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摘要# 目的!测定川牛膝(7-.$2&-*=-0)>多糖抗氧化活性% 并优化其微波提取工艺& 方法!微波提取多糖后进行微波
干燥% 硫酸(苯酚法测定其含有量% 评价该成分清除L??R’ E=6:’ TR-’-T&g自由基作用以及总还原能力& 在单因
素试验基础上% 以提取时间’ 提取温度’ 料液比为影响因素% 多糖提取率为评价指标% =5̂(=7XIa7I 响应面法优化提
取工艺& 结果!多糖对L??R’ E=6:’ TR-自由基的清除能力以及总还原能力均较强%但对-T&自由基无清除能力&
微波提取最佳条件为提取功率 ’%$ P% 料液比 # p#’% 提取温度 ’$ h% 提取时间 % .0I% 多糖提取率 ’$D’+!& 结论!
微波提取川牛膝多糖时% 可在提高其提取率的同时缩短提取时间% 节约能源% 并增强该成分抗氧化活性&
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!!川牛膝为苋科植物川牛膝 (7-.$2&- %’’)#)!-&)+
BQ/I的干燥根% 具有逐瘀通经’ 通利关节’ 利尿
通淋的作用)#* % 其含有的水溶性多糖是一种重要
活性物质% 目前相关研究主要集中在体内外免疫活
性’ 抗肿瘤’ 抗病毒’ 多糖分离纯化’ 提取工艺优
化等方面)&(,* & 研究表明% 多糖的抗氧化活性可能
是其防衰老’ 抗炎’ 降血脂’ 抗肿瘤等功效的药理
基础)%* % 如大枣多糖治疗慢性疲劳综合症和调节
机体免疫能力与其抗氧化能力有关)"* % 麦冬多糖
肝保护机制也可能与抗氧化通路有关)’* % 故对川
牛膝多糖抗氧化活性的研究有较高的价值&

常规方法提取多糖时% 存在成分损失大’ 周期
长’ 工序多’ 提取率低等缺点% 而微波提取选择性
好’ 时间短’ 操作简便’ 能耗低’ 提取率高% 故本
实验采用该方法提取川牛膝多糖% 然后测定该成分
清除L??R’ E=6:’ TR-’-T&g自由基作用以及

总还原能力以评价抗氧化活性% 再通过 =5̂(=7(
XIa7I响应面法优化提取工艺% 旨在为新型天然抗
氧化剂开发及川牛膝多糖应用提供理论依据及技术
参考&
EF材料’ 仪器和试剂

