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摘要:【目的】优化小叶三点金(Desmodiummicrophyllum)多糖的提取工艺,并对它的体外抗氧化活性进行研究。【方法】

在单因素实验的基础上,使用响应面法对小叶三点金多糖的提取工艺进行优化,再利用高效液相色谱和红外光谱对它进

行单糖组成和表征分析;采用体外ABTS自由基清除实验和还原能力实验对它的抗氧化活性进行检测。【结果】小叶三点

金多糖的最佳提取条件是:提取温度为100℃,提取时间为4.86h,料液比为1g∶60mL;该条件下多糖提取率为5.04%±

0.14%。小叶三点金多糖由甘露糖、鼠李糖、氨基葡萄糖、葡糖醛酸、葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖组成,摩尔比为5∶4.2∶

3∶1∶24.6∶29.6∶9.8。小叶三点金多糖具有较强的还原能力以及ABTS自由基清除能力。【结论】研究结果为小叶三

点金多糖的提取及后续应用提供了一定的理论依据。
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小叶三点金(Desmodiummicrophyllum)为豆科(Leguminosae)山蚂蝗属(Desmodium)多年生草本植物,
别名爬地香、小叶山绿豆、小木通,常见于荒地或灌木丛中,在中国主产于江苏、安徽、江西等省[1]。小叶三点金

以根乃至全草入药,具有健脾利湿、止咳平喘、解毒消肿的功效[2],主治小儿疳积、黄疸、痢疾、咳嗽、哮喘、支气管

炎等症。目前,有关小叶三点金组分的研究报道主要关注黄酮、挥发油、苯丙素等物质[3-6],而关于小叶三点金多

糖方面的研究却较为匮乏。
多糖是一类由醛糖或酮糖通过糖苷键连接而成的天然高分子多聚物,广泛存在于生物体中,是维持生命活

动正常运转的基本物质之一。研究表明,植物多糖具有抗氧化、抗肿瘤、抗菌抗病毒、降血糖、免疫调节、降血脂、
抗辐射、保护肝脏等多种生物活性[7-12]。在多糖提取工艺方面,水提法因具有操作方便、成本低廉、对设备要求低

等优点,已成为多糖提取的经典方法[13]。响应面分析法(Responsesurfacemethodology)是由统计学和数学的

方法组成,用于优化自变量,可分析单一或多个响应值与不同因素之间的关系[14]。基于上述背景,本研究以多糖

提取率为评价指标,在单因素实验的基础上,采用响应面法对通过水提法提取小叶三点金多糖的最佳工艺条件

进行优化,并对它的体外抗氧化活性进行了初步研究,希望为小叶三点金多糖的深入研究和实际应用提供基础

资料。

1材料和方法

1.1材料与试剂

小叶三点金购自安徽亳州,烘干粉碎后备用。阿拉伯糖、半乳糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、葡萄糖醛酸、甘露糖、
鼠李糖、木糖、核糖、氨基葡萄糖、氨基半乳糖等单糖标准品购自美国Sigma公司;其他化学品和试剂均为分析

纯,购自重庆东方化工玻璃有限公司。

1.2主要仪器

RVC2-18型真空离心浓缩仪购自德国Christ公司,DHG-9023A型电热恒温鼓风干燥箱购自上海精宏实验
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设备有限公司,TGL-20型高速冷冻离心机购自四川蜀科仪器有限公司,RE-52A型旋转蒸发器购自上海亚荣生

化仪器厂,Agilent1100型液相色谱仪购自美国Agilent公司;Nicolet380型FT-IR红外光谱仪购自美国尼高力公司。

1.3小叶三点金多糖的提取

称取一定质量的小叶三点金粉末,按一定的料液比添加去离子水,室温浸泡1.5h后,随后按照一定的时间

和温度条件进行水浴提取。提取物经纱布过滤滤后,于8000r·min-1离心15min,收集上清液。上清液经真

空浓缩后,加入3倍上清液体积的乙酸乙酯脱脂,取水相,采用Sevage法脱蛋白。再加入体积分数为95%的乙

醇溶液至溶液中乙醇的最终体积分数为80%,在4℃冰箱内静置24h,随后以10000r·min-1离心15min,取
沉淀于真空冷冻干燥器中进行干燥。干燥后的沉淀依次用乙醚、无水乙醇、丙酮各清洗2次,得到小叶三点金多

