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北五味子多糖热水浸提工艺优化及
体外抗氧化性能研究

王珊珊，李泰雅，谷　 舞，许　 汝
（沈阳工学院生命工程学院，辽宁抚顺　 １１３１２２）

摘　 要：研究热水浸提北五味子多糖的提取工艺优化，采用ｓｅｖａｇｅ法进行粗多糖脱蛋白处理，并探
究北五味子多糖对羟基自由基的清除能力。通过单因素实验和响应面分析，研究不同提取温度、料
液比和提取时间对北五味子多糖提取率的影响。结果表明，最佳提取工艺为：８５ ℃下按料液比
１∶ ３０提取３ ｈ，得到最大提取率为１６． １３％。获得的粗多糖溶液，用ｓｅｖａｇｅ法重复处理５次，在最大
限度地保证多糖含量的同时，使蛋白质清除率达９２． ５８％。抗氧化性能研究结果表明：北五味子多
糖浓度为１０ ｍｇ ／ ｍＬ，处理１ ｈ时，对羟基自由基的清除率达９６． ６１％，清除效果较对照Ｖｃ好。　
关键词：响应面分析；多糖；脱蛋白；羟基自由基
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　 　 北五味子（Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）是木兰科植物
五味子的干燥成熟果实，因其果实甘、酸、辛、苦、咸
五味俱全，故名五味子，是著名的滋补性中药。［１］五
味子有南北之分，据《本草纲目》记载“五味子南产
者红，北产者黑，入滋补药，必用北者为良”。其药
理作用广泛，可保护神经中枢和肝脏。［２］五味子的
主要活性成分有木脂素、多糖、萜类等［３］，早期研究
多集中在五味子的脂溶性成分方面［４ － ７］，但传统用
药习惯及许多五味子水提液的药理活性实验结果表

明其水溶性有效成分不能忽视，许多学者从五味子
水提液中分离得到多糖，大量结果表明，多糖（ｐｏｌｙ
ｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）有调节免疫、抗肿瘤、抗氧化、抗疲劳和
降血脂等生理功能［８ － １２］。北五味子的多糖类型为
两种均一多糖，多糖Ⅰ包括Ｄ －甘露糖、鼠李糖、葡
萄糖、阿拉伯糖等单糖组分；多糖Ⅱ包括Ｄ －半乳
糖、醛酸、Ｄ －甘露糖、Ｄ －果糖、鼠李糖等单糖组分，
目前，北五味子多糖已成为新药的发展方向之一，北
五味子作为具有多种药理作用的传统中药材，适合
进行工厂化提取，并用于食品、保健产品、药品等领
域，现已有利用其药理作用进行发酵产品的制
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作［１３ － １８］，这为未来北五味子药理活性的深入研
究［１９ － ２０］和发展提供了更广阔的空间。本文采用传
统水浸提法对多糖提取工艺进行优化，并对多糖进
行脱蛋白处理，研究其抗氧化性能。
１　 材料与方法
１． １　 材料、试剂与仪器

北五味子干品：购于抚顺市成大方圆连锁药店。
葡萄糖、苯酚、浓硫酸、９５％乙醇、咔唑、半乳糖

醛酸、氯仿、正丁醇、邻二氮菲、过氧化氢、抗坏血酸、
硫酸亚铁、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠（均为分析纯）：
国药集团化学试剂有限公司。
７２１Ｇ型可见分光光度计：上海精科仪器有限公

司；ＦＷ１００型高速粉碎机：天津市泰斯特仪器有限公
司；恒温水浴锅ＨＨ － ６：常州国华电器有限公司；
ＲＥ －５２Ａ型旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂；低速
台式离心机ＴＤＬ －４０Ｂ：上海安亭科学仪器厂。
１． ２　 多糖及糖醛酸含量的测定

采用苯酚—硫酸法，以葡萄糖为标准物，在恒温
条件下，在４９０ ｎｍ波长处测定标准物质量浓度与吸
光度的对应关系，制作标准曲线。

以标准品的浓度（μｇ ／ ｍＬ）为Ｘ轴、吸光度为Ｙ
轴绘制标准曲线，见图１，标准曲线方程为：ｙ ＝
０． ００６ ６ｘ － ０． ００９ ４，Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ２。

图１　 葡萄糖标准曲线
测定糖醛酸含量：采用硫酸—咔唑法对五味子多

糖的糖醛酸进行含量测定，在５３０ ｎｍ波长下测定标
准物质量浓度与吸光度的对应关系，制作标准曲线。

以糖醛酸标准浓度（μｇ ／ ｍＬ）为Ｘ轴，吸光度为
Ｙ轴绘制标准工作曲线，见图２，标准曲线方程：ｙ ＝
０． ０１０ ６ｘ － ０． ００６ ５，Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ３。
１． ３　 粗多糖的提取

