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ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝纯化合欢皮多糖的工艺研究
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（华东理工大学 中药现代化工程中心，上海　２００２３７）

　　摘要：文章研究了ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝剂对合欢皮总多糖的 絮 凝 纯 化 工 艺，通 过 单 因 素 和 正 交 实

验，得到优化的工艺条件：ＫＢＴ－ＺＴＣ的Ａ、Ｂ组分质量体积比为各０．４０ｍＬ／ｇ，絮凝温度３５℃，絮

凝时间２ｈ，药 液 浓 缩 比１∶１０，得 到 多 糖 保 留 率、脱 蛋 白 率 和 纯 度 分 别 为９０．８１％、５２．８９％和

４９．６５％，均高于水提醇沉工艺的纯化效果．
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合欢皮（又作合昏皮），是一味传统中药，性味甘平、无毒，具有解郁安神、活血消肿的功效［１］，而越来越多

的研究发现其具有多种现代医学应用，如抗生育、抗过敏、抗氧化、抗炎、抗肿瘤、免疫调节以及镇静催眠等作

用［２－８］．近期研究表明，合欢皮活性成分之一为多糖类物质，具有抗肿瘤和免疫调节的活性［９－１０］，极具开发利

用价值．
絮凝是利用絮凝剂的作用，使中药水提液中的蛋白质、胶体、鞣质等微粒沉降，通过过滤实现分离纯化的

方法．ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝剂是一种常用的有机絮凝剂，包括有 Ａ、Ｂ两 种 组 分，其 中 Ａ组 分 能 吸 附 溶 液 中 的 杂

质，起主要絮凝作用，Ｂ组分通过再架桥作用辅助絮凝［１１］．近年来，絮凝剂逐步应用于中药有效成分的分离

纯化过程，但有关合欢皮多糖絮凝纯化的研究尚未见报道．
本文以多糖保留率和脱蛋白率为指标，考察ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝剂对合欢皮总多糖提取液的絮凝纯化效果，

通过数据分析，优化工艺条件，并与传统水提醇沉工艺的各项指标进行比较．

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

ＵＶ１９００ＰＣ紫外—可见分光光度计，上海亚研电子公司；ＳＨＢ－Ⅲ型循环水真空泵，巩义市英峪予华仪器

厂；ＤＦ－１０１Ｓ集热式恒温加 热 磁 力 搅 拌 器，巩 义 市 英 峪 予 华 仪 器 厂；ＡＬ１０４电 子 天 平，ＭＥＴＴＬＥＲ　ＴＯＬＥ－
ＤＯ；ＲＥ－５２Ｃ旋转蒸发器，上海予华仪器有限公司；ＲＪ－ＴＧＬ－１６Ｃ台式高速离心机，无锡市瑞江分机仪器有限

公司；ｐＨＳ－３Ｃ型酸度计，上海理达仪器厂．
无水乙醇、苯酚、硫酸均为分析纯；葡萄糖为标准品（＞９５％），上海天莲精细化工有限公司；牛血清白蛋

白和考马斯亮蓝Ｇ－２５０均为分析纯，上海源聚生物科技有限公司；ＫＢＴ－ＺＴＣ澄清剂，上海科立尔生物科技

有限公司；去离子水，华东理工大学自制；合欢皮药材，购于上海虹桥药业有限公司．
１．２　样品制备及分析方法

１．２．１　标准品溶液的制备

１）葡萄糖标准品的制备

精密称取１０５℃干燥至恒重的葡萄糖标准品５０ｍｇ，置于５００ｍＬ容量瓶中，加去离子水溶解并稀释至

刻度，摇匀，即得０．１０ｍｇ／ｍＬ葡萄糖溶液．
２）牛血清白蛋白标准溶液的制备

称取０．０２ｇ结晶牛血清白蛋白，用去离子水溶解稀释并定容至１００ｍＬ，配制成０．２０ｍｇ／ｍＬ标准蛋白
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质溶液．
１．２．２　样品溶液的制备

