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高收率达５５．４％。通过红外光谱及二阶导数红外光谱对纽
荷尔脐橙果皮色素结构进行了表征。
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猪苓中多酚、黄酮、多糖和蛋白质提取工艺的优化

江　珊，刘　焰，赵　斌，李俊丽
（武汉理工大学理学院，湖北武汉４３００７０）

　　摘要：为了探究猪苓的保健作用，研究用水煮浸提法提取猪苓药用成分，并分别测定浸提液中的多酚、黄酮、多糖
及蛋白质的提取量，通过正交试验对提取工艺中的温度、料液比、浸提时间等因素进行优化，用综合评分法确定最佳提

取条件。结果表明：在提取温度为８０℃、料液比１ｇ∶４０ｍＬ的条件下浸提４ｈ时，浸提液中多酚、黄酮和多糖总量最
高，此组合最优。
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　　猪苓［Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｕｍｂｅｌｌａｔｕｓ（Ｐｅｒｓ．）Ｆｒｉｅｓ］在分类学上属
于无隔担子菌亚纲无褶菌目多孔菌科多孔菌属，它的干燥菌

核称为猪苓，是常用中药，主要分布在亚洲（主要包括中国、

日本及东南亚国家）、欧洲及北美洲［１］。猪苓的药用价值始

载于《神农本草经》，如今已具２５００多年的药用历史。它具
有利尿、抗癌和抗菌的作用［２］，其主要功能是利水渗湿。相

关药理研究表明，猪苓中的甾体化合物是其利尿作用的主要

有效成分，其多糖具有增强机体免疫力、抗癌、预防和治疗肝

炎等多种药效［３］。许多利水复方制剂中含有猪苓，在临床应

用中均显示了很好的疗效，而且至今未见文献报道它的毒性

反应［４］。随着研究的进展，猪苓的药用价值越来越受到人们

的青睐，尤其是可作为免疫增强药的猪苓多糖的提取研究。

且随着多糖等浸提新技术的日益改善，研究者发现，超声波、

微波、酶解等辅助处理技术也能卓有成效地促进植物细胞内

多糖的浸出［５］。猪苓多糖的研究已取得了良好的进展，而其

他药用成分的研究则相对较少。本研究拟对热水煎提猪苓药

用成分（多糖、多酚、黄酮和蛋白质）提取量的工艺进行改良，

借助正交试验，探讨浸提过程中各种工艺条件对猪苓药用成

分得率的交互作用，以期获得猪苓药用成分多糖、多酚、黄酮

及蛋白质的最佳提取工艺，并为药典修订以及该药材的质量

评价、资源开发提供更加有效的科学依据。
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１　材料与方法

１．１　试验材料、试剂与仪器
猪苓，购自湖北省中药材公司。９８％芸香苷标准品、Ｄ（＋）

葡萄糖标准品、茶多酚纯品；浓硫酸、甲醇等试剂均为分析纯。

主要仪器包括７５２Ｎ分光光度计（上海精科实业有限公
司）、ＨＨ－２Ｋ１单孔智能水浴锅（河南省巩义市予华仪器有限
责任公司）、ＦＡ１００４电子天平（上海越平科学仪器有限公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　提取工艺的单因素试验［６］　分别以不同的料液比、
温度、浸提时间为单因素，考察各单因素对猪苓各药用成分得

率的影响，在猪苓单因素提取试验基础上，选取适当的试验因

素与水平进行正交试验，优化提取工艺条件。具体单因素试

验方案如下：均称取猪苓３ｇ，Ａ组控制温度为９０℃，料液比
为 １ｇ∶３０ｍＬ，单因素变量为浸提时间２、３、４、５、６ｈ；Ｂ组设
定温度均为 ９０℃，浸提时间为 ６ｈ，单因素变量为料液比
１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、１ｇ∶４０ｍＬ、１ｇ∶５０ｍＬ；
Ｃ组控制浸提时间为６ｈ，料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，以浸提温度
（２０、４０、６０、８０、１００℃）为单因素变量。分别用纱布过滤，蒸
馏水定容至相应体积，浸提稀释后得供试液，测定吸光度，按

标准曲线计算提取量。

１．２．２　提取工艺的正交试验　根据单因素试验结果，调节加
料量，选取适当水平的料液比、温度、浸提时间作３因素３水
平正交试验［６］，确立试验方案。以测定浸提液中的多酚、黄

