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摘要 为了实现新疆特色植物药毛菊苣的药渣中有效成分毛菊苣粗多糖的高效提取与合理利用,采用响应

面法优化了毛菊苣药渣粗多糖提取工艺条件,对提取得到的毛菊苣粗多糖运用液相色谱示差折光检测法

(HPLC-RID)鉴定果糖和葡萄糖的含量,最后考察其体外抗氧化活性。以毛菊苣根醇提后的药渣为原料,毛
菊苣粗多糖得率为考察指标,提取温度、提取时间、料液比及酶量为主要影响因素,在单因素试验的基础上,
采用响应面法对毛菊苣药渣粗多糖提取工艺进行优化,运用国标检测方法HPLC-RID鉴定毛菊苣粗多糖中

果糖和葡萄糖两种单糖的含量,通过1,
 

1-二苯基-2-苦基肼自由基(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
 

radical,
 

DPPH)和2,
 

2’-联氮-双-3-乙基苯并噻唑林-6-磺硫(2,
 

2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
 

acid),
ABTS)对毛菊苣粗多糖的体外抗氧化活性进行考察。响应面试验法对毛菊苣药渣粗多糖进行优化的最优

方案是提取时间2.0
 

h,酶量2.0%,料液比1∶40(g·mL-1),提取温度51
 

℃,毛菊苣药渣使用该条件进行提

取多糖的得率为(20.64
 

±
 

0.34)%,HPLC-RID法在乙腈∶水(75∶25,V∶V)为流动相,流速1.0
 

mL·min-1,
柱温35

 

℃条件下能够实现高效分离鉴定,体外抗氧化试验表明毛菊苣粗多糖对DPPH自由基和ABTS自

由基都有较好的清除作用。本研究获得了毛菊苣药渣粗多糖酶法的最佳提取工艺,并鉴定出毛菊苣粗多糖

中果糖和葡萄糖两种单糖成分,且证明了毛菊苣药渣粗多糖具有良好的体外抗氧化活性。
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Abstract In
 

order
 

to
 

achieve
 

efficient
 

extraction
 

and
 

rational
 

utilization
 

of
 

the
 

active
 

ingredient,
 

crude
 

pol-
ysaccharides

 

from
 

the
 

residue
 

of
 

Xinjiang's
 

characteristic
 

plant
 

medicine,
 

Cichorium
 

glandulosum,
 

the
 

re-
sponse

 

surface
 

methodology
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

extraction
 

process
 

conditions
 

of
 

crude
 

polysaccharides
 

from
 

Cichorium
 

glandulosum.
 

The
 

content
 

of
 

fructose
 

and
 

glucose
 

in
 

the
 

extracted
 

crude
 

polysaccharides
 

was
 

identified
 

by
 

High
 

Performance
 

Liquid
 

Chromatography-Refractive
 

Index
 

Detector
 

(HPLC-RID),
 

and
 

their
 

in
 

vitro
 

antioxidant
 

activity
 

was
 

finally
 

investigated.
 

Using
 

the
 

medicinal
 

residue
 

of
 

Cichorium
 

glan-
dulosum

 

root
 

after
 

alcohol
 

extraction
 

as
 

the
 

raw
 

material,
 

the
 

yield
 

of
 

crude
 

polysaccharides
 

from
 

Cichori-
um

 

glandulosum
 

root
 

was
 

used
 

as
 

the
 

evaluation
 

index,
 

and
 

the
 

extraction
 

temperature,
 

extraction
 

time,
 

solid-liquid
 

ratio,
 

and
 

enzyme
 

amount
 

were
 

the
 

main
 

influencing
 

factors.
 

Based
 

on
 

single
 

factor
 

experi-
ments,

 

the
 

response
 

surface
 

methodology
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

extraction
 

process
 

of
 

crude
 

polysaccha-
rides

 

from
 

Cichorium
 

glandulosum
 

root.The
 

content
 

of
 

fructose
 

and
 

glucose
 

in
 

the
 

crude
 

polysaccharides
 

of
 

Cichorium
 

intybus
 

was
 

identified
 

by
 

HPLC-RID
 

according
 

to
 

the
 

national
 

standard
 

method.
 

The
 

in
 

vitro
 

antioxidant
 

activity
 

of
 

the
 

crude
 

polysaccharides
 

of
 

Cichorium
 

glandulosum
 

was
 

examined
 

by
 

1,1-diphenyl-
2-picryl-hydrazyl

 

radical
 

(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
 

radical,
 

DPPH)
 

and
 

3-ethylbenzothiazoline-6-sul-
fonic

 

acid
 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
 

acid)
 

(ABTS).The
 

optimal
 

solution
 

for
 

optimizing
 

the
 

extrac-
tion

 

of
 

crude
 

polysaccharides
 

from
 

Cichorium
 

glandulosum
 

seed
 

residue
 

using
 

the
 

response
 

interview
 

method
 

is
 

an
 

extraction
 

time
 

of
 

2.0
 

hours,
 

enzyme
 

content
 

of
 

2.0%,
 

solid-liquid
 

ratio
 

of
 

1∶40
 

(g·

mL-1),
 

extraction
 

temperature
 

of
 

51
 

℃.
 

