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液比、加酶量、酶解时间和酶解温度为因素进行单因素实验ꎬ考察其对黑枸杞多糖提取率的影响ꎬ利用响应面法进一步优化黑
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０ 引言

黑枸杞(Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ Ｍｕｒｒ)ꎬ属茄科枸杞

属ꎬ棘刺灌木类植物ꎮ 分布于中国山西、宁夏、青
海、新疆、甘肃和西藏的盐化沙漠地区ꎬ主要产地为

青海和新疆[１]ꎮ 黑枸杞是传统的药食两用功能性
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保健食品[２－３]ꎮ 特殊生长环境使黑枸杞具有丰富的

生物活性成分ꎮ 研究表明ꎬ黑枸杞果实中含有许多

无机盐如 Ｚｎ、Ｋ、Ｃａ、Ｍｎ、Ｎａ、Ｍｇ、Ｃｕ、Ｆｅ 等ꎬ黑枸杞中

还含有多种保健物质ꎬ花色苷、花青素、多糖、原花

青素和甜菜碱等[４]ꎮ 黑枸杞相对于红枸杞的营养

价值更高[５]ꎮ 多糖是黑枸杞中重要的活性成分ꎬ由
木糖、乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖和半乳糖等组成ꎬ具
有提高免疫力、抗氧化、抗肿瘤、降血糖等生理功

能[６－１０]ꎮ 黑枸杞多糖的提取效率和质量对于进一步

开发黑枸杞相关保健产品具有重要的意义ꎮ
目前多糖的提取方法主要有热水浸提、超声波

辅助提取、微波提取、酶辅助提取等[１１－１３]ꎮ 秦培

鹏[１４]采用热水浸提工艺提取猴头菌多糖ꎬ在料液比

１ ∶１５(ｇ ∶ｍＬ)、浸提温度 ８０ ℃、浸提时间 ２ ｈ、浸提次

数 ２ 次的最优条件下ꎬ猴头菌多糖的提取率为

８.８７％ꎬ该方法不会对多糖产生破坏、成本较低ꎬ但
实验所需时间长、提取率不高ꎮ 郭毓菲等[１５] 借助超

声波法提取水溶性茯苓多糖ꎬ在超声波功率 ２００ Ｗ、
料液比 １ ∶３４(ｇ ∶ｍＬ)、超声时间 １１ ｍｉｎ 的最优提取

条件下ꎬ茯苓多糖提取率为 ２.０８％ꎮ 胡选生等[１６] 采

用微波辅助法提取毛酸浆果实多糖ꎬ在料液比 １ ∶２５
(ｇ ∶ｍＬ)、浸提时间 ３０ ｍｉｎ、微波时间 １２０ ｓ、物料粒

度 １００ 目的最优条件下ꎬ毛酸浆多糖提取率为 ５.
５１％ꎬ该方法污染少、提取速度快ꎬ但容易造成多糖

的损坏ꎮ 王雨东[１７] 利用组合酶提取工艺提取虫草

多糖ꎬ多糖提取率明显高于传统水提醇沉ꎬ２５ 种酶

试剂提取醇沉多糖提取率较水提醇沉对照组提高 ２.
８８％~５７.４４％ꎬ酶辅助提取法相对于其他提取方法ꎬ
具有反应迅速、条件温和、提取率高、有利于保护产

物活性和节能环保等特点ꎮ
在对黑枸杞多糖的提取中ꎬ酶辅助提取法少见

于报道ꎮ 因此ꎬ本研究采用酶法辅助提取黑枸杞中

的多糖ꎬ以多糖提取工艺的料液比、加酶量、酶解温

度和酶解时间为因素进行单因素实验ꎬ利用响应面

法优化多糖提取工艺条件ꎬ并对其体外抗氧化活性

进行初步研究ꎮ 旨在对黑枸杞多糖资源的开发利

用提供一定的理论依据ꎮ

１ 材料与方法

１.１ 材料、试剂与仪器

材料:黑枸杞ꎬ产自青海省海西蒙古族藏族自

治州ꎬ购于宁夏杞蕴商贸有限公司ꎮ
试剂:木瓜蛋白酶(６ ０００ μｍｏｌ / (ｍｉｎｍｇ))ꎬ

果胶酶(４０ μｍｏｌ / (ｍｉｎｍｇ))ꎬ纤维素酶(３ μｍｏｌ /
(ｍｉｎｍｇ))ꎬＳｉｇｍａꎻ葡聚糖(ｃａｓ ９００４－５４－０)ꎬ阿拉

丁ꎻ蒽酮(ｃａｓ ９０－４４－８)ꎬａｄａｍａｓꎻ１ꎬ１－二苯基－２－苦
肼基(ＤＰＰＨ)(ｃａｓ １８９８－６６－４)ꎬ罗恩试剂ꎻ菲咯嗪ꎬ
Ｂｉｏｃｈｅｍꎻ乙醇、硫酸、盐酸、邻苯三酚、铁氰化钾、三
氯乙酸、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氯化亚铁、Ｈ２Ｏ２、
七水合硫酸亚铁、水杨酸等均为分析纯ꎮ