酮、多糖及蛋白质的提取量作为试验结果，继而探究提取工艺

的最佳条件。

１．２．３　多糖提取量的测定
１．２．３．１　标准曲线的绘制　精确称取１．０００ｇ分析纯葡萄
糖，加蒸馏水溶解，转入１００ｍＬ容量瓶中，用蒸馏水定容至刻
度。精确吸取１０ｍｇ／ｍＬ葡萄糖溶液１ｍＬ置于１００ｍＬ容量
瓶中，加水至刻度线，为１００μｇ／ｍＬ葡萄糖标准液。取１０ｍＬ
试管６支，标号，依次加入葡萄糖标准液０、０．２、０．４、０．６、０．
８、１．０ｍＬ和蒸馏水１．０、０．８、０．６、０．４、０．２、０ｍＬ。之后按顺序
依次向试管中加入５ｍＬ蒽酮浓硫酸试剂，充分振荡，立即将试
管放入９６℃沸水浴中，每管均保温３ｍｉｎ，取出，流水冷却，于
室温下放置１５ｍｉｎ，以空白作参比，在６３０ｎｍ处测定吸光度，
以吸光度为纵坐标，多糖浓度（μｇ／ｍＬ）为横坐标，绘制标准曲
线，得出标准线性方程ｙ＝０．００５４ｘ－０．０２１６（ｒ２＝０９９５）。
１．２．３．２　样品测定　吸取供试液置于１．０～１０ｍＬ试管中，
重复３次，按顺序依次向试管中加入５ｍＬ蒽酮浓硫酸试剂，
充分振荡，立即将试管放入 ９６℃沸水浴中，每管均保温
３ｍｉｎ，取出，流水冷却，在室温下放置１５ｍｉｎ，在６３０ｎｍ处测
定吸光度。根据标准曲线计算多糖提取量。

１．２．４　多酚提取量的测定
１．２．４．１　标准曲线的绘制　称取茶多酚纯品０．２５０ｇ，加水
溶解定容至２５０ｍＬ，混匀，即为１ｍｇ／ｍＬ提取纯品的标准溶
液。分别吸取茶多酚标准溶液１．０、２．０、３．０、４．０ｍＬ于４个
２５ｍＬ容量瓶中，各加水至５ｍＬ，再加酒石酸亚铁溶液５ｍＬ，
加入ｐＨ值为７．５的磷酸缓冲液至刻度，混匀后用１ｃｍ比色
皿，以空白试剂作参比，于波长５４０ｎｍ处测定吸光度，其标准
曲线为ｙ＝０．１２３ｘ＋０．０３６（ｒ２＝０．９９７）。其中 ｘ为多酚浓度

（ｍｇ／ｍＬ），ｙ为吸光度。
１．２．４．２　样品测定　取供试液１．０ｍＬ放入２５ｍＬ容量瓶
中，加蒸馏水４．０ｍＬ，加酒石酸亚铁溶液５．０ｍＬ，摇匀，再加
入ｐＨ值为７．５的磷酸缓冲液，并稀释至刻度线，以蒸馏水代
替供试液加入同样试剂作空白，用７２１分光光度计在５４０ｎｍ
处测吸光度，按标准曲线计算多酚提取量。每个试验重复３
次，取平均值。

１．２．５　黄酮提取量的测定
１．２．５．１　标准曲线的绘制　精确称取０．０１０ｇ干燥恒重的
芸香苷标准品置于１０ｍＬ干燥的容量瓶中，加无水甲醇，定容
至刻度线，摇匀，即得浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的芸香苷标准溶液。
分别吸取芸香苷标准溶液０．０５、０．１０、０．２０、０．２５、０．３０ｍＬ，
置于１０ｍＬ容量瓶中，加１０ｍｇ／ｍＬＡｌＣｌ３水溶液 ９．５ｍＬ，再
加水定容至刻度线，摇匀，静置１０ｍｉｎ，在４２０ｎｍ处测吸光
度，其标准曲线为ｙ＝０．１４２１ｘ－０．０３１４（ｒ２＝０．９９７）。其中
ｘ为黄酮浓度（μｇ／ｍＬ），ｙ为吸光度。
１．２．５．２　样品测定　吸取 ０．５ｍＬ供试液，加 １０ｍｇ／ｍＬ
ＡｌＣｌ３水溶液９．５ｍＬ，摇匀，１０ｍｉｎ后在４２０ｎｍ处测吸光度，
以１０ｍｇ／ｍＬＡｌＣｌ３水溶液为空白对照，根据标准曲线计算黄
酮提取量。

