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　　摘要：以多花黄精为材料，采用超声波辅助法提取粗多糖，研究超声波处理时间、料液比、超声波功率对多糖含量
的影响，并对多花黄精多糖的羟基自由基清除能力和牛血清荧光淬灭能力进行评价。结果表明，最佳的提取工艺为料

液比为１∶２０（ｇ∶ｍＬ），超声时间为 ２０ｍｉｎ，超声功率为 ８１０Ｗ；在此条件下，测得杉木林多花黄精多糖含量为
１０８．５７ｍｇ／ｇ。采用吖啶红比色法测得毛竹林多花黄精多糖对羟基自由基的清除率为９７．７２％；利用牛血清蛋白荧光
淬灭效应测得天然阔叶林多花黄精的多糖对ＢＳＡ蛋白淬灭能力为８５．３８％。
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　　 多花黄精 （Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ）为百合科
（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）黄精属多年生草本植物，是百合科黄精属中质量
最佳、药效最好的药材之一。现代药理学研究证明，多花黄精

具有抗衰老、抗肿瘤、降血糖、降血脂、防动脉硬化、抗病毒、抗

菌、提高机体免疫力等多种药理作用［１］。其中，多糖含量是

多花黄精根茎的有效药用成分，也是衡量其药材质量的主要

指标之一［２］。

目前，国内学者对多花黄精进行了组培方面的研究工作。

如黄云鹏等对在毛竹林、阔叶树林、杉木林、马尾松４种林分
类型下套种的多花黄精的根茎多糖含量及生长量进行了分

析［３］；樊艳荣等研究了毛竹林下套种的多花黄精生长情

况［４－５］；郑林森分析了杉木林上层密度对多花黄精根茎产量

的影响［６］。这些主要是考察多花黄精的多糖类成分检测。

用超声波辅助提取多花黄精多糖与生物活性的研究还未

见报道，本研究采用正交法对多花黄精超声波辅助提取工艺进

行优化，并探讨多糖提取物对羟基自由基的清除情况和牛血清

的淬灭情况，为福建地区的多花黄精开发利用提供一定依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
原料：２０１７年１０月于福建省邵武市朱山村（福建南武夷

药博园）中４种林（杉木林、天然阔叶林、毛竹林、人工阔叶
林）林下采得多花黄精块茎，经武夷学院张传海教授鉴定为

多花黄精（ＰｏｌｙｇｏｎａｔｕｍｃｙｒｔｏｎｅｍａＨｕａ），百合科，黄精属。取

其块茎，洗净，烘干，粉碎，过６０目筛。
试剂：Ｄ－无水葡萄糖对照品（中国食品药品检定研究

院，批号：１１０８３３－２０１２０５，含量９９．５％），牛血清蛋白（上海
展云化工有限公司，批号：１４０８２０７，分子量：６７０００），硫酸、苯
酚、三氯乙酸、吖啶红、罗丹明 Ｂ、十二烷基苯磺酸钠、七水合
硫酸亚铁、３０％过氧化氢、三氨基甲烷、浓盐酸、氯化钠、正丁
醇，以上试剂为分析纯。水为二次蒸馏水（自制）。

仪器：电热恒温鼓风干燥箱ＤＨＧ－９０７０Ａ（上海福玛实验
设备有限公司），超声波清洗机 Ｓ１０Ｈ（致微（厦门）仪器有限
公司），荧光分光光度计Ｆ－４５００（日立公司），高速药物粉碎
机ＷＫ－４００Ａ（山东省青州市精诚医药制造有限公司），循环
真空泵ＳＨＢ－Ⅱ（河南省郑州长城科工贸有限公司），电子天
平ＢＳ２２４ＳＳ（北京赛多利斯仪器系统有限公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　多花黄精多糖含量方法的建立
１．２．１．１　显色反应　准确移取１．００ｍＬ样品溶液于具塞比
色管中，加入１．００ｍＬ６％的苯酚，迅速加入５．００ｍＬ９８％硫
酸，静置１０ｍｉｎ，定容到２５ｍＬ，于８０℃水浴中加热３０ｍｉｎ，即
显色完成［７］。用荧光分光光度计在激发波长２００～７００ｎｍ、
发射波长 ２００～７００ｎｍ下进行３Ｄ同步扫描，仪器工作条件：
电压为７００Ｖ；激发狭缝为５ｎｍ；发射狭缝为５ｎｍ；扫描速度
为１２００ｎｍ／ｍｉｎ。并采用荧光分光光度计自带软件 ｆｌｓｏｌ．ｅｘｅ
进行３Ｄ数据处理。
１．２．１．２　标准曲线的制作　吸取０、０．０５、０．１０、０．２０、０．４０、
０．６０、０．８０ｍＬ的２．００ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准溶液，分别置于７
支２５ｍＬ比色管中。参考“１．２．１．１”节步骤显色完毕后，在
激发波长λｅｘ＝３７６ｎｍ和发射波长 λｅｍ ＝３９０ｎｍ下测定其荧
光值Ａ。以浓度（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标、荧光值为纵坐标作图，并
进行线性回归，得到回归方程。