The
 

yield
 

of
 

polysaccharides
 

extracted
 

from
 

Cichorium
 

glandulo-
sum

 

seed
 

residue
 

under
 

these
 

conditions
 

is
 

(20.64
 

±
 

0.34)%.
 

HPLC-RID
 

method
 

can
 

achieve
 

efficient
 

separation
 

and
 

identification
 

under
 

the
 

conditions
 

of
 

acetonitrile:
 

water
 

(75∶25,
 

V∶V)
 

as
 

the
 

mobile
 

phase,
 

flow
 

rate
 

of
 

1.0
 

mL·min-1,
 

and
 

column
 

temperature
 

of
 

35
 

℃.
 

In
 

vitro
 

antioxidant
 

tests
 

show
 

that
 

crude
 

polysaccharides
 

from
 

Cichorium
 

glandulosum
 

seed
 

have
 

good
 

scavenging
 

effects
 

on
 

DPPH
 

radicals
 

and
 

ABTS
 

radicals.
 

This
 

study
 

obtained
 

the
 

optimal
 

extraction
 

process
 

of
 

crude
 

polysaccharides
 

from
 

Ci-
chorium

 

glandulosum
 

by
 

enzymatic
 

method,
 

and
 

identified
 

two
 

monosaccharide
 

components,
 

fructose
 

and
 

glucose,
 

in
 

the
 

crude
 

polysaccharides
 

of
 

Cichorium
 

glandulosum.
 

It
 

also
 

demonstrated
 

that
 

the
 

crude
 

poly-
saccharides

 

of
 

Cichorium
 

glandulosum
 

have
 

good
 

in
 

vitro
 

antioxidant
 

activity.
Key

 

words Cichorium
 

glandulosum
 

crude
 

polysaccharides;
 

extraction;
 

response
 

surface;
 

HPLC-RID;
 

an-
tioxidant

0 引言

毛菊苣(Cichorium
 

glandulosum
 

Boiss.
 

et
 

Huet),是一种在新疆维吾尔族地区被广泛使用的药材,属
于菊苣科下的菊苣属。作为一种药食两用的植物,毛菊苣根不仅拥有丰富的营养价值,而且含有多种对人体

有益的活性成分,包括多糖类、黄酮类、酚酸类、萜类、苯丙素类等,具有保肝、降血糖、抗菌、调血脂、抗肿瘤、
抗炎等多种药理作用[1-6]。中药药用物质的提取以脂溶性成分为主,提取后的中药渣多被作为燃料焚烧或垃

圾丢弃,这不仅浪费了资源,也对环境造成极大污染[7]。前期本课题组专注于毛菊苣根醇提物的活性成分,
在反复使用95%乙醇浸泡后收集浸提液做后续研究[8-11],提取后的药渣常常作为废弃物处理,实际上在被丢

弃的药渣中还存在大量的活性成分,仍然具有药用和营养价值[12,13]。多糖就是其中之一,毛菊苣粗多糖中

有小分子糖类如葡萄糖、蔗糖、低聚果糖等,还含有不同聚合度的大分子量多糖,以及蛋白、色素等杂质[14],
毛菊苣粗多糖具有提高机体免疫力、抗氧化、保护肝脏、降血脂、调节血糖等多种生物活性[15]。目前,对多糖

提取工艺的研究较多,主要有溶剂提取法、酶解提取法、超声波提取法、微波辅助提取法等[16],这些方法都有

一些问题,如费用高,过程复杂,同时也浪费了脂溶性成分。本研究以脱脂后的毛菊苣药渣为原料,利用纤维

素酶破坏毛菊苣药渣粉末细胞壁,高效获得更多毛菊苣药渣粗多糖,并对酶法提取毛菊苣粗多糖工艺进行优

化,以期获得一种相对简单、得率较高的提取工艺,为了鉴定毛菊苣粗多糖采用HPLC-RID法鉴定其中的果
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糖和葡萄糖两种单糖成分,进一步通过体外抗氧化实验初步探究毛菊苣粗多糖抗氧化活性。本研究对毛菊

苣资源的充分利用和毛菊苣粗多糖提取工艺的优化具有现实意义。

1 材料与方法

1.1 仪器

电热恒温振荡水浴锅(北京市永光明医疗仪器有限公司),循环水式真空泵(巩义市予华仪器有限责任公

司);BP211D型分析天平(德国赛多利斯,感量:0.01
 

mg);数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司);

VORTEX0型涡旋混匀器(上海达姆实业有限公司);示差折光检测器(Watere2414,USA);FA210B电子天

平(上海精密科学仪器有限公司);MilliQ超纯水机(Sigema,USA);SKY-100B型恒温摇床(上海天呈实验

仪器制造有限公司);Varioskan
 

LUX型多功能酶标仪(Thermo
 

Fisher
 

Scientific,USA);色谱柱(Waters
 

carbohydrate
 

high
 

performance,4.6
 

mm
 

×
 

250
 

mm,4
 

m)。

1.2 样品与试剂

毛菊苣购自新疆维吾尔自治区和田县,经石河子大学药学院秦冬梅教授鉴定为菊科菊苣属植物毛菊苣

(Cichorium
 

glandulosum
 

Boiss.
 

