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红豆杉（Taxus）属裸子植物紫杉纲红豆杉科（Taxaceae）的

常绿乔木，共 11种，我国有 4个种和 1变种。南方红豆杉产于

我国长江流域以南，该植物对生境温度、水分、光照等要求较

严格，对森林类型选择及层间植物物种环境也有较为苛刻的

要求，这使该属植物在地理分布上受到限制，制约了其种群的

空间拓展[1]，因此红豆杉十分珍贵、稀少。

现今对红豆杉科的药用活性研究多集中在与紫杉醇结构

类似的紫杉烷类化合物的抗癌活性方面 [2]，但对其他活性成

分，如黄酮、多糖的研究较少。而多糖具有广泛的药理作用[3]，

如作为免疫调节剂，能激活巨噬细胞、T淋巴细胞、LAK细胞等

多种免疫细胞，促进细胞因子生成，活化补体；也有抗肿瘤、抗

病毒、抗感染、抗消化性溃疡、抗氧化[4]、降血糖、降血脂等多种

活性，而且毒性较低，因此多糖的研究受到越来越多的重视。

超声辅助提取技术由于操作简便、节能、省时，近年来广

泛用于天然产物的浸提。传统的工艺设计方法，如正交设计、

均匀设计等，都有各自的局限性，不能全面地优化工艺。响应

面分析法（Response surface method）采用多元二次回归方法

作为函数估计的工具，研究因子与响应面之间、因子与因子之

间的相互关系，该方法试验次数少、周期短，求得的回归方程

精度高，能研究几种因素间的交互作用，是一种有突出优势的

优化试验条件的数学统计方法[5-6]。

1 材料
1.1 仪器

KH-400KDB高功率超声波清洗器（昆山禾创超声仪器有

限公司，功率：240W，频率：40 kHZ）；HH-4恒温水浴箱（江苏金

坛市宏华仪器厂）；TDL80-2B台式离心机（上海安亭科学仪器

厂）；752型紫外-可见分光光度计（上海舜宇恒平科学仪器有

限公司）；S-3D pH计（上海雷磁创益仪器仪表有限公司）。

1.2 药材与试剂

南方红豆杉枝叶，采自广州中医药大学药王山，经广东药

学院中药学院腾希峰博士鉴定为南方红豆杉（Taxus chinensis

var. meirei）；石油醚、正丁醇、三氯甲烷、苯酚、浓硫酸、95％乙

醇、d-无水葡萄糖均为市售分析级。

2 方法与结果
2.1 多糖提取率的测定

2.1.1 对照品溶液的制备 精密称取 105 ℃下干燥至恒质量

的 d-无水葡萄糖 10 mg，置于 100 ml量瓶中，加水溶解并稀释

至刻度，摇匀，即得葡萄糖对照品溶液。

2.1.2 供试品溶液的制备 称取经石油醚脱脂干燥后的南方

红豆杉枝叶1.0 g，热水超声提取，滤过，滤液脱蛋白[7]后浓缩定

容，取滤液用80％乙醇醇沉[8]，离心（半径：10 cm，转速：4 000 r/

min），60 ℃下取沉淀，烘干，用蒸馏水溶解、干燥，定容于 100

ml量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，即得。

2.1.3 标准曲线的制备 分别吸取葡萄糖对照品溶液 2.0、

3.0、4.0、5.0、6.0 ml，置 10 ml量瓶中，蒸馏水定容，用移液管各

吸取 1.0 ml，置试管中，在冰水浴中缓慢的加入 5％苯酚溶液
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1.0 ml，摇匀，迅速加入浓硫酸溶液5.0 ml，混匀，沸水浴10 min

