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蒙药耧斗菜多糖提取方法及
质量分数测定的研究①
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摘要:目的:优选蒙药耧斗菜多糖的提取方法,并测定其质量分数.方法:用回流法与超声法提取蒙药耧斗菜多糖,

用硫酸-苯酚法测定其多糖质量分数,设计正交试验优化超声提取法.结果:2种提取方法得到的蒙药耧斗菜粗多糖

均为棕色粉末,回流法粗多糖产率为3.47%,多糖质量分数为6.86mg/g,超声法得到的粗多糖产率为2.61%,多

糖质量分数为18.90mg/g;正交试验优选出的超声提取条件为:料液比1∶20,超声时间60min,超声温度50℃,

超声功率80W.结论:回流法提取得到的粗多糖产量高,多糖质量分数低,提取时间较长,操作步骤多;超声法得

到的粗多糖产量低,多糖质量分数高,提取时间较短,操作步骤较为简便.后者更适合于植物多糖的质量分数测定.
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蒙药耧斗菜(AquilegiaviridifloraPall.)是毛茛科耧斗菜属植物,生长于海拔200~2300m的山地路

旁、河边或潮湿草地,主要分布于东北、华北及陕西、宁夏、甘肃、青海和内蒙古等地.目前蒙医临床和蒙

药生产企业使用的“乌日勒其-额布斯”均为耧斗菜 [1].蒙药耧斗菜具有通经活血、催产、下胎衣、愈伤、
止痛等功效,主治月经不调、经血淋漓不止、胎盘滞留、腹痛、刃伤等[2].多糖是一种普遍存在于植物细胞

壁及细胞中的成分,是由许多单糖通过α 苷键、β 苷键或α,β 苷键等组成的高分子有机化合物.各种多

糖组成不同,单糖间的连接方式也不同,其独特的组成结构与性质是构成多糖重要药理活性的基础.相关

研究证明[3-5]植物多糖具有免疫调节、抗肿瘤、抗衰老、抗辐射、抗病毒及降血糖等多种功能.目前植物、
药物中多糖的质量分数均以样品所含葡萄糖的质量分数来表示,质量分数测定方法多用分光光度法,粗多

糖的制备主要用水提醇沉法.本文对蒙药耧斗菜多糖的提取方法及质量分数测定进行了研究,通过对比回

流水提醇沉法与超声水提醇沉法的提取结果,设计正交试验,对超声提取法进行了提取工艺的优化,拟为

提升蒙药耧斗菜的质量标准、进一步研究其药效物质基础提供理论依据.

1 材料与仪器

1.1 材 料

1.1.1 药 材

蒙药耧斗菜采集于呼和浩特市大青山小井沟,经内蒙古医科大学药学院李骁博士鉴定为毛茛科植物耧

斗菜(AquilegiaviridifloraPaLL.)全草,且留有凭证标本.
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试剂:葡萄糖对照品(上海市国药集团化学试剂有限公司),无水乙醇,碳酸氢钠,丙酮,乙醚,氯仿,
正丁醇,浓硫酸,苯酚,铝片,均为分析纯试剂.
1.1.2 仪 器

TU-1901型紫外分光光度计(北京普析仪器有限公司);KH5200DE型数控超声波清洗器(昆山禾创超声

仪器有限公司);TG328B型电子分析天平(上海天平厂);循环水式多用真空泵JHZ-DⅢ;旋转蒸发仪;等.

2 实验方法

2.1 蒙药耧斗菜粗多糖的提取

2.1.1 回流水提醇沉法[6]

称取蒙药耧斗菜粉末,置于圆底烧瓶中,加入95%乙醇浸泡6h,回流2h以除去单糖和低聚糖等干扰

成分,抽滤,药渣晾干.精密称定10g药渣加入150mL蒸馏水浸泡6h后加热微沸回流提取2h,趁热抽

滤,得棕色滤液,将滤渣再次回流提取、抽滤,合并2次滤液,将滤液用旋转蒸发仪浓缩至约80mL,加入

Sevage试剂除去蛋白,在提取液中加入无水乙醇至乙醇体积分数约85%,放置过夜、抽滤,滤渣依次用无

水乙醇、丙酮和无水乙醚分别洗涤3次,得棕色蒙药耧斗菜粗多糖粉末,干燥后置真空干燥器中备用.实验

分别进行5次,计算平均产率.
2.1.2 超声水提醇沉法

称取蒙药耧斗菜粉末,加入适量95%乙醇溶液,超声提取1h,离心,弃去上清液,同样的操作再进行

一次.药渣加150mL蒸馏水超声提取1h,离心,再提取一次,合并两次提取液,浓缩滤液至80mL左右,
加入Sevage试剂除去蛋白,加入无水乙醇至提取液的乙醇体积分数约85%,放置过夜,离心,沉淀用无水

