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摘要:以木枣多糖的提取率为响应值,柠檬酸盐缓冲溶液作

为溶剂,利用单因素试验和响应面设计对超声波辅助提取木

枣多糖工艺进行优化。结果表明:木枣多糖的最佳提取条件

为以 pH 为 5.6 的 柠 檬 酸 盐 缓 冲 溶 液 为 提 取 剂,液 料 比

23.1︰1(V ︰m),提取温度68 ℃,超声波功率420 W,提

取 时 间 30 min。该 条 件 验 证 多 糖 提 取 率 达 到 (67.38±
0.16)%,接近于预测值67.63%。说明该优化方法可行,可

为木枣多糖的提取提供参考数据。
关键词:木枣;多糖;酸性缓冲液;超声辅助提取

Abstract:Withextractionratioasresponsefrom Zizyphusjujuba
cv.Muzaoandcitratebuffersolutionastheextractionsolvent,ultra-
sonicextractiontechnologywereoptimizedbyresponsesurfacemeth-
odology(RSM).Theresultsshowedthatoptimalultrasonicextrac-
tionconditionswereliquid-solidratioof23.1︰1(V ︰m),extrac-
tiontemperatureof68℃andextractionpowerof420W,takingcit-
ratebuffersolutionatpH5.6astheextractionagent.Undertheop-
timalextractionconditions,andtheresultantpolysaccharidesyield
was(67.38±0.16)%,whichwasclosetothepredictedvalueof
67.63%.Theresultsdemonstratedthatthismethodwasfeasible,

andprovidedreferencedatafortheextractionofpolysaccharidefrom
Zizyphusjujubacv.Muzao.
Keywords:Zizyphusjujubacv.Muzao;polysaccharides;acidicbuff-
er;ultrasonic-assistedextraction

木枣(Zizyphusjujubacv.Muzao)为鼠李科植物枣的

果实,盛产于山西省吕梁地区和陕西省榆林地区,作为中草

药被广泛使用。枣中富含糖类、皂苷、生物碱等多种生物活

性物质[1]。研究证实,枣多糖具有抗肿瘤[2]、抗氧化[3]、调节

机体免疫力[4]等功效。

近年来,人们围绕木枣多糖的抗小鼠运动疲劳活性[5,6]

展开了深入细致的研究,而木枣多糖的提取是对其功能进行

研究的基础,目前专门针对木枣多糖提取工艺优化的报道还

比较少。酶法和水提法是木枣多糖提取的常规方法[5-7],然

而它们均存在耗能大、时间长、效率低等缺点,亟需得到改进

优化。杨春等[8]采用超声波辅助传统水浸提法提取木枣多

糖,但该研究料液pH 取值范围局限于偏中性和碱性,没有

考虑酸性条件对多糖提取效果的影响。樊君等[9]研究发现

以缓冲液作为提取剂较传统水提法在动力学上占优势,提取

率也较高。所以本试验拟采用柠檬酸盐缓冲液作为提取溶

剂,利用单因素试验和响应面法优化木枣多糖的超声波辅助

提取工艺,旨在为木枣多糖的进一步研究提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

木枣:陕西省榆林市佳县;

柠檬酸、柠檬酸钠:分析纯,天津市博迪化工有限公司;

重蒸酚:分析纯,北京索莱宝科技有限公司;

浓硫酸:分析纯,四川西陇化工有限公司;

乙醇:分析纯,国药集团化学试剂有限公司。

1.2　主要仪器与设备

数控超声波清洗器:KQ-700DE型,昆山市超声仪器有

限公司;

紫外—可见分 光 光 度 计:721 型,上 海 光 谱 仪 器 有 限

公司;

旋转蒸发器:SHZ-Ⅲ型,上海亚荣生化仪器厂;

低速离心机:KDC-40型,科大创新股份有限公司中佳分

公司;
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精密pH 计:HS-3C型,上海大普仪器有限公司;

