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肉苁蓉类药材多糖提取工艺优化及多糖的平均分子质量分布
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摘要: 本文以肉苁蓉多糖的得率以及质量分数为评价指标, 通过单因素考察以及正交试验确定复合酶联合超声

提取工艺的最适提取条件, 从而得到一种简便、高效提取肉苁蓉多糖的方法。用此方法提取荒漠肉苁蓉、管花肉苁

蓉、盐生肉苁蓉、沙苁蓉中的多糖, 通过高分子排阻色谱-十八角度激光光散射仪配置示差检测器测定 4种肉苁蓉多

糖的平均分子质量、分布以及多糖的质量分数, 分析 4种肉苁蓉多糖间存在的差异。最终确定提取肉苁蓉多糖的最

佳工艺参数为复合酶用量 4%、复合酶配比 (纤维素酶∶果胶酶) 1∶3、超声功率 350 W (40 kHz)、超声时间 20 min、酶

解温度 50 ℃、pH 值为 6。在此提取工艺下重复提取 3 次平均得率为 5.14%, 质量分数为 90.78%, 综合指标为

47.96%, RSD为 1.51%, 重现性较好。通过软件计算可知 4种肉苁蓉类多糖均为球形结构, 但其平均分子质量及其

分布存在差异, 优化后的复合酶联合超声提取工艺能够有效地增大肉苁蓉多糖的得率, 是一种简单方便、经济环保

的提取方法, 为日后多糖的研究奠定了基础。
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Abstract: A simple and efficient method for extracting Cistanche polysaccharides was obtained and used to

extract four Cistanche polysaccharides. The molecular weight, distribution and polysaccharide mass fraction of

the four Cistanche polysaccharides were measured by High performance size exclusion chromatography-multiangle

laser light scatter-refractive index detector (HPSEC-MALLS-RID) and differences between the four Cistanche

polysaccharides were determined. The results of a single factor test and an orthogonal test showed that the best

process parameters for extracting Cistanche polysaccharides used a mixture of enzyme (4%), a ratio of complex

enzyme (cellulase∶pectinase) 1∶1, ultrasonic power at 350 W (40 kHz), for 20 min, enzymolysis temperature of

50 ℃, and pH 6. The average yield of three repeated extractions was 5.14%, the mass fraction was 90.78%, the

comprehensive index was 47.96%, and the RSD = 1.51%, indicating good reproducibility. The four Bossica Cistanche

polysaccharides are all spherical structures but their molecular weights and distributions differ. The optimized

compounded enzyme combined with ultrasonic extraction increases the yield of Cistanche polysaccharides. It is a

simple, convenient, economical and environmentally friendly extraction method, which lays the foundation for
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future polysaccharide research.
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肉苁蓉始载于《神农本草经》[1]。近年来, 国内外