１．２．６　蛋白质提取量的测定
１．２．６．１　标准蛋白质曲线的绘制　称取牛血清白蛋白
２５ｍｇ，加水溶解并定容至１００ｍＬ，吸取该溶液４０ｍＬ，用蒸馏
水稀释至１００ｍＬ。取６支试管，分别加入标准蛋白质溶液０、
０２、０４、０．６、０．８、１．０ｍＬ，对应加入蒸馏水 １．０、０．８、０．６、
０４、０．２、０ｍＬ，混合均匀，向各管中加入 ５ｍＬ考马斯亮蓝
Ｇ－５２０溶液，摇匀，并放置５ｍｉｎ左右，在５９５ｎｍ下比色测定
吸光度。绘制标准曲线，得出标准曲线方程为ｙ＝０．１０５９ｘ＋
０１１７６（ｒ２＝０．９９８）。其中ｘ为蛋白质浓度（ｍｇ／ｍＬ），ｙ为吸
光度。

１．２．６．２　样品测定　吸取供试液０．１ｍＬ，放入具塞试管中，
加入５ｍＬ考马斯亮蓝Ｇ－５２０溶液，充分混合，放置２ｍｉｎ，在
５９５ｎｍ下比色，测定吸光度，并通过标准曲线计算蛋白质提
取量。

１．２．７　试验数据处理　根据得到的多糖、多酚、黄酮和蛋白
质的吸光度－浓度标准曲线，由单因素试验及正交试验测得
的各成分的吸光度，从而计算出各成分的提取量。用ＳＰＳＳ软
件对单因素试验数据进行多重检测和正交试验结果的方差、

极差分析［７－８］。

２　结果与分析

２．１　单因素提取试验结果分析
单因素试验中各成分在各变量下的最优３个水平如表１

所示。确定正交试验的因素水平时，３∶３∶３∶１的权重［９］也

考虑在内。

２．１．１　浸提时间对猪苓药用成分提取量的影响　设定提取
温度为９０℃，料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，不同浸提时间下的多酚、
多糖、黄酮及蛋白质提取量变化如图１所示。由图１知，随时
间的延长，多糖、蛋白质提取量整体呈增加趋势；而黄酮、多酚

提取量在提取２～３ｈ时随着时间延长而增加，５～６ｈ下降的
幅度较大。可能是提取时间的延长增加了杂质的溶出量，或
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表１　猪苓多酚、多糖、黄酮、蛋白质提取量的单因素水平

药用成分
浸提时间

（ｈ）
料液比

（ｇ∶ｍＬ）
浸提温度

（℃）

多酚 ５ １∶３０ ４０
３ １∶４０ １００
４ １∶２０ ８０

多糖 ６ １∶５０ １００
５ １∶４０ ８０
４ １∶２０ ６０

黄酮 ５ １∶５０ １００
３ １∶４０ ８０
２ １∶３０ ６０

蛋白质 ６ １∶５０ ４０
５ １∶４０ ８０
４ １∶３０ １００

者是黄酮或多酚成分结构发生了变化［１０］。另外，考虑到权重

和均匀可比性的关系，故选择３、４、５ｈ为正交试验浸提时间
的水平。

２．１．２　料液比对猪苓药用成分提取量的影响　设定浸提时
间为６ｈ，料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，不同料液比下多糖、多酚、黄
酮及蛋白质的提取量如图２所示。从图２可以看出，随着提取
剂的增加，黄酮、蛋白质提取量增加。料液比为１ｇ∶３０ｍＬ时
的多糖提取量较料液比为１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ时的有所
减少，后随着提取剂的增加，多糖提取量增加，且涨幅较大。料

液比为１ｇ∶４０ｍＬ时的多酚提取量较料液比为１ｇ∶３０ｍＬ
时的有所减少，后又增加，在 １ｇ∶５０ｍＬ时达到最大值。结
合表１可知，综合各成分最优条件，选择 １ｇ∶３０ｍＬ、
１ｇ∶４０ｍＬ、１ｇ∶５０ｍＬ为正交试验料液比的３水平。
２．１．３　浸提温度对猪苓药用成分提取量的影响　设定浸提
时间为６ｈ，料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，不同浸提温度下的多糖、多