后冷却至室温。以1.0 ml蒸馏水为空白，同法操作，在 490 nm

波长处测定吸光度（A）。以A为纵坐标，葡萄糖质量浓度（c）为

横坐标，进行线性回归，得回归方程为 c＝10.896A－0.004 4

（r＝0.999 8）。

2.1.4 多糖提取率的测定 采用苯酚-硫酸法[9]测定多糖提取

率。取 2.0 ml供试品溶液，按“2.1.3”项下方法测定A，并按下

式计算多糖提取率：多糖提取率＝多糖提取物质量/红豆杉枝

叶质量×100％。

2.2 单因素试验

2.2.1 液料比对多糖提取率的影响 设定提取时间为15 min，

超声功率为 280 W，温度为 30 ℃，提取溶剂去离子水 pH7，乙

醇体积分数为 80％，考察液料比（V/V）分别为 10 ∶ 1、15 ∶ 1、20 ∶
1、25 ∶ 1、30 ∶ 1时多糖提取率的变化。结果，多糖提取率随液料

比的增加而增加，当料液比高于20 ∶1（V/V）后，增加趋势平缓，考

虑到提取成本及实际操作，将以上5个液料比比例作为响应面分

析中的5个水平。液料比对多糖提取率的影响见图1。

2.2.2 提取温度对多糖提取率的影响 设定提取时间为 15

min，超声功率为 280 W，液料比为 25 ∶ 1（V/V），提取溶剂去离

子水pH7，乙醇体积分数为80％，考察提取温度分别为25、35、

45、55、65 ℃时多糖提取率的变化。结果，多糖提取率随着温

度的升高而增加，但温度高于45 ℃后，增加趋势逐渐平缓，所

以选择25、35、45、55、65 ℃作为响应面分析中的5个水平。提

取温度对多糖提取率的影响见图2。

2.2.3 提取时间对多糖提取率的影响 设定提取温度为

30 ℃，超声功率280 W，液料比为25 ∶ 1（V/V），提取溶剂去离子

水pH7，乙醇体积分数为80％，考察提取时间分别为5、10、15、

20、25 min时多糖提取率的变化。结果，多糖的提取率随着提

取时间的延长而增加，在15～25 min之间趋于平缓，所以选择

5、10、15、20、25 min作为响应面分析中的5个水平。提取时间

对多糖提取率的影响见图3。

2.2.4 pH对多糖提取率的影响 设定提取温度为30 ℃，提取

时间为 15 min，液料比为 25 ∶ 1（V/V），提取功率为 280 W，乙醇

体积分数为80％，考察提取溶剂去离子水pH分别为5、6、7、8、

9时多糖提取率的变化。结果，pH6时多糖提取率最高，之后，

随着pH增大，多糖提取率有所下降，故选择pH分别为5、6、7、

8、9作为响应面分析中的 5个水平。pH对多糖提取率的影响

见图4。

2.3 响应面分析法优化南方红豆杉多糖超声提取工艺

2.3.1 试验设计与数据统计 在单因素试验基础上，根据

Central-Composite的中心组合原理[10]，选定4个主要影响因素：

pH（X1）、提取时间（X2）、提取温度（X3）、液料比（X4），每个因素

选取 5个水平，以多糖提取率为评价指标，采用响应面分析法

优选工艺。因素与水平见表1；响应面分析方案与结果见表2；

模型的方差分析与显著性检验结果见表3。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

-2

-1

0

1

2

因素
X1

5

6

7

8

9

X2，min

5

10

15

20

25

X3，℃
25

35

45

55

65

X4，V/V

10 ∶1
15 ∶1
20 ∶1
25 ∶1
30 ∶1

由表2、表3可知，由于各因素对多糖提取率的影响不是简

单的线性关系，故以多糖提取率为响应值（Y），采用 SAS9.2 统

计软件对表2 中数据进行多元回归分析，得到如下回归方程：

Y＝0.612 857－0.007 083X1+0.003 75X2+0.013 75X3+0.008 7X4－
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图1 液料比对多糖提取率的影响

Fig 1 Effects of ratio of drug to liquid on the extraction rate

of polysaccharide
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图2 提取温度对多糖提取率的影响

Fig 2 Effects of extracting temperature on the extraction

rate of polysaccharide
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图3 提取时间对多糖提取率的影响

Fig 3 Effects of extracting time on the extraction rate of

polysaccharide
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Fig 4 Effects of pH value on the extraction rate of polysac-

charide
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0.007 902X1
2+0.001 875X1X2－0.010 625X1X3－0.001 875X1X4－

