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［摘要］　目的：以葛根多糖为研究对象，提取率和含量为指标，进行综合分析，得出葛根多糖的最佳提取工
艺。方法：通过正交试验分析影响葛根多糖提取的因素，采用加权分析法分析各因素的影响度。结果：应用最佳提

取工艺，葛根多糖提取率可达１５３８％，含量达１２８８％。结论：该方法简单、可靠，应用广泛，可为葛根多糖的工
业化生产提供依据。
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葛根为豆科植物野葛 ＰｕｅｒａｒｉａＬｏｂａｔｅ（Ｗｉｌｌｄ）
ｏｈｗｉ的干燥根［１］。我国葛根资源极为丰富，除了西

藏、新疆、青海外，全国各省均有分布［２］。从２０世
纪开始，随着细胞生物学研究和分子生物学研究的

不断深入，人们陆续发现多糖具有多种生物活性［３］，

大量药理及临床研究证实，多糖具有降血糖、提高

机体的免疫功能［４］、抗病毒、抗辐射［５］、抗衰

老［６］、抗突变［７］、保鲜［８］、抗肿瘤、抗氧化活性等

作用，而且对机体的副作用小。但目前人们主要集

中对葛根资源及异黄酮类成分的研究，对葛根多糖

研究甚少。笔者首次采用正交试验和加权分析法相

结合，以多糖的提取率及含量为指标，对葛根多糖

提取中水提和醇沉过程的各影响因素进行综合分析，

得出葛根多糖的最佳提取工艺，为葛根多糖的工业

化生产提供依据。

１　仪器与材料

１１仪器

电热恒温水浴锅（上海精宏试验设备有限公

司）；烘箱（上海南荣试验设备有限公司，型号：

ＤＧＸ９０５３Ｂ）；电子天平（常数市天量仪器有限责任
公司）；分析天平（赛多利斯科学仪器有限公司）；

ＵＶ２６００紫外分光光度计（日本岛津）；电热套（金坛
市医疗仪器厂 ＫＤＭ１０００Ｂ型调温电热套）；旋转蒸
发仪（上海爱朗仪器有限公司）。

１２试剂

石油醚（天津市富宇精细化工有限公司，沸程：

·３５５·
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６０～９０℃，分析纯）；无水乙醇（天津市登科化学试
剂有限公司，分析纯）；丙酮（烟台市双双化工有限公

司，分析纯）；苯酚（天津市致远化学试剂有限公司，

分析纯）；浓硫酸（洛阳昊华化学试剂有限公司，分析

纯）；蒸馏水（实验室自制）；无水葡萄糖（天津市凯

通化学试剂有限公司，分析纯，批号：１９１１１０１）。

１３材料

葛根饮片购于亳州市张仲景中药饮片责任公司

（批号：１４０５０１，产地：河南），经河南中医药大学
生药学科陈随清教授鉴定为豆科植物野葛 Ｐｕｅｒａｒｉａ
Ｌｏｂａｔｅ（Ｗｉｌｌｄ）ｏｈｗｉ的干燥根，

２　方法与结果

２１葛根多糖的提取

称取５０００ｇ葛根粉末，置圆底烧瓶中，加石油
醚２５０ｍＬ，回流提取 １ｈ，过滤，挥干滤渣溶媒，
置烧瓶中。重复操作一次，加蒸馏水，回流提取，

趁热过滤，滤液浓缩至５０ｍＬ，加入无水乙醇，在
一定温度下，静置，过滤，沉淀物以无水乙醇、丙

酮依次洗涤 ８次，每次 ５ｍＬ，得到总多糖组分，
６０℃烘干，称重，计算粗多糖的提取率。
２１１葛根多糖的含量测定　采用苯酚硫酸法，含
量以无水葡萄糖为对照品。

２１２标准溶液的配制　精密称取无水葡萄糖
０００２５０ｇ，置５０ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水溶解并稀
释至刻度，摇匀，冷藏备用。