酚、黄酮及蛋白质提取量变化如图３所示。随提取温度的升
高，多糖和黄酮提取量增加；多酚和蛋白质提取量在 ２０～
４０℃ 时增加，４０～６０℃时减少，６０～１００℃时增加。结合表
１，综合各成分选择８０、９０、１００℃为正交试验提取温度的 ３
水平。

２．２　正交试验结果及综合评分分析
２．２．１　正交试验方案　参照猪苓单因素提取试验的结果，３
因素对各种药用成分影响的最佳组合略有不同，综合考虑各

药用成分的提取量及试验目的，确定正交试验提取工艺的３
个主要因素温度、料液比、浸提时间的范围，如表２所示。在
单因素试验的基础上，制定了猪苓多酚、多糖、黄酮和蛋白质

提取的正交试验方案［１１］，其结果如表３、表４所示。
表２　猪苓药用成分提取工艺的正交试验因素与水平

水平
Ａ：温度
（℃）

Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：时间
（ｈ）

１ ８０ １∶３０ ３
２ ９０ １∶４０ ４
３ １００ １∶５０ ５

表３　猪苓多酚、多糖、黄酮和蛋白质提取的正交试验结果

编号 Ａ：温度 Ｂ：料液比 Ｃ：时间 多酚提取量

（ｍｇ／ｇ）
黄酮提取量

（ｍｇ／ｇ）
多糖提取量

（ｍｇ／ｇ）
蛋白质提取量

（ｍｇ／ｇ） 综合评分

１ １ １ １ ０．４７９ ０．５１３ ５．１４７ ０．００２ １８．４２２
２ １ ２ ２ ０．８９７ ０．９５５ １１．２１７ ０．００４ ３９．２０９
３ １ ３ ３ ０．７７３ ０．７０９ １０．８０４ ０．００４ ３６．８６４
４ ２ １ ２ ０．４２４ ０．４１１ ７．２８５ ０．００２ ２４．３６４
５ ２ ２ ３ ０．６１６ ０．６５１ １０．１６５ ０．００４ ３４．３００
６ ２ ３ １ ０．５２５ ０．６４２ ９．１９６ ０．００３ ３１．０９０
７ ３ １ ３ ０．５２２ ０．４８２ １０．９５０ ０．００４ ３５．８６４
８ ３ ２ １ ０．４４８ ０．５３２ ９．１９６ ０．００４ ３０．５３１
９ ３ ３ ２ ０．５５８ ０．７０６ ５．９８９ ０．００５ ２１．７６１
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表４　猪苓药用成分提取正交试验结果的直观分析

水平
多酚提取量（ｍｇ／ｇ） 黄酮提取量（ｍｇ／ｇ） 多糖提取量（ｍｇ／ｇ） 蛋白质提取量（ｍｇ／ｇ） 综合评分

Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ Ａ Ｂ Ｃ
ｋ１ ０．７１６ ０．４７５ ０．４８４ ０．７２６ ０．４６９ ０．５６２ ９．０５６ ７．７９４ ７．８４６ ０．００３ ０．００３ ０．００３ ３１．４９８ ２６．２１７ ２６．６８１
ｋ２ ０．５２２ ０．６５４ ０．６２６ ０．５６８ ０．７１３ ０．６９１ ８．８８２ １０．１９３ ８．１６４ ０．００３ ０．００４ ０．００４ ２９．９１８ ３４．６８ ２８．４４５
ｋ３ ０．５０９ ０．６１９ ０．６３７ ０．５７３ ０．６８６ ０．６１４ ８．７１２ ８．６６３ １０．６４ ０．００４ ０．００４ ０．００４ ２９．３８６ ２９．９０５ ３５．６７６
Ｒ ０．２０７ ０．１７９ ０．１５３ ０．１５８ ０．２４４ ０．１２９ ０．３４４ ２．３９９ ２．７９４ ０．００１ ０．００１ ０．００１ ２．１１２ ８．４６３ ８．９９５

