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摘= =要：目的= =通过对党参多糖（Cmm）的提取纯化工艺优化及其单糖组成和相对分子质量（j）分布进行研究，为进一步

分离 Cmm提供依据。方法= =采用硫酸J苯酚法测定多糖的量，采用正交设计确定最佳提取工艺；对提取的粗多糖进行脱蛋白、

脱色、透析、冷冻干燥处理，得到精制粗多糖，并采用 emiC 和高效凝胶色谱（emdmC）法，对多糖水解后的单糖组成和

相对分子质量分布进行测定。结果= = Cmm的最佳提取工艺为提取温度 UR=℃，料液比 N∶NO，提取次数 O次，提取时间 NKR=h。
在上述条件下，Cmm 的提取率可达到 OOKRTB。水解单糖组成为葡萄糖醛酸、氨基半乳糖、木糖和少量甘露糖，多糖重均相

对分子质量（jw）为 ON=QVU。结论= =为 Cmm的分级和活性研究提供了理论基础。=
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党参 Codonopsis oadix 为桔梗科植物党参

Cdoonopisis= pilosula= Ec~rnchKF= k~nnf，素花党参

Codonopsis=pilousla=k~nnfK=v~rKmodesta=Ek~nnfKF=iK=qK=
phen 或川党参 Codonopsis= tangshen= llávK=的干燥=
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根，其主要功效为补中益气、健脾益肺，主治脾肺

虚弱、气短心悸、内热消渴xNJOz等症。党参多糖（Cmm）
为党参的主要成分之一，临床药理实验表明，Cmm
具有清除自由基、调节机体免疫力、抗衰老和造血

的功能，临床上广泛用于调血脂、降血糖、抗衰老

等xPJSz。目前国内和国外对 Cmm 的研究集中在多糖

提取工艺的优化xTJNMz，对多糖进一步的分离纯化以

及活性研究还需要更深入的探索。本实验主要结合

多糖得率和多糖的量，以多糖的提取率为指标，对

Cmm的提取工艺进行优化，得到提取效率较高的工

艺，然后通过对多糖相对分子质量（j）测定方法

的研究，得到粗多糖的单糖组成和j分布情况，为

Cmm的进一步分级研究奠定基础。=
N= =仪器与材料=

CmOORa电子天平，德国 s~rtoráìs公司；cwNMO
微型植物粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司；NOSM
高效液相色谱仪，美国 Agálent 公司；OSVR 型高效

液相色谱仪，美国t~ters公司，示差折光检测器，

dmC 色谱工作站；jállJn 超纯水制备系统，德国

jercâ公司；qrJNVMN双光束紫外J可见分光光度计，

北京普析通用仪器有限责任公司。=
党参，购自济南漱玉平民大药房，经山东中医

药大学田景振教授鉴定为桔梗科植物党参

Cdoonopisis= pilosula= Ec~rnchKF= k~nnf的干燥根；aJ
氨基半乳糖（批号 NMNRNOS，质量分数≥VUB）、aJ
核糖（批号 NQMSSU，质量分数≥VUB）对照品，德

国 arK= bhrenstorfer公司；aJ甘露糖（批号 NQMSRNJ=
OMNQMO，质量分数≥VUB）、iJ鼠李糖（批号 NNNSUPJ=
OMNQMN，质量分数≥VUB）、aJ葡萄糖醛酸（批号

NQMSQUJOMNQMO，质量分数≥VUB）、aJ半乳糖醛酸

（批号 NNNSQSJOMNOMN，质量分数≥VUB）、aJ葡萄糖

（批号 NNMUPPJOMNOMR，质量分数≥VUB）、aJ半乳糖

（批号 NMMOOSJOMNOMQ，质量分数≥VUB）、aJ阿拉伯

糖（批号 NNNRMSJOMMMMN，质量分数≥VUB）、aJ木
糖（批号 NNNRMUJOMMQMQ，质量分数≥VUB）、系列

j右旋糖酐对照品，aJO（批号 NQMSPVJOMNOMP，j=
R=ORM）、aJQ（批号 NQMSQNJOMNOMP，j=NP=MRM）、aJR
（批号 NQMSQMJOMNOMP，j=PS=UMM）、aJT（批号 NQMSQQJ=
OMNOMP，j=NPR=PRM），购自中国食品药品检定研究

