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黄精中糖类成分的含量测定方法比较及其酒蒸工艺优化Δ

潘东梅＊，蔡维珊，梁业婷，沈 颖，史哲铭，易延逵 #（南方医科大学中医药学院，广州 510515）

中图分类号 R283.3 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2021）24-2994-07

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2021.24.09

摘 要 目的：比较黄精中多糖及还原糖的含量测定方法，并优化黄精的酒蒸工艺。方法：分别采用蒽酮-硫酸法和苯酚-硫酸法

测定黄精中多糖的含量，分别采用蒽酮-硫酸法、苯酚-硫酸法和3，5-二硝基水杨酸（DNS）法测定黄精中还原糖的含量。以黄精炮

制品的外观性状评分以及多糖、还原糖、总糖含量为指标，加酒量、蒸制时间、闷润时间为因素，采用拉丁方设计优化黄精的酒蒸工

艺并比较蒸制前后多糖、还原糖、总糖含量。结果：蒽酮-硫酸法所得多糖、还原糖检测质量浓度的线性范围均为 0.006 6～0.033

mg/mL（R 2＝0.999 9），精密度、稳定性（90 min）、重复性试验的 RSD 分别小于 3％、2％，平均加样回收率分别为 99.75％（RSD＝

0.48％，n＝6）、103.40％（RSD＝1.25％，n＝6）；苯酚-硫酸法所得多糖、还原糖检测质量浓度的线性范围均为0.002 5～0.025 mg/mL

（R 2＝0.999 2），精密度、稳定性（90 min）、重复性的 RSD 分别小于 5％、6％，平均加样回收率分别为 112.80％（RSD＝2.36％，n＝

6）、99.20％（RSD＝3.47％，n＝6）；DNS法所得还原糖检测质量浓度的线性范围为0.01～0.18 mg/mL（R 2＝0.999 9），精密度、稳定

性（90 min）、重复性试验的 RSD 均小于 2％，平均加样回收率为 96.95％（RSD＝1.19％，n＝6）。黄精的最优酒蒸工艺为加酒量

20％、闷润2 h、蒸制7 h。3次验证实验所得黄精酒蒸品中多糖、还原糖、总糖平均含量的RSD均小于3％（n＝3）。4批生黄精中多

糖、还原糖、总糖的平均含量分别为16.3％、11.2％、27.4％，4批黄精酒蒸品中多糖、还原糖、总糖的平均含量分别为3.4％、61.0％、

64.4％。结论：黄精中多糖的含量测定以蒽酮-硫酸法为优，还原糖的含量测定以DNS法为优；黄精酒蒸品中多糖的含量明显下

降，而还原糖和总糖的含量明显增加。
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Comparison of Determination Methods of Saccharides in Polygonatum cyrtonema and Optimization of Its

Wine-steaming Technology
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ABSTRACT OBJECTIVE：To compare the methods for the content determination of polysaccharide and reducing sugar in

Polygonatum cyrtonema， and to optimize the wine-steaming technology of P. cyrtonema. METHODS： The contents of

polysaccharide in P. cyrtonema were determined by anthrone-sulfuric acid method and phenol-sulfuric acid method. The contents of

reducing sugar in P. cyrtonema were determined by anthrone-sulfuric acid method， phenol-sulfuric acid method and 3，

5-dinitrosalicylic acid（DNS）method，respectively. Taking appearance and property scores of processed products，the contents of

polysaccharide，reducing sugar and total sugar as indicators，the amount of alcohol added，steaming time and moistening time as

factors，the wine-steaming technology of P. cyrtonema was optimized by Latin square design. The contents of polysaccharide，

reducing sugar and total sugar were compared before and after steaming. RESULTS：The linear ranges of polysaccharide and

reducing sugar obtained by anthrone-sulfuric acid method were both 0.006 6-0.033 mg/mL（R2＝0.999 9）. RSDs of precision，

stability（90 min）and reproducibility tests were all lower than 3％ and 2％，respectively. Average recoveries were 99.75％（RSD＝

0.48％，n＝6）and 103.40％（RSD＝1.25％，n＝6），respectively. The linear ranges of polysaccharide and reducing sugar obtained

by phenol-sulfuric acid method were both 0.002 5-0.025 mg/mL （R2＝0.999 2）. RSDs of precision，stability （90 min） and

reproducibility tests were all lower than 5％ and 6％，respectively. Average recoveries were 112.80％（RSD＝2.36％，n＝6）and

99.20％（RSD＝3.47％，n＝6）. The linear range of reducing sugar obtained by DNS method was 0.01-0.18 mg/mL（R2＝0.999 9）.