et
 

Huet)的地下根部分。浓硫酸,苯酚,葡萄糖,乙腈(上海阿拉丁生化科

技股份有限公司);D(-)-果糖(北京索莱宝科技有限公司);纤维素酶(上海麦克林生化科技股份有限公司,批
号:C15676115),中速定性滤纸(湖南比克曼控股有限责任公司),95%乙醇(天津市河东区红岩试剂厂,批
号:20201119),过硫酸钾(上海麦克林生化科技股份有限公司,批号:C15508237),2,2’-联氨-双(3-乙基苯并

噻唑啉-6-磺酸)二胺盐(上海源叶生物科技有限公司,批号:JS237606),1,1-二苯基-2-苦基肼(上海源叶生物

科技有限公司,批号:SO4IS224966)。

1.3 实验方法

1.3.1 原料预处理。将使用95%乙醇反复浸泡过的毛菊苣根药渣晒干并粉碎,粉末过24目筛,干燥储存

备用。

1.3.2 多糖的提取。将盛有30
 

mL蒸馏水的250
 

mL锥形瓶,盖上保鲜膜防止水分蒸发,电热恒温振荡水

浴锅50
 

℃预热10
 

min后,加入精密称量的毛菊苣根药渣粉末1.00
 

g及1.5%的纤维素酶,50
 

℃恒温振荡2
 

h。提取完毕后将锥形瓶放入沸水中煮沸10
 

min,使纤维素酶失去活性。冷却后减压抽滤得滤液,将滤液倒

入蒸发皿中置于50
 

℃的烘箱中烘干至恒重,得毛菊苣粗多糖[17]。

1.2.3 总糖含量的测定。标准曲线的建立:总糖的含量测定使用苯酚-硫酸法,称取1
 

mg葡萄糖标准品溶

于10
 

mL蒸馏水,配成0.1
 

mg·mL-1的葡萄糖标准溶液。分别吸取0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0
 

mL葡萄糖

图1 总糖含量测定标准曲线

Fig.1 Standard
 

curve
 

for
 

total
 

sugar
 

content
 

determination

溶液于具塞试管中,蒸馏水补至终体积为1.0
 

mL,再向各

试管中加入6%苯酚1
 

mL和浓硫酸5
 

mL,用旋涡混合器

混合均匀后,静置30
 

min,使用酶标仪测定其在490
 

nm处

的吸光度。如图1,根据实验结果绘制标准曲线,得到回归

方程Y=5.873
 

8x
 

+
 

0.174
 

8(R2
 

=0.999
 

3)[18]。
毛菊苣粗多糖中总糖含量测定:配置浓度为0.1

 

mg·mL-1

的毛菊苣粗多糖溶液10
 

mL作为待测液,吸取1
 

mL待测

液于试管中,加入1
 

mL
 

6%苯酚和5
 

mL浓硫酸,用旋涡混

合器混合后,静置30
 

min,在490
 

nm处使用酶标仪(Ther-
mo

 

Fisher
 

Scientific,USA)测定吸光度。代入葡萄糖标准

曲线,根据(1)式计算样品中多糖含量

N多糖=(
 

C
 

×
 

D
 

/
 

W
 

)
 

×100%, (1)
式中C 为样品葡萄糖浓度/(mg·mL-1);D 为样品的稀释倍数;W 为样品浓度/(mg·mL-1)。

1.3.4 单因素实验。在改变一个因素,其他因素不改变的条件下,分别考察提取时间、纤维素酶含量、料液

311第1期 董暖,等:基于Box-Behnken设计优化毛菊苣药渣粗多糖酶法提取工艺  



比和提取温度对毛菊苣粗多糖得率的影响。
(1)

 

提取时间对多糖提取的影响。将5个250
 

mL盛有30
 

mL蒸馏水的锥形瓶,瓶口罩上保鲜膜防止

水分蒸发,电热恒温振荡水浴锅50
 

℃预热10
 

min后,加入精密称量的毛菊苣根药渣粉末1.00
 

g及1.5%的

纤维素酶,在50
 

℃下分别恒温振荡1.5、1.75、2、2.25、2.5
 

h。提取完毕后将锥形瓶放入沸水中煮沸

10
 

min,使纤维素酶失去活性。冷却后减压抽滤得滤液,将滤液倒入蒸发皿中置于50
 

℃的烘箱中烘干至恒

重,得毛菊苣粗多糖,测各条件下毛菊苣粗多糖含量[19]。
(2)

 

纤维素酶量对多糖提取的影响。将5个250
 

mL盛有30
 

mL蒸馏水的锥形瓶,瓶口罩上保鲜膜防

止水分蒸发,电热恒温振荡水浴锅50
 

℃预热10
 

min后,分别加入称取毛菊苣根粉末1.00
 

g,1%、1.5%、

2%、2.5%、3%的纤维素酶,在50
 

℃下分别恒温振荡2
 

h。提取完毕后将锥形瓶放入沸水中煮沸10
 

min,使
纤维素酶失去活性。冷却后减压抽滤得滤液,将滤液倒入蒸发皿中置于50

 

℃的烘箱中烘干至恒重,得毛菊

苣粗多糖,测各条件下毛菊苣粗多糖含量。
 

(3)
 