院；其他试剂均为国产分析纯。=
O= =方法与结果=
OKN= =供试材料的处理=

根据预试验结果，取党参药材，在 SM=℃真空

干燥至恒定质量后粉碎，过 SR目筛，得党参药材干

粉。取党参药材干粉 RMM=g，置圆底烧瓶中，加入 P
倍体积的石油醚（PM～SM=℃，脱脂液），加热回流

R=h，倾去提取液，再次加入 P倍体积的石油醚（PM～
SM=℃），回流提取 R=h，重复操作 P次，至样品提取

液澄清为止。弃去提取液，取滤渣，置通风橱中挥

干溶剂，置于 SM=℃电热恒温干燥箱中烘干，得除

去油脂的党参粉末。将脱脂后的党参粉末置圆底烧

瓶中，加入 P倍体积的 VRB乙醇溶液，回流提取 S=h，
弃去提取液，循环重复 P 次，取滤渣，置于 SM=℃
电热恒温干燥箱干燥，得除去低聚糖的党参粉末。=
OKO= =党参多糖定量测定=

参考文献方法xNNJNOz，以葡聚糖（j=NM=MMM）为

对照品，采用苯酚J浓硫酸比色法测定多糖的量。=
多糖提取率＝粗多糖的质量L党参生药的质量=

OKP= =单因素试验=
取党参药材干燥至恒定质量后，粉碎过筛，经

石油醚，VRB乙醇提取，去除脂溶性成分和低聚糖，

挥干溶剂后，采用水提醇沉法提取 Cmm。固定其他

条件不变，分别考察料液比、提取温度、提取时间、

提取次数对多糖提取率的影响。=
OKPKN= =料液比对 Cmm 提取率的影响= =固定提取温

度 UR=℃、提取时间为 N=h，提取次数 N次，改变料

液比（N∶R、N∶U、N∶NM、N∶NO、N∶NR、N∶OM）
提取 Cmm，进行料液比单因素试验。结果 Cmm提取

率分别为（UKT±NKM）B、（NPKV±NKR）B、（NUKR±
NKT）B、（NTKV±OKP）B、（NSKQ±NKU）B、（NRKR±
NKO）B（n＝P）。料液比从 N∶R增加到 N∶NM时，

多糖得率呈明显上升趋势，从 N∶NM 增加到 N∶OM
时，多糖得率虽然有所降低，但变化趋势较为平稳，

因此选取料液比为 N∶U、N∶NM、N∶NO对 Cmm 提

取作正交试验，以确定最佳料液比。=
OKPKO= =提取温度对 Cmm 提取率的影响= =固定料液

比 N∶NM、提取时间 N=h，提取次数 N次，改变提取

温度（RR、SR、TR、UR、VR=℃）提取 Cmm，进行

提取温度单因素试验。结果 Cmm 的提取率分别为

（UKT±NKM）B、（NMKP±MKV）B、（NQKT±NKP）B、

（NTKS±NKV）B、（NSKN±NKO）B（n＝P）。提取温度

从 RR=℃增加到 UR=℃时，多糖得率呈上升趋势，从

UR=℃增加到 VR=℃时，多糖得率有所降低，因此选

取 TR、UR、VR=℃对 Cmm提取作正交试验，以确定

最佳提取温度。=
OKPKP= =提取时间对 Cmm 提取率的影响= =固定提取
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温度 UR=℃、料液比 N∶NM，改变提取时间（MKR、N、
NKR、O、P、Q= h）提取 Cmm，进行提取时间单因素

试验。结果发现 Cmm提取率分别为（NPKR±NKO）B、

（NUKQ±MKV）B、（NVKP±NKS）B、（NUKU±NKU）B、

（NSKN±NKP）B、（NQKP±NKN）B（n＝P）。随着提取

时间的延长，多糖得率呈上升趋势，但提取时间超

过 O=h，多糖得率有所降低，因此选取 N、NKR、O=h
对 Cmm提取作正交试验，以确定最佳提取时间。=
OKPKQ= =提取次数对 Cmm 提取率的影响= =固定提取

