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不同产地刺五加中多糖含量测定、聚类分析及其超声提取工艺
优化Δ
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摘 要 目的：建立测定刺五加中多糖含量的方法，并对其进行聚类分析及超声提取工艺优化。方法：采用硫酸-苯酚法测定刺五

加中多糖的含量。采用SPSS 23.0软件对17个不同产地刺五加进行聚类分析。采用L9（34）正交试验设计以提取温度、料液比、提

取时间为考察因素，多糖含量为考察指标对其超声提取工艺进行优化并验证。结果：葡萄糖质量浓度线性范围为0.007 75～0.151

mg/mL（r＝0.999 1）；定量限、检测限分别为 2.854、0.856 μg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小于 2％；加样回收率为

98.41％～101.58％（RSD＝1.23％，n＝6）。聚类分析结果显示，17批药材样品可聚为3类，S1、S6、S10、S12、S13聚为一类，S3～S5、

S7聚为一类，其余聚为一类。最优超声提取工艺为提取温度55 ℃、料液比1 ∶ 10（g/mL）、提取时间35 min；3次验证试验结果显示，

最优工艺所得多糖平均含量为4.36％（RSD＝0.92％，n＝3）。结论：所建含量测定方法操作简便、重复性较好，可用于测定刺五加中

多糖含量；优化后的超声提取工艺稳定、可行。
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刺五加为五加科植物刺五加[Acanthopanax seutico-

sus（Rupr. et Maxim.）Harms]的干燥根、根茎或茎，具有

益气健脾、补肾安神的功效[1]，是我国东北地区珍贵的药

用植物[2]。刺五加中含有多糖、三萜皂苷类、黄酮类、木

脂素类、香豆素类等多种活性成分[3-4]。现代研究表明，

刺五加中的多糖成分具有调节免疫、抗肿瘤、抗氧化、降

血糖等药理作用，现已成为研究的热点[5]。

目前，关于刺五加中多糖的研究多集中在药理作用

等方面[6-7]，而对其含量的研究较少。虽然霍文等[8]比较

了产自本溪、穆枝、珲春刺五加中多糖的含量，但样本量

较少、结论缺乏代表性。此外，刺五加中多糖的提取常

采用煎煮法和回流法，但提取时间长、操作繁琐，提取

率低[9-10]。有研究认为，与上述提取方法相比，超声提取

法具有省时、高效、能耗低等优点，并且可以大幅度地提

高多糖的提取率[11]。基于此，本研究采用硫酸-苯酚法测

定了刺五加中多糖的含量，并对17个不同产地刺五加进

行聚类分析；同时，采用正交试验设计以提取温度、料液

比、提取时间为考察因素，多糖含量为考察指标对其超

声提取工艺进行优化，旨在为其相关产品的开发利用提

供参考。

1 材料
1.1 仪器

H1650型台式高速离心机（湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司）；BGZ-240型真空干燥箱（上海博迅医疗生

物仪器股份有限公司）；FW100型高速万能粉碎机（天津

市泰斯特仪器有限公司）；Spectra Max M2型多功能酶

标仪[美谷分子仪器（上海）有限公司]；KM-822C型超声

波清洗器（广州市科洁盟实验仪器有限公司）；AE240型

电子天平（瑞士Mettler-Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

葡萄糖对照品（天津市大茂化学试剂厂，批号：

20170801，纯度：≥99％）；浓硫酸、苯酚均为分析纯，水

为蒸馏水。

1.3 药材

刺五加药材采自黑龙江省和吉林省的 17个不同产

地，经黑龙江中医药大学药学院王振月教授鉴定为五加

科植物刺五加 [Acanthopanax seuticosus（Rupr. et Max-

im.）Harms]的茎。将药材样品于45 ℃烘干至恒定质量，

粉碎后过60目筛，备用。药材样品来源见表1。

表1 药材样品来源

Tab 1 Origin information

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

采集地点
黑龙江省黑河市爱辉胜山林场
黑龙江省黑河市逊克三间房林场
黑龙江省伊春市红星清水河
黑龙江省伊春市上甘岭美林林场
黑龙江省伊春市金山屯峰岩山寨
黑龙江省七台河市勃利通天二林场
黑龙江省七台河市勃利福兴林场
黑龙江省哈尔滨市尚志帽儿山
黑龙江省哈尔滨市尚志横道河子
黑龙江省哈尔滨市黑龙江中医药大学药用植物园
黑龙江省牡丹江市林口奋斗林场
黑龙江省双鸭山市饶河大顶子山
黑龙江省双鸭山市宝清县宝密桥林场
吉林省敦化市松江林场
吉林省松江河林业局抚南
吉林省吉林石岗镇
吉林省白山市露水河红光林场