RSDs of precision，stability（90 min）and reproducibility tests were all lower than 2％ . Average recoveries was 96.95％（RSD＝

1.19％，n＝6）. The optimal wine-steaming technology of P. cyrtonema included the amount of alcohol added of 20％，moistening

time of 2 h and steaming time of 7 h. RSDs of average contents of polysaccharide，reducing sugar and total sugar in wine-steamed

products were all lower than 3％ in 3 times of validation tests（n＝3）. The average contents of polysaccharide，reducing sugar and

total sugar in 4 batches of P. cyrtonema were 16.3％，11.2％ and 27.4％；those of 4 batches of wine-steamed products were 3.4％，

61.0％ and 64.4％，respectively. CONCLUSIONS：The anthrone-

sulfuric acid method is the best for the determination of poly-

saccharide in P. cyrtonema；DNS method is the best for the

determination of reducing sugar in P. cyrtonema. The content of

polysaccharide in wine-steamed products is decreased signifi-

cantly，while the contents of reducing sugar and total sugar

Δ 基金项目：国家自然科学基金资助项目（No.82004101）；南方医

科大学2020年度大学生创新创业训练计划项目（No.S202012121109）

＊讲师，博士。研究方向：中医方剂。电话：020-61648263。E-mail：

pandongmei1228@126.com

# 通信作者：副教授，博士。研究方向：药物新技术。电话：

020-62789408。E-mail：dareyyk@sina.com

··2994



中国药房 2021年第32卷第24期 China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 24

黄精为百合科植物黄精 Polygonatum sibiricum

Red.、滇黄精Polygonatum kingianum Coll. et Hemsl.或多

花黄精Polygonatum cyrtonema Hua的干燥根茎，具有补

气养阴、健脾益肾、润肺等功效[1]。黄精主要含有糖、皂

苷、黄酮、木脂素、氨基酸、醌、生物碱、维生素等成分以

及多种微量元素[2－3]，其中糖类成分是黄精重要的活性

成分，具有抗氧化、保护小鼠肝脏、增强小鼠免疫功能的

作用[4－5]；可降低糖尿病模型大鼠的血糖水平，延缓其眼

部并发症的发生[6]；可增加大鼠血液中超氧化物歧化酶

活性，降低丙二醛含量，改善心肌肥厚症状[7]。此外，黄

精还对三阴性乳腺癌抑制的骨髓造血有保护作用[8]，可

改善阿尔茨海默病模型大鼠海马组织的病理改变[9]，可

通过作用于病毒相关靶点而在新型冠状病毒肺炎治疗

领域中发挥潜力[10]。现有文献报道的黄精中多糖和还

原糖类成分的含量测定方法有蒽酮-硫酸法[1，11]和苯酚-

硫酸法[12－13]，此外还原糖的含量测定方法还包括3，5-二

硝基水杨酸（DNS）法 [12]。这些测定方法是糖类成分测

定的常用方法，但所用试剂及反应原理各有不同，因此

所得结果略有差异。

黄精的炮制方法较多，有蒸法、蔓荆子水蒸法、九蒸

九晒法、黑豆煮法、水煮晒干复蒸晒法、取汁酒熬法、酒

蒸法、熟地水蒸法、枸杞水蒸法、乳浸晒法等[14－16]，2020

年版《中国药典》（一部）记载的黄精常用炮制方法为酒

蒸法[1]。目前，虽已有文献对黄精酒蒸工艺参数的优化

进行了报道[17－18]，但笔者在黄精酒蒸炮制的生产加工过

程中发现，酒蒸可使多糖成分的含量明显下降，很难达

到2020年版《中国药典》（一部）中规定的酒蒸黄精多糖

含量[以无水葡萄糖（C6H12O6）计]不低于 4.0％的要求[1]。

基于此，本研究对黄精中糖类成分含量的测定方法进行

了比较，同时采用拉丁方设计优化黄精的酒蒸工艺，旨

在为其酒蒸品的质量控制提供依据，为规范黄精的酒蒸

炮制生产加工工艺提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有UV-2600型紫外-可见分光光

度计（日本Shimadzu公司）、T-500型电子天平（美国G&G

公司）、Centrifuge 5804R型离心机（德国Eppendorf公司）、