乙醇,丙酮和无水乙醚依次洗涤3次,得棕色耧斗菜粗多糖粉末,干燥后置于干燥器中备用.实验分别进行

5次,计算平均产率.
2.2 对照品标准曲线的制作

2.2.1 5%苯酚试剂的制备

称取苯酚100g,加入铝片0.1g与碳酸氢钠0.05g,蒸馏.收集179~181℃馏分,称取12.5g,置于

250mL棕色瓶中加水溶解、定容,放于4℃冰箱内备用.
2.2.2 对照品溶液的配制7]

精密称取干燥衡重的葡萄糖标准品50mg,用水定容于100mL容量瓶中.精密量取该溶液20mL置

于100mL容量瓶中,加水定容,即得对照品溶液.
2.2.3 测定波长的选择

取对照品和供试品溶液,经苯酚 硫酸试剂显色后,分别在400~600nm波长范围内进行扫描,测定结

果显示两者在486nm波长处均有最大吸收峰,故选择486nm作为质量分数测定波长.
2.2.4 标准曲线的制备

精密量取0.10,0.20,0.40,0.60,0.80,1.00mL对照品溶液,分别置于10mL量管中,各加蒸馏水至

2.0mL,再分别加入5%苯酚溶液1.0mL摇匀,迅速加入浓硫酸5.0mL摇匀,暗处放置5min,待冷却

至室温后,置于60℃水浴中加热20min,取出,冰水冷却至室温,以蒸馏水作为空白对照,在486nm波

长处测定吸收值,以吸光度为纵坐标,葡萄糖质量浓度为横坐标,绘制标准曲线,确定回归方程.
2.3 蒙药耧斗菜多糖质量分数的测定[8-9]

精密称取回流法制得的蒙药耧斗菜粗多糖0.20g,加水定容于10mL容量瓶中备用.精密称取超声法

制得的蒙药耧斗菜粗多糖0.05g,加水定容于10mL容量瓶中备用.精密量取2种粗多糖溶液各1mL,分

别加水定容于50mL容量瓶中,精密量取该溶液各2mL,分别置于10mL量管中,以蒸馏水作为空白对

照,按标准曲线项下方法测定吸光度,通过回归方程计算葡萄糖的质量.每个样平行做3次,按下式计算它

们的多糖质量分数:

回流法多糖质量分数=
样品中含葡萄糖质量

样品中含粗多糖质量÷3.47%
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超声法多糖质量分数=
样品中含葡萄糖质量

样品中含粗多糖质量÷2.61%
由测得的吸光度带入回归方程计算葡萄糖的质量分数,再由体积换算出葡萄糖的质量;样品所含粗多糖的

质量除以产率即为样品的质量.
2.4 方法学考查

精密度实验:精密量取对照品溶液5份,每份2mL,按照标准曲线项下操作,测定吸光度,计算多糖

的质量分数.
稳定性实验:分别取对照品溶液及2种粗多糖溶液各2mL,按照标准曲线项下方法操作,每隔20min

测定一次吸光度,观察实验在显色后的140min内的稳定性.
2.5 超声提取正交实验

2.5.1 供试品溶液的制备及多糖质量分数的测定

精密称取蒙药耧斗菜粉末1g,放置于带盖锥形瓶中,加入20mL95%乙醇溶液超声提取1h,抽

滤,弃去上清液,同一方法再进行一次.药渣按正交实验设计定量超声提取2次,合并2次提取液,定容

于100mL容量瓶中.精密量取该溶液10mL,置于25mL容量瓶中,加水定容作为供试品溶液.精密量

取供试品溶液2mL,按标准曲线项下方法测定吸光度,计算多糖质量分数.
2.5.2 超声提取正交试验设计[10-11]

在超声提取条件下,以多糖的质量分数作为考察指标,以样品与溶剂的料液比(因素A)、超声时间

(因素B)、超声温度(因素C)、超声功率(因素D)为考察因素,在预实验的基础上设计如下四因素三水

平的正交试验L9(34),优选蒙药耧斗菜多糖的超声提取条件,每个水平平行进行3次,取其平均值.试
验设计见表1.

