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要!研究桑白皮多糖提取工艺并评价其抗氧化活性!以期为其开发应用提供参考依据和理

论支撑%采用超声辅助提取桑白皮多糖!设计正交试验对提取条件进行优化!用硫酸苯酚法测定总

糖含量!

!

!

?A

二硝基水杨酸"

H'E

$比色法测定还原糖含量!两者之差表示多糖含量%采用
*

!

*A

二苯

基
A(A

三硝基苯肼"

HTTY

$比色法&羟基自由基"+

dY

$清除法&超氧阴离子"+

d

A

(

$清除法研究其抗

氧化活性%桑白皮多糖的最佳提取条件为料液比
*

m

()

!超声时间
!)M6/

!提取温度
?)i

!提取

(

次%桑白皮多糖对
HTTY

和+

dY

清除作用与质量浓度剂量相关!以维生素
2

"

#O

$作为阳性对

照!结果显示桑白皮多糖对
HTTY

自由基和+

dY

具有一定的抗氧化活性%发现桑白皮多糖对邻

苯三酚自氧化产生的超氧阴离子促
%-M6/$%

发光体系具有增敏作用%进一步研究发现该增敏作用

与多糖质量浓度成线性相关%桑白皮多糖具有一定抗氧化性但不及
#O

!桑白皮多糖对邻苯三酚自

氧化体系的增敏作用具有特异性!该发现具有潜在应用价值%

关键词!多糖#提取工艺#抗氧化活性#增敏
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桑白皮是桑科桑属植物桑干燥的根皮&药典记载它有清肺平喘*利尿消肿作用&主治肺热喘咳*水肿*腹

胀和小便不利'此外文献报道其有降血压*降血脂*降糖(

+A?

)

*镇痛(

C

)

*抗菌*抗炎(

>AK

)

*抗癌及抗
Ya#

的作用'

近来也有学者开始研究其抗氧化活性(

*)A**

)

&发现其对心脑血管有保护作用&对受损细胞亦有修复功效(

*(

)

'

其药理作用与桑白皮主要活性成分多糖等含量相关'目前对桑白皮多糖的研究甚少&因而开展桑白皮多糖

的提取*分析*药理作用及资源的开发等方面的研究对揭示桑白皮疗效与其活性成分之间关系有重要的意

义'首先&与传统煎煮提取工艺相比较&本试验采用超声辅助微热提取多糖&不仅增加多糖提取率减少提取

周期&而且最大程度保持样品不失真%其次&采用正交试验设计对桑白皮多糖的提取工艺进行优化&从全面试

验中科学选出有代表性的均匀分散的点进行试验&不仅减少工作量节省工作时间而且更准确*高效*快速*经

济和科学%再者&实验测定了桑白皮多糖的抗氧化活性&寄望为桑白皮多糖开发利用提供理论依据&为功能食

品或药品的开发研制提供一定参考'
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!

材料与试剂

9;9

!

仪器与试剂

â P̂AL

型流动注射化学发光分析仪#西安瑞迈分析仪器有限公司$&

aQD R̂LB

旋转蒸发仪
J#*)

数显

型#德国
aQD

$&

QZA*))

型超声清洗器#昆山市超声仪器有限公司$&

FX2A*CG

高速台式离心机#上海安亭科

学仪器厂$&

HLRFD!()

V

Y

计#梅特勒 托利多仪器有限公司$'

HaE2#Aaaa

型艾柯超纯水机#成都唐氏康宁

科技发展有限公司$以及常规实验仪器'

R-M6/$%!A

氨基邻苯二甲酰肼#

E6

4

M0

公司产品纯度
0

K>b

$&桑白皮购买于重庆市某药店&实验所用试

剂均为分析纯&所用水均为去离子水'

9;:

!

溶液配制

*&(&*

!

苯酚溶液的制备

称取苯酚
())

4

&加铝片
)&(

4

和碳酸氢钠
)&*

4

&常压蒸馏&收集
*>( i

馏分&称取该馏分
?)

4

&置于

*))MR

量瓶中&加水微热溶解并稀释至刻度&摇匀后至棕色瓶中&即为
?)b

苯酚储备液&

+i

冷藏备用'精

密量取
*)MR?)b

苯酚液&置
*))MR

量瓶中&加水定容&即得
?b

苯酚液&现配现用'

*&(&(

!