将北五味子干品粉碎，过筛。取北五味子粉末５
ｇ，按照实验设计方案，分别在不同的热水浸提条件下
进行提取。离心、去沉淀，取上清液并在旋转蒸发仪
中浓缩到３０ ｍＬ，加入９５％乙醇，使溶液中的乙醇体
积分数达到８０％，进行沉淀，静置５ ｈ后，将沉淀物离

图２　 半乳糖醛酸标准曲线
心干燥，即得北五味子粗多糖，多糖提取率为：

多糖提取率／ ％ ＝ （多糖质量浓度×稀释倍
数×换算因子）／原料质量× １００。
１． ４　 换算因子测定

精确称取６０ ℃干燥恒重的实验室精制北五味
子多糖１０ ｍｇ，加水定容到１００ ｍＬ容量瓶中，摇匀，
作为多糖储备液。精确量取多糖储备液０． ２ ｍＬ，加
水至１ ｍＬ，按测定标准曲线同样的方法测其吸光
度。计算换算因子：

ｆ ＝ Ｗ ／ ＣＤ
式中：Ｗ为多糖质量，ｇ；Ｃ为多糖溶液中葡萄糖

的质量浓度，μｇ ／ ｍＬ；Ｄ为多糖的稀释因子。测得
ｆ ＝ １． ７５。　
１． ５　 北五味子多糖脱蛋白优化

采用ｓｅｖａｇｅ法进行脱蛋白，将１． ３步骤中提取
的粗多糖配置成２％的粗多糖溶液１００ ｍＬ，取３０
ｍＬ，先测其蛋白质及多糖浓度，再加入其体积的１ ／ ３
的氯仿正丁醇混合液（氯仿∶正丁醇＝ ４∶ １），震摇２５
ｍｉｎ，离心１０ ｍｉｎ，取上清测其蛋白质及多糖浓度，重
复上述步骤６次。
１． ６　 考马斯亮蓝法测定蛋白质含量
１． ６． １　 配置标准蛋白质溶液

取１０ ｍｇ牛血清白蛋白，用蒸馏水定容到５０
ｍＬ，冷藏备用。
１． ６． ２　 蛋白质标准曲线的制作

取１００ ｍｇ考马斯亮蓝Ｇ －２５０溶于５０ ｍＬ ９０％
乙醇中，再加入１００ ｍＬ ８５％磷酸，用蒸馏水定容至
１ ０００ ｍＬ。　

在恒温条件下，分别吸取标准液０、０． ２、０． ４、
０． ６、０． ８、１． ０ ｍＬ，并用蒸馏水定容至１ ｍＬ，加入考
马斯亮蓝溶液５ ｍＬ，混匀后，放置２ ｍｉｎ，在５９５ ｎｍ
波长下进行测定。

以标准品浓度为Ｘ轴、吸光度为Ｙ轴绘制标准
曲线，见图３，标准曲线方程为：ｙ ＝ ０． ０１０ １ｘ －
０． ０２３ １，Ｒ２ ＝ ０． ９９８ ２。
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图３　 蛋白质标准曲线
１． ７　 北五味子多糖对羟基由基抗氧化性能测定

按照１． ３和１． ６步骤提取去蛋白等杂质得北五
味子多糖，配置不同浓度的待测样品。采用邻二氮
菲－金属铁离子－ Ｈ２Ｏ２ 体系：邻二氮菲Ｆｅ２ ＋反应
生成Ｆｅ２ ＋ －邻二氮菲配合物，该配合物在５３６ ｎｍ
波长处有最大吸收；通过Ｆｅｎｔｏｎ反应产生·ＯＨ，而
当·ＯＨ氧化Ｆｅ２ ＋ －邻二氮菲成Ｆｅ３ ＋ －邻二氮菲
时，５３６ ｎｍ波长处最大吸收消失或减弱。当反应体
系中存在·ＯＨ清除剂时，此氧化过程受到抑制，
５３６ ｎｍ处最大吸收降低或不明显，故可通过５３６
ｎｍ处吸光度比较抗氧化剂清除·ＯＨ的作用。

