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秦岭龙胆开花前后多糖含量的比较及其提取工艺

优化与抗氧化活性 
 

许海燕 1, 王珊 1, 彭修娟 1, 陈衍斌 2, 侯敏娜 1, 刘艳红 1, 王青 1, 刘峰 1,2* 
(1. 陕西国际商贸学院，陕西 咸阳 712046；2. 陕西步长制药有限公司，西安 710075) 

 

摘要：为了解秦岭龙胆(Gentiana apiata)开花前后的多糖含量变化，利用响应面法优化多糖的提取工艺，并对多糖抗氧化活

性进行测定。结果表明，秦岭龙胆开花后的多糖含量高于未开花的。秦岭龙胆开花药材的多糖最佳提取工艺为提取 3 h，料

液比 1∶16，醇沉比为 1∶10，离心速率 1 537×g，多糖的提取率为 5.13%，与预测的 5.42%接近。多糖对 DPPH 和 ABTS

均有一定的抗氧化能力，且高于维生素 C (Vc)和二丁基羟基甲苯(BHT)。因此，秦岭龙胆除作为药用外，也可作为抗氧剂用

于食品、保健品领域。 
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Comparison of Polysaccharide Content in Gentiana apiata Before and After 
Flowering and Optimization of Extraction Process and Antioxidant Activities 
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WANG Qing1, LIU Feng1,2* 
(1. Medical college, Shaanxi Institute of International Trade, Xianyang 712046, Shaanxi, China; 2. Shaanxi Buchang Pharmaceutical Co., Ltd., Xi’an 710075, China) 

 

Abstract: In order to understand the changes of polysaccharide content in Gentiana apiata before and after 

flowering, the extraction process of polysaccharides was optimized by response surface method, and the 

antioxidant activities of polysaccharides were determined. The results showed that the content of polysaccharide 

in G. apiata after flowering was higher than that before flowering. The optimal extraction process were extraction 

3 h, the solid-liquid ratio of 1∶16, the alcohol precipitation ratio of 1∶10, and the centrifugal speed at 1 537×g. 

Under optimal extraction conditions, the extraction rate of polysaccharide was 5.13%, close to the predicted value 

of 5.42%. Polysaccharides had certain antioxidant capacity to DPPH and ABTS, which was higher than that of 

Vitamin C and butylated hydroxytoluene. Therefore, it was suggested that G. apiatacan also could be used as 

antioxidant in food and health care products except for medicine. 

Key words: Gentiana apiata; Polysaccharide; Extraction process; Antioxidant activity 

 

秦岭龙胆(Gentiana apiata)为龙胆科(Gentianaceae) 

龙胆属植物，别名太白龙胆、茱苓草。药用全草, 民

间以未开花及开花两种方式应用。其味苦，性寒, 具

有调经活血、清热燥湿、保肝明目、泻肝定惊等功

效，临床主要治疗月经不调，痛经，头晕失眠，小

便不利，淋症，崩漏，白带，痢疾，腹痛。有研究
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结果表明，秦岭龙胆主要含有三萜、黄酮、环烯醚

萜、有机酸、生物碱、多糖及挥发油等化学成分[1]。

其中，多糖作为龙胆中最主要的功效成分之一，具

有抗氧化、抗肿瘤、降血糖、降血脂、保肝、免疫

调节、抗病毒、抗炎等疗效[2–5]。中药疗效与功效

成分含量呈量效关系，药材采收期不同，其功效成

分的含量也会有所差异，从而极大影响疗效；其次，

中药提取方法不同，其功效成分及其含量也会有所

差异。因此，对秦岭龙胆开花前后多糖含量进行比

较并对其提取工艺及抗氧化活性进行研究，除了可

以确定药材的采收期，提高药物疗效及多糖提取率

外，对其多糖的抗氧化活性研究，可为秦岭龙胆的

开发利用提供依据，也为其开发成药品、食品、保

健品提供理论参考。 

 

1 材料和方法  
 

1.1 仪器和试剂  

葡萄糖对照品 (中国食品药品检定研究院 , 

110833-201803, 纯度≥99.8%)；紫外可见分光光度

计(TU-1810, 北京普希通用仪器有限责任公司)；离

心机(Anke, TDL-60B, 上海安亭科学仪器厂)；1,1-

二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)、2,2-联氮-二(3-乙基-

苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐(ABTS)、二丁基羟基甲苯

(BHT)、维生素 C (Vc)、无水乙醇、丙酮、苯酚、浓

硫酸、石油醚均为分析纯。 

 