BS-ⅡOS型电子天平（德国Sartorius公司）、KH-100DE型

数控超声仪（昆山禾创超声仪器有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

葡萄糖对照品（批号190622，纯度＞99％）购自广州

市齐云生物科技有限公司；黄酒（酒精度11～19度）购自

浙江古越龙山绍兴酒股份有限公司；苯酚、蒽酮、硫酸、

DNS、乙醇等试剂均为分析纯，水为去离子水。

4批黄精饮片样品均购买于2020年10月，经南方医

科大学中药鉴定教研室刘传明副教授鉴定均为多花黄

精P. cyrtonema Hua的干燥根茎。4批黄精饮片样品来

源信息见表1。

表1 4批黄精饮片样品来源信息

Tab 1 Source information of 4 batches of P. cyrtonema

decoction pieces

编号
S1

S2

S3

S4

批号
B4219711

B4218712

B4219716

200815

产地
安徽
安徽
安徽
湖南安化

购买厂家
广东省药材公司中药饮片厂
广东省药材公司中药饮片厂
广东省药材公司中药饮片厂
湖南振兴中药饮片实体有限公司

2 方法与结果
2.1 黄精中多糖的含量测定方法比较

2.1.1 对照品溶液的制备

精密称定干燥至恒定质量的葡萄糖对照品，置于量

瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，制成质量浓度分别

为0.33、0.125、1 mg/mL的对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液的制备

取于 60 ℃下干燥至恒定质量的黄精细粉（过五号

筛）0.05 g，置于圆底烧瓶中，加80％乙醇30 mL，水浴中

加热回流1 h，滤过，加80％乙醇定容至50 mL，即得黄精

还原糖供试品溶液。将上述滤过的残渣和滤纸置于圆

底烧瓶中，加水 30 mL，水浴中加热回流 1 h，趁热滤过，

用热水洗涤残渣及烧瓶 4次，每次 2 mL，合并滤液与洗

液，并转移至 50 mL量瓶中，加水至刻度，摇匀，即得黄

精多糖供试品溶液[1]。

2.1.3 检测波长的选择

（1）蒽酮-硫酸法：取“2.1.1”项下质量浓度为 0.33

mg/mL的葡萄糖对照品溶液、“2.1.2”项下黄精多糖供试

品溶液（编号S3）各1 mL，分别置于不同试管中，加水至

2 mL，摇匀，于冰浴中缓缓滴加0.2％蒽酮-硫酸溶液（精

密称取蒽酮 0.2 g，加 80％浓硫酸 100 mL溶解，摇匀，即

得）至 10 mL，混匀，放置 5 min 后，置于水浴中反应 10

min，取出，立即置于冰浴中冷却 10 min。以不含对照

品、供试品的反应体系为空白对照，使用紫外-可见分光

光度计于 450～700 nm 波长范围内进行扫描。结果显

示，于625 nm波长处，对照品溶液、黄精多糖供试品溶液

均有最大吸收，故选择蒽酮-硫酸法的检测波长为 625

nm。结果见图1。

（2）苯酚-硫酸法：取“2.1.1”项下质量浓度为 0.125

mg/mL的葡萄糖对照品溶液、“2.1.2”项下黄精多糖供试

品溶液（编号S3）各 0.5 mL，分别置于不同试管中，加水

至 2 mL，分别精密加入 5％苯酚溶液（精密称取苯酚 2.5

g，用水溶解并定容至 50 mL，即得）1 mL、浓硫酸 7 mL，

摇匀，于水浴中加热 20 min，然后冷却至室温。以不含

对照品、供试品的反应体系为空白对照，使用紫外-可见

are increased significantly.

KEYWORDS Polygonatum cyrtonema；Polysaccharide；Reducing sugar；Content determination；Optimization of wine-steaming

technology
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分光光度计于400～600 nm波长范围内进行扫描。结果

显示，于490 nm波长处，对照品溶液、黄精多糖供试品溶

液均有最大吸收，故选择苯酚-硫酸法的检测波长为490

nm。结果见图2。

2.1.4 线性关系考察

（1）蒽酮-硫酸法：分别精密量取“2.1.1”项下质量浓

度为 0.33 mg/mL的葡萄糖对照品溶液 0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0 mL，按“2.1.3（1）”项下方法显色后，使用紫外-可见分

光光度计于625 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。结果显示，多糖的回归方程为 y＝37.363 6x－

0.025 8（R 2＝0.999 9），表明多糖检测质量浓度的线性范

围为0.006 6～0.033 mg/mL。

（2）苯酚-硫酸法：分别精密量取“2.1.1”项下质量浓

度为 0.125 mg/mL 的葡萄糖对照品溶液 0.2、0.4、0.8、

1.2、1.6、2.0 mL，按“2.1.3（2）”项下方法显色后，使用紫

外-可见分光光度计于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[19]。结果显示，多糖的回归方程为 y＝

