)

因素
水平

h" & "
FQ2dDA"1:0.Eh"# &K#’ &K’ "K&
>超声时间A136 "& #& %&
=超声温度Ae (’ ’’ 8’

#K#K#!试验设计和结果!以 +#K#K", 项下 % 个
因素为自变量( 多糖得率 "J# 为响应值进行优
化) 试验设计和结果见表 #)
!!利用@/M3;6)-̂[/Y<软件对表 # 数据进行回归分
析( 得到回归方程 Jg"’K#’ h+K,(Aq"K%&Gh
#K8#+h%K&%AGq%K++ A+q&K#*G+q#K#(A# h
#K*#G# h%K,%+#) 方差分析 "表 %# 显示( F* =*
F>* F=* >#* =# 均有显著性差异 "Fk&K&"#(
表明这 % 个因素对于多糖得率的影响并不是简单的
线性关系) 同时( 失拟项不显著 "Fl&K&’#( 表
明该模型拟合度较好( 可以用于分析和预测得率)
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表 KJ试验设计和结果
;/5QKJB&)#6-/-!3&),4()"%(&)()

试验号 F > = 多糖得率A!
" & " " +K#(
# & & & "8K+#
% & & & "8K*,
( " h" & 8K*8
’ & & & "(K",
8 & & & "(K",
+ " & " ’K+’
* & & & "(K#*
, & " h" ,K’(
"& h" h" & "+K&(
"" h" & " "%K+’
"# h" " & #*K’(
"% " & h" ’K*%
"( h" & h" #*K,&
"’ & h" h" "&K%#
"8 " " & 8K#(
"+ & h" " 8K,"

表 LJ方差分析
;/5QLJ9-/47)#)"%R/3#/-’&

方差来源 平方和 自由度 均方 R值 F值
模型 +*’K(+ , *+K#+ "+K"% &K&&& 8
F ’&(K*% " ’&(K*% ,,K&, k&K&&& "
> "%K8& " "%K8& #K8+ &K"(8 %
= ’(K*" " ’(K*" "&K+8 &K&"% ’
F> %8K+# " %8K+# +K#" &K&%" %
F= ’8K+* " ’8K+* ""K"( &K&"# (
>= &K%" " &K%" &K&8 &K*"# *
F# #"K&( " #"K&( (K"% &K&*" 8
># %%K(+ " %%K(+ 8K’+ &K&%+ (
=# 8’K"& " 8’K"& "#K+* &K&&, &
残差 %’K88 + ’K&, ’ ’
失拟项 #+K8# % ,K#" (K’* &K&*+ *
纯误差 *K&( ( #K&" ’ ’
总和 *#"K"% "8 !’ !’ !’

#K#K%!因素间的交互作用!图 ’ c+ 为 % 个因素的
响应面分析图及等高线图) 由图可知( Q2dD溶液
浓度的影响程度最大( 但当其大于 &K#’ 1:0AE时(
得率反而减少$ 超声温度在 (’ c’& e时( 得率随
着温度的增加而增加( 但超过 ’& e时反而降低$
当超声提取 "& c#’ 136 时( 得率随着时间的延长
而增加( 但 #’ 136 后变化不明显( 反而略呈下降
趋势)

综上所述( 最佳条件为 Q2dD 溶液浓度
&K#’ 1:0AE( 超 声 温 度 (+K"’ e( 超 声 时 间
#+K#* 136( 多糖得率达 #,K’#!)
#K#K(!验证实验!根据响应面法优化所得的工艺
条件( 进行 % 次验证试验$测得多糖得率分别为
#,K"%!* #,K(’!* #,K8’!( 平均值为 #,K("!

图 VJE/A@溶液浓度和超声时间对得率的影响
Y#6QVJ$%%&’()"%E/A@)"4,(#"-’"-’&-(3/(#"-/-!,48

(3/)"-#’(#*&"-7#&4!

图 UJE/A@溶液浓度和超声温度对得率的影响
Y#6QUJ$%%&’()"%E/A@)"4,(#"-’"-’&-(3/(#"-/-!,48
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"I?@g&K*,!#( 与理论预测值 "#,K’#!# 接
近( 说明该模型可靠)
#K#K’!工艺对比实验!对水提法%+&和超声辅助水
提法%*&的最优条件进行考察( 测得平均得率分别
为 ""K+’! "I?@g&K’(!# 和 "8K,*! "I?@g
&K*#!#) 由此可知( 本实验多糖得率 "#,K("!#
较以上 # 种传统方法分别提高了 "K’& 倍和
&K+% 倍)
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图 WJ超声时间和超声温度对得率的影响
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LJ结论
通过响应面法优化设计( 结合 @/M3;6)-̂[/Y<

软件进行分析和处理( 得到大花红景天多糖超声辅
助碱提的最佳工艺条件为以 &K#’ 1:0AEQ2dD溶液
为溶剂( 提取温度控制在 (+K"’ e( 超声提取
#+K#* 136( 而且该方法得率明显优于传统的水提
法以及超声辅助水提法) 究其原因( 可能与该植物
中主要的多糖结构包含酸性基团有关)
MJ讨论

选择制得的大花红景天多糖作为标准品进行检
测时发现( 其含有量测定结果比以往用葡萄糖检测
时稍高) 因此( 大花红景天自身所含多糖较单一葡
萄糖更能准确反映该植物的真实情况( 更适合用于
质量控制)

从得率上来看( 超声碱提法有着明显优势( 但
考虑到超声会不可避免地破坏多糖结构( 从而影响
其药效( 故工艺结合药效的研究必不可少) 今后(
本实验将会对多种提取工艺得到的提取物进行相关

活性检测( 以确定其对药效的影响)
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