以Ｖｃ为参照物，取１． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ邻二氮菲溶液
１． ０ ｍＬ，加０． ２ ｍｏＬ ／ Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ ７． ４）
２． ０ ｍＬ，充分混匀后，加１． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ硫酸亚铁溶液
１． ０ ｍＬ，加入样品溶液１． ０ ｍＬ，每加一管立即混匀，
加０． ０１％ Ｈ２Ｏ２ 溶液１． ０ ｍＬ。整个反应体系共
６ ｍＬ。反应在３７ ℃恒温水浴中进行，反应１ ｈ后，在
５３６ ｎｍ波长处测定吸光度。损伤组（Ａ１）中用１． ０
ｍＬ去离子水代替样品溶液；未损伤组（Ａ０）中用２． ０
ｍＬ去离子水代替样品溶液和Ｈ２Ｏ２ 溶液。计算样
品对·ＯＨ的清除率：

清除率／ ％ ＝（ＡＸ － Ａ１）／（Ａ０ － Ａ１）× １００
式中：ＡＸ为样品组吸光度，Ａ０ 为未损伤组吸光

度，Ａ１为损伤组吸光度。
２　 结果与分析
２． １　 单因素实验结果
２． １． １　 提取时间对多糖得率的影响

准确称取６份北五味子粉末，每份５ ｇ分别置
于２５０ ｍＬ三角瓶中，按料液比１∶ ２０加入１００ ｍＬ蒸
馏水，在９０ ℃下分别水浴１、２、３、４、５、６ ｈ，离心去沉
淀，测定多糖含量。

由图４可看出，随着提取时间的延长，多糖提取
率先迅速增高后突然降低，之后保持平稳，超过４ ｈ
后再延长反应时间对多糖的提取率几乎没有影响，
在分析响应面时可不考虑后两个水平。当水浴３ ｈ

时，提取率最高，为９． ２４％。

图４　 提取时间对提取率的影响
２． １． ２　 提取温度对多糖得率的影响

准确称取６份北五味子粉末，每份５ ｇ分别置
于２５０ ｍＬ三角瓶中，按料液比１∶ ２０加入１００ ｍＬ蒸
馏水，在５０、６０、７０、８０、９０、１００ ℃下水浴３ ｈ。离心，
去沉淀，测定多糖含量。

由图５可以看出，在６０ ～ ７０ ℃时，多糖的提取
率增长并不明显；当温度由７０ ℃提高至８０ ℃时，提
取率迅速提高；８０ ℃后再提高温度，提取率又迅速
下降。这种突增突降趋势的出现可能是因为温度对
提取率影响较大。由图可知最适提取温度为８０ ℃，
在该温度下提取率为１４． ４３％。

图５　 提取温度对提取率的影响
２． １． ３　 料液比对多糖得率的影响

准确称取６份北五味子粉末，每份５ ｇ分别置
于２５０ ｍＬ三角瓶中，分别按料液比１ ∶ １５、１ ∶ ２０、
１∶ ２５、１∶ ３０、１ ∶ ３５、１ ∶ ４０ ｇ ／ ｍＬ的体积加入蒸馏水，
９０ ℃下水浴３ ｈ，离心去沉淀，测定多糖含量。

由图６可以看出，随着料液比的降低，提取率先
增高后突然降低，但整体的提取率变化幅度与考察
时间、温度时不同，增幅较平缓，由此推测，料液比可
能对多糖提取率的影响不大，由图可知在料液比
１∶ ３０时提取率最高，为１３． １３％。
２． ２　 响应面分析法优化北五味子多糖提取工艺
２． ２． １　 回归模型的建立及方差分析

根据单因素实验结果和ＣｅｎｔｒａＬ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ Ｄｅ
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图６　 料液比对提取率的影响
ｓｉｇｎ （ＣＣＤ）设计原理，运用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６软
件进行响应面设计，以多糖提取率为响应值，提取时
间、提取温度、料液比为考察因素，建立响应值与影
响因素间的数学模型，优化北五味子多糖的最佳提
取工艺。响应面实验因素水平见表１。

表１　 多糖响应面实验因素水平

水平 Ａ
提取时间／ ｈ

Ｂ
提取温度／ ℃

Ｃ
料液比／（ｇ ／ ｍＬ）

－ ２ １ ６０ １∶ ２０
－ １ ２ ７０ １∶ ２５
０ ３ ８０ １∶ ３０
１ ４ ９０ １∶ ３５
２ ５ １００ １∶ ４０

利用Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６软件对实验数据进
行多元回归拟合，响应面分析方案与结果见表２。
从时间、温度、料液比进行实验优化设计，获得以北
五味子多糖提取率为响应值的回归方程：