糖。多糖提取率用提取到的多糖质量除以提取多糖所用材料质量得到的百分数表示。

1.4单因素实验

在单因素实验中,重点考察提取温度、提取时间和液料比对小叶三点金多糖提取率的影响,并以此确定Box-
Behnken响应面设计的自变量合适范围。提取温度水平设置为60,70,80,90和100℃;提取时间水平设置为2,

2.5,3,3.5和4h;料液比水平设置为1g∶20mL,1g∶30mL,1g∶40mL,1g∶50mL和1g∶60mL。

表1 小叶三点金多糖提取工艺优化响应面分析试验因素与水平

Tab.1 Independentvariablesandtheirlevelsusedin

theresponsesurfacedesign

水平
因素

提取温度/℃ 提取时间/h 料液比

-1 80 3 1g∶40mL

0 90 3.5 1g∶50mL

1 100 4 1g∶60mL

1.5响应面优化实验设计

以单因素实验结果为基础,将提取温度、提取时间和料液比作为自变量而多糖提取率为响应值,根据Box-
Behnken响应面设计原理,采用Design-Expert8.0.6软件设计3因素3水平实验,对小叶三点金多糖的提取工

艺参数加以改良。响应面因素与水平设计见表1。

1.6小叶三点金多糖的单糖组成及表征分析

1.6.1单糖组成分析 称取5mg多糖样品于10mL
具塞小瓶中,加入2mol·L-1的三氯乙酸1mL,充
氮气后封管于110℃烘箱中水解6h。待反应完全

后,反复加甲醇并氮吹以除去样品中的三氯乙酸,再用

0.3mol·L-1的氢氧化钠溶液完全溶解残余物,得到

多糖水解溶液。采用PMP柱前衍生高效液相色谱

法[3]对等摩尔配制的单糖标准品和多糖水解溶液进

行衍生,最后用于高效液相色谱分析,色谱条件如

下:色谱柱为C18柱(250mm×4.6mm,5μm),流动相A为100mmol·L-1的磷酸钠缓冲液(pH为6.6),流动

相B为乙腈,柱温为300℃,流速为1mL·min-1,进样量为20μL,检测波长为250nm。

1.6.2红外光谱分析 取1mg干燥的小叶三点金多糖样本与200mg的溴化钾粉末于研钵内反复进行研磨后

压成薄片,使用分辨率为4.0cm-1的红外光谱仪并用扫描范围为500~4000cm-1的DTGS检测器进行检测。

1.7小叶三点金多糖体外抗氧化活性测定

1.7.1还原力测定 参照文献[15]的方法进行小叶三点金多糖还原力的测定。准确量取200μL质量浓度分别

为1,2,3,4和5mg·mL-1的小叶三点金多糖样品溶液,依次加入0.2mol·L-1且pH为6.6的磷酸盐缓冲液

200μL和质量分数为1%的铁氰化钾溶液200μL,混合均匀后,于50℃水浴中反应20min。随后加入质量分数

为10%的三氯乙酸200μL终止反应,以4000r·min-1离心10min。取上清液200μL,加入蒸馏水200μL和

质量分数为0.1%的氯化铁50μL混合均匀,37℃保温15min,在波长为700nm处测定混合液的吸光度。分别

以蒸馏水(空白对照)、抗坏血酸(阳性对照)代替小叶三点金多糖样品溶液进行上述实验。

1.7.2ABTS自由基清除活性测定 根据Arnao等人[16]的方法进行小叶三点金多糖对ABTS自由基的清除活

性测定。取7.4mmol·L-1的ABTS储备液200μL和2.6mmol·L-1的过硫酸钾溶液200μL,混合后于4℃
下避光反应24h,制得ABTS阳离子溶液。随后,将ABTS阳离子溶液用乙醇稀释到在波长为734nm处的吸光