采集时间
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日
2017年9月1日

茎直径，cm

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

1.0～1.2

2 方法与结果
2.1 刺五加中多糖含量测定

采用硫酸-苯酚法测定刺五加中多糖的含量[12]。

2.1.1 供试品溶液的制备 取药材样品1.0 g，置于干燥

锥形瓶中，称定质量，超声（功率：480 W，频率：40 kHz，

下同）提取，提取温度 55 ℃，料液比 1 ∶ 10（g/mL，下同），

提取时间 35 min 后，取出放冷，再次称定质量，用水补

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a determination method for content of polysaccharide in Acanthopanax senticosus，and to

conduct cluster analysis and ultrasonic extraction technology optimization. METHODS：The content of polysaccharide in A.

senticosus was determined by phenol-sulfuric acid method. Cluster analysis was conducted by using SPSS 23.0 software of the

polysaccharide in A. senticosus from 17 habitats. The ultrasonic extraction technology was optimized with L9（34）orthogonal test

using extraction temperature，the ratio of material to liquid，extraction time as factors，the content of polysaccharides as index，and

then validated. RESULTS：The linear range of glucose ranged from 0.007 75 to 0.151 mg/mL （r＝0.999 1）；the limits of

quantification and detection were 2.854，0.856 μg/mL；RSDs of precision，stability，and repeatability tests were less than 2％；

recovery rates of the sample were 98.41％ -101.58％（RSD＝1.23％，n＝6）. Cluster analysis results showed that 17 batches of

samples could be clustered into three classes；S1，S6，S10，S12 and S13 were clustered into one class；S3-S5 and S7 were

clustered into one class；and the rest samples were clustered into one class. The optimal ultrasonic extraction technology was

extraction temperature 55 ℃，ratio of material to liquid 1 ∶ 10（g/mL），extraction time 35 min. Results of validation tests showed

the content of the polysaccharide under the best process condition was 4.36％（RSD＝0.920％ ，n＝3）. CONCLUSIONS：

Established method is simple，reproducible and suitable for determination of polysaccharide in A. senticosus； the optimized

ultrasonic extraction technology is stable and feasible.

KEYWORDS Acanthopanax senticosus；Polysaccharide；Phenol-sulfuric acid method；Content determination；Orthogonal test；

Ultrasonic extraction technology；Cluster analysis
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足减失的质量，混匀，取提取液 2 mL，置于离心管中，

以 4 000 r/min离心10 min，取上清液1.0 mL，置于50 mL

量瓶中，加水定容，即得供试品溶液。

2.1.2 对照品溶液的制备 精密称取经 105 ℃干燥至

恒定质量的葡萄糖对照品 7.55 mg，置于 50 mL量瓶中，

加水溶解并定容，制成质量浓度为 0.151 mg/mL的对照

品溶液。

2.1.3 空白对照溶液 以水为空白对照溶液。

2.1.4 检测波长的确定 精密吸取上述对照品溶液、供

试品溶液各 2.0 mL，分别置于 10 mL具塞试管中，加苯

酚1.0 mL，混匀，加浓硫酸5.0 mL，摇匀后于室温下放置

30 min，于 200～800 nm波长下进行全波长扫描。另取

空白对照溶液 2.0 mL，于 200～800 nm波长下进行全波

长扫描。结果显示，对照品溶液和供试品溶液在490 nm

波长处有最大吸收，空白对照溶液在490 nm波长处没有

吸收，故选择检测波长为490 nm，详见图1。

2.1.5 线性关系考察 分别精密量取“2.1.2”项下对照

品溶液0.1、0.2、0.6、1.0、1.4、2.0 mL，置于2 mL具塞试管

中，加水稀释至 2 mL，得到质量浓度分别为 0.007 75、

0.015 1、0.045 3、0.075 5、0.105 7、0.151 mg/mL的系列线

性关系工作溶液，按“2.1.4”项下方法显色后，于 490 nm

波长处测定吸光度。以葡萄糖质量浓度（x，mg/mL）为

横坐标、吸光度（y）为纵坐标进行线性回归，得多糖回

归方程为 y＝8.730 4x+0.026 2（r＝0.999 1），表明葡萄

糖质量浓度在 0.007 75～0.151 mg/mL范围内线性关系

良好。

2.1.6 定量限与检测限考察 取“2.1.2”项下对照品溶

液适量，按“2.1.4”项下方法显色后，于 490 nm 波长处

测定吸光度并计算标准偏差。以标准偏差与标准曲线

斜率之比的 10倍对应的质量浓度作为定量限，以标准

偏差与标准曲线斜率之比的 3倍对应的质量浓度作为

检测限。结果，定量限为 2.854 μg/mL，检测限为 0.856

μg/mL。

2.1.7 精密度试验 精密量取“2.1.2”项下对照品溶液

2.0 mL，按“2.1.4”项下方法显色后，于 490 nm波长处连

续测定 6次吸光度。结果，吸光度的 RSD 为 0.047％

（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.1.8 稳定性试验 精密量取“2.1.1”项下供试品溶液

