
第３５卷　第１２期 西北农林科技大学学报（自然科学版） Ｖｏｌ．３５ Ｎｏ．１２

２００７年１２月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｏｒｔｈｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔ．Ｓｃｉ．Ｅｄ．） Ｄｅｃ．２００７

超声辅助提取大枣多糖及柱前衍生高效液相分析
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［摘　要］　为了探讨大枣多糖的超声波辅助提取最佳工艺条件及其单糖组成，研究了超声波频率、液料比、提取

时间和提取温度对大枣多糖提取率的影响，以正交试验优化了超声波辅助提取的工艺条件；并采用１苯基３甲基５

吡唑啉酮（ＰＭＰ）进行柱前衍生，反向高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）紫外检测了单糖组分。结果表明，超声辅助提取大枣多

糖的最佳工艺条件为：超声波频率２８ｋＨｚ、料液比１ｇ∶１０ｍＬ、提取时间２．５ｈ、提取温度７０℃，在此条件下提取率可达

７．５１％；提取的大枣多糖包括Ｌ鼠李糖、Ｄ果糖、葡萄糖、Ｄ半乳糖、Ｌ阿拉伯糖等５种单糖，Ｄ甘露糖未检出。提示本试

验确定的大枣多糖最佳工艺条件可行；ＰＭＰ柱前衍生ＨＰＬＣ分析实现了糖类物质的良好分离，可作为大枣多糖结构分

析的新方法。
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　　大枣是鼠李科（Ｒｈａｍｎａｃｅａｅ）枣属植物枣树
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血补气、抗过敏、抗疲劳、抗癌养颜及防治心血管疾

病的作用［１］，《中华人民共和国药典》将其列为常用

中药品种，属药食同源植物产品。大枣多糖是由多

种单糖聚合而成的高分子聚合物，是大枣中补气生
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血的主要活性成分。有研究表明，大枣多糖具有明

显的抗补体活性和促进淋巴细胞增殖的功能，对提

高机体免疫力具有重要作用，对免疫器官的萎缩也

具有很好的拮抗作用［２３］，可广泛应用于医药、保健

品及功能食品，尤其是作为绿色生物医药产品，具有

广阔的市场前景和应用价值［４］。

大枣多糖的提取多采用传统的热水浸提法，但

该方法耗时长、提取率低。超声波辅助提取是一种

有效的新型提取方法，其空化作用可破坏植物细胞

壁和细胞膜结构，有助于细胞内容物的渗出［５］，从而

提高多糖提取率。多糖的单糖组成测定是控制多糖

质量标准和提供多糖结构基本信息的最重要环节。

示差折光检测高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法检测植物多

糖已屡见报道［６７］，而较少有人涉及更高灵敏度的１

苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）衍生紫外检测法。

ＰＭＰ能与还原性糖在温和条件下反应，不需要酸催

化，也不会产生脱唾液酸基，产物无立体异构体，且

在２５０ｎｍ波长处有强吸收
［８］，可弥补糖类物质在紫

外光区无吸收的缺陷。

本研究探讨了不同频率的超声波对大枣多糖提

取率的影响，通过正交试验确定了超声波辅助提取

大枣多糖的最佳工艺条件；并采用ＰＭＰ进行柱前

衍生，紫外检测ＨＰＬＣ法分析了大枣多糖中单糖的

组分及比例，以探索大枣多糖结构分析的新方法。

１　材料与方法

１．１　原料与试剂

大枣，产自陕西清涧县。

单糖对照品：葡萄糖由天津市泰兴试剂厂生产，

Ｌ阿拉伯糖、Ｌ鼠李糖、Ｄ半乳糖、Ｄ果糖、Ｄ甘露糖

由国药集团化学试剂有限公司生产。

１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）由国药集团

化学试剂有限公司生产，乙腈和甲醇为色谱纯

（Ｆｉｓｈｅｒ），苯酚、浓硫酸、活性炭、三氯甲烷、正丁醇、

浓盐酸、ＮａＯＨ、石油醚、无水乙醇、磷酸二氢钾均为

分析纯，水为二次蒸馏水。

１．２　仪器与设备

ＤＩＯＮＥＸＰ６８０ 型高效液相色谱系统包括

Ｐ６８０Ａ高压泵、ＵＶＤ１７０Ｕ紫外检测器和ＤＩＯＮＥＸ

Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ工作站，Ｃ１８柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ）由大

