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微波提取龙须藤多糖的最佳条件研究

汪艳娟１，朱倩倩１，叶蕻芝２，徐两军１，许雪琴１
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２．福建中医药大学 中西医结合研究院，福建 福州　３５０１０８）

摘　要：选取微波功率、提取温度、提取时间和料液比作为因素，以毛细管电泳 －紫外检测测定龙须藤多糖水解产
物中的单糖峰面积总和为指标，通过单因素和正交试验，对提取条件进行了优化．结果表明，最大影响因素为微波
功率，其次为提取温度，再次为提取时间，最后为料液比．最优提取条件为微波功率６００Ｗ，提取温度７０℃，提取时
间２５ｍｉｎ，料液比１：３５．
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　　龙须藤（ＢａｕｈｉｎｉａｃｈａｍｐｉｏｎｉｉＢｅｎｔｈ．）系双子叶
植物豆科羊蹄甲属植物多年生藤，又名羊蹄藤、九龙

藤、五花血藤、梅花入骨丹，具有祛风湿、行血气等功

效，主治跌打损伤、风湿骨痛、心胃气痛［１］．我国东
南沿海植物资源丰富，龙须藤分布广泛．文献报道龙
须藤中含有黄酮、氰苷、没食子酸等成分［２－４］．此外，
龙须藤中还含有糖类成分，只是文献报道较少，仅叶

蕻芝等［５］测定了龙须藤中的多糖含量．本文采用微
波协同萃取仪提取龙须藤中多糖成分，通过单因素

和正交试验优化了龙须藤多糖提取的条件，经

ｓｅｖａｇｅ法脱蛋白［６］、醇沉［７］获得龙须藤多糖，以８－
氨基萘基 －１，３，６－三磺酸二钠盐（ＡＮＴＳ）为衍生
剂［８－９］，对其多糖水解产物进行衍生，首次借助毛细

管电泳（ＣＥ）－紫外检测（ＵＶ）测定了龙须藤多糖中
的７种还原性单糖，旨在为研究龙须藤糖类成分提
供理论依据．

１　实验部分
１．１　仪器与试剂

Ｐ／ＡＣＥＭＤＱＣａｐｉｌｌａｒｙＥｌｅｃｔｒｏｐｈｒｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ（美
国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，ＵＶ检测器）；石英毛细管

（河北永年光导纤维厂）；ＤＫ－８Ｄ型电热恒温水槽
（上海一恒科技有限公司）；ＰＨＳ－３Ｃ型精密酸度计
（上海大普仪器有限公司）；ＭＩＬＬＩ－Ｑ超纯水系统
（美国ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司）；ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发仪（上
海亚荣生化仪器厂）；ＤＺＦ－６０５０型真空干燥箱（上
海一恒科技有限公司）；ＭＡＳ－Ⅱ微波萃取／合成工
作站 （２４５０ＭＨｚ，上海新仪微波化学技术有限公
司）；ＨＣ－２０６４高速离心机（科大创新股份有限公
司中佳分公司）．

龙须藤采自福建福州永泰县青云山地区（经福

建中医药研究院鉴定），由福建中医药大学叶蕻芝

老师提供．氰基硼氢化钠 （ＮａＢＨ３ＣＮ，Ｐｕｒｉｔｙ：
９５％）、Ｄ－葡萄糖（Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ，Ｇｌｕ，Ｐｕｒｉｔｙ

!

９９５％）、Ｄ－阿拉伯糖（Ｄ－ａｒａｂｉｎｏｓｅ，Ａｒａ，Ｐｕｒｉｔｙ
!

９９．５％）均购于 Ｓｉｇｍａ公司；鼠李糖（ｒｈａｍｎｏｓｅ，
Ｒｈａ）、半乳糖（ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｇａｌ）、Ｄ－木糖（Ｄ－ｘｙｌｏｓｅ，
Ｘｙｌ）、Ｄ－葡萄糖醛酸（Ｄ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｃｉｄ，ＧｌｕＡ）、
Ｄ－半乳糖醛酸（Ｄ－ｇａｌａｃｔｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＧａｌＡ）均购于
中国药品生物制品检定所，供含量测定用；８－氨基
萘基－１，３，６－三磺酸二钠盐（８－ａｍｉｎｏｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ
－１，３，６－ｔｒｉｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＮＴＳ，Ｐｕｒｉｔｙ：９８．０％）
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购于上海阿拉丁公司；冰乙酸（ＣＨ３ＣＨ２ＣＯＯＨ，成都
市科龙化工试剂厂，水分 ０．２％）、浓磷酸（Ｈ３ＰＯ４，
汕头市达濠精细化学品公司，８５％）、二水合磷酸二
氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ，国药集团化学试剂有限公
司，ＡＲ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，水分０．５％）、无水乙
醇（

!