H'E

试剂的制备

称取
!

&

?A

二硝基水杨酸#

H'E

$

!&*?

4

&溶于
*!*MR

浓度为
(&)M$%

"

R

的氢氧化钠溶液中&将此溶液加入

到
(?)MR

含有
K(&?

4

酒石酸钾钠的热水溶液#水温小于
+?i

$中&再加入
(&?

4

重蒸苯酚和
(&?

4

亚硫酸

钠&搅拌溶解&冷却后定容至
?))MR

&贮存于棕色瓶中&放置一周后使用'

9;:;<

!

葡萄糖溶液的配制

准确称取
)&*

4

于
*)?i

烘干至恒重的葡萄糖标准品&置
*))MR

量瓶中&加水溶解并定容&即得质量浓

度为
*M

4

"

MR

的标准品贮存液'使用前精密量取
*) MR

置
*)) MR

量瓶中&加水定容&摇匀&即得

)&*M

4

"

MR

标准品使用液'

:

!

实验方法

:;9

!

桑白皮多糖的提取工艺优化方法

采用
R

K

#

!

+

$正交试验设计(

*!

)对桑白皮多糖的提取工艺进行考察'将干燥的桑白皮粉碎过
>)

目筛&称

取
*&))

4

&加一定量水经超声提取&抽滤后收集滤液&减压蒸馏浓缩至粘稠状&冷却加
()

倍体积无水乙醇对多

糖进行醇沉&微热使沉淀成长&冷却后于冰箱放置隔夜过滤'沉淀用无水乙醇洗涤多次&在
!)i

下干燥至恒

重'以提取百分率为评价指标&寻找最佳提取工艺'并对最佳工艺进行实验验证'在此条件下对
())

4

桑白

皮进行提取&对得到产品进行重结晶除杂后用于后续实验'

?"
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桑白皮多糖百分含量测定方法

采用苯酚 硫酸法(

*+

)测定总糖含量&分别精密吸取
)&*M

4

"

MR

葡萄糖标准溶液
)

#空白对照$&

)&(

&

)&+

&

)&C

&

)&>

&

*&)MR

&置于
*)MR

具塞试管中&加蒸馏水至
*MR

&分别加入
*&)MR?b

的苯酚溶液&混匀&缓慢加

入
!&)MR

浓硫酸&摇匀&静置
?M6/

&置沸水浴中加热
*?M6/

后取出&冷却&以相应溶剂为空白&以对照组为背

景&于
+K)/M

处测定吸光度值'

H'E

法(

*?

)测定其中还原糖的含量&分别精密吸取
)&*M

4

"

MR

标准品溶液
)

#空白对照$&

)&(

&

)&+

&

)&C

&

)&>

&

*&)MR

&置
*)MR

具塞试管中&加水至
(MR

&加
*&?MRH'E

试剂&混匀&置沸水浴中加热
*?M6/

后取

出&以相应溶剂为空白&对照组为背景&于
?+)/M

处测定吸光度值&分别以葡萄糖的含量为横坐标&吸光度为

纵坐标&绘制标准曲线&求得总糖和还原糖含量'多糖含量记为总糖减去还原糖'

:;<

!

桑白皮多糖抗氧化活性测定方法

(&!&*

!

清除
HTTY

+自由基活性测定

取一系列多糖样品溶液或
#O

溶液于
*)MR

具塞刻度试管中&加水至
!MR

&后加
*MR*

&

*A

二苯基
A(A

三

硝基苯肼#

HTTY

$标准使用液&迅速盖上混匀&于暗处避光放置
!)M6/

后在
?*"/M

测定吸光度'以水代替

样品溶液*

?)b

乙醇代替
HTTY

作空白对照和背景对照&

HTTY

自由基清除率由如下公式计算!

HTTY

-

清除率
b

_

*))b

S

(

?

*

=

#

?

(

=

?

!

$)"

?

*

&

式中!

?

*

为以无水乙醇代替样品溶液及蒸馏水的吸光值%

?

(

为样品溶液的吸光值%

?

!

为以无水乙醇代替

HTTY

的吸光值'将清除率同质量浓度作非线性拟合得到拟合方程&计算
a2

?)