连科瑞公司出品，ＫＱ２５０ＤＢ型、ＫＱ２００ＫＤＥ型和

ＫＱ２００ＶＤＥ型三频数控超声波清洗器为昆山市超

声仪器有限公司产品，ＳＨＢⅢ型循环水式多用真空

泵为郑州长城科工贸有限公司产品，ＲＥ５２ＡＡ型旋

转蒸发器为上海亚荣生化仪器厂产品，ＬＸＪＩＩ型离

心沉淀机为上海医用分析仪器厂产品，ＦＢ１０Ｔ型过

滤瓶为ＡｕｔｏｍａｔｉｃＳｃｉｅｎｃｅ（ＴＩＡＮＪＩＮ）ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ．

Ｃｏ．ＬＴＤ产品，ＪＡ１２０３型电子天平由上海精科天平

厂生产，ＷＦＪ２０００型可见分光光度计为尤尼卡（上

海）仪器有限公司生产。

１．３　试验方法

１．３．１　工艺流程　大枣→清洗→去核→干燥→粉

　多糖含量测定

↑

碎→超声浸提→过滤→浓缩→醇沉→脱脂→Ｓｅｖａｇｅ

法去蛋白→脱色→过滤→有机溶剂干燥→精制多糖

→水解→ＰＭＰ衍生→ＨＰＬＣ分析。

１．３．２　多糖提取　（１）标准曲线制作。精密吸取葡

萄糖供试液０．０，０．２，０．４，０．６，０．８，１．０和１．２ｍＬ，

分别置于１０ｍＬ比色管中，以水补至２．０ｍＬ，然后

加入５０ｍｇ／Ｌ苯酚溶液１．０ｍＬ和浓硫酸５．０ｍＬ

混匀，４０℃ 水浴３０ｍｉｎ，取出放置１０ｍｉｎ，以加入

葡萄糖供试液０．０ｍＬ组为试剂空白，于波长４９０

ｎｍ处测定吸光度，以吸光度犃为纵坐标，葡萄糖质

量浓度为横坐标绘制标准曲线。

（２）换算因子的测定。准确称取干燥至恒重的

精制大枣多糖２０．０ｍｇ于１００ｍＬ容量瓶中，定容，

得精制多糖样品水溶液，质量浓度为０．２０ｍｇ／ｍＬ。

准确吸取该多糖溶液１．０ｍＬ，以水补至２．０ｍＬ，加

入５０ｍｇ／Ｌ苯酚溶液１．０ｍＬ和浓硫酸５．０ｍＬ混

匀，４０℃水浴３０ｍｉｎ，室温放置１０ｍｉｎ，４９０ｎｍ处

测定吸光度，由标准曲线所得的回归方程计算溶液

中的葡萄糖含量犆，按下式计算换算因子（犳），即：

犳＝犿／（犆·犇）。 （１）

式中：犿为称取的精制多糖质量（ｍｇ），犆为称取的

多糖中葡萄糖的含量（ｍｇ），犇 为多糖的稀释倍数

（此处犇为２×１００＝２００）。

（３）多糖含量的测定。准确吸取大枣多糖提取

液２ｍＬ，加入５０ｍｇ／Ｌ苯酚溶液１．０ｍＬ和浓硫酸

５．０ｍＬ混匀，４０℃水浴３０ｍｉｎ，取出放置１０ｍｉｎ，

４９０ｎｍ处测定吸光度，由标准曲线所得的回归方程

计算提取液中的葡萄糖含量犆，按下式计算大枣多

糖的含量：

多糖含量／％＝犆犇犳／犿×１００％。 （２）

式中：犆为大枣多糖中的葡萄糖含量（ｍｇ），犇 为多

糖的稀释倍数，犳为换算因子，犿为称取的大枣粉质

量（ｍｇ）。

（４）超声辅助提取正交试验设计。以提取温度、
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料液比、提取时间、超声波频率为正交试验的因素，