仪器:ＪＡ３００３ 精密电子天平(上海良平仪器仪

表有限公司)ꎻＤＨＧ－９０３０Ａ 电热恒温鼓风干燥箱

(上海申光仪器仪表有限公司)ꎻＦＫ－Ａ 组织捣碎机

(江苏金坛市金城国胜实验仪器厂)ꎻＨＣ－２０６２ 台式

离心机(安徽中科中佳科学仪器有限公司)ꎻＨＷＳ１２
恒温水浴锅(上海一恒科技有限公司)ꎻＵＶ５０００ 紫

外分光光度计(安徽皖仪科技股份有限公司)ꎻＪＨ－
ＺＬＳ－３ 真空旋转浓缩仪(上海申光仪器仪表有限公

司)ꎻＳ－３Ｃ ｐＨ 计(上海仪电科学仪器股份有限公

司)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 多糖提取工艺流程

黑枸杞→烘干→粉碎→过筛→酶水解→离心

→取上清液→脱蛋白→抽滤→旋蒸→醇沉→离心

→真空干燥→定容→测多糖含量ꎮ
１.２.２ 原料处理

将黑枸杞放置于托盘中ꎬ在 ６０ ℃的烘箱中干燥

４ ｈ 后用粉碎机粉碎ꎬ过 ６０ 目筛ꎬ制得黑枸杞样品ꎬ
装瓶备用ꎮ
１.２.３ 酶处理对比

取 ４ 份 １.００ ｇ 黑枸杞粉末ꎬ分为 ４ 组ꎬ１、２、３ 组

分别加入 ０.０１ ｇ 果胶酶、木瓜蛋白酶、纤维素酶ꎬ第
４ 组不添加酶作为对照ꎮ 在料液比为 １ ∶３０(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ
酶解温度为 ３０ ℃ꎬ酶解时间为 ６０ ｍｉｎ 相同条件下

按照工艺流程进行提取ꎬ以黑枸杞多糖的提取率为

指标ꎬ考察不同酶处理对黑枸杞多糖提取率的影响ꎮ
１.２.４ 标准曲线的绘制

采用蒽酮－硫酸法测定多糖含量[１８]ꎮ 分别吸取

０.１０ ｍｇ / ｍＬ 的葡聚糖标准液 ０.０５、０.１０、０.２０、０.３０、
０.４０、０.５０、０.８０ ｍＬꎬ各以超纯水补至 １.００ ｍＬ 置于

比色杯中ꎮ 分别加入蒽酮试剂 ４. ００ ｍＬꎬ静置 １０
ｍｉｎꎬ摇匀ꎬ室温放置 ２０ ｍｉｎ 后于紫外－可见分光光

度计 ６２０ ｎｍ 波长处测吸光度ꎬ以 ２.００ ｍＬ 蒸馏水按

同样显色操作为空白ꎬ以葡聚糖质量浓度为横坐

标ꎬ吸光度为纵坐标ꎬ绘制葡萄糖标准曲线ꎬ如图 １
所示ꎮ 标准曲线回归方程为 ｙ ＝ ０.００５ １ ｘ＋０.０７９ ５
(ｘ 为葡聚糖质量浓度(ｍｇ / ｍＬ)ꎬｙ 为吸光度)ꎬｒ２ ＝
０.９９９ ７ꎬ线性关系良好ꎮ
１.２.５ 黑枸杞多糖提取率的测定

准确称取 １.００ ｇ 黑枸杞样品置于 ２５０ ｍＬ 锥形
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图 １　 葡聚糖标准曲线