对肉苁蓉的研究逐渐深入, 肉苁蓉具有填精益髓、润肠

通便、保肝、提高记忆力等功效[2,3], 多糖作为肉苁蓉主

要的成分, 具有重要的研究价值。但由于提取多糖的

工艺复杂, 得率低, 目前对肉苁蓉多糖的研究有限。提

取多糖主要的方法为热水浸提法[4-6], 但此法操作复

杂, 耗时长, 且长时间的加热有可能造成多糖的褐变及

其他水溶性成分的溶解, 导致纯度降低[7]。近年来微

波提取[8-10]、超声提取[11,12]、酶提取法[13,14]也被广泛应

用。微波提取法是用微波进行样品预处理, 利用其波

动性和高频特性, 借助微波的电磁场, 加速目标成分进

入溶剂, 促进提取[8]。超声波提取是利用强烈空化效

应及击碎和搅拌作用等多级效应, 使多糖释放、扩散和

溶解加快, 从而显著增大提取效率[7]。酶通过高度的

专一性, 破坏细胞壁, 加速胞内多糖溶出, 达到增大得

率的目的[15], 近年来被广泛应用于中药有效成分的提

取。本文采用复合酶联合超声提取工艺并对其进行优

化, 通过超声波配合复合酶加剧对细胞壁的破坏, 从而

增大多糖的得率以及质量分数, 对多糖的研究具有重

大参考价值。

多角度激光检测器常与黏度检测器、紫外检测器

以及示差检测器等设备联合应用于多分散系数、第二

维利系数、平均分子质量分布等的检测分析工作, 是现

代化的光散射技术在高分子材料分析中的开发与利用

的重要成果[16], 能够测定聚合物、多糖、蛋白质、核酸等

生物大分子的平均分子质量[17]。多糖作为生物高分子

化合物, 其药理活性, 不但取决于多糖链的化学结构,

与多糖本身的溶解度、相对分子质量及分布、支化度、

链构象等物理性质也有着密切关系[18]。本文所应用的

高效分子排阻色谱-十八角度激光光散射仪联用法

(HPSEC-MALLS-RID) 是通过激光检测器 (MALLS)

和示差检测器 (RID) 同时测定, 通过计算可以直接得

到样品中每个点的平均分子质量及其组分分布[19,20],

目前用此项技术测定肉苁蓉多糖分子质量及其分布的

研究报道较少。

材料与方法

材料 从 2018 年至 2021 年 , 共收集到荒漠肉苁

蓉、盐生肉苁蓉、管花肉苁蓉以及沙苁蓉样品共计 20

批, 均为春季采集, 阴干方式处理。经内蒙古自治区药

品检验研究院检定 H1～H5 为荒漠肉苁蓉 (Cistanche

deserticola Y.C.Ma) 干燥带鳞叶的肉质茎, Y1～Y5为

盐生肉苁蓉 [Cistanche salsa (C.A.Mey.) G.Beck] 干燥

带鳞叶的肉质茎 , G1～G5 为管花肉苁蓉 [C.tubulosa

(Schenk) Wight] 干燥带鳞叶的肉质茎, S1～S5为沙苁

蓉 (Cistanche sinensis G.Beck) 干燥带鳞叶的肉质茎 ,

见表1。

仪器与试剂 Waters 高效液相色谱仪、DAWN

HELEOS II 十八角度激光光散射仪 (美国怀雅特公

司)、示差折光检测器、KQ-500DE 型数控超声波清洗

器 (昆山市超声仪器有限公司)、AE100型万分之一电

子天平 (瑞士梅特勒-托利多公司)、ME5型百万分之一

天平 (德国赛多利斯公司)、TDL-5A型离心机 (上海菲

恰尔分析仪器有限公司)、PB-10型 pH计 (北京赛多利

斯科学仪器有限公司)。

柠檬酸 (天津市科密欧化学试剂有限公司)、氯化

钠 (国药集团化学试剂有限公司)、95%乙醇 (国药集团

化学试剂有限公司)、右旋糖酐 5000 (Solarbio 试剂公

司)、纯化水。

HPSEC-MALLS-RID 分析条件 色谱柱 : TSK‐

gel G4000 Wxl 与 TSKgel G6000 Wxl 串联 ; 流动相 :

0.1 mol·L-1 氯化钠溶液 ; 流速 : 0.5 mL·min-1; 进样量 :

100 μL; 柱温: 30 ℃; dn/dc: 0.145 0。

复合酶联合超声提取法提取多糖 取肉苁蓉粉末

(过 4 号筛) 约 10 g, 加 10 倍体积的乙醇回流脱脂 3 h,

Table 1 Sample information of four kinds of Cistanche

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Sample code
C. deserticola-1
C. deserticola-2
C. deserticola-3
C. deserticola-4
C. deserticola-5
C. salsa-1
C. salsa-2
C. salsa-3
C. salsa-4
C. salsa-5
C. tubulosa-1
C. tubulosa-2
C. tubulosa-3
C. tubulosa-4
C. tubulosa-5
C. sinensis-1
C. sinensis-2
C. sinensis-3
C. sinensis-4
C. sinensis-5