度为0.70±0.02。取上述稀释后的ABTS阳离子溶液160μL,分别加入40μL质量浓度为0.3,0.6,0.9,1.2和

1.5mg·mL-1的小叶三点金多糖样品溶液,混合均匀后,室温下避光反应10min,检测混合液在734nm波长处

的吸光度。分别以无水乙醇(空白对照)、抗坏血酸(阳性对照)代替小叶三点金多糖样品溶液进行上述实验。小

叶三点金多糖对ABTS自由基的清除活性以ABTS自由基清除率表示,具体计算方法为:
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R=A0-A1

A0
×100%。

其中:R 为ABTS自由基清除率,A0和A1分别为空白对照和小叶三点金多糖样品溶液加入ABTS阳离子溶液后

测得的吸光度。

a 提取温度与多糖提取率

b 提取时间与多糖提取率

c 料液比与多糖提取率

图1 提取温度、提取时间和料液比对多糖提取率的影响

Fig.1 Effectofextractiontemperature,extractiontime,

andliquidratioontheyieldofpolysaccharide

2结果与分析

2.1小叶三点金多糖的单因素实验分析

2.1.1提取温度对小叶三点金多糖提取率的影响 将提取时间和料液比分别设定为2h和1g∶20mL并保持

不变,评估不同提取温度对小叶三点金多糖提取率的影响。图1a显示:在60~90℃范围内,随着提取温度的上

升,多糖提取率也明显上升;当提取温度增加至100℃时,多糖提取率有所下降。这一结果表明,提取温度与小

叶三点金多糖的提取率密切相关:提取温度的升高增加了

多糖的溶出量;当提取温度达到90℃时,多糖溶出量达到

最大;继续提高提取温度不能提升多糖提取率,反而可能

会破坏多糖结构使得多糖提取率下降。因此,在后续的响

应面优化实验中选择90℃作为最佳提取温度。

2.1.2提取时间对小叶三点金多糖提取率的影响 将提

取温度和料液比分别设定为90℃和1g∶20mL并保持

不变,评估不同提取时间对小叶三点金多糖提取率的影

响。研究结果显示:在2~3.5h范围内,随着提取时间的

延长,多糖提取率明显上升;当提取时间延长至4h时,多
糖提取率趋于平缓(图1b)。上述结果表明:随着提取时

间的延长,小叶三点金多糖的溶出量会不断增加;当提取

时间达到3.5h时,大部分多糖已经溶出;继续延长提取

时间,多糖的提取率不会明显上升。由此可将3.5h作为

响应面优化实验中的最佳提取时间。

2.1.3料液比对小叶三点金多糖提取率的影响 将提取

温度和提取时间分别设定为90℃和2h并保持不变,评
估不同料液比对小叶三点金多糖提取率的影响。从图1c
可知:随着料液比由1g∶20mL向1g∶60mL变化,多
糖提取率呈上升趋势,这主要是因为在材料质量一定时提

取液用量的增加有助于多糖从材料中溶出;当料液比从

1g∶50mL调整到1g∶60mL时,多糖提取率未因提取

液用量的相对增加而明显上升,这表明多糖溶出量已达到

饱和状态,过量的溶剂并不会促使更多的多糖进一步从材

料中溶出。考虑到提取后的浓缩和沉淀工艺,将响应面优

化实验中的最佳料液比定为1g∶50mL。

2.2响应面分析法优化小叶三点金多糖提取工艺

2.2.1响应面实验设计与结果分析 响应面实验设计方

案及结果见表2。用Design-ExpertV8.0.6.1软件对表2
中的数据进行多元回归分析,每个变量都被编码,获得小

叶三点金多糖提取率对编码自变量的二次多项回归方程

为:Y=3.87+0.60A+0.15B-0.045C+0.030AB+
0.11AC+0.088BC+0.040A2-0.050B2+0.12C2。其中

A,B,C分别为提取温度、提取时间和料液比。
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表2 小叶三点金多糖提取率的响应面实验方案及结果