值&以此表示抗氧化能力大小'

(&!&(

!

清除+

dY

自由基活性测定

采用
%-M6/$%

从六通阀引入的抑制化学发光法&首先
Y

(

d

(

与
9̂

(e反应产生-

dY

在碱性条件下氧化

%-M6/$%

发光&当加入多糖溶液或
#O

时&由于对-

dY

的清除从而使发光减弱'减弱程度依赖于抗氧化剂加

入量'将抗氧化剂对-

dY

的清除率对其浓度做曲线拟合&得到拟合方程&求出半数清除浓度
a2

?)

值'

参数!负高压
">)#

&增益
(

&主副泵转速
!).

"

M6/

&进样时间
<_*:

&

)&))+MM$%

"

R%-M6/$%

&

)&)Kb

Y

(

d

(

&

)&)*MM$%

"

R 9̂

(e

'

(&!&!

!

清除+

d

`

(

自由基活性测定

同样采用抑制化学发光法&邻苯三酚在碱性条件下自氧化产生-

d

`

(

氧化
%-M6/$%

发光&当加入多糖溶液或

#O

时&由于对-

d

`

(

的清除从而使发光减弱'减弱程度依赖于加入抗氧化剂量'计算方法与-

dY

相同'

参数!负高压
">)#

&增益
+

&主副泵转速
!).

"

M6/

&进样时间
<_(:

&

%-M6/$%)&)+MM$%

"

R

&

TY

为
*)&(?

碳酸盐缓冲溶液
)&*M$%

"

R

&邻苯三酚
)&)+MM$%

"

R

'

<

!

结果与讨论

<;9

!

提取方法的选择

多糖常有的提取方法有
+

种!水热浸提法*超声辅助提取法*微波辅助提取法和酶辅助提取法'第
*

种

方法为最原始的提取方法&也是家庭煎煮最常用方法&缺点是提取时间长&且提取效率不高'后
!

种方法是

在前者基础上增加辅助手段以达到快速*高效的目的'王芳(

*?

)等比较了
+

种方法得到多糖提取率依次为酶

辅助法
,

超声辅助法
,

微波辅助法
,

水浸提法'酶法提取效率虽然高&但需要价格昂贵的生物酶&因此&

综合考虑成本*工作效率及提取率三方面因素&笔者选择超声辅助提取法作为桑白皮多糖提取方法&此外超

声辅助微热提取能更大限度地保持样品不失真'

<;:

!

正交实验因素和水平的选择

影响多糖提取效率的因素有提取温度*提取时间*提取次数*溶剂用量*辅助手段及颗粒度大小等'本实

验选用超声辅助手段&因此主要涉及超声提取温度*提取时间*提取次数和溶剂用量'多糖的溶解度与温度

具有密切关系&随着温度升高溶解度迅速增大&然而植物根皮中淀粉在温度达到
?!i

时开始糊化&因此本实

验选择了
!)i

*

+)i

*

?)i!

个水平进行考察'通常提取时间越长提取率越高&但时间的延长必然伴随工

作效率的降低&同时也增加杂质含量'参考文献并结合实际&超声时间选择了
!)

*

+?

*

C)M6/!

个水平'提取

次数一般大于
*

次&不超过
?

次&因此选择
(

*

!

*

+

次
!

个水平'加水量少造成浸提不充分&但水量过度的加

大又会给后续工作比如浓缩干燥增加负担&在预实验基础上选择
()

*

!)

*

+)

倍加水量进行考察'除此以外实

C"
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验时还必须注意原料颗粒大小对提取效率和实际操作的影响'一般情况下颗粒越小提取越充分&但是颗粒

太小加热时容易出现溶胀现象&反而造成浸提不充分*抽滤困难&从而增加后续工作量&降低工作效率'实际

生产中通常不会对颗粒大小进行严格控制&本实验也没有特意考察颗粒大小&操作时只需根据实际需求适当

处理得到合适颗粒度即可'

<;<

!

数据分析与结果验证

按照正交试验设计的
K

个实验组进行实验&每组平行做
!

个&以提取率的平均值为考察指标&结果见表
*

'

表
9

!

