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摘要： 目的　 优化杨桃 Ａｖｅｒｒｈｏａ ｃａｒａｍｂｏｌａ Ｌ． 根多糖提取工艺， 并评价其体外活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以

提取温度、 提取时间、 料液比为影响因素， 多糖提取率为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 然后， 酶标板法考察多

糖抗氧化活性及其对 α⁃葡萄糖苷酶的抑制作用。 结果　 最佳条件为提取温度 ７０ ℃， 提取时间 ３０ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ３０，
多糖提取率 １􀆰 ９３％ 。 多糖对 ＡＢＴＳ·＋、ＤＰＰＨ·的 ＥＣ５０值分别为 ０􀆰 １０、 ０􀆰 ３３ ｍｇ ／ ｍＬ， 对 α⁃葡萄糖苷酶的抑制率高于阿卡

波糖。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取具有较强抗氧化活性、 抑制 α⁃葡萄糖苷酶作用的杨桃根多糖。
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　 　 杨桃根为酢浆草科五敛子属植物杨桃 Ａｖｅｒｒｈｏａ
ｃａｒａｍｂｏｌａ Ｌ． 的根或根皮， 其味酸、 涩， 性平， 具

有祛风除湿、 行气止痛、 涩精止带的功效［１］， 含

有类型丰富的活性成分［２⁃６］， 其中多糖具有降血

糖、 抗氧化作用［５⁃７］。
糖尿病是以持续高血糖为主要生化特征的综合

代谢性疾病， 发病率持续增加， 目前我国患病人数

已居世界第一［８］。 α⁃葡萄糖苷酶是食物中碳水化

合物水解的关键酶， 相关抑制剂通过抑制其活性来

阻滞多糖、 双糖水解， 延缓葡萄糖吸收， 从而使血

糖平稳缓慢地维持在一定水平［９］， 部分植物多糖

已证实具有较强抑制活性［１０⁃１２］， 但杨桃根多糖相

关研究尚无报道。 因此， 本实验将优化杨根多糖提

取工艺， 并评价其体外活性， 以期为该成分开发利

用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＲＥ⁃５２ＡＡ 旋转蒸发器 （上海亚荣生化

仪器厂）； 酶标仪 （美国伯腾仪器有限公司）；
ＢＳＡ２２４Ｓ 电子天平 （北京赛多利斯仪器系统有限

公司）； 恒温水浴器 （金坛市医疗仪器厂）； ＰＨ 计

（德 国 赛 多 利 斯 公 司 ）； 微 量 移 液 器 （ 德 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。
１􀆰 ２　 药材　 杨桃根于 ２０１５ 年 ６ 月采于广西南宁，
经广西中医药大学朱意麟实验师鉴定为酢浆草科五

敛子属植物杨桃 Ａｖｅｒｒｈｏａ ｃａｒａｍｂｏｌａ Ｌ． 的根， 粉碎

过 ４０ 目筛后备用。
１􀆰 ３　 试剂　 维生素 Ｃ 购自天津博迪化工股份有限

公司； １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼 （ ＤＰＰＨ）、 ２，
２⁃联氮⁃二 （ ３⁃乙 基⁃苯 并 噻 唑⁃６⁃磺 酸 ） 二 铵 盐

（ＡＢＴＳ） 购自上海伊卡生物技术有限公司； 过硫酸

钾购自中国医药集团上海化学试剂公司； α⁃葡萄糖

苷酶、 ４⁃硝基苯⁃α⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 阿卡波糖购

自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； Ｄ⁃ （＋） ⁃葡萄糖购自国药集团

化学试剂有限公司。 所有试剂均为分析纯。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 药材预处理 　 称取药材粉末 ６００ ｇ， 加入

