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千斤拔多糖的提取纯化及其结构鉴定
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摘　 要: 利用正交试验考察千斤拔多糖的提取工艺ꎬ并比较脱蛋白方法中的 Ｓｅｖａｇ 法和三氯乙酸法的纯化效

果ꎬ总糖含量测定采用苯酚－硫酸法ꎬ蛋白质含量测定采用考马斯亮蓝法ꎻ采用 ＤＥＡＥ￣５２ 纤维柱法来分离多

糖ꎬ并运用 ＨＰＬＣ 色谱来分析千斤拔多糖中的单糖成分ꎮ 结果表明:经正交试验得出千斤拔多糖的最佳提取

条件为时间 ２.５ ｈꎬ料液比为 １ ∶ ３０ꎬ温度 ８０ ℃ꎬ其多糖得率为 ８.５５８％ꎮ 对比两种脱蛋白的方法ꎬＳｅｖａｇｅ 法萃取

３ 次时蛋白的脱除效果最好ꎮ 经 ＤＥＡＥ￣５２ 纤维柱来分离多糖共分得 ７ 个组分ꎮ 经 ＨＰＬＣ 色谱鉴定出有葡萄

糖ꎬ甘露糖和阿拉伯糖ꎬ主要单糖成分为葡萄糖ꎮ
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　 　 千斤拔为豆科植物蔓性千斤拔(Ｍｏｇｈａｎｉａ ｐｈｉｌ￣
ｉｐｐｉｎｅｎｓｉｓ )、大叶千斤拔(Ｍ. ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ )或绣毛千

斤拔(Ｍ. ｆｅｒｒｕｇｉｎｅａ) 的干燥根(中国药典ꎬ２０１０)ꎮ
在我国主要分布于云南、广西、贵州、广东、台湾、海
南、四川等地(宋立人等ꎬ２００１)ꎮ 其味微苦而香ꎬ性
平ꎬ具有祛风除湿、消淤解毒、舒通筋络、补虚壮骨等

功效ꎬ民间主要用于治疗风湿骨病、腰肌劳损、痈肿、
咽喉肿痛、白带、阳痿、跌打损伤、妇女白带多等症ꎮ
被广泛用于中成药生产ꎬ如补血调经片、活络止痛

丸、复方挫伤灵(官燕红等ꎬ２００８)、妇科千金片(许
宁等ꎬ２０１３)等ꎮ

鉴于多糖具有调节免疫力的作用且千斤拔水煎

剂亦有提高免疫力的作用ꎬ现阶段ꎬ有学者(任朝琴

等ꎬ２００９)运用正交试验对千斤拔的多糖提取进行

了优化ꎬ但是对于千斤拔多糖的除蛋白及分析单糖

类成分的研究报道还很少ꎮ 本研究考察了千斤拔多

糖的提取工艺ꎬ运用冷凝回流提取法ꎬ未用有机试剂

来处理ꎬ类似于最传统的煎煮方法ꎬ纯化多糖ꎬ并运

用 ＨＰＬＣ 色谱来鉴定所含的单糖成分ꎬ为今后千斤

拔多糖的活性研究及开发提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料与仪器

Ｔ６ 新世纪紫外－可见分光光度计(北京普析通

用仪器有限责任公司)ꎬＬＣ￣２０Ａ 高效液相色谱仪

(日本岛津公司)ꎬＴｇＬ￣１６Ｒ 型台式离心机(上海市

离心机械研究所)ꎬＪＡ￣２００３Ｎ 型电子天平(上海菁海

仪器有限公司)ꎮ
千斤拔ꎬ购自广西贺州八步区(经广西中医药

大学刘寿养教授鉴定为蔓性千斤拔(Ｍｏｇｈａｎｉａ ｐｈｉｌ￣
ｉｐｐｉｎｅｎｓｉｓ)ꎮ 果糖ꎬ葡萄糖ꎬ纤维二糖ꎬ甘露糖ꎬ木糖ꎬ
阿拉伯糖ꎬ木二糖ꎬ半乳糖购自食品药品检定研究