真空冷冻干燥机:ZL-1型,上海医疗器械高等专科学校

试验厂。

1.3　方法

1.3.1　超声波辅助柠檬酸盐缓冲溶液浸提木枣多糖工艺

枣粉→加入柠檬酸—柠檬酸钠缓冲溶液→超声波辅助

提取→离心→ 浓 缩 → 脱 蛋 白 → 透 析 → 浓 缩 → 无 水 乙 醇 沉

淀→冻干→木枣多糖

1.3.2　操作要点

(1)样品预处理:选择全熟期的木枣鲜果,剔除残次果,

清洗、沥干后人工去核、60℃干燥处理,粉碎后过60目筛,再

经80%乙醇回流脱脂后风干,得到的枣粉密封保存备用。

(2)缓冲溶液的配制:分别配制0.1mol/L的柠檬酸及

柠檬酸钠溶液,并按比例配成不同pH 的缓冲液。

(3)离心:转速为3500r/min,时间10min。

(4)浓缩:采用旋转蒸发仪,温度45 ℃,将提取液处理

至原体积的1/3。

(5)脱蛋白:采用传统 Sevag法脱蛋白,Sevag试剂(氯

仿︰正丁醇=4︰1)与提取液体积比为3︰1,重复操作

5次。

(6)透析:采用透析袋(Mw<3500Da),流水透析48h。

(7)冻干:首先将样液置于-60℃冰箱中预冻6h,然后

置于冷冻干燥机处理24h。

1.3.3　多糖含量测定　采用苯酚—硫酸法[10]。

1.3.4　多糖提取率计算　为了便于操作,将提取液离心处

理,直接测定上清液中的多糖含量。将其与枣粉质量的比值

定义为多糖提取率,并由此作为多糖提 取 效 果 的 衡 量 标

准[11],多糖提取率按式(1)计算:

W=
10-3ρ×V×n

m ×100% (1)

式中:

W———木枣多糖提取率,%;

ρ———葡萄糖质量浓度,mg/mL;

V———缓冲溶液的体积,mL;

n———测定时多糖液的稀释倍数;

m———脱脂后枣粉的质量,g。

1.3.5　单因素试验设计　称取2.0g枣粉置于小烧杯中,在

其他条件相同的情况下,分别以柠檬酸盐溶液 pH、提取温

度、提取时间、超声波功率、液料比为单因素进行超声辅助缓

冲液浸提木枣多糖试验,以木枣多糖提取率为响应值,逐个

考察不同条件对提取效果的影响。

(1)柠 檬 酸 盐 溶 液 pH 值 的 选 择:设 定 超 声 波 功 率

420W,提取时间50 min,提取温度50 ℃,液料比25︰1
(V ︰m),比较pH 分别为3.2,4.0,4.8,5.6,6.4时的多糖

提取率。

(2)提取温度的选择:设定超声波功率420W,提取时间

50min,pH5.6,液料比25︰1(V ︰m),比较提取温度分别

为40,50,60,70,80℃时的多糖提取率。

(3)提取时间的选择:设定超声波功率420W,pH5.6,

提取温度50℃,液料比25︰1(V ︰m),比较提取时间分

别为10,30,50,70,90min时的多糖提取率。

(4)超声波功率的选择:设定提取温度50℃,提取时间

50min,pH5.6,液料比25︰1(V ︰m),比较超声波功率分

别为280,350,420,490,560W 时的多糖提取率。

(5)液料比的选择:设定超声波功率420 W,提取时间

50min,提取温度50℃,pH5.6,比较液料比分别为10︰1,

20︰1,30︰1,40︰1,50︰1(V ︰m)时的多糖提取率。

1.3.6　响应面试验设计　根据单因素试验结果,筛选对提

取率影响显著的单因素为变量,以多糖提取率为响应值,采

用Box-Behnken试验设计方法对柠檬酸—柠檬酸盐缓冲液

作为溶剂,超声波辅助提取木枣多糖工艺进行优化。

1.3.7　热水浸提木枣多糖　以蒸馏水为提取剂,在液料比

23.1︰1(V ︰m),浸提温度90℃,浸提时间180min条件

下提取木枣多糖。其余操作均与超声波辅助柠檬酸盐缓冲

溶液浸提木枣多糖一致。

1.3.8　数据分析　采用 Excel2007和SPSS19对单因素试

验中的各因素进行比较分析。采用 Design-Expert8.05b进

行响应面试验设计和分析。所有试验均重复3次。

2　结果与分析

2.1　单因素试验

2.1.1　柠檬酸盐溶液pH 对多糖提取率的影响　由图1可

知,随着pH 值的升高,木枣多糖提取率呈先降低再升高而

后又降低的趋势;在pH4出现最小值,在pH5.6时有明显

最大值。这可能与某些特定基团在特定pH 条件下溶解性

不同有关[12];超声波作用使某些酶被激活,这些酶参与的细

胞生理化学过程,在pH5.6时协同作用最强。由于pH 对

多糖提取率影响不显著,所以缓冲溶液的pH 不作为响应面

试验设计的因素,选择固定pH 为5.6进行后续试验。

2.1.2　提取温度对多糖提取率的影响　由图2可知,在

40~70 ℃范围内,随着温度的升高,多糖的提取率升高,这

可能是因为超声波引起的空化作用产生的极大压力造成生

物细胞壁破裂,多糖的溶解度升高;超声波作用激活的某些
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图1　pH 对多糖提取率的影响

Figure1　EffectofpHonextractionrateofpolysaccharides
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图2　提取温度对多糖提取率的影响