瓶中ꎬ加入一定比例去离子水ꎬ加入一定量的酶水

浴加热并搅拌一定时间ꎬ经过抽滤得到黑枸杞滤

液ꎬ用 ＨＣｌ 溶液将滤液 ｐＨ 值调为 ３ 进行脱蛋白ꎬ常
温过夜ꎻ２４ ｈ 后对所得溶液进行抽滤操作ꎬ得到滤

液后再加入其 ４ 倍体积的乙醇溶液ꎬ在 ４ ℃条件下

醇沉过夜ꎻ２４ ｈ 后将溶液在转速 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心

１５ ｍｉｎꎬ将离心后的提取液与洗涤液转移至 １００ ｍｌ
容量瓶中定容ꎬ即为多糖提取液ꎮ 取 １.００ ｍＬ 该多

糖提取液于另一个 ２５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加蒸馏水定容

至刻度线ꎬ即为多糖提取稀释液ꎮ 取 ０.５０ ｍＬ 稀释

液显色后测定其吸光度ꎬ按照公式(１)计算多糖提

取率ꎮ
Ｗ(％)＝ (Ｃ×Ｖ×Ｎ×１０－３) / Ｍ (１)

式中:Ｗ 为多糖提取率ꎬ％ꎻＣ 为黑枸杞多糖质量浓

度ꎬｍｇ / ｍＬꎻＶ 为定容体积ꎬｍＬꎻＮ 为稀释倍数ꎻＭ 为

样品质量ꎬｇꎮ
１.３ 黑枸杞多糖提取条件优化

１.３.１ 单因素试验设计

以料液比(ｇ ∶ｍＬ)、加酶量(以 １ ｇ 黑枸杞样品

为基准添加酶的质量ꎬｇ)、酶解温度(℃)、酶解时间

(ｍｉｎ)为单因素ꎬ考察其对多糖提取率的影响ꎮ 进

行多次预试验后ꎬ采用表 １ 中单因素试验条件ꎮ

表 １　 单因素试验设计

单因素条件 固定提取条件

料液比 (１ ∶ ２０、１ ∶ ２５、１ ∶
３０、１ ∶３５、１ ∶４０)

加酶量为 ０. ０１ ｇꎬ酶解温度为
３０ ℃ꎬ酶解时间为 ６０ ｍｉｎ

加酶量(０.０１、０.０２、０.０３、
０.０４、０.０５)

料液比为 １ ∶３０(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ酶解温
度为３０ ℃ꎬ酶解时间为 ６０ ｍｉｎ

酶解温度(２０、２５、３０、３５、
４０)

加酶量为 ０.０１ ｇꎬ料液比为 １ ∶３０
(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ酶解时间 ６０ ｍｉｎ

酶解时间(３０、４５、６０、７５、
９０)

加酶量为 ０.０１ ｇꎬ料液比为 １ ∶３０
(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ酶解温度为 ３０ ℃

１.３.２ 响应面试验设计

结合单因素试验结果ꎬ选择影响因素最大的 ３
个因素ꎬ采用 ３ 因素 ３ 水平 Ｂｏｘ－ Ｂｅｈｎｋｅｎ 型进行响

应面分析(表 ２)ꎮ

表 ２　 响应面分析法的因素与水平

因素
水平

－１ ０ １
料液比(ｇ ∶ｍＬ)Ａ １ ∶３０ １ ∶３５ １ ∶４０
加酶量 Ｂ / ｇ ０.０１ ０.０２ ０.０３
酶解时间 Ｃ / ｍｉｎ ４５ ６０ ７５

１.４ 黑枸杞多糖抗氧化活性试验

１.４.１ 清除 ＤＰＰＨ 自由基能力的测定

配制一定梯度质量浓度的样品溶液ꎮ 称取

７.８８６ ｍｇ ＤＰＰＨ 于烧杯中ꎬ用 ７５％乙醇溶解并定容

至 ２５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ配置成 ０.０８ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＤＰＰＨ
溶液ꎬＤＰＰＨ 溶液避光处理ꎮ 在暗处ꎬ取 ２. ００ ｍＬ
ＤＰＰＨ 溶液、２.００ ｍＬ 样品溶液于试管ꎬ混合、室温反