Ｙ ＝ １６． ００ ＋ ０． ６３Ａ ＋ １． ０６Ｂ － ０． ２９Ｃ － ２． ３６ＡＢ －
１． ０７ＡＣ ＋ ０． ８４ＢＣ － １． ４２Ａ２ － １． ０４Ｂ２ － ２． ０５Ｃ２。

表２　 响应面分析方案及实验结果
序号 Ａ Ｂ Ｃ 提取率／ ％
１ ２ ０ ０ １１． ６３
２ ０ ０ ０ １５． ９
３ － １ － １ － １ ７． ４７
４ １ － １ １ １１． ０１
５ １ － １ － １ １５． ５９
６ ０ ０ ０ １５． ６６
７ － １ － １ １ ７． １６
８ ０ ０ ０ １６． ２４
９ － ２ ０ ０ ９． １５
１０ － １ １ － １ １２． ６７
１１ ０ ０ ０ １６． １６
１２ ０ ０ ２ ７． ４６
１３ ０ ０ ０ １６． １９
１４ ０ ０ － ２ ８． ２８
１５ － １ １ １ １５． ７４
１６ １ １ １ １０． １４
１７ ０ ２ ０ １３． ９９
１８ １ １ － １ １１． ３５
１９ ０ ０ ０ １６． ０１
２０ ０ － ２ ０ ９． ８８

　 　 回归模型方差分析结果表明（表３）：该模型回
归极显著（Ｐ ＜ ０． ０００ １），失拟项不显著（Ｐ ＞ ０． ０５），
回归模型的决定系数Ｒ２ ＝ ０． ９８９ ２，调整系数Ｒ２Ａｄｊ ＝
０． ９９５ ８，说明该模型与实际实验拟合较好，表明该
模型高度显著，可以用于北五味子多糖提取理论预
测。从回归方程系数显著性检验可知，各因素对多
糖提取率的影响程度依次为：提取温度＞提取时
间＞料液比；交互项ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）；
二次项Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对多糖提取率有极显著影响（Ｐ ＜
０． ０１）。　

表３　 回归模型方差分析结果
方差
来源平方和自由度 均方 Ｆ值 Ｐｒｏｂ ＞ Ｆ 显著性
模型 ２２１． ３８ ９ ２４． ６０ ４９９． ６８ ＜ ０． ０００ １ 
Ａ ６． ２６ １ ６． ２６ １２７． ２２ ＜ ０． ０００ １ 
Ｂ １７． ８３ １ １７． ８３ ３６２． １９ ＜ ０． ０００ １ 
Ｃ １． ３６ １ １． ３６ ２７． ６９ ０． ０００ ４ 
ＡＢ ４４． ６０ １ ４４． ６０ ９０６． ０９ ＜ ０． ０００ １ 
ＡＣ ９． １４ １ ９． １４ １８５． ６３ ＜ ０． ０００ １ 
ＢＣ ５． ７０ １ ５． ７０ １１５． ７０ ＜ ０． ０００ １ 
Ａ２ ５０． ９９ １ ５０． ９９ １ ０３５． ８３ ＜ ０． ０００ １ 
Ｂ２ ２７． ０８ １ ２７． ０８ ５５０． １４ ＜ ０． ０００ １ 
Ｃ２ １０６． ０８ １ １０６． ０８ ２ １５５． ０３ ＜ ０． ０００ １ 
残差 ０． ４９ １０ ０． ０４９
失拟项 ０． ２５ ５ ０． ０５０ １． ０４ ０． ４８１ ４
纯误差 ０． ２４ ５ ０． ０４８
总和 ２２１． ８７ １９

　 　 注：表示极显著（Ｐ ＜ ０． ０１）。

２． ２． ２　 响应面分析及最佳提取工艺研究
北五味子多糖提取优化的响应面及其等高线见

图７。图７列出了自变量中交互作用极显著（Ｐ ＜
０． ０１）的三项ＡＢ、ＡＣ和ＢＣ。３组图形直观地反应
了各因素对响应值的影响，在响应面图中，曲面越陡
峭，则表示该因素对响应值的影响越显著。等高线
图与响应面图相对应，越接近等高线图的中心，对应
的响应值就越大，且等高线图形状接近椭圆形，表示
两因素交互作用显著，而圆形则与之相反。比较３
组图形可知，提取温度和提取时间对北五味子多糖
提取率影响较为显著，表现为曲线较陡峭；而料液比
次之，曲线较为平缓。同时，３组图形的交互作用都
较明显，等高线趋于椭圆形。

图７ａ表示提取温度和提取时间两者交互作用
对北五味子多糖提取率的影响。可以看出两者交互
作用对提取率影响显著，从图７ａ可以看出，当提取
时间保持不变时，提取温度越高越利于多糖的提取，
这是因为温度越高，分子热运动越快，更易提取的进
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行，提取温度对提取率影响显著；当提取温度保持不
变时，多糖提取率随提取时间呈现先增加后降低的
趋势。