1.2 方法 

材料    试验材料均采自陕西省眉县太白山

脉，经陕西国际商贸学院医药学院雷国莲教授鉴定

为秦岭龙胆(Gentiana apiata)的全草。分别取秦岭龙

胆未开花和开花药材去除杂质，于 60 ℃烘箱烘干后

粉碎过 80 目筛，取适量粉末置于索氏提取器中, 加

入石油醚进行脱脂处理后，放置阴凉通风处，干燥

备用。 

多糖的提取    取脱脂干燥的样品，加水煎

煮，滤液浓缩后加入无水乙醇冷藏放置过夜，高速

离心后沉淀用无水乙醇和丙酮洗涤，干燥后即为粗

多糖。 

葡萄糖标准曲线绘制    参照吕晓帆等[6]的方

法。精密称量 10 mg 葡萄糖对照品，蒸馏水定容于

100 mL 容量瓶中，即得 0.1 mg/mL 葡萄糖标准溶

液。移液管移取配制好的葡萄糖标准溶液 2、4、6、

8、10 mL，分别置于 10 mL 容量瓶中，蒸馏水定容

至刻度，混匀，分别得 0.02、0.04、0.06、0.08、

0.10 mg/mL 的标准溶液，分别移取配制好的葡萄糖

标准溶液和蒸馏水 1 mL 置具塞试管中，再加入 5%

的苯酚溶液 1 mL 和浓硫酸 5 mL 摇匀，以蒸馏水为

空白对照，将具塞试管于 100 ℃水浴锅中加热反应

20 min 后，置于冷水浴中冷却至室温，用紫外分光

光度计测定波长 480 nm 下的吸光度，以葡萄糖浓

度(C, mg/mL)为横坐标，吸光度(A)为纵坐标绘制标

准曲线，并获得回归方程。 

多糖提取率的计算    将提取的粗多糖样品

溶解并定容于容量瓶中摇匀，即得供试品溶液，用

移液管移取供试品溶液，用苯酚-硫酸法显色后用紫

外分光光度法测定其吸光度。根据回归方程计算多

糖含量，多糖提取率(%)=多糖含量 /秦岭龙胆质量 × 

100%。  

单因素实验    采用控制变量法，在其他条件

固定的情况下，考察提取时间、料液比、醇沉比、

离心转速对秦岭龙胆多糖提取率的影响。称取 5 份

相同质量脱脂后的秦岭龙胆开花前后的药材粉末, 

试验时固定 3 个因素，考察另 1 个因素的变化对多

糖提取率的影响，最终得到最佳提取时间、料液比、

醇沉比、离心转速。 

响应面分析法    在单因素分析的基础上，确

定响应面设计的自变量，以多糖提取率为变量，选

取提取时间、料液比、醇沉比、离心转速 4 因素进

行响应曲面分析，每次实验平行重复 3 次，取平均

值。数据处理采用 Design-Expert 8.0.6 统计软件分

析，并对最终分析结果进行验证，以获得最佳提取

工艺方案。 

 

1.3 抗氧化活性研究 

参照胡文兵等[7]的方法，多糖样品用蒸馏水溶

解配制成 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4、1.6、

1.8、2.0 mg/mL 的溶液。称取适量的 Vc、BHT 配

制成相同浓度梯度的对照品溶液。 

DPPH自由基清除率的测定    参照Zhang等[8]

的方法。称取 DPPH 用无水乙醇配制成 0.04 mg/mL

的溶液。取不同浓度的供试品溶液 2.0 mL 和 DPPH

自由基溶液 2.0 mL，在室温下充分混合均匀，避光

反应 30 min，在 517 nm 波长下测定混合溶液的吸

光度(Ai)，样品溶液和无水乙醇溶液的吸光度(Aj), 

无水乙醇和 DPPH 溶液的吸光度(A0)，无水乙醇为
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空白对照，以 Vc 和 BHT 溶液做阳性对照。DPPH

自由基清除率(%)=[1- (Ai-Aj)/A0]×100%。 

ABTS+清除率的测定    参照 Ha 等[9]的方法。

称取ABTS配制成10 mmol/L的溶液，加入4 mmol/L

的过硫酸钾溶液混合摇匀，避光放置 10 h，获得

ABTS+原液。取不同浓度供试品溶液 0.1 mL，与

ABTS+原液 3.9 mL 混合，室温下避光反应 6 min, 在

734 nm 波长处测定吸光度(A1)，供试品与无水乙醇

混合溶液的吸光度(A2)，无水乙醇为空白对照, 以

VC和 BHT 溶液做阳性对照。ABTS+清除率(%)=[1- 

(A1) /A2]×100%。 

 