应 ３０ ｍｉｎꎬ测得 ５１７ ｎｍ 波长的吸光度为 ＡＸꎬ以 ２.００
ｍＬ 蒸馏水代替 ＤＰＰＨ 溶液ꎬ测定在 ５１７ ｎｍ 波长处

的吸光度为 ＡＸ０ꎬ以 ２.００ ｍＬ、９５％乙醇溶液代替样品

溶液ꎬ测定在 ５１７ ｎｍ 波长处的吸光值 Ａ０ꎬ并以相同

质量浓度的抗坏血酸(Ｖｉｔａｍｉｎ ＣꎬＶＣ)溶液作阳性对

照ꎬ试样平行试验 ３ 次ꎬ取平均值ꎬ按下式计算

ＤＰＰＨ 自由基清除率:ＤＰＰＨ 自由基清除率(％) ＝
[Ａ０－(ＡＸ－ＡＸ０)] / Ａ０×１００％ꎮ
１.４.２ 清除超氧阴离子自由基能力的测定

采用邻苯三酚法ꎬ配制一定梯度质量浓度的样

品溶液ꎮ 称取 ０.３１５ ｇ 邻苯三酚ꎬ用蒸馏水溶解并定

容至 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ配制 ０.０２５ ｍｏｌ / Ｌ 的邻苯三

酚溶液ꎮ 分别取 ４.５０ ｍＬ ０.０５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲

溶液(ｐＨ ＝ ８.２)和 １ ｍＬ 样品溶液于试管中ꎬ置于

２５ ℃水浴锅中保温 ２０ ｍｉｎꎬ再加入 ０.４０ ｍＬ ０.０２５
ｍｏｌ / Ｌ 邻苯三酚溶液ꎬ混匀后于 ２５ ℃ 水浴中反应

５ ｍｉｎꎬ加入 １.００ ｍＬ ０.０８ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液终止反应ꎬ
于 ３２５ ｎｍ 波长处测定吸光度 ＡＸꎬ空白对照组用

１ ｍＬ蒸馏水代替样品溶液ꎬ测吸光度为 Ａ０ꎬ样品溶

液本底的吸光度 ＡＸ０ꎬ并以相同质量浓度的 ＶＣ 水溶

液作阳性对照ꎮ 试样平行试验 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ 按

下式计算超氧阴离子自由基清除率:超氧阴离子自

由基清除率(％)＝ [Ａ０－(ＡＸ－ＡＸ０)] / Ａ０×１００％ꎮ
１.４.３ 清除羟自由基能力的测定

采用水杨酸法ꎬ配制一定梯度质量浓度的样品溶

液ꎮ 称取 ０.３１１ ｇ 水杨酸于烧杯ꎬ用 ７５％乙醇溶解并

定容至 ２５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ配置成 ９ ｍｍｏｌ / Ｌ 水杨酸－
乙醇溶液ꎮ 称取 ０.６２８ ｇ 七水合硫酸亚铁ꎬ用 ７５％乙

醇溶解配置 ２５０ ｍＬ、９ ｍｍｏｌ / Ｌ ＦｅＳＯ４溶液ꎮ 取 １.００
ｍＬ ３０％ Ｈ２Ｏ２ꎬ稀释 １ ０００ 倍ꎬ制得 ８.８ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２
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溶液ꎮ 取 １.００ ｍＬ ９ ｍｍｏｌ / Ｌ ＦｅＳＯ４溶液ꎬ２.００ ｍＬ ９
ｍｍｏｌ / Ｌ 水杨酸－乙醇溶液ꎬ２.００ ｍＬ 样品溶液ꎬ２.００
ｍＬ ８.８ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２溶液ꎮ Ｈ２Ｏ２最后添加ꎬ用于启动

反应ꎬ将反应体系至于 ３７ ℃水浴锅中反应 ３０ ｍｉｎꎬ在
５１０ ｎｍ 波长处测定吸光度值为 ＡＸꎬ以 ２.００ ｍＬ 蒸馏

水替代样品溶液ꎬ测得吸光值 Ａ０ꎬ以 ２.００ ｍＬ 蒸馏水

代替 Ｈ２Ｏ２溶液ꎬ测吸光值 ＡＸ０ꎬ以相同质量浓度的 ＶＣ
水溶液作阳性对照ꎬ试样平行试验 ３ 次ꎬ取平均值ꎬ按
下式计算羟自由基清除率:羟自由基清除率(％)＝
[Ａ０－(ＡＸ－ＡＸ０)] / Ａ０×１００％ꎮ
１.４.４ 还原能力的测定

配制一定梯度质量浓度的样品溶液ꎬ取样品溶

液 １.００ ｍＬ 加入试管中ꎬ加入 ０.２０ ｍｏｌ / Ｌ 的磷酸盐

缓冲液(ｐＨ ＝ ６.６) ２.５０ ｍＬ 和 １％的铁氰化钾溶液

２.５０ ｍＬꎬ反应液于 ５０ ℃ 水浴保温 ２０ ｍｉｎꎬ再加入

１０％三氯乙酸溶液 ２.５０ ｍＬꎬ混合溶液 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清液 ２.５０ ｍＬ 于试管ꎬ加入 ２.５０
ｍＬ 蒸馏水和 ０.５０ ｍＬ、０.１％的三氯化铁溶液混匀ꎬ
在 ７００ ｎｍ 波长处测吸光度 Ａꎮ 并以相同质量浓度