１．２．１．３　多花黄精多糖含量的测定　准确称取多花黄精粉
末０．５０００ｇ，按照确定的优化条件，进行超声提取；提取液经
过抽滤和减压浓缩后，将浓缩液与三氯乙酸 －正丁醇溶液
１∶１混合，在－１０℃下以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，除去蛋白，取下
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层清液１０．００ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶中定容，按“１．２．１．１”节步
骤显色后，测定其荧光值Ａ。然后根据“１．２．１．２”节的多糖标
准曲线和回归方程，得到各样品测试液的多糖浓度

（ｍｇ／ｍＬ）；再按式（１）计算不同样品的多糖含量。

多糖含量＝Ｃ×Ｎ×Ｖｍ×１０００×１００％。 （１）

式中：Ｃ为稀释后样品溶液多糖的浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｎ为稀释倍
数；Ｖ为最初定容体积，ｍＬ；ｍ为样品质量，ｇ。
１．２．１．４　单因素试验　以多花黄精提取液的多糖含量为指
标，分别对料液比（１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０，
ｇ∶ｍＬ），超时功率（６０％、７０％、８０％、９０％、１００％），超声时间
（１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ）等有关因素进行考察和分析，确定适
宜的水平，每组试验重复３次。
１．２．１．５　正交试验　本研究在单因素优化的基础上，设计
Ｌ９（３

３）正交试验，进一步考察了料液比（ｇ∶ｍＬ）、超声功率
（Ｗ）、超声时间（ｍｉｎ）等３个影响因素，以确定最优提取工艺
条件。因素与水平见表１。

表１　Ｌ９（３３）正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：超声功率
（Ｗ）

Ｃ：超声时间
（ｍｉｎ）

１ １∶１５ ７２０ ２０
２ １∶２０ ８１０ ２５
３ １∶２５ ９００ ３０

１．２．２　多糖提取的方法学考察
１．２．２．１　验证试验　准确称取多花黄精粉末 ５份，每份
０．５０００ｇ，按照最佳提取工艺提取，显色完成后立即测荧光
值，计算多花黄精多糖平均提取率和含量。

１．２．２．２　精密度试验　准确称取多花黄精粉末０．５０００ｇ，
按照最佳提取工艺提取，显色完成后立即连续６次测定溶液
的测荧光值，计算其ＲＳＤ值。
１．２．３．３　稳定性试验　准确称取多花黄精粉末０．５０００ｇ，
按照最佳提取工艺提取，显色完成后立即测吸光度，之后每隔

１ｈ测１次荧光值，考察６ｈ内多糖的稳定性。
１．２．２．４　加样回收试验　准确称取多花黄精粉末５份，每份
０．５０００ｇ，按照最佳提取工艺提取，得到多花黄精待测液。取
该待测液０．５０ｍＬ于具塞试管中，再加入２．００ｍｇ／ｍＬ葡萄
糖标准液０．５０ｍＬ，显色完成后测其荧光值。计算多花黄精
糖平均加样回收率。

１．２．３　羟基自由基的清除作用
１．２．３．１　激发波长与发射波长的确定　参照吖啶红光度
法［８］进行测定，取 ２支 １０ｍＬ具塞比色管，在 １支中加入
２．４０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ吖啶红溶液、９．６０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ罗丹明 Ｂ
溶液、５．００×１０－２ｍｏｌ／ＬＤＢＳ溶液、０．８０ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４溶液、
８．００×１０－４ ｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４溶液各 ０．５０ｍＬ，在另 １支多加
０．５０ｍＬＨ２Ｏ２（质量分数０．６％），定容到１０ｍＬ，反应３０ｍｉｎ
后，测定其荧光强度，分别记为 Ａａ、Ａｂ，则自由基产生量可用
ΔＡ＝Ａａ－Ａｂ表示。荧光工作参数测定与“１．２．１．１”节相同。

在该体系中，未加Ｆｅｎｔｏｎ试剂及多糖体系的荧光值记为
Ａ１；未加多糖体系的荧光值记为Ａ２；加入多糖提取液、葡萄糖
标准溶液或者维生素Ｃ对照液１．００ｍＬ后，测定体系的荧光