称取一定量的合欢皮药材，于１０倍量９５％工业乙醇中回流提取２ｈ，冷却，回收乙醇，残渣挥干溶剂，干
燥至恒重．精确称取经预处理后的合欢皮样品５０ｇ，加入适量去离子水，加热回流２ｈ，冷却至常温，过滤，滤
渣再提取１次，合并两次提取液，减压浓缩，定容备用．
１．２．３　试剂的配制

１）考马斯亮蓝试剂的制备

称取１００ｍｇ考马斯亮蓝Ｇ－２５０，溶于５０ｍＬ　９５％乙醇中，然后加１００ｍＬ　８５％磷酸，用去离子水稀释定

容至１０００ｍＬ，过滤，即得．
２）ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝剂的配制

称取Ａ组分１．２５ｇ，加入少量去离子水，搅拌溶解，然后加入需要量的去离子水，溶胀２４ｈ，搅拌，配置

成５％的溶液备用．称取Ｂ组分１．２５ｇ，先加入少量去离子水搅拌成糊状，然后加入需要量的去离子水，溶胀

２４ｈ，搅拌，配置成５％的溶液备用．
１．２．４　分析方法及计算

１）合欢皮总多糖含量的测定

采用苯酚—硫酸法［１２］，于４８５ｎｍ处测定不同浓度标准葡萄糖溶液的吸光度，绘制标准曲线，得线性回

归方程．准确移取２ｍＬ样品溶液，采用苯酚—硫酸法测定吸光度，根据回归方程计算样品溶液中总多糖的

质量浓度，合欢皮总多糖的质量为

Ｍ（ｍｇ）＝Ｃ×Ｖ．
多糖保留率为 Ｍ２／Ｍ１×１００％，

式中：Ｃ为样品中总多糖的质量浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｖ 为溶剂体积（ｍＬ），Ｍ１为絮凝前溶液总多糖质量（ｍｇ），Ｍ２
为絮凝后溶液总多糖质量（ｍｇ）．
２）蛋白质的测定

采用考马斯亮蓝Ｇ－２５０染色法［１３］，于５９５ｎｍ处测定不同质量浓度牛血清白蛋白标准溶液的吸光度，绘
制蛋白质标准曲线，得线性回归方程．取样品溶液１ｍＬ，采用考马斯亮蓝Ｇ－２５０染色法测定吸光度，根据回

归方程计算样品中的蛋白质质量浓度，蛋白质质量为

Ｎ（ｍｇ）＝Ｃ×Ｖ．
脱蛋白率为 （Ｎ１－Ｎ２）／Ｎ１×１００％，

式中：Ｃ为蛋白质的质量浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｖ 为溶液体积（ｍＬ），Ｎ１为絮凝前溶液蛋白质质量（ｍｇ），Ｎ２为絮凝

后溶液蛋白质质量（ｍｇ）．
３）合欢皮多糖质量分数的计算方法为

Ｃ′Ｖ′
Ｍ ×１００％．

式中：Ｃ′为药液中总多糖的质量浓度（ｍｇ／ｍＬ），Ｖ′为药液体积（ｍＬ），Ｍ 为药液浓缩后的干膏质量（ｍｇ）．
１．３　絮凝实验方法

移取经浓缩的药液５０ｍＬ，在电磁搅拌状态下，缓慢加入一定量的 Ａ组 分，将 样 品 水 浴 保 温 一 定 时 间

后，向体系中缓慢加入与Ａ组分等量的Ｂ组分，继续水浴保温１ｈ后取出，离心分离，取上清液，用于测定．

２　结果与分析

２．１　标准曲线方程的建立

根据葡萄糖标准曲线得到线性回归方程：Ａ＝１４．２３８０　Ｃ－０．０００　８６，该方程在０．０１０５～０．０７３５ｍｇ／ｍＬ
范围内Ｒ２＝０．９９９５．

根据牛血清白蛋白标准曲线，得线性回归方程：Ａ＝４．５３３７　Ｃ－０．０３３２，Ｒ２＝０．９９９１，且在０．０２～０．２０
ｍｇ／ｍＬ范围内线性关系良好．
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２．２　絮凝试验的单因素考察