设计４因素３水平Ｌ９（３
４）正交试验，探讨提取温度、

料液比、提取时间、超声波频率对大枣多糖提取率的

影响，确定最佳提取条件。正交试验设计的因素及

其水平见表１。

表１　大枣多糖超声辅助提取正交试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｉｎｔｈｅｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｓｓｉｓｔｅｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＪｕｊｕｂｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

水平Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

提取温度／℃

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ａ

料液比／（ｇ∶ｍＬ）

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｒａｗｍａｔｅｒｉａｌａｎｄｗａｔｅｒ

Ｂ

提取时间／ｈ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｃ

超声波频率／ｋＨｚ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｄ

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

５０

６０

７０

１∶８

１∶１０

１∶１２

１．５

２．０

２．５

２８

４０

６０

　　（５）无超声辅助提取大枣多糖。在相同温度、料

液比、时间但无超声辅助的条件下提取大枣多糖，以

比较超声辅助提取与无超声辅助提取对大枣多糖提

取率的影响。

１．３．３　柱前衍生高效液相分析　（１）多糖水解。准

确称取精制大枣多糖２０．０ｍｇ，加２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４

于安瓿中，封管后于１１０℃烘箱中水解８ｈ，得水解

样品液。冷却至室温，ＮａＯＨ 液中和至ｐＨ＝７，

０．４５μｍ微孔滤膜过滤，滤液用于ＰＭＰ衍生化。

（２）混合糖标准溶液的配制。分别配制 ２

ｍｍｏｌ／Ｌ的６种标准单糖溶液，再各取相同体积的６

种单糖溶液混合摇匀，即为混合糖标准溶液。

（３）柱前衍生
［９１１］。ＰＭＰ使用前用色谱纯甲醇

重结晶２次。取各种标准单糖溶液、混合糖标准溶

液及大枣多糖水解液各１００μＬ于不同的试管中，依

次加入５０μＬ０．５ｍｏｌ／ＬＰＭＰ甲醇溶液和０．３

ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，混匀，７０℃水浴反应３０ｍｉｎ，取

出冷却１０ｍｉｎ，用５０μＬ０．３ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液中和，

加入１ｍＬ氯仿萃取，充分振荡离心，用细针头吸弃

下层，重复３次。合并上层水相，加１００μＬ水稀释，

混匀，以备液相分析。

（４）色谱条件。采用ＤＩＯＮＥＸＰ６８０色谱系统

和大连科瑞Ｃ１８柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ），检测波长

２５０ｎｍ，柱温为室温，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；流动相为

乙腈＋０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ＫＨ２ＰＯ４ＮａＯＨ，

ｐＨ６．９）；梯度模式：时间梯度为０→１０→３０ｍｉｎ，相

应浓度梯度为体积分数０→１８％→３０％的乙腈；进

样体积２０μＬ。

２　结果与分析

２．１　葡萄糖标准曲线制作

试验测得的葡萄糖标准曲线如图１所示。由图

１可见，葡萄糖含量（犆）为１０．８～６４．８μｇ／ｍＬ，与吸

光度（犃）呈良好的线性关系，回归方程为：犃＝

０．０１４１犆＋０．００４５，犚２＝０．９９９４。

图１　葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

２．２　换算因子的确定

根据公式（１）计算得到：犳＝４．５０５。

２．３　大枣多糖超声辅助提取正交试验结果

由正交试验和极差分析可知，影响大枣多糖提

取率的因素依次是液料比＞超声频率＞时间＞温

度。通过正交试验所获得的优化提取工艺条件为：

料液比＝１ｇ∶１０ｍＬ，超声波频率２８ｋＨｚ，提取时

间２．５ｈ，提取温度７０℃，此条件下大枣多糖得率可

达７．５１％。在与该优化条件相同的提取温度、料液

比、提取时间但无超声辅助的条件下，大枣多糖提取

率为５．０５％，超声波辅助提取较无超声波辅助的提

取率提高了４８．７％。

２．４　混合标准单糖衍生液与大枣多糖水解后衍生

液的ＨＰＬＣ分析

本试验对混合标准单糖的衍生液进行了分离，

分析结果见图２。对混合标准单糖衍生液色谱分离

图与单个标准单糖衍生液色谱分离图进行对照分析

可知，图２中１～７依次为ＰＭＰ、Ｄ甘露糖、Ｌ鼠李

糖、葡萄糖、Ｄ果糖、Ｄ半乳糖和Ｌ阿拉伯糖。从图

２可以得出，６种单糖全部达到了基线分离，分离效

果良好，ＰＭＰ出现的峰并没有影响单糖的分离。

大枣多糖水解后的衍生液色谱分离图如图３所

示。对照图２和图３可知，大枣多糖用 Ｈ２ＳＯ４ 水解
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后，其单糖组成包括Ｌ鼠李糖、Ｄ果糖、葡萄糖、Ｄ