值为Ａ３。按公式（２）计算多糖对羟基自由基的清除率：

清除率＝
Ａ３－Ａ２
Ａ１－Ａ２

×１００％。 （２）

１．２．４　牛血清蛋白荧光淬灭效应的测定　参照李丽萍等的
方法［９－１０］进行。吸取０．５０ｍＬ浓度为２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的牛血
清蛋白（ＢＳＡ）溶液，１．００ｍＬｐＨ值 ７．４０Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液
（含０．３０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ），各自加入１．００～１０．００ｍＬ的葡萄糖
试液、多花黄精多糖试液，用纯水定容至２５．００ｍＬ，２５℃ 恒
温静置５ｍｉｎ后，测定其荧光强度，荧光工作参数的测定与
“１．２．１．１”节相同。同时考察 ＢＳＡ蛋白淬灭方程关系，并计
算牛血清蛋白的荧光淬灭率。按公式（３）计算多糖提取液对
ＢＳＡ蛋白淬灭率：

淬灭率＝
Ａ１′－Ａ２′
Ａ１′

×１００％。 （３）

式中：Ａ１′为加入多糖提取液荧光值，Ａ２′为不加入多糖提取液
荧光值。

２　结果与分析

２．１　荧光测定多糖含量的最大激发波长与发射波长确定
运用荧光分光光度计分别对多糖、葡萄糖标样和空白试

样进行３Ｄ扫描，以确定多花黄精多糖的最佳激发波长和发
射波长，结果见图 １。确定本试验的检测条件为激发波长
λｅｘ＝３７６ｎｍ，发射波长λｅｍ＝３９０ｎｍ。
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２．２　葡萄糖标准曲线的绘制
依照“１．２．１．２”节所描述的步骤方法测定葡萄糖的荧光

值，得到回归方程 ｙ＝１９２０６ｘ＋４９．６３６，ｒ＝０．９９６６。线性范
围：０～６４μｇ／ｍＬ。

２．３　单因素试验
２．３．１　提取功率对多糖提取率的影响　固定料液比

１ｇ∶２０ｍＬ、提取时间２５ｍｉｎ，选择一定提取功率（５４０、６３０、
７２０、８１０、９００Ｗ）进行多花黄精多糖提取，平行测定３次，其
多糖含量如图３－Ａ所示。在超声波功率为８１０Ｗ时候，多
花黄精多糖的含量达到６．２８ｍｇ／ｇ，而后下降，因此最适宜的
超声波功率为８１０Ｗ。
２．３．２　提取时间对多糖含量的影响　固定超声功率 ８１０Ｗ、
料液比 １ｇ∶２０ｍＬ，选择一定提取时间（１０、１５、２０、２５、
３０ｍｉｎ）进行多花黄精多糖提取，平行测定３次，其多糖含量
如图３－Ｂ所示。在超声波时间为２５ｍｉｎ时候，多花黄精多
糖的含量达到７．７２ｍｇ／ｇ，而后下降，因此最适宜的超声波时
间为２５ｍｉｎ。
２．３．３　料液比多糖含量的影响　固定超声功率８１０Ｗ、超声
时间２５ｍｉｎ，选择不同的料液比（１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、
１∶３０，ｇ∶ｍＬ）进行多花黄精多糖提取，平行测定３次，其多
糖含量如图３－Ｃ所示。在料液比为１ｇ∶２０ｍＬ时候，多花
黄精多糖的含量达到８．７８ｍｇ／ｇ，而后下降，因此选择料液比
１ｇ∶２０ｍＬ为佳。

２．４　正交试验
在单因素试验的基础上设计Ｌ９（３

３）正交试验，进一步考

察超声时间、料液比、超声功率对多糖含量的影响，以确定最

佳的提取工艺条件。正交试验结果见表２。
　　由表２正交试验结果可以看出，Ａ、Ｂ、Ｃ３种因素中，因素
Ｃ极差值最大，因素Ａ极差值最小，３种因素中对试验影响的
主次顺序依次是超声时间＞超声功率＞料液比。多糖最佳提
取工艺组合是Ａ２Ｂ２Ｃ１，即料液比为１ｇ∶２０ｍＬ、超声时间为
２０ｍｉｎ、超声功率为 ８１０Ｗ，此时多花黄精的多糖提取率
最高。

２．５　多花黄精多糖最佳提取工艺的方法学考察
验证试验：多花黄精多糖含量为９３．０６ｍｇ／ｇ（ｎ＝５）。
精密度试验：连续６次所测吸光度的 ＲＳＤ＝１．９７％（ｎ＝