２．２．１　ＫＢＴ－ＺＴＣ加入量的考察

合欢皮多糖保留率和脱蛋白率随絮凝剂加入量呈现如图１所示的变化趋势．药液浓缩比１∶１０，絮凝温

度５０℃，Ａ、Ｂ组分加入间隔时间１ｈ．
当ＫＢＴ－ＺＴＣ加入量较少时，ＫＢＴ－ＺＴＣ分子与胶体颗粒和杂质的碰撞几率较小，难以发生吸附架桥和

电中和作用；随着絮凝剂加入量的增加，碰撞几率增大，絮凝效果加强，脱蛋白率增加，多糖保留率降低．当絮

凝剂加入量为２～４ｍＬ时，絮凝作用逐步达到饱和，脱蛋白率和多糖保留率变化趋缓，过量的絮凝剂存在易

使胶体和蛋白质表面发生二次吸附，产生絮凝恶化现象，使脱蛋白率下降．综合考虑，选择Ａ组分加入量约

为２ｍＬ（即０．４ｍＬ／ｇ生药量）时较为适宜．
２．２．２　絮凝温度的考察

絮凝温度对ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝纯化多糖效果的影响见图２．药液浓缩比１∶１０，Ａ、Ｂ组分加入量各２ｍＬ，
加入间隔时间１ｈ．

图１　ＫＢＴ－ＺＴＣ的加入量对絮凝

　　纯化多糖效果的影响

图２　絮凝温度对ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝

　纯化多糖效果的影响

　　多糖保留率在３５℃之前变化较小，随着温度的升高，多糖含量逐渐降低；而脱蛋白率随温度的升高先缓

慢降低，高于５０℃时，则迅速降低．这是由于ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝剂对温度较敏感，在较低温度即可实现较好的

絮凝作用，脱蛋白率和多糖保留率均较高；随温度的升高，溶液中高分子链收缩，缩短了架桥长度，絮凝效果

变差，脱蛋白率下降，同时，由于吸附的选择性降低，使得多糖亦有所损失．当温度高于５０℃时，易使溶液中

ＫＢＴ－ＺＴＣ高分子链的结构产生破坏，絮凝作用减弱．综上，絮凝温度选择３５℃为宜．
２．２．３　药液浓缩比的考察

图３　药液浓缩比对絮凝纯化多糖效果的影响

药液浓缩比对絮凝纯化多糖效果的影响见图３．
Ａ、Ｂ组分各２ｍＬ，加入间隔时间１ｈ，絮凝温度３５℃．

多糖保留率在浓缩比（ｇ／ｍＬ）在１∶４到１∶１０
之间变 化 不 大，而 脱 蛋 白 效 果 均 较 差，浓 缩 比（ｇ／

ｍＬ）在１∶１０左右时，脱蛋白效果较好．这是因为当

药液浓度过高时，溶 液 黏 度 较 大，分 子 间 距 较 小，吸

附架桥与电中和作用较难进行，脱蛋白效果较差，多

糖等有效成分也容易被 絮 团 等 粘 附 而 损 失；而 药 液

浓度过低时，ＫＢＴ－ＺＴＣ的高分 子 链 较 为 分 散，分 子

间距大，与微粒 碰 撞 几 率 较 低，脱 蛋 白 率 降 低，同 时

多糖损失减少．因此，选择药液浓缩比（ｇ／ｍＬ）为１∶
１０左右较为适宜．
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２．２．４　Ａ、Ｂ组分加入间隔时间的考察