２１３５％的苯酚溶液的配制　精密称取苯酚５０００３ｇ，
置１００ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水，摇匀备用。
２１４检测波长的选择　精密吸取无水葡萄糖标准
溶液２０ｍＬ，置１０ｍＬ具塞试管中，另取２０ｍＬ蒸
馏水作为空白对照。两试管中分别加入１０ｍＬ苯酚
溶液，混匀，再加入浓硫酸 ５０ｍＬ，摇匀后放置
２５ｍｉｎ，置沸水浴中加热１５ｍｉｎ，取出置冷水浴中
冷却后，在２００～８００ｎｍ波长范围进行全波长扫描。
扫描结果显示，无水葡萄糖在 ４９０ｎｍ处有最大吸
收，故可确定最大吸收波长为４９０ｎｍ。
２１５换算因素测定　精密称取葛根总多糖０１０００ｇ，
置１００ｍＬ容量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，
作为储备液。精密量取储备液１００ｍＬ，置１００ｍＬ
容量瓶中，稀释至刻度，摇匀，此为供试品溶液。

精密量取供试品溶液２０ｍＬ，按标准曲线制备项下
试剂的加入方法操作，测定吸光度，从标准曲线中

求出供试品的浓度，并计算出２ｍＬ供试液中所含的
粗多糖的质量，按如下公式计算换算因数：

Ｊ＝Ｗ／ＣＤ （１）
Ｗ为实际总多糖量（ｍｇ），Ｃ为测得多糖液中总

多糖（ｍｇ），Ｄ为稀释因素，经计算得出换算因素为
Ｊ＝２１９（ｎ＝３）。
２１６供试品的制备及含量测定　取粉末５０００ｇ，
按照２１项下方法制备，精密称取制得的葛根粗多
糖０１０００ｇ，置１００ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水稀释至
刻度，摇匀，作为储备液。精 密 量 取 储 备 液

１００ｍＬ，置１００ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水稀释至刻
度，摇匀，作为供试品溶液。精密量取２０ｍＬ供试
品溶液，置１０ｍＬ试管中，加入１０ｍＬ５％苯酚溶
液，垂直快速加入浓硫酸 ５０ｍＬ，摇匀，放置
２５ｍｉｎ，置沸水浴加热１５ｍｉｎ，取出放入冷水浴中
冷却后，在最大吸收波长（４９０ｎｍ）处测定吸光度，
按下式计算样品中粗多糖的含量：

多糖含量＝ｃ×Ｆ×ｆＭ ×１００％ （２）

ｃ为供试液葡萄糖浓度（ｍｇ·ｍＬ－１），Ｆ为供试品
溶液的稀释因素，ｆ为换算因素，Ｍ为供试品质量
（ｍｇ）。

２２葛根多糖提取影响因素的正交试验

２２１葛根多糖水提过程影响因素的正交试验　根
据多糖水提过程中的影响因素，选取提取次数分别

为１、２、３次，提取时间分别为１、２、３ｈ，料液比
分别为１∶１０、１∶１５、１∶２０ｇ·ｍＬ－１；药材粉碎程度直
径分别为１０、０５、０２５ｃｍ，醇沉过程的条件均设
定乙醇浓度为８０％，醇沉时间为２４ｈ，醇沉温度为
２５℃，用以上四因素三水平进行正交试验Ｌ９（３

４），

结果见表１。
由表１可知，水提过程中影响综合指标最大的

因素为提取次数，最小的影响因素为料液比，四因

素影响程度为提取次数 ＞提取时间 ＞粒度大小 ＞料
液比，所以最佳水提工艺为 Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ３，即：水提时
间为 ２ｈ，水提的次数为 ３次，水提料液比为
１∶１０ｇ·ｍＬ－１，药材的粉碎程度为０２５ｃｍ。
２２２葛根多糖醇沉过程影响因素的正交试验　选
定最佳水提条件，根据葛根多糖醇沉过程影响因素，