９９．７％）、正丁醇（
!

９９．７％）、氢氧化钠（
!

９６．０％）均购于天津市福晨化学试剂厂，无水乙醚
（
!

９９．５％）、丙酮（
!

９９．５％）均购于上海化学试
剂总厂，盐酸（３６％ ～３８％）购于泉州东海试剂有限
公司，上述试剂均为分析纯．
１．２　标准溶液配制

准确称取上述７种单糖，分别溶于２．００ｍＬ二
次水，配成５．００ｍｍｏｌ／Ｌ溶液．各取单糖二次水溶液
０．２００ｍＬ混合均匀，制备成混合标准溶液，存于冰
箱保存．
１．３　龙须藤多糖的提取

称取龙须藤５．００ｇ，加入一定量的水，微波设定
温度、时间、功率提取．提取液抽滤，滤液７０℃浓缩
至５．００ｍＬ，ｓｅｖａｇｅ法（氯仿与正丁醇的体积比为４
∶１）多次脱蛋白至有机层澄清，分离上层液，浓缩
至３．００ｍＬ，加入乙醇至乙醇浓度为８０％，４℃冰箱
静置１２ｈ，离心，８０％乙醇洗涤沉淀物数次除去单
糖，离心，沉淀物再用无水乙醇、乙醚、丙酮洗涤数

次，６０℃烘箱干燥，即得龙须藤粗多糖．
１．４　水解多糖样品溶液的制备

准确称取龙须藤粗多糖样品粉末９．０ｍｇ装入
水解管中．加入１．０ｍＬＨＣｌ（１．５ｍｏｌ／Ｌ），充 Ｎ２后
封管，置于１０５℃水解４ｈ．水解液经过滤后用饱和
ＮａＯＨ中和，定容至２．５０ｍＬ后，待用．
１．５　ＣＥ测试样品的制备

分别移取单糖混合标准溶液或样品溶液０．２００
ｍＬ，依次加入０．２００ｍＬ含ＡＮＴＳ为２５ｍｍｏｌ／Ｌ的醋
酸水溶液（醋酸与水的体积比为３∶１７）、０．２００ｍＬ
含氰基硼氢化钠为１２５ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲基亚砜溶液，
超声混匀．６０℃下水浴加热 １．５ｈ，得到单糖的
ＡＮＴＳ衍生产物．每次测定时用水稀释到适当的浓
度并用０．４５μｍ的微孔滤膜过滤后测定．
１．６　ＣＥ测定条件

石英毛细管（６０ｃｍ×５０μｍ ×３７０μｍ，有效长
度５０ｃｍ）；８０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸 －磷酸二氢钠（ｐＨ
２１０）为运行缓冲液，进样时间：０．５ｐｓｉ×１２ｓ，分离
电压－２０ｋＶ，检测波长２１４ｎｍ．

２　结果与讨论
２．１　单糖的ＣＥ测定

在最佳毛细管电泳分离条件下，对单糖衍生物

混合溶液进行毛细管电泳分析，其电泳谱图见图１
（ａ）．测得其日内、日间重现性如表１所示，各物质
迁移时间的日内相对标准偏差（ＲＳＤ）在０．２１％ ～
０．２４％之间，日间 ＲＳＤ在０．６６％ ～０．７１％之间；峰
面积日内 ＲＳＤ在１．９％ ～２．７％之间，日间 ＲＳＤ在
２．７％～７．６％之间，说明该方法的重现性良好．不同
提取条件下的龙须藤多糖水解后，经 ＡＮＴＳ衍生，借
助毛细管电泳－紫外检测测定龙须藤多糖水解产物
（其电泳谱图见图１（ｂ）），以单糖峰面积总和为指
标，优化龙须藤多糖提取工艺．

