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巴戟天多糖提取工艺及抗氧化抗疲劳活性研究
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摘要!以广东德庆地区的巴戟天为原料!对巴戟天多糖提取

工艺进行响应面优化分析!并对提取所得巴戟天多糖的抗氧

化性及抗疲劳作用进行评价#结果表明!最佳提取条件为提

取时间
%3

!提取次数
?

次!料液比
'

#

''

&

=

(

.\

'!巴戟天多

糖得率为
(:+'P

!与理论预测值仅相差
&:''P

$体外抗氧化

研究表明!在该条件下得到的巴戟天多糖具有良好的
O

S

%

0

和
RZZ_

0清除能力#表明优化所得工艺条件稳定可行!且

所得多糖具有良好抗氧化能力#

B"_

小鼠试验结果显示!巴

戟天多糖能降低体内的尿素氮和乳酸!升高肝糖元含量!呈

现出一定的抗疲劳效用#

关键词!巴戟天$多糖$抗氧化$抗疲劳
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#亦称鸡肠风+鸡腿藤(

为茜草科巴戟天属植物巴戟天的干燥根(为中国四大南药之

一)巴戟天主要分布在两广+福建+海南等地(其中广东德庆

县是中国最大的巴戟天生产基地(所产巴戟天品质优良(研

究价值高)作为一种重要的中药材(巴戟天具有强筋骨+补

肾阳+祛风湿等功效,

'

-

(现代研究,

%S?

-表明其主要活性成分

有环稀醚萜苷类+多糖+蒽醌类+有机酸类+挥发油+微量元

素等)

多糖为巴戟天的重要有效成分之一(药理研究发现(巴

戟天多糖具有抗抑郁,

@S>

-

+抗骨质疏松,

(

-

+降血糖等作用,

+

-

)

因此(通过对巴戟天多糖的提取(将其应用于药品及保健品

生产(可进一步实现对巴戟天的有效利用)针对中药多糖的

提取(目前主要方法有溶剂提取+超声波+微波+酶辅助及超

临界流体萃取法等,

,

-

(这些方法有的有机溶剂使用量大(条

件不易控制(有的提取成本高且影响因素复杂(考虑到实际

,>'



应用时的生产成本及产品安全性(水浸提法仍是首选方法)

现阶段(针对巴戟天多糖提取已有相关研究(提取方法

包括了溶剂提取法,

*S'&

-

+酸碱提取法,

''

-

+酶辅助,

'%

-或超声

波提取法,

'?

-等(但这些研究主要针对福建+海南等地的巴戟

天(多糖提取率约在
?P

"

>P

(且未对提取所得多糖的抗氧

化活性进行系统研究)虽然已有相关文献,

'@S'+

-报道巴戟天

多糖具有抗疲劳的生物效用(但都主要集中在试验动物的心

肌和脑组织中各种相关酶活性的研究(缺乏对如血液+肝脏

等重要组织和器官在运动后机体产生疲劳时生化指标变化

的研究)因此(本试验拟以肇庆德庆地区巴戟天为研究对

象(采用水提法探索巴戟天多糖较适宜的提取工艺条件(探

究其体外抗氧化活性及抗疲劳作用(为巴戟天多糖的有效开

发和安全利用提供科学依据)

'

!

材料与方法
':'

!

材料与试剂

巴戟天"

%

年生(产自广东肇庆德庆县$

'

(

')

二苯基
)%)

三硝基苯肼!

'

(

')90

F

345

I

1)%)M<0508<;

F

34)

5

I

13

I
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RZZ_

#"优级纯(美国
$0

=

./

公司$

硫酸+苯酚+蒽酮+邻苯三酚+

*>P

乙醇+三羟基氨基甲烷

!

M<06

#+过氧化氢等"分析纯(国药集团化学试剂有限公司$

A

!

"分析纯(天津科密欧化学试剂有限公司$

血清尿素氮!

ŴB

#试剂盒"批号
%&'+&>%%

(上海科华生

物工程股份有限公司$

血乳酸!