1.4 统计学分析 

所有数据采用 SPSS 17.0 软件处理，采用邓肯

氏法进行显著性分析，P<0.05 为显著差异。所有试

验重复 3 次，结果以平均值 ±标准差表示。 

 

2 结果和分析  
 

2.1 标准曲线绘制结果 

由图 1 可见，葡萄糖浓度为 0.02~0.10 mg/mL

时，线性关系良好，其回归方程为 Y=7.05X+0.0922，

相关系数 R2=0.999 4。 

 

 
图 1 葡萄糖标准曲线 

Fig. 1 Standard curve of glucose  

 

2.2 单因素实验 

提取时间的影响    固定料液比、醇沉比和离

心转速，考察提取时间(0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 h)

对多糖提取率的影响。从图 2: A 可见，随提取时间

的延长多糖提取率增加，提取时间大于 2 h 后提取

率增加缓慢，可能是提取 2 h 后多糖的溶解达到相

对饱和或已基本提取完全，故选择最佳提取时间为

2 h。 

料液比的影响    固定醇沉比和离心转速，提

取 2 h，考察不同料液比(1∶5、1∶10、1∶15、1∶

20、1∶25)对多糖提取率的影响。从图 2: B 可见, 提

取率在料液比小于 1∶15 时快速增加，1∶15 之后

增加缓慢，可能多糖在料液比 1∶15 时几乎完全溶

解。故选择料液比为 1∶15 为最佳。 

醇沉比的影响     固定离心转速，提取 2 h 和

料液比 1∶15，考察醇沉比(1∶1、1∶3、1∶6、1∶

9、1∶12)对多糖提取率的影响。从图 2: C 可见，醇

沉比小于 1∶9 时与提取率成正相关，此后多糖的提

取率随醇沉比增加而下降，可能是随醇浓度的增加

多糖溶解度降低，有利于多糖沉淀，但当醇沉浓度

过高时，多糖会包裹一些杂质沉淀析出，导致多糖

不纯使提取率下降。故选择醇沉比 1∶9 为最佳。 

离心转速的影响    在提取 2 h，料液比 1∶15

和醇沉比 1∶9 条件下，考察离心转速(909、1 309、

1 782、2 328、2 946×g)对多糖提取率的影响。从图

2: D 可见，多糖提取率在离心转速 1 309×g 达到最

大，此后多糖提取率随离心转速的增加反而下降, 

可能是 1 309×g 时多糖基本沉降完全。故选择离心

转速 1 309×g 为最佳。 

从单因素实验结果还可看出，秦岭龙胆开花后

的多糖含量高于未开花的，故药材以开花后采收最

佳。因此本文对秦岭龙胆药材的多糖提取工艺进行

考察时，只对开花后药材用响应面法进行优化。 

 

2.3 响应面法优化 

    依据 Box-Behnken 响应曲面法对秦岭龙胆开

花药材多糖提取工艺进行优化。以多糖提取率(Y)

为响应值，设计实验方案(表 1), 共 29 组试验(表

2)。应用 Design-Expert 8.0.6 Trial 软件分析，得到

多元二次回归模型方程：Y= –32.822+ 0.405A + 

1.118B + 0.311C + 0.015D + 0.039AB – 0.041AC + 

1.650 × 10–4AD – 2.333 × 10–3BC – 1.600 × 10–4BD + 

2.700×10–4CD+0.365A2 –0.021B2 –0.052C2 –2.436× 

10–6D2，式中，Y 为多糖提取率，A 为提取时间，B

为料液比，C 为醇沉比，D 为离心转速。 

方差分析表明(表3)，回归方程的P<0.0001, F= 

58.67>0.05，说明二次多项式方程极显著。F 失拟

项=4>0.05，失拟项不显著[10]。可见，响应值与自

变量间的多元回归关系显著，可以很好的用该模型

表示，最佳提取工艺条件可利用该模型确定。模型

的调整确定系数 R2
Adj=0.966 5，说明 96.65%的响应 
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图 2 提取时间(A)、料液比(B)、醇沉比(C)、离心转速(D)对多糖提取率的影响 

Fig. 2 Effects of extraction time (A), solid-liquid ratio (B), alcohol precipitation ratio (C) and centrifugal speed (D) on extraction rate of polysaccharides 

 

表 1 因素水平 

Table 1 Factor level 

因素 
Factor 

编码 
No. 