３ ０００ ｍＬ 石油醚回流提取 ３ 次， 每次 １ ｈ， 药渣挥

干， 加入 ９５％ 乙醇 ３ ０００ ｍＬ 回流提取 ３ 次， 每次

１ ｈ， 药渣挥干， 得到药渣 ５５５ ｇ。
２􀆰 ２　 多糖含有量测定

２􀆰 ２􀆰 １　 线性关系考察　 精密吸取不同体积葡萄糖

对照品溶液 （０􀆰 １０ ｍｇ ／ ｍＬ） 于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 蒸

馏水定容， 摇匀， 精密吸取 ２ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 具塞试

管中， 加入苯酚 １ ｍＬ、 浓硫酸 ８ ｍＬ， 摇匀， 冷却，

静置 ３０ ｍｉｎ； 另取 ２ ｍＬ 蒸馏水同法操作， 作为空

白参比， 在 ４８５ ｎｍ 波长下测定吸光度。 以吸光度

为纵坐标 （Ａ）， 溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进

行回归， 得方程为 Ａ ＝ １０􀆰 ０４５Ｘ ＋ ０􀆰 ０５４ ０６ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９９ １）， 在 ０􀆰 ０１０ ～ ０􀆰 ０６０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好

的线性关系。
２􀆰 ２􀆰 ２　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 精密度试验 　 精密吸取 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 多

糖溶液 ６ 份， 每份 １􀆰 ５ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 具塞试管

中， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法测定吸光度， 测得其

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ４０％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 稳定性试验 　 精密吸取 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 多

糖溶液 １􀆰 ５ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 具塞试管中， 按

“２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法测定吸光度， 每隔 ３０ ｍｉｎ １ 次，
测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ６４％ ， 表明溶液在 ３ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 重复性试验 　 精密称取药材 ５ 份， 每份

１ ｇ， 按 “２􀆰 １” 项下方法预处理后将药渣挥干， 加

入 ５０ ｍＬ 蒸馏水煎煮 ２ 次， 每次 １ ｈ， 过滤得到水

提液， 定容至 １００ ｍＬ 量瓶中， 精密量取 １􀆰 ５ ｍＬ 于

１０ ｍＬ 具塞试管中， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法测定吸

光度， 测得其 ＲＳＤ 为 １􀆰 ５７％ ， 表明该方法重复性

良好。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４ 　 加 样 回 收 率 试 验 　 精 密 吸 取 ５ 份

０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ多糖溶液， 每份 ５ ｍＬ， 加入 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ
对照品溶液 １􀆰 ５ ｍＬ， 定容至 １０ ｍＬ， 按 “２􀆰 ２􀆰 １”
项下方法测定吸光度， 测得其平均加样回收率为

９８􀆰 １０％ ， ＲＳＤ 为 ５􀆰 ５１％ 。
２􀆰 ３　 单因素试验

２􀆰 ３􀆰 １　 提取时间 　 精密称取适量药渣 （Ｍ１）， 置

于 ２５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 加入料液比 １ ∶ ３０ 的蒸

馏水， 超声 （４０ ｋＨｚ、 ２００ Ｗ） 处理 ２０、 ３０、 ４０、
５０、 ６０ ｍｉｎ， 每组平行 ３ 次。 所得提取液过滤， 滤

液减压浓缩至约 １０ ～ １５ ｍＬ， 加入 ４ 倍量无水乙醇

至含醇量为 ８０％ ， 静置过夜， 抽滤， 沉淀用无水

乙醇、 乙醚、 丙酮各 ５ ～ １０ ｍＬ 洗涤， 减压干燥，
得到多糖， 精密称定质量 （Ｍ２）， 计算提取率， 公

式为提取率 ＝Ｍ２ ／ Ｍ１ ×１００％ ， 结果见图 １。 由图可

知， 随着提取时间延长， 多糖提取率逐渐上升， 在

５０ ｍｉｎ 时最高， 为 １􀆰 ８５％ ， 但继续延长时反而明

显下降， 故选择 ３０～５０ ｍｉｎ 作进一步优化。
２􀆰 ３􀆰 ２　 提取温度　 精密称取适量药渣于 ２５０ ｍＬ 具

塞锥形瓶中， 加入料液比 １ ∶ ３０ 的蒸馏水， 提取温

度 ５０、 ６０、 ７０、 ８０、 ９０ ℃， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 每

１３０２
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图 １　 提取时间对多糖提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