41.298x－9.000×10－5（R 2＝0.999 2），表明多糖检测质量

浓度的线性范围为0.002 5～0.025 mg/mL。

2.1.5 精密度试验

取“2.1.2”项下黄精多糖供试品溶液（编号 S3），按

“2.1.3”项下两种方法分别显色后，使用紫外-可见分光光

度计分别于625、490 nm波长处连续测定6次吸光度。结

果显示，蒽酮-硫酸法所得吸光度的RSD为2.60％（n＝6），

苯酚-硫酸法所得吸光度的RSD为3.67％（n＝6）。

2.1.6 重复性试验

取黄精细粉（编号S3）0.05 g，按“2.1.2”项下方法制

备黄精多糖供试品溶液，共 12份，再按“2.1.3”项下两种

方法分别显色（每个方法各6份）后，使用紫外-可见分光

光度计分别于 625、490 nm波长处测定吸光度。结果显

示，蒽酮-硫酸法所得含量的RSD为1.15％（n＝6），苯酚-

硫酸法所得含量的RSD为4.08％（n＝6）。

2.1.7 稳定性试验

取“2.1.2”项下黄精多糖供试品溶液（编号 S3），按

“2.1.3”项下两种方法分别显色，并在室温下放置 0、10、

20、30、60、90 min 时使用紫外-可见分光光度计分别于

625、490 nm波长处测定吸光度。结果显示，蒽酮-硫酸

法所得吸光度的 RSD 为 1.40％（n＝6），苯酚-硫酸法所

得吸光度的RSD为2.13％（n＝6）。

2.1.8 加样回收率试验

取已知含量的黄精细粉（编号 S3）0.05 g，共 12份，

按“2.1.2”项下方法制备黄精多糖供试品溶液，精密加入

对照品溶液 0.4 mL（蒽酮-硫酸法为 0.33 mg/mL的葡萄

糖对照品溶液，苯酚-硫酸法为0.125 mg/mL的葡萄糖对

照品溶液），混匀，再按“2.1.3”项下两种方法分别显色

（每个方法各6份）后，使用紫外-可见分光光度计分别于

625、490 nm波长处测定吸光度并计算加样回收率。结

果显示 ，蒽酮 - 硫酸法的加样回收率为 98.50％～

100.80％，平均加样回收率为99.75％（RSD＝0.48％，n＝

6）；苯酚-硫酸法的加样回收率为107.50％～121.50％，平

均加样回收率为112.80％（RSD＝2.36％，n＝6）。

2.2 黄精中还原糖的含量测定方法比较

2.2.1 检测波长的选择

（1）蒽酮-硫酸法：取“2.1.2”项下黄精还原糖供试品

溶液（编号S3），共6份，其余操作及结果（未取葡萄糖对

照品溶液）同“2.1.3（1）”项。结果见图3。

（2）苯酚-硫酸法：取“2.1.2”项下黄精还原糖供试品

溶液（编号S3），共6份，其余操作及结果（未取葡萄糖对

照品溶液）同“2.1.3（2）”项。结果见图4。

（3）DNS法：分别精密吸取“2.1.2”项下黄精还原糖

供试品溶液（编号S3）3.5 mL、“2.1.1”项下质量浓度为 1

mg/mL 的葡萄糖对照品溶液 0.1、0.2、0.3、0.6、0.9、1.2、

1.5、1.8 mL，加水至 4 mL，分别精密加入 DNS 溶液（取

DNS 0.65 g，用水溶解后，加入 2 mol/L 氢氧化钠溶液

2.5 mL、丙三醇 4.5 g，再用水定容至 100 mL，即得）5

图2 苯酚-硫酸法的紫外吸收光谱图（多糖）

Fig 2 UV absorption spectra of phenol-sulfuric acid

method（polysaccharide）

黄精多糖供试品溶液（编号S3）
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图1 蒽酮-硫酸法的紫外吸收光谱图（多糖）

Fig 1 UV absorption spectra of anthrone-sulfuric acid

method（polysaccharide）
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图3 蒽酮-硫酸法的紫外吸收光谱图（还原糖）

Fig 3 UV absorption spectra of anthrone-sulfuric acid

method（reducing sugar）
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mL，混匀，于水浴中煮沸 5 min，然后冷却至室温，加水