图４　Ａ、Ｂ组分加入间隔时间对ＫＢＴ－ＺＴＣ
絮凝纯化多糖效果的影响

Ａ、Ｂ组分加入间隔时间对絮凝纯化效果的影响

如图４所示．药液浓缩比１∶１０（ｇ／ｍＬ），絮凝温度３５
℃，Ａ、Ｂ组分加入量各２ｍＬ．

多糖 保 留 率 和 脱 蛋 白 率 开 始 时 较 低，是 因 为 当

ＫＢＴ－ＺＴＣ两组分同时加入时，Ａ组分对 蛋 白 质 的 吸

附作用不完全，但Ｂ组分的再架桥作用迅速发生，生

成絮体沉淀，包裹了 部 分 有 效 成 分，造 成 多 糖 保 留 率

和脱蛋白率均较低；当间隔时间超过１５ｍｉｎ时，Ａ组

分的吸附作用增强，除去蛋白质的同时也沉降了药液

中的有效成分，因此脱蛋白率增大，多糖保留率降低；
随着间隔时间的进 一 步 延 长，絮 凝 剂 选 择 性 提 高，脱

蛋白率增加，多糖保 留 率 逐 步 上 升，在 间 隔 时 间 超 过

２ｈ后，体系中微粒间的相互作用达到了平衡，多糖保

留率和脱蛋白率变化趋缓．因此，选择间隔时间为２ｈ左右．
２．３　正交试验

１）正交实验的因素选取

通过单因素实验的考察，选取ＫＢＴ－ＺＴＣ用量、药液浓缩比例与絮凝温度３个因素，采用Ｌ９（３４）正交实

验设计，优化工艺条件．表１为ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝纯化因素水平表．
表１　ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝纯化Ｌ９（３４）因素水平表

水　　平
Ａ

ＫＢＴ－ＺＴＣ用量／（ｍＬ／ｇ）

Ｂ

絮凝温度／℃

Ｃ

药液浓缩比／（ｇ／ｍＬ）

１　 ０．５　 ３５　 １∶１０

２　 １．０　 ５０　 １∶１２

３　 ２．０　 ６５　 １∶１４

２）正交实验的结果分析

以多糖保留率与脱蛋白率为指标，根据Ｌ９（３４）正交设计安排实验，实验结果与极差分析见表２，多糖保

留率、脱蛋白率方差分析分别如表３和表４所示．
表２　ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝纯化实验结果与分析表

Ｎｏ．
水平

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ

实验值

多糖保留率／％ 脱蛋白率／％

１　 １　 １　 １　 １　 ８７．２７　 ４３．５３

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ８５．９６　 ３７．５１

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ９１．０９　 ３２．３８

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ８３．４９　 ４２．５４

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ９６．７８　 ３６．８８

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ８７．９６　 ４３．９２

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ９２．１６　 ４１．１２

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ９５．９５　 ４８．５５

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ９１．８０　 ４１．５０

多糖

保留率

Ｋ１ ８８．１１　 ８７．６４　 ９０．３９　 ９１．９５

Ｋ２ ８９．４１　 ９２．９０　 ８７．０８　 ８８．６９

Ｋ３ ９３．３０　 ９０．２８　 ９３．３５　 ９０．１８

Ｒ　 ５．１９　 ５．２６　 ６．２７　 ３．２６
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续表２

Ｎｏ．
水平

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ

实验值

多糖保留率／％ 脱蛋白率／％

脱蛋

白率

Ｋ１ ３７．８１　 ４２．３９　 ４５．３３　 ４０．６７

Ｋ２ ４１．１１　 ４０．９８　 ４０．５４　 ４０．８５

Ｋ３ ４３．７５　 ３９．２９　 ３６．７９　 ４１．１６

Ｒ　 ５．９４　 ３．１０　 ８．５５　 ０．４９

表３　多糖保留率方差分析表

误差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ａ　 ４３．８３１６　 ２　 ２１．９１５８　 ２．７４９２　 ０．２６６７