图７ｂ为提取时间和料液比及两者交互作用对
多糖提取率的影响。当提取时间不变时，随着料液
比的增加，多糖提取率先增大后减小；当料液比不变
时，随着提取时间的增加，北五味子多糖提取率先增
大后减小。当二者同时增大时有利于提取率的
提高。　

图７ｃ为提取温度和料液比的交互作用对北五
味子多糖提取率的影响。当料液比不变时，随着提
取温度的增大，北五味子多糖提取率逐渐增大；当提
取温度不变时，随着料液比的增加，多糖提取率先增
大后减小。两者交互作用显著，提取温度和料液比
均处于高水平时，提取率较高。

运用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６的响应面分析软件对
实验结果进行优化，得到北五味子多糖的最优提
取条件：提取时间为２． ７ ｈ、提取温度８４． ９ ℃、料
液比为１∶ ３０． ３７，该条件下提取率预测可达到最大
值１６． ３２％。为方便实际操作，将最优提取条件简
化为：提取时间３ ｈ、提取温度８５ ℃、料液比１∶ ３０，
进行３次重复实验，得到北五味子多糖提取率的
平均值为１６． １３ ％，与预测值接近，说明此响应面
法优化得到的多糖热水浸提提取工艺在实践中
可行。　

所得粗多糖理化指标见表４。由表４可看出，
粗多糖中总糖含量较高，含有少量糖醛酸与蛋白质
杂质。含糖醛酸是由于粗多糖组成多样，而蛋白质
则是用上述方法从植物中提取所产生的杂质。

表４　 粗多糖产品理化指标
组分 总糖／ ％ 糖醛酸／ ％ 蛋白质／ ％
含量 ９１． ５６ ５． ８６ ２． ５８

ａ提取时间－提取温度

ｂ提取时间－料液比

ｃ提取温度－料液比
图７　 各因素交互效应对北五味子多糖提取率影响的曲面图

２． ３　 北五味子多糖脱蛋白优化分析
从图８中可以看出第一次脱蛋白效果不是很明

显，但从第二次开始蛋白质的含量迅速减少，到第六
次时溶液中几乎不含蛋白质；从图９中可以看出第
一次多糖几乎没有损失而第二次之后多糖开始出现
损失，但幅度不大，到第六次时多糖损失达到７０％以
上。综合分析，ｓｅｖａｇｅ法条件温和、处理容易、除蛋白
效果明显，对北五味子粗多糖进行脱蛋白处理５次既
能将大部分蛋白杂质除去，又在一定程度上保护了多
糖的得率。不采用等电点法去除蛋白质是由于对北
五味子多糖中蛋白质组成成分尚不清楚，无法选择沉
淀条件，而ｓｅｖａｇｅ法在较多文献［３，１９］中被采用。

图８　 ｓｅｖａｇｅ法蛋白脱除效果
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图９　 ｓｅｖａｇｅ法对多糖损失的影响
２． ４ 　 北五味子多糖对羟基自由基的抗氧化性能
分析　

从图１０中可以看出，在实验浓度范围内，所有
的北五味子多糖样品都表现出明显的羟基自由基清
除能力，并随着北五味子多糖浓度的增加，自由基清
除率提高，表现出明显的剂量依赖性。在多糖浓度
为１０ ｍｇ ／ ｍＬ时，对羟基自由基的清除率可达到
９６． ６１％。随着对照品Ｖｃ浓度的增加，清除率提高，
但并不是很明显，并且Ｖｃ在同样浓度１０ ｍｇ ／ ｍＬ时
的清除率只有２５． ９％。综上分析：北五味子多糖具
有较好的清除能力，并且清除能力随着浓度的增大
而提高。

图１０　 北五味子多糖对羟基自由基的清除能力
３　 结论

通过对水浸提北五味子多糖的单因素实验和响
应面分析，考察提取时间、提取温度和料液比对提取
率的影响，得出提取温度影响最大，其次为提取时间
和料液比。最佳提取工艺为：料液比为１ ∶ ３０，在
８５ ℃下提取３ ｈ，得到提取率为１６． １３％；ｓｅｖａｇｅ法
处理５次粗多糖溶液，蛋白质清除率达９２． ５８％；当
北五味子多糖浓度为１０ ｍｇ ／ ｍＬ时，对羟基自由基
的清除率达９６． ６１％，并且效果远好于Ｖｃ。
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