的 ＶＣ 水溶液作阳性对照ꎮ
１.４.５ 对金属离子的螯合能力的测定

配制一定梯度质量浓度的样品溶液ꎮ 称取

０.１２３ ｇ 菲咯嗪ꎬ用 ７５％乙醇溶解并定容至 ５０ ｍＬ 容

量瓶中ꎬ配置成 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 菲咯嗪溶液ꎮ 取 １.００ ｍＬ
样品溶液与 ４. ７０ ｍＬ 蒸馏水以及 ０. １０ ｍＬ ２. ００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＦｅＣｌ２溶液ꎬ混合后加入 ０.２０ ｍＬ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
菲咯嗪溶液混匀ꎬ室温静置反应 ２０ ｍｉｎꎬ于 ５６２ ｎｍ
波长下测得吸光值为 ＡＸꎬ用 １.００ ｍＬ 蒸馏水取代样

品溶液ꎬ测得吸光度为 Ａ０ꎬ取 １.００ ｍＬ 样品溶液于试

管ꎬ加入 ５.００ ｍＬ 蒸馏水ꎬ测得吸光度为 ＡＸ０ꎮ 按下

式计算金属离子螯合率:金属离子螯合率(％)＝ [Ａ０

－(ＡＸ－ＡＸ０)] / Ａ０×１００％ꎮ

２ 结果与分析

２.１ 酶种类的筛选

在相同条件下提取ꎬ酶的添加可以显著提高多

糖的提取率ꎬ而其中果胶酶组表现更突出ꎬ黑枸杞

多糖提取率可以达到 ２４.２５％(图 ２)ꎮ 究其原因应

该是果胶酶能够有效地分解果胶从而破坏细胞壁ꎬ
使多糖溶出ꎮ 因此ꎬ本研究选用果胶酶来辅助提取

黑枸杞多糖ꎮ
２.２ 单因素试验

２.２.１ 料液比对黑枸杞多糖提取率的影响

料液比从 １ ∶２０(ｇ ∶ｍＬ)升高到 １ ∶３５(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ多
糖的提取率呈现增加趋势ꎬ这是因为溶液在料液比

图 ２　 不同酶对黑枸杞多糖提取率的影响

较高时较为黏稠ꎬ与此同时细胞内外多糖的浓度差

较小ꎬ多糖不易于溶出ꎻ而随着不断地稀释使得溶

液黏度降低ꎬ黑枸杞多糖分子间间隔增大ꎬ有利于
黑枸杞多糖的提取[１９]ꎮ 当料液比为 １ ∶ ３５( ｇ ∶ ｍＬ)
时ꎬ黑枸杞多糖的提取率表现为最大值ꎬ之后随着

进一步稀释ꎬ黑枸杞多糖的提取率反而下降了(图
３)ꎬ其原因可能是如此稀的环境中大分子间相互作

用力阻碍了黑枸杞多糖的溶出ꎮ 因此ꎬ本研究选用

料液比 １ ∶３０、１ ∶３５、１ ∶４０(ｇ ∶ｍＬ)进行响应面试验ꎮ

图 ３　 料液比对多糖提取率的影响　
２.２.２ 加酶量对黑枸杞多糖提取率的影响

在 １００ ｇ 黑枸杞样品的基础上ꎬ当加酶量从０ ｇ
增至 ０.０２ ｇ 时ꎬ黑枸杞多糖提取率呈现上升的趋势ꎬ
加酶量为 ０.０２ ｇ 时ꎬ黑枸杞多糖的提取率出现最大

值ꎬ其原因可能是随着溶液中酶浓度的提高ꎬ酶与

底物充分反应ꎬ大量黑枸杞多糖被溶解出来ꎮ 当加
酶量从 ０.０２ ｇ 增至 ０.０４ ｇ 时ꎬ黑枸杞多糖提取率逐

渐降低(图 ４)ꎬ这可能是因为多糖发生降解的缘

故[１９]ꎮ 因此ꎬ本研究选用加酶量 ０.０１、０.０２、０.０３ ｇ
进行响应面试验ꎮ

图 ４　 加酶量对多糖提取率的影响
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２.２.３ 酶解温度对黑枸杞多糖提取率的影响