\U!M

#试剂盒"批号
'+&?%,&'

(美康生物科技

股份有限公司$

肝糖元!

_Y

#试剂盒"批号
%&'+''''

(南京建成生物工程

研究所)

':%

!

仪器与设备

电子分析天平"

U#%%@!B

型(奥豪斯仪器!常州#有限

公司$

冷冻干燥机"

\YC)'&̂

型(北京四环科学仪器有限公司$

紫外
)

可见分光光度计"

WA)'%@&

型(上海美谱达有限

公司$

恒温水浴锅"

__)@

型(常州智博瑞仪器制造有限公司$

旋转蒸发仪"

B)'?&&

型(上海爱朗仪器有限公司$

循环水式真空泵"

$_j)R"""

型(巩义市予华仪器有限责

任公司$

电热恒温鼓风干燥箱"

RYb)*'@?̂)'

型(上海福玛实验

设备有限公司$

高速多功能粉碎机"

_!)?&&M

型(永康市天祁盛世工贸

有限公司$

低速离心机"

MR\)@&!

型(上海安亭科学仪器厂$

全自动生化分析仪"日立
+&%&

型(日本株式会社日立高

新技术$

全波 长 酶 标 仪"

D̀1806J/5 YO

型(美 国
M34<.;

$204580H02

公司)

':?

!

试验方法

':?:'

!

巴戟天多糖的提取
!

将巴戟天洗净(

(&f

干燥
'%3

(

粉碎后过
@&

目筛)称取一定质量的巴戟天干粉(用
'&

倍体

积的
*>P

乙醇回流浸提
%

次(待冷却后过滤(取滤渣在真空

干燥箱干燥后备用)采用热水浸提法对多糖进行提取(将预

处理后的巴戟天样品以一定料液比+提取次数和提取时间进

行回流提取)提取结束后(抽滤+离心(取上清(即为巴戟天

多糖粗提液)将所得多糖提取液减压浓缩成黏稠浸膏状(加

入
*>P

乙醇使溶液的含醇量为
+&P

(充分搅拌(

@f

醇沉过

夜(于
@&&&<

*

.05

离心
%&.05

(弃上清(收集沉淀物(进行冷

冻干燥(所得干燥物即为巴戟天粗多糖,

'?

-

)

':?:%

!

标准曲线的绘制
!

根据孟繁磊等,

',

-的方法修改如

下"将葡萄糖标准品干燥至恒重(配制成
&:%.

=

*

.\

葡萄糖

标准溶液)利用标准溶液(配制质量浓度为
&:&'

(

&:&>

(

&:'&

(

&:'>

(

&:%&.

=

*

.\

的葡萄糖溶液(分别取
':&.\

于具塞试

管中(加入
>P

苯酚溶液!现配先用#

':& .\

(摇匀(加入

>:&.\

浓
_

%

$O

@

反应
>.05

(沸水浴
'>.05

(取出后于冰水

浴中冷却至室温)以蒸馏水代替葡萄糖溶液作为空白对照(

于
@*&5.

波长处测吸光度(以溶液吸光度为纵坐标(葡萄糖

质量浓度为横坐标(绘制标准曲线)

':?:?

!

巴戟天多糖含量的测定
!

采用苯酚
S

硫酸法)准确

称取巴戟天粗多糖样品
'& .

=

定容至
'&&.\

(配制成

&:'.

=

*

.\

的粗多糖溶液)准确吸取
':&.\

多糖溶液进行

苯酚
S

硫酸反应(按
':?:%

的方法测得样品的吸光度(平行试

验
?

次(取平均值)巴戟天多糖提取率按式!

'

#计算"

J

R

,

U

7

U

'&

S

%

O

U

'&

S

?

U

Q

U

'&&P

( !

'

#

式中"

+

'''巴戟天多糖提取率(

P

$

,

'''所测吸光度$

7

'''粗多糖总质量(

=

$

Q

'''巴戟天粗粉质量(

=

$

O

'''标准曲线系数(

,:>>'+

)

':?:@

!

巴戟天多糖提取的单因素试验
!

在料液比为
'

#

,

!

