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微波辅助提取茯苓中茯苓多糖的研究
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摘　要: 目的　将微波辅助提取新技术应用于茯苓水溶性多糖的提取, 寻求最佳提取工艺。方法　采用均匀优化设
计试验条件, 以苯酚2硫酸法测定样品中多糖含量。对超声辅助提取和传统水提法比较, 并对水解前后的微波提取
多糖衍生物用毛细管电泳检测。结果　最佳提取条件: 时间为 18 m in; 固液比为 1∶50; 微波占空比 42% , 此时提取
率为 21792%。优于传统。结论　微波辅助提取速度更快、提取效率更高; 毛细管电泳检测表明微波提取茯苓多糖过
程合理, 能得到较理想的提取物。
关键词: 茯苓; 茯苓多糖; 微波辅助提取; 毛细管电泳
中图分类号: R 28412; R 286102　　　文献标识码: B　　　文章编号: 0253 2670 (2004) 12 1346 03

M icrowave-a ssistan t extraction of wa ter- soluble pachyman from P or ia cocos
N IE J in2yuan1, W U Cheng2yan1, W U Sh i2rong2, L I Zh i2liang1, 3

(11 D epartm ent of A pp lied Chem ical Engineering, Co llege of Chem istry and Chem ical Engineering, Chongqing U niversity,

Chongqing 400030, Ch ina; 21 EducationalM in istry and Chongqing C ity Key L abo rato ry of B iom edical Engineering,

Chongqing 400030, Ch ina; 31 N o rtheast General Pharm aceu tical Facto ry, Shenyang 110026, Ch ina)

Abstract: Object　To app ly the m icrow ave2assistan t ex tract ion (M A E) to ex tract ing the w ater2so lu2
b le pachym an from P oria cocos (Schw 1) W o lf1 M ethods　U n ifo rm design w as u sed to op t im ize the M A E

condit ion1 T he po lysaccharide w as determ ined by pheno l su lfu ric m ethod and theM A E w as compared w ith

the trad it ional ex tract ing m ethod1 Cap illary electropho resis w as app lied to detect ing the derivan t of pachy2
m an ex tracted from P 1 cocos1 Results　T he ex tract ion t im e w as 18 m in under so lid2liqu id ra t io of 1∶50,

occup ied2unoccup ied radio of 42% , and the pu rity of pachym an w as obviou sly enhanced1 T he ex tract ion

ra te w as 21792% under the op t im ized condit ion1 T he resu lt is bet ter than the trad it ional o r u lt rason ic2as2
sistan t ex tract ion1 Conclusion 　 It show s that theM A E p rocedu re is ra t ional and confirm ed to be eff icien t1
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　　微波辅助提取(m icrow ave2assistan t ex tract ion,