酶解温度从 ２０ ℃增至 ３０ ℃时ꎬ黑枸杞多糖提

取率呈现一种上升的趋势ꎬ当酶解温度达到 ３０ ℃
时ꎬ黑枸杞多糖提取率出现最大值ꎬ之后ꎬ随着酶解

温度的上升ꎬ黑枸杞多糖的提取率反而减小(图 ５)ꎮ
这是因为当酶解温度较低时ꎬ随着酶解温度的增

加ꎬ酶的活性增强导致黑枸杞多糖大量溶出ꎮ 当酶

解温度增加到一定值时ꎬ破坏了果胶酶的生物活

性ꎬ黑枸杞多糖提取率减小[１９]ꎮ 因此ꎬ本研究选用

酶解温度 ３０ ℃进行响应面试验ꎮ

图 ５　 酶解温度对多糖提取率的影响

２.２.４ 酶解时间对黑枸杞多糖提取率的影响

酶解时间由 ３０ ｍｉｎ 增至 ６０ ｍｉｎꎬ黑枸杞多糖提

取率呈现上升的趋势ꎬ在 ６０ ｍｉｎ 时出现提取率的最

大值ꎻ而酶解时间继续增加ꎬ黑枸杞多糖提取率降

低(图 ６)ꎮ 因为酶解前期随着酶解时间的提高ꎬ底
物与酶接触充分ꎬ促进了黑枸杞多糖溶出ꎬ从而提

取率上升ꎻ但酶解时间继续增加ꎬ底物与酶接触达

到饱和ꎬ反而会造成多糖的溶解[１９]ꎮ 因此ꎬ本研究

选用酶解时间 ４５、６０、７５ ｍｉｎ 进行响应面试验ꎮ

图 ６　 酶解时间对多糖提取率的影响

２.３ 响应面法优化工艺参数

２.３.１ 响应面设计方案

结合单因素试验ꎬ选取料液比(Ａ)、加酶量(Ｂ)
和酶解时间(Ｃ) ３ 个因素为自变量ꎬ响应值选用黑

枸杞多糖提取率(Ｙ)ꎬ通过软件实行响应面设计ꎬ共
包括 １７ 组ꎮ 响应面设计方案及响应值结果如表 ３
所示ꎮ

表 ３　 响应面设计方案及响应值结果

试验号
Ａ

(ｇ ∶ｍＬ) Ｂ / ｇ Ｃ / ｍｉｎ Ｙ / ％

１ １ ∶４０ ０.０１ ６０ ２３.６５
２ １ ∶３０ ０.０２ ４５ １３.２０
３ １ ∶３５ ０.０１ ４５ １４.３０
４ １ ∶３５ ０.０２ ６０ ２６.５５
５ １ ∶３５ ０.０１ ７５ １１.２５
６ １ ∶３５ ０.０２ ６０ ２７.８５
７ １ ∶３５ ０.０２ ６０ ２５.４０
８ １ ∶３５ ０.０２ ６０ ２９.０５
９ １ ∶３５ ０.０２ ６０ ２６.９０

１０ １ ∶４０ ０.０２ ４５ ２２.３５
１１ １ ∶３０ ０.０２ ７５ １３.２０
１２ １ ∶３０ ０.０１ ６０ １８.２５
１３ １ ∶３５ ０.０３ ７５ １１.０５
１４ １ ∶３０ ０.０３ ６０ １９.２５
１５ １ ∶４０ ０.０３ ６０ １９.４０
１６ １ ∶３５ ０.０３ ４５ １９.３８
１７ １ ∶４０ ０.０２ ６０ １４.３５

　 　 为了考察黑枸杞多糖的提取因素和交互作用
对提取工艺产生的影响ꎬ多元回归拟合采用表 ３ 中
的数据进行ꎬ由此可以获得黑枸杞多糖提取率(Ｙ)
对料液比(Ａ)、加酶量(Ｂ)、酶解时间(Ｃ)的二次多
项式回归方程:
Ｙ＝ ２６.４６－０.２６Ａ＋０.２Ｂ－３.７９Ｃ－１.３１ＡＢ－４.７４ＡＣ－

１.３２ＢＣ－４.９４Ａ２－２.２５Ｂ２－９.３５Ｃ２ꎮ
２.３.２ 回归模型的建立及方差分析

表 ４　 回归模型的方差分析

方差来源平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

模型 ５０５.６７ ９ ５６.１９ ４.２３０ ０.０３５ ３ ∗
Ａ 　 ０.４４ １ 　 ０.４４ ０.０３３ ０.８６１ ０
Ｂ 　 ０.３３ １ 　 ０.３３ ０.０２５ ０.８７８ ９
Ｃ ８０.９９ １ ８０.９９ ６.０９０ ０.０４２ ９ ∗
ＡＢ 　 ６.８９ １ 　 ６.８９ ０.５２０ ０.４９４ ９
ＡＣ ４８.８１ １ ４８.８１ ３.６７０ ０.０９６ ９ ∗
ＢＣ 　 ６.９７ １ 　 ６.９７ ０.５２０ ０.４９２ ５
Ａ２ ９４.８３ １ ９４.８３ ７.１３０ ０.０３２ ０ ∗
Ｂ２ １９.０４ １ １９.０４ １.４３０ ０.２７０ ４
Ｃ２ ２９１.７１ １ ２９１.７１ ２１.９５０ ０.００２ ２ ∗∗