=

*

.\

#(提取时间
%3

条件下(分别对巴戟天多糖提取
'

(

%

(

?

(

@

(

>

次(考察提取次数对巴戟天多糖得率的影响$在料液

比为
'

#

,

!

=

*

.\

#条件下对巴戟天多糖提取
?

次(每次均分

别提取
':&

(

':>

(

%:&

(

%:>

(

?:&3

(考察提取时间对巴戟天多糖

得率的影响$分别在不同料液比为
'

#

@

(

'

#

(

(

'

#

,

(

'

#

'&

(

'

#

'%

!

=

*

.\

#条件下对巴戟天多糖进行提取(提取
?

次(每

次提取
%:&3

(考察料液比对巴戟天多糖得率的影响)

':?:>

!

响应面优化巴戟天多糖的提取工艺
!

在单因素试验

的基础上(以料液比+提取时间+提取次数
?

个因素为自变

量(以巴戟天多糖得率为响应值(采用
;̂X)̂435J45

试验设

计(对巴戟天多糖提取工艺条件进行优化)

':?:(

!

巴戟天多糖抗氧化活性评价

!

'

#清除
O

S

%

2能力的测定"采用邻苯三酚自氧化

法,

'*

-

)精确量取不同质量浓度的样品溶液
':&.\

(分别加

入
@:&.\M<06)_!1

缓冲液!

>&..;1

*

\

(

F

_,:%

#(于
%>f

水浴中保温
'&.05

(加入
&:'.\

邻苯三酚!

%>..;1

*

\

#(混

*>'

提取与活性
!

%&',

年第
+

期



匀后于
%>f

保温
>.05

(立即加入
%

滴
_!1

溶液!

'&.;1

*

\

#

终止反应(在波长
?%>5.

处测定样品溶液的吸光度)以

':&.\

蒸馏水代替多糖溶液(以
A

!

作对照)按式!

%

#计算

O

S

%

2的清除率)

5

R

,

&

S

!

,

'

S

,

A

#

,

&

U

'&&P

( !

%

#

式中"

5

'''清除率(

P

$

,

&

'''空白对照液的吸光度$

,

'

'''巴戟天多糖溶液的吸光度$

,

A

'''不加邻苯三酚的巴戟天多糖溶液的吸光度)

!

%

#清除
RZZ_

2能力的测定"根据文献,

%&

-修改如下(

将等体积巴戟天多糖溶液及
RZZ_

2溶液!

&:%..;1

*

\

#混

匀后避光静置反应
?&.05

(以无水乙醇为参照(在
>'+5.

波

长处测定其吸光度
,

'

)同时(测得样品溶液与等体积无水乙

醇混合液的吸光度
,

A

(并测得
RZZ_

2溶液!

&:%..;1

*

\

#与

等体积无水乙醇混合液的吸光度
,

2

(以
A

!

为阳性对照(则

巴戟天多糖对
RZZ_

2的清除率按式!

?

#计算"

5

R

!

'

S

,

'

S

,

A

,

5

#

U

'&&P

( !

?

#

式中"

5

'''清除率(

P

$

,

'

'''

RZZ_

2与样品反应后的吸光度$

,

A

'''样品与无水乙醇混合液的吸光度$

,

5

'''

RZZ_

2溶液与无水乙醇混合液的吸光度)

':?:+

!

巴戟天多糖抗疲劳药理活性评价

!

'

#试验动物与分组"本试验选取雄性小鼠!

B"_

#

@&

只(

%

月龄(体重为
',

"

%%

=

(由广东省医学实验动物中心提

供,

$!ee

!粤#

%&'?)&&&%

-(在试验条件下,温度!

%&h%

#

f

(

相对湿度!

+&h'&

#

P

#-饲养
?9

(自由饮食+饮水(不限制活

动(待动物适应环境
'

周后开始试验)小鼠随机分
@

组(每组

'&

只(即高!

?&&.

=

*

J

=

#+中!

'>&.

=

*

J

=

#+低剂量!

?&.