川牛膝 ", 年生# 于 &$#, 年 ## 月采自四川省
雅安市宝兴县川牛膝种植基地% 经四川农业大学吴
卫教授鉴定为正品& 将其除去芦头% 清水快速洗
净% 自然晾干后于 "$ h下烘至半干% 堆放回润后
再烘至全干% 粉碎% 过 %$ 目筛% 保存于干燥器中&
‘SC(, 微波化学反应器’ :R;(L "+# 循环水式
真空泵 "巩义市予华仪器有限责任公司 #(
E’",#&)$’ 真空冷冻干燥器 ##+ "捷克制造#(
C-&$$$E旋转蒸发仪 "上海亚荣生化仪器厂#(
:>*&$$R?6超声仪 "上海冠特超声仪器有限公
司#( B‘L控温电热套 "山东鄄城华鲁仪器公
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司#( -:b#&$(% 电子天平 "沈阳龙腾电子有限公
司#( :R;(*& 水浴恒温振荡器 "江苏金坛市金城
国胜实验仪器厂#( RR(% 数显恒温水浴锅 "国华
电器有限公司#( 6L@(%$=台式离心机 "上海安亭
科学仪器厂#& L??R’ E=6: 自由基’ &% %% ’(三
吡啶基三嗪 "6?6;#’ 水溶性维生素 - "6Z515̂#
"美国 :0J./公司#( <(谷胱甘肽 ">:R# "日本东
京化成工业株式会社#& 苯酚 "加入碳酸氢钠和铝
片重蒸馏% 收集 #*& h馏分#( 浓硫酸为优级纯(
葡萄糖等其他试剂均为分析纯&
GF方法
&D#!多糖提取与含有量测定!称取川牛膝干燥粉
末 &D$$$ J% 置于圆底烧瓶中% 加 #$ .@石油醚脱
脂 ’ X% 旋蒸浓缩后挥干% 加入 %$ .@蒸馏水% 微
波提取 "%*$ P’ #" .0I# 多糖% 离心% 过滤% 滤
液定容至 #$$ .@% 硫酸(苯酚法测定其含有量)+* &
以葡萄糖质量浓度为横坐标 " #̂% 吸光度为纵坐
标 "]# 进行回归% 得到标准曲线 ]9$D$#’ ,^g
$D$$" , "/9$D))) ,#% 在 #$D$$ d%$D$ !JF.@范
围内呈良好的线性关系&
&D&!多糖干燥!称取川牛膝干燥粉末 ,$D$$ J% 加
#"$ .@石油醚脱脂 ’ X% 旋蒸浓缩后挥干% 加入
’$$ .@蒸馏水% 按 .&D#/ 项下方法提取多糖% 加
纱布和脱脂棉抽滤% 滤液旋蒸浓缩至 #$$ .@左右%
:7V/J7法脱蛋白 " 次% )"!乙醇沉淀过夜% 沉淀用
)"!乙醇和丙酮反复洗涤多次% 真空冷冻干燥% 用
于抗氧化活性测定& 同法微波提取川牛膝多糖后进
行微波干燥 "%*$ P’ ’$ h% 约 #$ .0I#% % h下
保存备用&
&D,!L??R&清除能力测定!参照文献)**% 吸取
# .@.&D&/ 项下多糖溶液 "$’ $D"’ #D$’ #D"’
&D$’ &D"’ ,D$ .JF.@#% 加入 &D$ .@$D$$%!
L??R溶液% 摇匀% ,+ h下水浴避光反应 ,$ .0I%
"#’ I.波长处测定吸光度& 以维生素 S和维生素
-为对照% 计算清除率% 公式为清除率 9 )# g
"?Hg?Z# F?$* q#$$!% 其中?$为 & .@L??R溶
液与 # .@样品溶液的吸光度% ?H为 & .@L??R溶
液与 # .@样品溶液的吸光度% ?Z为 & .@和 # .@
样品溶液的吸光度&
&D%!TR&自由基清除能力测定!参照文献))*%
反应体系中含 *D* ..51F@R&T& # .@’ ) ..51F@
<7:T% # .@’ ) ..51F@水杨酸(乙醇溶液 # .@% 不
同质 量 浓 度 " $’ $D"’ #D$’ #D"’ &D$’ &D"’
,D$ .JF.@# 样品溶液各 # .@% 最后加 R&T& 启动

反应% ,+ h下反应 ,$ .0I% 以蒸馏水为对照% 在
"#$ I.波长下测定各质量浓度溶液吸光度& 以维生
素S和维生素-为对照% 计算清除率% 公式为清除
率9 )# g "?̂(?̂