误差 ９３.０５ ７ １３.２９
失拟性 ８５.４６ ３ ２８.４９ １５.０２ ０.０１２ １ ∗
纯误差 　 ７.５９ ４ 　 １.９０
合计 ５９８.７１ １６

注:“∗”表示差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ“∗∗”表示差
异极有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ

通过方差分析及相关系数可以检测模型可靠
性ꎬ本试验采用 Ｆ 检验方法对模型的显著性进行分

９１



西昌学院学报(自然科学版) 第 ３５ 卷

析ꎬＰ 值越小表明对应因素的显著水平越高ꎮ 从表

４ 得出ꎬ整体模型 Ｐ 为 ０.０３５ ３ꎬＰ 值小于 ０.０５ꎬ可知

该二次方程模型显著ꎬ用来预测黑枸杞多糖提取

率ꎬ优化提取工艺条件是可行的ꎮ 酶解时间较显

著ꎬ料液比和加酶量不显著ꎮ 按照对提取率的影响

程度进行排序:酶解时间(Ｃ) >料液比(Ａ) >加酶量

(Ｂ)ꎮ
２.３.３ 响应面的曲面分析

通过对影响黑枸杞多糖提取率各因素之间的

交互作用进行分析ꎬ获得响应面分析图和等高线分

析图ꎮ 响应面分析图中ꎬ坡度越大相应因素对多糖

提取率影响程度也越强ꎬ等高线表现为椭圆形代表

两因素之间交互作用显著ꎬ呈现圆形说明交互作用

不显著[２０]ꎮ 通过响应面曲线图可以清晰看出提取

率被各因素之间交互作用的程度ꎬ可以获得提取工

艺的最优条件ꎮ
图 ７ 是加酶量和料液比在酶解时间取 ６０ ｍｉｎ

时的交互作用响应面分析ꎮ 当加酶量不变时ꎬ随着

料液比逐渐增加ꎬ黑枸杞多糖的提取率会呈现先升

高后减小的趋势ꎬ当料液比不变时ꎬ黑枸杞多糖提

取率会随着加酶量的增大呈现先上升后减小ꎮ 在

料液比为 １ ∶３５(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ加酶量为 ０.０２ ｇ 时ꎬ黑枸杞

多糖提取率达到最高ꎮ 从等高线图(图 ７ｂ)可以看

出图形偏圆形ꎬ表明料液比和加酶量交互作用不显

著ꎮ 从响应面图(图 ７ａ)可以看出ꎬ响应面曲线坡度

不明显ꎬ说明料液比和加酶量对多糖提取率影响

较小ꎮ

ａ.响应面图 ｂ.等高线图

图 ７　 料液比和加酶量对多糖提取率的交互影响分析

图 ８ 是当加酶量为 ０.０２ ｇ 时ꎬ料液比和酶解时

间的交互作用响应面分析图ꎮ 当酶解时间不变时ꎬ
随着料液比的增加黑枸杞多糖的提取率先升高后

减小ꎬ当料液比不变时ꎬ黑枸杞多糖提取率随着酶

解时间的增大呈现先升高后减小ꎮ 黑枸杞多糖提

取率在料液比为 １ ∶３５(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ酶解时间为 ６０ ｍｉｎ
时为最大值ꎮ 由等高线图(图 ８ｂ)可以看出加酶量