Source
Byannaoer, Inner Mongolia Autonomous Region
Dko, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Wlanchabu, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Xlinhaote, Inner Mongolia Autonomous Region
Sziwang, Inner Mongolia Autonomous Region
Yingbage, Xinjiang Uigur Autonomous Region
Yutian, Xinjiang Uigur Autonomous Region
Dliyaboyi, Xinjiang Uigur Autonomous Region
Lganboziya, Xinjiang Uigur Autonomous Region
Yutian, Xinjiang Uigur Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
Alashan, Inner Mongolia Autonomous Region
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离心 , 取滤渣加 30 倍水 , 超声提取 , 使用柠檬酸调节

pH 值后, 加入复合酶 (纤维素酶: 果胶酶 ), 水浴恒温

50 ℃提取 2 h, 90 ℃灭酶 10 min, 离心, 将滤液旋蒸至

约100 mL, 加1/4 sevge试剂 (三氯甲烷∶正丁醇4∶1), 振

摇 30 min后离心 10 min, 弃去沉淀, 取上清液再重复操

作 2次, 上清液用 4倍量乙醇沉淀多糖, 4 ℃静置过夜,

离心得沉淀 , 分别用无水乙醇、丙酮冲洗沉淀三次 ,

60 ℃烘干得肉苁蓉多糖。

单因素考察 在脱脂后的料液比为 1∶30、复合酶

为纤维素酶和果胶酶、酶解温度 50 ℃、酶解 2 h、四倍

量乙醇沉淀为确定因素的提取条件下, 分别考察超声

时间 (20、30、40、50 和 60 min), 超声功率 [250、300、

350、400和 500 W (40 kHz)], 复合酶用量 (1.5%、2.0%、

2.5%、4.0%、5.0%), 复合酶配比 (纤维素酶∶果胶酶, 3∶1、

2∶1、1∶1、1∶2、1∶3), 酶解 pH值 (3、4、5、6、7) 对得率的

影响。

正交试验 在单因素试验的基础上进行L9(3
4) 正

交试验 (表2), 以肉苁蓉多糖得率以及质量分数的综合

评分为指标, 对超声时间、超声功率、复合酶配比以及

酶解 pH值 4个因素进行优选。采用综合加权评分法

处理数据, 权重系数均为 0.5, 以下面公式计算综合评

分: 综合评分 = 0.5 × 多糖得率 + 0.5 × 多糖质量分数。

通过正交试验的直观分析和方差分析优化最佳制

备工艺。

多糖平均分子质量及质量分数的测定 供试品溶

液的制备: 精密称取 4种苁蓉多糖样品, 用 0.1 mol·L-1

氯化钠溶液配成 3 mg·mL-1的溶液, 待样品完全溶解后

用 0.22 μm 滤膜过滤 , 滤液经 HPSEC-MALLS-RID 进

行分析。

多糖得率 = m / M × 100%, 式中 m 为粗多糖样品