半乳糖和Ｌ阿拉伯糖等５种单糖，Ｄ甘露糖未检

出。由峰面积归一化计算可知，Ｌ鼠李糖、Ｄ果糖、

葡萄糖、Ｄ半乳糖、Ｌ阿拉伯糖５种单糖的物质的量

之比为３．４９∶８６．３６∶１．３２∶５．２４∶３．５８。

图２　混合标准单糖衍生液的色谱分离图

１．ＰＭＰ；２．Ｄ甘露糖；３．Ｌ鼠李糖；４．葡萄糖；５．Ｄ果糖；６．Ｄ半乳糖；７．Ｌ阿拉伯糖

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＭＰｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

１．ＰＭＰ；２．Ｄｍａｎｎｏｓｅ；３．Ｌｒｈａｍｎｏｓｅ；４．Ｇｌｕｃｏｓｅ；５．Ｄｆｒｕｃｔｏｓｅ；６．Ｄｇａｌａｃｔｏｓｅ；７．Ｌａｒａｂｉａ

图３　大枣多糖水解后的衍生液色谱分离图

１．ＰＭＰ；２．Ｌ鼠李糖；３．葡萄糖；４．Ｄ果糖；５．Ｄ半乳糖；６．Ｌ阿拉伯糖

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＭＰｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｏｆＪｕｊｕｂｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

１．ＰＭＰ；２．Ｌｒｈａｍｎｏｓｅ；３．Ｇｌｕｃｏｓｅ；４．Ｄｆｒｕｃｔｏｓｅ；５．Ｄｇａｌａｃｔｏｓｅ；６．Ｌａｒａｂｉａ

３　结　论

１）超声波辅助提取大枣多糖的最佳工艺条件为

料液比１ｇ∶１０ｍＬ，超声波频率２８ｋＨｚ，提取时间

２．５ｈ，提取温度 ７０ ℃，大枣多糖提取率可达

７．５１％。在与该优化条件相同的提取温度、料液比、

提取时间但无超声辅助的条件下，大枣多糖提取率

为５．０５％，超声波辅助提取较无超声波辅助的提取

率提高了４８．７％。

２）大枣多糖用Ｈ２ＳＯ４ 水解后，ＨＰＬＣ法检测其

单糖组成包括Ｌ鼠李糖、Ｄ果糖、葡萄糖、Ｄ半乳

糖、Ｌ阿拉伯糖等５种单糖；由峰面积归一化计算确

定，这５种单糖的的物质的量之比为３．４９∶８６．３６∶

１．３２∶５．２４∶３．５８。

３）多糖水解样品的制备，通常要经历复杂的干

燥过程方可进行下一步的衍生化。本样品制备方法
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省略干燥过程，而将多糖水解液直接用ＮａＯＨ中和

（约中性），中和溶液直接可进行ＰＭＰ衍生化。该

制备方法的特点是：简化工艺、避免干燥损失；该多

糖水解样品制备过程对多糖的组成测定无影响。

４）理论上来讲，单糖ＰＭＰ衍生化方法应将衍

生化后的溶液用氯仿萃取，萃取后的水层溶液进行

干燥，其目的是挥弃ＰＭＰ残留衍生化试剂，纯化单

糖衍生物样品，减少杂质对 ＨＰＬＣ分离效果的影

响。本试验结果表明，在本色谱分离条件下，ＰＭＰ

溶剂峰出峰时间明显超前于单糖衍生物峰，所以单

糖ＰＭＰ衍生物的干燥过程对分析结果无影响，故

本试验省去此干燥过程，以简化试验操作步骤。
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