院ꎮ 其他试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２ 千斤拔多糖的提取工艺

１.２.１ 苯酚－硫酸法测定千斤拔多糖的含量

(１) 葡萄糖线性回归方程:按张居作等(２０１５)的方

法取适量无水葡萄糖ꎬ１０５ ℃下真空干燥ꎬ精密称取

干燥后的葡萄糖ꎬ置于 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ配得浓度

为 １ ｇ􀅰Ｌ￣１的葡萄糖储备液ꎮ 精密移取 １ ｍＬ 葡萄

糖储备液于 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加蒸馏水至刻度ꎬ摇
匀ꎬ得到葡萄糖标准溶液ꎮ 分别精密移取该溶液 ０、
０.１、０.２、０.４、０.６、０.８ ｍＬ 于具塞比色管中ꎬ加蒸馏水

补至 ２ ｍＬꎬ摇匀ꎬ加入 ５％的苯酚溶液 ０.５ ｍＬꎬ混匀ꎬ
加入浓硫酸 ２.５ ｍＬ(缓缓加入)ꎬ混匀ꎬ室温静置ꎬ冷
却至室温时ꎬ以 ０ 号管作为空白对照ꎬ得线性回归方

程(Ｙ＝ ４.６８２ １Ｘ＋０.００８ ７ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ １ꎬ式中ꎬＹ 为吸

光度ꎬＸ 为糖含量)ꎮ
(２) 千斤拔粗多糖含量测定: 按张居作等

(２０１５)的方法吸取 １.０ ｍＬ 样品液ꎬ按照 １.１.１.１ 中

的步骤操作ꎬ测定 ４９０ ｎｍ 处的吸光度ꎬ计算样品的

多糖含量ꎮ
１.２.２ 单因素考察 　 准确称取千斤拔粉末 １０ ｇꎬ按
１ ∶ ２０的料液比回流提取 １ ｈꎬ趁热过滤ꎬ将滤液浓缩

至原体积的 １ / ５ꎬ室温冷却后ꎬ将 ５ 倍体积的 ９５％乙

醇缓缓加入下层溶液中ꎬ静置醇析ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离

心 １０ ｍｉｎꎬ用无水乙醇洗涤沉淀ꎬ收集多糖沉淀ꎬ冷
冻干燥得粗多糖ꎬ计算粗多糖得率( Ｐｅａｓｕｒａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１５)ꎮ

粗多糖得率(％)＝ 粗多糖质量 /千斤拔粉末的

质量 × １００％
考察回流提取过程中提取时间、料液比、提取温

度对粗多糖得率的影响(黄晓君等ꎬ２０１３)ꎮ
１.２.２.１ 考察提取时间对粗多糖得率的影响　 精密

称取千斤拔粉末 １０ ｇꎬ按照 １.２.２ 中的试验方法ꎬ选
择提取时间为 １、１.５、２、２.５、３ ｈꎬ料液比 １ ∶ ２０ꎬ提取

温度为 ８０ ℃ꎬ选取最佳浸提时间ꎮ 结果表明ꎬ最佳

提取时间是 ２.５ ｈꎮ
１.２.２.２ 考察料液比对粗多糖得率的影响　 精密称

取千斤拔粉末 １０ ｇꎬ按照 １.２.２ 中的试验方法ꎬ时间

为 ２.５ ｈꎬ选取提取温度为 ８０ ℃ꎬ改变料液比为 １ ∶
２０、１ ∶ ３０、１ ∶ ４０、１ ∶ ５０、１ ∶ ６０ꎬ选取最佳料液比ꎮ
结果表明ꎬ最佳料液比为 １ ∶ ３０ꎮ
１.２.２.３ 考察提取温度对粗多糖得率的影响　 精密称