$
# F?$* q#$$!% 其中 ?$为空

白对照溶液吸光度% ?̂为加入样品溶液后吸光度%
?̂$为不加显色剂R&T& 样品溶液本底吸光度&
&D"!总还原能力 "<CE?值# 测定!参照文献
)#$* 配制工作液% 移取不同质量浓度 "$’ $D"’
#D$’ #D"’ &D$’ &D"’ ,D$ .JF.@# 样品溶液各
# .@% 加入 & .@,+ h预热工作液% 摇匀% ,+ h
下反应 ,$ .0I% "), I.波长处测定吸光度% 以无
水乙醇代替样品加入 <CE?工作液作为空白& 以
<7:T% 溶液浓度为横坐标" #̂% 吸光度为纵坐标
"]# 进行回归% 得到标准曲线]9$D$$+^e$D#$* "
"=& 9$D))) "#% 在 &" d# ’$$ !.51F@范围内线性
关系良好& 求得相应<7:T% 溶液浓度后% 以多糖相
当于 #$$ !.51F@<7:T% 清除能力所需的含有量为
评价指标% 维生素S和维生素-为对照& <CE?值
越大% 抗氧化活性越强&
&D’!E=6:自由基清除能力测定!参照文献 )#$*
并 稍 作 调 整% 将 + ..51F@ E=6: 溶 液 与
&D%" ..51F@过硫酸钾溶液等体积混合% 室温下避
光放置 #’ X% 形成E=6:母液% 将其与无水乙醇按
照约 # p’$ 比例混合% 于 +,% I.波长下调节吸光
度为 $D+$$ i$D$&% 得到 E=6: 工作液% ,$ h下预
热备用& 移取样品溶液 "$’ $D#’ $D&’ $D%’ $D’’
$D*’ #D$ .JF.@# 各 # .@% 加入 & .@工作液% 混
匀% ,+ h下避光反应 ,$ .0I% 于 +,% I.波长处测
定吸光度% 蒸馏水调零& 以无水乙醇代替样品加入
E=6:工作液为空白% 维生素S和维生素-为对照%
计算清除率% 公式为清除率 9"# g?样品F?$ # q
#$$!% 其中?样品表示加入样品后吸光度% ?$表示
E=6:吸光度&
&D+!超氧阴离子自由基 "&T&g# 清除能力测定
!参照文献 )##*% 加入 $D# .51F@6Z0H(RS1"YR9
+D,# &D* .@’ ’$ ..51F@邻苯三酚 $D# .@’ 不同
质量浓度"$D"’ #D$’ &D$’ ,D$’ %D$’ "D$ .JF.@#
样品溶液各 $D# .@% 于 ,#) I.波长处测定吸光度
?#& 以 #$ ..51F@RS1为对照% 于 ,#) I.下测定
吸光度?$% 计算吸光度% 公式为清除率9)"2?$ g
2?## F2?$* q#$$! "2表示随着时间增加吸光度
变化的差值% 本实验取第 ,$ H和第 #*$ H的差值#&
&D*!单因素试验!选择微波功率 ",&$ d’%$ P#’
提取时间 "& d&$ .0I#’ 提取温度 "%$ d*$ h#’
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料液比 "# p" d# p&"# 作为影响因素进行试验%
按 .&D,/ 项下方法测定多糖含有量% 考察其对多
糖提取率的影响&
&D)!=5̂(=7XIa7I 响应面法!在单因素试验基础
上进行 =5̂(=7XIa7I 响应面设计% 以提取时间
"E#’ 提取温度 "=#’ 料液比 "S# 为影响因素
"由于受仪器自身条件影响% 在单因素试验中得到
的最佳微波功率是当时仪器最大使用功率% 微波功
率的峰型不是标准的 .馒头形/% 故不将其作为响
应面设计的影响因素#% 多糖提取率为评价指标
"f# 优化提取工艺% 因素水平见表1&