和酶解时间交互作用显著ꎮ 从响应面图(图 ８ａ)可
以看出ꎬ酶解时间比料液比对多糖提取率影响较大ꎮ

ａ.响应面图 ｂ.等高线图

图 ８　 料液比和酶解时间对多糖提取率的交互影响分析

图 ９ 是当料液比取 １ ∶３５( ｇ ∶ｍＬ)时ꎬ加酶量和

酶解时间的交互作用响应面分析图ꎮ 当加酶量不

变时ꎬ随着酶解时间的增加黑枸杞多糖的提取率先

升高后减小ꎬ当酶解时间不变时ꎬ随着加酶量的增

大黑枸杞多糖提取率呈现先升高后减小ꎮ 在加酶

量为 ０.０２ ｇꎬ酶解时间为 ６０ ｍｉｎ 时ꎬ黑枸杞多糖提取

率达到最高ꎮ 加酶量和酶解时间交互作用从等高

线图(图 ９ｂ)表现为显著ꎮ 从响应面图(图 ９ａ)可以

看出ꎬ酶解时间比加酶量对多糖提取率影响较大ꎮ

ａ.响应面图 ｂ.等高线图

图 ９　 加酶量和酶解时间对多糖提取率的交互影响分析
　
２.３.４ 确定最优值和回归模型的验证

在酶解温度 ３０ ℃条件下ꎬ结合回归模型数学分

析ꎬ得到酶辅助提取黑枸杞多糖的提取工艺的最优

条件为料液比 １ ∶３５.３６(ｇ ∶ｍＬ)、加酶量 ０.０２０ ９ ｇ、酶
解时间 ５６.５８ ｍｉｎꎬ黑枸杞多糖提取率的预测值为

２６.９０％ꎮ
结合现实条件ꎬ将最优提取工艺条件修正为料

液比 １ ∶３５(ｇ ∶ｍＬ)、加酶量 ０.０２ ｇ、酶解时间 ６０ ｍｉｎꎬ
在此条件下进行 ３ 次平行试验ꎬ测得黑枸杞多糖提

取率为 ２６.６０％ꎬ与模型理论预测值 ２６.９０％相对误

差为 １.１２％ꎮ 因此ꎬ响应面分析方法优化得到的最

优工艺条件与实际拟合较好证明该模型的可行性ꎮ
２.４ 黑枸杞多糖的抗氧化活性

２.４.１ 对 ＤＰＰＨ 自由基清除能力

枸杞多糖对 ＤＰＰＨ 自由基表现出较强的清除

能力ꎬ且清除率随多糖质量浓度的增大而增大ꎬ但
都小于 ＶＣ 的清除能力(图 １０)ꎮ

０２



第 １ 期 梅　 丽ꎬ舒　 远ꎬ傅小红ꎬ等:海西黑枸杞多糖酶法提取工艺研究及其体外抗氧化性分析

图 １０　 黑枸杞多糖对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率　
２.４.２ 对超氧阴离子自由基清除能力

由图 １１ 可看出ꎬ枸杞多糖对超氧阴离子自由基

具有良好的清除能力ꎬ且表现出较好的剂量依赖关

系ꎬ对超氧阴离子自由基的清除率随多糖质量浓度

的增大而增大ꎮ 当多糖质量浓度达到 ５ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ
枸杞多糖对超氧阴离子自由基的清除率达到

６３.２１％ꎮ

图 １１　 黑枸杞多糖对超氧阴离子自由基清除率　
２.４.３ 对羟自由基清除能力

由图 １２ 可看出ꎬ枸杞多糖对羟自由基具有一定

的清除能力ꎮ

图 １２　 黑枸杞多糖对羟自由基清除率　
２.４.４ 还原能力

还原能力与吸光度呈正相关ꎬ吸光度越大说明

还原能力越强ꎮ 由图 １３ 可看出ꎬ枸杞多糖具有一定

的还原能力ꎬ且还原能力随质量浓度的增大而增

大ꎬ当多糖质量浓度达到 ５ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ枸杞多糖的

吸光度为 ０.９５ꎮ
２.４.５ 对金属离子的螯合能力

由图 １４ 可看出ꎬ枸杞多糖对金属离子的螯合能

力较低ꎮ 在 １~５ ｍｇ / ｍＬ 的质量浓度范围内ꎬ枸杞多

糖对金属离子的螯合能力处于较低水平且趋于

平缓ꎮ

图 １３　 黑枸杞多糖的还原能力

图 １４　 黑枸杞多糖对金属离子的螯合能力　

３ 结论

果胶酶辅助提取青海海西黑枸杞多糖的最佳

提取条件为:料液比 １ ∶３５(ｇ ∶ｍＬ)、加酶量 ０.０２ ｇ、酶
解时间 ６０ ｍｉｎ、酶解温度 ３０ ℃ꎬ提取率为 ２６.６％ꎮ
海西黑枸杞多糖对 ＤＰＰＨ 自由基和超氧阴离子自

由基具有较强的清除作用ꎻ对羟自由基具有一定的

清除作用ꎻ具有一定的还原能力和金属离子螯合能

力ꎮ 因此ꎬ果胶酶辅助提取海西黑枸杞多糖的工艺

高效、简单ꎬ且提取得到的多糖具有较好的体外抗

氧化活性ꎮ 本试验的研究结果为今后黑枸杞多糖

相关产品的开发利用提供了一定的参考和依据ꎮ
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