取千斤拔粉末 １０ ｇꎬ按照 １.２.２ 中的方法ꎬ提取时间为

２.５ ｈꎬ料液比为 １ ∶ ３０ꎬ提取温度为 ５０、６０、７０、８０、９０、
１００ ℃ꎬ选取合适的温度ꎮ 最佳提取温度为 ８０ ℃ꎮ
１.２.３ 正交试验 　 精密称取千斤拔粉末 ２０ ｇꎬ按照

６６２ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



１.２.２ 中的试验方法ꎬ根据表 １ 中的提取工艺因素水

平进行 Ｌ９(３３)正交试验(Ｙｅ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)ꎮ 并对正交

实验进行极差分析和方差分析(陈佳丽等ꎬ２０１５)ꎮ

表 １　 提取工艺因素水平
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

水平
Ｌｅｖｅｌ

Ａ (时间)
Ｔｉｍｅ (ｈ)

Ｂ (料液比)
Ｓｔｏｃｋ ｒａｔｉｏ

Ｃ (温度)
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃)

１ ２ １ ∶ ２０ ７０

２ ２.５ １ ∶ ３０ ８０

３ ３ １ ∶ ４０ ９０

１.３ 千斤拔多糖的脱蛋白

在提取多糖的过程中同时会析出蛋白质ꎬ所以

脱蛋白是多糖纯化的重要环节之一ꎬ蛋白质和多糖

都是亲水性大分子ꎬ其结构具有复杂性、多样性等特

点(郭思维等ꎬ２０１３)ꎮ 粗多糖脱蛋白的好次以蛋白

脱除率及多糖保留率为评判指标(张帅等ꎬ２０１５)ꎮ
其中:①蛋白脱除率(％)＝ (脱蛋白前蛋白含量－脱
蛋白后蛋白含量) /脱蛋白前蛋白含量×１００％ꎻ②多

糖保留率(％)＝ 脱蛋白后多糖的含量 /脱蛋白前多

糖的含量×１００％ꎮ
１.３.１ 蛋白质的含量测定 　 采用考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０
法(柳荫等ꎬ２０１３)ꎬ制作蛋白质的标准曲线 ( Ｙ ＝
０.５１０ １Ｘ＋０.００８ １ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ １ꎮ 式中ꎬＹ 为吸光度ꎬ
Ｘ 为牛血清蛋白含量)ꎮ
１.３.２ Ｓｅｖａｇ 法　 取粗多糖溶液 １００ ｍＬ 置于分液漏

斗中ꎬ加入 ２５ ｍＬ Ｓｅｖａｇｅ 试剂(氯仿与正丁醇体积

比为 ４ ∶ １)ꎬ上下振摇约 ５ ｍｉｎꎬ静置分层后ꎬ保留上

层的无机层ꎬ将上清液再加入相同比例的 Ｓｅｖａｇｅ 试

剂ꎬ同法分别萃取 １、２、３、４ 次ꎬ每次测定上清液中蛋

白质及多糖的吸光度(夏泉等ꎬ２００７)ꎮ
１.３.３ 三氯乙酸(ＴＣＡ)法　 取 ５ 份同样浓度的多糖

溶液ꎬ分别加入浓度为 １％、３％、５％、７％、９％ 的三氯

乙酸溶液ꎬ混匀ꎬ静置ꎬ过夜ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 １０
ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ测其蛋白质和多糖吸光度ꎮ
１.４ 分级分离

１.４. １ ＤＥＡＥ￣５２ 树 脂 和 透 析 袋 的 处 理 　 取适量

ＤＥＡＥ￣５２ 纤维素ꎬ蒸馏水浸泡 ２４ ｈꎬ去掉悬浮物ꎬ然
后在１ ０００ ｍＬ ０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＯＨ 溶液中浸泡 ｌ ｈꎬ抽
滤ꎬ用蒸馏水洗至 ｐＨ 为中性ꎬ然后在１ ０００ ｍＬ ０.５
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＨＣｌ 溶液中浸泡 ｌ ｈꎬ抽滤ꎬ用蒸馏水洗至