料液比对多糖提取的影响。将5个250
 

mL锥形瓶分别倒入20、30、40、50、60
 

mL蒸馏水,瓶口罩

上保鲜膜防止水分蒸发,电热恒温振荡水浴锅50
 

℃预热10
 

min后,加入精密称量的毛菊苣根药渣粉末

1.00
 

g及1.5%的纤维素酶,在50
 

℃下分别恒温振荡2
 

h。提取完毕后将锥形瓶放入沸水中煮沸10
 

min,使
纤维素酶失去活性。冷却后减压抽滤得滤液,将滤液倒入蒸发皿中置于50

 

℃的烘箱中烘干至恒重,得毛菊

苣粗多糖,测各条件下毛菊苣粗多糖含量。
 

(4)
 

温度对多糖提取的影响。将5个250
 

mL盛有30
 

mL蒸馏水的锥形瓶,瓶口罩上保鲜膜防止水分

蒸发,电热恒温振荡水浴锅分别在42、46、50、54、58
 

℃下预热10
 

min后,加入精密称量的毛菊苣根药渣粉末

1.00
 

g及1.5%的纤维素酶,分别在42、46、50、54、58
 

℃下恒温振荡2
 

h。提取完毕后将锥形瓶放入沸水中

煮沸10
 

min,使纤维素酶失去活性。冷却后减压抽滤得滤液,将滤液倒入蒸发皿中置于50
 

℃的烘箱中烘干

至恒重,得毛菊苣粗多糖,测各条件下毛菊苣粗多糖含量。

1.3.5 响应面试验设计。根据上述单因素试验结果,本次响应面实验选取提取时间(A)、纤维素酶含量

(B)、料液比(C)和提取温度(D)4个对毛菊苣粗多糖提取率有影响的提取因素,采用4因素3水平响应面试

验方法,以毛菊苣粗多糖得率(Y)为考察指标,对毛菊苣药渣粗多糖提取工艺进行了优化。

1.3.6 统计与分析。使用Design-Expert
 

13软件对响应面实验结果进行响应面模拟和方差分析,由

GraphPad
 

Prism
 

8统计软件对得到的数据进行统计处理。

1.3.7 毛菊苣粗多糖的单糖测定。(1) RID色谱条件。色谱柱(Waters
 

carbohydrate
 

high
 

performance,

4.6
 

mm
 

×
 

250
 

mm,4
 

m);检测器:示差折光检测器;柱温35
 

℃;流动相为乙腈∶水=75∶25(V∶V);流

速:1
 

mL·min-1;检测器池温度:35
 

℃;进样量:10
 

L。(2)
 

标准溶液的配制。果糖、葡萄糖标准储备液:精

密称取2.5
 

g果糖、葡萄糖的标准物质,用30
 

mL纯水溶解,用乙腈定容到50
 

mL,离心,过滤,即得。果糖、
葡萄糖标准曲线制作:分别吸取10、8、6、4、2、1

 

mL的上述果糖、葡萄糖标准储备液,用6
 

mL纯水溶解,用乙

腈定容到10
 

mL,离心,过滤,即得。(3)
 

样品处理。准确称取5
 

g毛菊苣粗多糖置于100
 

mL烧杯中,加入

适量水,微量超声使样品完全溶解,转移至100
 

mL容量瓶中,然后用蒸馏水∶乙腈(60∶40)润洗定容,混
匀,作为供试品,备用。(4)

 

精密度试验。从(2)项下标准储备溶液取果糖(C=50
 

mg·mL-1)、葡萄糖(C=
50

 

mg·mL-1)溶液测定6次。(5)
 

稳定性试验。从(3)项下制备供试品溶液,在0、2、4、8、12、16
 

h,精密吸

取10
 

L,注入液相色谱仪。(6)
 

重复性试验。从(3)项下制备供试品溶液6份,测定并计算。(7)
 

加样回收

率。精密量取不同毛菊苣粗多糖的9份已知含量的同批样品作为本底,分别加入不同的果糖(由于果糖在毛

菊苣粗多糖含量最高,
 

故以果糖为代表)对照品溶液高中低浓度各3份,用HPLC-RID测定,记录峰面积,
计算回收率。(8)

 

样品测定。按(3)项下方法制备样品溶液并测定。

1.3.8 毛菊苣粗多糖体外抗氧化活性。
 

(1)
 

毛菊苣粗多糖对DPPH自由基清除作用。精密称取1.00
 

mg
 

DPPH,将其溶于体积分数为95%的乙醇至10
 

mL,使用旋涡混合器混匀并使用数控超声仪超声溶解,避光

保存。将毛菊苣粗多糖和阳性对照分别配制成浓度为1、2、3、4、5
 

mg·mL-1 的溶液,将待测液和DPPH溶
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液按1∶4的比例混合,在室温暗反应20
 

min,用酶标仪测定其在517
 

nm处的吸光度。本实验使用的阳性

对照为L-抗坏血酸,使用(2)式计算样品自由基清除率[20]

ρDPPH清除率(%)=
A0-A1

A0

 ×
 

100%, (2)

式中A0为DPPH在517
 

nm处的吸光度;A1为待测液在517
 

nm处的吸光度。
 

(2)
 