选取乙醇浓度为 ７０％、８０％、９０％，沉淀时间为
１２、２４、３６ｈ，醇沉温度５５、２５、４～１０℃；用以上
三因素三水平进行正交试验Ｌ９（３

３），结果见表２。

·４５５·
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表１　水提过程正交试验设计

编号 Ａ回流时间／ｈ Ｂ回流次数 Ｃ料液比／ｍｇ·ｍＬ－１ Ｄ药材粉碎度 多糖的提取率（％） 多糖的含量（％） 综合评价

１ １ １ １ １ ９３８ ６１１６ ７４２１６

２ １ ２ ２ ２ １１０１ ８８３９ ９７０７４

３ １ ３ ３ ３ １２０３ ９５０８ １０５１６８

４ ２ １ ２ ３ ９７９ ８７５５ ９１６９０

５ ２ ２ ３ １ １１１９ ９５９７ １０２３４２

６ ２ ３ １ ２ １３６１ １２０７０ １２６８６０

７ ３ １ ３ ２ １０２３ ７５６６ ８６３１６

８ ３ ２ １ ３ １１４０ １１２７０ １１３２２０

９ ３ ３ ２ １ １２７９ ９９２６ １１０７１６

Ｋ１ ２７６４５８ ２５２２２２ ３１４２９６ ２８７２７４

Ｋ２ ３２０８９２ ３１２６３６ ２９９４８０ ３１０２５０

Ｋ３ ３１０２５２ ３４２７４４ ２９３８２６ ３１００７８

Ｒ ４４４３４ ９０５２２ ２０４７０ ２２９７６

表２　醇沉过程正交试验设计

编号 Ａ乙醇浓度 Ｂ醇沉时间／ｈ Ｃ醇沉温度／℃ 多糖提取率（％） 多糖的含量（％） 综合评价（％）

１ １ １ １ ９４０ ７１８４ ８０７０４

２ １ ２ ２ １００１ ７２５７ ８３５８２

３ １ ３ ３ １１３４ ９０１６ ９９４５６

４ ２ １ ２ １３３２ ９７６９ １１００１４

５ ２ ２ ３ １４０１ １０９４０ １２１６００

６ ２ ３ １ １１９７ ８５７７ ９９３４２

７ ３ １ ３ １４９８ １１４５０ １２６８２０

８ ３ ２ １ １３５７ ８４６６ １０５０７６

９ ３ ３ ２ １５２０ １２７３０ １３７１８０

Ｋ１ ２６３７４２ ３１９３３８ ２８５１２２

Ｋ２ ３３０９５６ ３１０２５８ ３３０７６６

Ｋ３ ３７０８７６ ３３５９７８ ３４９６７６

Ｒ １０７１３４ ２５７２０ ６４５５４

　　由表２可知，在最佳的水提条件下，葛根多糖
的醇沉过程中最大影响因素为乙醇浓度，最小影响

因素为醇沉时间，各因素影响程度为乙醇浓度 ＞醇
沉温度＞醇沉时间。确定最佳的醇沉方案：乙醇浓
度为９０％，醇沉温度为４～１０℃，醇沉时间为３６ｈ。
２２３方法学考察　标准曲线的建立：精密吸取标
准溶液０５、１０、２０、３０、４０、５０、７０ｍＬ分
别置于５０ｍＬ容量瓶中，加溶剂稀释至刻度，分
别吸取上述各浓度的标准溶液 ２０ｍＬ，置 １０ｍＬ
具塞试管中，另取 ２０ｍＬ蒸馏水作为空白对照。
各管中分别加入 １０ｍＬ苯酚溶液，混匀，再垂
直快速加入浓硫酸 ５０ｍＬ，摇匀后放置 ２５ｍｉｎ，
置沸水浴中加热 １５ｍｉｎ，取出置冷水浴中冷却
后，在最大吸收波长４９０ｎｍ处测定吸光度。以葡

萄糖对照品浓度为横坐标（Ｘ），以其吸光度为纵
坐标（Ｙ），得到标准曲线。得回归方程：Ｙ＝
１５６１１Ｘ＋０１３０２，ｒ＝０９９９６（ｎ＝７）。结果表
明，无水葡萄糖在０００５～００７ｍｇ·ｍＬ－１线性关系
良好。

稳定性考察：取同一供试品溶液２０ｍＬ，置具
塞试管中，按 ２１６项下供试品的制备方法制备，
每隔２０ｍｉｎ测定一次吸光度，连续测定２ｈ。ＲＳＤ
为２３４％，表明２ｈ内多糖含量的测定结果稳定。

精密度考察：取同一供试品溶液，分别吸取

２０ｍＬ置５个具塞试管中，按照２１６项下的方法测
定吸光度。ＲＳＤ为２５９％，实验仪器精密度良好。

重复性考察　取同一葛根粉末６份，在相同条
件下制备供试品，按照２１６项下供试品的制备及
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含量测定操作。ＲＳＤ为１０２％，实验具有良好的重
复性。