ｐＨ 为中性ꎬ最后用１ ０００ ｍＬ ０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａｏＨ 浸泡

１ ｈ 抽滤ꎬ再用蒸馏水洗至中性ꎬ使 ＤＥＡＥ￣５２ 纤维素

洗至碱性ꎮ 将处理好的纤维素装入层析柱ꎬ用蒸馏

水平衡 ２４ ｈ(薛丹等ꎬ２０１４)ꎮ
将透析袋放置于蒸馏水中ꎬ水煮 １０ ｍｉｎ 后ꎬ用

６０ ℃蒸馏水冲洗 ２ ｍｉｎꎬ最后放置在 ４ ℃蒸馏水中

待用(颜小捷等ꎬ２０１２)ꎮ
１.４.２ 上柱分离　 称取 ３ ｇ 纯化后的千斤拔多糖适

量双蒸水超声溶解ꎬ离心后上清液ꎬ用 ＤＥＡＥ￣５２ 纤

维素柱色谱进行分离ꎬ依次用双蒸水ꎬ０.０５、０.１、０.２、
０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１氯化钠溶液ꎬ０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１氢氧化钠溶液

洗脱ꎬ流速 １ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ分部收集ꎬ每管收集 １０
ｍＬꎬ用苯酚－硫酸法测吸光度ꎬ以横坐标为洗脱体

积ꎬ纵坐标为其吸光度值ꎬ制作洗脱曲线ꎮ
将各段高峰部分分别合并ꎬ装入透析袋中ꎬ自来

水透析 ２４ ｈꎬ去离子水透析 ４８ ｈꎬ每隔 ４~６ ｈ 换一次

水ꎮ 离心ꎬ减压浓缩ꎬ干燥ꎮ
１.４.３ ＨＰＬＣ 测定千斤拔多糖中的单糖或多糖 　 称

取 １０ ｇ 纯化后的千斤拔多糖用蒸馏水超声溶解ꎬ溶
于 ３ ｍＬ 浓度为 ３ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１硫酸中ꎬ置沸水浴中冷凝

回流水解 ８ ｈꎬ过滤ꎬ减压浓缩(颜小捷等ꎬ２０１２)ꎬ浓
缩液中加入 ０.０２ ｇ 活性碳进行脱盐ꎬ再加入适量强

碱、强酸性阴离子树脂ꎬ震摇ꎬ电导仪测其电导ꎬ电导

率低于 １０ μｓ􀅰ｃｍ￣１时ꎬ将浓缩液经滤纸及 ０.４５ μｍ
微孔滤膜过滤ꎬ超声进高效液相色谱分析ꎮ

各标准品用纯净水配制成 １０. ０ ｇ􀅰Ｌ￣１ 后经

ＨＰＬＣ 分析(Ｐａｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)ꎮ
高效液相色谱仪(ＨＰＬＣ)ꎬ控制器 ＣＢＭ￣２０Ａꎬ泵

ＬＣ￣２０ＡＴꎬ示差折光检测器 ＲＩＤ￣１０Ａꎬ色谱柱 Ｔｒａｎ￣
ｓｎｏｍｉｃ Ｃａ２＋ꎮ 柱温 ８５ ℃ꎬ流动相为超纯水ꎬ流速 ０.５
ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬＲＩＤ￣１０Ａ 示差折光检测器ꎬ进样量:２０
μＬ(丁海龙等ꎬ２０１０)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 各单因素水平

根据单因素实验的最佳提取时间、液料比及提

取温度ꎬ分别选取各单因素的 ３ 个水平(表 １)ꎮ
２.２ 正交试验结果

根据单因素水平设计的正交试验ꎬ各实验结果

及极差分析如表 ２ꎬ方差分析结果如表 ３ꎮ 经查 Ｆ 分

布表ꎬ查得 Ｆ０.１０(２ꎬ２) ＝ ９.０ꎬ Ｆ０.０５(２ꎬ２) ＝ １９.０ꎬ Ｆ０.０１(２ꎬ２)