H

F

#

<

=

$正交试验设计表

实验组
D

加水倍数

G

超声时间"
M6/

2

提取温度"
i

H

提取次数
提取率"

b

* *

#

()

$

*

#

!)

$

*

#

!)

$

*

#

(

$

?&?)

( * (

#

+?

$

(

#

+)

$

(

#

!

$

?&+C

! * !

#

C)

$

!

#

?)

$

!

#

+

$

C&+)

+ (

#

!)

$

* ( ! ?&?C

? ( ( ! * C&)"

C ( ! * ( +&>"

" !

#

+)

$

* ! ( ?&>+

> ! ( * ! +&?*

K ! ! ( * ?&(K

#

D#X

A* *"4!C *C4K) *+4>> *C4>C

A( *C4?) *C4)+ *C4!* *C4*"

A! *?4C+ *C4?C *>4!* *C4+"

F* ?4"K ?4C! +4KC ?4C(

F( ?4?) ?4!? ?4++ ?4!K

F! ?4(* ?4?( C4*) ?4+K

% )&?" )&(K *&*+ )&(!

由表
*

直观分析结果显示优选方案为
D*G*2!H*

&即提取条件为加水倍数
()

倍*超声时间
!)M6/

*提取

温度
?)i

*提取次数
(

次时桑白皮多糖提取效果最好'由极差值可以看出&各因素对桑白皮提取影响程度

不同&其中温度对多糖提取率影响较大&而加水倍数*超声时间和提取次数的影响相对较小'为了了解这种

影响是否显著&对数据的波动进行了方差分析如表
(

所示'

表
:

!

正交试验方差分析结果

因
!

素 离差平方和 均方差
3 3

临界值 显著性

加水倍数
)&+K! )&(+" C&*C!

超声时间
)&*(? )&)C! *&?C!

温度
*&K"K )&KK) (+&"!>

提取次数
)&)>) )&)+) *&)))

误差
)&)>)

*K&)))

2

!!!!

说明!

3

)4*

#

(

&

(

$

_K4))

%

3

)4)?

#

(

&

(

$

_*K4))

&

2

表示差异显著#

!

&

)4)?

$'

""
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表
(

显示温度因素的
3

值大于临界值&因此在选择温度水平时需略加注意&而加水倍数*超声时间*提取

次数对提取率不构成显著性影响'实际操作中可综合工作量进行合理选择'

因理论优选方案未在实验组中出现&故对其进行放大实验验证'具体为!在拟定最优条件下&提取样品

())

4

得到多糖
*(&?K

4

&提取率
C&!)b

&将此结果与实验组
!

进行对比&不难看出在提取时间减少一半&提取

次数减少
(

次的情况下&提取率仅减少
)&*b

&此结果是令人满意的'与传统水煎煮提取法(

*C

)相比&采用超

声辅助手段将多糖提取率平均提高了
(&C

个百分点'

<;=

!

多糖的含量测定

多糖在浓硫酸作用下&脱水生成的糠醛或羟甲基糠醛能与苯酚缩合成一种橙红色化合物&在
+K)/M

波

长下有最大吸收峰&将吸光度对浓度拟合得到关系式!

M

_"&C*!!D )̀&*+*C

&

%

(

_)&K>*"

计算得样品真实

质量浓度
)&)C!M

4

"

MR

&则多糖提取物百分含量为
C!b

'

还原糖在碱性条件下与
!

&

?A

二硝基水杨酸共热&将其还原为棕红色的
!A

氨基
A?A

硝基水杨酸&在
?+)/M

波长有紫外吸收&还原糖本身则被氧化成糖酸'将吸光度对浓度作线性拟合得
M

_*4?*De)&)!*C

&

%

(

_

)&KK+K

&计算还原糖含量为
("b

'

则多糖纯度为!

C!b`("b_!Cb

&该测定方法结果高于梁静等(

*"

)先除掉还原糖后测定的多糖纯度

!+&>"b

'因为每一次提纯过程中必定伴随目标样品的损失'

<;>

!

桑白皮多糖的自由基清除能力测定

!&?&*

!

清除+

HTTY

能力测定和+

dY

能力测定

桑白皮多糖多两种自由基清除结果如表
!

所示&具体情况如图
*

和图
(

所示'

表
<

!