定容至10 mL，以不含对照品、供试品的反应体系为空白

对照，使用紫外-可见分光光度计于450～700 nm波长范

围内进行扫描。结果显示，于500 nm波长左右，对照品溶

液、黄精还原糖供试品溶液均有较大吸收，但此波长下

DNS也有吸收，对测定结果有一定干扰。有研究认为，采

用DNS法测定还原糖时宜以520 nm为检测波长[12]，故本

研究选择DNS法的检测波长为520 nm。结果见图5。

2.2.2 线性关系考察

（1）蒽酮-硫酸法：操作及结果同“2.1.4（1）”项。

（2）苯酚-硫酸法：操作及结果同“2.1.4（2）”项。

（3）DNS 法：取“2.1.1”项下质量浓度为 1 mg/mL 的

葡萄糖对照品溶液0.1、0.2、0.3、0.6、0.9、1.2、1.5、1.8 mL，

按“2.2.1（3）”项下方法显色后，使用紫外-可见分光光度

计于520 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。

结果显示，还原糖的回归方程为 y＝12.370 3x－0.120 2

（R 2＝0.999 9），表明还原糖检测质量浓度的线性范围为

0.01～0.18 mg/mL。

2.2.3 精密度试验

取“2.1.2”项下黄精还原糖供试品溶液（编号S3），按

“2.2.1”项下3种方法分别显色后，使用紫外-可见分光光

度计分别于 625、490、520 nm波长处连续测定 6次吸光

度。结果显示，蒽酮 -硫酸法所得吸光度的 RSD 为

1.35％（n＝6），苯酚-硫酸法所得吸光度的RSD为0.39％

（n＝6），DNS法所得吸光度的RSD为0.99％（n＝6）。

2.2.4 重复性试验

取黄精细粉（编号S3）0.05 g，按“2.1.2”项下方法制

备黄精还原糖供试品溶液，共 18份，按“2.2.1”项下 3种

方法分别显色（每个方法各6份）后，使用紫外-可见分光

光度计分别于 625、490、520 nm波长处测定吸光度。结

果显示，蒽酮-硫酸法所得含量的RSD为1.75％（n＝6），

苯酚-硫酸法所得含量的RSD为 5.01％（n＝6），DNS法

所得含量的RSD为1.43％（n＝6）。

2.2.5 稳定性试验

取“2.1.2”项下黄精还原糖供试品溶液（编号S3），按

“2.2.1”项下 3种方法分别显色，并在室温下放置 0、10、

20、30、60、90 min时分别于625、490、520 nm波长处测定

吸光度。结果显示，蒽酮-硫酸法所得吸光度的RSD为

0.33％（n＝6），苯酚-硫酸法所得吸光度的RSD为0.77％

（n＝6），DNS法所得吸光度的RSD为0.65％（n＝6）。

2.2.6 加样回收率试验

取已知含量的黄精细粉（编号S3）0.05 g，按“2.1.2”