（编号：S1）2.0 mL，按“2.1.4”项下方法显色后，分别在室

温下放置2、4、6、8、12、24 h时于490 nm波长处测定吸光

度。结果，吸光度的RSD为0.126％（n＝6），表明供试品

溶液在室温下放置24 h内稳定性良好。

2.1.9 重复性试验 取药材样品（编号：S1）1.0 g，共 6

份，按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.4”项

下方法显色后，于490 nm波长处测定吸光度并按标准曲

线法计算样品中多糖的含量。结果，多糖的平均含量为

4.36％，含量的 RSD 为 1.36％（n＝6），表明本方法重复

性良好。

2.1.10 加样回收率试验 取已知含量的药材样品（编

号：S1），共 6份，每份约 1.0 g，精密加入葡萄糖对照品

44.0 mg，按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1.4”项下方法显色后，于490 nm波长处测定吸光度并

计算加样回收率，结果见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

称样量，g

1.006

1.007

1.003

1.007

1.002

1.008

已知样品含量，mg

43.63

43.65

43.66

43.64

43.67

43.69

加入量，mg

44.11

44.02

44.09

44.10

44.00

44.20

测得量，mg

88.21

88.36

87.08

87.04

87.35

88.07

加样回收率，％
101.07

101.58

98.49

98.41

99.27

100.40

平均加样回收率，％

99.87

RSD，％

1.23

2.1.11 样品含量测定 取 17 批药材样品适量，按

“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.4”项下方法

显色后，于490 nm波长处测定吸光度并按标准曲线法计

算多糖含量，各样品平行操作3次，结果见表3。

2.2 聚类分析

以多糖含量为变量，采用 SPSS 23.0软件对数据进

3.620
3.258
2.896
2.534
2.172
1.810
1.448
1.086
0.724
0.362

0

A

200 260 320 380 440 500 560 620 680 740 800
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A.空白对照溶液
4.0
3.6
3.2
2.8
2.4
2.0
1.6
1.2
0.8
0.4
0

A

200 260 320 380 440 500 560 620 680 740 800
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B.对照品溶液
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3.582
3.184
2.786
2.388
1.990
1.592
1.194
0.796
0.398

0

A
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λ，nm

C.供试品溶液

图1 紫外吸收光谱图

Fig 1 UV absorption spectra
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行标准化处理，以平方欧氏距离为测度进行聚类分析，

结果见图 2。由图 2可知，17批药材样品可聚为 3类，

S1、S6、S10、S12、S13聚为一类，刺五加中多糖平均含量

为 4.26％～4.79％；S3～S5、S7聚为一类，刺五加中多糖

平均含量为6.44％～7.91％；其余聚为一类，刺五加中多

糖平均含量为5.11％～5.79％。

2.3 单因素试验

2.3.1 提取温度对刺五加中多糖含量的影响 取药材

样品（编号：S1）1.0 g，置于干燥锥形瓶中，在超声提取

30 min，料液比1 ∶ 20条件下，考察不同提取温度（25、35、

45、55 ℃）对刺五加中多糖含量的影响，各水平重复操作

3次（下同），结果见图3A。由图3A可知，当提取温度为

55 ℃时，刺五加中多糖含量最高，故选择提取温度范围

为45～65 ℃。

2.3.2 料液比对刺五加中多糖含量的影响 取药材样

品（编号：S1）1.0 g，置于干燥锥形瓶中，在超声提取 30

min，提取温度 55 ℃条件下，考察不同料液比为（1 ∶ 10、
1 ∶ 20、1 ∶ 30、1 ∶ 40、1 ∶ 50）对刺五加中多糖含量的影响，

结果见图 3B。由图 3B可知，当料液比为 1 ∶ 20时，刺五

加中多糖含量最高，故选择料液比范围为1 ∶10～1 ∶30。
2.3.3 提取时间对刺五加中多糖含量的影响 取药材

样品（编号：S1）1.0 g，置于干燥锥形瓶中，在提取温度

55 ℃，料液比为 1 ∶ 20条件下，考察不同提取时间（15、

25、35、45、55 min）对刺五加中多糖含量的影响，结果见图

3C。由图3C可知，当提取时间为45 min时，刺五加中多

糖含量最高，故选择提取时间范围为35～55 min。

2.4 刺五加多糖提取工艺优化

2.4.1 正交试验设计 在单因素试验基础上，以提取温

度（A）、料液比（B）、提取时间（C）为考察因素，多糖含量

为考察指标，采用L9（34）正交试验设计优化工艺，因素与

水平见表 4，正交试验设计方案与结果见表 5，方差分析

结果见表6。

表4 因素与水平

Tab 4 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，℃

45

55

65

B，g/mL

1 ∶10

1 ∶20

1 ∶30

C，min

35

45

55

表5 正交试验设计方案与结果

Tab 5 Orthogonal test design scheme and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

3.