＝ ９９. ０ꎬ Ａ、 Ｂ、 Ｃ 三因素的 Ｆ 值均小于 Ｆ０.１０(２ꎬ２)、

７６２２ 期 乔雪等: 千斤拔多糖的提取纯化及其结构鉴定



Ｆ０.０５(２ꎬ２)、Ｆ０.０１(２ꎬ２)ꎬ因此均无显著性ꎬ但 Ｂ 因素的作

用明显强于 Ａ 与 Ｃꎬ且 Ａ 的作用又大于 Ｃꎮ 通过表

２ 中的极差分析的结果也表明ꎬＢ 因素也是其主要

影响因素ꎬ同时 Ａ > Ｃꎬ因此 Ｂ > Ａ> Ｃꎬ得到最佳提

取条件为 Ａ２Ｂ２Ｃ２ꎬ即时间 ２.５ ｈꎬ料液比为 １ ∶ ３０ꎬ温
度 ８０ ℃ꎬ按照此条件 ３ 次试验ꎬ得出其粗多糖得率

为(８.５５８±０.５)％ꎬ并测得其多糖含量为 ８.９７１％ꎮ

表 ２　 正交试验及极差分析结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｒａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

因素
Ｆａｃｔｏｒ Ａ Ｂ Ｃ 吸光度

Ａｂｓｏｒｂａｎｃｙ
粗多糖得率
Ｙｉｅｌｄ (％)

１ １ １ １ ０.０４１ ３.４３２

２ １ ２ ２ ０.０６１ ５.４４９

３ １ ３ ３ ０.０７８ ７.３２７

４ ２ １ ２ ０.０７７ ７.１８６

５ ２ ２ ３ ０.０８８ ８.２２２

６ ２ ３ １ ０.０５６ ５.０２６

７ ３ １ ３ ０.０４０ ３.３２６

８ ３ ２ １ ０.０８６ ８.１３３

９ ３ ３ ２ ０.０８１ ７.６８２

Ｋ１

Ｋ２

Ｋ３

Ｒ

１６.２０８

２０.４３４

１９.１４１

４.２２６

１３.９４４

２１.８０４

２０.０３５

６.０９１

１６.５９１

２０.３１７

１８.８７５

３.７２６

２.３ 两种脱蛋白方法的比较

脱蛋白前多糖的吸光度为 ０.２３７ꎬ蛋白的吸光度

为 ０.２２５ꎮ 由表 ４ 可知ꎬ随着萃取次数的增多ꎬ蛋白

的脱除率也增大ꎬ但是 ３ 次之后就有所下降ꎬ而多糖

的保留率会一直在减小ꎬ显而易见萃取 ３ 次时除蛋

白的效果较好ꎮ
由表 ５ 所示ꎬ随着三氯乙酸浓度的增加蛋白的

脱除率也增大ꎬ当浓度大于 ７％时蛋白的脱除率有

所下降ꎬ而多糖的保留率也在减少ꎬ综合考虑ꎬ浓度

为 ７％时除蛋白的效果较好ꎮ
Ｓｅｖａｇ 法和三氯乙酸法脱蛋白两种方法各有各

的特点ꎬ但综合考虑蛋白脱除率及多糖保留率ꎬ选用

Ｓｅｖａｇ 法ꎬ萃取 ３ 次较好ꎬ其多糖保留率为 ７６.４１％ꎬ
蛋白脱除率为 ６５.２２％ꎮ
２.４ ＤＥＡＥ￣５２ 纤维素柱对千斤拔粗多糖的分离

称取３ ｇ脱蛋白后的千斤拔多糖用适量蒸馏水

表 ３　 方差分析结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

方差来源
Ｓｏｒｕｃｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

离差平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ
ｏｆ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ

自由度
ｄｆ

均方
Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

Ａ ３.１２６ ２ １.５６３ ０.２３５ >０.０５

Ｂ １１.３３４ ２ ５.６６７ ０.８５１ >０.０５

Ｃ ２.３５３ ２ １.１７７ ０.１７７ >０.０５

误差 Ｅｒｒｏｒ １３.３１４ ２ ６.６５７

总和 Ｔｏｔａｌ ３０.１２８

表 ４　 Ｓｅｖａｇ 法脱蛋白
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｅｖａｇ

次数
Ｔｉｍｅｓ １ ２ ３ ４

蛋白脱除率 (％)
Ｒａｔｅ ｏｆ ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ

４７.５７ ６２.２７ ６５.２２ ６２.４５

蛋白吸光度
Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｂｓｏｒｂａｎｃｙ

０.１２２ ０.０９０ ０.０８４ ０.０８９

多糖保留率 (％)
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

７９.５０ ７７.９４ ７６.４１ ７４.２３

多糖吸光度
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｙ

０.１９０ ０.１８６ ０.１８３ ０.１７８

表 ５　 三氯乙酸(ＴＣＡ)法脱蛋白
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＣＡ

三氯乙酸浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｕｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ (％)

１ ３ ５ ７ ９

蛋白脱除率 (％)
Ｒａｔｅ ｏｆ ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ ４４.３５ ４９.９１ ５０.７０ ５７.７５ ５５.２７

蛋白吸光度
Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｂｓｏｒｂａｎｃｙ ０.１２９ ０.１５８ ０.１２５ ０.０９９ ０.１０５

多糖保留率 (％)
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

８１.６７ ７９.９６ ７７.５５ ７４.４３ ６９.０８

多糖吸光度
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｙ ０.１９５ ０.１９１ ０.１８５ ０.１７８ ０.１６６

超声溶解ꎬ经 ＤＥＡＥ￣５２ 纤维素柱分离得到 ７ 个纯化

组分ꎬ如图 １ 所示ꎮ 其中ꎬ各组分的质量如下:①以蒸

馏水为洗脱剂(５８.４３ ｍｇ)ꎻ②以 ０.０５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａＣｌ 为
洗脱剂(３０.１５ ｍｇ)ꎻ③以 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａＣｌ 为洗脱剂

(２６.１７ ｍｇ)ꎻ④以 ０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａＣｌ 为洗脱剂(２２.６３
ｍｇ)ꎻ⑤以 ０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａＣｌ 为洗脱剂(２５.９４ ｍｇ)ꎻ⑥
以 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａＯＨ 为洗脱剂(８０.６７ ｍｇ)ꎻ⑦以 ０.１
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａＯＨ 为洗脱剂(２９.６１ ｍｇ)ꎮ

８６２ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 １　 洗脱曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ

２.５ 千斤拔粗多糖的单糖组成分析

将常见标准品制备后用高效液相进行分析ꎬ保
留时间分别为果糖(１５. ３５０ ｍｉｎ)ꎬ葡萄糖(１１. ７８０
ｍｉｎ)ꎬ纤维二糖(９.４０４ ｍｉｎ)ꎬ甘露糖(１３.７８３ ｍｉｎ)ꎬ
木糖(１３.１３８ ｍｉｎ)ꎬ阿拉伯糖(１５.４９５ ｍｉｎ)ꎬ木二糖