毛菊苣粗多糖对ABTS自由基清除作用。将浓度为7
 

mmol·L-1
 

ABTS溶液2.5
 

mL与浓度为

140
 

mmol·L-1过硫酸钾溶液44
 

L混合后用旋涡混合器混匀,室温暗反应15
 

h得到ABTS储备液。稀释

ABTS储备液,吸光度在0.7
 

±
 

0.2即可使用。将毛菊苣粗多糖和阳性对照分别配制成浓度为1、2、3、4、5
 

mg·mL-1的溶液,与稀释后的ABTS储备液按1∶9的比例混合,室温暗反应8
 

min,使用酶标仪测定其

734
 

nm处的吸光度。本实验使用的阳性对照为L-抗坏血酸。按公式(3)计算样品自由基清除率[21]

ρABTS清除率(%)=
Aa-Ab

Aa

 ×
 

100%, (3)

式中Aa 为ABTS在734
 

nm处的吸光度;Ab 为待测液在734
 

nm处的吸光度。

2 结果与讨论

图2 提取时间对多糖提取的影响

Fig.2 The
 

effect
 

of
 

extraction
 

time
 

on
 

polysaccharide
 

extraction

2.1 单因素实验结果

2.1.1 提取时间对多糖提取的影响。由图2可知,随着毛

菊苣粗多糖提取时间的增加,多糖得率逐渐上升,提取时间

达到2
 

h,毛菊苣粗多糖的得率达到19.95%,2
 

h后的多糖

得率开始下降。原因可能是毛菊苣粗多糖需要一定的时间

才能从粉末中扩散到水里,因此在多糖提取的2
 

h内,水中

多糖浓度较低。提取时间超过2
 

h,水中的毛菊苣粗多糖达

到饱和,增加提取时间毛菊苣粗多糖得率也不再增加,并且

随着时间的增加纤维素酶活性逐渐降低,内容物发生粘连

或降解,导致毛菊苣粗多糖得率降低[22]。从能耗和效率两

方面考虑,选取提取时间2
 

h开展后续研究。

2.1.2 纤维素酶量对多糖提取的影响。如图3可知,在纤

图3 纤维素酶量对多糖提取的影响

Fig.3 Effect
 

of
 

cellulase
 

content
 

on
 

polysaccharide
 

extraction

维素酶量增加的情况下,毛菊苣粗多糖得率呈现先升后降的趋

势。毛菊苣粗多糖的得率在添加2%的纤维素酶后达到顶峰,
其得率为20.34%,此后逐渐降低;纤维素酶量影响多糖提取

率的原因可能有以下几个方面:纤维素酶量较低的情况下主要

作用于细胞壁,使细胞壁被破坏,释放出细胞壁中的物质。当

纤维素酶过量时,会使底物完全被酶分子饱和而不利于其活性

的发挥,从而使底物的水解速度下降,使得毛菊苣粗多糖得率

降低[23]。从能耗和效率两方面考虑,选取纤维素酶量2%开展

后续研究。

2.1.3 料液比对多糖提取的影响。
 

由图4可知,随着料液比

的增大,毛菊苣粗多糖得率呈现先升高后降低的趋势,当料液

比达到1∶40
 

(g·mL-1)时,多糖得率达到最大值为20.00%。
导致此结果的原因可能是:大量的水会增大毛菊苣细胞内液和外液的浓度差,使溶液加速向毛菊苣细胞内扩

散,从而使多糖溶出量增加,毛菊苣粗多糖得率增大。然而,在提取过程中若水分含量过高,便会导致溶解的

物质种类繁多且混杂不清。这些杂质可能影响到多糖的有效释放和充分利用,影响毛菊苣粗多糖的得率。
从能耗和效率两方面考虑,选取料液比1∶40

 

(g·mL-1)开展后续研究。
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图4 料液比对多糖提取的影响

Fig.4 The
 

effect
 

of
 

liquid
 

to
 

material
 

ratio
 

on
 

polysaccharide
 

extraction
   

图5 提取温度对多糖的提取的影响

Fig.5 The
 

effect
 

of
 

extraction
 

temperature
 

on
 

polysaccharide
 

extraction

2.1.4 提取温度对多糖提取的影响。如图5所示,随着提取温度的增加,毛菊苣粗多糖提取率先增加后减

少。毛菊苣粗多糖的提取温度为50
 

℃时,提取率达到最大,得率为19.50%;提取温度为50
 

℃时,提取率达

到峰值,随后逐渐降低。这表明纤维素酶在50
 

℃左右能够发挥最佳提取效率,在温度高于50
 

℃时,纤维素

酶的活性会显著下降,从而无法有效地分解纤维素,影响了毛菊苣粗多糖的得率。从能耗和效率两方面考

虑,选取提取时间50
 

℃开展后续研究。

2.2 响应面试验

2.2.1 响应面试验设计。根据单因素的结果,选取提取时间(A)、纤维素酶含量(B)、料液比(C)和提取温

度(D)4个对毛菊苣粗多糖提取率有影响的提取因素,以多糖得率(Y)为考察指标,采用4因素3水平Box-
Behnken响应面试验法优化毛菊苣粗多糖提取工艺。各因素及水平见表1。对试验结果及数据进行分析,
结果见表2、表3和表4。

表1 响应面试验因素与水平

Tab.
 