Tab.2 Experimentaldesignandcorrespondingresultsforresponsesurfaceanalysis

试验号
提取温度/

℃

提取时间/

h
料液比

多糖提取率/

%
试验号

提取温度/

℃

提取时间/

h
料液比

多糖提取率/

%

1 80 3 1g∶50mL 3.27±0.04 10 90 3 1g∶60mL 3.59±0.02

2 100 3 1g∶50mL 4.25±0.14 11 90 4 1g∶40mL 4.13±0.06

3 80 4 1g∶50mL 3.42±0.05 12 90 4 1g∶60mL 4.16±0.05

4 100 4 1g∶50mL 4.52±0.03 13 90 3.5 1g∶50mL 3.85±0.01

5 80 3.5 1g∶40mL 3.49±0.08 14 90 3.5 1g∶50mL 3.78±0.03

6 100 3.5 1g∶40mL 4.62±0.11 15 90 3.5 1g∶50mL 3.89±0.01

7 80 3.5 1g∶60mL 3.23±0.05 16 90 3.5 1g∶50mL 3.97±0.15

8 100 3.5 1g∶60mL 4.81±0.09 17 90 3.5 1g∶50mL 3.88±0.04

9 90 3 1g∶40mL 3.91±0.13

对回归模型进行方差分析(表3),其中对方差来源部分的分析结果显示整个回归模型在p<0.01水平上具

有统计学意义;对失拟性部分的分析结果显示它对回归模型没有统计学意义上的影响,即实验误差小,同样确定

了模型的可行性;该模型具有较低的变异系数值,也表明实验值具有更好的可靠性;此外决定系数R2较高且R2
adj

与之接近,说明了该模型有充分的准确性和通用性。因此,在本研究范围内可以用此模型预测和分析小叶三点

金多糖提取率。此外,自变量的F 值的大小可以体现出自变量的重要性,F 值越大表明对自变量越重要。从表3
中可见,影响小叶三点金多糖提取率的3个因素中,最重要的是提取温度,然后依次为提取时间和料液比。

表3 回归模型的方差分析结果

Tab.3 Analysisofvarianceofregressionmodel

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 p值 方差来源 平方和 自由度 均方 F值 p值

模型 3.23 9 0.36 27.41 0.0001** C2 0.064 1 0.064 4.86 0.0632

A 2.87 1 2.87 218.94 <0.0001*** 残差 0.092 7 0.013

B 0.180 1 0.180 13.97 0.0073** 失拟性 0.073 3 0.024 5.13 0.0741

C 0.016 1 0.016 1.24 0.3028 纯误差 0.019 4 4.73×10-3

AB 3.60×10-3 1 3.60×10-3 0.27 0.6163 总误差 3.32 16

AC 0.051 1 0.051 3.86 0.09 R2 0.9724

BC 0.031 1 0.031 2.34 0.1701 R2adj 0.9369

A2 6.91×10-3 1 6.91×10-3 0.530 0.4913 变异系数 2.91

B2 0.010 1 0.010 0.79 0.4043

  注:A,B,C分别为提取温度、提取时间和料液比;**,***分别表示统计结果在p<0.01和p<0.001水平上有统计学意义

2.2.2响应面交互作用分析 通过Design-Expert8.0.6软件模拟实验所生成的响应面图和等高线图可以很好

地分析出各因素和各因素之间的交互协同作用对小叶三点金多糖提取率的影响,还可以确定提取因素的最佳水

平[17]。如封二彩图2a所示,当料液比固定在零水平时,多糖提取率随着提取温度上升和提取时间延长而升高。
封二彩图2b中的多糖提取率变化趋势与封二彩图2a中相类似。封二彩图2c则显示了当提取温度固定在零水

平时提取时间和料液比对多糖提取率的综合效应:较为平坦的响应表面表明了提取时间和料液比之间无明显相

互作用。基于以上分析结果,可以发现提取温度和提取时间是影响小叶三点金多糖提取的主要因素。通过使用

Design-Expert软件,得出小叶三点金多糖的最佳提取条件如下:提取温度为100℃,提取时间为4.86h,料液比

为1g∶60mL。在最佳条件下,小叶三点金多糖的最大预测提取率为5.068%。
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2.2.3预测模型的验证 用2.2.2部分得出的最佳提取条件提取小叶三点金多糖,实验重复3次,测得小叶三点