=

*

J

=

#

及空白对照组!蒸馏水组#)按
%&.\

*

J

=

体重的剂量进行称

重给药(每天
'

次(连续
@

周)

!

%

#生化指标的测定"末次灌胃
?&.05

后(将试验小鼠

尾根部负荷
>P

体重的铅丝并置于!

%>h'

#

f

的水箱中负重

游泳)小鼠负重游泳时间为小鼠落水至小鼠游泳力竭沉入

水底持续
,6

以上不能浮出水面的时间)游泳结束后即刻取

小鼠内眦静脉血
@&&

'

\

(离心!

?&&&<

*

.05

(

'&.05

#取血清(

然后按相关试剂盒的方法进行操作(检测
\U!M

和
ŴB

的

含量)

_Y

的测定"取出肝脏(除去结缔组织(用生理盐水漂

洗后用滤纸吸干称重)然后用匀浆器研磨+离心(加预先冷

却的生理盐水制备成
'&P

的组织匀浆(按照肝糖元测定试剂

盒说明书进行操作(计算肝糖元的含量)

%

!

结果与分析

%:'

!

巴戟天多糖提取工艺条件优化

%:':'

!

响应面设计
!

通过单因素试验(考察提取时间+料液

比和提取次数对巴戟天多糖得率的影响(结果见图
'

)由

图
'

可知(在以下单因素条件下"料液比
'

#

'&

!

=

*

.\

#(提

取时间
%:&3

左右(提取次数约
%

"

?

次时(巴戟天多糖的提

取率均可达到最大值)

图
'

!

单因素试验结果

T0

=

D<4'

!

#46D186;H;54)H/28;<)/8)/)80.44X

F

4<0.4586

!!

根据单因素试验结果确定的响应面因素与水平设计见

表
'

)

%:':%

!

回归模型方差分析及显著性检验
!

响应面试验设计

方案及结果见表
%

)

!!

将表
%

中试验数据利用
R460

=

5)-X

F

4<8

软件进行处理

后(得到巴戟天多糖提取率对提取料液比+提取时间+提取次

数的二次多项回归方程为"

表
'

!

响应面分析因素与水平

M/714'

!

-X

F

4<0.458/1H/28;<6/5914L416D649H;<

;̂X)̂435J459460

=

5

水平
U

料液比!

=

*

.\

#

^

提取时间*
3 !

提取次数

S' '

#

, ':> %

& '

#

'& %:& ?

' '

#

'% %:> @

&('

第
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表
%

!

巴戟天多糖得率的响应面试验设计与结果

M/714%

!

-X

F

4<0.458/19460

=

5/59<46D186H;<<46

F

;564

6D<H/24/5/1

I

606

试验号
U ^ ! /

多糖得率*
P

' ' S' & @:&,

% ' ' & >:(>

? S' & S' @:?>

@ S' S' & ?:+>

> ' & ' (:%,

( ' & S' >:+%

+ & S' S' @:%>

, & S' ' @:>%

* & ' ' (:%&

'& S' ' & >:%&

'' & ' S' >:@>

'% S' & ' @:+%

'? & & & (:@,

'@ & & & (:,,

'> & & & (:(%

'( & & & (:>(

'+ & & & (:?&

!!

/aS?,:+>%k@:@?*?,,k'(:*?*@k%:'%%+>!k

&:&?,@k&:&%?+>,!k&:%@@!S&:%'(*@,

%

S@:'%'@

%

S

&:@?%+>!

%

) !

@

#

对所得回归模型进行方差分析和显著性检验)如表
?

所示(回归模型方程显著!

Za&:&&&+

#(失拟项不显著!

Za

&:&*>*

#(表明该模型对响应值拟合良好(可用于巴戟天多糖

得率的分析)其中(

!

%对多糖得率影响均达显著水平!

Z

'

&:&>

#(

U

+

^

+

U

%和
^

%对巴戟天多糖得率的影响达极显著水平

!

Z

'

&:&'

#(由方程回归系数及其显著性可知对巴戟天多糖

得率影响因素主次顺序为提取时间
(

料液比
(

提取次数)

%:':?