组平行 ３ 次， 提取液过滤， 按 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下方法

计算多糖提取率， 结果见图 ２。 由图可知， 随着提

取温度升高， 多糖提取率缓慢增加， 在 ６０ ～ ７０ ℃
之间最高， 但继续升高时反而明显下降， 故选择

５０～７０ ℃作进一步优化。

图 ２　 提取温度对多糖提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２􀆰 ３􀆰 ３　 料液比　 精密称取适量药渣于 ２５０ ｍＬ 具塞

锥形瓶中， 加入料液比 １ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、
１ ∶ ４０、 １ ∶ ５０ 的蒸馏水， 提取温度 ７０ ℃， 超声处

理 ３０ ｍｉｎ， 每 组 平 行 ３ 次， 提 取 液 过 滤， 按

“２􀆰 ３􀆰 １” 项下方法计算多糖提取率， 结果见图 ３。
由图可知， 料液比 １ ∶ ２０、 １ ∶ ４０ 时多糖提取率最

高， 但 １ ∶ ５０ 时明显下降， 可能是后期处理过程中

提取液过多而造成多糖损失， 故选择料液比

１ ∶ ２０～１ ∶ ４０ 作进一步优化。

图 ３　 料液比对多糖提取率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

２􀆰 ４　 正交试验　 在单因素试验基础上， 选择提取

时间 （ ３０、 ４０、 ５０ ｍｉｎ ）、 提取 温 度 （ ５０、 ６０、
７０ ℃）、 料液比 （１ ∶ ２０、 １ ∶ ３０、 １ ∶ ４０） 作为影

响因素， 多糖提取率作为评价指标， 设计 Ｌ９ （３４）
正交试验， 每组 ３ 个平行。 结果见表 １， 方差分析

见表 ２。
表 １　 试验设计及结果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ

试验号
因素

Ａ（温度 ／ ℃） Ｂ（提取时间 ／ ｍｉｎ） Ｃ（料液比） Ｄ（空白）
多糖提取

率 ／ ％
１ １（５０） １（３０） １（１ ∶ ２０） １ １􀆰 ３５
２ １（５０） ２（４０） ２（１ ∶ ３０） ２ １􀆰 ５８
３ １（５０） ３（５０） ３（１ ∶ ４０） ３ １􀆰 ２７
４ ２（６０） １（３０） ２（１ ∶ ３０） ３ １􀆰 ８２
５ ２（６０） ２（４０） ３（１ ∶ ４０） １ １􀆰 ６３
６ ２（６０） ３（５０） １（１ ∶ ２０） ２ １􀆰 ５５
７ ３（７０） １（３０） ３（１ ∶ ４０） ２ １􀆰 ７４
８ ３（７０） ２（４０） １（１ ∶ ２０） ３ １􀆰 ６６
９ ３（７０） ３（５０） ２（１ ∶ ３０） １ １􀆰 ８８
Ｔ１ ４􀆰 ２０ ４􀆰 ９１ ４􀆰 ５６ ４􀆰 ８６ —
Ｔ２ ５􀆰 ００ ４􀆰 ８７ ５􀆰 ２８ ４􀆰 ８７ —
Ｔ３ ５􀆰 ２８ ４􀆰 ７０ ４􀆰 ６４ ４􀆰 ７５ —
Ｋ１ １􀆰 ４０ １􀆰 ６４ １􀆰 ５２ １􀆰 ６２ —
Ｋ２ １􀆰 ６７ １􀆰 ６２ １􀆰 ７６ １􀆰 ６２ —
Ｋ３ １􀆰 ７６ １􀆰 ５７ １􀆰 ５５ １􀆰 ５８ —
Ｒ ０􀆰 ３６ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ２４ ０􀆰 ０４ —

表 ２　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ ０􀆰 ２０９ ２ ０􀆰 １０５ ７０􀆰 ８６ ＜０􀆰 ０５
Ｂ ０􀆰 ００８ ２ ０􀆰 ００４ ２􀆰 ８０ ＞０􀆰 ０５
Ｃ ０􀆰 １０４ ２ ０􀆰 ０５２ ３５􀆰 １３ ＜０􀆰 ０５