金多糖提取率为5.04%±0.14%,与预测值相当接近,并且实验重复性较好,从而证实了2.2.1部分所得回归模

型的准确性。

2.3小叶三点金多糖的单糖组成及表征分析

2.3.1小叶三点金多糖的单糖组成 通过各单糖标样与小叶三点金多糖样品的保留时间可以确定后者单糖组

成,根据各峰面积计算多糖样品中各单糖组分的摩尔比。综合图3和图4可知,小叶三点金多糖主要由7种单糖

组成,包括甘露糖、鼠李糖、氨基葡萄糖、葡萄糖醛酸、葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖,摩尔比为5∶4.2∶3∶1∶24.6∶
29.6∶9.8。从这一数据可以发现,小叶三点金多糖中主要单糖组分为葡萄糖和半乳糖,阿拉伯糖、甘露糖、鼠李

糖等组分较少,而氨基葡萄糖组分的含量极低。杏鲍菇(Pleurotuseryngii)菇头粗多糖由阿拉伯糖、岩藻糖、甘
露糖、葡萄糖、半乳糖等组成,摩尔比为2.06∶0.24∶1∶17.60∶0.37,其中葡萄糖为主要组分,阿拉伯糖和甘露

糖组分含量次之,岩藻糖组分含量最低[18]。羊肚菌(Morchellaesculenta)多糖 MEP-3由甘露糖、鼠李糖、葡萄糖

和半乳糖组成,摩尔比为18.25∶0.84∶1∶1.53,其中甘露糖为主要组分,其次是葡萄糖和半乳糖组分[19]。黄

精(Polygonatumsibiricum)多糖由鼠李糖、核糖、木糖、果糖、葡萄糖和半乳糖组成,摩尔比为1∶1.24∶2.45∶
5.14∶4.49∶0.81,其中果糖和葡萄糖组分的含量较多,半乳糖组分含量最低[20]。上述结果表明,不同来源多糖

的单糖组成及摩尔比存在较大差异,这也是造成这些多糖功能多样性的原因之一。

注:色谱图中数字1~11所代表的物质分别为:甘露糖、核糖、鼠李糖、氨基葡萄糖、葡萄糖醛

酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、氨基半乳糖、半乳糖、木糖和阿拉伯糖,下同

图3 单糖标准品的PMP柱前衍生液相色谱图

Fig.3 HPLCchromatogramofthePMPpre-columnderivativestandardmonosaccharide

图4 小叶三点金多糖的PMP柱前衍生液相色谱图

Fig.4 HPLCchromatogramofthePMPpre-columnderivativeD.microphyllumpolysaccharide
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2.3.2小叶三点金多糖的FT-IR光谱分析 采用傅里叶变换红外光谱在4000~500cm-1的小叶三点金多糖官