表 EF因素水平
804OEFI05+"’20*!3)()32

水平
因素

E提取时间F.0I =提取温度Fh S料液比
g# & "$ # p#$
$ % ’$ # p#"
# ’ +$ # p&$

HF结果
,D#!抗氧化活性!多糖对L??R’ E=6:’ -TR自
由 基 清 除 率 的 KS"$ 值 分 别 为 $D"’$’ $D##+’
&D’%% .JF.@% 并且当维生素S和维生素 -与其质
量浓度的数量级相同时% 可达到完全清除的效果&
多糖相当于 #$$ !.51F@<7:T% 清除能力所需的含
有量为 $D*#% .JF.@% 但其对超氧阴离子自由基没
有抗氧化能力% 反而显示出微弱的助氧化作用&
,D&!工艺优化
,D&D#!单因素试验!固定提取时间 #" .0I% 料液
比# p&$% 提取温度’$ h& 图#E显示% 多糖提取率
在 ’%$ P时最高% 为 ,)D##!% 故确定最佳提取功
率为 ’%$ P& 固定提取功率 ’%$ P% 料液比 # p&$%
提取温度 ’$ h( 图 #=显示% 多糖提取率呈先升
后降的趋势% 在 % .0I 时达到最高% 为 ")D,$!%
故确定最佳提取时间为 % .0I& 固定提取功率
’%$ P% 提取温度 ’$ h% 提取时间 % .0I( 图 #S显
示% 随着料液比增加% 多糖提取率先升后降% 在
# p#"时达到最高% 为 ’$D#,!% 故确定最佳料液比
为 # p#"( 图 #L显示% 随着提取温度升高% 多糖提
取率先升后降% 在 ’$ h时达到最高% 为 ")D)#!%
故确定最佳提取温度为 ’$ h&
,D&D&!=5̂(=7XIa7I响应面法!在单因素试验基础
上% 选择提取时间 "E#’ 提取温度 "=#’ 料液比
"S# 作为影响因素% 多糖提取率为评价指标"f#%结
果见表 && 再进行回归拟合% 得回归方程]9$D’# g

图 EF不同因素对多糖提取率的影响
I#QOEF;,,)5+2",!#,,)’)*+,05+"’2"*+P))\+’05+#"*’0+)

",&"3R2055P0’#!)2

$D$$# &)+?g$D$$’ ,*"Fe$D$#%(g$D$#’?Fe
$D$&$?(e$D$#)F(g$D$%%?& g$D$’#F& g$D$&)(&&

对回归模型进行方差分析% 结果见表 ,& 由表
可知% 回归项 Ej$D$$$ #% 表明模型有显著性意
义( 失拟项E9$D,** %# k$D$"% 表明模型拟合情
况良好( =& 为 $D)"% $% 表明响应值有 )"D%$!的
变化来源于所选变量& 同时% 模型中S’ E=’ ES’
=S’ E&’ =&’ S& 有极显著意义 "Ej$D$$$ ##% =
较显著 "Ej$D$"#% E不显著 "Ek$D$"#% 表明
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提取工艺与多糖提取率的影响并不是简单的线性关
系% 而是各影响因素之间存在相互作用&

表 GF响应面设计结果
804OGF9)2.3+2",’)2&"*2)2.’,05)!)2#Q*

试验号 提取时间"E#提取温度"=# 料液比"S# f提取率F!
# $ g# # "&D##
& $ $ $ ’$D"&
, # $ # "’D$’
% $ g# g# "&D,%
" $ $ $ ’$D"&
’ g# $ # "&D,)
+ g# g# $ %)D#&
* g# $ g# "%D#"
) $ $ $ ’$D"#
#$ g# # $ "#D#’
## $ # # "%D,*
#& # $ g# %)D)*
#, # g# $ "#D))
#% $ # g# %+D#’
#" $ $ $ ")D*%
#’ # # $ %+D+’
#+ $ $ $ ’#D&,

表 HF方差分析
804OHF6*03R2#2",(0’#0*5)

来源 离均差平方和 自由度 均方 B值 E值
模型 $D$,’ &, ) $D$$% $, #%’D"#, %’ j$D$$$ #
E $D$$$ $# # $D$$$ $# $D%*) +& $D"$’ ’,
= $D$$$ ,, # $D$$$ ,, ##D*’) *& $D$#$ +’
S $D$$# ’$ # $D$$# ’$ "*D#&’ +# $D$$$ #&
E= $D$$$ )* # $D$$$ )* ,"D+’) ## $D$$$ ""
ES $D$$# ", # $D$$# ", ""D*"* &+ $D$$$ #%
=S $D$$# ,* # $D$$# ,* "$D,+% $) $D$$$ #)