６），说明仪器精密度好。
稳定性试验：多花黄精吸光度的 ＲＳＤ＝１．７４％（ｎ＝６），

说明在６ｈ内，多花黄精样品溶液中的多糖采用本研究的显
色方法比较稳定。

加样回收试验：多花黄精多糖的平均加样回收率为

１０５．３５％，ＲＳＤ＝１．３３％（ｎ＝５）。
２．６　不同林分类型多花黄精多糖含量测定

按照“１．２．１．３”节试验步骤准确称取４种不同类型林分
的多花黄精根茎粉末０．５０００ｇ，按照最佳提取工艺条件提取

表２　Ｌ９（３３）正交试验设计与结果

编号

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：超声功率
（Ｗ）

Ｃ：超声时间
（ｍｉｎ）

多糖含量

（ｍｇ／ｇ）

１ Ａ１（１∶１５） Ｂ１（７２０） Ｃ１（２０） ７．８９
２ Ａ２（１∶２０） Ｂ２（８１０） Ｃ２（２５） ８．１９
３ Ａ３（１∶２５） Ｂ３（９００） Ｃ３（３０） ７．１３

４ Ａ１（１∶１５） Ｂ２（８１０） Ｃ３（３０） ８．３４
５ Ａ２（１∶２０） Ｂ３（９００） Ｃ１（２０） ８．６１
６ Ａ３（１∶２５） Ｂ１（７２０） Ｃ２（２５） ８．４７

７ Ａ１（１∶１５） Ｂ３（９００） Ｃ２（２５） ７．４２
８ Ａ２（１∶２０） Ｂ１（７２０） Ｃ３（３０） ７．５０

９ Ａ３（１∶２５） Ｂ２（８１０） Ｃ１（２０） ８．２６
ｋ１ ７．８８ ７．９５ ８．２５
ｋ２ ８．１０ ８．２６ ８．０３
ｋ３ ７．９５ ７．７２ ７．６６

极差Ｒ ０．２２ ０．５４ ０．５９

多花黄精多糖，并测定多糖的含量，结果见表３。
　　由表 ３可见，杉木林的多花黄精的多糖含量为
１０８．５７ｍｇ／ｇ，明显高于其他３组，而天然阔叶林、毛竹林、人
工阔叶林３组之间差异不大。

—３２２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２０期



表３　４种林分类型多花黄精的多糖含量

编号 林分类型 荧光强度
多糖含量

（ｍｇ／ｇ）

１ 人工阔叶林 ４４７．９０ ９３．０６
２ 天然阔叶林 ４６４．９０ ９７．４８
３ 毛竹林　　 ４７０．７０ ９８．９９
４ 杉木林　　 ５０７．５０ １０８．５７

２．７　多花黄精多糖对羟基自由基的清除能力
２．７．１　激发波长与发射波长的确定　运用荧光分光光度计
分别对“１．２．３．１”节中的Ａ１、Ａ２、葡萄糖标准溶液或者维生素
Ｃ对照液进行３Ｄ扫描，以确定清除·ＯＨ的最佳激发波长和
发射波长，结果见图４。确定本试验的检测条件为激发波长
λｅｘ＝５６１ｎｍ，发射波长λｅｍ＝５７５ｎｍ。其中，Ａ１的荧光强度为
２４５０．００，Ａ２的荧光强度为７０３．３０。

２．７．２　多花黄精多糖对·ＯＨ的清除率　按上述“１．２．３．１”
节试验步骤，测定多花黄精多糖提取液对·ＯＨ的清除作用，
并代入公式（２）计算其清除率，结果见表４。试验表明，对羟
基自由基的清除能力表现为毛竹林＞人工阔叶林＞杉木林＞
天然阔叶林，其中，毛竹林下套种的多花黄精的多糖对·ＯＨ
的清除率最高，达到９７．７２％。

表４　不同林分类型多花黄精多糖对羟基自由基的清除作用

编号 测试体系 荧光强度
清除率

（％）

１ Ａ１ ２４５０．００
２ Ａ２ ７０３．３０
３ Ａ３－１人工阔叶林 ２３１４．２７ ９２．２３
４ Ａ３－２天然阔叶林 ２０３３．３９ ７６．１５
５ Ａ３－３毛竹林 ２４１０．１７ ９７．７２
６ Ａ３－４杉木林 ２１２６．３２ ８１．４７