水平 Level 

–1 0 1 

提取时间 Extraction time (h) A 1 2 3 

料液比 Solid-liquid ratio (g/mL) B  1∶10  1∶15 1∶20 

醇沉比 Alcohol precipitation ratio (mL/mL) C 1∶6 1∶9 1∶12 

离心转速 Centrifugal speed (×g) D 909 1 309 1 782 

 

表 2 Box-Behnken 设计方案及结果 

Table 2 Experimental design of response surface methodology 

序号 
No. 

因素 Factor 多糖提取率 /% 
Extraction rate of polysaccharides A B C D 

 1 3 1∶10 1∶9 1 309 4.41 

 2 3 1∶15 1∶6 1 309 4.81 

 3 2 1∶10 1∶6 1 309 1.60 

 4 2 1∶10 1∶9 909 0.83 

 5 1 1∶15 1∶6 1 309 1.01 

 6 3 1∶15  1∶12 1 309 4.82 

 7 3 1∶20 1∶9 1 309 5.11 

 8 2 1∶10 1∶9 1 782 2.20 

 9 1 1∶15 1∶9 909 0.81 

10 3 1∶15 1∶9 909 4.14 

11 2 1∶20 1∶9 909 2.61 

12 3 1∶15 1∶9 1 782 4.95 

13 2 1∶15 1∶9 1 309 3.13 

14 2 1∶15 1∶9 1 309 3.12 
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续表(Continued) 

序号 
No. 

因素 Factor 多糖提取率 /% 
Extraction rate of polysaccharides A B C D 

15 2 1∶15 1∶12 909 1.21 

16 1 1∶15 1∶12 1 309 1.51 

17 2 1∶15 1∶6 909 1.52 

18 1 1∶20 1∶9 1 309 1.41 

19 2 1∶15 1∶12 1 782 3.40 

20 1 1∶15 1∶9 1 782 1.32 

21 2 1∶15 1∶6 1 782 2.11 

22 2 1∶20 1∶9 1 782 2.42 

23 2 1∶15 1∶9 1 309 3.30 

24 2 1∶15 1∶9 1 309 3.09 

25 2 1∶15 1∶9 1 309 2.91 

26 2 1∶20 1∶12 1 309 2.42 

27 1 1∶10 1∶9 1 309 1.21 

28 2 1∶20 1∶6 1 309 2.02 

29 2 1∶10 1∶12 1 309 2.12 

 

值变化能够用该模型解释。此外，从表 3 可见，各

因素的一次项对响应值均有显著作用，说明提取时

间、料液比、醇沉比、离心转速对多糖提取率均有

影响；交互因素只有料液比和离心转速(BD)、醇沉

比和离心转速(CD)之间的影响较显著。这表明各因

素与响应值间并非单纯的线性关系。一次项 P 反映

出各因素对响应值的影响，为提取时间(A)>离心转

速(D)>料液比(B)>醇沉比(C)。 

 

表 3 方差分析 

Table 3 Variance analysis 

来源 Source 平方和 Sum of square 自由度 Degree of freedom 均方 Mean square F P 

模型 Model 49.350 14 3.520 58.670 <0.0001** 

A 37.450 1 37.450 623.370 <0.0001** 

B 0.930 1 0.930 15.470 0.0015* 

C 0.480 1 0.480 7.920 0.0138* 

D 2.390 1 2.390 39.700 <0.0001** 

AB 0.150 1 0.150 2.530 0.1339 

AC 0.060 1 0.060 1.000 0.3345 

AD 0.027 1 0.027 0.450 0.5118 

BC 0.005 1 0.005 0.082 0.7794 

BD 0.640 1 0.640 10.650 0.0057* 

CD 0.660 1 0.660 10.920 0.0052* 

A2 0.860 1 0.860 14.360 0.0020 

B2 1.840 1 1.840 30.650 <0.0001 

C2 1.430 1 1.430 23.760 0.0002 

D2 2.410 1 2.410 40.050 <0.0001 

残差 Residual 0.840 14 0.060   

失拟项 Lack of fit 0.760 10 0.076 4.000 0.0970 

误差 Error 0.077 4 0.019   

总和 Total 50.190 26    

R2 = 0.983 2；R2
Adj = 0.966 5；CV = 9.47; **: P<0.000 1; *: P<0.05. 