E& $D$$* &* # $D$$* &* ,$#D"&’ *$ j$D$$$ #

=& $D$#" "’ # $D$#" "’ "’’D""# "* j$D$$$ #

S& $D$$, ’" # $D$$, ’" #,&D)&" )+ $D$$$ $#

残差 $D$$$ #) + $D$$$ $, $ $

失拟项 $D$$$ #$ , $D$$$ $, #D,$" $, $D,** %#

纯误差 $D$$$ #$ % $D$$$ $& $ $

总值 $D$,’ %& #’ $ $ $

!!根据模型绘制响应面图% 结果见图 &% 可知各
因素影响多糖提取率的程度依次为料液比k提取温
度k提取时间& 由此得到% 最佳微波提取工艺为提
取温度 ’$ h% 提取时间 % .0I% 料液比 # p#’% 多
糖提取率 ’$D+$!&
,D,!验证试验!按照优化工艺进行验证试验% 平
行 , 次% 测得多糖平均提取率为 ’$D’+!% 与理论
值 "’$D+$!# 接近% 表明该方法稳定可靠% 预测
性良好&
VF讨论
%D#!提取方法筛选!本实验分别采用超声提取’

图 GF响应面图
I#QOGF9)2&"*2)2.’,05)Q’0&P2

热水浸提’ 微波提取法提取川牛膝多糖% 发现各方
法对多糖含有量的影响程度依次为微波提取k超声
提取k热水浸提& 真空冷冻干燥后% 多糖对 L??R
自由基的清除能力在 ,D$ .JF.@时达到最大% 各
方法对其的影响程度依次为微波提取k热水浸提k
超声提取& 陈聪等)#&*报道% 微波提取裂褶菌多糖
的效果优于热水提取和超声提取% 而且所用时间最
短% 与本实验结果一致& 因此% 选择微波提取法提
取多糖&
%D&!干燥方法筛选!本实验分别采用微波干燥’
水浴挥干’ 真空冷冻干燥’ 真空干燥法干燥川牛膝
多糖% 发现微波干燥后% 多糖在 #D" .JF.@时清
除浓度达到最大% 而其他 , 种方法下多糖均在 ,D$

,*

&$#+ 年 # 月
第 ,) 卷!第 # 期

中 成 药
SX0I7H76Z/\0W05I/1?/W7IW‘7\040I7

b/IQ/ZU&$#+
c513,)!A53#



.JF.@时才达到最大& 王红等)#,*报道% 微波干燥
能够最大程度保留芡实中总多糖’ 总酚和总黄酮类
物质% 并表现出最强的抗氧化活性& 因此% 选择微
波干燥法干燥多糖&
%D,!药材生长年限筛选!本实验取 #’ &’ , 年生
川牛膝% 微波提取其多糖后进行微波干燥% 测定抗
氧化活性% 发现 ,年生药材对L??R’ E=6:’ TR-
自由基的清除能力以及总还原能力均显著强于#’ &
年生& 因此% 选择 , 年生川牛膝进行研究&
WF结论

刘传敏等)#%*采用酶解超声法提取川牛膝多糖%
并进行正交试验设计% 得出最佳提取工艺为样品粒
度 &$ 目% 料液比 # p%$% 超声时间 &$ .0I% 超声温
度 ’$ h% 多糖提取率 %’D#)!% 并需酶解 # X( 赵
磊等)#"*采用正交试验法优化了其热水浸提工艺%
得到优化工艺为料液比 # p#"% 提取温度 ’$ h%
提取 & X% 浸提 # 次% 多糖提取率 %)D#*!% 以上
方法所需提取时间均较长% 能源消耗均较大& 本实
验采用微波提取川牛膝多糖% 得到最佳条件为提取
功率 ’%$ P% 料液比 # p#’% 提取温度 ’$ h% 提取
时间 % .0I% 多糖提取率 ’$D’+!% 具有一定抗氧
化活性& 与前期报道相比% 该方法在提高提取率的
同时大大缩短提取时间% 并节约了能源% 有利于工
业生产上的推广和应用&
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