表1 L9(34)正交设计水平因素表

水 平
因      素

A 料液比 B 超声时间/min C 超声温度/℃ D 超声功率/W

1 1∶15 40 40 80

2 1∶20 50 50 90

3 1∶25 60 60 100

3 结果与分析

3.1 2种方法制得的粗多糖产率

由表2可知,回流法制得的粗多糖平均产率为3.47%,RSD为1.52%.超声法制得的粗多糖平均产率

为2.61%,RSD为2.02%.结果显示,回流法比超声法提取得到的蒙药耧斗菜粗多糖产率高.
表2 2种提取方法制得的蒙药耧斗菜粗多糖产率

方法 序号 药材质量/g 粗多糖质量/g 产率/% 平均产率/% RSD/%

回流 1 10.0 0.348 3.48 3.47 1.52

2 10.0 0.349 3.49

3 10.0 0.340 3.40

4 10.0 0.344 3.44

5 10.0 0.354 3.54

超声 1 10.0 0.276 2.76 2.61 2.02

2 10.0 0.267 2.67

3 10.0 0.262 2.62

4 10.0 0.271 2.71

5 10.0 0.263 2.63
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图1 葡萄糖标准曲线图

3.2 对照品标准曲线及回归方程

以吸光度为纵坐标、葡萄糖质量浓度为横坐标绘

制标准曲线,得回归方程为

A=2.8156C+0.0937   R2=0.9992
结果表明,葡萄糖对照品在0.01~0.10mg/mL范围

内线性关系良好.标准曲线见图1所示.
3.3 蒙药耧斗菜多糖的质量分数

2种提取方法得到的蒙药耧斗菜多糖质量分数结

果见表3.
由表3可见,2种方法制得的粗多糖,超声法比

回流法多糖质量分数高,即超声法制得的粗多糖纯

度较高.
表3 2种提取方法得到的蒙药耧斗菜多糖质量分数

方法 序号 吸光度
葡萄糖质量浓度/

(μg·mL-1)
多糖质量分数/

(mg·g-1)
平均质量分数/

(mg·g-1)
RSD/

%
回流法 1 0.315 78.61 6.82 6.86 0.67

2 0.316 78.95 6.85
3 0.318 79.66 6.91

超声法 1 0.297 72.60 18.80 18.90 0.46
2 0.298 72.94 18.95
3 0.298 72.94 18.95

3.4 方法学考察结果

精密度实验结果:5份对照品溶液测得的吸收值RSD为0.71%,表明仪器精密度良好.
稳定性实验结果:在实验时间内分别测得的吸收值对照品RSD为0.30%,回流法粗多糖RSD为1.25%,

超声法粗多糖RSD为0.94%,表明对照品及2种方法制得的粗多糖溶液在显色后的140min内均稳定.
3.5 正交实验结果

按“2.5.2”项下设计的水平因素正交表进行正交实验,结果见表4,正交试验的方差分析结果见表5.
表4 超声提取正交试验结果

试验号
因     素

料液比 超声时间 超声温度 超声功率

质量分数/

(mg·g-1)
1 1 1 1 1 11.86
2 1 2 2 2 14.20
3 1 3 3 3 12.56
4 2 1 2 3 17.94
5 2 2 3 1 16.88
6 2 3 1 2 15.19
7 3 1 3 2 14.48
8 3 2 1 3 12.78
9 3 3 2 1 18.16
K1 38.62 44.28 39.83 46.90
K2 50.01 43.86 50.30 43.87
K3 45.42 45.91 43.92 43.28
k1 12.87 14.76 13.28 15.63
k2 16.67 14.62 16.77 14.62
k3 15.14 15.30 14.64 14.43
R 3.80 0.68 3.49 1.20

4 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第39卷



表5 正交试验的方差分析结果

变异来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方和 F p

(A) 21.90 2 10.95 28.08 <0.05

(B) 0.78 2 0.39 1.00

(C) 18.57 2 9.29 23.81 <0.05

(D) 2.52 2 1.26 3.24

误差 0.78 2

  注:F0.05(2,2)=19.00.

由表4正交实验结果及极差分析结果可知,4种因素对超声提取蒙药耧斗菜多糖影响从大到小依次为

RA,RC,RD,RB,即料液比、超声温度、超声功率、超声时间;优选水平为A2B3C2D1,即料液比1∶20,超

声时间60min,超声温度50℃,超声功率80W.由表5方差分析结果检验在95%可信程度下断定A,C对

实验结果有显著影响,B,D没有,这与极差分析结果一致.

3.6 验证试验

精密称取3份蒙药耧斗菜粉末,每份1g,按照超声水提醇沉的提取方法,在超声优选条件即料液比

1∶20、超声时间60min、超声功率80W、超声温度50℃下进行提取,3次测得多糖的质量分数分别为

19.40mg/g,19.38mg/g,19.33mg/g,平均质量分数为19.37mg/g,RSD为0.19%.而超声提取正交

试验结果显示(表4),按第9组条件提取蒙药耧斗菜多糖的质量分数最高,为18.16mg/g,可见超声优

化后的提取条件提取率更高.