多糖清除
KLLN

和(

PN

测定结果

方
!

法 项目 拟合方程
%

(

a2

?)

#

5

4

-

MR

`*

$

HTTY

-

dY

多糖
M

_*>C4C(D

!

+̀(+4+!D

(

e("*4*KDe!4+)++

)&K"? (")

#O

M

_*+4K>>De)4C??C )&KKK !&(K

多糖
M

_)4)*)*D

!

)̀4??C>D

(

e*)4K*CD *̀4?+>+

)&KK> C&">

#O

M

_)4)?"*D

!

(̀4)++KD

(

e(+4+!D )̀4>?C* )&KK+ (&>C

!!

图
9

!

多糖清除
KLLN

测定 图
:

!

多糖清除(

PN

测定
!!

由表
!

显示采用
HTTY

法测得多糖
a2

?)

值较大&为
)&("M

4

"

MR

&图
!

曲线后来下降的原因可能是多糖

与
HTTY

的反应生成联胺化合物在
?*"/M

也有吸收&且随质量浓度增加而增大&加之受多糖自身在醇溶液

中溶解度的限制&导致测定结果偏小'与之对照
#O

的
a2

?)

值为
!&(K

5

4

"

MR

&多糖的
HTTY

清除能力较

小'-

dY

法测得多糖
a2

?)

值为
C&">

5

4

"

MR

&

#

O

的
a2

?)

值为
(&>C

5

4

"

MR

&数据显示多糖对-

dY

表现出显

>"
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著的清除作用'

!&?&(

!

清除+

d

`

(

能力测定

清除-

d

`

(

实验测定中发现特殊情况&化学发光强度不但没有减弱反而增强&并且增强程度与多糖加入

量有关&在一定浓度范围内&化学发光增强随多糖浓度增大而增大'对此现象的原因进行两个假设猜想!

*

$

多糖在该体系中自己产生-

d

`

(

氧化
%-M6/$%

产生化学发光%

(

$多糖对邻苯三酚体系产生的超氧阴离子不仅

没有清除作用&反而促进其产生-

d

`

(

'

为了验证猜想设计两组实验'

第
*

组实验方法!去掉邻苯三酚&让多糖直接与缓冲液和
%-M6/$%

混合以是否产生化学发光作为结果判

定&以水作为对照&如图
!

所示'

图
<

!

多糖验证实验流路设计

图
=

!

多糖促发光动力学曲线图

结果两组实验均未检测到化学发光&因此排除多糖产

生-

d

`

(

的猜想'所以多糖在这个体系中可能是促进邻苯三

酚的氧化&并且这种作用依赖于多糖的加入量'设计实验对

结果进行验证'

第
(

组实验!采用邻苯三酚 多糖
A%-M6/$%

混合模式&先

以水做空白混合一段时间后换成多糖溶液'发光动力学曲线

如图
+

所示&表明多糖对该体系具有增敏作用&配制不同质量

浓度的多糖测定其对发光强度的增加百分率&将发光强度增

加百分率对多糖浓度进行相关性拟合得到关系式
M

_

(?4!?!De**4"!

&

%

(

_)&K>)+

&结果表明促进作用对多糖剂量

依赖&且线性相关'

=

!

结
!

论

笔者以提取率为指标采用正交试验设计优化实验方案对桑白皮多糖提取工艺进行研究&得到最佳提取

条件为!加水倍数
()

倍*超声时间
!)M6/

*提取温度
?)i

*提取次数
(

次'与单因素试验相比&只需用较少

试验次数即可获得最佳实验方案&省时又节约经费&还可通过方差分析比较各因素对结果影响程度大小&对

于影响不显著的&可根据实际需求合理选择'

自由基清除实验表明桑白皮多糖多糖具有一定的
HTTY

自由基清除作用和明显的-

dY

自由基清除作

用&具有一定的开发利用价值'桑白皮多糖对邻苯三酚 碳酸盐
A%-M6/$%

发光体系具有增敏作用&并且具有

剂量依赖性&该发现有望发展为多糖的含量测定提供新方法等&具有潜在应用价值'然而这种作用的机制目

前还有待进一步研究&因此展开对桑白皮多糖结构的研究对于揭示其独特功效机理以及后续研究都具有重

要意义'
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