温度 UR=℃、提取时间为 N=h，料液比 N∶NM，改变

提取次数（N、O、P、Q、R）提取 Cmm，进行提取

次数单因素试验。结果 Cmm提取率分别为（NPKR±
NKO）B、（NUKQ±NKP）B、（NVKP±MKV）B、（NUKU±
NKM）B、（NSKN±NKO）B（n＝P）。随着提取次数的

增多，多糖得率呈上升趋势，但提取 O次后，再增

加提取次数，多糖提取率变化不大，因此选取 N、O、
P次对 Cmm提取作正交试验，以确定最佳提取次数。=
OKQ= =正交试验设计与分析=

根据单因素及预试验结果选定水提时影响 Cmm
提取率的 Q 个主要因素提取次数（A）、提取时间

（_）、料液比（C）和提取温度（a）作为考察因素，

以 Cmm的提取率为考察指标，选用 iVEPQF=正交表进

行试验，各组上清液分别浓缩至 NMM=mi，加乙醇至

UMB沉淀，冰箱静置过夜，离心。醇沉物分别用无

水乙醇、丙酮、乙醚各洗 N次，QM=℃真空干燥至恒

定质量，测定 Cmm的提取率xNPJNQz。试验设计及结果

见表 N。方差分析见表 O。==
表 N= =正交试验设计及结果=

qable=N= =aesign=and=results=of=orthogonal=test=

试验号= AL次= _Lh= C= aL℃= 多糖提取率LB=

N= N=ENF= NKM=ENF= N∶U=ENF= VR=ENF= = SKTR=

O= N=ENF= NKR=EOF= N∶NM=EOF= UR=EOF= NRKRV=

P= N=ENF= OKM=EPF= N∶NO=EPF= TR=EPF= NMKNM=

Q= O=EOF= NKM=ENF= N∶NM=EOF= TR=EPF= = UKPR=

R= O=EOF= NKR=EOF= N∶NO=EPF= VR=ENF= NSKOS=

S= O=EOF= OKM=EPF= N∶U=ENF= UR=EOF= OOKMV=

T= P=EPF= NKM=ENF= N∶NO=EPF= UR=EOF= OMKQS=

U= P=EPF= NKR=EOF= N∶U=ENF= TR=EPF= NOKVS=

V= P=EPF= OKM=EPF= N∶NM=EOF= VR=ENF= NMKTP=

hN= POKQQ= PRKRS= QNKUM= PPKTQ= =

hO= QSKTM= QQKUN= PQKST= RUKNQ= =

hP= QQKNR= QOKVO= QSKUO= PNKQN= =

o NQKOS= = VKOR= NOKNR= OSKTP= =

表 O= =方差分析=
qable=O= =Analysis=of=variance=

误差来源= 偏差平方和= 自由度= c值= 显著性=

A= = PUKRRP= O= OKQON= 无=

C= = = OQKURN= O= NKRSN= 无=

a= NQSKNQO= O= VKNTU= 无=

_=E误差F= = NRKVOP= O= = =

cMKMREOI=OF＝NVKMM= = cMKMNEOI=OF＝VVKMM=
=

由表 N、O可知，各因素对多糖提取率的影响大

小依次为 a＞A＞C＞_，最优组合为 AO_OCPaO，即

确定 Cmm 的最佳提取工艺为将党参药材干燥至恒

质量，粉碎后，在提取温度为 UR=℃，料液比为 N∶
NO，提取时间为 NKR=h的情况下提取 O次。在最佳条

件下进行P次平行实验，多糖提取率分别为OOKQTB、

OOKNUB、OPKMOB，平均提取率为 OOKRTB。=
OKR= = Cmm的纯化=

取党参水提液，浓缩至 NMM=mi，加乙醇至 UMB
沉淀，冰箱静置过夜，离心，取醇沉物于 QM=℃真

空干燥至无乙醇，加入 NM倍量蒸馏水，搅拌溶解，

向多糖溶液中加入 pev~ge 试剂（氯仿J正丁醇 Q∶
N），至终体积分数为 OMB，超声 NR= mán，在 Q= RMM=
rLmán下，离心 NR=mán。收集上清液，再次加入 pev~ge
试剂，重复上述步骤，直至无变性蛋白沉降为止，