项下方法制备黄精还原糖供试品溶液。取 0.2 mL，共 6

份，分别精密加入“2.1.1”项下质量浓度为0.33 mg/mL的

葡萄糖对照品溶液0.4 mL（蒽酮-硫酸法）。取上述制备

的黄精还原糖供试品溶液 0.1 mL，共 6份，分别精密加

入“2.1.1”项下质量浓度为 0.125 mg/mL的葡萄糖对照

品溶液0.4 mL（苯酚-硫酸法）。取上述制备的黄精还原

糖供试品溶液3.5 mL，共6份，分别精密加入“2.1.1”项下

质量浓度为1 mg/mL的葡萄糖对照品溶液0.3 mL（DNS

法）。按“2.2.1”项下 3种方法分别显色后，使用紫外-可

见分光光度计分别于 625、490、520 nm波长处测定吸光

度并计算加样回收率。结果显示，蒽酮-硫酸法的加样回

收率为 97.00％～108.30％，平均加样回收率为 103.40％

（RSD＝1.25％，n＝6）；苯酚 -硫酸法的加样回收率为

95.00％～109.50％，平均加样回收率为 99.20％（RSD＝

3.47％，n＝6）；DNS法的加样回收率为95.00％～99.30％，

平均加样回收率为96.95％（RSD＝1.19％，n＝6）。

2.2.7 黄精多糖及还原糖的含量测定

参考“2.1”“2.2”项下方法学考察结果，取4批黄精饮

片，按“2.1.2”项下方法分别制备黄精多糖、还原糖供试

品溶液，采用蒽酮-硫酸法测定其中多糖的含量，采用

DNS法测定其中还原糖的含量，并计算总糖含量：总糖

含量＝多糖含量+还原糖含量。

2.3 拉丁方设计优化黄精的酒蒸工艺

2.3.1 因素与水平

以黄精多糖、还原糖、总糖含量和外观性状评分（外

观性状评分为色泽、气味、质地评分之和，其标准[20]见表

2）为指标，以加酒量（以药材总量的百分含量计）、蒸制

时间、闷润时间（蒸制时间为关注因素，其余因素为非关

注因素[21]）为因素，采用5×5拉丁方设计优化黄精的酒蒸

工艺。黄精酒蒸工艺拉丁方设计的因素与水平见表 3、

图4 苯酚-硫酸法的紫外吸收光谱图（还原糖）

Fig 2 UV absorption spectra of phenol-sulfuric acid

method（reducing sugar）

图5 DNS法的紫外吸收光谱图（还原糖）

Fig 5 UV absorption spectrum of DNS method（reducing

sugar）
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实验设计方案与结果见表4。

表2 黄精的外观性状评分标准

Tab 2 Scoring criteria for appearance and properties

of P. cyrtonema

指标
色泽
气味
质地

评分，分
40

30

30

标准
表面呈棕褐色至黑色，有光泽；中心呈棕色至浅褐色，可见筋脉小点（颜色深，有光泽者为优）

味甜，微有酒香气（味甜，麻舌感弱，香味适度者为优）

柔软（质地柔软者为优）

表3 黄精酒蒸工艺拉丁方设计的因素与水平

Tab 3 Factors and levels of Latin square design for

wine-steaming technology of P. cyrtonema

加酒量，％

0

10

20

30

40

闷润时间，h

1

D

C

A

E

B

2

C

B

D

A

E

3

A

E

B

C

D

4

B

A

E

D

C

5

E

D

C

B

A

注：A、B、C、D、E分别表示蒸制时间6、7、8、9、10 h

Note：A，B，C，D and E represent steaming time of 6，7，8，9 and

10 h respectively

表4 黄精酒蒸工艺的实验设计方案与结果

Tab 4 Latin square test design and results of wine-

steaming technology of P. cyrtonema

实验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

加酒量，
％

0

0

0

0

0

10

10

10

10

10

20

20

20

20

20

30

30

30

30

30

40

40

40

40

40

闷润时间，
h

1

2

3

4

5

1

2

3

4

5

1

2

3

4

5

1

2

3

4

5

1

2

3

4

5

蒸制时间，
h

9

8

6

7

10

8

7

10

6

9

6

9

7

10

8

10

6

8

9

7

7

10

9

8

6

外观性状评分，
分

76

75

75

77

76

76

75

76

73

76

76

78

76

76

74

75

71

74

75

76

75

77

78

78

72

多糖含量，
％

2.4

3.2

2.5

3.5

2.9

2.5

2.3

2.8

2.5

2.3

2.3

3.0

3.9

2.7

2.6

3.3

3.3

3.3

3.0

2.6

2.7

2.4

2.9

2.8

2.8

还原糖含量，
％

63.3

59.2

59.0

65.8

63.0

63.1

57.7

57.9

53.1

66.5

62.7

67.0

59.6

65.8

57.2

59.5

48.3

55.1

59.7

66.2

62.2

69.1

60.4

57.3

50.8

总糖含量，
％

65.7

62.4

61.5

69.3

65.9

65.6

60.0

60.7

55.6

68.8

65.0

70.0

63.5

68.5

59.8

62.8

51.6

58.4

62.7

68.8

64.9

71.5

63.3

60.1

53.6

采用SPSS 26.00软件对表 4中的外观性状评分、多

糖含量、还原糖含量、总糖含量进行分析。外观性状评

分等指标的主体间效应检验结果见表 5，各因素的事后

检验结果见表6～表8。

由表5、表6可知，蒸制时间对外观性状评分有显著

影响（P＝0.038），随着蒸制时间的延长，外观性状评分

呈增长趋势，当蒸制 7 h后，外观性状评分达到稳定；随

着蒸制时间的延长，多糖含量呈先增加后降低的趋势，

于蒸制7 h时达到最高，随后趋于稳定；随着蒸制时间的

延长，还原糖及总糖含量略有波动，均于蒸制 7 h 时较

高，随后趋于稳定，故选择蒸制时间为7 h。由表7可知，

当加酒量为 20％时，外观性状评分为最高；当加酒量为

20％、30％时，多糖含量相差不大且均较高；当加酒量为

20％时，还原糖及总糖含量均为最高，故选择加酒量为

20％。由表8可知，随着闷润时间的延长，外观性状评分

表5 外观性状评分等指标的主体间效应检验结果

Tab 5 Results of inter subject effect tests for indica-

tors as appearance and property scores

指标
外观性状评分

多糖含量

还原糖含量

总糖含量

因素
加酒量
闷润时间
蒸制时间
加酒量
闷润时间
蒸制时间
加酒量
闷润时间
蒸制时间
加酒量
闷润时间
蒸制时间

Ⅲ类平方和
10.800

4.400

28.800

1.140

0.677

0.350

73.540

36.172

276.144

73.516

28.021

283.924

自由度
4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

均方
2.700

1.100

7.200

0.285

0.169

0.087

18.385

9.043

69.036

18.379

7.005

70.981

F

1.350

0.550

3.600

1.717

1.019

0.527

0.875

0.430

3.285

0.947

0.361

3.657

P

0.308

0.703

0.038

0.211

0.436

0.718

0.507

0.784

0.049

0.470

0.832

0.036

表6 蒸制时间的事后检验结果

Tab 6 Results of back tests for steaming time

蒸制时间，h

6

7

8

9

10

P

个案数
5

5

5

5

5

外观性状评分子集1

73.400

75.800

75.400

0.

75.800

0.081

外观性状评分子集2

0.