4 结 论

本文对提取蒙药耧斗菜多糖的2种方法进行了研究对比,回流水提醇沉法制得的粗多糖平均产率为

3.47%,多糖质量分数是6.86mg/g;超声水提醇沉法制得的粗多糖平均产率为2.61%,多糖质量分数是

18.90mg/g.可见回流法制得的粗多糖产率较高,多糖质量分数较低;超声法制得的粗多糖产率较低,但

多糖质量分数则是回流法的2.7倍之多.比较发现,超声法不但可以降低提取温度,节省提取时间,简化提

取步骤,而且得到的粗多糖杂质较少,纯度较高,具有推广应用价值.
鉴于超声法的诸多优点,本文在比较了上述2种提取多糖方法的同时,对超声水提醇沉法进行了工艺

优化研究,通过四因素三水平正交实验,确定影响蒙药耧斗菜多糖超声提取的主要因素依次为料液比、超

声温度、超声功率、超声时间,优选条件是A2B3C2D1,即料液比1∶20,超声时间60min,超声温度

50℃,超声功率80W.以优化后的提取条件提取多糖,其平均质量分数可达19.37mg/g.该提取条件也可

推广应用于其他植物多糖的提取.

参考文献:
[1] 朱亚民.内蒙古植物药志(第一卷)[M].呼和浩特:内蒙古人民出版社,2000:380-383.
[2] 国家中医药管理局中华本草编辑委员会.中华本草(蒙药卷)[M].上海:上海科学技术出版社,2004:401-402.
[3] 孙明晓,赵 婷,高 昂,等.耧斗菜属药学研究进展 [J].辽宁中医药大学学报,2011,13(4):83-84.
[4] 沈 飞,冯 旌,窦文轩,等.天然多糖类药物检验及临床应用现状 [J].中国当代医药,2011,18(31):14-15.
[5] 申利红,王建森,李雅,等.植物多糖的研究及应用进展 [J].中国农学通报,2011,27(2):349-352.
[6] 云学英,罗素琴,吴宁远,等.珍珠梅花及茎中多糖含量测定及成分分析 [J].内蒙古医学院学报,2006:28(5):

422-424.
[7] 竺佳佳,郑军献,程 林.正交实验法优选树舌多糖提取工艺 [J].中国中医药科技,2014,21(5):527-528.
[8] 陈鸿英,朱永智,吴乃居等.朝鲜淫羊藿多糖的含量测定 [J].中草药,2003,34(9):810-811.
[9] 张 文,周延生.黄芩中多糖的提取及含量分析 [J].微量元素与健康研究,2004;21(2):21-22.

5第2期       云学英,等:蒙药耧斗菜多糖提取方法及质量分数测定的研究



[10]颜祖弟,李芸达,张照平,等.纤维素酶法提取葶苈子多糖的工艺研究 [J].化学世界,2014,55(2):80-82,128.
[11]吴 敬,王英丽,包海泉,等.海红果多糖的超声提取工艺研究 [J].内蒙古农业大学学报,2013,34(3):141-145.

ExtractionOptimizationandMassFraction
DeterminationofPolysaccharideinMongolian

MedicineAquilegiaviridifloraPall.

YUNXue-ying, WANGJian-hua, LICheng-lin,
KUANGYuan-yuan, LI Zhen, HANShi-qiang

CollegeofPharmacy,InnerMongoliaMedicalUniversity,Hohhot010110,China

Abstract:Objective:ThepaperistooptimizetheextractionconditionsofpolysaccharideinAquilegiaviri-
difloraPall.,andtodeterminateitsmassfraction.Methods:ThepolysaccharidewasextractedfromAq-
uilegiaviridifloraPall.byrefluxextractionandultrasonicextraction.ThemassFractionwasdetermina-
tedbyphenol-sulfuricasidmethod,andultrasonicextractionwasoptimizedbytheorthogonaltest.Re-

sults:ThebrownpowderofcrudepolysaccharidecanbeobtainedfromAquilegiaviridifloraPall.inboth
methods.Byusingrefluxmethod,3.47%crudepolysaccharidewith6.86mg/gmassfractionofpolysac-

charidescanbedetected,while2.61%crudepolysaccharidewith18.90mg/gmassfractionofpolysaccha-

ridescanbedetectedinultrasonicextraction.Inaddition,thebestconditionsofultrasonicextractionareas

follows:solid-liquidratio1∶20,extractiontime60min,extractiontemperature50℃,andultrasonic

power80W.Conclusion:Theultrasonicextractionismuchbettertodetectmassfractiondeterminationof

theplantpolysaccharide.Contrarytotherefluxmethod,theultrasonicextractioncanobtainlesscrude

polysaccharideandmoremassfractionofpolysaccharideswithlesstime.

Keywords:AquilegiaviridifloraPall.;polysaccharide;extraction;orthogonaltest;massfraction
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