0.006 652X2
2 + 0.001 875X2X3 + 0.005 625X2X4 － 0.001 652X3

2 +

0.013 125X3X4－0.002 902X4
2。提取温度的一次项、液料比和提

取温度的交互项及回归分析对多糖提取率的影响有统计学意

义（P＜0.01）；pH 和液料比的一次项、pH 和提取时间的二次

项、pH和提取温度的交互项对多糖提取率的影响有统计学意

义（P＜0.05）。各因素对多糖提取率影响的大小顺序为提取温

度的一次项＞提取温度和液料比的交互项＞液料比的一次项

＞pH 值和提取温度的交互项＞pH值的二次项＞提取时间的

二次项＞pH 值一次项。

2.3.2 响应面分析 根据上述回归方程，采用 SAS9.2 统计软

件绘制各影响因素与响应值之间的三维效应面图和二维等高

线图，分别见图5、图6。

由图 5、图 6可知，pH与提取时间的交互作用在因素水平

设置范围内，其余的都在范围外，根据多糖性质及试验条件所

0.60

0.54

1.8 －1.8提取时间，min
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图5 三维效应面图

A.pH和提取时间对多糖提取率的影响[提取温度：45 ℃，液料比：20 ∶ 1
（V/V）]；B.pH和提取温度对多糖提取率的影响[提取时间：15 min，液料

比：20 ∶ 1（V/V）]；C.pH 和液料比对多糖提取率的影响（提取时间：15

min，提取温度：45 ℃）；D.提取时间和液料比对多糖提取率的影响

（pH：7.0，提取温度：45 ℃）；E.提取时间和提取温度对多糖提取率的影

响 [pH：7.0，液料比 ∶ 20 ∶ 1（V/V）]；F.提取温度和液料比对多糖提取率

的影响（pH：7.0，提取时间：15 min）

Fig 5 three-dimensional response surface
A.Effects of pH value and extraction time on the extraction rate of poly-

saccharide [temperature：45 ℃，ratio of drug to liquid：20 ∶ 1（V/V）]；B.

Effects of pH value and extraction temperature on the extraction rate of

polysaccharide [time：15 min，ratio of drug to liquid 20 ∶ 1（V/V）]；C. Ef-

fects of pH value and ratio of drug to liquid on the extraction rate of poly-

saccharide（time：15 min，temperature：45 ℃）；D.Effects of extraction

time and ratio of drug to liquid on the extraction rate of polysaccharide

（pH：7.0，temperature：45 ℃）；E.Effects of extraction time and extrac-

tion temperature on the extraction rate of polysaccharide [pH：7.0，ratio

of drug to liquid：20 ∶ 1（V/V）]；F.Effects of extraction temperature and ra-

tio of drug to liquid on the extraction rate of polysaccharide（pH：7.0，

time：15 min）
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表2 响应面分析方案与结果

Tab 2 Scheme and results of response surface analysis

试验号
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

26

27

28

29

30

31

X1

6

6

6

6

6

6

6

6

8

8

8

8

8

8

8

8

5

9

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

X2

10

10

10

10

20

20

20

20

10

10

10

10

20

20

20

20

15

15

5

25

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

X3

35

35

55

55

35

35

55

55

35

35

55

55

35

35

55

55

45

45

45

45

25

65

45

45

45

45

45

45

45

45

45

X4

15 ∶1
25 ∶1
15 ∶1
25 ∶1
15 ∶1
25 ∶1
15 ∶1
25 ∶1
15 ∶1
25 ∶1
15 ∶1
25 ∶1
15 ∶1
25 ∶1
15 ∶1
25 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
10 ∶1
30 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1
20 ∶1