3.

1.

3.

1.

2.

2.

2.

1.

18.58

19.83

18.53

1.30

B

3.

2.

2.

1.

3.

1.

3.

2.

1.

25.73

17.61

13.61

12.13

C

1.

3.

1.

2.

2.

1.

3.

2.

3.

18.91

18.49

19.55

1.06

D

1.

2.

3.

3.

1.

2.

2.

3.

1.

17.12

19.82

20.00

2.88

多糖含量，％
4.30

5.92

5.76

8.31

4.25

8.85

5.06

5.93

8.57

由表 4可知，各因素对刺五加中多糖含量的影响顺

序依次为B＞A＞C，其中A2＞A1＞A3、B1＞B2＞B3、C3＞

C1＞C2。进一步方差分析可知，提取温度和料液比对刺

表3 样品含量测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Results of content determination of samples

（x±±s，n＝3）

编号
S1
S2
S3
S4
S5
S6

多糖含量，％
4.36±0.92
5.17±0.88
6.51±0.76
6.44±0.74
6.67±0.79
4.34±0.69

编号
S7
S8
S9
S10
S11
S12

多糖含量，％
7.91±0.98
5.35±0.73
5.18±0.83
4.79±0.86
5.79±0.76
4.26±1.20

编号
S13
S14
S15
S16
S17

多糖含量，％
4.34±0.71
5.44±0.78
5.29±0.67
5.11±1.03
5.47±0.53

图2 聚类分析树状图

Fig 2 Cluster analysis dendrogram
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图3 单因素试验结果

Fig 3 Results of single factor tests

5.00
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糖
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量

，％
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A.提取温度的影响

2.26±0.08

3.06±0.13
3.41±0.10

4.34±0.11

4.31±0.11

3.50

3.00

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

0

多
糖

含
量

，％

1 ∶10 1 ∶20 1 ∶30 1 ∶40 1 ∶50
料液比，g/mL

B.料液比的影响

2.54±0.08

3.16±0.10
2.78±0.15

1.43±0.09

0.94±0.12

4.40

4.20

4.00

3.80

3.60

3.40

3.20

3.00

多
糖

含
量

，％

15 25 35 45 55

提取时间，min

C.提取时间的影响

3.74±0.10

3.97±0.09
4.11±0.05

4.23±0.06

4.13±0.08
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五加中多糖含量影响显著（P＜0.05）。因此，从省时降

耗及生产实际出发，在保证提取充分的前提下，综合分

析各因素的影响，得最优提取工艺为A2B1C1，即提取温

度55 ℃、料液比1 ∶10、提取时间35 min。

2.4.2 验证试验 在此最优提取工艺条件下，平行操作

3次。结果，刺五加中多糖的平均含量为4.36％（RSD＝

0.92％，n＝3），提示该提取工艺稳定、可行。

3 讨论

含量测定结果显示，17个不同产地刺五加中多糖含

量存在差异，其中S7（勃利福兴林场）刺五加中多糖的平

均含量最高，为7.91％，S12（饶河大顶子山）刺五加中多

糖的平均含量最低，4.26％。其原因可能与中药品质的

形成除受到植物遗传作用外，还与土壤、海拔、水分、日

照和地形等环境因素有关[13-15]。聚类分析结果显示，17

批药材样品可聚为3类，S1、S6、S10、S12、S13聚为一类，

S3～S5、S7聚为一类，其余聚为一类。这可能与药材生

长的地理位置、生态环境有关[15]。

与传统煎煮工艺相比，超声波产生的强烈振动、超

快速度、空化效应及搅拌作用等因素均可加速药材中的

有效成分的溶出，具有提取效率高、提取时间短、溶剂用

量少等优点[16-18]，故本研究参考上述相关文献，采用超声

提取法进行提取。

本研究得到的最优提取工艺为提取温度 55 ℃、料

液比 1 ∶ 10、提取时间 35 min。在此条件下，刺五加中多

糖的平均含量为4.36％，提示工艺稳定、可行。

综上所述，本研究所建含量测定方法操作简便、重

复性较好，可用于测定刺五加中多糖含量；优化后的提

取工艺稳定、可行。
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表6 方差分析结果

Tab 6 Results of variance analysis

误差来源
A

B

C

误差

偏差平方和
0.362

25.442

0.187

0.018

自由度
2

2

2

2

均方差
0.183

12.724

0.094

0.009

F

19.511

1 380.032

10.171

P

0.049

0.001

0.091

注：F0.05（2，2）＝19.0

Note：F0.05（2，2）＝19.0
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