!

交互作用分析
!

图
%

为各试验因素相互作用对巴戟

天多糖得率影响的响应面与等高线图)从图
%

!

/

#可以看出(

巴戟天多糖得率随液料比和提取时间的增加呈先上升后缓

慢下降的趋势(当提取料液比和时间达
&:>

水平时(多糖得

率达最大值)由等高线图可知(等高线呈椭圆形(表明液料

比与提取时间交互作用影响显著(且沿提取时间轴向等高线

相对稀疏+曲线较平缓(表明提取时间对多糖得率的影响相

对较弱)图
%

!

7

#表明(多糖得率随液料比和提取次数的增加

先增大后减小(且有明显的交互作用)图
%

!

2

#表明(多糖得

率随提取次数的增加和提取时间的延长呈先增大后略下降

的趋势(且两因素的交互作用明显(对多糖得率影响显著)

%:':@

!

模型验证
!

通过
R460

=

5)-X

F

4<8,:&:(

软件分析(获得

巴戟天多糖的最佳工艺提取条件"料液比
'

#

'&:>+

!

=

*

.\

#+

提取时间
%:'*3

+提取次数
?:?>

次(理论最佳提取率为

(:,%P

)考虑到实际生产中的可操作性和生产成本(将提取

工艺参数修正为料液比
'

#

''

!

=

*

.\

#+提取时间
%3

+提取

次数
?

次(在此条件下进行巴戟天多糖提取的验证实验(测

表
?

!

回归模型的方差分析表Q

M/714?

!

A/<0/524/5/1

I

606H;<834468/7106349

<4

=

<4660;5.;941

方差来源 平方和 自由度 均方
E

值
Z

值

模型
'>:*& * ':++ '(:%> &:&&&+

&&

U ':+% ' ':+% '>:,? &:&&>?

&&

^ @:?> ' @:?> @&:&? &:&&&@

&&

! &:@, ' &:@, @:?+ &:&+@*

Û ?:(&i'&

S?

' ?:(&i'&

S?

&:&? &:,(&,

U! *:&?i'&

S?

' *:&?i'&

S?

&:&, &:+,'(

!̂ &:&( ' &:&( &:>? &:@*&?

U

%

?:'+ ' ?:'+ %*:'+ &:&&'&

&&

^

%

@:@+ ' @:@+ @':'' &:&&&@

&&

!

%

&:+* ' &:+* +:%> &:&?&*

&

残差
&:+( + &:''

"""""""""""""""""""""""

失拟项
&:>, ? &:'* @:?' &:&*>*

纯误差
&:', @ &:&>

总误差
'(:(( '(

!

Q

!&

:Z

'

&:&>

水平差异显著$

&&

:Z

'

&:&'

水平差异极显著)

得多糖的实际平均提取率为!

(:+'h&:'@

#

P

(与理论值相差

&:''P

(表明该工艺条件准确可行)

%:%

!

巴戟天多糖抗氧化活性评价结果

%:%:'

!

清除
O

S

%

2的能力
!

如图
?

所示(在质量浓度为
&:'

"

@:&.

=

*

.\

时(巴戟天多糖对
O

S

%

2清除率随样品质量浓度

的增加而逐渐增大(巴戟天多糖质量浓度从
&:'.

=

*

.\

增

加到
@:&.

=

*

.\

(清除率从
'(:%P

增加到
+*:?P

)当巴戟天

多糖质量浓度
(

@:&.

=

*

.\

时(清除率最大为
,&:@P

(与
A

!

对
O

S

%

2的清除率仅相差
':+P

(表明巴戟天多糖具有一定的

O

S

%

2清除能力)

%:%:%

!

清除
RZZ_

2的能力
!

由图
@

可知(在测定的质量浓

度范围内!

&:'

"

>:&.

=

*

.\

#(巴戟天多糖对
RZZ_

2的清除

率随样品质量浓度增加而增大(呈现一定的量效关系)在

&:'

"

@:&.

=

*

.\

时(巴戟天多糖对
RZZ_

2的清除能力弱

于同质量浓度的
A

!