Ｄ（空白） ０􀆰 ００３ ２ ０􀆰 ００１ — —

　 　 注：Ｆ０􀆰 ０５（２，２）＝ １９􀆰 ００

　 　 由表 １ 可知， 各因素影响程度依次为提取温

度＞料液比＞提取时间， 最优工艺为 Ａ３Ｂ１Ｃ２， 即提

取温度 ７０ ℃， 提取时间 ３０ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ３０。
由表 ２ 可知， 提取温度、 料液比具有显著影响

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而提取时间无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 验证试验 　 按照优化工艺进行提取， 平行 ３
次， 测 得 多 糖 提 取 率 分 别 为 １􀆰 ９２％ 、 １􀆰 ８７％ 、
１􀆰 ９９％ ， 平均 １􀆰 ９３％ ， 表明工艺稳定性良好。
２􀆰 ６　 多糖精制及光谱分析 　 采用 Ｓｅｖａｇ 法对多糖

溶液进行除蛋白［１３］， 向脱蛋白多糖溶液中加入 １％
双氧水进行脱色， 再向溶液中加入乙醇至含醇量为

８０％ ， ４ ℃下静置过夜， 离心， 沉淀用丙酮、 乙醇

分别洗涤， ５０ ℃ 下烘干， 即得精制多糖。 然后，
将其配成 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ， 紫外分光光度法在 ２００ ～

２３０２
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４００ ｎｍ波长范围内扫描， 发现在 ２６０、 ２８０ ｎｍ 处均

无明显吸收峰， 表明不含核酸和蛋白质［１４］。
２􀆰 ７　 多糖体外活性研究

２􀆰 ７􀆰 １　 清除 ＡＢＴＳ·＋ 　 将７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＴＳ 水溶液和

２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 过硫酸钾水溶液等体积混合， 在室温

下避光反应， 静置过夜， 形成自由基贮备液， 超纯

水将其稀释成工作液， 在 ３０ ℃、 ７３４ ｎｍ 波长下的

吸光度为 ０􀆰 ７０±０􀆰 ０２。 加入 ２００ μＬ ＡＢＴＳ 自由基工

作液和 ５０ μＬ 多糖溶液， 作为样品组； 以等体积超

纯水代替多糖溶液， 作为对照组； 以等体积超纯水

代替 ＡＢＴＳ 自由基工作液， 作为空白组， 混合１０ ｓ，
１５ ｍｉｎ 后读取 ７３４ ｎｍ 下吸光度， 每组平行 ３ 次，

计算清除率， 公式为清除率 ＝ ［ １ －
Ａ１－Ａ２

Ａ０
］ ×

１００％ ， 其中 Ａ１ 为样品组吸光度， Ａ２ 为空白组吸光

度， Ａ０ 为对照组吸光度， 结果见图 ４。 由图可知，
多糖清除能力随着其质量浓度升高而逐渐增加， 在

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时清除率达到 １００％ ， ＥＣ５０为 ０􀆰 １０ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ４　 多糖对 ＡＢＴＳ·＋清除率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ＡＢＴＳ·＋

２􀆰 ７􀆰 ２　 清除 ＤＰＰＨ·　 取多糖溶液、０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＰＰＨ 自由基溶液各 １００ μＬ， 作为样品组； 以等体

积无水乙醇代替 ＤＰＰＨ 自由基溶液， 作为空白组；
以等体积蒸馏水代替多糖溶液， 作为对照组， 每组

平行 ３ 次， 混合均匀后常温下避光反应 ３０ ｍｉｎ， 于

５１７ ｎｍ 波长处测定吸光度， 按 “２􀆰 ７􀆰 １” 项下方法

计算清除率， 结果见图 ５。 由图可知， 在 ０􀆰 ２ ～
２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ范围内多糖对 ＤＰＰＨ·的清除率随着其

质量浓度增加而不断升高，ＥＣ５０为 ０􀆰 ３３ ｍｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ７􀆰 ３　 抑制 α⁃葡萄糖苷酶 　 以 ｐＨ ６􀆰 ８ 磷酸缓冲