图１　标准品（ａ）及龙须藤多糖（ｂ）直接水解
样品的电泳图

１ＡＮＴＳ－Ｄ－木糖；２ＡＮＴＳ－Ｄ－阿拉伯糖；
３ＡＮＴＳ－Ｄ－葡萄糖；４ＡＮＴＳ－Ｄ－葡萄糖醛酸；
５ＡＮＴＳ－Ｌ－鼠李糖；６ＡＮＴＳ－半乳糖；７ＡＮＴＳ－Ｄ
－半乳糖醛酸．
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆＳｔａｎｄａｒｄｓ（ａ）ａｎｄ

ｄｉｒｅｃｔｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ｂ）
ｏｆＢａｕｈｉｎｉａｃｈａｍｐｉｏｎｉｉＢｅｎｔｈｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

１ＡＮＴＳ－Ｄ－Ｘｙｌ，２ＡＮＴＳ－Ｄ－Ａｒａ，３ＡＮＴＳ－Ｄ
－Ｇｌｕ，４ＡＮＴＳ－Ｄ－ＧｌｕＡ，５ＡＮＴＳ－Ｒｈａ，６
ＡＮＴＳ－Ｇａｌ，７ＡＮＴＳ－Ｄ－ＧａｌＡ．

２．２　微波提取时间的选择
固定料液比 １∶２５，微波功率 ５００Ｗ，提取温

度７０℃，转速３００ｒ／ｍｉｎ，考察微波提取时间的影
响．实验结果（见图 ２）表明提取时间超过 ２５
ｍｉｎ，总峰面积有下降趋势，可能是微波提取时间
过长对多糖提取成分造成破坏，故单因素最优提

取时间为２５ｍｉｎ．

３９
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表１　单糖衍生物混合溶液日内重现性（ｎ＝５）
和日间重现性（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｐｒｅｓｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄｉｎｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝５）ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝３）

分析物
日内ＲＳＤ／％

迁移时间 峰面积

日间ＲＳＤ／％
迁移时间 峰面积

Ｄ－Ｘｙｌ ０．２１ １．９ ０．６８ ２．７
Ｄ－Ａｒａ ０．２３ １．９ ０．６８ ４．２
Ｄ－Ｇｌｕ ０．２２ ２．７ ０．６６ ６．３
Ｄ－ＧｌｕＡ ０．２２ ２．３ ０．６８ ４．６
Ｒｈａ ０．２２ ２．０ ０．６９ ６．９
Ｇａｌ ０．２３ ２．０ ０．６９ ７．６

Ｄ－ＧａｌＡ ０．２４ ２．７ ０．７１ ６．７

图２　提取时间对多糖提取率的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２．３　提取料液比的选择
固定微波功率 ５００Ｗ，提取时间 ２５ｍｉｎ，转速

３００ｒ／ｍｉｎ，提取温度７０℃，考查料液比对多糖提取
的影响．实验结果（见图３）表明料液比小时，多糖提
取率低，可能是提取不完全；随着料液比增大提取率

提高，但料液比为１∶４０时，提取率有所降低，且增大
了浓缩难度，故单因素最优提取料液比为１∶２５．
２．４　微波功率的选择

固定料液比为１∶２５，提取时间２５ｍｉｎ，转速３００
ｒ／ｍｉｎ，提取温度７０℃，考查微波功率的影响．实验
结果（见图４）表明，微波功率为５００～７００Ｗ之间时
提取率达到最高且稳定，考虑微波功率大有可能破

坏提取成分，故单因素最优提取功率为５００Ｗ．
２．５　提取温度的选择

固定微波功率 ５００Ｗ，提取时间 ２５ｍｉｎ，转速
３００ｒ／ｍｉｎ，料液比１∶２５，考察提取温度的影响．实验
结果（见图５）表明，温度过低，有可能提取不充分；

而提取温度太高，提取液沸腾，会对提取成分造成破

坏，故单因素最优提取温度选取６０℃．
２．６　正交试验设计

在单因素考查的基础上，以微波提取时间、料液

　　　

图３　料液比对多糖提取率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｓｏｌｉｄｔｏｌｉｑｕｉｄ
ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