75.800

75.400

76.600

75.800

0.556

多糖含量
2.676

3.010

2.850

2.708

2.808

0.698

还原糖含量
54.780

62.300

58.380

63.380

63.060

0.073

总糖含量
57.456

65.310

61.230

66.088

65.868

0.058

表7 加酒量的事后检验结果

Tab 7 Results of back tests for the amount of alcohol

added

加酒量，％
0

10

20

30

40

P

个案数
5

5

5

5

5

外观性状评分
75.800

75.200

76.000

74.200

75.800

0.317

多糖含量
2.876

2.454

2.912

3.090

2.720

0.163

还原糖含量
62.060

59.660

62.460

57.760

59.960

0.512

总糖含量
64.936

62.114

65.372

60.850

62.680

0.511

表8 闷润时间的事后检验结果

Tab 8 Results of back tests for moistening time

闷润时间，h

1

2

3

4

5

P

个案数
5

5

5

5

5

外观性状评分
75.600

75.000

75.800

75.800

74.800

0.794

多糖含量
2.644

2.814

3.072

2.892

2.630

0.461

还原糖含量
62.160

60.260

58.400

60.340

60.740

0.698

总糖含量
64.804

63.074

61.472

63.232

63.370

0.754
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的变化不大，表明闷润时间对其影响不大；随着闷润时