Ｂ　 ４１．４５２９　 ２　 ２０．７２６５　 ２．６０００　 ０．２７７８

Ｃ　 ５８．８５７２　 ２　 ２９．４２８６　 ３．６９１６　 ０．２１３１

误差 １５．９４３４　 ２　 ７．９７１７

表４　脱蛋白率方差分析表

误差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

Ａ　 ５３．２３２１　 ２　 ２６．６１６０　 １４８．１０３８　 ０．００６７

Ｂ　 １４．４６８９　 ２　 ７．２３４４　 ４０．２５５７　 ０．０２４２

Ｃ　 １０９．８９３１　 ２　 ５４．９４６６　 ３０５．７４７９　 ０．００３３

误差 ０．３５９４　 ２　 ０．１７９７

以表２中的多糖保留率为评价指标，３因素对纯化工艺的影响作用依次为：Ｃ（药液浓缩比）＞Ｂ（絮凝温

度）＞Ａ（ＫＢＴ－ＺＴＣ用量），最佳工艺条件为Ａ３Ｂ２Ｃ３，但由表３可知，各因素对多糖保留率均无显著性影响．
以表２中的脱蛋白率为评价指标，３因素对纯化工艺的影响作用依次为：Ｃ（药液浓缩比）＞Ａ（ＫＢＴ－ＺＴＣ

用量）＞Ｂ（絮凝温度），最佳工艺条件为Ａ３Ｂ１Ｃ１，表４中ＰＡ＜０．０５，ＰＢ＜０．０５，ＰＣ＜０．０５，即 ＫＢＴ－ＺＴＣ用

量、絮凝温度、药液浓缩比例３个因素对于脱蛋白率的影响有统计学意义．
综合考虑，本实验选择优化的工艺条件为 Ａ３Ｂ１Ｃ１，与絮凝时间单因素考察中第五组的实验 条 件 相 符

（ＫＢＴ－ＺＴＣ用量Ａ、Ｂ组份各为０．４０ｍＬ／ｇ生药量，絮凝温度３５℃，药液浓缩比１∶１０），此时，脱蛋白率为

５２．８９％，多糖保留率为９０．８１％．
２．４　与传统水提醇沉工艺的比较

絮凝纯化：根据上述优化后的工艺条件，对合欢皮总多糖提取液进行絮凝纯化，取上清液，进行测定，并

减压浓缩至浸膏状，真空干燥，称定重量，根据公式计算总多糖的纯度．
水提醇沉：向浓缩后的合欢皮总多糖提取液中加入适量无水乙醇，直至乙醇体积分数达到８０％左右，放

置冰箱醇沉２４ｈ，离心取沉淀．将沉淀用无水乙醇、丙酮洗涤数次后，真空干燥，得粗多糖，称定重量．将粗多

糖用去离子水溶解，定容，测定多糖浓度，计算总多糖的纯度．
絮凝纯化工艺与水提醇沉法的各项指标比较结果如表５．

表５　不同纯化工艺的比较 ％

纯化工艺

指　标 脱蛋白率 多糖保留率 纯度

ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝 ５２．８９　 ９０．８１　 ４９．６５

水提醇沉 ３１．０７　 ３５．８１　 ２３．７９

·５·
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由表５可知，ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝纯化合欢皮多糖后的多糖保留率、脱蛋白率和多糖纯度分别为水提醇沉工

艺结果的２．５４倍、１．７１倍和２．０９倍．

３　结论

１）采用ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝剂对合欢皮多糖提取液进行絮凝纯化处理，通过单因素和正交实验研究，确定了

优化的工艺条件：Ａ、Ｂ组分加入量各为０．４０ｍＬ／ｇ生药量，絮凝温度３５℃，药液浓缩比１∶１０（ｇ／ｍＬ），Ａ、Ｂ
组分加入间隔时间２ｈ，此时多糖保留率高达９０．８１％、脱蛋白率高达５２．８９％．
２）通过与传统醇沉工艺纯化效果的各项指标进行比较可以得出，水提醇沉工艺虽然脱蛋白效果较好，但

多糖损失严重，而ＫＢＴ－ＺＴＣ絮凝纯化工艺的有效成分保留率和纯度均较高，纯化效果较好，且实验周期短，
操作简便，明显优于传统的醇沉工艺，可以作为现代中药制药工艺改革的方向．
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