1 Response
 

surface
 

test
 

factors
 

and
 

levels

水平 提取时间A/h 纤维素酶量B(%) 料液比C/(g·mL-1) 提取温度D/
 

℃

-1 1.75 1.5 1∶30 46

0 2 2 1∶40 50

1 2.25 2.5 1∶50 54

表2 Box-Behnken试验设计与结果

Tab.
 

2 Box-Behnken
 

experimental
 

design
 

and
 

results

序号 A B C D Y(%)

1 0 1 -1 0 18.26

2 -1 0 0 -1 17.35

3 0 -1 1 0 17.32

4 1 0 -1 0 19.14

5 0 0 -1 1 19.33

6 0 -1 0 -1 16.98

7 1 0 1 0 18.88

8 -1 0 -1 0 18.28

9 0 0 1 -1 17.78

10 0 1 1 0 18.94

11 -1 -1 0 0 17.00
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(续)表2 Box-Behnken试验设计与结果

Tab.
 

2 Box-Behnken
 

experimental
 

design
 

and
 

results

序号 A B C D Y(%)

12 0 -1 0 1 18.83

13 0 0 0 0 20.57

14 1 0 0 1 19.48

15 0 1 0 1 18.68

16 -1 0 1 0 17.81

17 0 0 -1 -1 18.25

18 0 0 0 0 20.42

19 1 -1 0 0 18.15

20 0 1 0 -1 18.31

21 0 -1 -1 0 18.17

22 1 0 0 -1 18.31

23 0 0 0 0 20.37

24 -1 1 0 0 18.35

25 -1 0 0 1 18.42

26 0 0 0 0 20.46

27 1 1 0 0 19.31

28 0 0 1 1 19.37

表3 Box-Behnken试验方差分析

Tab.
 

3 Analysis
 

of
 

variance
 

of
 

Box-Behnken
 

experiment

变量 平方和 自由度 均方 F P

模型 26.92 14 1.92 58.92 <0.000
 

1

A 3.07 1 3.07 93.96 <0.000
 

1

B 2.43 1 2.43 74.59 <0.000
 

1

C 0.146
 

0 1 0.146
 

0 4.48 0.054
 

2

D 4.22 1 4.22 129.49 <0.000
 

1

AB 0.008
 

2 1 0.008
 

2 0.252
 

6 0.623
 

6

AC 0.011
 

0 1 0.011
 

0 0.337
 

2 0.571
 

4

AD 0.002
 

9 1 0.002
 

9 0.089
 

9 0.769
 

1

BC 0.585
 

0 1 0.585
 

0 17.93 0.001
 

0

BD 0.551
 

1 1 0.551
 

1 16.89 0.001
 

2

CD 0.067
 

0 1 0.067
 

0 2.05 0.175
 

4

A2 6.37 1 6.37 195.10 <0.000
 

1

B2 10.21 1 10.21 312.99 <0.000
 

1

C2 4.85 1 4.85 148.75 <0.000
 

1

D2 5.48 1 5.48 167.97 <0.000
 

1

残差 0.424
 

1 13 0.032
 

6

失拟值 0.402
 

4 10 0.040
 

2 5.55 0.092
 

5

纯误差 0.021
 

7 3 0.007
 

2

总离差 27.34 27

        注:P<0.01,差异极显著。R2=0.984
 

5;R2Adj=0.967
 

8。
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表4 回归模型误差统计分析

Tab.
 

4 Statistical
 

analysis
 

of
 

regression
 

model
 

errors

统计项目 数值 统计项目 数值

标准差 0.180
 

6 拟合系数 0.984
 

5

平均数 18.66 校正拟合系数 0.967
 

8

变异系数 0.968
 

0 预测拟合系数 0.913
 

8

压力 2.36 信噪比 27.798
 

8

  采用Design-Expert
 

13软件分析表中的试验数据,多糖得率(Y)与提取时间(A)、纤维素酶量(B)、料液

比(C)、提取温度(D)之间的相关性拟合回归方程为Y=20.46
 

+
 

0.505
 

4A
 

+
 

0.450
 

3B
 

-
 

0.110
 

3C
 

+
 

0.593
 

3D
 

-
 

0.045
 

4AB
 

+
 

0.052
 

4AC
 

+
 

0.027
 

1AD
 

+
 

0.382
 

4BC
 

-
 

0.371
 

2BD
 

+
 

0.129
 

4CD
 

-
 

1.03A2
 

-
 

1.30B2
 

-
 

0.899
 

4C2
 

-
 

0.955
 

7D2。

图6 毛菊苣粗多糖各因素交互作用的等高线图和响应面图
 

(a)
 

纤维素酶量和提取时间对毛菊苣粗多糖的影响:
(b)

 

料液比和提取时间对毛菊苣粗多糖的影响;(c)
 

提取温度和提取时间对毛菊苣粗多糖的影响;
(d)

 

料液比和纤维素酶量对毛菊苣粗多糖的影响;(e)
 

提取温度和纤维素酶量对毛菊苣粗

多糖的影响;(f)
 

提取温度和料液比对毛菊苣粗多糖的影响

Fig.6 Contour
 

map
 

and
 

response
 

surface
 

map
 

of
 

the
 

interaction
 

between
 

various
 

factors
 

of
 

polysaccharides
 

in
 

C.
 

glandulosum
 

(a)
 