得到澄清的多糖溶液。=
取 Cmm溶液，于以 abJRO纤维素为填充剂的玻

璃柱上，先用 MKR= molLi= k~Cl溶液脱液，再使用 N=
molLi= k~Cl 洗脱多糖样品，收集洗脱液，用苯酚J
浓硫酸法检测洗脱液中多糖的量，直至无多糖检出

为止，浓缩洗脱液。将浓缩后的 Cmm洗脱液灌入透

析袋中，再用封口夹密封透析袋另一端口，OQ=h自
来水循环透析，以除去多糖中的色素和洗脱后残留

k~Cl及其他的小分子物质。将透析后的多糖旋蒸浓

缩，将浓缩后的多糖溶液装入 R= mi西林瓶中，多

糖液面不可超过西林瓶高的 NLQ，防止真空冷冻干

燥过程中多糖的逸出，放入−U=℃冰箱中预冷冻 NS=
h；再放入真空冷冻干燥机 OQ= h，得到 Cmm的干燥

样品xNRJNTz。=
OKS= = emiC测定 Cmm水解产物的单糖组成=
OKSKN= =色谱条件= =色谱柱为 Agálent= worbox= p_JCNU

（NRM=mm×QKS=mm，5 μm）；流动相为磷酸盐缓冲溶

液（pe=UKO）J乙腈（UP∶NT）；体积流量 NKM=miLmán；
检测波长为 OQR=nm；柱温 PR=℃。=
OKSKO= =混合单糖对照品溶液的配制= =精密称取一定
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量的 NM种单糖对照品，加超纯水溶解并定容，得到

混合对照品溶液（aJ甘露糖 MKPQM= mgLmi、iJ鼠李

糖 MKQNN= mgLmi、aJ葡萄糖醛酸 MKOVU= mgLmi、aJ
半乳糖醛酸 MKOPN=mgLmi、aJ葡萄糖 MKQRN=mgLmi、
aJ半乳糖 MKNVU= mgLmi、aJ木糖 MKPNR= mgLmi、aJ
氨基半乳糖 MKONV= mgLmi、aJ核糖 MKPQO= mgLmi、
aJ阿拉伯糖 MKORT=mgLmi）。=
OKSKP= =多糖的水解样品的制备xNUz= =准确称取多糖

MKR=g，置于带塞的试管内，加入 NM=mi=N=molLi的

eOplQ于沸水浴中水解 U=h，用高纯水代替 N=molLi
的 eOplQ，于沸水浴中 O= h作为空白对照。水解结

束后，将水解液和空白对照于 NM=MMM=rLmán离心 NM=
mán。取水解液 QKR=mi用 O=molLi的 k~le中和至

pe值为 T，并定容至 NM= mi，NM= MMM= rLmán，离心

NM=mán，取上清液待衍生化。=
OKSKQ= =柱前衍生化处理xNVz= =取多糖水解样品溶液

和混合对照品溶液各 50 μL，分别与 50 μL 0.5 
moiLi的 mjm甲醇溶液及 50 μL 0.3 mol/L的k~le
溶液涡旋混合 PM= s，在 TM=℃条件下反应 PM=mán，
冷却至室温，加入 50 μL 0.3 mol/L 的 eCl进行中和

并加入 100 μL 高纯水稀释混匀，加入 900 μL 氯仿

涡旋混匀 PM=s静置 R=mán，吸取下层液弃去。从“加

入 900 μL 氯仿”起重复操作 P次，即得衍生化样品。=
OKSKR= =样品的测定= =取衍生化后的样品溶液和对照

品溶液各 10 μL，进样，测定。=
OKSKS= = Cmm水解产物的单糖组成测定结果= =结果显

示 Cmm主要由葡萄糖醛酸、氨基半乳糖、木糖和少

量甘露糖组成。单糖对照品溶液色谱图见图 NJA，
多糖水解产物的 emiC图见图 NJ_。=
OKT= =高效凝胶色谱（emdmC）法测定 Cmm平均M=
OKTKN= =色谱条件= =色谱柱为 phodex=lem~â=p_JUMP=
en（PMM=mm×UKM=mm，10 μm），流动相为 MKTNB
硫酸钠溶液（内含 MKMOB叠氮钠），柱温 PR=℃，示