Figure2　Effectoftreatmenttemperatureonextraction

rateofpolysaccharide

酶,促使细胞的新陈代谢过程加速,提取率升高[13];在70℃
达到峰值,继续升高温度,多糖提取率出现下降的情况,可能

是温度过高对多糖的结构产生影响;也可能是温度过高使得

某些酶活性降低,这些酶参与的生理化学反应减弱,细胞新陈

代谢过程减慢导致[14]。因此提取温度应控制在60~80℃。

2.1.3　提取时间对多糖提取率的影响　由图3可知,提取

时间越长,提取率越高。提取时间在30min以内,提取率增

高明显,但是由30min延长至90min多糖的提取率增加缓

慢。这可能是由于短时间的超声处理,介质内部的空化作用

增强,溶剂中瞬间产生的空化气泡迅速崩溃,温度瞬间升高,

枣粉迅速被击碎[15],多糖提取率快速升高。但是超声波处

理时间过长就会产生剧烈的机械剪切作用和引起过多的热

量聚集,使多糖发生降解,多糖提取率随之增长缓慢[16]。所

以从提高生产效率和节约成本的角度,选择提取时间30min
为宜。

2.1.4　超声波功率对多糖提取率的影响　由图4可知,随

着超声波功率的增大,多糖提取率先升高而后逐渐降低,

420W 时出现峰值。原因可能是:超声波功率太低时,细胞

壁的破碎程度低,多糖溶出慢;随着功率的提高,产生的热作

用愈强,对液体颗粒的机械作用越明显,多糖溶出速率变
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图3　提取时间对多糖提取率的影响

Figure3　Effectoftreatmenttimeonextraction

rateofpolysaccharides
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图4　超声波功率对多糖提取率的影响

Figure4　Effectofultrasonicpoweronextraction

rateofpolysaccharides

快[17];但是超声波功率太大时,一些能使目标物降解的酶被

充分释放出来,造成多糖提取率降低[18]。综合考虑,选择超

声波功率350~490W。

2.1.5　液料比对多糖提取率的影响　由图5可知,液料比

对多糖提取率有显著影响,随着液料比增大,木枣多糖提取

率先逐渐增高而后逐渐降低,在20︰1(V ︰m)时出现峰

值。其原因可能是液料比为20︰1(V ︰m)时,超声波在液

体中形成最大比例的有效的搅动和流动,达到最高的提取

率。随着液料比增大,样品溶液的浓度降低,超声波对悬浮

于液体中的微粒的凝聚作用相对减弱,使得提取率降低[14]。

考虑到后续处理工艺,液料比取10︰1~30︰1(V ︰m)

为宜。
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图5　液料比对多糖提取率的影响

Figure5　Effectofliquid-solidratioonextraction

rateofpolysaccharides

2.2　响应面优化试验

2.2.1　响应面分析因素水平的选择　根据 Box-Behnken试

验设计原理,在单因素试验基础上,确定在pH5.6、提取时

间30min条件下,以提取温度、液料比、超声波功率为自变

量,多糖提取率为响应值,设计三因素三水平试验,试验因素

与水平见表1,试验设计及结果见表2。

2.2.2　响应面优化试验结果分析　根据表2结果,利用De-

signExpert8.05b软件对所得数据进行多元回归拟合,得到
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木枣多糖提取率对提取温度、液料比和超声功率的二次多项

回归方程为:

表1　响应面试验因素水平表

Table1　Factorsandlevelsusedinresponsesurfaceanalysis

水平 X1 提取温度/℃ X2 液料比(V ︰m) X3 超声波功率/W

-1 60 10︰1 350

0 70 20︰1 420

1 80 30︰1 490

表2　Box-Behnken试验设计及结果

Table2　Experimentaldesignandresultfor

responsesurfaceanalysis

试验号 X1 X2 X3 多糖提取率Y/%

1 0 1 -1 58.96

2 0 -1 -1 49.82

3 -1 0 1 57.45

4 1 1 0 44.00

5 0 0 0 66.83

6 0 -1 1 43.99

7 -1 0 -1 53.94

8 -1 -1 0 33.29

9 0 0 0 65.43

10 0 1 1 58.23

11 1 -1 0 45.41

12 1 0 1 50.60

13 0 0 0 67.40

14 1 0 -1 56.27

15 -1 1 0 59.97

　　Y=66.55-1.05X1+6.08X2-1.09X3-7.02X1X2-

2.29X1X3+1.28X2X3-9.54X1
2-11.35X2

2-2.45X3
2 (2)

该回归模型的方差分析结果见表3。由表3可知,回归

模型(P<0.01)达到极显著水平;失拟项(P=0.5501>0.1)