)当质量浓度达
>:&.

=

*

.\

时(巴戟天

多糖对
RZZ_

2的清除能力则逐渐趋近
A

!

(清除率可达

,@:(P

)

%:?

!

巴戟天多糖抗疲劳药理活性评价结果

由表
@

可得知(在不同剂量组中小鼠的
ŴB

值和

\U!M

值都呈现了不同程度的降低(而
_Y

值升高(且呈现

一定的剂量相关性)其中高剂量组与对照组比较有显著性

差异(

?

个生化指标都有统计学意义!

Z

'

&:&>

#)由此可见(

巴戟天多糖能降低小鼠的
ŴB

和
\U!M

含量(同时增加

_Y

在体内的储备量(为机体提供更多的能量而达到一定的

抗疲劳效果)

?

!

结论
本研究在单因素试验基础上(采用

;̂X)̂435J45

响应面

设计对巴戟天多糖的提取工艺参数进行优化(得到最佳提取

工艺参数为料液比
'

#

''

!

=

*

.\

#+提取时间
%3

+提取
?

次(

'('

提取与活性
!

%&',

年第
+

期



图
%

!

两因素交互作用对巴戟天多糖得率影响的响应面图结果

T0

=

D<4%

!

#46

F

;5646D<H/24.;941

F

1;86H;<8340584</280;54HH4286;5834

I

0419;H

F

;1

I

6/223/<094

图
?

!

巴戟天多糖对
O

S

%

0的清除率

T0

=

D<4?

!

$D

F

4<;X094/50;5</902/162/L45

=

05

=

2/

F

/208

I

;H

Q*?'260*

99

'5'20;'C_;G

F

;1

I

6/223/<0946

图
@

!

巴戟天多糖对
RZZ_

0的清除率

T0

=

D<4@

!

RZZ_</902/162/L45

=

05

=

2/

F

/208

I

;HQ*?'260*

9

(

9

'5'20;'C_;G

F

;1

I

6/223/<0946

在此条件下巴戟天多糖的提取率为!

(:+'h&:'@

#

P

(与预测

值
(:,%P

仅相差
&:''P

)体外抗氧化研究表明(巴戟天多糖

具有较好的清除
O

S

%

2+

RZZ_

2的能力(且清除能力与其质

量浓度呈一定正相关关系(相同质量浓下巴戟天多糖的抗氧

化能力与
A

!

相当或略低于
A

!

)动物试验研究显示(巴戟天

多糖能降低小鼠体内的
ŴB

+

\U!M

水平(同时升高
_Y

含

量(具有一定的抗疲劳效果)

巴戟天多糖含量受其栽培产地+品种+炮制方法等因素

%('

第
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表
@

!

巴戟天多糖对
B"_

小鼠血清尿素氮"血乳酸

和肝糖元的影响Q

M/714@

!

-HH4286;H

F

;1

I

6/223/<094;HQ*?'260*

99

'5'20;'C

_;G;5 B"_ .02464<D. D<4/508<;

=

45

%

71;;9

1/2802/209

%

/5934

F

/802

=

1

I

2;

=

4514L416

#

2a'&

$

组别
ŴB

值*

!

..;1

2

\

S'

#

\U!M

值*

!

..;1

2

\

S'

#

_Y

值*

!

.

=

2

=

S'

#

高剂量组
+:*(h':>&

&&

*:&(h%:*(

&

(:(+h':+?

&

中剂量组
,:?>h':%%

&

,:&*h?:&?

&&

@:*@h':?@

低剂量组
,:(+h':%@ *:*'h%:@' @:(+h&:%%

对照组
!

*:*@h%:&& '%:*@h%:,, @:?*h&:%>

!

Q

!&

:

与对照组比较(差异显著!

Z

'

&:&>

#$

&&

:

与对照组比较(

差异极显著!

Z

'

&:&'

#)

的影响(且不同成熟度的巴戟天其多糖的生理活性也不尽相

同(在后续的研究中(种植条件及加工方法对巴戟天多糖含

量和生理活性的影响还有待探索)
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