能团、取代基及结构等相关信息,结果如图5所示。在3384.44cm-1处出现宽峰是分子内或分子间羟基伸缩振

动的结果[21],1613.75cm-1是羰基的伸缩振动峰,1416.83cm-1属碳-氢键的变角振动引起的吸收峰,可在

1091.18cm-1处的拉伸峰则表明存在碳-氧键[22]。

图5 小叶三点金多糖红外吸收光谱图

Fig.5 FouriertransforminfraredspectrumofD.microphyllumpolysaccharide

2.4小叶三点金多糖的抗氧化活性

2.4.1还原力测定 图6显示:随着小叶三点金多糖的质量浓度由1mg·mL-1增加到5mg·mL-1,它的还原

力先增强后趋于稳定,但均低于同等质量浓度下抗坏血酸的还原力。5mg·mL的小叶三点金多糖的还原力为

0.895。前期研究表明,当金剪刀(Clematishuchouensis)[23]多糖和大蒜(Alliumsativum)[24]多糖的质量浓度为

10mg·mL-1时,它们的还原力分别为0.499和0.530,均远低于5mg·mL-1的小叶三点金多糖的还原力。因

此,虽然小叶三点金多糖在还原力方面低于抗坏血酸,但与上述其他来源多糖相比,仍具有较强的抗氧化活性。

2.4.2ABTS自由基清除的能力 小叶三点金多糖和抗坏血酸对ABTS自由基的清除能力如图7所示。随着小

叶三点金多糖和抗坏血酸质量浓度在0.3~1.5mg·mL-1范围内逐渐增加,它们对ABTS自由基的清除能力

先增加后趋于稳定。在两者质量浓度相同时,抗环血酸对ABTS自由基的清除能力略高于小叶三点金多糖。当

质量浓度为1.5mg·mL-1时,小叶三点金多糖对ABTS自由基的清除率为90.52%,接近于此浓度下抗坏血酸

的清除率(98.58%)。相比之下,当杏鲍菇菇头粗多糖质量浓度为5mg·mL-1时,对ABTS自由基的清除率仅

达到70.9%[18];当 羊 肚 菌 多 糖 MEP-3质 量 浓 度 为1 mg·mL-1 时,对 ABTS自 由 基 的 清 除 率 也 只 有

42.96%[19]。因此,小叶三点金多糖和上述其他来源多糖相比具有较强的ABTS自由基清除能力。

图6 小叶三点金多糖的还原能力

Fig.6 ThereducingpowerofD.microphyllum

polysaccharideasafunctionofitsconcentration

图7 小叶三点金多糖对ABTS自由基清除能力

Fig.7 ScavengingeffectofD.microphyllum

polysaccharideonABTSradical
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3结论

本研究采用水提法从小叶三点金中分离提取出了多糖类化合物,并通过响应面分析法建立了最优提取条

件,即:提取温度为100℃,提取时间为4.86h,料液比为1g∶60mL。在上述条件下,小叶三点金多糖提取率为

5.04%±0.14%。单糖组成分析表明,小叶三点金多糖由甘露糖、鼠李糖、氨基葡萄糖、葡萄糖醛酸、葡萄糖、半
乳糖和阿拉伯糖组成,摩尔比为5∶4.2∶3∶1∶24.6∶29.6∶9.8。体外实验表明,小叶三点金多糖具有较强还

原能力以及清除ABTS自由基能力。研究结果为小叶三点金多糖提取及后续应用研究提供了一定理论依据。
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ExtractionofPolysaccharidefromDesmodiummicrophyllumandItsAntioxidantActivity

ZHUXiaoyan1,ZHAOYang2,LIXudong1

(1.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.TechnicalBrigadeofCriminalInvestigationDetachmentofHigh-TechIndustryDevelopmentZoneSub-bureau,

ChongqingPublicSecurityBureau,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]TooptimizetheextractionofpolysaccharidefromDesmodiummicrophyllumandinvestigateitsantioxidantand

anticanceractivitiesinvitro.[Methods]Basedontheanalysisofsingle-factorexperiments,responsesurfacemethodologywas

performedtooptimizetheextractionofpolysaccharidefromD.microphyllum.Thepolysaccharidewascharacterizedbyusinghigh

performanceliquidchromatographyandinfraredspectroscopy.Invitro,theantioxidantactivityofthepolysaccharidewastestedby
freeradicalscavengingandreducingabilityexperiments,anditsanticanceractivitywasevaluatedaccordingtoCCK8kit.[Findings]

Theresultsshowedthattheoptimalconditionswereasfollows:extractiontemperature100℃,extractiontime4.86h,solid-liquid

ratio1g∶60mL.Undertheseconditions,theexperimentalyieldofD.microphyllumpolysaccharidewas5.04%±0.14%.The

polysaccharidewascomposedofmannose,rhamnose,glucosamine,glucuronicacid,glucose,galactoseandarabinosewithamolar

ratioof5∶4.2∶3∶1∶24.6∶29.6∶9.8.Meanwhile,invitroexperimentsindicatedthatD.microphyllumpolysaccharide

exhibitedstrongradicalscavengingactivityonABTSradicalaswellasreducingability.[Conclusions]Thisstudyprovidesa

theoreticalbasisfortheextractionandsubsequentapplicationofD.microphyllumpolysaccharide.

Keywords:Desmodiummicrophyllum;polysaccharide;responsesurfacemethodology;antioxidantactivity
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