差折光检测器（检测器温度 PR=℃），体积流量 MKR=
miLmán，进样量 20 μL。=
OKTKO= =对照品溶液的制备= =取右旋糖酐 aO、aQ、
aR、aT 对照品适量，精密称定，加流动相分别制

成 NKR=mgLmi的溶液，即得。=
OKTKP= =供试品溶液的制备= =取 Cmm适量，加流动相

制成约含 NM=mgLmi的溶液，振摇，室温放置过夜，

作为供试品溶液。=
OKTKQ= =标准曲线的制备= =取上述右旋糖酐系列对照

品溶液分别进样，记录洗脱峰的保留时间，由 dmC

专用软件xRz绘制标准曲线，以对照品 j的对数值为

纵坐标（v），以相应色谱峰的保留时间为横坐标（u）
进行线性回归，得回归方程 v＝−MKPOU=V=u＋UKUSU=R，
oO＝MKVVV=R。=
OKTKR= =样品测定= =根据 dmC 专用软件绘制的标准

曲线及供试品的保留时间，采用 dmC专用软件计算

样品各组分的重均相对分子质量（jw）及其 j 分

布。emdmC结果见图 O。=
OKTKS= = Cmm的平均j测定结果= =取多糖样品，平行

测定 S份，取其平均值。其结果显示jw为 ON=QVU，=
=

=

=
=
=
NJ甘露糖= = OJ鼠李糖= = PJ葡萄糖醛酸= = QJ半乳糖醛酸= = RJ氨基半

乳糖= = SJ葡萄糖= = TJ半乳糖= = UJ木糖= = VJ阿拉伯糖= = NMJ核糖=
NJm~nnose= = OJrh~mnose= = PJglìcìronác= ~cád= = QJg~l~ctìronác= ~cád= =
RJ~mánog~l~ctose= = SJglìcose= = TJg~l~ctose= = UJxólose= = VJ~r~bánose= =
NMJrábose=

=

图 N= =混合单糖对照品= EAF=和 Cmm水解产物= E_F=emiC图=
cigK= N= = emiC= of= mixed= monosaccharide= reference=
substances=EAF=and=monosaccharide=composition=of=Cmm=E_F=
=

=
=
=

图 O= = Cmm的 emdmC图=
cigK=O= =emdmC=of=dmC=

N=
O=

P= Q=

R=
S= T= V=U=

NM=

N=

P= R= U=

A=

_=

M= = = = = = = = R= = = = = = = NM= = = = = = = NR= = = = = = = OM= = = = = = OR= = = = = = = PM=
tLmán=

M= = = = = = = = = R= = = = = = = = NM= = = = = = = NR= = = = = = = OM= = = = = = = = OR=
tLmán=
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opa为 OKNOB，数均相对分子质量（jk）为 NN=TPM，
opa为 NKVUB。=
P= =讨论=

本研究在单因素试验的基础上采用正交设计对

Cmm 的提取方法进行优化，并采用柱前衍生 emiC
法和emdmC法对Cmm水解后的单糖组成和j进行

研究。结果表明，Cmm的最佳提取工艺为党参药材

经干燥、粉碎，然后经过石油醚脱脂，VRB乙醇脱

去低聚糖，挥干溶剂，在提取温度为 UR=℃，料液

比为 N∶NO，提取时间为 NKR=h的情况下提取 O次，

Cmm 的提取率达到 OOKRTB。将上述 Cmm 经过脱蛋

白、脱色、透析和冷冻干燥处理得到精制多糖，采

用 emiC 法对 Cmm 单糖组成进行分析，结果显示

Cmm主要由葡萄糖醛酸、氨基半乳糖、木糖和少量

甘露糖组成；以不同 j 的右旋糖酐为对照品，经

dmC软件处理，测定 Cmm的 jw为 ON=QVU，共得到

Q 个组分。研究表明xOMJONz，Cmm 具有清除自由基、

调节机体免疫等功能，是一种具有极大开发利用价

值有效部位。本实验对 Cmm的提取方法、单糖组成

和 j 分布进行了研究，对 Cmm 的提取提供理论依

据，并为 Cmm的分级和活性研究提供了物质基础。=
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