M A E) 是利用微波能量, 快速和有选择性地提取(包括

植物和动物) 纤维、土壤、水、化妆品等, 涉及的应用面

有环保、农业、食品、生物医学、药物以及加工过程的

检测和控制, 扩大后应用于工业规模的土壤治理和

食品的生产[1 ]。与传统方法相比, 微波辅助提取具有

速度快、选择性好、提取率高、需要溶剂量少、操作简

单等优点[2 ]。茯苓为多孔菌科真菌茯苓 P oria cocos

(Schw 1) W o lf 的干燥菌核, 其水提取物中茯苓多糖

能减轻癌症患者放疗、化疗的不良反应, 对肝硬化、

慢性迁延性肝炎有较好的疗效。本实验对微波回流

萃取茯苓多糖做了系统的研究, 采用均匀试验设计,

并对实验结果进行直观分析和多元非线性分析, 寻

找最佳提取条件, 并对提取物进行了提纯, 将其水

解、衍生后进行了毛细管电泳分析。

1　仪器与试剂

改装的格兰仕W P808 家用微波炉、A S2060B

型超声发生器、紫外2可见分光光度计 (澳大利亚

GBC 科学仪器公司)、A CS2000 毛细管电泳仪 (北

京)、FA 2104 电子天平 (上海天平仪器厂)。茯苓 (云

南产)购于重庆南纪门中药材大市场, 经我院周小华

副教授鉴定; 其他试剂均为分析纯。
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2　方法与结果

211　苯酚溶液的制备: 取苯酚约 10 g 于 100 mL 烧

瓶中, 加入 015 m g 碳酸氢钠、013 m g 铝片, 重蒸, 收

集 182 ℃馏份, 取 5100 g 重蒸过的苯酚配成 100

mL 溶液, 于避光阴凉处保存备用。

212　标准曲线的制备: 称取 01100 8 g 于 105 ℃烘

箱中干燥至恒重的葡萄糖, 配成 100 mL 标准溶液

备用。分别取葡萄糖标准溶液 010、011、012、013、

014、015、016、017 mL 于比色试管中, 分别用蒸馏水

补至 110 mL , 分别向每试管加入 110 mL 苯酚溶

液, 振荡后迅速加入 510 mL 浓硫酸, 静置 30 m in,

于 480 nm 处测定各试管溶液的吸光度。以葡萄糖

质量浓度 (X , ΛgömL ) 对吸光度 (Y ) 进行线性回归,

得回归方程: Y = - 01009 6 + 01010 3 X , r =

01999 6, 线性范围为 011～ 019 ΛgömL。

213　茯苓多糖的微波提取

21311　均匀试验设计: 根据初步试验的结果, 以水为

提取液, 选用了对提取率有影响的 3 个因素, 即微波作

用时间 X 1 ( 2～ 30 m in )、微波占空比 X 2 (28%～

100% , 总功率: 800 W )、固液比X 3 (固定液体质量为

50 g, 固体质量: 1～ 8 g) , 每个因素确定 15 个水平, 以

U 15 (158)均匀设计表及其使用表安排试验, 见表 1。

21312　微波提取工艺: 将块状茯苓粉碎为小颗粒

状, 称取一定质量的茯苓粉末, 固定溶剂水的体积为

50 mL , 按均匀设计表的试验条件, 在一定微波占空

比下回流提取一定时间后滤过, 残渣依法再提取两

次, 合并滤液, 移至量瓶中, 加水至刻度。取 1 mL 试

液于比色试管中, 按标准曲线的制备项下方法测定

吸光度, 计算茯苓多糖的量, 并求算提取率 (提取

率= 3 次提取液中茯苓多糖的总量ö茯苓粉末的质

量×100% )。结果见表 1。

21313　试验条件优化: 对以上实验结果用自编

M A TLAB 程序借计算机完成了多元非线型回归分

析[3 ] , 得到回归方程: Y = 31217+ 01109 X 1 - 01073

X 2- 01842 X 3- 01003 X
2
1- 01002 X

2
2+ 01060 X

2
3+

01001X 1X 2- 01004 X 2X 3+ 01017 X 1X 3。复相关系

数R = 01972。而用留一法交互检验对模型进行检验,

得到交互检验的相关系数R
2
CV 的负值, 说明由于样本

数相对较少而变量数过多, 有可能存在过拟合现象。

　　为了筛选变量, 对实验数据进行逐步回归, 输入

逐步回归的临界值为 01005, 按照逐步回归的结果

引入变量, 发现引入 4 个变量 (X 1, X 3, X
2
2, X

2
3) 的时

候模型的复相关系数和交互检验相关系数均较高

(R = 01924, R CV = 01847) , 因而取这 4 个变量进行

多元非线性回归, 得到四变量模型: Y = 31288 +

01011 X 1- 01793 X 3- 01002 X
2
2+ 01067 X

2
3。推出

最佳的试验条件为微波占空比为 42% , 固液比为

1∶50, 时间越长越好。
表 1　U15 (158)均匀设计结果

Table 1　Results of U15 (158) un iform design

试验号 X 1öm in X 2ö% X 3 茯苓多糖提取率 Y ö%

1 2 40 　4∶50 01843

2 4 60 715∶50 01905

3 6 85 315∶50 11048

4 8 28 　7∶50 01849

5 10 44 　3∶50 11523

6 12 66 615∶50 11180

7 14 90 215∶50 11255

8 16 32 　6∶50 11279

9 18 48 　2∶50 21491

10 20 72 515∶50 01957

11 22 95 115∶50 11902

12 24 36 　5∶50 01925

13 26 54 　1∶50 21532

14 28 78 415∶50 01947

15 30 100 　8∶50 01892

21314　验证试验: 设置时间为 18 m in, 微波占空比

为 42% , 固液比为 1∶50, 得到茯苓多糖提取率是

21792% , 比前 15 组提取率都高。

214　超声辅助提取: 根据初步试验结果, 选取可控

并对提取率有影响的 3 个因素进行设计: 温度 (30～

70 ℃)、时间 (30～ 60 m in)、固液比 (固定液体质量

为 50 g, 固体质量: 1～ 9 g) , 每个因素确定 5 个水

平, 以U 5 (54) 均匀设计表安排试验, 以水为提取剂,

取一定量的粉碎过的茯苓置 50 mL 烧瓶中, 并将烧

瓶置于超声发生器的水槽中, 回流提取, 每组提 3

次, 见表 2。
表 2　U5 (54)均匀设计结果

Table 2　Results of U5 (54) un iform design

试验号 温度ö℃ 时间öm in 固液比 茯苓多糖提取率ö%

1 30 30 7∶50 11249

2 40 50 5∶50 01353

3 50 20 3∶50 11627

4 60 40 1∶50 11706

5 70 60 9∶50 01346

215　传统沸水提取[4 ]: 取 5 g 茯苓置 100 mL 烧瓶

中, 加 10 倍量水, 加热提取 1 h, 抽滤, 取残渣再提取

2 次, 合并滤液, 测定多糖含量, 计算得茯苓多糖提

取率为 11352%。

216　毛细管电泳分析

21611　精制茯苓多糖的制备: 以最佳提取条件提取

3 份试样, 合并提取液, 低温浓缩至 50 mL。Sevag 法

除蛋白 3 次, 低温浓缩至约 15 mL , 加入 4 倍乙醇,
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静置, 过夜。小心吸取上清液, 弃去, 剩余物真空干