 

图 3 为各因素对秦岭龙胆开花药材多糖提取率

影响的响应面图和等高线图，可见 4 个因素的最适

范围及其交互作用，最佳提取时间为 2~3 h；最佳

料液比为 1∶14~1∶16；最佳醇沉比为 1∶8~1∶

10；最佳离心转速为 1 309~1 537×g。由图 3: E, F

可见，等高线近似椭圆，曲面图较陡峭，说明料液
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比和离心转速及醇沉比和离心转速之间的交互作

用较显著，与表 3 方差分析结果相吻合。 

根据Design-Expert软件对模型方程计算求解

回归方程，最终得到秦岭龙胆开花药材多糖的最佳

提取工艺为提取时间 3 h，料液比 1∶16，醇沉比 1∶

10，离心转速 1 537×g，预测多糖的提取率为 5.42%。

在此条件下平行验证操作 3 次，取平均值，多糖提

取率约为 5.13%，比理论值仅下降 0.29%，说明该

模型可信度高，可较好反映秦岭龙胆多糖的提取条

件，用于多糖提取率预测。 

 

 
图 3 各因素响应面与等高线分析图 

Fig. 3 Response surface and contour plot analysis diagram of factors 

 

2.4 抗氧化活性分析 

DPPH 自由基清除率    从图 4 可见，不同

浓度秦岭龙胆多糖溶液对 DPPH 自由基的清除率

有显著差异，随浓度的升高对 DPPH 清除率呈增

加趋势(P<0.05)。多糖浓度大于 1.4 mg/mL 时，多

糖对 DPPH 的清除率仍然呈缓慢上升趋势，且其

清除率均大于标准品 VC 和 BHT (P<0.05)，说明秦

岭龙胆多糖对 DPPH 自由基有很好的清除作用。 
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图 4 多糖对 DPPH 的清除率 

Fig. 4 Scavenging rate of polysaccharide to DPPH 

 

ABTS+的清除率    从图 5 可见，不同浓度多

糖溶液对 ABTS 自由基清除率有显著差异，且清除

率随多糖浓度的增加而逐渐增大(P<0.05)，当多糖

溶液浓度大于 1.4 mg/mL 时，对 ABTS+的清除率呈

缓慢上升趋势(P<0.05)，且秦岭龙胆多糖对 ABTS+

的清除率均高于 VC和 BHT (P<0.05)，表明秦岭龙

胆多糖对 ABTS+也具有清除能力。 

 

 
图 5 秦岭龙胆多糖对 ABTS+的清除率 

Fig. 5 Scavenging rate of polysaccharide to ABTS+  

 

3 结论和讨论 
 

秦岭龙胆民间应用有开花和未开花 2 种，本研

究表明，开花药材中多糖含量高于未开花药材，故

采收药材时应在待开花后，以极大地提高药效。由

于秦岭龙胆的多糖类化合物亲水性较强，故本研究

选择水提醇沉法结合高速离心，以提高多糖的提取

效率。与传统的水提醇沉法相比，本研究具有节约

溶剂、缩短提取时间、减少能耗等优点，符合绿色

环保的现代化提取理念，而且在提取多糖的过程中

采用传统煎煮法与现代高速离心法相融合，并对提

取工艺进行了优化，获得较高的提取率。 

植物中广泛存在多种多糖类化合物，且具有明

显的抗氧化作用，多为中草药中的有效活性成分, 

目前在医药与食品领域应用广泛[11–12]。有研究表明, 

多糖的抗氧化作用主要是通过内源性抗氧化应激

通路 Nrf2-ARE 通路，调节编码下游抗氧化酶基因

的表达，阻断自由基链式反应，从而减少自由基的

生成，消除过多自由基，从根源上防治疾病的产

生[13–14]。本研究对秦岭龙胆多糖抗氧化研究结果也

显示，秦岭龙胆多糖具有显著的抗氧化活性，且随

剂量的增加抗氧化性逐渐增加，比对照品 VC和 BHT

的抗氧化性强，可作为抗氧剂使用。 

近年来，随着对中药疗效作用要求的进一步

提高，对中药提取工艺的研究越来越广泛且越来

越受重视，然而在提取工艺研究上还存在一些问

题，例如提取秦岭龙胆以多糖提取率为指标，其

提取方法不同，结果差异也较大，提取次数、提

取温度及粉碎度等都会影响提取率，提取工艺不

同其化学组分、含量也不统一，因而提取次数对

秦岭龙胆多糖提取率及化学组分造成的差异还有

待于进一步研究。 
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