间的延长，多糖含量呈先增加后降低的趋势，还原糖及

总糖含量呈先降低后升高的趋势，考虑到上述整体变化

趋势，选择闷润时间为2 h。

可见，黄精最优酒蒸工艺为加酒量 20％、闷润 2 h、

蒸制7 h。

2.3.2 验证实验

取黄精饮片样品（编号S3）适量，按“2.3.1”项下最优

酒蒸工艺平行制备 3批酒蒸黄精，按“2.2.7”项下方法测

定其中多糖及还原糖含量并计算总糖含量。结果显示，

所制3批黄精酒蒸品中多糖、还原糖、总糖的平均含量分

别为 3.0％（RSD＝2.65％，n＝3）、58.7％（RSD＝2.91％，

n＝3）、61.7％（RSD＝2.86％，n＝3），表明优化所得酒蒸

工艺稳定、可行。

2.3.3 黄精酒蒸品的制备及含量比较

取4批黄精饮片样品，按上述最优酒蒸工艺炮制，按

“2.2.7”项下方法测定其中多糖及还原糖含量并计算总

糖含量。以生黄精为对照，进行含量比较。每批样品测

定 3次。结果显示，4批生黄精中多糖、还原糖、总糖的

平均含量分别为16.3％、11.2％、27.4％；4批黄精酒蒸品

中多糖、还原糖、总糖的平均含量分别为 3.4％、61.0％、

64.4％，多糖含量明显降低，而还原糖和总糖含量明显升

高，提示优化所得最优酒蒸工艺可明显提高黄精中糖类

成分的总含量。结果见表9。

表 9 生黄精及其酒蒸品多糖、还原糖和总糖含量比较

（n＝3）

Tab 9 Comparison of the contents of polysaccharide，

reducing sugar and total sugar of P. cyrtonema

and its wine-steamed products（n＝3）

样品
生黄精

平均值
黄精酒蒸品

平均值

编号
S1

S2

S3

S4

S1

S2

S3

S4

多糖，％
20.5

13.8

13.1

17.7

16.3

5.4

2.7

3.0

2.6

3.4

还原糖，％
10.4

17.0

10.0

7.2

11.2

49.7

68.5

58.7

67.0

61.0

总糖，％
30.9

30.8

23.1

24.9

27.4

55.1

71.2

61.7

69.6

64.4

3 讨论
本研究在采用苯酚-硫酸法测定黄精多糖含量时，

所得平均加样回收率（112.80％）偏大，其原因可能为：在

室温下，苯酚的溶解扩散较慢，经超声处理可使苯酚溶

解，但过一段时间后溶液会出现分层现象，导致实验过

程中每次量取的苯酚溶液的质量浓度有所偏差，从而影

响实验结果[21]。同时，因为苯酚自身易被氧化，故实验

中所使用的苯酚需要进行重蒸，以避免因苯酚反应量不

够而影响实验结果[21]。鉴于此，本研究选择蒽酮-硫酸法

测定黄精多糖的含量。笔者在研究过程中发现，S3批生

黄精采用DNS法测得的还原糖含量仅为13.1％，而采用

蒽酮-硫酸法和苯酚-硫酸法测得的还原糖含量超过

80％，其原因可能与黄精中含有较多的可溶于乙醇的苷

类化合物有关[2－3]；但由于蒽酮-硫酸法和苯酚-硫酸法均

使用了浓硫酸，而浓硫酸会使糖苷中的糖基部分脱水而

形成糠醛及其衍生物，因此这两种方法测得的还原糖含

量还包括了其他成分的含量，故本研究选择DNS法测定

黄精还原糖的含量。

黄精中的黏液质有刺激咽喉的副作用，经炮制后，

黄精多糖发生降解，使得大量黏液质被除去，刺激咽喉

的副作用有所减少，加之多糖降解所产生的低聚糖具有

提高免疫、抗氧化等药理作用，从而增强了黄精的补益

功效[22]。酒具有行药势、通血脉等作用，能增加中药有

效成分的溶出，且有利于增强黄精中低聚糖提高免疫

力、抗氧化的功效[14]。

拉丁方设计表的行与列皆为配伍组，可减少实验次

数[23]。本研究采用拉丁方设计优化黄精的酒蒸工艺，结

果显示，最优酒蒸工艺为加酒量 20％、闷润 2 h、蒸制 7

h。优化所得酒蒸工艺可明显提高黄精还原糖和总糖含

量，而明显降低多糖含量，这可能与炮制过程中，在高温

或其他因素的影响下，多糖成分发生降解而生成低聚糖

或单糖有关[17－18]。2020年版《中国药典》（一部）要求，生

黄精及其蒸制品均以黄精多糖为含量指标[1]。有研究认

为，黄精以蒸制和九蒸九晒为宜[14]，但经蒸制后黄精的

多糖含量明显减少，且蒸制达到一定时间或蒸制次数过

多，其多糖含量均难以达到《中国药典》“不低于 4.0％”

的要求[1]。因此，笔者认为，可将还原糖和总糖含量作为

评价黄精质量的指标。

综上所述，黄精中多糖的含量测定以蒽酮-硫酸法

为优，还原糖的含量测定以DNS法为优。所得最优酒蒸

工艺为加酒量20％、闷润2 h、蒸制7 h；黄精酒蒸品中多

糖的含量明显下降，还原糖和总糖的含量明显增加。
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萝卜硫素对高糖诱导人肾小管上皮细胞增殖和凋亡的影响及机制Δ
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摘 要 目的：研究萝卜硫素对高糖诱导人肾小管上皮细胞HK-2增殖和凋亡的影响，并初步探讨其作用机制。方法：将HK-2细

胞分为正常组、高糖组、厄贝沙坦组（阳性对照，1 μmol/L）和萝卜硫素低、中、高浓度组（10、20、40 μmol/L），正常组细胞用DMEM

完全培养基培养96 h，其余各组细胞均用高糖DMEM完全培养基（含40 mmol/L葡萄糖）培养48 h诱导细胞损伤后，再加入相应药

物继续培养48 h。检测各组细胞的存活率、凋亡率以及细胞中细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、胱天蛋白酶3（caspase-3）、B细胞淋巴

瘤2（Bcl-2）、B细胞淋巴瘤2相关X蛋白（Bax）mRNA和磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR）、磷酸化腺苷一磷酸活化蛋白

激酶（p-AMPK）、磷酸化蛋白激酶B（p-Akt）、磷酸化磷脂酰肌醇3激酶（p-PI3K）蛋白的表达量。另将HK-2细胞分为正常组、高糖

组、萝卜硫素高浓度组（40 μmol/L）、阿卡地新组（AMPK激动剂，1 mmol/L）、萝卜硫素高浓度+compound C组（萝卜硫素40 μmol/L+

AMPK抑制剂 compound C 40 μmol/L）、哌立福辛组（Akt抑制剂，19.95 μmol/L）、萝卜硫素高浓度+SC79组（萝卜硫素40 μmol/L+

Akt激动剂SC79 4 μmol/L），同法培养后，检测细胞中p-mTOR、p-AMPK、p-Akt、p-PI3K蛋白的表达量。结果：与正常组比较，高糖

组细胞的存活率以及细胞中 cyclin D1、Bcl-2 mRNA 和 p-AMPK 蛋白的表达量均显著降低（P＜0.05），凋亡率以及细胞中 cas-

pase-3、Bax mRNA和p-mTOR、p-Akt、p-PI3K蛋白的表达量均显著升高（P＜0.05）。与高糖组比较，萝卜硫素低、中、高浓度组和厄

贝沙坦组细胞上述指标均显著改善（P＜0.05），其中萝卜硫素中、高浓度组细胞上述指标的改善效果均显著优于萝卜硫素低浓度

组（P＜0.05）。与厄贝沙坦组比较，萝卜硫素高浓度组细胞上述指标差异均无统计学意义（P＞0.05）。与萝卜硫素高浓度组比较，

阿卡地新组细胞中p-AMPK、p-mTOR蛋白和哌立福辛组细胞中p-mTOR、p-Akt、p-PI3K蛋白的表达量差异均无统计学意义（P＞

0.05）；萝卜硫素高浓度+compound C组细胞中p-AMPK蛋白的表达量显著降低（P＜0.05），p-mTOR蛋白的表达量显著升高（P＜

0.05）；萝卜硫素高浓度+SC79组细胞中p-mTOR、p-Akt、p-PI3K蛋白的表达量均显著升高（P＜0.05）。结论：萝卜硫素可促进高糖

诱导肾小管上皮细胞增殖，抑制其凋亡，其机制可能与上调p-AMPK表达，下调p-mTOR、p-Akt、p-PI3K表达有关。
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