的质量 (g); M为药材的取样量 (g)。

多糖的质量分数 = m1 / M1 × 100%, 式中m1为多糖

实测值 (μg); M1为粗多糖理论进样量 (μg)。

方法学考察

精密度 由于目前无肉苁蓉多糖对照品, 故选用

相对分子质量已知的葡聚糖即右旋糖酐进行精密度试

验。取右旋糖酐加适量的流动相制成 1 mL约含 3 mg

的对照品溶液, 精密吸取同一对照品溶液 100 μL, 连

续进样6次, 测定右旋糖酐的实测值计算RSD值。

稳定性 精密吸取同一供试品溶液 (H3) 100 μL,

于制备后 0、2、4、8、12、24 h 分别进样分析, 以实测值

计算RSD。

重复性 取同一供试品荒漠肉苁蓉 (H3) 各 6份,

按照拟定分析方法进行测定, 计算荒漠肉苁蓉多糖的

质量分数, 计算RSD。

准确度 取已知质量分数为 99%的右旋糖酐, 平

行取样 6份, 加适量的流动相制成 1 mL约含 3 mg的对

照品溶液, 计算右旋糖酐的平均回收率, 计算RSD。

数据处理 多糖平均分子质量及质量分数的测定

采用ASTRA 7.3.1软件收集和处理数据。

结果

1 复合酶联合超声提取肉苁蓉多糖的单因素试验

1.1 超声时间对肉苁蓉多糖得率的影响 在20～60 min

考察范围内, 肉苁蓉多糖的得率随着时间的增大先增

大后减小, 40 min 达到最大值, 推测超声时间过长对

多糖有破坏作用 , 导致糖苷键断裂 , 故选择 20、30 和

40 min作为三个水平进行正交试验。

1.2 超声功率对肉苁蓉多糖得率的影响 在 250～

500 W 的范围内 , 多糖的得率与超声功率呈正相关 ,

500 W时多糖的得率最高。推测加大超声功率对细胞

壁的破坏力增大, 促进多糖的释放, 故选择 350、400和

500 W (40 kHz) 进行正交试验。

1.3 复合酶用量对肉苁蓉多糖得率的影响 在复合酶

为纤维素酶和果胶酶的条件下, 复合酶用量在 1.5%～

5.0%的范围内, 多糖的提取率随着酶用量的增加而增

加。在当复合酶的用量增加为底物质量浓度的 4.0%

时, 肉苁蓉多糖的得率不再上升, 推测增大复合酶用量

可以增加反应浓度, 使细胞壁软化、膨胀和崩溃, 使得

率升高, 由于酶存在竞争性抑制的特点, 随着酶浓度的

增加, 溶液趋于饱和。在考察范围内, 选择 4%为最适

复合酶用量。由于酶用量对试验结果影响较小, 所以

在正交试验中将不再考察此因素对多糖综合指标的

影响。

1.4 复合酶配比对肉苁蓉多糖得率的影响 在复合

酶用量确定为 4% 的条件下, 对纤维素酶和果胶酶的

配比进行了考察, 在考察范围内, 纤维素酶∶果胶酶为

1∶2时, 多糖的得率达到最大值, 故选择纤维素酶∶果

胶酶分别为1∶1、1∶2、1∶3进行正交试验。

1.5 pH 值对肉苁蓉多糖得率的影响 合适的 pH 值

可以增大多糖的得率, 在考察范围内, 多糖的得率随着

pH值的变化而变化, 当 pH值为 5时, 多糖的得率达到

最大值, 随即下降, 故选择 pH值分别为 4、5、6进行正

Table 2 L9(3
4) orthogonal test factors

Level

1

2

3

A

Compound

enzyme ratio

1∶1

1∶2

1∶3

B

Ultrasonic power

/W (40 kHz)