２．７．３　多糖提取液、葡萄糖标液、维生素 Ｃ对照液对·ＯＨ
清除作用比较　测试体系中分别加入 ０．２０、０．４０、０．６０、
０．８０、１．００、１．５０、２．００、３．００ｍＬ葡萄糖标准溶液、多花黄精
多糖提取液、维生素 Ｃ标准溶液，进行体外羟基自由基清除
能力检测，试验结果见图５。由图５可知，随着样品加入量的
增多，对于羟基自由基的清除率也在增大。当多糖提取液加

入量超过２．００ｍＬ后，其羟基自由基清除能力超过９７％。
２．８　牛血清蛋白的淬灭试验
２．８．１　激发波长与发射波长的确定　通过荧光分光光度计

分别对多糖、维生素Ｃ和空白试样进行３Ｄ扫描，确定多花黄
精多糖与ＢＳＡ相互作用的最佳激发波长和发射波长，结果如
图６。根据３Ｄ预扫描的结果和多次试验，最终确定测试条件
为λｅｘ＝２８２ｎｍ，λｅｍ＝３５３ｎｍ。
２．８．２　多糖含量与ＢＳＡ蛋白淬灭作用　试验体系中分别加
入１．００～１０．００ｍＬ葡萄糖标准溶液、多花黄精多糖提取液，
考察各自与 ＢＳＡ的相互作用，结果见图７。代入公式（３）计
算其淬灭率，结果见表５。
　　由图７可知，随着葡萄糖和多花黄精多糖提取液加入量
的增加，由于与 ＢＳＡ之间产生了结合反应，体系中的荧光强
度都呈规律性递减，对ＢＳＡ起到了一定的荧光淬灭作用。葡
萄糖 与ＢＳＡ相互作用的指数方程是ｙ＝－４５４．６ｌｎ（ｘ）＋
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表５　４种不同林分类型多花黄精多糖对ＢＳＡ淬灭率

编号 多糖来源 荧光强度
淬灭率

（％）

１ Ａ１′ １７３１．００
２ Ａ２－１′人工阔叶林 ３５５．６０ ７９．４６
３ Ａ２－２′天然阔叶林 ２５３．００ ８５．３８
４ Ａ２－３′毛竹林 ２６２．５０ ８４．８４
５ Ａ２－４′杉木林 ２８０．６０ ８３．７９

１０８５．３（ｒ＝０．９９７６）；多花黄精多糖提取液与ＢＳＡ结合作用
的指数方程为ｙ＝－１２７８ｌｎ（ｘ）＋３３５９．７（ｒ＝０．９９９１）。

　　由表５可知，对４种林分类型淬灭率进行对比，表现为天
然阔叶 林＞毛竹林＞杉木林 ＞人工阔叶林，天然阔叶林的
多花黄精的多糖对ＢＳＡ蛋白淬灭能力最强，达到８５．３８％。

３　结论与讨论

本研究以多花黄精为研究对象，探讨并优化超声波辅助

提取多花黄精多糖的提取工艺，对多花黄精多糖的羟基自由

基清除率和牛血清蛋白淬灭率进行评价。结果表明，在料液

比为１ｇ∶２０ｍＬ、超声时间为２０ｍｉｎ、超声功率为８１０Ｗ的条
件下，测得杉木林、天然阔叶林、毛竹林、人工阔叶林下套种多

花黄精多糖含量为１０８．５７、９７．４８、９８．９９、９３．０６ｍｇ／ｇ；采用吖
啶红比色法在最佳波长λｅｘ＝５６１ｎｍ、λｅｍ＝５７５ｎｍ下，测得毛
竹林、人工阔叶林、杉木林、天然阔叶林多花黄精多糖对羟基

自由基的清除率为９７．７２％、９２．２３％、８１．４７％、７６．１５％；利
用牛血清蛋白荧光淬灭效应在最佳波长 λｅｘ＝２８２ｎｍ、λｅｍ ＝
３５３ｎｍ下，测得天然阔叶林、毛竹林、杉木林、人工阔叶林多
花黄精的多糖对 ＢＳＡ蛋白淬灭能力为 ８５．３８％、８４．８４％、
８３７９％、７９．４６％。　

杉木林多花黄精多糖含量最高，为１０８．５７ｍｇ／ｇ；毛竹林
多花黄精的多糖对·ＯＨ的清除率最高，为９７．７２％；天然阔
叶林多花黄精的多糖对ＢＳＡ蛋白淬灭能力最强，为８５．３８％。
造成多花黄精多糖含量、自由基清除率、ＢＳＡ蛋白淬灭率差
异的机制可能还与栽培方式、施肥状况、种植年限等因素有

关，有待进一步研究。
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