The
 

effects
 

of
 

cellulase
 

content
 

and
 

extraction
 

time
 

on
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum;
 

(b)
 

The
 

effects
 

of
 

feed
 

to
 

liquid
 

ratio
 

and
 

extraction
 

time
 

on
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum;
 

(c)
 

The
 

effect
 

of
 

extraction
 

temperature
 

and
 

extraction
 

time
 

on
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum;
 

(d)
 

The
 

effects
 

of
 

feed
 

to
 

liquid
 

ratio
 

and
 

cellulase
 

content
 

on
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum;
 

(e)
 

The
 

effect
 

of
 

extraction
 

temperature
 

and
 

cellulase
 

content
 

on
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum;
 

(f)
 

The
 

effect
 

of
 

extraction
 

temperature
 

and
 

liquid
 

to
 

liquid
 

ratio
 

on
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum

根据响应面实验结果,模型的P<0.000
 

1,显示该回归方程非常显著,试验设计可靠。失拟项P 值为
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0.092
 

5(P>0.05),显示对二元多次项的回归方程有较好的拟合。变异系数为0.968
 

0%,显示各变量间的

离散程度较小,数据有较好的稳定。信噪比是衡量模型准确度的重要指标之一,通常信噪比大于4,本实验

所得的信噪比为27.798
 

8,显示该模型拟合度较好。试验拟合系数(R2)是0.984
 

5,校正拟合系数(R2Adj)
为0.967

 

8,显示各变量之间的线性关系更加密切。回归方程中的交互项C、AB、AC、AD 和CD 的P>0.
05,显示各交互项对多糖得率的影响并不显著,可能四个因素交互作用较弱,也可能是其他影响因素抵消了

这些交互效应,使其交互作用不明显。表3中的A、B、D、BC、BD、A2、B2、C2、D2 的P<0.05,这些交互项

可能会显著影响到毛菊苣粗多糖的得率。此外,A、B、C、D 四个因素的F 值分别为93.96、74.59、4.48、

129.49,显示各因素对多糖得率的影响顺序为提取温度(D)、提取时间(A)、酶量(B)、料液比(C)。
2.2.2 响应面分析。使用Design-Expert

 

13软件根据模型绘制各因素的等高线与响应面(图6)。等高线

的形状是一个强有力的指标,它能够直观地揭示两个或多个因子之间交互效应的强弱。通过分析等高线,可
以发现,当两个因素之间存在较强的作用时,等高线会呈现椭圆状。它们之间的相互作用越强,椭圆形的等

高线接触点也会随之增多,这种现象在物理学中被称为“放大效应”。相反,如果等高线呈现圆形,说明两个

因素之间的交互比较弱,或者说两个因素的独立程度比较高。此外,因素间的交互强度强弱也可以通过响应

面的形状来显示。两个因素之间的交互作用越明显,对应的响应曲面也会越陡。陡峭的响应曲面可能暗示

着一种双向的、非线性的相互作用模式,而平缓的曲面则可能揭示出一种单向的、线性的影响关系。从图5
可看出,AB、AC、AD、CD 的响应曲面较平缓,等高线并未呈现明显的椭圆形,表明各因素间交互作用并不

显著。BC、BC 的响应曲面较陡峭,等高线呈现明显的椭圆形,表明各因素间交互作用显著,符合回归方程

分析结果。
2.2.3 验证工艺。通过Design-Expert

 

13软件预测的毛菊苣粗多糖最优提取工艺参数为:提取时间2.062
 

h,纤维素酶量2.064%,料液比1∶39.933
 

(g·mL-1),提取温度51.176
 

℃。为了确保实验结果的准确性,我
们对实验过程中的各项因素进行了调整和优化:提取时间2.0

 

h,纤维素酶量2.0%,料液比1∶40(g·mL-1),
提取温度51

 

℃。按此提取工艺提取毛菊苣粗多糖,测得毛菊苣粗多糖的得率为(20.598±0.24)%,与预测

值20.633%相比较吻合,说明此提取工艺可靠合理。

2.3 毛菊苣粗多糖的单糖测定

2.3.1 果糖、葡萄糖标准曲线的建立。果糖与葡萄糖HPLC-RID法下建立的标准曲线结果见表5,线性范

围为0.5~5
 

mg·mL-1,其中果糖的回归方程为Y=69
 

362X-27
 

444
 

(R2
 

=0.999
 

4),葡萄糖的回归方程

为Y=82
 

514X-75
 

072
 

(R2
 

=0.998
 

5)。
表5 果糖与葡萄糖回归方程、线性范围及相关系数结果

Tab.
 

5 Regression
 

equation,
 

linear
 

range,
 

and
 

correlation
 

coefficient
 

results
 

of
 

fructose
 

and
 

glucose

标样种类 回归方程(Y 为峰面积,X 为浓度) 线性范围(mg·mL-1) 相关系数(R2)

果糖 Y=69
 

362X-27
 

444 0.5~5 0.999
 

4

葡萄糖 Y=82
 

514X-75
 

072 0.5~5 0.998
 

5

表6 毛菊苣粗多糖中果糖加标物实测结果(n=3)

Tab.
 