350

400

500

C

Enzymatic

hydrolysis pH

4

5

6

D

Ultrasound

time/min

20

30

40
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交试验。

2 复合酶联合超声提取肉苁蓉多糖的正交试验

根据正交试验结果可知, 各因素对得率的影响不

一。通过极差分析可知 (表3), 影响多糖得率和质量分

数的因素依次为超声功率 > 酶解 pH值 > 超声时间 >

复合酶配比。根据方差分析可知, 超声功率对肉苁蓉

多糖的综合指标影响最显著, 酶解 pH值、超声时间以

及复合酶配比对肉苁蓉多糖的综合指标没有显著影

响, 故肉苁蓉多糖的最适提取条件为A3B1C3D1 (表 2),

在此提取工艺下重复提取 3次平均得率为 5.14%, 质量

分数为90.78%, 综合指标为47.96%, RSD = 1.51%, 该提

取工艺重现性较好。

本文通过复合酶联合超声提取法, 得到了肉苁蓉

多糖的最适提取条件为复合酶用量 4%、复合酶配比

(纤维素酶∶果胶酶) 1∶3、超声功率 350 W (40 kHz)、超

声时间 20 min、酶解温度 50 ℃、pH值为 6, 此方法提取

率高, 重现性好。

3 方法学考察

3.1 精密度 连续进样 6次测定右旋糖酐的实测值,

计算RSD为0.31%, 结果表明仪器精密度良好。

3.2 稳定性 精密吸取同一供试品溶液 (H3) 100 μL

分别进样测定质量分数, 计算RSD为 1.26%, 结果表明

供试品溶液在24 h内稳定。

3.3 重复性 测定结果显示荒漠肉苁蓉多糖的质量分

数为87.75%, RSD为0.57%, 表明该方法重复性良好。

3.4 准确度 按照拟定分析方法进行测定, 计算右旋糖

酐质量的平均回收率为 98.38%, RSD为 1.17%, 误差在

允许范围内, 表明该方法测定多糖的质量分数结果准确。

4 四种苁蓉多糖平均分子质量分布及其质量分数比

较分析

通过 ASTRA 7.3.1 软件对结果处理, 其对应的平

均分子质量如表 4所示, 4种苁蓉类多糖色谱图如图 1

所示。从图 1可知, MALLS和RID的色谱图存在明显

差异, 出峰时间与出峰数量不一致, MALLS与样品中

平均分子质量大小有关, 平均分子质量越大出峰时间

越靠前, RID的信号只与浓度有关, 由此可知, 4种苁蓉

类样品中平均分子质量大的多糖浓度较低, 平均分子

质量小的多糖浓度较高。

4种肉苁蓉多糖的分布范围均为宽分布, 5批荒漠

肉苁蓉平均分子质量为 1.849×105, 平均质量分数为

85.75%; 5批盐生肉苁蓉平均分子质量为 8.130×105, 平

均质量分数为 78.92%; 5批管花肉苁蓉平均分子质量

为 4.676×105, 平均质量分数为 64.35%; 5 批沙苁蓉的

平均分子质量为 3.110×105, 平均质量分数为 81.88%。

4 种肉苁蓉平均分子质量大小比较为: 盐生肉苁蓉 >

管花肉苁蓉 > 沙苁蓉 > 荒漠肉苁蓉, 4种肉苁蓉多糖

的质量分数大小比较为: 荒漠肉苁蓉 > 沙苁蓉 > 盐生

肉苁蓉 > 管花肉苁蓉, 其中荒漠肉苁蓉平均分子质量

最小但质量分数最大。

由表 4可知, 4种肉苁蓉平均分子质量分布趋势大

致相似, 均呈现两侧含量较少, 中间平均分子质量居多

的趋势, 其中盐生肉苁蓉的多糖以大分子居多。进一

步分析数据可知荒漠肉苁蓉平均分子质量分布范围最

为狭窄, 盐生肉苁蓉平均分子质量分布范围最为广泛。

Table 3 Results L9(3
4) orthogonal test

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

K1
K2
K3
R

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3

126.94
127.53
130.19

3.25

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3

138.39
128.84
117.43
20.96

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2

121.61
128.49
134.56

12.95

D
1
2
3
3
1
2
2
3
1

136.17
124.23
124.26

11.94

Yield/%
4.63
3.59
3.46
3.76
3.51
2.98
3.50
2.79
3.80

Quality score/%
87.66
78.96
75.56
85.55
91.45
67.78
91.64
77.36
81.28

Comprehensive index/%
46.15
41.28
39.51
44.67
47.48
35.38
47.57
40.08
42.54

Table 4 Molecular weight and distribution of polysaccharides of four kinds of Cistanche. Mw: Molecular weight

Sample code

C. deserticola

C. salsa

C. tubulosa

C. Sinensis

Peak 1

Mw

5.137×105-9.426×105

8.636×105-3.568×106

1.354×106-3.165×106

5.991×105-3.144×106

Mass fraction/%

20.32

30.56

19.56

10.52

Peak 2

Mw

4.66×104-8.816×104

5.876×104-1.536×105

6.916×104-1.398×105

2.766×104-1.654×105

Mass fraction/%

67.78

58.02

63.54

73.20

Peak 3

Mw

3.074×104-6.140×104

3.800×104-1.519×105

4.480×104-1.086×105

1.350×104-1.709×105

Mass fraction/%

11.89

11.38

14.08

15.80
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通过软件计算可知 , 4 种苁蓉类多糖均为球形结构。

不同分子段的多糖, 其生物活性存在显著差异, 通过对

4 种苁蓉类药材多糖的平均分子质量及其分布的研

究, 可以为后续药效活性研究提供可靠依据。

讨论

通过复合酶联合超声提取法提取肉苁蓉多糖, 并

通过单因素试验以及正交试验将方法进行优化, 此方

法提取多糖具有操作简便、耗时少、提取率高等特点。

HPSEC-MALLS-RID由于其无需标准物质校正, 可同

时获得样品分子质量、分布和样品构象信息等特点被

广泛应用于多糖的平均分子质量测定中, 采用此方法

测定多糖的质量分数为目前的新兴技术, 该方法与传

统苯酚-硫酸法比较具有快速、简便、准确率高等优点,

避免了苯酚-硫酸法测定多糖时, 其他物质干扰而产生

较大误差, 为日后多糖的开发利用奠定了基础。
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