图４　微波功率对多糖提取率的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒ

ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

图５　提取温度对多糖提取率的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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比、微波功率和提取温度为因素，设计４因素、３水
平的 Ｌ９（３

４）试验，见表２．正交实验结果见表３．从
极差Ｒ值分析可以看出 ＲＣ＞ＲＤ＞ＲＡ＞ＲＢ，故微波
提取龙须藤多糖最大影响因素为微波功率，其次为

提取温度，再次为提取时间，最后为料液比．得到最
优提取条件为Ｃ２Ｄ２Ａ３Ｂ３，即６００Ｗ、７０℃、２５ｍｉｎ、
１∶３５．
２．７　龙须藤粗多糖的测定和回收率实验

称取龙须藤样品３份，按最佳提取工艺提取龙
须藤多糖，龙须藤中平均粗多糖含量为７．５ｍｇ／ｇ．
用毛细管电泳测得龙须藤粗多糖中木糖、阿拉伯糖、

葡萄糖、葡萄糖醛酸、鼠李糖、半乳糖、半乳糖醛酸的

含量分别为７．０、１３．４、１８．６、６．０、１６．２、３１．４、１６．３
ｍｇ／ｇ．为了评价本法用于分析实际样品的可行性，
对龙须藤多糖水解糖类成分进行了回收率测定，其

测定结果详见表４．由表４可见，龙须藤多糖水解糖
类成分中７种糖类化合物的回收率基本满足了分析
方法的要求．

３　结论
本文首次用毛细管电泳－紫外检测测定龙须藤

多糖水解产物中的７种还原性单糖成分，通过四因

表２　正交试验的因素水平表
Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平 Ａ时间／ｍｉｎ Ｂ料液比／（ｇ／ｍＬ） Ｃ功率／Ｗ Ｄ温度／℃

１ １５ １∶２５ ５００ ６０
２ ２０ １∶３０ ６００ ７０
３ ２５ １∶３５ ７００ ８０

表３　正交试验结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

因素 Ａ时间 Ｂ料液比 Ｃ功率 Ｄ温度 实验结果

实验１ １ １ １ １ １０９４０
实验２ １ ２ ２ ２ １３６８４
实验３ １ ３ ３ ３ １０２５３
实验４ ２ １ ２ ３ １２３１６
实验５ ２ ２ ３ １ １０２１０
实验６ ２ ３ １ ２ １３７４１
实验７ ３ １ ３ ２ １２８４８
实验８ ３ ２ １ ３ １１６９６
实验９ ３ ３ ２ １ １４９９１
均值１ １１６２６ １２０３５ １２１２６ １２０４７
均值２ １２０８９ １１８６３ １３６６４ １３４２４
均值３ １３１７８ １２９９５ １１１０４ １１４２２
极差Ｒ １５５３ １１３２ ２５６０ ２００３

表４　龙须藤多糖中糖类物质回收率
Ｔａｂｌｅ４　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍＢａｕｈｉｎｉａｃｈａｍｐｉｏｎｉｉＢｅｎｔｈ

分析物 低加标浓度／（μｇ／ｍＬ） 回收率／％ 中加标浓度／（μｇ／ｍＬ） 回收率／％ 高加标浓度／（μｇ／ｍＬ） 回收率／％

Ｄ－Ｘｙｌ ０．８９ ７５．３ １．７９ ８３．６ ３．５７ ８４．６
Ｄ－Ａｒａ ０．８９ ８３．８ １．７９ ８０．０ ３．５７ ９２．１
Ｄ－Ｇｌｕ １．０７ ９１．６ ２．１４ １０９ ４．２８ １１６
Ｄ－ＧｌｕＡ １．１５ ８６．０ ２．３１ ８２．３ ４．６２ ８０．４
Ｒｈａ １．０８ ９２．７ ２．１６ ９２．９ ４．３２ １０６
Ｇａｌ １．０７ ７４．１ ２．１４ ８６．９ ４．２８ ８５．１

Ｄ－ＧａｌＡ １．１５ ７５．４ ２．３１ ８４．５ ４．６２ ９６．２
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素三水平正交试验，得到了龙须藤多糖微波提取的

最佳条件，为龙须藤糖类研究提供了理论依据．
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