燥, 得茯苓多糖粗品。取部分茯苓多糖粗品固体, 用

无水乙醇洗 1 次, 用乙醚洗 2 次, 真空干燥, 得精制

茯苓多糖。

　　水解样品溶液的制备: 取约 014 m g 茯苓多糖

固体, 加入约 1 mL 水溶解, 加入约 013 mL 0165

mo löL 硫酸, 封管、沸水浴水解 10 h, 加入过量的碳

酸钡除去剩余的硫酸, 至无气泡生成, 离心 (1 000 rö

m in) 5 m in, 弃去沉淀, 得水解样品溶液。

21612　电泳分析: 分别取约 1 m g 精制茯苓多糖、水

解样品和葡萄糖, 加入约 1 mL 水溶解, 加入约 011

mL 12苯基232甲基252吡唑啉酮溶液 (015 mo löL , 以

甲醇为溶剂)、011 mL 氢氧化钠 (013 mo löL ) , 在 70

℃水浴中加热反应 30 m in, 取出, 室温下冷却约 10

m in, 加入 0115 mL 盐酸溶液 (013 mo löL ) 中和, 混

合后加入 1 mL 氯仿萃取剩余的衍生剂, 离心 (1 000

röm in) 5 m in, 取上清液再萃取 1 次, 离心得到上清

液, 用于电泳分析。电泳条件为: 电压 17 kV , pH =

515, 电动进样 6 s, KH 2PO 42N a2H PO 4 缓冲液 (pH =

518) , 毛细管 (80 cm ×50 Λm ) , 于 210 nm 处采用紫

外2可见分光光度检测器检测, 所得谱图见图 1。

3　结果与讨论

时间 töm in

图 1　茯苓多糖衍生物 (A)、茯苓多糖水解衍生物 (B)和葡萄糖衍生物 (C)的毛细管电泳图

F ig11　Cap illary electrophoresis chromatogram of pachyman der ivan t (A) ,

pachyman hydrolysate (B) , and glucose der ivan t (C)

　　对水溶性茯苓多糖进行微波提取, 并对试验条

件进行考察和优化, 得到一个四变量回归模型。根据

该模型可知, 提取时间 (X 1)越大, 提取率越高。而随

着微波占空比 (X 2) 的增加, 提取率先增大后减小,

其间应有一个最大值。对方程进行函数最值分析, 可

以知道当微波占空比为 42% 的时候, 提取率有最大

值。根据以上四变量方程, 固液比对提取率的影响是

最大的, 固液比 (X 3) 只有最小值, 没有最大值, 根据

实际情况, 该因素不能为负值, 而且根据事实可知,

固液比至一定大时, 提取率不会提高。这与实验结果

一致: 当固液比分别为 1∶50 和 2∶50 时, 提取率分

别为 21532% 和 21491% , 是试验中提取率最高的两

组, 而这两组试验的微波占空比 (分别为 56% 和

48% ) , 距离 42% 很近。因此, 无论是从相关系数、留

一法交互检验, 还是从实验数据本身评价, 都可以说

明该四变量模型具有一定的稳定性和预测能力。

　　微波法与传统回流法中 (时间: 1 h, 固液比: 1∶

10, 温度: 100 ℃, 提取 2 次, 提取率: 11352% ) 提取

率最高的一组相比, 时间大大缩短, 提取率是传统法

的两倍; 与超声提取 (时间: 40 m in, 固液比: 1∶50,

温度: 60 ℃, 3 次, 提取率: 11706% ) 相比, 只用不到

一半的时间, 提取率提高 6315%。另外, 与文献[4 ]中

的酶法 (时间: 100 m in, 温度: 100 ℃, 提取 2 次, 加

酶, 提取率: 214% )相比, 提取时间明显缩短, 提取率

也相当或略高, 不论在节能、高效还是在实验操作方

面微波辅助提取都优于酶法提取。

　　茯苓是一种葡聚糖, 由葡萄糖聚合而成的, 水解

以后变成了葡萄糖。由于水解产物的CE 图上唯一

的峰其保留时间与葡萄糖的保留时间一致, 因此可

以判定水解产物的单峰是葡萄糖。并且单糖衍生物

的谱图上没有其他杂质 (只有一个单峰) , 可以判断

茯苓多糖的毛细管电泳图上的各个峰所代表的组份

全部水解转换成了单糖, 因而确定该谱图上的峰应

该是不同聚合度的多糖。从以上分析得知, 整个提取

过程较为合理, 能得到较理想的提取物。
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