加样回收试验：精密称取葛根样品６份，加入

葛根多糖，按照２１６项下测定，计算加样回收率，
结果显示，加样回收率为９８２０％，ＲＳＤ为１４３％，
结果见表３。

表３　葛根多糖加样回收率试验结果（ｎ＝６）
取样量／ｇ 样品中含量／ｇ 加入量／ｇ 测得量／ｇ 回收率（％） 平均回率（％） ＲＳＤ（％）

２５０００１ ３８２５０ ３８２４７ ７６４９９ １０００１ ９８２０ １４３

２４９９９８ ３８２５０ ３８２４９ ７６２８５ ９９４４

２５００００ ３８２５０ ３８２５０ ７６１３５ ９９０４

２４９９９７ ３８２５０ ３８２５３ ７５８０５ ９８１８

２５０００２ ３８２５０ ３８２５１ ７４９８８ ９６０４

２４９９９９ ３８２５０ ３８２４９ ７５１６２ ９６５０

２３最佳工艺的确定

结合水提和醇沉的影响因素，最终确定最佳提

取工艺：水提时间为２ｈ，水提次数为３次，料液比
为１∶１０ｇ·ｍＬ－１，葛根粒度为０２５ｃｍ，醇沉时乙醇浓
度为９０％，醇沉时间为３６ｈ，醇沉温度为４～１０℃。

３　讨论

３１测定方法

多糖的含量测定方法有很多，例如：色谱法、

化学滴定法、光谱法等。色谱法具有定性能力比较

差、分析能力受到检测器的限制、购买与使用费用

偏高、需消耗有机溶剂等缺点；化学滴定法则步骤

繁琐，重复性、准确度差，且实验操作的细微偏差

对结果影响很大。因此，本实验采用光谱法紫外可
见分光光度法。此法是近些年来应用于多糖的含量

测定最为广泛的方法［９］。根据显色剂的不同，分为

苯酚硫酸法、蒽酮硫酸法和地衣酚盐（硫）酸法。
本文采用苯酚硫酸法，此法的优势在于能够进行大
量样品的测定，并在实验时基本不受蛋白质存在的

影响，而且产生的有色化合物在１２０ｍｉｎ内颜色稳
定［１０］。实验用苯酚溶液（未加硫酸）为现配溶液，每

次用苯酚浓度一致，否则将会影响实验结果［１１］。其

含量测定依据的原理：多糖在浓硫酸的作用下，首

先水解成单糖，此单糖迅速脱水生成糖醛的衍生物，

然后再和苯酚迅速反应，缩合成有色的化合物，再

用紫外分光光度计于最大吸收波长处测定其吸光度，

通过标准曲线以及换算因子计算得出多糖含量［１２１３］。

３２分析方法

在正交试验的基础上，利用加权分析法分别赋

予多糖提取率和多糖含量０４和０６的权重，计算
多糖的综合指标，从而分析比较各个影响因素的影

响程度，得出利用水提醇沉法提取葛根多糖的最佳

工艺，以便于葛根多糖制品的规模化生产。

３３结果分析

本实验系统分析了影响葛根多糖提取过程的因

素，利用加权分析法将各个影响因素的影响程度进行

分析，得到葛根多糖的最佳提取工艺。在最佳提取工

艺下，葛根多糖提取率最大可达 １５３８％，含量达
１２８８％。实验结果可以为葛根多糖在其他领域的应
用，如药品、保健品等方面提供参考，对于推动相关

行业的发展，具有一定的理论价值和实际应用前景。

３４提取因素分析

水提过程中，水提次数对实验结果的影响非常

明显，水提时间次之，料液比和粒度的影响相比较

而言则不太明显。出现这个结果的原因，可能是料

液比设定的最小比例已经足以完全提取出多糖，所

以再加大料液比的比例对于结果的影响就不太明显。

醇沉过程中，乙醇浓度对结果的影响非常明显，醇

沉温度次之，影响最小的是醇沉时间，在实验中发

现，葛根多糖醇沉时现象极为明显，表明对于醇沉

时间的单因素分析也是非常有必要的。因此本实验

后期可增加单因素分析。
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麻油、１５羟基硬脂酸聚乙二醇酯近年来只在少数中
药注射液中开展了的探索性的研究［９１３］，尚未广泛

使用。且使用增溶性辅料的制剂安全性研究相对较

少［１４１７］，因此需在了解制剂物质基础的同时结合剂

型的特点开展相应的安全性研究，谨慎添加，为临

床用药的安全提供保障。
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