(１０.４３３ ｍｉｎ)ꎬ半乳糖(１３.３３３ ｍｉｎ)ꎮ 样品处理后其

纯度为 ９４％ꎬ经 ＨＰＬＣ 检测ꎬ其结果如图 ２ 所示ꎬ根
据标准品的出峰保留时间ꎬ千斤拔多糖出峰时间分

别为峰 １:１０.５５８ ｍｉｎꎬ峰 ２:１１.７７１ ｍｉｎꎬ峰 ３:１３.６６７
ｍｉｎꎬ峰 ４:１５.４２１ ｍｉｎꎬ得出千斤拔多糖中含有葡萄

糖(峰 ２)ꎬ甘露糖(峰 ３)ꎬ阿拉伯糖(峰 ４)ꎬ各峰的

峰面积所占百分比为峰 １: ６.１１％ꎬ峰 ２: ５７.４０％ꎬ峰
３: １７.１８％ꎬ峰 ４: １９.３１％ꎮ 根据葡萄糖峰面积所占

的百分比ꎬ酸水解的千斤拔多糖中主要的单糖成分

为葡萄糖ꎮ

３　 讨论与结论

用酸或碱提取植物中的多糖时ꎬ多糖活性结构

遭到破坏ꎬ发生水解ꎬ所以千斤拔多糖用水提比较适

宜ꎮ 回流提取法与传统中药的煎煮方式很相似ꎬ在
方法上具有操作简单、价格低等特点ꎮ

多糖在提取的过程中会伴有蛋白质的出现ꎬ在
纯化多糖时就要先除去蛋白类物质ꎬ由于蛋白质和

多糖结合紧密ꎬ所以在脱除蛋白质的过程中会出现

多糖被消耗的现象ꎬ所以只能较大程度地脱蛋白

(张帅等ꎬ２０１５)ꎮ 有学者在研究同科植物黄芪多糖

除蛋白时发现ꎬ采用 Ｓｅｖａｇ 法 ６ 次处理可达到较为

图 ２　 对照品溶液及水解多糖的 ＨＰＬＣ 图　 Ａ. 千斤拔多糖ꎻ
Ｂ. 葡萄糖标准品ꎻ Ｃ. 甘露糖标准品ꎻ Ｄ. 阿拉伯糖标准品ꎮ

Ｆｉｇ. ２　 Ｈｉｇｈ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｚａｔｉｏｎ　 Ａ. Ｍｏｇｈａｎｉａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎻ

Ｂ. Ｇｌｕｃｏｓｅ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ Ｃ. Ｍａｎｎｏｓｅ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ
Ｄ. Ａｒａｂｉｎｏｓｅ ｓｔａｎｄａｒｄ.

理想的结果(夏泉等ꎬ２００７)ꎮ 目前对于千斤拔多糖

除蛋白质的研究甚少ꎬ本实验比较了 Ｓｅｖａｇ 法和三

氯乙酸法ꎬ发现采用 Ｓｅｖａｇ 法处理 ３ 次时的效果较

好ꎮ 且 Ｓｅｖａｇ 法方法简单ꎬ在温和的反应中达到脱

蛋白的目的ꎮ
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多糖是由单糖聚合而成ꎬ其分离有很多方法ꎬ比
如分级沉淀法ꎬ离子交换色谱法ꎬ凝胶柱色谱法等ꎮ
据文献报道ꎬ同科植物黄芪采用 ＤＥＡＥ￣５２ 纤维素色

谱分离ꎬ分得 ７ 个组分ꎬ且含有甘露糖、鼠李糖、葡萄

糖醛酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖(唐雨薇

等ꎬ２０１４)ꎮ 而对于千斤拔多糖目前还没有专家学

者对其进行分离ꎬ而本实验亦采用了 ＤＥＡＥ￣５２ 纤维

素分离柱ꎬ亦分得 ７ 个组分ꎬ这 ７ 个组分具体含有的

物质还需后面的实验研究ꎮ 千斤拔多糖经酸水解ꎬ
虽然峰 １ 和木二糖的保留时间很接近ꎬ但是木二糖

在酸性条件下很容易水解成木糖ꎬ在样品峰中没有

木糖的保留时间(１３.１３８ ｍｉｎ)ꎬ所以峰 １ 不是木二

糖ꎬ其具体物质还要后面的研究验证ꎬ所以由高效液

相检测出来的有葡萄糖、甘露糖、阿拉伯糖 ３ 种单糖

成分ꎬ葡萄糖为其主要糖类成分ꎮ 今后我们将进一

步研究千斤拔多糖的分子量及千斤拔多糖对小鼠的

免疫功能、抗肿瘤活性等药理作用ꎮ
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