影响不显著,且相关系数R2=0.9962,表明实测值与预测值

高度相关。综上所述,建立的回归模型拟合度高,可用该模

型较好地描述各因素与响应值之间的实际关系,可用该模型

预测木枣多糖的提取工艺条件。从该回归模型的方差分析

还可以看出,3个因素对木枣多糖提取率的影响均不是简单

的线性关系。除了液料比和超声功率的交互作用不显著,其
他一次项、交互项和二次项对木枣多糖提取率的影响均达到

显著水平。各因素对多糖提取率的影响程度大小顺序为:液
料比>超声波功率>提取温度。

根 据表2试验所得的响应面图见图6~8。由图6~8可

表3　方差分析表†

Table3　Analysisofvariancetable

方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 P值 显著性

X1 1 　8.76 　8.77 　8.79 　0.0313 ∗

X2 1 295.85 296.08 296.61 <0.0001 ∗∗

X3 1 9.50 9.51 9.52 0.0272 ∗

X1X2 1 197.26 197.30 197.65 <0.0001 ∗∗

X1X3 1 21.07 21.00 21.04 0.0058 ∗∗

X2X3 1 6.50 6.49 6.51 0.0509

X1
2 1 335.72 335.78 336.38 <0.0001 ∗∗

X2
2 1 475.69 475.47 476.32 <0.0001 ∗∗

X3
2 1 22.22 22.16 22.20 0.0052 ∗∗

模型 9 1296.79 144.09 144.35 <0.0001 ∗∗

误差项 5 4.98 1.00
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

失拟项 3 2.92 0.98 0.95 0.5501

纯误差 2 2.06 1.03

所有项 14 1301.76

†　∗显著(P<0.05);∗∗极显著(P<0.01)。 
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Figure6　Responsesurfaceplotsfortheinteractioneffectsbetweenextractiontemperatureandliquid-solidratio
onthepolysaccharidesextractionratioofZizyphusjujubecv.Muzao
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图8　液料比和超声功率交互作用对木枣多糖的提取率影响的响应面图

Figure8　Responsesurfaceplotsfortheinteractioneffectsbetweenliquid-solidratioandultrasonicpower

onthepolysaccharidesextractionratioofZizyphusjujubecv.Muzao

知,液料比对木枣多糖提取率的影响极为显著,其绘制的曲

线最为陡峭;超声波功率对木枣多糖的影响次之,而影响最

小的则是提取温度,与提取温度相比,其曲线较为平滑一些。

此外,图6(b)和图7(b)中的等高线呈明显的椭圆形,说明提

取温度和液料比,提取温度和超声功率之间均具有非常显著

的交互作用。这些结果与表3的结果相一致。

2.2.3　模型验证　通过Design-Expert8.05b软件进行数据

分析确定各因素的最佳取值,Y 的最大估计值67.63%,稳定

点(X1,X2,X3)的编码值为(-0.16,0.31,-0.06)。与之

对应的提取温度68.4℃、液料比23.1︰1(V ︰m)、超声波

功率415.8W。考虑实际操作的便利,将提取工艺参数修正

为超声波功率 420 W,提取温度 68 ℃,液料比 23.1︰ 1
(V ︰m),pH5.6,时间30min,并进行3次平行验证实验,

实际测得的多糖提取率为(67.38±0.16)%,实测值与预测

值相对误差<1%,说明回归方程拟合度高。

2.3　不同提取方法的比较

由表4可知,与热水浸提法相比,超声波辅助柠檬酸盐

缓冲溶液浸提木枣多糖可使多糖提取率提高66.41%,效果

十分显著。

3　结论

本试验在单因素的基础上,利用Box-Behnken响应面法

表4　不同提取方法的比较

Table4　Comparisonofdifferentextractionmethods

提取方法 液料比(V ︰m) 时间/min 温度/℃ 多糖提取率/%

热水浸提法 23.1︰1 180 90 40.49

超声波辅助柠檬酸盐缓冲溶液浸提法 23.1︰1 30 68 67.38
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对木枣多糖的超声波辅助酸性缓冲液浸提工艺进行优化研

究。结果表明,其提取工艺条件为:以pH 为5.6的柠檬酸

盐缓冲溶液为提取剂,液料比23.1︰1(V ︰m),超声波功

率420W,提取温度68℃,时间30min。该条件下木枣多糖

的实测提取率为(67.38±0.16)%。与传统热水提取法相

比,超声波辅助酸性缓冲溶液浸提木枣多糖能显著缩短提取

时间,降低提取温度,提高多糖提取率,可为木枣的开发利用

和木枣多糖的研究提供依据,但是关于此方法提取的木枣多

糖的生物活性还有待于进一步的研究。
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