液配制不同质量浓度的多糖溶液和阿卡波糖溶液，
设置样品反应孔、 样品对照孔、 空白反应孔、 空白

对照孔， 每个质量浓度平行 ３ 次， 反应孔中依次加

入样品溶液和 α⁃葡萄糖苷酶， 对照孔中依次加入

空白缓冲液 （ｐＨ ６􀆰 ８ 磷酸缓冲液） 和 α⁃葡萄糖苷

酶， 振荡 ３０ ｓ， 恒温 （３７ ℃） 孵育 １０ ｍｉｎ， 各孔

图 ５　 多糖对 ＤＰＰＨ·清除率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ
ＤＰＰＨ·

加入底物（对硝基苯酚葡萄糖苷）， 振荡３０ ｓ， 恒温

（３７ ℃） 孵育 ２０ ｍｉｎ， 再加入 Ｎａ２ＣＯ３ 溶液终止反

应， 在 ４０５ ｎｍ 波长处测定吸光度 （Ａ） 值， 计算

抑 制 率， 公 式 为 抑 制 率 ＝ ［ １ －
样品反应孔 ＯＤ 值－样品对照孔 ＯＤ 值
空白反应孔 ＯＤ 值－空白对照孔 ＯＤ 值

］ × １００％ ，

结果见表 ３。 由表可知， 多糖对 α⁃葡萄糖苷酶有较

强的体外抑制活性， 强于同等质量浓度下的阳性药

阿卡波糖。
表 ３　 多糖对 α⁃葡萄糖苷酶的抑制作用

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ α⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ

质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 多糖抑制率 ／ ％ 阿卡波糖抑制率 ／ ％
０􀆰 １２５ ９４􀆰 ７ １２􀆰 ３
０􀆰 ０６３ ７９􀆰 ７ １０􀆰 ２
０􀆰 ０３１ ５８􀆰 ０ ５􀆰 ８

３　 讨论与结论

本实验通过正交试验优化杨桃根多糖提取工

艺， 发现该方法操作简便， 易于推广应用。 再对多

糖进行精制处理和体外活性研究， 发现该成分有较

强的体外抗氧化活性， 对 ＡＢＴＳ·＋的清除能力接近

维生素 Ｃ，而且同等质量浓度下对 α⁃葡萄糖苷酶的

体外抑制作用强于阳性对照药阿卡波糖。
α⁃葡萄糖苷酶抑制剂类药物已被推荐为治疗Ⅱ

型糖尿病的一线用药， 目前仅有阿卡波糖、 伏格列

波糖、 米格列醇 ３ 个药物成功上市， 并应用于临

床。 本实验对杨桃根多糖抑制 α⁃葡萄糖苷酶活性

进行评价， 从新角度发现了其医药价值。
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摘要： 目的　 制备柚皮素纳米混悬剂， 并考察其体内药动学行为。 方法　 高压均质法制备纳米混悬剂后， 测定其粒

径、 ＰＤＩ、 Ｚｅｔａ 电位、 累积释放度。 然后， 研究纳米混悬剂体内药动学行为， 计算主要药动学参数。 结果　 纳米混悬

剂平均粒径为 （１６１􀆰 ６７±４􀆰 ２３） ｎｍ， ＰＤＩ 为 ０􀆰 １０５±０􀆰 ０１１， Ｚｅｔａ 电位为 （－３０􀆰 ４７±１􀆰 １５） ｍＶ， ４０ ｍｉｎ 内累积释放度大

于 ９０％ 。 与原料药比较， 纳米混悬剂 ｔｍａｘ显著缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｃｍａｘ、 ＡＵＣ０～ ｔ、 ＡＵＣ０～∞ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 相对生

物利用度增加了 １􀆰 ８６ 倍。 结论　 纳米混悬剂可有效改善柚皮素体内吸收， 明显提高其生物利用度。
关键词： 柚皮素； 纳米混悬剂； 制备； 体内药动学行为； 高压均质法
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