２．２．２　直观分析与综合评分分析［８］　对猪苓中４种药用成
分的提取量分别进行直观分析，其结果如表４所示。由表４
可知，影响多酚提取量因素的主次顺序是温度 ＞料液比 ＞时
间，最佳提取方案为 Ａ１Ｂ２Ｃ３，即在温度为 ８０℃、料液比为
１ｇ∶４０ｍＬ的条件下浸提５ｈ。影响黄酮提取量因素的主次
顺序为料液比＞温度 ＞时间，最佳提取方案为 Ａ１Ｂ２Ｃ２，即在
温度为８０℃、料液比为１ｇ∶４０ｍＬ的条件下浸提４ｈ。影响
多糖提取量因素的主次顺序是时间 ＞料液比 ＞温度，最佳提
取方案为Ａ１Ｂ２Ｃ３，即在温度为８０℃、料液比为１ｇ∶４０ｍＬ的
条件下浸提５ｈ。各药用成分提取量的最佳水平组合不同，为
了同时使药用活性成分提取率越大越好，需要综合考虑，以目

标函数来确定哪个试验条件最佳，因此，采用综合评分法，以

多糖（ｙｉ１）、多酚（ｙｉ２）和黄酮（ｙｉ３）各占３０％权重，蛋白质（ｙｉ４）
占１０％权重为依据，确定最佳工艺条件［９］。加权评分为

ｙｉ＝ｙｉ１×３０％＋ｙｉ２×３０％ ＋ｙｉ３×３０％ ＋ｙｉ４×１０％，各个试验
号的加权评分值见表４。根据表４综合评分的极差值大小判
断提取过程中影响因素的主次顺序为时间 ＞料液比 ＞温度。
从直接分析来看，２号试验分值最高，其最优组合为 Ａ１Ｂ２Ｃ２。
而根据正交试验设计的均匀可比性可知，最优组合方案是

Ａ１Ｂ２Ｃ３，即在８０℃、１ｇ∶４０ｍＬ、５ｈ时提取量最高。
从表５可知，温度、料液比、时间３个因素对提取量的影

响都不显著，因此不必再进行各因素水平间的多重比较。

表５　猪苓正交试验综合评分的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ
矫正模型 ２５１．６ ６ ４１．９３２ ０．５００ ０．７８４
截距 ８２４４．９ １ ８２４４．９４３ ９８．３１３ ０．０１０
温度 ７．２ ２ ３．６２３ ０．０４３ ０．９５９
料液比 １０８．０ ２ ５４．０１６ ０．６４４ ０．６０８
时间 １３６．３ ２ ６８．１５６ ０．８１３ ０．５５２
误差 １６７．７ ２ ８３．８６４
总变异 ８６６４．３ ９
总变差 ４１９．３ ８

　　注：Ｒ２＝０．６００。

２．３　试验验证优化结果［６］

在Ａ１Ｂ２Ｃ２和 Ａ１Ｂ２Ｃ３条件下进行验证试验，结果表明，
Ａ１Ｂ２Ｃ２组合比Ａ１Ｂ２Ｃ３组合的４种成分总提取量高，因此认为该
组合最优，即浸提温度８０℃、料液比１ｇ∶４０ｍＬ、浸提时间４ｈ。
此时，多酚提取量为０．８９５ｍｇ／ｇ，多糖提取量为１３２１８ｍｇ／ｇ，黄

酮提取量为０．９４９ｍｇ／ｇ，蛋白质提取量为０．００５ｍｇ／ｇ。

３　结论

为开发猪苓在保健食品、食品抗氧化剂以及医药方面的

应用潜力，本研究采用单因素试验和正交试验法对水煮法浸

提猪苓药用成分的工艺进行优化研究。以正交设计综合评分

的极差分析得出猪苓中多酚、多糖和黄酮的最优提取工艺条

件，即在温度为８０℃、料液比为１ｇ∶４０ｍＬ条件下浸提４ｈ。
从试验结果来看，对猪苓药用活性成分提取量影响最大

的因素是浸提时间，其次分别为料液比、温度。在实际生产

中，通过控制浸提条件可以得到可观的产量，而且由于猪苓本

身具有利尿、抗癌和抗菌的疗效，水煮浸提法不仅提取出了多

酚、黄酮、多糖等成分，其他可溶性的成分如氨基酸、蛋白质等

也会进入水中，因此，用此浸提液开发保健饮料，也将具有广

阔的前景。
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