多糖提取率，％
0.58

0.57

0.62

0.65

0.59

0.58

0.61

0.66

0.59

0.56

0.57

0.58

0.58

0.57

0.57

0.63

0.57

0.59

0.58

0.59

0.59

0.62

0.57

0.63

0.61

0.62

0.62

0.61

0.61

0.60

0.62

表3 模型的方差分析与显著性检验结果

Tab 3 Analysis of variance and results of significance test

方差来源
X1

X2

X3

X4

X1
2

X1X2

X1X3

X1X4

X2
2

X2X3

X2X4

X3
2

X3X4

X4
2

回归
残差
总离差

自由度
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

16

30

离差平方和
0.001 204

0.000 338

0.004 538

0.001 838

0.001 785

0.000 056

0.001 806

0.000 056

0.001 265

0.000 056

0.000 506

0.000 078

0.002 756

0.000 241

0.015 983

0.003 701

0.019 684

均方
0.001 204

0.000 338

0.004 538

0.001 838

0.001 785

0.000 056

0.001 806

0.000 056

0.001 265

0.000 056

0.000 506

0.000 078

0.002 756

0.000 241

0.001 142

0.000 231

F

5.205 532

1.458 990

19.615 310

7.943 390

7.718 456

0.243 165

7.808 298

0.243 165

5.469 611

0.243 165

2.188 485

0.337 277

11.915 090

1.040 904

4.935 147

P

0.036 5

0.244 6

0.000 4

0.012 4

0.013 4

0.628 6

0.013 0

0.628 6

0.032 7

0.628 6

0.158 5

0.569 5

0.003 3

0.322 8

0.001 6

注：F0.05（1，1）＝4.49；F0.01（1，1）＝8.53

note：F0.05（1，1）＝4.49；F0.01（1，1）＝8.53
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限，影响因素中pH、提取温度和液料比选取边界值，而提取时

间选取极值，即最佳工艺为 pH5、加入料液比为 30 ∶ 1（V/V）的

提取溶剂，在60 ℃下提取20 min。

2.4 工艺验证试验

参照上述最佳工艺条件进行3次验证试验，并测定多糖提

取率。结果，多糖提取率理论值为0.70％，实际测得多糖提取

率为0.68％，两者的相对误差约为2.9％。根据此结论，在1.0 g

红豆杉叶粉末中，可得到粗多糖提取物近 70 mg，其中总多糖

的含量为9.7％。

3 讨论
单因素试验发现，超声功率在200～320 W之间，多糖提取

率相差不大，若继续加大超声功率至 360 W，多糖提取率则明

显降低，可能是因为超声功率过强，破坏多糖结构，造成部分

多糖降解所致。

目前，关于红豆杉的研究主要集中在紫杉醇类化合物，红

豆杉在提取紫杉醇之后，将作为废弃物，这大大浪费了红豆杉

资源，也易破坏环境。本研究以南方红豆杉中的多糖为研究

对象，可以用原先红豆杉中提取紫杉醇后的残渣，再进行多糖

的提取，这对保护红豆杉资源，提高资源的综合利用有积极的

意义。

超声提取技术是利用超声空化效应、机械振动、热效应等

多重作用，在流体内产生瞬间的高温高压场，对流体中的固体

表面产生强大剪切力，同时有较大的搅动作用，从而能促进传

质。已有的研究表明，超声提取技术的提取效率是常规热回

流、浸渍法以及煎煮法的几倍到几十倍，单位物料的能耗较常

规方法降低了 50％以上，而且最大限度保留了中药的有效成

分，收率大幅度提高。
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图6 二维等高线图

A. pH和提取时间对多糖提取率的影响[提取温度：45 ℃，液料比：20 ∶1
（V/V）]；B.pH和提取温度对多糖提取率的影响[提取时间：15 min，20 ∶
1（V/V）]；C. pH和液料比对多糖提取率的影响（提取时间：15 min，提

取温度：45 ℃）；D.提取时间和液料比对多糖提取率的影响（pH：7.0，提

取温度：45 ℃）；E.提取时间和提取温度对多糖提取率的影响 [pH：7.0，

液料比 ∶ 20 ∶ 1（V/V）]；F. 提取温度和液料比对多糖提取率的影响（pH：

7.0，提取时间：15 min）

Fig 6 Two-dimensional contour map
A.Effects of pH value and extraction time on the extraction rate of poly-

saccharide [temperature：45 ℃，ratio of drug to liquid：20 ∶ 1（V/V）]；B.

Effects of pH value and extraction temperature on the extraction rate of

polysaccharide [time：15 min，ratio of drug to liquid：20 ∶ 1（V/V）]；C. Ef-

fects of pH value and ratio of drug to liquid on the extraction rate of poly-

saccharide（time：15 min，temperature：45 ℃）；D.Effects of extraction

time and ratio of drug to liquid on the extraction rate of polysaccharide

（pH：7.0，temperature：45 ℃）；E. Effects of extraction time and extrac-

tion temperature on the extraction rate of polysaccharide [pH：7.0，ratio

of drug to liquid：20 ∶ 1（V/V）]；F. Effects of extraction temperature and

ratio of drug to liquid on the extraction rate of polysaccharide（pH：7.0，

time：15 min）
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