6 Actual
 

measurement
 

results
 

of
 

fructose
 

spiked
 

substances
 

in
 

crude
 

polysaccharides
 

of
 

C.
 

glandulosum
 

(n=3)

样品名 样品量/mg 加入量/mg 平均回收率(%) RSD(%)

毛菊苣粗多糖

1.5 1.0 99.7 1.76

1.5 1.5 100.2 1.61

1.5 2.0 100.8 1.07

2.3.2 果糖、葡萄糖方法学考察。果糖、葡萄糖精密度试验测定结果的相对标准偏差(RSD)分别为

0.68%、0.72%、1.3%、0.86%,证明本方法的精密度良好;稳定性试验果糖、葡萄糖峰面积的RSD分别为

0.46%、0.62%证明供试品溶液在配置后16
 

h内基本稳定;重复性试验果糖测定值标准差为1.4%、葡萄糖

测定值标准差为0.84%,证明本方法重复性较好;加样回收率结果见表6,均获得了较理想的回收率。
2.3.3 毛菊苣粗多糖的测定。HPLC-RID法测定毛菊苣粗多糖中果糖和葡萄糖结果如图7所示,其中(a)
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图为果糖和葡萄糖的混合对照品(1为果糖,2为葡萄糖),(b)图为毛菊苣粗多糖,从图中来看,标准样品中

果糖、葡萄糖的保留时间分别在5.564、6.331
 

min,2种物质完全分离,毛菊苣粗多糖的果糖和葡萄糖也在对

应的时间内出峰,分离度较好,周围无杂峰干扰。

图7 毛菊苣粗多糖与果糖、葡萄糖HPLC-RID图
 

(a)混合对照品(1
 

果糖,2
 

葡萄糖)
 

(b)毛菊苣粗多糖
 

Fig.
 

7 HPLC-RID
 

diagram
 

of
 

crude
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum
 

with
 

fructose
 

and
 

glucose
 

(a)
 

mixed
 

control
 

substance
 

(1
 

fructose,
 

2
 

glucose)
 

(b)
 

crude
 

polysaccharides
 

from
 

Chrysanthemum
 

morifolium

2.4 毛菊苣粗多糖体外抗氧化活性

2.4.1 毛菊苣粗多糖对DPPH自由基清除作用。不同质量浓度的毛菊苣粗多糖对DPPH自由基清除率见

图8。毛菊苣粗多糖质量浓度为5
 

mg·mL-1时,DPPH自由基的清除率达到试验浓度的最大值64.50%,
与同浓度的抗坏血酸对ABTS的清除能力(96.40%)相比抗氧化能力较低,毛菊苣粗多糖的抗氧化能力弱

于抗坏血酸,但仍显现出其具有一定的抗氧化能力。

图8 毛菊苣粗多糖对DPPH自由基的清除作用

Fig.8 The
 

scavenging
 

effect
 

of
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum
 

on
 

DPPH
 

free
 

radicals
   

图9 毛菊苣粗多糖对ABTS自由基的清除作用

Fig.9 The
 

clearing
 

effect
 

of
 

polysaccharides
 

from
 

C.
 

glandulosum
 

on
 

ABTS
 

free
 

radicals

2.4.2 毛菊苣粗多糖对ABTS自由基清除作用。不同质量浓度的毛菊苣粗多糖对ABTS自由基清除率见

图9。毛菊苣粗多糖质量浓度为5
 

mg·mL-1 时,ABTS自由基的清除率达到试验浓度的最大值96.58%,
与同浓度的抗坏血酸对ABTS的清除能力(99.88%)相比抗氧化能力较低,但仍显现出其具有一定的抗氧

化能力。

3 结论

单因素实验是优化提取条件的常用方法,但其具有一定的局限性,因无法评估变量的互作效应,往往可

能会导致实验结果存在一定的误导性。响应面法可以看作由数学和统计方法两者结合的产物,用于模拟和

分析相关响应受多个变量影响的问题,其最终目的就是优化该响应值。它作为一种优化方法考虑了随机误

差,弥补了传统优化方法的不足。因其预测性好,简洁高效,现已被普遍应用于中药材有效成分的提取工艺

优化中[24]。示差折光检测器是通过连续监测参比池和测量池中溶液的折射率之差来测定试样浓度的检测

器。每种物质都具有专属的折射率,RID
 

属于通用型检测器,适用于毛菊苣粗多糖中果糖和葡萄糖的检

测[25]。
本课题为毛菊苣药渣粗多糖的提取工艺优化及抗氧化的研究提供基础。在单因素实验的基础上,使用
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Box-Behnken响应面法优化了毛菊苣药渣粗多糖的提取工艺。毛菊苣粗多糖酶解提取法的最佳工艺条件

为:提取时间2.0
 

h,纤维素酶量2.0%,料液比1∶40
 

(g·mL-1),提取温度51
 

℃。在此提取条件下,平行3
次试验,实测值与预测值相对偏差较小,表明此工艺条件稳定可行。运用HPLC-RID法实现了对毛菊苣粗

多糖中果糖和葡萄糖的高效鉴定。通过DPPH自由基清除实验及ABTS自由基清除实验可知,毛菊苣药渣

粗多糖具有较好的体外抗氧化作用。本研究为毛菊苣资源的开发与利用奠定了理论基础,同时也为中药资

源的利用提供了思路。
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